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SOUHRN

Ischemicka choroba srdec¢ni (ICHS) a jeji manifestace, zejména infarkt myokardu (IM),
jsou stale jednou z nejCastéjSich pfi¢in smrti (nejen) v rozvinutych zemich. Kromé
prokazanych zevnich faktorti se na vzniku uvedenych chorob podili vyznamné dédi¢né
faktory. Mezi geny, o kterych se uvazuje vzhledem k jejich mozné ucasti na dédi¢né slozce
ICHS, patii i gen pro ristovy faktor nervové tkané BDNF (z angl. Brain Derived
Neurotrophic Factor). Studie v ¢inské populaci navic nedavno zjistila spojitost mezi
variantou BDNF genu Val66Met a nestabilni anginou pectoris, ktera je jednou

Z manifestaci ICHS.

Cilem této diplomové prace proto bylo zjistit, zda existuje také souvislost mezi
polymorfismem BDNF genu (konkrétné variantou Val66Met) a infarktem myokardu

Vv Ceské populaci.

Do studie bylo zarazeno 217 ¢eskych pacienti s prodélanym IM a 180 zdravych jedinct,
jez slouzili jako srovnavaci kontrola. Genotypizace byla u vSech jedinci provedena
paraleln¢ pomoci metod PCR-SSP (z angl. polymerase chain reaction with sequence
specific primers) a RT-PCR (z angl. real-time polymerase chain reaction, modifikace
TagMan).

Zjistili jsme, ze se alelové, genotypové ani fenotypové frekvence polymorfismu BDNF
rs6265 G/A (Val66Met) mezi skupinami pacientl s IM a kontrolnich jedinct signifikantné
nelisily. U pacientt s infarktem myokardu byla frekvence alely 66Met 18%, genotypu
66Met/Met 4% a podil nosict (fenotypova frekvence) pro alelu 66Met 31 %. Ve
srovnavané skupin€ zdravych kontrol byly zjistény tyto frekvence: 17% (alelova), 5%
(genotypova) a 29 % (fenotypova) (hodnota p>0,05 pro vSechna srovnani). Soucasti prace
byla také subanalyza srovnavajici pacienty a kontroly zvlast’ podle pohlavi. Ani v tomto

ptipad¢ nebyla zjisténa souvislost mezi BDNF polymorfismem Val66Met a IM.

Zavérem lze tedy shrnout, Ze naSe studie nezjistila souvislost mezi BDNF
polymorfismem Val66Met a IM u ceské populace. Uvedeny polymorfismus tedy
pravdépodobné nehraje zdsadni roli v dédi¢né slozce IM, pfinejmensim v ¢eské populaci.

Vysledky prace byly publikovany v ¢asopise s impakt faktorem.



SUMMARY

Coronary Heart Disease (CHD) and its manifestations, particularly myocardial infarction
(M), still remain among the most important causes of mortality in the developed world.
Apart from the known causative environmental factors, CHD is characterized by important
heritable component. The gene encoding for Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is
considered as one of the candidate genes with possible implication in the genetic
susceptibility to CHD. Furthermore, the study in the Chinese population reported recently
an association of BDNF gene variant Val66Met with another manifestation of CHD,
namely unstable angina pectoris.

The aim of the present thesis was, therefore, to investigate possible link between the
BDNF gene variant Val66Met and myocardial infarction in the Czech population.

The study included 217 Czech patients with MI and 180 healthy control subjects who
served as a comparative control population sample. Genotyping was performed in all
subjects by two methods in parallel: the PCR-SSP (polymerase chain reaction with
sequence specific primers) and RT-PCR (real-time polymerace chain reaction, TagMan).

We found that the allele, genotype and phenotype frequencies of the polymorphism
BDNF rs6265 G/A (Val66Met) did not significantly differ between the patients with Ml
and control subjects. In patients with MI the frequency of 66Met allele was 18%, the
genotype 66Met/Met 4% and the carriage rate (phenotype frequency) of the 66Met allele
corresponded to 31%. The frequencies BDNF Val66Met variants observed in the healthy
control population were as follows: 17% (allele), 5% (genotype) and 29% (phenotype)(p>
0.05 for all comparisons). Subanalysis comparing MI patients and control subjects
separately according to gender was also a part of the study. Even in these comparisons no
relationship between the BDNF Val66Met and MI was found.

In conclusion, this study did not found any association between BDNF Val66Met
polymorphism and myocardial infarction in Czech population. Thus, this polymorphism
does not probably contribute significantly to the genetic component of M, at least in the
Czech population. The results of this thesis were published in the journal with impact

factor.
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UvVOD

Ze statistickych dat poskytovanych Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS)
vyplyva, ze jesté v 80. letech patfila Ceska republika mezi staty s nejvét§im podilem
mortality na kardiovaskularni onemocnéni (KVO). Po roce 1989 se na rozdil od nékterych
dal$ich statt vychodniho bloku tento podil zacal snizovat. Nejvétsi pokles byl zaznamenan
Vv 1. poloviné 90. let. Za pfiCiny tohoto poklesu lze povazovat jednak podstatné zmény
Vv zivotnim stylu (véetné poklesu podilu kuidkl) a stravovacich navycich, zménu rezimu
spojenou s rozsifenim zivotnich piileZitosti apod.Dal$im divodem je dramaticky posun
v arovni lékaiské péce, zejména ve smyslu dostupnosti medicinskych technologii, metod
a farmak, které za byvalého rezimu nebyly k dispozici, ¢i jesté nebyly znamy. (Jokl, 2005).
Umrtnost na KVO nicméné v Ceské republice v soucasné dobé stagnuije, je stale vysoka
a predstavuje zavazny zdravotnicky i spolecensky problém.

Nebezpena a zaroven velmi béznd pri¢ina KVO je ischemicka choroba srdeéni
projevujici se nedostatenym okysli¢enim srde¢niho svalu v disledku ztizeného proudéni
IM pftispivaji lipidové platy, které se hromadi na stén¢ cévy, az zcela jeji prichod uzaviou.
V jiném piipadé mize otvor ucpat tromboticka srazenina. Dle informaci, které poskytuje
rogenka z roku 2010 (UZIS, 2011) bylo k 31.12.2010 registrovano a u lékait 1é¢eno 456
tisic obyvatel Ceské republiky na infarkt myokardu, z toho pfipadalo 14 766 na nové
zjisténé piipady. Behem roku 2010 podlehlo infarktu myokardu 3668 muzt a 2771 zen.

Velmi dulezitou roli pii vzniku ICHS a IM hraji faktory vnéjsiho prostfedi a Zivotni styl
(strava, koufeni, stres, pohybova aktivita atd.). ICHS vSak patii do skupiny komplexnich
nemoci svelmi vyznamnym podilem genetické predispozice. (Hamsten, 2008).
V poslednich letech je tak vénovano enormni usili k identifikaci genetickych faktord, které
mohou riziko ICHS a IM ovliviiovat. Jednou z molekul, které se ve vztahu k ICHS a IM
vénuje v posledni dobé pozornost, je rustovy faktor Brain-derived neurotrophic factor.
Jeho lokalizace v bunkach a tkanich kardiovaskularniho systému a biologické funkce
naznacuji moznou roli tohoto ristového faktoru v patogenezi ICHS.

V nedavné publikaci byla u ¢inské populace poprvé uveiejnénd asociace mezi vyskytem
polymorfismu genu BDNF a projevy nestabilni anginy pectoris (dal$i typ manifestace

ICHS). S cilem pokracovat ve studiu vztahu mezi polymorfismem Val66Met genu BDNF
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a manifestaci ICHS (konkrétn¢ infarktu myokardu) vznikla tato diplomova prace

a publikace uvefejnéna v Casopise s impakt faktorem ,,Cytokine®, jez je uveden v piiloze 4

Byly stanoveny nasledujici cile diplomové prace:
= Zpracovat reSersi o problematice aterosklerdzy, ICHS, IM a genu BDNF (Teoreticka
cast)
= Navrhnout a zavést metodické protokoly pro genotypizaci polymorfismu BDNF

rs6265 G/A (Val66Met) technikami PCR-SSP a RT-PCR

» Provést genotypizaci uvedeného polymorfismu ve skupiné pacientt s infarktem

myokardu a ve skupin€ zdravych kontrolnich jedinct

» Posoudit vztah studovaného polymorfismu genu BDNF k rozvoji ICHS

11



TEORETICKA CAST
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1. ISCHEMICKA CHOROBA SRDECNI A INFARKT MYOKARDU

Ischemicka choroba srde¢ni patii k nejcastéjsim pricinam kardiovaskularni imrtnosti jak
V nasi republice, tak ve svété. Za vznikem tohoto onemocnéni stoji koronarni ateroskler6za
charakterizovana ukladanim tzv. lipidovych platd, slozenych nejcastéji z cholesterolu
a jinych tukovych castic, do stén cév. Tim dochézi ke stendze (zuzeni) otvoru cévy, coz se
nasledné projevuje v omezeném transportu krve obohacené kyslikem do srdecni tkané.
Kromé sten6zy cévy se aterosklerotické platy dale podileji na rozvoji trombu, které
ulpivaji v misté poskozeni, kde mohou zcela uzavftit prichod arterie. Nasledkem takového
uzavieni cévniho prichodu je znemozZnéni zasobeni srdce kyslikem a zdrovenn odvodu

zplodin latkové vymény. (Veselka, 2009).

Existuje fada forem ICHS, které se vyznacuji pravé zminénou ischemii (nedostate¢nym
prokrvenim) myokardu. Nejcastéji zaznamenavanymi projevy ICHS jsou zejména angina

pectoris (AP) a v ptipadé Gplného uzavieni tepen pak muze dojit az k infarktu myokardu.

Diagnostika i 1écba ICHS jsou velice naro¢né medicinsky, ale také ekonomicky, a proto
je dilezité klast diraz predevsim na prevenci vici rizikovym faktorim ovliviiujici rozvoj

ICHS.

1.1 ATEROSKLEROZA

Dle Sosky (2003) je aterosklerdza definovana jako chronické zanétlivé onemocnéni cévni
stény, které je spojeno se zménami medie, akumulaci cholesterolu a zaroveil se zmnozenim

fibrézni tkané a nékterych komponent krve.

Béhem zivota plisobi na cévni sténu fada biochemickych a mechanickych faktort, které
zpusobuji jeji funkéni a strukturdlni naruSeni. Takové poruchy mohou Casem vést ke

vzniku aterosklerozy. (Mandovec, 2008).

Priciny vzniku ateroskler6zy nejsou zcela znamy, vime pouze o rizikovych faktorech,
které¢ se na jeji tvorbé vyznamné podileji. Tyto faktory poskozuji hlavné endotel cévni
stény a ucastni se na prvnim vyvojovém stadiu aterosklerdzy, které se odborné nazyva

endotelidlni dysfunkce. Mezi tyto rizikové faktory patii zejména koufeni, diabetes mellitus
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(DM), dyslipoproteinemie, hypertenze, plisobeni vird, bakterii, toxin, cytostatik a dal§ich

latek. (Soska, 2003).

1.1.1 Stavba cévni stény

Kazda céva sestava z vnitini vystelky tvofené jednou vrstvou endotelidlnich bunék. Tato
¢ast se spolu se subendotelialnim prostorem, jenz se nachdzi mezi endotelem a medii,
nazyva intima. Za intimou nasleduje media slozena z bun¢k hladké svaloviny a elastickych
vlaken, ktera je z obou stran oddélena tuhou elastickou membranou. Povrch cévy chrani
posledni vrstva tvofend vlakny kolagenu. Jeji tikol spociva v zesileni cévni stény a spojeni

tepny s okolim. (Hanzlova, Hemza, 2007; Soska, 2003).

TUNICA INTIMA

TUNICA ADVENTITIA

Obr. 1 Stavba cévy (Jirmanova, 2010)

Endotelialni bunky zastavaji fadu vyznamnych ukold dilezitych pro normalni funkci
syntéza extracelularni matrix intimy, regulace permeability, remodelacni a reparacni
procesy. Mimo to tyto buiiky syntetizuji a uvoliiuji oxid dusnaty, ktery je vyznamny pro
vazodilataci (rozsifeni) cévy a ochranny uc¢inek LDL (z angl. Low Density Lipoproteins)
castic pred jejich oxidaci. Navic plisobi oxid dusnaty jako inhibitor adheze i agregace
trombocytl. (Soska, 2003). Poruseni normalni funkce endotelu pii ICHS muze zplsobit

zvySenou propustnost nékterych molekul skrze bariéru mezi krvi a okolnimi tkanémi.
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Jednd se zejména o transport LDL castic a aktivovanych monocyti. (Aschermann,

Veselka, 2001; Pitha et al., 2001).

Pod vrstvou endotelidlnich bun€k se nachazi pojivova tkan, elasticka vlakna, makrofagy

a myointimalni bunky, jez jsou podobné buitkdm hladké svaloviny.

K dalSim typim bunck vystylajicich intimu patii bunky hladké svaloviny, jejichz
zékladnimi funkcemi jsou syntéza extracelularni matrix, schopnost proliferace

a vychytavani lipoproteind. (Soska, 2003).

Pritomnost makrofagii ve zdravé intim¢ je velmi mald. Jejich pocet vzrista pii zesileni
stény Ci pfi progresi aterosklerdzy. (Soska, 2003). ZvysSené mnozstvi makrofagii bylo
naptiklad zjisténo u pacientl s nestabilni anginou pectoris a IM. (Moreno, Bernardi,
Lopez-Cuellar, 1996). Makrofagy se ucastni na procesech jako jsou remodelace intimy,

reakce na zanéty a zprostfedkovani imunitni odpovédi. (Soska, 2003).

Nejvice zastoupenym prostorem v intimé¢ je extracelularni matrix, ktera zaujima piiblizné
60% jejiho objemu. Funkce této mezibunééné hmoty spocivd piedev§im ve smyslu
strukturdlnim, rovnéz vSak zajiStuje také permeabilitu cévni stény a regulaci bunécné
proliferace. Obsahuje kolagen, fibrin, adhezivni i antiadhezivni molekuly a proteoglykany,
jejichz koncentrace nariistda s vékem a stoupa s rozvojem aterosklerozy. (Aschermann,

Veselka, 2001; Soska, 2003).

1.1.2 Patogeneze aterosklerozy

Procesy vzniku ateroskler6zy popisuje nékolik teorii. Pfedné se jedna o teorii lipidovou
a teorii endotelialni dysfunkce. Obé byly pozdéji spojeny do jedné teorie, kterd se oznacuje
jako sjednocend teorie aterosklerdzy. Za zminku stoji rovnéZ méné vyznamna infekéni

teorie aterosklerozy.

Lipidova teorie spojuje vznik aterosklerozy s kumulaci latek tukového charakteru,
zejména LDL, IDL (z angl. Intermedial Density Lipoproteins) a VLDL (z angl. Very Low
Density Lipoproteins) v endotelialnim prostoru cévni stény. Nadmérné mnozstvi lipida je
vychytavano prostiednictvim makrofagii a bunék hladké svaloviny v endotelu, kde

nasledné pocina kaskadu aterosklerotického procesu. (Soska, 2003).
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Teorie endotelidlniho poskozeni neboli Rossova teorie fika, ze za prvotni pfi¢inou
rozvoje ateroslerozy muize byt 1éze (poSkozeni) endotelu v misté cévni stény. V naruSené
oblasti totiz dochazi k akumulaci trombocytt, které produkuji fadu ptisobkt stimulujicich
mnozeni bunc¢k hladké svaloviny a syntézu extracelularni matrix a které pfispivaji
k aktivaci zanétlivych a proliferacnich pochodu stimulujicich proces ateroskler6zy (Soska,
2003). Za takovych podminek pak endotel reaguje na poSkozeni zvySenou vazokonstrikci
a propustnosti vystelky. (Hansson , Libby, Schonbeck, 2002). Akumulace lipidovych

slozek v misté poskozeni cévni stény je v této teorii brana jako druhotny jev.

Dosti Casto se v posledni dobé mluvi o infekéni teorii aterosklerdzy. Tato teorie zastava
nazor, ze se na poruse endotelu a zanétlivych reakcich mohou ziejmé podilet bakterie
aviry. Nejcastéj$imi agens jsou povazovany napiiklad Chlamydia pneumoniae (Liuba,
Karnani, Pesonen, 2000), Helicobacter pyroli, cytomegalovirus (Aschermann, Veselka,
2001) a jiné herpetické viry. Nelze vSak zcela jasn¢ konstatovat, ze za pfic¢inu procesu
ateroskler6zy zodpovidaji prave tito Cinitelé. Infekce muize byt ziejmé jen spousStécim

faktorem. (Soska, 2003).

Vsechny zminéné teorie vypovidajici o vzniku aterosklerdzy se vzéjemné prolinaji, maji
mnoho spoleéného. Ulohu v patogenezi aterosklerézy zastivaji také fyzikalni faktory,
jakymi jsou napiiklad tlakové a hemodynamické vlivy, zmény srde¢ni frekvence, zmény
v proudéni krve a jiné. Aterosklerdza se neprojevuje ve vSech artériich, vétSinou se jedna
0 lokélni postiZeni nejCastéji v misté rozvétveni cévy. (Aschermann, Veselka, 2001;

Soska, 2003).

1.1.3 Ateroskleroticky plat

Ateroskleroticky plat se skladd z cholesterolového jadra, které je od cirkulujici krve
oddéleno fibroznim krytem. Cim vice nabyva tato lipidova oblast na objemu a ¢im vice
obsahuje esteri cholesterolu, které jadro zmékcuji, tim vice je fibrozni kryt slabsi
anachylnéj$i ke vzniku ruptury (trhliny) platu. Jediné buiikky schopné produkce
extracelularni matrix a tedy tvorby fibrozniho krytu jsou buniky hladké svaloviny. Jestlize
je produkce kolagenu téchto bunék pfili§ mala, fibrozni kryt slabne a mize dojit k jeho

ruptuie. (Soska, 2003).
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Existuji dva druhy aterosklerotického platu — stabilni a nestabilni. Prvni typ obsahuje
vice bun¢k hladké svaloviny a kolagenu ve fibrozni CepiCce, kterd je silnd a s tuhym
povrchem, proto je riziko ruptury malé. Stabilni platy se vyznacuji malym lipidovym
jaddrem a mens$im mnozstvim zanétlivych bunék. Byvaji starsi a po fadu let stalé. (Soska,
2003).

Druhy typ aterosklerotického platu je na rozdil od stabilniho charakterizovéan jako meékky
s velkym cholesterolovym jadrem slozenym z esteri cholesterolu, tvoficich vice nez 40 %
objemu platu, T-lymfocyti a pénovych bunék. Fibrézni kryt je tenky, obsahuje malé
mnozstvi kolagenu a bun¢k hladké svaloviny. Vyskyt nestabilniho neboli vulnerabilniho
platu neni tak Casty, avSak vétSinou stoji za akutnimi koronarnimi ptiznaky. Platy byvaji
hemodynamicky nevyznamné, nezjistitelné pfi angiografickém vySetfeni, a na rozdil od

stabilnich mladé. (Aschermann, Veselka, 2001; Soska, 2003).

1.1.4 Vyvoj aterosklerozy
Progrese aterosklerdzy probihd v n¢kolika vyvojovych fazich a riznych typech poskozeni.

Pocate¢ni tlohu v rozvoji aterosklerdzy zaujimaji makrofagy, které se prostiednictvim
pusobeni cytokinll pfetvaieji z monocytli. Mimo jiz zminénych funkci produkuji jeste
enzymy oslabujici silu fibrézniho krytu a tromboplastin podilejici se na aktivaci
koagulacni kaskady. Zakladni tikol makrofagh spociva v pohlcovani nadmérného mnozstvi
oxidované formy LDL. Lipidy se vSak v makrofdzich neustdle hromadi a zodpovidaji za
jejich pfeménu v pénové bunky, které jsou podkladem pro vznik aterosklerotického
loziska.J(Aschermann, Veselka, 2001).

Pritomnost makrofagh s kapi¢kami lipidl byva zaznamenavana jiz v détském véeku,
avSak nariist poSkozeni v tomto obdobi byva pomala. (Soska, 2003).

Béhem zivota se pénové buiiky vrstvi a vytvaieji tukové prouzky, které nabyvaji také na
obsahu bun¢k hladké svaloviny s lipidy, extraceluldrni matrix, fibril a pfedevSim dochazi
ke zvySovani hladiny tukd. V popisované fazi platy sice jeSté nepiispivaji k velké stenoze
cévy, roste vsak riziko vzniku ruptury. (Aschermann, Veselka, 2001; Soska, 2003).

Vyvoj aterosklerozy pokracuje tak, ze lipidy akumulujici se pod prouzky makrofagh

a pénovych bun¢k rozdéluji strukturu hladké svaloviny v intimé&. (Soska, 2003).

17



pénové  tukové intermediarni stab.nm' vulnerab. plat/
buiky prouzky poskozeni MErOM  plgt ruptura

———— endotelialni dysfunkce

— N r ]
od prvni dekédy | | od tre tr‘en’dekad—\ Iﬂéwne dekady

L

[ narést hlavné hromademm Iupldu hi. sval. 'trom_|
e = lbunky bdza

a kola-! hema-'
gen || tom |

Obr. 2 Aterogeneze (Soska, 2003)

Pro nasledujici stadium aterosklerézy je charakteristickd tvorba ateromu (tukové
usazeniny). B&hem tohoto stupné rozvoje aterosklerdzy vznika v diusledku rozpadu
penovych bunék lipidové jadro, k némuz dochézi diky hustému seskupeni extracelularnich
lipidii. Toto jadro je slozeno z krystalkd cholesterolu a kalcia, ktera zplsobuji tvrdnuti
platd a sniZeni pruznosti stény cévni. S velikosti cholesterolového jadra slabne fibrézni
kryt, ¢imz s vétsi pravdépodobnosti mize dojit k ruptufe cévy. Zminovana léze se Casto
objevuje u lidi kolem tficeti let. Popisované stddium se vyznamné nepodili na pritoku krve
a je klinicky némé, coz bylo u zdanlivé zdravych lidi v 9% prokdzano. Ur€itymi symptomy
se milZze projevovat az v ptipadé fisury (trhliny) ¢i trombdzy. (Soska, 2003).

Nejvyssi stupenn aterosklerdzy predstavuje pretrzeni povrchu cévni stény, vznik
hematomu, krvaceni nebo trombozy. V piipad¢€, ze dojde k akutni ruptuie platu, zméni se
jeho geometrie, zapocne vazokonstrikce a nasténnd tromboza. Timto se zvySuje stendza
projevujici se jako nestabilni angina pectoris. Jestlize je ruptura doprovdzena vznikem
nasténného ¢i uzaviratelného trombu, ktery uzavie koronarni tepnu, projevi se tyto déje
jako symptomy infarktu myokardu, nestabilni anginy pektoris ¢i ndhlé smrti. (Aschermann,

Veselka, 2001).

18



1.2 KLINICKE FORMY ICHS
Spinar (2003) rozdéluje ICHS na formy bolestivé a nebolestivé.
o Nebolestivé formy ICHS

Néma ischemie

Tento typ nebolestivé formy ICHS je charakteristicky tim, ze postizeni nezaznamenavaji
bolest, onemocnéni se projevuje pouze elektrokardiografickymi zménami nebo pfi
zatézove elektrokardiografii. Je prokdzano, ze 20 % IM a 60—-80 % piechodnych ischemii
byva provazeno pravé nebolestivou formou némé ischemie. (Hradec, Byma, 2007; Spéc,

2003).

Patogeneze spociva v kratkych nedokrvenich myokardu, kdy se proces ischemie
zastavuje pfed projevem bolesti, jenz je posledni fazi ischemické kaskady. Zaroven se
béhem rozvoje onemocnéni tvoii pouze malé mnozstvi medidtoru adenosinu, které nestaci

podrazdit nervové receptory. (Spac, 2003).

Néma ischemie byva Castd u diabetikli, hypertonikii, u zen a jedinct s prodélanym

infarktem myokardu. (Spac, 2003).

Srdecni selhani

Srdecni selhani nastdva v okamziku, kdy dochézi ke klesani minutového vydeje i pies to,
ze se uskutectiuje dostatecné plnéni komor. V takovém piipadé srdce nestaci pokryt
potiebnou zasobu organi kyslikem. Tento moment je zarovein doplnén o aktivaci
neurohumoralnich piisobkid a apoptézu. Onemocnéni se klinicky manifestuje celou fadou
symptom1 jako naptiklad otoky plic, tachykardii, duSnosti, kaSlem, pocenim aj. Nejcastéjsi
pii¢inou srdeéniho selhani byva hypertenze, chlopenni vady a v 50-70 % ICHS. (Spinar,
Vitovec, 2003).

Arytmie
Arytmie mohou byt jedinym projevem ICHS. (Danzig, 2006b). Za velmi nebezpecnou je

povazovana tzv. maligni arytmie neboli komorova arytmie, ktera mize vést k nahlé srde¢ni

smrti, ke které dochazi az v 80-90 %. (Semrad, 2003; Semrad, Kozak, 2003).
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N4hla smrt (mize ji predchazet bolest)

V soucasné dob¢ piedstavuje nahla smrt stale vazny problém. Dle evropskych statistickych
dat na ni denn¢ umira asi 2500 osob. Je dusledkem srde¢nich poruch, které vedou do
zhruba jedné hodiny od projevu k bezvédomi. Nejvice se na pricinach vedoucich k nahlé
smrti podileji maligni arytmie a bradykardie. (Kfivan, 2006). Smrt v téchto ptipadech

nastava nec¢ekané. (Semrad, 2003).

¢ Bolestivé formy ICHS

Angina pectoris

AP se klinicky projevuje jako neostie ohranicend, tupa ¢i pal¢iva bolest za hrudni kosti,
doprovazena dusnosti, tizkosti, slabosti a nevolnosti. Jedna se o sviravy pocit, tlaku a tihy.
Bolest m4 tendenci vystfelovat do levé horni koncetiny a dolni Celisti. (Aschermann,
Veselka, 2001). Je vyvoldna medidtorem adenosinem, jenZ piisobi na nervova zakonceni
sympatiku v myokardu. Popsané symptomy byvaji zaznamenavany pii zatézi, hypertenzi,
psychické namaze, emocnim stresu, chladu, mén¢ Casto se objevuji i po jidle. Doba bolesti
odpovida nékolika minutam, pii odpoéinku dochazi k jejimu rychlému ustupu. (Hradec,

Byma, 2007; Spac, 2003).

vvvvv

(pomér poctu nemocnych k poctu obyvatel) onemocnéni se pohybuje okolo 1,1-2,6 %

nemocnych ve véku 30-59 let. (Spac, 2003).

Existuji dvé formy anginy pectoris a ty se jeSté¢ dale d¢li dle mnoha kritérii. Obecnou

vlastnosti stabilni anginy pectoris je stabilita, neménnost a trvalost pifi ur¢ité namaze.

Typickd bolest ustoupi az pii ukonceni fyzické zatéze ¢i aplikaci vhodnych farmak.

(Veselka, 2009).

Nestabilni angina pectoris je charakterizovana naopak jako nové vznikla ¢i zhorSena jiz

stavajici angina pectoris v poslednich 30 dnech. Bolest se v tomto piipade projevuje béhem
klidu ¢i pfi mirné zatézi. U nékterych jedincti se vSak typickd bolest nemusi vibec
vyskytovat. Doba trvani ptiznakl pfi nestabilni anginé pectoris se udava kolem 15 — 30
minut, pokud je doba trvani potizi del$i, oznaCuje se tento stav spiSe jako infarkt
myokardu. (Aschermann, Veselka, 2001; Hradec, Byma, 2007).

20



Infarkt myokardu

Zcela typické a odlisitelné od ostatnich forem ICHS je pro IM nedokrveni srde¢niho svalu
s nasledkem odumfeni (nekrézou) nékterych srde¢nich bunék. V misté ptusobeni nekrozy
se vytvoii jizva. S kazdou takovou jizvou se oslabuje funkce srde¢niho svalu. (Veselka,
2009). Odumirani bun€k zafind zhruba za 20 minut po uzdvéru tepny. Pfi zavedeni
opétného transportu kysliku se do této doby muze jesté uskuteCnit reparace postizenych

bunék. (Spacek, 2003b).

Z95 % je IM zpusoben aterosklerézou s rupturou intimy a trombdzou lokalizovanou

v misté lipidového platu. (Hlinomaz, 2003; Spagek, 2003a).

Ptiznaky infarktu myokardu souvisi s bolesti jiz popsanou u anginy pectoris, kterd mlze
ptetrvavat desitky minut az nékolik hodin. Déle pacienta trapi duSnost, poceni, slabost az
ztrata védomi. Obvykle v tomto pfipad¢ nezabiraji analgetika ani aplikace nitroglycerinu.
Vyskytuji se vsak ptipady, u kterych jedinec nemusi dané symptomy viibec zaznamenat.
(Veselka, 2009). Pravé infarkt myokardu a mozné faktory jeho genetické podminénosti

byly hlavnim pfedmétem studia této diplomové prace.

1.3 RIZIKOVE FAKTORY ICHS

wvewr

atedy ICHS, nalezi zejména koufeni, hypertenze, DM, obezita a s tim spojena vysoka
koncentrace lipidi a fyzickd inaktivita, v€k, pohlavi, alkohol a stresové faktory. Na
vyskytu ICHS jako komplexniho onemocnéni se vSak také vyznamnou meérou podili

geneticka predispozice.
Rada zminénych faktorii je vili ovlivnitelna, proto mohou ohroZeni jedinci svym
vlastnim pfi¢inénim (zejména zménou Zivotospravy a zivotniho stylu) podstatné omezit

riziko vzniku a pfedev§im zavazné manifestace ICHS.
Koufeni

Koufeni je celosv€toveé spojovano s fadou nemoci, umrtimi a taktéz se stava stale vice
socialnim a ekonomickym problémem. V roce 2008 Evropské vybérové Setfeni
0 zdravotnim stavu v CR provedlo sledovani na vzorku 1955 dotazovanych ucastnikl ve

veku 15 a vice let, které kromé jinych tdaji hodnotilo aktualni stav tykajici se koufeni
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a vystaveni tabdkovému koufi. V ¢eské populaci bylo mezi muzi zjisténo celkem 30 %
dennich kutéka z toho 13 % S§lo povazovat za kutféky silné. U Zen byly tyto hodnoty niZsi,
celkem se jednalo o 19 % dennich kutacdek a z toho bylo 4,3 % Zen, jeZ vykouftily vice jak
20 cigaret za den. Prilezitostnych kutakii se mezi muzi vyskytovalo 7,6 % a mezi Zenami
8,2 %. 19,7 % muzi a 13,5 % zen v dotaznicich uvedlo, Ze se povazuji za byvalé denni
kutaky. Skupina dotazovanych, kterd nikdy nekoufila, byla sloZena ze 42,7 % muzi a 59 %

7en. (EHIS CR, 2011).

Velikost rizika koufeni zavisi na mnozstvi spotfebovaného tabaku, dob¢ uzivani a druhu
tabakového vyrobku. (Simon, 2001b). Nejhorsi vliv na organismus maji slozky jako jsou
nikotin, oxid uhelnaty a polyaromatické uhlovodiky. (Spa¢ek, 2001). Mimo jiné cigaretovy
kout obsahuje volné radikaly podilejici se na inaktivaci oxidu dusnatého, jehoz protektivni
ucinky byly zminény jiz vyse. (Soska, 2003). Nejvice ovliviiuje osoby zacinajici s timto

navykem pied 15. rokem Zivota. (Simon, 2001b).

Z kardiovaskularniho hlediska koufeni toxicky ovliviiuje pfedev§im endotel cévy
zplisobujici jeji vazodilataci. Spadek (2001) ve svém &lanku uvadi, Ze studie ARIC (z angl.
Atherosclerosis Risk in Communities) v obdobi tii let sledovala 10 914 pacientt, kterym se
meéfila tloustka intimy a medie. Studie zjistila silnou souvislost mezi rozvojem
ateroskler6zy a koufenim a to véetn& pasivniho kouteni. Cim vice jedinec vykoufil cigaret,
tim vice byly zaznamenavany projevy aterosklerozy. Dalsi studie CCAIT (z angl.
Canadian Coronary Atrherosclerosis Intervention Trial Substudy) uvadi, ze kufaci
podléha;ji rychlejsimu postupu zméndm aterosklerdzy a dochazi u nich k ¢astéjSimu vzniku
novych platd, nez je tomu u nekurakii. Nejsignifikantné;js$i narist se projevoval u diabetikl
a hypertonikd. U chronickych kurakd dochézi ke zvyseni krevniho tlaku a zrychleni tepové
frekvence, vyssi klidové spotrebé kysliku a zvySeni srde¢ni prace. Bylo zjisténo, ze kufaci
mivaji také zpomalenou fibrinolyzu, kdy je podporovana agregace desticek a tvorba

trombi, a snizené mnozstvi HDL cholesterolu. (Simon, 2001b).

Koufeni prokazatelné zvySuje riziko vzniku aneuryzmatu aorty, ischemické choroby
dolnich koncetin (ICHDK), nestabilni AP, cévni mozkové pithody (CMP), akutniho
infarktu myokardu, mozkové mrtvice a néhlé smrti. (Jokl, 2005). Riziko k ICHS byva
vyssi u jedinct trpicich hypercholesterolemii, DM a hypertenzi. (Simon, 2001b).
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Jokl (2005) uvadi, Ze osoby aktivné koufici si v 50 % piispivaji k rozvoji ateroskler6zy.
Spacek (2001) zmifiuje, Ze pii koufeni 20 cigaret za den riziko vyskytu infarktu myokardu
ve srovnani s nekufaky byva u zen 6krat a u muzit 3x vyssi. Dale uvadi, Ze pfi ukonceni
koufeni se po roce snizuje riziko vzniku IM na 50 % a po dvou letech se byvaly kufak

dostava na uroven nekufaka.

Koufeni u zen piedstavuje vétsi riziko nez je tomu u muzd, jelikoz koufeni znemoziuje
estrogenim vykonavat svou ochranu Kardiovaskularniho systému. (Simon, 2001b).
Vzestup kardiovaskularnich problémi u zen dokazuje The Nurses Health Study v USA, jez
monitorovala 121 700 zen béhem asi 20 let. Riziko celkové mortality u Zen se dostalo na
tiroven nekufadek az po 10-14 letech. Zeny soucasné koutici a uzivajici antikoncepci, ktera
navic zvySuje srdzlivost krve a krevni tlak (TK), by mély tuto kombinaci zcela vyloucit,

jelikoz zvysuje riziko IM a cévni mozkové piihody. (Mandovec, 2008).

Riziko ICHS vyplyvajici z koufeni se vSak muize tykat i nekutakt. U pasivnich kufaka je
narist vyskytu aterosklerozy az 20 % (Jokl, 2005) a riziko vzniku ICHS se zvysuje
Vv priméru o 23 %. (Spagek, 2001).

Hypertenze
Hypertenze patii spolu s koufenim k nejcastéjSim rizikovym ¢initeldim KVO. Vysoky TK
pfispiva ke dvojnasobnému riziku obéhovych chorob a vyznamné se podili na zrychleni

rozvoje aterosklerozy. (Cifkova, 2011).

Prevalence hypertonikti ve vékovém rozmezi 25-64 let v roce 2000 az 2001 z nahodné
vybraného vzorku populace v CR ¢&inila okolo 35 %. (Widimsky et al., 2008). U muzi se
vysoky TK vyskytuje celkové vice, av§ak v absolutnich poctech trpi hypertenzi Zeny vice
nez muzi. Po 70. roce zivota Zen je hypertenze pfitomna v 80-90 %. (Mandovec, 2008).
Ztetelngji se narst TK projevuje u star$i populace a se zvySenym piijmem kuchyniské soli.

(Rosolova, 2001b).

Vysoky krevni tlak je tizce spojen s projevy ICHS, uvadi se, ze je ptitomen u 40 — 60 %
nemocnych trpici touto chorobou. Hypertonici mivaji vyssi sklony k infarktu myokardu,

a taktéz se u nich vyskytuje vysoké riziko nahlé smrti. (Soucek, 2003).

Hypertenze byva, stejné jako koufeni, spojovdna s mechanickych poskozenim endotelu.

Pti vysokém TK dochézi k napéti cévni stény, coz vede ke strukturalnim zméndm — z(zeni
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cév, tloustnuti médii (Spac, 2003) a produkci superoxidového radikélu, jenZ inaktivuje

oxid dusny. (Soska, 2003).

Muzi stiedniho véku majici TK nad 160/95 mm Hg jsou ohroZeni 5x vysSim rizikem

ateroskler6zy nez je tomu u osob s normalnimi hodnotami TK. (Soska, 2003).

Diabetes mellitus

Incidence a prevalence diabetes mellitus se na celém svété neustale zvysSuje. RoCenka
UZIS z roku 2009 uvadi, ze téhoz roku bylo v 1ékaiské pééi vice jak 783 000 diabetiki -
z toho 364 tisic muzii a 419 tisic zen. VétSina pacientl trpéla diabetem II. typu, coz
predstavovalo 91,6 % zuvedenych nemocnych. V pribéhu stejného roku byla nové
nalezena cukrovka u 61 000 muzu a zen. V piepo¢tu ma podil nové zjisténych ptipadi

v CR na tisic obyvatel 0 9 % vétsi hodnoty, nez tomu bylo pfedeslého roku.

Diabetes ptispiva k rozvoji ICHS oslabenim pruznosti cévni stény, modifikaci lipidovych
a koagulagnich faktort (Spac, 2003) a zvysenim rizika tromb6zy. (Aschermann, Veselka,

2001).

U diabetikd je charakteristicka zvySena glykace proteind a zvySena koncentrace LDL,
které se snadné¢ji pretvareji na oxidativni formu. U hyperglykemie se setkdvame se
snizenou syntézou oxidu dusnatého a naopak se zvySenim produkce vazokonstrikénich
prostaglandind, jeZ narusuji endotel. Kromé& zminénych prostaglandinti se na 1ézi cévni

stény podili také glykovany albumin. (Soska, 2003).

Spac (2003) ve své knize zmifiuje, Ze asi 55 % diabetik®i doprovazi ICHS. Nebezpeéi
rozvoje ICHS a vzniku IM u diabetické populace je 2-4x vys$i nez u nediabetické, kdy
U muzi byva dvojnasobné a u zen Ctyinasobné vyssi riziko. Diabetik postizeny ICHS ma
stejnou pravdépodobnost prodelani IM jako nediabetik, u které¢ho byl IM jiz zaznamenan.

(Spadek, 2003b).

Obezita

vV

statistickych udajti na celém svété trpi obezitou nebo nadvahou vice jak polovina lidi. Také
v CR s nadvahou a obezitou bojuje kazdy druhy ¢lovék, coz predstavuje asi 5 miliond lidi.

(Mandovec, 2008).
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Bylo zjisténo, ze osoby disponujici indexem télesné hmotnosti (BMI, z angl. Body Mass
Index ) vrozsahu 25 -29 byvaji nachylnéjsi k rozvoji aterosklerézy 1,8x vice nez lidé
neobézni. P¥i BMI nad 29 se riziko zvySuje az 3,3x. (Spacek, 2003b).

Danzig (2006a) uvadi, ze u obéznich lidi dochazi Castéji ke vzniku a rozvoji srdecniho

selhani.

Obezita je rizikovym faktorem tykajici se nejen ICHS, ale také DM 2. typu, hypertenze,

vysoké hladiny cholesterolu, onemocnéni zlu¢niku, artritid a primarni artrézy.

Primarni ptic¢inou vzniku obezity je nepomér mezi energetickym piijmem a vydejem.
(Danzig, 2006b). S obezitou také souvisi nizka ¢i zadna fyzicka aktivita, vysoky piijem
lipidi v potravé a svou roli zastupuji také genetické vlivy. (Danzig et al., 2006c).

Lipidy

Nejvétsi vyznam ve vztahu k ICHS maji z lipidu cholesterol a triglyceridy. Jejich hladina
stoupd s piijmem nasycenych tukd v potraveé. K nadmérnému piijmu téchto latek ptispiva
pfevazujici slozeni stravy v ¢eském prostiedi - nadbytek zivoc¢iSnych tukii a nedostatek
ovoce a zeleniny. Protektivni G¢inek rostlinné stravy tkvi v obsahu kyseliny alfa linolenové
a olejove, které pred rozvojem ICHS chrani. VIdknina obsazena v ovoci a zelenin¢ zase
snizuje cholesterol a zlepSuje glukdzovou toleranci. Ochranny Gc¢inek na kardiovaskularni

systém maji také antioxidanty. (Simon, 2001a).

Na rozvoji aterogeneze se nejvice ucastni LDL a ¢astecné také IDL ¢&astice. Jak jiz bylo
popisovano diive, pfispivaji k endotelidlni dysfunkci a tvorb& aterosklerotického platu.
Naopak antitrombogenni efekt ma HDL. S kazdym jeho snizenim se zvysuje riziko ICHS.
Jestlize dojde ke snizeni tohoto typu cholesterolu o 0,1 mmol/l, riziko ICHS stoupa o 10 %.
Naopak, jestlize dojde k 1% zvySeni celkového cholesterolu v krvi, znamend to zvySeni
rizika ICHS o 2 %. Metaanalyza Hokansona a Austinové pochdzejici z ptelomu nového
stoleti udava, ze 1 mmol/l triglyceridii zvySuje riziko ICHS u muzi o 32 % a u zen

dokonce o 76 %. (Vaverkova, 2001).

Fyzicka inaktivita

Jelikoz se v rozvinutych zemich ¢im dal tim vice do poptedi dostava sedavy zplisob Zivota,
ktery je navic doprovazen nadbytecné vysokym piijmem potravy, stava se nedostatecny

vydej fyzické energie problémem az u 70 % populace vyspélého svéta. Uvadi se, ze kazdé
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desaté predCasné umrti byva spojovano s nedostatkem fyzické cCinnosti. (Danzig et al

2006¢).

Vyskyt ICHS je napiiklad 2x pravdépodobnéjsi u muzii bez fyzické aktivity ve srovnani

s témi, ktefi se pravidelné fyzické aktivit¢ dostatecné vénuji. (Soska, 2003).

Chaloupka (2003) uvadi u muza s energetickym vydejem nad 2000 kcal tydné snizeni

rizika kardiovaskularniho umrti o 24 %.

Pravidelné a uvazené cviceni podporuje srdec¢ni kapacitu, snizuje riziko vzniku nahlé
smrti, hypertenze, zvySuje hladinu HDL, pfiznivé plisobi na fibrinolyticky systém
a zlepSuje funkci endotelu. Nadmérnd zatéz vSak na druhé strané mize zpusobit nédhlou

smrt ¢i infarkt myokardu. (Chaloupka, 2001, 2003).

Pravidelné a uvézené cviceni podporuje srdec¢ni kapacitu, snizuje riziko vzniku nahlé
smrti, hypertenze, pfi zvySovani zatéze stoupd hladina HDL, pfiznivé plsobi na
fibrinolyticky systém, zlepSuje funkci endotelu. Na druhou stranu vSeho s mirou, protoze
ptilisné zatézové namahy mohou zpusobit nahlou smrt ¢i infarkt myokardu. (Chaloupka,

2001, 2003).
Vék

Se stoupajicim vékem vyskyt ICHS vzristd. Hruba vékova hranice, od které prevalence
ICHS vyrazné nartista, ini u muzi pfiblizné 45 let a u Zen 55 let. (Spac, 2003). V souladu
s tim se evropské staty Castéji potykaji s KVO umrtim ve v€kovém rozmezi do 65 let
umuzi. U zen mladsiho véku byva organismus pfed KVO chranén prostiednictvim

estrogent. (Mandovec, 2008).
Pohlavi

Manifestace a prognéza ICHS mezi muzi a Zenami je srovnatelnd, 1 kdyZ existuji mensi
rozdily. Zeny jsou nachylngjsi k vy$simu vyskytu anginy pectoris, u muzii byva naopak ve
vyS$$i mife diagnostikovan infarkt myokardu. (Berecki-Gisolf et al., 2009).

vvvvv

zaznamenavaji Castéji bolest na hrudniku, avSak s nizsi prevalenci vyskytu ICHS. Méné¢ se
u nich vyskytuje DM, hypertenze, koufeni; jsou také nositelkami nizsi koncentrace LDL
anaopak vys§i koncentrace HDL. (Spac, 2003). Do pocatku obdobi menopauzy jsou

chranény proti aterosklerdze prostiednictvim estrogenti. Po ubytku téchto hormoni se
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zenam zvySuje krevni tlak, ptfibyvaji na vdze a dochdzi ke zménam lipidového slozeni
v abdominalni oblasti téla. Timto jsou vice vystaveny riziku infarktu myokardu, srde¢nimu
selhani ¢i mozkové piihod¢. V tadé zemi je podil Umrtnosti na kardiovaskularni
onemocnéni celkoveé vyssi u Zen, nez je tomu u muzi. V roce 2007 podlehlo 55 % zen na
nemoci ob&¢hové soustavy na rozdil od muza, kde se Cislo pohybovalo kolem 43 %.

(Mandovec, 2008).

Aterosklerotické platy zen maji podobu vice bunécnou a fibrdzni, vyskytuje se u nich
vys$$i trombogenni potencial. Déale u nich dochézi k Cast&jsi erozi platu, u muzi naopak
vzniké ruptura. Rozdily mezi pohlavimi existuji i v Grovni apoptozy a nekrézy myocytt pii

starnuti. (Janota, 2006).

Alkohol

Kromé toho, ze vysoka a dlouhodoba konzumace alkoholu zpisobuje karcinomy organt
a cirhozu jater, negativné ovliviiuje ob€hovy, nervovy a rozmnozovaci systém, prispiva
taktéz k projeviim diabetu, hypertenze a arytmiim, poskozeni srdce aj. Tyto disledky
mohou vyustit az k srde¢ni zastavé nebo ndhlé smrti. V mnoha studiich se vSak pfi
konzumaci malého mnozstvi alkoholu prokazuje v ramci ICHS také protektivni Géinek.
Ztady studii vyplyva, Ze pravidelnd konzumace malého mnoZstvi alkoholu zvysuje
hladinu HDL a naopak sniZuje mnozZstvi fibrinogenu a agregaci trombocytll, coZ sniZuje
srazlivost krve. (Jokl, 2005; Samanek, Urbanova, 2009; Simon, 2001c). Muzim tak byva
doporu¢ovano pravidelné pozivani alkoholu do 30g a Zendm v rozmezi 15 — 20g. (Zajicek,

2004).

Psychosocialni faktory

Dlouhodoby emoc¢ni stres navozuje produkci katecholaminti, jez maji protromboticky

charakter. (Aschermann, Veselka, 2001).

Na konci 20. a zacatku 30. let minulého stoleti byla v Americe uskutecnéna Malbergova
studie, jejimz ukolem bylo sledovat mortalitu spojenou s depresivnimi stavy pacientd.
Zjistilo se, ze 40 % umrti bylo zptisobeno KVO. U lidi, ktefi trpéli depresivnimi stavy,
byla mortalita spojena s KVO 8x castéjSi nez u skupiny jedinci bez psychického

onemocnéni (Pidrman, 2007).

Jinym piikladem ukazujicim na ucast psychosocialnich faktorti v patogenezi ICHS byla

studie Systolic Hypertension in Elderly Program. Po zhodnoceni dotaznikii byla pétileta
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incidence depresivnich stavi Castéjsi u zen nez u osob opacného pohlavi. Depresivni stavy
byly asociovany se zvySenym vyskytem umrti na IM a mozkové mrtvice zejména u Zen

v postklimakterickém obdobi. (Simon, 2001d).

Genetické faktory

Jiz dlouho je znamo, ze vyskyt ¢asnych klinickych projevu aterosklerdzy (napf. infarktu
myokardu) v blizké rodiné vyznamné zvySuje individualni riziko obdobného postiZeni
a souvisi s genetickou vybavou jedince. ICHS je povazovana za komplexni onemocnéni
s vyznamnou genetickou slozkou (Hamsten 2008, Kubistova 2009, Poledne, 2001).
Z vysledkt epidemiologickych studi je zfejmé, ze genetickd komponenta ICHS a IM ma
pfevazné polygenni charakter; ve vzacnéjSich ptipadech vSak mize byt podminéna
defektem jediného genu (napt. kritické familidrni defekty lipidového metabolismu).
Ptibuzni pacientt s casnou ICHS nebo trpicich dédi¢nou hypercholesterolemii ¢i
dyslipidemii byvaji proto sledovani pravé kvuli riziku vzniku srde¢nich onemocnéni.
Vysetfeni byva u rodinnych ¢lenil, kde se ICHS vyskytuje, provadéno také z diivodu
moznosti kumulace rizikovych faktori. (Mandovec,2008).

V poslednim desetileti zaznamendvame enormni snahu o identifikaci konkrétnich
genovych variant, které k rozvoji ICHS pftispivaji (genové varianty susceptibility), nebo
ovlivituji charakter jeji klinické manifestace (modifikujici genové varianty). Tyto studie
vyuzivaji 1) pfistup kandidatnich gent (,,hypothesis driven®), kdy jsou ve vztahu k nemoci
vySetfovany varianty genil s prokdzanym vztahem k jeji patogenezi, 2) systematicky
pristup (,,hypothesis free*), kdy jsou rizikové varianty identifikovany na zéklad¢ vySetieni
obrovského mnozstvi polymorfismi v rozsahu celého genomu (Ouwehand, 2009).
Celogenomovy pfistup (GWAS, zangl. Genome Wide Association Study), ktery se
v souvislosti k ICHS poprvé objevuje v roce 2007 (WTCCC, 2007), zasadnim zpisobem
rozsifil uroven poznani podstaty genetické vnimavosti k ICHS a umoznil identifikaci fady
novych vyznamnych rizikovych variant (Musunuru, 2010). JelikoZ existuji zna¢né etnické
a rasové rozdily v polymorfismech gent spojenych s ICHS a IM, je dilezité vytvofit pro
tyto polymorfismy databazi v kazdé rasové a etnické skupiné. (Yamada et al., 2002).

Ptredpoklada se, ze se na dédi¢né slozce ICHS mohou podilet ,,nepfimo* také genové
varianty ovliviiyjici jeji dalsi rizikové faktory. Napi. u obezity bylo popsano nékolik
desitek kandidatnich gent, které se vyskytuji na vSech chromozomech kromé chromozomu

Y. (Danzig et al, 2006c). Genetické predispozice maji taktéz onemocnéni DM obou typii
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(Simkova, 2006b) a hypercholesterolemie (Poledne, 2001). Podle nové&jsich studii se
odhaduje, Ze na koncentraci lipidli se ptiblizn€ v 50 % podili genetické faktory; vznik
hyperlipidemie mize byt podminén kombinaci vlivu pfinejmensim 25 — 30 kandidatnich

gent. (Hubacek, 2006).

Cilem usili nalézt geny, které souviseji s rizikem vzniku ICHS a IM, coz je také primarni
cil této diplomové prace, je zejména piesn¢jSi pochopeni molekularnich mechanismu
vzniku a rozvoje tohoto onemocnéni. Identifikace genti asociovanych s ICHS miuze
v disledku prispét k prevenci, ¢asné diagndze ¢i nalezeni novych zpiisobii 1écby ICHS
a IM. Vysetfeni relevantnich genetickych faktor by v budoucnu mohlo pomoci pii odhadu
prognézy ICHS a individualizace nastaveni lécby. Specifické pristupy k 1écbé
U konkrétnich pacientli na zakladé znalosti genetické podminénosti €inkl 1é¢iv mohou

rovnéz omezit jejich toxické ucinky (Yamada, Ichihara, Nishida, 2008).
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2. POLYMORFISMUS GENU BDNF

Uroveti znalosti o lidském genomu i jeho polymorfismu zasadnim zptsobem rozsilily
projekty HUGO (z angl. Human Genom Project), jenz byl dokon¢en v roce 2003, a 0 dva
roky pozdgji International HapMap Project. Tyto projekty spolu s navazujicim vyzkumem
polozily zaklad pro rychle se rozsitujici databaze genovych polymorfismu a taktéz ptispély
ke zrychleni vyvoje technologickych platforem pro studium genové variability jako takové.
Ziskané poznatky jsou Siroce vyuzivany pii studiu genetiky/genomiky chorob,,napf.
Vv podobé tzv. genetickych asociacnich studii. S wvyuzitim klasickych 1 novych
genotypizac¢nich metod tak mizeme ziskat vyznamné informace tykajici se distribuce
jednonukleotidovych (i dalSich) polymorfismi (SNP, z angl. single nucleotide

polymorphism) a jejich mozné interakce se specifickym onemocnénim.

Gen, jehoz polymorfismus je  ve vztahu Kkonemocnéni na zékladé znalosti
patogenetickych mechanismi studovan, oznac¢ujeme jako kandidatni. Pokud je v primarni
genetické asociacni studii zjiSténa souvislost mezi kandidatnim genem (polymorfismem)
anemoci, je zpravidla tfeba ji dale nezavisle ovéfit. U genovych variant s prokdzanym
vztahem Kk chorobé pak dale probihaji studie zaméfené na identifikaci konkrétnich
mechanismu, které zjisténou asociaci podminuji. Cilem téchto snah je identifikace co
nejkompletnéjSiho souboru genovych variant, které podminuji dédicnou slozku konkrétni
nemoci. Znalost téchto gend a polymorfismii mize nasledné pomoci napf. pii identifikaci
novych molekuldrnich cilii pro 1é¢bu, pii vySetfovani jednotlivell se zvySenym rizikem
vzniku daného onemocnéni nebo jako prediktivni (prognostické) ,,markery* v diagnostice

(Sougek, 2009).

Pro tcely této diplomové prace byl ve vztahu ke genetické sloZzce ICHS a IM vybran jako
kandidatni gen pro molekulu Brain Derived Neurotrophic Factor, ktery je polymorfni
a jeden z jeho funkénich (strukturnich) polymorfismu byl jiz v poslednich letech studovan

ve vztahu k fadé onemocnéni.
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2.1 GENOVY (DNA) POLYMORFISMUS

Genovy polymorfismus lze chapat jako variabilitu v dané sekvenci genového lokusu, pii
které frekvence zamén (alternativnich alel) dosahuje alespon 1 %. (Petrella, Mattay,
Doraiswamy; 2008). V situaci, kdy je frekvence téchto variant niz$i nez 1 %, jiz nelze

hovofit o polymorfismu, nybrz o mutacich. (Hubacek, 2006).

Nejbéznéjsi zménu (variabilitu) v lidském genomu piedstavuje jednonukleotidovy
polymorfismus. (Soucek, 2009). V lidském genomu se SNP objevuji velice hojné, jejich
pocet V celosvétové populaci dosahuje nékolika miliont. V priméru se jeden SNP
vyskytuje asi na kazdych 2000 part bazi. (Petrella, Mattay, Doraiswamy; 2008). Obecné
plati, Ze jejich pifitomnost je mnohem mensi v koédujicich oblastech genomu nez
v nekodujicich. (Kim, Misra, 2007; Macek; 2007;Prusa,). SNP jsou také vyuzivany jako
genetické markery, jez plni dulezitou ulohu vfadé studii, které umoziuji Spojovat
fenotypové zmény s variabilitou sekvence DNA. (deoxyribonukleova kyselina) (Kim,
Misra; 2007).

Existuje celd fada mechanismi, kterymi se miiZze polymorfismus (napt. typu SNP)
funkéné projevit. Jestlize se napf. nachazi v regulaénim misté¢ genu, mize byt ovlivnéna
mira transkripce genu nebo stabilita mRNA (mediatorova ribonukleova kyselina)
a nasledné i produkce kddované molekuly. Nesynonymni polymorfismus v kodujici oblasti
genu zpusobi zménu aminokyselinové sekvence (struktury) a tim potencialné i funkci
kodovaného proteinu. Témito zpiisoby se také nejcastéji vysvétluje efekt kauzalnich
variant (polymorfismi) na vnimavost k rozvoji nemoci nebo ke zméné odpovédi na 1€k ¢i
toxin. Proto je také jednim z hlavnich cili genetickych asociaénich studii najit geny,
jejichz produkty jsou potencialné dulezité pro prevenci a moznosti 1é¢by onemocnéni.

(Kim, Misra, 2007).
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2.2 GENOVY POLYMORFISMUS A DEDICNA SLOZKA KOMPLEXNICH
NEMOCI

Podle soucasnych ptedpokladi miizeme u konkrétniho jedince odhadnout dédi¢nou
vnimavost ke komplexnimu onemocnéni na zaklad¢ vySetieni relevantnich (asociovanych)
genovych variant (markerti) Moznosti primarni identifikace takovych genovych variant pro
konkrétni nemoc (napt. ICHS) byly popséany V kapitole o dédi¢né slozce ICHS. V soucasné
dobé zahrnuji zejména rozsahlé studie zalozené na genotypizaci skupiny jednoznaéné
charakterizovanych pacientll a zadroven genotypizaci zdravé populace; nasledné se sleduji
rozdily v zastoupeni kandidatnich alel mezi soubory. Vztah mezi konkrétnim genotypem

a fenotypem je pak vyuzit k charakterizaci genti vnimavosti K onemocnéni.

Asociované genové varianty mohou S nemoci souviset piimo (jsou kauzalni) nebo je
jejich vztah knemoci nepfimy (jsou ve vazebné nerovnovaze s kauzalni variantou).
Obecné mechanismy uc¢inku kauzalnich genovych variant byly popsany vyse; v fadé
pfipadi mohou tyto polymorfismy vyustit ve zmény v imunitnich, zénétovych C¢i
enzymovych reakcich.. (Simon, 200le). Piedpoklada se také, ze se efekt fady
polymorfismii projevuje také zménou ucinku 1éciv ¢i fizeni odpovédi na pusobeni

neptiznivych faktort, zvlaste¢ chemickych €1 biologickych skodlivin. (Soucek, 2009).

Jednim z obecnych cil studia polymorfismu lidského genomu je vytvofit komplexni
soubor genovych variant, které by nasledné poslouzily v odvétvich farmakogenomiky,
asocia¢nich studiich multifaktorialnich onemocnéni (Prtisa, Macek; 2007) a v neposledni
fadé pro hlubsi poznani molekuldrnich mechanismi v oblasti lidské fyziologie
a patofyziologie. (Kim, Misra; 2007). Vyzkumy polymorfismu ve farmakogenetice mohou
napf. pfinést odpovédi na otdzky tykajici se predpovédi negativni reakce pacientll na
podany 1ék a dale mohou usnadnit predikci pravdépodobného Uc¢inku farmaka jesté pred
tim, nez se pacientovi aplikuje. (Nussbaum et al, 2004). Vysetieni genovych variant muze
byt vyuzito ke sledovani nékterych dédi¢nych rodinnych onemocnéni, napt. diabetes
mellitus, kardiovaskularnich ¢i nadorovych onemocnéni. (Soucek, 2009). Vyhodou pro
monitorovani SNP variant ve vztahu k chorobam je dédi¢ny ptenos tzv. haplotypu (skupina
lokust ve vazb¢). Tim, ze jsou takové polymorfismy dédény spolecné, je do znacné miry
usnadnéno sledovani jejich pfenosu mezi generacemi a ve vztahu k nemocem. Pfi

hodnoceni vyznamu konkrétni genové varianty pro danou nemoc je vSak tfeba mit na
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paméti podstatné rozdily v distribuci polymorfismil mezi populacemi a etniky — vysledky

studii nelze automaticky pfenaset na jiné populace. (Prasa, Macek; 2007).

Obr. 3 Jednonukleotidovy polymorfismus (Hall, 2007)

2.2 GEN BDNF

V lidském mozku se nachézi okolo 85 bilionti nervovych bunék. Ve vétsing jeho oblasti je
Nejméné dochazi k déleni bun€k v obdobi dospélosti. Pocet neuronti a riist dendriti z téla
nervovych bun¢k je kontrolovan skupinou nervovych rustovych faktord zvanych

neurotrofiny (NT). (Bibel, Barde, 2000).

Neurotrofiny pfedstavuji homodimerické proteiny (Hashimoto, 2010), jeZ se vyznamné
podili na proliferaci (mnozeni) a diferenciaci neuronti, vedeni axonti a dendritti, synapsich
a uvolnovani neurotransmitert, dale piezivani a zaniku nervovych a jinych bun¢k. Neméné
vyznamnou funkci zastavaji také ve zprostfedkovani paméti, uceni a chovani. (Chao, 2003;
Chao et al, 2006).

Vzhledem ktomu, Ze neurotrofiny reguluji cetné nervové funkce b&hem vyvoje,
v dospélosti a ucastni se reakci pii nervovych zranénich, podileji se na tade
neurodegenerativnich a psychiatrickych onemocnéni. (Chao, Rajagopal, 2006).

Kromé vySe zminéného skupina NT zaujiméa vyznamné postaveni také v molekuldrnich
procesech kardiovaskularniho systému. Béhem kardiovaskularniho vyvoje byvaji

neurotrofiny a jejich receptory uplatiovany jako vyznamné faktory pro formovani srdce,
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Vv jinych situacich jsou rozhodujicimi regulatory ve vyvoji cév. Neurotrofiny se
V postnatalnim vyvoji zasluhuji svymi autokrinnimi a parakrinnimi mechanismy zejména
0 prezivani endotelidlnich bun€k, cévnich bunck hladkého svalstva, kardiomyocyti
a prispivaji taktéz v procesu angiogeneze a vaskulogeneze (vznik cév). Snizena afinita
KNT receptoru p75 zpisobuje apoptézu endotelidlnich bunék a bunck vaskularniho
hladkého svalstva, zhorSuje navic prabéh angiogeneze. NT patii do skupiny nadéjnych
molekul v oblasti 1é¢by mikrovaskularnich komplikaci diabetu nebo ve sniZeni apoptozy

myocytl v srdci, které prodélalo infarkt. (Caporalli, Emanueli, 2009).

Prvnim identifikovanym ¢lenem rodiny neurotrofinii se stal v 50. letech minulého stoleti
nervovy rustovy faktor (NGF, z angl. Nerve Growth Factor). V roce 1982 Barde a jeho
spoleCnici Gspésné izolovali z prase¢iho mozku druhy neurotrofin - Brain Derived
Neurotrophic factor. Pozd¢ji byly nalezeny jest¢ dva dalsi rastové faktory a to neurotrofin-
3 (NT-3) a neurotrofin-4/5 (NT 4/5). (Bibel; Barde, 2000; Binder, 2004; Lessmann,
Gottmann, Malcangio, 2002).

Vsechny Ctyfi zminéné ristové faktory se podafilo objevit pouze u savcl. Kromé nich
jsou vsak jesté také znamy dalsi dva neurotrofiny vyskytujici se vSak pouze u ryb, a to
neurotrofin 6 (NT-6) a neurotrofin 7 (NT-7). (Huang, Reichardt, 2001; Lessmann,
Gottmann, Malcangio, 2002).

Bunécna aktivita neurotrofinii je zprostfedkovdvana pomoci dvou typl receptort.
V prvnim pfipadé se jedna o receptorovou tyrosin kinazu (Trk, z angl. Tropomyosin-
Related Kinase), ktera je charakterizovana vysokou afinitou. Kazdy Trk receptor je
prednostné aktivovan jednim ¢i vice neurotrofiny. (Poo, 2001; Tyler et al., 2002). NGF se
nejvice vaze kreceptoru typu TrkA. Rastové faktory BDNF a NT-4 jsou vazany
prostiednictvim TrkB a koneéné NT-3 je spojovan s TrkC receptorem. (Chao et al, 2006;
Tyler et al., 2002). Druhy typ receptoru je oznacovan jako p75 neurotrofinovy receptor
analezi do ,,nadrodiny* receptorti pro faktor nadorové nekrézy (TNFR, z angl. Tumor
Necrosis Factor Receptor). Pravé tento neurotrofinovy receptor specificky vaze vsechny
uvedené rlstové faktory a zajiStuje zprostfedkovani navazéni prvniho typu
transmembranového receptoru — Trk. (Donovan et al., 2000; Chao, 2003).

Exprese neurotrofinii v mozku savci je béhem vyvoje regulovana nervovou elektrickou
¢innosti. NejvySsi stupeil exprese vykazuje NT-3 a to béhem perinatdlniho vyvoje

Vv hipokampu, neokortexu a mozecku. Exprese BDNF byva pfi narozeni pomérmné nizka,
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avSak béhem prvnich tydnd postnatdlniho vyvoje se jeho hladina zvySuje. Vyskyt byva
hojny ptedevsim v hipokampu, neokortexu, amygdale a mozecku. Hipokampus je oblast
mozku charakteristicka nejvyssi expresi BDNF a jeho TrkB receptoru. (Tyler et al., 2002).
V obdobi dospélosti jsou hladiny BDNF a NT-3 v mnoha oblastech mozku srovnatelné.
(Huang, Reichardt, 2001; Lessmann, Gottmann, Malcangio, 2002;).

Exprese mMRNA pro BDNF a taktéz jeho receptor TrkB probiha kromé nervové tkané
napi. ve svalech, srdci a cévach. (Donovan et al., 2000). Neurotrofiny jsou syntetizovany
jako prekurzory nebo pro-neurotrofiny, které se Sté€pi a nasledné se uvolnuji ve formé

zralych aktivnich proteint. (Chao et al, 2006).
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PEPTIDE ‘W’ PEPTIDE

ESSENTIAL ROLE IN
ACTIVITY UNKNOWN DEVELOPMENT, SURVIVAL
AND FUNCTION OF NEURONS

Obr. 4 Lidsky 11. chromozom s polymorfismem Val66Met genu BDNF (Jeffrey et al., 2008)

V piipadé neurotrofinu BDNF gen koduje prekurzorovy peptid proBDNF. Primarné je
vSak BDNF syntetizovan jako prekurzorovy protein (preproBDNF) v endoplazmatickém
retikulu. Nasledné¢ probihd Stépeni signalniho peptidu a vznikly proBDNF je zahy
transportovan do Golgiho aparatu, kde se tfidi bud’ do konstitutivnich nebo sekre¢nich
vacku. (Hashimoto, 2010; Yoshida, 2012).

Lidsky BDNF gen se sklada z 11 exoni a 9 funk¢nich promotorovych oblasti. Gen se
nachazi na kratkém raménku jedenactého chromozomu v oblasti p13 (11p13)(obr. 4).
Rozpéti genu dosahuje 70 kb a koduje stejnojmenny protein BDNF. (Pruunsild et al., 2007;
Xu et al., 2007). BDNF protein se uc¢astni mnoha fyziologickych i patologickych reakci

a poznatky o ném jsou uplatiiovany pii vyzkumu riznych onemocnéni.
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BDNF gen je znam také pro svij vyznamny jednonukleotidovy polymorfismus, ktery je
lokalizovan na nukleotidu 196 (zaména G/A — Guanin/Adenin), ktery je soucasti kodonu
66. Uvedena nukleotidova zaména vede k charakteristické substituci aminokyseliny valinu
(Val) za methionin (Met). (Egan et al., 2003; Sen et al., 2003). Uvedeny SNP je spojovan
s fadou neurologickych i kardiovaskuldrnich onemocnéni a byl proto také vySetiovan v této
diplomové praci.

Varianta BDNF 66 Val/Met hraje vyznamnou roli v oblasti lidské paméti a funkci
hipokampu, ovliviiuje také pienos a sekreci BDNF. (Egan et al, 2003). Egan et al. (2003)
dale zjistili, ze nositelé Met alely maji slabsi episodickou pamét’ a v pritomnosti zminéné
alely dochazi ke snizeni sekrece BDNF.

Yu et al. (2009) a Hariri et al. (2003) dosli k zavéru, ze polymorfismus BDNF Val66/Met
vede ke zméné objemu hipokampu. Hipokampus je oblast mozku, kde probiha intenzivni
neurogeneze (tvorba neurontt); ma také vyznam v procesech paméti. (Malberg et al., 2000).
Zména vedouci ke sniZzeni objemu hipokampu pak mize znamenat poskozeni paméti
a procesu uceni. (Hariri et al., 2003).

Dalsim piikladem moznych dusledkid sniZzeni objemu hipokampu je studie Malberga et
al. (2000). Zde se vyzkum soustiedil na prokazani spojitosti mezi ucinky stresu
vztahujicitho se k depresi a signifikantniho sniZovani objemu hipokampu. Ke stejnym
zavérim dosel ve srovnani se zdravymi pacienty taktéz Sen et al. (2003). Jakmile se v§ak
pacientim aplikovala vhodna antidepresiva, nastalo opétovné zvySeni neurogeneze
v hipokampu, ktera podporuje diferenciaci a pifeZivani neuroni bchem jejich vyvoje.
(Malberg et al., 2000).

Skupina Sasakiho (2011) jiz dfive nalezla vyrazné niz$i koncentraci BDNF v séru
u dospélych pacientl S depresivni poruchou, poruchy v ptijmu potravy (mentalni anorexie
a bulimie), nez bylo zjisténo u kontrolni skupiny jedinct. Jakmile se vSak zacaly aplikovat
nemocnym s depresivni poruchou vhodné antidepresivni medikamenty, mnozstvi BDNF
vséru se signifikantné zvysilo. Neddvno nalezli tentyz vztah u détskych pacient
muzského pohlavi s depresi, ktefi ve srovnani se zdravymi chlapci jevili niz§i hladinu
BDNF.

Ho et al. (2007) nalezli vztah mezi BDN 66 Met alelou a schizofrenii, kdy se pacienti
trpici touto nemoci vyznacovali mensi frontdlni a temporalni Sedou kiirou mozkovou nez

homozygoti s Val alelou.
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Jinou asocia¢ni studii provedenou Pereirem et al. (2002) bylo zjisténo, ze u jedincu
nesoucich Val alelu byva ¢astéj$i maniodepresivni psychoza. Xu et al. (2007) zase poskytli
data, ktera ukazuji na spojeni BDNF polymorfismu s poruchou pozornosti a hyperaktivitou
(ADHD, z angl. Attention Deficit Hyperactivity Disorder). K nejnovéjsim studiim patii
prace Yoshida (2012), ktera detekovala ptitomnost BDNF v krvi a jeho vysokou
koncentraci v mozkové tkani. Uvadi, ze v signifikantn¢ mensi mife najdeme BDNF u
pacient, u kterych se objevuje deprese, poruchy v piijmu potravy a vysokofunkéni
autismus.

BDNF se uplatiiuje také pii ochrané proti zranéni nebo ischemii v centralnim
| perifernim nervovém systému. Ptikladem toho je fakt, ze po intravendzni aplikaci BDNF
do téla krysy dochazi v experimentu ke snizeni velikosti tkanové nekrozy. Na druhou
stranu existuji dikazy, které ukazuji na moznost, Ze rustovy faktor potencuje za urcitych
podminek smrt neurontl.

Kromé¢ toho, Ze BDNF podporuje piezivani a vyvoj neurontl a synaptickou plasticitu, své
dualezité postaveni zaujima taktéZ v procesu angiogenze (tvorba a vyvoj novych cév) a to
jak v normalni, tak v ischemické tkani, napt. po vzniku infarktu myokardu. (Caporali,
Emanueli, 2009; Qin et al., 2011). BDNF totiz spousti produkci bazického fibroblastového
ristového faktoru, ktery navozuje angiogenezi a zaroven také zlepSeni srde¢ni funkce po
prodélani infarktu myokardu. (Caporali, Emanueli, 2009).

Na zakladé studie Ejiri et al. (2005) je BDNF spojovan také s koronarni ateroskler6zou
anestabilni anginou pectoris. Z imunohistochemické analyzy vyplynulo, ze se exprese
BDNF objevuje také v lidskych aterosklerotickych artériich. Zde byl neurotrofin
lokalizovan hlavné v intimé cévy postizené ateromem. Naopak vyskyt BDNF nebyl
pozorovan v cévach, ve kterych se ateroskler6za neprojevovala.

Déle byla v ptitomnoti BDNF zjiSténa zvySena aktivita NAD(P)H oxidazy a tvorba
superoxidu v kultivovanych bunkach hladké svaloviny. Za této situace vznikaji kyslikové
radikaly a oxidativni stres, diky kterym aterosklerotické platy podléhaji nestabilité. Na
druhou stranu BDNF zastupuje roli ochranného faktoru ucastnicim se na pfezivani a vyvoji
endotelialnich bunék. (Ejiri et al., 2005).

Donovan et al (2000) ve svém vyzkumu prokazali redukci kontaktu endotelialnich bunék

vrwe

intraventrikularni krvaceni a omezeni kontrakce srde¢niho svalu.
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Dongqoing et al. (2006) zase popisuji moznou roli BDNF a jeho receptoru TrkB
vzhledem ke stafi. Dukazem toho se staly vysledky experimentti na srdcich hlodavcu, kde
byl v souvislosti se zménou produkce uvedenych molekul pozorovan vyssi vyskyt
patologickych projevi. Zmény v drahach BDNF a receptoru TrkB mohou naznacovat

N 24

patologii a navodit zesileni zanétu a zvétSeni srde¢niho poskozeni po infarktu myokardu.

Vyse uvedena charakteristika neurotrofinu BDNF, jeho vyznamna role
v kardiovaskularnim systému vcetné ucasti v patogenezi aterosklerozy (ICHS) a existence
strukturniho polymorfismu jeho genu s prokdzanym funkénim efektem, byly zakladnimi
vychodisky pro hypotézu mozného uplatnéni BDNF 66 Val/Met polymorfismu ve

vnimavosti k infarktu myokardu, ktera byla testovana v této diplomové praci.
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3. VLASTNI EXPERIMENT

3.1 HYPOTEZA

Je prokazano, ze BDNF a jeho receptory jsou exprimovany také v jinych nez nervovych
tkanich. Ptikladem mohou byt rizné bunééné typy, jako jsou srdce ve vyvoji (Donovan et
al., 2000), aterosklerotické zily (Ejiri et al., 2005; Kraemer et al., 2005), lymfocyty (Kruse
et al., 2007) nebo endotelidlni buiikky (Donovan et al., 2000). Kromé toho reguluji BDNF
ajeho receptory vyvoj cév, uplatiuji se pfi odpovédi na poranéni a jejich deficit vede
k apoptoze endotelialnich bun€k, nebo snizeni kontraktility srdce. (Donovan et al., 2000).

Na tato fakta navazuji svou vyzkumnou praci Jiang et al. (2009), kteti jako viibec prvni
demonstrovali vztah mezi BDNF Val66Met polymorfismem a ICHS. Ve své studii
pracovali se vzorky pochazejicimi od 904 pacientd s anginou pectoris a od 513 zdravych
kontrolnich jedincti. U vSech zatfazenych pacientti s AP byla diagnoza podpotena pritkazem
vice nez padesatiprocentni sten6zy v nejméné jedné hlavni koronarni tepné; diagnostika
stendzy byla provedena prostfednictvim korondrni angiografie. VSichni pacienti i zdravi
kontrolni jedinci pochazeli z ¢inské populace. Skupina o poctu 628 pacientd trpéla
nestabilni AP a skupina se stabilni AP zahrnovala 276 pacientt.

Koneéné vysledky uvedené cinské studie prokazaly signifikantni rozdily ve frekvenci
vyskytu polymorfismu BDNF Val66Met u pacientl s nestabilni anginou pectoris, stabilni
anginou pectoris a kontrolni skupinou. U pacientil s nestabilni anginou pectoris byla
zjisténa signifikantné nizsi frekvence vyskytu genotypu BDNF Met/Met nez u zdravych
jedincti a pacientli se stabilni anginou pectoris. Autofi své vysledky shrnuli tak, ze
homozygoti se dvéma Met alelami (BDNF Met/Met) jsou chranéni proti nestabilni anginé
pectoris.

Studie se zabyvala také ptipadnym vztahem mezi BDNF Val66Met polymorfismem
a dalsimi klinickymi/laboratornimi parametry. Nebyla nelezena spojitost mezi BDNF
Val66Met polymorfismem a koufenim, hypertenzi, diabetes mellitus, po¢tem postiZzenych
cév, glykemii, celkovym cholesterolem, triglyceridy nebo fibrinogenem.

Vysledky ziskané Jiangem et al. (2009) déale ukazaly, Zze pacienti s nestabilni anginou

pectoris méli v priméru niZsi koncentraci BDNF v plazmé neZ pacienti se stabilni anginou
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pectoris ¢i zdravi jedinci; koncentrace BDNF vSak nebyla zavisla na genotypech BDNF
Val66Met polymorfismu.

Vhledem kvySe uvedenym informacim dokladajicich vztah mezi vyskytem
polymorfismu Val66Met genu BDNF a projevy nestabilni anginy pectoris u c¢inské
populace, vyznamnou roli BDNF v regulaci vyvoje kardiovaskularniho systému a jeho
expresi v aterosklerotickych 1ézich, jsme se rozhodli ovéfit, zda BDNF Val66Met

polymorfismus muize souviset také s infarktem myokardu u ¢eské populace.

3.2 PRUBEH EXPERIMENTU

Cela prakticka cast této diplomové prace byla sestavena do nékolika po sobé nésledujicich
krokt zahrnujicich pfislusné metody. V prvni fazi byl sestaven soubor pacientli s IM
a zdravych kontrolnich jedincii, kterym byla odebrana periferni krev. Na zékladé zndmé
sekvence BDNF genu a umisténi polymorfismu Val66Met byly navrzeny odpovidajici
primery (pro metodu PCR-SSR) a vybrana komeréni genotypizacni souprava (pro metodu
real time-PCR). K vlastni genotypizaci bylo nutné nejdiive provést izolaci DNA pacientii
a kontrolni skupiny zdravych jedinct. Pro izolaci DNA vzorktl byly zvolena metoda
vysolovaci a technika mikroizolace na kolonce.

V dal§im kroku byla reakéni smés pro PCR-SSP s primery, testovanou DNA a dal$imi
komponenty podrobena vlastni PCR v termocykléru. PCR produkty (amplikony) byly
detekovany pomoci agardézové elektroforézy a vizualizovany ethidium-bromidem.
V piipadé metody genotypizace pomoci RT-PCR byl postup podobny, avsak amplikony
byly detekovany v redlném Case a genotypy vyhodnoceny pomoci specidlniho programu.
Vysledky paralelni genotypizace obéma metodami byly porovnany a néasledné statisticky

vyhodnoceny.
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Obr. 5 Rozvrzeni experimentu

3.3 SOUBOR STUDOVANE POPULACE

Do studie bylo zahrnuto celkem 397 jedincii ¢eské narodnosti pifevazné z Olomouckého
kraje. Skupina pacientil s prokdazanym vyskytem infarktu myokardu byla tvofena 217
jedinci. Diagnoza IM byla u nich stanovena v souladu sobecné uznavanymi
mezindrodnimi kritérii (,,The European Society of Cardiology and the American College of
Cardiology, 2000°). Primérny vék pacienti dosahoval 53 let a pohyboval se v rozmezi od
25 do 79 let; bylo v ném zastoupeno 185 muzl a 32 Zen. Pacienti byli porovnavani

s etnicky/populacné odpovidajici skupinou, kterd sestavala ze 180 zdravych kontrolnich
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jedincti. Mezi kontrolami bylo 95 muzl a 85 zen, jejich primérny vék dosahoval 29 let
(v rozmezi od 18 do 64 let). Studie byla schvalena mistni etickou komisi Lékatské fakulty
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice v Olomouci. VSichni pacienti i zdravi jedinci
podepsali informovany souhlas s poskytnutim jejich vzorkd a udaji pro dany vyzkum.

Soubory pacientt i kontrolni skupiny jsou uvedeny v piilohach 1 (pacienti) a 2 (kontroly).

3.4 NAVRH PRIMERU PRO PCR-SSP

Abychom zjistili, jaké konkrétni varianty Val66Met polymorfismu se v BDNF molekule
(genu) vyskytuji u konkrétnich jedincti, museli jsme prvné navrhnout pro metodu PCR-
SSP vhodné primery (aminokyselina valin odpovidd guaninu v DNA sekvenci,

aminikyselina methionin adeninu).

U metody PCR-SSP komplementarni primery nasedaji specificky k danym alelam. Timto
procesem se nastartuje amplifikace cilového useku vysetfované DNA. Pokud vSak primery
,»henaleznou® zcela komplementarni sekvenci, k niz by se pfipojily, k amplifikaci nedojde.
Prostfednictvim elektroforézy (nejcastéji agar6zové) nasledné uréime, zda PCR produkty

vznikly (pozitivni reakce) ¢i nikoli (negativni reakce).

Pti designu primerti by mél byt bran ohled na nékolik zakladnich pravidel. Jejich délka by
se méla optimalné pohybovat v rozmezi 18-24 bazi. (Holasova, Radilova, Buncek, 2006).
Kratsi oligonukleotidy sice dobfe hybridizuji s templatem, ale maji vyssi predpoklad pro
nespecifické nasedani na templat. Dlouhé oligonukleotidy zase smétuji k tvorbé vlasenky,
kterd zabraiiuje pfipojeni primeru k templatové DNA a mohou vést k nespecifické vazbé
S jinym primerem. (Knoll, Vykoukalova, 2002).

Dal$im vyznamnym faktorem pro tvorbu primeru je teplota tani (Tm, z angl. Meeting
Temperature). Jedna se o teplotu, pii které se 50% dvouietézcové DNA (dsDNA) rozlozi
na jednotetézcovou DNA (ssDNA). Teplota tani by méla byt u obou primerti zhruba stejna.
Tm je zavisla zejména na obsahu a opakovani nukleotidovych bazi guaninu a cytosinu (C).
Ty obecné hodnotu Tm zvySuji. Kdyz se pouziji primery s vyssi Tm, ve vysledku dochazi
ke specifi¢téjsi reakci. Pomér G/C bazi by mél dosahovat asi 40-60 %. (Holasova,
Radilova, Buncek, 2006; Knoll, Vykoukalova, 2002).

Jinym vyznamnym parametrem pro PCR je volba vhodné koncentrace primerd, protoze

pfili§ vysokd koncentrace mulze zplsobit chybné pfipojovani a shromazd’ovéni
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nespecifickych produkti. Na druhou stranu primery o nizké koncentraci snizuji vytézek
reakce. Primery by si nemély byt navzdjem komplementarni a nemély by tedy tvofit vnitini
sekundarni struktury. V piipadé€, ze jsou primery silné¢ komplementarni, miaze dochazet ke
snizovani vytézku ¢i k vzajemné blokaci primerd. (Knoll, Vykoukalova, 2002).

Pii volbé primertt bychom neméli zapominat na specifitu na 3" konci primeru (to je
i princip rozliSeni alel u PCR-SSP). Aby Taq polymeraza vykonavala svou ¢innost, je
nezbytné, aby na 3” konci primeru nukleotidy hybridizovaly s templatem DNA. Potom
muze dojit k zahajeni prodluzovani fetézce. (Knoll, Vykoukalova, 2002).

Pro PCR-SSP se voli dva tzv. specifické primery (dopiedné nebo zpétné), které konci
zaroven s pozici polymorfismu. Jsou identické s matefskym nebo komplementarnim
vlaknem, li§i se posledni nukleotidovou bézi charakterizujici polymorfismus. Déle se musi
navrhnout jeden konstantni primer, ktery ohrani¢i amplikovany DNA fragment z opacné
strany. Konstantni primer se obvykle navrhuje v monomorfni ¢asti sekvence tak, aby se
k cilové sekvenci navazoval vzdy. (Rohoii et al., 2009). V reakci maji zastoupeni také dva
kontrolni primery, které indikuji, zda vlastni PCR probéhla spravné (pozitivni vnitini
kontrola reakce).

Primery ke genotypizaci polymorfismu BDNF Val66Met jsme navrhli s pomoci veiejné
databaze ,,National Center for Biotechnology Information* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Nejprve jsme vyhledali referen¢ni genomickou sekvenci BDNF genu a lokalizovali na ni
jednonukleotidovy polymorfismus se systematickym oznacenim rs6265 (odpovida varianté
Val66Met). Sekvence bezprostiedné obklopujici SNP rs6265 (pozice vyskytu

polymorfismu je oznacena Cerveng) je uvedena zde (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP):

CATCATTGGCTGACACTTTCGAACAC[A/G]ITGATAGAAGAGCTGTTGGATGAGGA

Pro rozliSeni genotypti byly navrzeny dva specifické a jeden konstantni primer, které byly

nasledn¢ kombinovany ve dvou reakcich pro jednotlivé alely:

1) Pro béznou (66Val) alelu

5'"GGCTGACACTTTCGAACACG a 5’"GTTACCCACTCACTAATACTG
2) Pro mén¢ Castou (66Met) alelu

5'"GGCTGACACTTTCGAACACA a 5"GTTACCCACTCACTAATACTG
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Primery byly navrzeny tak, aby za standardnich podminek (lokalni univerzéalni program
v termocykléru, standardni reakéni smés vSech potfebnych komponent) a ptfi vhodné
koncentraci optimaln¢ rozliSovaly jednotlivé alely. Pro uréeni optimélni délky primeru
jsme pouzili jednoduché pravidlo, Ze na kazdou bazi cytosinu nebo guaninu pfiddvame 4°C
a na bazi adeninu & thyminu 2°C. Optimélni teplotu pro jednotlivé primery lze tedy

vypocitat nasledovné:

Tm=4x(G+C)+2x (A+T)
Primery podle uvedeného navrhu byly vyrobeny firmou GENERI BIOTECH s. r. o.

(Hradec Kralov¢).

3.51ZOLACE DNA

Prvnim krokem u molekuldrné genetickych technik byva ve vétSiné ptipadd izolace
nukleovych kyselin. V tomto piipadé se jednalo o izolaci DNA. Jelikoz kontaminace DNA
muze vyrazné ovlivnit vysledky analyz, je velmi dilezité zachovat pifi praci s ni Cisté
prostfedi. MoZné4 kontaminace vzorku jinou DNA (napf. 1 amplikonem z pfedchozi PCR)
tak miZze ve vysledku podat faleSné¢ pozitivhi nebo neinterpretovatelné vysledky.

(Holasova, Radilova, Buncek, 2006).

Pro izolaci DNA byly v této diplomové praci zvoleny dvé laboratorni metody (na rizné
vzorky, zejména podle objemu krve), a to kolonkova mikroizolace a vysolovaci technika

dle Millera. Ziskana DNA se uchovavala v mikrozkumavce a skladovala pfti -20°C.

3.5.1 Kolonkova mikroizolace DNA

Princip metody:

V soucasné dobé€ se jiz ve vétSiné laboratofi pracuje s dostupnymi komerénimi sety pro
izolaci DNA, které poskytuji rychlou a snadnou moznost pro izolaci DNA. Tyto sety
zahrnuji vSechny potfebné reagencie a roztoky pro uskute¢néni izolace. V této praci jsme
konkrétné pouzili izolaci DNA na kolonce od firmy Qiagen (,,QlAamp DNA Blood Mini
Kit®).
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Obr. 6 Zjednodusené schéma protokolu mikroizolace DNA na kolonce, upraveno

podle materialt firmy Qiagen. Podrobny popis v textu.

Kolonkova izolace DNA ,,QIlAamp*“ zahrnuje ctyfi kroky a je provadéna pomoci

centrifugacni kolonky ve standardni mikrocentrifuze.

Po Givodni lyze bunék a precipitaci ethanolem je DNA pomoci centrifugace adsorbovana
na silikagelovou membranu QIAamp kolonky. Soli a pH podminky v lyzatu zajistuji, Ze
proteiny a dalsi kontaminanty, které mohou inhibovat PCR a jiné enzymové reakce, nejsou
na QIAamp membrang zadrZeny.

DNA navazana na QIAamp membranu je promyvana ve 2 krocich pomoci centrifugace.
K tomu se vyuzivaji dva pufry — ,,AWI1“ a ,,AW2*, které vyrazné zvysuji Cistotu eluované
DNA. SloZeni promyvacich pufrii zajiStuje odstranéni vSech zbytkovych necistot bez
ovlivnéni navdzané DNA.

Cista DNA je uvolnéna z QIAamp centrifuga¢nich kolonek v koncentrované formé bud’
rozpusténim v pufru ,,AE*“ nebo ve vod¢ pro PCR. Pied aplikaci na kolonku by mél byt
pufr ,,AE“ temperovan na teplotou 15-25°C. Vynos DNA se zvysi, jestlize je QIAamp
centrifugacni kolonka pfed centrifugaci inkubovana 5 minut spolu s vymyvacim pufrem
pii pokojové teploté. Ziskand DNA je vhodna pro piimé pouziti v PCR. (QIAamp® DNA
mini kit and QlAamp DNA blood mini kit handbook, 2003).
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Pti praci s pufry ,,AL*“ a ,,AW1* je tieba dbat opatrnosti a pracovat v rukavicich, jelikoz

obsahuji velice drazdivou chaotropni sil. Rukavice pouzivame i1 jako ochranu pied

biologickym rizikem zpracovavané krve a jako prevenci kontaminace vzorki.

Biologicky materidl: odebrana periferni krev pacienti a jedinct kontrolni skupiny

Pouzité chemikalie a roztoky:

Obsah setu pro 250 izolaci DNA:

QlAamp kolonky 250 ks
Mikrozkumavky 750 ks
Pufr AL 54 ml

Pufr AW1 (koncentrat) 95 ml
Pufr AW2 (koncentrat) 66 ml

Pufr AE 60 ml
QIAGEN® Proteaza 1 lahvicka
Roztok proteazy 55ml

Dalsi spotfebni material:

jednorazové pipetovaci Spicky (Eppendorf)

vinylové rukavice (Kimberly-Clark)

Laboratorni pfistroje a pomucky:

centrifuga (Hettich 16 R)

box s laminarnim proudénim (Bio-11-A TELSTAR)
mikropipety (Eppendorf, rozsah od 0,2 ul do 1 ml)
minicentrifuga (MINI-LABNET)

mrazak (Brandt)

stojanky na mikrozkumavky (Kartell)

termoblok (Grant QBT1)

vortex (VELP scientifica)

Postup préce:
1. Ze zasobniho roztoku proteazy (QIAGEN) bylo opatrné pfeneseno 20 pl do sterilni

mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.
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10.

11.

Ze zkumavky s periferni krvi pacienta ¢i jedince z kontrolni skupiny bylo odebrano
200 pul vzorku. Krev byla pfidana do mikrozkumavky k protedze a promichana
s enzymem opakovanym pipetovanim tam a zpét.

Ke smési bylo dale pfidano 200 pl pufru ,,AL“. Smés se poté v mikrozkumavce
uzaviela vickem a diikladné promichala vortexem po dobu 15 s.

Smés byla dale inkubovana pti 56°C po dobu 10 minut.

Mikrozkumavka byla kratce zcentrifugovana, aby se odstranily kapky vzniklé na
vnitini ¢asti vicka.

Po ptfidani 200 pl absolutniho etanolu (koncentrace 96—100 %) se smés opét
promichala vortexem po dobu 15 s. Mikrozkumavka se kratce zcentrifugovala, aby
se odstranily kapky vzniklé béhem vortexovani.

Smés vznikla v Sestém kroku postupu se opatrné prepipetovala na QIAamp
centrifugacni kolonku, kterd se po uzavieni vicka centrifugovala pti 8000 otackach
po dobu jedné minuty. Kolonka se zachycenou DNA se pfemistila do €isté 2 ml
mikrozkumavky a jimaci zkumavka s odpadovym filtratem byla odstranéna.

Do QIAamp kolonky bylo ptiddno 500 pl pufru ,,AW1*“. Uzaviena kolonka se
centrifugovala pii 8000 otackach po dobu jedné minuty. Kolonka se zachycenou
DNA se premistila do ¢isté 2 ml mikrozkumavky a jimaci zkumavka s odpadovym
filtratem byla odstranéna.

Do QIAamp kolonky bylo pfidano 500 ul pufru ,,AW2*. Uzaviend kolonka se
centrifugovala pii 14000 otackach po dobu tfi minut.

QlAamp kolonka byla piesunuta do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky, zkumavka
s filtratem byla odstranéna. Do kolonky bylo pipetovano 200 pl pufru ,,AE*.
Kolonka byla nasledné inkubovéna pti pokojové teploté (15-25 °C) 3 minuty.

Po zavérecné centrifugaci (8000 otacek, 1 minuta) byla eluovand DNA zachycena
na dn€ mikrozkumavky a pfenesena do skladovaci mikrozkumavky. Kazdy vzorek

byl oznacen identifikaénim &islem a uchovan pii -20°C.
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3.5.2 Izolace DNA vysolovaci metodou

Princip metody:

Metoda je zahajena lyzou erytrocytii prostfednictvim vhodného detergentu, centrifugaci,
protfepanim na vortexu S naslednym promytim leukocyt. Pokracuje se v lyze leukocytt.
K tomu, abychom =zajistili §tépeni proteini a histonli je zapotiebi pfidat proteindzu K
a smés inkubovat. Zbytka proteini se zbavime jejich ,,vysolenim* (vysokou koncentraci
NaCl) a centrifugaci. Precipitace DNA dosdhneme pouzitim ethanolu, precipitit DNA
nasledné promyjeme a rozpousStime ve skladovacim pufru. Jak je DNA Ccista a v jaké

koncentraci jsme ji ziskali, zjistime pomoci spektrofotometrie. (V1askova, Treslova, 2008).

promyti

leukocyti
Iyza ©

oO
E—> o

. e

Krev (cca 7 ml)
lyza

ﬁ ﬁ stepenia ﬁ leukocyti

promyti vysoleni proteinz

— = e

roztok cisté DNA

Obr. 7 Zjednodusené schéma izolace DNA pomoci vysolovaci techniky

(dle Millera), podrobnéji v textu.

Biologicky materidl: odebrana periferni krev pacientil a jedinct kontrolni skupiny

Pouzité chemikalie a roztoky:

= absolutni ethanol (Fagron Olomouc)
= ethanol 70% (Fagron Olomouc)
= NaCl (Serva)

» roztok LB1 —5 mM MgCl, . 6H,0 (Sigma)
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— 300 mM sachar6za (Lachner)
—10 mM TRIS CI - pH 7,5 (Sigma)
— 1% Triton X100 (Serva)

= roztok P —4 mM CacCl; (Promega)
—40 mM EDTA (Sigma)
— 300 mM NaCl (Serva)
— 4% SDS (dodecylsulfat sodny)(Serva)
—10 mM TRIS CI (Sigma)

» roztok protedzy — 1 mM CaCl, (Promega)
— 40% glycerol (Sigma)
— 20 mg/ml proteinaza K (Serva)
—10 mM TRIS — pH 7,5 (Sigma)

= roztok R —10 mM TRIS — pH 7,5 (Sigma)

= 10 mM TRIS - pH 8,0 (Sigma)

Spotifebni material:

= jednordzové pipetovaci Spicky (Eppendorf)
» vinylové rukavice (Kimberly-Clark)
» mikrozkumavky o objemu 2 ml, 15 ml (Axygen)

* 1,5 ml Sroubovaci mikrozkumavka (Axygen)

Laboratorni pfistroje a pomucky:

centrifuga (Hettich 16 R)

box s laminarnim proudénim (Bio- 1I- A TELSTAR)
minicentrifuga (MINI-LABNET)

mrazak (Brandt)

pH metr (Jenway 3310)
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= spektrofotometr (Nanodrop ND-1000)

= termoblok (Grant QBT1)

= vortex (VELP scientifica)

= mikropipety (Eppendorf, rozsah od 0,2(71 do 1 ml)

» stojanky na mikrozkumavky (Kartell)

Postup prace:

1. Z primarniho vzorku se do mikrozkumavky odpipetovalo 0,5 ml, ktera byla

nasledné zamraZena a poslouzila jako zéloha.

2. Zbyvajici vzorek o objemu asi 8 ml byl doplnén roztokem LB1 do celkového

objemu 45 ml.

3. Na vortexu byl vzorek protfepan pro navozeni lyze krevich bunék a nasledné se
vzorek vlozil centrifugoval (574000 rpm/5°C). Po sliti supernatantu bylo
k sedimentu pfipipetovano 5 ml roztoku R. Dislednym protéepanim na vortexu byl

sediment rozruSen a znovu centrifugovan pfi 5'/4000 rpm.
4. Opétovné byl supernatant slit a k sedimentu se dale ptidalo 930 pul roztoku R.

5. Po vortexovani se ke vzorku ptipipetovalo 40 ul proteazy o koncentraci 20 mg/ml a

nasledé¢ 370 pl roztoku P.
6. Pfes noc se vzorek vlozil do termostatu k inkubaci na nastavenou teplotu 37°C.

7. Po vytemperovani vzorku na pokojovou teplotu dal§i den rano, se k nému ptidalo

300 pl 5SM NacCl.
8. Vzorek byl rozmichan na vortexu a centrifugovan (15°/4000 rpm/RT).

9. Dalsim krokem bylo preliti supernatanu do 2 ml mikrozkumavky, ktera byla znovu
cetrifugovana (10°/14000 rpm/RT).

10. V laminarnim boxu byl supernatant pifenesen do zkumavky o objemu 15 ml a

pfitomna DNA se vysraZela prostfedictvim piidani 3,5 ml absolutniho ethanolu.
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11. Precipitdt DNA byl zachycen na sterilni jednordzovu mikrobiologickou klicku a za
pomoci 70% ethanolu o objemu 0,5 ml byl 2x promyt a nakonec uvolnén do 10

mM TRIS pufru, pHS ve skladovaci Sroubovaci mikrozkumavce.
12. Poslednim krokem bylo rozpusténi DNA zahfatim na 5 minut pfi teploté 70 °C.

13. DNA se uchovavala v mrazaku pii teploté -20 °C.

Meéreni koncentrace a Cistoty DNA pomoci spektrofotometrie:

Spektrofotometrie je metoda vhodna pro detekci koncentrace DNA ve vzorku. Maximum
absorbance DNA spada do oblasti vinové délky 260nm. Cistota nukleové kyseliny se zjisti
podle poméru absorbance pii 260nm : 280nm (280 nm je maximdlni absorbance pro
proteiny); optimdlni hodnota tohoto poméru spadd do rozmezi 1,8 — 2. Nizs§i hodnota
poméru nez je uvedené optimum indikuje kontaminaci proteiny (Holasova, Radilova,
Buncek, 2006; Vlaskova, Treslova, 2008). V nasem experimentu jsme koncentraci
a Cistotu vzorkd DNA méfili pomoci spektrofotometru Nanodrop ND-1000, ktery vyzaduje

jen velmi malé mnozstvi méfeného vzorku.

3.6 PCR-SSP (POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE SE SEKVENCNE
SPECIFICKYMI PRIMERY)

Princip metody:

Polymerazova fetézova reakce byla objevena v roce 1984 v Kalifornii v Cetus Corporation
v Ermwille a zaslouzil se o to Kary Mullis. (Rohon et al., 2009; Spi§ek, 2011). Zasadnim
krokem pro vyvinuti metody byl objev termostabilni DNA polymerdzy. Tato DNA
polymeraza byla primarné izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus zijici
V horkych pramenech, proto se enzym (DNA polymerdza) z tohoto mikroorganismu
oznaduje jako Taq polymerdza. (Knoll, Vykoukalova, 2002; Spisek, 2011). Vyznam
Taq polymerazy spociva v tom, ze i1 v piipadech, kdy je opakované vystavovana vysokym
teplotdim pohybujicich se okolo 95°C ziistdva stabilni. Po navazini na ssDNA je

Taq polymeraza schopna prodluzovat fetézce od 5'konce k 3’konci za optimalni teploty

72°C a tvotit kopie templatové DNA. (Spisek, 2011). Pro PCR je nezbytné stanovit
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optimalni mnozstvi Taq polymerazy, pii jejim nadbytku dochazi k tvorbé nespecifickych
produkti.

Metoda PCR obecné slouzi k mnohonasobnému namnozeni uréité sekvence (fragmentu)
DNA in vitro. (Rohon et al., 2009). Modifikace PCR-SSP se vyuziva, kdyz chceme zjistit,
zda zkoumany vzorek obsahuje uréitou sekvenci DNA, ¢i chceme-li pfitomnost dané
sekvence ve vzorku vyloudit. Princip PCR-SSP je uveden na obr. 8.

K PCR je tieba nékolik zakladnich slozek. V prvnim ptipadé se jedna o ,,templatovou
DNA, u které chceme provést testovani. Opét je dulezité zvolit optimalni mnozstvi
testované DNA; v piipad¢, Ze ji je mnoho, muze byt proces PCR inhibovan nebo dochazek
Kk nespecifické amplifikaci. Dalsi nedilnou soucasti jsou primery, jez na zakladé zakonu
0 komplementarité¢ bazi umozni prokazat, zda cilovy usek DNA nese specifickou sekvenci
¢i nikoli. Taq polymeréza, jak bylo dfive zminéno, zprostiedkovava ,replikaci® (syntézu)
specifick¢ho fragmentu. Jako stavebni kameny pro syntézu nového vldkna slouzi
deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP) ¢tyi typa - dATP, dTTP , dCTP a dGTP. Dulezitou
soucasti smési PCR tvofi také hofecnaté kationy. Ty predstavuji kofaktory DNA
polymerazy, kdy kontroluji kontakty fosfatovych skupin a aktivniho mista DNA
polymeréazy. (Rohoti et al., 2009; Spisek, 2011). Také optimalni koncentrace hofe¢natych
ionth je pii PCR velmi dulezita, protoZe pii vysSich koncentracich mlize dochézet k tvorbé
nespecifickych produkti.

Metoda PCR se provadi v automatizovanych pfistrojich tzv. termocyklérech. PCR je
sloZzena z cyklického opakovani tfi na sebe navazujicich krokii. Prvnim krokem, ktery
probihd vétsinou za teploty 90-95°C, je denaturace deoxyribonukleové kyseliny na
2 fetézce ssDNA.

Druhé faze spociva v ochlazeni vzorku na teplotu pohybujici se vétSinou v rozmezi 50 —
60 °C, kdy primery nasedaji na komplementarni sekvence ssDNA (angl. ,,annealing®).

V poslednim kroku pii teploté 72°C zprostiedkovava Taq DNA polymeraza prodluzovani
vldken od 5'konce ke konci 3’(angl. ,extension”). V pribéhu prvniho cyklu PCR
pokracuje syntéza nového tiseku za stanoveny usek, ale pii dalsich cyklech je jiz syntéza
tiseku ohraniGena primery. (Roho et al., 2009, Spisek, 2011).

Kazdy cyklus v PCR teoreticky zdvojnasobi mnozstvi amplifikovaného fragmentu DNA.
Jedna se v podstat¢ o logaritmicky nartst poctu kopii, kterych jsou v zavéru PCR

pfinejmensim miliony. Amplifikuje se pouze ta ¢ast DNA, kterou chceme, ostatni Useky
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DNA se neamplifikuji. PCR umoziiuje amplifikaci DNA o velikosti az 10 kb. (Spisek,
2011).

Pozitivni reakce Negativni reakce
Primery a = AS
vySetfovana - B
DNA
Primery komplementarni Primer(y) nekomplementarni

Termocykler —

Amplifikac
Lz / \ .z
PCR program Probih&a Neprobiha

Produkty PCR /

(amplikony) V4

/

Obr. 8 Princip metody PCR-SSP. Pro kazdou alelu se kombinuje sekvenéné specificky
primer a konstantni primer. Pokud je dana alela pfitomna, dojde Vv reakci k namnoZeni
cilového useku DNA (vznikd amplikon, pozitivni reakce), ktery dale identifikujeme.
Pokud primery alelu ,,nenajdou (negativni reakce), amplifikace neprobéhne. Genotyp
vySetfovaného urcime na zakladé pfitomnosti/absence amplikonti odpovidajicich
konkrétnim alelam.

Biologicky materidl: izolovand DNA pacientt a jedincii kontrolni skupiny

Pouzité chemikalie a roztoky:

= primerovy mix —konstantni primer s oznacenim P1056 (Generi Biotech s. 1. 0.)

— kontrolni primery s oznacenim P33 a P34 (Generi Biotech s. r.0.)
— specificky primer pro alelu G (P1054) a alelu A (P1055) (Generi
Biotech s. r. 0.)
— TRIS ClI pufr (Sigma)

Pozn. Sekvence primert jsou uvedeny v kapitole ,,Navrh primera pro PCR-SSP*.

= fototyp master — 10x koncentrovany PCR pufr (0,166 M (NH;),SO,, Sigma;

0,67 M TRIS CI — pH8,8, Sigma;1% TWEEN 20 Sigma)
— PCR voda (Fresenius)
— Taq polymeraza (Top-Bio Praha)
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— 12,5 mg/ml spermidin (Sigma)
— 25 mM MgCl, (Sigma)
— 25 mM dNTPs (Promega)

Spotiebni material:

jednorazové pipetovaci Spicky (Eppendorf)
vinylové rukavice (Kimberly-Clark)
mikrozkumavky (Axygen)

mikrozkumavky pro PCR (Thermo Scientific)

vicka na mikrozkumavky (Thermo Scientific)

Laboratorni pfistroje a pomucky:

automatickd mikropipeta (Hamilton)

box s laminarnim proudénim (Bio- 1I- A TELSTAR)
centrifuga (MLW T 62.1)

mikropipety (Eppendorf, rozsah od 0,2ul do 1 ml)
pinzeta

minicentrifuga (MINI-LABNET)

mrazak (Brandt)

stojanky na mikrozkumavky (Kartell)

termocykler DNA ENGINE TETRAD 2 (Bio-Rad)
vortex (VELP scientifica)

,;,uzavira¢* viéek mikrozkumavek

Postup préce:

1.

V prvnim kroku byly shroméazdény zamrazené DNA vzorky pacientll a zdravych
jedinct a ponechany k rozmraZeni pii pokojové teploté.

Do stojanku byly pfichystany vSechny potiebné primery (specificky primer pro
alelu A, specificky primer pro alelu G, zpétny primer, kontrolni primery)
a rozmrazené vzorky DNA.

Kazdy vzorek byl testovan ve dvou PCR (dvouzkumavkova metoda) - jednou na
pritomnost alely A a jednou na pfitomnost alely G (ve studovaném polymorfismu
genu BDNF rs6265).

Ptiprava primerovych smési (rozpis na 100 pl): Do smési pro alelu A se

napipetovalo 88,6 ul TRIS pufru, 5 ul specifického primeru pro alelu A (P1054)
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a 5 ul zpétného primeru P1056; navic také po 0,7 ul z obou kontrolnich primert
P33 a P34. Pro alelu G se napipetovalo 88,6 ul TRIS pufru, 5 ul specifického
primeru P1055, 5 ul zpétného primeru P1056 a po 0,7 ul kontrolnich primert P33
a P34. Pripravny protokol pro praci je uveden v ptiloze 3.

5. Do stojanku bylo pfipraveno piislusné mnozstvi mikrozkumavek pro PCR, do
kterych se pipetovalo 5 ul primerovych smési (do lichych fad pro alelu A, do
sudych tad pro alelu G). Do jednotlivych mikrozkumavek byly pfidany vzorky
vySetifovanych DNA v objemu 0,2 ul (po promichani a centrifugaci). Nakonec byly
pfidany vSechny zbylé komponenty PCR v jediném ,,master-mixu* (,,fototypové
michani®, tab. 1) v objemu 8 pl.

6. Po zavickovani mikrozkumavek byl stojanek vloZen do centrifugy MLW T 62.1
s nastavenim na 400 otacek po dobu 1 minuty.

7. Poté byl stojanek s mikrozkumavkami vyjmut z centrifugy a vlozen do
termocykléru, kde byl zvolen pfednastaveny vhodny program (program ,,Fototyp*;
teplotni profil uveden nize).

8. Po vyjmuti z termocykleru byly vSechny vzorky dale podrobeny elektroforéze na

agardézovém gelu a nasledn€ vizualné vyhodnoceny.

Teplotni profil programu pro genotypizaci BDNF polymorfismu rs6265 (,,Fototyp*)
96°C 1 min

(96°C -20's, 70°C - 45 s, 72°C - 25 s) 5 cykla

(96°C - 255, 65°C - 50's, 72°C - 30 s) 21 cykld

(96°C - 30's, 55°C - 1 min, 72°C — 1 min 30 s) 4 cykly

4°C do ukonceni programu

12ks | 24 ks | 48 ks | 72 ks | 96 ks

FM | 117 | 234 | 433 | 667 | 863

Voda | 3,8 7,6 14 | 216 | 28

Taq | 11 2,2 4 6,2 8

Tab. 1 Rozpis na piipravu ,,fototypového michani®
pro rizné pocty typizaci (FM - “fototyp master, Taq
— Tag DNA polymeraza). Objemy jsou uvedeny
v mikrolitech.
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3.7 ELEKTROFOREZA PCR PRODUKTU (AMPLIKONU) NA AGAROZOVEM
GELU (DALE ELFO):

Princip metody:

Elektroforéza je technika umoziujici separaci, analyzu a purifikaci nukleovych kyselin
(NK). Princip elektroforézy spocCiva v mobilit¢ nabitych Ccastic v elektrickém poli.
(Holasova, Radilova, Buncek, 2006). Rychlost, s jakou se DNA v gelu pohybuje, zavisi na
velikosti jeji molekulové hmotnosti, elektrickém naboji a prostorovém usporadani, dale na
vlastnostech gelu, pufru a pfivedeném napéti. Pravidlem je, Ze molekuly NK s vétsi
velikosti a slozitéj$i prostorovou strukturou se v gelu pohybuji pomaleji; po ukonceni
elektroforézy se tedy vyskytuji blize startu nez molekuly mensi. Molekuly NK nesou za

neutrdlniho pH zaporny ndboj, za jejichz polaritu zodpovidaji fosfatové skupiny.

Elektroforéza se uskuteciiuje ve vhodném nosici, kterym byva nejcastéji agarézovy ¢i
polyakrylamidovy gel. (Holasovd, Radilovd, Buncek, 2006). V piipadé¢ provedeni

elektroforézy v této diplomové préci bylo pouzito agarézového gelu.

Agarozovy gel ma sice na rozdil od polyakrylamidového gelu niz8i rozliSovaci
schopnost, avSak jeho vyhodou je snadnéjsi ptiprava, a také to, ze se muze separovat

zaroven fragmenty DNA o véts$im rozsahu (cca od 50 bp do 20 000 bp).

Gel se nejcastéji ziskava z pfirodniho polysacharidu agardzy, ktery je izolovan
z Cervenych fas rodu Gelidium. Pti zahiati agardzy na teplotu varu dojde k naruseni
vodikovych mustkti ve struktufe a polysacharid piejde do tekuté formy. Po ochlazeni
roztoku se vytvori gel. Aby agaroza piesSla z kapalného skupenstvi na gel, musi byt jeji

koncentrace vétsi nez 0,2 %.

Pro zviditelnéni naneseného vzorku DNA na agar6zovém gelu se nejCastéji vyuziva
ethidium bromid (EtBr). Princip spociva v interakci EtBr s bazemi fragmentu NK. Po
ozafeni UV svétlem se v mistech vyskytu dvouvldknové DNA dostavi mnohem
intenzivngjsi fluorescence, nez zaieni samotného ethidium bromidu v pozadi. Fragmenty
na gelu pozname jako zafici oranzovo-rizove€ zabarvené prouzky. Jelikoz EtBr patii mezi
mutageny, potencidlni karcinogeny a teratogeny, je nutné pii praci s nim pouzivat

ochrannych nitrilovych rukavic. (Holasova, Radilova, Buncek, 2006).
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Pouzité chemikalie a roztoky:

agardza (Serva)

DNA size marker (Olerup)

nanaSeci ELFO pufr

TBE pufr — 500 mM TRIS CI (Sigma)
— 660 mM H3BO;3 (Sigma)
—5mM EDTA (Sigma)

ethidium bromid (Top-Bio Praha)

Laboratorni pfistroje a pomucky:

dokumentacni systém Gel Logic 112 (Kodak)
elektroforetickd vana (Owl Scientific)

film Polaroid 667

fotoaparat Polaroid DS34 s nastavcem

mikrovlnna trouba

miska s vodou k chlazeni gelu

misky pro nalévani gelu, hiebinky do misek, pryzova chnapka
pipety vyhrazené pro praci v postPCR prostoru (Labnet)
sklenéné Erlenmayerovy banky

sklenény odmérny valec 250 ml

teplomér laboratorni min. 100 °C

laboratorni vahy (AND-FA 200)

UV-transluminator MEB 20 (Ultralum)

zdroj k elektroforéze (Bio-Rad Power-Pac 300)

zdroj k elektroforéze (Major Science MP-500P)

Spotiebni material:

jednorazové pipetovaci Spi¢ky (Eppendorf)
rukavice nitrilové jednorazové (Kimberly-Clark)
lepici paska bila

bunicina
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Postup préce:

1.

Dvouprocentni agarézovy gel byl ptfipraven z 2 g agarézy a 100 ml 0,5 krat
koncentrovaného TBE pufru. Krouzivym pohybem Erlenmayerovy baiiky se obsah
(smés agardzy a pufru) promichal a vlozil do mikrovinné trouby, kde se nechal
projit dikladnym varem .

Pryzovou chnapkou se Erlenmayerova baiika s vielym gelem pienesla na vodni
lazen k chlazeni, zatimco se teplomérem sledovala teplota gelu. Jakmile teplota na
stupnici sestoupila na 70°C, byl ptidan EtBr (4 ul na 100 ml gelu). Krouzivym
pohybem se EtBr promichal s gelem, ktery se vlil misky s pfipravenymi
nasazenymi hiebinky.

Po ochlazeni a zatuhnuti gelu se opatrné vyjmuly hiebinky tak, aby gel nebyl
porusen. Cely gel se vlozil do elektroforetické vany s 0,5 krat koncentrovanym
TBE pufrem.

Po vytdhnuti mikrozkumavek z termocykleru po PCR znich byla opatrné
odstranéna vi¢ka a pomoci vicekanalové pipety se ke kazdé PCR smési ptidalo 5 pl
nandsSeci barvicky. Po promichani byly vSechny PCR smési naneseny opét
vicekanalovou pipetou do jamek na gelu, do jedné jamky byl pfidan také referencni
velikostni DNA znackova¢ (z angl. DNA size marker). Mezi jednotlivymi
nanaSenimi se Spicky pipety vymyvaly v elektroforetickém pufru.

Elektroforetickda vana byla uzaviena vikem a na zdroji napéti mohla byt spusténa
elektorforéza (130 V, 20 minut)

Po ukonceni elektroforézy byl gel poloZzen na plochu UV transluminatoru a po
ozafeni UV svétlem byl obraz gelu vyfocen na analogovy snimek (Polaroid) nebo
se fotodokumentace provedla elektronicky pomoci piistroje Kodak Gel Logic
Imaging system.

Software pfistroje Kodak Gel Logic Imaging systém umozZnil zachyceni a analyzu
obrazu pfimo na monitoru nebo po vytisténi.

Vyhodnoceni genotypt bylo provedeno nasledovné: V ptipadé, ze u daného jedince
byla pozorovéana pozitivni reakce (specificky amplikon) pouze u reakce A, jednalo
se 0 BDNF rs6265 AA homozygota. Pfitomnost specifického amplikonu v obou
reakcich (pro alely A i G) indikovala heterozygotni genotyp BDNF rs6265 AG.
Pozitivita pouze u reakce pro alelu G byla vyhodnocena jako homozygotni genotyp

BDNF rs6265 GG.
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3.8 GENOTYPIZACE POMOCI RT-PCR (REAL-TIME PCR - POLYMERAZOVA
RETEZOVA REAKCE V REALNEM CASE)

Princip metody:

Princip metody ,,real-time PCR* spociva v pribézném méteni intenzity fluorescencniho
signalu, ktery odpovida urovni amplifikace DNA. Zakladem genotypizacni metody jsou
dvé fluorescencné znacené sondy, které jsou sekvencné specifické ke konkrétnim alelam
a znacené¢ odlisSnou fluorescencni molekulou. Fluorescence, kterou uvoliuji, souvisi
s mnozstvim PCR produktu a hodnoti se pomoci amplifika¢ni kiivky. Tak lze urcit, zda

cilova DNA, kterou jsme podrobili PCR, obsahuje specifickou sekvenci (konkrétni alelu).

Kazda sonda je oznacena dvéma fluorochromy. Ten, ktery se nachdzi na 5 konci, se
nazyva reporter, zhaSeCem se pak oznaCuje fluorochrom na 3’konci. K fluorescenci
nedochazi, jestlize se na jedné molekule DNA nachazeji oba dva fluorochromy. Kdyz vSak
Taq polymerdza svou exonukleazovou aktivitou degraduje specificky navazené sondy
a reportérovy fluorochrom se uvolni, dochézi k fluorescenci. (Knoll, Vykoukalova, 2002).
Mnozstvi PCR produktu je pak pfimo umérné intenzité signalu; ¢im vice produktu je
syntetizovano, tim vyssi signal je zaznamenan. Specialni cykler pro PCR v redlném case
umi kromé& amplifikace taktéz odecitat intenzitu fluorescence. Pfistroj je napojen na
pocita¢, ktery pomoci specidlniho software vyhodnoti vysledky (Knoll, Vykoukalova,
2002).

Urcitou nevyhodou metody jsou vysSi potfizovaci ndklady zatfizeni (ve srovnani
s konvenénim termocyklérem), jinak se vSak jednd o metodu velmi nenaro¢nou
a reprodukovatelnou, kterd umoziuje zpracovavat nékolik vzorkt najednou. (Spisek,
2011). V této diplomové praci byla ke genotypizaci polymorfismu BDNF rs6265 G/A
(Val66Met) vyuzita komeréni modifikace RT-PCR genotypizace oznaCovana jako
““TagMan SNP Genotyping Assay“ od firmy Applied Biosystems, oznaceni setu (Assay
ID) C_11592758 10. Pii genotypizaci jsme postupovali podle navodu vyrobce (strucné
dale).

Biologicky materidl: izolovana DNA pacienti a jedinci kontrolni skupiny

Pouzité chemikalie a roztoky:

= Master Mix (Applied Biosystems)

= PCR voda (Fresenius)
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sondy na SNP Genotypizaci (Applied Biosystems, Assay ID C_11592758 10)
10 mM TRIS pufru (Sigma)

Laboratorni pfistroje a pomucky:

box s laminarnim proudénim (Bio- || A TELSTAR)
kovova desticka pro zkumavky (Corbett Research)
minicentrifuga (MINI-LABNET)

miska s ledem

vortex (VELP scientifica)

rozkapavaci pipeta (Hamilton)

Spotfebni material:

PCR zkumavky 0,2 ml (Axygen)
polystyren
mikrozkumavky 0,1 ml (Corbett Research)

Pracovni postup:

1.

Nejdiive byla ulozena kovova desticka do lednice, aby byla vychlazend pro
pozdé&jsi zpracovani vzork.

RT-PCR sonda (ve skutec¢nosti smés sond), kterd je uchovavana pii -20 °C v temnu,
je 40krat koncentrovana (oproti finalni koncentraci v PCR smési). Proto se nejdiive
nafedi tak, aby byla 20krat koncentrovanad pomoci 10 mM TRIS pufru v poméru
1:1 na poZadovany objem potiebny do reakci dle poctu vzorkii. Se sondou se
pracuje Vvelmi opatrné¢ v laminarnim boxu v misce Sledem a nesmi byt ani
vystavena svétlu.

Na jednu reakci je tfeba 0,5 ul nafedéné sondy. Tento objem odpovidal 0,25 pl
origindlni sondy a 0,25 pl TRIS pufru. Tato smés se piipravovala tésné¢ pied
michanim reakéniho mixu vcetné jedné reakce navic pro negativni kontrolu.
Vzorky k typizaci (izolovand DNA) byly nafedény na pozadovanou koncentraci
(ptiblizn¢ 10ng/pl).

Pii ptipravé reakéniho mixu byl nejprve na ledu pfipraven do mikrozkumavek
potifebny objem fedéné sondy.

Do jiz ptedchlazené kovové desticky byl piipraven odpovidajici pocet
mikrozkumavek (Corbett Research o objemu 0,1 ml). K nim byla pfipravena jesté

jedna zkumavka navic, kterd slouzila pro negativni kontrolu.
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7. Dle rozpisu uvedeném v tab. 2 byla pfipravena reakéni smés o mirné¢ vyS$im
objemu z divodu vzniklych ztrat béhem pipetovani. Na kazdych 10 vzorkii DNA

byl objem zvySen o jednu reakci:

reakce 1 n reakei

TagMan PCR Master Mix | 5
Genotyping Assay Mix 20X | 0.5
celkovy objem 5.5

Tab. 2 Rozpis na piipravu reakéni smési

8. Na dno zkumavek se rozpipetovalo po 5,5 ul reakéniho mixu, pak nasledné 4,5 ul
nafedéné DNA.

9. Mikrozkumavky se rychle zavickovaly a spravn€ oznacily, aby nebylo zaménéno
jejich potadi. Cely soubor zkumavek byl uzavien adhezivni hlinikovou folii
a vlozen do real-time cykléru (Corbett Research).

10. Na pocitaci byl nasledné spustén program Rotor-Gene, kde byl zvolen specificky
genotypizacni program. V tabulce pro zadavéani vzorkli bylo uvedeno oznaceni
vzorkd.

11. Po ukonceni programu V cykléru byla poslednim krokem analyza dat provadéna
svyuzitim modulu ,Analysis“ v ovladacim software. VSechny vysledky
a vyhodnoceni se nasledné oteviely v novém okné programu a analyza genotypl
polymorfismu BDNF rs6265 probihala pomoci univerzalniho genotypiza¢niho

algoritmu.
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4. VYSLEDKY

4.1 ZAVEDENI PROTOKOLU PRO GENOTYPIZACI POLYMORFISMU GENU
BDNF

Pro genotypizaci vzorki pacientl s infarktem myokardu (N=217) a zdravych kontrolnich
jedinci (N=180) bylo vyuzito n¢kolik laboratornich metod. Vysolovaci metodou dle
Millera nebo komercni mikroizolaci na kolonkéch byla z periferni krve ziskdna DNA.
K vlastnimu stanoveni genotypti polymorfismu BDNF rs6265 G/A (Val66Met) jsme
vyuzili paralelné dvé nezavislé metody: PCR-SSP a RT-PCR (TagMan). V piipadé PCR-
SSP byly navrzeny primery podle referen¢ni sekvence BDNF genu a optimalizovan
genotypizacni protokol. Piiklad vysledku genotypizace (vyhodnoceni po agar6zové
elektroforéze) je uveden na obr. 9. Vysledek genotypizace byl dale ovéfen metodou
kvantitativni RT-PCR (TagMan) svyuziti komer¢né dostupného typizac¢niho setu.
Reprezentativni vysledek (hruba data z RT-PCR) je ukazan na obr. 10. Provedenim a
zvladnutim genotypizace vzorkil tak bylo dosazeno jednoho z prezentovanych cilii

diplomové prace.

Reakce pro alelu: G A G A G A

o - - -
- -
Kontrolni amplikony —s —
- .
[ —

Specifické amplikony —» -
Genotyp GG Genotyp GA Genotyp AA

Obr. 9 Piiklad interpretace genotypizace polymorfismu BDNF rs6265 G/A
(Val66Met) metodou PCR-SSP, uvedeny vSechny tii genotypy. U vzorku vlevo byl
specificky produkt (amplikon) pozorovan pouze v reakci pro alelu G — jedna se tedy
o genotyp GG. U vzorku vpravo vidime naopak produkt pouze u alely A (AA
homozygot), kone¢n€ vzorek uprostied mé pozitivni reakce pro ob¢ alely — jedna se
0 genotyp GA (heterozygot).
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Obr. 10 Genotypizace jednonukleotidového polymorfismu BDNF rs6265 G/A pomoci RT-PCR
(TagMan Assay). Zobrazeny jsou vysledky pro vSechny tfi mozné genotypy (GG, GA, AA). Kazdy
vzorek reprezentuji dvé amplifikacni kiivky prislusné barvy pro jednotlivé alely. Napt. u zelen¢
oznacené¢ho vzorku (GG homozygot) byl amplifikacni signal zaznamenan pouze u alely G (zelena
teCkovana kiivka), nikoli v8ak u alely A (zelena ,,hola* kiivka).

4.2 GENOTYPIZACE STUDOVANYCH SOUBORU, VYPOCET A POROVNANI]
FREKVENCI

VSichni studovani jedinci (pacienti s infarktem myokardu a kontrolni jedinci) byli
genotypizovani na polymorfismus BDNF rs6265 G/A (Val66Met) obéma vyse uvedenymi
metodami. Pfi interpretaci vysledkii nebyly zjistény odliSnosti v genotypech urcenych
pomoci metod PCR-SSP a RT-PCR. Absolutni pocty jednotlivych genotypi polymorfismu
Val66Met kandidatniho genu BDNF byly piesné¢ vypocteny a soubor dat byl zahrnut do
tab. 3. Ziskana data dale slouzila ke statistické analyze, kdy pro signifikantni nalezy byla
stanovena hodnota p<0.05. Za pouziti chi-kvadratového testu (modifikace ,test dobré
shody*) bylo ovéfeno, Ze distribuce genotypu pro polymorfismus BDNF Val66Met
vyhovuje Hardy-Weinbergové rovnovaze v obou studovanych skupinach (hodnota p>0.05,
1 stupen volnosti).

Jak ukazuje tab. 4, pro kazdou vysetfovanou skupinu byly vypocteny alelové, fenotypové
a genotypové frekvence (vypocty jsou uvedeny dale). Pro piehlednéjsi zobrazeni vysledki

byly vytvoteny grafy, které jsou zaméfeny na porovnani mezi frekvencemi pacientil
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s infarktem myokardu a skupinou zdravych kontrolnich jedinct (Grafy 1, 2, 3). Zastoupeni
BDNF Val66Met genotypt, alel a nosi¢stvi bylo porovnano mezi skupinami pacienti a
kontrolnich jedincii pomoci chi-kvadratového testu s pfisluSnym poctem stupiiti volnosti.
Nejvyznamnéj$im nalezem celé prace bylo zjisténi, Ze mezi skupinami pacientd s IM a
zdravych kontrolnich jedinci nejsou statisticky signifikantni rozdily v zastoupeni
genotypu, alel ani nosi¢stvi polymorfismu Val66Met genu BDNF (hodnota p>0.05 pro
vSechna srovnani).

Soucasti studie byla taktéz subanalyza, v niz se srovnavaly jednotlivé frekvence BDNF
polymorfismu Val66Met mezi pacienty a kontrolami zvlast podle pohlavi. Distribuci
polymorfismu Val66Met genu BDNF u pacientli s IM a zdravych kontrol rozdélenych na
muzské a zenské pohlavi ukazuje tab. 5. Vzajemné porovnani nosiéstvi mezi skupinami
rozdélenymi dle pohlavi pak graf ¢islo 4. Ani pfi subanalyze podle pohlavi nebyly zjistény

signifikantni rozdily mezi pacienty s IM a kontrolami.

Pacienti s infarktem Kontrolni
Varianty myokardu skupina
(N =217) (N =180)
GG 149 127
Pocet genotypti GA 59 44
AA 9 9
357 298
Pocet alel
A 77 62
Pocet nosicu A 68 53

Tab. 3 Absolutni poéty zjisténych genotypt, alel a nosi¢t polymorfismu BDNF rs6265 G/A (Val66Met) ve
skupinach pacientti s IM a kontrolnich jedincii. Pozn: Nosi¢stvi je uvedeno pro vzacnéjsi alelu A (66Met).
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Pacienti s infarktem Kontrolni

Varianty myokardu skupina

(N=217) (N = 180)
GG 0,687 0,706
Genotypova GA 0,272 0,244

frekvence
AA 0,041 0,050
G 0,823 0,828
Alelova frekvence

A 0,177 0,172
Nosicstvi A 0,313 0,294

Tab. 4 Srovnani alelové, fenotypové a genotypové frekvence polymorfismu Val66Met genu BDNF
u pacientl s IM a kontrolni skupiny. Mezi skupinami nebyly zjistény statisticky signifikantni rozdily.

Postup pri vypoétu alelové frekvence

Pojem alelova frekvence charakterizuje podil zastoupeni alely v dané populaci. V ptipadé
polymorfismu Va66Met genu BDNF byla hodnota alelové frekvence vypoctena tak, ze
pocet homozygotii (GG pro alelu G, AA pro alelu A) byl z divodu pfitomnosti dvou
stejnych alel vynasoben dvéma. K sou¢inu byl pficten pocet heterozygotli a cel¢ cislo
(absolutni pocet dané alely ve skuping) se vydélilo dvojnasobkem celkového poctu jedinct
ve skuping (celkovy pocet vsech alel ve skuping). Pii vypoctu alelové frekvence byl pouzit

obecny vzorec:

fa = (2nAA + nAa)/ 2N

| PR alelova frekvence
NAA eveeenne pocet homozygota
NAG -eveeennes pocet heterozygotl
N celkovy pocet jedinct

Vypocet alelové frekvence (alely BDNF G/A neboli VVal66Met) pro skupinu pacientti s IM:
p=f(alelaA)=(2.9+59)/(2.217)=0,177
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p=f(alelaG)=(2.149 +59)/(2.217) = 0,823

Vypocet alelové frekvence (alely BDNF G/A neboli Val66Met) pro kontrolni skupinu:
p=f(alelaA)=(2.9+44)/(2.180)=0,172

p="f(alelaG)=(2.127 +44) /(2 .180) = 0,828

0.97 0823 0,828
08+ O Pacienti s IME Zdravé kontroly

07+
067
057
047

0,31
0,21 0,177 0,172

0,11

Frekvence alely G Frekvence alely A

Graf 1 Srovnani alelové frekvence polymorfismu BDNF Val66Met (G/A) mezi pacienty sIM a
kontrolni skupinou.

Postup pri vypoctu fenotypové frekvence

Fenotypova frekvence nebo-li nosi¢stvi znamena podil nosi¢t dané alely v populaci (bez
ohledu na pocet této alely v genotypu jedince). Tato frekvence byla v ramci BDNF
polymorfismu Val66Met vypoctena jako prosty soucet v§ech homozygott pro danou alelu

a vSech heterozygotli; soucet se poté vydéli poctem vSech jedinct studované skupiny (N).
fr=(naa + Naa) /' N
o fenotypova frekvence (nosicstvi)

NaA -... pocet homozygotu s danou alelou

Naa ..... pocet heterozygotil
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Vypocet fenotypové frekvence (nosicstvi) vzacnéjsi alely BDNF A (66Met) pro skupinu
pacientt s IM:

fr =(9+59)/217=0313

Vypocet fenotypové frekvence (nosi¢stvi) vzacnéjsi alely BDNF A (66Met) pro kontrolni
skupinu:

fr =(9+44)/180=0,294

0,3 - O Pacienti s IM @ Zdravé kontroly
0.2 7 0177 0172
0,1
0
Fenotypova frekvence alely A

Graf 2 Srovnani fenotypové frekvence (nosiéstvi) alely BDNF A (66Met)
mezi pacienty s IM a kontrolni skupinou.

Genotypova frekvence

Genotypova frekvence predstavuje podil jednotlivych genotypti v populaci. Pro vypocet

genotypove frekvence u AA homozygott plati vzorec:

P =1 (AA) = pocet jedincii s genotypem AA / celkovy pocet jedincii N

Pro vypocet genotypové frekvence u GG homozygoti plati vzorec:

Q =1 (GG) = pocet jedinci s genotypem GG / celkovy pocet jedinci N

Pro vypocet genotypové frekvence u GA heterozygotl plati vzorec:
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H =f (GA) = pocet jedincii s genotypem GA / celkovy pocet jedinci N
V piipadé polymorfismu Val66Met genu BDNF u pacientt s IM budou vypocty uvedenych
genotypovych frekvenci vypadat nasledovné:
P=f(AA)=9/217=0,041
Q=1(GG)=149/217 =0,687
H=f(GA)=59/217=0,272

087
0,77
0,67
0,57
047
0,37
0,27
0,17

0

0,706

0,687 O Pacienti s IMP Zdravé kontroly

0,272

0,244

0,041_0,05
[I—

Homozygot GG Heterozygot GA Homozygot AA

Graf 3 Srovnani genotypovych frekvenci polymorfismu BDNF Val66Met (G/A) mezi pacienty IM a
kontrolni skupinou.

Muzi Zeny
Varianty _— .
Pacienti s Pacienti s

M Kontroly M Kontroly

GG 125/0,676 69/0,726 24/ 0,750 58/0,682
Pocet

genotypi GA 54 /0,292 21/0,221 5/0,156 23/0,271

AA 6/0,032 5/0,053 3/0,094 410,047

Po& 304 /0,822 159 /0,837 53/0,828 139/0,818
ocet

alel A 66/0178 | 31/0163 | 11/0172 | 31/0.182

P"é.f‘f A 60/0,324 26/0,274 8/0,250 27/0,318
nosicu

Tab. 5: Absolutni a relativni poéty (podil) genotypi, alel a nosi¢ polymorfismu BDNF Val66Met (G/A) u
pacientit s manifestaci IM a zdravych kontrolnich jedincd pii oddéleném srovnani podle pohlavi. Mezi
skupinami nebyly zjiStény statisticky signifikantni rozdily.
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[] Pacienti s IM [ Zdravé kontroly

04 -
0,324 0,318
0,274
0.3 + 0,25
0,2 -
0,1 -
0
Muzi Zeny

Graf 4 Porovnani nosi¢ti vzacnéjsi alely BDNF A (66Met) u pacientt s infarktem myokardu a
kontrolnich jedinct zvlast podle pohlavi.




5. DISKUZE

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) patii ke komplexnim onemocnénim, kterd jsou
ovlivitovana jednak vnéjSimi faktory, ale také genetickou predispozici. Existuje mnoho
studii zabyvajicich se ucasti genetického faktoru na rozvoji ICHS, které byly nedavno
obohaceny o nalezy poskytnuté celogenomovymi studiemi (GWAS, z angl. genome-wide
association studies). (Dandona, Stewart, Roberts, 2010). Pfestoze GWAS a dalsi studie
identifikovaly fadu genovych variant asociovanych s ICHS, zustava geneticka slozka ICHS
stale z vEtsi Casti nevysvétlena a identifikace dalsich genli/genovych variant vyznamnych
pti rozvoji ICHS se ofekava. (Hamsten, Eriksson, 2008).

faktorem nervové tkané BDNF a fyziologickymi 1 patofyziologickymi procesy
v kardiovaskularnim systému. Kromé toho, Ze byla nalezena souvislost BDNF s rliznymi
neuropsychiatrickymi onemocnénimi, byla jeho pfitomnost a vyznamné funkce objeveny
taktéz u kardiovaskularniho systému. Piikladem toho muze byt studie Ejiri a jeho kolegl
(2005), kteti zjistili v pritomnosti BDNF zvySenou koncentraci kyslikovych radikala
a oxidativniho stresu, které naruSuji stabilitu aterosklerotickych plath ve st€né cév. Jak
popsali ve své praci, ptitomnost BDNF byla odhalena také v aterosklerotickych cévach.
Védci déle pozorovali pisobeni BDNF béhem poskozeni a pifi naslednych repara¢nich
procesech v kardiovaskularnim systému. Vyznamnou roli BDNF pii rozvoji srdce odhalil
i Donovan a jeho spolupracovnici (2000).

Na tato fakta navazuje prace Jianga et al. (2009). Jednd se viibec o prvni studii, kterd
demonstruje spojitost polymorfismu Val66Met genu BDNF k ICHS. V této praci autofi
zjistili, ze frekvence Met/Met homozygoti uvedeného polymorfismu byla u pacientd
S nestabilni anginou pectoris vyrazné niz§i neZ u pacientil se stabilni anginou pectoris ¢i
vySetiované kontrolni skupiny zdravych jedincl. Zavérem jejich studie byla teze, Ze
genotyp Met/Met ma protektivni ucinek k rozvoji nestabilni anginy pectoris. Tato studie
podnitila zajem o studium variability genu BDNF a pokud budou jeji vysledky ve vztahu k
identifikaci rizika pro nestabilni anginu pectoris potvrzeny, mohou byt do budoucna velice
pfinosné. Ve spojeni s funkénimi studiemi mohou zaméfit pozornost na molekulu BDNF
jako potencidlni molekularni cil pro vyvoj novych preventivnich strategii vii¢i nestabilni

anginé pectoris.
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V navaznosti na uvedené vysledky jsme se v této diplomové praci zajimali o moznou
spojitost mezi polymorfismem BDNF Val66Met a rozvojem jiné klinické manifestace
ICHS, konkrétng infarktu myokardu (IM), v populaci Ceské republiky. Do studie jsme
zatadili 217 pacienti s diagnézou infarktu myokardu. Ke srovndni alelovych,
fenotypovych a genotypovych frekvenci polymorfismu BDNF Val66Met slouzilo 180
vzorkl pochazejicich od skupiny zdravych kontrolnich jedincti. Genotypizace byla u vSech
jedinci provedena nezavisle dvéma technikami, abychom na minimum omezili riziko
genotypizacnich chyb, které by mohly ovlivnit vysledky. V souladu s tim odpovidala
distribuce genotypti BDNF Val66Met ve vysettovanych souborech Hardy-Weinbergove
rovnovaze.

Zjistili jsme, Ze ziskané hodnoty alelovych frekvenci polymorfismu BDNF Val66Met
nevykazovaly mezi srovnadvanymi skupinami pacienti sIM a kontrolnich jedinct
signifikantni rozdily. Alelova frekvence pro vzacnéjsi alelu 66Met se u pacienti s IM
(17,7 %) témé&f rovnala hodnoté ve skupiné kontrolnich jedinct (17,2 %). Odli$nosti mezi
skupinami nebyly zaznamenany ani pfi srovnani distribuce genotypt Val/Val, Val/Met
a Met/Met. Konecné ani nosic¢stvi vysetfovanych alel polymorfismu BDNF genu se pfi
srovnavani obou testovanych skupin signifikantné neliSilo (nosiéstvi alely 66Met:
IM/kontroly — 31,3 % / 29,4 %).

Na rozdil od vySe zminéné cinské prace naSe studie neposkytuje dalsi dikazy pro
uplatnéni polymorfismu genu BDNF jako rizikového faktoru pro vznik klinickych
manifestaci ICHS. Mozna vysvétleni nesouladu mezi vysledky nasi studie a prace Jianga a
jeho kolegli mohou spocivat v nékolika oblastech. Prvni a pravdépodobné nejdulezitéjsi je
rozdil ve ,,fenotypech®, které byly v souvislosti s BDNF polymorfismem v obou studiich
zkoumany. Pfestoze jsou IM a nestabilni angina pectoris z hlediska patogenetickych
mechanismi velmi blizké, jejich genetickd slozka se muze do jisté miry lisit. DalSim
moznym vysvétlenim pro rozdilné vysledky mtze byt vyrazny rozdil v genetickém pozadi
mezi ¢inskou a Ceskou populaci. Nejvice to 1ze vidét na srovnani frekvence alely BDNF
66Met u Cinské (49 %) a Ceské (17 %) populace. V piipade ¢inské studie nelze vyloucit ani
mozZnost, Ze je BDNF Val66Met varianta ve vazebné nerovnovaze s hypotetickou kauzalni
variantou pro nestabilni anginu pectoris; tento vztah nemusi byt ptitomen v ¢eské populaci.

Vzhledem k niz§imu poctu piipadid (pacientll) a kontrolnich jedincii ve srovnani
s originalni ¢inskou praci, disponovala nase prace nizsi statistickou silou k detekci mozné

asociace variant BDNF genu s infarktem myokardu, coz mize byt povazovano za urcité
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omezeni. V této souvislosti je ale dilezité pfipomenout nedavnou praci z italské populace,
ktera popsala opac¢nou (ve srovnani s puvodni ¢inskou praci) asociaci BDNF 66Met/Met
genotypu s vnimavosti ke korondrni ateroskleréze u zen. (Bozzini 2009). Zavéry této
italské prace byly ale zalozeny na vySetieni dvanacti pacientek se sten6zou koronarnich
tepen, a proto musi byt brany s velkou rezervou a vyzaduji ovéfeni na vétsich skupinach.
Také v nasi studii prob¢hla subanalyza, kde se hledala mozna spojitost mezi Val66Met
polymorfismem a infarktem myokardu zvlast u obou pohlavi. Ani zde nebyl objeven

vyraznéjsi rozdil mezi srovnavanymi skupinami pacientti s IM a kontrolami.
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ZAVER

Podle nasich znalosti je tato nase studie viibec prvni, kterd se ptimo zaméfila na souvislost
mezi polymorfismem Val66Met genu BDNF a infarktem myokardu. K tomuto cili vyuzila
genetickou asocia¢ni studii na dostateéné velkych skupinach pacientd s infarktem
myokardu a zdravych kontrolnich jedincl, ktefi byli na uvedeny polymorfismus
genotypizovani dvéma nezavislymi metodami. Zavérem lze konstatovat, Ze souvislost mezi
BDNF polymorfismem Val66Met a onemocnénim infarktem myokardu nebyla prokéazana.
V ceské populaci se tedy uvedeny polymorfismus pravdépodobné na genetické slozce
infarktu vyznamnéji nepodili. Vysledky této prace, které 1ze povazovat za vyznamny dil¢i
piispévek ve studiu dédicné podminénosti ICHS, byly publikovany v Casopise s impakt
faktorem. Dosavadni nesourodé¢ vysledky z etnicky odliSnych populaci vyzaduji dalsi Gsili

V objasnéni skute¢né role neurotrofinu BDNF v patogenezi ischemické choroby srdec¢ni.
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SEZNAMY

SEZNAM ZKRATEK

A. —adenin

AP —angina pectoris

BDNF — brain derived neurotrophic factor
BMI — body mass index , index télesné hmotnosti
C — cytosin

CHD - coronary heart disease

CMP cévni mozkova piihoda

dATP — deoxyadenosintrifosfat

dCTP — deoxycytidintrifosfat

dGTP — deoxyguanidintrifosfat

DM - diabetes mellitus

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleodtrifosfaty

dsDNA — dvoufetézcova deoxyribonukleova kyselina

dTTP — deoxythimidintrifosfat

ELFO — elektroforéza

EtBr — ethidium bromid

G — guanin

IDL — intermedial density lipoproteins
ICHS — ischemicka choroba srde¢ni

IM — infarkt myokardu
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KVO - kardiovaskularni onemocnéni

LDL — low density lipoproteins

Met — methionin

MI — myocardial infarction

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

nt3 — neurotrofin-3

nt4/5 — neurotrofin-4/5

NGF — nerve growth factor, nervovy rastovy hormon

NK — nukleova kyselina

NT — rstové nervové faktory, neurotrofiny

PCR — polymerase chain reaction

PCR — SSP — polymerase chain reaction with sequence specific primers
RT-PCR - real-time polymerase chain reaction

SNP —single nucleotide polymorphism

SSDNA — jednotetézcova deoxyribonukleova kyselina
TK — krevni tlak

Tm — meeting temperature, teplota tani

Trk — tropomyosin-related kinase, receptor tyrosin kinazy
UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR
VLDL - very low density lipoproteins

Val — valin
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Priloha 1

Vysledky genotypizace pacientd s prodélanym infarktem myokardu (vyznaceno Zlute) se

souborem 1udaji o jejich o pohlavi a véku

=5l % = Hl<sEl = | = A< E| < = ~
el >a | & A |=g >a | & e |=g >a | & @ =
1 5668 M 51 GA| | 41| 6019 M 51 GG 81 | 7614 Z 54 GA
2 5679 M 49 GG 42 | 6026 M 49 GA| | 82| 7616 M 48 GG
3 5715 M 51 GG 43 | 6029 7 72 AA| | 83| 7617 M 46 GG
4 5716 M 52 GG 44 | 6064 M 49 GA| | 84 | 7618 M 54 AA
5 5717 M 52 GG 45 | 6065 M 49 GG 85 | 7619 M 53 GG
6 5720 M 41 GG 46 | 6085 M 60 GG 86 | 7622 M 57 GA
7 5724 M 50 GG 47 | 6105 M 50 GG 87 | 7635 7Z 58 AA
8 5726 M 54 GG 48 | 6110 M 46 GA| | 88 | 7636 M 54 GA
9 5727 M 50 GA| | 49| 6151 M 50 GG 89 | 7637 7 56 GG
10 | 5729 M 51 GG 50 | 6152 M 46 GA| | 90 | 7639 M 53 GG
11 | 5730 M 41 GG 51 | 6170 M 47 GG 91 | 7658 M 56 GG
12 | 5731 M 25 GG 52 | 6216 M 53 GG 92 | 7682 7 47 GG
13 | 5741 M 68 GG 53 | 6217 M 47 GG 93 | 7697 M 65 GG
14 | 5742 M 79 GA| | 54 | 6223 M 51 GG 94 | 7750 M 50 GA
15 | 5769 M 40 GG 55 | 6236 M 61 GG 95 | 7751 M 60 GG
16 | 5807 M 59 GG 56 | 6262 M 72 GG 96 | 7752 M 62 GG
17 | 5813 M 49 GG 57 | 6278 M 77 GA| | 97| 7753 M 52 GG
18 | 5847 M 45 GA| | 58 | 6294 7 53 GA| |98 | 7754 M 62 GG
19 | 5848 7 55 GG 59 | 6295 M 61 GG 99 | 7755 M 59 GA
20 | 5849 M 60 GA| | 60 | 6304 M 50 GA| |100]| 7776 M 53 GG
21 | 5857 M 51 GG 61 | 6318 M 39 GA| |101]| 7777 M 57 GG
22 | 5864 7 54 GG 62 | 6323 7 68 GG| |102| 7781 M 58 GA
23 | 5865 M 56 GA| | 63| 6324 M 63 GA| |103]| 779 7 60 GG
24 | 5875 M 58 GA| | 64| 6329 M 54 GA| [104] 7791 M 58 GG
25 | 5897 7 52 GG 65 | 6455 M 58 GA| |[105]| 7792 M 46 GA
26 | 5901 7 62 GG 66 | 6456 M 37 GG| |106]| 7793 M 47 GG
27 | 5902 M 61 GG 67 | 6470 7 68 GG| |107| 7794 M 51 GG
28 | 5915 M 66 GG 68 | 6504 M 69 GG| |108]| 7801 M 56 GA
29 | 5916 M 53 GA| | 69 | 6505 M 69 GA| |109]| 7809 M 47 GG
30 | 5917 M 72 GA| | 70| 7377 M 66 GG| |110]| 7812 7 40 GG
31 | 5920 Z 73 GG 71 | 7386 7Z 50 GG| |111]| 7813 M 54 GG
32 | 5921 M 63 GG 72 | 7434 M 57 GA| [112]| 7838 M 60 GG
33 | 5922 M 52 GG 73 | 7458 M 75 GG| |113]| 7872 M 58 GG
34 | 5927 7 53 GG 74 | 7471 M 53 AA| |114]| 7874 M 57 GG
35 | 5930 M 49 GA| | 75| 7474 7 56 GG| |115| 7875 M 50 GG
36 | 5985 M 63 GG 76 | 7475 7 50 GG| |116| 7994 M 49 GG
37 | 5986 M 53 GG 77 | 7503 M 55 GA| |117] 8191 M 66 GG
38 | 5994 M 55 GG 78 | 7514 M 53 GA| |118]| 8192 M 53 GA
39 | 6017 M 54 AA| | 79| 7521 M 33 GG| |119]| 8197 M 67 GA
40 | 6018 M 55 GG 80 | 7556 M 42 GG| |120]| 8198 M 51 GG




eOE X 5 = —~ HOE X 5 = — 4..05 X 5 s —
~5 53 £ o =g S8 | £ o =g S8 | & 0
121 | 8199 M 55 GA| |154| 8615 M 54 GA| |187| 9084 M 51 GG
122 | 8207 M 50 GG| |155]| 8627 M 52 GA| |188]| 9192 7 45 GG
123 | 8208 M 46 GG| |156| 8654 M 58 GG| |189| 9198 M 43 GG
124 | 8212 M 56 GG| |157| 8663 M 75 GA| |190]| 9237 M 62 GG
125 8215 M 60 GA| |158| 8664 M 31 GA| |191]| 9852 M 46 GA
126 | 8216 M 46 GA| | 159]| 8702 7Z 56 GG| |192| 9858 7Z 52 GA
127 | 8223 M 55 GA| |160]| 8726 M 56 GG| |193| 9868 M 34 GG
128 | 8224 M 43 GG| |161] 8733 7Z 50 GG| |194| 9882 7 49 GA
129 | 8226 M 53 GG| |162| 8742 M 55 GG| |195| 9888 M 51 GG
130 | 8227 M 53 GG| |163]| 8772 M 73 GA| | 196 ]| 9889 M 39 GG
131 | 8228 M 54 GG| |164| 8773 M 55 GG| |197]| 9902 M 50 GG
132 | 8232 7 46 AA| |165| 8774 M 47 GG| | 198 ]| 9905 M 50 GG
133 | 8233 7 53 GG| |166| 8775 M 61 GG| |199]| 9944 M 45 GA
134 | 8240 M 44 GG| |167| 8784 M 63 GG| |200]| 12636 M 41 GG
135| 8255 M 51 GA| |168]| 8789 7Z 52 GG| |201| 12921 M 52 GG
136 | 8256 Z 60 GG| |169| 8790 M 48 GG| |202]| 12931 M 49 GA
137 | 8257 M 49 GG| |170]| 8798 M 50 GG| |203]| 12932 M 51 GA
138 | 8259 M 59 GG| |171]| 8799 M 55 GA| |204]| 12933 M 63 GG
139 | 8361 M 48 GG| |172| 8801 M 59 GG| |205]| 12953 M 47 AA
140 | 8373 M 60 GG| |173| 8804 M 73 GA| |206]| 12968 M 49 GG
141 8374 M 52 GG| |174| 8836 M 61 GA| |207]| 12979 M 55 GG
142 | 8375 M 60 GG| |175| 8852 M 55 GG| |208]| 12980 M 45 GG
143 | 8396 M 54 GG| |176| 8856 M 62 GG| |209]| 13067 Z 56 GG
144 | 8431 M 47 GG| |177| 8863 M 60 GA| |210]| 13165 M 43 GG
145 | 8437 M 58 GG| |178| 8922 M 47 GG| |211]| 13254 M 38 GG
146 | 8444 M 53 GG| |179| 8958 7 55 GG| |212| 13262 M 44 GA
147 | 8559 M 51 GG| |180]| 8959 M 52 GG| |213]| 13285 M 39 GG
148 | 8583 M 46 GG| |181]| 8962 M 56 AA| |214]| 13508 M 55 GA
149 | 8584 7 52 GG| |182| 9017 M 48 GG| |215] 13509 M 38 GG
150 | 8586 M 54 GG| |183| 9018 M 42 GA| |216]| 13510 M 49 GG
151 | 8587 M 46 GG| | 184 | 9054 7Z 60 GA| |217| 13524 M 50 GG
152 | 8591 M 65 GG| |185]| 9055 M 50 AA

153 | 8608 M 54 GG| |186| 9080 M 65 GG




Priloha 2

Vysledky genotypizace zdravych jedinct (vyznaceno oranzoveé) se souborem udaju o jejich

pohlavi a véku

acE X 5 = p <..°E X 55 = — <->°E X > = —~
~sl S8 | & o |~g 55| & o= |=35 52| & 0
1| 1000 M 32 GA 34] 10119 M 28 GG 69| 10625 7z 37 GG

2| 1800 M 40 GG 35| 10145 M 58 GA 70| 10627 Z 32 AA

3| 1811 M 34 GG 36| 10146 7 53 GG 71] 10630 Z 19 GG

37| 10156 M 32 GG 721 10729 M 27 AA

4] 1812 M 26 GG 38| 10066 M 28 GG 73| 10847 7z 34 GA

5 1816 Z 46 AA 39| 10183 M 21 GG 741 10959 Z 26 GG

6l 1819 7 22 GG 40| 10184 7 25 GG 75| 11042 7z 27 GG

41| 10203 7 27 GG 76| 11165 7z 27 GG

7( 1820 M 23 GA 42| 10205 7 41 GA 771 11232 M 22 GA

8| 1821 M 30 GG 43| 10207 M 45 GG 78| 11233 7 22 GG

9| 1822 M 39 GG 441 10217 7 20 GA 79| 11255 7 25 GG

10| 1828 M 34 GA 45| 10218 M 23 GG 80| 11272 M 42 GG
11] 1950 M 32 GA 46| 10248 M 33 GG 81| 11273 M 36 GG
12| 1951 M 33 GA 471 10249 7 28 GG 82| 11363 Z 24 GA
13] 1952 M 25 GG 48| 10251 7 29 GG 83| 11374 7 23 GG
14] 1956 M 49 GG 49| 10253 7 24 GG 84| 11376 M 20 GG
15] 1957 M 39 GG 50| 10260 M 24 GG 85| 11586 7 21 GG
16] 1958 M 36 GG 51| 10287 M 30 GA 86| 11601 M 38 GG
17| 1959 Z 45 GA 52 10298 7 32 GA 87| 11680 7z 23 GG
18] 1960 M 46 GG 53] 10330 M 24 GA 88| 11740 M 24 GG
19| 1961 Z 41 GG 54 10332 M 28 GG 89| 11754 M 27 GG
20| 1966 Z 25 GG 55| 10354 7z 37 GG 90| 11791 M 25 GG
21| 1969 Z 27 GG 56| 10367 Z 25 AA 91| 12004 M 31 GG
22| 1976 Z 28 GG 571 10370 M 21 GG 92| 12052 M 55 GG
23| 9467 Z 32 GG 58| 10397 M 33 GG 93] 12065 M 21 GG
241 9469 M 47 GG 59| 10421 Z 25 GG 94| 12072 M 41 GG
251 9958 M 64 GA 60| 10423 M 28 GG 95| 12073 Z 24 GG
26| 9959 Z 38 GG 61| 10451 Z 24 GG 96| 12078 M 33 GG
27| 9978 M 52 GG 62] 10509 7z 19 GA 97| 12079 7z 18 GG
28] 10040 M 50 GG 63| 10591 M 48 GG 98| 12083 Zz 31 GG
29| 10060 Z 40 GA 64| 10592 Z 30 GA 99| 12091 Z 40 GA
30| 10103 Z 22 GA 65| 10606 M 32 GG 100] 12095 7z 28 GG
31] 10105 M 25 GG 66| 10616 M 28 GG 101] 12440 7z 21 GG
32| 10116 Z 28 GG 67| 10617 M 32 GG 102] 12441 M 21 GA
33| 10118 Z 22 GA 68| 10624 M 53 GG 103| 12513 M 20 GG




eE X 5 = — a"E X 5 = —
gl >Sa | & o |5 >a | & @ =
104] 12749 7z 27 GG 145] 13753 Z 21 GA
105 12750 ™M 32 GG 146] 13858 Z 26 GA
106] 12765 7z 22 GG 147] 13860 M 27 GG
107] 12778 M 25 GG 148] 13922 M 29 GG
108] 12782 M 36 GG 149] 13942 7 31 GG
109] 12791 7z 33 GG 150] 13962 M 41 GG
110] 12884 ™M 30 GG 151] 13975 7 34 GA
111] 12892 7z 24 GG 152 14018 Z 28 GA
112] 12992 ™M 25 GA 153] 14020 M 21 GA
113| 12993 7 38 GG 154 14085 7z 46 GG
114] 13001 M 52 GG 155| 14100 M 28 GG
115] 13014 M 24 GG 156| 14135 7 27 GG
116] 13028 ™M 30 GG 157] 14146 M 21 GG
117] 13029 7z 33 GG 158| 14159 7z 23 GA
118] 13031 M 29 AA 159| 14161 7 42 GG
119] 13032 7z 27 GG 160| 14163 7 27 GG
120| 13047 7z 27 GG 161] 14182 7 18 GG
121] 13049 M 28 GG 162] 14184 M 19 GA
122] 13107 7z 24 GG 163] 14214 M 27 GG
123] 13167 M 41 GA 164] 14217 M 32 AA
124| 13187 7 28 GG 165| 14242 M 38 GG
125] 13213 M 41 GG 166| 14255 7 37 AA
126] 13214 7z 39 GG 167] 14291 M 40 AA
127] 13243 M 45 GA 168| 14328 7 31 GG
128| 13244 7 32 GG 169] 14340 M 34 GA
129 13480 Z 23 GA 170] 14341 M 28 GA
130] 13482 ™M 30 GA 171] 14380 M 31 GG
131] 13530 M 25 GG 172| 14387 7z 28 GG
132] 13531 7z 23 GA 173] 14431 M 27 GA
133] 13545 M 56 AA 174| 14434 M 40 GG
134] 13556 7z 21 GG 175| 14445 7 24 GG
135] 13558 M 26 GG 176| 14447 7 32 GG
136] 13606 Z 34 GG 177| 14456 7z 30 GA
137| 13608 7 40 GG 178| 14458 7 32 GG
138| 13629 7 31 GA 179| 14573 7 38 GA
139] 13631 M 31 GG 180| 14584 M 37 GG
140] 13656 M 44 GA

141] 13657 M 20 GG

142] 13659 M 25 GG

143] 13679 Z 27 GA

144] 13752 M 26 GG




Priloha 3

Protokol pro zpracovéani vzorkt pacientt s infarktem myokardu a kontrolnich jedinci

BDNF rs 6265 G (A)

Protokol:

Primerovy mix (100 pl):

Tris P1054 P1056 P33 P34

BDNF (G) 88,6 5 5 0,7 0,7
Tris P1055 P1056 P33 P34

BDNF (A) 88,6 5 5 0,7 0,7

Do zkumavek 5 pl ptisluSného mixu, pak 0,2 ul DNA, pak 0,8 ul fototypového michéni.

Program fototyp, elfo normani, foto.

1090 | 1800 | 1811 | 1812 | 1816 | 1819
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Letter

The BDNF Val66Met polymorphism is not associated with myo-
cardial infarction in Czech patients

Dear Editor,

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been implicated
in the pathogenesis of coronary artery disease (CAD) [1]. BDNF
Val66Met polymorphism has recently been associated with partic-
ular manifestation of CAD (unstable angina) in Chinese population
[2]. To further explore role of this polymorphism in CAD we have
investigated its association with myocardial infarction (MI) in
the Czech Caucasian population.

The frequencies of BDNF Val66Met (rs6265) variants were
determined in the group of 217 MI patients [age, median (range):
53(25-79); males/females: 185/32] diagnosed according to the
international consensus criteria [3] and compared to those in
healthy control group [N = 180; 29(18-64); 95/85]. The genotype
and allele frequencies of the BDNF Val66Met polymorphism in the
ML patients (66Met allele frequency: 17.7%) nearly equalled those
observed in healthy control subjects (17.2%, p > 0.05, Table 1). Both
investigated groups also did not differ in carriage rates of BDNF
66Val/Met alleles. Similarly, no association of this BDNF variant
with MI was observed in the subanalysis according to the gender
(data not shown).

In addition to its principal role in neural system, BDNF has also
been implicated in the vascular development, repair of vascular in-
jury and CAD pathogenesis [1.4,5]. The gene variants affecting
BDNF expression and/or structure may, therefore, be considered
as plausible candidates in CAD genetics [6,7]. The report which
motivated the present study described the association of less com-
mon BDNF G6Met allele with protection from unstable angina in
Chinese population [2]; the authors suggested that this SNP may
affect local expression of BDNF in inflamed arterial wall and inter-
fere with the plaque rupture,

Our study could not provide further evidence that BONF gene
variability contributes to the genetic component of CAD. However,
there are several reasons why the present work could not be
strictly considered as a replication of the original Chinese study
[2]: (1) Different phenotypes: the genetic component of various
CAD manifestations (MI and unstable angina) may partially differ.
(2) The Czech (Caucasian) and Chinese (Asian) populations differ
significantly in their genetic background; this is particularly appar-
ent in the frequency of investigated BDNF 66Met allele in Chinese
controls (49%) by comparison with Czech controls (17%). Further-
more, the differences in haplotype structure between both ethnic-
ities may mask causal variants within the BDNF gene or nearby. (3)
Though our study involved well characterised group of Ml patients,
it disposed of lower statistical power to detect potential associa-
tion of BDNF gene variant with CAD in comparison with the origi-
nal report [2]. In the context of group size, there was a report of an
inverse association (as compared with Chinese data [2]) between

1043-4666/3% - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cy10.2010.08.007

Table 1

Distribution of BDNF SNP rs6265 G/A (Val66Met) genotypes and alleles in the groups
of Czech patients with myocardial infarction (MI) and of healthy control subjects
(controls).

BDNF rs6265 G/A (Val66Met) Czech population

M Controls

(N=217) (N=180)
Genotypes® GG 149 (0.687) 127 (0.706)
GA 59 (0.272) 44 (0.244)

AA 9(0.041) 9 (0.050)
Alleles® G 357 (0.823) 298 (0.828)
A 77 (0177) 62 (0.172)
Carriers® A 68 (0.313) 53 (0.294)

The data are given as absolute numbers with proportion in parentheses.

The BDNF rs6265 G/A (Val66Met ) SNP was genotyped by “TagMan” SNP Genotyping

Assay (Applied Biosystems, Assay 1D C 11592758 _10) according to the manufac-

turer’s instructions. The distribution of BDNF Val66Met genotypes conformed to

Hardy-Weinberg equilibrium in both investigated groups (Ml/controls, p > 0.05).
2 p>005 for all comparisons (genotypes, alleles, carriage) between the MI

patients and controls.

BDNF 66Met/Met genotype and coronary atherosclerosis in Italian
females [8], based only on 12 patients with coronary artery
stenosis - this size definitely does not allow to draw any valid
conclusions.

In summary, the BDNF Val66Met polymorphism is not associ-
ated with myocardial infarction in Czech population. We could
not, therefore, provide further positive data which would add up
to the observation from Chinese population [2] suggesting that
BDNF Met/Met genotype is a genetic modifier in CAD.
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