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SOUHRN

Jednou z vaznych komplikaci ischemické choroby srdecni je infarkt myokardu,
jenz patii celosvétové mezi nejcastéj$i zdravotni problémy a je také jednou z hlavnich ptic¢in
umrti. Komplexni etiologie tohoto onemocnéni je ovlivnéna fadou riznych rizikovych
faktort. V patogenezi infarktu myokardu hraji vyznamnou roli genetické dispozice. Diky
asocianim studiim napfi¢ genomem bylo se zvySenym rizikem vzniku infarktu myokardu
uzce spojeno nékolik chromozomalnich lokusd. Jednonukleotidové polymorfismy v téchto
lokusech maji zasadni vliv na strukturu a funkci produktii genové exprese. Pro stanoveni
alelické konstituce v pfislusném genovém lokusu existuje né€kolik genotypizaénich pfistupu,
pficemz pro ucely této diplomové prace byla zvolena genotypizaéni technologie MassArray.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanovit pomoci MassArray genotypizace
polymorfismy rs2066844 (R702W), rs2066845 (G908R) a rs2066847 (1007InsC) genu
NOD2/CARD15 a rs1800629 (TNF-308) genu TNFa u vybraného souboru 158 pacientti
S prodélanym akutnim infarktem myokardu.

Pro sledované polymorfismy byly stanoveny genotypové a alelické frekvence a déle
bylo také zjisténo, Ze distribuce sledovanych SNP byla v souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou. U polymorfismu rs2066847 (1007InsC) byla prokazana asociace s akutnim
infarktem myokardu. Hodnota relativniho rizika 0,46 spolu s pfevahou nositeld polymorfni
varianty genu NOD2/CARD15 mezi zdravymi kontrolnimi jedinci poukazuje na mozny
protektivni charakter alely C rs2066847. Rozdily ve vyskytu dalSich dvou testovanych
polymorfismi NOD2/CARD15, resp. genu TNFa mezi sledovanym souborem pacientl
a kontrolni skupinou zjiStény nebyly. Tato prace poukazuje na moZné ochranné plsobeni
polymorfni varianty rs2066847 NOD2/CARD15 v patogenezi akutniho infarktu myokardu
Vv Ceské populaci. K definitivnimu prikazu tohoto zdvéru bude tfeba tento nalez ovefit

na dal$im, nezavislém souboru pacientil z jiného pracovisté, ptipadné z jiné zemé.



SUMMARY

One of the serious complications of ischemic heart disease is myocardial infarction,
which belongs to the most common health problems worldwide and is also one of the main
death causes. Complex etiology of the disease is influenced by a number of different risk
factors. An important role in the pathogenesis of myocardial infarction is played by genetic
predisposition. Thanks to the genome-wide association studies, the increased risk
of myocardial infarction was closely linked to several chromosomal loci. Single nucleotide
polymorphisms in these loci have a cardinal influence on the structure and function
of the gene  expression  products. There are several genotyping approaches
for the determination of allelic constitutions in the relevant gene locus. For the purpose of this
diploma thesis, MassArray technology was chosen.

MassArray genotyping was used in order to achieve the main aim of this diploma
thesis, i.e. to determine polymorphisms rs2066844 (R702W), rs2066845 (G908R)
and rs2066847 (1007InsC) of gene NOD2/CARD15 and rs1800629 (TNF-308) of gene TNF«
in a group of 158 patients who had presented with acute myocardial infarction.

Genotypic and allelic frequencies were determined for the observed polymorphisms.
The distribution of genotypes for the single nucleotide polymorphisms tested was
in accordance with the Hardy-Weinberg equilibrium. Significant difference in allelic
frequencies was observed between the patient group and the control subjects
for polymorphism rs2066847 (1007InsC). The value of Odds ratio was 0.46, and together
with predominance of carriers of this polymorphic variant of NOD2/CARD15 gene
in the control group, suggested its possible protective character. Thus the association between
the studied single nucleotide polymorphisms and the increased risk of acute myocardial
infarction was evidenced for rs2066847 and not the other SNPs tested. The protective effect
of the C allele of rs2066847 must be replicated in other centres/other ethnicities, otherwise

it is considered as preliminary and pertinent for Czech population only.
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1 UVOD

Jednou z akutnich a nestabilnich forem ischemické choroby srde¢ni je akutni infarkt
myokardu (AIM). Tento akutni, Zzivot ohrozujici stav je v soufasné dobé jednim
pokrokt v prevenci, terapii a moderni mediciné je infarkt myokardu jednou z nejéastéjsich
pfiéin amrti ve vyspélych zemich svéta. Nejbéznéjsim patofyziologickym predpokladem
pro vznik AIM je ateroskler6za koronarnich arterii. Tento slozity dlouhodoby proces vede
na zaklad¢ ptisobeni celé fady faktord k postupnému zuzovani prisvitu arterie, ktera mize byt
i zcela uzaviena. NedostateCny piivod okyslicené krve pak vede Kk trvalému poskozeni
myokardu.

AIM 1 aterosklerdza jsou polygenni onemocnéni, ve kterych hraji klic¢ovou roli
mj. i genetické faktory. K odhaleni genetického zakladu komplexnich chorob vyznamné
napomahaji genomické asociacni studie identifikujici kandidatni geny a jejich polymorfni
varianty, jez uzce souvisi S danym onemocnénim. V soucasnosti je k dispozici nékolik nizko
I vysokokapacitnich genotypizacnich technologii, které poskytuji o fadé onemocnéni cenné
a objektivni informace, a to az na molekularni Grovni.

Pro genotypizaci jednonukleotidovych polymorfismi genu NOD2/CARD15 byla
V experimentalni c¢asti této diplomové prace pouZita technologie MassArray. Jedna
se 0 rychlou, pfesnou technologii se stfedni kapacitou a Sirokym spektrem vyuziti.

Teoretickd ¢ast diplomové prace je veénovana obecné charakteristice AIM, jeho
patogenezi, diagnostice a lécb&. Dale je pozornost veénovana jednonukleotidovym
polymorfismiim, zpisobiim jejich detekce a bliZ8i charakterizaci genotypizacni technologie
MassArray. V zavéru teoretické ¢asti jsou shrnuty obecné poznatky o genu NOD2/CARD15,
jenz byl vramci vySetfovaného souboru pacientd s prodélanym AIM predmétem studia

experimentalni ¢asti této prace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Akutni infarkt myokardu

Infarkt myokardu (IM) patii v soucasné dobé mezi nejcastéj$i zdravotni problémy
a je také hlavni pfi¢inou umrti a invalidity v rozvinutych zemich svéta. I pies znaény pokrok
v mediciné, modernizaci 1éCby a vyznamny pokles incidence kardiovaskularnich onemocnént,
se V poslednich letech jedna o nejéast&jsi typ onemocnéni a p¥i¢inu umrti v CR (Cifkova
etal., 2010).

Podle evidence praktickych l1ékaiti pro dospélé bylo v CR za rok 2012 evidovano
85 177 ptipadl akutniho infarktu myokardu (AIM). AIM byl pro tentyz rok pfi¢inou umrti
U 3670 muzi a 2844 zen (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, 2013).

Z patofyziologického hlediska jde o akutni loziskovou ischemickou nekrézu
myokardu, vzniklou v disledku nahlého uzavieni nebo progresivniho extrémniho zuZzeni
koronarni tepny, vyzivujici p¥islusnou srdeéni oblast (Spacek et Widimsky, 2003). Vznikla
nekroza se vétSinou dale §ifi smérem od endokardu k epikardu, a to od epicentra k okrajim
zasazené myokardialni oblasti. Rozsah nekrézy a rychlost jejiho postupu jsou ovlivnény
nékolika aspekty, napf. mirou pieruSeni pritoku krve, spotfebou kysliku myokardem
nebo pFitomnosti kolateralnich vétvi (Davies, 2000).

Klinicky mizeme AIM definovat jako typicky vzestup s naslednym poklesem
biochemickych markert nekrézy myokardu za soucasné ptitomnosti alespoil jednoho z téchto
kritérii:

Klinické pfiznaky ischemie
vyvoj patologickych Q vin na elektrokardiogramu
elektrokardiografické zmény svédéici pro ischemii (ST elevace ¢i deprese)

souvislost s koronarni revaskularizaci (angioplastika, stent, bypass)

A A

prikaz nové regionalni poruchy kinetiky nebo nové ztraty viabilniho myokardu

zobrazovaci metodou (Widimsky et al., 2002)
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2.1.1 Etiopatogeneze

AIM je jednou z akutnich forem ischemické choroby srde¢ni (ICHS) a predstavuje
zavazné onemocnéni srdeCniho svalu, které pacienta bezprostiedné ohrozuje na zivoté.
Klinicky prokazatelny IM vznika uzdvérem nckterého z hlavnich epikardialnich kment
koronarnich tepen. Neni-li tok krve v zasazené arterii obnoven, dochazi v disledku ischemie
K nevratnému poskozeni kardiomyocyti, po kterém nasleduji procesy bunétné smrti —
nekroza, apoptdza, autofagie, ataké zanétliva reakce. Jde 0 ¢astou a obavanou komplikaci
koronarni aterosklerozy, jejiz Cetnost narusta s vékem, a postihuje tak zejména starsi jedince.
Pacienti s prodélanym AIM mohou vSak mit i zdravé, angiograficky normalni koronarni
tepny. Stav korondrnich arterii je prognosticky klicovym faktorem — prognoéza pacientt s IM
a angiograficky normalnimi hladkosténnymi koronarnimi arteriemi je vyrazné lepsi
nez U pacientl s IM a stenozujici koronarni ateroskler6zou. Tato skuteCnost mlze uzce
souviset s vékem pacienta, kdy mladsi pacienti S IM maji ve srovnani se starSimi pacienty
lepsi progndézu. Mortalitu IM ovliviiuje také lokalizace infarktu a rozsah poskozeni,
pfidruzena onemocnéni, hypotenze nebo vysoké srde¢ni frekvence. Po prodélani IM miize byt
nezavislym ukazatelem morbidity a mortality srdecni remodelace, jeZ rozhoduje o dal§Sim
vykonu a funkci myokardu. Jedna se o dlouhodoby komplexni d¢j, béhem kterého dochazi
k funk¢nim a velikostnim zménam srde¢niho svalu. K rozvoji AIM pfispiva fada exogennich
I endogennich ¢initel. Rizikovymi faktory souvisejicimi se vznikem akutnich koronarnich
syndromii, mezi néz patii pravé i AIM, jsou napi. koufeni, metabolicky syndrom
nebo hypercholesterolémie (Linhart et al., 2012; O'Neal et al., 2012; Zimmerman et al., 1995;
Widimsky et al., 2009; Frangogiannis et al., 2002; Spa¢ek et Widimsky, 2003).

U vice nez 90 % piipadi IM je pii¢inou vzniku koronarni aterosklerdza s rupturou
intimy koronarni arterie nasledovana trombdzou v mist¢ nestabilniho ateromu.
Pfitomnost trombu nebo rupturovan¢ho ateromu v koronarni arterii vede k omezeni
¢1 preruSeni toku krve v srdeCnim svalu, a tim 1 pfisunu kysliku a zivin, coz vede k trvalému
nekrotickému poSkozeni myokardu. Zbylych 5-10 % pfipadi IM ma jiny pavod,
napt. koronarni spasma, arteriitis, koronarni embolie do véncitych tepen ¢i trombodza
Vv koronarni tepn¢ bez aterosklerozy (Widimsky et al., 2009; Burke et Virmani, 2007; Mendis
etal., 2011).
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2111 Zanét

Zanétliva reakce je odpoveédi zivého organismu na poskozeni tkané c¢i poruSeni
integrity organismu, at’ uz v disledku mikrobidlni infekce, mechanického nebo chemického
poskozeni ¢i ischemie tkdné. Zanét ve vaskularizované tkani je doprovazen komplexem
fyziologickych reakci nespecifické imunity, jez zahrnuje soubor biochemickych
a imunologickych zmén vedoucich k eliminaci infekce a zhojeni. Zanétlivy proces mize mit
dvoji charakter — fizena zanétlivd reakce je velmi vyznamnou obrannou reakci organismu
nezbytnou pro pieziti. Druhym piipadem je neregulovany zanét vyznacujici se nadmérnou
produkci volnych radikéalti a vycerpanim antioxidantt. Tento typ zdnétu muze vést ke vzniku
riznych onemocnéni, a ma tak pro dany organismus nebezpecny sebedestruktivni charakter.

V zavislosti na rozsahu a délce trvani zanétu rozliSujeme zéanét lokélni a celkovy,
ale také zanét akutni a chronicky. Akutni zanét je kratkodoby fyziologicky proces,
ktery bez nasledki odezni a kon¢i Gplnym zhojenim postizené tkan¢, napi. absces nebo sepse.
Naopak chronicky zanét je dlouhodoby patologicky jev, pii kterém dochazi k destrukci
postizené tkdné, jejimu nahrazovani vazivem, a tim 1 k trvalému poskozeni,
napt. pii Crohnové chorobé¢ a aterosklerdze (Hoiejsi et Barttinkova, 2009; McCall et al., 2011;
Yazdanyar et Nordestgaard, 2010).

Zanét arterialniho endotelu hraje vyznamnou roli v patogenezi kardiovaskularnich
onemocnéni. V piipadé aterosklerdzy vede pocate¢ni poskozeni cévniho endotelu k infiltraci
zan&tlivych bunék a nasledné zanétlivé reakci. Aktivované buiiky cévniho endotelu sekretuji
adhezivni molekuly a chemokiny, které napoméhaji interakci leukocytil a monocytli s cévnim
endotelem a také aktivaci trombocytd. Zanétlivymi buitkami obsaZzenymi v aterosklerotickych
lézich jsou ptredevsim T-lymfocyty, monocyty a dendritické bunky (Gear et Camerini, 2003;
Lievens et von Hundelshausen, 2011; Koltsova et Ley, 2011). Imunitni odpovéd’ a zanétlivy
proces maji kli¢ovy vyznam také u srdecnich ischemickych poskozeni, pii kterych dochazi
k produkci heterogenni smési ochrannych, ale i cytotoxickych bunék. Na zaklad¢ vzniklé
myokardialni nekrézy je spusténa zanétliva reakce, jez vede k eliminaci matrix a odumielych
bunék. Mezitim jsou aktivovany reparatni mechanismy potfebné pro tvorbu jizvy,
kterou se zasazena tkan po infarktu hoji. Cytotoxické buiniky naopak vedou K likvidaci
viabilnich kardiomyocyti, a tim i ke zhorSovani myokardialniho poSkozeni (Frangogiannis,

2012; Frangogiannis, 2014).
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2.1.1.2 Ateroskleroza

Ateroskleroza neboli kornaténi tepen je degenerativni stenozujici onemocnéni
sttednich nebo velkych arterii zplisobené postupnym ukladanim cholesterolu, krevnich
elementil a polysacharid do jejich stén. Postupné pak dochdzi k tvorbé fibrézni tkané
a akumulaci slou¢enin vapniku. Jednad se o0 progresivni multifokalni, imunozanétlivé
onemocnéni vznikajici jiz vraném véku, na jehoz vzniku se podili komplexni souhra
metabolickych drah zodpovédnych za ukladani lipidt, zanétlivou a imunitni odpoved
vuci oxidovanym lipidim a endotelidlni dysfunkce. Aterosklerotické poskozeni tak zahrnuje
celou tadu vysoce specifickych bunéénych a molekularnich odpovédi souvisejicich
se zanétlivym onemocnénim (Falk, 2006; Nagareddy et Smyth, 2013; Ross, 1999).

Rozvoj aterosklerdzy podminuje fada ovlivnitelnych i neovlivnitelnych rizikovych
faktor, napf. nedostatek fyzické aktivity, obezita, koufeni, stres, hypertenze, diabetes
mellitus, vék, muzské pohlavi, rodinnd anamnéza, ¢i produkce zanétlivych markert, jakymi
jsou napi. cytokiny nebo C-reaktivni protein v disledku pfitomnosti zanétu (Falk, 2006;
Mendis et al., 2011). Takovéto reakéni zanétlivé slozky ptitomné v krevnim fecisti znaci
zvysené riziko cévnich piihod a hraji tak vyznamnou roli v jejich patogenezi (Libby et al.,
2002). Progrese aterosklerdzy je fizena vaskularnim zanétem. Toto onemocnéni je asociovano
s aktivaci receptord signalnich drah vrozené imunity, pfi¢emz NOD2 protein je klicovym
receptorem ovliviujicim vaskuldrni zanét a zavaznost aterosklerdzy. U mysi bylo prokézano,
ze aktivace NOD2 receptoru je dulezitym proaterogennim mechanismem. NOD2 zhorSuje
aterosklerdzu prostfednictvim vzniklého zanétu cév a podporuje rozsifovani nekrotické zony
bohaté¢ na lipidy. ZvySend exprese genu NOD2 prispiva k prozanétlivé odpovédi
pii ateroskleréze (Johansson et al., 2014). Rizikové faktory pfispivajici ke vzniku
aterosklerdzy jsou téméf totozné s t€émi pro AIM, avSak neni podminkou, ze lidé postizeni
aterosklerotickym poskozenim koronarnich tepen tuto komplikaci prodélaji (Aschermann
et al., 2007).

Ateroskler6za je patologicky stav vyvijejici se v pribéhu né€kolika let, podminény
hromadénim cholesterolu obsahujiciho tzv. low-density lipoproteiny, jejichz akumulaci
v intim¢ cév dochazi k funkénimu poskozeni endotelu a jeho nasledné dysfunkci (Hansson
et al., 2006). Dusledkem je ztrata pruznosti cév, kalcifikace a vznik aterosklerotickych plati —
ateromu, Které zuzuji vnitini prasvit cévnich stén, pti¢emz zuzena lumen cév brani snadnému
a rovhomérnému pritoku krve. V pripad¢ ruptury aterosklerotického platu dochazi ke vzniku

intrakoronarniho trombu a ndsledné obstrukci cévy trombem, jehoz pfitomnost v korondrni
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arterii muze vést az ke vzniku IM (Mendis et al., 2011). Podminkou pro pfitomnost trombu
Vv arterii je zraly aterom — ztohoto divodu je arteridlni tromboza klasifikovana jako
komplikace ateroskler6zy, nikoli jako jeji soucast. Za vznikem aterotrombozy stoji zanétlivé
mediatory vytvarené trombocyty a tukovou tkdni. Samotna ateroskleréza bez akutni trombdzy
neni fatdlnim onemocnénim. Mechanismem, ktery je odpovédny za piimou konverzi
chronického stabilnitho onemocnéni na zivot ohrozujici stav, je pravé ruptura ateromu
nasledovand trombozou. Riziko ruptury zavisi nasloZzeni a stupni stendzy ateromu.
Ten se obecné skldda z mekkého lipidového trombogenniho jadra krytého fibroznim krytem,
jenz obsahuje zanétlivé a hladké svalové bunky. Kandiddtnim objektem ruptury
je pak nestabilni pokrocila ateroskleroticka 1éze s velkym lipidovym jadrem a tenkou
povrchovou vrstvou, infiltrovana aktivovanymi zanétlivymi elementy, jako jsou monocyty,
makrofagy a neutrofily. Aterom inklinuje k ruptufe pfedevsim V nejslabsich mistech s velkou
biomechanickou a hemodynamickou zatézi (Falk et al., 1995; Packard et Libby, 2008;
Mackay et Arrowsmith, 2012). Ruptura fibrézni vrstvy ma rychlou trombogenni progresi.
ZtenCovani fibrézni vrstvy je zplsobeno kontinudlnim pfilivem a aktivaci makrofagt,
které zde uvoliiuji metaloproteinasy a dalsi proteolytické enzymy degradujici tkan. Postupné
pak dochazi ke krvaceni z vasa vasorum nebo lumen arterie (Obrazek ¢. 1), kdy vysledkem

je tvorba trombu a uzavér arterie (Ross, 1999).

Ruptura ateromu  Ztencena fibrézni vrstva Krvaceni
Obrazek ¢. 1: Arterie s rupturou pokrocilého nestabilniho ateromu (upraveno dle Ross, 1999)
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2.1.1.3 Akutni infarkt myokardu a genetika

Genetické faktory hraji v rozvoji aterosklerozy a AIM vyznamnou roli. Tato
onemocnéni patéi stejné jako napi. hypertenze, diabetes mellitus ¢i astma K polygennim
onemocnénim S komplexnim genetickym podkladem. Na jejich vzniku se podili interakce
nékolika gent a také Cetné vlivy vnéjsiho prostiedi. Genetické faktory maji vliv predev§im
u mladych pacientt, vlivy vnéjsiho prostfedi jsou pak vyznamngj$i u téch starSich. V piipadé
polygenni dédi¢nosti je znak v podstaté vysledkem spoluprace nékolika nealelnich gend,
kdy vysledkem je multiplicita i¢inku jiného genu. Jde tedy o situaci, kdy alelovy par nema
vlastni fenotypovy projev, ale modifikuje projev jiného genu, méni intenzitu jeho plsobeni,
¢imz dochazi k ovlivnéni zejména kvantitativni charakteristiky znaku. Genové interakce
tohoto typu jsou charakteristické zvySovanim poctu fenotypovych Stépnych tiid, které stejné
jako u kvalitativnich znakd nemaji jasné ohrani¢eni. Zi¢astnéné geny mohou vést k danému
onemocnéni nékolika zptsoby — na sob&é nezavislou expresi, mohou fungovat jako
modifikatory choroby nebo mohou ovliviiovat expresi jinych genli vzdjemnou interakci.
U polygennich onemocnéni dochazi k synergistickému puasobeni né¢kolika evolu¢né starych
genovych variant, které maji v populaci Casté zastoupeni, pfi¢emz frekvence vzacné alely
jenad 1 %. V dédic¢nosti takovychto chorob se mohou uplatiiovat také mutace v kodujicich
sekvencich, intronech, regulanich genovych oblastech a o vy$$im riziku onemocnéni
zde rozhoduji i specifické haplotypy jednonukleotidovych polymorfismi. Z divodu ucasti
stovek protein kodovanych stovkami gend je potieba v populaci pacientli patrat
po kandidatnich genech, jez modifikuji pribéh onemocnéni — fenotyp pacienta, coz je spjato
se sledovanim polymorfismt v genech kodujicich proteiny, které se ucastni metabolickych
drah spojenych s pfislusSnym onemocnénim. Spektrum kandidatnich genti u onemocnéni
koronarnich tepen (CAD) je velmi Siroké, pficemz klicové pro rozvoj CAD a IM jsou
polymorfismy v genech pro regulaci hladiny plazmatickych lipoproteind, zanétlivé markery
a koagulac¢ni faktory (Snustad et Simmons, 2009; Aschermann et al., 2007; Chaer et al., 2004;
Kraus, 2000; Robin et al., 2007).

Pozitivni rodinna anamnéza kardiovaskularniho onemocnéni je klicovym rizikovym
faktorem pro jeho rozvoj i v dalSich generacich. Ma-li onemocnéni prokazatelné familiarni
vyskyt, da se ogekavat jisty podil genetického podkladu na jeho manifestaci (Stejfa, 2007).
Vyvoj modernich molekularné genetickych metod, zejména pak asociacnich studii napfiic
genomem (GWAS), vedl kobjevu nékolika desitek polymorfnich gend, které jsou

asociovany s metabolismem lipidi a zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni.
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Rada genomickych studii spojila s rizikem CAD polymorfni lokus na p raménku chromozomu
9 v pozici 21-3 (9p21-3), ktery se nachazi v nekodujici oblasti DNA. Rizikova alela 9p21
pravdépodobné neplisobi na kardiovaskularni systém skrze charakteristické rizikové faktory
(jen malo gent spojovanych s IM je asociovano s klasickymi rizikovymi faktory). Polymorfni
chromozomalni oblast 9p21 redukuje az o 90 % expresi genti Cdkn2a a Cdkn2b kodujicich
inhibitory cyklin-dependentnich kinas, z ¢ehoz vyplyva riziko zmény dynamiky proliferace
cévnich bunék a progrese kardiovaskularniho onemocnéni. Dal$imi rizikovymi lokusy jsou
napi. 1pl13 a 6926, kodujici tvorbu lipoproteini (Erdmann et al., 2010; Visel et al., 2010;
Masopust, 2011; Munir et al., 2014).

2.1.2 Symptomatologie a komplikace doprovazejici AIM

Dominantnim symptomem AIM vyskytujicim se u prevazné vétSiny pacientil
je kruta, intenzivni bolest na hrudi, ktera je retrosternalni, povahou svirava, pal¢iva ¢i tlakova,
Sifici se do levé srdecni krajiny. Bolest obvykle vystieluje do pazi, ramen, krku, dolni Celisti,
mezilopatkové oblasti nebo do nadbfisku. Casto trva déle nez 20 minut a neodpovida
ani na opakované davky nitroglycerinu. U postizenych jsou Casté i doprovodné ptiznaky,
jako strach ze smrti, uzkost, dusnost, zmatenost, ale i vegetativni projevy — bledost, nauzea,
zvraceni, palpitace, slabost a poceni. V nékterych piipadech se infarkt projevuje
az komplikacemi, jakymi jsou levostranné srde¢ni selhani nebo sykopa. Neékdy probiha AIM
| bez ptiznakii — tehdy mluvime onémém infarktu, ktery je odhalen nahodné
pii elektrokardiografii (Hradec et Byma, 2007; Spac¢ek et Widimsky, 2003; Stejfa, 2007).

Rada piipadi AIM je spojena s vyskytem dalSich komplikaci, jako jsou arytmie,
srdecni selhani, perikarditida nebo mechanické komplikace.

V pribéhu AIM se velmi casto objevuji arytmické komplikace. Nekteré nemusi
predstavovat zadné vyznamné riziko, jiné mohou mit fatalni dusledky. Supraventrikularni
arytmie naznacuji rozvoj srde¢ni insuficience nebo ji v opacném piipadé mohou zpusobit.
Tyto arytmické komplikace mohou také zhorSovat jiz piitomnou ischemii myokardu.
Komorové arytmie jsou v souvislosti s AIM prognosticky velice zavazné — az 60 % umrti,
ktera se objevuji béhem hodiny od zacatku symptomit AIM, maji na svédomi pravé maligni

komorové¢ arytmie.
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Selhani levé srdecni komory v akutni fazi infarktu ma velmi Spatnou prognozu.
Je charakteristické duSnosti, cvalem a chripky na plicnich bazich. Zédkladem pro odhaleni této
komplikace je echokardiografie, rentgenovy snimek plic, ptipadné¢ koronarografie.

Infarktova perikarditida je komplikaci, kterd se nejCastéji projevuje v prvnich tiech
dnech IM, a to perikardialnim tfecim Selestem, teplotou, leukocyt6zou a recidivou bolesti
za hrudni kosti. Jeji vyskyt koreluje s velikosti infarktového loZiska (Spagek, 2002).

Mechanické komplikace AIM nepatii k tém Castym, ale predstavuji zivot ohrozujici
problém, jenz si zada brzké odhaleni a adekvéatni 1écbu. Mezi komplikace tohoto typu fadime
insuficienci nebo rupturu papilarnich svald, rupturu septa komor ¢i volné stény levé komory

(Cemé et al., 2005).

2.1.3 Diagnostika a jeji moZnosti

Infarkt myokardu mutize byt definovan a diagnostikovan na zaklad¢é nékolika riiznych
ukazateld. Mezi klasické klinické pristupy patii elektrokardiografie (EKG), detekce
biomarkerti myokardiadlni nekrdzy, neinvazivni zobrazovaci techniky, pfipadné pitevni nélez
u zemfelych (Thygesen et al., 2012).

Nezbytnym zakladem diagnézy IM je zjiSténi pacientovy anamnézy a fyzikalni
vySetieni, pii kterém je hodnocen celkovy stav védomi, duSnost, tepova frekvence, poruchy
srdecniho rytmu, krevni tlak, poceni apod. Cilem tohoto vySetfeni je vyloucit jiné
neZ kardiologické a neischemické pfi¢iny bolesti, vyhodnoceni pfitomnosti komplikaci
daného stavu a stanoveni rizika pro pacienta. Pro Casnou diagnostiku, kterd je v piipade
IM velmi dilezita, je toto vySetfeni spolecné s elektrokardiografii klicovym (Bé&lohlavek
et Aschermann, 2008). Dopliujicim a pomocnym diagnostickym pfistupem u IM
je koronarografie, jez potvrzuje a lokalizuje akutni tromboticky uzaveér zasazené arterie, a také
echokardiografie prokazujici regiondlni poruchu kinetiky levé komory v povodi infarktové

arterie (Widimsky et al., 2002).

2.1.3.1 Elektrokardiografie
EKG je zakladni lékaiské vysetfeni Vinterni medicingé, pfi némz je piistrojove

snimana elektricka aktivita srdce. Elektrick¢é zmény vznikajici depolarizaci a repolarizaci
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myokardu jsou detekovany pomoci elektrod pfipevnénych k télu pacienta a snimany
elektrokardiografem. Vystupem méfeni je tzv. elektrokardiogram — zdznam méteni v podobé
kiivek. Kazda kiivka predstavuje grafické znazornéni zmén elektrického napéti mezi dvéma
body v zavislosti na Case. Depolarizace a repolarizace srde¢nich sini a komor vyvolava
na EKG vznik raznych vin (P, T) akmiti (Q, R, S), na zakladé kterych muze 1ékai nalez
zhodnotit z hlediska casu, rozsahu poskozeni a lokalizace. Faze srde¢ni aktivity odpovidaji
na krivce jednotlivym usektim, kdy vina P odpovida depolarizaci sini, komplex kmitii QRS
odpovida depolarizaci komor a vina T repolarizaci komor. V pocate¢nich fazich AIM muze
mit EKG ktivka fyziologicky charakter, protoze k jejimu vyvoji dochazi s rozvojem nekrozy
myokardu. Ztoho divodu je pfidivodném podezieni na AIM potieba EKG vySetieni
opakovat s odstupem nékolika hodin. Toto zakladni jednoduché a neinvazivni vySetieni musi
byt piipodezieni na AIM provedeno co nejdiive. Prostfednictvim EKG mohou byt
diagnostikovany také dal$i zdravotni komplikace, jako napf. srdec¢ni arytmie, ischemie,
srdeéni hypertrofie &i plicni embolie (Spacek et Widimsky, 2003; Thygesen et al., 2012).
Na zéklad€ EKG vysetfeni je IM klasifikovan do dvou zakladnich skupin:

1. Infarkt myokardu selevacemi tuseki ST na EKG (STEMI) - situace,
kdy ischemicka nekroza postihne celou tloustku srdeéni komory a vznika
tak tzv. transmuralni infarkt, jenz je obvykle spojen se vznikem patologickych

kmiti Q na EKG kiivce (Q-infarkt).

2. Infarkt myokardu bez elevaci useki ST na EKG (NSTEMI) — situace,
kdy ischemicka nekroza zidstavd omezena pouze na subendokardidlni vrstvu
myokardu a vznika tak tzv. netransmuralni infarkt, jenz neni obvykle doprovazen
rozvojem patologickych Q vin na EKG kiivce (non-Q infarkt). Tento typ infarktu

tedy ptestavuje nedokonaly infarkt.

Charakteristickou znamkou AIM je bud’ denivelace tsek ST (elevace nebo deprese)
azmény viny T, nebo vznik patologického kmitu Q alespon ve dvou svodech
dvanactisvodového EKG (Hradec et Byma, 2007).

Pomoci EKG miiZe byt stanovena také lokalizace IM. To, zda je infarktem zasaZena
predni, spodni nebo bocni sténa srdecni, je zjisténo na zdkladé¢ EKG zmén v definovanych
svodech probihajicich kolmo vié¢i zasazenému mistu. Pfi NSTEMI je vSak cCasto slozité

z EKG stanovit lokalizaci infarktu, tzn. lokalizace infarktu je neurcena. Diive prod€lany
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infarkt miaze byt definovdn pouze prikazem nové vzniklych patologickych vin
Q na sériovych EKG kiivkach (Widimsky et al., 2002; Widimsky et al., 2009).

Kromé¢ vyse uvedenych kategorii mize byt IM dé€len v zavislosti na patologickych,
klinickych a prognostickych odliSnostech na dalsi podtypy, s ¢imz souvisi i rizné lécebné

strategie (Thygesen et al., 2012).

2.1.3.2 Biomarkery

Biochemické markery (biomarkery) jsou dulezitymi diagnostickymi a prognostickymi
nastroji pro fadu onemocnéni. Klicovou tkéani k detekci biomarkert je diky své vyznamné roli
V imunitni odpovédi, metabolismu a bunééné i mezibunééné komunikaci, periferni krev,
ktera je snadno dostupna pro nenaro¢ny odbér a minimalni invazivitu (Taurino et al., 2010).

Prikaz kardiospecifickych markert je u IM zdkladem definitivni diagn6zy. Mira jejich
koncentrace zavisi na ¢asovém odstupu od vzniku symptomu. V ¢asné fazi IM jsou rutinné
stanovovany markery nekrézy ~myokardu, zanétu, aktivace trombocyti a také
neurohormonalni aktivity (Horakova et al., 2010).

Standardné vyuZivanym markerem pro diagnostiku IM je troponin, jenZ vykazuje
vysokou citlivost a specifitu vi¢i tomuto onemocnéni. Spolecné s troponinem jsou
pro ptesnou a rychlejsi diagnézu IM vyhodnocovany také markery jako je MB-izoenzym
kreatinfosfokinasy s celkovou kreatinfosfokinasou (CK) a myoglobin. Jiné markery nekrozy
myokardu, z&nétu a neurohormonalni aktivity slouzi téZ jako wuzitecné diagnostické
a prognostické nastroje, ale dominantni postaveni ma stale troponin (Aldous, 2013; Ahmad
et Sharma, 2012). Jedna se o protein uvoliovany myocyty pii nevratném poskozeni
myokardu, a je tak vysoce specificky pro srde¢ni tkan a zaroven nezbytny pro definitivni
diagnostiku AIM. Jeho hladina v krvi stoupa velmi brzy a je zvySena i s nékolikadennim
odstupem od vzniku myokardialni nekrézy s tim, Ze pak postupn¢ klesa k normée (Chan et Ng,
2010). Soucasna zvysena hladina troponinu i CK/CK-MB vypovida o jisté diagnoze IM.
Kromé specifickych projevit IM zprosttedkovanych latkami uvolfiovanymi nekrotickou
srdeCni tkani existuji i nespecifické biochemické projevy IM. Na zéklad¢ téchto projevi,
kterymi jsou napfi. leukocytdza, zvySena sedimentace ¢i prechodna hyperglykemie, vSak neni

mozné infarkt diagnostikovat (Widimsky et al., 2002).
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2.1.4 Terapie

Lécba IM je velice komplexni, striktn€ individualni, a pfi v€asném a spravném zasahu
¢asto 1 velmi G¢innd. Jejimi hlavnimi cili jsou:

1. prevence umrti pacienta

2. obnovit a udrzet prichodnost koronarni tepny, tzn. zastavit postupujici nekrozu

3. minimalizovat subjektivni potize pacienta

4, lécit vzniklé komplikace

5. na zadklad¢ komplexnich opatfeni v sekundarni prevenci minimalizovat riziko

recidivy AIM ¢i nasledného umrti
Klicovym faktorem pii 1écbé pacientii s AIM je doba od vzniku myokardialni ischemie

do provedeni reperfuze. Casové prodlevy Vtomto piipadé vyznamné ovliviiuji morbiditu
a mortalitu pacientli. LéCba AIM miiZze byt rozdélena na fazi pfednemocni¢ni, nemocni¢ni
a rehabilita¢ni. O osudu pacienti s AIM zasadnim zpisobem rozhoduje vcasna a kvalitni
prednemocniéni péce. Ta by méla byt co nejkratsi i proto, ze moderni kardiologicka 1écba
mize byt poskytnuta pouze t€ém pacientim, kteti se dostanou do nemocnice véas. Faktorem,
ktery zasadné ovliviiuje vcasnost zdravotnické péce, je samotna reakce pacienta. Doba
od vzniku piiznakt do piivolani pomoci ma nejvétsi podil na ¢asové prodlevé v akutni fazi
IM. Eliminace ¢asovych prodlev ma nesmirny vyznam pro snizeni mortality pacientd s AIM
namaligni arytmické komplikace, které jsou pfi¢inou smrti vétSiny pacientd s AlM
v pfednemocniéni pééi. Cim diive je obnoven pritok krve uzavienou koronarni tepnou,
tim mensi je vysledny rozsah IM. Od toho se nasledné odviji 1 lepsi vysledna funk¢nost levé
srde¢ni komory a priznivéjsi dlouhodoba prognodza pacienta. Pti divodném podezieni na AIM
je nutno okamzit¢ zavolat zdravotnickou zachrannou sluzbu, jejiz posadka poskytne
postizenému nezbytnou prvni pomoc. Lécebna strategie v této neodkladné fazi zahrnuje pouze
postupy proveditelné v danych podminkach, tzn. zjiSténi anamnézy, provedeni fyzikalniho
vySetieni, elektrokardiografie a také podani potiebnych 1éka, které pacienta zklidni, ztisi
bolest, stabilizuji ob&h krve a maji antikoagulacni u¢inky. Pacient s AIM je transportovan
z mista diagnézy pifimo na katetrizacni sal nejblizsiho kardiovaskularniho centra (Dracup
et Moser, 1991; Widimsky et al., 2002; Jansky, 2003).

Nemocnicni péce je zaméfena predevSim na revaskularizaci infarktové tepny.
Zde je velmi dulezita volba reperfuzniho pfistupu, ktery se u riznych typa IM lisi.
Pro stanoveni piesné lokalizace IM je provedena akutni koronarografie. Poté je na zakladé

nalezu 1ékafem zvolen dalsi lécebny postup, kterym je bud’ trombolytickd 1écba, perkutanni
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transluminalni  koronarni angioplastika, nebo v krajnim piipadé kardiochirurgicka
revaskularizace. Nejlepsim 1é¢ebnym pfistupem u AIM je primarni koronarni angioplastika,
jez nejvyznamnéji omezuje rozsah nekrozy, miru komplikaci a dava pacientovi nejveétsi Sanci
na preziti. | v této 1éCebné fazi je nezbytnd medikamentdzni 1€¢ba upravujici srazlivost krve,
podporujici spravnou srde¢ni ¢innost a 1é¢ici dalsi vzniklé komplikace. Nejcastéji podavanym
farmakoterapeutikem je kyselina acetylosalicylova s antitrombogennim efektem (Fischerova,
2008; Spacek et Widimsky, 2003).

2.2 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP)

Vyrazem polymorfismus je v genetice obecné oznacovan vyskyt dvou nebo vice
variant (alel) genu v populaci jedinct, pfi¢emz nejméné dvé z téchto variant se vyskytuji
pro existenci genetické variability. V lidském genomu se vyskytuje mnoho rodin rtznych
typt polymorfismu (Snustad et Simmons, 2009).

Nejbéznéjsimi zménami vyskytujicimi se v genomu ¢loveéka je substituce jednotlivych
nukleotidovych part. Jde o existenci n€kolika ptirozenych variant (alel) v disledku substituce
jednoho nukleotidu v primarni sekvenci DNA za jiny. Aby se jednalo o SNP, musi se tato
substituce vyskytovat v populaci s frekvenci vyssi nez 1 %. SNP jsou v genomu c¢lovéka
hojné rozsifeny — vice nez 10 miliont s pfibliznou frekvenci vyskytu 3 SNP na 1000 bazi
DNA. Mohou se vyskytovat jak v kodujicich, tak i v nekodujicich sekvencich DNA. Vétsina
SNP ale neni pfi¢inou mutantnich fenotypl, protoze se Vv genech a jejich regula¢nich
sekvencich vyskytuje jen sporadicky. Jelikoz jsou SNP zpravidla lokalizovany v blizkosti
geni odpovédnych za onemocnéni, slouzi jako genetické markery pro specifikaci oblasti
na genomové mapé Clovéka asociované s danou chorobou. Spojitost mezi konkrétni alelou
achorobou je zjistovana predevsim na zakladé asocia¢nich studii zaloZenych na vysoce
denzitnich SNP mapach. Tyto mapy umoziuji analyzu vazebné nerovnovahy genti ve velkych
usecich genomu az tisici kandidatnimi SNP vyskytujicimi se v kodujicich a promotorovych
sekvencich. V ptipadech, kdy je SNP vlastnim ptivodcem onemocnéni, mize byt odpovédny
gen nalezen a izolovan. Pokud je identifikovan defektni gen zodpovédny za onemocnéni,
je mozno provéfit DNA izolovanou ze souboru zdravych jedinct a pacientd na piitomnost

riznych SNP a na zaklad¢ asocia¢ni studie identifikovat SNP vzor charakteristicky pro dané
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onemocnéni. Asociacni studie se vSak potykaji s fadou komplikaci — jejich vysledky muze
zna¢n€ ovlivnit pocet analyzovanych vzorkt, demografickd historie populace, etnikum,
piesnost klinického popisu fenotypu, statistickd metodika ¢i odchylky nesouvisejici s danym
onemocnénim (Snustad et Simmons, 2009; Hafler et De Jager, 2005; Stejfa, 2007; O'Brien
et al., 2000; Slany et al., 2008; Nussbaum et al., 2004; Botstein et Risch., 2003).

Jedinci v lidské populaci se v sekvenci DNA z 99,9 % shoduji, pticemz az za 90 %
zbyvajici genomové variability ¢lovéka jsou zodpovédné pravé SNP. Tento typ polymorfismu
ma dédi¢ny charakter — pravdépodobnost crossing-overu mezi SNP v té€sné vazbé je mala.
Takové SNP, které maji sklony ke spoleénému déleni, tvoii genetickou jednotku,
tzv. haplotyp. Diky hojné cetnosti, relativné rovnomérné distribuci v lidském genomu
a své stabilité¢ se SNP staly dilezitymi genetickymi markery poskytujicimi cenné informace
o0 evoluci ¢loveka, vztazich mezi rozdilnymi etnickymi skupinami, ale jsou také vyznamnymi
pomocniky v identifikaci gent, které hraji roli ve vnimavosti k riznym onemocnénim
(Snustad et Simmons, 2009).

Jednim z hlavnich cilt identifikace a studia SNP je porozumét genetickym odchylkam
lidského fenotypu, ale hlavné genetickému zéakladu komplexnich onemocnéni. SNP jsou
podle svého efektu rozdéleny na synonymni a nesynonymni. Pfitomnost synonymniho SNP
v sekvenci DNA znamena zménu kodonu pro konkrétni aminokyselinu v jiny kodon stejného
smyslu — tzn., ze ve vysledném proteinu nedochazi ke zméné aminokyselinového sloZeni.
Nesynonymni SNP (nsSNP) maji naopak zasadni vliv na strukturu a funkci vznikajiciho
proteinu. nsSNP ptitomny Vv kodujici sekvenci genu muize zptisobit substituci aminokyseliny
Vv proteinovém produktu, tj. vznika nefunkéni forma proteinu. nsSNP maji spolecné se SNP
v regulac¢nich genovych oblastech nejvétsi vliv na vysledny fenotyp. Tento typ SNP
predstavuje vice nez 50 % mutaci, které jsou spojovany s lidskymi dédi¢nymi chorobami

(Ramensky et al., 2002; Krawczak et al., 2000).
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2.2.1 Detekce a genotypizace SNP

Pro objevovani SNP existuje fada sekvencné specifickych i nespecifickych piistupti.
Zakladem pro objev polymorfismu v DNA jsou sekven¢né nespecifické metody zalozené
na tvorbé heteroduplexic DNA a jejich specifickych vlastnostech a metody zalozené
na detekci heterozygotli v ramci konkrétni populace.

Metody zabyvajici se vlastnostmi heteroduplexni DNA jsou zaméteny na specifické
cilové lokusy, vramci kterych sledujeme pfitomnost/neptfitomnost polymorfismu v dané
populaci. Princip téchto analyz spociva v denaturaci a renaturaci komplementarnich vlaken
DNA heterozygotnich jedinct s jednou normalni a druhou mutantni alelou. Vzniklé duplexy
jsou separovany V gelu za vzrustajicich denatura¢nich podminek, pfic¢emz heteroduplexy
denaturuji rychleji nez homoduplexy. Disledkem je zpomalena migrace heteroduplexni DNA
gelem. Fragmenty DNA o stejné velikosti jsou tedy separovany podle odlisné migracni
rychlosti. Nukleotidova zaména je v analyzovaném tseku DNA potvrzena, je-li detekovana
pritomnost vice nez jednoho fragmentu. Z konkrétnich metod Ize vyuzit denaturacni
gradientovou gelovou elektroforézu, denatura¢ni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
a teplotni gradientovou gelovou elektroforézu (Gojova et Kozak, 2006). Dalsi moznosti
jecilen¢ indukovana lokalni 1éze v genomech, tzv. EcOTILLING (z angl. Ecotype
Target Induced Local Lesions In Genomes), jez je zalozena na schopnosti nukleas
specifickych pro jenofetézce DNA $tépit heteroduplexy — Vv oblasti heteroduplexu, kde vlakna
DNA nejsou 100% komplementarni, dojde k rozstépeni. Po zavérecné analyze na gelu
je heteroduplex detekovan ve formé dvou fragmentt (Barkley et Wang, 2008).

Na detekci heterozygotii je =zalozena analyza konformaéniho polymorfismu
jednotetézcové DNA (SSCP). Na zaklad€ této metody je detekovdna pfitomnost mutované
a nemutované alely v DNA jednotlivci. Oblast zajmu DNA je nejprve naamplifikovana a poté
zdenaturovana. Konformace jednovlaknovych DNA fragment S mutaci a bez mutace bude
odlisnd. Fragmenty se po aplikaci na nedenaturacni gel pohybuji v zavislosti
na své konformaci rozdilnou rychlosti. Pfi vizualizaci je u zdravého jedince patrny jeden
fragment, tj. piekryvajici se produkty dvou pfirozenych alel, a u jedince s mutaci pak obraz
dvou fragmentti — jednoho s pfirozenou variantou a druhého s mutaci (Cibula et Petruzelka,
2009; Kwok et Chen, 2003).

Ackoli jsou tyto zpusoby detekce zékladem pro objevovani polymorfismi, nejsou
narozdil od sekventné specifickych ptistupti pro fadu aplikaci vhodnym a spolehlivym

nastrojem. Sekvencné specificka detekce je zalozena na Ctyfech spolehlivych obecnych
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mechanismech, kterymi jsou alelové specificka hybridizace, alelové specifické prodluzovani
primeru, alelové specifickd ligace oligonukleotidii a alelové specifické invazivni §tépeni
(Kwok, 2000).

Podstatou genotypizace SNP je urCeni alelické konstituce v piislusném SNP lokusu.
V soucasné dobé€ je k dispozici ne¢kolik riznych genotypizacnich technik, které jsou casto
odvozeny od klasickych molekularné-biologickych metod, zalozenych na enzymatickych
nebo hybridiza¢nich technologiich (Slany et al., 2008). Ideéalni genotypizaéni piistup by mél
byt jednoduchy, rychly, levny, flexibilni, pfesny, robustni, snadno automatizovatelny a m¢l
by ptinaset spolehlivé vysledky (Kwok, 2001). Nejéastéjsim zpusobem detekce polymorfismi
je sekvenovani cilovych oblasti genomu, tzv. genotyping by sequencing, kdy pomoci
sekvenacnich technologii nové generace muzeme ziskat informace o genotypu v tisicich
polymorfnich lokust. K analyze alelické konstituce u velkého souboru SNP dnes existuje
nékolik genotypizacnich platforem vyuzivajicich mikrocipy, kdy jsou na sekvenéné specifické
DNA sondy ukotvené na povrchu mikrocipu nahybridizovany cilové sekvence fragmentované
genomické DNA. Sond specifickych vii¢i riznym segmentim DNA miiZe byt na mikro€ipu
ptitomno az nékolik stovek tisic, coZ umoznuje analyzu Sirokého spektra mutaci najednou
za soudasné uspory Gasu, vstupniho biologického materialu i finanénich prostfedki. Casto
se jedna o0 komercionalizované vysokokapacitni metody, jeZ jsou provadény kompetentni
firmou (Illumina, Affymetrix) v podobé servisu (Kubistova et al., 2009).

Vysokokapacitni genomické technologie, jakymi jsou sekvenovani nové generace
a mikroCipové analyzy, umoziiuji hlubsi pochopeni etiologie fady onemocnéni na molekularni
urovni. Platformy vyuzivajici mikroCipy je vSak vyhodné pouZit pro genomické analyzy
U jiz zndmych polymorfismil asociovanych s chorobou. Pfed aplikaci ¢ipové analyzy je nutno
vybrat skupinu polymorfismil s prediktivnimi vlastnostmi, k ¢emuz slouzi nizkokapacitni

metody pro detekci SNP, napt. sekvenace nebo Real-time PCR (Slany et al., 2008).
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2.2.1.1 Genotypizace technologii MassArray

V soucasné dob¢ je na trhu k dispozici cela fada vysoce vykonnych genotypizacnich
technologii, jez nabizi bezprecedentni pfistup ke genetické informaci. Hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem
(MALDI-TOF MS) zalozena na platformé MassArray je integrovany vysoce ucinny
analyticky systém pro identifikaci, validaci a analyzu genl s uplatnénim v medicing,
molekuldrné biologickych studiich ¢i farmakogenomice. Jednd se o flexibilni technologii
s fadou aplikaci, zndmou piedev§im pro svou schopnost piesné SNP analyzy. MassArray
technologie je dale vyuzitelna napt. pro odhad alelickych frekvenci ve vzorku DNA,
kvantitativni analyzu genové exprese, objevovani SNP ¢i asociacni studie. Své uplatnéni
ma také v genotypizaci, alelové specifickych expresnich studiich, analyze somatickych
mutaci, genové exprese ¢i stavu methylaci CpG ostrovu (Jurinke et al., 2005).

Podstatou MassArray technologie je kombinace molekularné biologickych technik,
jako je polymerasova fetézova reakce (PCR) s hmotnostni spektrometrii, tedy technikou
separa¢ni. Principem je analyza specifickych PCR amplikonli studované DNA na zakladé
pokrocilé, citlivé a vysoce specifické MALDI-TOF MS, ktera umoznuje v jediné reakci
detekovat az 36 riznych alel zaroven. PCR produkty liSici se v jediném nukleotidu jsou
rozliseny na zaklad¢ rozdilné molekulové hmotnosti. Pomoci této vykonné technologie
je mozné denné analyzovat desitky az stovky tisic vzorku. Jedna se o moderni, citlivou,
ptesnou a rychlou platformu, ktera je vyhodna nejen casové a ekonomicky, ale i z hlediska
minimalni spotteby biologického materialu.

Proces MassArray genotypizace lze rozdé€lit do nékolika zakladnich krokt (Obrazek
¢.2). Pomoci PCR je nejprve naamplifikovana poZadovand oblast DNA, kterd zahrnuje
studovany SNP. Pro amplifikaci takovychto isekit DNA je pouzito specifickych primert
navrzenych tak, aby po hybridizaci na templatovy fetézec DNA ohranicily tu oblast molekuly,
zahrnujici dany SNP. Optimalni velikost amplikonu zahrnujiciho polymorfni oblast je mezi
80-120 bp. Pro zisk objektivniho vysledku je dulezité, aby se amplifika¢ni primery Svou
molekulovou hmotnosti dostatecné liSily od primerd extencnich. Z tohoto divodu je k 5°
konciim amplifikac¢nich primera ptfidavana dekamerni znacka o znamé sekvenci i molekulové
hmotnosti.

Béhem nasledujici enzymatické reakce, je PCR produkt inkubovan s alkalickou
fosfatasou (shrimp alkaline phosphatase — SAP), ktera defosforylaci inhibuje

nezainkorporované deoxyribonukleotidy z ptedchozi reakce, ¢imz je zamezeno jejich
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pasobeni v dalsim kroku. V nasledujici PCR je vyuzito extencnich primert, které tésné
pfiléhaji k polymorfnimu mistu. Molekulova hmotnost exten¢nich primert je pfedem znama
a méla by se pohybovat v rozmezi 4500-9000 Da. V prubé¢hu PCR reakce je extenéni primer
prodlouzen o jeden hmotnostné modifikovany terminacni dideoxyribonukleotid o znamé
molekulové hmotnosti. Metoda predstavuje univerzalni zpusob detekce inzerci, deleci,
substituci a dalsich polymorfismia v amplifikované DNA.

V analyzovanych vzorcich mohou byt piitomny zbytky nezddoucich soli
Z ptedchozich krokua. Jejich pfitomnost by vedla ke vzniku vysokého Sumu na pozadi
hmotnostnich spekter, a je proto zapotiebi se jejich obsahu zbavit. Soucasti kitu je proto
kationovy Clean Resin, po jehoz aplikaci dojde ve vzorcich k eliminaci Na*, K* a Mg?* iontd
ze smési. Toto piedisténi je vyznamnym optimaliza¢nim krokem pro nasledujici detekci.

Samotné analyze studované DNA piedchazi ptiprava SpectroCHIPu. Na povrchu
chipu z oxidu kifemicitého je ptitomna matrice pro MALDI-TOF MS, pfi¢emz pro analyzu
oligonukleotidii je bézné pouzivanou MALDI matrici kyselina 3-hydroxypikolinova. Vzorky
jsou pomoci MassARRAY Nanodispenseru transferovany na chip. Po styku vzorku s matrici
dojde na chipu ke krytalizaci, pii které se supernatant odpaii. SpectroCHIP je nasledné vlozen
do hmotnostniho spektrometru, kde probéhne analyza a detekce studovanych vzorkd
vV realném cCase. Ziskana hmotnostni spektra jsou dale vyhodnocena pomoci softwarové
analyzy dat. Software MassARRAY® TYPER 4.0 — Typer analyzer poskytuje uzivateli
vizualizaci vSech vysledkt zaroven, ale také i jednotlivych analyz. Software umoziuje
uzivateli také manualni korekci vysledkd (Gabriel et al., 2002; Gabriel etal., 2009;
Sequenom®, 2006; Orgogozo et Rockman, 2011).

26



JForward PCR primet

—_— " [c/6] e
3% eee [s/cl cedS’ PCR amplifikace |—
Genomick3 DNA T
Reverse PCR primer
SAP reakce
Primer P Extenze
——— O

Primer

G iPLEX reakce
C
\éﬁténi PCR produktu Resinem

Transfer PCR
produktu na
SpectroCHIP

Priprava softwaru;
vlozeni SpectroCHIPu
do hm. spektrometru

gs Cteni SpectroCHIPu,
s l llLJ hmotnostni analyza
% « el B

Softwarova analyza dat

Obrazek ¢. 2: Schéma pribéhu MassArray genotypizace (upraveno dle Orgogozo
et Rockman, 2011)

Hmotnostni spektrometric (MS) je analyticka technika méfici pomér hmotnosti
a naboje m/z vzniklych iontd v zavislosti na jejich pohybu v magnetickém ¢i elektrickém poli.
Jde 0 separaci nabitych ¢astic na zakladé poméru m/z, pfiCemz vysledkem je hmotnostni
spektrum (Obrazek ¢. 3). Jedna se 0 destruktivni techniku, ktera je vysoce citliva, specificka
arychla. Ptistroj pro pfipravu, analyzu a detekci elektricky nabitych Castic v plynném stavu
se nazyva hmotnostni spektrometr. Nezbytnou soucasti tohoto pfistroje je iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a detektor. MS je charakteristickd nékolika zakladnimi procesy.
Nejprve je vzorek pfeveden laserovym pulzem do plynné faze a nabit v iontovém zdroji.
Vzniklé ionty jsou dale v hmotnostnim analyzatoru za pfitomnosti vakua rozdéleny podle
meérného naboje. Takto separované ionty dopadaji na detektor a signaly zachycené detektorem
jsou dale pfevedeny na hmotnostni spektrum, které je grafem zavislosti relativni intenzity

detekovanych pseudomolekularnich iontii na mérné hmotnosti iontd (m/z).
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Obrazek €. 3: Schéma MS spektra odpovidajici heterozygotnimu jedinci pro alelu 1 a 2

(upraveno dle Sequenom®, 2006)

Pii MALDI-TOF MS dochazi kionizaci vzorku laserem za pfitomnosti matrice,
ktera je nezbytnou soucasti — slouzi k ptevedeni vzorku do plynného stavu a zaroven k jeho
nabiti. Matrici je mala organicka molekula s konjugovanymi chemickymi vazbami, které jsou
pii ur¢ité vinové délce laseru schopny absorbovat energii. Nejcastéji se jedna o aromatické
karboxylové kyseliny net€kavého charakteru. Ionizace analytu je zajiSténa diky
hydroxylovym skupindm matrice. Po smichdni vzorku s matrici dojde ke kokrystalizaci.
Matrice je v dasledku pusobeni laserového pulzu odpatena, ¢imZ s sebou strhava i analyt,
ktery je nasavan do analyzatoru (Obrazek ¢. 4). Absorpci energie laserového paprsku matrici
dojde k ptenosu protonu, ktery ionizuje analyt v plynné fazi, pfi¢emz ionizaci ziskavaji
vSechny analyzované ionty piiblizn€ stejnou energii — prevazné jednonasobny ndboj.
Dtlezitou soucasti hmotnostniho spektrometru spojeného s MALDI ionizaci je vakuum,
ve kterém je MALDI ionizace realizovana — ¢im vétsi je vakuum, tim je analyza citlivEjsi
a ionty setrvavaji déle v plynné fazi (Marvin et al., 2003; Ragoussis et al., 2006).

Hmotnostni analyzator doby letu (TOF analyzator) je pulzni analyzator, ktery méfi
dobu letu iontil (fadove v ns-us) potfebnou pro prekondni urcité vzdalenosti, z niz je nasledné
vypocitana hodnota m/z. lonty jsou z iontového zdroje urychleny napétovym pulzem do TOF
analyzatoru, kde se v zavislosti na poméru jejich hmotnosti a naboje m/z pohybuji riznou
rychlosti. Ionty pak dopadaji na detektor v rizném case — ty s mensi hodnotou m/z a o stejné
kinetické energii maji vétsi rychlost, a proto dopadaji na detektor diive, neZ ionty s vétsi
hodnotou m/z. Vyhodou priletového TOF analyzatoru je velmi rychlé meéfeni spekter
a teoreticky neomezeny hmotnostni rozsah (m/z < 1000000).
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Obrazek ¢. 4: Schéma MALDI-TOF MS

2.3 Charakteristika genii a proteinit NOD2/CARD15 a TNFa

V roce 1996 byl na zdkladé¢ vazebnych studii identifikovan genovy lokus IBDI1
na chromozomu 16 (Hugot et al., 1996). Na zac¢atku roku 2001 byl v témze lokusu na zakladé
asocia¢niho mapovani identifikovan gen NOD2/CARD15, jakozto prvni vnimavy faktor
pro Crohnovu chorobu (CD) (Hugot et al., 2001). Gen NOD2/CARD15 je lokalizovan
Vv pericentromerické oblasti chromozomu 16 a je soucasti sité genii, ktera se podili na imunitni
odpovédi a regulaci apoptozy (Ogura et al., 2001; Inohara et Nunez, 2001). Koduje
intracelularni protein NOD2/CARD15, jenz je preferencné exprimovan myeloidnimi
imunitnimi buiikami, jako jsou monocyty, makrofagy, dendritické buiiky, Panethovy burtiky,
ale 1 stfevni epitelidlni bunky a T-lymfocyty. Tento protein je vnitrobunéénym
cytoplazmatickym receptorem pro muramyl dipeptid (MDP), ktery je soucasti peptidoglykanu
tvoficiho bunéénou sténu gram-pozitivnich i gram-negativnich bakterii (Lala et al., 2003;
Hrn¢itova et al., 2014; Di Sabatino et al., 2013).

Protein NOD2/CARD15 je ¢lenem ruznorodé rodiny tzv. NOD-like receptor (NLR),
tj. receptortt s oligomeriza¢ni doménou vazici nukleotid. NLR nalezi do skupiny receptoru
rozpoznavajicich patogeny. Jsou centrdlnimi regulatory imunitni a zanétlivé odpovédi
pti zanétlivych onemocnénich, vcetné aterosklerdzy, kterd je asociovana se zvysenou expresi
NOD2/CARD15 (Chen et al., 2009; Liu et al., 2013). Studie na mysich dokladaji zvySenou
expresi genu NOD2/CARD15 v ateromech (Zong et al., 2013) ainterakci proteinu
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NOD2/CARD15 s bakterialnimi slozkami V endotelialnich bunkach a kardiomyocytech
(Fillon et al., 2006).

Protein NOD2/CARDI15 se strukturné sklada za tfi segmentt (Obrazek ¢. 5). N-konec
zahrnuje dv¢é tandemové kaspasové aktivatni domény CARD1 a CARD2 nezbytné
pro signalizaci  aregulaci apoptézy. Centralni Cast proteinu tvofi  nukleotid-
vazajici oligomerizacni doména NOD. C-konec je tvoten regionem bohatym na leucin (LRR),
jenz ma funkci receptoru a je zarovenn zodpovédny za asociaci NOD2/CARDIS s bunécnou
membranou (Lakatos et al., 2006; Hrn¢ifova et al., 2014).
f’fﬂ“.

CARD-CARD LRR

M-konec

C-konec

\/

NOD

Obrazek ¢. 5: Struktura proteinu NOD2/CARD15 (upraveno dle Lakatos et al., 2006)

Interakce receptoru s ligandem tsti v oligomerizaci CARD domén. Tato konformacni
zména vede K signalizaci zprostfedkované serin/threonin kinasou RIP2, jeZ je nezbytna
pro aktivaci NF-xB signalni drahy a mitogenné aktivované protein-kinasové drahy MAPK.
Aktivovany transkripni faktor NF-kB indukuje genovou expresi zanétlivych cytokind,
chemokini a adhezivnich molekul. Témito latkami jsou napf. tumor nekrotizujici
faktor a (TNF-a), interleukin 1B, 6 a 8 (IL-1pB, IL-6, IL-8) nebo membranovy kofaktorovy
protein 1, dilezité pro stimulaci dalSich efektorovych buné€k béhem obranné reakce hostitele
(Abraham et Cho, 2006; Chen et al., 2009).

Proteiny NODI1 a NOD?2 reguluji aktivaci jaderného faktoru kB (NF-xB) v lidskych
fibroblastech a aortalnich endotelidlnich bunéénych liniich. Jedna se o formu odpovédi téchto
bunék na piitomnost bakterii, napf. Chlamydia pneumoniae, kterd predstavuje jeden
Z nejcastéji detekovanych bakterialnich druhti v aterosklerotickych placich (EI Mokhtari et al.,
2007).
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V genu NOD2/CARD15 bylo doposud identifikovano nékolik mutaci. SNP tohoto
genu byly jako prvni asociovany se zanétlivym onemocnénim stiev (Holler et al., 2004).
Polymorfismy v tomto genu vedou ke snizené schopnosti bunék rozpoznavat MDP nebo jeji
uplné ztraté, s ¢cimz dale souvisi porucha regulace podiizenych signalnich drah.

U nékolika etnickych skupin byly SNP v NOD2/CARD15 asociovany s CD. Za nejvice
rizikové jsou povazovany genové varianty V LRR oblasti genu NOD2/CARD15. Konkrétné
se jedna o SNP R702W, G908R a Leul007insC. Az polovina pacientii s CD v ramci bé€losské
populace je nositelem alespoin jednoho zuvedenych SNP. Polymorfni varianty genu
NOD2/CARD15 jsou kromé¢ CD asociovany také s nékolika dal$imi onemocnénimi,
napt. astmatem, atopickym ekzémem, Blauovym syndromem, alei Vvtzv. nemoci S§tépu
proti hostiteli (graft versus host disease) (Hampe et al., 2001; Serbati, et al., 2014; Kabesch
et al., 2003; Weidinger et al., 2005; Mitrovi¢ et Poto¢nik, 2011; Kanaan et al., 2012; Holler
et al., 2004; Miceli-Richard et al., 2001).

Gen TNFa je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 6 uvnitt hlavniho
histokompatibilniho komplexu a koduje protein s ndzvem tumor nekrotizujici faktor alfa
(TNFa). Jedna se o prozanétlivy cytokin vyskytujici se v organismu v transmembranové
a volné — solubilni formé. Jeho produkce je zajiSténa predevSim makrofdgy a monocyty,
ale je syntetizovan i riznymi krevnimi elementy, endotelialnimi buikami, buiikami hladkého
svalstva nebo kardiomyocyty (Rink et Kirchner, 1996; Gonzalvez et al. 2007; Tsukamoto
etal., 1998).

TNFa signalizaci zprostiedkovavaji dva specifické receptory TNFR1 a TNFR2,
které stimuluji dvé odli$né intracelularni drahy. TNFR1 je na rozdil od TNFR2 exprimovan
témet ve vSech bunkach. Exprese TNFR2 je omezena na specifické typy bunék, kterymi jsou
napf. T-lymfocyty, endotelidlni buniky nebo oligodendrocyty. Také struktura obou receptorti
je odlisna. Zatimco extracelularni ¢asti téchto receptorti jsou podobné, jejich cytoplazmatické
Casti se zna¢né lisi. Cytoplazmaticka cast receptoru TNFR1 obsahuje tzv. domény smrti,
které interaguji s proteiny s podobnymi doménami, napt. TRADD, FADD. Tento strukturni
rozdil v cytoplazmatickych ¢astech obou receptorli, odrazejici se v interakci s odlisnymi
proteiny, vede k rtizné bunécné odpoveédi. Funkce a signalizace TNFa vSak nezavisi pouze
na interakci sreceptory. Zasadni roli v této bunééné signalizaci hraji vys§i oligomerni

struktury proteinu — TNFo je funkéni v podobé homotrimeru, pficemz kazdy z dil¢ich
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monomeru interaguje s receptorem TNFR1 nebo TNFR2 (Guven-Maiorov et al., 2014;
Wajant et al. 2003).

Tento dulezity pleiotropni cytokin se podili na Sirokém spektru biologickych procest
zahrnujicich buné¢nou proliferaci, diferenciaci, apoptézu, lipidovy metabolismus, koagulaci,
fibrinolyzu a ovliviwyje I inzulinovou rezistenci nebo endotelialni funkce. Poruchy exprese
genu TNFa jsou zahrnuty do patogeneze celé fady lidskych onemocnéni, potransplantac¢nich
komplikaci a jeho polymorfismy jsou asociovany s autoimunitnimi a zanétlivymi
onemocnénimi (Wajant et al. 2003; Rink et Kirchner, 1996; Gonzalvez et al. 2007).

Biologické funkce TNFa jsou slozité a rozmanité — na jedné strané poskytuje bariéru vaci
vzniku onemocnéni, na strané¢ druhé zptsobuje patologické komplikace. V akutnich fazich
je lokalni produkce TNFa nezbytna — stimuluje produkci cytokint a funguje jako kostimulator
aktivace T-lymfocytd. Aby mohly byt imunitni buiiky (neutrofily a makrofagy)
transportovany do mist poskozeni tkdn¢ a infekce, dochazi prostrednictvim TNFa ke zvySeni
exprese adhezivnich molekul v cévnim endotelu. Snizenéd produkce a aktivita proteinu TNFa
nebo dokonce jeho uplnd absence muze vést k selhani obrannych mechanisml organismu
a snizeni imunitni odpovédi vici patogenim. Na druhou stranu dlouhodobé puisobeni TNFa
muze mit vazny nepiiznivy dopad. Vysoka hladina TNFa v Krvi je spojena s toxickym Sokem
vyvolanym bakteridlnimi endotoxiny. Jeho zvySena hladina byla zaznamenana i u pacientt
S nestabilni anginou pectoris, revmatoidni artritidou a autoimunitnimi poruchami. Nadmérna
experse genu TNFa také prispiva napf. k dysfunkci levé srde¢ni komory, kardiomyopatii
nebo plicnimu edému (Elahi et al., 2009; Kaplan et Freedman, 1996; Kubistova et al., 2009;
Barbara et al., 1996). TNFa je pfitomen i Vv periferni krvi pacienti s chronickou ICHS
a akutnim koronarnim syndromem. ZvySena hladina cytokinu TNFo byla spolecné
s interleukiny 1 a 6 detekovana také U pacient s AIM, kdy béhem akutni myokardialni
ischemie je v myokardu zahajena jeho syntéza (Guillen et al., 1995). V piipadé srde¢niho
selhani byl prokazan i negativni inotropni tc¢inek tohoto proteinu (Gonzalvez et al. 2007).

Polymorfismy v lidském genu TNFa hraji vyznamnou roli v citlivosti vii¢i nékterym
chorobdm a jejich zavaznosti (jako naptiklad u autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni).
Nejvetsi dopad na fenotyp maji zejména SNP v promotorové oblasti tohoto genu. Pfitomnost
SNP v této specifické funkéni sekvenci DNA muze vést ke zvySené transkripéni aktivité,
a tim i k nadprodukci proteinu TNFa (Rink et Kirchner, 1996; Elahi et al., 2009).
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CILE PRACE

Cile diplomové prace je mozno shrnout do téchto péti bodii:

Vypracovani literarni reSerSe na téma: Stanoveni polymorfismi NOD2/CARD15

U pacientt s akutnim infarktem myokardu.

Izolace DNA z periferni krve pacientii s akutnim infarktem myokardu pomoci izolatoru

DNA Arrow.

MassArray genotypizace polymorfismi rs2066844 (R702W), rs2066845 (G908R)
ars2066847 (1007InsC) genu NOD2/CARD15 a dale rs1800629 (TNF-308) genu TNF«

u vybraného souboru pacienti.

Statistické vyhodnoceni alelickych a genotypovych frekvenci, analyza Hardy-

Weinbergovy rovnovahy.

Ovéieni genetické asociace studovanych polymorfisml se zvySenym rizikem vyskytu

akutniho infarktu myokardu u vybraného souboru pacientt.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Biologicky material

Jako biologicky material pro praktickou cast diplomové prace byla pouzita periferni
krev 158 pacienti, ktefi prodélali akutni infarkt myokardu (Tabulka ¢. 1), a jsou léCeni
nal. Interni klinice kardiologické Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
a Fakultni nemocnice Olomouc. Kontrolni skupinu tvotily vzorky periferni krve 93 zdravych
anonymnich darct. Jako referenéni DNA byla pouZzita komeréné dostupna DNA NA17252

Human variation panel — Caucasian panel of 100 (Coriell Institute, New Jersey, USA).

Tabulka €. 1: Charakteristika vybraného souboru 158 pacienti s AIM

Potet Vékové <50 | >50 Vékovy
rozmezi prumér
Muzi 112 | 29-85 | 25 | 87 57,9
Zeny 46 47-87 2 | 44 64,1
4.2 Chemikalie
96% ethanol (FAGRON as., Ceska republika)
50% ethanol (FAGRON a.s., Ceska republika)
Arrow Blood DNA 500 Extraction Kit (DiaSorin, Ireland)
IPLEX Gold Reagent Kit (Sequenom®, USA)
— Calibrator
— Clean Resin
— dNTP mix

— IPLEX Buffer
— IPLEX Enzyme
— IPLEX Termination mix
— MgCl,
— PCR Buffer (10x)
—  SAP enzyme
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— TS Buffer
PCR enzym — HotStarTaq
PCR voda na fedéni vzorka
Primery

Sterilni deionizovana voda

4.3 Vybaveni laboratore

(Roche, Germany)
(5 PRIME, Germany)
(Integrated DNA technologies, USA)

V ramci praktické ¢asti diplomové prace byly v laboratofi vyuZivany tyto pfistroje:

Centrifuga Z300

Chladnicka

Izolator DNA Arrow

Laboratorni mraznicka

LabRoller Rotator

Laminarni box

MassARRAY Analyzer Compact
MassARRAY Nanodispenser
Mikropipety (0,1-1000 ul)
Minicentrifuga Soectrafufe C1301
Multikanalova pipeta

Nanodrop 2000 spectrophotometer
Pracovni stanice HP XW4600
Termocyklér AG 6325

Vortex mixer

4.4 Spotrebni material

Kryci PCR foélie

Mikrotitracni desticky (format 96)
Mikrozkumavky (1,5 ml, 2 ml)
Pipetovaci spicky s filtrem/bez filtru
SpectroCHIP arraye

Zamrazovaci mikrozkumavky (1,5 ml)

(Hermle)
(Liebherr)
(NORDIAG)
(Liebherr)
(Labnet)
(BIOAIR)
(Sequenom®)
(Sequenom®)
(Eppendorf)
(Labnet)
(Eppendorf)

(Thermo Scientific)

(Eppendorf)
(Labnet)

(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Sequenom®)
(Eppendorf)



4.5 Metody

45.1 Mikroizolace DNA pomoci pristroje Arrow

Vzorky periferni krve (5-10 ml) odebrané do zkumavek s antikoagula¢nim ¢inidlem
K2-EDTA byly nejprve jemnym nékolikandsobnym prevracenim zkumavky tadné
promichany.

Nasledn¢ bylo z kazdé zkumavky pipetou odebrano 500 ul krve do 1,5 ml zkumavky,
ze které byla provedena automatizovana izolace DNA pomoci Arrow Blood DNA 500
Extraction Kitu (DiaSorin, Ireland) pfistrojem Arrow. Ziskana DNA byla na konec rozpusténa
Vv 400 pl elu¢niho pufru.

Po izolaci byla spektrofotometrickym métenim pomoci piistroje Nanodrop zmétena

Cistota a koncentrace vyizolované DNA.

452 PCR amplifikace DNA

Pted zahajenim PCR amplifikace DNA bylo potfeba kazdy vzorek DNA nafedit
adekvatnim objemem deionizované vody na koncentraci 10 ng/ul a také pfipravit smeés
primeri odpovidajicich hledanym SNP. Pfislusné lyofilizované primery byly nafedény
deionizovanou vodou V zasobni roztoky o koncentraci 100 pmol/ul. Ze zasobniho roztoku
kazdého primeru bylo nasledné odebrano 10 pl, které byly doplnény 90 ul deionizované vody
na pracovni roztok o koncentraci 10pmol/pl. Smichdnim pracovnich roztoki jednotlivych
primert vznikla smés primeri potiebna pro PCR amplifikaci DNA. Sekvence pouzitych
reverse a forward primerti jsou uvedeny v Tabulce €. 2.

Poté byl pfipraven PCR mix obsahujici tyto komponenty: deionizovana voda, PCR
Buffer, MgCl,, dNTP mix, primer mix, HotStarTag®. Objemy a koncentrace vyse uvedenych
komponent pro pfipravu PCR mixu na 1 vzorek jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3. Pfipraveny PCR
mix byl déle rozpipetovan po 4 pl do jamek mikrotitracni desti¢ky. Dale byl do prvni jamky
mikrotitracni desticky napipetovan 1 pl deionizované vody (negativni kontrola) a vertikalné
do druhé jamky 1 pl referenéni komeréné dostupné DNA NA17252 Human variation panel —
Caucasian panel of 100 (Coriell Institute, New Jersey, USA) — pozitivni kontrola. Do kazdé
zbyvajici jamky byl poté ptidan 1 pl pfislusné nafedéné DNA. Nasledné byla mikrotitracni
desticka prelepena kryci PCR folii a po dobu 35 s centrifugovana pii 2750 rpm. Na konec
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byla desticka vloZzena do termocykléru, kde probéhla PCR amplifikace dle podminek

uvedenych v Tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 2: Sekvence pouzitych primert pro sledované SNP

SNP 5°-3" sekvence reverse primeru 5°-3" sekvence forward primeru
rs1800629 | ACGTTGGATGGGTCCCCAAAAGAAATGGAG | ACGTTGGATGGATTTGTGTGTAGGACCCTG
rs2066844 | ACGTTGGATGATGGAGTGGAAGTGCTTGCG | ACGTTGGATGAGTGCCAGACATCTGAGAAG
rs2066845 | ACGTTGGATGCTGACACTGTCTGTTGACTC | ACGTTGGATGGTGATCACCCAAGGCTTCAG
rs2066847 | ACGTTGGATGCTTCCAGGATGGTGTCATTC | ACGTTGGATGCCAGGTTGTCCAATAACTGC

Tabulka €. 3: Slozeni PCR mixu pro 1 vzorek

Chemikalie Objem [pl]
H,O 2,40
PCR Buffer (10x) 0,50
MgCl; (25 mM) 0,40
dNTP mix (25 mM) 0,10
Primer mix (1 puM) 0,50
HotStarTaq® (5 U/pl) 0,10
Celkovy objem 4,00

Tabulka ¢. 4: Cykliza¢ni schéma PCR amplifikace

Teplota [°C] | Cas [min] | Poéet cykli
95 2
95 0,5
56 0,5 45
72 1
72 5
4 0

37



45.3 SAP reakce

Tato enzymatickd reakce je nezbytnd pro inaktivaci volnych deoxyribonukleotidd,
k niz dochazi pomoci enzymu SAP. Po PCR amplifikaci byla desticka 35 s centrifugovana
pii 2750 rpm. Do jednotlivych jamek byly piidany 2 pul SAP mixu, ktery byl slozen
z nasledujicich komponent: deionizovana voda, SAP Buffer, SAP enzyme. Objemy
a koncentrace jednotlivych komponent mixu jsou uvedeny Vv Tabulce €. 5. Nasledné byla
desticka ptelepena kryci PCR folii, centrifugovana po dobu 35 s pii 2750 rpm a vlozena

do termocykléru, kde doslo k enzymatické reakci za podminek uvedenych v Tabulce €. 6.

Tabulka €. 5: SloZzeni SAP mixu pro 1 vzorek

Chemikalie Objem [ul]
H>O 1,53
SAP Buffer (10x) 0,17
SAP enzyme (1,7 U/pl) 0,30
Celkovy objem 2,00

Tabulka €. 6: Schéma enzymatické reakce SAP

Teplota [°C] | Cas [min]

37 40
85 5
4 00

454 IPLEXPCR

Jednd se o PCR, pfi niZ jsou pouZity extencni primery o znamé molekulové hmotnosti
specifické pro studovany SNP. Primery v lyofilizovaném stavu o rtizné koncentraci byly
nejprve na zakladé svych rozdilnych molekulovych hmotnosti rozdéleny do skupin a nafedény

odpovidajicim objemem deionizované vody na koncentraci 400 pmol/ul. Poté byl
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ze zasobnich roztokli exten¢nich primerd pfipraven primer mix. Sekvence a molekulové
hmotnosti pouzitych extenénich primerd jsou uvedeny v Tabulce ¢. 7.

Po ukonceni SAP reakce byla desticka 35 s centrifugovéana pti 2750 rpm.
Byl pfipraven iPLEX mix sestavajici z téchto komponent: deionizovana voda, iPLEX Buffer
Plus, IPLEX Termination mix, Primer mix, IPLEX enzyme. Objemy a koncentrace
jednotlivych komponent mixu jsou uvedeny v Tabulce €. 8. Do kazdé jamky desticky byly
piidany 2 ul iPLEX mixu, desticka byla poté pielepena kryci PCR f6lii, centrifugovana 35
s pii 2750 rpm a vlozena do termocykléru, kde probéhla PCR reakce, jejiz podminky jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 9.

Tabulka €. 7: Sekvence pouzitych extencnich primeri pro sledované SNP a jejich

molekulova hmotnost

SNP 5°-3" sekvence primeru Molekulova hmotnost (Da)
rs1800629 [ CTGGAGGCTGAACCCCGTCC 6079,0
rs2066844 [ TCTGAGAAGGCCCTGCTC 5475,6
rs2066845 [ CGTCACCCACTCTGTTGC 5386,5
rs2066847 AGCCCTCCTGCAGGCCC 5092,3

Tabulka ¢&. 8: SloZeni iPLEX mixu pro 1 vzorek

Chemikalie Objem [pl]
H,0 0,739
iPLEX Buffer Plus (10x) 0,200
IPLEX Termination mix 0,100

Primer mix 0,940
IPLEX enzyme 0,021
Celkovy objem 2,000
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Tabulka ¢. 9: Cykliza¢ni schéma iPLEX PCR

Teplota [°C] | Cas [s] | Po&et cykli

94 30

94 5

52 5 40

5

80 5

72 180

4 0

4.5.5 Vydcisténi PCR produkti, priprava mikroarraye, MassArray MS

Po skonceni iPLEX PCR byla mikrotitratni desticka sPCR produkty
35 s centrifugovana pti 2750 rpm. Pro odstranéni nezadoucich soli pfitomnych ve vzorcich
z ptedchozich krokli bylo nésledné¢ ke kazdému PCR produktu v mikrotitracni desticce
pfiddno 41 pl deionizované vody a 6 mg Resinu. Desticka byla dale ptelepena kryci folii
a upevnéna na rotator, kde 30 min probihalo ¢isténi. Poté nasledovala centrifugace — 5 min
pti 2750 rpm.

Poté byl pomoci MassArray Nanodispenseru proveden transfer malého mnozstvi PCR
produkti (4-20 nl) na SpectroCHIP.

Dal$im krokem byla MassArray analyza vzorki hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF vreadlném case. Ziskand experimentalni data byla vyhodnocena softwarem
MassARRAY® TYPER 4.0 — Typer analyzer, ktery umoziuje jak vizualizaci vSech vysledki

zaroven, tak 1 podrobné analyzy jednotlivych vzorkd.
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4.6 Statistické vyhodnoceni

Hardy-Weinbergiv zakon

Jde o matematicky vztah, jenz charakterizuje vzdjemné cetnosti alel a alelovych
kombinaci. Umoziuje z alelovych Cetnosti v populaci predpoveédét jeji genotypové Cetnosti.
Na zaklad¢ chovani skute¢né a idealni panmiktické populace umoziuje hodnotit genofond

a tim i rovnovahu a mozny geneticky vyvoj a rizika skute¢né populace.
p*+2pg+q°=1
p+tg=1

p...frekvence dominantniho homozygota
2pq...frekvence heterozygota
g°...frekvence recesivniho homozygota
p...frekvence dominantni alely

q...frekvence recesivni alely

xz test (chi-kvadrat test)

Statistickd metoda, pro stanoveni shody nebo neshody mezi idealni a skutecnou
populaci na zaklad¢ porovnani zjisténych a vypoctenych pocti jedinci s konkrétnim

fenotypem. Jde o testovani shody mezi pozorovanymi a ocekdvanymi pocty.
2 2
N = XX - &i)/e

Xi...zjisténé hodnoty
gj...o¢ekavané hodnoty
N...pocet stupnt volnosti (N =n - 1)

n...pocet fenotypovych tiid

Porovnanim vypoéitané hodnoty s kritickou tabulkovou hodnotou y? testu odpovidajici
zvolené hladiné vyznamnosti (nejcastéji 5 %) pii daném poctu stupiili volnosti zjistime,
zda je vypocCitana hodnota nizs§i ¢i vyssi. Pokud jde o nizS§i hodnotu, mizeme fici,
ze analyzovana populace je ve shod€ s teoretickym piedpokladem, cili je v rovnovaze,

je stabilni.
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Genotypova frekvence — vyjadieni relativni Cetnosti daného genotypu v souboru

vsech genotypt v populaci.
fg = ny/nc

fy...genotypova frekvence
Nx...pocet jedinci pro dany genotyp

Nc...celkovy pocet genotypizovanych jedincii

Alelicka frekvence — vyjadieni podilu zastoupeni dané alely vuci celkovému poctu

alel v populaci.

fa = (2ny + ny)/2n;

f,...alelicka frekvence
Nx...pocet homozygotnich jedinct pro danou alelu
Ny...pocet heterozygotnich jedincti

Ne...celkovy pocet genotypizovanych alel

Fenotypova frekvence (nosi¢stvi) — Vvyjadieni podilu

vici celkovému poctu jedinct.

fe= (nx+ ny)/nc

f;...fenotypova frekvence
Nx...poc¢et homozygotnich jedinct pro danou alelu
Ny...pocet heterozygotnich jedincti

Nc...celkovy pocet genotypizovanych jedinca

nositell dané alely

Statisticka vyznamnost (p) — hodnota vypovidajici o vyznamnosti vysledku testu

na zaklad¢ intervalu spolehlivosti. Je-li p-hodnota mensi nezli zvolena hladina vyznamnosti

(. 0,05), pak je vysledek statisticky vyznamny — signifikantni.
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Relativni riziko (RR) — umoziuje srovnat pravdépodobnost vyskytu sledovaného

znaku ve dvou ruznych populacich. Urcuje miru asociace, pti¢emz sledovany znak

je povazovan za rizikovy faktor vnimavosti k dané nemoci, je-li RR > 1,00; naopak je-li

hodnota RR < 1,00, pak se¢ jedna o faktor protektivni.

Py
Po

o

e

a

+
on

RR =Py /Py= 27

+

o
o,

...pravdépodobnost vyskytu sledované¢ho znaku v experimentalni populaci
...pravdépodobnost vyskytu sledovaného znaku v kontrolni populaci

a...pocet jedinct se sledovanym znakem v experimentalni populaci
b..

..pocet jedincii se sledovanym znakem v kontrolni populaci

.pocet jedincii bez sledovaného znaku v experimentalni populaci

..pocet jedincii bez sledovaného znaku v kontrolni populaci

43



5 VYSLEDKY

Pro praktickou cast diplomové prace bylo vyizolovano 158 vzorki DNA z periferni
krve pacientl s prodélanym AIM a 93 vzorkii DNA z periferni krve potencionalné zdravych
nepiibuznych darct. Oba soubory vySetfovanych jedinci byly znaéné heterogenni — pocet
jedinct, pohlavi, vék, kouteni apod.

V ramci diplomové prace byly sledovany 4 rizné SNP, a to: rs1800629 (TNF-308)
genu TNFa; rs2066844 (R702W), rs2066845 (G908R) a rs2066847 (1007InsC) genu
NOD2/CARD15.

Genotypizaci byla ve sledovaném souboru 158 pacientli s AIM stanovena piitomnost
65 nositell (41,1 %) alesponl jednoho sledovaného SNP, v kontrolni skupiné pak 41 nositeli
(44,7 %). Na zakladé¢ statistického vyhodnoceni experimentalné ziskanych dat bylo zjisténo,

ze distribuce sledovanych SNP byla v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou.

rs1800629 (TNF-308) genu TNFa

V souboru pacientl se vyskytoval genotyp GG v 76 % piipadi, genotyp GA ve 21 %
a AA ve 3 % ptipadi. V souboru kontrolnich jedinct se vyskytoval genotyp GG v 72 %
ptipadt, genotyp GA ve 26 % a AA ve 2 % ptipadu.

Genotypizaci byla v souboru pacientl zjiSténa piitomnost 38 nositeld (24 %) rizikové
alely A. V kontrolni skupiné bylo pfitomno 26 nositelt (28 %) této alely. Mezi sledovanym
souborem pacientii a jedinci zkontrolni skupiny nebyl zjiStén signifikantni rozdil
v genotypovych a alelickych frekvencich, kdy p > 0,05 (Tabulka ¢. 10). Schéma MS spektra

odpovidajici heterozygotnimu jedinci pro genotyp GA je uvedeno na Obrazku €. 6.
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rs1800629
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Obrazek ¢. 6: Hmotnostni spektrograf heterozygota (genotyp GA) u rs1800629 (TNF-308)

rs2066844 (R702W) genu NOD2/CARD15

V souboru pacientii se vyskytoval genotyp CC v 89 % piipadi, genotyp CT v 11 %
aTT v Zadném z ptipadl. V souboru kontrolnich jedincti se vyskytoval genotyp CC v 95 %
ptipadt, genotyp CT v5 % a TT v zadném z piipada.

Genotypizaci byla v souboru pacient zjisténa piitomnost 18 nositeld (11 %) rizikové
alely T. V kontrolni skupiné bylo pfitomno 5 nositelti (5 %) této alely. Mezi sledovanym
souborem pacientdi a jedinci zkontrolni skupiny nebyl zjiStén signifikantni rozdil
v genotypovych a alelickych frekvencich, kdy p > 0,05 (Tabulka ¢. 10). Schéma MS spektra

odpovidajici heterozygotnimu jedinci pro genotyp CT je uvedeno na Obréazku €. 7.

rs2066844

[
g
T

—-
(%3]
|
T

Intensity

| 5 | | | | | 5 | I |
| | 1 | | | | | |
5450 5500 5550 5600 5650 5700 5750 5800 5850
Mass

Obrazek ¢. 7: Hmotnostni spektrograf heterozygota (genotyp CT) u rs2066844 (R702W)
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rs2066845 (G908R) genu NOD2/CARD15

V souboru pacientt se vyskytoval genotyp GG v 98 % ptipadd, genotyp GC ve 2 %
a CC v zadném z ptipadl. V souboru kontrolnich jedinct se vyskytoval genotyp GG v 99 %
piipadi, genotyp GC v 1 % a CC v zadném z ptipadu.

Genotypizaci byla v souboru pacientll zjisténa pfitomnost 3 nositeltt (2 %) rizikové
alely C. V kontrolni skupiné byl pfitomen 1 nositel (1 %) této alely. Mezi sledovanym
souborem pacienti a jedinci zkontrolni skupiny nebyl zjiStén signifikantni rozdil
v genotypovych a alelickych frekvencich, kdy p > 0,05 (Tabulka ¢. 10). Schéma MS spektra
odpovidajici heterozygotnimu jedinci pro genotyp GC je uvedeno na Obrazku ¢. 8. Obrazek

¢. 9 predstavuje diagram zastoupeni jednotlivych genotypu pro rs2066845 (G908R) u 39
pacientt s AIM.

rs2066845

SEEROOTEdY
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Obrazek ¢. 8: Hmotnostni spektrograf heterozygota (genotyp GC) u rs2066845 (G908R)
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rs2066845
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Obrazek ¢. 9: Diagram zastoupeni genotypu pro rs2066845 (G908R); reprezentativni piiklad.

Modry symbol znaci genotyp GG, zeleny genotyp GC, Zluty symbol mé reprezentovat

genotyp CC (zde neni detekovan). Cerveny symbol pak odpovida negativni kontrole.

rs2066847 (10071nsC) genu NOD2/CARD15

V souboru pacientil se vyskytoval genotyp DELDEL v 92 % pftipadi, genotyp C.DEL
V7% aCC v 1 % piipadi. V souboru kontrolnich jedinci se vyskytoval genotyp DELDEL
v 83 % piipadl, genotyp C.DEL v 16 % a CC v 1 % pripadu.

Genotypizaci byla v souboru pacientil zjiSténa pfitomnost 13 nositelt (8 %) rizikové
alely C. V kontrolni skupiné bylo pfitomno 16 nositelti (17 %) této alely. Relativni Cestnost
vyskytu alely C v obou skupinach znézoriiuje Graf ¢. 1. Mezi sledovanym souborem pacient

a jedinci z kontrolni skupiny byl zjistén signifikantni rozdil v alelickych frekvencich,
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kdy p = 0,04 (Tabulka ¢. 10). Hodnota relativniho rizika cinila 0,46. Rozdil v zastoupeni
nositell alely C v obou skupinach tésn€ nedosahl signifikance (p = 0,06). Schéma MS spektra

odpovidajici heterozygotnimu jedinci pro genotyp C.DEL je uvedeno na Obrazku ¢. 10.
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18% - Relativni cetnost vyskytu alely C
16% -
14% -
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10% -
8% -
6% -
4% 3%

2% - 4%

0% . 1

kontrolniskupina pacienti

Graf ¢&. 1: Relativni Cetnost (%) vyskytu alely C polymorfismu rs2066847 v kontrolni skupiné

zdravych jedinct a sledovaném souboru pacientti s AIM; p = 0,04.
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Obrazek ¢. 10: Hmotnostni spektrograf heterozygota (genotyp C.DEL) u rs2066847
(10071nsC)
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Tabulka €. 10: Porovnani kontrolni skupiny a pacienti s AIM z hlediska distribuce

genotypti/alel u sledovanych SNPs, zhodnoceni statistické vyznamnosti/signifikance (p)

SNP genotypova frekvence alelicka frekvence p nosiéstvi p

rs1800629 (TNF-308) GG GA AA G A G A

kontrolni skupina (n=93) 0,72 (67)|0,26(24)| 0,02 (2) [0,85(158)[0,15(28)| 0,64 | 0,98 (91)| 0,28 (26)| 0,62
soubor pacinetti (n=158) 0,76 (120)| 0,21 (33)| 0,03 (5) |0,86 (273)| 0,14 (43) 0,96 (153) 0,24 (38)
rs2066844 (NOD2 R7002W) cC CcT T (o T (o T

kontrolni skupina (n=93) 0,95 (88) | 0,05 (5) | 0,00(0) 0,97 (181)] 0,03 (5) | 0,14 | 1,00(93)| 0,05(5) | 0,17
soubor pacinetti (n=158) 0,89 (140)| 0,11 (18)| 0,00 (0) |0,94 (298)| 0,06 (18) 1,00 (158)[ 0,11 (18)
rs2066845 (NOD2 G908R) GG GC cC G (o G (o

kontrolni skupina (n=93) 0,99 (92)| 0,01 (1) | 0,00(0) [0,99(185)] 0,01(1) | 0,74 |1,00(93)| 0,01(1) | 0,74
soubor pacinetti (n=158) 0,98 (155) 0,02 (3) | 0,00(0) |0,99 (313) 0,01 (3) 1,00 (158)| 0,02 (3)
rs2066847 (NOD2 1007 InsC)| DELDEL C.DEL cC DEL (o DEL (o

kontrolni skupina (n=93) 0,83(77)|0,16(15)| 0,01 (1) [0,91(169)[0,09(17)| 0,04 | 0,99(92)| 0,17 (16)| 0,06
soubor pacinetti (n=158) 0,92 (145)( 0,07 (12)| 0,01 (1) |0,96 (302) 0,04 (14) 0,99 (157), 0,08 (13)
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6 DISKUSE

AIM je polygenné¢ podminéné onemocnéni, na jehoz vzniku se podili cela fada
rizikovych faktorti, zejména pak zanétlivé systémové onemocnéni cév — aterosklerdza. Geny
NOD2/CARD15 a TNFa koduji kli¢ové proteiny uplatiujici se v organismu v celé tadé
esencidlnich biologickych procest. Porucha produkce a aktivity téchto centralnich
regulacnich proteini imunitni a zanétlivé odpovédi vede k fad€ patofyziologickych stavil,
selhani obrannych mechanismii nebo snizeni imunitni reaktivity. Za poruchu genové exprese
a regulace podfizenych signalnich drah jsou ¢asto odpovédné polymorfismy v genovych
sekvencich.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanovit polymorfismy R702W, G908R,
1007InsC genu NOD2/CARD15 a TNF-308 genu TNFa u 158 pacientt s prodélanym AIM
a dale pak zhodnotit asociaci mezi vyskytem studovanych polymorfismi a manifestaci AIM.

Dtuvodem analyzy téchto SNP byla jejich biologickd vyznamnost v patogenezi
zanétlivych onemocnéni. Uvedené SNP genu NOD2/CARD15 jsou nejcastéji asociovany
s Crohnovou chorobou (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001), ale souvisi napf. i s nemoci
Stépu proti hostiteli (Penack et al., 2010), cirthézou (Appenrodt et al., 2010)
nebo s predispozici vzniku rakoviny zaludku (Angeletti et al., 2009). Polymorfismus R702W
se nachazi v centralni NOD doméné& proteinu NOD2/CARDIS5. Proto nema tato nesynonymni
substituéni mutace tak fatdlni dopad jako posunova mutace 1007InsC, jez je lokalizovana
vV LRR doméné. Mutace vede ke vzniku stop kodonu a zkraceni vznikajiciho proteinového
produktu, coZ méa za nasledek hyperaktivaci NF-xB a zvySenou produkci prozanétlivych
cytokinti. SNP G908R je také lokalizovan v doméné LRR. Jedné se vSak o substitucni mutaci,
ktera nevede ke strukturadlnim zménam proteinu, ale pouze k aminokyselinovym zdménam
Vv polypeptidovém fetézci (Galluzzo et al., 2010; Mayor et al., 2012).

Pro experimentdlni ucely diplomové prace byl vyuzit soubor 158 pacientl
s prodélanym AIM a pro genotypizaci byla zvolena moderni, citliva a spolehliva technologie
MassArray. Jedna se o vysoce specifickou platformu umoznujici multiplexni analyzu az 36
SNP v jediném vzorku a zaroven snadnou a rychlou analyzu az stovek tisic vzorkt denné.

Byl prokazan soulad distribuce genotypt vysetfovanych SNP s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou. U polymorfismi rs1800629 (TNF-308), rs2066844 (R702W) a rs2066845
(G908R) nebyl mezi skupinou pacientd a zdravych kontrolnich jedinct zjistén rozdil

Vv zastoupeni alel a nositelt pfislusSnych polymorfnich variant. U polymorfismu rs2066847
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(1007InsC) byl zaznamenan castéj$i vyskyt sledované polymorfni varianty C Vv kontrolni
skupin¢ ve srovndni se skupinou pacientll s AIM. Hodnota relativniho rizika ¢inila 0,46,
coz naznacuje, ze riziko vyskytu AIM je vice nez o polovinu nizsi u jedincl, ktefi jsou
nositeli alely C. Tento zavér neni v souladu s poznatkem italskych autort, kteti stanovili
nosic¢stvi varianty 1007InsC v italské populaci jako rizikovy faktor koronarni aterosklerdzy
a destabilizace koronarnich plaki. Titéz autofi pak dospéli k zavéru, ze pfitomnost
polymorfismu G908R koreluje s ochrannym efektem vuci koronarni aterosklerdze.
Polymorfismy v této studii byly analyzovany pouze u 109 pacienti s ICHS (Galluzzo et al.,
2010). Soubor pacientii pouzity pro ucely této prace je sice vétsi, piesto k definitivnimu
ovéieni validity naseho zavéru o protektivnim plsobeni rs2066847 je tfeba provést dalsi
analyzu, preferencné na souboru pacienti a kontrol zjiného ceského zafizeni,
popfi. K posouzeni obecnéjsi platnosti asociace pak z jinych evropskych pracovist’.

Jednou z moznosti je také metaanalyza vysledkt vsech studii, které byly na dané téma
provedeny. Jednalo by se napf. o praci kolektivu El Mokhtari et al., ktery studoval asociaci
mezi vySe uvedenymi SNP genu NOD2/CARD15 a rizikem vzniku ICHS u souboru 900
némeckych pacienti. Vysledek studie vSak nepotvrdil vliv téchto genetickych variant
v etiologii ICHS (ElI Mokhtari et al., 2007). Do metaanalyzy by taktéz méla byt zafazena
prace autori Yazdanyar a Nordestgaard (2010), kteti ve své praci hodnotili, zda jsou
polymorfismy R702W, G908R a 1007InsC asociovany se zvySenym rizikem
kardiovaskularniho onemocnéni. Pro tento ucel byla provedena genotypizace obrovského
souboru 43 596 jedincti danské populace (Yazdanyar et Nordestgaard, 2010). V piipadé
polymorfismu TNF-308 genu TNFo je dostupnych dat méné, napf. ital§ti autoii na zakladé
studie 600 pacientli prokazali, Ze nositelé polymorfni varianty jsou vystaveni zvySenému
riziku AIM (Antonicelli et al., 2005). Zda se tedy, Ze vysledky zavisi na poctu pacienti

a jejich etnickém ptvodu.

V ramci diplomové prace byla provedena genotypizace 158 vzorki DNA ceskych
pacientl s akutnim infarktem myokardu. Krom& mozného protektivniho charakteru alely C
polymorfismu rs2066847 (1007InsC) nebyla zjiSténa souvislost mezi dalSimi sledovanymi
polymorfismy geni NOD2/CARD15 a TNFa amanifestaci onemocnéni. S ohledem
na velikost souboru je vhodné vysledky ovéfit a pokracovat v analyzach s rozSifenym
souborem pacientii a zdravych jedincii, idealné ve spolupraci S jinymi pracovisti v CR,
popt. také v zahranici.
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7 ZAVER

Teoretickd Cast diplomové prace, vychazejici z dostupnych literarnich zdroja,
je vénovana problematice akutniho infarktu myokardu, jednonukleotidovym polymorfismtm,
moznostem jejich detekce a genotypizace a déle také poznatkiim, které se tykaji gent
NOD2/CARD15 a TNFa.

Experimentalni Cast této prace je zaméfena na stanoveni polymorfismi rs2066844
(R702W), rs2066845 (G908R) a rs2066847 (1007InsC) genu NOD2/CARD15 a dale
rs1800629 (TNF-308) genu TNFa u pacienti s AIM, a to pomoci MassArray genotypizace.
Celkem bylo genotypizovano 158 vzorkit DNA pacientti s prodélanym AIM a 93 vzorkd
DNA potencionalné¢ zdravych neptibuznych jedinci, jakozto kontrolni skupiny. Oba tyto
soubory vykazovaly jistou heterogenitu.

Na zéklad¢ statistického vyhodnoceni experimentalné ziskanych dat bylo zjiSténo,
ze distribuce sledovanych SNP byla v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou. Mezi
sledovanym souborem pacienti a jedinci z kontrolni skupiny byl zjistén signifikantni rozdil
v genotypovych a alelickych frekvencich pouze v ptipadé polymorfismu rs2066847 (NOD2
1007InsC), kdy p = 0,04. Geneticka asociace sledovanych SNP se zvySenym rizikem vyskytu
AIM tak nebyla u vybraného souboru pacientti prokazana.

V ramci polymorfismu rs2066847 (NOD2 1007InsC) byl také zaznamenan castéjsi
vyskyt sledované polymorfni varianty C v kontrolni skupiné. Hodnota RR ¢inila 0,46,
coz muze svédc¢it o mozné protektivni funkci této alely pred manifestaci AIM. Tento zavér
je vSak z dvodu omezeného poctu probandi piedbézny, a je tak potieba jej ovefit na vétsim
souboru pacienti.

Pro dalsi studii by bylo vhodné rozsifit soubor pacientl, vice jej homogenizovat

v ramci klinické charakteristiky a ptipadné zohlednit etnicky ptivod sledovanych jedinci.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A
AIM
C
CAD

CARD15

CD
CK
DEL
DNA
dNTP

EKG

GWAS
ICHS
IL

M

K2-EDTA

LRR

MALDI

MDP

MS

NF-xB

adenin (adenine)

akutni infarkt myokardu (acute myocardial infarction)
cytosin (cytosine)

onemocnéni koronarnich tepen (coronary artery disease)

kaspasova aktiva¢ni doména rodiny 15 (caspase activation recruitment domain
family-15)

Crohnova nemoc (Crohn’s disease)

kreatinfosfokinasa (creatine phosphokinase)

delece (deletion)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxynukleosid 5’-trifosfat (deoxynucleoside 5°-triphosphate)
elektrokarfiografie (electrocardiography)

guanin (guanine)

asocia¢ni studie napfi¢ genomem (genome wide association study)
ischemicka choroba srde¢ni (ischemic heart disease)
interleukin (interleukin)

infarkt myokardu (myocardial infarction)

di-draselna stl kyseliny etylen-diamin-tetraoctové (ethylenediamine-tetraacetic

acid, dipotassium salt)
region bohaty na leucin (leucine rich region)

laserova desorpce/ionizace za UCasti matrice (matrix assisted laser

desorption/ionisation)
muramyl dipeptid (muramy! dipeptide)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

jaderny faktor kappa B (nuclear factor kappa B)
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NLR

NOD2

NnsSNP

NSTEMI

PCR

RR

SNP

SSCP

STEMI

TNF

TOF

NOD-like receptory (NOD-like receptors)

nukleotid-vazajici oligomeriza¢ni doména 2

(nucleotide binding oligomerization domain 2)

nesynonymni jednonukleotidovy polymorfismus (non-synonymous single-

nucleotide polymorphism)

infarkt myokardu bez elevaci useki ST (non ST elevation myocardial

infarction)

polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

relativni riziko (relative risk)

jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)

konformacéni polymorfismus jednotetézcové DNA (single strand conformation

polymorphism)

infarkt myokardu s elevacemi usekt ST (ST elevation myocardial infarction)
thymin (thymine)

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

analyzator doby letu (time of flight)
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