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Cil: Cilem nasi studie bylo zjistit frekvenci vyskytu destickovych polymorfismG, které jsou spojovany s aterotrombogenezi u zdravych
osob stfedniho véku v ¢eské populaci.

Metody: K zjisténi frekvence polymorfism0 GP Illa (HPA-1;rs5918), P2Y12 (H1/H2 haplotyp; rs2046934), P2Y12 (34C > T; rs6785930), COX-1
(-842A > G; rs10306114), PAR-1 (IVS -14A >T; rs168753), GP VI (13254T > C; rs1613662) a GP la (807C >T; rs1126643) bylo provedeno
anonymni testovani DNA od 1 450 darcG krve pomoci PCR (polymerazové retézové reakce) a analyzy krivky tani na analyzatoru LightCycler
480 (ROCHE).

Vysledky: V testované skupiné byly zjistény tyto frekvence; GP llla (HPA-1): 27,38 % heterozygot, 3,66 % homozygotud a 68,97 % ,wild
type” homozygot(; P2Y12 (H1/H2 haplotyp): 25,93 % heterozygot(, 2,62 % homozygotd a 71,45 % ,wild type” homozygotl; P2Y12
(34C >T): 44,03 % heterozygot(, 9,69 % homozygot( a 46,28 % ,wild type” homozygotl; COX-1 (-842A > G): 12,00 % heterozygotd, 0,41 %
homozygotd a 87,59 % ,wild type” homozygot(; PAR-1 (IVS -14A >T): 28,55 % heterozygotd, 4,41 % homozygotl a 67,03 % ,wild type”
homozygotu; GP VI (13254T > C): 21,45 % heterozygotd, 1,79 % homozygotl a 76,76 %,wild type” homozygotl; GP la (807C > T): 47,27 %
heterozygotd, 16,70 % homozygotd a 36,02 % ,wild type” homozygotd.

Zavér: V Ceské republice byla zjisténa 10-40% frekvence testovanych polymorfismd desti¢ek v populaci zdravych osob stfedniho véku,
které jsou spojovany s nachylnosti k aterotrombogenezi nebo nedostate¢nému Ucinku protidestickové 1écby.

Kli¢ova slova: GP llla (HPA-1;rs5918) - P2Y12 (H1/H2 haplotyp; rs2046934) - P2Y12 (34C > T; rs6785930) — COX-1 (-842A > G; rs10306114) -
PAR-1 (IVS -14A > T; rs168753) - GP VI (13254T > C; rs1613662) - GP la (807C >T; rs1126643) — Frekvence ve zdravé populaci v CR

Kvasnicka J, Hajkova J, Bobcikova P, et al. Platelet gene polymorphisms related to atherothrombogenesis and their frequencies in
the healthy middle-aged Czech population. Cor Vasa 2009;51(3):187-193.

Aim: The aim of our study was to assess the frequencies of platelet gene polymorphisms associated with atherothrombogenesis in the
healthy middle-aged Czech population.

Methods: Anonymous testing of 1,450 blood donor DNA by PCR followed by melting curve analysis using a LightCycler 480 analyzer
(ROCHE) were used to determine the frequencies of GP llla (HPA-1; rs5918), P2Y12 (H1/H2 haplotyp; rs2046934), P2Y12 (34C > T; rs6785930),
COX-1 (-842A > G; rs10306114), PAR-1 (IVS -14A > T; rs168753), GP VI (13254T > C; rs1613662) and GP la (807C > T; rs1126643) polymor-
phisms.

Results: The frequencies of GP llla (HPA-1) were: 27.38% of heterozygotes, 3.66% of homozygotes, and 68.97% of “wild type” homozygotes;
frequencies of P2Y12 (H1/H2 haplotype) were: 25.93% of heterozygotes, 2.62% of homozygotes, and 71.45% of “wild type” homozygotes;
frequencies of P2Y12 (34C > T) were: 44.03% of heterozygotes, 9.69% of homozygotes and 46.28% of “wild type” homozygotes; frequen-
cies of COX-1 (-842A > G) were: 12.00% of heterozygotes, 0.41% of homozygotes, and 87.59% of “wild type” homozygotes; frequencies
of PAR-1 (IVS -14A >T) were: 28.55% of heterozygotes, 4.41% of homozygotes, and 67.03% of “wild type” homozygotes, frequencies of
GP VI (13254T > C) were: 21.45% of heterozygotes, 1.79% of homozygotes, and 76.76% of “wild type” homozygotes; frequencies of GP la
(807C >T) were: 47.27% of heterozygotes, 16.70% of homozygotes, and 36.02% of “wild type” homozygotes in the tested group of healthy
persons.

Conclusion: The frequencies of tested platelets gene polymorphisms implicated in influencing susceptibility to atherothrombogenesis,
or to failure of antiplatelet therapy, were 10-40% in the healthy middle-aged Czech population.

Studie byla provedena s podporou grantu MZO 0000064 165 (VFN 2005).
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Uvod

Je znamo, Ze termindlni komplikaci aterosklerotického pro-
cesu v korondrnim recidti - aterotrombdzu - vyvold v misté
ruptury nestabilniho platu zvySena aktivita krevnich desticek
a jejich agregace s tvorbou destickové zatky.") S ponékud
jinym mechanismem aterotrombogeneze, véetné trombo-
embolizace, musime poditat v pripadé vzniku dalsich atero-
trombotickych cévnich ptihod - pti cévni mozkové piihodé
nebo u ischemické choroby perifernich tepen aterogenniho
pavodu. Ale i zde hraje primarni ilohu v jejich etiopatogenezi
zvySend aktivita krevnich desticek.?) Ve vech téchto prikla-
dech aterotrombotického procesu se proto v ramci druhotné
profylaxe snazime pusobit protidestickovymi léky.** Mira
spontanni nebo vyvolané zvy$ené aktivity krevnich desti¢ek
na strané jedné a odpovédi na pouzitou protidestickovou
1é¢bu, zejména kyselinou acetylsalicylovou nebo thienopyri-
diny (clopidogrel, pripadné ticlopidin), na strané druhé vSak
mohou byt individudlné velmi rozdilné, coz v nékterych
ptipadech muze vést i k pred¢asnému vzniku aterotrombo-
tickych prihod, nebo treba i k selhani protidestickové 1écby,
které byva také oznacovano jako rezistence na lécbu kyselinou
acetylsalicylovou, popt. clopidogrelem.® Vedle vlivu fady
zevnich pricin se pfitom budou urcité uplatnovat i vlivy de-
di¢né. V etiopatogenezi aterotrombogeneze to kromé poruch
metabolismu, imunitni reakce, neuroendokrinnich, reologic-
kych a jinych, které se primarné a/nebo sekundarné tykaji
stény cévni (zejména endotelu), budou i poruchy hemostazy,
a tedy i jeji vyznamné slozky — krevnich desticek.®

V tomto sdéleni se budeme zabyvat oblasti zvySené
dispozice ke vzniku aterotrombotickych prihod, odli$né
reaktivity krevnich desti¢ek pfi laboratornim vySetteni
a pripadné neodpovidavosti na protidestickovou lé¢bu,
kterd je spojena s nékterymi polymorfismy genti povrcho-
vych glykoproteint krevnich desti¢ek nebo jejich enzymil:
receptoru pro fibrinogen - integrinu GP IIla (HPA-1), re-
ceptoru pro ADP P2Y12 (haplotyp H1/H2 a mutace
34C > T), receptoru pro trombin PAR-1 (IVS -14A > T),
enzymu cyklooxygenazy 1 (-842A > G) a 2 receptoru pro
kolagen - genu a, (ITGA2) receptoru pro kolagen GP Ia/Ila
(807C > T) a genu GP VI (13254T > C)"'? s cilem zjistit
nejprve, jaky je vyskyt téchto jiz zndmych genovych poly-
morfismi v nasi populaci u zdravych osob.

Metody

Studie byla provedena v anonymnich vzorcich krve od na-
hodné vybranych 1 450 zdravych osob bélosského ptivodu,
darca  krve, které zbyly po vysetieni povinnych labora-
tornich testll provadénych pred odbérem krve pro trans-
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fuzni ucely. Pramérny vek byl 34,87 + 9,4 let (median 33,
18-64 let), zastoupeni podle pohlavi - 981 muzti (67,66 %)
a 469 7en (32,4 %). Vsichni splnovali predepsana zdravot-
ni kritéria darct krve. Studie byla provedena v ramci pro-
gramu feSeni Vyzkumného zaméru, schvaleného etickou
komisi Veobecné fakultni nemocnice a 1. 1ékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze.

Genotypizace

Genomova DNA (deoxyribonukleova kyselina) byla extra-
hovana z leukocytti periferni krve a izolovana pomoci
MagNA Pure LC nucleic acid extraction systému (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko) se soupravou MagNA
Pure DNA Isolation Kit I (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko) podle ndvodu vyrobce. V ziskanych vzorcich
DNA byly vySetfeny tyto polymorfismy: haplotyp H1/H2
genu destickového receptoru pro ADP P2Y12 (P2RY12),
urceny stanovenim polymorfismu i-744T > C (rs2046934)
a polymorfismus 34C > T (rs6785930) ve stejném genu.
Dale byl vysetfen polymorfismus HPA-1 (rs5918) genu pro
glykoprotein (GP) IIIa (ITGB3), polymorfismus 807C > T
genu (ITGA2) pro GP Ia (rs1126643), polymorfismus
13254T > C (rs1613662) genu pro GP VI (GP 6) a poly-
morfismus -842A > G (rs10306114) genu pro cyklooxyge-
nazu (COX) - 1 (PTGS1). Polymorfismy byly stanoveny
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) nasledované
analyzou kfivky tani se specifickymi fluorescenc¢né znace-
nymi hybridiza¢nimi sondami, uzitim procesu FRET
(fluorescence resonance energy transfer). Vysetfeni poly-
morfismu byla provedena na pfistroji LightCycler 480 in-
strument™ s pouzitim kitt LightCycler 480 Genotyping
Master® (vSe Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)
podle instrukci vyrobce. Toto zatfizeni umoziuje provést
96 reakci PCR najednou. Sekven¢né specifické primery
a fluorescen¢né znacené sondy byly navrzeny ve spolupra-
ci s firmou TIB MOLBIOL (Berlin, Némecko), kde byly
také na zakazku pripraveny. Sekvence pouzitych primeriti
a sond je uvedena v tabulce 1.

Statistické metody

Udaje byly zpracovény ve statistickém programu Windows
Excel 2007, frekvence zastoupeni heterozygoti, homozygo-
ttia bézného (,wild“) genotypu byly vypocitany statistickym
programem SAS.

Vysledky

Frekvence zastoupeni jednotlivych polymorfismt ve sledo-
vaném souboru 1450 zdravych osob - darcti krve jsou
uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 1 Pouzité primery, proby a podminky pfi PCR a analyze kiivky tani

Gen SNP SNP ID Oligonukleotidy

PCR-T* melt.-T®
(°C) (°Q)

P2RY12 i-744T > C rs2046934

5'-ATTTATCTAAATATCTTTTACACGAA 54 40

5'-AAATAAAATATAGGTTATTACCACA
5'-AAAAGATTACAAACGTCATTTCAA--FI
5'-LCRed640-TTCCCAAGATGTAGATGCCATATAGCA--ph

P2RY12 34C>T 16785930

5'-AGCAATAATAACTACCTTAGGCT 56 45

5'-GAAGATCAGAAATGACTGTGTTC
5'-CGCAGAGGTGAGATTGTCG--FI
5'-LCRed640-CGGCTTGCATTTCTTGTTGGTTACCTAGAG-ph

ITGB3 HPA-1 rs5918

5'-TGCTCCAATGTACGGGGTAAAC 55 50

5-CTGGGGCACAGTTATCCTTCAG
5-GACTTCTCTTTGGGCTCCTGTCTTACAGG—FI
5'-LCRed640-CCTGCCTCCGGGCTCAC--ph

ITGA2 807C>T rs1126643

5'-AAT GAT TGT AGC AAC ATC CC 58 50

5-TTT AACTTT CCC AGCTGC C
5'-CTT GCA TAT TGA ATT GCT CCG AAT--FI
5'-LCRed640-TGT TTG TGA GGT CCC CAC CAT ATT GG--ph

GP6 13254T > C rs1613662

5'-CAAATCTGTGAAAGAACCAACT 55 50

5'-GATTTCCCAGGAACCTCTGT
5'-GCACCAGAATGGACCCTGCAGAACCT--FI
5'-LCRed640-CCTGCTACCGAGGAAGGTGG--ph

PTGS1 -842A > G rs10306114

5'-CCTTCCGATAACTGAGAACCT 55 50

5-TTTCTAGCCCTCAGTATTCTCAT
5'-CAATGAGGGAATGCACACAAATCTCCTGG--FI
5'-LCRed640-GCAGTGCCCAGCATGTAG--ph

F2R IVS-14A > T rs168753

5'-GGTTCCTGAGAAGAAATGAC 51 40
5-CGTTCACTTTTTACATTTAAGAXTT ¢

(X=LCRed640)

5'-GATTCTGAAAAATAAAATTAAAAAA--FI

2— annealingova teplota primerd, ®-teplota ochlazeni pfi analyze kfivky tani,
FI - fluorescein, ph - phosphate, LCRed640 - LightCycler Red 640

Diskuse

Jako prvni byl zkouman vyskyt polymorfismu genu desti¢-
kového receptoru pro fibrinogen - integrinu GP IIla (f3
integrin), ktery je integralni soucasti dvou glykoproteinovych
receptortl: receptoru pro fibrinogen GP IIb/IITa krevnich
desticek a receptoru pro vitronectin GP V/IIIa endotelidlnich
bunék a bunék hladké svaloviny cévni stény. Zajem o studium
vztahu polymorfismu PlA byl zvy$en zejména po zjiSténi, Ze
u olympionika, ktery zemfel pti sportovnim utkani nahlou
smrti, byl zji$tén polymorfismus PIA2/A2. Dale bylo zjisténo,
ze PLA2 souvisi s vys$si agregabilitou krevnich desticek, a tim
padem i s castéj$im nalezem okluze korondrnich tepen nebo
trombozy stentu, popfipadé s nizsi reaktivitou na pouzivané
protidestickové léky - kyselinu acetylsalycylovou, clopidogrel
nebo inhibitory GP IIb/IIIa."® Ve studii Helsinki Sudden
Death Study byla provedena pitva u 700 osob stfedniho véku,
které zemfely nahlou smrti pifi hospitalizaci. Vyskyt kompli-
kovanych 1ézi byl vys$si u muzi s alelou A2 (heterozygoti ¢i
homozygotii), pokud byl porovnin s nalezem u osob s ,wild
typem* (homozygoti PIA1/A1). Fibrotické 1éze korondrnich
tepen byly zase Castéjsi u osob s nalezem PIA1/A1 v porovna-
ni s nalezy u osob s alelou P1IA2. Osoby s genotypem PIA1/A1
mély také castéji nalez stendzy koronarnich tepen v porovna-
ni s osobami s alelou A2, nachazely se v ¢asném, méné kom-
plikovaném ,,stabilnim® stadiu aterosklerdzy. Osoby s alelou
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PIA2 zase vice inklinovaly k trombotickym komplikacim. Byla
tedy vyslovena hypotéza, ze polymorfismus PIA je v procesu
aterosklerdzy spojen s poruchou funkce endotelii a/nebo bunék
hladké svaloviny, resp. receptortt GP V/IIla pro vitronectin,
a vede k rozvoji cévnich zmén ve fazi ¢asné aterosklerozy;
polymorfismus PIA receptorti krevnich desticek GP IIb/IIIa
hraje zase hlavni roli pfi vzniku korondrni trombozy."¥ Zda
se tedy, Ze polymorfismus PIA se podili na rozvoji ischemické
choroby srde¢ni (ICHS) a infarktu myokardu. V dalsi finské
studii v souboru 300 muzt stfedniho véku, kteti zemteli nah-
lou smrti, mély osoby s alelou PIA2 vét$inou ztencenou sténu
korondrni arterie s vulnerabilnimi platy, a inklinovaly tak
ke vzniku masivni, nékdy i fatdlni trombézy. Na rozdil od to-
hoto nalezu byly u osob s alelou PIAI nalézany vétsinou sta-
bilni platy. Frekvence nalezu alely PIA2 byla signifikantné nizi
u 0sob s vétsi nez 50% korondrni stendzou (18,3 %) nez u osob,
které mély ndlez mensi nez 25% stendzu (32,9 %). Prestoze
polymorfismus PIA nebyl pfimo asociovan s infarktem myo-
kardu, alela PIA2 byla nalezena u 11 z 22 osob (50 %) s infark-
tem myokardu a koronarni stenézou, ale pouze u 6 ze 47
(12,8 %) osob s infarktem myokardu, u nichz byla nalezena
zavazna stenoza, ale bez trombozy. Osoby s alelou PIA2 mély
také vétsi oblasti s fisurami a ulceracemi v koronarnich arte-
riich.® Vyskyt alely P1A2 je také spojovan s vys$im rizikem
vzniku rezistence na lé¢bu kyselinou acetylsalicylovou; tyto
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Tabulka 2 Zastoupeni jednotlivych polymorfisma krevnich
desticek ve sledovaném souboru zdravych osob stiedniho
véku (v Ceské republice)

Polymorfismus

GPllla (PIA1/PIA2) Pocet %

HET 397 27,38
HOM 53 3,66
neg 1000 68,97
P2Y12 (H1/H2 haplotyp) Pocet %

HET 376 2593
HOM 38 2,62
neg 1036 71,45
P2Y12 (34C>T) Pocet %

HET 627 44,03
HOM 138 9,69
Neg 659 46,28
GPVI (13254T > C) Pocet %

HET 311 21,45
HOM 26 1,79
neg 1113 76,76
PAR-1 (IVSn-14A > T) Pocet %

HET 414 28,55
HOM 64 4,41
neg 972 67,03
COX-1 (-842A > G) Pocet %

HET 174 12,00
HOM 6 0,41
neg 1270 87,59
GPla (807C >T) Pocet %

HET 685 47,27
HOM 242 16,70
neg 522 36,02

HET - heterozygot, HOM - homozygot, neg - “wild type” homozygot

nalezy ale nejsou jednozna¢né. Nékteré studie to vsak povrzu-
ji.19 Vychdzeji z poznatku, Ze u osob s vyskytem alely PIA2
byl na povrchu desti¢ek po pridani malych ddvek ADP (adeno-
sindifosfdt) zjistén nalez vyssi exprese P-selektinu, vyssi kon-
centrace fibrinogenu vazaného na GP IIb/IIla, a také vyssi
vyskyt aktivovaného GP IIb/IIla ve srovndni s osobami s na-
lezem PIA1/AL. Nejvétsi rozdil byl zjistén mezi homozygoty
P1A2/A2 ve srovnani s homozygoty ,wild typu“ PIA/Al v ex-
presi aktivovaného GP IIb/IIIa. U osob s polymorfismem PIA2
mél byt tedy zjiStén nizsi prah aktivace; desticky s PIA1 zase
mély vy$si senzitivitu na kyselinu acetylsalicylovou a abciximab
v testu in vitro; tedy obrdcené - 1écba osob s PIA2 kyselinou
acetylsalicylovou, abciximabem, popt. clopidogrelem muze byt
tedy méné uc¢innd."” Tento vztah se vSak nepodatilo vidy
opakovat. Ve studii, kde byla studovana vazba fibrinogenu, resp.
hodnota maximalni vazby a disocia¢ni konstanty K(d) této
vazby s GP IIb/IITa u PIA1 a PIA2 homozygott a u PIA1/P1A2
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heterozygotu, nebyl jiz prokazan vliv PIA2 na vysi agregace
desticek, ¢i ovlivnéni tvorby trombu pii vysetfeni s PFA-100.
Autoti této studie se tedy domnivaji, Ze zjisténé vztahy poly-
morfismt GP IIla k vyskytu kardiovaskularnich ptihod nebu-
dou vyvolany rozdily ve funk¢nosti desticek GP IIb/IlIa, ale
jinymi mechanismy."® To by mohlo potvrzovat i zji§téni
ve studii provedené u 1 340 osob v rdmci Framingham Off-
spring Study. Vazba GP IIIa k fibrinogenu a vztahy mezi po-
lymorfismy GP IIIa zde byly ovlivnény vysi koncentrace fibri-
nogenu."” Metaanalyza provedenych 37 studii dosla k nédzoru,
ze nalez asociace ,rezistence na kyselinu acetylsalicylovou®
s polymorfismem PIA2 GP byl prevazné u zdravych osob,
u osob s koronarni chorobou byl ovlivnén a zptisoben jinymi
vlivy.?? Na vy$i rizika infarktu myokardu, popt. s restenézou
stentu, se mimo polymorfismu PIA2 bude podilet i vliv kou-
feni.®Y Na zakladé dalsi skandidavské studie jiz byly u¢inény
vazné minéné navrhy na provadéni genotypizace polymorfismu
PIA2 pri stratifikaci rizika infarktu myokardu (IM) u osob
s angiograficky verifikovanou koronarni nemoci. Autofi do-
poruceni vychazeli z vysledki studie provedené u 1019 ne-
mocnych s angiograficky prokdzanou koronarni chorobou
s prodélanym infarktem myokardu nebo bez infarktu myokar-
duu 1191 zdravych osob. Pti vybéru byly respektovany - rasa,
vék a pohlavi v obou skupinach. PIA2 byl ptitomen u 28 %
zdravych kontrol a ve stejné frekvenci u pacientt s pozitivnim
nalezem angiografie, ale bez prodélaného IM. Pokud vsak
pacienti s pozitivni angiografii infarkt myokardu jiz prodélali,
byla u nich nalezena az 35% frekvence alely A2.2?

S rizikem aterotrombogeneze jsou také spojovany mu-
tace genu receptoru desticek pro ADP P2Y12. Pti sekvencni
analyze zde byly nalezeny ¢tyfi bodové mutace (i-139C > T,
i-744T > C, i-ins801A a 52G > T), které se nachdzeji ve va-
zebné nerovnovaze (LD, ,linkage disequilibrium®), a vytva-
feji tak dva haplotypy, ozna¢ované jako H1 a H2. U zdravych
osob s minoritni alelou H2 pak byla nalezena zvysena re-
aktivita desti¢ek po ptidani ADP.® Nélez alely H2 byl tedy
oznacen za moznou pri¢inu vy$siho rizika aterotromboge-
neze, zejména kdyz zde byla prokazana vazba k ateroskle-
roze perifernich tepen,®” nebo ke vzniku ischemické
kardiovaskuldrni ptihody, paradoxné vice u nekutaki.®
Tato asociace s vy$$im vyskytem korondrni ischemické
choroby nebyla vzdy prokazovédna.?® Jednoznaéné nebyl
u nosic¢u alely H2 potvrzen ani sklon k rezistenci vuci
clopidogrelu ptilé¢bé korondrniho syndromu,?® zejména
pokud byla pouzita vy$si nasycovaci davka 600 mg clopi-
dogrelu.® Nebyl také potvrzen vliv pfitomnosti alely H2
na moznou ,rezistenci® pfi souc¢asné 1é¢bé kyselinou ace-
tylsalicylovou.®” Paradoxné se také alela H2 vyskytovala
méné u osob s prodélanou zilni trombézou nebo plicnim
embolismem.® Zajimavy je vSak vysledek studie GENDER,
kdy byl u nemocnych po perkutdnni koronarni angioplas-
tice a zavedeni stentu zjistén niz$i vyskyt restendzy, resp.
neintervence u nositeld béznych alel H1.%? Druha sledova-
na mutace genu destickového receptoru P2Y12 34C > T byla
spojovana s vy$$im vyskytem ischemické cévni mozkové
ptihody u osob s ateroskler6zou perifernich tepen. Ptitom-
nost alely T predstavovala v této studii 4,02krat vyssi riziko
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neurologickych ptihod proti ptitomnosti alely C (95% CI,
1,08-14,9).”) Na definitivni rozhodnuti o klinickém vyzna-
mu obou mutaci genu destickového receptoru pro ADP
P2Y12 bude tedy tfeba jesté vyckat.

Mutace genu receptoru pro trombin PAR-1 (IVSn -14
A >T) je naopak spojovana s niz$i agregabilitou desticek
a jejich prokoagula¢ni aktivitou. Mohla by se tedy zdat
z hlediska aterotromboézy spise protektivni. Varianty genu
desti¢kového receptoru pro trombin PAR-1 (protease-acti-
vated receptor-1) byly po pridani agonisty TRAP (thrombin
receptor-activating peptide) spojeny se zménou hustoty
tohoto receptoru a s naslednou expresi P-selektinu na po-
vrchu desticek. Vyssi odpoveéd byla zjisténa u osob s ,wild
type“ genotypem A/A.M9 Ve studii PATHROS (Paris
Thrombosis Study) byl zjistén vztah dal$iho polymorfismu
PAR 1 (-506 I/D) k vyskytu zilni trombézy. Bylo zjisténo,
ze alela I je méné castda u muzu s zilni trombdzou nez
u muzu bez zilni trombdzy. U homozygott zjistili také
mensi koncentraci fragmentti protrombinu 1 + 2. Znamena
to, ze vyskyt této alely mize zase chranit pred vznikem Zilni
trombdzy.®?)

O dal$im testovaném polymorfismu enzymu cyklo-
oxygenazy 1 (- 842A > G) se soudi, Ze ovliviiuje odpovéd
desti¢ek na kyselinu acetylsalicylovou.® Pravdépodobné
zde existuje néjaké spojeni s dalsi sledovanou mutaci des-
tickového receptoru pro kolagen GP VI.!?

Laboratorni nalezy rezistence na kyselinu acetylsalicylo-
vou u osob s mutaci (- 842 A > G)©¥ v§ak nebyly potvrze-
ny klinickou studii. U nemocnych s ischemickou chorobou
srdecni lécenych nizkymi davkami 80 mg kyseliny acetyl-
salicylové nebyl vyskyt polymorfismu 50C > T (je v LD
s nasim sledovanym polymorfismem -842 A > G) spojen
se sniZenou odpovédi na tuto 1é¢bu.

Dalsi polymorfismy byly identifikovdny v genech dvou
receptort krevnich destic¢ek pro jejich vazbu s kolagenem -
u integrinu GP Ia/Ila (ITGA) a GP VL.

Pti genotypizaci integrinu GP Ia/Ila byl sledovan poly-
morfismus 807C > T jeho fetézce a2. V laboratornich testech
bylo zjisténo, Ze osoby s alelou 807T maji na povrchu
desticek vys$si hustotu tohoto integrinu vazajiciho kolagen.®
Zpocatku byl vlivu této mutované alely pfisuzovan i vyskyt
nefatalniho infaktu myokardu® u mladych osob. To se vsak
v dalsich studiich nepotvrdilo. Polymorfismus 807C > T GP Ia
zde byl nalezen u 73,5 % sledovanych nemocnych s koro-
narni chorobou (heterozygotti CT 59,8 %, homozygota TT
13,7 %). Genotyp CC byl nalezen u 26,5 % pacientd. Po-
dobny nalez v3ak byl i u zdravych osob - mutovanad alela
genu GP Ia byla zjisténa u 73,6 % vysettenych (CT u 58,5 %
a TT u 15,1 % osob). Genotyp CC ,wild type” byl zjistén
u 26,4 % osob. Nebyly také nalezeny zadné rozdily u ne-
mocnych rozdélenych podle jejich angiografického nalezu.®
Vztah této mutace k infarktu myokardu nepotvrdila nako-
nec ani metaanalyza 19 studii sledujicich vliv polymorfismu
genu GP Ia (C807T), ktera zahrnovala tdaje zjisténé v sou-
boru az 13 835 vySetfenych osob.®” Totéz bylo prokdzano
i ve vztahu k ischemickému iktu.“” Vysvétleni, pro¢ tato
variantni alela nesouvisi s vyskytem rtiznych manifestaci
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aterotrombogeneze, patrné vyplyva i z nasich nalezu fre-
kvence mutované alely v populaci zdravych osob, kterd se
zde témér priblizuje vyskytu ,wild type® alely (heterozygo-
t GP Ia 807 CT bylo 47,27 %, homozygotti GP Ia 807 TT
16,70 % a ,wild type“ genomu GP Ia 807 CC 36,02 %).
K podobnému nalezu dosli i v rozsahlé studii, provedené
u zdravych osob v Némecku, s nalezem 56 % heterozygoti
variantni alely GP Ia 807 CT, 14,2 % homozygotii variantni
alely GP Ia 807 TT a jen 29,8 % homozygotu s ,wild type®
genomem GP Ia 807 CC.“

S rizikem aterotrombdzy vsak patrné bude spojen poly-
morfismus destickového receptoru pro kolagen GP VI;
GP VI je dulezity pro aktivaci desticek pii kontaktu s kola-
genem v poskozené cévni sténé. Prispiva k tomu smykovy
stres, ke kterému zde dochazi pti pritoku krve v ateroskle-
roticky postizeném koronarnim recisti. Po styku GP VI
s kolagenem pak dochazi prostrednictvi ¢asti jeho moleku-
ly k dal$imu prenosu signalu do nitra trombocytu. Bilkovi-
na GP VI je sloZena z 339 aminokyselin a vytvari ve svém
vy¢nivajicim konci dvé imunoglobulinu (Ig) podobné do-
mény, ke kterym se prichyti ligand. Ty pak maji jednu
kratkou, vysoce glykosylovanou cytoplazmatickou ¢ast, ktera
po styku s ligandem prendsi signdl do nitra desticky. To je
spojeno s fosforylaci této ¢asti GP VI za spoluticasti tyrosi-
nové kinazy z rodiny Src. Uvedena ¢ast molekuly GP VI se
také oznacuje jako ITAM (immunoreceptor tyrosine-conta-
ining activation motif). To vSe pak vede k aktivaci dalsi
destickové tyrosinové kindzy — enzymu Syk a k nésledné
fosforylaci a aktivaci PLC y2, k uvolnéni nitrodesti¢kovych
Ca™ jontt a k aktivaci receptort GP IIb/IIIa a degranulaci
desticek. K této aktivaci GP VI, ktery je patrné hlavnim
receptorem desticek pro kolagen, je jesté zapotiebi souhry
destickového receptoru GP la/lla, ktery vSak pritom pred-
stavuje spise jen jakousi kotvu pro adhezi destic¢ky k vlakniim
kolagenu.“? Nejasnd je zatim spojitost aktivace GP VI dal§im
ligandem, kterym je hormon adiponectin produkovany
adipocyty, ktery plisobi protiaterogenné;*? také i jeho role
v procesu syntézy destickového oxidu dusnatého (NO),
pokud jsou desti¢ky aktivovany kolagenem (via GP VI), nebo
jejich dal$imi agonisty ADP a tromboxanem TXa2.* Je jiz
také zndm mechanismus, ktery usmérnuje aktivitu GP VI
pti trombogenezi in vivo. Je to aktivita destickové metalo-
proteinazy ADAM 10, kterd se uvolni pti aktivaci desticek
a zpétné vazebné potlaci u¢inek GP V1. Proteazova aktivita
ADAM 10 totiz zpusobuje odlouceni extraceluldrni ¢asti
90 % pritomnych molekul GP VI na povrchu kolagenem
aktivovanych desticek. Tim se asi dociluje kontroly celého
déje a prirozené inhibice mozné diseminace trombotického
procesu.“

V nasi studii jsme se zaméfili na vyskyt polymorfismu
genu GP VI 13254 T > C, ktery je spojen se zaménou
aminokyseliny serinu za prolin (Ser 219 Pro) v pozici 219.
V bélosské populaci se nachdzi asi 13-23 % osob s touto
zaménou. Tato mutace GP VI je spjata s vy$§im vyskytem
akutniho infarktu myokardu, resp. koronarni trombézou,“”
a také s vyskytem castéjsich ischemickych prihod u Zen
lé¢enych hormonalni kombinovanou substituci v klimak-
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tériu.®” To vSak zde nebude patrné souviset s aktivitou
receptoru GP VI, nebot ze studie s prutokovou cytometrii
bylo na povrchu desti¢ek osob s mutaci GP VI 13254 T > C
nalezeno méné receptortt GP VI nez u osob s ,wild*“ geno-
typem (3 437 + 353 vazebnych mist u heterozygotii a 2 598
vazebnych mist u homozygota, v porovnani s nélezem
3 814 + 439 vazebnych mist u osob s ,wild“ genotypem).
Bylo to pti kontaktu s kolagenem provazeno i niz$i aktivi-
tou desticek.*® Mutace GP VI v8ak nesouvisi pouze
s vy$$im vyskytem korondrnich prfihod, ale také Zilni
trombdzy. Leidenskou skupinou bylo v jejich studii MEGA
prokazano, ze mutace GP VI 13254 T > C je také rizikovym
faktorem pro vznik Zilni tromb6zy.“” To samoziejmé ob-
raci nadi pozornost k dal$im pochodim, se kterymi mize
byt mutace destickového GP VI spojena, a které by se pak
podilely na pozorované vyssi aterotrombogenicité u nosict
tohoto polymorfismu. Bude to i pfedmétem dalsi etapy
naseho studia.

Podékovdni: Autoti dékuji za pomoc pti odbéru vzorkt krve
a jejich vysetteni laborantkdm Fakultniho transfuzniho oddéleni
a Trombotického centra VSeobecné fakultni nemocnice.
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