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ANOTACE

Kardiovaskularni onemocnéni patfi mezi nejcastéjsi pfiiny smrti v moderni

spole¢nosti. Riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni ovlivituji genetické varianty
a environmentalni faktory. Cilem prace je detekce polymorfizmt a mutaci podilejicich
se na predikci rizika vzniku kardiovaskularnich ptihod u dvou rizikovych skupin
pacientli (pacienti s kardiovaskuldrnim onemocnénim — stabilni a nestabilni angina
pectoris, a pacienti s poruchami lipidového spektra).
U pacienti s poruchami lipidového spektra byly vysetieny nasledujici mutace a
polymorfizmy: Endotelova syntaza oxidu dusnatého (eNOS) (G894T) a (T-786C),
Lymfotoxin alfa (LTA) (C804A), Angiotensin konvertujici enzym (ACE) (287 bp
inzerce/delece (I/D)), Antigen lidskych krevnich desticek 1 (HPA-1) (T196C; a/b), B-
fibrinogen (G455A), Apolipoprotein B (ApoB) (R3500Q), Apolipoprotein E (ApoE)
(E2/E3/E4). Bylo vysetieno 27 pacientii z toho 14 zen (31 — 89 let), 13 muzt (28 — 82
let).

U pacientll s kardiovaskularnimi onemocnénimi byly vySetfovany tyto
varianty: Faktor V (FV) (G1691A), Faktor V (FV) R2 haplotyp (H1299R), Protrombin
(PTH) (G20210A), 5,10 — Methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR) (C677T) a
(A1298C), Faktor XIII (FXIII) (V34L), Inhibitor aktivatoru plazminogenu — 1 (PAI-1)
(4G/5G), Endotelialni receptor proteinu C (EPCR) (A4600G; A3 haplotyp) a (G4678C;
A1 haplotyp). Bylo vySetfeno 36 pacientl z toho 15 Zen (55 — 89 let) a 21 muzt (41 —
83 let). Genetické varianty byly vySetfovany metodou polymerazové fetézové reakce
(PCR) s reverzni hybridizace na reagenc¢nich stripech ViennalLab CVD Strip assay.
Nejcastéjsimi variantami ve skupiné pacienti s dyslipoproteinémii byly ACE (ins/del) —

25 pacientti a eNOS (T-786C) — 19 pacientu.

Nejcetnéj$imi variantami ve skupiné pacientl s kardiovaskularnimi onemocnénimi byly

- PAI-1 (4G/5G) — 36 pacientd a FXII1 (V34L) — 31 pacientd.

VySettené frekvence ve vétSiné polymorfizmi koreluji s publikovanymi

literarnimi zdroji.



ANNOTATION

Cardiovascular diseases are the most frequent causes of death worldwide.
Genetic variants and environmental factors play significant role in cardiovascular
disease risk. The aim of presented work is investigation of genetic variants associated
with cardiovascular diseases in two risk groups (patients with cardiovascular disease -
stable and unstable angina pectoris, and patients with lipid disorders).

Patients with lipid disorders have been examined forfollowing
mutations and polymorphisms: Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (G894T) and
(T-786C), lymphotoxin alpha (LTA (C804A), angiotensin-converting enzyme (ACE)
(287 bp insertion/deletion (I / D)), human platelet antigen 1 (HPA-1) (T196C, A / B),
beta-fibrinogen (G455A), apolipoprotein B (apoB) (R3500Q), apolipoprotein E (ApoE)
(E2/E3 | E4). 27 patients (14 women ( aged 31-89 years) and 13 men (aged 28-82 years)
were examined.

Patients with cardiovacular disease were examined for following variants:
factor V (FV) (G1691A), factor V (FV) R2 haplotype (H1299R) protrobin (PTH)
(G20210A), 5.10 - methylentetrahydrofolat reductase (MTHFR) (C677T) and
(A1298C), Factor XIII (FXII) (V34L), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)
(4G/5G), endothelial protein C receptor (EPCR) (A4600G; haplotype A3) and
(G4678C, Al haplotype). 36 patients including 15 women (aged 55-89 years) and 21
males (aged 41-83 years) were included. Genetic variants were examined by polymerase
chain reaction (PCR)with reverse hybridization and enzymatic detection on the reagent
strips ViennaLab CVD strip assay.

The most common variants in the group of patients with dyslipoproteinemia
were ACE (ins. / del.) - 25 patients and eNOS (T-786C) - 19 patients. The most variants
among patients with cardivascular diseases were - FXIII (V34L). 31 patients and PAI-1
(4G/5G) - 36 patients.

In most of the cases acquired results of polymorphisms correlate with the

other published studies.


http://slovnik.seznam.cz/?q=acquired&lang=en_cz
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Bakalafska prace

UVvOoD

Téma bakalafské prace jsem si vybral zdidvodu svého zajmu o
kardiovaskularni onemocnéni, které se velmi blizce dotykaji mého osobniho zivota.
Zaujala m¢ i geneticka podstata vySetrovanych onemocnéni, kterd se velmi komplexné
vénuje genetickym predispozicim. Komplexni pohled na genetické polymorfizmy
rozsifil mé védomosti do oblasti fyziologie a patologie lidského téla. Dilezity je vyvoj
novych modernich, genetickych a biologickych metod, které maji v budoucnosti velké
vyuziti.

V dne$ni dobé& je nutné se vénovat problematice kardiovaskularnich chorob,
jejich pticindm a disledkiim, protoZe vysoka umrtnost a obtiznd diagnostika je fadi mezi
nejcastéjsi priciny tmrti na celém svéte.

V mé praci se zabyvam metodou vysetfujici polymorfizmy a mutace
predikujici riziko kardiovaskularnich ptihod ve vybranych skupindch pacientl (pacienti

s poruchami lipidového metabolizmu a pacienti s kardiovaskularnimi onemocnénimi).
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TEORETICKA CAST

1 Epidemiologie kardiovaskularnich onemocnéni

Kardiovaskularni choroby jsou v dnesni dobé jedny z nejsledovanéjSich a
nejzkoumanéjSich onemocnéni svéta. Podle Svétové zdravotnické organizace zemielo
jen v roce 2004 17,1 milionu lidi, coz je 29% vSech umrti na celém svété. 7,2 milionu
lidi zemfelo pouze na ischemickou chorobu srdec¢ni a 5,7 milionu na cévni mozkovou
ptihodu. Dle WHO za rok 2002 v Evrop¢ predstavovaly kardiovaskularni choroby vice
nez 50% vsSech umrti [1, s. 1]. Podle udajii Evropské spole¢nosti pro kardiovaskularni
onemocnéni (ECDS) za rok 2008 jsou kardiovaskularni onemocnéni pfi¢inou umrti u

43% muzt a u 48% zen v Evropé (Obr 1).

Zeny

Respiracni
onemocnéni 6% Zranéni a otravy 5%
Jina nadorova =3
onemocnéni 9 %

Ca prsu 3% Jina onemocnéni 18 %

Caplic 2%
CaGIT 3%

ICHS 22 %

Jind kardiovaskularni
onemocnéni 15%

lktus 11%

48% viech imrti v Evropé 2008
ECDS 2008

Obrazek 1: European heart network; European cardiovascular disease statistics;

ehnheart.org, 2008.
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Muzi

Respiracni
onemocnéni 7% Zranéni a otravy 12%

Jina nadorova
onemocnéni 17%

Caplic 6% Jina onemocnéni 17%

Ca GIT 4%

Jind kardiovaskularni

onemocnéni 11% ICHS 21 %

lktus 11%

BT SRS 43% viech umrti v Evropé 2008

Obrazek 2: European heart network; European cardiovascular disease statistics;

ehnheart.org, 2008.

V Ceské republice patii kardiovaskularni onemocnéni mezi hlavni piiinu
umrti. V roce 2004 zemielo v CR 55 tisic obyvatel, coz pfedstavuje imrtnost az 51% [2,
s. 1]. V dalsich letech se tento stav nema zlepSovat, a tak zlstanou kardiovaskularni
choroby na prvnim misté pfi¢in umrti na svéte.

Kardiovaskularni choroby jsou zdvislé na genetickych a environmentélnich
faktorech. Proto je velmi obtiZzné tyto onemocnéni diagnostikovat a 1é€it. Zakladem by
mela byt prevence. Genetické aspekty se nedaji ovlivnit na rozdil od aspektd
environmentalnich. Obezita, koufeni, nezdravy styl Zivota, nedostatek pohybu a stres a
také socidlnim postaveni jedincl. Kazdy se muze alesponn z ¢asti vé€novat Zivotnimu
stylu a pozitivné ho ovlivnit.

Uz kvuli témto zavéram je dulezité se vEénovat prevenci a samotné 1é¢bé, tak
abychom dokézali zménit negativni Cisla, ktera predstavuji opravdové zivoty lidi [3, s.

1], [4, s. 1]. Zakladni prehled kardiovaskularnich onemocnéni shrnuje tabulka 1.

13
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Tabulka 1: Zakladni prehled kardiovaskularnich onemocnéni

Onemocnéni Charakteristika, rizikové faktory a pri¢iny onemocnéni
Hypertenze Vysoky krevni tlak, nejcastéjsi kardiovaskularni onemocnéni.

Zvyseny krevni tlak v cévach. Rizikovy faktor pro srde¢ni selhani,

iktus, ischemickou chorobu srdeéni.

Ischemicka choroba srdeéni

Nejcastéjsi forma kardiovaskularniho onemocnéni. Aterosklerotické
onemocnéni arterii zasobujicich srdecni sval krvi. Hlavni pficina
infarktu a anginy pectoris.

Hlavni vysoky krevni tlak, vysoké hladiny cholesterolu v séru, koufeni,
diabetes, veék >50 let, nadmérny pfijem potravy, genetické dispozice

Jiné chudoba, nizké vzdélani, deprese, zanétliva onemocnéni

Infarkt myokardu

Poskozeni srde¢niho svalu v disledku nedostate¢ného ptivodu krve,

nejcastéji v disledku obstrukce koronarni artérie.

Meéstnava srdecni selhani

Stav, kdy srdce neni schopno piecerpat dostatek krve do tkéni.
V disledku toho dochazi k ¢astym dechovym nedostatecnostem,
nadmérné tinave. Rozviji se ndhle nebo v prubehu nekolika let.

Rizikové faktory — kardiomyopatie, ischemicka choroba srde¢ni

Kardiomyopatie

Onemocnéni srde¢niho svalu. Mohou mit geneticky podklad.

Dalsi typy — ischemicka kardiomyopatie — poskozeni srde¢niho svalu

v dusledku ischemie

- dilatovana kardiomyopatie — roz$ifeni srdce

- hypertroficka kardiomyopatie — zaZeni srde¢niho svalu

- idiopaticka kardiomyopatie — neznamé priciny

- 1diopaticka dilatovana kardiomyopatie — rozSifeni
srdce z neznamych pficin.

Srdecni arytmie

Poruchy srde¢niho rytmu a nepravidelnosti v srde¢ni ¢innosti

Rizikové faktory — ostatni srde¢ni onemocnéni

Revmaticka srdeéni

onemocnéni

Nasledek revmatické horecky zptisobené streptokokovymi bakteriemi

Vrozena srdec¢ni onemocnéni

Vrozené malformace srde¢nich struktur zpusobené genetickymi
faktory nebo vnéj$imi vlivy béhem téhotenstvi (vady sini a komor,
koarktace aorty)

Rizikové faktory — alkoholizmus v téhotenstvi, nadmérné uzivani
1éciv (thallidomidy, warfarin), matefské infekce, nedostatek folatu

Vv potrave tehotnych, pokrevni pribuzenstvi rodict

Onemocnéni srdecnich
chlopni (Chlopenni srdecni
vady)

Onemocnéni srde¢nich chlopni (stendzy-zizeni, regurgitace-
roz§ifeni, prolapsy- nedostate¢né uzavieni). Mohou byt vrozené.
Rizikové faktory — revmaticka horecka, infekéni onemocnéni
(endokarditidy), nemoci pojivovych tkani, stav po chemoterapii

nekterych nadort

14
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Aneurysma aorty Dilatace a ruptura aorty
Rizikové faktory — dlouhodobé pietrvavajici vysoky krevni tlak,
Marfantiv syndrom, veék >50 let, vrozena srde¢ni onemocnéni, syfilis,

jina infekéni a zanétliva onemocnéni

Iktus Pteruseni ptivodu krve do mozku
Ischemicky iktus — zablokovani pfivodu v dusledku ischemie

Hemorrhagicky iktus — ruptura cévni stény

Rizikové faktory — vysoky krevni tlak, fibrilace sini a poruchy
srdecniho rytmu, vysoké koncentrace sérového cholesterolu, koufenti,

diabetes, v€k >50 let, nadmérny piijem potravy

Periferni onemocnéni arterii Onemocnéni arterii zasobujicich koncetiny (ztuzeni cév)

Rizikové faktory stejné jako u ischemické choroby srdecni

Hluboké cévni trombozy a Krevni srazeniny v zilach dolnich koncetin, které mohou putovat

plicni embolie v krevnim fecisti az do srdce a plic a tam zpusobit embolii.
Rizikové faktory — chirurgické zakroky, obezita, nadorova

onemocnéni, predchazejici trombozy, uzivani kontraceptiv, dlouhé

omezeni pohybu pfi cestovani, vysoké hladiny homocysteinu v séru

Jina kardiovaskularni Néadory srdce, cévni nadory v mozku, nemoci srde¢niho stromu,

onemocnéni zanétliva onemocnéni (endokarditidy, perikarditidy)

Rizikové faktory podilejici se na vzniku kardiovaskularnich onemocnéni
muzeme rozdélit na ovlivnitelné a neovlivnitelné. Jejich souhrn je znazornén v tabulce2.

Tabulka 2: Rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni

Neovlivnitelné Ovlivnitelné
Veék (muzi >55 let, zeny > 65 let) - arterialni hypertenze
- Rodinnd anamnéza predcasné - dyslipidemie
aterosklerozy - hladiny celkového cholesterolu v séru
(u prvostupniovych piibuznych : - hladiny LDL cholesterolu v séru
muzi >45 let, Zeny > 65 let) - hladiny triacylglyceroll v séru
- pritomnost onemocnéni aterosklerotické - hladiny HDL cholesterolu v séru
etiologie - diabetes mellitus 2. typu
- genetické faktory - nadvaha, obezita
- muzské pohlavi - koureni
- nizka fyzicka aktivita
- metabolicky syndrom
- hladiny sérového hsCRP
- chronické onemocnéni ledvin
- homocysteinemie
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2 Rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni

2.1 Ateroskleroza

Ateroskleroza je onemocnéni endotelu cév, na kterém se podili asi 400 gend a
fada environmentalnich faktort, které vice nebo mén¢ zasahuji do procesu aterosklerozy
[5, s. 113]. Ateroskleréza je multifaktorialni onemocnéni cév, projevujicich se
rozSifenim cévy, protrzenim stény, zuZzenim cévy nebo snizenim prutoku krve [6, s.
162]. Vznikd hlavné pti onemocnéni cév velkého typu (naptiklad aorty, véncitych
artérii, karotid, artérii dolnich koncetin atd.)

Ateroskler6za je dlouhodoby proces. Postupnym poskozovanim endotelu ztraci
céva své fyziologické funkce (napf. obrana proti agregaci trombocytl, vazba
modifikovanych lipidi nebo adheze monocyti a jiné.) Vytvareji se kalcifikované
ateromové platy, které zazuji prasvit cévy, a hrozi riziko vzniku trombu. Trombus se
muze uvolnit do krevni cirkulace a mtize zptsobit ischemii 1 na vzdaleném misté. Proto
je aterosklerdza jednim z vdznych pfi¢in infarktu myokardu, plicni embolie nebo cévni
mozkové ptihody [7, s. 79].

Na vzniku aterosklerozy se podili fada faktord. Faktory mizeme rozdé€lit na
ovlivnitelné a neovlivnitelné.

Souhrn rizik je uveden v nasledujicim piehledu:

Neovlivnitelna rizika

[l veék- manifestace aterosklerdzy stoupa s vékem
[ pohlavi- ¢ast&ji muzi nez zeny (do menopauzy)
[ genetické faktory (familiarni)- Castéji jsou postiZeni ti, kteti maji v rodinné

anamnéze vyskyt predCasné aterosklerdzy nebo akutniho infarktu myokardu
Ovlivnitelna rizika

[ hyperlipoproteinémie- zvySena hladina krevnich tukl (ptedevsim cholesterolu) -
souvisi s dietnimi navyky
[ koufeni- vyrazné vyssi vyskyt ischemické choroby srde¢ni (ICHS) a imrtnost na

kardiovaskularni onemocnéni.
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hypertenze- vysoky krevni tlak
diabetes mellitus- urychluje vyvoj aterosklerozy
obezita

nedostatek fyzické aktivity- sedavy zplsob zivota

O o o o o

stres, psychosocialni faktory

2.1.1 Princip tvorby aterosklerotického plitu

Tvorba aterosklerotického platu je dlouhodoby vysoce komplexni patologicky
proces zahrnujici tvorbu stabilniho aterosklerotického platu, jeho naslednou
destabilizaci s rupturou platu a vznik trombu. Tvorba aterosklerotického platu je
zprostfedkovana expresi adhezivnich molekul v buiikkdch cévniho endotelu, které
umoziuji adhezi bun¢k na povrch cévni stény, aktivaci proliferace bunék cévniho
endotelu s naslednou expresi ristovych faktorti. Dochazi k akumulaci pénovych bunék,
které pohlcuji prebytecné lipoproteiny a mastné kyseliny a vytvareji stabilni
ateroskleroticky plat. Lipoproteinové cCéstice (zejména LDL (lipoproteiny s nizkou
hustotou) a VLDL (lipoproteiny svelmi nizkou hustotou), jsou vazany na
proteoglykany. Proteoglykany se podileji na oxidativni fosforylaci a glykaci LDL a tyto
modifikované lipoproteiny jsou uklddany ve stén€ cévniho endotelu. Hlavnimi
mechanizmy modifikace jsou glykace pfti diabetes mellitus, kdy dochazi k modifikaci
lipidi glukézou a vznikaji tzv. AGE (konecné produkty glykace a oxidace volnych
mastnych kyselin).

V dusledku pokracujiciho zanétlivého procesu dochazi k expresi a aktivaci
mediatori vyvolavajicich tromboézu (napt. faktor VII, CD40L receptor), coz vede
K nasledné ruptufe aterosklerotického platu a vzniku trombodzy. Trombdza je hlavni
pfi¢inou akutnich komplikaci aterosklerézy. Vytvofeni trombu vede k zastaveni toku

krve postizenou cévou a dochézi ke vzniku akutni koronarni ptihody [8, s. 175, 9, s. 2].
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3 Kardiovaskularni onemocnéni

3.1 Angina pectoris

Angina pectoris patfi do skupiny kardiovaskuldrnich chorob. Je zplisobena
zzenim koronarni arterie aterosklerotickym platem nebo krevni srazeninou.
Zpisobuje nedostatecnou kontraktilitu myokardu, coz méa za nasledek nedostatecny
pfisun kysliku do tkani v klidu a pfi fyzické namaze [6, s. 266]. Angina pectoris
predstavuje vysoké riziko vzniku akutni ischémie a zavazného ohrozeni Zivota.
Hlavnimi klinickymi pfiznaky anginy pectoris jsou tlak a sviravéa bolest na hrudi, ktera
se muze rozsifit do levé horni koncetiny, prsti a oblasti krku. Ve vétSiné méné
zavaznych ptipadd tyto pfiznaky velmi zdhy ustupuji. Jsou zndmy dvé klinicky

vyznamné formy — stabilni a nestabilni angina pectoris.

3.1.1 Stabilni angina pectoris

U stabilni anginy pectoris 1ze predpokladat ataku ischemie pii riaznych fyzicky

naro¢nych ¢innostech (rychla chiize, béh, chiize do schodd, stres...) pfiblizné jedenkrat

.....

S. 266 ].

3.1.2 Nestabilni angina pectoris

24

predpovidatelnymi piiznaky, které se Casto objevuji opakované vicekrat (az 3x )denng.
Jedinci s nestabilni anginou pectoris maji zvySenou intenzitu obtizi. Nestabilni angina
pectoris je vaznym rizikem infarktu myokardu.

Hlavni diagnostika anginy pectoris spociva v kardiologickém vySetieni (EKG a

echokardiografie, rentgenové vySetfeni véncitych tepen) [6, s. 266].
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3.2 Infarkt myokardu

vvvvvv

S nejcastéjSim rizikem umrti. Naptiklad studie ze Spojenych statii americkych vypovida
o vysokém poctu, az 1,5 milionu postizenych pacientd. Mezi evropskymi staty ma
nejvetsi umrtnost Némecko. Zde je incidence o dvé tfetiny nizsi oproti USA. Ostatni
evropské staty maji niz$i hodnotu zavisejici na poctu, obyvatel a Zivotnim stylu [10, s.
161; 3, s. 1].

Koronarni ischemie neboli snizeni krevniho zasobeni casti srde¢niho svalu
zavisi na velikosti a mist¢ uzaveéru koronarni tepny a miie poskozeni myokardu. Infarkt
je rozdélen do tii typl podle vySe zminénych faktort. Pokud poskozené misto zasahuje
ischemii celou §itku stény komory, jednd se o transmurdlni infarkt. Pokud je loZisko
uvniti stény myokardu, jednd se o intramuralni infarkt, a tfetim typem je ischemie
v subendokardiélni oblasti [7, s. 162].

Tabulka 3 shrnuje faktory ovliviiujici vznik infarktu myokardu [11, s. 7.].
Tabulka 3: Rizikové faktory infarktu myokardu

Rizikové faktory infarktu myokardu

Koufeni — poskozeni endotelu a Obezita
rozvoj ateroskler6zy
Dyslipoproteinémie — abnormalni Hypercholesterolémie —

mnozstvi lipidd v krvi v disledku
abnormalnich apolipoproteinti —

Rizikovy faktor ateroskler6zy

nadmérna koncentrace LDL
v krvi zptisobena geneticky
podminénymi mutacemi LDL

receptoru

Diabetes mellitus — nadmérna
koncentrace glukdzy v krvi zptsobuje
modifikace LDL cholesterolu —

rizikovy faktor aterosklerozy

Hypertenze — poskozeni
endotelu zapfic¢inéné
turbulentnim proudénim krve

cévou — rozvoj aterosklerozy

Infekce - infekci mohou zpusobit
nékteré viry nebo gramnegativni
bakterie. Indukuji pfeménu monocytt
na makrofagy. Neékteré bakterie
produkuji volné radikaly, podilejici se

na vzniku ateroskler6zy

Vek
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Tabulka 4: Procentualni zastoupeni rizikovych faktori u pacienti s infarktem

myokardu. (Kumar,2008)

Hypercholesterolémie — zvySena koncentrace cholesterolu v plazmé (riziko okolo 50%)
snizeny HDL cholesterol snizuje protektivni funkci aterosklerozy (45-75%)

Zvysena koncentrace triglyceridu (40-80%)

body mass index — obezita (25-60%)

krevni tlak — vysoky krevni tlak — rizikovy faktor ateroskler6zy (50-70%)

Zvysena koncentrace apolipoprotein (a) - rizikovy faktor aterosklerdzy | (90%)

Zvysena koncentrace homocysteinu — pos§kozeni endotelu cév (45%)

diabetes mellitus 1. Typu — glykace LDL — vznik ateroskler6zy (40-80%)

Zvysené koncentrace fibrinogenu — riziko trombofilie (20-50%)

Akutni ischemie je zptisobena ucpanim jedné ze dvou koronarnich tepen, které
zasobuji srdce kyslikem, na jehoz snizené mnozstvi tkan velmi rychle odumira [10, s.
162]. Prognoza nasledkd infarktu myokardu je rlizna, a zavisi na mnoha faktorech, asi
25% jedincii ndhle umird. Bez komplikaci v dal§im Zivoté po pteziti infarktu je asi 10 —

20% pacientti. 80 - 90% pacientli s pozd¢jSimi poinfarktovymi komplikacemi: arytmii
nebo poruchami kontraktility [7, s. 161].
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4 Genetické faktory kardiovaskularnich onemocnéni

Genetické faktory hraji vyznamnou ulohu v rozvoji kardiovaskularnich
onemocnéni. Rozvoj kardiovaskuldrni ptihody zavisi zejména na vzéjemném piisobeni
genetickych variant a vlivl prostfedi. Dédi¢nost rizikovych faktort a intraindividualnich
rozdilt jako rizikovych faktorii vzniku kardiovaskularnich piihod je odhadovana mezi
30— 50 %.

Na obrazku 3 je zobrazeno vzajemné pusobeni faktorti podilejicich se na
vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni.

Obrazek 3: Vzajemné pusobeni faktori podilejicich se na vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (upraveno dle Visvikis Siest et al, Curr Opin
Lipidol, 2006.)

N (3 SNP1
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Infarkt myokardu ‘;‘f' Hypertrofie levé komory

Cévni mozkova pfihoda

V soucasné dob¢ je znamo asi 20 000 — 25000 gend kodujicich proteiny
majicich vyznamny vztah ke vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Dalsi ¢ast prace se vénuje popisu vyznamnych proteinli a genetickych variant, které se

vyznamnym zptisobem podileji na vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni.
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4.1 Proteiny a genetické varianty rizikové pro vznik

aterosklerozy

4.1.1 Endotelova syntaza oxidu dusnatého (eNOS)

Oxid dusnaty je velmi dilezitou slozkou spravné funkce endotelu cév. Patii
mezi ateroprotektivni latky. Podili se na zpétné vazodilataci endotelu a uvolnéni priitoku
krve. Oxid dusnaty je uvolnovan do hlubSich vrstev hladké svaloviny, kde plisobi na
svalové bunky. Hladka svalovina se dilatuje a zvySuje krevni prutok. DalSimi funkcemi
oxidu dusnatého jsou antikoagulacni, profibrinolyticka funkce a inhibice agregace
krevnich desti¢ek a jejich adheze. Je syntetizovan v bunkach endotelu enzymem
syntazou oxidu dusnatého reakci L-argininu, kysliku O, a NADPH. Syntéza NO
probiha i v dalSich tkanich téla napf. mozku, ledvinach, srdci atd. PosSkozeni funkce
syntézy NO v endotelu cév patii mezi rizika vzniku aterosklerézy. S vyznamnym
rizikem aterosklerdzy je asociovan i s nedostatkem kofaktorti nebo samotnych substrati
pro syntézu oxidu dusnatého. Jednd se o: (zvySenou koncentraci asymetrického
dimethylargininu, zvy$enou oxidaci tetrahydrobipterinu a inaktivaci superoxidu.)

Endotelova syntaza NO je kédovana geny na chromozoému 7 a lokusu q35-36.
eNOS je sloZzena ze dvou dimerl. C-terminalni reduktdzy s funkci vazby NADPH,
flavinmononukleotidu a flavinadenindinukleotidu. N-terminalni oxidazy obsahujici
vazebna mista pro kofaktory, hemové Zelezo, tetrabiopterin a L-arginin, ktery je v této

¢asti oxidovan jako substrat.

4.1.1.1 eNOS (G894T)

Polymorfizmy v sekvenci genu pro eNOS se objevuji zejména v intronech,
v sekvencich transkripénich faktorti, exonech 6 a 7. Ze sekvence genu eNOS je
translatovdn  polypeptid o velikosti 1203 aminokyselin. Jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP), které jsou lokalizované v promotorové ¢asti a transkripénich
faktorech, ovliviiuji pfedevsim transkripci genu. Druhym typem jsou SNP v intronech a
tietim repetitivni sekvence v intronech. Polymorfizmy v exonech se nachézeji v 6. a 7.

exonu a ovliviyji hlavné enzymovou aktivitu. Nahrazenim guaninu za thymin vznikne
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polypeptid s aminokyselinou aspartitem namisto glutamatu. Tento polymorfizmus
zpusobuje zvySené riziko ischemické choroby srde¢ni a mozna je i souvislost se

vznikem hypertenze [12, s. 511, 13, s. 1].
4.1.1.2 eNOS (T-786C)
V' polymorfizmu v pozici -786 jde o substituci cytosinu za thymin. Alela
s polymorfizmem -786C zpusobuje snizeni funkce enzymu eNOS. Polymorfizmus

Vintronové a promotorové oblasti snizuje funkci a zvySuje riziko koronarniho

onemocnéni srdce, infarktu myokardu a anginy pectoris [14, s. 930].
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4.1.2 Lymfotoxin alfa (LTA)

Lymfotoxin alfa patii do skupiny cytokind, které jsou secernovany
aktivovanymi lymfocyty. Protein se sklada ze tfi shodnych fetézci - homotrimert. LTA
patii do skupiny TNF (tumor nekrotizujicich faktori), a jejich hlavnim ukolem je
aktivovat zadnétlivé a imunologické reakce. Rizikem vzniku infarktu myokardu je utrzeni
aterosklerotického platu na zakladé piitomnosti zanétlivych bunék mezi platem a
endotelem ptipadné hladkou svalovinou. Tyto bunky secernuji cytokiny, které poskozuji
buniky endotelu. Dusledkem je poskozeni stability a ruptiira aterosklerotického platu.
Uvolnény ateroskleroticky plat miize ucpat nékterou z koronarnich cév a zpusobit

infarkt myokardu nebo ucpani jinych cév napiiklad v mozku nebo plicich [15, s. 650].

4.1.2.1 Lymfotoxin alfa (C804A) a (A252G)

Gen pro LTA je lokalizovan na chromozému 6 a lokusu 6p21.3. Substituce
A252G byla prokazana u jedinct s infarktem myokardu. Substituce nukleotidl se
nachdzi v nekodujici intronové sekvenci. Polymorfizmy v sekvenci LTA ovliviiuji
fyziologickou rovnovahu funkce cytokind, a tim muze vzniknout autoimunita nebo
zanétliva reakce. Druhou moznosti vlivu polymorfizmi jsou zmény ve funkci LTA, coz
ma za nasledek vznik kardiovaskularnich chorob.

Polymorfizmus C804A je umistén piimo v kdédujici sekvenci LTA v exonové
¢asti genu, exonu 3. Dusledkem substituce baze adeninu za cytosin, je vyssi - az
dvojnasobnd exprese vaskularnich adhezivnich molekul VCAM 1 a selektinu E

v endotelu cév [10, s. 165; 15, s. 650].
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4.1.3 Angiotenzin konvertujici enzym (ACE)

Angiotenzin konvertujici enzym je hlavni soucasti systému renin-angiotenzin
aldosteron [16, s. 584]. ACE je syntetizovan a secernovan v endotelovych bunkach cév.
Mize byt vazan na povrchu endotelovych bun¢k nebo se volné cirkulovat v plazmé.
Hlavni funkci ACE je regulace krevniho pritoku a krevniho tlaku. ACE se podili na
pfeméné angiotenzinu I na angiotenzin II. Podmiiiuje vazokonstrikci, zizeni cévy a
zvyseni krevniho tlaku. Koncentrace ACE v plazm¢ je velmi zavisla na mnoha vnéjSich
faktorech. Hlavnimi faktory jsou vyssi vék, koufeni, vySka, vaha, krevni tlak a rasa [10,

s. 166,17, s. 576].

4.1.3.1 ACE (287 bp inzerce/delece (1/D))

Gen pro ACE a polymorfizmus I/D je lokalizovan chromozému 17 lokusu
17q23 a sklada se z 26 exonii a 25 intront. I/D polymorfizmus se projevuje jako delece
nebo inzerce 287 bp - Alu repetitivni sekvence v 16. intronu genu ACE. Ptitomnost
polymorfizmu zpisobuje zvySenou nebo snizenou expresi genu ACE a koncentraci
ACE v plazmé. Alela D, zejména fenotyp DD je spojen s dvojnasobnou koncentraci
plazmatického ACE, varianta II je naopak charakterizovana nizkou hladinou
plazmatického ACE. Dysfunkéni enzym ACE se v pfipad€ fenotypu DD mize projevit
hypertrofii levé komory srde¢ni a rizikem infarktu myokardu. Naopak fenotyp II ma

protektivni ¢inek v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni [17, s. 577; 16, s. 584].
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4.1.4 Antigen lidskych krevnich desti¢ek 1 (HPA 1, Gp Illa; integrin 3)

Integriny jsou skupina adhezivnich molekul na povrchu bun¢k. HPA 1 jsou
specifické integriny pro lidské krevni desticky. Tyto molekuly maji schopnost agregace
desticek a vazby faktort koagulace — predevsim fibrinogenu. Geny antigenii lidskych
krevnich desti¢ek se nachdzeji na chromozomu 17 v lokusu 17921.32. Integriny se
skladaji ze dvou podjednotek. U trombocyti se skladaji zalfa podjednotky -
glykoprotein (GP IIb) kédovan genem ITGA2B. Glykoprotein pro beta podjednotku
(GP IIla) je translatovan ze sekvence genu ITGB3. Spojenim téchto dvou podjednotek
vznika integrinovy komplex IIb/Ila [18, s. 1392].

4.1.4.1 HPA 1 (T196C; fenotypy a/b)

Polymorfizmus HPA 1la je charakteristicky pro normalni typ integrinu.
Fenotyp 1b je rizikovym faktorem infarktu myokardu a cévni mozkové piihody zejména
u kuraku. Jedinci s fenotypem HPA 1 ab a bb maji vyssi riziko nez jedinci s fenotypem
HPA 1aa[19,s. 1].
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4.1.5 p-fibrinogen

Fibrinogen patfi do skupiny koagulacnich faktort. Po aktivaci na fibrin se

pfimo ucastni zaceleni poskozeného mista cévy a vzniku koagula. Fibrinogen se
vyskytuje v krvi v neaktivni formé. Kaskadou koagulacnich faktord, pfimo trombinem,
je aktivovan na monomerni fibrin aktivni pfi vytvofeni koagula a aktivace agregace
krevnich desti¢ek, které agreguji na sit’ vytvorenou fibrinem.
Fibrin se z fibrinogenu aktivuje i v trombech a aterosklerotickych platech. Patii mezi
pfimé ptivodce vzniku hluboké zilni trombdzy, infarktu myokardu nebo cévni mozkové
ptihody. Zvysena koncentrace fibrinogenu je ovlivnéna environmentalnimi faktory, jako
je obezita, koufeni, vék, pohlavi, zvySeny cholesterol a jiné. U Zen se zafina zvySovat
véku, poté se vSak narlst u obou pohlavi s postupem Zivota shoduje [20, s. 886].

Fibrinogen je tvofen tfemi pary fetézcl. Pro vznik aterosklerézy ma nejvétsi
vyznam beta-fibrinogen. VSechny tii fetézce navzajem ovliviiuji svoji koncentraci [21,
S. 3286]. Kazdy fetézec fibrinogenu je kodovéan jinym genem. Tyto geny se nachazeni
na dlouhém raménku chromozomu 4 v lokusu 4g23. Pokud jeden z promotorti genu 3-
fibrinogenu obsahuje polymorfizmus, je fetézec nadmérné exprimovan, coZ ma za

nasledek vyssi koncentraci fibrinogenu v plazmé a zvysené riziko trombofilie [22, s.
440].

4.1.5.1 B-fibrinogen (G-455A)

Substituce adeninu za guanin v pozici 455 se projevi nadmérnou koncentraci
fibrinogenu v plazmé. Polymorfizmus G-455A je umistén v promotorové ¢asti. Gen pro
beta-fibrinogen je nadmérné exprimovan, coz zpusobi vyssi koncentrace fibrinogenu
v séru. Dvoj- az trojnasobné zvySeni koncentrace fibrinogenu v plazmé vede ke

zvySenému riziku vzniku infarktu myokardu a cévni mozkové ptihody [23, s. 755].
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4.1.6 Apolipoprotein B (apo B)

Apolipoprotein B se sklada ze dvou typii apolipoproteint apo B-100 a apo B-
48. Apo B-48 je syntetizovan v tenkém stievé, kde se vaze na lipidové Castice, které
prosly travenim v duodenu. Apo B-100 je syntetizovan v jatrech. Apo B-48 udrzuje tvar
lipidové castice (chylomikronu) a umoziuje transport chylomikronu ze stieva lymfou
do krve, kde jsou S§té€peny triacylglyceroly lipoproteinovou lipazou (LPL). Lipidové
Castice zbavené triacylglycerolti jsou vychytavany jatry. V jatrech se tvoii Castice
s velmi malou hustotou (VLDL), na néz se vaze apo B-100. Poté jsou tyto Castice
secernovany do krve. Vkrvi VLDL =zbavuji dalSich triacylglycerolt, predavaji
apolipoproteiny apoE a apoC na lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL) a vznikaji
lipoproteiny o sttedni hustoté (IDL). IDL se dale pfeménuji na ¢astice obsahujici estery
cholesterolu lipoproteiny o nizké hustoté¢ (LDL), na které je stale navazan apo B-100.
LDL jsou vychytavany prostfednictvim apo B-100 buiikami jater a dalSich tkani. Apo
B-100 je v jatrech odstranén a cholesterol se uklada nebo je vyloucen do ZIuci [8, s.

177].

4.1.6.1 Apolipoprotein B (R3500Q)

Gen apolipoproteinu B je lokalizovan chromozomu 2 v lokusu 2p24. Oba typy
apolipoproteinu B apo B-48 a apo B-100 jsou kodovany stejnym genem [24 s. 4597].

Hypercholesterolémie je autozomalné¢ dominantni porucha zplisobena mutaci
R3500Q. Pfitomnost varianty R3500Q vede ke Spatné vazbé apolipoproteinu B na
receptory a tim k nadmérné koncentraci LDL-cholesterolu v krvi, coz ma za nasledek
hypercholesterolemii [24 s. 4597; 25, s. 79]. Piebyte¢ny cholesterol je modifikovan a po
vazb¢ na poSkozeny endotel cév a je inkorporovan do p€novych bunék a podili se na

proliferaci cévni stény a vzniku aterosklerotického platu [8, s. 175].
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4.1.7 Apolipoprotein E (apo E)

Apolipoprotein E je syntetizovan v jatrech a poté je secernovan do krve.
Patii mezi apolipoproteiny fidici metabolizmus triacylglycerolt, které si télo vstiebava

z lipidovych ¢astic pomoci lipoproteinové lipazy [8, s. 177].

4.1.7.1 Apolipoprotein E (E2/E3/E4)

Gen pro apoE je lokalizovan na 19. chromozomu s tfemi moznymi variantami.
Polymorfizmy v genu pro apolipoprotein E jsou spojeny s rizikem vzniku ateroskler6zy.
Mutovany apoE neni schopen ptenasSet lipidové castice do jater, kde by mély tyto
Castice byt za fyziologickych podminek secernovany do krve endocytdézou. Pritomnost
polymorfizmu v genu pro ApoE vede k poruse metabolizmu chylomiker a VLDL jejichz
dlouhodobé pretrvavani v cirkulaci je rizikovym faktorem ateroskler6zy, hluboké zilni
trombdzy, ischemické choroby srde¢ni a cévni mozkové piihody. Dédicnost je
autozomaln¢€ dominantni [10, s. 163].

Polymorfizmy apolipoproteinu E2, E3, E4 se lisi v sekvenci aminokyselin ve
dvou mistech. Pozice A 112 a pozice B 158 se ve tfech typech polymorfizmu E2,E3,E4
1i§i umisténim cysteinu a argininu. Polymorfizmus E2 kéduje v obou pozicich 112 a
158 aminokyselinu cystein. U varianty E3 je v pozicich 112 kodovan cystein a v pozici
158 arginin. Polymorfizmus E4 koduje v obou pozicich 112 a 158 formé arginin [26, S.
45-53].

E3 je nejfrekventovanéjsi alela v populaci a je asociovana s normalnim apoE
genotypem. E3 alela se vyskytuje u 83% populace [27, s. 1].

Apo E2 polymorfizmus je charakteristicky pro vznik familidrni
dysbetalipoproteinemie. V populaci se objevuje v 8% [27, s. 1]. Toto onemocnéni je
vazano pouze jako autozomaln¢ recesivni a v populaci se projevuje s nizkou penetranci.
Proto neni dysbetalipoproteinemie tolik frekventovand, 1 kdyz se v populaci objevuji
zdravi recesivni homozygoti.

Polymorfizmus apo E4 je v populaci ve frekvenci 10% [27, s. 1]. E4 je
zodpovédny za zvySené koncentrace LDL v krevnim obéhu a je rizikovym faktorem

aterosklerdzy korondrnich arterii a karotid [28, s. 1410].
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4.2 Proteiny a genetické varianty spojené s rizikem vzniku

trombodzy

4.2.1 Faktor V

Faktor V je glykoprotein koagula¢ni kaskady a v plazmé se vyskytuje
Vv neaktivni formé. Pii poskozeni cévy dochazi k aktivaci FV, ktery spousti koagula¢ni
kaskadu v souc¢innosti s FVIII. Faktor V je kofaktorem aktivace trombinu faktorem X a
polymeraci fibrinu. Funkce aktivniho faktoru V je inaktivovana proteinem C. Geneticky
podminéna nedostate¢na funkce nebo rezistence faktoru V k proteinu C zplsobuje
trombofilii a zilni tromboembolii. Gen F5 pro koagula¢ni faktor V je umistén na

chromozomu 1, v lokusu 1923.

4.2.1.1 Faktor V Leiden (G1691A)

Nazev leidenska mutace vznikl pro genetickou vadu, ktera se projevuje
zvySenou koncentraci aktivovaného faktoru V, jenZ neni v dostate¢né koncentraci
inaktivovan. Tato porucha je rizikovym faktorem trombofilie, zilni tromboembolie a
cévni mozkové piihody zejména u téhotnych Zen. Mira zavaznosti trombofilnich stavi
je také podminéna pritomnosti mutace v heterozygotnim nebo homozygotnim stavu [29
s. 257]. U heterozygotl je riziko vzniku tromboembolické piihody 3krat az 6krat vyssi a
u homozygoti az 80krat vy$si neZ u jedincli s normalnimi alelami. MozZné jsou i dvé
mutace tzv. pseudohomozygotizmus. Tento fenotyp ma jednu alelu s mutaci Leiden a
druhou alelu s jinou mutaci, ktera zptuisobuje nedostatek faktoru V [30 s. 64]. Jedinci
S heterozygotnim fenotypem maji v plazmé& 50% normalniho, tedy plné funkéniho
faktoru V, a 50% faktoru V s leidenskou mutaci. Podstata leidenské mutace je
v neschopnosti proteinu C inaktivovat faktor Va. Jde o genetickou mutaci (substituce
adeninu za guanin Vv pozici 1691, G506R) pienasenou autozomalné dominantné.
Pritomnost G506R je spolu s jinymi mutacemi (gen pro protrombin — G20210A) u
t€hotnych, obéznich pacientl pii podavani HAK vyznamnym rizikovym faktorem Zilni

trombozy [29, s. 257, 31, s. 94].
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4.2.1.2 Faktor V R2 haplotyp (H1299R)

R2 haplotyp faktoru V ma nékolik moznych mist pro polymorfizmy. Hlavnim
polymorfizmem, ktery se vySetfuje ve spojeni s leidenskou mutaci na faktoru V, je
H1299R. Tento polymorfizmus podminuje riziko vzniku zilni trombodzy vzniklou
mirnou rezistenci vici proteinu C. Rozdil mezi normalnim faktorem V a haplotypem R2
je pouze v koncentraci a hemokoagulac¢nich vlastnostech R2 haplotypu. R2 haplotyp

méni pomér izoforem faktoru V a tim zvysSuje tvorbu trombinu [32, s. 75].
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4.2.2 Protrombin PTH

Protrombin je prekurzorem trombinu a patii mezi hlavni souc¢asti koagula¢niho
systétmu. Podili se na pfeméné fibrinogenu na vléknity fibrin. Fibrin vytvofi sit’, na
které agreguji krevni desticky a vypliuji poSkozené misto. To je rizikem tvorby trombt
a rozvoje hluboké zilni trombdzy hlavné v dolnich a hornich koncetinach. Tromby vsak
muzou byt v krvi transportovany az do plic, srdce a mozku, a zplisobit ucpani cévy. Po
prvni atace hluboké zilni trombodzy se nasazuje terapie heparinem a warfarinem [33, s.

1347].

4.2.2.1 Protrombin (G20210A)

V genu F2 na chromozému 11 a lokusu pl1-q12, ktery koduje protrombin je
rizikovym faktorem kardiovaskuldrnich chorob varianta G20219A. Polymorfizmus
G20210A vede k zvySeni syntézy protrombinu a tvorb¢ trombinu. Pfitomnost mutace v
genu pro protrombin vede ke zvySené koncentraci trombinu v séru, coz ma za nasledek
rozvoj hluboké zilni trombdzy. ZvySeni rizika u heterozygotl je dvou az Ctyfnasobné.
Homozygotni fenotyp je mnohem vzacnéjsi a je spojovan s vyS§im — az
dvanactindsobnym rizikem vzniku trombozy. Pfitomnost polymorfizmu G20210A
zpusobuje opozdéni fetdlniho vyvoje. Ve vyjimeénych piipadech, zejména je-li
polymorfizmus G20210A ptitomen v kombinaci s faktorem V Leiden nebo u jedinct s
hyperhomocysteinémii ~ dochazi ke vzniku trombozy (az 20 ndsobné riziko u
heterozygotil). Kombinace variant faktoru XIII a protrombinu pfedstavuji 12x vétsi

riziko vzniku akutniho infarktu myokardu [34, s. 215].
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4.2.3 5,10 — Methylentetrahydrofolat reduktaza MTHFR

MTHEFR je enzym, podilejici se na ochrané cévniho endotelu pred nepiiznivym
vlivem homocysteinu. Homocystein je aminokyselina, ktera je pro té€lo a hlavné endotel
cév toxicka. Homocystein je nutny pii nitrobunééném metabolizmu aminokyselin a
bilkovin. Hyperhomocysteinémie indukuje aterotrombozu fadou mechanizmi, mezi
které patii funk¢ni a morfologické poskozeni endotelidlnich bun€k, zvySena adhezivita a
agregabilita desticek, poruchy koagulacni kaskady a fibrinolyzy, modifikace
lipoproteinu Lp(a) s poruchou fibrinolyzy, vznik modifikovanych LDL. Enzym
MTHEFR je hlavnim proteinem podilejicim se na metabolizmu homocysteinu a jeho
preméné¢ na methionin. MTHFR preménuje 5,10-methyltetrahydrofolat na 5-
methyltetrahydrofolat. Nadbytek homocysteinu mize byt zplisoben genetickou mutaci
genu nebo nedostatkem vitamini B12, B6 nebo kysliny listové. VSechny tfi vitaminy
funguji pfi metabolizmu jako kofaktory [35, s. 878]. Hyperhomocysteinémie — sérovy
homocystein zplsobuje (zilni trombodzu, cévni mozkovou piithodu) — predstavuje az 3x

vetsi riziko vzniku akutniho poskozeni cév [36, s. 1268].

4.2.3.1 MTHFR (C677T)

Polymorfizmus MTHFR je umistén na chromozému 1 v lokusu 1p36.3. Gen
MTHFR se sklada z jedenacti exonl. Mutace genu vede ke vzniku termolabilni formy
enzymu, coZz ma za nasledek snizenou funkci pii vyssi teploté. Pfitomnost termolabilni
formy enzymu zptisobuje nedostatecny metabolizmus homocysteinu. Termolabilita je
zpusobena substituci jednoho paru bazi v pozici 677 exonu 4. (substituce 1 bp v pozici
677 — substituce C667T) [35, s. 878]. Z n€kterych analyz vyplyva, Ze by dostate¢na

koncentrace kyseliny listové mohla neutralizovat G¢inky mutace C677T [37, s. 619].

4.2.3.2 MTHFR (A1298C)
Polymorfizmus (A1298C) je spojen s termolabilni formou MTHFR a

nedostatenym metabolizmem homocysteinu. Substituce adeninu za cytosin v pozici

1298 ma za nasledek mutaci alaninu za glutamin v pozici 429. V kombinaci s vyse
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uvedenym polymorfizmem C677T piedstavuji 3 — 4 krat vys$i riziko vzniku Zilni

trombozy [35, s. 878; 37, 5. 619].

4.2.4 Faktor X1 (FXI1T)

Faktor XIII se sklada ze ctyf podjednotek, jejichz geny jsou umistény na
chromozomech 1 a 6. FXIII je heterodimer, ve kterém se spojuji dvé A podjednotky a
dvé B podjednotky. A podjednotky maji katalytickou funkci a B podjednotky jsou
podplrnymi slozkami faktoru. Faktor XIII je poslednim ¢lenem skupiny koagulacnich
faktori a je aktivovan proteolyticky pomoci trombinu za ptitomnosti kofaktoru vapniku.
Je zodpovédny za pevnéjsi spojovani fibrinovych vladken - vytvafeni pfi€nych vldken
(crosslinkil) a nerozpustnych koagul. Patii do skupiny transglutamindz a mezi vlakny
fibrinu tvoii tzv. gamaglutamyl-g-lysin crosslinky, a tim stabilizuje koagulum [38, s.

112].

4.2.4.1 Faktor X111 (V34L)

Polymorfizmus se nachazi v sekvenci podjednotky Al, v proteolytické casti
faktoru. Exony genu F13A1 jsou rozmistény na chromozému 6 v lokusu 6p25-p24 a
koduji A1 podjednotku, V jejiz sekvenci se nachdzi substituce V34L. Mutace je
zpusobena substituci thyminu za guanin v exonu 2 genu F13Al. Varianta V34L ma
protektivni ucinek. Vzhledem k tomu, ze v oblasti se také nachazi vazebné misto pro
trombin, ma pfitomnost alely 34L vliv na zvySeni aktivity faktoru XIII, a tim vyznamné
protektivni ucinek vedouci k vyznamnému zvySeni procenta preziti u pacientli po

infarktu myokardu [38, s. 112; 39, s. 112].
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4.2.5 Inhibitor aktivatoru plazminogenu - 1

(PAI - 1, Serpin E1)

PAI-1 patii do skupiny inhibitorti serinovych protedz. Zdrojem produkce PAI-
1 jsou buiky jaterni tkané, endotelu cév a adipocyty. Sekrece PAI-1 je ovliviiovana
koncentraci endotoxinu, interleukinu 1 (IL-1) a rtstového faktoru fibroblasti. Pii
poskozeni cévy se aktivuji koagulacni faktory, které aktivuji fibrinogen na fibrin a
naslednou agregaci krevnich desticek. V této kaskddé¢ ma svoji funkci faktor
plazminogen, jenz je aktivovan na plazmin aktivatory plazminogenu. Plazmin se podili
na degradaci fibrinu a jeho uvolnéni z poSkozené cévy. PAI-1 inhibuje aktivatory
funkce plazminu (urokinidzu a tkanovy aktivator plazminogenu). PAI-1 reguluje
mnozstvi aktivovaného plazminu a fibrinu a snizuje vznik trombu. PAI-1 hraje
vyznamnou protektivni roli pfed vznikem hluboké zilni trombozy a infarktu myokardu

[40, s. 1453].

4251 PAI-1(4G/5G)

Gen inhibitoru aktivatoru plazminogenu je umistén na dlouhém raménku
chromozomu 7 v lokusu 7921.3-q22. Polymorfizmus se projevuje jako delece jedné
guaninoveé baze 4G, nebo inzerce guaninové baze 5G. Zména v sekvenci se nachazi 675
bp od pocatku translace. Tento polymorfizmus je kédovan v sekvenci promotoru genu
PAI-1. Alela 4G je spojovana s vyssi transkripci genu PAI-1. V polymorfizmu 5G je
tato alela védzdna srepresorem. Pokud tato vazba neni pfitomna, je gen PAI-1
transkribovan ve vétsi mife. Alela 4G je spojovana s rizikem vzniku infarktu myokardu
a hluboké Zilni trombozy. Jedinci s genotypem 4G/4G a 4G/5G maji riziko trombozy o
25% vyssi nez jedinci s genotypem 5G/5G [40, s. 1453; 41, s. 401; 42, s. 2609].
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4.2.6 Endotelialni receptor proteinu C (EPCR)

Protein C je serinova proteaza, ktera je zavisla na vitaminu K jako kofaktoru.
Funkeci proteinu C je regulace koagula¢niho systému a to pfimo inhibici faktorti Va a
VIlla. Dochazi k inhibici koagula¢ni kaskady, protoze faktory V a VIII jsou kofaktory
koagulace. Kofaktor trombomodulin a EPCR se strombinem podileji na aktivaci
proteinu C a zastaveni koagulace. Pokud je exprese EPCR suprimovéna, dochazi ke
snizené funkci proteinu C s naslednym vznikem trombozy.

V cévach jsou piitomny 2 typy EPCR receptoru. Prvnim znich je
membranovy eEPCR, tedy vazany na membranu. Tento typ podporuje aktivaci proteinu
C a inhibici koagulace a jeho zvySena exprese EPCR ptisobi protektivné. Druhy typ
sEPCR se volné vaze v plazmé¢. Tento typ ma funkci opac¢nou nezZ typ eEPCR. sEPCR
inhibuje funkci proteinu C a blokuje vazbu proteinu C na faktory Va a VIlla. Nejvice je
zastoupen na endotelidlnich bunkach cév v srdci a plicich. Receptor EPCR je kodovany
genem, ktery se nachazi na 20 chromozomu v lokusu 20g11.2. Gen obsahuje 4 exony,
druhy a tfeti exon genu koduji extracelularni Céast receptoru a exon 4 koduje

transmembranovou ¢ast a cytoplazmaticky konec [43, s. 1-267].

4.2.6.1 EPCR (A4600G; haplotyp A3)

Polymorfizmus se projevuje v transmembranové doméné substituci guaninu za
adenin v pozici 4600 (A4600G, G2198S, haplotyp A3). Pfitomnost varianty G219S vede
ke zvySeni koncentrace plazmatického EPCR u homozygotl i heterozygotii. Zvysena
koncentrace sEPCR snizuje aktivaci proteinu C a brani inhibici koagulace, a tim
dochézi ke vzniku trombézy a Zilniho tromboembolizmu a cévni mozkové piihody,
ktera se velmi Casto objevuje jiz v raném détském véku. Pritomnost haplotypu A3

ptredstavuje vysoké riziko potratii [44, s. 1; 43, s. 1-267].
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4.2.6.2 EPCR (G4678C; haplotyp Al)

Polymorfizmus se projevuje v membranové doméné substituci cytosinu za
guanin v pozici 4678 (haplotyp Al), coz mad za nasledek zvySeni koncentrace
membranového EPCR a zvysSenou funkci aktivovaného proteinu C. Haplotyp A1 ma
protektivni ucinek u pacientl s trombofilii, akutnim infarktem myokardu, a cévni
mozkovou ptihodou. Protektivni ucinek haplotypu Al byl popsan i u pienaseci FV

Leiden [44, s. 1; 43, s. 1-267].
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5 CILE PRACE

2 Stanovit genetické varianty polymorfizmi a mutaci predikujicich riziko
kardiovaskularnich prihod u vybranych rizikovych skupin pacienti.
Pacienti S poruchami lipidového metabolizmu, pacienti
s kardiovaskularnimi onemocnénimi — (nestabilni a stabilni angina pectoris,

akutni infarkt myokardu)

3 Posoudit frekvence alel ve vybranych rizikovych skupinach

4  Posoudit ¢etnost vyskytu genetickych variant v rizikovych skupinach

5 Porovnat ziskané vysledky s hodnotami z literarnich zdroji
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PRAKTICKA CAST

6 SOUBOR PACIENTU

Do studie bylo zafazeno celkem 63 pacientii. Pacienti byli rozdé€leni do dvou
skupin dle rizikovych faktorti zahrnujicich poruchy lipidového metabolizmu a
kardiovaskularni onemocnéni. Prvni skupina byla tvofena 27 pacienty s poruchami
lipidového metabolizmu. Do skupiny byli zafazeni pacienti pfed zahajenim terapie
s laboratorn¢ diagnostikovanou hypercholesterolémii (hladiny sérového cholesterolu
vétsi nez 6 mmol/l, hladiny LDL vétsi nez 3 mmol/l hladiny triacylglycerolt vétsi nez 2
mmol/l v zavislosti na véku a pohlavi. Zakladni charakteristika pacientt s poruchami

lipidového metabolizmu je shrnuta v tabulce 5.

Tabulka 5: Zakladni charakteristika pacienti s poruchami lipidového

metabolizmu
Pocet (pacienti) Primér (roky) Vékové rozmezi
(roky)
Muzi 13 55 28 — 82
Zeny 14 70 31-89
Celkem 27 60 28 — 89

Ve skupiné pacientil s poruchami lipidového metabolizmu byly vySetfeny nasledujici

mutace a polymorfizmy: Viz tabulka 6
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Tabulka 6: Polymorfizmy vySetfované u pacienti s poruchami lipidového
metabolizmu
Polymorfizmus Substituce
eNOS T-786C
eNOS G894T
LTA C804A
ACE I/D
HPA-1 a/lb
B-fibrinogen G455A
Apo B R3500Q
Apo E E2/E3/E4
Druhou skupinu tvofilo 36 pacientd s klinicky diagnostikovanym

kardiovaskularnim onemocnénim (nestabilni angina pectoris, stabilni angina pectoris,
akutni infarkt myokardu.)

Pacienti srizikovymi polymorfizmy pro kardiovaskularni choroby byli
vySetfovani v kardiologickych oddélenich. Mezi kardiologicka vySetieni diagnostikujici

kardiovaskularni choroby patii EKG, echokardiograf, zaté¢zové EKG, angiografie.

Zakladni charakteristika pacientt je shrnuta v tabulce 7.

Tabulka 7: Zakladni charakteristika pacienti s klinicky diagnostikovanym

kardiovaskularnim onemocnénim

Pocet pacienta Vékovy primér Veékove rozmezi
(roky) (roky)
Muzi 21 60 41 - 83
Zeny 15 71 55-89
Celkem 36 64 41 -89

Ve skupiné pacientli s poruchami lipidového metabolizmu byly vySetfeny nasledujici

mutace a polymorfizmy: Viz tabulka 8.
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Tabulka 8: Genetické polymorfizmy vySetfované u pacientt s kardiovaskularnimi

chorobami.
Polymorfizmus Substituce
Faktor V Leiden G1691A
Faktor V R2 haplotyp H1299R
Protrombin G20210A
MTHFR Ce7/T
MTHFR A1298C
Faktor X111 V34L
PAI-1 4G/5G
EPCR A4600G
EPCR G4678C
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7 METODY

7.1 PRINCIP METODY

Sledované mutace a polymorfizmy byly stanoveny metodou polymerazové
fetézové reakce s reverzni hybridizaci a enzymatickou detekci (streptavidin a alkalicka

fosfatdza) na hybridizacnich stripech firmy Vienna Lab Strip essay.

7.2 POSTUP METODY

Pracovni postup se sklada z péti zakladnich krokt (izolace DNA, amplifikace
pomoci PCR s biotinylovanymi primery, hybridizace produktu na stripy s alelové
specifickymi oligonukleotidovymi préobami na specifickych pozicich reagenc¢nich stript,
detekce a vyhodnoceni pomoci softwaru Strip Assay Evaluator. K vySetieni genetickych
variant skupiny pacientl s poruchami lipidového metabolizmu byly pouzity reagencni
stripy uréené pro detekci aterogennich variant (CVD A — viz tabulka 6). K vySetfeni
souboru pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim byly pouzity reagencni stripy pro
detekci trombogennich variant (CVD T — viz. tabulka 8). Na obrazcich 4 A,B je

znazornéno umisténi vysettovanych polymorfizmil na reagencnich stripech.
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Obrazek 4 A: Reagencni stripy CVD A pro detekci sledovanych variant u pacientt

s poruchami lipidového metabolizmu
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Obrazek 4B: Reagen¢ni stripy CVD T pro detekci sledovanych genotypi

V souboru pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim.
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|
L
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Na obrazcich 5A a 5B je znazornén piiklad vyhodnoceni vysledku pomoci

softwaru Strip Assay evaluator a piiklad vysledkového listu.

Obrazek SA: Priklad vyhodnoceni vysledku analyzy na reagen¢nim stripu CVD-A

pomoci softwaru Strip Assay Evaluator verze 2.0

~ Strip: Stip 1 -

- -== Red Marker Line [top)

-l ———> - Control
Nl . ;_,_ = - eNDS 786 T>C  mutant
R — TR - eND§ 786 T>C  wild type
s ][ [ — 11 GBYT  mutant
4l — - eNOS GBHMT  widtype
ol - - LTA C8044  mutant
6 - o ————> - LTA C04A  widtype
Chies et —— — - ACE 1/D Del
(r| - -- ACE 1/D Ins
g - == HPa1 alb 1b
10 - e -= HPA1 alb 1a
] = | | —) == BFibrinogen 455 G>A  mutant
12 - [l ———— -~ BFibrinogen -455G>A  wild type
13 == - 3 == Apo B R35000  mutant
14 -- vt i = T - ApoB R35000  wild type
15 == = (|~ > - ApoE (1)
. = ApoE 2
17 - 1 == ApoE (3)
18 - - — - ApoE (4)

- - --- (Green Marker Line (bottom)
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Obrizek 5B: Piiklad vysledkového listu

'assay Type | CVD StripAssay T
Catalog No. 4-360, Revision 12/2007
Assay for the identification of i iated with cardi I

Lot Number |-

Assay ID 2010-12-02 10:57

Assay Date | Thursday, December 02, 2010 - 10:57:10 AM

Operator -

Sample ID | Strip 3
Result |MTHFR: A1298C h yg FXIII: V34L heterozygous; PAI-1: 4G/5G; EPCR: A2/A2 (H2/H2)

Details FV (Factor V):

Leiden normal, R2 normal

!PTH (Prothrombin):
G20210A normal

MTHFR (5,10-Methyl Y Red )
C877T normal, A1288C homozygous

FXII (Factor Xill):

V34L heterozygous

PAI-1 (Pi inogen Activat: ibitor 1):
4G/5G

EPCR (Protein C Receptor (endothelial)):
A2/A2 (H2/H2)

Strip

|
I

] - Factor V G1691A (Leicen) mutant
== — FactorV G1651A (Leiden) wild type

L
i - FactrV HI209R(R2)  mutant
¢ - FactorV H1299R (R2) wild type
H — Prothrombin G20210A mutant

- ~ Prothrombin  G20210A wild type
{ ~— MTHFR cs77rT mutant
. s = MTHFR csmT wid type
L [——— A1298C mutant
( - MTHFR A1298C wild type
t — Factor)all  V34L mutant
sy | — Factor il V34L wid type
{ — PAI 465G G
e — PAK 4656 4G
- EPCR A4800G G
™ o - EPCR A4800G A
— EPCR G4678C c
o | e ‘ Sz = BPCR G4678C G
- ~ Green Marker Line (bottom)
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7.3 PRISTROJE

Pfesna nastavitelna mikropipeta 10 pl - 1000 pl

Termocykler GeneQ thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology)
Biohazardni box EBSCO Airstream Class 11

Orbitalni tiepacka P60L Biosan

Vyhtivany termoblok (Multiblock Lab Line)

Inkubator (56°C a 98°C)

Centrifuga ALC 4214 (ALC International sr. 0)

Centrifuga Varifuge 3.0 (Heareus)

Vakuovy odsavaci aparat

7.4 SPOTREBNI MATERIAL

Hybridiza¢ni vanicka
Spicky, stopky

PCR zkumavky
Zkumavky

7.5 CHEMIKALIE

Taq Diluéni pufr (prihledné vicko)- diluéni pufr na pfipravu spravné koncentrace Taq

DNA polymerazy - obsahuje 0,05% NaN3

Tabulka 9: DNA Taq polymeraza

Nazev Baleni
CVD A aCVD T Strip Assay |20 testi
SuperTaq DNA polymeraza 500 j (1000 jednotek)
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Reagencie v kitu:

Taq Dilu¢ni pufr (prihledné vicko)- dilu¢ni pufr na ptipravu spravné koncentrace Taq
DNA polymerazy - obsahuje 0,05% NaN3

1. Lysis solution 50 ml — lyza¢ni roztok

2.Gen”Tract Resin — pied kazdym pouzitim je nutné jej resuspendovat

3. Amplifika¢ni mix (zluté vi¢ko) — pfipraven k pouziti 0,05% azid sodny (NaN3)

4. Hybridiza¢ni vanicky

5. Testovaci prouzky (stripy)

6. Hybridiza¢ni pufr — pfipraven k pouziti

7. Promyvaci roztok (Wash Solution A) — bil¢ vicko

8. Roztok konjugatu obsahuje 0,05% NaN3a komplex streptavidin-alkalicka fosfataza
9. Promyvaci roztok (Wash Solution B) obsahuje 0,05% NaNj3

10. barvici roztok (Color developper) obsahuje tetrazoliovou modi (NBT — Nitro Blue
Tetrazolium) a 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP)

DNAT (modré vicko) — obsahuje 1,6% NaOH (R36/38)
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8 VYSLEDKY

Provedli jsme vyhodnoceni cCetnosti zastoupeni jednotlivych genetickych

variant a vyhodnotili jsme frekvenci vyskytu mutaci v obou sledovanych skupinach.

Cetnosti studovanych genetickych variant u pacientil s poruchami lipidového

metabolizmu a jsou shrnuty v tabulkach 10 a 11.

Tabulka 10: Cetnosti genetickych variant u pacienti s poruchami lipidového

metabolizmu
Varianty N M/N M/M
eNOS (T-786C) | 8 13 6
eNOS (G894T) | 12 11 4
LTA (C804A) |13 13 1
ACE (ins./del.) |2 17 8
HPA-1 (T196C) | 18 9 0
B-fibr. (G455A) | 17 8 2
ApoB(R3500Q) | 27 0 0

Tabulka 11: Cetnost variant Apo E wu pacienti S poruchami lipidového

metabolizmu
Varianty Cetnost variant
E3/E3 9
E3/E4 4
E2/E3 6
E2/E4 7
E2/E2 1
E4/E4 0

Ve skupiné pacientli s poruchami lipidového spektra se nejcastéji vyskytovala
varianta ACE (ins/del) — 25 pacienti z nich 8 s homozygotnim genotypem. Nasledovaly
varianty eNOS (T-786C) - 19 pacientt, z nichz je 6 homozygotid. eNOS (G894T) - 15
pacientd (4 homozygoti), LTA C804A - 14 pacienti (1 homozygot), B-fibrinogen
(G455A) — 10 pacientd (2 homozygoti), HPA-1 (T196C)- 9 pacientd (pouze
heterozygoti). Varianta ApoB R3500Q nebyla ve sledovaném souboru nalezena.

NejcCastéji zastoupenym polymorfizmem ApoE byla varianta E3/E3 — 9 pacienti,
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nasledovaly varianty E2/E4 - 7 pacientt, E2/E3 — 6 pacientu, E3/E4 - 4 pacienti, E2/E2

1 pacient. Varianta E4/E4 nebyla nalezena u zadného z pacientd.

Frekvence vyskytu mutaci ve skupiné pacientd s poruchami lipidového spektra

je znazornéna v tabulce 12.

Tabulka 12: Frekvence vyskytu mutaci v Souboru pacientii s poruchami lipidového

metabolizmu

Polymorfizmus Frekvence

Vv procentech
eNOS (T-786C) 46%
eNOS (G894T) 34%
LTA (C804A) 28%
ACE (ins./del.) 61%
HPA-1 (T196C) 16%
B-fibr. (G455A) 22%
Apo-B (R3500Q) 0%
Apo-E (E4) 20%

Nejfrekventovanéj§i mutaci v souboru pacientli s poruchami lipidového
metabolizmu byla delece v genu pro ACE (61%), nasledovaly varianty eNOS (T-786C)
- 46%, eNOS (G894T)- 34%, LTA (C804A) - 28%, B-fibrinogen (G455A) - 22%, Apo
E (E4)- 20%. Varianta Apo B R3500Q nebyla nalezena.

Cetnost vySetfovanych polymorfizmi a mutaci ve skupiné pacientl

s kardiovaskularnim onemocnénim je shrnuta v tabulce 13.
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Tabulka 13: Cetnost variant u pacientu s kardiovaskularnimi onemocnénimi

Varianty N M/N M/M
Leiden(G1691A) | 35 1 0
FV R2 (H1299R) | 27 9 0
PTH (G20210A) | 25 11 0
MTHFR (C677T) | 13 18 5
MTHFR(A1298C) 17 17 2
FXII (V34L) 5 30 1
PAI-1 (4G/5G) |0 25 11
EPCR (A4600G) | 24 11 1
EPCR (G4678C) | 13 18 5

Nejcetnéji  zastoupenou  variantou u  pacientil s kardiovaskularnim
onemocnénim je polymorfizmus PAI-1 (4G/5G), ktery byl nalezen u 36 pacienty,
z nichz bylo 11 homozygoti. Nasledovaly varianty FXIII (V34L) - 31 pacienta (1
homozygot), EPCR (G4678C) a MTHFR (C677T)- 23 pacientd (5 homozygoti),
MTHFR (A1298C) - 19 pacienti (2 homozygoti), EPCR (A4600G) — 12 pacientu (1
homozygot), (G20210A)- 11 pacientl (pouze heterozygoti), FV R2 (H1299R)- 9
pacientl (pouze hetrozygoti). Nejméné ¢etnym polymorfizmem je FV Leden (G1691A)

— 1 heterozygotni pacient.

Frekvence vyskytu mutaci vsouboru pacienti s kardiovaskularnim
onemocnénim shrnuje tabulka 14.

Tabulka 14: Frekvence vyskytu mutaci v souboru pacientii s kardiovaskularnim

onemocnénim.

Polymorfizmus Frekvence

v procentech
FV Leiden (G1691A) 1%
FV R2 haplotyp (H1299R) 13%
PTH (G20210A) 15%
MTHFR (G677T) 39%
MTHFR (A1298C) 29%
FXII (V34L) 44%
PAI-1 (4G/5G) 65%
EPCR (A4600G) 18%
EPCR (G4678C) 39%
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Nejfrekventovanéj§i mutaci v souboru pacienti s kardiovaskularnimi
onemocnénimi byla varianta PAI-1 4G - 65%, nasledovaly varianty FXIII (V34L) -
44%, MTHFR (G677T) a EPCR (G4678C) — 39%, MTHFR (A1298C) - 29%, EPCR
(A4600G) — 18%, PTH (G20210A) - 15%, FV R2 haplotyp (H1299R) - 13% a FV
Leiden (G1691A) — 1%.
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9 DISKUZE

Metody vyuZzivajici polymerazovou fetézovou reakci s reverzni hybridizaci na
reagencnich stripech s ndslednou enzymatickou detekei jsou vysoce komplexni metody,
které umoznuji vice genetickych variant na jednom stripu, a tim predikci rizika
kardiovaskularnich piihod v rizikovych skupinach pacientti. V nasi praci jsme sledovali
dv¢ rizikové skupiny pacientd. Prvni skupina byla tvofena pacienty s poruchami
lipidového metabolizmu Druhou skupinu tvofili pacienti s kardiovaskularnim
onemocnénim.  Cilem prace bylo zjistit Cetnost variant a frekvenci mutaci ve
sledovanych skupinach pacientli s potencidlnim rizikem vzniku kardiovaskularnich
komplikaci (pacienti s dyslipidémii a pacienti se stabilni a nestabilni anginou pectoris).
U pacientt s poruchami lipidového metabolizmu byly vySetfovany varianty asociované
se vznikem ateroskler6zy. U souboru pacientil s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi byly
vySetfovany varianty asociované se vznikem trombozy.

Zvysledkli  ziskanych ve skupiné pacientl s poruchami lipidového
metabolizmu vyplyva, Ze nejcetnéji zastoupenou variantou je ACE (I/D), ktera se
vyskytovala u 25 z celkového poétu 27 pacientti, coz predstavuje 93% vsech pacientd.
Z 25 pacientll bylo 8 homozygotl, coz predstavuje 32% ze vSech pacientid nesoucich
tento genotyp a 30 % vSech pacientll ve sledovaném souboru. Tyto vysledky koreluji
svysledky udavajicimi Cetnost homozygoti u 35 % rizikové populace
[45, s. 3; 17, s. 1]. Delece 287 bp v genu pro ACE je zaroven nejfrekventovangjsi
mutaci ve sledovaném souboru (61% vSech alel). Tyto vysledky koreluji s vysledky
analyz publikovanych v jinych zemich [45, s. 3; 46, s. 179]. Naopak ¢etnost genotypu
I/, ktery je asociovan s protektivni funkci proti vzniku kardiovaskularnich onemocnéni
byla vyznamné nizs§i oproti vysledkiim jinych srovnavacich analyz (7% vs. 16%)
[45, s. 3]. Rozdil mize byt vysvétlen malym poctem pacientl ve sledovaném souboru.

Vzhledem ktomu, Ze angiotenzin konvertujici enzym je vyznamnym
enzymem podilejicim se na regulaci renin angiotenzin aldosteronovém systému hrajicim
klicovou roli v regulaci hypertenze, ptfedstavuje vysokd Cetnost a frekvence deleci
V genu pro angiotenzin konvertujici enzym vysoké riziko vzniku kardiovaskularnich
ptihod. Je vSak nutné sledovat vzajemny vztah genotypu a ostatnich faktord (zvySené

koncentrace sérového cholesterolu, LDL-cholesterolu a triacylglycerolli, koufeni,
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obezita, metabolicky syndrom) [17, s. 1].

Druhou nej¢astéjs$i variantou byly polymorfizmy v genu kédujici enzym
endotelovou syntazu oxidu dusného eNOS (T-786C) a (G894T), které se vyskytovaly u
19 au 15 pacientl. Frekvence genotypi U obou polymorfizmi (22% a 15% korelovaly s
literarnimi udaji) [47, s. 930; 48, s. 516; 49, s. 930; 50, s. 1166].

Polymorfizmus B-fibrinogenu (G455A) byl vySetien u 10 pacienti z toho 2
homozygotl. Procentudlni zastoupeni heterozygotii 29% a homozygoti 6% koreluje
s vysledky dal$ich studii [51, s. 3034].

Nejmensi Cetnost ve skupiné pacientl s poruchami lipidového metabolizmu
pfedstavuje varianta ApoB R3500Q. Genotyp Apo B R3500Q v homozygotnim stavu
je spojen s vyskytem familiarni hypercholesterolemie s fatalnimi dusledky jiz v détském
véku. Tyto vysledky koreluji s vysledky frekvenci a cetnosti uvadénych v riiznych
populacnich skupinach pacientii s hyperlipidemii , kde jsou uvadény frekvence vyskytu
do 5% [52, s. 241; 53, s. 7]. Cetnosti a frekvence vyskytu ostatnich alel korelovaly
s vysledky uvedenymi v literatute.

Vyznamné rozdily byly nalezeny u variant apoliporoteinu E. Genotyp E3/E3
byl nalezen u 33% pacientd zvySetfované skupiny, tato frekvence nekoreluje
s dostupnymi literarnimi udaji uvadéjicimi frekvenci 60-70%. Obdobné genotyp E3/E4
byl nalezen u 4 pacientd s frekvenci 15%, zatimco dostupné literarni udaje udavaji
frekvenci az 22% [54, s. 571; 28, s. 1; 25, s. 79]. Rozdily ve frekvencich variant ve
sledovaném souboru pacientd oproti literdrnim Udajim miZeme vysvétlit malym
poctem pacientll zafazenych do sledovaného souboru.

Ve skupiné pacientli s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi byla nejCasté)i
zastoupena varianta PAI-1 (4G/5G). Alela 4G je spojena se vznikem infarktu myokardu
a hluboké Zilni trombdzy. Alela 4G byla nalezena u 36 pacientdi, z nichZz bylo 11
homozygoti zastoupenych 30% pacientli, coz se vyznamné neshoduje s literarnimi
zdroji, kde byla frekvence 3%. Cetnost heterozygoti ve skupiné je 69% coz piedstavuje
26% rozdil s literarnimi zdroji. Neshodu vysvétlujeme nulovym zastoupenim wild type
homozygott ve skupiné [55, s. 1513 43, s. 1; 40, s. 1453].

Druhym nejcastéjSim polymorfizmem je FXIII (V34L). Alela L spojend
s protektivni funkci v preziti pacientd s infarktem myokardu byla nalezena u 31 pacienti
v&etn& 1 pacienta s homozygotnim genotypem. Cetnost homozygotii je 3%, coz koreluje

s literarnimi zdroji [56, s. 1; 38, s. 1].
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U polymorfizmu EPCR (A4600G) a bylo nalezeno u 12 pacienti. Frekvence
heterozygoti 30% a homozygotli 3% koreluje s vysledky v nalezenych literarnich
zdrojich. Naopak vyssi Cetnost ma polymorfizmus EPCR (G4678C). V analyze bylo
nalezeno 23 pacientll (z nich 5 homozygotl). Zastoupeni homozygotii ve skupiné¢ bylo
14% a u heterozygoti 50%. Oba vysledky vychazeni shodné s hodnotami v literarnich
zdrojich. Frekvence  homozygoti  koreluji s vysledky  jinych  studii
[57, s. 885; 44, s. 1].

Mezi polymorfizmy s vyssi frekvenci patii také MTHFR (C677T) a MTHFR
(A1298C). Varianta MTHFR (C677T) je ve skupiné zastoupena 23 pacienty a mezi
nimi 5 homozygott. Heterozygoti maji frekvenci 50%, coz se shoduje s literarnimi
zdroji [58, s. 587; 35, s. 878; 59, s. 33; 37, s. 619]. Shoda analyz vychazi také ve 14%
pacienti s homozygotnim genotypem. 19 pacienti je spojeno s polymorfizmem
MTHEFR (A1298C), ktery v kombinaci s MTHFR (C677T) zpusobuje Zilni trombdzu.
Z 19 pacientt byli nalezeni 2 pacienti s homozygotnim genotypem. Homozygoti jsou ve
skupin¢ zastoupeni 5%, které koreluji s vysledkem dalSich analyz. Shoda vyplyva i
z porovnani frekvenci heterozygota [58, s. 587; 35, s. 878; 37, s. 619].

Cetnost polymorfizmu PTH je 11 pacientii-heterozygoti. Frekvence 30%
stanovend ve skupiné pacientll se 1i$i od udajii v literarnich zdrojich, kde je frekvence
heterozygoti 7%. Rozdil mize byt zpisoben malym poctem jedincii ve sledovaném
souboru [34, s. 215; 60, s. 237].

Nejméné frekventovanymi polymorfizmy ve vySetfované skupiné byly FV
leiden, FV R2 haplotyp. Cetnost pacienti s FV leiden pfedstavovala pouze 1 pacienta
V heterozygotnim genotypu. Frekvence 6% korelujici s literdrnimi tdaji naznacuje velmi
nizkou prevalenci mutace, ktera zapfiCiluje poruchy inhibice aktivovaného
koagula¢niho faktoru V proteinem C a zvySuje riziko tromboembolické piihody
[31, s. 94; 58, s. 587; 61, s. 1].

Nejmensi Cetnost ve skupiné ma polymorfizmus FV R2 haplotyp, ktery je
zastoupen 9 pacienty Vv heterozygotnim genotypu. Tento haplotyp faktoru V zptisobuje
mirnéj$i formu rezistence FV na proteinu C stejné jako u FV leiden. Frekvence
heterozygotii ve skupiné je 25%, coz je o 10% vyssi hodnota nez dostupné literarni

udaje [61, s. 1599; 32, s. 75].
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ZAVER

Ve skupinach pacientii s dyslipidémii a kardiovaskuldrnimi onemocnénimi
jsme zjistili Cetnosti polymorfizmti. Nej¢astéjSimi variantami analyzovanymi ve skupiné
pacientl s dyslipidémii byly nalezeny ACE (ins./del.) — 25 pacientt s frekvenci alely D
61%. Ve skupin¢ pacientii s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi se nej¢astéji objevovala
varianta PAI-1 (4G/5G) — 36 pacienti s frekvenci alely 4G 65%.

Z vysledkt ziskanych v obou skupinéach Ize usoudit, ze distribuce genetickych
variant ve sledovanych skupinach pacientl je srovnatelna s literdrnimi Gdaji. Ptipadné
rozdily jsou dany malym poctem pacientl zafazenych do sledovanych soubort.
K ptfesnéjsimu odhadu rizika kardiovaskuldrnich pfihod bude nutné provést korelaci
genotypu s dalSimi rizikovymi faktory ovlivnitelnymi i neovlivnitelnymi (dieta, vek,
obezita, jind onemocnéni — diabetes mellitus, jina kardiovaskularni onemocnéni, rodinna

anamnéza) a piipadné rozsifit spektrum analyzy posuzovanych rizikovych genotypt.
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Seznam zKratek

ACE  Angiotensin konvertujici enzym

AGE  Konecné produkty glykace a oxidace volnych mastnych kyselin
Apo B Apolipoprotein B

apo E  Apolipoprotein E

Bp pocet part bazi

CVD  Kardiovaskularni choroby

CR Ceska republika

eEPCR Membranovy endotelidlni receptor proteinu C
EKG  Elektrokardiodrafie

eNOS  Endotelova syntaza oxidu dusnatého
EPCR  Endotelidlni receptor proteinu C

FXI Faktor XII

Gp Glykoprotein

HDL  Lipoproteiny s vysokou hustotou

HAK  Hormondlni antikoncepce

HPA 1 Antigen lidskych krevnich desticek 1
hsCRP Vysoce senzitivni C reaktivni protein
ICHS  Ischemicka choroba srde¢ni

1/D Inzerce/delece

IDL Lipoproteiny se stfedni hustotou

IL-1 Interleukin 1

LDL Lipoproteiny s nizkou hustotou

LPL Lipoproteinova lipaza

LTA Lymfotoxin alfa

MRNA  Medidtorova ribonukleotidové kyselina
MTHFR Methylentetrahydrofolat reduktaza
NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NBT Nitro Blue Tetrazolium

NO Oxid dusnaty

PAI -1 Inhibitor aktivatoru plazminogenu — 1
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PROCR Protein C receptor

PTH Protrombin

SEPCR Plazmaticky endotelidlni receptor proteinu C
SNP Jednonukleotidové polymorfizmy

TNF Tumor nekrotizujici faktor

USA Spojené staty americké

aVv Aktivovany koagualcni faktor V

VCAM-1 Vaskularni bunééné adhezivni molekuly
Villa Aktivovany koagula¢ni faktor VIII

VLDL Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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