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Abstrakt

Transplantace srdce (TS) je provadéna u pacientti v terminalni fazi srde¢niho selhani, u
kterych vSechny ostatni 1é¢ebné metody selhaly. NejcastéjSimi ptricinami takto zavazného
srde¢niho selhani jsou dilata¢ni kardiomyopatiec (DKMP) a ischemicka choroba srde¢ni
(ICHS). Osud pacientti po transplantaci srdce je velice variabilni. Predikce dlouhodobého
prezivani pacientd neni v souc¢asné dob¢ uspokojujici a dosud nebyl nalezen spolehlivy
marker. Rada pacientt zemie po transplantaci srdce v dusledku kardiovaskularniho
onemocnéni (KVO).

Tato prace je zaméfena na molekuldrné genetickou a nésledné statistickou analyzu 4
jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs), konkrétné rs17817449 (16q12.2; gen FTO),
rs2943634 (2q36.3; intergenova oblast), rs6922269 (6qg25.1; gen MTHFDIL), a
rs10757274 (9p21.3; intergenova oblast), u kterych byla na zékladé celogenomovych
asociac¢nich studii (GWASSs) odhalena pii¢inna souvislost s KVO nezavisla na tradi¢nich
rizikovych faktorech. Genotypizovali jsme vzorky DNA 364 darct a 364 piijemci srdce.
Vysledky byly analyzovany pomoci odds ratio (OR) a Pearsonova x2 testu. Jako kontrolni
soubor byly pouzity vzorky jedinci z popula¢ni studie MONICA. Zkoumali jsme
zastoupeni genotypu u pacientl, kterym selhalo srdce v dusledku dilata¢ni kardiomyopatie
¢i ischemické choroby srde¢ni, dale u pacientli s koronarni nemoci srde¢niho S$tépu
(KNSS) a nakonec jsme se zaméfili na genotypy jedincti, ktefi zemteli do 10 let po

transplantaci na KVO.

Kli¢ova slova: transplantace srdce, dilata¢ni kardiomyopatie, ischemicka choroba srdecni,

jednonukleotidové polymorfismy, riziko selhéni



Abstract

Heart transplantation is performed in patients with end-stage heart failure, in whom all
other methods of treatment failed. The most common causes of end-stage heart failure are
dilated cardiomyopathy and coronary artery disease. The destiny of these patients is highly
variable. Prediction of long term survival in patients after heart transplantation is not
satisfactory and up to now has not been found reliable marker. Most of the patients die
after heart transplantation due to cardiovascular disease.

This thesis is focused on molecular genetics and statistical analysis of four single
nucleotide polymorphisms, namely rs17817449 (16q12.2, FTO gene), rs2943634 (2q936.3;
intergenic region), rs6922269 (6g25.1; MTHFDI1L gene), and rs10757274 (9p21.3;
intergenic region). According to genome wide association studies are these SNPs
assosiated with cardiovascular diseases. We genotyped DNA samples of 364 heart donors
and 364 heart recipients. The results were statistically compared (using OR and Pearson’s
¥* test) with the control group, which consisted of samples of individuals from the general
population MONICA study. We examined the genotype in patients whose hearts failed due
to dilated cardiomyopathy or coronary artery disease and then in patients with cardiac
allograft vasculopathy. Furthermore, we focused on the genotypes of patients who died

within 10 years after transplantation due to cardiovascular disease.

Key words: heart transplantation, dilated cardiomyopathy, coronary artery disease, single

nucleotide polymorphisms, risk of failure
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Uvod

Kazdoro¢né se provede zhruba 5 000 transplantaci srdce na celém svété. Ptiblizné Y
pacientd se kviili nedostatku déarcti své transplantace nedozije.

K tomuto zakroku jsou indikovani pacienti, u nichz bylo selhani srdce natolik zavazné, ze
vSechny dostupné lécebné metody selhaly. Pacienti jsou zatazeni do Narodniho registru
osob ¢ekajicich na transplantaci organti (tzv. ,,Cekaci listina®). Pti tézkych selhdnich srdce
je mozné ,premostit” obdobi ¢ekani na vhodného darce zavedenim mechanické srdecni
podpory. Cilem transplantace srdce je zlepSeni kvality Zivota pacienta s co mozna
nejdel$im prezivanim.

Co se tyCe darct srdce, musi byt s pfijemcem kompatibilni v ABO systému, hmotnostni
rozdil by nemé¢l piesahovat 20%, méli by mit fyziologicky nalez na elektrokardiogramu a
echokardiografickém vysSetteni. Zpravidla jsou darci organu lidé po tzv. mozkové smrti,
kdy je pfiCinou poranéni mozku a to traumatické (zpiisobené napi. autonehodou) nebo
netraumatické (napf. mozkova mrtvice).

Individudlni vyvoj stavu pacienta po transplantaci srdce je ovlivnén mnoha faktory jako je
stav transplantovaného organu, uzivani imunosupresiv a svoji roli by mohla hrat téz
genetickd vybava piijemce ¢i darce organu.

Jednim z trendl posledni doby je analyza DNA polymorfismi typu SNP. Diky rozvoji
techniky je mozné analyzovat nékolik set tisic téchto polymorfismi béhem jediné reakce.
Ziskana data jsou statistickymi metodami zpracovavana a zjiStuji se vztahy mezi
jednotlivymi genotypy a fenotypy.

Tato prace je zaméfena na genotypizaci piijemct a darci srdce ve 4 vybranych
polymorfismech, u kterych byla na =zakladé GWASsS prokdzana souvislost
s kardiovaskularnimi onemocnénimi, a na zkoumani vztahi jednotlivych genotypt

k diagnoze a progndze pacientl po transplantaci srdce.



1 PREHLED LITERATURY

1.1 Historie transplantace srdce

Historii transplantace srdce mtzeme rozd¢lit na experimentalni, klinickou a moderni éru.
Jak je pro vyvoj typické, jednotlivé pfinosy nestoji osamoceny, ale ptidavaji dalsi poznatky
k experimentim provedenym dfive. Prace nékolika tyma si vSak zaslouzi specialni

pozornost.

Experimentalni éra

Za prukopnika transplantologie je povazovan Alexis Carrel, ktery v roce 1905 proved|
prvni experimentalni heterotopickou transplantaci srdce na psovi. Transplantované srdce
po operaci obnovilo ¢innost, nicméné kratce poté v dusledku trombdzy selhalo (Carrel &
Guthrie, 1905). Dale se o rozvoj v oblasti TS zaslouzil nadany rusky chirurg Vladimir
Petrovi¢ Demikhov. Mimo jinych uspécht provedl v roce 1951 prvni ortopickou TS bez
pouziti mimotélniho obéhu (Demikhov, 1962). Mimotélni ob¢h nahrazuje v organismu
funkci srdce a plic béhem opera¢niho vykonu a zacal se pouzivat az ve druhé poloviné 50.
let minulého stoleti.

Nejvice se o vyvoj transplantace srdce v podobg, jaké je zname dnes, zaslouzil tym vedeny
Normanem Shumwayem, ktery se nevzdaval ani po tom, co ostatni instituce ztracely
nadéji. Postupné bylo dosazeno adekvatni chirurgické techniky a zvitata prezivala vice nez
2 roky. Jediné, co stéale ¢inilo problém, byla imunologicka rejekce Stépu (Shumway &
Lower, 1964)

Klinicka éra

V poloviné 60. let jiz byly poloZeny zéklady k zahajeni klinického programu transplantace
srdce a probéhl prvni pokus o nahrazeni nemocného lidského srdce zdravym. Jednalo se o
xenotransplantaci a bylo pouzito srdce Simpanze (Hardy & Chavez, 1968). Bylo vsak ptili$
malé a nedokézalo zabezpecit naroky na obéh lidského téla. Pacient zemiel hodinu a ptil po
odpojeni mimotélniho ob&hu.

Prvni alotransplantaci srdce u c¢lov€ka provedl Christiaan Barnard v roce 1967
v Jihoafrické republice (Barnard, 1967). Ptijemce ciziho srdce Louis Washkansky (53 let)
zemiel 18 dnli po operaci na zépal plic. Tii dny na to provedl dalsi transplantaci srdce

Adrian Kantrowitz ve Spojenych statech americkych. Pfijemcem byl tentokrat 18 denni
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novorozenec, ktery ovSem zemiel 5 hodin po operaci na selhani srdce (Kantrowitz et al.,
1968). Treti TS provedl opét Christiaan Barnard. Pacient Philip Blaiberg (46 let) prezil
témef 20 mésicl a stal se tak prvnim ¢lovékem, ktery zil delsi dobu s cizim srdcem. Osm
mésicti po Barnardové prvnim pokusu byla provedena prvni TS v Ceskoslovensku a to
v Bratislavé. Pacientka Sarlota Horvathova (50 let) pieZila jen 5 hodin po tom, co V jejim

téle zacalo bit srdce Ctyricetiletého darce.

Moderni éra

Prilomovy okamzik a moderni éra zacala v 80. letech s pfichodem imunosupresiv,
konkrétné zavedenim cyklosporinu A Normanem Shumwayem do klinické praxe. DalSim
dilezitym krokem bylo zavedeni endomyokardialni biopsie jako metody zjiStovani stupné

rejekce transplantovaného srdce.

V Ceské republice byla prvni tispé$na transplantace srdce provedena 31.1.1984 v Institutu
klinick¢é a experimentalni mediciny (IKEM) v Praze tymem vedenym profesory
Vladimirem Kocandrlem, Pavlem Firtem a Jaroslavem Hejnalem. Pacient ptezil 13 let. Od

té doby se v IKEM provedlo vice nez 1 000 transplantaci srdce (Viz Obrdzek 1).

Transplantace srdce v IKEM 1/1984 - 9/2015
70

60

50

40

pocet pacienti
[¥N]
(=}

1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994

Obrdzek 1: Graf zobrazujici pocty provedenych TS v IKEM od ledna 1984 do zari 2015. Modre
vyznacené datové body zndzornuji pacienty, jimiz jsme se zabyvali v této praci. Viz kapitola 3.1.

Zdroj: IKEM.



1.2 Indikace transplantace srdce

K transplantaci srdce jsou indikovani pacienti v termindlni fazi srde¢niho selhani, jehoz
tize se urCuje na zakladé dusnosti podle ¢tyistupnové klasifikace NYHA (New York Heart
Association) - viz Tabulka 1.

Tabulka 1: NYHA klasifikace dusnosti u srdec¢niho selhdani (prevzato z Bydzovsky, 2010).
NYHA |  dusnost pii velké namaze (tézka fyzicka prace, beh)
NYHA Il dusnost pii béZzné namaze (chize do schodt)
NYHA Il dusnost i pfi leh¢i nez béZzné namaze (stlani lizka, oblékani, chtize po byt¢)

NYHA IV klidova duSnost

Terminalni faze srde¢niho selhani je obvykle charakterizovana vyraznym omezenim
kvality zivota nemocného (NYHA III-1V), velmi pokroCilym stupném dysfunkce levé
srde¢ni komory a piitomnosti znamek $patné prognozy (Malek, 1993).

Nemocni ve IV. tfidé funkéni klasifikace spliuji kritéria termindlniho stupné jednoznaéné
a u téchto pacientli neni o indikaci pochyb. VySetfeni pacienta se zaméfuje na vylouceni
kontraindikaci vykonu (viz Tabulka 2), ptfipadn¢ se pouzije ncktera z metod potiebné
k ptemosténi do doby operace.

U méné symptomatickych pacientit (NYHA III) je pro stanoveni indikace K TS dulezity
odhad dalsi prognozy (Pirk & Malek, 2008). Bylo popsano az 150 znakt, které mohou
prispét k odhadu prognozy (Malek & Lupinek, 1999).

Tabulka 2: Absolutni a relativni kontraindikace TS (prevzato z Pirk & Malek, 2008).

probihajici nebo chronicka infekce

jiné zavazné onemocnéni (malignita v poslednich 5 letech, v pfipadé
vylééeného onemocnéni Ize onemocnéni lze tuto dobu zkratit)

o fixovana plicni hypertenze
Absolutni kontraindikace .
zavislost na alkoholu
drogova zavislost
Psychoza

BMI > 40 kg/m?

vek nad 60-65 let
diabetes mellitus s organovymi komplikacemi
povsechna ateroskler6za

Relativni kontraindikace piedpoklad $patné spoluprace (nedodrzovani 1éebného rezimu a
zivotospravy, poruchy chovani, deprese)

Spatné socialni zazemi
BMI > 30 kg/m2
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Nejcastejsimi pri¢inami srdecniho selhdni jsou dilatacni kardiomyopatie a ischemicka
choroba srdec¢ni. Tato onemocnéni se vyskytuji u vice nez 80% nemocnych, kteti jsou
indikovani k TS. Mén¢ castymi jsou poté jiné¢ kardiomyopatie, vrozené vyvojové vady
srdce, chlopenni vady a ostatni (Lund et al., 2014). Zvlastni skupinu indikovanych pacientl

pak tvoii retransplantace (viz Obrdzek 2).

Priciny TS - rozdéleni podle véku
100%
90%
80%
70% W Ostatni
60% Retransplantace
50% Chlopenni vady
40% W Vrozené vyvojové vady
30% Ischemicka choroba srdecni
20% m Kardiomyopatie
10%
0%
18-391let 40-591let 60-69let 70avicelet

Obrdazek 2: Diagnozy dospélych prijemcii srdce, rozdéleno do vekovych skupin (prevzato a
upraveno dle Lund et al., 2014)

1.2.1 Kardiomyopatie

Jednd se o strukturdlni a funkéni poSkozeni myokardu. Oslabené srdce nedokaze
dostate¢né zajistit krevni ob&h v téle a udrzovat normalni rytmus, coz vede k srde¢nimu
selhani ¢i arytmiim. Kardiomyopatie mohou byt vrozené nebo ziskané. Projevy jsou
zna¢né variabilni, n€ktefi pacienti jsou asymptomaticti a nepotiebuji zadnou Iécbu.
V opaénych piipadech se nemoc rychle rozviji a jedinou moznosti je pravé transplantace
srdce. Onemocnéni je diagnostikovano pomoci echokardiografie nebo pomoci magnetické
rezonance srdce. Nejcastéjsi formou je dilatacni kardiomyopatie, méné CcCasta je
hypertroficka (srovnani viz Obrdzek 3) a restriktivni kardiomyopatie. Specifickou
jednotkou je arytmogenni kardiomyopatie pravé komory a existuje i heterogenni skupina

vzacnych, neklasifikovanych kardiomyopatii.
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Obrazek 3: Srovnani zdravého srdce (A), srdce postizeneého DKMP (B) a srdce postizeného
hypertrofickou kardiomyopatii (C) (prevzato z McNally et al., 2013).

1.2.1.1 Dilata¢ni kardiomyopatie

Dilata¢ni kardiomyopatie je zavazna porucha, jejiz prevalence je odhadovana na 37/
10000. Jedna se o nejcastéjsi pri¢inu srde¢niho selhani (Karkkdinen et al., 2007) a
nejcastéjsi indikaci k transplantaci srdce u stfedni vékové skupiny (Lund et at., 2014).
Dilata¢ni kardiomyopatie je charakterizovana dilataci levé a nékdy i pravé srde¢ni komory
provazené systolickou i diastolickou dysfunkci. Leva komora ma relativné slabou sténu,
chlopné morfologicky normalni, ale dysfunk¢ni. Stagnace krve uvniti srdce vede Casto
ktvorbé trombi a to hlavné vlevé komoie a levé sini. Dusledkem dilata¢ni
kardiomyopatie je srde¢ni insuficience vedouci ke snizeni minutového vydeje a tkanové
hypoxii.

Témét u poloviny pacienti s DKMP je pificinou onemocnéni ischemicka choroba srdecni
(McNally et al., 2013). Dalsimi ziskanymi pfi¢inami onemocnéni mohou byt neléCeny
vysoky tlak, myokarditidy zptisobené¢ virovou nebo bakteridlni infekci, nadmérné piti
alkoholu a néktera farmaka.

VétSina familiarnich DKMP vykazuje autozomalné dominantni typ dédi¢nosti S netiplnou
penetraci a variabilni expresivitou a manifestuji se ve 2. nebo 3. dekad¢ Zivota (Levitas et
al., 2010). Na zaklad¢ zkoumani rodin s vyskytem DKMP vyslo najevo, ze familiarni
forma tohoto onemocnéni se vyskytuje az ve 35% piipadi. Kauzalni mutace byly popsany
ve vice nez 40 genech kodujicich proteiny, které hraji roli ve formaci a funkci sarkomery,
cytoskeletonu a jaderné membrany v bunkach srde¢niho svalu (Van Spaendonck-Zwarts et
al., 2013).

Podle nejnovéjsich odhadi mutace v genu TTN na chromosomu 2 v oblasti 2g31 mohou
byt zodpovédné témér za ctvrtinu piipadd familiarni idiopatické DKMP a za 18%
sporadickych ptipadi DKMP (Herman et al., 2012). Produktem tohoto genu je protein titin
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(téz konektin). Jedna se o nejdelsi protein nachazejici se v buiikach lidského téla. Sklada se
z témét 33 000 aminokyselin a spoluvytvari sarkomeru pti¢né pruhovaného svalstva, coz je
zakladni struktura svalové kontrakce. Navic bylo zjisténo, ze hraje téz roli v chemické
signalizaci a v sestavovani novych sarkomer.

Dale byla popséana fada mutaci u genu LMNA kodujici proteiny lamin A a lamin C, které se
vyskytuji v jaderné laminé. Gen se nachazi na chromosomu 1 v oblasti 1g21. Podle OMIM
(internetovy odkaz 1) byly do dne$ni doby nalezeny desitky mutaci rizného typu v tomto

genu zodpoveédnych za DKMP. Mutace v tomto genu zptisobuji téz svalové dystrofie.

1.2.2 Ischemicka choroba srdec¢ni

I ptes vSechny pokroky ziistavaji kardiovaskuldrni onemocnéni a to predev§im ICHS a
ischemicka mozkova pfihoda na prvnim misté v pfi¢inach umrtnosti ve vyspélych statech
(GBD, 2015).

Ischemicka choroba srde¢ni je chronickd degenerativni porucha vznikajici nejCastéji
v disledku aterosklerdzy, kdy dochazi k uklddani lipidd a dalSich komponent krve a
fibrozni tkané v intimé koronarnich artérii (Stulc, 2016). Onemocnéni miize byt klinicky
bez piiznakt nebo se miize projevovat pfrechodnou ischémii - anginou pectoris, ¢i akutnim
infarktem myokardu (Libby & Theroux, 2005). Chronickym omezenim pfitoku krve do
myokardu dochazi k trvalym zménam na srdci.

Patogeneze je komplexni a vedle Zivotniho stylu a environmentalnich faktort hra;ji
genetické predispozice téZ dilezitou roli v etiologii ICHS. V roce 1948 byla zapocata tzv.
Framinghamska studie, ktera byla prilomova v problematice kardiovaskularnich chorob,
co se ty¢e odhaleni rizikovych faktort. Na zaklad¢ spoluprace klinické kardiologie,
biostatistiky a epidemiologie byly vramci této studie stanoveny rizikové faktory pro
rozvinuti ICHS a to koufeni, vysoky krevni tlak a zvySena hladina cholesterolu v Kkrvi
(Kannel et al., 1961). Pozdgji byla mezi rizikové faktory zafazena obezita a diabetes
mellitus.

Ve Svédsku byla vroce 1994 provedena rozsahld sourozenecka studie, do které byla
zahrnuta dvojcata, znichz jedno zemielo pfed 55. rokem Zivota v disledku ICHS.
Z vysledk této studie vyplyva, ze dédi¢nost hraje vyznamnou roli. U muzi je udavano 8x
vy$$i riziko imrti na ICHS u druhého dvojcete Vv ptipadé monozygotnich dvojcat a 3,8x
vys$i riziko u dizygotnich dvojcat. U Zen je udavano 15x vyssi riziko u monozygotnich

dvojcat a 2,6x vyssi riziko u dizygotnich dvojcat (Marenberg et al., 1994).
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1.3 Faktory ovliviiujici pfezivani pacienti

V pocatcich programu TS nebyly vysledky pftili§ uspokojivé - prvni rok po operaci
ptezivalo pouze 30% nemocnych (Pirk & Malek, 2008). Zasadni bylo v tomto ohledu
klinické vyuziti cyklosporinu A jako zékladu imunosupresivni profylaxe.

Podle nejnovéjsich tidaji z registru Mezinarodni spolecnosti pro transplantaci srdce a plic
(ISHLT) je nejcastéjsi pric¢inou smrti do 1 roku od TS akutni rejekce a 1-3 roky po
transplantaci koronarni nemoc srde¢niho $tépu, ktera po 3 letech zptsobuje smrt u 17%
pacienttl.

Pfezivani pacientl po transplantaci srdce je velice individualni a ovlivnéné fadou faktort.

V nasledujicich podkapitolach nasleduje stru¢ny piehled nékterych z nich.

1.3.1 Koronarni nemoc srde¢niho $tépu

Jedna se o akcelerovanou formu ischemické choroby srde¢ni determinujici dlouhodobou
zivotnost transplantovan¢ho srdce. Po jednom roku od OTS piedstavuje u piijemcti
spole¢né s nddorovymi onemocnénimi nejcastéjsi pric¢inu smrti (Lund et al., 2014). Faktory
jako dyslipidemie, oxidaéni stres, imunosupresiva a virova infekce vyznamné pfispivaji
k rozvinuti této choroby (Behrend et al., 2000).

KNSS byla pivodné definovana jako difizni koncentrické ztluiténi intimy celého
véncitého fecisté na podkladé¢ intimalni proliferace s nizkym obsahem resp. neptfitomnosti
lipida a kalcia. Ze soucasné¢ho pohledu, kdy mame k dispozici lepsi zobrazovaci techniky,
je ziejmé, ze KNSS je kombinaci morfologicky dvou odlisnych jednotek: klasickych
aterosklerotickych 1¢ézi a symetrickych, koncentrickych intimalnich proliferaci (Kocik,
2007). U experimentalnich modelil bylo zji§téno, ze se KNSS rozviji pouze u allograftd, u
isograftii nikoliv, coz dokazuje, Ze imunitni reakce proti darcovskému Stépu hraje
rozhodujici roli v patofyziologii KNSS (Vassalli et al., 2003). Tato komplikace neni
vysadnim problémem transplantace srdce, ale vyskytuje se téz u jinych transplantovanych

solidnich organi.

1.3.2 Imunosupresivni terapie

Pacienti musi po transplantaci srdce uzivat dozivotné imunosupresiva, ktera potlacuji
imunitni reakci a zabranuji tak rejekci organu. ZlepSujici se imunosupresivni terapii se
snizila incidence rejekci vyzadujici hospitalizaci z 59% u vSech pacientii béhem 5 let po
transplantaci (v obdobi mezi lety 1994 - 2000) na 44% (v obdobi mezi lety 2001 -2009)
(Lund et al., 2014).
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S uzivanim piedev§im cyklosporinu A jsou ovSem spojena rizika jako napf.
potransplantacni systémova hypertenze, ktera je charakteristickd abnormalni cirkadidnni
variabilitou krevniho tlaku (Jandovd & Fabidn, 1990). Pretrvani hypertenze béhem 24
hodin podporuje téz vznik hypertrofie myokardu srde¢niho $tépu (McKoy et al., 1988).
Pokud se tato komplikace u pacientl vyskytne, je nutnd farmakoterapie.

Imunosupresiva se uplatiiuji spolu s genetickou predispozici a dalSimi faktory i na poruse
lipidového metabolismu, ktera se vyskytuje u 60-80% nemocnych a je detekovana jiz od 3.
mésice po transplantaci (Pirk & Malek, 2008). Zakladnimi 1éky této poruchy jsou statiny,
které nejen u¢inné snizuji cholesterol, ale ovliviiuji i vyvoj KNSS a zlepsuji prognoézu
(Kobashigawa et al., 2005).

Dalsi rizika, ktera piina§i uzivani imunosupresiv, jSOU sepse, maligni nadorova

onemocnéni, renalni selhani apod.

1.3.3 Ischemicky cas darcovského organu
DileZitym nezavislym rizikovym faktorem ovliviujici pfezivani pacienti je ischemicky
¢as darcovského organu. Pokud je srdce darce déle nez 4 hodiny bez pfisunu kysliku a

zivin, zvySuje se riziko mortality pfijemce po transplantovaného srdce (Hong et al., 2011).

1.3.4 Vék darce

V dusledku nedostatku darct srdce pfibyva starsich darcu. Roig et al. (2015) retrospektivné
analyzovali 2102 transplantaci srdce v 8 nemocnicich ve Spanélsku z let 1998 az 2010.
Casné a celkova umrtnost byly porovnavany mezi pacienty, kteti dostali srdce od darct
nad a pod 50 let. Nebyly nalezeny zadné rozdily v akutni rejekci mezi jednotlivymi
skupinami. Celkova tmrtnost vSak byla vy$$i u pacientii, ktefi pfijali srdce od starSich
darcii. Nicméné po zohlednéni parametrii jako je pfi¢ina smrti darce, veék piijemce, zda byl
darce kufak nebo nekufak apod., rozdily ve vysledcich ztratily svou statistickou
vyznamnost. Skupina pifjemct srdce od starsich darcti méla viak vétsi prevalenci KNSS

po 5 letech od TS.
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1.4 Genetické aspekty

Ackoliv je po desetileti uddvano 5 hlavnich rizikovych faktordt pro rozvoj
kardiovaskularniho onemocnéni - koufeni, diabetes mellitus, abdominalni typ obezity,
vysoky krevni tlak a dyslipidemie, u zna¢ného poctu pacientl stale neni ziejma ptiCina
vyskytu KVO (Hemesniemi et al., 2015). Odhaduje se, ze toto onemocnéni je ze 40-60%
otazkou genetickych predispozic (Roberts & Stewart, 2012).

V posledni ¢tvrtingé 20. stoleti byly provedeny tisice asociacnich studii, kdy se na zaklad¢
znalosti o daném onemocnéni a znalosti o funkci genu usuzuje na jejich potencialni
spojitost. Pozornost byla vénovana primarn¢ geniim, které by mohly mit pfimou souvislost
s rozvojem aterosklerézy a polymorfismim ménicim aminokyselinové slozeni proteind.
Jednalo se predevsim o geny kodujici proteiny, které jsou zapojeny do metabolismu lipidi
(Lusis et al., 2012). Vysledky téchto studii nebyly ovSem zcela uspokojivé a jednoznacné.
Velka nadéje je v poslednich letech vkladana do celogenomovych asocia¢nich studii
(,.,genome wide association study*“ - GWAS), které detekuji spojitost mezi genetickymi
markery a fenotypem bez jakychkoli primarnich informaci o kauzalité. Zkoumaji se az
statisice SNPs na né¢kolika nezavislych populacich o velkém poctu jedinct. Frekvence
genotypll se porovnavaji mezi skupinou pacientli a vhodné zvolenych kontrol. GWASSs
odhalily fadu variant SNPs, které jsou asociovany s vyS$§im rizikem rozvoje KVO
(WTCCC, 2007). Celogenomové asocia¢ni studie jsou dnes velice hojné provadény ve
vyzkumu vSech polygennich chorob (tedy napt. i diabetes mellitus 2. typu, obezita, atd.).
Védci z Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) v roce 2007 publikovali
GWAS za pouziti ¢ipt GeneChip Human Mapping 500K Array Set (Affymetrix) na britské
populaci, kde zkoumali téméi 1926 lidi pro 7 majoritnich nemoci a jako kontrolu pouzili
vzorky 2938 osob. Tato analyza identifikovala mimo jiné silnou asociaci mezi ICHS a

oblasti p21.3 na chromosomu 9.

1.4.1 Soucasné vyuziti genetickych analyz v predikci prezivani pacientii po TS
V poslednich letech je trendem tzv. personalizovand medicina, kterd si klade za cil
individualizovanou a maximalné U¢innou lé¢bu pacientii na zdkladé jejich genetického
profilu. V transplantologii se hledaji diagnostické i prediktivni markery selhani $tépu, které
by mohly byt vyuzivany v personalizované 1écbé pacienti.

Prozatim nebyla publikovana zadnd GWAS analyzujici DNA pacientii po transplantaci

solidnich organi. Nicméné védci z WTCCC nyni pracuji na projektu odhaleni role
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genetickych faktori v ¢asnych a pozdnich selhdni transplantované ledviny. Co se tyce
transplantace srdce, byly provedeny asocia¢ni studie kandidatnich geni CGAS pro
identifikaci SNPs spojenych s rejekci. Zaméfovaly se na dvé hlavni oblasti a to na geny pro
cytokiny (Girnita et al., 2008) a geny pro metabolismus Ié¢iv. Turner et al. (1997) napf.
nalezli spojitost mezi SNPs v promotoru genu pro tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)

resp. promotoru genu interleukinu 10 (IL-10) a zvySenou incidenci akutni rejekce.

1.5 Vysetiované polymorfismy

V této diplomové praci jsme se zabyvali 4 polymorfismy typu SNP. Tti z nich (rs2943634,
1s6922269, rs10757274) byly vybrany na zaklad¢ nékolika GWASs (viz Tabulka 3). Byla u
nich opakované zjisténa asociace s KVO a tento vztah je nezavisly na tradi¢nich
rizikovych faktorech, jako je vysoky krevni tlak, koufeni, zvySena hladina cholesterolu
v krvi, nadvaha a diabetes mellitus.

Ctvrty polymorfismus (rs17817449, gen FTO) byl ptivodné odhalen v souvislosti s vy$§imi
hodnotami BMI a zvySenym rizikem rozvoje diabetu druhého typu, nicméné byl téz
opakované prokdzan jeho vliv na rozvoj KVO, ktery je téz nezdvisly na tradi¢nich

rizikovych faktorech.

Tabulka 3: Prehled vybranych polymorfismii (prrevzato z Ding & Kullo,2009).

Autor Pacienti Kontroly Chr. Nejblizsi gen(y) SNP P OR (95% CI)
2036.3 Nezndmé rs2943634  1.2x10° 1.22 (1.11-1.33)
WTCCC 1926 2938 .
6025.1 MTHFD1L rs6922269  6.3x10° 1.23(1.13-1.35)
) 2036.3 Nezndmé rs2943634  4.0x10° 1.20 (1.06 - 1.35)
Samani et al. 2801 4582

6025.1 MTHFDI1L rs6922269  1.0x10° 1.23 (1.01 - 1.50)
McPherson et al. 4110 19600 9p21.3 CDKN2A2B  rs10757274 <1x10° 1.38 (1.19 - 1.60)

1) Polymorfismus rs17817449

Polymorfismus rs17817449 se nachazi v 1. intronu genu FTO (,,fat mass and obesity
associated*, OMIM piistupovy kod: 610966) na chromozomu 16 v pozici 16q12.2. Funkce
FTO in vivo neni zcela zndmd, avSak in vitro katalyzuje rekombinantni FTO protein
oxidativni demetylaci 3-methylthyminu v ssDNA (Jia et al., 2008). Na zakladé
celogenomovych screeningti vykazuje tento gen nejsilnéj$i asociaci s hodnotami BMI

(Marinou et al., 2010; Bogardus, 2009).
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Ve studii provedené¢ v IKEM na cCeské populaci muzii s akutnim koronarnim syndromem
(AKS) byly analyzovan polymorfizmus rs17817449. Genotyp GG se ve statisticky
vyznamné vEétSim poctu vyskytoval u pacientll s AKS vV porovnani s kontrolni skupinou (
21,2% vs 15,9%) a mohlo by se tedy jednat o dulezity rizikovy faktor AKS u muzi
(Hubacek et al., 2010). Pozd¢jsi nezavislé studie potvrdily, Ze muzi se dvéma alelami G
mayji signifikantné vyssi riziko infarktu myokardu nez lidé se dvéma alelami T (Hubacek et
al., 2016) a ze tento vztah neni zprostfedkovan pouze zvySenim tradi¢nich rizikovych
faktora KVO.

Vzhledem k tomu, Ze gen potencialné ovlivni methyla¢ni status DNA, byly jeho varianty
sledovany v souvislosti stadou dalSich civilizacnich onemocnéni. Byla prokazana
kauzalita variant v prvnim intronu napf. s renalnim selhanim, Alzheimerovou chorobou,

ale i s celkovou mortalitou (piehled viz Dlouha & Hubacek, 2012).

2) Polymorfismus rs2943634

Polymorfismus rs2943634 se nachazi na chromozomu 2 voblasti 2936.3. a lezi
V intergenové oblasti. Rizikova alela C ma v béloSské populaci prevalenci témet 65% a
kazda kopie této alely zvySuje riziko ICHS o pfiblizné 20% (Samani et al., 2007).
Replikac¢nich studii analyzujicich tento polymorfismus je minimum.

V Ceské populaci maji muzi, homozygoti AA maji v porovnani s nosi¢i alespon jedné alely

C niz8i riziko akutniho infarktu myokardu (Hubacek et al., 2016).

3) Polymorfismus rs6922269

Polymorfismus se nachazi v intronu genu MTHFDIL (,,methyleneterahydrofolate
dehydrogenase (NADP+ dependent) 1-like*, OMIM piistupovy kod: 611427) na
chromozomu 6 v oblasti 6g25.1. Rizikova alela A ma prevalenci téméf 25% a kazda kopie
alely zvySuje riziko ICHS o 23% (Samani et al., 2007). Nositelé jedné alely A maji
pramérné 1,17x vétsi pravdépodobnost rozvinuti ICHS a homozygoti AA maji primérné
1,65 vétsi pravdépodobnost rozvinuti ICHS (WTCCC, 2007). Navic bylo zjisténo, ze
pacienti po akutnim koronarnim syndromu, ktefi jsou homozygoti AA, maji vétsi riziko
umrti na kardiovaskularni onemocnéni nez heterozygoti AG a homozygoti GG (Hubacek et
al., 2015).

Aktivita proteinu tohoto genu by mohla mit vliv na hladiny homocysteinu v Krvi, coz by
mohlo potvrzovat vztah mezi variantami v tomto genu a rizikovymi faktory pro ICHS
(Fruchart et al., 2004).
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4) Polymorfismus rs10757274

Prvni detekovanou a pravdépodobné nejvice zkoumanou oblasti asociovanou s ICHS je
oblast na 9. chromosomu 9p21.3 (Roberts & Stewart, 2012). Vybrany polymorfismus
rs10757274, spadajici do této oblasti, lezi v nekodujici oblasti mezi geny pro inhibitory
cyklindependentnich kindz CDKNZ2A (OMIM piistupovy kod: 600160) a CDKNZ2B
(OMIM pristupovy kod: 600431). Jedna se o 58 kb dlouhou oblast s vysokou vazebnou
nerovnovahou. Transkripci této oblasti vznika rozsahla nekodujici RNA nazyvana ANRIL
(antisense noncoding RNA in the INK4 locus, OMIM ptistupovy kod: 613149), ktera by se
mohla mit podil na vzniku ateroskler6zy skrz regula¢ni funkci na CDKN2A-2B genech
(Visel et al., 2010). Gen je exprimovan ve vSech zkoumanych tkanich lidského téla,
nejvice ve vajeCnicich dospélych zen, srdci, pradusnici, plicich a sleziné. Hladiny exprese
ANRIL a CDKN2A byli v kazdé tkani velmi podobné, coz by mohlo naznacovat, ze tyto
dva geny jsou regulovany spole¢nym promotorem (Pasmant et al., 2007).

Studie provedend na Ceské populaci muzi potvrdila, ze se jednd o polymorfismus nejvice
spjaty s rizikem infarktu myokardu. Rizikova alela je v populaci bézna a kazda dalsi kopie
alely zvysSuje pravdépodobnost rozvinuti ICHS (Samani et al., 2007; Hubacek et al., 2016).
Nosi¢i alespon jedné alely G maji 1,51x vysSi riziko infarktu myokardu nez AA
homozygoti (95% CI, 1.19 - 1.84, p = 0.00001) (Hubacek et al., 2016). Vyzkum, ktery
provedl McPherson et al. (2007) téz dokazal souvislost ve variantach tohoto polymorfismu

a rozvinutim aterosklerdzy, ktera je nejcastejsi pricinou ICHS.
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2 CILE PRACE AHYPOTEZY

2.1 Cile prace

1) lzolovat vzorky DNA z dostupnych srde¢nich tkani ex- a implantovanych srdci.

2) Stanovit genotypy 4 vybranych polymorfismt u pifijemcti a darct srdce.

3) Zjistit, zda rozlozeni genotypt nevybocuje z Hardy-Weinbergovy rovnovahy
(HWE).

4) Porovnat frekvence genotypi:

- pacientl indikovanych k TS z diivodu ICHS s kontrolnim souborem
- pacientd indikovanych k TS z divodu DKMP s kontrolnim souborem
- pacienti s KNSS s kontrolnim souborem
5) U pacientd, ktefi po TS zemieli na KVO porovnat frekvence genotypu:
- ptijemct s frekvencemi genotypt kontrolni skupiny

- darcovskych stépu s frekvencemi genotypti kontrolni skupiny

2.2 Hypotézy
1) Frekvence genotypii se budou liSit mezi skupinou piijemct, darct a kontrolnim

souborem.
2) Frekvence genotypu se budou liSit mezi pacienty s ICHS / DKMP a kontrolnim

souborem.
3) U pacient s KNSS se budou ¢astéji vyskytovat rizikové genotypy.
4) Ve skupiné pacientii, ktefi zemieli po TS v disledku KVO, bude vyss$i vyskyt

rizikovych genotypt analyzovanych polymorfism.
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3 MATERIAL

Praktickd cast byla provedena v Laboratofi pro vyzkum ateroskler6zy Centra
experimentalni mediciny v Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze.

Pro vyzkum byly jako biologicky material pfevazné pouzity vzorky aort odebrané za
sterilnich podminek dérciim a ptijemctim srdce béhem operacniho vykonu. V 15 ptipadech
byla jako biologicky material pouzita periferni zilni krev piijemct, kterd byla odebrana do
zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem EDTA.

Vsechny vzorky zahrnuté do studie byly poskytnuty s informovanym souhlasem ptijemce /
darce nebo jejich zakonnych zastupct s ticasti na vyzkumném projektu.

Protokol studie byl v souladu s Helsinskou deklaraci a byl projednan a schvalen etickou

komisi.

3.1 Sledovany soubor

Analyzovany soubor tvofilo 364 pifijemcti a 364 darct srdce, ktefi byli operovani

v prazském IKEM v letech 2005 - 2015.

= Pfijemci =  Darci
- pramérny vék: 51 let (18 - 74 let) - primérny veék: 38 let (16 - 68 let)
- muzi: 79,8% - muzi: 76,6%
- Zzeny: 20,2% - zeny: 23,4%

Indikace k transplantaci srdce se mirné liSily v riznych vékovych skupinach pacientu.
Nicméné K nejcastéjSim indikacim dle ocekavani patiily dilata¢ni kardiomyopatie

ischemicka choroba srde¢ni (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Priciny selhani srdce u pacientii indikovanych k TS podle vékovych skupin a celkové.
18-391let 40-59let 60-69let 70 avicelet celkem

Diagnéza
(N=66) (N=210) (N=87) (N=1) (N=364)
kardiomyopatie (z toho DKMP) 51 (40) 86 (81) 38 (33) - 175 (154)
ischemicka choroba srde¢ni 3 101 43 1 148
vrozené vyvojové vady srdce 8 8 - - 16
chlopenni vady 1 2 4 - 7
retransplantace 1 2 - -
ostatni 2 11 2 - 15
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Od roku 2005, kdy jsou odebirdny vzorky DNA od piijemcti a darci srdce v IKEM,
zemielo po transplantaci srdce celkem 64 pacientd. Z toho u 30 pacientt byla pfi¢ina smrti
kardiovaskularni a u 36 nekardiovaskularni (dal$i podrobnosti viz Tabulka 5). Pacienti
s kardiovaskularni  pfi¢inou smrti pramérné piezivali 16 mésici. Pacienti
s nekardiovaskularni pfi¢inou smrti primérné piezivali 25 mésicti. Co se ty¢e prumeérného
véku umrti, byl u pacientli s kardiovaskularni pti¢inou smrti stejny jako u pacientii

s nekardiovaskularni pti¢inou smrti a to 51 let.

Tabulka 5: Priciny smrti u pacientit po transplantaci srdce.

infarkt myokardu 1
krvaceni do mozku 2

Kardiovaskularni .,
pricina smrti Krvécent 1
(N =30) nahla smrt 8
plicni embolie 4

+25- 66 let
ruptura aorty 2
selhani $tépu 12
sepse 8
Nekardiovaskularni ., ) L,

piitina smrti multiorganové selhani 9
(N =36) malignita 6
ostatni 6

+ 18- 68 let .
Neznama 7

Jako kontrolni soubor byly pouzity vzorky DNA ze studie MONICA (Multinational
MONItoring of trends and determinants in CArdiovascular diseases). Jedna se o projekt
svétové zdravotnické organizace (WHO), ktery sleduje dlouhodobé trendy ve vyvoji
tradi¢nich rizikovych faktori KVO. V souboru bylo zahrnuto 1191 muzid a 1368 Zen
bélosské populace ve véku 25 - 65 let z 9 okresti Ceské republiky (viz Obrdzek 4). Tento
vzorek predstavuje reprezentativni vzorek 1% ceské populace (Cifkova et al, 2010).
Jelikoz se jedna o nahodné vybrané osoby, jsou v tomto souboru zahrnuti pacienti s KVO i
lidé, ktefi timto onemocnénim netrpi.

Vysledky genetickych analyz tohoto souboru byly ziskany z ptedeslych studii ptimo

nesouvisejicich s touto praci.
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Obrazek 4: Znazornéni 9 okresii Ceské republiky, odkud pochdzeji lidé zahrnuti v projektu

MONICA (prevzato z internetovy odkaz 2).

3.2 Pouzité chemikalie a pristroje

3.2.1 Chemikalie

3.2.1.1 lzolace DNA

destilovana voda (dH,0)
1 M Tris-HCI - 24,23 g Tris (Sigma-Aldrich, USA)
- doplnéno do 200 ml dH,0
- pH upraveno pomoci 1 M HCl na 7,6
1 M KCI - 7,46 g KCI (Lach-Ner s.r.0., CR)
- doplnéno do 100 ml dH,0
1 M MgCl, - 20,33 g MgCl, (Lach-Ner s.r.o., CR)
- doplnéno do 100 ml dH,0
0,5 MEDTA - 37,22 g EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
- doplnéno do 200 ml destilovanou vodou
- pH upraveno pomoci 1 M NaOH na 8,2
TKM 1 -10 ml 1 M Tris-HCI
-10ml 1 M KCI
-10 ml 1 M MgCl,
-4ml0,5MEDTA
- dopInéno do 1 000 ml dH,O
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= |IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich, USA)
= fyziologicky roztok -9 g NaCl (Lach-Ner s.r.o., CR)
- doplnéno do 1 000 ml dH,O

= 5% SDS - 5g lauryl sulfat (Sigma-Aldrich, USA)
- dopInéno do 100 ml dH,O
= 1M NaCl - 5,844 NaCl

- doplnéno do 100 ml dH,O
= FASANOA -10ml0,5MEDTA
-10 ml 1 M Tris-HCI
-10 ml 5 M NaCl
- doplnéno do 225 ml dH,0 + 25 ml 5% SDS
= proteinaza K - >600 U/ml ~ 20 mg/ml (Thermo Fisher Scientific, USA)
= nasyceny roztok NaCl
= jsopropanol (Ing. Petr Sved - PENTA s.r.0., CR)
= 70% etanol (Ing. Petr Sved - PENTA s.r.0., CR)
= 100% etanol (Ing. Petr Sved - PENTA s.r.0., CR)
= TE pufr -5ml 1M Tris-HCI
-1ml0,5MEDTA
- doplnéno do 500 ml dH,0

3.2.1.2 Odhad miry degradace a kvality DNA
1) Roztoky pro pfipravu agarézového gelu:
= 10x koncentrovany TBE pufr - 27,5 g H3BO3 (Sigma-Aldrich, USA)
-54 g Tris
-20ml 0,5 M EDTA
- dopInéno do 500 ml dH,0
= 0,5x koncentrovany TBE pufr - 50 ml 10x koncentrovany TBE pufr

- 950 ml dH,0
= agaroza (Sigma-Aldrich, USA)
= 0,5% ethidium bromid - 0,125 g ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA)
- 25 ml dH,0
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2) Elektroforéza

0,5x koncentrovany TBE pufr

Low 100 bp ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)

nanaseci barva - 0,01 g Orange Il (Sigma-Aldrich, USA)
-10 nl 0,5 M EDTA
- 40 ml glycerolu
- doplnéno do 50 ml dH,0

3.2.1.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR H,0O

10x koncentrovany DreamTaq pufr (Thermo Fisher Scientific, USA)
25 mM MgCl;, (Thermo Fisher Scientific, USA)

dNTP mix (Thermo Fisher Scientific, USA)

primery (East Port Scientific, CR)

DreamTaq DNA polymeraza - 5 U/ul (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.2.1.4 Stépeni produktii

1)

2)

Roztoky pro ptipravu polyakrilamidového gelu:
dH,0
10x koncentrovany TBE pufr
Acrylamide 4K - Solution (30%) (Applichem GmbH, DE)
TEMED - N,N,N",N’- Tetramethylethylendiamine (Sigma-Aldrich, USA)
APS -4 g 10% amonium persulfat (Sigma-Aldrich, USA)
- doplnéno do 40ml dH,O
silan - 99 ml 100% etanol
- 0,5 ml 99,5% CH3COOH (Sigma-Aldrich, USA)
- 0,5 ml methacryloxypropyltrimethoxysilane (Sigma-Aldrich, USA)

Elektroforéza
0,5x koncentrovany TBE pufr
0,5% ethidium bromid

nanaseci barva
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3) Restrikéni Stépeni

PCR H;0O
pufry - 10x Buffer Tango™™ (with BSA)

- 10x Buffer G (with BSA) (Thermo Fisher Scientific, USA)
enzymy - Cail (AlwNI) - 10 U/ul

- Bsp14071 (BsrGl) - 10 U/ul

- Sspl - 10 U/ul

- Alw261 (BsmAl) - 10 U/ul (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.2.1.5 Real-time PCR

PCR H,0

40x koncentrovana TagMan® Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific, USA)
- ID: C__34511515 10

TagMan® Genotyping Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)

TE pufr

Pristroje

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., USA

centrifuga Hermle Z300K, Némecko

termocykler DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler, BIO-RAD
Nanodrop 2000SW, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA
Electronic Regulite Transiluminator, ULTRA LUM, Inc., USA

+ tiskarna Sony Video Graphic Printer UP-895 MD

blokovy termostat Grant QBA2, UK

7300 Real Time PCR System, Thermo Fisher Scientific, USA
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4 METODIKA

Béhem transplantace srdce byl 1ékafi odebran vzorek aorty (ptipadn€ periferni krve) darci i
ptijemci. V Laboratofi pro vyzkum ateroskler6zy jsme nasledné provadeéli izolaci DNA ze
vzorki. Dale jsme genotypyzovali DNA darct a piijjemcid ve 4 nasledujicich SNPs:
rs17817449, rs2943634, rs6922269 a rs10757274 pomoci metody PCR-RFLP. U
polymorfismu rs17817449 jsme u vybranych vzorkt pouzili pro analyzu metodu Real-time
PCR. Posledni souc¢asti vyzkumu bylo statistické zpracovani ziskanych dat a jejich

nasledna interpretace.
4.1 Molekularné geneticka analyza

4.1.1 lzolace DNA

DNA se z tkani izoluje pomoci fyzikalnich a chemickych metod. Za zlaty standard je
povaZzovana fenol-chloroformovd metoda izolace DNA, kde se vyuzivd rozdilné
rozpustnosti v roztocich. Dalsi zakladni technikou izolace je vysolovaci metoda zalozena
na precipitaci proteinti pomoci NaCl.

V obou piipadech se dojde nejprve pomoci detergenti k rozruseni bunééné membrany a
poté se DNA ocistuje béhem nékolika krokti od RNA, bilkovin a dalSich necistot, které by
mohly pii dalSich analyzach interferovat. Nakonec se DNA precipituje etanolem a
rozpousti se ve vod¢ ¢i pufru.

V naSich analyzach jsme vychazeli z protokolu Millera et al., 1988.

4.1.1.1 lzolace DNA z krve

Pacientiim bylo odebirano 5 ml krve do zkumavky s antikoagulacnim cinidlem EDTA.
K plné krvi jsme pfidali 5 ml TKM 1 a 50 ul IGEPAL, dikladné jsme promichali a 20 min
centrifugovali pti 3500 otackach za minutu (rpm) v chlazené centrifuze. Nésledné jsme
slili supernatant a peletu, ktera ziistala na dné, jsme 3x opakované resuzpendovali a
centrifugovali v5 ml TKM 1. Cistou peletu jsme smichali s 0,5 ml fyziologického roztoku
+ 3 ml FASANA A + 25 pl proteindzy K. Smés jsme inkubovali 48 hodin pti 37°C.

Po uplynuti této doby jsme ptidali 1,5 ml nasyceného roztoku NaCl, protiepali a na 30 min
ulozili do lednice. Poté jsme vzorek 20 min centrifugovali pti 3500 rpm v chlazené
centrifuze. Pfelili jsme obsah do Cisté zkumavky a pomoci 3 ml isopropanolu jsme

vyprecipitovali DNA. Vldkna DNA jsme pfenesli do kepu s 0,5 ml 70% etanolu, stocili a

27



slili supernatant. Stejny postup jsme opakovali s 0,5 ml 100% etanolu, Na zavér jsme
nechali odpatit zbytek 100% etanolu a rozpustili DNA v 300 pl TE pufru.

4.1.1.2 lzolace DNA z aort

Vzorky aort odebrané kazdému darci a piijemci béhem transplantace byly uchovavany
v mrazicim boxu pii -20°C. Pro izolaci DNA byly vyjmuty a ponechany pii pokojové
teploté. Pomoci skalpelu jsme odfizli vzorek o hmotnosti ptiblizné 100 mg a ve zkumavce
jej smisili se 2 ml roztoku FASANA A a 200 ul proteinazy K. Dutkladn¢ jsme vse
promichali na vortexu a ponechali pfes noc v termobloku pii 56°C. Pfi této teploté pracuje
proteinaza K nejucinnéji.

Druhy den jsme zkontrolovali stupeit rozpusténi tkané v roztoku. Pokud byla tkan
dostate¢né dispergovana, pokracovali jsme dalSim izola¢nim krokem. Nicméné ve vétSing
pripadd bylo tieba ke vzorku ptidat dalsich 200 pl proteinazy K a ponechat pii stejné
teploté v termobloku do dal§iho dne.

Dalsi izolacni krok sestaval v pfidani 1 ml nasyceného roztoku NaCl, dikladném
promichani a uloZeni minimdln€¢ na 30 minut do chladni¢ky. Poté jsme zkumavky
centrifugovali pfi 5 000 rpm po dobu 20 min v chlazené centrifuze. Obsah zkumavky jsme
nasledné pielili do Cisté 10 ml zkumavky a pfidali jsme 2 ml vychlazeného isopropanolu,
¢imz doslo k precipitaci DNA. Pokud nebyla ve zkumavce zietelné viditelna DNA, bylo
nutné stoCeni celého obsahu zkumavky do jedné mikrozkumavky, tedy naliti ¢asti obsahu
zkumavky do mikrozkumavky, stoceni 5 min na maximalni otacky, supernatant vylit,
pridat dalsi ¢ast roztoku a takto pokracovat do stoceni celého objemu. Pokud byla vlakna
DNA viditelna, ptenesli jsme je do kepu s 0,5 ml 70% etanolu. V piipadé opakovaného
staceni vzorku jsme piidali do mikrozkumavky s DNA 0,5 ml 70% etanolu. Promyvanim
v 70% etanolu dojde krozpusténi zbytki soli a bilkovin, pfiCemz DNA zastava
neporuSena. DNA jsme v poslednim kroku promyli ve 100% alkoholu a rozpustili v 200 ul
TE pufru.

4.1.2 Meéreni koncentrace a kvality DNA

Koncentrace a kvalita izolované DNA se méii spektrofotometricky na nanodropu. Pfistroj
méii absorbanci ve tfech vinovych délkach - 230, 260 a 280 nm. DNA absorbuje nejvice
zateni o délce 260 nm, bilkoviny 280 nm a RNA 230 nm. PoZzadovana koncentrace DNA
ve vzorku méla byt minimaln¢ 100 ng/ pl. Idedlni Cistota DNA, tedy pomér absorbance

DNA ku absorbanci bilkovin (Azeo/Azs0) by mél byt v rozmezi 1,8 - 2.
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Dale jsme pomoci elektroforézy analyzovali, zda neni DNA degradovana. Elektroforéza
umoznuje pusobenim elektrického proudu separaci nukleovych kyselin na zakladé¢
velikosti fragment. Nukleové kyseliny s kratSim fetézcem putuji v médiu (agarovy ¢i
polyakrylamidovy gel) rychleji nez nukleové kyseliny S delSim fetézcem.

Elektroforézu jsme provadéli na 0,8% agarovém gelu, ktery jsme piipravili rozpusténim
0,8 g agardzy ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru. Roztok jsme ohftivali cca 7
min v mikrovinné troub¢ a po jejim rozpusténi jsme pridali 20 pl roztoku 0,5% ethidium
bromidu. Takto pfipravenou smés jsme nalili do pfipravené formy, pomoci hiebinkt
vytvofili jamky a nechali gel ztuhnout. Po ztuhnuti a vloZeni gelu do elektroforetické vany
s 0,5x koncentrovanym TBE pufrem jsme do prvni jamky nanesli hmotnostni marker Low
100 bp ladder. Do dalsich jamek jsme nanaseli smés 5 ul vzorku DNA se 2,4 ul barvy. Po
dobu 1 hodiny jsme nechali piisobit elektricky proud 0 napéti 70 V.

4.1.3 Genotypizace

Genotyp polymorfismu rs2943634, rs6922269 a rs10757274 byl stanoven pomoci PCR
s naslednou restrikéni analyzou a genotyp u polymorfismu rs17817449 byl stanoven

éastedné téz touto metodou a ¢astedné metodou Real-time PCR.

4.1.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Tato metoda slouzi k amplifikaci pozadovaného tuseku DNA. Reakce se sklada ze tii
kroku, které se n€kolikrat opakuji: denaturace DNA, pfipojeni primerd a syntéza nového
fetézce. Kazdy z téchto krokli vyzaduje specifickou teplotu, a proto v prubchu reakce
dochazi k cyklickému stiidani teplot. Syntéza pozadovaného tseku je zajiSténa postavenim
primerd proti sobé - jednim na 3" — S'fetézci a druhym na 5° — 3'fetézci DNA
polymeraza ptidava volné deoxynukleotid trifosfaty (ANTP) na volné 3" OH konce primert
a tim je syntetizovan novy fetézec ve sméru 5° — 3. Schéma pribéhu reakce je zobrazeno

na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma pribéhu polymerdzové Fetézové reakce. 1) denaturace pri 95°C, 2) navdazani
primeril neboli annealing pii cca 50-65 °C a 3) elongace pii 72°C (prevzato a upraveno

Z internetovy odkaz 3).

Lyofilizované primery jsme rozpustili v PCR vodé€ nejprve na koncentraci 100 puM dle

navodu. Inkubovali jsme pii 37°C cca 15 min a promichali na vortexu. Takto pfipravené

primery jsme poté podle potieby fedili na koncentraci 10 uM nebo 50 puM. Sekvence

pouzitych primert a jejich pouzité koncentrace jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Sekvence jednotlivych primerii a pouzité koncentrace.

SNP forward / reverse primer koncentrace

5" GGT GAA GAG GAG GAG ATTGTG TAACTGG
rs17817449 50 uM
5" GAA GCC CTG AGA AGT TTA GAG TAA ATT GGG

5" AAA GCA AGC ACATCT GTG GCATTAC
rs2943634 10 uM
5" TAC ACT TGA AAA TTG TAG TTG CTC C

5"TTT ACC ACT TCT CTCTGG ATAAGCC
rs6922269 10 uM
5" AAT GAT GTCTTT TTA AAG ATG AGT AAT A

5"TTG CTT GGT AGATCT TCC TCCATCCCT T
rs10757274 10 uM
5" TTC CCA GAT GCACTG TAT TGT TTG CCT TAC

V laminarnim boxu jsme do sterilni zkumavky pfipravili Master Mix. V Tabulce 7 je

uveden piehled reagencii a jejich objeml pouzitych na pfipravu Master Mixu na jednu

reakci. Celkovy objem Master Mixu a tim padem i objem jednotlivych reagencii zavisel na

poctu reakci. Standardné jsme ptipravovali Master Mix na 100 reakci. Pomér jednotlivych

reagencii se mirné 1iil v zavislosti na analyzovaném polymorfismu.
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Tabulka 7: Prehled reagencii a jejich objemii v ul potiebnych na jednu reakci pro jednotlivé SNPs.

reagencie rs17817449 rs2943634 rs6922269 rs10757274
H,O 18,45 17,4 17,45 17,45
pufr 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, 15 15 1,5 15
dNTP mix 0,5 0,5 0,5 0,5
5" primer 0,5 1 1 1
3’ primer 0,5 1 1 1
DreamTaq DNA polymeraza 0,05 0,1 0,05 0,05

Piipraveny Master MiX jsme promichali na vortexu a pomoci automatické pipety jsme
rozpipetovali po 24 pul Master Mixu do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky urcené
pro PCR termocykler. Na zavér jsme pridali multikanalovou pipetou do jamek po 1 ul
DNA. Do jamek na pozicich H11 a H12 jsme DNA neptidavali, jelikoz tyto jamky slouzily
jako negativni kontrola. Pted vloZenim do termocykleru jsme zakapali smés silikonovym
olejem a ptelepili folii, aby nedoslo k vypateni vzori béhem reakce. Na PCR termocykleru

jsme nastavili schéma prib&hu reakce (viz Tabulka 8).

Tabulka 8. Schéma PCR reakci.

proces teplota cas opakovani
pocatecni denaturace 96°C 3 min 1x rs17817449 64,4°C
denaturace 95°C 15s - rs2943634 57,4 °C
annealing T 30s 34x rs6922269 50 °C
syntéza 72°C 30s rs10757274 66 °C

Kontrola produktu

Uspé&snost amplifikace byla ovéfena elektroforézou na agarovém gelu. Ptipravili jsme si
3% agardzovy gel - rozpustili jsme 7,5 g agardzy v 250 ml 0,5x koncentrovaného TBE
pufru, zahfivali v mikrovinné troubg, poté pfidali 20 pl 0,5% roztoku ethidium bromidu a
promichali. Takto pfipravenou smés jsme nalili do pfipravené formy, ptidali hiebinek pro
vytvofeni jamek a nechali gel ztuhnout. Hotovy agar6zovy gel jsme pienesli do
elektroforetické vany s 0,5x koncentrovanym TBE pufrem.

Pro kontrolu jsme si vzdy vybrali vzorky z 12. sloupce mikrotitrani desticky, v némz se
na posledni pozici (H12) nachazela i negativni kontrola. Mohli jsme tedy zaroven ovéfit,

zda nedoslo ke kontaminaci Master Mixu DNA. Smisili jsme 7 pl vzorku s 2,4 ul barvy a
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nanaseli postupné na gel. Nechali jsme pisobit elektricky proud o napéti 130 V po dobu

20 minut a vysledky jsme odecitali na UV transiluminatoru (Viz Obrdzek 6).

negativni kontrola

Obrdzek 6: Kontrola produktit PCR, polymorfismus rs10757274, délka produktu 225 bp.

Stépeni produkti

Produkty PCR jsou v analyze RFLP dale vystaveny pusobeni restrik¢nich endonukleaz.
Jedna se o enzymy produkované bakteriemi, které s§tépi fosfodiesterové vazby v fetézci
DNA. Pro rozliSeni homozygotti pro jednotlivé alely a heterozygotti se vyuziva toho, ze
pritomnost urcitého nukleotidu v fetézci vytvari Stépici misto a pfitomnost jiného ho

naopak rusi. Informace o restrikénim $té€peni jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Restrikcni stépeni produktit PCR.

enzym Cail (AlwNI) Bsp14071 (BsrGl) Sspl Alw261 (BsmAl)
pufr Tango Tango G Tango
5"...CAGNNN|CTG...3" 5..T|GTACA...3" 5...AAT|ATT...3" 5..GTCTC(N){|...3’

Stépena sekvence
3"...GTC|NNNGAC...5" 3"...ACATG|T...5" 3"...TTA|TAA...5" 3'...CAGAG(N)s...5’

nukleotid vytvatejici §tépici misto T A A A
/ rusici $tépici misto G C G G
nestépeny PCR produkt (bp) 198 150 149 225
Stépené PCR produkty (bp) 99 + 99 26 + 124 121 + 28 125 + 100

Pro odliSeni Stépenych a neStépenych produktid jsme vyuzivali elektroforézy na 10%
polyakrylamidovém gelu. Gel byl ptipraven z nasledujicich reagencii:

— 41,5 ml destilované vody

— 3,5 ml 10x koncentrovany TBE pufr

— 20 ml Acrylamide 4K

- 65 ul TEMED

— 390 ul APS
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Smés jsme nalili do formy pro piipravu polyakrylamidového gelu, prekryli hladinu sklem,
které bylo potazené silanem, a nechali gel cca 40 min tuhnout.
Pripravili jsme si reakéni smés, ktera se skladala z PCR vody, pufru a enzymu. Poméry

jednotlivych reagencii se pro jednotlivé polymorfismy mirné lisily (viz Tabulka 10).

Tabulka 10: Prehled reagencii a jejich objemii v ul potiebnych na jednu restrikcni reakci.

reagencie  rs17817449 rs2943634  rs6922269 rs10757274

PCR H,O 8,9 7,9 7,9 77
pufr 1 2 2 2
enzym 0,1 0,1 0,1 0,3

V mikrotitra¢ni desti¢ce jsme smisili pokazdé 10 pl vzorku PCR produktd s 10 pl reakéni
smési a pies noc inkubovali v termostatu pii teploté 37°C.

Dalsi den jsme pfipraveny polyakrylamidovy gel pienesli nejdfive do nadoby s 0,5x
koncentrovanym TBE a 0,5% ethidium bromidem a po 5 min do elektroforetické vany
s 0,5x koncentrovanym TBE pufrem. Smichali jsme 7 pl vzorku s 2,4 ul barvy a nanesli na
polyakrylamidovy gel. Nechali jsme pusobit elektricky proud o napéti 130 V po riiznou
dobu. Cas nutny pro separaci §tépenych a nestépenych produkti se liil v zavislosti na

jejich délce.

— rs17817449 - 50 min
— 152943634 - 90 min
— 1s6922269 - 70 min
— 510757274 - 50 min

Vysledky jsme odecitali na UV transiluminatoru (Viz Obrdzek 7).
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negativni kontroly

homozygot GG

heterozygot AG

homozygot AA

Obrdazek 7. Genotypizace polymorfismu rsl0757274. Vysledek elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu. Homozygot AA je detekovdn pritomnosti fragmentu o délce 100 bp a 125
bp (béhem pribéhu elektroforézy nestihne dojit k uplnému oddéleni téchto dvou fragmentii a jevi se
Jjako jeden prouzek), heterozygot AG je charakterizovin pritomnosti fragmentii o délce 225 bp, 125

bp a 100 bp a homozygot GG je charakterizovan pritomnosti fragmentu o délce 225 bp. Na
pozicich HI1 a HI2 se nachadzeji negativni kontroly.

4.1.3.2 Real-time PCR

Jedna se o jednu z variant PCR umoznujici zaroven amplifikaci, detekci a kvantifikaci
produktu. Princip namnozeni pozadované¢ho useku DNA je stejny jako u klasické PCR.
Termocyklery jsou vSak navic vybaveny zdrojem a detektorem fluorescen¢niho zafeni. Po
kazdém cyklu je méfena fluorescence a na zdkladé€ jeji intenzity je urovano mnozstvi
vzniklych fetézcl nukleovych kyselin. Neni tedy tfeba elektroforézy.

Existuje vice moznosti, jak lze detekovat fluorescenci. V naSich experimentech jsme
vyuzivali TagMan sondy, které jsou navrzeny tak, aby se na zdkladé komplementarity
vazaly na isek DNA mezi forward a reverse primery. Na 5 'konci nesou sondy reportérovy
fluorofor (reporter, R) a na 3 'konci molekulu zhase¢e (quencher, Q), coz je barvivo, které
zabranuje emisi fluorescence z fluoroforu na 5° konci. Pokud jsou tyto dvé molekuly

v blizkosti - jsou obé na molekule oligonukleotidu sondy, k fluorescenci nedochazi. Taq
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polymeraza s 5’exonukledzovou aktivitou béhem syntézy rozlozi sondu komplementarné
navdzanou na DNA a tim se separuje molekula fluorochromu od zhasece, pficemz
nasledné¢ dochazi k emisi fluorescence. Pokud je vybrany usek amplifikovan, dochazi
béhem jednotlivych cyklu K postupnému zvySovani fluorescenéniho zateni.

K alelické diskriminaci se vyuziva dvou TagMan sond. Kazda z nich je specificka pro
alelu zkoumaného polymorfismu a jsou od sebe odliseny fluorescencni barvou reporteru
(zpravidla VIC a FAM). Pokud je detekovano zafeni pouze jedné barvy, je jedinec
homozygot pro danou alelu. Pokud je detekovano zafeni obou barev, jedna se o

heterozygota pro dany SNP (viz Obrdzek 8).

Perfect match TagMan® probe Single mismatch TagMan® probe
@ D2 @
Hybridization — %— C — N T s’
5 ¢ 3 5 G 3
! D2 _/@
\S—
Extension —_—  —C —/© e
—_— G — . c——
5 3 5 3
D2
@D @ ; /@
Completed —_ —
5 @ ~3 5 2 B
Probe cleavage: signal Probe displacement: no signal
@9 Oye D2 :Dye2 @ Quencher DNA polymerase - : Forward primer

Obrazek 8: Princip alelické diskriminace u Real-time PCR (prevzato z internetovy odkaz 4)

Genotypizace byla provedena pomoci komeréné dostupné TagMan Genotyping Assay od
firmy Thermo Fisher Scientific. Assay, ktera je dodavana o koncentraci 40x jsme natedili
na pracovni koncentraci 20x - smichali jsme 25 ul 40x koncentrované assay s 25ul TE
pufru. Pripravili jsme si reakéni smés (viz Tabulka 11). Objem zavisel na poctu reakci,

ptfi¢emzZ jsme zpravidla pfipravovali smés na 100 reakci.
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Tabulka 11: Prehled reagencii a jejich objemii v ul na pripravu reakéni smési pro Real-time PCR

1 reakce 100 reakci

TagMan® Genotyping Master Mix 5 500
20x koncentrovana TagqMan® Genotyping assay 0,5 50
PCR H,0O 3,5 350

DNA 1

Celkem 10

Smes jsme prevracenim promichali a sto€ili na stolni centrifuze. Do jednotlivych jamek
mikrotitra¢ni desticky MicroAmp uréené pro Real-time PCR jsme napipetovali nejdiive po
9 ul reakéni smési a poté multikanalovou pipetou piidavali po 1ul vzorky DNA. Desticku
jsme prekryli specidlni folif, vloZili do centrifugy a stocili. Timto byly vzorky pfipraveny
k analyze. Pracovali jsme vprogramu 7300 System SDS software a vysledek byl

v kone¢né fazi zobrazen pomoci bodového diagramu (viz Obrazek 9).

Allelic Discrimination
8000
Legend

(@] Allele
Allele ¥

[Al Bon

(=] wrc
Undelermined

7.000

5.000 ‘

T s

4.000 ‘A
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2000 ¥< .“

1.000

Alele Y (Allele2)

0.000
0.000 0500 1.000 1500 2.000 2500 2.000 2500 4.000

Allele X (Allelel)

Obrazek 9. Bodovy diagram zobrazujici vysledek genotypizace rs17817449 metodou Real-time
PCR. Modré kosoctverce predstavuji vzorky AA homozygotu, zelené trojithelniky AG heterozygoty,
cervend kolecka GG homozygoty, Sedé ctverce negativni kontroly a cerné krizky vzorky, u nichz
nebyl genotyp urcen.
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4.2 Statistické vyhodnoceni

4.2.1 Hardy-Weinbergova rovnovaha

Hardy-Weinbergova rovnovaha urcuje frekvence genotypt a alel v idealni, tzv.
panmiktické populaci. V takové populaci dochazi k ndhodnému kiizeni, je nekoneéné
velka a na genofond neptisobi vlivy jako mutace, selekce, migrace a geneticky drift. Pro
frekvenci alel plati p + q = 1 a z toho se odviji vztah pro frekvenci genotypt p> + 2pq + 07
= 1. Idedlni populace je ovSem pouze model a ve skuteCnosti frekvence genotypi
neodpovidaji zcela pfesné vzorci. Na zakladé XZ testu se porovnavaji frekvence genotypi
ve zvolené skupiné osob s teoretickymi frekvencemi genotypll v idealni populaci. Vyrazna

odchylka od HWE muiZe znacit metodicky problém se stanovovanim genotypu.

4.2.2 Studium asociace pomoci Pearsonova x2 testu

Pearsoniiv x° test je zakladnim testem nezavislosti v kontingenéni tabulce. Nulovou
hypotézou je, Ze pravdépodobnost nastani urCité varianty jedné ndhodné veliCiny
neovliviiuje nastani urcité varianty druhé nahodné veli€iny a tudiz Ze dvé nahodné veliiny
jsou nezavislé.

Test je pouzivan pro detekci rozdili v distribuci genotypt u dvou riznych skupin. Za
statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma porovnavanymi skupinami byla stanovena hladina

vyznamnosti p < 0,05.

4.2.3 Odds ratio (OR)

Odds ratio neboli pomér Sanci je statisticka metoda pouZzivana v tzv. case-control studiich a
vyjadiuje pomér Sance vyskytu daného znaku v jedné skupin€ oproti druhé. V piipadé
genotypu se voli vzdy jeden genotyp - napi. TT, u kterého se uvede relativni riziko
onemocnéni rovno 1. Do ¢tyfpolni tabulky se poté vkladaji pocty pacientii a kontrol podle
genotypu. Vzhledem k tomu, ze do tabulky lze zadat jen dvé mozné skupiny, voli se u
pacientti i kontrol mezi tfemi moznymi modely a vyhodnocuje se mira relativniho rizika
V porovnani se zvolenym ,nerizikovym* genotypem. Tyto modely lze aplikovat 1 pfi

pouziti Pearsonova y° testu.

= kodominantni model
- nejobecngjsi, umoziuje urcit miru relativniho rizika samostatné pro kazdy genotyp -

poskytuje dvé OR
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- homozygoti pro jednu alelu (pt. TT) vs heterozygoti (pi. GT)
- homozygoti pro jednu alelu (TT) vs homozygoti pro druhou alelu (GG)
- u Pearsonova y testu Ize tento model pouzit bud’ vyse uvedenym zptisobem, nebo

pti korelaci v§ech moznych genotypti (GG vs GT vs TT)

= dominantni model
- homozygoti pro jednu alelu (TT) + heterozygoti (GT) vs homozygoti pro druhou
alelu (GG)

- jedina kopie alely je dostacujici ke zméné miry relativniho rizika

= recesivni model
- homozygoti pro jednu alelu (GG) vs homozygoti pro druhou alelu (TT) +
heterozygoti (GT)

- ke zmén¢ miry relativniho rizika jsou tieba dvé kopie alely

OR =1 - sance, Ze se jev vyskytne u 0sob s genotypem TT je stejna jako Sance, Ze se jev
vyskytne u 0sob s genotypem GG

OR > 1 - sance, ze se jev vyskytne U 0sob s genotypem GG je vétsi neZ Sance, Ze se jev
vyskytne u 0sob s genotypem TT

OR < 1 - sance, Ze se jev vyskytne u 0sob s genotypem GG je mensSi nez Sance, ze se jev
vyskytne u 0sob s genotypem TT

Vysledek OR je udavan v intervalu spolehlivosti (confidence interval, CI). Tento interval
slouzi k posouzeni statistické vyznamnosti OR pro zvolenou hladinu vyznamnosti (tzn.,
pro 5% hladinu vyznamnosti se pouziva 95% CI). Pro interval spolehlivosti je dilezité, zda

je v ném zahrnuto ¢islo 1.00. Pokud neni, je vysledek statisticky vyznamny.

Internetové odkazy na programy pro statistickou analyzu:
HWE: http://www.had2know.com/academics/hardy-weinberg-equilibrium-calculator-2-alleles.html

Pearsontv y° test:  http://vassarstats.net/tab2x2.html
http://www.physics.csbsju.edu/cgi-bin/stats/contingency_form.sh?nrow=2&ncolumn=3

Odds ratio: http://www.hutchon.net/ConfidOR.htm
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5 VYSLEDKY

V diplomové praci jsme analyzovali ¢tyfi SNPs u 364 pacientl po transplantaci srdce a 364
darct srdce. Jako kontrolu jsme pouzili 2559 vzorkt osob zahrnutych ve studii MONICA.
Metodou PCR-RFLP jsme genotypizovali nasledujici polymorfismy: rs2943634 (2936.3;
intergenova oblast), 1s6922269 (6q25.1; gen MTHFDI1L), a rs10757274 (9p21.3;
intergenova oblast). U polymorfismus rs17817449 (16ql12.2; gen FTO) jsme zhruba
polovinu vzorkl genotypizovali metodou PCR-RFLP a zbylou ¢ast vzorit metodou Real-
time PCR. Uspé&snost genotypizace je uvedena pro jednotlivé polymorfismy a soubory
pacientl v Tabulce 12. Polymorfismy jsme vybrali na zakladé n€kolika celogenomovych

asociacnich studii, kde vykazovaly souvislost s kardiovaskularnimi onemocnénimi.

Tabulka 12 Uspésnost genotypizace.

prijemci  darci kontroly
(N=364) (N=364) (N =2559)

rs17817449 98,6% 97,0% 96,4%
rs2943634 98,6% 97,3% 97,9%
rs6922269 98,9% 99,7% 98,0%

rs10757274 99,5% 100% 98,4%

5.1 Frekvence genotypii a alel analyzovanych polymorfismu

Genotypové a alelické frekvence u jednotlivych polymorfismt byly hodnoceny zvIast u

souboru piijemcti, darcti a kontrol.

1) Polymorfismus rs17817449

Frekvence genotypu a alel v jednotlivych souborech shrnuje Tabulka 13. RozloZeni
genotypil a alel v ¢eské populaci je podobné rozlozeni v ostatnich béloSskych populacich
(Viz internetovy odkaz 5) a nevybocuje z HWE (P = 0,523 pro skupinu pfijemci, P = 0,694
pro skupinu dérct, P = 0,375 pro kontrolni skupinu).

Rozdily mezi frekvencemi alel v jednotlivych souborech nebyly statisticky vyznamné.
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»  OR frekvence alel pfijemci vs darci
»  OR frekvence alel pfijemci vs kontroly =1.03 (0.88 -1.21)
»  OR frekvence alel darci vs kontroly

=0.92 (0.74 - 1.13)

=1.12 (0.96 - 1.32)

Tabulka 13: Frekvence alel a genotypii polymorfismu rs17817449. U genotypii jsou vZdy u
Jednotlivych skupin uvedeny nejdiive namérené frekvence genotypu (Cerné). Z téchto udajit byly

nasledné vypocteny frekvence alel a hypotetické frekvence genotypii (modre).

Genotypy Alely
GG GT TT G T

N % N % N % N % N %
59 16.4 190 52.9 110 30.6

Prijemci (N = 353) 308 42.9 410 571
66 18.4 176  49.0 117 32.6
73 20.7 171 484 109 30.9

Darci (N = 353) 317 449 389 551
71  20.2 175 495 107 30.4
426 17.3 1224 49.6 817 33.1

Kontroly (N = 2467) 2076 42.1 2858 57.9
437 17.7 1203 48.7 828 33.6

2) Polymorfismus rs2943634

Frekvence genotypi a alel v jednotlivych souborech shrnuje Tabulka 14. Rozlozeni

genotyptl a alel v Ceské populaci je podobné rozlozeni v ostatnich bélosskych populacich

(viz internetovy odkaz 6) a nevybocuje z HWE (p = 0,291 pro skupinu piijemct, p = 0,229

pro skupinu darct, p = 0,959 pro kontrolni skupinu).

Rozdily mezi frekvencemi alel v jednotlivych souborech nebyly statisticky vyznamné.

»  OR frekvence alel pfijemci vs darci
»  OR frekvence alel pfijemci vs kontroly =0.86 (0.73 - 1.02)
»  OR frekvence alel darci vs kontroly

=1.08 (0.86 - 1.34)

=1.12 (0.96 - 1.32)

Tabulka 14: Frekvence alel a genotypii polymorfismu rs2943634.

Genotypy Alely
AA AC CC A C

N % N % N % N % N %
47 131 153 426 159 443

Piijemci (N = 359) 247 13.4 471 65.6
42 11.8 162 45.1 155 43.0
43 121 146 41.2 165 46.6

Darci (N = 354) 232 328 476 67.2
38 10.7 156 44.1 160 45.2
358 14.3 1176 47.0 970 38.7

Kontroly (N = 2504) 1892 37.8 3116 62.2
357 14.3 1177 47.0 969 38.7
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3) Polymorfismus rs6922269

Frekvence genotypti a alel v jednotlivych souborech shrnuje Tabulka 15. Rozlozeni
genotypil a alel v ¢eské populaci je podobné rozlozeni v ostatnich bélosskych populacich
(viz internetovy odkaz 7) a nevyboc¢uje z HWE (p = 0,377 pro skupinu piijemct, p = 0,307
pro skupinu darct, p = 0,784 pro kontrolni skupinu).

Rozdily mezi frekvencemi alel v jednotlivych souborech nebyly statisticky vyznamné.

»  OR frekvence alel ptijemci vs darci =0.95(0.76 - 1.197)
»  OR frekvence alel pfijemci vs kontroly = 1.04 (0.88 - 1.24)
»  OR frekvence alel darci vs kontroly =1.10(0.92 - 1.31)

Tabulka 15: frekvence alel a genotypii polymorfismu rs6922269.

Genotypy Alely
AA AG GG A G

N % N % N % N % N %
30 83 136 37.8 194 53.9

Piijemci (N = 360) 196 27.2 524 72.8
27 7.4 143  39.6 191 53.0
25 6.9 155 427 183 50.4

Darci (N =363) 205 28.2 521 718
29 8.0 147  40.5 187 515
172 6.9 980 39.1 1357 54.1

Kontroly (N = 2509) 1324 26.4 3694 73.6
175 7.0 975 38.9 1360 54.2

4) Polymorfismus rs10757274

Frekvence genotypi a alel v jednotlivych souborech shrnuje Tabulka 16. Rozlozeni
genotypt a alel v Ceské populaci je podobné rozlozeni v ostatnich béloSskych populacich
(Viz internetovy odkaz 8) nevyboc¢uje z HWE (p = 0,980 pro skupinu piijemci, p = 0,128 pro
skupinu darct, p = 0,547 pro kontrolni skupinu).

Rozdily mezi frekvencemi alel v jednotlivych souborech nebyly statisticky vyznamné

»  OR frekvence alel pfijemci vs darci =0.89(0.73 - 1.10)
»  OR frekvence alel pfijemci vs kontroly =0.99 (0.85 - 1.16)
»  OR frekvence alel darci vs kontroly =1.12(0.96 - 1.30)
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Tabulka 16: Frekvence alel a genotypii polymorfismu rs10757274.

Genotypy Alely
AA AG GG A G
N % N % N % N % N %

97 26.8 181 50.0 84 232
Piijemci (N = 360) 375 51.8 349 48.2
97 26.8 181  50.0 84 232

116 31.9 166  45.6 82 225
Dérci (N = 363) 398 547 330 453
109 29.9 180  49.6 75 206

687 27.3 1242 49.3 589 23.4
Kontroly (N = 2509) 2616 51.9 2420 48.1
679 27.0 1257 49.9 581 23.1

5.2 Analyza frekvenci genotypii vybranych skupin pacienti

V nasledujicich tabulkdch jsou porovnavany frekvence genotypti jednotlivych
polymorfismti vzdy mezi kontrolnim souborem a vybranou skupinou pacient za tcelem

zjistit ptipadny vliv genotypu na zkoumany jev.

5.2.1 Vliv analyzovanych polymorfismi na rozvoj ICHS

V souboru pacient se vyskytovalo celkem 146 jedinct, u nichZz byla TS provedena po

srde¢nim selhani zptisobeném ICHS.

1) Polymorfismus rs17817449

Ve skupiné pacienti po TS s diagndézou ICHS bylo 51 homozygoti TT, 73 heterozygott
GT a 22 homozygoti GG.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 17 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs17817449 nema

vliv na riziko onemocnéni ICHS.

Tabulka 17: Porovndni frekvenci genotypii polymorfismu rs17817449. V prvnim rFadku tabulky
uveden genotyp, ktery je dle dosavadnich poznatkit povazovan za nerizikovy (OR = 1.00).

V poslednim sloupci uvedena hodnota p* pro dominantni (°), kodominantni () a recesivni (%)

mode! analyzy.
Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
TT 817 331 51 34.9 1.00 0.65°
GT 1224 496 73 50.0 0.96 (0.66 - 1.38) """ 0.81TTwCT 077K
GG 426 173 22 15.1 0.83(0.50-1.38) "TCC  047TTwC  p49R
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2) Polymorfismus rs2943634

Ve skupiné pacientli po TS s diagnézou ICHS bylo 17 homozygoti AA, 59 heterozygott
AC a 67 homozygotii CC. Genotyp se nepodafilo urc¢it u 3 pacienti.

Vzhledem knizkému poctu AA homozygoti, prakticky identickému OR pro AA
homozygoty a AC heterozygoty (viz Tabulka 18) byl pro finalni analyzu pouZit recesivni
model CC vs nositelé alely A.

Z vysledkti uvedenych v Tabulce 19 je patrné, ze homozygoti CC maji vyssi riziko

onemocnéni ICHS nez nositelé alely A.

Tabulka 18: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs2943634.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 358 143 17 11.9 1.00 0.42°
AC 1176 47.0 59 41.3 1.06 (0.61 - 1.84) A4VAC g4 AAWAC 15K
cc 970 38.7 67 46.9 1.45(0.84 - 2.51) AA¥CC 0184w g o5R

Tabulka 19: Porovnani firekvenci genotypii polymorfismu rs2943634 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AA+AC 1534 61,3 76 53,1 1.00
CcC 970 38,7 67 46,9 1.39 (1.00 - 1.96) 0,05

3) Polymorfismus rs6922269

Ve skupiné pacientit po TS s diagndézou ICHS bylo 85 homozygoti GG, 49 heterozygott
AG a 12 homozygoti AA.

Z vysledkli uvedenych v Tabulce 20 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs6922269 nema

vliv na riziko onemocnéni ICHS.

Tabulka 20: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs6922269.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
GG 1357 541 85 58.2 1.00 0.33°
AG 980 39.1 49 33.6 0.80 (0.56 - 1.15) ®¢¥AG 0,22 66wAG 39K
AA 172 6.9 12 8.2 1.11 (0.60 - 2.08) SCVsAA  0,74CCwAA 53R
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4) Polymorfismus rs10757274

Ve skupiné pacientti po TS s diagnozou ischemické choroby srde¢ni bylo 28 homozygoti
AA, 71 heterozygoti AC a 47 homozygoti CC.

Z vysledkli uvedenych v Tabulce 21 je patrné, Ze alela G signifikantné zvySuje riziko
onemocnéni ICHS. Homozygoti GG maji témef 2X vyssi riziko onemocnéni ICHS nez
homozygoti AA. Nositelé alely G maji 1,58x vys$i riziko onemocnéni ICHS nez

homozygoti AA (viz Tabulka 22).

Tabulka 21: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs10757274.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 687 273 28 19.2 1.00 0.03°
AG 1242 493 71 48.6 1.40 (0.90 - 2.19) M VAC 0,14 AAWAC 0.02%
GG 589 23.4 47 32.2 1.96 (1.21-3.17) M¥°¢C  0.0054 “¥¢¢  0.02®

Tabulka 22: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs10757274 - dominantni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AA 687 27.3 28 19.2 1.00
AG + GG 1831 72.7 118 80.8 1.58 (1.04 - 2.41) 0.03

5.2.2 Vliv analyzovanych polymorfismi na rozvoj DKMP

V souboru pacient se vyskytovalo celkem 145 jedinct, u nichZz byla TS provedena po

srde¢nim selhani zpisobeném dilata¢ni kardiomyopatii.

1) Polymorfismus rs17817449

Ve skupiné pacientti po TS s diagné6zou DKMP bylo 39 homozygotit TT, 79 heterozygott
GT a 23 homozygotit GG. Genotyp se nepodatilo urcit u 4 pacientd.

Z vysledku uvedenych v Tabulce 23 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs17817449 nema

vliv na riziko onemocnéni DKMP.,
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Tabulka 23: Porovndni frekvenci genotypii u polymorfismu rs17817449.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
TT 817 331 39 27.7 1.00 0.18°
GT 1224 496 79 56.0 1.35(0.91-2.00)""<CT  0.137TwST 030K
GG 426 173 23 16.3 1.13 (0.67-1.92) TT¢¢ 0,657 076"

2) Polymorfismus rs2943634

Ve skupiné pacientti po TS s diagnézou DKMP bylo 21 homozygoti AA, 61 heterozygott
AC a 59 homozygott CC. Genotyp se nepodatilo urcit u 4 pacientt.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 24 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs2943634 nema

vliv na riziko onemocnéni DKMP.

Tabulka 24: Porovndni frekvenci genotypii u polymorfismu rs2943634.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 358 143 21 14.9 1.00 0.84°
AC 1176 470 61 43.3 0.88 (0.53 - 1.47)MVAC 06474 AC 069K
cc 970 387 59 41.8 1.04 (0.62 - 1.73) AA¥CC 089”4 CC  0.46R

3) Polymorfismus rs6922269

Ve skupiné€ pacientli po TS s diagnézou DKMP bylo 39 homozygoti TT, 79 heterozygot
GT a 23 homozygoti GG. Genotyp se nepodafilo urcit u 3 pacientd.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 25 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs6922269 nema

vliv na riziko onemocnéni DKMP.,

Tabulka 25: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs6922269.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
GG 1357 541 82 57.7 1.00 0.39°
AG 980 39.1 49 34.5 0.83(0.58 - 1.19) 66 "AG  0.31C6C6vAG 54K
AA 172 6.9 11 7.7 1.06 (0.55- 2.03)¢CAA  0.86°CAA  0.68R
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4) Polymorfismus rs10757274

Ve skupin¢ pacientti po TS s diagné6zou DKMP bylo 40 homozygott AA, 80 heterozygotii
AG a 24 homozygoti GG. Genotyp se nepodafilo urcit u 1 pacienta.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 26 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs10757274 nema

vliv na riziko onemocnéni DKMP.

Tabulka 26: Porovndni frekvenci genotypii u polymorfismu rs10757274.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 687 27.3 40 27.8 1.00 0.89°
AG 1242 493 80 55.6 1.11 (0.75 - 1.64) A4AG g1 AAAG (15K
GG 589 23.4 24 16.7 0.70 (0.42 - 1.17) A4¥6¢ 0,17 A4%66 006"

5.2.3 Vliv analyzovanych polymorfismi na rozvoj KNSS po TS

V souboru pacientli po transplantaci srdce se vyskytovalo celkem 46 jedinct, u kterych

byla diagnostikovana koronarni nemoc srde¢niho $tépu.

1) Polymorfismus rs17817449

Ve skupiné pacientt s diagnézou KNSS bylo 14 homozygoti TT, 24 heterozygott GT a 8
homozygott GG.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 27 je patrné, Ze genotyp polymorfismu rs17817449 nema

vliv na riziko onemocnéni KNSS.

Tabulka 27: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs17817449.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
TT 817 331 14 30.4 1.00 0.69°
GT 1224 496 24 52.2 1.14 (0.59-2.23) TTCT 069 TTwCT  0.92K
GG 426 17.3 8 17.4 1.10 (0.46 - 2.63) "TC¢ 084 TTwSC 100"

2) Polymorfismus rs2943634

Ve skupiné pacientt s diagnozou KNSS byli pouze 4 homozygoti AA, 19 heterozygotti AC
a 22 homozygotii CC. Genotyp se nepodafilo ur€it u 1 pacienta.

Vzhledem K nizkému poctu AA homozygotu byl pro finalni analyzu pouzit recesivni

model CC vs nositelé alely A.
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Z vysledkli uvedenych v Tabulce 28 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs2943634 nema

vliv na riziko onemocnéni KNSS.

Tabulka 28: Porovndni frekvenci genotypu polymorfismu rs294363 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AA + AC 1534 14.3 23 8.9 1.00
cCc 970 38.7 22 48.9 1.51(0.84 - 2.73) 0.17

3) Polymorfismus rs6922269

Ve skupiné pacientii s diagnézou KNSS bylo 27 homozygoti GG, 17 heterozygoti AG a
pouze 2 homozygoti AA.

Vzhledem Kk nizkému poc¢tu GG homozygoti byl pro findlni analyzu pouzit recesivni
model GG vs nositelé alely A.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 29 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs6922269 nema

vliv na riziko onemocnéni KNSS.

Tabulka 29: Porovndni frekvenci genotypii u polymorfismu rs692269 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
GG 1357 54.1 27 58.7 1.00
AG +AA 1152 45.9 19 41.3 0.8289 (0.4585 - 1.4985) 0.53

4) Polymorfismus rs10757274

Ve skupin& pacientt s diagnézou KNSS bylo 10 homozygotii AA, 19 heterozygotii AG a
17 homozygoti GG. U X pacientl se genotyp nepodafilo urcit.

Vzhledem knizkému poctu AA homozygotl, prakticky identickému OR pro AA
homozygoty a AG heterozygoty (viz Tabulka 30) byl pro finalni analyzu pouzit recesivni
model CC vs nositelé alely A.

Z vysledkli uvedenych v Tabulce 31 je patrné, Ze homozygoti GG maji vyssi riziko

onemocnéni ICHS neZ nositelé alely A.
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Tabulka 30: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs10757274.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 687 273 10 21.7 1.00 0.40°
AG 1242 493 19 41.3 1.05 (0.49 - 2.73) A WAG 0. ggAAWAG g 10K
GG 589 234 17 37.0 1.98 (0.90 - 4.36) A6 0,084 CC 3R

Tabulka 31: Porovndni frekvenci genotypu polymorfismu rs10757274 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AA+AG 1929 76.6 29 63.0 1.00
GG 589 23.4 17 37.0 1.92 (1.05 - 3.52) 0.03

5.2.4 Vliv analyzovanych polymorfismii na riziko amrti v disledku KVO

V souboru pacientti se vyskytovalo celkem 30 jedinct, kteti zemieli po TS v disledku
KVO. Nejdtive je uvedeno porovnani frekvenci genotypti ptijemcii s kontrolnim souborem

a nasleduje porovnani frekvenci genotypt darcovskych stépii s kontrolnim souborem.

Analyza genotypu prijemcu

1) Polymorfismus rs17817449

Ve skupiné pacientt, kteti zemieli po TS v dusledku KVO, bylo 12 homozygotu TT, 13
heterozygoti GT a 5 homozygoti GG.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 32 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs17817449 nema

u pacienttl po transplantaci srdce vliv na riziko tmrti v disledku KVO.

Tabulka 32: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs17817449.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
TT 817 331 12 40.0 1.00 0.43°
GT 1224 496 13 43.3 0.72 (0.33-1.59) TTCT 042776 72K
GG 426 17.3 5 16.7 0.80 (0.28-2.28)'T*C¢ 0677  0.92R
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2) Polymorfismus rs2943634

Ve skuping pacientt, ktefi zemieli po TS v disledku KVO, byli pouze 3 homozygoti AA,
11 heterozygotii AC a 15 homozygotii CC. Genotyp se nepodaftilo ur€it u 1 pacienta.
Vzhledem K nizkému poctu AA homozygoti byl pro findlni analyzu pouzit recesivni
model CC vs nositelé alely A.

Z vysledkl uvedenych v Tabulce 33 je patrné, Ze genotyp polymorfismu rs2943634 nema u

pacientli po transplantaci srdce vliv na riziko umrti v disledku KVO.

Tabulka 33: Porovndni frekvenci genotypii polymorfismu rs2943634 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AA + AC 1534 61.3 14 483 1.00
cC 970 387 15 517 1.6944 (0.8143 - 3.5258) 0.15

3) Polymorfismus rs6922269

Ve skupiné pacientil, kteti zemieli po TS v dusledku KVO, bylo 15 homozygoti GG, 12
heterozygotit AG a pouze 3 homozygoti AA.

Vzhledem Kk nizkému poc¢tu AA homozygoti byl pro findlni analyzu pouzit recesivni
model GG vs nositelé alely A.

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 34 je patrné, ze genotyp polymorfismu rs6922269 nema u

pacientl po transplantaci srdce vliv na riziko umrti v disledku KVO.

Tabulka 34: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs6922269 - recesivni model.

Kontroly Pacienti

OR p
N % N %
GG 1357 54.1 15 50.0 1.00
AG +AA 1152 45.9 15 50.0 1.178 (0.57 - 2.42) 0.65

4) Polymorfismus rs10757274

Ve skuping pacienttl, ktefi zemteli po TS v dusledku KVO, bylo 6 homozygoti AA, 16
heterozygoti AG a 8 homozygoti GG.

Z vysledki uvedenych v Tabulce 35 je patrné, Ze genotyp polymorfismu rs10757274 nema

u pacientll po transplantaci srdce vliv na riziko amrti v dsledku KVO.
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Tabulka 35: Porovndni frekvenci genotypui polymorfismu rs10757274 .

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 687 27.3 6 20.0 1.00 0.37°
AG 1242 493 16 53.3 1.48 (0.57 - 3.79) M WAG 042 AAWAG g7 K
GG 589 23.4 8 26.7 1.56 (0.54 - 4.51) A6 0.4174%6C 7R

Analvza genotypu darcu

1) Polymorfismus rs17817449

Ve skupiné pacientd, ktefi zemieli po TS v disledku KVO, mélo celkem 6 §tép S
genotypem TT, 15 stép s genotypem GT a 9 stép s genotypem GG.

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 36 je patrné, Ze pacienti, kterym byl voperovan §tép
s genotypem GG, maji témét 3x vyssi riziko umrti v disledku KVO nez ti, kterym byl

Vvoperovan $tép s genotypem AA.

Tabulka 36: Porovndni frekvenci genotypii polymorfismu rs17817449,

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
TT 817 33.1 6 20.0 1.00 0.19°
GT 1224 496 15 50.0 1.67 (0.65-4.32) TTCT 037 7T»C¢T 12K
GG 426 17.3 9 30.0 2.88(1.02-8.14) "7 0,05 "¢  0,07R

2) Polymorfismus rs2943634

Ve skupiné pacientl, kteti zemieli po TS v dasledku KVO, mé¢lo celkem 6 $tép s
genotypem AA, 12 stép s genotypem AC a 12 stép s genotypem CC.

Z vysledki uvedenych v Tabulce 37 je patrné, Ze genotyp polymorfismu rs2943634
darcovského Stépu nema u pacientli po transplantaci srdce vliv na riziko umrti v disledku

KVO.
Tabulka 37: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs2943634.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 358 14.3 6 20.0 1.00 0.37°
AC 1176 470 12 40.0 0.61 (0.23 - 1.63) AA¥AC .39 WAC g1 K
cc 970 387 12 40.0 0.74 (0.28 - 1.98) ~ACC g9 AAvCe  pggR
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3) Polymorfismus rs6922269

Ve skupiné pacientl, kteti zemieli po TS v dasledku KVO, mélo celkem 17 §tép s
genotypem GG, 7 stép s genotypem AG a 6 stép s genotypem AA.

Z vysledkli uvedenych v Tabulce 38 je patrné, Zze pacienti, kterym byl voperovan stép
s genotypem AA, maji téméf 3x vyssi riziko umrti v disledku KVO nez ti, kterym byl

voperovan §tép s genotypem GG.

Tabulka 38: Porovndni frekvenci genotypui polymorfismu rs6922269.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
GG 1357 541 17 56.7 1.00 0.78°
AG 980 39.1 7 23.3 0.57 (0.24 - 1.38) 6C¥sAG 2966w AG 1K
AA 172 6.9 6 20.0 2.78 (1.08 - 7.16) €6V 0.0266vA 0,005 R

4) Polymorfismus rs10757274

Ve skupiné pacientl, kteti zemieli po TS v dasledku KVO, mélo celkem 15 §tép s
genotypem AA, 10 stép s genotypem AG a 5 stép s genotypem GG.

Z vysledki uvedenych v Tabulce 39 je patrné, Ze pacienti, kterym byl voperovan Stép
s genotypem AG anebo GG, maji snizené riziko umrti v disledku KVO nez ti, kterym byl
voperovan $tép s genotypem AA. Alela A se zde jevi tedy jako rizikova a pacienti, kterym
byl voperovan $tép s genotypem AA, maji témét 3x vyssi riziko tmrti v disledku KVO

nez ti, jejichz $té€p ma genotyp s alesponl jednou alelou G (viz Tabulka 40).

Tabulka 39: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs10757274.

Kontroly Pacienti
OR p p*
N % N %
AA 687 273 15 50.0 1.00 0.01°
AG 1242 493 10 33.3 0.37 (0.16 - 0.83) AA¥sAG  02AAYAG 02K
GG 589 23.4 5 16.7 0.37 (0.14 - 1.08) AA¥6G 0,07 AAwEE  .39R

Tabulka 40: Porovnani frekvenci genotypii polymorfismu rs10757274 - recesivni model.

Kontroly Pacienti
OR p
N % N %
AG+GG 1831 72.7 15 50.0 1.00
AA 687 27.3 15 50.0 2.67 (1.30 - 5.48) 0.006
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6 DISKUZE

V této diplomové praci jsme se zabyvali analyzou DNA pacientli po transplantaci srdce,
ktefi byli operovani v letech 2005 - 2015 v prazském IKEM. Celkem jsme do studie
zahrnuli vzorky DNA od 364 ptijemct a jejich parovych 364 darct srdce.

Nase studie je timto rozsahem zcela unikétni. Z dostupné literatury je jasné, ze dosud
nebyla nikde ve svété provedena geneticka asociacni studie na takovémto poctu pacientd
po TS.

U vsech jedinct jsme provedli genotypizaci Ctyf jednonukletotidovych polymorfismu,
které byly vybrany na zaklad¢ dostupnych vysledkt GWASSs. Konkrétné se jednalo o SNPs
rs17817449 (16912.2; gen FTO), rs2943634 (2036.3; intergenova oblast), rs6922269
(6g25.1; gen MTHFDIL), a rs10757274 (9p21.3; intergenova oblast). U téchto
polymorfismi byla opakované v raznych studiich potvrzena asociace se zvySenym rizikem
KVO, ktera byla nezavisla na tradi¢nich rizikovych faktorech.

Pomoci OR a Pearsonova chi kvadrat testu jsme porovnavali frekvence alel mezi
jednotlivymi analyzovanymi skupinami. Dle dostupnych literarnich udaja jsme ocekavali,
7e u prijemcu srdce, tedy u pacientl s velmi vaznym srde¢nim selhanim se budou ve vétsi
mife vyskytovat rizikové alely oproti kontrolni skupiné. Déle jsme ptedpokladali, ze
skupina darct srdce, jakozto ,extrémné zdrava“ Cast populace bude mit nizsi vyskyt
rizikovych alel oproti pfijemctim a kontrolni skupiné. Ani jedna domnénka ovSem nebyla
potvrzena. Zastoupeni alel nebylo ani u jednoho z vybranych polymorfismt statisticky
vyznamn¢ odliSné mezi jednotlivymi skupinami.

Z ditvodu dvou klinicky zcela odliSnych pii¢in transplantace srdce, jsme se v dalsi
podrobnéjsi analyze zaméftili separatné na pacienty, ktefi méli pted TS diagnostikovanou
dilata¢ni kardiomyopatii a dale na pacienty s diagnézou ischemické choroby srdecni.

V ptipadé polymorfismu rs10757274 byl signifikantné vyssi vyskyt genotypu GG u
pacientti s ICHS. Tento nas vysledek je v souladu s diive publikovanymi pracemi (WTCC,
2007; Samani et al. 2007; Hubacek et al., 2016) spojujici tento polymorfismus s vy$sim
rizikem KVO, 1 kdyzZ ve studii s odliSnym a jedine¢nym protokolem.

Dle naSich vysledki maji jedinci s genotypem GG témét 2x CastéjSi diagnézu ICHS
vedouci k TS a obecné nositelé alely G 1,6x vyssi riziko tohoto onemocnéni oproti
homozygotim AA. Zminény polymorfismus se nachidzi na chromozomu 9p21. V této

oblasti je nckolik polymorfisml detekovanych jako nejsiln€j$i dosud zndmi prediktofi
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rizika rozvoje KVO. Tyto varianty jsou Vv rizné mife vazebné nerovnovahy a jednim
z dalSich ptiklada je napt. polymorfismus rs1333049, kdy jedinci s genotypem CC maji téz
témeét 2x veétsi riziko onemocnéni ICHS (WTCCC, 2007) Vv obecné, neselektované
populaci.

V piipadé polymorfismu rs2943634 maji dle naSich vysledkii homozygoti CC 1.4x vyssi
riziko onemocnéni ICHS neZ nositelé alely A, coz je opét v souladu s diive publikovanymi
studiemi.

U ostatnich vySetfovanych polymorfismi rs17817449 a rs6922269 jsme nepotvrdili
predpokladany vliv na zvysené riziko onemocnéni vedoucich k TS. Tato skute¢nost mtze
byt ovlivnéna dvéma skutec¢nostmi.

Prvni z nich je relativné ,,nizky* pocet jedincti zahrnutych do studie. Piestoze je nas
soubor, vzhledem Kk analyzované diagnoze, jeden z nejrozsahlejSich v srde¢ni
transplantologii, nedosahuje poct béZznych v asocia¢nich studiich jinych onemocnéni, kde
byvaji zahrnovany 1 desitky tisic jedinc. Shroméazdéni vétStho mnozstvi pacientii po
transplantaci srdce je vSak z objektivnich divoda velice obtizné a feSenim by zde byla
pouze rozsahla mezindrodni multicentricka studie.

Druhou pfi¢inou zde mize byt zna¢ny klinicky extrém analyzovanych pacientl. Pacienti
indikovani k transplantaci srdce trpi pochopiteln¢ mnohem zavaznéjsi klinickou poruchou,
nez ,,normalni pacienti s infarktem myokardu, kteti byvaji hospitalizovani obvykle po 65.
roce. Vliv analyzovanych polymorfismi tak muze byt v ¢asnéjSim ve€ku naSich pacientt
nedostatec¢ny a nesnadno detekovatelny.

Velmi ¢astou komplikaci je u pacientli po transplantaci srdce korondrni nemoc srde¢niho
Stépu, jakozto akcelerovana forma ICHS. Etiologie tohoto onemocnéni nebyla dosud zcela
objasnéna. V naem souboru pacientd byla KNSS diagnostikovana u 46 jedinct. Ze 4
analyzovanych polymorfismii se nam podafilo prokazat vliv u jednoho znich a to
rs10757274. Dle naSich vysledkl jsou homozygoti GG vice ohrozeni timto onemocnénim
nez nositelé alely A. Jak jiz bylo zminéno, tento polymorfismus se nachdzi v oblasti
s nejsilngjsi asociaci ke KVO a tudiz je nas vysledek v souladu sjiz diive zjisténymi
poznatky.

V posledni fad¢ jsme se zaméfili na analyzu mortality pacientli, ktefi zemieli po TS.
Z divodu heterogennosti pfi¢in imrti a primarniho vlivu analyzovanych variant na KVO
jsme analyzovali oddélené skupinu pacientii, kde byly pfi¢inou umrti kardiovaskularni

komplikace. Doposud nebyla publikovana zadna studie zabyvajici se vlivem genetickych
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markertt rs17817449, rs2943634, rs6922269, rs10757274 asociovanych s KVO na
prezivani pacientl po transplantaci srdce a tato prace je tedy prvni svého druhu.

Nasim ptedpokladem bylo, ze pacienti s touto diagnézou umrti by mohli byt castéji
nositelé rizikovych genotypd. V nasem souboru bylo 30 takovychto pacientti. Po analyze
DNA pfijemcti a porovnani frekvenci genotypti 4 vybranych polymorfismt s kontrolni
skupinou jsme ovSem dospéli k zavéru, ze se zastoupeni genotypli mezi témito dvéma
skupinami statisticky vyznamné nelisi. I zde mize byt jednou z pfi¢in nizky pocet
dostupnych vzorkt a tedy nedostatecna sila studie.

Kromé¢ DNA piijemcii jsme téZ genotypizovali DNA darcovskych §tépt pacientt, ktefi
zemieli v disledku KVO. Z vysledki analyz jsme dospéli k zavéru, Ze genotyp Stépu ma
na mortalitu pacientd vétSi vliv nez samotny genotyp piijemctd. U polymorfismu
rs17817449 jsme zjistili, Ze pacienti, kterym byl voperovan §té€p s genotypem GG, maji
témet 3x vyssi riziko umrti na KVO po transplantaci srdce nez ti, jejichz $t€p ma genotyp
TT. U polymorfismu rs6922269 jsme dospéli k obdobnému zavéru pro genotyp AA. Ke
kontroverznimu zji§téni jsme dospéli v ptipadé polymorfismu rs10757274. Stép, ktery ma
alespon jednu alelu G vtomto polymorfismu, je méné ohrozen KVO po transplantaci
srdce. Tato alela je ptitom v popula¢nich studiich oznacovana jako rizikova.

Piezivani pacientii je ovlivnéno mnoha faktory. Ackoliv pacienti mohou dodrZzovat
zdravou zivotospravu, je tieba pocitat s moznosti fady komplikaci vyvolanych pievazné
uzivanim imunosupresiv. PfedevSim cyklosporin A a v mens$i mife kortikosteroidy
vyvolavaji potranplantaéni systémovou hypertenzi, kterd negativné ptisobi na
kardiovaskularni systém piijemce stejné tak jako hyperlipidémie, na které se téz podili vliv
imunosupresiv. Dlouhodoby osud nemocnych s transplantovanym srdcem znaéné zavisi na
zdravé Zivotospraveé a intensivni 1écbe, kterou zpravidla pacienti dodrzuji a tim dochézi
Kk eliminaci rizikovych faktorti rozvoje KVO. Je tedy rovnéz mozné, ze mnozstvi a

kombinace 1¢kti potlaci v tomto piipadé vliv genil.
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2

ZAVER

V této diplomové praci jsme se zabyvali analyzou 4 SNPs u pacientt po transplantaci srdce
- rs17817449 (16912.2; gen FTO), rs2943634 (2q36.3; intergenova oblast), rs6922269
(6g25.1; gen MTHFD1L), a rs10757274 (9p21.3; intergenova oblast), vybranych na

zakladé GWASs zaméfenych na kardiovaskularni onemocnéni. Genotypizovali jsme

celkem 364 darci a 364 pfijemct. Transplantaci srdce piredchazely predevSim dvé

diagnozy a to dilatacni kardiomyopatie (145 pacientil) a ischemicka choroba srde¢ni (146

pacientll). U 46 pacientl byla po TS diagnostikovana koronarni nemoc srde¢niho Stépu.

Celkem 30 pacient zemielo po TS na kardiovaskularni onemocnéni.

Po statistickém zpracovani ziskanych dat jsme dospéli k nasledujicim zavérim:

U polymorfismi rs17817449 a rs6922269 jsme nezjistili asociaci jednotlivych
genotypi s DKMP ¢i ICHS, vedouci k transplantaci srdce.

U polymorfismu rs2943634 maji homozygoti CC 1.4x vys$i riziko onemocnéni ICHS
nez nositelé alely A.

U polymorfismu rs10757274 alela G vyznamné zvySuje riziko onemocnéni ICHS -
homozygoti GG maji 2x vysSi riziko a nositelé alely G 1.6x vyssi riziko nez
homozygoti AA.

Po TS maji homozygoti GG v polymorfismu rs10757274 téméet 2x vysSi riziko
onemocnéni KNSS neZ nositelé alely A.

Kardiovaskularni mortalita pacientl po transplantaci srdce neni ovlivnéna genotypem
piijemce u zadného ze sledovanych polymorfismii.

Genotyp darcovského Stépu ma na kardiovaskuldrni mortalitu pacientl vétsi vliv nez
samotny genotyp piijemce.

U polymorfismu rs17817449 maji pacienti, kterym byl voperovan §té€p s genotypem
GG, témét 3x vyssi riziko umrti na KVO po transplantaci srdce nez ti, jejichZ §t€p ma
genotyp TT.

U polymorfismu rs6922269 maji pacienti, kterym byl voperovan §tép s genotypem
AA, témét 3x vyssi riziko umrti na KVO po transplantaci srdce nez ti, jejichZ §t€p ma
genotyp CC.

Paradoxné pacienti s genotypem AA v polymorfismu rs10757274 maji vyssi riziko
umrti na KVO neZ nositelé alely G, kterd je v publikovanych studiich ozna¢ovana jako
rizikova.
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