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1. ÚVOD 

   1.1. Ateroskleroza věnčitých tepen a její komplikace    
  

Aterosklerotické postižení cévní stěny je příčinou řady chorob. V koronární lokalizaci 

se ateroskleroza může manifestovat jako ischemická choroba srdeční (ICHS), a to 

jak v podobě chronické (stabilní) tak i v akutních formách. Vznik a progrese 

aterosklerozy jsou podmíněny mnoha příčinami, mezi základní patří hlavně 

hyperlipoproteinemie, diabetes mellitus, hypertenze a kouření [1,2,3]. Z dalších 

faktorů je nutné jmenovat renální insuficienci, která zejména v posledním stadiu, tedy 

u pacientů v predialyzační fázi a u chronicky dialyzovaných představuje závažné 

riziko progrese aterosklerozy [4,5]. Naproti tomu vliv počátečních stadií renální 

nedostatečnosti, sérové hladiny kyseliny močové a různých genových polymorfismů 

je stále předmětem výzkumu [6 - 9].        

 Ateroskleroza se vyvíjí v několika fázích, klasifikace American Heart 

Association popisuje dělení aterosklerotických lézí na 6 typů.  Prvním stadiem jsou 

pěnové buňky (léze typu I), které jsou viditelné pouze mikroskopicky v intimě cév. 

Dalším stadiem jsou tukové proužky, které už jsou patrné jako žlutavé tečky a 

proužky na povrchu intimy. Tyto změny mohou být přítomny už od první dekády 

života člověka. Od třetí dekády života se objevuje třetí stadium, které představují tzv. 

intermediární léze a čtvrtý stupeň jsou ateromy – kde dochází k dalšímu hromadění 

lipidů a formování lipidového jádra. Mezi lipidovým jádrem a endotelem se nachází 

makrofágy a pěnové buňky, ojedinělé buňky hladké svaloviny a malé množství 

kolagenu. Ve čtvrté dekádě se potom objevují léze typu V, které se podle množství 

pojivové tkáně dělí na podtypy. Va (fibroaterom), který má lipidové jádro, Vb – 

kalcifikovaná léze, Vc – dělí se na 2 skupiny: bez lipidového jádra, který bývá 

příčinou významných koronárních stenoz a tzv. gelatinozní léze s obsahem 
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edematozní tekutiny a fibrinogenu. Poslední stadium, charakterizované typem VI, má 

podtypy VIa – léze s rupturou, VIb – s hemoragií (krvácením/hematomem v plátu) a 

VIc – kde jsou přítomny všechny předchozí komplikace [10,11].  Na rozvoji 

aterosklerozy podílejí mechanismy genové, molekulární a buněčné, které představují 

dlouhodobý soubor reakcí s primárně zánětlivým charakterem. V časných stadiích se 

projevují zánětlivé mechanismy v kombinaci s usazováním lipidů ve stěně cévy, které 

mohou být dále potencovány i dalšími lokálními a systémovými infekcemi. Přítomné 

další rizikové faktory jako hypertenze, diabetes mellitus a samozřejmě 

hyperlipoproteinemie dále podporují aktivitu aterosklerotického procesu. Zánětlivé 

reakce mají i hlavní podíl na komplikacích aterosklerozy, tj. hlavně rozvoji akutních 

koronárních syndromů.  

1.1.2. Stabilní ischemická choroba srdeční 

Časná manifestace onemocnění koronárních tepen se u většiny pacientů projevuje 

jako endoteliální dysfunkce a mikrovaskulární postižení [12,13]. Endoteliální 

dysfunkce je stav poškození funkce endotelu se zvýšenou permeabilitou cévní stěně 

a nerovnováhou mezi vazodilatačními a vazokonstrikčními eventuálně 

protrombogenními a antitrombogeními faktory [11].  Na dysfunkční endotel adherují 

leukocyty a tato adheze je usnadněna zvýšenou expresí tzv. adhezivních molekul. 

Tento děj nastává obzvláště v místech s narušeným laminárním prouděním krve a 

zvýšeným smykovým napětím (např. bifurkace tepen). To má za následek snížení 

produkce oxidu dusnatého (NO), který má protizánětlivé účinky. Leukocyty 

(monocyty) migrují dále do intimy, akumulují oxidované LDL částice a mění se na 

pěnové  buňky. S narůstajícím zužováním lumen koronární tepny se přidávají projevy 

ischemie myokardu jako kontraktilní dysfunkce myokardu, arytmie a angina pectoris.  
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1.1.3. Akutní koronární syndromy 

Nejčastější příčinou akutních koronárních syndromů je snížení perfuze myokardu při 

významné koronární ateroskleroze se současnou přítomností trombu. Tyto 

komplikace vznikají nejčastěji na tzv. vulnerabilním aterosklerotickém plátu. 

Vulnerabilní aterosklerotický plát je charakterizován hlavně svým složením – 

obsahuje velké lipidové jádro pokryté tenkou fibrozní čepičkou a přítomností velkého 

množství zánětlivých buněk (makrofágů a neutrofilů) [11]. Aktivované buňky 

produkují některé enzymy, např. matrixmetalloproteinázu (MMP), což má za 

následek oslabení fibrozní čepičky plátu a tedy větší sklon ke vzniku ruptury. Dalšími 

změnami, které způsobují progresi nestability aterosklerotického plátu jsou 

kalcifikace a krvácení do plátu.  

1.2. Genové polymorfismy u vybraných genů 

Genové polymorfismy jsou varianty sekvence deoxyribonukleové kyseliny (DNA), 

které se nazývají alely. Místo v sekvenci DNA je polymorfní, pokud výskyt vzácnější 

alely v populaci přesahuje 1%. Efekty genových polymorfismů mohou být pozitivní, 

negativní nebo neutrální. Jednonukleotidové polymorfismy (SNP – single nucleotide 

polymorphism) jsou substituce jedné nukleotidové báze v řetězci DNA s frekvencí 

nad 1% v populaci. Jejich celkový počet se odhaduje na 10 milionů a jsou 

považovány za jednu z příčin multifaktoriálních onemocnění (hypertenze, 

ateroskleróza apod.) [14]. U těchto onemocnění dochází k současnému ovlivňujícímu 

se působení mnoha relativně častých genových variant a interakcí z prostředí a 

k postupnému rozvoji patologických stavů [11].  
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1.2.1. Endoteliální NO syntáza (eNOS) 

Endoteliální NO syntáza je jednou ze tří izoforem tohoto enzymu, dalšími jsou 

neuronální NOS a inducibilní NOS. Za normálních podmínek se eNOS podílí na 

regulaci cévního tonu, proliferace buněk, adheze leukocytů a agregaci trombocytů 

[15]. Z těchto účinků vyplývá protektivní vliv eNOS na kardiovaskulární systém. Je 

známo několik hlavních SNP v genu pro eNOS, které mohou ovlivňovat aktivitu 

enzymu a produkci NO. Jeden z nich, T-786C polymorfismus má thymin nahrazen 

cytosinem v nukleotidu -786 v 5´ regionu eNOS genu [16]. Tato varianta genu 

způsobuje redukci aktivity promotoru genu a byla popsána jako rizikový faktor pro 

ICHS v japonské populaci [16]. Další polymorfismus – opakovací (repeat) 27 párů 

bazí (bp) je lokalizován v intronu 4 eNOS genu - 4a4b polymorfismus, byla 

publikována souvislost se změnami v plazmatických hladinách NO [17]. U tohoto 

polymorfismu jsou publikované údaje o vztahu k ICHS rozporné [18, 19, 20]. 

 

1.2.2. Eotaxin 

Eotaxin (CCL 11) je chemokin, který má atrakční vlastnost pro řadu krevních buněk, 

popsán  byl v 90. letech 20.století pro eozinofily [21,22] a později i pro neutrofily, 

bazofily, makrofágy a prekurzory mastocytů [23, 24, 25]. Tato látka byla 

identifikována jako jeden z mediátorů zánětu cévní stěny [25]. Gen pro eotaxin je 

lokalizován na 17. chromozomu v regionu q21.1-q21.2 [26]. Byl zkoumán vliv 

několika polymorfismů v genu pro eotaxin na rozvoj ICHS. První z nich se nachází 

v prvním exonu genu, jedná se o 67G>A polymorfismus, vedoucí k nahrazení 

aminokyselinu alaninu na pozici 23 threoninem. Další dva polymorfismy jsou 

promotorové: −426C>T a −384A>G [27]. U 67G>A polymorfismu jsou popsané 
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výsledky ve vztahu k ICHS rozporné [28, 29, 30] a závisí na použitém modelu 

dědičnosti. U promotorových polymorfismů není dostatek prací na toto téma, v naší 

práci [31] jsme přímý vztah mezi výskytem a rozsahem ICHS a −426C>T a −384A>G 

polymorfismy neprokázali. U polymorfismu  67 G>A byl nalezen signifikantně častější 

výskyt varianty GG u pacientů s akutním koronárním syndromem.   

1.2.3. Matrix metaloproteináza 13 

Tato metaloproteináza (MMP-13) je jednou ze skupiny metaloproteináz, což jsou 

enzymy schopné štěpit struktury kolagenu, a tím se podílet na rozvoji aterosklerozy, 

ruptuře aterosklerotického plátu a vzniku aneuryzmat [32,33]. Exprese různých 

podtypů MMP a jejich inhibitorů je rozdílná v závislosti na stupni aterosklerotické léze 

[34]. Matrix metaloproteináza 13 je aktivní proti typu kolagenu typu I a III [35,36] a má 

zásadní úlohu v přeměně kolagenu v organismu [36]. Hlavním producentem MMP-13 

jsou makrofágy v intimě cév [34,37]. U aterosklerotických plátů byly nejvyšší hodnoty 

MMP-13 a také MMP-1 zjištěny u fibrozních plaků což odpovídá vyššímu zastoupení 

makrofágů [37]. Dalším zvažovaným účinkem MMP-13 je preventivní vliv na 

aterosklerotický plát na základě štěpení molekuly ICAM-1 pomocí aktivity MMP-13 

[38]. Tato molekula je spojena s rozvojem aterosklerozy a výskytem ICHS, gen pro 

MMP-13 je lokalizován na chromozomu 11 (11 q22.2–q22.3)  [33]. Exprese MMP-13 

téměř neprobíhá v normální stěně arterií, ale je zvýšená v narůstajících 

aterosklerotických lézích [34,37]. 

 

1.3. Laboratorní markery u ICHS 

Byla popsána řada markerů vztahujících se k výskytu, závažnosti a klinickému 

průběhu koronární aterosklerozy a ICHS. Vzhledem k tomu, že ateroskleroza je 
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považována za primárně zánětlivý proces, jsou publikované práce zaměřeny 

zejména na přímé a nepřímé markery zánětu jako jsou hs-CRP, hladina leukocytů a 

fibrinogen [39-41]. Z dalších parametrů můžeme potom uvést kyselinu močovou [42] 

nebo kreatinin [43].  
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2. Vlastní práce 

2.1. Vztah polymorfismů eNOS 4a/b a -786T/C k ischemické chorobě srdeční, 

obezitě a diabetes mellitus  

Cílem práce bylo zjistit eventuální závislost různých variant eNOS 4a/b a -786T/C 

polymorfismů k angiograficky prokázané ICHS a k dalším rizikovým faktorům, jako 

jsou obezita a diabetes mellitus.  

2.1.1. Soubor a metodika 

V této studii bylo zahrnuto 1313 pacientů, kteří podstoupili koronarografické vyšetření 

na I.interní kardioangiologické klinice FN U sv. Anny v Brně. U pacientů bylo dále 

provedeno základní fyzikální vyšetření, anamnéza, EKG, odběry krevního obrazu a 

základní biochemické vyšetření. Všichni pacienti podepsali informovaný souhlas se 

zařazením do studie a s oběrem krevního vzorku na genetickou analýzu a studie byla 

schválena ústavní etickou komisí. Pacienti se selháním jater, ledvin, těžkou anémií, 

závažnými neurologickými nebo endokrinními onemocněními a malignitami byli 

vyřazeni. Po koronarografickém vyšetření byli dále vyřazeni pacienti s nevýznamnou 

aterosklerózou nebo spastickou anginou pectoris. Následný počet zařazených 

pacientů byl 1161. Základní klinická charakteristika souboru pacientů je zachycena 

v tab.1.  

Koronarografie 

Koronarografické vyšetření bylo provedeno standardní technikou, lékaři 

specializovanými v invazivní a intervenční kardiologii. Stenotické léze byly 

hodnoceny ve více projekcích k co nejpřesnější kvantifikaci. S ohledem na morfologii 

koronárních tepen byli pacienti rozděleni do dvou skupin; 1) pacienti s významnou 
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koronární aterosklerózou, tj. alespoň jedna koronární tepna se stenóza ≥50%, 2) 

pacienti s hladkostěnnými věnčitými tepnami.  

Kardiovaskulární rizikové faktory 

Rizikové faktory ICHS byly definovány následovně: hypercholesterolemie jako 

probíhající léčba hypolipidemiky nebo hladina celkového cholesterolu nad 5,0mmol/l 

při vyšetření, diabetes mellitus jako probíhající léčba inzulinem, perorálními 

antidiabetiky nebo dietou nebo lačná glykemie nad 7,0mmol/l za hospitalizace, 

hypertenze jako terapie antihypertenzivy, nebo opakovaná hodnota TK nad 140/90, 

obezita jako body mass index (BMI) nad 30kg/m2.  

Genetická analýza 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) byla extrahována z leukocytů v periferní krvi 

s použitím proteinázy K, a vysrážena isopropanolem a chloroformem. Isolované 

vzorky DNA byly testovány na polymorfismy eNOS 4a/b a -796T/C pomocí 

polymerázové řetězové reakce (PCR). Tato byla provedena pro polymorfismus 4a/b 

s použitím DNA primerů  5´- ACCTCAG-CCCAGTAGTG-3´sense, 5´-

GCAAGTGTCAGATAGGATT-3´ antisense a Taq polymerázy. Produkty PCR měly 

573 párů bazí (bp) pro genotyp aa, 604 bp pro bb a 573+604 bp pro ab alely. Tyto 

fragmenty byly rozděleny elektroforézou na agarozovém gelu s přídavkem ethidium 

bromidu. Pro analýzu polymorfismu -796T/C byly použity primery 5´-

TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3´ sense, 5´-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3´ 

antisense a Taq polymeráza. Produkty PCR o velikosti 180bp byly inkubovány 

s restrikční endonukleázou Msp I při 37 °C po dobu 5 hodin. Konečné fragmenty 

měly 140+40 bp pro TT genotyp, 90+50+40 pro CC genotyp a  140+90+50+40 pro 

TC alely a byly rozděleny elektroforézou na agarozovém gelu s ethidium bromidem.  
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Statistická analýza 

Vztahy mezi genotypy a angiograficky potvrzenou ICHS a dalšími rizikovými faktory  

byly určeny pomocí multivariantní analýzy (Wilksův test), významné závislosti mezi 

genotypy nebo alelami a onemocněními byly hodnoceny pomocí χ2 a Fisher exact 

testu, s použitím sofware Statistica (verze 8.0, StatSoft, Tulsa, USA). 

 

Počet pacientů / muži 1161 / 813 

Průměrný věk (roky) 64,2 

ICHS/ hladkostěnné koronární tepny (n) 939 / 222 

Hypertenze (n/%) 906 / 78% 

Hyperlipoproteinemie (n/%) 712 / 61,3% 

Diabetes mellitus (n/%) 348 / 30% 

Obezita (n/%) 345 / 29,7% 

Celkový cholesterol (průměr±SD) 4,53±1,1  mmol/l 

Body mass index (průměr±SD) 28,7±4,2 

 

Tabulka 1. Demografická a klinická charakteristika souboru 
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2.1.2. Výsledky 

Distribuce genotypů v celém souboru byla následující: CC = 13 %, CT = 50 %, TT = 

37 %; frekvence T alely 62.5 %, C alely 37.5 % pro  -786T/C polymorfismus. Pro 

intronový 4a/b polymorfismus byla distribuce: aa = 3.8 %, ab = 28.8 %, bb = 67.4 %. 

Alelová frekvence byla 81.8 % pro b a 18.2 % pro a. Genotypy obou polymorfismů 

byly v Hardyho-Weinbergově rovnováze.                                                                                             

Multivariantní analýza neprokázala žádnou významnou interakci mezi -786T/C 

polymorfismem a samotnou ICHS nebo ICHS v kombinaci s diabetem, 

hyperlipoproteinemií nebo obezitou. Pro 4a/b polymorfismus, nebyla prokázán vztah 

mezi tímto polymorfismem a samostatnou ICHS (Tabulka 2) nebo ICHS v kombinaci 

s obezitou (Tabulka 3). Naproti tomu byly nalezeny významné interakce mezi 

genotypy a diabetes mellitus. Genotypy aa+ab byly téměř trojnásobně častější u 

diabetiků bez ICHS proti nediabetickým pacientům bez ICHS - OR 2.79; 95% CI 

1.27–6.07, P = 0,009, Pcorr = 0,03  (Tabulka 4).  

 

Celková tabulka četností  – 4 a/b polymorfismus a ICHS 

ICHS 4a/b – ab  4a/b – bb  4a/b – aa  Celkem 

1 272 632 35 939 

2 63 150 9 222 

All 335 782 44 1161 

 

Tabulka 2 - Vztah mezi  4a/b polymorfismem a ICHS, počty pacientů podle 
genotypu;  p pro genotypy = 0,964, p pro alely =0,987 

ICHS 1 = ICHS ano   ICHS 2 = ICHS ne 
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Souhrnná tabulka četností – 4 a/b polymorfismus a ICHS a obezita 

Gr. ICHS Obezita 4a/b – 
ab   

4a/b – 
bb  4a/b – aa  Řádek celkem 

1 1  1 83 190 6 279 

2 1  2 189 442 29 660 

 Celkem  272 632 35 939 

3 2  1 20 45 1 66 

4 2  2 43 105 8 156 

 Celkem  63 150 9 222 

 Sloupec celkem  335 782 44 1161 

 

 

Tabulka 3 - 4a/b polymorfismus a ICHS a obezita, počty pacientů podle genotypu – 
neprokázán významný vztah 

ICHS 1 = ICHS ano,  ICHS 2 = ICHS ne,  Obezita 1 = obézní , obezita 2 = neobézní 
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Souhrnná tabulka četností  – 4 a/b polymorfismus a ICHS a diabetes mellitus 

Gr. ICHS Diabetes 4a/b - ab 4a/b - bb 4a/b - aa Řada - celkem 

1 1  1 92 215 11 318 

2 1  2 180 417 24 621 

 Celkem  272 632 35 939 

3* 2  1 15 14 1 30 

4* 2  2 48 136 8 192 

 Celkem  63 150 9 222 

 Sloupec celkem  335 782 44 1161 

 

 

Tabulka 4 - 4a/b polymorfismus a ICHS s diabetes mellitus, počty pacientů podle 
genotypu 

*Významné rozdíly mezi skupinami 3 a 4 pro ab+aa: 16/14 vs. 56/136, OR=2.79, 
95% CI 1.27-6.07, P=0,009, Pcorr=0,03 

ICHS 1 = ICHS ano, ICHS 2 = ICHS ne, Diabetes 1 = diabetici, Diabetes 2 = pacienti 
bez diabetu 

 

 

Byl rovněž nalezen vztah mezi 4a/b polymorfismem a ICHS v kombinaci s obezitou a 

diabetem. Genotyp bb je signifikantně častější u pacientů s ICHS, obezitou a 

diabetem ve srovnání s obézními diabetiky bez ICHS (OR=3.63, 95% CI 1.23-10.67, 

Pcorr=0.05); a rovněž u ischemiků bez obesity a diabetu proti obézním diabetikům 

bez ICHS (OR=3.38, 95% CI 1.21-9.46, Pcorr=0.05). Dále byl nalezen rozdíl u 

pacientů bez ICHS, obesity a diabetu, proti obézním diabetikům bez ICHS (OR=3.59 

(1.23-10.50), Pcorr=0.05) (Tabulka 5). 
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Souhrná tabulka četností  – 4 a/b polymorfismus a  ICHS s obezitou a diabetes 
mellitus 

Sk. ICHS Diabetes Obezita 4a/b - ab 4a/b - bb 4a/b - aa Řádek celkem 

1 1  1  1 39 87 1 127 

2 1  1  2 53 128 10 191 

 Celkem   92 215 11 318 

3 1  2  1 44 103 5 152 

4 1  2  2 136 314 19 469 

 Celkem   180 417 24 621 

5 2  1  1 10 6 0 16 

6 2  1  2 5 8 1 14 

 Celkem   15 14 1 30 

7 2  2  1 10 39 1 50 

8 2  2  2 38 97 7 142 

 Celkem   48 136 8 192 

 Sloupec celkem   335 782 44 1161 

 

Tabulka 5 -  4a/b polymorfismus a ICHS s obesitou a diabetes mellitus, počty pacientů podle 
genotypů 

Významné rozdíly:  

Skupina 1 vs 5 pro bb: 87/40 vs. 6/10, OR=3.63, 95% CI 1.23-10.67, Pcorr=0.05 

Skupina 4 vs 5 pro bb: 314/155 vs. 6/10, OR=3.38, 95% CI 1.21-9.46, Pcorr=0.05 

Skupina 5 vs 7 pro bb : 6/10 vs 39/11, OR =5.91 (1.76-19.88), Pcorr=0.01  

Skupina 5 vs 8 pro bb : 6/10 vs. 97/45, OR=3.59 (1.23-10.50), Pcorr=0.05 

 

ICHS 1 = ICHS ano, ICHS 2 = ICHS ne, Diabetes 1 = diabetici, Diabetes 2 = nediabetici, obezita 1 = 
obézní, obezita 2 = neobézní pacienti 
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2.1.3. Diskuse 

Vztah mezi T-786C polymorfismem a ICHS byl zkoumán v mnoha pracích, ale 

výsledky jsou stále rozporné [1-4]. Autoři Fatini a kol. [1] zjistili, že genotyp 4a/a je 

nezávislý predisponující faktor k akutním koronárním syndromům (ACS) (OR 2,5, 

95% CI 1,1-5,4, p=0,02), ale nebyla nalezena žádná spojitost u polymorfismů eNOS -

786CC and 894TT, pouze přítomnost genotypu -786CC zesilovala predispozici k 

ACS u 4a/a homozygotů.                                                                                    

Metanalýza 26 studií zahrnujícící 23028 subjektů [2] , ukázala významně vyšší riziko 

ICHS u 4a/a homozygotů, avšak ne u homozygotních nosičů -786C alely.  Další 

práce [4] zjistila více kardiovaskulárních úmrtí u -786TT než u  -786 TC + CC nosičů 

ve follow-up studii na více než tisícovce pacientů.  Autoři předpokládají, že tato 

genetická varianta je spojena vyšší aktivitou NO, což znamená zvýšenou produkci 

reaktivních forem kyslíku a dusíku. To vede k aktivaci matrix metalloproteináz a 

následné predispozici k ruptuře aterosklerotického plátu. V naší studii, multivariantní 

analýza neprokázala významnou spojitost mezi -786T/C polymorfismem a samotnou 

ICHS, nebo ICHS v kombinaci s obezitou a diabetes mellitus.                                 

Vliv intronového polymorfismu 4a/b na plasmatické hladiny NO zkoumalo několik 

prací [5,6], jejich výsledky však nebyly potvrzeny dalšími studiemi [7,8]. Tento 

polymorfismus je lokalizován v intronu genu, a je tedy nepravděpodobné, že by 

ovlivňoval strukturu proteinu, ale může hrát roli jako marker vazebné nerovnováhy 

s jinými variantami eNOS genu [8,9].                                                                    

Alvarez a kol. [10] popsali, že CC varianta polymorfismu T-786C  zvyšuje riziko časné 

ICHS u kanadské populace, ale 4a/b polymorfismu nikoliv. Naproti tomu, další autoři 

[1] popsali, že náchylnost ke vzniku ICHS je specificky podpořena kombinací 

genotypů 4a/a a 786CC. 
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Vztah mezi intronovým polymorfismem 4a/b a diabetes mellitus byl popsán 

Galanakisem a kol.[11], autoři nalezli významnou závislost mezi přítomností a alely a 

diabetem, bez ohledu na to jestli jde o diabetes 1. nebo 2. typu.  Tyto výsledky jsou 

v souladu s našimi, kde jsme potvrdili vyšší zastoupení aa a ab genotypu u pacientů 

s diabetes mellitus bez ICHS ve srovnání s pacienty bez ICHS a bez diabetu. Vztah 

mezi eNOS genem a diabetem stále není přesně objasněn. Laboratorní studie 

s microarray prokázaly, že u inzulin produkujících buněk stimulovaných cytokiny je 

asi 50% genů ovlivněných cytokiny NO – dependentních [12].                            

Interakce mezi 4a/b polymorfismem a obezitou rovněž nebyla příliš zkoumána, 

Hofmann a kol. [13] neprokázali významný vztah mezi  obezitou nebo zvýšenou 

lačnou glykemií, krevním tlakem a 4a/b nebo Glu298Asp polymorfismem. Tento 

nález je rovněž ve shodě s našimi výsledky, kdy obezita ani u pacientů s ICHS ani u 

kontrol nekorelovala s 4a/b polymorfismem.  Limitací naší práce byla selektovaná 

populace, jednalo se o pacienty přijaté k provedení koronarografie, a další limitací byl 

menší počet pacientů v některých podskupinách.                                                  

Závěrem lze konstatovat, že v naší studii jsme nalezli významnou závislost mezi 4a/b 

polymorfismem a diabetes mellitus u pacientů bez ICHS, a dále mezi 4a/b 

polymorfismem a ICHS v kombinaci s diabetem a obezitou. Nebyla nalezena 

významná závislost mezi tímto polymorfismem a samotnou ICHS.   
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2.2.  Souvislost rs640198 polymorfismu v genu pro matrix metaloproteinázu 

13 a závažnosti ICHS 

Cílem práce bylo zjistit vztah rs640198 polymorfismu k rozvoji ICHS a její závažnosti 

 

2.2.1 Soubor a metodika  

Studie zahrnula 1071 pacientů se suspektní nebo známou ICHS, přijatých na I. 

Interní kardioangiologickou kliniku FN U sv. Anny k provedení koronarografie. Během 

krátkodobé hospitalizace pacienti podstoupili vyšetření a odběry jak popisováno 

v předchozí práci (viz výše). Byly definovány 2 skupiny pacientů podle nálezu na 

koronárních tepnách: 1) pacienti s významnou ICHS (tj. alespoň jedna koronární 

tepna se stenózou nad 50 %) 2) pacienti s nesignifikantní aterosklerózou – tj. 

stenózami do 50% a pacienti s hladkostěnnými koronárními tepnami. Dále byl 

stanoven celkový počet významných koronárních stenoz bez ohledu na počet 

postižených tepen. Dále bylo do analýzy zahrnuto 203 dobrovolníků bez anamnezy či 

rizikových faktorů ICHS z ordinace praktických lékařů.  

Analýza MMP-13 polymorfismu (rs640198) 

Krevní vzorky získané pro analýzu polymorfismu byly uchovávány při -18°C. 

Z leukocytů periferní krve byla získána DNA pomocí proteinázy K a vysrážena 

isopropanolem a chloroformem. Byla hodnocen polymorfismus rs640198, T/G na 

pozici 6373 v genu pro MMP-13. Genotypizace polymorfismu rs640198 byla 

provedena pomocí 5´ exonukleázy (Taqman®) na přístroji ABI Prism® 7000 (Applied 

Biosystems, USA). Všechny analýzy byly verifikovány pomocí přímého sekvenování 

s použitím Big Dye v 1.1 přípravků (Applied Biosystems).  
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Analýza plazmatických hladin MMP-13 

Plazmatické koncentrace MMP-13 byly stanoveny metodou ELISA u 20 zdravých 

dobrovolníků.  

Statistická analýza 

Spojité veličiny jsou prezentovány jako medián a rozsah, kategorické veličiny jako 

počty (procenta). Pro analýzu rozdílu mezi skupinami byly použity neparametrické 

testy (Mann-Whitney U-test, Kruskal-Wallis ANOVA test nebo Fisherův exaktní test). 

Distribuce genotypů a alelických četností a jejich rozdílů byla vypočítáná pomocí χ- 

square  testu. Bonferroniho korekce (Pcorr) byla použita pro mnohočetná srovnání, 

pokud to bylo nezbytné. Lineární regresní model byl použit k vytvoření 

multivariantního modelu vztahů mezi MMP-13 genotypy (GG+GT vs TT), věkem, 

pohlavím, hladinou HDL cholesterolu, CRP a terapií statiny. Pro analýzy byl použit 

softwarový balík Statistica verze 9. Hodnota p< 0,05 byla považována za 

významnou.  

 

2.2.2. Výsledky  

Základní popis souboru pacientů podle zkoumaného genotypu je v Tabulce 1, byly 

shledány hraničně významné rozdíly v MMP-13 polymorfismu mezi pacienty s ICHS 

a zdravými kontrolami (Pg = 0,06, Pa = 0,04, Tabulka 1) . 
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 MMP-13 GG 

(N = 521) 

MMP-13 GT 

(N = 459) 

MMP-13 TT 

(N = 91) 

P-hodnota 

Věk (medián, 

rozsah) 

41 (12–94) 41 (18–104) 40 (18–61) 0.582 

Pohlaví (M/Ž, 

% mužů) 

360 (69%) 309 (67%) 65 (71%) Pg = 0.689  

Pa = 0.975 

Hyperlipidemie 325 (62%) 270 (59%) 57 (63%) Pg = 0.490  

Pa = 0.547 

Hypertenze 418 (80%) 357 (78%) 75 (82%) Pg = 0.481  

Pa = 0.840 

Diabetes 

mellitus 

154 (30%) 143 (31%) 30 (33%) Pg = 0.752  

Pa = 0.455 

Obezita 172 (33%) 123 (27%) 31 (34%) Pg = 0.08  

Pa = 0.230 

Kouření 66 (13%) 65 (14%) 19 (21%) Pg = 0.113  

Pa = 0.07 

Rodinná anamnéza 

ICHS nebo CMP 

(do 60 let) 

98  

(N = 420, 23%) 

68  

(N = 373, 18%) 

14  

(N = 75, 19%) 

Pg = 0.188  

Pa = 0.108 

ICHS 398 (76%) 368 (80%) 79 (87%) Pa = 0.02  

Pg = 0.06 

Tabulka 1. Popisná statistika hlavních parametrů souboru. ICHS = ischemická 

choroba srdeční, CMP = cévní mozková příhoda, Pg-pravděpodobnost rozdílu mezi 

genotypy, Pa- pravděpodobnost rozdílu mezi alelami 
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Počet postižených 

tepen 

MMP-13-TT MMP-13-TG MMP-13-GG Četnost alel 

T/G 

Pg Pa Pg-corr Pa-corr 

ICHS1 (N=252) 24 (10%) 101 (40%) 127 (50%) 0,296/0,704 0,104 0,125   

ICHS2 (N=252) 20 (8%) 108 (43%) 124 (49%) 0,294/0,706 0,199 0,139   

ICHS3(N=272) 29 (11%) 127 (46%) 116 (43%) 0,340/0,660 0,01 0,006 0,05 0,03 

ICHS4 (N=69) 6 (9%) 32 (46%) 31 (45%) 0,319/0,681 0,176 0,104   

Non-ICHS5 (N=106) 8 (8%) 41 (39%) 57 (53%) 0,269/0,731 0,364 0,508   

Non-ICHS6 (N=120) 4 (3%) 50 (42%) 66 (55%) 0,248/0,758     

Všechny skupiny 

(N=1071) 

91 (8%) 459 (43%) 521 (49%) 0,300/0,700     

Zdravé kontroly 

(N=203)  

21 (10%) 79 (39%) 103 (51%) 0,298/0,702 0,07 0,122   

 

Tabulka 2 – počty postižených tepen a MMP-13 genotypy  

ICHS1-postižení 1 koronární tepny, ICHS2-postižení 2 tepen, ICHS3-postižení 3 tepen, ICHS4-postižení kmene levé věnčité tepny, 
Non-ICHS5-ateroskleroza věnčitých tepen bez významné stenozy, Non-ICHS6-hladkostěnné věnčité tepny, Pg-pravděpodobnost 
rozdílu mezi genotypy, Pa- pravděpodobnost rozdílu mezi alelami, Pgcorr, Pacorr- P hodnoty korigované pro vícečetná srovnání 
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Počet význ. 

stenoz 

MMP-13-TT MMP-13-TG MMP-13-GG Frekvence 

alel T/G 

Pg Pa Pg-corr Pa-corr 

≥5(N = 163) 14 (9%) 86 (53%) 63 (38%) 0.350/ 0.750 0.008 0.004 0.04 0.02 

4(N = 123) 10 (8%) 54 (44%) 59 (48%) 0.301/ 0.699 0.308 0.188   

3(N = 187) 22 (12%) 67 (36%) 98 (52%) 0.297/ 0.703 0.06 0.174   

2(N = 167) 12 (7%) 76 (46%) 79 (47%) 0.299/ 0.701 0.346 0.162   

1(N = 205) 21 (10%) 85 (42%) 99 (48%) 0.310/ 0.690 0.120 0.07   

0(N = 226) 12 (5%) 91 (40%) 123 (54%) 0.254/ 0.746     

Všechny 

skupiny (N = 

1071) 

91 (8%) 459 (43%) 521 (49%) 0.300/ 0.700     

Tabulka 3. Počet významných stenóz a MMP-13 genotypy  

Pg-pravděpodobnost rozdílu mezi genotypy, Pa- pravděpodobnost rozdílu mezi alelami 



35 
 

 OR ( 95% CI) P - hodnota 

Nosičství T- alely (TT 

nebo TG) 

1,34 (0,76-2,38) 0,31 

Pohlaví (ženy vs muži) 0.19 (0.10–0.37) < 0.001 

Věk  1.06 (1.04–1.09) < 0.001 

HDL 0.26 (0.12–0.56) < 0.001 

CRP 1.03 (1–1.06) 0.006 

Tabulka 4.  Multivariantní logistická regresní analýza pro interakce mezi MMP-13 

genotypy a rozvojem ICHS, s úpravou na další faktory (HDL – high density 

lipoprotein, CRP – C reaktivní protein)  

 

 

Když byla provedena další stratifikace rizika ICHS skupiny podle počtu postižených 

tepen, byly nalezeny významné rozdíly v distribuci genotypu MMP-13 stejně jako 

v alelických frekvencích mezi pacienty s postižením 3 koronárních tepen (ICHS3) a 

skupinou s hladkostěnnými koronárními tepnami (Non-ICHS6); Pgcorr = 0.05, Pacorr 

= 0.03, Tabulka 2. V kodominantním modelu dědičnosti byly genotypy TT a TG 

spojeny s významně vyšším rizikem postižení 3 tepen ve srovnání s pacienty bez 

aterosklerotických lézí (odds ratio 1,64, 95% CI 1,07-2,53;  Pcorr = 0.05, senzitivita 

0.57, specificita 0.55). Nebyly pozorovány významné rozdíly mezi zdravými osobami 

a osobami bez postižení koronárních tepen (Tabulka 2).                                      

Pokud byl dán do souvislosti celkový počet stenoz koronárních tepen a MMP-13 

polymorfismu, byla nalezen významný vztah mezi distribucí genotypů a četností alel 

mezi pacienty s 5 a více stenózami ve srovnání s pacienty bez aterosklerotického 
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postižení (Pg corr = 0,04, Pa corr = 0,02, Tabulka 3). Zvýšené riziko přítomnosti 5 a 

více stenoz (odds ratio = 1,90, 95% CI 1,26–2,86, P corr = 0,004) bylo pozorováno u 

TT a TG nosičů. Tento marker má senzitivitu 0,61 a specificitu 0,54. Pokud byl použit 

lineární regresní model k vytvoření multivariantního modelu vztahů mezi MMP-13 

genotypy (GG+GT vs TT), věkem, pohlavím, hladinou HDL cholesterolu, CRP a 

statinovou terapií, genotyp MMP-13 nebyl potvrzen jako významný prediktor ICHS 

(Tabulka 4).                                                                                                               

Dále byl analyzován vztah mezi cévními abnormalitami a MMP-13 genotypem v naší 

skupině pacientů.  Přestože aneuryzma aorty se vyskytovalo pouze u 7 pacientů 

(0,7%), byla v této malé skupině zjištěna vyšší frekvence T alely (Pa = 0,03). 

Plazmatické hladiny MMP-13 byly analyzovány u zdravých jedinců bez ICHS, byly 

naměřeny jen nízké hladiny MMP-13  (0.021 ± 0.01 ng/mL). V této skupině nebyly 

nalezeny žádné významné rozdíly mezi MMP-13 genotypy (P =0.571). 

2.2.3. Diskuze 

V jedné z předchozích prací byly popsány dva haplotypy v promotoru genu pro MMP-

2, které byly signifikantně více nebo méně časté u pacientů s onemocněním 3 

koronárních tepen ve srovnání s osobami bez ICHS [1]. V současné studii byl 

rs640198 (intronový) polymorfismus v MMP-13 genu spojený s postižením 3 

koronárních tepen a také s přítomností 5 a více stenoz v koronárním řečišti. Můžeme 

zde zvažovat funkční souvislosti mezi MMP-2 a MMP-13, protože MMP-2 je schopna 

aktivovat MMP-13 z proMMP-13 a působit vzájmeně pomocí svých proteolytických 

aktivit na extracelulární matrix [2]. Už dříve bylo popsáno, že remodelace cévní stěny 

během aterosklerotického procesu (kolagen-elastin) je určena poměrem celková 

MMP/TIMP. Tato souvislost byla potvrzena pokusem na potkanech [3]. Na základě 

této práce lze konstatovat, že nejen exprese MMP nebo hladiny MMP a jejich 
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inhibitorů v krvi, ale také charakteristiky krevního toku ovlivňují proces remodelace a 

progresi aterosklerozy [3]. Dalším aspektem důležitosti MMP-13 je prenatální role 

v průběhu organogeneze kardiovaskulárního systému [4]. Matrix metalloproteináza -

13 (RNA i protein) byla výrazně potlačena během druhého a třetího trimestru 

těhotenství, v porovnání s množstvím metaloproteináz jako celku, které jsou 

vytvářeny v decidua a trofoblastu [4]. To by mohlo znamenat, že MMP-13 účinkuje 

především v časných fázích vývoje kardiovaskulárního systému [4]. Předpokládaná 

snížená funkce T alely v rs640198 MMP-13 polymorfismu je spojená se ztrátou 

lokusu transkripčního faktoru Pbx-1 a může mít vztah ke snížené expresi MMP-13 

během časných fází vývoje srdce a kardiovaskulárního systému [5]. Podle této 

hypotézy a na základě zde prezentovaných výsledků je otázkou, zda je možný vztah 

mezi ICHS a vrozenými abnormalitami kardiovaskulárního systému, i když s nízkou 

klinickou významností. Při použití multidetektorové výpočetní tomografie jako 

screeningu ICHS u velkého souboru pacientů (N=4 543) byly nalezeny 

neaterosklerotická postižení kardiovaskulárního systému u 200 pacientů (4,4%) [6]. 

Nejčastějčí koronární anomálie byly: vrozené variety koronárních tepen (38%, odstup 

pravé koronární tepny z levého koronárního sinu), aneuryzma ascendentní aorty ≥ 

40mm (22%), hypertrofická kardiomyopatie s apikálním zesílením myokardu (14%), 

chlopenní vady (8%), vrozené srdeční vady, jako defekt síňového septa (6%), a dále 

non-kompaktní kardiomyopatie LK, myxom levé síně či aneuryzma hrotu LK (po 2%). 

V naší studii byla frekvence T alely častější u pacientů s anamnézou plicní embolie a 

aneuryzmatu aorty. Tento nález je v souladu se současnými poznatky, že 

polymorfismy v genech pro MMP-2, MMP-3, MMP-13 a ELN se můžou nezávisle 

podílet na patogenezi aneuryzmatu abdominální aorty [7,8]. Strukturální změny v žilní 

stěny současně se zvýšenou expresí MMP-2, MMP-9 a MMP-13 u žilní dilatace a 
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trombembolické choroby mohou svědčit pro možnou roli těchto metaloproteináz 

v patogenezi těchto stavů [9].                                                                                       

U jiných polymorfismů v dalších genech pro MMP, zvláště MMP-3 a MMP-9, byl už 

dříve popsán jejich vztah ke vzniku koronární aterosklerozy a/nebo k její progresi, 

ke vzniku restenozy po koronárních intervencích a  k rozvoji nestability 

aterosklerotických plátů vedoucí k infarktu myokardu [10-13]. Určité genotypy MMP-

1, MMP-3 a MMP-9 s nižší transkripční aktivitou byly rovněž spojeny s vyšším 

výskytem selhání arteriovenozních shuntů u hemodialyzovaných pacientů, což může 

být způsobeno větším nahromaděním extracelulární matrix vedoucím ke stenoze 

shuntu [14]. O souvislosti MMP-13 a ICHS u lidí bylo dosud známo velmi málo. 

Exprese MMP-2 i MMP-13 byla popsána rozdílná v aortě, karotidách, femorální tepně 

a dolní duté žíle na zvířecím modelu [3], což zřejmě snižuje prediktivní hodnotu 

hladiny MMP-13 v krvi. V další publikované práci byla hladina MMP-8 spojena 

s výskytem ICHS [15]. Později byla publikována komplexní analýza komponent 

extracelulární matrix včetně cévního proteomu [16].  Proteomické metody umožnily 

identifikaci proteinů přítomných v extracelulárním prostoru, nových glykoproteinů a 

objasnění řízení proteolytické aktivity ve tkáních interakcí proteolytických enzymů a 

degradačních produktů. To může teoreticky být podkladem pro nové terapeutické 

přístupy v léčbě kardiovaskulárních nemocí [16].  

Závěrem lze konstatovat, že nosičství T alely v rs640198 polymorfismu genu pro 

MMP-13 bylo v této studii spojeno se závažností ICHS vyjádřenou počtem 

postižených koronárních tepen stejně jako celkovým počtem stenoz v koronárním 

řečišti. Je však potřeba dalšího výzkumu role MMP-13 v patogenezi abnormalit 

kardiovaskulárního systému a aterosklerotického postižení.  
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2.3.  Vztah mezi třemi jednonukleotidovými polymorfismy v genu pro eotaxin 

(CCL 11), hexanukleotidovým opakujícím řetězcem a závažností ICHS 

Cílem práce bylo zjistit závislost mezi 3 jednonukleotidovými polymorfismy 

(promotorovými −426C>T a 384A>G, v prvním exonu 67G>A), hexanukleotidovým 

řetězcem (GAAGGA)n 10.9 kb a rozvojem koronární aterosklerozy 

2.3.1 Soubor a metodika   

Bylo zahrnuto 1050 pacientů z I.interní kardioangiologické kliniky FN U sv. Anny 

v Brně přijatých k provedení koronarografie. Ischemická choroba srdeční byla 

definována jako alespoň jedna stenóza koronární tepny ≥50% v jakémkoliv 

segmentu. Skupiny s postižením 1, 2 nebo 3 koronárních tepen byly definovány jako 

postižení hlavních segmentů ramus interventricularis anterior, ramus circumflexus 

nebo pravé koronární tepny se stenózou ≥50%. Pacienti s hladkostěnnými tepnami 

byli použiti jako kontrolní skupina, pacienti se stenózou do 50% byli vyřazeni, stejně 

jako pacienti s vazospastickou anginou a po srdeční transplantaci. Pacienti 

s bronchiálním astmatem byli rovněž vyřazeni pro možný vliv eotaxinových 

polymorfismů na toto onemocnění. Ve zbylé skupině 933 pacientů mělo 760 

angiograficky prokázanou ICHS a 172 bylo zařazeno jako kontroly s hladkostěnými 

koronárními tepnami. Podle klinických příznaků a laboratorních hodnot byli pacienti 

rozděleni na skupinu se stabilní anginou pectoris (N=529) nebo s akutním 

koronárním syndromem (AKS). Ode všech subjektů byl získán písemný informovaný 

souhlas a studie byla schválena ústavní etickou komisí.  

Laboratorní metody  

Genová DNA byla izolována z leukocytů periferní krve standardní metodou 

s použitím fenol-chloroformové extrakce.  Byly zkoumány 2 jednonukleotidové 



43 
 

polymorfismy (SNP) v promotoru genu pro eotaxin a jeden SNP v exonu 1:  C>T v 

pozici −426 (rs16969415), A>G v pozici −384 (rs17809012) a SNP 67 G>A 

(rs1129844). Jednonukleotidové polymorfismy byly analyzováno pomocí 

polymerázové řetězové reakce (PCR) a následně restrikční enzymové analýzy. 

Každá PCR byla provedena v objemu 25µL s použitím Taq polymerázy (Finzymes). 

Všechny restrikční enzymové analýzy byly provedeny v objemu 10 µL. Restrikční 

analýzy C>T v pozici −426 a A>G v pozici −384 byly provedeny s použitím TaqI 

restrikčního enzymu podle instrukcí výrobce (NEB, UK). V případě SNP C>T −426 

byla délka výsledných fragmentů 204 a 41 bp pro -426C, 245 bp pro -426T. U 

polymorfismu A>G −384 délka fragmentů byla 204 bp pro 384A, 184 bp pro -384G. 

Polymorfismus 67G>A byl stanoven pomocí restrikční endonukleázy BsrI podle 

pokynů výrobce (NEB, UK). Genotypy byly určeny pomocí elektroforézy. Analýza 

repetitivních sekvencí byla provedena pouze u 472 subjektů. Přípravky pro PCR 

reakci byly následující: Taq® polymeráza s Taq® 10X PCR Buffer (bez Mg2+, 

Fermentas), 1.5 mM Mg2+, dNTPs (dATP + dCTP + dGTP + dTTP, 200 μM každý, 

Fermantas), počáteční primer (5‘AGCCTAACATTCAAGCCTCACA-3’), reverzní 

primer (5‘-GACCACAGCCCAAGTTTCTTTC-3’), 10 pmol/μl každý v 20μl reakčním 

objemu. Reakční podmínky PCR: 95 °C/1 min, 30× (95 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/60 

s, 72 °C/30 min, 4 °C/ ochlazení). Reakční směs 10 µL pro analýzu fragmentů se 

skládala z 0.5 μl GeneScan™ – 400 HD ROX® Size Standard (Applied Biosystems), 

0.5 μl of 10x ředěného PCR produktu a 9 μl HiDi™ Formamide (Applied Biosystems). 

Vzorek byl pak denaturován po dobu 5 minut v 95°C následované 5 minutovou 

inkubací na ledu. Analýza fragmentů byla provedena pomocí 4-kapilárního 

automatického analyzátoru ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). Výsledky byly 

analyzovány pomocí GeneMapper v. 3.5 software (Applied Biosystems).                 
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Pro další hodnocení byly hodnoceny sekvence ≤8 repeticí jako krátké, ≥9 repeticí 

jako dlouhé. Tato hraniční hodnota odpovídá mediánu celkového počtu alel.  

Statistická analýza 

Statistická analýza byla provedena pomocí s použitím programu Statistica (StatSoft, 

verze 11). Fisherův exaktní test byl použit pro kategorická data, Mann-Whitney U-test 

pro spojité veličiny. Logistická regrese byla použita pro výpočet odds ratio a intervalů 

spolehlivosti. Byly srovnány frekvence genotypů ve skupinách s akutním koronárním 

syndromem, stabilní ICHS a kontrolní skupině. Pro vyhodnocení genetického vlivu na 

rozsah ICHS byli srovnáváni pacienti s postižením jedné věnčité tepny proti těm 

s postižením 3 tepen. Protože nebyly známy žádné informace o vlivu různých 

genotypů v eotaxinovém genu na ICHS, byly zkoumány 4 různé modely dědičnosti: 

alelový aditivní (jedna alela proti ostatním), genotypový dominantní (častější 

homozygot proti nosiči vzácnější alely), recesivní (vzácnější homozygot proti nosiči 

obvyklejší alely) a kodominantní model (oba homozygoti pro heterozygotům). Ko-

dominantní model je charakterizován výhodou heterozygotů proti homozygotům [1,2]. 

U polymorfismů 67 G>A a −426 C>T nebyl použit recesivní model z důvodu nízkého 

počtu vzácných homozygotů v každé skupině, stejný přístup byl použit v případě 

hodnocení vlivu repetitivních sekvencí. Bonferroniho test byl použit pro mnohočetné 

testování korekcí v případě hodnocení vlivu různých polymorfismů.  

2.3.2. Výsledky   

Charakteristika souboru pacientů je popsána v Tabulce 1.  Dva ze zkoumaných SNP 

(-426C>T a 67G>A) byly v Hardyho-Weinbergově rovnováze. Mezi genotypy byla 

významná vazebná nerovnováha (p<0.005). Frekvence -384A>G nebyly v Hardyho-

Weinbergově rovnováze.    
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 Pacienti s ICHS Kontroly  

Celkem (muži) 760 (562)  173 (88) 

Kuřáci  107 (14,1%)  18 (10,4%)  

Věk (roky)  66 (59-74) 61 (54-67) 

Systolický krevní tlak 

(mmHg) 

140 (130-150) 135 (120-140) 

Cholesterol (mmol/l)  4,30 (3,12-5,70) 4,73 (4,09-5,46)  

HDL (mmol/l)  1,08 (0,93–1,26) 1,27 (1,07–1,60) 

LDL (mmol/l)  2,35 (1,92–3,09) 2,75 (2,20–3,21) 

Triacylglyceroly (mmol/l) 1,52 (1,19–2,08) 1,27 (0,86–1,89) 

Diabetes mellitus (% 

z celkového počtu)  

259 (34,1%) 23 (13,3%) 

C-reaktivní protein 4,2 (1,9-8,3) 2,6 (1,3-4,8) 

Tabulka 1. Základní charakteristika souboru. Všechny spojité veličiny s normálním 

rozložením jsou prezentovány jako medián (dolní-horní kvartil).  

Počet opakování Akutní ICHS Chronická ICHS Kontroly 

3 28 (12.4 %) 84 (16.9 %) 34 (15.3 %) 

6 30 (13.3 %) 52 (10.5 %) 34 (15.3 %) 

7 4 (1.7 %) 8 (1.6 %) 3 (1.4 %) 

8 28 (12.4 %) 72 (14.5 %) 24 (10.8 %) 

9 51 (22.6 %) 79 (15.9 %) 34 (15.3 %) 

10 55 (24.3 %) 119(24.0 %) 57 (25.7 %) 

11 30 (13.3 %) 82 (16.5 %) 36 (16.2 %) 

celkem 226 496 222 

Tabulka 2. Počet (GAAGGA)n hexanucleotidových opakování ve zkoumaném souboru 
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Počet (GAAGGA)n opakování v našem souboru byl v rozsahu 3 až 12. Žádný pacient 

neměl 4 nebo 5 opakování.  Frekvence rozdílných alel je uvedena v Tabulce 2. 

Distribuce tří SNP a krátké/dlouhé varianty (GAAGGA)n je uvedena v Tabulce 3. 

Rozdíly mezi pacienty s ICHS a kontrolami nebyly významné, p hodnoty jsou 

prezentovány v Tabulce 4. Hodnoty p ukazující rozdíly mezi akutní a chronickou 

ICHS (CHICHS) jsou uvedeny v Tabulce 5.  Exonový polymorfismus 67 G>A byl 

významně spojen s formou ICHS, pacienti s GG genotypem byli významně častěji 

zastoupeni ve skupině akutních koronárních syndromů ve srovnání se skupinou se 

stabilní ICHS (p=0.0011, pcorr=0.0044, OR=1.86, 95 % CI 1.28-2.69), a také ve 

srovnání s kontrolní skupinou (p=0.0075, pcorr= 0.03, OR=1.87, 95 % CI 1.19-2.95). 

Závislost byla významnější při použití kodominantního modelu (AKS vs. CHICHS: 

p=0.0004, pcorr=0.0016, OR=1.97, 95 % CI 1.34-2.90, AKS vs. kontroly: p=0.0029, 

pcorr=0.0116, OR= 2.05, 95 % CI 1.28-3.27) (Graf 1). U žádných dalších 

zkoumaných alel nebyl zaznamenán významný rozdíl. Počet postižených tepen u 

různých genotypů je uveden v Tabulce 6. Hodnoty p popisující rozdíly mezi pacienty 

s postižením jedné koronární tepny a tří tepen prezentuje Tabulka 7.  

SNP 

skupina 

(GAAGGA)n 

long/short* 

67 G>A −426 C>T −384 A>G Celkem 

 S/S S/L L/L GG GA AA CC CT TT AA AG GG  

AKS 17 55 39 185 41 5 206 24 1 62 124 45 231 

CHICHS 47 114 79 362 158 9 449 74 6 119 292 118 529 

Kontroly 13 34 22 118 53 2 150 21 2 42 97 34 173 

Celkem 77 203 140 665 252 16 805 119 9 223 513 197 933 

Tabulka 3. Distribuce 3 SNP a dlouhé/krátké varianty (GAAGGA)n 

hexanukleotidového opakování u pacientů s akutním koronárním syndromem, 

chronickou ICHS a kontrolami (* počet (GAAGGA)n byl stanoven jen u části souboru) 
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Model 

dědičnosti 

(GAAGGA)n 

long/short* 

-426C>T −384 A>G 67 G>A 

Dominantní 0.8890 0.9032 0.9214 0.3519 

Aditivní 0.8507 1.0000 0.7209 0.4568 

Recesivní 0.8663 - 0.6799 - 

Kodominantní 0.8957 0.8012 0.7996 0.2550 

Tabulka 4. Hodnoty p ve vztahující se k frekvencím 3 SNP a počtu (GAAGGA)n 

opakování, ICHS pacienti vs. kontroly. Nebyl nalezen žádný rozdíl mezi ICHS 

pacienty (n=760) a kontrolami (n=173).  

 

 

Model 

dědičnosti 

(GAAGGA)n 

long/short* 

-426C>T −384 A>G 67 G>A 

Dominantní 0.7161 0.1371 0.1965 0.0011 

Aditivní 0.4598 0.0887 0.2001 0.0048 

Recesivní 0.3749 - 0.4422 - 

Kodominantní 0.7318 0.1961 0.7514 0.0004 

Tabulka 5. Hodnoty p ve vztahující se k frekvencím 3 SNP a počtu (GAAGGA)n 

opakování, pacienti s AKS (n=231) vs. CHICHS (n=529). Byl nalezen významný 

rozdíl v četnosti 67 G>A genotypů mezi pacienti s AKS a CHICHS. Skupina s AKS se 

rovněž významně lišila od kontrolních subjektů bez ICHS.  
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SNP 

 

(GAAGGA)n 

long/short* 

67 G>A −426 C>T −384 A>G Celkem 

Počet 

postižených 

tepen 

S/S S/L L/L GG GA AA CC CT TT AA AG GG  

1 12 53 44 154 72 3 199 28 2 53 128 48 229 

2 22 61 41 174 59 5 207 30 1 55 129 54 238 

3 30 55 33 219 68 6 249 40 4 73 159 61 293 

Celkem 64 169 118 547 199 14 655 98 7 181 416 163 760 

Tabulka 6. Distribuce tří SNP a dlouhé/krátké varianty (GAAGGA)n 

hexanukleotidového opakování u pacientů s postižením 1, 2 nebo 3 koronárních 

tepen.  

 

 

Model 

dědičnosti 

(GAAGGA)n 

long/short* 

-426C>T −384 A>G 67 G>A 

Dominantní 0.0512 0.6133 0.6807 0.0640 

Aditivní 0.0043 0.4120 0.8029 0.1394 

Recesivní 0.0060 - 1.0000 - 

Kodominantní 0.7912 0.6949 0.7237 0.0370 

Tabulka 7. Hodnoty p vztahující se k třem SNP a počtu (GAAGGA)n opakování, 

pacienti s onemocněním 1 koronární tepny vs pacienti s onemocněním 3 tepen. 

Krátká varianta (GAAGGA)n byla spojena s postižením 3 tepen. U 67 G>A byl rovněž 

zachycen trend, který byl po korekci nevýznamný. Frekvekce genotypů u postižení 2 

tepen byla v obou případech mezi hodnotami pro 1 a 3 tepny.  
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Graf 1. Četnosti 67 G>A genotypů a klinické formy ICHS. Graf ukazuje vyšší 

frekvenci GG homozygotů u pacientů s akutním koronárním syndromem ve srovnání 

s kontrolami [p=0.0075, p(corr) = 0.03] a skupinou s chronickou ICHS [p=0.0011, 

p(corr) = 0.0044]. V kodominantním modelu, byl GA heterozygotní genotyp méně 

častý u pacientů s AKS ve srovnání jak s kontrolní skupinou [p=0.0029], pcorr = 

0.0116 tak se skupinou s CHICHS [p=0.0004, p(corr) = 0.0016]. 
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Frekvence krátkých variant (GAAGGA)n opakování vzrůstal s počtem postižených 

tepen. Nosiči obou krátkých alel měli častěji postižení 3 koronárních tepen ve 

srovnání s nosiči s alespoň jednou dlouhou alelou (1 vs. 3 postižené tepny: p=0.006, 

pcorr=0.024, OR=2.76, 95 % CI 1.33-5.71). A naopak zde byl trend pro méně 

postižených tepen u nosičů 2 dlouhých variant. Alelově závislý efekt (předpokládající 

aditivní efekt 2 krátkých/dlouhých variant na fenotyp) byl ještě více významný  

(pcorr=0.017) (Graf 2). Rovněž byl zachycen trend u nosičů 67 GG genotypu pro 

postižení více tepen (1 vs. 3 postižené tepny: p= 0.064), tento trend byl více zjevný 

při použití kodominantního modelu, i když hodnota p=0,037 nebyla po Bonferroniho 

korekci významná. Četnost genotypů u postižení 2 tepen byla mezi ostatními 2 

skupinami. Žádný ze dvou promotorových SNP  (−426 C>T nebo −384 A>G) neměl 

významný vztah k typu ICHS nebo počtu postižených tepen. Hlavním výsledkem je 

tedy efekt (GAAGGA)n opakování na počet postižených tepen a vztah 67 G>A 

polymorfismu k výskytu akutního koronárního syndromu. Žádný vztah k ICHS nebyl 

nalezen pro polymorfismy −426 C>T nebo −384 A>G. 
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2.3.3. Diskuze 

Vztah hladiny eotaxinu, různých variant jeho genu a zánětlivého procesu v cévní 

stěně byl zkoumán od první dekády 21. století. V mnoha studiích byla zvýšená 

hladina eotaxinu spojena s přítomností a rozsahem ischemické choroby srdeční [3-7], 

ale jiné práce tuto souvislost nepotvrdily [8,9]. Exprese eotaxinu je lokálně zvýšena 

v místech zánětu cévní stěny [10], a jeho hladina je rovněž zvýšena v krvi u pacientů 

s akutním koronárním syndromem [11]. Kromě svého atrakčního účinku na leukocyty 

stimuluje tento protein i migraci buněk hladkého svalstva z medie do intimy u 

narušené arteriální stěny [12]. Tento proces je považován za jeden z hlavních kroků 

v progresi aterosklerozy a restenozy [13,14]. Také 67 G>A polymorfismus byl 

zkoumán ve vztahu k ICHS s různými výsledky. V prospektivní studii Zee a kol. [15] 

popsali vliv AA genotypu na riziko infarktu myokardu, což není v souladu s našimi 

výsledky. Avšak tato studie použila recesivní model dědičnosti, četnost A alely byla 

nevýznamně častější u kontrol ve srovnání s pacienty s AKS pokud byl použit 

dominantní model. V naší studii nízký počet AA homozygotů nedovolil použití 

validního recesivního modelu. Nejvýznamnější spojitost byla nalezena při použití 

kodominantního modelu, tj. že heterozygotní populace má nižší výskyt AKS než AA i 

GG homozygoti dohromady. Tento model dědičnosti měl nejlepší výsledky, když byli 

pacienti s AKS srovnáváni s pacienty s CHICHS  (p=0.0004, pcorr=0.0016, OR=1.97, 

95 % CI 1.34-2.90) i s kontrolami (p=0.0029, pcorr=0.0116, OR=2.05, 95 % CI 1.28-

3.27). Dominantní model (A alela vs GG homozygoti) ukazoval jen mírně slabší 

významnost. Vzhledem k tomu, že nebyl nalezen významný rozdíl mezi pacienty 

s chronickou ICHS a kontrolami, tato práce ukazuje větší náchylnost pacientů 

s genotypem 67 GG ke vzniku AKS. Akutní koronární syndrom je, na rozdíl od 

chronické ICHS, většinou spojen s rupturou aterosklerotického plátu [16], a ruptura 
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plátu je zase spojena s větší zánětlivou reakcí [17,18], proto se dá očekávat větší vliv 

genetických variant ovlivňujích zánětlivou odpověď organismu. Další studie ovšem 

nepotvrdily závislost 67 G>A polymorfismem a ICHS, i když genetické varianty 

ovlivňovaly hladinu cirkulujícího eotaxinu [19,20].  Tyto práce se ale nezabývaly 

klinickou formou ICHS, pouze její přítomností či rozsahem. Když jsme v této práci 

zkoumali souvislost mezi rozsahem ICHS ve smyslu postižených tepen, poskytoval 

kodominantní model nejlepší výsledky – ve srovnání s heterozygoty měli pacienti 

s ICHS s genotypy AA a GG častější výskyt postižení 3 tepen proti pacientů 

s postižením jedné tepny (p=0.037). Toto dále podporuje hypotézu, že GA 

kombinace je výhodnější ve smyslu rozvoje ICHS. Promotorové polymorfismy  -426 

C>T a −384 A>G, nebyly do publikace této práce blíže zkoumány ve vztahu k ICHS. 

V naší studii jsme souvislost mezi těmito polymorfismy a ICHS nepotvrdili, ale byl 

nalezen významný vztah mezi  -426 C>T polymorfismem a laboratorními markery 

metabolického syndromu u pacientů s ICHS, CC homozygoti měli významně vyšší 

plazmatické hladiny kyseliny močové (p<0.001), fibrinogenu, triglyceridů, a CRP 

(p<0.05), měli vyšší tělesnou hmotnost (p<0.01) a body mass index (p<0.05). Tyto 

abnormality jsou obecně považovány za prozánětlivé [21].  Rovněž studie zkoumající 

vztah hexanukleotidového opakování (GAAGGA)n nebyla do publikace této práce 

zveřejněna.  Výsledek této práce ukazuje na možný vliv počtu opakování na počet 

postižených koronárních tepen. Podle některých údajů z literatury může mít počet 

opakování vliv na sekundární strukturu DNA [22] a lze tedy spekulovat, že různá 

délka opakování má různý vliv na expresi DNA.  

2.3.4. Závěr  

V této práci byla nalezena významná souvislost mezi počtem (GAAGGA)n 

hexanukleotidových opakování a rozsahem ICHS ve smyslu počtu postižených 



53 
 

tepen. Možné mechanismy zahrnují změny v sekundární struktuře DNA ovlivňující 

expresi eotaxinu a zánětlivé procesy v cévní stěně. Další dva promotorové SNP 

neměly vztah k ICHS, genotyp GG v exonovém polymorfismu 67 G>A byl spojen 

s akutními formami ICHS.  
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2.4. Laboratorní markery u pacientů s ICHS 

Cílem práce bylo popsat vztah mezi některými základními laboratorními parametry 

jako je počet leukocytů, vysoce senzitivní C- reaktivní protein (hs-CRP), fibrinogen, 

kreatinin a kyselina močová u pacientů s akutními koronárními syndromy a stabilní 

ICHS a s postižením jedné nebo více tepen u stabilní ICHS.   

2.4.1. Soubor a metodika 

Studie zahrnula 1254 pacientů přijatých se známou či suspektní ICHS k provedení 

koronarografie. Skupina pacientů s ICHS byla tvořena pacienty jak s chronickou 

ICHS, tak s akutními formami jako nestabilní angina pectoris či akutní infarkt 

myokardu.  Pacienti podstoupili kardiologické vyšetření včetně anamnezy, fyzikálního 

vyšetření, EKG, laboratorních odběrů, koronarografie a u nejasných diagnoz 

echokardiografie. Všechny laboratorní odběry byly odebrány ráno po celonočním 

lačnění. Analýza krevního obrazu byla provedena na přístroji SysMed XE 2100, 

Japonsko, fibrinogen byl stanoven podle Clauseho metody systémem BCS XP, 

Siemens, Německo. Hodnoty CRP, kreatininu, lipidového spektra a kyseliny močové 

byly měřeny na analyzátoru Advia 1650, Siemens, Německo, s použitím kitů BLW a 

BioVendor. Pacienti s těžkou renální (hodnota kreatininu nad 200 µmol/l), jaterní 

nedostatečností, anemií, endokrinními nebo neurologickými poruchami nebo 

malignitami byli vyřazeni. Rovněž jsme vyřadili pacienty s anamnézou infarktu 

myokardu a hladkostěnnými koronárními tepnami, pacienty se spastickou anginou 

pectoris nebo pacienty s nekompletními laboratorními nebo jinými vyšetřeními. 

Anamneza infarktu myokardu nebo nestabilní anginy pectoris do 1 měsíce byla 

hodnocena jako akutní koronární syndrom. Hyperlipoproteinemie byla definována 

jako známá diagnoza hyperlipoproteinemie z dokumentace pacienta a/nebo terapie 
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hypolipidemiky nebo hodnota celkového cholesterolu nad 5 mmol/l, diabetes mellitus 

jako současná terapie perorálními antidiabetiky nebo inzulinem nebo opakovaná 

lačná glykemie nad 7,0 mmol/l za hospitalizace, hypertenze jako léčba 

antihypertenzivy nebo opakovaný klidový krevní tlak nad 140/90 mmHg za 

hospitalizace. Všichni pacienti zahrnuti do této studie poskytli informovaný souhlas a 

studie byla schválena místní etickou komisí.  

Koronarografie 

Koronarografie byla provedena z femorálního nebo radiálního přístupu na přístroji 

Philips Allura Xper FD 10 (Philips, The Netherlands)a vyšetření byla hodnocena 

dvěma zkušenými intervenčními kardiology. Významná ICHS byla definována jako 

>50% stenóza lumina alespoň 1 koronární tepny. Pacienti s ICHS byli rozděleni do 

skupin s akutní a chronickou ICHS, pacienti ve skupině stabilní ICHS dále na 

podskupiny se stenózou 1 nebo více koronárních tepen. Pacienti s nevýznamnou 

aterosklerózou (zúžení lumen <50%) byli hodnoceni jako oddělená skupina. Pacienti 

s hladkostěnnými koronárními tepnami byli použiti jako kontroly.  

Validace dat a statistická analýza 

Do studie bylo zahrnuto celkem 1254 pacientů. Po zhodnocení všech údajů bylo 133 

pacientů vyřazeno pro nekompletní údaje nebo nevyhovující laboratorní hodnoty. Při 

hodnocení dat byly hlavní parametry věk, pohlaví, body mass index, údaje 

z anamnézy (hypertenze, hyperlipoproteinemie, diabetes mellitus, cévní mozková 

příhoda, onemocnění periferních tepen, renální insuficience a kouření) a laboratorní 

hodnoty (hemoglobin, leukocyty, trombocyty, fibrinogen, protrombinový test, celkový 

cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, triacylglyceroly, kyselina močová, 

kreatinin, glykemie, CRP. Pacienti u nichž nebyla k dispozici hodnota ejekční frakce 



60 
 

z ventrikulografie při koronarografii nebo z echokardiografie byli rovněž vyřazeni. 

Počty pacientů v jednotlivých skupinách udává Tabulka 1a.  

Skupina Podskupina Před validací Po validaci Počet 

vyřazených 

pacientů 

počet % počet % 

Akutní ICHS  270 21,5 249 22,2 21 

Chronická 

ICHS 

 642 51,2 568 50,7 74 

 Postižení 1 

tepny 

206 16,4 177 15,8 29 

 Postižení 

více tepen 

436 34,8 391 34,9 45 

Nevýznamná 

ateroskleroza 

 126 10 109 9,7 17 

Kontrolní 

skupina 

 216 17,2 195 17,4 21 

Celkem  1254 100 1121 100 133 

Tabulka 1a – počty pacientů v jednotlivých skupinách, před a po validaci dat 

Kategorické veličiny jsou v analýze uvedeny jako procentuální hodnoty, spojité 

veličiny jako průměr a 95% interval spolehlivosti nebo medián a percentilový rozsah. 

Významné rozdíly mezi skupinami byly hodnoceny pomocí ANOVA a Bonferroniho 

testu pro spojité veličiny a chi-square testu pro kategorické veličiny. Bonferroniho 

post-hoc test byl použit jako řešení pro problematiku mnohočetného testování. 

Prediktory v logistické regresi byly určeny pomocí jejich odds ratio a intervalu 
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spolehlivosti, jejich statistická významnost byla určena pomocí Wald testu, což je 

standardní test k určení statisticky významného vztahu mezi závisle a nezávisle 

proměnnou veličinou. Statistická významnost celého modelu byla testována pomocí 

Hosmer-Lemeshow testu, p<0,05 bylo hodnoceno jako statisticky významné. Analýza 

byla provedena pomocí programu SPSS 12.0 a Statistica 8.0.  

2.4.2. Výsledky  

Počty pacientů podle přítomnosti nebo nepřítomnosti ICHS a její závažnosti ukazuje 

tabulka 1a. Pacienti jak s akutní tak chronickou ICHS měli významně častěji 

hypertenzi, hyperlipoproteinemii, diabetes, cévní mozkovou příhodu, onemocnění 

periferních tepen, kouření cigaret v anamneze a byli významně starší. Rovněž 

ejekční frakce levé komory byla významně nižší u pacientů s ICHS (Tabulka 1b). 

Základní rozdíly v laboratorních parametrech udává Tabulka 2. Pacienti s akutními 

formami ICHS měli významně vyšší hladinu leukocytů, C- reaktivního proteinu, 

fibrinogenu a rovněž glukózy. Toto je zřejmé, neboť zánětlivé procesy jsou 

fyziologické v případě ruptury aterosklerotického plátu nebo nekrózy myokardu.  

V těchto zánětlivých parametrech byl rovněž nalezen rozdíl mezi pacienty 

s chronickou ICHS a kontrolami, což demonstruje zánětlivé pozadí vzniku a rozvoje 

aterosklerozy. Z ostatních parametrů, pacienti s chronickou ICHS měli vyšší hladiny 

kyseliny močové, kreatininu a nižší HDL cholesterol. Ostatní hodnoty lipidového 

spektra mohou působit paradoxně, neboť pacienti s ICHS měli nižší celkový a LDL 

cholesterol, to je ale způsobeno vlivem hypolipidemické léčby, která byla u nich 

významně častější. Prevalence hypolipidemické terapie byla následující: ve skupině 

chronické ICHS mělo 548 pacientů (96,5%) hypolipidemickou léčbu (530 pacientů 

užívalo statin, 1 fibrát a 17 kombinaci statin + fibrát). Ve skupině s akutní ICHS bylo 

na terapii 243 pacientů (97,6%, 239 statin, 1 fibrát, 3 kombinaci). 
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 Všichni 

pacienti  

Akutní ICHS Chronická 

ICHS 

Nevýznamná 

ateroskleroza 

Kontrolní 

skupina  

(N = 1121) (N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 195) 

Muži # 70.0 70.7 77.5 64.2 50.8 

Věk (roky) # 64.8 

(64.2;65.4) 

65.9 

(64.6;67.2)* 

65.7 

(64.9;66.5)* 

65.7 (64;67,3)* 60 

(58,6;61.4) 

Výška (cm) 171.3 

(170.8;171,8) 

171.3 

(170.2;172.4) 

171.9 

(171.2;172.6) 

170.7 (168.9;172.5) 170 

(168.7;171.2) 

Váha (kg) 84.2  

(83.4;85.1) 

84.2 

(82.4;86) 

84.7 

(83.5;85.9) 

83.7 (81;86.3) 83.2 

(81.2;85.3) 

EF (%) 53.4 

(52.6;54.2) 

48.8 

(47.3;50.4)*§+ 

52.7 (51.6 ; 

53.8)*+ 

58.9 (56.7 ; 61.1) 58.2 (56.5; 

59.9) 

BMI (kg/m2) 28.7 

(28.4;28.9) 

28.6 (28.1;29.2) 28.6 

(28.3;28.9) 

28.7 (27.9 ; 29.5) 28.8 

(28.1;29.4) 

Hypertenze # 78.1 79.1 79.8 81.7 69.7 

Diabetes mellitus # 28.4 34.5 31.5 22.9 14.4 

Hyperlipoproteinemie # 78.5 79.9 84.3 67.0 66.2 

Onemocnění perif. tepen 

# 

8.1 15.3 8.6 0.9 1.5 

Anamnéza CMP # 9.6 14.1 10.7 5.5 3.1 

Kouření (i stopkuřáci) # 47.1 52.6 50.7 36.7 35.4 

Tabulka 1b. Popis pacientů ve studii podle skupin s akutní a chronickou ICHS 

Kategorické veličiny jsou uvedeny v % spojité veličiny jako průměr (95% interval 

spolehlivosti). EF – ejekční frakce LK, CMP – cévní mozková příhoda. # významný 

rozdíl mezi skupinami p<0.05, *  významý rozdíl proti kontrolní skupině p<0.001, §-

významný rozdíl proti chronické ICHS p<0.001, + významný rozdíl proti ateroskleroze 

p<0.001 
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Ve skupině pacientů s nevýznamnou aterosklerózou užívalo hypolipidemika 83 

pacientů (76,1%, všichni statin) a kontrolní skupině 49 pacientů ( 25,2%, 47 statin, 1 

fibrát, 1 kombinaci). Významné rozdíly mezi skupinou aterosklerozy a kontrolní byly 

pouze v hodnotách kreatininu a fibrinogenu. Detailní rozdělení na skupiny 

s postižením jedné nebo více tepen u chronické ICHS je uvedeno v Tabulce 3. 

Zánětlivé markery, kyselina močová a glukóza byly rovněž významně vyšší u 

pacientů jak s onemocněním jedné tak i více tepen proti kontrolám, a HDL 

cholesterol byl u těchto dvou skupin také nižší. U podskupin s onemocněním jedné 

nebo více tepen navzájem nebyly významné rozdíly v biochemických nebo 

zánětlivých markerech. Lineární logistická regrese ukazuje vztah biochemických 

markerů u pacientů k přítomnosti ICHS (Tabulka 4). Jak akutní tak chronická ICHS 

byly spojeny s hladinou leukocytů CRP, fibrinogenu, kyseliny močové, kreatininu, 

HDL cholesterolu, triglyceridů a glukózy. Naproti tomu, u pacientů s nevýznamnou 

aterosklerózou byla nalezena závislost pouze na fibrinogenu, kreatininu, HDL 

cholesterolu a glukóze. Z klinických faktorů byl významný vztah nalezen u věku, 

mužského pohlaví, hypertenze, diabetu, hyperlipidemie, anamnézou CMP, 

onemocněním periferních tepen a anamnézou kuřáctví vzhledem k akutní i chronické 

ICHS, u chronické jak s postižením jedné tak i více tepen. U nevýznamné 

aterosklerozy byl nalezen vztah pouze k věku, mužskému pohlaví a hypertenzi.  
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 Všichni 

pacienti 

Akutní ICHS Chronická 

ICHS 

Nevýznamná 

ateroskleroza 

Kontroly 

(N = 1121) (N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 195) 

Leukocyty†  [x 

109/l] 

7.5 (7.3 ; 7.6) 8.2 (7.9 ; 8.5)§ 

++** 

7.5 (7.3 ; 7.6)** 7 (6.7 ; 7.3) 6.7 (6.5 ; 7) 

C-reaktivní 

protein†   

[mg/l] 

4.3 (4 ; 4.6) 7.9 (6.8 ; 9.3)§ 

++** 

3.8 (3.5 ; 4.1)* 3.5 (2.9 ; 4.2) 2.8 (2.5 ; 3.2) 

Fibrinogen†† 

[g/l] 

4 (4 ; 4.1) 4.4 (4.3 ; 

4.5)§+* 

4 (3.9 ; 4)** 3.9 (3.8 ; 4)* 3.7 (3.6 ; 3.8) 

Kys.močová† 

[umol/l] 

355.2 (349.6 ; 

361) 

356.2 

(343.5;369.3) 

362.5 

(354.7;370.6)* 

352.7 

(336.7;369.4) 

335.1 

(322.4;348.3)  

Kreatinin† 

[umol/l] 

100.3 (99.3 

;101.2) 

102.4 

(100.3;104.5)* 

102.1 

(100.7;103.5)* 

98.7 (95.9 ; 

101.7)* 

93.3 

(91.3;95.3) 

Cholesterol† 

[mmol/l] 

4.5 (4.4 ; 4.6) 4.4 (4.3 ; 4.6)* 4.4 (4.4 ; 4.5)* 4.6 (4.4 ; 4.8) 4.7 (4.6;4.8) 

LDL [mmol/l] 2.5 (2.4 ; 2.5) 2.5 (2.4 ; 2.6) 2.4 (2.4 ; 2.5)* 2.5 (2.4 ; 2.7) 2.6 (2.5;2.7) 

HDL† [mmol/l] 1.1 (1.1 ; 1.2) 1.1 (1 ; 1.1) +* 1.1 (1.1 ; 1.1) 

+* 

1.2 (1.2 ; 1.3) 1.3 (1.3;1.4) 

Triglyceridy† 

[mmol/l] 

1.5 (1.5 ; 1.6) 1.6 (1.5 ; 1.6)* 1.6 (1.5 ; 1.7)* 1.5 (1.3 ; 1.6) 1.4 (1.3;1.5) 

Glukóza†  

[mmol/l] 

5.7 (5.6 ; 5.8) 6.1 (5.9 ; 6.4)§ 

+ * 

5.7 (5.6 ; 5.8)* 5.5 (5.2 ; 5.7) 5.2 (5;5.3) 

Trombocyty† 

[x 109/l] 

202.1 

(198.7;205.4) 

214.7 (206.6 ; 

223)§ 

196.4 (191.9 ; 

201) 

199.5 (189 ; 

210.5) 

204.7 

(197.7;211.9) 

Tabulka 2. Laboratorní markery ve skupinách akutní a chronické ICHS. †  významné rozdíly mezi 

skupinami (ANOVA/Chi-square test, p<0.05),* výzamný rozdíl proti kontrolní skupině (Bonferroni test, 

p<0.05), + významný rozdíl proti nevýznamné ateroskleroze (Bonferroni test, p<0.05), § významný 

rozdíl mezi akutní a chron.ICHS  (Bonferroni test, p<0.05) 
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 Všichni pacienti Chron. ICHS – 1 

tepna 

Chron. ICHS – 

více tepen 

Kontrolní skupina  

(N=763) (N=177) (N=391) (N=195) 

Leukocyty†  [x 

109/l] 

7.3 (7.2 ; 7.4) 7.6 (7.3 ; 7.9)§ 7.4 (7.2 ; 7.6)§ 6.7 (6.5 ; 7) 

C-reaktivní 

protein†  [mg/l] 

3.5 (3.3 ; 3.8) 3.8 (3.3 ; 4.5)§ 3.8 (3.4 ; 4.2)§ 2.8 (2.5;3.2) 

Fibrinogen†  [g/l] 3.9 (3.9 ; 3.9) 3.9 (3.8 ; 4)§ 4 (3.9 ; 4.1)§ 3.7 (3.6;3.8) 

Kys. Močová †  

[umol/l] 

355.3 (348.5 ; 

362.2) 

369 (353.9 ; 

384.7)§ 

359.6 (350.5 ; 

369)§ 

335.1 

(322.4;348.3) 

Kreatinin† [umol/l] 99.8 (98.6 ; 101) 100.9 (98.6 ; 

103.2)§ 

102.7 (101 ; 

104.5)§ 

93.3. (91.3;95.3) 

Celk. cholesterol†  

[mmol/l] 

4.5 (4.4 ; 4.6) 4.5 (4.3 ; 4.6) 4.4 (4.3 ; 4.5)§ 4.7 (4.6;4.8) 

LDL [mmol/l] 2.5 (2.4 ; 2.5) 2.5 (2.3 ; 2.6) 2.4 (2.3 ; 2.5) 2.6 (2.5;2.7) 

HDL† [mmol/l] 1.2 (1.1 ; 1.2) 1.2 (1.1 ; 1.2)§ 1.1 (1.1 ; 1.1)§ 1.3 (1.3;1.4) 

Triglyceridy † 

[mmol/l] 

1.6 (1.5 ; 1.6) 1.5 (1.5 ; 1.6) 1.6 (1.6 ; 1.7)§ 1.4 (1.3;1.5) 

Glukóza † 

[mmol/l] 

5.6 (5.5 ; 5.6) 5.5 (5.4 ; 5.7)§ 5.8 (5.6 ; 5.9)§ 5.2 (5;5.3) 

Tabulka 3. Laboratorní markery v podskupinách chronické ICHS s onem. 1 nebo více tepen. † 

významné rozdíly mezi skupinami (ANOVA/Chi-square test p<0.05), * významný rozdíl mezi chron. 

ICHS s onem. 1 tepny a s onem. více tepen (Bonferroni test, p<0.05), § významný rozdíl proti 

kontrolní skupině (Bonferroni test, p<0.05) 
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 Akutní ICHS Chronická 

ICHS  

Nevýznamná 

ateroskleroza 

Chron. ICHS – 

1 tepna 

Chron. ICHS – 

více tepen 

(N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 177) (N = 391) 

Leukocyty 1.45 (1.30; 

1.61) †† 

1.26 (1.14; 

1.39) †† 

1.08 (0.95; 

1.24) 

1.29 (1.15; 

1.45) †† 

1.24 (1.12; 

1.38) †† 

C-reaktivní 

protein 

1.13 (1.08; 

1.17) †† 

1.05 (1.01; 

1.08) † 

1.03 (0.99; 

1.07) 

1.04 (1.00; 

1.07) † 

1.05 (1.01; 

1.09) † 

Fibrinogen 4.23 (3.06; 

5.86) †† 

1.95 (1.50; 

2.54) †† 

1.73 (1.2; 

2.51) † 

1.65 (1.21; 

2.26) † 

2.16 (1.62; 

2.88) †† 

Kys.močová 

(100 µmol) 

1.27 (1.05 ; 

1.54) † 

1.38 (1.15 ; 

1.65)† 

1.21 (0.94 ; 

1.56) 

1.46 (1.18 ; 

1.82)†† 

1.34 (1.1 ; 

1.62)† 

Kreatinin 1.04 (1.02; 

1.05) †† 

1.04 (1.03; 

1.05) †† 

1.02 (1.01; 

1.04) † 

1.03 (1.02; 

1.05) †† 

1.04 (1.03; 

1.05) †† 

Celk.cholesterol 0.79 (0.66; 

0.95) † 

0.78 (0.67; 

0.91) † 

0.88 (0.69; 

1.12) 

0.78 (0.64; 

0.97) † 

0.77 (0.65; 

0.91) † 

LDL 0.89 (0.72; 

1.09) 

0.79 (0.66; 

0.96) † 

0.89 (0.66; 

1.2) 

0.78 (0.60; 

1.02) 

0.79 (0.65; 

0.96) † 

HDL 0.07 (0.04; 

0.15) †† 

0.12 (0.07; 

0.20) †† 

0.50 (0.26; 

0.98) † 

0.23 (0.12; 

0.43) †† 

0.08 (0.04; 

0.15) †† 

Triglyceridy 1.4 (1.06; 

1.84) † 

1.52 (1.19; 

1.94) †† 

1.09 (0.78; 

1.53) 

1.33 (0.99; 

1.79) 

1.57 (1.22; 

2.02) †† 

Glukóza 1.56 (1.33; 

1.82) †† 

1.39 (1.20; 

1.61) †† 

1.23 (1.02; 

1.48) † 

1.30 (1.09; 

1.55) † 

1.42 (1.22; 

1.65) †† 

Tabulka 4. Vliv biochemických parametrů na přítomnost onemocnění podle linární logistické regrese. 

Data jsou prezentována jako odds ratio s 95% intervalem spolehlivosti  † významnost p<0.05 Wald 

test, †† významnost p<0.001 Wald test 
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2.4.3.Diskuze 

V této naší studii jsme zkoumali vztah některých laboratorních parametrů 

k přítomnosti a závažnosti aterosklerozy koronárních tepen. Potvrdili jsme, že 

zánětlivé parametry jako je hladina leukocytů, C-reaktivního proteinu a fibrinogenu 

jsou primárně spojeny s akutními formami ICHS a rovněž s přítomností chronické 

ICHS, avšak ne s počtem postižených tepen. Rovněž další parametry jako kreatinin, 

kyselina močová, lipidy a glukóza nebyly významně spojeny s počtem postižených 

tepen. Všechny zmíněné parametry se významně lišily u pacientů s ICHS a 

kontrolami, pouze fibrinogen a kreatinin i mezi osobami s nevýznamnou ICHS a 

kontrolami. Naše práce tedy nepotvrzuje předchozí výsledky (Cavusoglu et al., 

Sabatine et al. [1,2], kde byl popsán vztah mezi hladinou leukocytů a počtem 

postižených tepen. Naopak závislost mezi nevýznamnými aterosklerotickými 

změnami a hladinou fibrinogenu a kreatininu je v souladu s předchozími studiemi. 

Levenson et al. [3,4] popsali, že přítomnost aterosklerotických plaků je silnější se 

vzrůstajícím tercilem hladiny fibrinogenu. Autoři rovněž popsali synergický efekt mezi 

hladinou fibrinogenu a poměrem celkový/HDL cholesterol ve vzniku subklinické 

extrakoronární a koronární aterosklerozy. Role renálních funkcí byla popsána 

v několika studiích, Bartnicky et al. [5] popsali vzrůstající riziko ICHS u pacientů 

s klesající glomerulární filtrací. Cerne et al. [6] popsali, že mírně zvýšená hladina 

kreatininu je spojena s koronární aterosklerózou, bez ohledu na tradiční rizikové 

faktory. Mírná renální insuficience je rovněž spojena se sníženým koronárním 

průtokem u pacientů s neobstruktivní formou koronární aterosklerozy. Toto může být 

způsobeno podobnými změnami v renální a koronární mikrocirkulaci [7]. Závěrem, 

laboratorní parametry jako hladina leukocytů, C-reaktivní protein a kyselina močová 

jsou spojeny s přítomnosti jak akutní, tak chronické ICHS ale ne s počtem 
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postižených tepen. Fibrinogen a kreatinin mají dále navíc souvislost i s nevýznamnou 

aterosklerózou.  
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2.5 Vztah mezi dlouhodobými klinickými výsledky pacientů a eNOS −786 C/T, 4 

a/b, MMP-13 rs640198 G/T, Eotaxin 426 C/T, −384 A/G, and 67 G/A polymorfismy 

Cílem práce bylo zhodnotit vztah mezi polymorfismy v genu pro eotaxin (67 G/A, 

−384 A/G, and −426 C/T), matrix metaloproteinázu 13 (rs640198) a endoteliální NO-

syntázu (−786C/Tand4a/b) a dlouhodobými klinickými výsledky u pacientů 

s ischemickou chorobou srdeční.  

2.5.1 Soubor a metodika 

Studie zahrnula 532 pacientů s ICHS, kteří byli získáni ze souboru 1161 

konsekutivních pacientů přijatých k provedení koronarografie po aplikaci 

následujících vyřazovacích kriterií: známá malignita, pokročilá renální insuficience 

(hladina kreatininu nad 200µmol/l), hladkostěnné koronární tepny nebo nevýznamná 

ateroskleróza nebo očekávaná délka života pod 1 rok. Od všech pacientů byla 

získána osobní a rodinná anamnéza, a podstoupili fyzikální vyšetření, laboratorní 

odběry, EKG a koronarografii. Ischemická choroba srdeční byla definována jako 

>50% zůžení lumen alespoň jedné koronární tepny. Krevní vzorky pro DNA analýzu 

byly rovněž odebrány. Výběr DNA polymorfismů, analýza, výsledky a vliv na výskyt a 

závažnost ICHS byly publikovány v předhozích studiích [1,2,3].  

Sledování 

Klinický osud pacientů byl vyhodnocen v roce 2014 pomocí nemocniční databáze. 

Byly zaznamenávány následující příhody: akutní infarkt myokardu, nestabilní angina 

pectoris, nutnost revaskularizace myokardu (perkutánní intervence nebo 

aortokoronární bypass), hospitalizace pro srdeční selhání a implantace 

kardioverteru/defibrilátoru. Pacienti, kteří nebyli ve sledování v naší nemocnici, 
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pacienti bez angiograficky potvrzené ICHS a pacienti u kterých nebyla provedena 

DNA analýza byly vyřazeni z hodnocení.  

Statistická analýza 

Byl použit multivariantní Coxův regresní model pro stanovení podílu genových 

polymorfismů a ostatních faktorů na přežití. Genové varianty byly předselektovány 

z 8 polymorfismů v kandidátních genech s použitím Kaplan-Meierovy metody a log-

rang testu v dominantním, recesivním a kodominantním modelu exprese alel. 

Hodnota p 0.05 byla uznána jako statisticky významná pro zahrnutí do Coxovy 

analýzy. Hardy-Weinbergova rovnováha byla vypočítána pro každý polymorfismus 

s použitím χ2 testu. Negenetické veličiny zahrnuté do analýzy byly následující: věk 

při vstupu do studie, pohlaví, diagnóza akutního koronárního syndromu při zařazení 

do studie, infarkt myokardu v osobní anamnéze, ejekční frakce, počet postižených 

tepen, obezita, hypertenze, hyperlipoproteinemie, diabetes mellitus, současná 

diagnóza dilatační kardiomyopatie, významná chlopenní vada a kuřáctví. Byly 

sledovány dva end-pointy: úmrtí, a složený kardiovaskulární end-point (infarkt 

myokardu, nestabilní angina pectoris, koronární revaskularizace a hospitalizace pro 

srdeční selhání). Byly použity 3 modely dominance alel: dominantní, recesivní a 

aditivní. Postupná konstrukce Coxova modelu s hraniční hodnotou p=0.05 byla 

finálně použita pro určení všech nezávislých faktorů podílejících se na přežití nebo 

na výskytu kardiálních příhod. Software STATISTICA (StatSoft, verze 12) byla 

použita pro statistickou analýzu.  
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2.5.2. Výsledky 

Celkem 532 pacientů s významnou ICHS bylo nakonec zahrnuto do analýzy. 

Základní charakteristika souboru je uvedena v Tabulce 1. Dvacet devět pacientů 

zemřelo, zaznamenáno dále bylo 271 kardiálních příhod (26 pacientů s nestabilní 

anginou pectoris, 44 akutních infarktů myokardu, 154 revaskularizací myokardu, 26 

hospitalizací pro srdeční selhání a 21 implantací ICD). Průměrná doba sledování byla 

77 měsíců. Kaplan-Meierovy křivky ukazující podíl přežití a přežití bez kardiální 

příhody jsou uvedeny na Grafu 1 a 2.  

Celkem/muži [n] 532/407 
Věk [roky] 65.4 ± 9.6 
BMI [kg/m2] 28.7 ± 4.0 
Kuřáci (%) 52 % 
Hypertenze (%) 80 % 
Diabetes (%) 34% 
EF (%) 55 % (45 % – 60 %) 
 

Tabulka 1. Základní charakteristika souboru pacientů. Data jsou prezentována jako průměr ± SD    
BMI- body mass index, EF – ejekční frakce levé komory 

 

Seznam zkoumaných polymomorfismů je na uveden v Tabulce 2. Preselekce 

kandidátních polymorfismů byla provedena na základě p-hodnot log-rank testu. 

Polymorfismy eNOS 4 a/b, eotaxin−426 C/T, eotaxin −384 A/G, a eotaxin 67 G/A byly 

významně spojeny s úmrtím, eotaxin −384 A/G s kardiálními příhodami. Byl rovněž 

zaznamenán nevýznamný trend pro eotaxin 67 G/A a kardiální příhody. Kompletní 

data jsou uvedeny v tabulkách 3 a 4. Následně byl použit Coxův regresní model pro 

stanovení vlivu konkrétních genových variant na přežití a přežití bez kardiální 

příhody. Eotaxin 67 G/A a eotaxin -384 A/G byly hodnoceny jako významné pro 

přežití, respektive přežití bez kardiální příhody (Tabulka 5 a 6). Multivariantní Coxův 

postupný regresní model identifikoval věk, kouření a onemocnění 3 koronárních 

tepen (v porovnání s postižením jen jedné tepny) jako nezávislé prediktory úmrtí z 
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jakékoliv příčiny. Spolu s těmito factory byl eotaxin 67 G/A významný prognostický 

faktor po přidání do tohoto modelu (Tabulka 7, Graf 3). Pokud byl použit místo 

eotaxinu 67 G/A eotaxin -384 A/G, model poskytl podobné výsledky se stejnými 

prognostickými factory, avšak hazard ratio bylo poněkud nižší (GG versus GA+AA; 

HR = 2.63; 95%CI = 1.19–5.83; 푝 = 0.017)..  
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Graf 1: Kaplan-Meierova analýza přežití v souboru pacientů  
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Graf 2: Kaplan-Meierova analýza přežití bez kardiální příhody 

 

 

Polymorfismus rs MAF (%) n Distribuce 
genotypů 

HWE 

MMP 13 G/T rs640198 G>T; 0.32 470 220/198/52 Ano 
eNOS -786 C/T rs2070744 T>C; 0.37 317 126/148/43 Ano 
eNOS 4 a/b VNTR * b>a; 0.19 520 342/159/19 Ano 
Eotaxin -426 C/T rs16969415 C>T; 0.07 445 384/56/5 Ano 
Eotaxin -384 A/G rs17809012 A>G; 0.48 518 127/281/110 Ano 
Eotaxin 67 G/A rs1129844 G>A; 0.15 532 391/125/16 Ano 

 

Tabulka 2. Preselekce kandidátních polymorfismů pro úmrtí, dle log-rank p-hodnot, 
polymorfismy zahrnuté v Coxově regresním modelu jsou tučnou kurzívou  * VNTR = 
variabilní počet tandemových repetic, distribuce genotypů vyjádřena jako dominantní 
homozygot, heterozygote, recesivní homozygot, HWE – Hardy-Weinberg equilibrium  
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Polymorfismus n Log rank p 
(celkem) 

Log rank p 
(dominantní) 

Log rank p 
(recesivní) 

MMP 13 G/T 470 0.941 0.811 0.909 

eNOS -786 C/T 317 0.200 0.129 0.720 

eNOS 4 a/b 520 0.458 0.025 0.419 

Eotaxin -426 C/T 445 0.033 0.152 0.175 

Eotaxin -384 A/G 518 0.084 0.533 0.050 

Eotaxin 67 G/A 532 0.020 0.013 0.210 

Tabulka 3. Preselekce kandidátních polymorfismů pro úmrtí podle log-rank p-hodnot. Polymorfismy 
zahrnuté v Coxově regresním modelu jsou tučnou kurzívou. 

 

Polymorfismus n Log-rank p 
(celkem) 

Log-rank p 
(dominantní) 

Log-rank p 
(recesivní) 

MMP 13 G/T 470 0.677 0.710 0.526 

eNOS -786 C/T 317 0.603 0.959 0.711 

eNOS 4 a/b 520 0.937 0.910 0.642 

Eotaxin -426 C/T 445 0.922 0.882 0.874 

Eotaxin -384 A/G 518 0.009 0.548 0.002 

Eotaxin 67 G/A 532 0.098 0.496 0.343 

Tabulka 4. Preselekce kandidátních polymorfismů pro kardiální příhody podle log-rank p-hodnot. 
Polymorfismy zahrnuté v Coxově regresním modelu jsou tučnou kurzívou. 

Model dominantní recesivní aditivní 
Polymorphism HR (95% 

CI) 
p-
value 

HR (95% 
CI) 

p-
value 

HR (95% 
CI) 

p-
value 

eNOS 4 a/b NS NS NS NS NS NS 
Eotaxin -426 
C/T 

NS NS NS NS NS NS 

Eotaxin -384 
A/G 

NS NS 2.60 
(1.15–
5.87) 

0.022 NS NS 

Eotaxin 67 
G/A 

3.36 
(1.57–
7.19) 

0.0017 NS NS 2.43 
(1.39–
4.26) 

0.0019 

Tabulka 5. Predikce úmrtí pomocí různých modelů dědičnosti, multivariantní Coxova regrese 
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Model dominantní recesivní aditivní 
Polymorfismus HR (95% 

CI) 
p-
value 

HR (95% 
CI) 

p-
value 

HR (95% 
CI) 

p-
value 

Eotaxin -384 
A/G 

NS NS 1.59 (1.20–
2.10) 

0.001 1.28 
(1.07–
1.54) 

0.006 

Eotaxin 67 
G/A 

NS NS NS NS NS NS 

Tabulka 6. Predikce kardiální příhody pomocí různých modelů dědičnosti, multivariantní Coxova regrese 

Faktor HR (95% CI) P-value 
Věk (na 10 let) 2.32 (1.44–3.84) 0.0007 
Kouření 3.84 (1.66–8.87) 0.002 
Onemocnění 3 tepen vs. 
onem. 1 koronární tepny 

3.89 (1.15–13.18) 0.029 

Onemocnění 2 tepen vs. 
onem. 1 koronární tepny 

1.32 (0.32–5.55) 0.701 (NS) 

Eotaxin 67 G/A (GA+AA vs. 
GG) 

2.81 (1.35–5.85) 0.006 

Tabulka 7. Postupný multivariantní Coxův regresní model pro přežití 

 

 

Graf 3. Kaplan-Meierova analýza přežití podle 67 G/A genotypu.  
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Oba polymorfismy byly ve významné vazebné nerovnováze, a rizikové alely byly 

často děděny společně.  V multivariantní postupné regresní analýze kardiálních 

příhod byl počet postižených koronárních tepen (dvě vs. jedna : HR=1.86 ; 95% CI = 

1.23–2.79; 푝 = 0.003, tři vs. jedna: HR = 4.80; 95% CI = 3.32–6.94; 푝 < 0.001) 

jediným nezávislým prognostickým faktorem, přidání polymorfismu -384 A/G 

nezměnilo výsledky i když byl tento polymorfismus spojen s vyšším rizikem 

kardiálních příhod, neposkytoval lepší prognostickou informaci než počet postižených 

tepen. Dále byl u sledovaných polymorfismů hodnocen výskyt vazebné rovnováhy. 

Byla zjištěna vazebná nerovnováha mezi polymorfismy −426 C/T and −384 A/G 

v promotoru genu pro eotaxin stejně jako −384 A/G a 67 G/A v tom samém genu. 

Riziková alela A z 67 G/A byla často děděna společně s rizikovou alelou G z -384 

G/A. Naopak polymorfismy – 426 C/T a 367 G/A byly ve vazebné rovnováze.  

2.5.3. Diskuse  

Bylo publikováno mnoho studií zabývajících se vlivem plasmatických hladin eotaxinu 

a variant v genu pro eotaxin na výskyt a závažnost aterosklerozy, ale výsledky jsou 

rozporné. Někteří autoři popsali vztah vyšší hladiny eotaxinu k aterosklerotickému 

postižení [4-6], další studie ale toto nepotvrdily [7,8]. Vyšší koncentrace eotaxinu byla 

zjištěna v krevních vzorcích pacientů s akutním koronárním syndromem [9]. Byl 

popsán vliv polymorfismů v genu pro eotaxin u čínských diabetických pacientů [10], 

hlavní výsledek byla zvýšená morbidita u pacientů homozygotních pro G alelu v 67 

G/A polymorfismu, tato alela je spojena s vyšší produkcí a koncentrací eotaxinu 

[11,12 ]. Podobně v naší předchozí studii [2] byla nalezena souvislost GG genotypu a 

akutního koronárního syndromu. To je zdánlivě v rozporu se zde prezentovanými 

výsledky, kde alela G má spíše protektivní efekt. Avšak v této práci jsou zkoumáni 

pouze pacienti s ICHS, kteří podstuoupili koronarografické vyšetření, tedy vysoce 
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selektovaná skupina, a jejich terapie, zvláště farmakoterapie statiny, mohla ovlivnit 

výsledky.  Byly publikovány práce popisující významnou redukci hladin chemokinů 

včetně eotaxinu, a to jak u lidí, tak na zvířecích modelech [13-15]. Protože nosiči 

alely A mají nižší hladiny eotaxinu [16], protektivní efekt terapie statiny může být 

snížený ve srovnání s GG homozygoty. Tento mechanismus se jeví jako 

pravděpodobná příčina i u našich pacientů s ICHS, kde prevalence terapie statiny 

byla velmi vysoká (514/532,96.6%).                                                                            

Na velké studii s 14 916 amerických mužů Zee a kol. [17] zkoumal tento 

polymorfismus s odlišnými výsledky. Autoři srovnali údaje od 523 pacientů po infarktu 

myokardu a 2092 osob bez kardiovaskulárního onemocnění během sledovacího 

období (průměrně 13,2 roku). Popsali, že homozygoti 67AA měli významně vyšší 

riziko infarktu myokardu ( OR 1.86; 95% CI 1.15–3.01; p = 0.012), a tento efekt zůstal 

i po úpravě na body mass index, hypertenzi, přítomnost diabetu. Nebyly významné 

rozdíly mezi GG homozygoty a heterozygoty. I když nebyla popsána léčba pacientů 

v této studii, její vliv nelze vyloučit. Recesivní model (AA versus GA+GG) v naší studii 

měl relativně nízkou sílu, bylo pouze 16 AA homozygotů. Vazebná nerovnováha mezi 

67G/A a −384 A/G musí být rovněž brána v potaz, neboť protektivní a „rizikové“ alely 

jsou často děděny současně. Vliv genových variant v genech pro matrix 

metaloproteinázu např. MMP-9 [18,19] a MMP-3 [20] na klinické výsledky pacientů 

s ICHS byl popsán v předchozích studiích. V naší současné studii nebyl zjištěn vliv 

polymorfismu rs640198 v genu pro matrix metaloproteinázu 13 na výskyt 

kardiovaskulárních příhod nebo celkovou mortalitu. Podle těchto našich výsledků 

můžeme tedy usoudit, že rs640198 polymorfismus pro MMP-13 neovlivňuje celkovou 

prognózu pacientů, i když jsme v naší předchozí práci nalezli významnou souvislost 

mezi tímto polymorfismem a onemocněním 3 tepen [1]. Postižení 3 koronárních 
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tepen je ale samo o sobě významným prediktorem jak kardiálních příhod, tak 

mortality, a vztah gen-prognóza může být ovlivněn taktéž poskytnutou terapií, stejně 

jako u eotaxinu. Vztah eNOS polymorfismu a ICHS byl popisován v mnoha studiích. 

Velká metaanalýza zahrnující celkem 69 235 subjektů [21] potvrdila souvislost tří 

NOS3 polymorfismů (Glu298Asp, −786 T/C, a 4 a/b) s přítomností ICHS, ale žádná 

souvislost nebyla nalezena u 4 a/b polymorfismu v subanalýze evropské populace. 

Naše studie nenalezla žádnou souvislost mezi −786 T/C a 4 a/b polymorfismy a 

prognózou pacientů s ICHS.                                                                                    

Závěrem lze říci, že v této naší práci jsme potvrdili významný vztah mezi alelou A 

v 67 G/A polymorfismu v genu pro eotaxin a vyšší mortalitou u pacientů s ICHS i po 

korekci na další rizikové faktory. Podobné vliv byl pozorován i u r −384A/G 

polymorfismu, který byl spojen i s vyšším výskytem kardiovaskulárních příhod. Jsou 

však potřebné další rozsáhlé studie k objasnění této problematiky.  
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3. Abstrakt/shrnutí 

Tato klinicky-experimentální práce přináší souhrn analýz vybraných genových 

polymorfismů a jejich vztahu k ICHS u relativně rozsáhlého souboru subjektů, kde byl 

zkoumán vztah genotypů a klinického nálezu. U zkoumaných polymorfismů pro 

endoteliální NO syntázu se nepotvrdil jejich vztah k výskytu nebo závažnosti ICHS. 

S rozsahem ICHS ve smyslu počtu postižených tepen souvisí polymorfismy 

(GAAGGA)n hexanukleotidové opakování v genu pro eotaxin a rs640198 

polymorfismus v genu pro MMP-13. U polymorfismu 67 G>A genotypu GG 

eotaxinového genu byl prokázán významný vztah k výskytu akutních koronárních 

syndromů. Na popisné studie navázala studie se sledováním vztahu klinických příhod 

a genotypů u stejných pacientů, což představuje relativně ojedinělou koncepci a 

možnou další perspektivu geneticko-klinických studií. V této následné studii byl u 

pacientů s ICHS prokázán vliv na mortalitní prognózu u 67 G/A polymorfismu v genu 

pro eotaxin.  

Tato práce potvrzuje teorii, že ischemická choroba srdeční je multifaktoriální 

onemocnění, kde se vliv genetických predispozic vzájemně doplňuje s dalšími 

rizikovými faktory a může být i významným faktorem podporujícím rozvoj 

aterosklerozy což v konečném důsledku vede k progresi aterosklerotických lézí až do 

stadia hemodynamicky významných stenoz v koronárním řečišti.  
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4. Abstract 

Background: this work is summary of several studies of selected genetic 

polymorphisms and laboratory markers and their relation to coronary artery disease.                  

Patients and methods: Over 1200 patients referred to coronary angiography (final 

numbers are different in each study) were comprised into studies. The blood samples 

were colected, and analysis of selected DNA polymorphisms (eNOS -786 C/T, 4 a/b; 

MMP 13 G/T;  eotaxin -426C/T, -384 A/G, 67 G/A, (GAAGGA)n hexanucleotide 

repetition) was performed. 

Results: There was not significant association of tested eNOS polymorphisms to 

presence or extend of CAD. The extend od CAD by means of number of affected 

coronary arterie sis related with GAAGGA)n hexanucleotide repetition  in eotaxin 

gene and MMP 13 G/T in matrix metalloproteinase gene. There was found significant 

association of acute coronary syndromes and GG genotype of eotaxin 67 G/A 

polymorphisms. The descriptive studies were replenished by one follow-up study with 

assessment of the relation of clinical events and genotypes in same patients. In this 

study was found significant relation of 67 G/A eotaxine polymorphism and mortality. 

Conclusion: This work confirms a multi-factorial origin of coronary artery disease, the 

influence of genetic predispositions is mutual with traditional risk factors and also 

may be a significant factors supporting occurence of atherosclerotic lesions. 
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Abstract: The aim was to assess the relationship be-


tween eNOS 4a/b and -786T/C polymorphisms with 


coronary artery disease (CAD), obesity and diabetes 


mellitus. Total number of 1313 patients underwent 


coronary angiography, 939 had significant CAD (ste-


nosis of ≥ 1 coronary artery ≥ 50%), 222 had smooth 


coronary arteries. Patients with insignificant athero-


sclerosis were excluded, the study finally comprised 


1161 patients. The analysis of eNOS 4a/b and -786T/


C polymorphisms was performed by polymerase 


chain reaction. No significant interaction was found 


between -786T/C polymorphism and solitary CAD 


or CAD with diabetes and obesity. For 4a/b polymor-


phism, genotypes aa+ab were almost three times 


more frequent in diabetic patients without CAD ver-


sus patients without CAD and without diabetes – OR 


2.79; P = 0.009, Pcorr = 0.03. In 4a/b polymorphism 


and CAD with obesity and diabetes: bb genotype was 


significantly more frequent: in patients with CAD, 


diabetes and obesity in comparison with obese dia-


betic patients without CAD (OR = 3.63, Pcorr = 


0.05); in non-diabetic non-obese patients with CAD, 


versus diabetic and obese patients without CAD (OR 


= 3.38, Pcorr = 0.05); in obese non-diabetic patients 


without CAD vs. obese diabetic patients without 


CAD (OR = 5.91, Pcorr = 0.01); in patients without 


CAD, obesity and diabetes vs. obese diabetic patients 


without CAD (OR = 3.59, Pcorr = 0.05). The eNOS 


4a/b polymorphism has significant association with 


diabetes mellitus in CAD-negative patients, and with 


CAD in combination with obesity and diabetes mel-


litus. No association between 4a/b or -786T/C poly-


morphism and solitary CAD was found.


Introduction


The cardiovascular diseases, especially the coronary 
artery disease (CAD), represent the most frequent mor-
tality cause in developed countries. There are many risk 
factors of CAD, but the genetic background that under-
lies the susceptibility, occurrence and severity of CAD 
is still poorly elucidated. Endothelial dysfunction is one 
of the conditions that determine the occurrence of 
atherosclerosis (Hingorani, 2001).


Nitric oxide (NO), which is a powerful endothelial 
relaxing factor, is produced by NO synthase (NOS). 
This enzyme has three isoforms – inducible (iNOS), 
neuronal (nNOS) and the most important endothelial 
(eNOS). NO has more effects than endothelial relaxa-
tion including limitation of leukocyte adhesion (Lefer, 
1997), platelet-vessel wall interaction (Radomski et al., 
1987), smooth muscle cell proliferation and migration 
(Garg et al., 1989), and scavenging superoxide radicals 
(Loscalzo et al., 1995). There are some single nucleotide 
polymorphisms (SNP) in the eNOS gene, which may in-
fluence the activity of eNOS and NO production.


One of them, the T-786C polymorphism, has thymi-
dine replaced by cytosine at nucleotide -786 in the 5´-
flanking region of the eNOS gene (Nakayama et al., 
1999). This variant causes reduction of eNOS gene pro-
moter activity and has been reported as a risk factor for 
coronary spasm in the Japanese population (Nakayama 
et al., 1999). The second one, 27-base pair (bp) repeat 
polymorphism is located in intron 4 of the eNOS gene 
(4a4b polymorphism) and has been associated with 
changes in plasma NO levels (Wang et al., 1997). Some 
studies (Wang et al., 1996) showed influence in predic-
tion of smoking-dependent risk of CAD, but other 
studies  have not described association between this poly-
morphism and CAD in German (Gardemann et al., 
2002) and Taiwanese (Hwang et al., 2003) population. 
Patients with diabetes mellitus have decreased NO gen-
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eration and increased degradation of the NO (Bucala et 
al., 1991) and also have more frequent vascular compli-
cations that could be facilitated by impaired NO produc-
tion (Pieper, 1999). In our study we investigated the as-
sociation of these two polymorphisms with CAD, 
diabetes mellitus, and obesity.


Material and Methods 


Patients


The study comprised 1313 patients referred to the 1st 
Department of Internal Medicine/Cardioangiology for 
coronary angiography. During the short-term hospitali-
zation the patients underwent full cardiologic investiga-
tion (history, physical examination, electrocardiography, 
biochemical and haematological screening and coronary 
angiography). All patients gave informed consent to ex-
aminations and genetic analysis of blood samples and 
the study was approved by the institutional ethics com-
mittee. Patients with renal or hepatic failure, anaemia, 
endocrine or neurological diseases or malignancy were 
excluded. We also excluded patients with insignificant 
atherosclerosis, unclear diagnosis or suspected spastic 
angina pectoris. Finally we analysed 1161 patients. 
Clinical characteristics of the patients’ cohort are pre-
sented in Table 1. 


Coronary angiography
Coronary angiography was performed using the 


standard technique by experienced investigators. The 
coronary lesions were visually analysed in multiple pro-
jections. Based on morphology of coronary arteries, two 
patient groups were defined: l, patients with significant 
coronary atherosclerosis (at least one coronary artery 
with luminal diameter narrowing of 50 % or more, CAD 
group) and 2, patients with normal smooth coronary ar-
teries. 


Definitions of cardiovascular risk factors
Clinical risk factors for CAD were defined subse-


quently: hypercholesterolaemia as current treatment 
with hypolipidaemic drugs or diet or total plasma cho-
lesterol > 5.0 mmol/l on hospital admission, diabetes 
mellitus as current treatment with insulin or oral antidi-
abetic drugs or diet or repeated fasting glucose > 7.0 
mmol/l during hospitalization, hypertension as current 


treatment with antihypertensive drugs or repeat resting 
blood pressure > 140/90 mmHg during hospitalization, 
obesity as body mass index higher than 30 kg/m2. 


Genetic analysis
The DNA was extracted from peripheral blood leuko-


cytes using proteinase K and precipitated by isopropa-
nol and chloroform. Isolated DNA samples were tested 
for eNOS 3 intron 4a/b polymorphism and eNOS 
-796T/C polymorphism by polymerase chain reaction 
(PCR). The PCR of 4a/b polymorphism was performed 
in DNA thermocycler using following primers: 5´- AC-
CTCAG-CCCAGTAGTG-3´sense, 5´-GCAAGTGTCA-
GATAGGATT-3´ antisense, and Taq polymerase. The 
PCR products had 573 bp for aa, 604 bp for bb and 
573+604 bp for ab alleles. These fragments were sepa-
rated and analysed by electrophoresis in 1.5% agarose 
gel with ethidium bromide.


For -786T/C polymorphism, primers 5´-TGGAGA-
GTGCTGGTGTACCCCA-3´ sense, 5´-GCCTCCAC-
CCCCACCCTGTC-3´ antisense and Taq polymerase 
were used. The PCR products of 180 bp were incubated 
with MspI restriction endonuclease at 37 °C for 5 h. The 
final fragments had 140+40 bp for TT, 90+50+40 for CC 
and 140+90+50+40 for TC alleles and were resolved by 
electrophoresis in 4% agarose gel with ethidium bro-
mide.


Statistical analysis
The interactions between genotypes and coronary ar-


tery disease or other comorbidities were identified by 
multivariation analysis – Wilk’s test, General Linear 
Models; significant asociations between genotypes or 
alleles and diseases were verified by χ2 and Fisher exact 
test, program package Statistica (version 8.0, StatSoft, 
Tulsa, OK).


Results 


The distribution of genotypes of the whole cohort of 
patients was CC = 13 %, CT = 50 %, TT = 37 %; T allele 
frequency was 62.5 %, C allele frequency 37.5 % for 
-786T/C polymorphism. For intron 4a/b polymorphism 
the following distribution was found: aa = 3.8 %, ab = 
28.8 %, bb = 67.4 %. The frequency of alleles was 81.8 
% for b and 18.2 % for a. Both polymorphisms geno-
types were in Hardy-Weinberg equilibrium. 


The multivariate analysis did not identify any signifi-
cant interaction between -786T/C polymorphism and 
solitary CAD or CAD in combination with diabetes, hy-
perlipoproteinaemia or obesity. For the 4a/b polymor-
phism, no significant interaction was found between 
4a/b polymorphism and solitary CAD (Table 2) or CAD 
in combination with obesity (Table 3). On the other 
hand, significant interactions of CAD were found in 
combination with diabetes. Genotypes aa+ab were al-
most three times more frequent in diabetic patients with-
out CAD in comparison with patients without CAD and 
without diabetes – OR 2.79; 95% CI 1.27–6.07, P = 
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the 
patient cohor


Number of patients / men 1161 / 813
Age, mean (y) 64.2
CAD/ smooth coronary arteries (n) 939 / 222
Hypertension (n/%) 906 / 78 %
Hyperlipoproteinaemia (n/%) 712 / 61.3 %
Diabetes mellitus (n/%) 348 / 30 %
Obesity (n/%) 345 / 29.7 %
Total cholesterol (mean ± SD) 4.53 ± 1.1  mmol/l
Body mass index (mean ± SD) 28.7 ± 4.2
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0.009, Pcorr = 0.03 (Table 4). Association between the 
4a/b polymorphism and CAD in combination with obes-
ity and diabetes mellitus was found as well. The bb gen-
otype was significantly more frequent: in patients with 
CAD, diabetes and obesity in comparison with obese 
diabetic patients without CAD (OR = 3.63, 95% CI 
1.23–10.67, Pcorr = 0.05); in non-diabetic non-obese 
patients with CAD, versus diabetic and obese patients 
without CAD (OR = 3.38, 95% CI 1.21–9.46, Pcorr = 
0.05); in obese non-diabetic patients without CAD in 
comparison with obese diabetic pacients without CAD 
(OR = 5.91 (1.76–19.88), Pcorr = 0.01); in patients 
without CAD, obesity and diabetes versus obese dia-
betic patients without CAD (OR = 3.59 (1.23–10.50), 
Pcorr = 0.05) (Table 5). 


Discussion


The association between T-786C and coronary artery 
disease was investigated in many reports, but the results 


remain controversial (Colombo et al., 2003; Casas et. 
al., 2004,; Fatini et al., 2004; Rossi et al., 2006). Fatini 
et al. (2004) found that the eNOS 4a4a genotype was an 
independent predisposing factor for acute coronary syn-
dromes (ACS) (OR 2.5, 95% CI 1.1-5.4, P = 0.02) but 
there was no association between the eNOS -786CC and 
894TT genotypes. The presence of the -786CC geno-
type intensified the predisposition to ACS in 4a4a ho-
mozygotes. 


Meta-analysis of 26 studies involving 23,028 subjects 
(Casas et al., 2004) showed significantly increased risk 
of CAD in 4a4a homozygotes but not in homozygous 
carriers of the -786C allele. Rossi et al. (2006) found 
more cardiovascular deaths in -786TT than in -786 TC + 
CC carriers in the follow-up study of more than one 
thousand patients. These authors suppose that this ge-
netic variant is associated with higher NO bioactivity, 
which means increased production of reactive oxygen 
and nitrogen forms. This results in activation of matrix 
metalloproteinases and following predisposition to rup-
ture of the atherosclerotic plaque. In our study, multi-
variate analysis did not confirm any significant associa-
tion between the -786T/C polymorphism and solitary 
CAD or CAD in combination with obesity and diabetes 
mellitus. 


The influence of the intron 4a/b polymorphism on 
plasmatic NO level was presented in several reports 
(Tsukada et al., 1998, Wang et al., 2000), but this has not 
been confirmed by other studies (Wang et al., 1997; 
Yoon et al., 2000; Jeeroburkhan et al., 2001). This poly-
morphism is located in the intron of the gene, so it is 


eNOS 4a/b and -786T/C Polymormphisms with Coronary Artery Disease, Obesity and Diabetes Mellitus


Table 2. Association between the 4a/b polymorphism and 
CAD, counts of patients according to genotypes; P for gen-
otypes = 0.964, P for alleles = 0.987


Summary Frequency Table – 4 a/b polymorphism and CAD


CAD 4a/b – ab  4a/b – bb  4a/b – aa  Row – Totals


1 272 632 35 939
2 63 150 9 222
All 335 782 44 1161


CAD 1 = CAD-positive; CAD 2 = CAD-negative controls


Table 3. The 4a/b polymorphism and CAD and obesity, counts of patients according to genotypes – no significant interac-
tion was found


Summary Frequency Table – 4a/b polymorphism and CAD and obesity


Group CAD Obesity 4a/b – ab 4a/b – bb 4a/b – aa Row – Totals


1 1 1 83 190 6 279
2 1 2 189 442 29 660
 Total  272 632 35 939


3 2 1 20 45 1 66
4 2 2 43 105 8 156
 Total  63 150 9 222
 Column Total  335 782 44 1161


CAD 1 = CAD-positive; CAD 2 = CAD-negative; Obesity 1 = obese, Obesity 2 = non-obese


Table 4.The 4a/b polymorphism and CAD with diabetes mellitus, counts of patients according to genotypes


Summary Frequency Table – 4a/b polymorphism and CAD and diabetes mellitus


Group CAD Diabetes 4a/b – ab 4a/b – bb 4a/b – aa Row – Totals


1 1  1 92 215 11 318
2 1  2 180 417 24 621
 Total  272 632 35 939


3* 2  1 15 14 1 30
4* 2  2 48 136 8 192
 Total  63 150 9 222
 Column Total  335 782 44 1161


*Significant differences between groups 3 a 4 for ab+aa: 16/14 vs. 56/136, OR = 2.79, 95% CI 1.27–6.07, P = 0.009, Pcorr = 0.03
CAD 1 = CAD-positive; CAD 2 = CAD-negative; Diabetes 1 = diabetic patients; Diabetes 2 = non-diabetic patients
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unlikely to influence the protein structure, but it may 
play a role as a marker in linkage disequilibrium with 
other variants of the eNOS gene (Wang et al., 1997; 
Yoshimura et al., 2000; Jeeroburkhan et al., 2001). 


Alvarez et al. (2001) found the CC variant of the 
T-786C polymorphism to increase risk of early CAD in 
a Caucasian population, but not the 4a/b polymorphism. 
In contrast, as mentioned above, Fatini et al. (2004) doc-
umented that susceptibility to acute coronary syndromes 
is markedly influenced by the haplotype-specific pattern 
4a4a/786CC. 


Association between intron 4a/b polymorphism and 
diabetes mellitus was described by Galanakis et al. 
(2008). These authors found a significant relationship of 
the presence of the a allele and diabetes mellitus with no 
difference between type I and II diabetes. This conforms 
with our results, which show significantly higher fre-
quency of the aa and ab genotype in diabetic patients 
without CAD in comparison with patients without CAD 
and without diabetes. The relation between diabetes and 
eNOS polymorphisms has not yet been elucidated. Lab-
oratory studies by microarray analysis of insulin-pro-
ducing cells treated by cytokines found that about 50 % 
of the genes influenced by cytokines were NO-depend-
ent (Kutlu et al., 2003).


The relation of the 4a/b polymorphism and obesity 
was not investigated, either. Hoffmann et al (2005) did 
not find significant association between eNOS 4a/b and 
Glu298Asp polymorphisms and either obesity or fasting 
glucose and blood pressure. This finding is also con-
cordant with our work; obesity either in CAD patients or 
in controls did not show significant association with the 
4a/b polymorphism. The limitation of our study was es-
pecially selected population, so that it does not represent 
common population but patients refferred for coronary 


angiography, and also a low number of patients in some 
subgroups. 


In conclusion, our study demonstrates that the eNOS 
4a/b polymorphism has significant association with 
 diabetes mellitus in CAD-negative patients, and with 
coronary artery disease in combination with obesity and 
diabetes mellitus. No association between the 4a/b poly-
morphism or -786T/C polymorphism and solitary CAD 
was found. However, more detailed genetic analyses are 
necessary to elucidate the associations of genetic abnor-
malities and CAD and its risk factors. 
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Abstract. Atherosclerosis as a main etiopathogenetic source for coronary artery disease (CAD) development is intimately related
to dynamic changes in the extracellular matrix (ECM). Elevated levels of MMP-13 have been observed in human atherosclerotic
plaques which could also involve variability in MMP-13 gene. The aim of the study was to associate rs640198 polymorphism
with CAD and/or with its severity.
The study comprised 1071 consecutive patients with suspected or known coronary artery disease (CAD), confirmed by coronary
angiography.
Genotyping for the rs640198 polymorphism in MMP-13 gene was performed using Taqman assay. The TT and TG genotypes
of rs640198 polymorphism in MMP-13 gene confer the significantly increased risk of triple vessel disease compared to patients
without atherosclerotic lesions in coronary arteries (odds ratio = 1.64, Pcorr = 0.05). Furthermore, an increased risk of having 5
and more stenoses (odds ratio = 1.90, Pcorr = 0.004) was observed in TT and TG carriers (sensitivity of 0.613 and a specificity
of 0.544; power of the test is 0.87).
The T allele of MMP-13 intron polymorphism rs640198 is associated with the severity of coronary artery disease, represented by
the number of affected arteries as well as by the number of stenoses confirmed by coronarography.


Keywords: MMP-13, CAD, rs640198, severity


1. Introduction


The cardiovascular diseases, especially the coronary
artery disease (CAD), represent one of the most com-
mon causes of mortality in developed countries. The
genetic background that underlies the susceptibility,oc-
currence and severity of CAD, however, is still poorly
elucidated [10].


Atherosclerotic process as a base for CAD onset is
intimately related to dynamic changes in the extracel-
lular matrix (ECM) and its associated proteins: the re-
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University Campus Bohunice, A18, Kamenice 5, 62500 Brno, Czech
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tention of lipoproteins by proteoglycans leads to the
development of atherosclerotic lesions, but ultimate-
ly, it is the breakdown of ECM that facilitates plaque
ruptures, triggering the onset of clinical symptoms of
CAD [8]. The stability of the plaque depends on its
collagen content; degradation of the collagen leads to
a vulnerable plaque that is prone to rupture [4]. There-
fore, matrixmetalloproteinases (MMPs) which are able
to cleave collagens should play an important role in
the pathogenesis of atherosclerosis, plaque rupture and
aneurysm [16,21]. The expression of various MMPs,
along with their endogenous inhibitors, seems to be
differentially regulated dependently on the lesion pro-
gression [30].


MMP-13 is active against types I and III colla-
gens [11,18]. MMP-13 can be further distinguished
from other interstitial collagenases by its ability to
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cleave gelatin, proteoglycans, tenascin, fibronectin, as
well as its capacity to activate latent proMMPs [13]. It
seems to have a unique role in the accelerated collagen
turnover associated with various conditions [18].


The intimal macrophages seem to be the major
source of MMP-13 production [27,30]. MMP-13 colo-
calized with MMP-1 in human atheroma is localized
mostly in the shoulder region of the plaques as well as
in areas surrounding the lipid core. Levels of MMP-1
as well as MMP-13 in atheromatous plaques exceed
those infibrous plaques, corresponding to the content of
macrophages [27]. The increased expression of MMPs
in the atheroma also leads to increased MMP levels in
the circulation [4].


Late AT II (angiotensin II) treatment was reported
to augment lesion size of fully developed atherosclero-
tic plaques with macrophage–rich phenotype in ApoE
nullmice atheroscleroticmodel [6]. Amplified collagen
type I degradation in this case is related to increase of
active MMP-8 and MMP-13 levels in the macrophage–
rich plaque [6].


However, MMP-13 was also proposed as ano-
ther possible candidate for the NO-mediated preven-
tion of atherosclerosis in the model of atherosclero-
tic NOS3/apoE-null mice: MMP-13 is able to cleave
ICAM-1, both in vivo and in vitro [28]. Increased levels
of soluble ICAM-1 (togetherwith VCAM-1, E-selectin
and P-selectin) as markers of inflammation were as-
sociated with the development of atherosclerosis and
clinical expression of CAD [16]. An antiatherogenic
effect ofMMP-13 is further documented by its ability to
process human prolactin in vitro to a 16-kDa fragment
with strong antiangiogenic properties [17] and by de-
grading MCP-3 which is functioning as a potent proin-
flammatory stimulus in atherosclerotic lesions [19].


MMP13 gene is encoded by a 10.5 kilobase gene
located on human chromosome 11q22.2–q22.3 [21].
Sequence analysis of the 5’- flanking region of the gene
revealed the presence of a TATA box, an AP-1 motif, a
PEA-3 consensus motif, an osteoblast specific element
(OSE-2) and a TGF-β inhibitory element [20,22].


MMP-13 expression was observed to be nearly ab-
sent in the normal arterial wall, but was found to be re-
markably increased with atherosclerotic lesion progres-
sion [27,30] which could be caused by variability of
MMP-13 gene. So far, six polymorphisms in MMP-13
gene were identified (ALFRED, http://alfred.med.yale.
edu/alfred/recordinfo.asp?condition=sites.site uid=
’SI001554P). The intron rs640198 polymorphism was
chosen for sufficiently high frequency of the polymor-
phism in European population (ALFRED). Further-


more, in case of rs640198, the important difference
can be found in transcription profiles of both alleles
of the polymorphism in silico: the transcription factor
Pbx1 factor can bind to the allele G, not to the allele
T. It is known that the homeodomain transcription fac-
tor Pbx1 orchestrates separate transcriptional pathways
to control great-artery patterning and cardiac outflow
tract septation in mice [5]. Pbx1-null embryos display
anomalous great arteries owing to a failure to establish
the initial complement of branchial arch arteries in the
caudal pharyngeal region. Pbx1 deficiency also results
in the failure of cardiac outflow tract septation [5]. In-
teractions between alleles of 3 Pbx genes, which en-
coded homeodomain transcription factors, were shown
to be sufficient to determine the phenotypic presenta-
tion of congenital heart diseases in mice [26]. From
this point of view, absence of Pbx1 binding sequence in
the T allele of MMP-13 gene can modify the collagen
cleaving activity of MMP-13 during development and
thus, to take part in suboptimal development of cardio-
vascular system including coronary artery network in
the T allele carriers.


The aim of the study was to associate rs640198
polymorphism with CAD and/or its severity and also
with congenital vascular abnormalities in the Central-
European patients with CAD.


2. Materials and methods


2.1. Experimental subjects


The study comprised 1071 consecutive patients of
Central-European, Caucasian origin with suspected or
known CAD referred to the 1st Department of Inter-
nal Medicine/ Cardioangiology for coronary angiogra-
phy between October 2005 and February 2007. Dur-
ing the short-term hospitalization the patients under-
went full cardiologic investigation (history, physical
examination, electrocardiography, laboratory examina-
tion, coronary angiography, echocardiography in pa-
tients with unclear diagnosis). The study was approved
by the institutional ethics committee; informed consent
of all patients is archived.


Coronary angiographywas performedusing the stan-
dard technique. The coronary lesions were visually
analyzed in multiple projections. Based on morpholo-
gy of coronary arteries, 2 patient groups were defined:
l, patients with significant coronary atherosclerosis (at
least one coronary arterywith luminal diameter narrow-
ing of 50% or more, CAD group) and 2, patients with
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Table 1
Descriptive statistics of major variables in different MMP-13 genotypes


MMP-13 GG MMP-13 GT MMP-13 TT P-value
(N = 521) (N = 459) (N = 91)


Age (median, range) 41 (12–94) 41 (18–104) 40 (18–61) 0.582
Sex (M/F, % of men) 360 (69%) 309 (67%) 65 (71%) Pg = 0.689


Pa = 0.975
Hyperlipidemia 325 (62%) 270 (59%) 57 (63%) Pg = 0.490


Pa = 0.547
Hypertension 418 (80%) 357 (78%) 75 (82%) Pg = 0.481


Pa = 0.840
Diabetes mellitus 154 (30%) 143 (31%) 30 (33%) Pg = 0.752


Pa = 0.455
Obesity 172 (33%) 123 (27%) 31 (34%) Pg = 0.08


Pa = 0.230
Smoking 66 (13%) 65 (14%) 19 (21%) Pg = 0.113


Pa = 0.07
Family history of CAD
or stroke before age of
60 years (N = 868)


98 (N = 420, 23%) 68 (N = 373, 18%) 14 (N = 75, 19%) Pg = 0.188
Pa = 0.108


CAD 398 (76%) 368 (80%) 79 (87%) Pa = 0.02
Pg = 0.06


CAD = coronary artery disease.
Pg: probability of a difference in genotype distribution.
Pa: probability of a difference in allelic frequencies.


insignificant coronary atherosclerosis (stenoseswith lu-
minal diameter narrowing below 50% or luminal irreg-
ularities), and patients with normal smooth coronary
arteries. In addition, the absolute number of significant
coronary artery stenoses (irrespective of the vessels in-
volved) was calculated.


Another 203 healthy individuals with negative car-
diovascular disease history were recruited from general
practitioner office.


2.2. Analysis of MMP-13 polymorphism (rs640198)


To analyse polymorphism, blood samples were
drawn and stored at a temperature below −18◦C. The
DNA was extracted from periphery blood leukocytes
using proteinase K and precipitated by isopropanole
and chloroform. DNA was extracted from peripheral
leukocytes by using the standard proteinase K method.
MMP-13 gene polymorphism rs640198, T/G in posi-
tion 6373, on the chromosome 11 was detected in the
study.


Genotyping of rs640198 polymorphism in MMP-13
gene was performed using 5’exonuclease (Taqman )
chemistry on the ABI Prism 7000 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). All assays were validated by di-
rect sequencing using Big Dye v 1.1 terminator chem-
istry (Applied Biosystems).


2.3. Analysis of MMP-13 plasma levels


Plasma concentrations of MMP-13 were determined
by ELISA in 20 healthy individuals.


2.4. Statistical analysis


Continuous variables are given as a median and
range; categorical variables are presented as numbers
(percentage). For analysis of differences among the
groups, non-parametric test (Mann-Whitney U test,
Kruskal-Wallis ANOVA test) or Fisher’s exact test were
chosen. The distributions of genotype and allelic fre-
quencies and their differences were calculated using
chi-square test. The Bonferroni correction (Pcorr) for
multiple comparisons was used when necessary.


Linear regression model was used to create multi-
variate model of relationships among MMP-13 geno-
type (GG+GT vs. TT), age, sex, HDL, CRP and statins
therapy.


Statistical package Statistica, Version 9 was used for
analyses. A p < 0.05 was considered significant.


3. Results


Basic description of the study cohort according to
the genotyped of investigated polymorphism is given
in Table 1, we found a marginally significant differ-
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Table 2
Number of affected arteries and MMP-13 genotypes


No of affected arteries MMP-13-TT MMP-13-TG MMP-13-GG Frequency of Pg Pa Pg-corr Pa-corr
alleles T/G


CAD1 (N = 252) 24 (10%) 101 (40%) 127 (50%) 0.296/ 0.704 0.104 0.125
CAD2 (N = 252) 20 (8%) 108 (43%) 124 (49%) 0.294/ 0.706 0.199 0.139
CAD3 (N = 272) 29 (11%) 127 (46%) 116 (43%) 0.340/ 0.660 0.01 0.006 0.05 0.03
CAD4 (N = 69) 6 (9%) 32 (46%) 31 (45%) 0.319/ 0.681 0.176 0.104
Non CAD5 (N = 106) 8 (8%) 41 (39%) 57 (53%) 0.269/ 0.731 0.364 0.508
Non CAD6 (N = 120) 4 (3%) 50 (42%) 66 (55%) 0.242/ 0.758
All groups (N = 1071) 91 (8%) 459 (43%) 521 (49%) 0.300/ 0.700
Healthy control group (N = 203) 21 (10%) 79 (39%) 103 (51%) 0.298/ 0.702 0.07 0.122


CAD1 – coronary artery diseases with one affected vessel.
CAD2 – coronary artery disease with two affected vessels.
CAD3 – with three affected vessels.
CAD4 – with truncal affection.
Non-CAD5 – without significant stenosis.
Non-CAD6 – only smooth arteries.
Pg: probability of a difference in genotype distribution.
Pa: probability of a difference in allelic frequencies.
Pgcorr, Pacorr: P-values corrected for multiple comparison.


ence in MMP-13 polymorphismsbetween patientswith
clinically manifest CAD compared to those without the
disease (Pg = 0.06, Pa = 0.02, Table 1).


When CAD group had been further stratified accord-
ing to the number of affected arteries, significant dif-
ferences in MMP-13 genotype distribution as well as
in allelic frequency between patients with triple vessel
disease (CAD 3) and persons without affection of coro-
nary arteries (Non-CAD 6) were observed (Pgcorr =
0.05, Pacorr = 0.03, Table 2). In codominant model
of heredity, the TT and TG genotypes are associated
with significantly higher risk of triple vessel disease
compared to patients without atherosclerotic lesions
(odds ratio= 1.64,95%confidential interval 1.07–2.53,
Pcorr = 0.05, sensitivity 0.57, specificity 0.55, power
test 0.62). No significant differences were observed
between healthy individuals and patients without affec-
tions of coronary arteries (Table 2).


When the number of significant stenoses had been as-
sociated with MMP-13, significant differences in geno-
types distributions as well as in allelic frequencies be-
tween patients with 5 and more stenoses compared to
the patients without atherosclerotic lesions were found
(Pgcorr = 0.04, Pacorr = 0.02, respectively, Table 3).
Also, an increase risk of carrying five andmore stenoses
(odds ratio= 1.90,95%confidential interval 1.26–2.86,
Pcorr = 0.004) was observed in TT and TG carriers.
This potential marker has a sensitivity of 0.61 and a
specificity of 0. 54; the power test is 0.87.


When linear regression model was used to create
multivariate model of relationships among MMP-13
genotype (GG+GT vs. TT), age, sex, HDL, CRP and
statins therapy, the MMP-13 genotype was not found


to be a significant independent predictor of CAD (Ta-
ble 4).


Furthermore,we evaluated the prevalence of congen-
ital vascular abnormalities and their association with
rs640198 polymorphism in our group of patients. Al-
though aortic aneurysm was identified only in 7 pa-
tients (= 0.7%), the increased frequency of the T al-
lele was observed in this small group (Pa = 0.03, data
not shown). The GT genotype was almost four times
more frequent in 23 (2%) patients with pulmonary em-
bolism (OR = 3.88, Pcorr = 0.007) compared to CAD
patients without pulmonary embolism with sensitivity
0.74, specificity 0.59; power test was 0.84 (data not
shown).


The MMP-13 plasma levels were evaluated in
20 healthy individuals: only very low levels of the
matrix metalloproteinase-13 were detected (0.021 ±
0.01 ng/mL). No significant differences among MMP-
13 genotypes were observed in the group (P = 0.571).


4. Discussion


In our previous study, two different haplotypes in
promoter of MMP-2 gene were observed to be signif-
icantly more or less frequent in persons with coronary
triple vessel disease compared to non-ischemic per-
sons [29]. In the present study, the rs640198 (intronic)
polymorphism in MMP-13 gene was associated with
triple vessel disease and also with presence of five and
more stenoses of coronary arteries. Functional con-
sequence between MMP-2 and MMP-13 can be con-
sidered, as MMP-2 is able to activate MMP-13s from
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Table 3
Number of significant stenoses and MMP-13 genotypes


No of significant stenoses MMP-13-TT MMP-13-TG MMP-13-GG Frequency of Pg Pa Pg-corr Pa-corr
alleles T/G


� 5 (N = 163) 14 (9%) 86 (53%) 63 (38%) 0.350/ 0.750 0.008 0.004 0.04 0.02
4 (N = 123) 10 (8%) 54 (44%) 59 (48%) 0.301/ 0.699 0.308 0.188
3 (N = 187) 22 (12%) 67 (36%) 98 (52%) 0.297/ 0.703 0.06 0.174
2 (N = 167) 12 (7%) 76 (46%) 79 (47%) 0.299/ 0.701 0.346 0.162
1 (N = 205) 21 (10%) 85 (42%) 99 (48%) 0.310/ 0.690 0.120 0.07
0 (N = 226) 12 (5%) 91 (40%) 123 (54%) 0.254/ 0.746
All groups (N = 1071) 91 (8%) 459 (43%) 521 (49%) 0.300/ 0.700


Pg: probability of a difference in genotype distribution.
Pa: probability of a difference in allelic frequencies.
Pgcorr, Pacorr: P-values corrected for multiple comparison.


Table 4
Multiple logistic regression analysis for the association between
MMP-13 rs640198 genotypes and susceptibility to CAD adjusting
for confounding factors


Adjusted OR (95% CI) P -value


MMP-13
T allele
carriage
(TT and GT)


1.34 (0.76–2.38) 0.31


Sex (women vs. men) 0.19 (0.10–0.37) < 0.001
Age 1.06 (1.04–1.09) < 0.001
HDL 0.26 (0.12–0.56) < 0.001
CRP 1.03 (1–1.06) 0.006
Statins (yes/no) 57.78 (31.97–104.43) < 0.001


HDL – high density lipoproteins.
CRP – C-reactive protein.


proMMP-13 and coordinate their proteolytic activities
on extracellular matrix [3]. It has been reported previ-
ously that the structural remodelling of vessel wall dur-
ing atherosclerotic process (elastin: collagen) is dicta-
ted by total MMP:TIMP ratio; this relation was shown
to be substantially affected by bloodflow in experimen-
tal study on adult male Sprague-Dawley rats [2]. Based
on the results of this study, it can be concluded that not
only MMPs expression or the blood levels of MMPs
and their inhibitors, but also blood flow characteristics
must be considered when vascular remodelling during
atherosclerosis is evaluated [2].


Another aspect of great importance could be the pre-
natal role of the MMP-13 during organogenesis of car-
diovascular system [1]. Recently, the MMP-13 (RNA
as well as protein) was observed to be significantly
downregulated during the second and the third trimester
of pregnancy with respect to diversity and amount of
matrix metalloproteinases produced and secreted by
humandecidua and invasive trophoblast [1]. This could
have crucial effects on embryogenic development of
cardiovascular system, as MMP13 may be involved in
early stages of cardiovascular development [1]. The
supposed decreased function of the T allele of rs640198


MMP-13 polymorphism associated with the loss of
Pbx-1 transcription factor site [5] could be related to
suboptimal MMP-13 expression and therefore could
play a role in early stages of heart development.


Based on this hypothesis and also on results of the
presented study, another question arises as for possible
consequence of CAD with some congenital heart mal-
formations, even though below clinical significance.
Recently, when the multidetector computed tomogra-
phy (MDCT) angiography was used for CAD screen-
ing in a large general cardiology cohort (N = 4,543),
other clinically relevant nonatherosclerotic cardiovas-
cular diseases were visualized and identified unex-
pectedly [14] in 4.4% of investigated subjects (N =
200). Most common abnormalities were: congenital
coronary artery anomalies (38%; largely right coro-
nary artery from the left aortic sinus); ascending aor-
tic aneurysms > or = 45 mm (22%); hypertrophic
cardiomyopathy with apical left ventricular (LV) wall
thickening (14%); valvular heart diseases (8%), con-
genital heart diseases, including ventricular septal de-
fect (6%); pulmonary embolus (6%); as well as LV
noncompaction, left atrial myxoma, and LV apical
aneurysm (2% each).


In our study, the T allele of the investigated polymor-
phism in MMP13 gene was more frequent in patients
with aortic aneurysma and pulmonary embolism. This
is in agreement with the recent findings that polymor-
phisms in MMP2, MMP3, MMP-13, and ELN genes
may independently contribute to the pathogenesis of
abdominal aortic aneurysma [23,24]. The structural
changes in the venous wall in addition to the increased
expression of MMP-2, MMP-9 and MMP-13 in venous
aneurysm with pulmonary embolism compared to nor-
mal saphenous vein and varicous vein suggest a possi-
ble causal role for these MMPs in pathogenesis of these
states [12]. Even though there is no evidence of the
functional impact of the investigated polymorphism,
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based on the results of the presented studies, we believe
that these findings support functional, not only statis-
tical association of rs640198 MMP-13 polymorphism
with coronary artery disease and pulmonary embolism
and aortic aneurysm, observed in our study.


Moreover, other polymorphisms in other MMP
genes, especially in MMP-3 and MMP-9 gene, have
been previously reported to associate with the mani-
festation of coronary atherosclerosis and/or its progres-
sion, coronary restenosis development after therapy and
plaques instability responsible for myocardium infarc-
tion development [7,9,25,31]. Certain genotypes of
MMP-1, MMP-3 and MMP-9 with lower transcription-
al activity were also associated with higher frequencies
of arteriovenous fistula (AVF) failure in hemodialysis
patients which may result from more accumulation of
extracellular matrix, leading to AVF stenosis [15].


No information about MMP-13 levels in CAD have
been reported so far in humans. However, MMP-2 as
well as MMP-13 expression was found to be different
in aorta, carotid artery, femoral artery and vena cava
in animal model [2] which seemed to decrease the po-
tential predictive value of MMP-13 blood levels. In a
nother study, plasma levels of MMP-8 were associated
with CAD [11].


Recently, a comprehensive analysis of extracellu-
lar matrix components comprising the vascular pro-
teome in humans was performed [8]. The proteomics
method allowed for the identification of scarce proteins
present in the vascular extracellular space, identifica-
tion of novel glycoproteins, and interrogation of prote-
olytic activity within tissues based on the identification
of proteolytic enzymes and corresponding degradation
products. These facts, if comprehensively character-
ized, could lead to development of the new therapeutic
options for cardiovascular diseases [8].


In conclusion, the T allele of rs640198 polymor-
phism in MMP-13 gene was in our study associated
with the severity of coronary artery disease characte-
-rized by the number of affected arteries as well as by
the number of confirmed stenoses. More research into
the pathophysiological role of MMP13 in early devel-
opment of cardiovascular system as well as in patho-
physiologyof coronary artery disease and other adverse
cardiovascular conditions is necessary.
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Abstract The impact of three single-nucleotide polymor-
phisms in eotaxin (SCYA11) gene promoter (−426C>T and -
384A>G) and first exon (67G>A) and recently described
hexanucleotide (GAAGGA)n 10.9 kb upstream on coronary
atherosclerosis was investigated. Elective coronary angiog-
raphy of 1050 consecutive subjects was performed. All
patients were genotyped for the three SNPs. In a subset of
the first 472 samples, the number of (GAAGGA)n repeti-
tions was determined. For further evaluation, short and long
variants were distinguished; the borderline corresponded
with the median value of all alleles: ≤8 repetitions were
considered as short sequence, ≥9 repetitions as long.
Patients with bronchial asthma or insignificant atherosclero-
sis were excluded; the remaining group of 933 subjects was
further investigated. Patients were grouped according to the
form of CAD (ACS vs. stable angina) and the number of
diseased vessels. The GG variant of 67 G>A polymorphism
was associated with acute form of CAD compared to stable
angina (p00.0011, pcor r.00.013). The number of
(GAAGGA)n repetitions in our set of patients ranged from
3 to 12. There were no subjects with 4 or 5 repetitions. The
frequency of short repetition alleles increased with the num-
ber of affected vessels (1 vs. 3 diseased vessels: p00.0043,
pcorr00.034). In our study, the (GAAGGA)n hexanucleotide
was associated with the severity of CAD. The 67 GG was


associated with acute form of CAD. None of the two SNPs
in eotaxin promoter had any relation to CAD. The number
of (GAAGGA)n repetitions can thus be a novel genetic
marker of the extent of CAD.


Keywords Atherosclerosis . Coronary artery disease .


Eotaxin gene . Inflammation . SCYA11 polymorphism


Introduction


Coronary artery disease (CAD) is the leading cause of
both morbidity and mortality worldwide (WHO 2011).
Various approaches to its aetiology and pathophysiolog-
ical pathways are employed in extensive investigation of
environmental and genetic risk factors. The promising
view of atherosclerosis as an inflammatory disease has
been given special attention since the 1980s (Hansson
1993; Munro and Cotran 1988; Schwartz et al. 1985).
The role of various cytokines in the development of
atherosclerosis has been investigated since then (Tedgui
and Mallat 2006; Ait-Oufella et al. 2011), and some of
them have been proposed as potential targets for pre-
vention and treatment of atherosclerosis as reviewed by
Little et al. (2011).


Chemokine eotaxin (CCL 11) is a cytokine with
eosinophil attracting properties known since the 1990s
(Griffiths-Johnson et al. 1993; Ponath et al. 1996). It is
also potent chemoattractant of basophils (Yamada et al.
1997), neutrophils, macrophages (Menzies-Gow et al.
2002), Th2 lymphocytes (Sallusto et al. 1997) and mast
cell precursors (Haley et al. 2000). Eotaxin has been
identified as participating mediator in the inflammation
of arterial wall (Haley et al. 2000). Its gene SCYA11 is
located in the region q21.1–q21.2 of chromosome 17
(Garcia-Zepeda et al. 1997).
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Aim


The impact of various polymorphisms in SCYA11 in
coronary artery disease development was investigated.
The first one was 67G>A single nucleotide polymor-
phism (SNP) in the first exon of the gene, leading to
amino acid change of Ala at position 23 to Thr (A23T)
in resulting protein. The other two analysed SNPs are situated
in the promoter: C to T at position −426 (−426C>T) and A to
G at position −384 (−384A>G) (Miyamasu et al. 2001). The
effect of recently described (Batra et al. 2007) hexanu-
cleotide repetition (GAAGGA)n 10.9 kb upstream was
also evaluated. The study primarily focused on eventual
difference between the subjects with acute coronary
syndrome (ACS group), those with stable angina (SA
group) and without coronary artery disease (no CAD
group), as those groups are reported to differ in the
level of arterial wall inflammation (Tedgui and Mallat
2006; Choi and Mintz 2010). A possible impact of
these polymorphisms on the number of diseased vessels
was also evaluated.


Material and methods


Study group


Our study group consisted of 1050 consecutive patients
of the 1st Dep. Internal Med.& Cardioangiology, St.
Anne’s University Hospital in Brno, who were referred
for coronary angiography. CAD was defined as a pres-
ence of at least 50 % stenosis of any segment of
coronary arteries. One, two and three-vessel disease
groups were defined by any major segment of left
anterior descendent branch (LAD), left circumflex
branch (LCx) or right coronary artery (RCA) being
affected by ≥50 % stenosis. Patients with no narrowing
of coronary arteries were used as control group, those
with <50 % stenosis were excluded, as well as the
patients with suspected vasospastic angina pectoris and
patients after heart transplantation. Patients with bron-
chial asthma were also excluded because of possible
impact of eotaxin polymorphisms on this disease, which
can imitate the symptoms of IHD. The remaining group
of 933 subjects consisted of 760 patients with angio-
graphically proven IHD and 173 control subjects.
According to clinical and laboratory criteria, patients
were divided into stable angina pectoris (n0529) or
acute coronary syndrome (n0231) group. The laboratory
and clinical markers of the subjects were determined.


Informed consent was obtained from all subjects. The
research was approved by ethical commission of St.
Anne’s University Hospital in Brno.


Laboratory methods


Genomic DNA was purified from peripheral blood leuko-
cytes by the standard method using the phenol-chloroform
extraction.


We investigated two single nucleotide polymorphisms
(SNP) within eotaxin promoter and one SNP in exon 1
of eotaxin gene: C>T at position −426 (rs16969415),
A>G at position −384 (rs17809012) and SNP 67 G>A
(rs1129844). SNPs were analysed using PCR followed
by restriction enzyme analysis. Each PCR was carried
out in the volume of 25 μl using Taq polymerase
(Finzymes).


All restriction enzyme analyses were carried out in
the volume of 10 μl. Restriction analyses of of C>T at
position −426 and A>G at position −384 were per-
formed using TaqI restriction enzyme according to man-
ufacturer’s instructions (NEB, UK). In the case of SNP
C>T −426, the length of the fragments was 204 and
41 bp for -426C, 245 bp for -426T. In the case of A>G
−384, the length of the fragments was 204 bp for -
384A, 184 bp for -384G. The SNP 67G>A was deter-
mined using restriction endonuclease BsrI according to
manufacturer’s instructions (NEB, UK). Genotypes were
determined by electrophoresis.


The analysis of repetitive sequence was performed
only in a sample of 472 subjects. Chemicals used for
PCR reaction were as follows: Taq® polymerase with
Taq® 10X PCR Buffer (without Mg2+, Fermentas),
1.5 mM Mg2+, dNTPs (dATP + dCTP + dGTP +
dTTP, 200 μM each, Fermantas), forward primer (5‘-
AGCCTAACATTCAAGCCTCACA-3’), reverse primer
(5‘-GACCACAGCCCAAGTTTCTTTC-3’), 10 pmol/μl
each in 20 μl reaction volume. PCR reaction condition:
95 °C/1 min, 30× (95 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/60 s,
72 °C/30 min, 4 °C/forever). 10 μl reaction mixture for
fragment analysis consisted of: 0.5 μl GeneScan™ –
400 HD ROX® Size Standard (Applied Biosystems),
0.5 μl of 10-times diluted PCR product and 9 μl Hi-
Di™ Formamide (Applied Biosystems). The sample was
then denaturated for 5 min in 95 °C followed by 5 min
incubation on ice. Fragment analysis was done using 4-
capilar automatic genetic analyzer ABI PRISM 3100
(Applied Biosystems). Results were analysed by
GeneMapper v.3.5 software (Applied Biosystems). The
sequence of four homozygous samples was determined
by sequenation for result validation on ABI PRISM
3100 (Applied Biosystems).


For further analysis, we considered the sequence of
≤8 repetitions as short, ≥9 repetitions as long. This
borderline corresponded with the median value of total
number of alleles. The genotyping was performed with-
out prior knowledge of the subject’s status.
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Statistical analysis


Statistical analysis was performed using STATISTICA soft-
ware (StatSoft, version 11). Two-tailed Fisher exact test was
used for all categorical data, Mann–Whitney U-test for con-
tinuous data. Logistic regression was used for odds ratio and
confidence intervals estimation. The genotype frequencies in
ACS group, SA group and control group were compared. For
the evaluation of genetic impact on the extent of coronary
artery disease, patients with one diseased artery were com-
pared to those with three diseased arteries. The genotype
frequencies in two vessel disease group were also evaluated
and it was checked, whether they are situated in a range
defined by the two other groups. In such a case, an overall
trend (positive or negative) in genotype frequencies through-
out groups could have been supposed, and only under this
condition the statistical testing was considered as significant.
Because no assumption about possible effects of different
genotypes in SCYA11 gene on CAD could have been made
based on accessible literature, four different modes of inheri-
tance were tried: allele-based additivemodel (one allele vs. the
other), genotype-based dominant (more common homozygote
vs. rarer allele carrier), recessive (rarer homozygote vs. com-
mon allele carrier) and overdominant model (both homozy-
gotes vs. heterozygote). The overdominant model is
characterised by an advantage of heterozygous genotype
(Kojima 1959; Buzbas et al. 2009). In the 67 G>A and −426
C>T SNPs, the recessive model was not applied because of
low number of rarer homozygotes in each group. The same
attitude was used for evaluating the impact of repetitive se-
quence previously identified as long or short. Bonferroni test
was used for multiple testing corrections when the testing was
performed for different polymorphisms.


Results


Patients’ characteristics are described in Table 1 .
Two of investigated SNPs -426C>T and 67G>A were in


Hardy-Weinberg equilibrium. There was a significant link-
age disequilibrium between the genotypes (p<0.005). The
frequencies of -384A>G genotypes were not in Hardy-
Weinberg equilibrium.


The number of (GAAGGA)n repetitions in our sample of
patients ranged from 3 to 12. Interestingly, there were no
subjects with 4 or 5 repetitions. The frequencies of different
alleles are listed in Table 2.


The distribution of the three SNPs and long/short variant
of the (GAAGGA)n hexanucleotide repetition is described
in Table 3.


Differences between the patients with CAD altogether
and controls were not significant. The p values are shown
in Table 4.


P values corresponding to differences between an acute
and chronic form of CAD are listed in Table 5.


The 67 G>A exon polymorphism was significantly asso-
ciated with the form of coronary artery disease: the subjects
with GG genotype in 67 G>A polymorphism were signifi-
cantly more frequent in the ACS group compared to stable
angina group (p00.0011, pcorr00.0044, OR01.86, 95 % CI
1.28-2.69), and also to the control group (p00.0075, pcorr0
0.03, OR01.87, 95 % CI 1.19-2.95). The association was
even tighter when the overdominant model was employed
(ACS vs. SA: p00.0004, pcorr00.0016, OR01.97, 95 % CI
1.34-2.90, ACS vs. controls: p00.0029, pcorr00.0116, OR0
2.05, 95 % CI 1.28-3.27) (Graph 1).


There was no difference in the distribution of other alleles
which were investigated.


The number of diseased vessels in different genotypes
among the patients with CAD is shown in Table 6.


P values corresponding to differences in genotypes be-
tween one-vessel and three-vessel disease groups are listed
in Table 7.


Table 1 Basic characteristics of the subjects. All continuous variables
with normal distribution are described as median (lower–upper
quartile)


Patients with CAD Controls


Total/men 760/562 173/88


Smokers 107 (14.1 %) 18 (10.4 %)


Age (years) 66 (59–74) 61 (54–67)


BMI 28.3 (25.8–31.1) 28.4 (25.8–31.4)


Systolic blood pressure
(mm Hg)


140 (130–150) 135 (120–140)


Diastolic blood pressure
(mm Hg)


80 (80–90) 80 (80–90)


Cholesterol (mmol/l) 4.30 (3.12–5.70) 4.73 (4.09–5.46)


HDL (mmol/l) 1.08 (0.93–1.26) 1.27 (1.07–1.60)


LDL (mmol/l) 2.35 (1.92–3.09) 2.75 (2.20–3.21)


Triglycerides (mmol/l) 1.52 (1.19–2.08) 1.27 (0.86–1.89)


Diabetes mellitus
(n/% of total)


259 (34.1 %) 23 (13.3 %)


CRP 4.2 (1.9-8.3) 2.6 (1.3-4.8)


Table 2 The number of (GAAGGA)n hexanucleotide repetitions in
studied population


No. of repetitions Acute IHD Chronic IHD Controls


3 28 (12.4 %) 84 (16.9 %) 34 (15.3 %)


6 30 (13.3 %) 52 (10.5 %) 34 (15.3 %)


7 4 (1.7 %) 8 (1.6 %) 3 (1.4 %)


8 28 (12.4 %) 72 (14.5 %) 24 (10.8 %)


9 51 (22.6 %) 79 (15.9 %) 34 (15.3 %)


10 55 (24.3 %) 119(24.0 %) 57 (25.7 %)


11 30 (13.3 %) 82 (16.5 %) 36 (16.2 %)


total 226 496 222
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Frequency of short variants of the (GAAGGA)n hexanu-
cleotide repetitive sequence increased with the number of
affected vessels. The carriers of two short alleles were more
likely to have a three-vessel disease compared to carriers of at
least one long allele (1 vs. 3 diseased vessels: p00.006,
pcorr00.024, OR02.76, 95 % CI 1.33-5.71). Reciprocally,
there was a trend towards lower number of affected vessels
in patients with two long variants. The allele-dependent effect
(assuming the additive effect of two short/two long alleles on
phenotype) was even more significant (pcorr00.017)
(Graph 2).


There was also a trend for 67 GG carriers towards more
diseased vessels (1 vs. 3 diseased vessels: p00.064), the trend
was more apparent when the overdominant model was used;
however the p-value (0.037) was non-significant after
Bonferroni correction.


The genotype frequencies in the two-vessel disease group
were in range defined by the two other groups.


Neither of the two promoter SNPs (−426 C>T or −384
A>G) was significantly associated with the type of IHD or
the number of diseased vessels.


We then focused on laboratory and other markers that
could be relevant for CAD progression. Autosomal domi-
nant model was used for −384 A>G and -426C>T (AAvs. G
carriers in the first case, CC vs. T carriers in the latter). Both
dominant and overdominant models were used in 67 G>A
(AA vs. G carriers, GA vs. AA+GG). The patients with two


long variants (GAAGGA)n repetitive sequence were com-
pared to those with two short variants, representing the
opposite extremes in additive model of inheritance, which
suited best to our data. The carriers of different alleles of
67 G>A, -426C>T and (GAAGGA)n repetition did not
significantly differ in any feature that was investigated.
There was a difference in CAD patients carrying different
variants in −426 C>T: CC homozygotes had increased
plasmatic concentrations of uric acid (p<0.001), fibrinogen,
triglycerides, and CRP (p<0.05), body weight (p<0.01) and
BMI (p<0.05). However, no impact of -426C>Ton CADwas
observed.


The key finding was thus an effect of the number of
(GAAGGA)n hexanucleotide repetitions on the number of
diseased vessels and the association of 67 G>A polymor-
phism with acute coronary syndrome. No such association
was found in −426 C>T or −384 A>G.


Discussion


The association of eotaxin levels, different variants of its
gene and the inflammation of arterial wall has been studied
since early the 2000s. In many studies, higher eotaxin con-
centration in plasma has been associated with presence and


Table 3 The distribution of the three SNPs and long/short variant of the (GAAGGA)n hexanucleotide repetition in patients with acute coronary
syndrome, stable angina and control subjects


SNP (GAAGGA)n long/short* 67 G>A −426 C>T −384 A>G Total**


Group S/S S/L L/L GG GA AA CC CT TT AA AG GG


ACS 17 55 39 185 41 5 206 24 1 62 124 45 231


Stable angina 47 114 79 362 158 9 449 74 6 119 292 118 529


Controls 13 34 22 118 53 2 150 21 2 42 97 34 173


Total 77 203 140 665 252 16 805 119 9 223 513 197 933


* The number of (GAAGGA)n repetitions was determined only in a subset of all the subjects


** -426C>T, -384A>G and 67G>A SNPs were determined in total number of subjects


Table 4 P values corresponding with frequencies of the three SNPs
and the number of (GAAGGA) repetitions, CAD patients vs. no CAD
group. No significant difference was found in CAD patients altogether
(n0760) and no CAD group (n0173). The models (modes of inheri-
tance) are explained in “Material and methods”


Mode of
inheritance


(GAAGGA)n
long/short*


−426C>T −384 A>G 67
G>A


Dominant 0.8890 0.9032 0.9214 0.3519


Additive 0.8507 1.0000 0.7209 0.4568


Recessive 0.8663 - 0.6799 -


Overdominant 0.8957 0.8012 0.7996 0.2550


Table 5 P values corresponding with frequencies of the three SNPs
and the number of (GAAGGA) repetitions, patients with ACS (n0231)
vs. stable angina (n0529). There was a significant difference in fre-
quencies of 67 G>A genotype between the patients with ACS and
stable angina. The ACS group significantly differed also from no CAD
group (see in text). The modes of inheritance are explained in “Material
and methods”


Mode of
inheritance


(GAAGGA)n
long/short*


−426C>T −384
A>G


67 G>A


Dominant 0.7161 0.1371 0.1965 0.0011


Additive 0.4598 0.0887 0.2001 0.0048


Recessive 0.3749 - 0.4422 -


Overdominant 0.7318 0.1961 0.7514 0.0004
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extent of coronary artery disease (Emanuele et al. 2006;
Raaz-Schrauder et al. 2012; Kaehler et al. 2006; Ardigo et
al. 2007; Economou et al. 2001), however some do not
report such a correlation (Mosedale et al. 2005; Canouï-
Poitrine et al. 2011). While eotaxin is locally overexpressed
during arterial wall inflammation (Haley et al. 2000), it is
also present in higher concentration in local blood samples
during ACS (Wyss et al. 2010). Besides its leukocyte
attracting properties, the protein stimulates the migration
of smooth muscle cell from media to intima of the injured
arterial wall (Kodali et al. 2004). This process is thought to
have a crucial role in the development of atherosclerotic
plaque and restenosis (Hao et al. 2003; Schwartz et al.
1995).


The 67 G>A exon polymorphism has already been asso-
ciated with different forms of CAD with various results. In
their prospective study, Zee et al. found the negative impact
of AA genotype on the risk of incident myocardial infarc-
tion (Zee et al. 2004), which seemingly does not correspond
with our results. However, the study used recessive model of
inheritance, the A allele carriers being actually insignificant-
ly more frequent in controls compared to subjects that
developed myocardial infarction if the dominant model


was used. In our study, low number of AA homozygotes
did not allow reasonable use of recessive model. The most
significant association was obtained with the overdominant
model, i.e. the heterozygous population had lower suscepti-
bility to ACS compared to both AA and GG homozygotes
together. This mode of inheritance gave the best results
when the patients with ACS were compared to those with
SA (p00.0004, pcorr00.0016, OR01.97, 95 % CI 1.34-2.90)
and also to the control group (p00.0029, pcorr00.0116,
OR02.05, 95 % CI 1.28-3.27). The dominant model (A
allele carriers vs. GG homozygotes) gave only slightly less
significant results. While there was no difference between
the patients with stable angina pectoris and controls, our
study suggests greater susceptibility to acute coronary syn-
drome in subjects with 67 GG genotype. The ACS is, unlike
stable angina, usually linked to the rupture of atherosclerotic
plaque (Hong et al. 2004), while the plaque rupture is
associated with higher inflammatory reaction (Tedgui and
Mallat 2006; Choi and Mintz 2010), and thus the connection
with different genetic variations in inflammatory pathways
can be expected to be more pronounced.


Other studies do not report any clear association between
67 G>A polymorphism and CAD, although the genetic


Graph 1 The frequency of 67
G>A genotypes and the clinical
form of IHD. The graph shows
higher frequency of GG
homozygote genotype in the
patients with acute coronary
syndrome compared to control
group [p00.0075, p(corr) 0
0.03] and stable angina group
[p00.0011, p(corr) 0 0.0044].
In overdominant model, GA
heterozygote genotype was less
frequent in patients with ACS
compared to both control group
[p00.0029], pcorr 0 0.0116 and
stable angina group [p00.0004,
p(corr) 0 0.0016]


Table 6 The distribution of the three SNPs and long/short variant of the (GAAGGA)n hexanucleotide repetition in patients with one-vessel, two-
vessel and three-vessel disease


SNP (GAAGGA)n long/short* 67 G>A −426 C>T −384 A>G Total


No. of vessels S/S S/L L/L GG GA AA CC CT TT AA AG GG


1 12 53 44 154 72 3 199 28 2 53 128 48 229


2 22 61 41 174 59 5 207 30 1 55 129 54 238


3 30 55 33 219 68 6 249 40 4 73 159 61 293


Total 64 169 118 547 199 14 655 98 7 181 416 163 760
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variant seems to influence the circulating level of eotaxin
(Sheikine et al. 2006; Rosner et al. 2005). The first study
was designed as case–control study and did not evaluate
either clinical or morphological form of CAD, the second
one, which also focused on the extent of CAD, used smaller
number of patients compared to our study. When the extent
of CAD expressed by number of diseased arteries (1, 2, or 3)
was evaluated in our group of patients, the overdominant
model also suited the best: compared to heterozygous
patients with CAD, there was a trend for AA and GG
carriers to be more likely to have three diseased arteries than
one (p00.037). This further support the hypothesis, that the
GA heterozygous combination may be advantageous
concerning the development of CAD.


To our knowledge, the two promoter SNPs investigated
in our study, -426 C>T and −384 A>G, have not been
investigated in relation with coronary artery disease yet,
although there are studies affirming their effects on allergic
disorders (Chang et al. 2005; Rigoli et al. 2008; Raby et al.
2006). In our study, we did not find any association of these
polymorphisms with coronary atherosclerosis. Interestingly,


in the patients with CAD but not in controls, -426 C>T
polymorphism was associated with several clinical and lab-
oratory markers that are consistent with so-called metabolic
syndrome: CC homozygotes had increased plasmatic concen-
trations of uric acid (p<0.001), fibrinogen, triglycerides, and
CRP (p<0.05), body weight (p<0.01) and BMI (p<0.05).
This set of conditions is generally considered to be pro-
inflammatory as reviewed by (Fulop et al. 2006).


The (GAAGGA)n hexanucleotide repetition was only
investigated by Batra et al. in relation to bronchial asthma
(Batra et al. 2007). The study used higher number of con-
trols but smaller number of patients (ours was primarily
designed as a case-case study). The studied population was
of Northern Indian origin and the allelic distribution in the
control group showed some similarities, but also some dif-
ferences, from our sample of subjects. Range varied from 4
to 13 repetitions while in our population we found the
number to be between 3 and 11. The most frequent variant
was 10 repetitions in both populations. Also, in cited study
there was only one patient carrying one 4 repetitions variant,
which was completely missing in our set. However, other
variants occurred often in much different frequencies.
Generally the frequency of short (≤8 repetitions) variants
was notably lower in Indian population compared to ours
(both cases and controls).


No study examining the association of (GAAGGA)n
hexanucleotide repetition with CAD has been performed
yet. The results of our study suggest a possible impact of
the number of repetitions on the number of diseased vessels.
Batra et al. suggest a possible mechanism of altering the
DNA secondary structure based on the forming of chromo-
somal loops caused by (TCCTTC)n and (CTTCCT)n repet-
itive sequences, as was described earlier (Hampel et al.
1994). Moreover, (GAAGGA)4 repetition have been found
to be capable of anti-paralel self-pairing (other lengths were
not investigated), which can also contribute to the changes


Table 7 P values corresponding with frequencies of the three SNPs
and the number of (GAAGGA) repetitions, patients with one-vessel
disease vs. three-vessel disease. The short variant of (GAAGGA) n


hexanucleotide repetition was associated with three-vessel disease.
There was a trend in 67 G>A genotype, insignificant after multiple
testing correction. In both cases, the genotype frequencies in two-
vessel disease group were in range between one-vessel and three-
vessel disease groups


Mode of
inheritance


(GAAGGA)n
long/short*


−426C>T −384 A>G 67
G>A


Dominant 0.0512 0.6133 0.6807 0.0640


Additive 0.0043 0.4120 0.8029 0.1394


Recessive 0.0060 - 1.0000 -


Overdominant 0.7912 0.6949 0.7237 0.0370


Graph 2 The number of
diseased vessels and the
number of (GAAGGA) repeti-
tions. The graph shows higher
number of patients with two
short variants in three-vessel
disease group [1 vs. 3 diseased
vessels: p00.006, p(corr) 0
0.024]. Opposite trend can be
seen in the carriers of two long
variants (p00.051)
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of DNA secondary structure (Rippe et al. 1992). We can
therefore speculate that such changes might be depen-
dent on the length of repetitive sequence, and that the
different length can result in varied expression by that
mechanism. Analyses of protein expression are needed
to elucidate this effect.


Conclusions


In our study, the number of (GAAGGA)n hexanucleotide
repetitions 10.9 kb upstream of eotaxin gene (SCYA11) was
associated with severity of CAD. Possible mechanisms
could involve differences of the DNA secondary structure
affecting eotaxin expression and inflammation of arterial wall.
The 67 GG was associated with the acute form of CAD. The
other two SNPs in eotaxin promoter had no relation to CAD,
as our study is the first one that investigates this eventual
association. The number of (GAAGGA)n repetitions can thus
be a novel genetic marker of the extent of CAD.
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The aim of this paper is to elucidate the relation between laboratory markers and coronary artery disease (CAD).
Methods. The study involved 1254 consecutive patients with suspected or known CAD referred for coronary 


angiography. The blood samples including blood cell count, C-reactive protein, fibrinogen, uric acid, creatinine, and 
lipid spectrum were obtained after overnight fasting. One hundred and thirty-three patients were excluded due to 
incomplete records or inacceptable laboratory values. Differences among groups were tested with one-way ANOVA 
and Bonferroni post-hoc test for continuous variables and with chi-square test for categorical variables. Univariate and 
multivariate logistic regression was adopted for the analysis of risk factors and development of models for classifica-
tion of patients into clinical categories. 


Results. The linear logistic regression showed association of patient’s biochemical markers with the presence of 
disease. Both acute and chronic CAD were associated with leukocyte count (Odds ratios 1.45 and 1.26), CRP (1.13; 
1.05), fibrinogen (4.23; 1.95), uric acid (1.27; 1.38), creatinine (1.04; 1.04), HDL cholesterol (0.07; 0.12), triglycerides 
(1.4; 1.52) and glucose (1.56; 1.39). Presence of insignificant atherosclerosis was influenced only by fibrinogen (OR 
1.73), creatinine (1.02), HDL cholesterol (0.5) and glucose level (1.23). There was no difference between one- and 
multivessel disease in laboratory values. 


Conclusion. Leukocyte count, CRP level, triglycerides and uric acid are associated with the presence of both acute 
and chronic ischaemic heart disease, but not with number of stenosed vessels. In addition, glycemia, HDL cholesterol 
and namely fibrinogen and creatinine have relation to occurence of insignificant atherosclerosis.


INTRODUCTION


The coronary artery disease (CAD) is one of the most 
frequent causes of mortality and morbidity in developed 
countries1. Coronary artery disease is caused by progress 
of atherosclerotic plagues in coronary arteries. The com-
mon risk factors of CAD are hypertension, hyperlipo-
proteinaemia, smoking and diabetes mellitus and also 
determined factors as age and male sex. Atherosclerosis 
is a complex process and it is considered to have an in-
flammatory background, so the association between levels 
of various inflammatory markers and occurence, sever-
ity, and clinical form CAD have been studied2–6. There 
are many evidences that inflammation plays a key role 
in the patogenesis of stable CAD6–8 and acute coronary 
syndromes9–12. The most frequently studied parameters 
were leukocyte count2,5,6,8,11,13–15, C-reactive protein (CRP) 
(ref.3,4,7,10), fibrinogen16,17, and also uric acid17–19. There 
were found association of high hs-CRP levels and in-
creased risk of further coronary events7,10. Danesh et al.16 
also found significant association of fibrinogen, CRP, al-
bumin and leukocyte count with coronary artery disease 
by metaanalysis of prospective studies of CAD. Relation 
between increased level of uric acid and increased mortal-


ity in CAD patients was also described by Bickel et al.19. 
The aim of this study was to evaluate the association of 
leukocyte count, high sensitivity CRP (hsCRP), fibrino-
gen, and other laboratory parameters like creatinine and 
uric acid in patients with acute coronary syndromes and 
stable CAD and with multi – and singlevessel disease in 
stable CAD subgroups. 


METHODS


Study population
 The study involved 1254 patients with suspected or 


known CAD referred for coronary angiography. The group 
of patients with CAD consisted of those with chronic sta-
ble CAD and acute coronary syndromes as well. 


During the hospitalization the patients underwent full 
cardiologic investigation (history, physical examination, 
electrocardiography, laboratory examination, coronary 
angiography, echocardiography in patients with unclear 
diagnosis). All blood samples were taken after overnight 
fasting. The analysis of blood count was performed on 
analyzer SysMed XE 2100, Japan, fibrinogen level was 
determined according to Clause method on system BCS 







228 V. Kincl, R. Panovsky, J. Meluzin, J. Semenka, L. Groch, D. Tomcikova, J. Jarkovsky, L. Dusek


XP, Siemens, Germany. The values of CRP, creatinine, 
lipid spectrum, uric acid were determined on analyzer 
Advia 1650, Siemens, Germany, by using kits BLW and 
BioVendor. Patients with severe renal (creatinine over 200 
umol/l) or hepatic failure, anemia, endocrine or neuro-
logical diseases or malignancies were excluded. We also 
excluded patients with smooth coronary arteries having 
the evidence of myocardial infarction or spastic angina 
pectoris or patients with uncomplete laboratory and other 
examinations results. The history of myocardial infarcion 


or unstable angina within one month was classified as 
acute coronary syndrome. The hyperlipoproteinemia was 
defined as known diagnosis of hyperlipoproteinemia in 
patient’s documentation and/or hypolipidemic treatment 
or total cholesterol level above 5 mmol/l in blood samples, 
diabetes mellitus as current treatment with hypoglycemic 
drugs or diet or repeat fasting glucose > 7.0 mmol/l during 
hospitalization, hypertension as current treatment with 
antihypertensive drugs or repeat resting blood pressure 
> 140/90 mmHg during hospitalization. All patients in-


Table 1a. Proportion of patients in groups according to CAD presence or absence and severity 
before and after data validation.


Group Sub-group
Before validation After validation No of 


excluded 
patientsN % N %


Acute CAD 270 21.5 249 22.2 21
Chronic CAD 642 51.2 568 50.7 74


Singlevessel chronic CAD 206 16.4 177 15.8 29


Multivessel chronic CAD 436 34.8 391 34.9 45
Insignificant
atherosclerosis 


126 10.0 109 9.7 17


Control group 216 17.2 195 17.4 21
Total 1254 100.0 1121 100.0 133


CAD – coronary artery disease, insignificant atherosclerosis – stenosis < 50%


Table 1b. Description of patients in study with comparison of acute and chronic CAD 
(basic characteristics and risk factors).


All patients Acute CAD Chronic CAD
Insignificant


athero sclerosis
Control group


(N = 1121) (N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 195)


B
as


ic
 c


ha
ra


ct
er


is
tic


s


Male sex†† 70.0 70.7 77.5 64.2 50.8


Age (yrs)†† 64.8 
(64.2 ; 65.4)


65.9 
(64.6 ; 67.2)*


65.7 
(64.9 ; 66.5)*


65.7 
(64 ; 67.3) *


60 
(58.6 ; 61.4)


Height (cm)
171.3


(170.8;171.8)
171.3


(170.2;172.4)
171.9


(171.2;172.6)
170.7


(168.9;172.5)
170


(168.7;171.2)


Weight (kg)
84.2


(83.4 ; 85.1)
84.2


(82.4 ; 86) 
84.7


(83.5 ; 85.9)
83.7


(81 ; 86.3)
83.2


(81.2 ; 85.3)


EF (%)
53.4


(52.6 ; 54.2)
48.8 


(47.3 ; 50.4)*§+
52.7


(51.6 ; 53.8)*+
58.9


(56.7 ; 61.1)
58.2


(56.5 ; 59.9)


BMI (kg/m2)
28.7


(28.4 ; 28.9)
28.6


(28.1 ; 29.2)
28.6


(28.3 ; 28.9) 
28.7


(27.9 ; 29.5) 
28.8


(28.1 ; 29.4)


R
is


k 
fa


ct
or


s 
(%


) Hypertension† 78.1 79.1 79.8 81.7 69.7
Diabetes mellitus†† 28.4 34.5 31.5 22.9 14.4
Hyperlipoproteinemia†† 78.5 79.9 84.3 67.0 66.2
Perifery artery disease†† 8.1 15.3 8.6 0.9 1.5
History of stroke †† 9.6 14.1 10.7 5.5 3.1
Smoking experience†† 47.1 52.6 50.7 36.7 35.4


cathegorical variables are presented in %, continuous variables as mean (95% confidence interval) 
†  significant difference among groups – ANOV A / Chi-square test (p<0.05), 
††  significant difference among groups – ANOVA / Chi-square test (p < 0.001),
* significant difference vs. control group – Bonferroni test (p<0.001)
§ significant difference vs. chronic CAD – Bonferroni test (p<0.001)
+ significant difference vs. insignificant atherosclerosis – Bonferroni test (p<0.001)
EF – left ventricular ejection fraction, BMI – body mass index







229Association between laboratory markers and presence of coronary artery disease


volved in this study gave informed consent and study was 
approved by institutional ethics comittee. 


Coronary angiography
The coronary angiography was performed by femo-


ral or radial artery approach using angiographic device 
Philips Allura Xper FD 10 (Philips, The Netherlands). 
The examinations were evaluated by two experienced car-
diologists. Coronary artery disease was defined as more 
than 50% luminar diameter stenosis of at least one coro-
nary artery. Patients with CAD were divided into groups 
of chronic stable CAD and acute coronary syndromes 
as described above, patients in stable CAD group were 
divided into subgroups with single- or multivessel disease. 


Patients with insignificant atherosclerosis (luminal 
diameter narrowing below 50%) were given into separate 
group. Patients with smooth coronary arteries were taken 
as controls. 


Data validation and statistical analysis:
One thousand two hundred and fifty-four patients were 


included into the study. After data evaluation 133 patients 
were excluded due to incomplete records or inacceptable 
laboratory values. In data evaluation crucial parameters 
were age, gender, body mass index (BMI), data from pa-
tient’s history (history of hypertension, diabetes melli-
tus, stroke, known hyperlipoproteinemia, perifery artery 
disease, renal insufficiency and smoking) and biochemi-
cal parameters (hemoglobin, leucocytes, trombocytes, fi-
brinogen, prothrombin test, total cholesterol, low density 
lipoprotein (LDL) cholesterol, high density lipoproteid 
(HDL) cholesterol, triglycerides, uric acid, creatinine, 
glycemia, CRP). Finally, patients without performed 
examination from ventriculography were excluded due 
to not accessible value of left ventricular ejection frac-
tion. Number of patients in the groups are presented in 
Table 1a.


Table 2. Laboratory markers in groups of acute and chronic CAD.


All patients Acute CAD Chronic CAD
Insignificant


atherosclerosis
Control group


(N = 1121) (N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 195)


L
ab


or
at


or
y 


m
ar


ke
rs


Leukocytesa††  


[x 109/l]
7.5 


(7.3 ; 7.6)
8.2 


(7.9 ; 8.5)§ ++**
7.5 


(7.3 ; 7.6)**
7


(6.7 ; 7.3)
6.7


(6.5 ; 7)
C-reactive proteina††   


[mg/l]
4.3 


(4 ; 4.6)
7.9 


(6.8 ; 9.3)§ ++**
3.8 


(3.5 ; 4.1)*
3.5 


(2.9 ; 4.2)
2.8 


(2.5 ; 3.2)
Fibrinogen†† 


[g/l]
4


(4 ; 4.1)
4.4


(4.3 ; 4.5)§++**
4 


(3.9 ; 4)**
3.9


(3.8 ; 4)*
3.7


(3.6 ; 3.8)
Uric acida† 


[umol/l]
355.2


(349.6 ; 361)
356.2


(343.5;369.3)
362.5


(354.7;370.6)*
352.7


(336.7;369.4)
335.1


(322.4;348.3)
Creatininea†† 


[umol/l]
100.3 


(99.3 ;101.2)
102.4


(100.3;104.5)**
102.1


(100.7;103.5)**
98.7


(95.9 ; 101.7)*
93.3


(91.3 ; 95.3)
Cholesterol† 


[mmol/l]
4.5


(4.4 ; 4.6)
4.4


(4.3 ; 4.6)*
4.4


(4.4 ; 4.5)*
4.6


(4.4 ; 4.8)
4.7


(4.6 ; 4.8)
LDLa 


[mmol/l]
2.5


(2.4 ; 2.5)
2.5


(2.4 ; 2.6)
2.4


(2.4 ; 2.5)*
2.5


(2.4 ; 2.7)
2.6


(2.5 ; 2.7)
HDLa†† 


[mmol/l]
1.1


(1.1 ; 1.2)
1.1


(1 ; 1.1) ++**
1.1


(1.1 ; 1.1) ++**
1.2


(1.2 ; 1.3)
1.3


(1.3 ; 1.4)
Triglyceridesa† 


[mmol/l]
1.5


(1.5 ; 1.6) 
1.6


(1.5 ; 1.6)* 
1.6


(1.5 ; 1.7)*
1.5


(1.3 ; 1.6)
1.4


(1.3 ; 1.5)
Glucosea††  


[mmol/l]
5.7


(5.6 ; 5.8)
6.1


(5.9 ; 6.4)§ + **
5.7


(5.6 ; 5.8)**
5.5


(5.2 ; 5.7)
5.2


(5 ; 5.3)
Trombocytesa†† 


[x 109/l]
202.1


(198.7;205.4)
214.7


(206.6 ; 223)§
196.4


(191.9 ; 201)
199.5


(189 ; 210.5)
204.7


(197.7;211.9)
Hemoglobin† 


[g/l]
138.1


(137.2;138.9)
135.1


(133.1 ; 137)§
139.5


(138.3;140.7)
138.5


(136.3;140.7)
137.5


(135.6;139.4)


cathegorical variables are presented in %, continuous variables as mean (95% confidence interval) 
a due to not normal distribution logaritmic transformation of the data was needed, 
†  significant difference among groups – ANOVA / Chi-square test (p<0.050), 
†† significant difference among groups – ANOVA / Chi-square test (p<0.001), 
§ significant difference between acute CAD and chronic CAD – Bonferroni test (p<0.001), 
+ significant difference vs. insignificant atherosclerosis – Bonferroni test (p<0.05), 
++ significant difference vs. insignificant atherosclerosis – Bonferroni test (p<0.001),
* significant difference vs. control group – Bonferroni test (p<0.05)
** significant difference vs. control group – Bonferroni test (p<0.001)
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Table 3. Laboratory markers in subgroups of multivessel and singlevessel CAD.


All patients
Singlevessel chronic 


CAD
Multivessel chronic 


CAD
Control group


(N=763) (N=177) (N=391) (N=195)


L
ab


or
at


or
y 


m
ar


ke
rs


Leukocytesa††  


[x 109/l]
7.3 


(7.2 ; 7.4)
7.6 


(7.3 ; 7.9)§§
7.4 


(7.2 ; 7.6)§§
6.7 


(6.5 ; 7)


C-reactive proteina†  


[mg/l]
3.5 


(3.3 ; 3.8)
3.8 


(3.3 ; 4.5)§
3.8 


(3.4 ; 4.2)§
2.8 


(2.5 ; 3.2)


fi brinogen††  


[g/l]
3.9 


(3.9 ; 3.9)
3.9 


(3.8 ; 4)§
4 


(3.9 ; 4.1)§§
3.7 


(3.6 ; 3.8)


uric acida†  


[umol/l]
355.3 


(348.5 ; 362.2)
369 


(353.9 ; 384.7)§
359.6 


(350.5 ; 369)§
335.1 


(322.4 ; 348.3)


Creatininea†† 


[umol/l]
99.8 


(98.6 ; 101)
100.9 


(98.6 ; 103.2)§§
102.7 


(101 ; 104.5)§§
93.3 


(91.3 ; 95.3)


Total cholesterol†  


[mmol/l]
4.5 


(4.4 ; 4.6)
4.5 


(4.3 ; 4.6)
4.4 


(4.3 ; 4.5)§
4.7 


(4.6 ; 4.8)


LDLa


[mmol/l]
2.5 


(2.4 ; 2.5)
2.5 


(2.3 ; 2.6)
2.4 


(2.3 ; 2.5)
2.6 


(2.5 ; 2.7)


HDLa†† 


[mmol/l]
1.2 


(1.1 ; 1.2)
1.2 


(1.1 ; 1.2)§§
1.1 


(1.1 ; 1.1)§§
1.3 


(1.3 ; 1.4)


Triglyceridesa†† 


[mmol/l]
1.6 


(1.5 ; 1.6)
1.5 


(1.5 ; 1.6)
1.6 


(1.6 ; 1.7)§§
1.4 


(1.3 ; 1.5)


Glucosea†† 


[mmol/l]
5.6 


(5.5 ; 5.6)
5.5 


(5.4 ; 5.7)§
5.8 


(5.6 ; 5.9)§§
5.2 


(5 ; 5.3)


Trombocytesa† 


[x 109/l]
198.5 


(194.7 ; 202.4)
203.8 


(196.5 ; 211.4)
193.1 


(187.6 ; 198.8)§
204.7 


(197.7 ; 211.9)


Hemoglobin† 


[g/l]
139 


(138 ; 140)
141.8 


(140 ; 143.6)*§
138.5 


(137 ; 139.9)*
137.5 


(135.6 ; 139.4)


cathegorical variables are presented in %, continuous variables as mean (95% confidence interval) 
a due to not normal distribution logaritmic transformation of the data was needed, 
†  significant difference among groups – ANOVA / Chi-square test (p<0.050), 
††  significant difference among groups – ANOVA / Chi-square test (p<0.001), 
* significant difference between singlevessel and multivessel chronic CAD – Bonferroni test (p<0.05), 
§ significant difference vs. control group – Bonferroni test (p<0.05)
 §§ significant difference vs. control group – Bonferroni test (p<0.001) 


Basic statistical description of study population adopt-
ed percentage proportions for categorical parameters 
while the continuous variables were expressed as mean 
and 95% confidence interval or median and percentile 
range. Significant differences among groups were tested 
with one-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test for 
continuous variables and with chi-square test for categori-
cal variables.


Bonferonni post-hoc test was adopted as a solution for 
multiple testing problem; it is the correction for increased 
level of type I error during multiple testing with objective 
to reach=0.05 for all tests. Predictors in logistic regression 
were described by their odds ratio and confidence inter-
val; their statistical significance was tested using Wald 
test which is a standard test for testing whether an inde-
pendent variable has a statistically significant relationship 


with a dependent variable. Statistical significance of the 
whole logistic models was tested by means of Hosmer 
and Lemeshow test; the null hypothesis of the test is that 
there is no difference between the observed and predicted 
values of the dependent variable. If its p>0.05 we fail to 
reject the null hypothesis that there is no difference, im-
plying that the model’s estimates fit the data at an accept-
able level. Analyses were performed using SPSS 12.0 and 
Statistica 8.0.


RESULTS


Proportion of patients in groups according to CAD 
presence or absence and severity before and after data 
validation shows Table 1a. Patients with both acute and 
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Table 4. Influence of patient’s biochemical parameters on presence of disease based on linear logistic regression.


Acute
CAD


Chronic
CAD


Insignifi cant
atherosclerosis


Singlevessel 
chronic CAD


Multivessel chronic 
CAD


(N = 249) (N = 568) (N = 109) (N = 177) (N = 391)


L
ab


or
at


or
y 


m
ar


ke
rs


Leucocytes
1.45 


(1.30; 1.61) ††


1.26 
(1.14; 1.39) ††


1.08 
(0.95; 1.24)


1.29 
(1.15; 1.45) ††


1.24 
(1.12; 1.38) ††


C-reactive protein
1.13 


(1.08; 1.17) ††


1.05 
(1.01; 1.08) †


1.03 
(0.99; 1.07)


1.04 
(1.00; 1.07) †


1.05 
(1.01; 1.09) †


Fibrinogen
4.23 


(3.06; 5.86) ††


1.95 
(1.50; 2.54) ††


1.73 
(1.2; 2.51) †


1.65 
(1.21; 2.26) †


2.16 
(1.62; 2.88) ††


Uric acid 
(100 units)


1.27 
(1.05 ; 1.54) †


1.38 
(1.15 ; 1.65)†


1.21 
(0.94 ; 1.56)


1.46 
(1.18 ; 1.82)††


1.34 
(1.1 ; 1.62)†


Creatinine
1.04 


(1.02; 1.05) ††


1.04 
(1.03; 1.05) ††


1.02 
(1.01; 1.04) †


1.03 
(1.02; 1.05) ††


1.04 
(1.03; 1.05) ††


Total cholesterol
0.79 


(0.66; 0.95) †


0.78 
(0.67; 0.91) †


0.88 
(0.69; 1.12)


0.78 
(0.64; 0.97) †


0.77 
(0.65; 0.91) †


LDL
0.89 


(0.72; 1.09)
0.79 


(0.66; 0.96) †


0.89 
(0.66; 1.2)


0.78 
(0.60; 1.02)


0.79 
(0.65; 0.96) †


HDL
0.07 


(0.04; 0.15) ††


0.12 
(0.07; 0.20) ††


0.50 
(0.26; 0.98) †


0.23 
(0.12; 0.43) ††


0.08 
(0.04; 0.15) ††


Triglycerides
1.4 


(1.06; 1.84) †


1.52 
(1.19; 1.94) ††


1.09 
(0.78; 1.53)


1.33 
(0.99; 1.79)


1.57 
(1.22; 2.02) ††


Glucose
1.56 


(1.33; 1.82) ††


1.39 
(1.20; 1.61) ††


1.23 
(1.02; 1.48) †


1.30 
(1.09; 1.55) †


1.42 
(1.22; 1.65) ††


 Trombocytes 
(50 units)


1.12 
(1.02 ; 1.38)†


0.9 
(0.79 ; 1.04)


0.95 
(0.77 ; 1.17)


0.98 
(0.81 ; 1.19)


0.87 
(0.76 ; 1.01)


Hemoglobin
0.99 


(0.98; 1.00)
1.01 


(1.00; 1.02)
1.01 


(0.99; 1.02)
1.03 


(1.01; 1.04) †


1.00 
(0.99; 1.02)


† Wald test, significance p<0.050
†† Wald test, significance p<0.001
Data are presented as odds ratios with 95% confidence interval


chronic CAD had significantly higher occurency of hyper-
tension, diabetes, hyperlipoproteinemia, perifery artery 
disease, stroke, smoking experience and were markedly 
older. The left ventricular ejection fraction was also sig-
nificantly lower in CAD patients (Table 1b). 


The basic differences in laboratory parameters are 
presented in Table 2. Patients with acute forms of CAD 
had significantly higher leukocyte count, C-reactive pro-
tein and fibrinogen and also glucose. It is not surprising 
because inflammatory reaction is physiological in case 
of myocardial necrosis or atherosclerotic plaque rupture. 
Otherwise, in this parameters are also significant differ-
ences between patients with chronic CAD and controls 
that demonstrates the inf lammatory background of 
atherosclerosis progress and development. From other 
parameters, patients with chronic CAD had higher lev-
el of uric acid, creatinine and lower HDL cholesterol. 
Results of lipid spectrum may seem paradoxical, because 
patients with CAD had lower total and LDL cholesterol, 
but this is caused by present hypolipidemic medication 
that was significantly more frequent in this group. The 
prevalence of hypolipidemic therapy was as follows: in 
chronic CAD group had 548 (96.5%) patients hypolipi-
demic drugs (530 had statin, 1 fibrate, 17 combination 
statin+fibrate), in acute CAD group was on therapy 243 


patients (97.6%, 239 statin, 1 fibrate, 3 combination), in 
insignificant atherosclerosis group 83 patients (76.1%, all 
83 had statin) and in control group had hypolipidemic 
drugs 49 patients (25.2%, 47 statin, 1 fibrate, 1 combina-
tion). Significant differences were found between groups 
with insignificant atherosclerosis and controls in fibrino-
gen and creatinine level only. 


Detail division in subgroups with single- and multives-
sel chronic CAD is presented in Table 3. Inflammatory 
markers, uric acid and glucose were again significantly el-
evated both in one- and multivessel disease group against 
controls and HDL cholesterol was lower in this groups 
too. There was no significant difference between single- 
and multi vessel group in neither inflammatory markers 
nor other biochemical parameters, except for hemoglobin. 
This difference was probably casual, because patients with 
singlevessel CAD had higher hemoglobin level than those 
with multi-vessel but control group had lower than both 
groups with CAD.


The linear logistic regression showed association of 
patient’s biochemical markers on presence of CAD (Table 
4). Both acute and chronic CAD were associated with 
leukocyte count, CRP, fibrinogen, uric acid, creatinine, 
HDL cholesterol, triglycerides and glucose. On the other 
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hand, presence of insignificant atherosclerosis was influ-
enced only by fibrinogen, creatinine, HDL cholesterol 
and glucose level. From clinical factors, significant rela-
tionship was found between age, male sex, hypertension, 
diabetes, hyperlipidemia, history of stroke, perifery artery 
disease, smoking experience and CAD (acute and chron-
ic, singlevessel and multivessel as well). Insignificant 
atherosclerosis was associated only with male sex, age 
and hypertension. 


DISCUSSION


In our study we tested several laboratory parameters 
and their association with the presence and severity of 
coronary atherosclerosis. We proved that elevated inflam-
matory markers as leukocyte count, C- reactive protein 
and fibrinogen are associated primarily with acute forms 
of coronary artery disease and presence of chronic CAD, 
but not with the number of affected vessels in chronic 
CAD. Patients with multivessel chronic CAD had rather 
lower mean leukocyte count that those with single ves-
sel disease. Also other parameters (uric acid, creatinine, 
blood lipids and glucose) failed to distinguish the number 
of diseased coronary arteries. All mentioned parameters 
were significantly different between CAD and control 
group, only fibrinogen and creatinine also between insig-
nificant atherosclerosis and control group. So we cannot 
confirm findings from previous studies, e.g. Cavusoglu 
et al.2, Sabatine et al.5, that described the association be-
tween leukocyte count and the number of significantly 
narrowed coronary arteries. The linkage between insignifi-
cant atherosclerosis and fibrinogen and creatinine level 
corresponded to previous findings. Levenson et al.20,21 
demonstrated that prevalece of atherosclerotic plaques 
was significantly more pronounced with increasing tertile 
of fibrinogen levels. The authors also found the synergic 
effect between fibrinogen and total/HDL cholesterol ratio 
in formation of subclinical coronary and extracoronary 
atherosclerosis. The role of renal function and creatinine 
was described by several authors. Bartnicky et al.22 found 
out the increased odds ratio of coronary artery disease 
in patients with decreased glomerulal filtration. Cerne 
et al.23 described the mildly elevated serum creatinine to 
be associated with the extent of coronary atherosclerosis 
independently of conventional risk factors. Mild renal in-
suficiency is also associated with reduced coronary flow 
in patients with non-obstructive coronary artery disease. 
That can be caused by synchronous changes in the renal 
and coronary microcirculation24. 


Our study has several limitations. The number of sub-
jects was relatively large, but it was selected population re-
ferred for coronary angiography. Also influence of blood 
lipid spectrum could not be exactly examined due to the 
present hypolipidemic medication in CAD patients.


In conclusion, laboratory parameters as leukocyte 
count, CRP level, triglycerides and uric acid are associ-
ated with the presence of coronary artery disease (both 
acute and chronic) but not with the number of diseased 


vessels. In addition, glycemia, HDL cholesterol and name-
ly fibrinogen and creatinine have relation to the occurence 
of insignificant atherosclerosis.
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Aim. The purpose of this study is to determine the association between eotaxin 426 C/T, −384 A/G, 67 G/A, eNOS −786 T/C,
4 a/b, and MMP-13 rs640198 G/T and prognosis of patients with known CAD. Methods. From total of 1161 patients referred to
coronary angiography, 532 patients with angiographically confirmed CAD were selected. Their long-term outcome was followed
up using hospital database. Subsequent events were assessed in this study: death or combined endpoint-myocardial infarction,
unstable angina pectoris, revascularization, heart failure hospitalization, and cardioverter-defibrillator implantation. Results. The
multivariate Cox regression model identified age, smoking, and 3-vessel disease as significant predictors of all-cause death. Further
analysis showed that eotaxin 67 G/A (GA + AA versus GG) and eotaxin −384 A/G (GG versus GA + AA) were significant
independent prognostic factors when added into the model: HR (95% CI) 2.81 (1.35–5.85), 𝑝 = 0.006; HR (95% CI) 2.63 (1.19–
5.83), 𝑝 = 0.017; eotaxin −384 A/G was significantly associated with the event-free survival, but it did not provide the prognostic
information above the effect of two- or three-vessel disease. Conclusion. The A allele in eotaxin 67 G/A polymorphism is associated
with worse survival in CAD patients.


1. Introduction


Cardiovascular diseases, particularly coronary artery disease
(CAD), are the leading cause of mortality in developed
countries.The aetiology of CAD is multifactorial and various
well-known risk factors have been described in previous
decades. Association of CAD prevalence and deoxyribonu-
cleic acid (DNA) polymorphisms in human genes has been
extensively studied [1, 2], but relation of these polymorphisms
to long-term prognosis of patients was reported less fre-
quently [3–6]. Some of the polymorphisms did not show
any significant association with the prognosis of CAD or
the results were controversial. On the other hand, several
papers reported promising results; for example, genome-wide
association study (GWAS) identified polymorphisms in loci
1p13.3 (rs599839), 1q41 (rs17465637), and 3q22.3 (rs9818870)
[7], or the variants of paraoxonase 1 gene (rs854560) [5]


and phospholipase A2 gene (rs1805017) [6]. These data were
repetitively confirmed by following studies [8–14]. However,
there are many variants in human genome influencing the
presence of CAD, of which their relationship to long-term
outcome in CAD patients is still not elucidated as the
information based on prospective studies is lacking.


Matrix metalloproteinases are zinc-dependent endopep-
tidases cleaving proteins of extracellular matrix [15]. Matrix-
metalloproteinase 13 (MMP-13) preferentially cleaves type
II collagen and is produced by macrophages and smooth
muscle cells in atherosclerotic lesions [16].This contributes to
restructuring of atherosclerotic plaque in animal models [17].
Polymorphisms of MMP-13 gene influencing its production
have been associated with an extent of atherosclerosis [18],
including rs640198 G/T intronic single nucleotide polymor-
phism (SNP) [19].
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Eotaxin (CCL11) is a chemokine with pleiotropic proin-
flammatory effects produced by several cellular types present
in atherosclerotic lesion [20]. Studies in human subjects have
found eotaxin overexpression in atherosclerotic plaques [16]
or its elevated plasmatic concentration in the presence of
coronary atherosclerosis [21, 22]. Genetic variation of eotaxin
gene, SCYA11, has been found to contribute to CAD suscep-
tibility, most notably the first exon (67 G/A) polymorphism
leading into amino acid change Ala/Thr in site 23, where
secreted eotaxin is cleaved off from the signalling peptide
[23]. The association of eotaxin (CCL 11) Ala/Ala variant
and development of coronary artery disease was reported by
Wang et al. [24].The authors performed a prospective study of
1297 Chinese patients with diabetes mellitus; median follow-
up was 8 years. The variant Ala/Ala of eotaxin Ala23Thr
polymorphism showed a hazard ratio of 1.7 (95%CI 1.10–2.61,
𝑝 = 0.037). Other functionally relevant polymorphisms were
identified in the promoter of the gene, as −384 A/G and −426
C/T [23], which has been associated with eotaxin levels and
asthma phenotype [25, 26].


Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is an enzyme
that constitutively produces nitric oxide from L-arginine,
mediating vasodilation and having other beneficial effects
on vessel wall [27]. The rate of NO synthesis by eNOS is
modulated by variability in eNOS gene, which is the case
of 27-bp tandem repetition in intron 4, where an “A allele”
(consisting of four repetitions) is associated with higher NO
production than a “B allele” (consisting of five repetitions)
[28]. Other polymorphisms, −786 T/C promoter SNP, have
been linked to changes in eNOS promoter activity and
coronary spasms [29].


The aim of our study is to assess the relationship between
polymorphisms in eotaxin gene (67 G/A, −384 A/G, and
−426 C/T), MMP- 13 gene (rs640198), and endothelial NO-
synthase (eNOS) gene (−786 C/T and 4 a/b) and a long-term
outcome in Caucasian patients initially referred to coronary
angiography.


2. Patients and Methods


2.1. Patient Cohort and Genetic Analyses. The study com-
prised of 532 subjects suffering of CAD that were recruited
from the total number of 1161 consecutive patients referred to
coronary angiography after applying the following exclusion
criteria: known malignancy, advanced renal dysfunction
(blood creatinine level above 200𝜇mol/L), smooth coronary
arteries or insignificant atherosclerosis, or life expectancy
below 1 year. All patients gave their informed consent and
study was approved by the institutional ethic committee.
The personal and family history were obtained and all
patients underwent physical examination, electrocardiogra-
phy, haematological and biochemical blood tests, and coro-
nary angiography. Coronary artery disease was defined as
≥50% stenosis of at least one coronary artery. Blood samples
for DNA analysis from peripheral blood leucocytes were also
taken.The selection of DNApolymorphism, analyses, results,
and impact on incidence and severity of CADwere described
in our previous publications [19, 30, 31].


2.2. Follow-Up. The clinical outcome of patients was assessed
in 2014 using hospital database. The following events were
recorded: death, acute myocardial infarction (MI), unstable
angina pectoris, necessity of myocardial revascularization
(either percutaneous or coronary artery bypass graft), hos-
pitalization for heart failure, and cardioverter/defibrillator
(ICD) implantation. Patients who were not under clinical
observation in our hospital, patients without angiographi-
cally confirmed significant CAD, or those with unsuccessful
DNA analysis were excluded from the study.


2.3. Statistical Analysis. Multivariate Cox regression model
was used for estimating the contribution of genetic polymor-
phisms and other risk factors to survival. Genetic variants had
been preselected out of the total number of 8 polymorphisms
in candidate genes using Kaplan-Meier method and log-
rank tests in dominant, recessive, and codominant mode of
allelic expression. 𝑝 value 0.05 was used as a cut-off for an
inclusion of variable in the Cox regression analysis. Hardy-
Weinberg equilibriumwas calculated for each polymorphism
using 𝜒2 test. Nongenetic variables included in the model
were the following: age on admission, sex, presence of
acute coronary syndrome, MI in personal history, ejection
fraction, number of diseased vessels, obesity, hypertension,
hyperlipidaemia, diabetes mellitus, concomitant presence of
cardiomyopathy, significant valvular disease, and smoking
status. Two endpoints were observed: all-cause death and
cardiac endpoint consisting of MI, unstable angina, coronary
revascularization, and rehospitalization for heart failure.
Supposing unknown dominance of alleles, three modes of
gene expressions were used: dominant, where minor allele
carriers were comparedwithmajor allele homozygotes; reces-
sive, where major allele carriers were compared with minor
allele homozygotes; and additive, gene dose-based model,
where the values 0, 1, and 2 were attributed to major allele
homozygote, heterozygote, and minor allele homozygote.
Stepwise construction of a Cox regression model with 𝑝
value to include 0.05 and 𝑝 value to remove 0.051 was finally
employed to determine all significant independent factors
(clinical and genetic) contributing to patients’ survival or the
incidence of cardiac event. STATISTICA software (StatSoft,
version 12) was used for statistical analysis. MIDAS software
version 1.0 [32] was used for Hardy-Weinberg and linkage
disequilibrium determination. Generally, 𝑝 values ≤ 0.05
were considered to be statistically significant.


3. Results


Five hundred thirty-two patients with significant CAD were
finally comprised into analysis. The basic characteristics are
listed in Table 1. Twenty-nine patients died and 271 cardiac
events were recorded (26 patients with unstable angina,
44 acute MI, 154 myocardial revascularization, 26 hospital-
ization for heart failure, and 21 ICD implantation) during
follow-up, median follow-up period was 77 months. Kaplan-
Meier curves presenting proportion of survival and event-
free survival can be seen in Figures 1 and 2.The list of studied
polymorphisms and their genotype distribution are shown
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Table 1: Basic characteristics of patients. Data are shown as mean ±
SD.


Total/men [𝑛] 532/407
Age [years] 65.4 ± 9.6
BMI [kg/m2] 28.7 ± 4.0
One-vessel/two-vessel/three-vessel disease [𝑛] 142/164/226
Smokers (%) 52%
Hypertension (%) 80%
Diabetes (%) 34%
EF (%) 55% (45%–60%)
Renal insufficiency: serum creatinine
105–200 𝜇mol/L (men) or 85–200𝜇mol/L
(women) (%)


23%


Creatinine [𝜇mol/L] 101 (92–113)
Uric acid [𝜇mol/L] 376 ± 106
Plasma glucose [mmol/L] 5.4 (4.9–6.5)
Cholesterol [mmol/L] 4.36 (4.72–5.10)
LDL [mmol/L] 2.38 (1.94–3.01)
HDL [mmol/L] 1.08 (0.93–1.27)
Triacylglycerols [mmol/L] 1.55 (1.20–2.09)
CRP [mg/L] 4.0 (1.8–7.4)
Medication (%):


ASA 92%
Other antiplatelet 54%
Warfarin 3%
𝛽-blocker 94%
ACE-inhibitor 65%
AT1-blocker 20%
Statin 97%
Other antilipids 3%


in Table 2.The preselection of candidate polymorphisms was
based on log-rank 𝑝 values. The eNOS 4 a/b, eotaxin −426
C/T, eotaxin −384 A/G, and eotaxin 67 G/A were found to
be significantly associated with death, as well as eotaxin −384
A/G with cardiac events. There was also nonsignificant trend
for eotaxin 67 G/A to influence the event-free survival.


Complete data are shown in Tables 3 and 4. Subsequently,
the multivariate Cox regression model was used to reveal
potential effects of selected variants on survival and cardiac
endpoint-free survival. The eotaxin 67 G/A and eotaxin
−384 A/G were considered significant for survival and event-
free survival, respectively (Tables 5 and 6). The multivariate
stepwise Cox regression model identified age, smoking, and
three-vessel disease (compared to one vessel disease) as
significant predictors of all-cause death. Together with those
factors, eotaxin 67 G/A was a significant independent prog-
nostic factor when added into the model (Table 7, Figure 3).
When eotaxin −384 A/G was added into the stepwise Cox
regression model instead of 67 G/A, the model gave similar
results with the same prognostic factors; however, hazard
ratio for the given polymorphism was slightly lower (GG
versus GA + AA; HR = 2.63; 95% CI = 1.19–5.83; 𝑝 = 0.017).
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Figure 1: Kaplan-Meier analysis of survival in patients cohort.
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Figure 2: Kaplan-Meier analysis of event-free survival in patients
cohort.
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Figure 3: Kaplan-Meier analysis of survival by 67 G/A genotype.
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Table 2: Studied polymorphisms and genotype distribution (expressed as major allele homozygote/heterozygote/minor allele homozygote).


Polymorphism rs MAF (%) 𝑛 Genotype distribution HWE
MMP 13 G/T rs640198 G>T; 0.32 470 220/198/52 yes
eNOS –786 C/T rs2070744 T>C; 0.37 317 126/148/43 yes
eNOS 4 a/b VNTR∗ b>a; 0.19 520 342/159/19 yes
Eotaxin –426 C/T rs16969415 C>T; 0.07 445 384/56/5 yes
Eotaxin –384 A/G rs17809012 A>G; 0.48 518 127/281/110 yes
Eotaxin 67 G/A rs1129844 G>A; 0.15 532 391/125/16 yes
∗Variable number of tandem repeats.


Table 3:The preselection of candidate polymorphisms for death prediction based on log-rank 𝑝 values; polymorphisms included in the Cox
regression model construction are in bold italics.


Polymorphism 𝑛 Log-rank 𝑝 (overall) Log-rank 𝑝 (dominant) Log-rank 𝑝 (recessive)
MMP 13 G/T 470 0.941 0.811 0.909
eNOS –786 C/T 317 0.200 0.129 0.720
eNOS 4 a/b 520 0.458 0.025 0.419
Eotaxin –426 C/T 445 0.033 0.152 0.175
Eotaxin –384 A/G 518 0.084 0.533 0.050
Eotaxin 67 G/A 532 0.020 0.013 0.210


Table 4:The preselection of candidate polymorphisms for cardiac events prediction based on log-rank 𝑝 values. Polymorphisms included in
the Cox regression model construction are in bold italics.


Polymorphism 𝑛 Log-rank 𝑝 (overall) Log-rank 𝑝 (dominant) Log-rank 𝑝 (recessive)
MMP 13 G/T 470 0.677 0.710 0.526
eNOS –786 C/T 317 0.603 0.959 0.711
eNOS 4 a/b 520 0.937 0.910 0.642
Eotaxin –426 C/T 445 0.922 0.882 0.874
Eotaxin –384 A/G 518 0.009 0.548 0.002
Eotaxin 67 G/A 532 0.098 0.496 0.343


Table 5: Multivariate Cox regression, prediction of death by different models of inheritance.


Polymorphism
Model


Dominant Recessive Additive
HR (95% CI) 𝑝 value HR (95% CI) 𝑝 value HR (95% CI) 𝑝 value


eNOS 4 a/b NS NS NS NS NS NS
Eotaxin –426 C/T NS NS NS NS NS NS
Eotaxin –384 A/G NS NS 2.60 (1.15–5.87) 0.022 NS NS
Eotaxin 67 G/A 3.36 (1.57–7.19) 0.0017 NS NS 2.43 (1.39–4.26) 0.0019


Table 6: Multivariate Cox regression, prediction of cardiac endpoint by different models of inheritance.


Polymorphism
Model


Dominant Recessive Additive
HR (95% CI) 𝑝 value HR (95% CI) 𝑝 value HR (95% CI) 𝑝 value


Eotaxin −384 A/G NS NS 1.59 (1.20–2.10) 0.001 1.28 (1.07–1.54) 0.006


Table 7: Stepwise multivariate Cox regression model for survival.


Factor HR (95% CI) 𝑝 value
Age (per 10 years) 2.32 (1.44–3.84) 0.0007
Smoking 3.84 (1.66–8.87) 0.002
Three vessel disease (versus one vessel disease) 3.89 (1.15–13.18) 0.029
Two vessel disease (versus one vessel disease) 1.32 (0.32–5.55) 0.701 (NS)
Eotaxin 67 G/A (GA+AA versus GG) 2.81 (1.35–5.85) 0.006
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As shown below, both polymorphisms were in significant
linkage disequilibrium, and the “risky” alleles of both SNPs
were frequently inherited together. In the multivariate step-
wise Cox regression analysis of cardiac endpoints, a number
of diseased coronary arteries (two versus one: HR = 1.86; 95%
CI = 1.23–2.79; 𝑝 = 0.003, three versus one: HR = 4.80;
95% CI = 3.32–6.94; 𝑝 < 0.001) was the only significant
independent risk factor. Adding eotaxin −384 A/G into the
model did not change the results; that is, although the −384
A/G polymorphismwas associated with the hazard of cardiac
endpoint both with and without adjustments, it does not
provide the prognostic information above the effect of two- or
three-vessel disease. Finally, it was determined, whether the
variants in eotaxin and eNOS genewere orwere not in linkage
equilibrium. The analysis revealed modest, but significant
linkage disequilibrium (LD) between polymorphisms −426
C/T and −384 A/G in eotaxin gene promoter (𝐷󸀠 = 0.43;
𝑟


2
= 0.02; 𝑝 = 0.01), as well as between −384 A/G and 67


G/A in the same gene (𝐷󸀠 = 0.69; 𝑟2 = 0.09; 𝑝 = 10−10).
In this polymorphism, the risky A allele of 67 G/A was more
often inherited together with the risky G allele of 384 A/G,
suggesting the possible role of LD in resulting effects. On the
other hand,−426C/T and67G/Awere in linkage equilibrium
with each other. In eNOSgene, the eNOS−786C/T and eNOS
4 a/b polymorphisms were also in significant LD with each
other (𝐷󸀠 = 0.72; 𝑟2 = 0.23; 𝑝 = 10−15). The B allele of eNOS
4 a/b polymorphism tended to be inherited with the T allele
of −786 C/T, while the A allele of the former polymorphism
was associated with the C allele of the latter in most cases.


4. Discussion


Many studies have been published about the influence of
plasma eotaxin levels and variants of eotaxin gene on pres-
ence and severity of atherosclerosis but the results are con-
troversial. Several authors reported an association of higher
plasma levels with atherosclerotic burden [21, 22, 33]; on the
other hand, other studies did not prove this [34, 35]. Higher
eotaxin concentration was found in local blood samples from
patients with acute coronary syndrome [36]. Among other
effects, eotaxin was proved to stimulate migration of smooth
muscle cells from media to intima of injured arterial wall
[37]. This mechanism is considered to have an impact on
atherosclerotic plaque progress and restenosis formation [38,
39]. Influence of eotaxin gene polymorphisms on cardiac
events in Chinese diabetic patients was reported in the
abovementioned paper [24]; the main result was increased
morbidity in patients homozygote for the G allele of 67 G/A
SNP in the first exon of the gene corresponding to alanine in
resulting protein; this allele is associated with higher produc-
tion and concentration of eotaxin [40, 41]. Likewise, in our
previous study [30], there was greater susceptibility to acute
coronary syndromes in subjects with homozygous 67 G/A
GG genotype.This seemingly contradicts our current results,
where GG genotype showed protective effect. However, given
all subjects in our study suffered from CAD, our study group
consisted of highly selected patients and their treatment may
have been responsible for the results. Actually, the influence


of A allele on prognosis can be explained by an effect of statin
therapy. There is some evidence from both human patients
and animal models of substantial chemokine levels reduction
after statin treatment, including eotaxin [42–44]. Because A
allele carriers have lower eotaxin levels [45], the protective
effect of statin therapy may be reduced in comparison with
GG homozygotes. This mechanism seems to be likely in our
population of CAD patients, where the prevalence of statin
therapy was very high (514/532, 96.6%).


In a large study with 14,916 American men, Zee et al.
[46] studied the same polymorphism with different results.
Authors compared data from 523 patients with myocardial
infarction and 2092 persons who were free from cardiovas-
cular disease during a follow-up (mean period 13.2 years).
They reported that T23 (67 A) homozygotes had significantly
higher risk of myocardial infarction: odds ratio (OR) 1.86;
95% confidence interval (CI), 1.15–3.01; 𝑝 = 0.012; the
effect remains significant even after adjusting for body mass
index, history of hypertension, the presence of diabetes, and
randomized treatment assignment. There was no significant
difference between GG homozygotes and heterozygotes.
Since there was no information about a treatment in that
study, its impact cannot be excluded. The recessive model
(AA versus GA + GG) in our study had relatively low power
in all cases, there were only 16 AA homozygotes, to detect
eventual risky effect of AAhomozygote genotype.The linkage
disequilibrium between 67 G/A and −384 A/Gmust be taken
into account as well. Unlike the former one, the latter SNP
was associated also with cardiac events and the “protective”
and “risky” alleles were frequently inherited together.


The influence of genetic variants of different matrix
metalloproteinase genes, such as MMP-9 [47, 48] or MMP-3
[49], on clinical outcome of CAD was described in previous
studies. In our current study, no effect of rs640198 polymor-
phism in MMP-13 gene on either cardiac events or all-cause
mortality was found both with and without adjustments. As
no other study associatingMMP-13 genetic variants andCAD
exists so far, we can thus conclude that MMP-13 does not
predict the prognosis of CAD, even when in our previous
study based on the same population we found significant
association of rs640198 with triple vessel disease. However,
triple vessel disease itself was a significant predictor of both
cardiac events and all-cause mortality. The gene-prognosis
relation may be modified by commonly used treatment, as in
the case of eotaxin.


The association of eNOS polymorphisms with CAD was
reported inmany studies.The large meta-analysis involving a
total sample size of 69,235 subjects [50] confirmed the asso-
ciation of the three NOS3 gene polymorphisms (Glu298Asp,
−786 T/C, and 4 a/b) with the presence of CAD, but no
significance was found for 4 a/b polymorphism in European
population. No impact of −786 C/T or 4 a/b on CAD
prognosis was found in our study.


In conclusion, a significant association between A allele
in eotaxin 67 G/A single nucleotide polymorphism (SNP) in
the first exon of the gene and lower survival rate in patients
with coronary artery disease was found with and without
adjustments for other factors. Similar results were observed
for−384A/Gpolymorphism in the same gene,whichwas also
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associated with cardiac events. Further studies will be needed
to elucidate the mechanism of this effect.
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