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Suhrn

V teoretickej Casti bakalarskej prace boli popisané rizikové faktory Zilovej
tromboembdlie. Déraz bol kladeny na multifaktorialnost Zilovej tromboembdlie so
zameranim na genetické rizikové faktory Specialne na SNPs v génoch kodujucich
proteiny zucCasthujuce sa koagulacnej kaskady a v génoch kddujucich samotné
koagulacné faktory. V dalSej kapitole bol popisany zakladny princip technoldgie
MassArray®.

Experimentalna Cast bakalarskej prace pozostavala v genotypizacii 100 vzoriek
DNA pacientov s diagnostikovanymi kardiovaskularnymi ochoreniami. Technolégiou
MassArray® boli genotypizované SNPs lokalizované v génoch GP6, F11 a FGG.
Stanovované boli genotypové a alelové pocetnosti v jednotlivych skupinach pacientov.
Pacienti boli rozdeleni do troch skupin podla diagnostikovanej Leidenskej mutacie,
zilovej tromboembdlie a kontrolnej skupiny (pacienti s fibrilaciami predsieni, bez
Leidenskej mutacie, bez Zilovej tromboembdlie). Pre zistenie miery asociacie vyskytu
SNPs v génoch GP6, F11 a FGG s vyskytom SNP v géne F5 (Leidenska mutacia) bol
porovnany vyskyt danych SNPs u pacientov s Leidenskou mutaciou s vyskytom
danych SNPs u pacientov kontrolnej skupiny. Miera asociacie vyskytu Studovanych
SNPs s rizikom vzniku zilovej tromboembdlie bola stanovovana porovnavanim vyskytu
danych SNPs u pacientov s prekonanou zilovou tromboembdliou s vyskytom danych
SNPs u pacientov kontrolnej skupiny. Pre posudenie miery tychto asociacii bolo

stanovené relativne riziko SNPs lokalizovanych v génoch GP6, F11 a FGG.

Hodnoty relativneho rizika nepreukazali signifikantné asociacie SNPs v génoch
GP6, F11 a FGG so zilovou tromboembdliou ani signifikantné asociacie danych SNPs
s Leidenskou mutaciou. Tieto vysledky su pripisované pouzitiu malého suboru

pacientov.



Summary

The theoretical part of this bachelor thesis deals with description of acquired
and genetic risk factors of venous thromboembolism (VTE). The main aim was
description of SNPs localised in genes coding coagulation factors or other proteins
involved in coagulation cascade. MassArray® technology was described in the next

chapter.

In the experimental part of this bachelor thesis 100 DNA samples obtained from
patients of University Hospital Olomouc were genotyped using MassArray®

technology. These patients suffered from cardiovascular diseases.

Subsequently, allele and genotype frequencies of patients with diagnosed
Leiden mutation in first group, VTE in second group and in control group (patiens with
atrial fibrillation, without Leiden mutation, withou venous thromboembolism) were
counted. To find out the association between SNPs in GP6, F11, FGG genes and SNP
in F5 gene (Leiden mutation), the incidence of these SNPs in group of patients with
diagnosed Leiden mutation was compared with incidence of these SNPs in control
group. The association between SNPs in GP6, F11, FGG genes and VTE, the
incidence of these SNPs in group of patients with VTE was compared with incidence
of these SNPs in control group. For measure of these associations the relative risk was
calculated.

In this bachelor thesis individual SNPs were not significantly associated with
VTE or Leiden mutation. These results are attributed to small group used for

genotypisation.
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1 Uvod

Zilova tromboembdlia je multifaktorialne ochorenie primarne zahrfiujice hlboku
Zilova trombozu a pfucnu embdliu. V ramci europskej populacie sa uvadza roCny
vyskyt 1 tromboembolickej udalosti na 1000 obyvatelov (Koster et al., 1995). Vznik
Zilovej tromboembdlie je podmieneny ucinkom viacerych faktorov, ktoré je mozno
rozdelit na genetické (vrodené) faktory a ziskané (vonkajsie) faktory. Je zname, zZe
tromboembolické udalosti su vaésinou vyvolané vplyvom vonkajSich faktorov, no pri
vacsine z nich ide o kombinaciu viacerych faktorov. Aj napriek tomu, Ze individualne
riziko jednotlivych faktorov je nizke, pri ich kombinacii sa riziko vzniku Zzilovej
tromboembdlie rapidne zvySuje. Intenzivne Studovanymi su v sufasnej dobe
jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) lokalizované v génoch kodujucich koagulaéné
faktory, Ci iné proteiny, podielajuce sa na koagulacii krvi. Zmena jedného nukleotidu
v tychto génoch méze viest k zmene fyziologickej funkcie proteinu (Shastry, 2007),
a tym k zvySenému riziku vzniku Zilovej tromboembdlie. Komplexné pochopenie
patogenézy zilovej tromboembdlie a rizikovosti jednotlivych faktorov je nevyhnutné na

identifikaciu pacientov so zvySenou predispoziciou k vzniku zilovej tromboembdlie.



2 Ciele prace
1. Vypracovat literarnu reSers na tému rizikovych faktorov zZilovej tromboembodlie.
2. Popisat technoldgiu MassArray®.

3. Detekovat SNPs v génoch GP6, F11, a FGG v subore vybranych pacientov

lie€enych warfarinom.

4. Vyhodnotit ziskané vysledky. Porovnat vyskyt SNPs v génoch GP6, F11, FGG
s vyskytom SNP v géne F5.
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3 Literarny prehlad

3.1 Patogenéza zilovej tromboembdlie

Zilova tromboembodlia je multifaktorialne ochorenie primarne zahrriujuce hlboku

Zilovu trombozu a plucnu emboliu (Lippi et Franchini, 2008).

Zilovd tromboembdlia je dej, pri ktorom dochadza ku vzniku krvnej
zrazeniny — trombu. Za normalnych okolnosti je v organizme udrzovana rovnovaha

medzi faktormi ovplyviujucimi vznik a rozpustenie trombu (Lippi et Franchini, 2008).

Hlavné faktory p&sobiace pri vzniku Zilovej trombdzy boli popisané v roku 1856.
Ide o tzv. Virchowovu triadu (pozri obrazok 1), Cize podmienky, ktoré naruSia

rovnovahu v organizme a v dbsledku toho dochadza k tvorbe krvnej zrazeniny. Su to:

- poskodenie cievnej steny napr. pri mechanickom poskodeni alebo pri zapaloch

- staza t.J. nahromadenie a zastavenie prudenia krvi, napriklad pri obmedzenej
pohyblivosti pacienta po operacii

- zmeny Vv zloZeni krvi — hyperkoagulacia, kedy dochadza k naruSeniu rovnovahy

medzi antikoagulacnymi a koagulaénymi faktormi (Virchow,1856).

STAZA

TROMBOZA

HYPERKOAGUABILITA POSKODENIE
CIEVNEJ STENY

Obr. 1 Schematické znazornenie Virochowovej triady
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Vzhladom na patogenézu Zilovej trombdzy vSetky rizikové faktory vratane
vrodenych su relativne neSkodné, ak su posudené samostatne. Samotny rizikovy
faktor dava predispoziciu na vznik trombdézy, ale sam nie je dostacujuci na
podmienenie vzniku trombdézy. Vhodnou analégiou vzniku trombdzy je predstava
poslednej kvapky, ktora spadne do pohara a voda 2z pohara pretecie
(Lippi et Franchini, 2008).

V roku 1992 doslo k zaveru, Ze najmenej dve z troch Virchowovovych
podmienok su doblezité pre vznik Zilovej trombozy, i ked znizeny tok krvi tzv. staza sa
zda byt dominantnou pri€inou. VtedajSia reinterpretacia Virchowovej triady a to, ze
imobilita redukuje tok krvi ako vysledok znizenej svalovej kontrakcie je i v suCasnosti

nesporna (Mammen, 1992).

V tom Case mala akakolvek menovana abnormalita spésobovat vacsie riziko
vzniku Zilovej trombdézy. Déraz sa kladol na fakt, Ze pritomnost jedinej vrodenej

abnormality nie je dostato¢na ako pri€ina vzniku Zilovej trombdzy (Mammen, 1992).

Predpoklada sa, Ze Zilova trombd6za sa vytvara v chlopniach ciev (Aird, 2007).
Postupna akumulacia krvi v intramuskularnych sinusoch, obzvlast v lytku, spusta

hyperkoaguabilitu kvoli:

A. lokalnej akumulacii aktivovanych zrazacich faktorov a aktivacii produktov
koagulacie

B. sucCasnej spotreby koagulaénych inhibitorov (Lippi et Franchini, 2008).
3.2 Rizikové faktory vzniku zilovej trombézy

V sucasnosti je znamych mnoho rizikovych faktorov, ktoré su spojované
s predispoziciou pre vznik zilovej trombdzy. Je mozné ich rozdelit do dvoch zakladnych
skupin: genetické faktory a ziskané faktory (Rosendaal, 1999). Na obrazku 2 su

znazornené rizikové faktory zilovej trombdzy.
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FGG rs2066865 Faktor V Krvna skupina AL Gravidita a

i antikoncepcia puerpérium
Tl F11 rs2289252 .
Obezita
Deficiencia . ) 3
proteinu S Vrodené Ziskané
faktory faktory
Deficiencia Rakovina
GP6 rs1613662 . proteinu C /
Deficiencia . . o L
F11rs2036914 antitrombinu Chirurgicky Imobiizacia
zakrok

Zilova tromboembodlia

Obr. 2 Rizikové faktory vzniku zZilovej tromboembdlie

3.2.1 Ziskané rizikové faktory vzniku zilovej tromboembdlie

Ziskané rizikové faktory pre vznik tromboz zahriiuju situacie, pri ktorych je
spésobena dlhodoba imobilizacia alebo paralyza (napr. po operacii alebo po
zlomenine pri pouziti sadry) (Rosendaal, 1999). Za vySSim rizikom vzniku trombdzy
stoja aj dalSie faktory: kongestivne srdcové zlyhanie, obezita, rakovina, pokrocily vek,
tehotenstvo, puerpérium, kfc¢ové Zily ¢&i uzivanie hormonalnej antikoncepcie
(Mammen, 1992).

3.2.1.1 Chirurgicky zakrok

Medzi hlavné faktory spajajuce vznik zilovej trombdzy s operaciou patria:
uvolnenie prokoagulaénych faktorov poCas operacie, imobilita trvajuca pred, pocas aj

po operacii a znizena fibrinolyticka aktivita po operacii (Mammen, 1992).

Riziko vzniku zilovej trombdzy sa vSak liSi v zavislosti na type operacie. Pri
absencii antitrombotickej profylaxie méze dochadzat az k viac ako 50% riziku vzniku

Zilovej trombdzy (Rosendaal, 2005).

Specificky vysoké riziko oproti inym vSeobecne vykonavanym chirurgickym

zakrokom nesu kolorektalne operacie, pretoZze su bezne sprevadzané dalSimi
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sprievodnymi rizikovymi faktormi ako napr. pokrocCily vek, zapalové ¢revné choroby

alebo nadorové ochorenia (Bergqvist, 2006).

Jednym z hlavnych rizikovych faktorov vzniku Zilovej trombdzy su i ortopedické
operacie najma vymeny bedrovych &i kolennych kibov (Rosendaal, 2005). | napriek
dostupnej antitrombotickej profylaxii priblizne 15 — 20 % pacientov je prepustenych do

domacej lieCby s asymtopatickou Zilovou trombézou (Hirsh, 1998).

V neposlednom rade su v sucasnosti zaradzované medzi operacie s vySSim
rizikom  vzniku  trombdézy i Casto  nepotrebné  plastické  operacie
(Lippi et Franchini, 2008).

3.2.1.2 Rakovina

Spojenie rakoviny a zilovej tromboézy je zname uz od roku 1865 ako
paraneoplasticky syndrom (Trousseau, 1865). V sucasnosti je zname, Ze hlavna
interakcia medzi nadorom a hemostazou je prostrednictvom prokoagulacnych vezikul
obsahujucich tkanivové faktory, rakovinové prokoagulanty ¢&i trombin, priCom
prokoagulanty su su€asne silnym promotorom vzniku a Sirenia rakoviny
(Franchini et al., 2007).

Transformujuce gény malignych tumorov sa spravaju v zhode s epigenetickymi
faktormi zahriujuce napr. hypoxiu, zapal, kontakt rakovinovych buniek s krvnymi
bunkami a emisiu prokoagulaénych vezikul z nadorovych buniek na ustalenie
nerovnovahy hemostatického potencialu (Franchini et al., 2007). Pri spojitosti rakoviny
a zilovej trombozy sa jedna pravdepodobne o sprievodny jav zlozitej a efektivnej

spatnej vazby na zachovanie a podporu progresie rakoviny (Franchini et al., 2007).

Riziko vzniku Zilovej trombdzy u pacientov s nadorovym ochorenim zavisi na
type rakovinového ochorenia. Vo vSeobecnosti je vSak riziko u pacientov s rakovinou

sedemkrat vysSie ako u pacientov bez nadorového ochorenia (Blom et al., 2005).
3.2.1.3 Imobilizacia a dlhotrvajiuce cestovanie

Imobilita sa radi k poprednym rizikovym faktorom vzniku Zilovej trombozy,
pretoze znemoziuje spravne fungovanie lytkového svalstva v ramci spravneho
krvného obehu (Gallus et al., 2005).
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Dlhotrvajuce cestovanie bolo dlho diskutovanym rizikovym faktorom vzniku
Zilovej trombozy. Uvadza sa dvojnasobné az Stvornasobné riziko vzniku zilovej
trombozy pri cestovani dlhSom ako 4 hodiny, priCom cestovanie kratSie ako 4 hodiny

nie je spajané zo vznikom Zilovej trombdzy (Kuipers et al., 2007).
3.2.1.4 Gravidita a puerpérium

Hyperkoaguabilita v tehotenstve vznika pravdepodobne ako ochrana proti

krvacaniu v ¢ase pérodu (James, 2009).

Riziko vzniku Zilovej trombdzy zacina pri gravidite v prvom trimestri tehotenstva
(James et al., 2005), pri€¢om riziko vzniku trombdzy oproti Zenam, ktoré nie su tehotné
je patkrat vysSie a prvé tri mesiace po pérode mébze byt vySSie az Sestdesiatkrat
(Pomp et al., 2008). Prave preto, je obdobiu po pdrode pripisované najvacsie riziko

vzniku Zilovej trombdzy (James et al., 2005).
3.2.1.5 Hormonalna antikoncepcia a hormonalna terapia

Uzivanie hormonalnej antikoncepcie u zZien je spajané s dva az Sestkrat
zvySenym rizikom Zzilovej trombdzy (Gomes et Deitcher, 2004). VSeobecne je za
najnebezpecnejSie v tejto oblasti povazovana hormonalna antikoncepcia tretej

generacie, ktorej ucinné latky su desogestrel a gestodén (Spitzer et al., 1996).
3.2.1.6 Obezita

Pre posudzovanie relativneho rizika vzniku Zilovej trombozy v zavislosti na
obezite sa pouzivaju hodnoty BMI (Body mass index) a WHR (Waist-to-hip ratio).
Pomer pravdepodobnosti (OR — odd ratio) vzniku trombdzy u obéznych pacientov
v porovnani s kontrolnymi pacientami netrpiacich obezitou bolo urCené na 2,33
(95% CI) (Ageno et al., 2008).
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3.2.2 Genetické rizikové faktory vzniku zilovej trombézy
3.2.2.1 Znizenie funkcie endogénnych antikoagulaé¢nych faktorov

Prva zmienka o dedi¢nych tendenciach ku vzniku trombdzy sa datuje do roku
1965, kedy bola popisana prva sprava o rodine s dedi¢nou deficienciou antitrombinu
(Egeber, 1965).

Antitrombin je prirodzenym inhibitorom trombinu a dalSich koagulacnych
faktorov. Tato deficiencia vykazuje autozomalne dominantnu dedi¢nost a pacienti
obvykle prekonavaju opakujuce sa zilové trombozy pocCas druhej az tretej dekady ich

zivota (Lippi et Franchini, 2008).

V osemdesiatych rokoch minulého storocia boli popisané deficiencie proteinu C
a proteinu S s autozomalne dominantnym typom dedi¢nosti (Griffin et al., 1981,
Schwarz et al., 1984).

Protein C je vitamin K dependentny plazmaticky glykoprotein syntetizovany
v peceni, ktory je rozStiepeny trombin — trombomodulinovym komplexom na aktivnu
formu. Aktivna forma obsahuje serinovu proteazovu doménu a funguje ako prirodzeny

inhibitor koagulacie (inhibuje aktivované formy koagulacnych faktorov V a VIII).

VSeobecne je vSak vyskyt deficiencie proteinu C v populacii iba 0,2 — 0,4 %
a 3 — 5 % v populacii pacientov s diagnostikovanou Zilovou trombdzou
(Lippi et Franchini, 2008).

Protein S je vitamin K dependentny plazmaticky protein produkovany hlavne
hepatocytmi ale tiez bunkami endotelu a megakaryocytmi. Hra délezitu ulohu v inhibicii
koagulacie ako kofaktor aktivovaného proteinu C. Degraduje aktivované koagulacné

faktory Va a Vllla.

Deficiencie proteinu C a S individualne spésobuju priblizne desatkrat vacsie
riziko vzniku Zzilovej trombdzy u jedincov s tymito deficienciami v porovnani so

vSeobecnou populaciou (Lippi et Franchini, 2008).
3.2.2.2 Mutacie spésobujuce zvysenu funkciu koagulaénych faktorov

V devatdesiatych rokoch minulého storoCia boli najdené dalSie dva genetické
faktory, SNP (single nucleotide polymorphism) v koagulacnom faktore V a SNP
v protrombine (Dahlback et Hildenbrand, 1994; Poort et al., 1996), ktoré boli sucasne
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asociované so zvySenym rizikom vzniku Zilovej tromboézy (Dirven et al., 1994;
Poort et al., 1996).

3.2.2.3 SNP v spojeni s rizikom vzniku zilovej trombézy

SNP je jednonukleotidovy polymorfizmus, teda zmena jednej dusikatej bazy
v urcitej pozicii v molekule DNA (pozri obrazok 3), ktora ma potencial zmenit’ funkciu

alebo hladinu proteinu (Shastry, 2007).

Polovica SNPs je lokalizovana v nekodujucich oblastiach DNA, priblizne Stvrtina
zodpoveda za tzv. synonymné mutacie, teda nedochadza v désledku zmeny
nukleotidu k zamene aminokyseliny a zvySna Stvrtina je zodpovedna za nesynonymné
mutdacie, pri ktorych dochadza k zmene proteinu, Co méze mat' patologické nasledky
(Halushka et al., 1999). SNPs mdzu byt teda predispoziciou pre vyvin ochoreni Ci

evoluciu genému. (Shastry, 2007).

Vzhladom na to, Ze ochorenia su dedi¢né, ma velky vyznam zistit, ktoré gény
predurcuju jedinca k vyvinu danej choroby a ako jednotlivé variacie v géne ovplyvnuju
jeho funkciu a proteinovy produkt (Shastry, 2007). Z tohto dévodu mézu byt SNPs
pouzité ako markery na identifikaciu génov spésobujucich ochorenie pomocou
asociacnych studii (Gray et al., 2000). Predpoklada sa, ze dve blizko lokalizované alely
(gén a marker) su dedené spolo¢ne. Vzhladom na to jednoducha komparacia
genetickych variant medzi pacientami trpiacimi ochorenim a medzi zdravymi jedincami
mdze poskytnut metddu na identifikaciu lokusov zodpovednych za dané ochorenie
(Hirshorn et Daly, 2005).

V poslednych rokoch bolo niekolko SNPs spajanych s rizikom vyvinu Zilovej
trombdzy, priCom niektoré z tychto SNPs su lokalizované v blizkosti génov, ktoré
kéduju proteiny zodpovedné za koagulaciu krvi. (Bezemer et al., 2008; Li et al., 2009;
Tirado et al., 2004; Uitte de Willige et al., 2005). ldentifikacia dalSich genetickych
variant asociovanych so vznikom Zilovej trombdzy méze zlepSit moznosti predikcie

rizika Zilovej trombdzy a prispiet k pochopeniu tejto choroby (Bezemer et al., 2008).
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Obr. 3 Schématické znazornenie SNP a moznych genotypov

3.2.2.4 Rezistencia proti aktivovanému proteinu C (Faktor V Leiden, rs6025)

Gén F5 nachadzajuci sa na chromozome 1 kdéduje esencialny kofaktor
koagulacnej kaskady krvi, koagulacny faktor V (proakcelerin). Proakcelerin je pritomny

v plazme ako kofaktor komplexu aktivatoru protrombinu.

Rezistencia proti aktivovanému proteinu C (APC) sp6sobovana mutaciou v

koagulacnom faktore V bola popisana v roku 1994 (Dahlback et Hildenbrand, 1994).

Tato mutacia je spdésobena SNP oznacovanym pod identifikaCnym cCislom
rs6025, kedy sa guanin (G) meni za adenin (A). Pritomnost alely s A sa oznacuje ako

Leidenska mutacia (Koster, 1994).

V désledku zmeny jedného nukleotidu v géne F5 dochadza k substitucii
aminokyseliny argininu v pozicii 506 na glutamin, ¢o sp6sobuje Strukturalnu zmenu
vysledného proteinu. V doésledku toho je faktor V rezistentny k inaktivacii APC
(Dahlback a Hildenbrand, 1994). Dochadza k pomalSej degradacii Va a Vllla.

Rezistencia proti APC je povazovana za jednu z najbeznejSich genetickych
poruch. Faktor V Leiden sa vyskytuje u 10 — 50 % pacientov s prvou prekonanou

tromboembolickou udalostou (Franco et Reitsma, 2001).

Homozygoti v rs6025 (A;A) mdzu niest riziko vzniku Zilovej trombdzy az
osemdesiatkrat vysSie v porovnani s jedincami bezného genotypu v rs6025 (G,G)
(Rosendaal et al., 1995). V Studiach LETS a MEGA-1 je uvadzané OR pre faktor
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V Leiden 7,19 (95% Cl 4,05 — 12,77) a 4,10 (95% Cl 3,23 — 5721)
(Bezemer et al., 2008). Atributivne riziko Zilovej trombdzy populacie bolo pre rs6025

stanovené na 10% (Sode et al., 2013).
3.2.2.5 SNP lokalizovany v géne F2 (rs1799963)

Gén F2 lokalizovany na chromozéme 11 koduje koagulacny faktor I
(protrombin), ktory v prvom kroku koagulacnej kaskady odsStepuje lahky N — terminalny

refazec a meni sa na aktivovanu formu — trombin.

SNP oznacovany identifikacnym €islom rs1799963 bol prvykrat popisany v roku
1996, kedy bolo zistené, Zze zmena z G na A v pozicii 20210 v 3" neprekladanom useku
v géne pre protrombin spésobuje vysSiu hladinu protrombinu v krvi, ¢im predurcuje
heterozygotnych jedincov v tomto znaku k zvySenému riziku vzniku Zilovej trombdzy,

a to priblizne dva az Styrikrat (Poort et al., 1996).

Tato jednonukleotidova zmena v géne pre protrombin zvySuje hladinu
protrombinu v krvi u heterozygotnych i homozygotnych jedincov v tomto znaku
(Ridker et al., 1999) a vyskytuje sa priblizne v 2 % populacie (Rosendaal et al., 1998).
Relativne riziko u homozygotnych jedincov v tomto znaku oproti heterozygotom je
vySSie, ale pritomnost tohto genotypu v populacii je zriedkavejSia. Pri jedincoch
heterozygotnych v tomto SNP bolo prisudené hazard ratio (HR) 1,5 (95% CI 1,2 — 1,9)
a ll (95% CI 2,8 — 44,0) pre homozygotnych jedincov s dvomi rizikovymi alelami
(Sode et al., 2013). Atributivne riziko zilovej trombdzy populacie bolo pre rs1799963

stanovené na 1 % (Sode et al., 2013).
3.2.2.6 SNP lokalizovany v géne GP6 (rs1613662)

Gén GP6 (glykoprotein 6) je v [ludskom gendéme lokalizovany na
chromozéme 19. Tento gén kéduje membranovy glykoprotein krvnych dosticiek, ktory
je receptorom pre kolagén a pini dolezitu funkciu pri kolagénom indukovanej agregacii

trombocytov a vytvarani trombu.

SNP oznacovany identifikanym Cdislo rs1613662 je spajany so zilovou
trombdzou ako jej rizikovy faktor (El-Galaly et al., 2013), kde sa A meni za G.

Mechanizmus vzniku Zilovej trombdzy, ktory podmienuje zmena serinu v pozicii

219 na prolin, spésobovana pritomnostou vzacnej alely v kolagénovom receptore
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GP6, je neznama. Predpoklada sa, ze pritomnost’ vzacnej alely redukuje kolagénom

indukovanu aktivitu krvnych dostiCiek (Snoep et al., 2010).

Tento polymorfizmus vykazuje trend smerom k vys$Siemu riziku vzniku Zilovej
trombodzy v zavislosti na pocte riskantnej alely v danom genotype. V Studiach vSak
neboli dosiahnuté Statisticky vyznamné hodnoty (El-Galaly et al., 2013). V Studiach
LETS a MEGA-1 vykazovali nizku asociaciu so vznikom Zilovej trombézy OR bolo
stanovené na 2,98 (95% Cl 1,43 - 6,200 a 2,89 (95% CI 1,94 — 4,29)
(Bezemer et al., 2008).

3.2.2.7 SNPs lokalizované v géne F11 (rs2036914 a rs2289252)

Génom F11 lokalizovanym na chromozdme 4 je kddovany protein koagulacnej
kaskady zvany koagulacny faktor XI. Tento protein je pritomny v krvnej plazme vo
forme zymogénu, teda neaktivheho enzymového prekurzoru, ktory sa v plazme
nachadza vo forme homodiméru spojeného disulfidickymi vazbami. PoCas aktivacie
tohto koagulacného faktoru su peptidické vazby rozruSené faktorom Xl v kazdom
z dvoch retazcov, ¢oho vysledkom je aktivovany faktor Xla, Cize serinova proteaza
pozostavajuca z dvoch tazkych a dvoch fahkych retazcov, spojenych disulfidickou
vazbou. Tato aktivovana forma potom spusta vnutornu cestu koagulacnej kaskady

aktivovanim faktoru IX.

Bolo zistené, ze SNP v tomto géne oznacovany identifikaénym dcislom
rs2289252, kde dochadza k zamene cytozinu (C) za tymin (T), je vyznamne

asociovany so vznikom Zilovej trombdzy (Bezemer et al., 2008).

OR rs2289252 ako rizikovy faktor VTE bolo stanovené na 1,31
(95% CI 1,20 — 1,43) (Li et al., 2009).

Druhym vyznamnym SNP spajanym s rizikom vzniku zilovej trombozy je
rs2036914, u ktorého dochadza k zamene tyminu za cytozin. SNP rs2036914 vykazuje
v testoch nizSie OR vzniku Zilovej trombozy, OR 2= 1,22 (95% CI1,04 — 1,44) ako
rs2289252, no takisto je asociovany s rizikom vzniku zilovej trombdzy (Li et al., 2009).

Pri testovani haplotypu, ktory obsahuje rizikové alely rs2289252 i rs2036914
nebola preukazana asociacia so vznikom zilovej trombdzy (Li et al., 2009).

Rizikoveé alely rs2289252 a rs2036914 koreluju s vySSou hladinou koagulaéného
faktoru F11 v krvnej plazme (Li et al., 2009).
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3.2.2.8 SNP lokalizovany v géne FGG (rs2066865)

Fibrinogén je protein koagulaCnej kaskady a prekurzor koncového komponentu
hemostatického systému fibrinu. Fibrinogén je plazmaticky glykoprotein, ktory sa
sklada z troch rozdielnych polypeptidovych retazcov (a,B,y), ktoré su kddované tromi
réznymi génmi FGA (fibrinogén alfa), FGB (fibrinogén beta) a FGG (fibrinogén
gamma). Konverzia fibrinogénu na fibrin indukovana trombinom je nepostradatelnou

v hemostaze pri stabilizacii trombu.

Gén FGG je lokalizovany na chromozome 4. V pozicii 10034 dochadza
k zamene C za T, tento SNP nesie identifikacné Cislo rs2066865 a je spajany so
zvySenym rizikom vzniku zZilovej trombdzy (de Haan et al., 2014; de Willige et al., 2005;
Grlinbacher et al., 2007).

Genetické varianty fibrinogénu mézu ovplyvriovat riziko Zilovej trombdzy. Je
mozné, Ze ovplyvnuju hladinu fibrinogénu v plazme, vytvaranie fibrinovej siete alebo

citlivost' zrazeniny na fibrinovu siet’ (de Willige et al., 2005).

OR vzniku zilovej trombdzy u homozygotov nesucich dve alely T bolo stanovené
na 1,84 (95% CI 1,14 — 2,98) (Griinbacher et al., 2007).

OR vzniku ZzZilovej trombdzy pri pritomnosti jednej T alely v genotype bolo
stanovené na 1,33 (95% CI 1,09 — 1,63), a to i nezavisle na veku, pohlavi a pritomnosti
Leideneskej mutacie alebo pritomnosti SNP G20210A v protrombine
(Grinbacher et al., 2007).

3.2.2.9 SNP lokalizovany v géne ABO (rs8176719)

Gén ABO lezi na chromozéme 9. Krvna skupina je determinovana v zavislosti
na pritomnosti konkrétnej alely tohto génu. Pri jedincoch s krvnou skupinu 0 dochadza
v oboch alelach k delécii guaninu v pozicii 258 v blizkosti N — konca vysledného
proteinu. Nasledkom tejto delécii dochadza k translacii iného proteinu ako v pripade
jedincov s krvnou skupinou A, B alebo AB (pritomnost minimalne jednej alely bez
delécie G), u ktorych sa exprimuje enzym glykosyltransferaza. Tento enzym konvertuje
antigén H na antigén A alebo B (Yamamoto et al., 1990). Tento SNP sa oznacuje

identifikacnym Cislom rs8176719.

Jedinci s krvnou skupinou A, B alebo AB maju CastejSie diagnostikovanu VTE
oproti jedincom s krvnou skupinou 0 (Dentali et al., 2012). HR vzniku VTE bolo

21



stanovena na 1,4 (95% CI 1,3 — 1,5) pri jedincoch krvnej skupiny A, B alebo AB ku
jedincom krvnej skupiny 0 (Sode et al., 2013). Atributivne riziko zZilovej trombdzy

populacie bolo pre rs8176719 stanovenené na 20 % (Sode et al., 2013).

Asociacia zilovej trombozy s ABO systémom krvnych skupin mébze byt
vysvetlena zvySenou hladinou von Willebrandovho faktora a/alebo faktora VIII v krvi
jedincov s krvnou skupinou A,B alebo AB, ktora spdsobuje zvySené riziko vzniku zilovej
trombozy (Koster et al., 1995; Nossent et al., 2006).

Posledné Studie vSak ukazuju, ze antigény systému ABO mdézu uplatiiovat
zvySenie rizika vzniku zilovej trombdzy aj inym spésobom (Barbalic et al., 2010;
Paterson et al., 2009).

3.3 Technolégia MassArray®

Technolégia MassArray® je komeréne dostupna platforma spoloénosti
Sequenom, Inc. Jedna sa o univerzalnu metdédu uréenu na detekciu inzercii, delécii,
substitucii a inych polymorfizmov v §tudovanej vzorke DNA. Technoldgia MassArray®
je zalozena na lokus — Specifickej PCR (polymerazovej retazovej reakcii) nasledovanej
reakciou, pri ktorej dochadza k prediZzeniu oligonukleotidového primeru o jeden
Specificky dideoxynukleotidtrifosfatovy (ddNTP) terminator, ktory nasada priamo do
miesta zaujmu genotypizacie. Pouzitim hmotnostnej spektrometrie je determinovana
molekulova hmotnost (dalton) prediZzeného primeru, ktora udava informaciu o variante

alely v mieste polymorfizmu (Gabriel et al., 2009; Jurinke et al., 2002).

Genotypizacia technologiou MassArray® zahfiia izolaciu a kvantifikaciu DNA,
amplifikaciu DNA, pripravu produktov iPLEX® Gold reakcie, prenos produktov iPLEX®
Gold reakcie na SpectroCHIP®, analyzu iPLEX® Gold produktov hmotnostnou
spektrometriou a nasledné spracovanie ziskanych dat. Technoldgia je urCena na
multiplexnu analyzu, je teda mozné analyzovat' viacero SNPs z jednej vzorky DNA
(Gabriel et al., 2009).

3.3.1 lzolacia a kvantifikacia DNA

Izolacia genomickej DNA mdze byt prevadzana akoukolvek metddou, nie je
nutné pouZitie komercénych kitov. Vyizolovana DNA by mala mat nizku koncentraciu
proteinov, ¢o odpoveda pomeru absorbancii Azeo/Az2s0 v rozmedzi 1,7 — 2,0 pri UV

spektrofotmetrickom stanoveni Cistoty DNA (Gabriel et al., 2009). Minimalna
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koncentracia vyizolovanej DNA na prevedenie analyzy technoldgiou MassArray® musi
byt 5ng/ul (Oeth et al., 2005)

3.3.2 Priprava iPLEX® Gold produktov
3.3.2.1 PCR amplifikacia

Amplifikacia Specifickych uUsekov, ktoré maju byt analyzované pouzitim
technologie MassArray® sa prevadza pomocou polymerazovej retazovej reakcie.
Hlavnym cielom optimalnej multiplexnej PCR amplifikacie je zaroven v jednej
skumavke naamplifikovat viacero individualnych lokusov DNA za minimalneho vzniku
neSpecifickych produktov. Purifikované produkty tejto PCR amplifikacie su nasledne

pouzité pri extenznej reakcii (Gabriel et al., 2009).

Primery pre tuto PCR amplifikaciu mézu byt navrhnuté Sequenom’s Assay
Design Software, ale taktieZ inym programom uréenym na navrhovanie primerov.
Typickym znakom primerov pre technologiu MassArray® je sekvencia
5°- ACGTTGGATG - 3’ pripojena na 5" konci kazdého primeru. Amplikony pouZzivane
na iPLEX® Gold reakciu su zvy¢ajne dlhé 80 — 120 bp (Beaulieu et Hong, 2003;
Sexton et al., 2010).

3.3.2.2 SAP reakcia

Inaktivacia nezaclenenych deoxynukleotidtrifosfatov (dNTP) sa prevadza
prostrednictvom enzymu schrimp alkaline phosphatase (odtial nazov SAP), ktory patri
do enzymatickej triedy hydrolaz. Tento enzym odstranuje fosfatovu skupinu na 5” konci
nezaClenenych dNTPs z PCR amplifikacie. Z dNTPs sa Strukturne stavaju
deoxynukleotiddifosfaty (dNDPs), ¢€o ich uclini neaktivhe pre dalSie reakcie
(Gabriel et al., 2009; Oeth et al., 2005).

3.3.2.3 Extenzna reakcia (iPLEX® Gold reakcia)

V tejto reakcii je k PCR produktom po SAP reakcii pridana reakéna zmes
iPLEX® Gold reakcie pozostavajica z pufru, enzymu, extenznych primerov
a terminacnych nukleotidov. Terminaéné nukleotidy tejto reakcie su
dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTPs). Extenzné primery sa v tomto kroku predizZia
o0 jeden terminacny nukleotid, ¢im sa vytvoria alelicky Specifické terminacné produkty
IPLEX® Gold reakcie (pozri obrazok 4). Pri analyze jednonukleotidovych
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polymorfizmov (SNPs) miesto dosadnutie ddNTP odpoveda lokalizacii sledovaného
SNP (Gabriel et al., 2009; Jurinke et al., 2002).

forward PCR primer

—— [C/G] B
5 3
G/C
PCR 3 [6/C] 5
amplifikacia —
reverse PCR primer
[C/G]
PCR produkt [G/C]
SAP reakcia
iPLEX® reakcia Extenzny primer Terminaény nukleotid v SNP mieste
)
Extenzny primer — Terminaény nukleotid v SNP mieste
C
Prenos na SpectroCHIP® E— MALDI — TOF MS

Obr.4 Znazornenie jednotlivych krokov genotypizacie pouzitim technolégie
MassArray® (Upravené podla z Oeth et al., 2005)

3.3.3 Odstranenie soli z iPLEX® Gold produktov

Na optimalizaciu MALDI-TOF MS analyzy iPLEX® Gold produktov sa pouziva
Cistiaci resin, ktory odstrafiuje soli, napr. sodné, draselné a horeCnaté kationy.
Pritomnost’ tychto soli vo vzorke, by mohla spésobit vysoké pozadie pri analyze
iPLEX® Gold produktov hmotnostnou spektrometriou (Gabriel et al., 2009;
Oeth et al., 2005).
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3.3.4 Prenos produktov extenznej reakcie na SpectroCHIP®

Pristroj pouzivajlci sa na prenos vzoriek, MassArray® Nanodispenser, prenasa
velkou rychlostou malé objemy vzoriek (~25nl) z mikrotitracnej dosti¢ky a aplikuje ich
na existujuce body na povrchovo upravenych silikatovych cipoch s nanesenou
matricou (Gabriel et al., 2009).

3.3.5 MALDI-TOF MS analyza produktov iPLEX® Gold reakcie MassArray®

Analyzerom

Matrix assisted laser deorption/ionization (MALDI) time — of — fly (TOF) mass
spectrometry (MS) je metdéda hmotnostnej spektrometrie aplikovatelna nielen na malé
molekuly, ale i na velké biomakromolekuly o hmotnosti aj niekolko stotisic daltonov
(Karas et Hillenkamp, 1988). Prave tato metdda bola pouZita v tejto bakalarskej praci

na analyzu iPLEX® Gold produktov.

Zakladnym principom hmotnostnej spektrometrie je produkovat, separovat
a detekovat iony v plynnej faze. Vzorka je v Cipe vnorena v krystalickej Strukture malej
organickej molekuly, v tzv. matrici (Jurinke et al.,, 2002). Matrica je latka,
prostrednictvom ktorej sa ionizaéna energia laseru prenasa na molekuly vzorky, ¢im

zabranuje Stiepeniu molekul vzorky v doésledku oZiarenia laserom (Gabriel et al., 2009).

Zmes matrice a vzorky v kazdej pozicii na Cipe je oziarena nanosekundovym
laserovym lu€om. Matrica sa v désledku absorbovanej svetelnej energie laseru rozlozi
a ionizuje molekuly vzorky, prenasa na nich protén (napr. H*). 16ny vzorky su potom
extrahované elektrickym polom a nasledne pohanané elektricky nenabitym priestorom
trubice pristroja az ku detektoru. Na zaklade pomeru molekulovej hmotnosti k naboju
su Castice detekované a nasledne analyzované. Detekcia i6nov je v pripade TOF — MS
zalozena na dobe letu jednotlivych idbnov, pricom vacsie Castice letia trubicou dlhSie

nez mensSie (Jurinke et al., 2002).
3.3.6 Ziskavanie a analyza dat

Na spracovavanie a vyhodnotenie dat po MALDI-TOF analyze sa pouziva Typer
Analyzer Software. Vysledky su spracovavané v realnom ¢ase a su tak dostupné ihned
po detekcii. Softvér umozniuje grafické aj tabulkové zobrazenie vSetkych vysledkov
multiplexnych reakcii a poskytuje tiez pouzivatefovi moznost’ manualneho upravenia

vysledkov, teda vlastnej interpretacie vysledkov (Gabriel et al., 2009). Na obrazkoch 5
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a 6 su zobrazené mozné grafické spracovania vysledkov genotypizacie SNP
prostrednictvom metody MassArray® Typer Analyzer Softwarom.
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Obr. 5 Spektrum C a T terminaénych extenznych produktov iPLEX® Gold reakcie
(Typer Analyzer Software)
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Obr. 6 Vysledky genotypizacie SNPs technoldgiou MassArray® v podobe bodového
diagramu
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4 Material a metédy
4.1 Biologicky material

Na izolaciu DNA v experimentalnej Casti tejto prace bola pouZzita plna nezrazliva

ludska krv (Homo sapiens sapiens) odobrata do skumaviek s K3-EDTA.
Ako pozitivna kontrola bola pri genotypizacii pouzita referenéna DNA.
4.2 Mikroizolacia DNA z plnej nezrazlivej F'udskej krvi

Na mikroizolaciu DNA z plnej nezrazlivej ludskej krvi bola pouzita Arrow
BUGS’n BEADS™ metdda s pouzitim pristroja NorDiag Arrow. Vyizolovana DNA bola

skladovana v mraznicke pri - 20 °C v sterilnych Srubovacich 1,5ml mikroskumavkach.

Proti zabraneniu kontaminacie sa pri izolacii DNA sa pracovalo na vopred
vydezinfikovanej pracovnej ploche, ktora je urCena prave na izolaciu DNA z plnej
nezrazlivej ludskej krvi. Pracovalo sa v ochrannych latexovych rukaviciach
a ochrannom plasti. Po kazdej praci bola pracovna plocha a pouzivané pipety

dokladne dezinfikované a oCistené Specialnymi roztokmi na odstranenie DNA.

1. Zapnut pristroj NorDiag Arrow a zvolit protokol, podla ktorého ma pristroj
postupovat. Volba protokolu zavisi na tom, aky ma byt vysledny objem roztoku
DNA.

2. Krv opatrne premiesat obratenim skumavky s K3 — EDTA.

3. Napipetovat 500 ul krvi do prazdnej sterilnej riadne oznacenej

1,5ml mikroskumavky s odstrihnutym vieCkom.

4. Nasledne, podfa poctu vzoriek umiestnit jednorazové plastové pipety

s pumpickami do prislusnych pozicii na pohyblivom ramene pristroja.

5. Potom umiestnit’ do prislusnych drah pristroja patrony s reagenciami, ktorych

hlinikova fdlia je perforovana kovovou poméckou na to uréenou.

6. Do rady otvorov vedla patrén s reagenciami umiestnit 1,5ml mikroskumavky

s plnou nezrazlivou ludskou krvou.

7. Do prvej rady otvorov na mikroskumavky smerom od uzivatela umiestnit

oznacené prazdne sterilné 1,5ml mikroskumavky s odstrihnutym vieCkom.
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8. Pristroj uzavriet' a spustit mikroizolaciu DNA prisluSnymi povelmi na dotykovej
obrazovke.

9. Po dokonceni mikroizolacie prepipetovat roztok obsahujuci DNA do sterilnej
1,5ml mikroskumavky so Srubovacim vieCkom. Sterilnu 1,5ml mikroskumavku
s roztokom DNA patriCne uskladnit' a patrény, jednorazové pipety a vzorkové

mikroskumavky odstranit’.

10.Po ukon€eni prace pristroj podrobit UV dekontaminacii a kovovu pracovnu

dosku o€istit 70% etanolom.
11.Nakoniec pristroj vypnut.
4.2.1 Meranie koncentracie a Cistoty DNA

Koncentracia a Cistota vyizolovanej DNA bola merana pomocou
spektrofotometru  NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer. Koncentracia DNA sa
pohybovala v rozmedzi 20 — 60 ng/pl. Odporucana Cistota DNA pre analyzu
technologiou MassArray® bola v rozmedzi 1,7 — 2,0 pri pomere absorbancii vinovych
dizok 260 nm a 280 nm (Azs0/A2s0 = 1,7 — 2,0).

Na meranie koncentracie a Cistoty DNA boli pouzité 3 pl roztoku DNA. Ako blank

bol pouzity elu¢ny pufer, v ktorom bola DNA rozpustena.
4.3 Analyza DNA z plnej nezrazlivej Fudskej krvi

Amplifikacia a nasledna analyza DNA bola prevedena metdédou MassArray®
s pouzitim iPLEX® Gold Reagent Kitu na detekciu SNPs nachadzajucich sa

v Studovanej DNA.
4.3.1 Priprava iPLEX® Gold produktov pre genotypizaciu

Priprava iPLEX® Gold produktov v tejto metdde pozostava z troch zakladnych
krokov: amplifikdcia DNA (PCR amplifikacia), neutralizacia nezaclenenych dNTPs
(SAP reakcia) a vytvorenie iPLEX® Gold produktov (extenzna reakcia). Podrobny popis
tychto krokov sa nachadza v kapitole 3.3.

Na PCR amplifikaciu bola pouzitd sada siedmych parov primerov, ktorych

suc€astou boli aj primery na amplifikaciu oblasti DNA obsahujucej mnou Studované
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SNPs v génoch GP6, F11 a FGG. Primery boli navrhnuté pomocou programu Assay

Design Suite (Sequenom).

Pre primery pouZivané pri genotypizacii metdodou MassArray® je
charakteristicka sekvencia 10 nukleotidov (5-ACGTTGGATG-3") pripojena na 5” konci

tychto primerov. Nukleotidové sekvencie jednotlivych primerov su uvedené v tabulke 1.

Na extenznu reakciu bola pouZita sada siedmych extenznych primerov, ktorych
sucCastou boli aj extenzné primery pre detekciu mnou Studovanych SNPs v génoch
GP6, F11 a FGG. Nukleotidové sekvencie jednotlivych primerov su uvedené
v tabulke 2.

Primer mixy na PCR amplifikaciu a extenznu reakciu boli pripravené zmieSanim
PCR grade vody a zasobnych primerov o koncentracii 100 pmol/ul (PCR amplifikacia)

a 400 pmol/ul (extenzna reakcia).

Aby sa zabranilo kontaminacii pri priprave reakénych zmesi jednotlivych reakcii,
bol pouzity laminarny box umiestneny v Specialnej miestnosti ur€enej len na tieto ucely.
Pracovalo sa v ochrannych latexovych rukaviciach a ochrannom plasti. Boli pouzité
SpiCky s filtrom, s polymerazou sa pracovalo rychlo a vzdy bola umiestnena

v chladiacom stojane.
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Tab. 1 Specifikacia parov primerov PCR amplifikacie

p"rliérrfg:,u Sekvencia primeru
1613662 —-F ACGTTGGATGATGGACCCTGCAGAACCTAC
1613662 - R  ACGTTGGATGATTTCCCAGGAACCTCTGTG
2036914 - F ACGTTGGATGAAAAGCAGAAGGCTCGTTCC
2036914 - R ACGTTGGATGGAGTGCTTTGAGGGTAATTG
2289252 —-F ACGTTGGATGGCAGGATCAAAGTGAGTTGG
2289252 - R  ACGTTGGATGCCTCAGGTTCAGCACGATAT
2066865 —F ACGTTGGATGGACCCCATGTTGAAAACTCC
2066865 — R ACGTTGGATGAGTGGTGGTTTTTAATGGTC
4149056 - F ACGTTGGATGAATCTGGGTCATACATGTGG
4149056 - R ACGTTGGATGTATGGGAGTCTCCCCTATTC
8176719 -F ACGTTGGATGTGTGCAGTAGGAAGGATGTC
8176719 -R  ACGTTGGATGCGTTGAGGATGTCGATGTTG
1045642 - F ACGTTGGATGACTGCAGCATTGCTGAGAAC
1045642 - R ACGTTGGATGAAGGCATGTATGTTGGCCTC

Pozn. Cislo v nazve primerov odpoveda rs &islu $tudovanych SNPs. F oznaéuje forward
primer, R oznaCuje reverse primer. Primery pouzivané na amplifikaciu oblasti DNA mnou
Studovanych SNPs v génoch GP6, F11 a FGG su podfarbené Sedou farbou.

Tab. 2 Specifikacia primerov extenznej reakcie

Nazov primeu Sekvencia primeru

1613662 ACCTACCTGCTACCG
2036914 GGTAATTGAATCATTTCAAGG
2289252 AGGCTTGTCTCTCTCT
2066865 TGGTTTTTAATGGTCAATAAAG
4149056 AAGCATATTACCCATGAAC
8176719 GGATGTCCTCGTGGT
1045642 CTCCTTTGCTGCCCTCAC

Pozn. Cislo v nazve primerov odpoveda rs &islu $tudovanych SNPs. Extenzné primery
pouzivané na amplifikaciu oblasti DNA mnou Studovanych SNPs v génoch GP6, F11 a FGG su
podfarbené Sedou farbou.
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4.3.1.1 PCR amplifikacia

1.

Spustit laminarny box, vydistit pracovné plochy dezinfekénym roztokom

a pripravit potrebné Spicky a stojany.

Z mrazni¢ky vybrat potrebné komponenty — PCR grade vodu, pufer, roztok
MgClz2, mix nukleotidov, mix primerov a polymerazu. VSetky komponenty nechat

rozmrazit' v laminarnom boxe a polymerazu umiestnit do chladiaceho stojana.
Z chladni¢ky vybrat’ vzorky vyizolovanej DNA a PCR grade vodu.

Podfa vopred pripravenej schémy nariedit DNA PCR grade vodou do sterilnych
1,5ml mikroskumaviek na vyslednu koncentraciu 10 ng/ul do celkového objemu
20 pl.

Pred pipetovanim DNA mikroskumavku premieSat preklepanim prstom po

stene mikroskumavky a nasledne kratko centrifugovat na minicentrifuge.

Mikroskumavky s nariedenou DNA kratko pretrepat na trepacke a centrifugovat’

na minicentrifuge.

Nasledne v laminarnom boxe do oznacenej 1,5ml mikroskumavky pripravit PCR
reakénu zmes. Pred pipetovanim vSetky zlozky PCR reak&nej zmesi jemne
palcom preklepat, aby sa premieSali a kratko centrifugovat’ na minicentrifuge.
Komponenty pipetovat v poradi PCR grade voda, pufer, roztok MgCl2, mix
nukleotidov, mix primerov a nakoniec polymeraza. Presné zloZenie reakénej

zmesi je uvedené v tabulke 3.

Po napipetovani vSetkych komponentov reakénej zmesi kratko a pri malych

otackach pretrepat’ a nasledne kratko centrifugovat na minicentrifuge.

Potom do prislusnych jamiek riadne oznacCenej 96-jamkovej mikrotitracnej

dosti¢ky napipetovat 4 ul PCR reakénej zmesi.

10.Pre vytvorenie negativnej kontroly napipetovat’ do prislusnej jamky 1 pyl PCR

grade vody.

11.Nésledne do zvySnych jamiek s PCR reakénou zmesou pipetovat podla

predurCenej schémy 1 ul urcitej nariedenej vzorky DNA. Do jednej jamky pouZzit

referenéni DNA ako pozitivnhu kontrolu.
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12.Po dokonCeni pipetovania prekryt 96-jamkovu mikrotitracnu dosticku

priehladnou féliou.
13.96-jamkovu mikrotitraénu dosticku centrifugovat’ 1 minutu pri 2750 rpm .

14.96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku umiestnit do termocykléru a spustit’ prislusny
program na PCR amplifikaciu. Teplotny a €asovy profil tohto programu je

uvedeny v tabulke 4.

15.VSetky PCR komponenty ulozit spat do mrazni¢ky a pracovné plochy
vydezinfikovat. Na pracovné prostredie laminarneho boxu nechat 30 minut
posobit UV Ziarenie.

16.Po prebehnuti reakcie mikrotitraCnu dostiCku vybrat z termocykléru

a centrifugovat’ pri 2750 rpm po dobu 1 minaty.

17.96-jamkovu mikrotitra¢nu dosti¢ku je mozné skladovat v chladnicke (ak analyza
prebieha pocas nasledujuceho dna) alebo v mrazni¢ke (ak analyza prebieha

neskdr ako do nasledujuceho dria). Mozné je i ihned pokracovat v SAP reakcii.

Tab.3 ZloZenie PCR reakénej zmesi

mnozstvo
potrebné na
1 reakciu [pl]

PCR grade water 2,4
Buffer 10 x 0,5
MgCl2 25 mmoll/l 0,4
dNTPmix 25mmol/l 0,2
Primer mix 1 ymol/l 0,5
HotStarTaq 5 U/pl 0,1
DNA 10 ng/pl 1
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Tab. 4 Teplotny a ¢asovy profil PCR amplifikacie

1x 94°C Predenaturation 2 min
94°C Denaturation 30s
A;(A' 56°C Annealing 30s
72°C Elongation 1 min
1x 72°C Final extension 5 min
1x 4°C Final hold forever

4.3.1.2 SAP reakcia

Na vydezinfikovanu plochu uréenu na prevadzanie tejto reakcie vybrat

z mraznic¢ky PCR grade vodu, SAP pufer a SAP enzym. PCR grade vodu a SAP pufer

umiestnit’ do stojanu na mikroskumavky. SAP enzym uchovavat v chladiacom stojane.

1.

SAP reakénu zmes pripravit do oznacCenej sterilnej 1,5ml mikroskumavky
zmieSanim komponentov v nasledovnom poradi: PCR voda, pufer, enzym.

Presné zloZenie SAP reakénej zmesi je uvedené v tabulke 5.

Nasledne pripravenu reakénu zmes kratko pretrepat na trepacCke

a centrifugovat' na minicentrifuge.

Po centrifugovani a odlepeni priehfadnej fdlie pridat do kazdej
jamky 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky s PCR produktom 2 pl SAP reakéne;j

Zmesi.

Potom 96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku znova prelepit novou priehladnou

féliou a centrifugovat 1 minatu pri 2750 rpm.

Po centrifugacii umiestnit 96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku do termocykléru
a spustit’ prislusny program pre SAP reakciu. Teplotny a ¢asovy profil tohto

programu je uvedeny v tabulke 6.
VSetky komponenty ulozit spat do mrazni¢ky a pracovnu plochu vydezinfikovat.

Po prebehnuti reakcie 96-jamkovu mikrotitraénu dosti¢ku vybrat' z termocykléru

a centrifugovat ju pri 2750 rpm po dobu 1 minuty.

96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku je mozné skladovat v chladni¢ke (ak analyza

prebieha pocas nasledujuceho dna) alebo v mrazniCke (ak analyza prebieha
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neskér ako do nasledujuceho dfa). Je vSak mozné ihned pokraCovat

v extenznej reakcii.

Tab.5 Zlozenie SAP reakcnej zmesi

mnozstvo potrebné na 1 reakciu [pl]

PCR grade water 1,53
SAP buffer 10x 0,17
SAP enzyme 1,7 U/ul 0,3

Tab. 6 Teplotny a Casovy profil SAP reakcie

1x 37 °C Incubation 40 min
1x 85 °C Incubation 5 min
1x 4°C Final hold forever

4.3.1.3 Extenzna reakcia (iPLEX® reakcia)

Pomocou tejto reakcie dochadza k vytvoreniu vyslednych iPLEX® Gold

produktov za pouzitia extenznych primerov a terminacnych nukleotidov.

1.

Na vydezinfikovanu pracovnu plochu vybrat z mraznicky PCR grade vodu,
pufer, mix terminaénych nukleotidov, mix extenznych primerov a ulozit’ ich do

stojanu. Polymerazu ulozit do chladiaceho stojanu.

Do oznacenej sterilnej 1,5ml mikroskimavky pripravit iPLEX® reakénu zmes.
Pred pipetovanim vSetky zlozky iPLEX® reakénej zmesi jemne palcom
preklepat, aby sa premiesali. Komponenty pipetovat v poradi PCR grade voda,
pufer, roztok MgClz, mix terminacnych nukleotidov, mix extenznych primerov

a polymerazu. ZloZenie iPLEX® reakénej zmesi je uvedené v tabulke 7.
Pripravent iPLEX® reaként zmes kratko pretrepat na trepacke a centrifugovat.

Nasledne do 96-jamkovej mikrotitracnej dostiCky po SAP reakcii pridat 2 pl
IPLEX® reakcénej zmesi, 96-jamkovi mikrotitracnl dostiCku prekryt novou

priehladnou féliou a centrifugovat pri 2750 rpm po dobu 1 minaty.

Po centrifugacii umiestnit’ 96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku do termocykléru
a spustit’ prislusny program pre extenznu reakciu. Teplotny a ¢asovy profil tohto

programu je uvedeny v tabulke 8.
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6. VSetky komponenty vratit spat' do mraznicky a pracovnu plochu vydezinfikovat'.

7. Po dokonceni programu centrifugovat 96-jamkovu mikrotitranu dostiCku pri
2750 rpm po dobu 1 minuty a nasledne ulozit do chladni¢ky, mrazni¢ky alebo

pokracovat dalSim krokom.

Tab. 7 ZloZenie iPLEX® reakénej zmesi pre extenznu reakciu

mnozstvo potrebné na 1 reakciu

[ul]

PCR grade water 0,739
iPLEX® buffer Plus 10x 0,2
iPLEX® -Termination mix 0,5 x 0,1
Primer mix 0,94

iPLEX® enzyme 0,021

Tab. 8 Teplotny a Casovy profil extenznej reakcie

1x 94°C  Predenaturation 30s
94°C Denaturation 5s
40 x 52°C Annealing 5s
> 80°C Elongation 5s
1x 72°C  Final extension 3 min
1x 4°C Final hold forever

4.4 Odsolovanie produktov iPLEX® Gold reakcie

Tento stabilizacny krok je nevyhnutny pre spravny vysledok hmotnostnej

spektrometrickej analyzy produktov iPLEX® Gold reakcie.

1. 96-jamkovu mikrotitracnu dostiCku s produktami reakcie vybrat z chladnicky
alebo mrazniCky a nechat priblizne 20 minat stat, kym nenadobudne

laboratornu teplotu.
- Produkty musia byt dobre rozmrazené, inak by sa v tejto reakcii neodsolili.

2. Nachystat pracovnu podlozku, vani¢ku na sterilnu deionizovanu vodu, plastovu

lyZicku, resin a 96-jamkovu dosticku na resin so stierkou.
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3. Na vydezinfikovany pracovny stol umiestnit' Cistu plastovu podlozku, na ktore;j

sa bude pracovat.

- Podlozka sa pouziva na to, aby bolo mozné zvysny resin vratit spat’ do

zasobnej nadobky.

4. Plastovou lyzi¢kou naniest primerané mnozstvo resinu na 96-jamkovu dostiCku
pre resin a naplnit jamky adekvatne k tym, v ktorych st iPLEX® Gold produkty

v 96-jamkovej mikrotitracnej dostiCke.
5. Jamky, ktoré nie je potrebné naplnit resinom zalepit novou priehladnou féliou.

6. Plastovou stierkou prejst po celej dizke 96-jamkovej dosticke pre resin asi pod
45° uhlom, aby resin rovhomerne zaplnil potrebné jamky 96-jamkovej dosti¢ky

pre resin.

7. Piesok v jamkach nechat schnut 20 minat pri laboratérnej teplote. Zvysny
piesok vratit z plastovej podlozky spat do nadobky a zvySné pomdcky odlozit

z pracovneého stola.

8. Po rozmrazeni iPLEX® Gold produktov v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke

centrifugovat’ 96-jamkovu mikrotitranu dosti¢ku 1 minutu pri 2750 rpm.

9. Po centrifugovani odstranit z mikrotitracnej dosticky priehladna foliu
a multikanalovou pipetou pridat 41 pl sterilnej deionizovanej vody do kazdej
jamky 96-jamkovej mikrotitracnej dosticky, v ktorej sa nachadza iPLEX® Gold

produkt.

10.Po vysuSeni resinu v 96-jamkovej dostiCke pre resin prilozit 96-jamkovu
mikrotitraénu dostiCku hore dnom adekvatne priestorovej orientacii jamiek
naplnenych resinom. Po oboch stranach dosti¢ky pevne oboma rukami uchytit,
pretocit o 180° a poklepnut o pracovny stdl tak, aby sa piesok s 96-jamkove;j
dostiCky pre resin, ktora je teraz umiestnena navrchu hore dnom dostal do

jamiek s iPLEX® Gold produktom v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke.

11.Potom prelepit 96-jamkovu mikrotitracnu dosti¢ku priehfadnou féliou a nechat
toCit na rotatore po dobu 30 minut pri 5 rpm, aby doslo k dbékladnému

premiesaniu.
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12.Nakoniec vydezinfikovat pracovny stol, poupratovat a poumyvat vSetky

potrebné pomaocky.

13.Po dotoceni 96-jamkovej mikrotitracnej dostiCky na rotatore, centrifugovat

96-jamkovu mikrotitracnu dosticku 5 minut pri 2750 rpm.

4.5 Spotovanie produktov iPLEX® Gold reakcie na SpectroCHIP pomocou

MassArray® Nanodispenseru

V tomto kroku sa prevadzaju iPLEX® Gold produkty z predchadzajlcich reakcii
z 96-jamkovej mikrotitraénej dosticky pristrojom MassArray® Nanodispenser na
komplementarny ~ SpektroCHIP®, ktory bude nasledne pouzity pre analyzu

produktov MALDI-TOF hmotnostnym spektrometrom.

Pred pracou s pristrojom MassArray® Nanodispenser je potrebné previest
30 minutové denné Cistenie ihiel ponorenych do 96% etanolu a nasledne vycistit' ihly
pomocou tridsiatich cyklov kompletného Cistenia v 50% etanole. Po ukonceni tohto

Cistenia je mozné s pristrojom zacat pracovat.

1. Pred zavedenim 96-jamkovej mikrotitracnej dosti¢ky a Cipu do pristroja zaviest

ihly pristroja do zakladnej pozicie.

2. Nasledne pristroj otvorit a umiestnit 96-jamkovu mikrotitraénu dosticku a Cip

do prisluSnej pozicie.

3. Pristroj uzavriet, zadat pokyn pre prenos vzoriek, poziciu vzoriek na
96-jamkovej mikrotitracnej dostiCke a rychlost, akou maju byt vzorky nanasané

na Cip. (Pozn. V tejto praci bola pouzita rychlost nanasania vzoriek 110 mm/s).

4. Potom je mozné previest samotny prenos vzoriek na Cip, pricom je mozné
kontrolovat objem, ktory bol naneseny a v pripade potreby (malé alebo naopak
velké mnoZstvo nanesenej vzorky) upravit' rychlost nanasania vzorky (Pozn.

Idealne je pracovat v rozmedzi objemu od 5 — 15 nl).
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4.6 Analyza vzoriek pomocou MALDI-TOF hmotnostného spektrometru
(MassArray® Analyzer)

Pred samotnou genotypizaciou vzoriek nanesenych na Cip bolo pocitaCovymi
programami pristroja zadané umiestnenie vzoriek v 96-jamkovej mikrotitracnej
dosticke. Nasledne boli zadefinované SNPs, ktoré je potrebné v danej vzorke (pozicii

na Cipe analyzovat.

1. V pocitatovom programe MassArray® Typer 4.0 cez zalozku Plate editor

vytvorit novy pokus.

2. V dalSom kroku v zaloZzke Typer chip programu MassArray® Typer 4.0 sparovat’
Cip (Pozn. Kazdy Cip ma svoje identifikaéné cCislo) s novym pokusom
vytvorenym v predchadzajucom kroku, v ktorom su definované pozicie

jednotlivych vzoriek na 96-jamkovej mikrotitracnej dostiCke.

3. Pomocou pinzety umiestnit’ ip, ktory bude analyzovany do prislusnej pozicie

v MassArray® analyzatore.

4. Pomocou pocitatového programu START RT PROCESSES odstartovat

genotypizaciu vzoriek.

5. Po dokonceni genotypizacie programom Typer 4.0 zalozku TYPER ANALYZER

zobrazit’ vysledky.
4.7 Vyhodnotenie vysledkov genotypizacie

Zo ziskanych dat genotypizacie boli spocitané genotypové a alelové pocetnosti.
Pomocou chi — kvadrat testu bola posudzovana Hardy-Wiebergova rovnovaha

v jednotlivych skupinach pacientov a v celom subore pacientov.

Hardy-Weinbergov zakon (Hardy-Weinbergova rovnovaha) — vyjadruje teoretické

zastupenie alel a genotypov v ramci idealnej populacie.
p+tq=1

p>+ 2pq+q®=1
p — frekencia dominantnej alely

g — frekvencia recesivnej alely
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p? — frekvencia dominantnych homozygotov
2pg — frekvencia heterozygotov

g? — frekvencia recesivnych homozygotov

Genotypova pocetnost’ (genotypova frekvencia) - vyjadruje zastupenie

jednotlivych genotypov vzhfadom na genotypizovany subor jedincov.

fg — genotypova frekvencia
ni — pocCet jedincov daného genotypu

Ncelk. — poCet jedincov v celom genotypizovanom subore

Alelova pocetnost’ (alelova frekvencia) — vyjadruje zastupenie konkrétnej alely

vzhladom na celkovy pocet alel na danom lokuse.

2 xni+n]-

a
2 X Neelk,

fa — frekvencia danej alely
ni — po¢et homozygotnych jedincov pre danu alely
nj — poCet heterozygotnych jedincov pre danu alely

Ncelk. — poCet jedincov v celom genotypizovanom subore

Chi-kvadrat test — Statisticka metdda, ktora sa pouziva na posudenie preukazatelne
vyrazného vztahu medzi dvomi znakmi. V pripade tejto bakalarskej prace medzi
oCakavanymi a pozorovanymi genotypovymi pocetnostami. Genotypové a alelové

pocetnosti su v HW rovnovahe, ak p > 0,05.

¥ (OBS — EXP)?
EXP

Xy =

X2 — chi — kvadrat
OBS - pozorovana (observed) hodnota
EXP — oCakavana (expected) hodnota

N — pocCet stupriov volnosti (N =n —1)
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n — poCet genotypovych tried

Pre ur€enie miery rizikovosti Studovanych SNPs bola vypocitané relativne riziko

(RR) pomocou online kalkulatora MedCalc®.

Kalkulator MedCalc® pre vypocet RR je dostupny na webovej adrese

http://www.medcalc.org/calc/relative risk.php.

Relativne riziko (relative risk) — pomer vyskytu urCitého faktoru v exponovanej
skupine s vyskytom daného faktoru v kontrolnej skupine. RR posudzuje mieru

asociacie. Faktor je povazovany za rizikovy, ak RR > 1, CI (1;«), p > 0,05.

<5}

~
o8]
+
=)

—

RR =

(@]

~
(@}
+
o

<~

1 1

1 1
SE{IH(RR)}=\/5+ c a+b c+d

95% CI = (exp[In(RR) — 1,96 X SE {In(RR)}]; exp[In(RR) + 1,96 X SE {In(RR)}])

RR — relativne riziko

Cl — interval spolahlivosti (confidence interval)

SE - smerodatna chyba (standard error)

a — pocet jedincov s posudzovanym faktorom v exponovanej skupine
b — pocet jedincov bez posudzovaného faktoru v exponovanej skupine
c — pocet jedincov s posudzovanym faktorom v kontrolnej skupine

d — pocet jedincov bez posudzovaného faktoru v kontrolnej skupine

4.8 Zoznam chemikalii

96% etanol (Fagron)
Arrow BUGS’n BEADS™ kit (NorDiag)

Desprej® (Bochemie)

- DNA Remover™ (Minerva Biolabs)

Incidin foam (Ecolab)
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- iPLEX® Gold Reagent Kit (Sequenom®)
- Sterilna deionizovana voda (Brown)

- PCR grade voda (5prime)

4.8.1 Pouzité roztoky

- 50% etanol
520 ml 96% etanolu doplnit 480 ml sterilnej deionizovanej vody
- 70% etanol

- 729 ml 96% etanolu doplnit 271 ml sterilnej deionizovanej vody

4.9 Vybavenie laboratoéria

1,5ml a 2ml sterilné mikroskumavky (Eppendorf)

1,5 ml sterilné Srubovacie mikroskumavky (Axygen)
96-jamkoveé mikrotitracné dosticky

96-jamkova dostiCka pre resin so stierkou (Sequenom)
Centrifuga (Hermle Z300)

Minicentrifuga (Minispin®, Eppendorf)

Chladiaci stojan na mikroskumavky (Eppendorf)
Laminarny box (BIOAIR 1.2 TOPSAFE)

MALDI-TOF hmotnostny spektrometer (Sequenom, MassArray® Analyzer

Sequenom)

MassArray® Nanodispenser (Sequenom)

Mikropipety (Eppendorf Research) rozsah 0,1- 2,5 pl, 2- 20 ul, 20- 200 pl
Multikanalova pipeta (Eppendorf Research) rozsah 30- 300 pl

NorDiag Arrow (NorDiag)

Ochranné latexové rukavice (Sempermed)

Plastova lyZicka
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Plastova vani¢ka na vodu

Priehlfadné félie na 96-jamkové mikrotitracné dosticky (Eppendorf)
Pasteurove pipety

Rotator (Labroller Il, Labnet)

Skumavka s K3-EDTA (Vacuette® 6 ml K3EDTA)
Spektrofotometer NanoDrop 1000 (NanoDrop)

Sterilné Spicky s filtrom (Eppendorf Dualfilter)

Sterilné Spicky (Eppendorf)

Stojany na mikroskumavky

Termocycler (Eppendorf, Mastercycler Vapo.protect)

Trepacka (Labnet)
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5 Vysledky

V experimentalnej Casti bakalarskej prace bola technolégiou MassArray®
prevedena genotypizacia Styroch SNPs lokalizovanych v génoch GP6 (rs1613662),
F11(rs2036914, rs2289252) a FGG(rs2066865). Na genotypizaciu bolo pouzitych 100
vzoriek DNA pacientov Fakultnej nemocnice Olomouc uzivajucich warfarin na lieCbu

alebo prevenciu tromboembolickych udalosti.

Z vysledkov genotypizacie technologiou MassArray® boli spocitané alelové
a genotypové pocetnosti jednotlivych SNPs v prislusnych skupinach pacientov. Na
urCenie miery asociacie vyskytu Studovanych SNPs s rizikom vzniku Zilovej

tromboembdlie (VTE) a Leidenskou mutaciou bolo spocitané relativne riziko (RR).

5.1 Alelové a genotypové frekvencie Studovanych SNPs v jednotlivych

skupinach

Z dat ziskanych genotypizaciou SNPs technoldgiou MassArray® boli spoditané
alelové a genotypové pocetnosti jednotlivych SNPs v troch réznych skupinach

a nasledne v celom subore pacientov.

V prvej skupine bolo 30 pacientov, ktori niesli Leidenski mutaciu (¢ast mala
diagnostikovanu hiboku Zilovu trombozu alebo pfucnu embdliu). V druhej skupine bolo
dalSich 30 pacientov, ktori neniesli Leidensku mutaciu a mali diagnostikovanu hlboku
zilovu trombdzu alebo pfucnu embdliu, vSetci pacienti v tejto skupine prekonali VTE.
Tretia skupina pozostavala z dalSich 40 pacientov, u ktorych bola diagnostikovana len
fibrilacia predsieni. Pacienti v tretej skupine neprekonali VTE a neniesli Leidensku
mutaciu. Tretia skupina pacientov bola v tejto praci povazovana za kontrolnu skupinu.

V tabulke 9 su zobrazené diagndzy a pocet pacientov v jednotlivych skupinach.
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Tab. 9 Diagnozy, pritomnost Leidenskej mutacie a pocet pacientov v jednotlivych
skupinach pacientov

Skupiny pacientov Diaanéza Pritomnost’ Pocet pacientov v
piny p 9 Leidenskej mutacie skupine
Prva skupina HZT, EP ano 30
Druha skupina HZT, EP nie 30
Tretia (kontrolna) Fis nie 40

skupina
Pozn. EP — plucna embodlia, HZT — hiboka Zilova trombdza

5.1.1 Alelové a genotypové frekvencie prvej skupiny pacientov
5.1.1.1 Genotypizacia SNP rs1613662

Frekvencia rizikovej G alely v rs1613662 v prvej skupine pacientov bola
23,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs1613662 v tejto skupine bola
AA = 60,00 %; AG = 33,00 %; GG = 7,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,4112; 95% CI).

5.1.1.2 Genotypizacia SNP rs2036914

Frekvencia rizikove] C alely v rs2036914 v prvej skupine pacientov bola
52,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2036914 v tejto skupine bola
TT = 20,00 %; TC = 57,00 %; CC = 23,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,1585; 95% CI).

5.1.1.3 Genotypizacia SNP rs2289252

Frekvencia rizikovej T alely v rs2289252 v prvej skupine pacientov bola
35,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2289252 v tejto skupine bola
TT = 6,00 %; TC =57,00 %; CC = 37,00 %, ktora nezodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P = 0,0090; 95% CI).

5.1.1.4 Genotypizacia SNP rs2066865

Frekvencia rizikovej T alely v rs2066865 v prvej skupine pacientov bola
21,70 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2066865 v tejto skupine bola
TT = 0,00 %; TC = 43,00 %; CC = 57,00 %, ktora nezodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P = 0,0062; 95% CI).
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Suhrnne su vSetky vySSie uvedené alelove, genotypové frekvencie a jednotlivé

p-hodnoty prvej skupiny pacientov uvedené v tabufke 10.

Tab. 10 Genotypové, alelové pocetnosti a p-hodnoty prisluchajuce SNPs v prvej
skupine pacientov

Alelové

A i 0, -
SNP Genotypové frekvencie v % frekvencie v % p-hodnota
AA AG GG A G
GP6 rs1613662 0,4112
60,00 33,00 7,00 77,00 23,00
TT TC cC T Cc
F11rs2036914 0,1585
20,00 57,00 23,00 48,00 52,00
TT TC cC T C
FGG rs2066865 0,0062
0,00 43,00 57,00 21,70 78,30
TT TC cC T C
F11 rs2289252 0,0090
6,00 57,00 37,00 35,00 65,00

5.1.2 Alelové a genotypové frekvencie druhej skupiny pacientov
5.1.2.1 Genotypizacia SNP rs1613662

Frekvencia rizikovej G alely v rs1613662 v prvej skupine pacientov bola
13,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs1613662 v tejto skupine bola
AA = 73,00 %; AG = 27,00 %; GG = 0,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,1186; 95% ClI).

5.1.2.2 Genotypizacia SNP rs2036914

Frekvencia rizikovej C alely v rs2036914 v prvej skupine pacientov bola
60,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2036914 v tejto skupine bola
TT = 20,00 %; TC = 40,00 %; CC = 40,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,0956; 95% CI).

5.1.2.3 Genotypizacia SNP rs2289252

Frekvencia rizikove] T alely v rs2289252 v prvej skupine pacientov bola
47,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2289252 v tejto skupine bola
TT =27,00 %; TC = 40,00 %; CC = 33,00 %, ktora nezodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P = 0,0487; 95% CI).
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5.1.2.4 Genotypizacia SNP rs2066865

Frekvencia rizikovej T alely v rs2066865 v prvej skupine pacientov bola
32,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2066865 v tejto skupine bola
TT = 0,00 %; TC = 63,00 %; CC = 37,00 %, ktora nezodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P =4 x 10% 95% CI).

Suhrnne su vSetky vySSie uvedené alelove, genotypové frekvencie a jednotlivé

p-hodnoty druhej skupiny pacientov uvedené v tabufke 11.

Tab. 11 Genotypové, alelové pocetnosti a p-hodnoty prislichajuce SNPs v druhej
skupine pacientov

Alelové

SNP Genotypové frekvencie v % frekvencie v % p-hodnota
AA AG GG A G
GP6 rs1613662 0,1186
73,00 27,00 0,00 87,00 13,00
TT TC CcC T C
F11rs2036914 0,0956
20,00 40,00 40,00 40,00 60,00
TT TC CcC T C
FGG rs2066865 4x10°
0,00 63,00 37,00 32,00 68,00
TT TC CcC T C
F11rs2289252 0,0487
27,00 40,00 33,00 47,00 53,00

5.1.3 Alelové a genotypové frekvencie tretej kontrolnej skupiny pacientov
5.1.3.1 Genotypizacia SNP rs1613662

Frekvencia rizikovej G alely v rs1613662 v tretej skupine pacientov bola
14,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs1613662 v tejto skupine bola
AA = 75,00 %; AG = 22,50 %; GG = 2,50 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,6074; 95% ClI).

5.1.3.2 Genotypizacia SNP rs2036914

Frekvencia rizikove] C alely v rs2036914 v tretej skupine pacientov bola
54,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2036914 v tejto skupine bola
TT = 20,00 %; TC = 52,50 %; CC = 27,50 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,5759; 95% CI).
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5.1.3.3 Genotypizacia SNP rs2289252

Frekvencia rizikovej T alely v rs2289252 v tretej skupine pacientov bola
40,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2289252 v tejto skupine bola
TT =12,50 %; TC = 55,00 %; CC = 32,50 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,1447; 95% CI).

5.1.3.4 Genotypizacia SNP rs2066865

Frekvencia rizikovej T alely v rs2066865 v tretej skupine pacientov bola
25,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2066865 v tejto skupine bola
TT = 0,00 %; TC = 50,00 %; CC = 50,00 %, ktora nevykazovala hodnoty
zodpovedajuce Hardy-Wienbergovej rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P = 0,0009; 95%
ClI).

Suhrnne su vSetky vy$Sie uvedené alelové, genotypoveé frekvencie a jednotlivé

p-hodnoty tretej skupiny pacientov uvedené v tabufke 12.

Tab. 12 Genotypové, alelové pocetnosti a p-hodnoty prisluchajuce SNPs v tretej
skupine pacientov

. . Alelové
0 -
SNP Genotypové frekvencie v % frekvencie v % p-hodnota
AA AG GG A G
GP6 rs1613662 0,6074
75,00 22,50 2,50 86,00 14,00
TT TC CC T C
F11rs2036914 0,5759
20,00 52,50 27,50 46,00 54,00
TT TC CC T C
FGG rs2066865 0,0009
0,00 50,00 50,00 25,00 75,00
TT TC CC T C
F11rs2289252 0,1447
12,50 55,00 32,50 40,00 60,00

5.1.4 Alelové a genotypové frekvencie celého suboru pacientov
5.1.4.1 Genotypizacia SNP rs1613662

Frekvencia rizikovej G alely v rs1613662 v prvej skupine pacientov bola
16,50 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs1613662 v tejto skupine bola
AA = 70,00 %; AG = 27,00 %; GG = 3,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,8404; 95% CI).
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5.1.4.2 Genotypizacia SNP rs2036914

Frekvencia rizikove] C alely v rs2036914 v prvej skupine pacientov bola
55,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2036914 v tejto skupine bola
TT = 20,00 %; TC = 50,00 %; CC = 30,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,9195; 95% CI).

5.1.4.3 Genotypizacia SNP rs2289252

Frekvencia rizikovej T alely v rs2289252 v prvej skupine pacientov bola
40,50 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2289252 v tejto skupine bola
TT = 15,00 %; TC = 51,00 %; CC = 34,00 %, ktora zodpoveda Hardy-Wienbergovej
rovnovahe, pretoze P > 0,05 (P = 0,5606; 95% CI).

5.1.4.4 Genotypizacia SNP rs2066865

Frekvencia rizikovej T alely v rs2066865 v prvej skupine pacientov bola
26,00 %. Distribucia jednotlivych genotypov v rs2066865 v tejto skupine bola
TT = 0,00 %; TC = 52,00 %; CC = 48,00 %, ktora nevykazovala hodnoty
zodpovedajuce Hardy-Wienbergovej rovnovahe, pretoze P < 0,05 (P = 0,0004; 95%
ClI).

Suhrnne su vSetky vy$Sie uvedené alelové, genotypové frekvencie a jednotlivé

p-hodnoty celého suboru pacientov uvedené v tabulke 13.

Tab. 13 Genotypové, alelové pocetnosti a p-hodnoty prisluchajuce SNPs v celom
subore pacientov

Alelové

A i 0 -
SNP Genotypové frekvencie v % frekvencie v % p-hodnota
AA AG GG A G
GP6 rs1613662 0,8404
70,00 27,00 3,00 83,50 16,50
TT TC CcC T C
F11rs2036914 0,9195
20,00 50,00 30,00 45,00 55,00
T TC CcC T C
FGG rs2066865 0,0004
0,00 52,00 48,00 26,00 74,00
TT TC cC T C
F11 rs2289252 0,5606
15,00 51,00 34,00 40,50 59,50
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Rozdiely alelovych frekvencii rizikovej alely jednotlivych SNPs v zavislosti na
ich diagnéze resp. nosiCstve Leidenskej mutacie su graficky znazornené

v grafoch 1 — 4.

Graf 1 Frekvencie rizikovej alely rs1613662 v jednotlivych skupinach pacientov

rs1613662
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L+ L- VTE L- FiS

Pozn.: L+ — skupina pacientov s Leidenskou mutéaciou, L- VTE — skupina pacientov s diagnostikovanou
zilovou tromboembdliou a bez Leidenskej mutacie, FiS — skupina pacientov s diagnostikovanou
fibrilaciou predsieni bez Leidenskej mutacie a bez VTE

Graf 2 Frekvencie rizikovej alely rs2036914 v jednotlivych skupinach pacientov

rs2036914
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Pozn.: L+ — skupina pacientov s Leidenskou mutéciou, L- VTE — skupina pacientov s diagnostikovanou
Zilovou tromboemdlia a bez Leidenskej mutacie, FiS — skupina pacientov s diagnostikovanou fibrilaciou
predsieni bez Leidenskej mutacie a bez VTE
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Graf 3 Frekvencie rizikovej alely rs2066865 v jednotlivych skupinach pacientov

rs2066865
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Pozn.: L+ — skupina pacientov s Leidenskou mutaciou, L- VTE — skupina pacientov s diagnostikovanou
Zilovou tromboembdliou a bez Leidenskej mutacie, FiS — skupina pacientov s diagnostikovanou
fibrilaciou predsieni bez Leidenskej mutacie a bez VTE

Graf 4 Frekvencie rizikovej alely rs2289252 v jednotlivych skupinach pacientov

rs2289252
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Pozn.: L+ — skupina pacientov s Leidenskou mutaciou, L- VTE — skupina pacientov s diagnostikovanou
zilovou tromboembdliou a bez Leidenskej mutacie, FiS — skupina pacientov s diagnostikovanou
fibrilaciou predsieni bez Leidenskej mutacie a bez VTE
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5.2 Relativne riziko (relative risk)

Pre zistenie miery rizikovosti Studovanych SNPs posudenych samostatne bolo

spocitané RR (relative risk), teda relativne riziko.

5.2.1 Porovnanie vyskytu SNPs v génoch GP6, F11 a FGG s vyskytom SNP
v géne F5

Pre zistenie asociacie SNPs v génoch GP6 (rs1613662), F11
(rs2036914 a rs2289252) a FGG (rs2066865) s vyskytom SNP v géne F5 (rs6025) boli
porovnavané dve skupiny pacientov za pouzitia RR. Ako exponovana skupina bola
pouzita prva skupina pacientov z predchadzajuceho rozdelenia (pozri kapitolu 5.1).
Pacienti tejto skupiny mali diagnostikovanu Leidensku mutaciu, su teda nosi¢mi
rizikovej alely v rs6025. Skupina obsahovala 30 pacientov. Pacienti kontrolnej skupiny
mali diagnostikovanu fibrilaciu predsieni, nenesu Leidensku mutaciu a neprekonali
Zilovu tromboembdliu. Ako kontrolna skupina bola pouzita tretia skupina pacientov

z predchadzajuceho rozdelenia (kapitola 5.1), ktora obsahovala 40 pacientov.

RR pre nosi¢stvo rizikovej alely G rs1613662 u pacientov s Leidenskou
mutaciou bolo stanovené na 1,60 (95% CI 0,80 — 3,20).

RR pre nosi¢stvo rizikovej alely C rs2036914 u pacientov s Leidenskou
mutaciou bolo stanovené na 1,00 (95% CI1 0,79 — 1,27).

RR pre nosiCstvo rizikovej alely T rs2289252 u pacientov s Leidenskou
mutaciou bolo stanovené na 0,94 (95% CI 0,66 — 1,33).

RR pre nosiCstvo rizikovej alely T rs2066865 u pacientov s Leidenskou
mutaciou bolo stanovené na 0,87 (95% CI 0,52 — 1,45).

V tabulke 14 su zaznamenané pocty nosicov rizikovych alel Studovanych SNPs

v jednotlivych skupinach pacientov a zhrnuté RR Studovanych SNPs.

51



Tab.14 Pocet nosiCov rizikovych alel v jednotlivych skupinach, hodnoty RR, CI
a p-hodnota jednotlivych SNPs pri Studiu asociacie vyskyt SNPs v génoch GP6, F11
a FGG s vyskytom SNP v géne F5

Pocet nosicov rizikovej
alely/poéet pacientov

skupine
Gén SNP RR Cl p-hodnota
Exponovana Kontrolna
skupina skupina

GP6 rs1613662 12/30 10/40 1,60 0,80 - 3,20 0,1837

rs2036914 24/30 32/40 1,00 0,79 -1,27 1,0000
F11

rs2289252 19/30 27/40 0,94 0,66 — 1,33 0,7189
FGG rs2066865 13/30 20/40 0,87 0,52 -1,45 0,5848

Pozn. exponovana skupina — 30 pacientov s Leidenskou mutaciou, kontrolna skupina — 40 pacientov
bez Leidenskej mutacie

5.2.2 Porovnanie vyskytu SNPs v génoch GP6, F11 a FGG u pacientov

s diagnostikovanou VTE a u pacientov bez diagnostikovanej VTE

Pre  zistenie asociacie SNPs v génoch GP6 (rs1613662),
F11 (rs2036914 a rs2289252) a FGG (rs2066865) s vyskytom VTE bolo vypocitané
RR jednotlivych SNPs. Porovnavané boli dve skupiny pacientov. Exponovana skupina
pacientov pozostavala so 40 pacientov s diagnostikovanou VTE. Tato skupina
zahriiovala celu druhu skupinu pacientov a desat’ pacientov z prvej skupiny pacientov,
podla predchadzajuceho delenia (pozri kapitolu 5. 1). VSetci pacienti exponovanej
skupiny mali diagnostikovanu VTE. Ako kontrolna skupina bola pouzita tretia skupina
pacientov s predchadzajuceho rozdelenia (pozri kapitolu 5.1). Tato skupina zahrriovala

40 pacientov, ktori mali diagnostikovanu jedine fibrilaciu predsieni.

RR pre nosic¢stvo rizikovej alely G rs1613662 u pacientov s VTE bolo stanovené
na 1,20 (95% CI 0,59 — 2,45).

RR pre nosic¢stvo rizikovej alely C rs2036914 u pacientov s VTE bolo stanovené
na 1,00 (95% CI 0,80 — 1,25).

RR pre nosiCstvo rizikovej alely T rs2289252 u pacientov s VTE bolo stanovené
na 1,00 (95% CI 0,74 — 1,36).
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RR pre nosiCstvo rizikovej alely T rs2066865 u pacientov s VTE bolo stanovené
na 1,20 (95% CI 0,80 — 1,79).

V tabulke 15 su zaznamenané pocty nosiCov rizikovych alel Studovanych SNPs

v jednotlivych skupinach pacientov a zhrnuté RR Studovanych SNP.

Tab.15 Pocet nosiCov rizikovych alel v jednotlivych skupinach, hodnoty RR, CI
a p-hodnota jednotlivych SNPs pri Studiu asociacie SNPs v génoch GP6, F11 a FGG
s VTE

Pocet nosicov rizikovej
alely/pocet pacientov

skupine
Gén SNP RR Cl p-hodnota
Exponovana Kontrolna
skupina skupina

GP6 rs1613662 12/40 10/40 1,20 0,59 — 2,45 0,6176

rs2036914 32/40 32/40 1,00 0,80-1,25 1,0000
F11

rs2289252 27/40 27140 1,00 0,74 - 1,36 1,0000
FGG rs2066865 24/40 20/40 1,20 0,80 -1,79 0,3718

Pozn. exponovana skupina — 40 pacientov s zilovou tromboembdliou, kontrolna skupina - 40 pacientov
bez Zilovej tromboembdlie
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6 Diskusia

Zilova tromboembodlia je multifaktoriaine ochorenie, ktoré je ovplyviiované
mnohymi faktormi. Okrem inych genetickych faktorov ovplyviiuju riziko vzniku zilovej
tromboembdlie aj jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) lokalizované v génoch
kodujucich proteiny zuCasthujuce sa koagulacnej kaskady krvi (Bezemer et al., 2008;
Li et al., 2009; Tirado et al., 2004; Uitte de Willige et al., 2005).

V tejto praci boli technolégiou MassArray® genotypizované SNPs v génoch GP6
(rs1613662), F11 (rs2036914, rs2289252) a FGG (rs2066865). Genotypizovany bol
subor, ktory zahrrioval 100 vzoriek DNA pacientov Fakultnej nemocnice Olomouc

s roznymi kardiovaskularnymi ochoreniami lie€enymi warfarinom.

Technoldgia MassArray® bola postdena ako vhodna metdda na genotypizaciu
SNPs, pretozZe ide o robustnu, rychlu, citliva a spolahlivu metodu. Jej vyhody spocivaju
hlavne v moznosti analyzy niekolkych SNPs v ramci jednej vzorky a takisto moznosti

genotypizovat naraz niekolko desiatok az stoviek vzoriek.

Z vysledkov genotypizacie SNPs boli vypocitané alelové a genotypove
pocetnosti v jednotlivych skupinach pacientov a v celom subore pacientov (pozri
kapitolu 5.1). Ziskané hodnoty alelovych a genotypovych pocetnosti sa vyznamne
medzi jednotlivymi skupinami neliSia (pozri kapitola 5.1, tabulky 10 — 13). Z tychto
vysledkov je mozné usudzovat, Ze nosiCstvo rizikovych alel jednotlivych SNPs sa
neasociuje s Leidenskou mutaciou (pacienti prvej skupiny) alebo VTE (pacienti druhej

skupiny).

Genotypové frekvencie rs2066865 neboli v Hardy-Weinbergovej (HW)
rovnovahe (P < 0,05) v prvej, druhej, tretej skupine ani v celom subore pacientov.
Genotypové frekvenice rs2289252 neboliv HW rovnovahe (P < 0,05) v prvej a druhej
skupine pacientov. To, Ze genotypove frekvencie danych SNPs nie su v HW rovnovahe
mobze byt spdsobené viacerymi faktormi. Skupiny pacientov su vefkostne malé, ¢o
nemusi odrazat genotypové rozlozenie v skutocnych, velkych populaciach. Subor
obsahuje jedincov, ktori nie su zdravi ale maju diagnostikované rézne ochorenia
kardiovaskularneho systému, €o je najpravdepodobnejSim dévodom, preco dany

subor nie je v HW rovnovahe.
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Nasledne bolo stanovené relativne riziko (RR) asociacie vyskytu SNPs
v génoch GP6, F11 a FGG s vyskytom SNP v géne F5 a RR asociacie vzniku Zilovej
tromboembdlie a nosiCstva rizikovej alely SNPs v génoch GP6, F11 a FGG. Z hodnét
RR, CI a p-hodnoty (pozri tabulky 14 a 15) je zrejmé, Ze hodnoty nie su Statisticky

vyznamneé.

Prostrednictvom tohto suboru pacientov teda nebola preukazana signifikantna
asociacia ziadneho so Studovanych polymorfizmov so vznikom Zilovej tromboembdlie
Ci vyskytom Leidenskej mutacie. Niektoré SNPs sice dosiahli hodnotu RR vysSiu ako

1 ale nebol splneny interval spolahlivosti, ktory by vysledok RR potvrdil.

Vysledky tejto prace nepotvrdzuju publikované vysledky, ktoré posudzuju
Studované SNP ako rizikovée faktory vzniku Zilovej trombdzy, pripadne zaznamenavaju
zvySeny trend rizikovosti vzniku trombdzy v pritomnosti danych faktorov (Bezemer et
al., 2008; Li et al., 2009; Tirado et al., 2004; Uitte de Willige et al., 2005).

SNP v géne GP6 (rs1613662) doposial bud so Zilovou trombdzou asociovany
nebol (El-Galaly et al., 2013) alebo bola zistena len velfmi nizka asociacia. OR rizikovej
alely rs1613662 dosiahlo hodnotu 1,15 (95% CI 1,01 — 1,30) (Bezemer et al., 2008).

SNPs v géne F11 (rs2036914 a rs2289252) vykazuju zvySené riziko vzniku
Zilovej trombozy (El-Galaly et al., 2013; Li et al., 2009). Hazard ratio (HR) pre genotypy
rs2289252 TT a CT bolo stanovené na 1,71 (95% CI 129 - 2,27)
a 1,34 (95% CI 1,08 — 1,66). Pre genotyp CC rs2036914 bolo HR stanovené na
1,65 (95% CI 1,26 — 2,17) (El-Galaly et al., 2013). OR pre rs2289252 bol stanoveny
na 1,31 (95% CI 1,20 — 1,43) (Li et al., 2009).

Rizikovost SNP v géne FGG (rs2066865) sa da posudzovat aj na zaklade
moznych haplotypov, ktoré vykazuju rbézne rizika vzniku Zilovej trombodzy
(de Willige et al., 2005). Homozygoti TT rs2066865 maju OR 1,84 (95% CI1 1,14 —2,98).
Pri zahrnuti rizikovych faktorov ako je pohlavie, vek a Leidenska mutacie vzrastie OR
na 2,01 (95% CI 1,23 — 3,21) pre VTE (Grinbacher et al., 2007).

Rozdielnost vysledkov tejto prace s inymi publikovanymi vysledkami je
prisudzovany malej velkosti genotypizovaného suboru pacientov. Subor o velkosti 100
pacientov nevykazuje vhodnu aproximaciu na vacSie populacie. Populacie

posudzované v publikovanych Studiach sa velkostne pohybuju radovo v stovkach az
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tisicoch pacientov. DalSou moznou priginou nepotvrdenia asociacie $tudovanych
SNPs s rizikom vzniku Zilovej tromboembodlie a s Leidenskou mutaciou je nevhodna
kontrolna skupina. Kontrolna skupina zahrriovala chorych jedincov, ktori sice nemali
diagnostikovanu VTE, ale vzhfadom na ich diagnézu — fibrilaciu predsieni maju
zvySené riziko vzniku tromboembolickej udalosti. PouZzitie zdravych jedincov ako
kontrolnej skupiny by pri genotypizacii Studovanych SNP mohlo ukazat' iné alelové

a genotypové rozlozenie.

Z grafov 1 — 4 (pozri kapitola 5.1) je vSak mozné pozorovat’ stupajuci trend
nosicstva rizikovej alely v skupinach pacientov s uz diagnostikovanou VTE oproti
skupine pacientov, ktori nemaju diagnostikovanu VTE. Z tohto méZeme usudzovat, ze
asociacia zilovej tromboembdlie a nosicCstva rizikovej alely jednotlivych SNPs by bola

pravdepodobne Statisticky vyznamna pri Studiu vacsieho suboru pacientov.
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7 Zaver

V teoretickej Casti bakalarskej prace boli popisané ziskané a genetické rizikove
faktory vzniku Zzilovej tromboembdlie. Medzi genetickymi faktormi boli popisané aj
SNPs v génoch GP6 (rs1613662), F11 (rs2036914, rs2289252) a FGG (rs2066865)
a F5 (rs6025), ktoré vykazuju asociaciu s rizikovostou vzniku zilovej tromboembdlie.

V dalSej kapitole bol popisany princip technologie MassArray®.

V experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo genotypizovanych 100 DNA
vzoriek pacientov Fakultnej nemocnice v Olomouci. Pacienti vybrani pre Studium SNPs
uzivali warfarin pre lieCbu alebo prevenciu kardiovaskularnych ochoreni. Subor
pacientov bol rozdeleny na zaklade ich diagn6z do troch skupin. Prva skupina
obsahovala pacientov s Leidenskou mutaciou, druha skupina obsahovala pacientov s
diagnostikovanou zilovou tromboembdliou bez Leidenskej mutacie. Tretia skupina,
povazovana v tejto bakalarskej praci za kontrolnu skupinu obsahovala pacientov

s diagnostikovanou fibrilaciou predsieni, bez Leidenskej mutacie a VTE.

Pre posudenie miery asociacie vyskytu SNPs v génoch GP6, F11 a FGG
s vyskytom SNP v géne F5 bol pouzity vypocet relativneho rizika (RR). V Ziadnom so
Studovanych SNPs RR asociacie SNPs v génoch GP6, F11 a FGG so SNP v géne F5

nedosiahlo Statisticky signifikantné hodnoty.

Miera asociacie zilovej tromboembdlie s nosi¢stvom rizikovych alel SNPs
v génoch GP6, F11 a FGG bola posudzovana hodnotou RR. Statisticky signifikantné
hodnoty RR asociacie Studovanych SNPs s VTE neboli dosiahnuté u zZiadneho so

Studovanych SNPs.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze asociacia SNPs v génoch GP6, F11 a FGG

s Leidenskou mutaciou ani zilovou tromboembdliou nebola potvrdena.

Z grafického znazornenia frekvencie rizikovych alel v jednotlivych skupinach
pacientov bol vdak pozorovany narastajuci trend frekvencie rizikovej alely Studovanych
SNPs v skupine s pacientami s diagnostikovanou VTE. Predpoklada sa, ze
genotypizacia vacSieho suboru pacientov by asociaciu Studovanych SNPs

s Leidenskou mutaciou a VTE mohla potvrdit.
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8 Zoznam pouzitych skratiek

A260
A2s0
APC

BMI

bp

Cl

ddNTP

DNA

dNDP

dNTP

F11
FGA
FGB

FGG

GP6

HR

adenin

absorbancia Ziarenia vinovej dizky 260 nm
absorbancia Ziarenia vinovej dizky 280 nm
aktivovany protein C

index telesnej hmotnosti (body mass index)
par bazi (base pair)

cytozin

interval spolahlivosti (confidence interval)

dideoxynukleotidtrifosfat (dideoxynucleotide

triphosphates)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

deoxynukleotiddifosfat (deoxynucleotide
diphosphates)

deoxynukleotidtrifosfat (deoxynucleotide
triphosphates)

koagulacny faktor XI
fibrinogén alfa
fibrinogén beta
fibrinogén gama
guanin

glykoprotein VI

hazard ratio
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HW rovnovaha

MALDI-TOF MS

MS

OR

PCR

RR

SAP

SE

SNP

SNPs

VTE

WHR

Hardy-Weinbergova rovnovaha

matrix assisted laser desorption/ionization

time-of-fly mass spectrometry

hmotnostna spektrometria (mass spectrometry)
pomer pravdepodobnosti (odd ratio)

p-hodnota (p-value)

polymerazova retazova reakcia (polymerase chain

reaction)

relativne riziko (relative risk)
schrimp alkaline phosphatase
smerodatna chyba (standard error)

jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide

polymorphism)

jednonukleotidové polymorfizmy (single nucleotide

polymorphisms)
tymin

venozna tromboembdlia (venous

thromboembolism)

pomer obvodu pasu a bokov (wiast-to-hip ratio)
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