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1. UVOD

1.1. MozZdani udar

Mozdani udar (MU) je akutni neuroloski poremecaj koji je ujedno vodeci uzrok smrti i
tjelesnog oste¢enja. Znatno je veca prevalencija mozdanog udara kod odrasle populacije, nego
kod djece. MU ubrajamo u skupinu cerebrovaskularnih bolesti jer promjene mozdanog
parenhima nastaju uslijed patoloskih promjena krvnih Zila. MoZdani udar uzrokuje nedovoljnu
opskrbu mozdanog tkiva kisikom zbog Cega se javlja cerebralna insuficijencija. Posljedice
MU-a ovise ponajvise o zrelosti mozga, mjestu 1 opsegu lezije, a veliki utjecaj ima i etiologija
razvoja krvarenja. Mozdani udar moze biti uzrokovan od strane nasljednih i steCenih
poremecaja, a etiologija mu je izrazito kompleksa i ¢esto nepoznata (1-3). MU je jedan od 10
najcesc¢ih uzroka smrti s najviSom stopom smrtnosti u prvih godinu dana zivota (2). Osnovna

podjela MU-a je na hemoragijski 1 ishemijski.

1.2. Hemoragijski mozdani udar

Hemoragijski mozdani udar (HMU) moze se javiti u obliku intracerebralnog krvarenje
(ICH) 1 subarahnoidalnog krvarenja (SAH), a nastaje zbog rupture krvne zile. Druga podjela
HMU-a je prema dobi pa tako mozemo razlikovati: perinatalni MU koji se dogadaju izmedu
28. gestacijskog tjedna pa sve do 28. dana nakon rodenja, a MU koji se dogodi u razdoblju od
28. dana Zivota pa sve do 18. godine nazivamo MU u djetinjstvu. Prevalencija HMU-a je 6,2
prema 100 000 zivorodene djece (3). Dokazano je vece prezivljenje djece nego odraslih s
HMU-om, zbog plasti¢nosti mozga (2,4). Procijenjena je ve¢a smrtnost za 10 — 20 % ako dijete
ima dodatno hemostatske i sr€ane poremecaje. Stanja koja u najvecoj mjeri utje€u na losiji
ishod ili smrt su: volumen krvarenja, odnosno omjer krvarenja i volumena mozga (ujedno i
klju€an prediktor ishoda), hidrocefalus, hernijacija mozga i rane promjene u mentalnom stanju.
Mnogi pacijenti imaju dugotrajne i1 kratkotrajne neuroloSke, kognitivne, funkcionalne i
adaptivne poteSkoce koje mogu imati brojne posljedice za razli¢ite aktivnosti u svakodnevnom

zivotu, socijalnu inteligenciju, Skolski uspjeh i zivotnu neovisnost (4).



1.3.  Etiologija HMU-a

Cimbenici rizika za HMU ukljuéuju kongenitalne bolesti srca, fetalni distres i hemostatske
abnormalnosti. Neonatalni hemoragijski mozdani udar nije jedinstvena cjelina. Najcesce je
etiologija HMU-a idiopatsko intraparenhimsko krvarenje, hemoragijska transformacija
postojeceg arterijskog infarkta, tromboza cerebralnih venskih sinusa i hipoksi¢na ishemijska
encefalopatija. Subduralno i subarahnoidalno krvarenje moze biti veliko, ali je najées¢e malo,

infratentorijalno, asimptomatsko i brzo apsorbirajuce (1).

1.4. Subarahnoidalno krvarenje

SAH nastaje oSte¢enjem vena subarahnoidalnog vila. SAH kod djece rodene u terminu
nastaje kao posljedica mehanicke traume glave s rupturom vena koje se nalaze na
subarahnoidalnom podrucju. Klinic¢ka slika ovisi o opsegu krvarenja, ve¢inom djeca prolaze
bez simptoma i neuroloskih posljedica, dok veca krvarenja karakteriziraju napadaji cerebralnih
konvulzija, a naj¢esce fokalne ili generalizirane konvulzije. Ako se u podlozi ve€eg masivnog
krvarenja nalazi hipoksija, najvjerojatniji ishod je smrt ili ¢e dijete imati teSke neuroloske

posljedice (5).

1.5. Intracerebralno krvarenje

ICH moze zahvatiti parenhim ili ventrikule (6). Veca je stopa prezivljenja u slucajevima
pedijatrijskog intracerebralnog krvarenja nego adultnog, ali naknadno se javlja znatno veca
stopa dugotrajnih kognitivnih i neuroloskih posljedica. Djeca ¢esto imaju velike psihosocijalne
posljedice i1 krvarenje uzrokuje funkcionalnu neovisnost djeteta. Klinicki simptomi najcesce
ukljucuju glavobolje, povracanja, napadaje, gubitak svijesti, a neuroloski se deficit javlja kod

16 — 50 % djece (4).



2. POLIMORFIZMI U GENIMA ZA GLIKOPROTEINE TROMBOCITNE
MEMBRANE

Trombociti su krvne plocice koje imaju visestruku ulogu, sudjeluju u procesima tromboze,
hemostaze, ali i u upalnim procesima, a to ostvaruju zahvaljujuci receptorima glikoproteinima
(GP) koje imaju na svojoj membrani (7). Trombociti ostvaruju interakcije s krvnim Zilama,
fibrinogenom i1 von Willebrandovim ¢imbenikom (VWF), a GP-i imaju klju¢nu ulogu u
interakcijama koje trombociti ostvaruju. Najznacajniji GP-i su GPIb/IX/V, GPVI, receptori
aktivirani proteazom, receptori za adenozin difosfat, integrini i drugi. Trombocitni integrini su
heterodimerni transmembranski GP-1 sastavljeni od razli¢itih a 1 B podjedinica (8). Promjene
u strukturi 1 funkciji proteina trombocitne membrane mogu utjecati na promjene u stani¢noj
signalizaciji, a posljedicno tome dolazi do promjena u funkciji trombocita. Posljedica su
patofizioloski procesi, primjerice tromboza, ateroskleroza, MU ili sepsa, koji nastaju zbog
promijenjene funkcije trombocita, adhezije 1 agregacije (7,9). Dokazano je da krvno-mozdana
barijera svoju potpunu funkcionalnost postize tek nakon rodenja, a trombociti su ukljuceni u

formiranje mozdane vaskulature (7).

Za razumijevanje funkcije trombocita u fizioloSkim uvjetima odrzavanja hemostaze,
kljucno je istrazivanje slabo istrazenih polimorfizama trombocitnih GP receptora 1 adhezijskih

molekula, P-selektina.

2.1. Kompleks GPIa/Ila

Kompleks GPIa/lla je heterodimer sastavljen od podjedinica a2 i B1, a zbog svoje strukture
se mnaziva 1 integrin o2B1. Primarno je prisutan u epitelnim stanicama,
trombocitima/makrocitima i fibroblastima. Podjedinica a2 sadrzi izvanstani¢nu domenu I koja
je homologna domeni A VWF-a, podtipovima kolagena i komponentama komplementa te
posreduje u njihovom specificnom vezanju. Domena I sadrzi vezno mjesto za katione,
Mg?*/Mn?" koji su kljuéni za vezanje s kolagenom. Kompleks ima veliki afinitet vezanja za
kolagen tipa I, ali ostvaruje veze i s drugim izoformama kolagena i nekolagenskih liganada.
Veze izmedu kompleksa GPIa/lla i kolagena su ¢vrste, a vazne su u adheziji 1 aktivaciji
trombocita u subendotelu nakon vaskularne ozljede. Interindividualne varijacije u ekspresiji

kompleksa GPIa/Ila u populaciji su znacajne 1 posljedica su genskih varijacija. Podjedinica a2



GPIa/lla kodirana je genom /7GA2 koji se nalazi na kratkom kraku 5. kromosoma (lokus
5ql1.2), a podjedinica Bl kodirana je genom /TGBI na 10. kromosomu (lokus 10p11.2).
Polimorfizmi ITGA2 807 C/T i 873 G/A, prikazani u Tablici 1, su medusobno povezani, ne
dovode do promjene aminokiselina, ali mogu utjecati na stabilnost mRNA, a time utje¢u na

ekspresiju kompleksa GPIa/lla (9,10).

Tablica 1. Polimorfizmi u ITGA2 (11-13).

Referentni broj Zamjena
Nazivlje HGVS Zamjena AK*
prema dbSNP nukleotida®
759 C/T Phe253Phe
NM_002203.4:c.759C>T rs1126643
(807 C/T) (Phe224Phe)
825 G/A Thr275Thr
NM_002203.4:¢.825G>A rs1062535
(873 G/A) (Thr246Thr)

*Navedeni su podaci o to¢nim poloZajima zamjena nukleotida i AK prema nazivlju HGVS (13) te
bazama podataka dbSNP (11) i ClinVar (12). U zagradama su navedeni podaci o polozajima zamjena
nukleotida u AK-a kori$teni u prethodno objavljenoj literaturi. HGVS — Udruzenje za varijacije
ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza podataka polimorfizama
jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), ClinVar — baza podataka

odnosa izmedu genomskih varijacija i fenotipa, AK — aminokiselina.

2.2. Kompleks GPIb/IX/V

Kompleks GPIb/IX/V se sastoji od polipeptidnih podjedinica: GPIba je disulfidnom vezom
vezan s GPIbp te nekovalentnim vezama s GPIX i GPV u omjeru 2:2:2:1. Ovaj kompleks
zapocinje adheziju trombocita na imobilizirani VWF na stjenci krvnih zila u razli¢itim
stanjima, primjerice aterosklerozi, sréanom i1 mozdanom udaru (9,14). Nakon aktivacije
kompleksa GPIb/IX/V dolazi do aktivacije integrina allbB3 (GPIIb/Illa) koji veze VWF ili
fibrinogen i pridonosi adheziji trombocita (14). GPIba je multifunkcionalni receptor koji, osim
Sto veze VWF 1 endotelni P-selektin 1 time omogucuje kotrljanje i vezanje trombocita za
oSteceni endotel, djeluje 1 kao receptor za brojne ligande poput trombina i faktora zgruSavanja
XI/XIIa. Gen za GPIBA se nalazi na 17. kromosomu (lokus 17p13.2), a genske varijacije
utjecu na ekspresiju i funkciju kompleksa GPIb/IX/V, a istraZivane su prikazane u Tablici 2

(9).



Tablica 2. Genske promjene u GPIBA (11-13).

Referentni broj Zamjena
Naziv Nazivlje HGVS U¢inak
prema dbSNP | nukleotida*
Kozak NM_000173.7:c.-5T>C rs2243093 (-5 T/C 5'UTR
VNTR NM_000173.7:c.1321_1359del rs125934995 I/D39ili78 | I/D 131ili 26
A/B/C/D/E | NM_000173.7:¢c.1282_1359del** | rs869060239** bp AK

*Navedeni su podaci o to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK prema nazivlju HGVS (13) te
bazama podataka dbSNP (11) i ClinVar (12). U zagradama su navedeni podaci o polozajima zamjena
nukleotida u AK-a koristeni u prethodno objavljenoj literaturi. **Za GPIBA VNTR navedeni su podaci
za dva alela. HGVS — UdruZenje za varijacije ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation
Society), dbSNP — baza podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide
polymorphism Database), ClinVar — baza podataka odnosa izmedu genomskih varijacija i fenotipa,
UTR - nekodiraju¢a regija (engl. untranslated region), VNTR — varijabilni broj tandemskih
ponavljajucih sljedova (engl. Variable number of tandem repeats), 1/D — insercijsko-delecijski

polimorfizmi, AK — aminokiselina.

U nizu Kozak na polozaju -5 uocen je T/C polimorfizam GP1BA. Kozakov niz predstavlja
obrazac prema kojemu svim funkcionalnim AUG tripletima prethodi purin na poziciji -3 i
nakon AUG na poziciji +1, a prikazuje se na sljedec¢i nacin: (GCC)GCCAGCCA UGG. Ovaj

niz je nuzan za prepoznavanje ribosoma i predstavlja pocetno mjesto za translaciju proteina

(9).

Polimorfizam GPIBA kojeg karakterizira varijabilan broj tandemskih ponavljajuc¢ih
sljedova (engl. variable number of tandem repeats, VNTR) sekvencija od 39 bp u genu,
odnosno sekvencije od 13 AK-a u proteinu. Razliciti aleli oznac¢avaju razli¢it broj ponavljanja,
pa tako razlikujemo A (Cetiri ponavljanja), B (tri ponavljanja), C (dva ponavljanja), D (jedno

ponavljanje) 1 E (delecija), gdje su aleli A i E izrazito rijetki (9).

2.3. GPVI

GPVI je transmembranski GP eksprimiran na megakariocitima i trombocitima, a glavni je
kolagenski receptor. Strukturno se moZe podijeliti u tri dijela: izvanstani¢nu regiju koja se
sastoji od dvije disulfidno povezane domene nalik imunoglobulinu, transmembransku domenu

u kojoj Arg252 povezuje GPVI solnim mostom s aspartatnim ostatkom u aktivacijskom



tirozinskom motivu imunoreceptora koji se nalazi u transmembranskoj domeni y-lanca Fc

receptora, te citoplazmatski rep (15).

GPVI kodiran je genom GP6 na drugom kraku 19. kromosoma (lokus 19q13.42).
Polimorfizmi GP6 su povezani uz poveéanu mogucnost razvoja bolesti kao $to su infarkt
miokarda i MU. Postoji istrazivanje koje je pokazalo da je disfunkcionalnost tromba prac¢ena
defektom u GPVI-u, a klinicki profili pacijenata ukazuju na teska, ponekad i po zivot opasna

krvarenja (7,15,16).

Tablica 3. Polimorfizam u GP6 koji dovodi do zamjene aminokiselina (11-13,16).

Referentni
Zamjena
Nazivlje HGVS broj prema Zamjena AK* Regija
nukleotida*
dbSNP
655 C/T Pro219Ser izvanstani¢na
NM_001083899.2:c.655C>T | 151613662 y
(13254 T/C) (Ser199Pro) regija

*Navedeni su podaci o to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK prema nazivlju HGVS (13) te
bazama podataka dbSNP (11) i ClinVar (12). U zagradama su navedeni podaci o polozajima zamjena
nukleotida u AK-a kori$teni u prethodno objavljenoj literaturi. HGVS — Udruzenje za varijacije
ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza podataka polimorfizama
jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), ClinVar — baza podataka

odnosa izmedu genomskih varijacija i fenotipa, AK — aminokiselina.

Polimorfizam GP6 13254 T/C, prikazan u Tablici 3, osim $to dovodi do zamjene AK-a u
izvanstanicnoj regiji dovodi do promjene potencijalnog mjesta posttranslacijske O-

glikozilacije, Sto posljedi¢no utjee na konformaciju GPVI 1 nizvodnu signalizaciju (15,16).

2.3. P-selektin

P-selektin je najveéi poznati selektin s Mr od 140 kDa, integralni je membranski GP
smjeSten u o granulama trombocita 1 Weibel-Paladovim tjeleScima, a nalaze se i u plazmi u
topljivom obliku. Membranski P-selektin sastoji se od N-terminalne domene C-tipa, niza od
devet tandemskih ponavljanja, transmembranske domene i C-terminalnog citoplazmatskog
repa. P-selektini omogucuju stvaranje veze izmedu trombocita 1 leukocita ili endotelnih stanica

preko receptora P-selektin glikoproteinskog liganda-1 koji je konstitutivno izrazen u gotovo



svim leukocitima, a time se ostvaruje adhezija 1 kotrljanje leukocita tijekom upale i tromboze
(17).

P-selektin je kodiran genom SELP koji se nalazi na 1. kromosomu (lokus 1q24.2).
Polimorfizmi u nekodiraju¢oj regiji imaju u€inak na funkciju i ekspresiju P-selektina na
trombocitima (Tablica 4). Polimorfizam SELP Thr715Pro se povezuje uz promjenu u brzini
transporta P-selektina unutar stanice, a posljedicno dolazi do smanjenog broja interakcija s
drugim stanicama. Polimorfizmi SELP Val599Leu, Asn562Asp 1 Ser290Asn su povezani uz
tromboze (9). U slucaju MU-a P-selektini se velikom brzinom translociraju, leukociti se
aktiviraju i ¢vrsto prianjaju na mjestu ozljede. Vece koli¢ine selektina mogu biti povezane uz

dodatne komplikacije poput edema mozga (18).

Tablica 4. Pregled polimorfizama u genu SELP (11-13).

Referentni broj
Nazivlje HGVS Zamjena nukleotida Zamjena AK*
prema dbSNP
Ser331Asn
NM_003005.4:c.992G>A rs6131 929 G/A
(Ser290Asn)
Asn603 Asp
NM_003005.3:c.1807G>A rs6127 1807 A/G
(Asn562Asp)
Val640Leu
NM_003005.3:¢c.1918G>T rs6133 1918 G/T
(Leu599Val)
Thr756Pro
NM_003005.3:¢.2266A>C rs6136 2266 A/C
N (Thr715Pro)

*Navedeni su podaci o tonim polozajima zamjena nukleotida i AK prema nazivlju HGVS (13) te
bazama podataka dbSNP (11) i ClinVar (12). U zagradama su navedeni podaci o poloZajima zamjena
nukleotida u AK-a koristeni u prethodno objavljenoj literaturi. HGVS — Udruzenje za varijacije
ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza podataka polimorfizama
jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), ClinVar — baza podataka odnosa

izmedu genomskih varijacija i fenotipa, AK — aminokiselina.



3. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja je da su polimorfizmi u genima za glikoproteine trombocitne

membrane povezani s pojavom HMU-a u djece u Hrvatskoj. Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. u skupini djece s HMU-om i u kontrolnoj skupini genotipizirati devet polimorfizama u
cetiri gena, koji kodiraju za GP-e trombocitne membrane prikazane u Tablici 5,

2. ispitati povezanost pojedina¢nih polimorfizama s HMU-om u djece u odnosu na kontrolnu
skupinu, odnosno ispitati povezanost ispitivanih polimorfizama kao mogucih rizi¢nih
¢imbenika u razvoju HMU-a,

3. ispitati povezanost ispitivanih haplotipova s HMU-om u odnosu na kontrolnu skupinu,
odnosno ispitati mogucu povezanost haplotipova kao mogucih rizicnih ¢imbenika u

razvoju HMU-a.

Genske varijacije uklju€ene u ovo istrazivanje ve¢inom jo$ uopce nisu ispitivane u djece s
HMU-om ili postoji jako mali broj radova objavljenih za samo pojedine polimorfizme. Ovim
istrazivanjem nastojat ¢e se prikupiti nove informacije o pojedina¢nim i zajednickim ulogama

genskih ¢imbenika u razvoju HMU-a u djece.



Tablica 5. Pregled genskih varijacija obuhvaéenih u ovom ispitivanju.

Referentni
Lokus
Gen Polimorfizam Nazivlje HGVS broj prema | U¢inak
ena
8 dbSNP
zamjena
807 C/T NM_002203.4:¢c.759C>T rs1126643 AK
ITGA2 5ql1.2
zamjena
873 G/A NM_002203.4:c.825G>A rs1062535
AK
(-5 T/C NM_000173.7:c.-5T>C rs2243093 5'UTR
GPIBA | 17pl13.2 VNTR NM_000173.7:c.1321_1359del | rs125934995 | I/D 13 ili
NM_000173.7:c.1282_1359del | rs869060239 | 26 AK
zamjena
GP6 19q13.42 13254 T/C NM_001083899.2:¢.655C>T rs1613662 AK
zamjena
Ser290Asn NM_003005.4:c.992G>A rs1613
AK
zamjena
Asn562Asp NM _003005.3:c.1807G>A rs6127 AK
SELP 1q24.2
zamjena
Val599Leu NM_003005.3:¢.1918G>T rs6133 AK
zamjena
Thr715Pro NM_003005.3:¢.2266A>C rs6136 AK

*HGVS — Udruzenje za varijacije ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP

— baza podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database),

ClinVar — baza podataka odnosa izmedu genomskih varijacija i fenotipa, AK — aminokiselina, UTR —

nekodirajuca regija (engl. untranslated region), VNTR — varijabilni broj tandemskih ponavljaju¢ih

sljedova (engl. Variable number of tandem repeats), 1/D — insercijsko-delecijski polimorfizmi




4. MATERIJALI I METODE

4.1 Ispitanici

U ovom istrazivanju je bilo uklju¢eno 32 djece s dijagnozom HMU-a u dobi do 18 godina.
Djeca su zaprimljena na Neuroloskom odjelu Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb i na Neuropedijatrijskom odjelu Klinike za djecje bolesti Zagreb. Za svakog uklju¢enog
ispitanika prikupljeni su osnovni epidemioloski i klini¢ki podaci o spolu, dobi dijagnoze i dobi
ispitivanja. Ispitanicima je dijagnoza potvrdena primjenom slikovnih tehnika morfoloskih
prikaza mozga (kompjutorizirana tomografija, magnetska rezonanca i magnetska rezonanca-
angiografija). Kontrolnu skupinu za ovo istraZivanje €inilo je isti broj ispitanika, starosne dobi
do 18 godina, iz istog geografskog podrucja, kod kojih nisu bili ustanovljeni neuroloski 1
tromboembolijski poremecaji, podudarnih po dobi 1 spolu djeci s HMU-om, a kojima je
uzorkovana krv u svrhu rutinske laboratorijske obrade prije manjeg operativnog zahvata (npr.
tonzilektomije) u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra
Zagreb 1 Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinike za djecje bolesti Zagreb. U ispitivanju
su bili koriSteni uzorci genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNA) svih ispitanika
izdvojeni iz preostalih uzorka periferne krvi koji su koriSteni za rutinske laboratorijske analize,
a prikupljeni su u sklopu projekta ,,Genski polimorfizmi 1 ishemijski mozdani udar u djece*
financiranog od strane Hrvatske zaklade za znanost (broj projekta IP-2014-09-2047,

voditeljica prof. dr. sc. Renata Zadro).

Istrazivanje je bilo provedeno na Zavodu za medicinsku biokemiju 1 hematologiju
SveuciliSta u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta u skladu s etickim nacelima 1
svim primjenjivim smjernicama, ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje
sudjeluju u istrazivanju, ukljucujuéi zakon o zastiti pacijenata, Pravilnik o dobroj klinickoj
praksi i Helsinsku deklaraciju. Informativni pristanak zatrazen je od roditelja sve djece
ukljucene u istrazivanje nakon detaljnog objaSnjenja istraZivanja, a dodatno je zatraZeni
samostalan pristanak za svu djecu stariju od 12 godina. Za provedbu istrazivanja dobivena je

suglasnost Povjerenstva za eticnost eksperimentalnog rada SveuliliSta u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
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4.2. Molekularno-geneti¢ke metode

Svi bioloski materijali koristili su se sukladno propisima dobre laboratorijske prakse, a

medicinski otpad zbrinuo prema vaze¢im zakonima u Republici Hrvatskoj.

4.2.1. Izdvajanje genomske DNA

Genomska DNA izdvojena je iz leukocita iz uzoraka periferne pune krvi s
antikolagulantom K3;EDTA ili Na-citratom (0,105 M). Ovisno o koli¢ini preostale pune krvi,
genomska DNA izolirana je ruénom metodom isoljavanjem ili automatiziranom metodom

izdvajanja DNA.

Metoda izdvajanja genomske DNA isoljavanjem zahtjeva volumen ostatnog uzorka krvi 2
— 7 mL, a temelji se na selektivnoj lizi eritrocita, zatim lizi stanica sa jezgrom, odnosno,
leukocita iz kojih dolazi do oslobadanja genomske DNA. Potrebno je izdvojiti DNA od
stanicnih proteina isoljavanjem 1 centrifugiranjem. Zavr$ni korak ukljucuje talozenje
genomske DNA apsolutnim etanolom, suSenje istalozene DNA 1 kona¢no otapanje u puferu

Trisa i Na2EDTA (pufer TE).

Automatizirana metoda izdvajanja nukleinskih kiselina zahtjeva volumen ostatnog uzorka
krvi 0,25 — 2,00 mL, a izdvajanje se provodi uz pomoc¢ uredaja MagNA Pure Compact (Roche
Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska) i pripadajuéeg kompleta za izdvajanje DNA MagNA
Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska).

Neovisno o metodi izdvajanja, izdvojena DNA pohranjena je na +4 °C.

4.2.2. Mjerenje koncentracije i ¢istoce DNA

Koncentracija 1 ¢istoca izdvojene DNA izmjerena je mikrovolumnim spektrofotometrom
DS-11 FX (DeNovix, Wilmington, DE, SAD). Koristeno je svega 1 pL otopine izdvojene DNA
u kojemu su izmjerene apsorbancije na 260 i 280 nm, te iz izmjerenih vrijednosti izracunata

koncentracija i ¢istoca dvolancane DNA u uzorku.
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KoriSteni materijali

e mikrovolumni spektrofotometar DS-11 FX (DeNovix, Wilmington, DE, SAD) plasti¢ni

jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 — 10 pl (Eppendorf,

Hamburg, Njemacka)

e automatska pipeta volumena 0,1 — 10 ul (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e vrtlozna mijesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e pufer Tris-a 1 Na;EDTA (pufer TE), pH 7,5, pohranjen na +4 °C, sljedeceg sastava: 10 mM
Tris (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD), 1 mM NaEDTA (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), pH prilagoden uz pomo¢ 37 % HCl 1 IM NaOH

e (destilirana sterilna voda

e stanievina

Postupak

1.

Nakon paljenja uredaja priklju¢ivanjem na izvor struje, u izborniku je izabran program
mjerenja koncentracije i ¢istoce dvolancane DNA.

Podizanjem rucice uo¢eno se mjerno polje.

Na mjerno polje pipetirano je 1 puL pufera TE za slijepu probu, rucica je spustena i
odabrana je tipka za mjerenje, po zavrSetku je rucica podignuta te je obrisano mjerno
polje stani¢evinom kako bi se postavila bazna linija (engl. blank) mikrovolumnog
spektrofotometra.

Uzorak je dobro promijeSan na vrtloznoj mijesalici i nakon c¢ega je 1 pL uzorka
pipetiran na mjerno podrucje, stisnuta je tipka za poCetak mjerenja i dobiveni rezultat
je zapisan.

Nakon svakog uzorka rucica je podignuta i stani¢evinom prebrisano mjerno polje.
Postupak opisan u tockama 4. 1 5. je ponovljen za svaki uzorak.

Nakon zavrSetka mjerenja, mjerno polje je prebrisano staniCevinom namocenom u
destiliranu vodu, nakon toga prebrisano suhom stani¢evinom te je uredaj ugaSen

isklju¢ivanjem iz izvora struje.
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4.2.3. Dokazivanje polimorfizama ITGA2 807 T/C i 873 G/A, te GP1BA (-5) T/C

Polimorfizmi ITGA2 807 T/C i 873 G/A, te GPIBA (-5) T/C dokazani su umnazanjem
genomske DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) u
stvarnom vremenu (engl. quantitative PCR, Q-PCR), nakon ¢ega su PCR produkti analizirani
krivuljom taljenja (engl. melting curve, MC), odnosno metodom Q-PCR-MC (engl.
quantitative-PCR-melting curve). LightCycler® 480 kombinira uredaj za PCR i mikrovolumni
fluorometar te ima sposobnost brzog 1 jednostavnog otkrivanja mutacija. ViSestruke varijacije
u slijedu se razlikuju pomocu fluorescentno obiljezenih hibridizacijskih sondi 1 krivulja

taljenja.

Prvi korak ove metode je Q-PCR kojim su specificni dijelovi genomske DNA umnoZeni
pomocu specificnih pocetnica. Tijekom faze sljepljivanja na umnoZeni slijed vezu se tzv.
HybProbe sonde koje su komplementarne genotipu jednog alela. Jedna HybProbe sonda sastoji
se od dva fluorescentno obiljezena hibridiziraju¢a oligonukleotida, jedan oligonukleotid
oznaden je na 5' kraju akceptorskom fluorescirajuéom bojom LightCycler® Red 640
(LCRed640), a 3' kraj je modificiran fosforilacijom (P), s ciljem inhibicije produljenja
oligonukleotida. Drugi oligonukleotid je oznaCen na 3' kraju donorskom fluoresciraju¢om
bojom fluorescein (FL). Fluorescencija HybProbe sonde se odvija ako su obje
oligonukleotidne sonde hibridizirane za ciljnu DNA. Fluorescencija je temeljena na tzv. FRET-
u (engl. Forster resonance energy transfer), odnosno, reakciji izmedu donorske i akceptorske
sonde koje se nalaze blizu jedna druge prilikom ¢ega dolazi do fluorescencije akceptorske boje
LCRed640. To svojstvo fluorescencije u stvarnom vremenu ne samo da je koriSteno u fazi

sljepljivanja pocetnica, ve¢ je koriSteno i u analizi krivulje taljenja (19,20).

Nakon provedenog PCR-a, umnozeni produkti su kratko denaturirani porastom
temperature 1 zatim su naglo renaturirani spuStanjem temperature, a nakon vezanja
fluorescentno obiljezenih sondi dolazi do tvorbe homodupleksa, ali i heterodupleksa ako
postoji promjena slijeda u umnoZenom produktu. Uz kontinuirani porast temperature
reakcijske smjese dolazi do istovremenog pracenja smanjenja fluorescencije. Porastom
temperature dolazi do taljenja homodupleksa 1 heterodupleksa, odnosno fluorescirajuce sonde
prestaju fluorescirati jer se taljenjem odvajaju. Temperatura mekSanja (Tm) oznacava

temperaturu pri kojoj je 50 % sondi disociralo s DNA slijeda. Veli¢ina Tm-a ovisi o broju
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nukleotida izmedu sonde i DNA koji nisu u potpunosti komplementarni, odnosno za svaki
uzorak dobivamo graficki prikaz derivacije biljezene fluorescencije s porastom temperature u
obliku pikova koji nam omoguéuju razlikovanje genotipa uzoraka. Obi¢no Cesti homozigoti
imaju viSu Tm homodupleksa, rijetki homozigot ima nizu Tm heterodupleksa, a heterozigoti

imaju dva pika koji odgovaraju Tm homodupleksa i heterodupleksa (19,20).

4.2.3.1. Genotipizacija metodom Q-PCR-MC

KoriSteni materijali

e plasticne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza 1 RNaza volumena 1,5 mL

e plastini jednokratni sterilni nastavci bez DNaza 1 RNaza volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200
puL 10,1 — 10 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 —200 pL 10,1 — 10 uL. (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

e vrtlozna mijeSalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

e mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e LightCycler® 480 Multiwell plo¢ice s 96 reakcijskih jaZica i adhezivnom folijom (Roche
Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska)

e rashladna centrifuga 5810R i pripadajuci njiSuci rotor s adapterima za plocice (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)

e uredaj za Q-PCR LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Svicarska) i LightCycler® 480 Software, verzija 1.5.1.62 (Roche Diagnostics
GmbH, Basel, gvicarska)

e LightCycler® 480 Genotyping Master (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska), 5 x
koncentriran, pohranjen na -20 °C, zasti¢en od svjetla, a sastoji se od:

o modificirane DNA-polimeraze Taq
o reakcijskog pufera s 15 mM MgCl,
o dNTP-ova (dATP, dCTP, dGTP i dUTP)

e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 10 uM (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD),
pohranjene na -20 °C

o ITGA2 807 C/T-F:  5'- AAT GAT TGT AGC AAC ATC CC -3'
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o ITGA2807C/T-R:  5-TTTAACTTT CCC AGC TGC C -3'
o ITGA2 873 G/A-F: 5-GCAAGT CTT TAT TTAATT TTATC -3'
o ITGA2 873 G/A-R: 5-CTC AGT ATATTG TCATGG TTG -3'
o GPIBA (-5) T/C-F: 5- GCA GGG GGATCC ACT CAA-3'
o GPIBA (-5)T/C-R:  5-GGT TGT GTCTTT CGG CAG G -3
e otopina fluorescentno obiljezenih oligonukleotidnih sondi, 8 uM (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, SAD), pohranjene na -20 °C zasti¢ene od svjetla
o ITGA2 807 C/T-S1: 5-LCRed640- TGT TTG TGA GGT CCC CAC CAT ATT
GG -PH-3'
o ITGA2 807 C/T-S2: 5'- CTT GCA TAT TGA ATT GCT CCG AAT -FI-3'
o ITGA2 873 G/A-S1: 5'-LCRed640- AAT GGT AGT TGT AAC TGA CGG TGA
AT -Ph-3'
o ITGA2 873 G/A-S2: 5'- GCG ACG AAG TGC TAC GAA AG -FI-3'
o GPIBA (-5) T/C-S1: 5-LCRed640- CCT CCT CTT GCT GCT CCT GCT GCC -
Ph-3'
o GPIBA (-5) T/C-S2: 5- CCA CAG GCC CTC ATG CCT C -FI-3' (sonda je
komplementarna rjedem alelu u slu¢aju kojeg je ocekivana Tm sonde veca)
e destilirana sterilna voda
e pufer TE, pH 7,5, pohranjen na +4 °C, sljedeceg sastava: 10 mM Tris (Merck, Kenilworth,
New Jersey, SAD), 1 mM Na,EDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), pH prilagoden uz pomo¢
37 % HCli 1M NaOH

Postupak

Reakcijska smjesa za svaki pojedini uzorak i polimorfizam pripremljena je na ledu,
mijeSanjem odgovarajue koli¢ina genomske DNA, prethodno razrijedene sterilnom
destiliranom vodom do koncentracije 50 pg/mL, odgovaraju¢ih otopina F, R, SI, S2,
LightCycler® 480 Genotyping Master otopine i destilirane sterilne vode do ukupnog volumena
od 20 pL, prema protokolu iz Tablice 6. Svi sastojci su prije pipetiranja promijesani u vrtloznoj
mijesalici, osim LightCycler® 480 Genotyping Master otopine koja je lagano promijesana
prevrtanjem i spuStena na dno kratkim centrifugiranjem pomo¢u male stolne centrifuge. Za

svaku seriju uzoraka svakog polimorfizma koriStene su slijepa proba i referentna pozitivna
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kontrola heterozigotnoga genotipa. Slijepa proba, odnosno, negativna kontrola pripremljena je

dodavanjem destilirane sterilne vode umjesto genomske DNA, u istom volumenu. Reakcijske

smjese su pipetirane na plocicu s 96 reakcijskih jazica, u svaku jazicu po jedan uzorak, a nakon

toga plocica je prekrivena adhezivnom folijom i centrifugirana na brzini od 1000 X g tijekom

1 min na temperaturi od 4 °C. Na taj nacin se osigurava da je sav sadrzaj reakcijske smjese

spusten na dno jazice, te da u jazicama ne postoje mjehurici zraka.

Tablica 6. Protokol za izradu Q-PCR-MC smjese za dokazivanje polimorfizama ITGA2 807 C/T i 873

G/A, te GPIBA (-5) T/C.

Reagencija V(uL) C
LightCycler® 480 Genotyping 4,0 1 x
Master
pocetnica F 1,0 0,5 uM
pocetnica R 1,0 0,5 uM
sonda S1 1,0 0,4 uM
sonda S2 0,5 0,2 uM
destilirana sterilna voda 10,5 /
genomska DNA 2,0 5,0 ug/mL

*V — volumen; C — kona¢na koncentracija u PCR smjesi; F — uzvodna pocetnica; R — nizvodna

pocetnica; S1 — sonda obiljeZzena akceptorskom fluoresciraju¢om bojom; S2 — sonda obiljezena

donorskom fluoresciraju¢om bojom; DNA — deoksiribonukleinska kiselina.

Uvjeti provodenja PCR-a u uredaju za Q-PCR uz pripadajuci raCunalni program su:

e pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 10 min,

e 40 ciklusa umnazanja koji ukljucuju:

o denaturaciju na 95 °C tijekom 10 s,

o sljepljivanje pocetnica na 58 °C tijekom 10 s kada je provedeno i mjerenje

fluorescencije u svrhu prac¢enja koli¢ine umnoZenih produkata,

o produljenja pocetnica na 72 °C tijekom 15 s.

Po zavrSetku PCR-a provedeno je taljenje umnozenih produkata na istom uredaju pri

sljede¢im uvjetima:

e denaturacija na 95 °C tijekom 1 min,
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e renaturacija i sljepljivanje sondi na 40 °C,
e postupno zagrijavanje do 85 °C uz kontinuirano mjerenje fluorescencije,

¢ nakon taljenja DNA uredaj je ohladen na 40 °C tijekom 10 s.

Prije pocetka analize dobivenih krivulja, provjerene su dobivene krivulje umnazanja.
Umnazanje je uspjesno ako je do 30. ciklusa umnazanja nastala mjerljiva koli¢ina produkta.
Ako nije uspjelo umnaZzanje, ponovljena je analiza i po potrebi prilagodena koli¢ina kalupa

DNA.

Analiza dobivenih rezultata se provedena je pomocu racunalnog programa uz koristeni
uredaj LightCycler® 480 na kojemu je proveden i Q-PCR-MC. Rezultati su o&itani za svakog
pojedinog ispitanika iz grafickog prikaza derivacije fluorescencije uzorka ovisne o porastu
temperature. Tm sondi prikazan je kao pik za svaki uzorak, na temelju kojih je odreden genotip

za svaki ispitivani polimorfizam (Slika 1).
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Slika 1. Rezultati genotipizacije metodom Q-PCR-MC. Prikazane su krivulje ovisnosti derivacije
fluorescencije o temperaturi, odnosno derivirane krivulje taljenja. A — crvenom su bojom prikazani
uzorci ispitanika genotipa /7GA2 807 CC (jedan fluorescencijski pik odgovara na 61 °C odgovara alelu
C), zelenom bojom prikazani su uzorci genotipa TT (jedan fluorescencijski pik na 67 °C odgovara alelu
T), a plavom bojom prikazani su uzorci ispitanika genotipa CT (dva fluorescencijska pika na oko 57
°C161 °C odgovaraju prisutnosti oba alela); B — crvenom su bojom prikazani uzorci ispitanika genotipa
ITGA2 873 GG (fluorescencijski pik na 63 °C odgovara alelu G), zelenom bojom prikazani su uzorci

genotipa AA (jedan fluorescencijski pik na 57 °C odgovara alelu A), a plavom bojom prikazani su
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uzorci ispitanika genotipa GA (dva fluorescencijska pika na oko 57 °C i 61 °C odgovaraju prisutnosti
oba alela); C — plavom su bojom prikazani uzorci ispitanika genotipa GP1BA (-5) TT (fluorescencijski
pik na 60 °C odgovara alelu T), zelenom bojom prikazani su uzorci genotipa CC (jedan fluorescencijski
pik na 68 °C odgovara alelu C), a crvenom bojom prikazani su uzorci ispitanika genotipa TC (dva

fluorescencijska pika na oko 60 °C i 68 °C odgovaraju prisutnosti oba alela) (9).

4.2.4. Dokazivanje polimorfizama SELP Ser290Asn, Val599Leu i Thr715Pro te
GP6 13254 T/C

Polimorfizmi SELP Ser290Asn, Val599Leu, Thr715Pro 1 GP6 13254 T/C odredeni su
metodom Q-PCR-a uz pomo¢ specifi¢nih pocetnica, a nakon umnazanja specificnih segmenata
ucinjena je analiza krivulje taljenja visoke razlucivosti (engl. high resolution melting, HRM),
Q-PCR-HRM (engl. quantitative PCR - high resolution melting). Metoda je dovoljno
specifi¢na 1 osjetljiva da razlikuje nukleinske kiseline na temelju malih razlika u sljedovima 1

omogucuje genotipizaciju uzoraka.

Q-PCR je metoda koja omogucuje umnazanje i kvantifikaciju ciljanih sljedova DNA.
Svakim ciklusom dolazi do udvostruCenja ciljnih sljedova, a koriStenjem slobodnih
fluorescentnih boja, koje interkaliraju s dvolancanim molekulama DNA, omogucena je i1
njihova uzastopna kvantifikacija. Prilikom umnazanja dolazi do tvorbe homodupleksa,
dvolan¢anih produkata PCR-a s potpuno komplementarnim lancima, i heterodupleksa,
dvolan¢anih produkata PCR-a s lancima koji nisu u potpunosti komplementarni. Ja¢ina

fluorescencije raste s povec¢anjem koli¢ine produkta PCR-a.

Nakon umnazanja dolazi do provodenja HRM analize koja se temelji na taljenju $to je
ujedno temeljno svojstvo DNA. Spiralna struktura dvolan¢ane molekule DNA se taljenjem
gubi i dolazi do odvajanja lanaca, odnosno, denaturacije. Ako je regija dupleksa kratka, kao za
vecinu sintetiziranih sondi, taljenje se odvija u jednom prijelazu (sve ili niSta). Tm je definirana
kao temperatura pri kojoj se polovica dupleksa denaturira. Slijed DNA, odnosno broj GC 1 AT
parova u strukturi direktno su ovisni o vrijednosti Tm-a. Tm je proporcionalan broju GC
parova. Uredaj LightCycler® 480 postupno poveéava temperaturu, $to dovodi do postupnog
taljenja dvolanc¢ane DNA, disocijacije fluorescentne boje i smanjenja fluorescencije koja se
kontinuirano mjeri. Uredaj koristi visoko osjetljivi opticki sustav koji uocava i najmanje

promjene u fluorescenciji. Softver stvara krivulje taljenja za svaki pojedini uzorak, te provodi

19



normalizaciju krivulje taljenja i temperaturni pomak (Slika 2). Normalizacija omogucuje
uklanjanje pocetnih signala koji nisu povezani s genetickim razlikama, ¢ime se osigurava
precizna usporedba izmedu uzoraka. Normalizacija ukljucuje prilagodbu fluorescencijskih
vrijednosti tako da linearni dijelovi krivulje prije 1 nakon taljenja budu poravnati izmedu
razli¢itih uzoraka. Lijevi grani¢nik se postavlja na dijelu krivulje prije pocetka taljenja (mjesto
oznacava stabilnu dvolan¢anu DNA, odnosno, mjesto maksimalne fluorescencije), a desni na
mjestu potpune denaturacije (mjesto najmanje fluorescencije). Temperaturni pomak (engl.
temperature shift) omogucuje dodatno uklanjanje pozadinskih signala 1 poboljSanje preciznosti
(Slika 3). Uzorci se grupiraju prema sli¢nostima u krivuljama taljenja, omogucujuci

identifikaciju razli¢itih genotipova ili prisutnost mutacija (Slika 4) (21-23).
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Slika 2. Prikaz normalizacije i pomaka temperature unutar HRM analize na primjeru genotipizacije
SELP Val599Leu. A — prikaz normalizacije dobivenih krivulja taljenja; B — prikaz pomaka temperature
dobivenih normaliziranih krivulja taljenja; C — prikaz dobivenih krivulja taljenja nakon Q — PCR-a,

normalizacije i pomaka temperature (9).
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Slika 3. Graficki prikaz krivulja taljenja nakon Q-PCR-a, normalizacije i pomaka temperature, a
prije HRM analize u svrhu genotipizacije SELP Ser290Asn (A), SELP Val599Leu (B), SELP
Thr715Pro (C) i GP6 T13254C (D).
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Slika 4. Graficki prikaz rezultata HRM analize u svrhu genotipizacije SELP Ser290Asn (A), SELP
Val599Leu (B), SELP Thr715Pro (C) i GP6 T13254C (D). Prikazane su krivulje, nakon normalizacije

i pomaka temperature, ovisnosti relativne razlike signala fluorescencije o temperaturi.

Ova metoda se najvise koristi za nespecifi¢no ispitivanje prisutnosti polimorfizama unutar
umnozenih sljedova (engl. gene scanning). Razlog tomu je smanjena specificnost metode zbog
ne koriStenja specifi¢nih fluorescentno obiljezenih sondi koje su komplementarne odredenom
genotipu. Metodu karakterizira visoka osjetljivost, pa je odli¢na za dokazivanje SNP-ova, ali
je vazno pravilno optimizirati sve ¢imbenike koji bi mogli utjecati na HRM analizu i koristiti

kontrolne uzorke za sva tri moguca genotipa.

4.2.4.1. Genotipizacija metodom Q-PCR-HRM
Koristene su prethodno dizajnirane pocetnice za Q-PCR-HRM (9,24,25).

Koristeni materijali

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL

e plastini jednokratni sterilni nastavci bez DNaza 1 RNaza volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200
puL 10,1 — 10 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e automatske pipete volumena 0,1 — 1,0 mL, 10 — 200 pL i 0,1 — 10 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)

e vrtlozna mijesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)
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mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
LightCycler® 480 Multiwell plo¢ice s 96 reakcijskih jaZica i adhezivnom folijom (Roche
Diagnostics GmbH, Basel, gvicarska)
rashladna centrifuga 5810R 1 pripadajuéi njihaju¢i rotor s adapterima za plocice
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
uredaj za Q-PCR LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Svicarska) i LightCycler® 480 Software, verzija 1.5.1.62 (Roche Diagnostics
GmbH, Basel, gvicarska)GP
LightCycler® 480 HRM Master Mix (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska),
pohranjen na -20 °C, zaSticen od svjetla, a sastoji se od:
o Master Mix, 2 x koncentriran, sastoji se od:
= DNA-polimeraza FastStart Taq
= reakcijskog pufera
=  dNTP-ova (dATP, dCTP, dGTP i dUTP)
* fluorescirajuée boje LightCycler® 480 ResoLight
o otopina MgCl, 25 mM
otopine oligonukleotidnih pocetnica, 4 uM (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD),
pohranjene na -20 °C
o SELP Thr715Pro -F  5'- ATG AAC TGC TCC AAC CTC TG -3'
o SELP Thr715Pro -R  5'- CCC ACATGA AAATTG TAC CTT -3'
otopine oligonukleotidnih pocetnica, 4 uM (Metabion International AG, Planegg,
Njemacka), pohranjene na -20°C
o SELP Ser290Asn -F 5'- CCT TGG TTATTC TCT CCA GCT GTG C -3'
o SELP Ser290Asn -R 5'- AGC CGG GCT GGC ACT CAA AT -3'
o SELP Val599Leu -F 5'-TTG CAG GAG CCT CCC TTG TTATGA A -3'
o SELP Val599Leu -R 5'- GGT TCC CTG CCC AGG AGT GGT -3'
o GP613254T/C-F 5-ACAGCGACA GAG CACAGATT -3'
o GP613254T/C-R 5-GAC CCT GCA GAA CCT ACCTG -3'

destilirana sterilna voda
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e pufer TE, pH 7,5, pohranjen na +4 °C, sljedeceg sastava: 10 mM Tris (Merck, Kenilworth,
New Jersey, SAD), | mM Na;EDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), pH prilagoden uz pomo¢
37 % HCli 1M NaOH

Postupak

Reakcijska smjesa za svaki pojedini uzorak i polimorfizam pripremljena je na ledu,
mijeSanjem odgovarajue koli¢ina genomske DNA, prethodno razrijedene sterilnom
destiliranom vodom do koncentracije 10 pg/mL, otopina F, R, LightCycler® 480 HRM Master
otopine, otopine MgCl> 1 destilirane sterilne vode do ukupnog volumena 20 pL, prema
protokolu iz Tablice 7. Svi sastojci su prije pipetiranja promijesani na vrtloznoj mijeSalici i
spusteni na dno centrifugiranjem pomo¢u male stolne centrifuge, osim LightCycler® 480 HRM
Master otopine koja je lagano promijeSana prevrtanjem umjesto mijeSanja na vrtloznoj
mijesalici. Za svaku seriju uzoraka za svaki polimorfizam koriStene su slijepa proba i tri
referentne pozitivne kontrole, po jedna za svaki genotip. Negativna kontrola pripremljena je
dodavanjem destilirane sterilne vode umjesto genomske DNA, u istom volumenu. Reakcijske
smjese su pipetirane na plo¢icu s 96 reakcijskih jazica, u svaku jazicu po jedan uzorak, a nakon
toga plocCica je prekrivena adhezivnom folijom i centrifugirana na brzini od 1000 x g tijekom
1 min na temperaturi od 4 °C. Na taj nacin se osigurava da je sav sadrzaj reakcijske smjese

spusten na dno jaZice, te da u jazicama ne postoje mjehurici zraka.

Tablica 7. Protokol za izradu Q-PCR-HRM smjese za dokazivanje polimorfizama SELP Ser290Asn,
Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C.

Reagencija V (nL) C
LightCycler® 480 HRM Master Mix 10,0 1 x
otopina MgCl, 2,0 2,5 mM
pocetnica F 1,0 0,2 uM
pocetnica R 1,0 0,2 uM
destilirana sterilna voda 5,0 /
genomska DNA 1,0 0,5 pg/mL

*V — volumen; C — konac¢na koncentracija u PCR smjesi; HRM — krivulja taljenja visoke razlucivosti;

F — uzvodna pocetnica; R — nizvodna pocetnica; DNA — deoksiribonukleinska kiselina.
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Uvjeti provodenja PCR-a u uredaju za Q-PCR uz pripadajuci racunalni program su:

e pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 10 min,
e 45 ciklusa umnazanja koji ukljucuju:
o denaturacija na 95 °C tijekom 10 s,
o sljepljivanje pocetnica na 60 °C tijekom 15 s,
o produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 25 s kada je provedeno i mjerenje

fluorescencije u svrhu prac¢enja koli¢ine umnoZzenih produkata.

Po zavrSetku PCR-a provedeno je taljenje umnozZenih produkata na istom uredaju pri

sljede¢im uvjetima:

e denaturacija na 95 °C tijekom 1 min,

e renaturacija 1 vezanje hibridizacijskih sondi na 40 °C tijekom 1 min,

e postupno zagrijavanje od 70 °C do 95 °C brzinom 0,02 °C/s uz kontinuirano mjerenje
fluorescencije,

e nakon taljenja DNA ureda;j je ohladen na 40 °C tijekom 10 s.

Prije pocetka analize dobivenih krivulja, potrebno je provjeriti dobivene krivulje
umnazanja. Umnazanje je uspjesno ako je do 30. ciklusa umnazanja nastala mjerljiva koli¢ina
produkta. Ako nije uspjelo umnaZzanje, potrebno je ponoviti analizu i po potrebi prilagoditi

koli¢inu kalupa DNA.

HRM analiza dobivenih krivulja taljenja provedena je pomocu racunalnog programa
dobivenog uz uredaj na kojem je proveden Q-PCR. Nakon normalizacije krivulje i pomaka
temperature, uredaj automatski grupira krivulje i potrebno je postaviti krivulju taljenja za
referentni genotip, za SELP Ser290Asn koriSten je genotip Asn/Asn, za SELP Val599Leu
koriSten je genotip Leu/Leu, a za SELP Thr715Pro genotip Pro/Pro, a za GP6 13254 T/C
genotip CC.

Za svaki pojedini uzorak odreden je genotip za sve ispitivane polimorfizme o€itavanjem iz
grafickog prikaza krivulje taljenja dobivene na temelju promjene signala ovisno o promjeni
temperature. Prilikom ocitavanja rezultata, krivulje su usporedivane s krivuljama kontrolnih

referentnih uzoraka za sve moguce genotipove.
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4.2.5. Dokazivanje polimorfizma SELP Asn562Asp

Dokazivanje polimorfizma SELP Asn562Asp provedeno je metodom alel-specificnog
PCR-a uz pomo¢ pocetnica specifi¢noga slijeda (engl. sequence specific primer, PCR-SSP), a

umnozeni produkti su analizirani elektroforezom na 3 %-tnom agaroznom gelu.

Metoda zahtjeva pripremu dvije reakcijske smjese za isti uzorak, u obje reakcijske smjese
se dodana ista uzvodna pocetnica, u jedinu reakcijsku smjesu dodana je nizvodna pocetnica
komplementarna slijedu DNA jednoga alela (divljeg tipa), a u drugu reakcijsku smjesu dodana
Jje nizvodna pocetnica komplementarna slijedu DNA drugog alela (mutacija ili polimorfizam).
U svaku reakcijsku smjesu je dodan i par poCetnica za gen S-globulin koji se koristi kao interna
kontrola umnazanja, odnosno, ako on nije umnozen potrebno je ponoviti metodu 1 po potrebi
prilagoditi koli¢inu genomske DNA. Oc¢itavanje rezultata provedeno je nakon elektroforeze na
agaroznom gelu koja se provodi nakon PCR reakcije umnazanja odredenog slijeda DNA.
Razdvajanjem PCR produkata moguce je razlikovati homozigota za alel umnozen samo
pocetnicama iz prve reakcijske smjese, homozigot za alel umnozen samo pocetnicama iz druge
reakcijske smjese 1 heterozigot gdje su prisutni umnoZzeni produkti obje reakcijske smjese za

obje pocetnice.
KoriSteni materijali

e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 100 uM, pohranjene na -20 °C (TIB Mollbiol, Berlin,
Njemacka)
o Asn562Asp-F 5'- AAG TAG AAC TGT CTT AGC AAG TAC -3'
o 562Asn-R 5-CTC CACCTGYCATTT CTC TTG TA -3'
o 562Asn-R 5-CTCCACCTGYCATTT CTCTTG TG -3'
e otopine oligonukleotidnih pocetnica za kontrolni gen S-globulin, 10 uM, pohranjene na -
20 °C (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka)
o P-glob-F 5'- GGT TGG CCAATC TAC TCC CAG G -3'
o p-glob-R 5'- GCT CAC TCAGTG TGG CAAAG -3
e DNA-polimeraza Taq™ Hot Start Version aktivnosti 5 U/uL, pohranjena na -20 °C (Takara
Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan)
e 10 x PCR pufer (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan)
e otopina dNTP-ova, 10 mM (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan)
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e destilirana sterilna voda

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL 10,2 mL

e plastini jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200
puL 10,1 — 10 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 —200 uL 10,1 — 10 pL. (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

e vrtloZna mijeSalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

e mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e termoblok za PCR GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

Postupak

Za svakog ispitanika pripremljene su dvije reakcijske smjese, u jednu reakcijsku smjesu
dodana je pocetnica za umnazanje alela SELP 562Asn, a u drugu reakcijsku smjesu dodana je
pocetnica za umnazanje alela SELP 562Asp. Potrebno je promijesati odgovarajucu koli¢inu
genomske DNA prethodno razrijedene na koncentraciju 150 — 200 pg/mL, DNA-polimeraze,
10 x PCR pufera, otopine dNTP-ova, otopina pocetnice za kontrolni gen, otopine pocetnice za
Asn562 Asp-F, otopine alel-specifi¢ne pocetnice 562Asn-R ili 562 Asp-R, te destilirane sterilne
vode do ukupnog volumena od 10 pL prema protokolu iz Tablice 8. Svi sastojci reakcijske
smjese dobro su promijesani pomocu vrtlozne mijesSalice 1 sadrzaj je spusSten na dno pomocu
male stolne centrifuge, osim DNA-polimeraze koja je samo spusStena na dno pomocu male
stolne centrifuge. U svakoj seriji uzoraka koristena je negativna kontrola u koju je pipetirana

destilirana sterilna voda umjesto uzorka genomske DNA u jednakom volumenu.
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Tablica 8. Protokol za izradu PCR smjese za dokazivanje polimorfizma SELP Asn562Asp.

Reagencija V (nL) C
10 x PCR pufer 1,0 1 x
otopina ANTP-ova 0,8 0,2 mM
DNA-polimeraza Taq 0,1 0,05 U/uL
pocetnica B-globin-F 0,2 0,2 uM
pocetnica B-globin-R 0,2 0,2 uM
pocetnica Asn562 Asp-F 0,1 1,0 uM
pocetnica 562Asn-R ili 562Asp-R 0,1 1,0 uM
destilirana sterilna voda 6,5 /
genomska DNA 1,0 15 -20 pg/mL

*V — volumen; C — konacna koncentracija u PCR smjesi; PCR — lancana reakcija polimeraze; dNTP —
deoksinukleozid-trifosfati; DNA — deoksiribonukleinska kiselina; F —uzvodna pocetnica; R —nizvodna

pocetnica.

Uvjeti provodenja PCR-a na termobloku su sljedeci:

e pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 2 min,
e 10 ciklusa umnazanja koji ukljucuju:
o denaturacija na 95 °C tijekom 10 s,
o sljepljivanje pocetnica na 65 °C tijekom 1 min,
e 20 ciklusa umnazanja koji ukljucuju:
o denaturacija na 95 °C tijekom 10 s,
o sljepljivanje pocetnica na 61 °C tijekom 1 min,
o produljenja pocetnica na 72 °C tijekom 20 s,
e konacno produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 10 min,

e hladenje na 4 °C.
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Elektroforeza DNA na 3 %-tnom agaroznom gelu

Elektroforezom nabijene molekule migriraju unutar agaroznog gela pod utjecajem
elektricnog polja. Molekule unutar gela putuju brzinom obrnuto proporcionalnoj velicini
molekula. Metoda je koristena s ciljem utvrdivanja uspje$nosti umnazanja produkata PCR-a u
ovoj, ali i u drugim koriStenim metodama. Paralelno uz uzorke koriStena je pozitivna,
negativna kontrola i molekularni biljeg. Uocavanje produkata PCR-a omogucuje fluorescentna
boja koja veze lance DNA. Uzorci su u jazice gela naneseni pomijesani s puferom za nanosenje
uzoraka. Nakon provedene elektroforeze gel je obasjan UV-svjetlom $to omogucava uocavanje

fluorescirajuc¢ih produkata PCR-a.
KoriSteni materijali

e plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza 1 RNaza volumena 0,1 — 1,0 mL, 10 —200
uL, 0,1 — 10 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e automatske pipete volumena 0,1 -1,0 mL, 10 — 200 pL, 0,1 - 10 uL. (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

e pufer TBE koji se sastoji od 100 mM Tris-a (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD), 100
mM H3;BO4 (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD) 12,5 mM Na;EDTA (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), 10 x koncentriran, a prije koriStenja razrijeden na 1 x pomocu destilirane
sterilne vode

e agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

e otopina fluorescentne boje Olerup® SSP GelRed™ (CareDx AB, Stockholm, Svedska)

e plamenik

e pufer za nanoSenje uzoraka, pohranjen na +4 °C:

e 30 % agaroza
e 0,25 % bromfenol plavilo
e 0,25 % ksilen cijanol FF

¢ biljeg molekularne mase od po 100 bp (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD),

pripremljen mijeSanjem 1 pL biljega, 1 pL pufera za nanoSenje uzorka i 4 pL destilirane

sterilne vode, alikvotiran i pohranjen na -20 °C

30



sustav za horizontalnu elektroforezu koji ukljucuje plasti¢ni kalup za izlijevanje gela i
pripadajuci nosac, ¢esljice za stvaranje jazica, kadicu, poklopac s elektrodama 1 ispravljac¢
(BioRad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)

UV kamera Amersham AI600 (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD)

parafilm

Postupak

1.

9.

[zvagano je 1,6 g agaroze, pomijeSano sa 60 mL 1 x koncentriranog pufera TBE, te je
smjesa zagrijavana na plameniku uz mijeSanje do vrenja dok smjesa nije postala prozirna,
Sto oznacava da se agaroza u potpunosti otopila.

Smjesa je malo ohladena pod mlazom hladne vode, a nakon toga je u nju dodana jedna kap
otopine fluorescentne boje GelRed. Smjesa je kratko promijeSana kako bi se
homogenizirala.

Plasti¢ni kalup za izlijevanje gela uc¢vrscen je na pripadajuci nosac, izlivena je pripremljena
smjesa agaroze i umetnut je ¢eslji¢ u predvideno mjesto.

Svi postoje¢i mjehuri¢i ako su nastali prilikom izlijevanja su odmah uklonjeni.

Nakon otprilike 30 min agaroza se polimerizirala i nastao je gel. Pazljivo je izvaden Ceslji¢
za stvaranje jazica i plasti¢ni kalup zajedno s gelom je prebacen u kadicu za elektroforezu.
Kadica je napunjena 1 x koncentriranim TBE puferom tako da je gel u potpunosti uronjen
u pufer.

Za svaki produkt PCR-a na parafilm je pipetirano po 3 pL pufera za nanoSenje uzoraka i
pomijesano je nekoliko puta pipetom s 10 uLL. PCR produkata PCR-a.

U jazice gela za elektroforezu je pipetirano 10 pL tako priredenog uzorka, odnosno, 3 pL
prethodno pripremljenog biljega molekularne mase.

Kadica je poklopljena i elektrode su spojene na ispravljac.

10. Elektroforeza se provodila 40 min pri naponu od 100 V, a po potrebi i dulje.

11. Rezultati elektroforeze su vizualizirani pomocu UV kamere.
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Elektroforezom u 3 %-tnom agaroznom gelu dobiveni se razdvojeni umnozeni produkti
ispitanika, a pomoc¢u UV kamere i pripadaju¢eg racunalnog programa ocitani se rezultati.
Genotip ispitanika je utvrden na temelju prisutnosti umnozenog produkta veli¢ine 141 bp u
pojedinoj PCR reakciji. Rezultate je moguée ocitati samo ako je vidljiv uspjeSno umnozeni
fragment unutarnjeg kontrolnog gena f-globulin, a ako to nije tako, analizu je potrebno

ponoviti (Slika 5).

«— 536pb

«<— 141pb

Slika 5. Rezultati elektroforetskog razdvajanja umnozenih produkata metodom PCR-SSP s ciljem
genotipizacije polimorfizma SELP Asn562Asp. Elektroforetsko razdvajanje se provodilo pri
naponu od 100 V tijekom 30 min. Genotip SELP Asn562Asp odreduje se na temelju umnozenog
produkta veli¢ine 141 pb u pojedinoj reakcijskoj smjesi, a prisutnost umnozenog produkta 536 pb
u svakoj reakcijskoj smjesi oznacava uspjeSno umnozen dio gena kao unutarnja kontrola
uspjesnosti umnazanja. 1 — biljeg molekularne mase od po 100 pb; 2 i 3 — umnozen je produkt 536
pb kao unutarnja kontrola uspjeSnosti umnazanja, ali nazalost u ovom uzorku nije uspje$no
umnozen produkt na 141 pb pa analizu treba ponoviti uz optimizaciju koli¢ine kalupa DNA; 41 5

— uzorak genotipa AspAsp; 6 i 7 — uzorak genotipa AsnAsp; 8 19 — slijepa proba.
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4.2.6. Dokazivanje polimorfizama GPI1BA VNTR

Dokazivanje polimorfizma GPIBA VNTR provedeno je umnazanjem specificnih
segmenata genomske DNA metodom PCR-a sa specifi¢nim pocetnicama, a umnozeni produkti
su razdvojeni elektroforezom na 3 %-tnom agaroznom gelu, nakon §to je provedena

genotipizacija ispitanika.

Ovom metodom su umnozene specificne regije genomske DNA bogate GC parovima, a za
to je koriSten posebno prilagoden komplet reagencija GC-RICH PCR System (Roche
Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska). Genomska DNA umnoZena je PCR-om, a rezultati su
oCitani nakon elektroforetskog razdvajanja umnoZenih produkata u agaroznom gelu.
Razlikovanje genotipa temelji se na razlici u veli¢ini nastalith PCR produkata ovisno o broju

ponavljanja niza od 39 bp u odnosu na slijed najucestalijega genotipa CC.
Koristeni materijali

e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 5 M, pohranjene na -20 °C (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, SAD)
o VNTR-F 5'-ACACTT CAC ATG GAATCC AT -3'
o VNTR-R 5- GGG TCATTT CTG GAG CTC TC -3'
e GC-RICH PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska), pohranjena na -20
°C, sastoji se od:
o enzimska mjeSavina termostabilnih DNA-polimeraza Taq i Tgo koja posjeduje 3'-
5" egzonukleaznu aktivnost, 2 U/uL
o pufer za PCR, 5 x koncentriran, sadrzi 7,5 mM MgCl, i DMSO
o rezolucijska otopina (engl. resolution solution), 5 M
e otopina dNTP-ova, 10 mM (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan)
e destilirana sterilna voda
e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL 10,2 mL
e plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza 1 RNaza volumena 0,1 — 1 ml, 10 — 200
ul10,1 — 10 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e automatske pipete volumena 0,1 — 1 ml, 10 — 200 pl 10,1 — 10 pl (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)
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e vrtlozna mijesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

e mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e termoblok za PCR GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

e sustav za horizontalnu elektroforezu koji se sastoji od plasti¢nog kalupa za izlijevanje gela
i pripadaju¢eg nosaca, CeSljica za tvorbu jazica, kadice, poklopca s elektrodama i
ispravljaca (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)

e pufer TBE, 10 x koncentriran, prije koriStenja razrijeden na 1 x uz pomo¢ destilirane
sterilne vode

e agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

e otopina fluorescentne boje Olerup® SSP GelRed™ (CareDx AB, Stockholm, Svedska)

e plamenik

e pufer za nanoSenje uzorka, alikvotiran i pohranjen na +4°C

e biljeg molekularne mase od po 100 bp (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD),
pripremljen mijeSanjem 1 pL biljega, 1 uL pufera za nanoSenje uzorka i 4 pL destilirane
sterilne vode, alikvotiran i pohranjen na -20 °C

e UV kamera Amersham AI600 (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD)
Postupak

Uzorak je po potrebi razrijeden destiliranom vodom do ciljane koncentracije 50 — 200
ug/mL, a zatim je pipetirana reakcijska smjesa koja osim genomske DNA ukljucuje enzimsku
mjeSavinu, rezolucijsku otopinu, pufer za PCR, otopine pocetnica VNTR-F i VNTR-R, otopinu
dNTP-ova i destiliranu sterilnu vodu prema protokolu iz Tablice 9. do ukupnog volumena od
25 pL. Svi sastojci reakcijske smjese su dobro promijeSani pomocu vrtlozne mijesalice 1
spusteni na dno pomocu male stolne centrifuge, osim enzimske mjeSavine DNA-polimeraza
koja je samo spustena na dno pomocu male stolne centrifuge. U svakoj seriji uzoraka koriStena
je negativna kontrola koja je pripremljena na nacin da je umjesto genomske DNA uzorka

dodana destilirana sterilna voda.
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Tablica 9. Protokol za izradu PCR smjese za dokazivanje polimorfizma GPI/BA VNTR.

Reagencija V (nL) C
rezolucijska otopina 2,5 0,5M
otopina ANTP-ova 2,0 0,8 mM
pocetnica VNTR-F 1,0 0,2 uM
pocetnica VNTR-R 1,0 0,2 uM
pufer za PCR 5,0 1 x
enzimska mjeSavina 0,5 0,04 U/uL
destilirana sterilna voda 10,5 /
genomska DNA 2,5 0,4 — 25 pg/mL

*V — volumen; C — konacna koncentracija u PCR smjesi; PCR — lancana reakcija polimeraze; dNTP —

deoksinukleozid-trifosfati; DN A — deoksiribonukleinska kiselina; F —uzvodna pocetnica; R —nizvodna

pocetnica.

Umnazanje je provedeno u termobloku za PCR pri sljede¢im uvjetima:

e pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 3 min,

e 35 ciklusa umnazanja koji ukljucuju:

o denaturacija na 94 °C tijekom 15 s,

o sljepljivanje pocetnica na 58 °C tijekom 30 s,

o produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 45 s,

e konacno produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 7 min i hladenje na 4 °C.

Elektroforezom u 3 %-tnom agaroznom gelu s fluorescentnom bojom GelRed dobiveni su

razdvojeni umnoZeni produkti ispitanika, a pomo¢u UV kamere i pripadaju¢eg racunalnog

programa ocitani su rezultati. Razlikuju se alel B velicine 479 bp, alel C veli¢ine 440 bp i alel

D veli¢ine 401 bp. Ovisno o prisutnosti umnoZzenih produkata ocitan je genotip GP/BA VNTR

ispitanika (Slika 6).
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Slika 6. Rezultati elektroforeze umnozenih produkata PCR metodom u svrhu genotipizacije
polimorfizma GPI1BA VNTR. Elektroforeza je provedena pri naponu 100 V tijekom 40 min. 1 — biljeg
molekularne mase od po 100 pb; 2, 6, 8 1 9 — uzorci genotipa CC (440 pb); 3 1 7 — uzorci genotipa CD
(4401401 pb); 41 10 — uzorci genotipa BC (479 1440 pb); 51 11 —uzorci genotipa BD (479 1401 pb);

12 — negativna kontrola.

4.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka napravljena je pomocu statistickog programa MedCalc, verzija
22.032 (MedCalc Software, Ostend, Belgija). Razlike u zastupljenosti pojave HMU-a izmedu
djecaka 1 djevojcica u skupini ispitanika s HMU-om ispitane su pomocu testa usporedbe
proporcija. Mann-Whitneyev test koriSten je za ispitivanje razlike izmedu djecaka i djevojcica

u dobi, a izrazene kao medijan i raspon, u skupini ispitanika s HMU-om.

Ucestalost pojedinih alela i genotipova za sve ispitane polimorfizme prikazan je kao
relativna frekvencija i broj. Deskriptivna analiza, ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteze
(razlika izmedu dobivenih i ocekivanih genotipova) 1 asocijacijska analiza genotipova za sve
polimorfizme osim za GP1BA VNTR provedena je pomocu programa za statisticku analizu
asocijacijskih studija SNPStats (Katalonski institut za onkologiju, Barcelona, Spanjolska) koji

analizira pojedinacne SNP-ove prema viSestrukim modelima i haplotipove na temelju
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univarijantne logisticke regresije uz pomo¢ korekcije za kovarijablu dobi koja moze utjecati

na rezultate statistiCkih analiza (26,27).

Kako bi se u statistickom programu SNPStats odabrao najprikladniji model pojedinog
genotipa za univarijantnu logisticku regresiju, koristi se parametar koji procjenjuje prediktivnu
mogucnost pogreske i kvalitetu modela (engl. Akaike information criterion, AIC). Kao najbolji
model najcesce se pokazao dominantni (usporeduje heterozigotne i homozigotne varijante s
homozigotnim divljim tipom), a kod nizih vrijednosti AIC-a dodatno su prikazani i1 drugi
modeli: recesivan model (usporeduje homozigotne varijante s heterozigotnom varijantom 1
homozigotnim divljim tipom) 1/ili prekodominantan model (usporedba heterozigotne varijante

s obje homozigotne varijante).

Fisherov egzaktni test u ovom istrazivanju se koristio s ciljem odredivanja povezanosti
pojavnosti bolesti 1 ispitivanih polimorfizama. Obzirom da GP/BA VNTR ima vise od tri
razliita genotipa koje ispitanik moZe imati, statistiCki program SNPStats nema mogucnost
asocijalne analize alela genskih varijacija s viSe od tri moguca genotipa kao Sto je GPIBA
VNTR te se asocijacijska analiza provodi koriStenjem logistiCke regresije pomocu statistickog
programa MedCalc, verzija 22.032 (MedCalc Software, Ostend, Belgija). x2 test koristi se za
procjenu odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze za polimorfizam GP/BA VNTR.

Za polimorfizam GPIBA VNTR ispitivani su sljede¢i predlozeni modeli: kodominantni za
svaki moguc¢i genotip, model u kojem su usporedeni svi genotipovi razli¢iti od referentnog u
odnosu na referentni (BB + BD + CD + BC vs. CC) te dva modela u kojima su s referentnim
genotipom usporedeni grupirani genotipovi koji sadrze pojedini rijetki alel (BB + BD+ BC vs.
CC1BD + CD vs. CC).

Polimorfizmi su kombinirani prema kromosomskoj lokalizaciji te su ispitani potencijalni

haplotipovi sastavljeni od sljede¢ih kombinacija polimorfizama:

L Haplotip SELP Ser290Asn/Asn562Asp/Val599Leu/Thr715Pro na 1. kromosomu ,
II. Haplotip /TGA2 807C/T /873 G/Ana 5. kromosomu.

Analiza haplotipova provedena je pomoc¢u programa za statistiCku analizu asocijacijskih
studija SNPStats (Katalonski institut za onkologiju, Barcelona, Spanjolska) uz korekciju za

dob. Neravnoteza povezivanja (engl. /linkage disequlibrium, LD; statisticka korelacija izmedu
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polimorfizama koji se nalaze na istom kromosom koja opisuje vjerojatnost zajednickog
nasljedivanja u populaciji) razli¢itih polimorfizama prisutnih na istom kromosomu ispitana je
i prikazana pomoc¢u parametra koji predstavlja statistiCku vrijednost mjere neravnoteze veza
D'. Kao kriterij uklju¢ivanja najmanje dva polimorfizma u daljnju analizu haplotipova najcesce
koriStene vrijednosti u literaturi su D' > 0,800. Analiza haplotipova provedena je s ciljem
procjene povezanosti pojedinih haplotipova s pojavom HMU-a u djece modelom logisticke

regresije u odnosu na kontrolnu skupinu.

Povezanost svakog pojedinog alela, genotipa 1 haplotipa u univarijantnoj logistickoj
regresiji s rizikom od nastanka bolesti izrazena je kao omjer izgleda (engl. odds ratio, OR) s
odgovaraju¢im 95 %-tnim intervalom pouzdanosti (engl. confidence intervals, CI). OR
predstavlja statisticku mjeru za kvantifikaciju snage udruZivanja dvije kategorijske varijable,
u ovom slucaju su to polimorfizmi 1 pojava HMU-a u djece. Primjerice, ako je OR ve¢i od 1
postoji moguénost pozitivnog udruzenja genotipa, odnosno ako je OR manji od 1 postoji
mogucénost negativnog udruzenja genotipa s pojavom bolesti. Prikazane su i P vrijednosti prije
1 nakon Benjamini-Hochbergove korekcije s ciljem uklanjanja utjecaja viSestrukog testiranja
koji moze utjecati na rezultate genetickih asocijacijskih studija, a vrijednosti P < 0,050 su se

smatrale statistiCki znac¢ajnima.
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5. REZULTATI

5.1. Karakteristike skupina ispitanika s dijagnozom HMU-a s obzirom na dob i spol

Karakteristike ispitanika uklju¢enih u istrazivanje, rezultati ispitivanja razlike u
zastupljenosti djec¢aka i djevojcica, te ispitivanja razlika u dobi dijagnoze izmedu djecaka i

djevojcica prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Karakteristike skupina ispitanika.

Skupina ispitanika Kontrolna skupina HMU
Djevojcice N 19 19
Dob 9g(lgbm-18 g) 5¢4m((O0d-17g)
Djecaci N 13 13
Dob lg7mBm-12¢g) 8m(@d-12g6m)
P? / 0,160
P’ / 0,020*

*Dob je prikazana kao medijan i raspon, a izrazena je u godinama (g), mjesecima (m), odnosno danima
(d). Zbog nedostatka podataka o dobi dijagnoze HMU-a, prikazani su prikupljeni podaci za 19

a

djevojéica i 13 djeCaka s HMU-om. * — ispitivanje postojanja razlike u zastupljenosti djeCaka i
djevojéica u skupini ispitanika s HMU (koristen je test usporedbe proporcija), ° — ispitivanje postojanja
razlike u dobi dijagnoze izmedu djecaka i djevoj€ica u skupini ispitanika s HMU (koriSten je Mann-
Whitneyjev test), / — nije primjenjivo, HMU — hemoragijski mozdani udar, * — statisti¢ki znacajan

rezultat.

Utvrden je omjer pojavnosti HMU-a u djevojcica u odnosu na djecake u omjeru od 1,46:1,
no dobiveni rezultat nije statistiCki znacajan. Dobivena je statisticki znacajna razlika u dobi
dijagnoze izmedu djecaka 1 djevojcica (P = 0,020). U ovome istrazivanju HMU je u prosjeku
ranije dijagnosticiran u djecaka, nego kod djevoj¢ica. Odabrana kontrolna skupina je neSto
starija po dobi, ali to nije klini¢ki znacajno zbog ¢ega nije ni statisticki obradivano, ali je uzeto

u obzir prilikom asocijacijske analize kako bi se uklonio potencijalni utjecaj na rezultate.
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5.2. Povezanost ispitivanih polimorfizama s dijagnozom HMU-a u djece

S ciljem osiguranja kvalitete kontrolne skupine, prije samog ispitivanja povezanosti
odabranih polimorfizama s pojavom bolesti, odnosno HMU-om, ispitana je Hardy-
Weinbergova ravnoteza u kontrolnoj skupini zasebno za svaki polimorfizam. Povezanost svih
pojedinacnih polimorfizama ispitana je modelima univarijantne logistiCke regresije uz
koriStenje uobi¢ajenih modela analize. Koristeni su kodominantni, dominantni, recesivni i

prekodominantni modeli.

5.2.1. Ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnoteZe u kontrolnoj skupini

Rezultati ispitivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini za sve ispitivane
polimorfizme prikazano je u Tablici 11. zajedno s ucestalosti pojedinih genotipova 1 alela u
kontrolnoj skupini. Ispitivanje Hardy- Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini se provodi
s ciljem osiguravanja pouzdanost i valjanost rezultata analize povezanosti polimorfizama s
boles¢u. Za polimorfizam SELP Ser290Asn dobiveno je odstupanje u ispitivanju Hardy-
Weinbergove ravnoteze prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije. Medutim,
napravljeno je devet ispitivanja pa je vjerojatnost da ¢e biti uoceno odstupanje kao rezultat
slucajnosti velika, te vjerojatnost dobivena binomnim testom za najmanje jednim odstupanjem
u ovom ispitivanju iznosi 0,370 (28). S ciljem uklanjanja utjecaja viSestrukog testiranja
provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih vrijednosti te je nastavljeno
provodenje korekcije u daljnjoj statistiCkoj obradi. Nakon korekcije odbaceno je prethodno

odstupanje te je polimorfizam SELP Asn562Asp ukljucen u daljnju statisticku obradu.
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Tablica 11. Rezultati ispitivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze za ispitivane polimorfizme u kontrolnoj

skupini.
Polimorfizam Genotip Frekvencija P? P®
genotipa (N)

CC 0,34 (11)

ITGA2 807 C/T CT 0,50 (16) 1,000 1,000
TT 0,16 (5)
GG 0,34 (11)

ITGA2 873 G/A GA 0,50 (16) 1,000 1,000
AA 0,16 (5)
TT 0,66 (21)

GPIBA (-5) T/C TC 0,28 (9) 0,580 1,000
CC 0,06 (2)
CC 0,67 (22)
CB 0,15 (5)

GPIBA VNTR CD 0,14 (4) 0,805 1,000
BD 0,02 (0)
BB 0,01 (0)
TT 0,78 (25)

GP6 13254 T/C TC 0,22 (7) 1,000 1,000
CC 0,00 (0)
GG 0,59 (19)

SELP Ser290Asn GA 0,25 (8) 0,036* 0,324
AA 0,16 (5)
GG 0,09 (3)

SELP Asn562Asp GA 0,66 (21) 0,079 0,356
AA 0,25 (8)
GG 0,81 (26)

SELP Val599Leu GT 0,06 (6) 1,000 1,000
TT 0,00 (0)
AA 0,97 (31)

SELP Thr715Pro AC 0,03 (1) 1,000 1,000
CC 0,00 (0)
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*Za sve polimorfizme je koristen Fisherov egzaktni test, osim za GPI/BA VNTR gdje je koristen %2
test. S ciljem uklanjanja utjecaja viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova
korekcija dobivenih P vrijednosti. * — P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, °

— P vrijednost dobivena nakon Benjamini-Hochbergove korekcije.

5.2.2. Pojedina¢ni polimorfizmi i HMU u djece

Raspodjela genotipova i alela svih ispitanih polimorfizama svih ispitanika s HMU-om i u
kontrolnoj skupini te rezultati univarijantne logisti¢ke regresije u skupini djece s HMU-om

prikazani su u Tablici 12.

Tablica 12. Raspodjela genotipova i alela pojedinac¢nih polimorfizama u djece s HMU-om i u

kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti genotipova i alela s pojavom HMU-a.

Raspodjela genotipova,

relativna frekvencija (N)

Raspodjela alela,

Genotip
Polimorfizam | ________ | Relativna frekvencija OR (95 % CI) P? P’
Alel
™)
Djecas Kontrolna
HMU-om skupina

CcC 0,25 (8) 0,34 (11)

CT 0,50 (16) 0,50 (16) 1,59 (0,51 — 4,99) 0,420 0,632

ITGA2 807
TT 0,25 (8) 0,16 (5) 2,10 (0,56 — 7,90)° 0,270° 0,611°
C/T
0,50 (32) 0,59 (38)

T 0,50 (32) 0,41 (26) 1,46 (0,73 —2,94) 0,288 0,567
GG 0,25 (8) 0,34 (11)
GA 0,50 (16) 0,50 (16) 1,59 (0,51 — 4,99) 0,420 0,632

ITGA2 873
AA 0,25 (8) 0,16 (5) 2,10 (0,56 — 7,90)° 0,270° 0,611°
G/A
G 0,50 (32) 0,59 (38)
A 0,50 (32) 0,41 (26) 1,46 (0,73 — 2,94) 0,288 0,567
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TT | 0,75 (24) 0,66 (21)
TC 0,25 (8) 0,28 (9) 0,71 (0,22 —2,23) 0,550 0,695
GPIBA(-5) | CC 0,00 (0) 0,06 (2) n. r.° 0,120° | 0,576°
T/C 0,87 (0,27 — 2,85)¢ 0,280¢ | 0,611¢
T 0,88 (56) 0,80 (51)
C 0,12 (8) 0,20 (13) 0,56 (0,21 — 1,46) 0,237 0,567
CC | 0,75(24) 0,69 (22)
CB 0,09 (3) 0,16 (5) 0,55 (0,12 — 2,575)" 0,448 ] 0,632¢
CD 0,13 (4) 0,13 (4) 0,92 (0,20 — 4,12)° 0,910 ] 0,910¢
BD 0,03 (1) 0,00 (0) n. r.t n. r.t n. r.
BB 0,00 (0) 0,03 (1) n. r.t n. r.t n. r.
GPIBA 0,73 (0,25 - 2,19) 0,579" | 0,695
VNIR 0,61 (0,15 —2,46)¢ 0,488¢ | 0,6518
1,15 (0,27 — 4,82)" 0,853" 0,890"
C 0,86 (55) 0,83 (53)
B 0,06 (4) 0,11 (7) 0,55 (0,15 —1,99) 0,363 0,567
D 0,08 (5) 0,06 (4) 1,20 (0,31 — 4,73) 0,790 0,878
TT | 0,81 (25) 0,78 (25)
TC 0,16 (5) 0,22 (7) 0,54 (0,13 -2,17) 0,380 0,651
GP613254 | CC 0,03 (1) 0,00 (0) n.r.° 0,270° | 0,640°
T/C 0,40 (0,09 — 1,79)° 0,220° | 0,640°
T 0,89 (55) 0,89 (57)
C 0,11 (7) 0,11 (7) 1,04 (0,34 —3,15) 0,950 0,950
GG | 0,62 (20) 0,59 (19)
GA | 0,38(12) 0,25 (8) 0,86 (0,30 —2,51) 0,790 0,862
AA 0,00 (0) 0,16 (5) n. r.° 0,011 | 0,264°
SELP 1,41 (0,45 —4,47)° 0,034¢ 0,408¢
Ser290Asn nr! 0,034% | 0,408¢
1,78 (0,57 — 5,54)° 0,320° | 0,640°
G 0,81 (52) 0,72 (46)
A 0,19 (12) 0,28 (18) 0,59 (0,26 — 1,35) 0,213 0,567
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GG 0,15 4) 0,09 (3)
GA 0,70 (19) 0,66 (21) 0,46 (0,09 — 2,36) 0,350 0,646
SELP
AA 0,15 4) 0,25 (8) 0,36 (0,09 — 1,69)° 0,190° 0,697°¢
AsnS562Asp
G 0,50 (27) 0,42 (27)
A 0,50 (27) 0,58 (37) 0,73 (0,35 -1,51) 0,397 0,567
GG 0,88 (28) 0,81 (26)
GT 0,12 (4) 0,19 (6)
SELP
TT 0,00 (0) 0,00 (0) 0,69 (0,17 - 2,81) 0,610 0,697
Val599L.eu
G 0,94 (60) 0,91 (58)
T 0,06 (4) 0,09 (6) 0,64 (0,17 — 2,40) 0,513 0,641
AA 0,81 (26) 0,97 (31)
AC 0,19 (6) 0,03 (1)
SELP
CcC 0,00 (0) 0,00 (0) 5,90 (0,63 — 55,11) 0,075 0,450
Thr715Pro
A 0,91 (58) 0,98 (63)
C 0,09 (6) 0,02 (1) 6,52 (0,76 — 55,78) 0,087 0,870

*Analiza povezanosti genotipova i bolesti je ispitana logistiCkom regresijom prema dominantnom
modelu u statistickom programu SNPStats uz korekciju za dob za sve SNP-ove, a analiza genotipova
za polimorfizam GPI1BA VNTR i analize alela su ispitani u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Benjamini-Hochbergova korekcija svih P vrijednosti provedena je zbog visestrukog testiranja. * —

b

P vrijednost dobivene prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ° — P vrijednost dobivene nakon

C

Benjamini-Hochbergove korekcije, © — prikazan je rezultat logisticke regresije prema recesivnom
modelu, ¢ — prikazan je rezultat logisti¢ke regresije prema kodominantnom modelu, ¢ — prikazan je
rezultat logisti¢ke regresije prema prekodominantnom modelu, f — prikazan je rezultat modela u kojem
su usporedeni svi genotipovi razli€iti od referentnoga u odnosu na referentni genotip, ® — prikazan je
rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan alel B u odnosu na
referentni genotip (BC + BD + BB vs. CC), " — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan alel D u odnosu na referentni genotip (CD + BD vs. CC), HMU —

hemoragijski mozdani udar, OR — omjer rizika, CI — interval pouzdanosti, * — statisticki znacajan

rezultat, n. r. — nije moguce izracunati.
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5.3. Povezanost odabranih haplotipova s HMU-om u djece

Ispitana je moguéa udruzenost razli¢itih polimorfizama prisutnih na pojedinom
kromosomima u zasebnim haplotipovima s ciljem odredivanja neravnoteze povezanosti
polimorfizama. U slu¢aju uocavanja neravnoteze povezanosti dvaju ili viSe polimorfizama,
napravljena je daljnja analiza haplotipova u odnosu na referentni najces¢i haplotip.
Logistickom regresijom je ispitana potencijalna povezanost pojedinog haplotipa i nastanka

HMU-a u djece u odnosu na kontrolnu skupinu.

5.3.1. Ispitivanje neravnoteZe povezanosti polimorfizama

Rezultati analize neravnoteZe povezanosti, kljuéni za pravilan odabir polimorfizama
prisutnih na 1. kromosomu, a koji ¢e se kasnije zajedno analizirati kao predloZeni haplotip,
prikazani su na Slici 7. Dokazana je neravnoteZa povezanosti polimorfizama SELP Ser290Asn,
Asn562Asp, Val599Leu 1 Thr715Pro smjestenih na 1. kromosomu, te je analizirana njihova

povezanost kao haplotipa s HMU-om u djece.

Slika 7. Rezultat ispitivanja neravnoteze povezanosti polimorfizama SELP Ser290Asn, Asn562Asp,
Val599Leu i Thr715Pro smjeStenih na 1. kromosomu. Prikazane su D' vrijednost za svaki par

polimorfizama.

Rezultati analize neravnoteze povezanosti, kljuéni za pravilan odabir polimorfizama
prisutnih na 5. kromosomu, a koji ¢e se kasnije zajedno analizirati kao predloZeni haplotip,

prikazani na Slici 8. Dokazana je neravnoteza povezanosti /7GA2 807 T/C i1 873 G/A
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polimorfizama smjeStenih na 5. kromosomu, te je analizirana njihova povezanost kao haplotipa

s HMU-om u djece.

Moo %
O 6 Gy
Yo,

0,999

Slika 8. Rezultat ispitivanja neravnoteze povezanosti polimorfizama ITGA2 807 T/C i 873 G/A

smjeStenih na 5. kromosomu. Prikazana je D' vrijednost za polimorfizme.

5.3.2. Haplotip SELP Ser290Asn/Asn562ASP/Val599Leu/Thr715Pro na

kromosomu 1 i HMU u djece

Ucestalost haplotipa SELP Ser290Asn/Asn562Asp/Val599Leu/Thr715Pro smjestenog na
1. kromosomu u skupini djece s HMU-om i u kontrolnoj skupini uz rezultate logisticke
regresije kojom je ispitana moguca povezanost haplotipa s pojavom HMU-a u djece u odnosnu

na kontrolnu skupinu prikazana je u Tablici 13.
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Tablica 13. Raspodjela haplotipova saCinjenih od polimorfizama SELP
Ser290Asn/Asn562 Asp/Val599Leu/Thr715Pro smjestenih na 1. kromosomu u skupini djece s HMU-

om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti haplotipa s pojavom HMU-a.

Haplotip SELP Ukupni ispitanici
Ser290Asn/Asn562Asp/ Skupina | Ucestalost . b
Val599Leu/Thr715Pro haplotipa ORO5% CD F F

HMU 0,284 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
1. Ser/Asp/Val/Thr kontrolna 0,466 / / /
skupina
HMU 0,415 3,77 (0,96 — 14,48) 0,063 0,154
2. Ser/Asn/Val/Thr kontrolna 0,180 / / /
skupina
HMU 0,081 0,55 (0,07 — 4,02) 0,560 0,680
3. Asn/Asn/Val/Thr kontrolna 0,158 / / /
skupina
HMU 0,064 1,79 (0,19 - 17,21) 0,620 0,680
4. Asn/Asp/Val/Thr kontrolna 0,087 / / /
skupina
HMU 0,000 10,08 (0,82 — 123,85) | 0,077 0,154
5. Ser/Asn/Val/Pro kontrolna 0,016 / / /
skupina
HMU 0,000 0,58 (0,05 — 7,49) 0,680 0,680
6. Ser/Asn/Leuw/Thr kontrolna 0,058 / / /
skupina
HMU 0,043 nr. <0,001* | 0,006*
7. Asn/Asp/Leu/Thr kontrolna 0,026 / / /
skupina
HMU 0,000 n. r. n. r. n. r.
8. Asn/Asn/Leu/Thr kontrolna 0,011 / / /
skupina

*Analiza haplotipova izradena u statistickom programu SNPStats uz korekciju za dob. Provedena je
Benjamini-Hochbergova korekcija dobivenih P vrijednosti s ciljem uklanjanja utjecaja viSestrukog

testiranja. * — P vrijednost dobivene prije Benjamini-Hochbergove korekcije, * — P vrijednost dobivene
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nakon Benjamini-Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika, CI — interval pouzdanosti, HMU —
hemoragijski mozdani udar, Ref. — referentni haplotip, / — nije primjenjivo, n. r. — nije moguce

izraunati, * — statisticki znacajan rezultat.

Logistickom regresijom dobiven je statisticki znacajan rezultat za rijetki haplotip SELP
Asn/Asp/Leu/Thr (7. u Tablici 13.) koji je ¢eSée uocen u skupini djece s HMU-om u odnosu
na kontrolnu skupinu. Nije moguce pouzdano izracunati OR i 95 %-tni interval pouzdanosti

zbog malog broja ispitanika.

5.3.3. Haplotip ITGA2 C807T/G873A na kromosomu 5 i HMU u djece

Raspodjela haplotipova ITGA2 C807T/G873A smjestenih na 5. kromosomu u skupini
djece s HMU-om 1 u kontrolnoj skupini uz rezultate logisticke regresije kojom je ispitana
potencijalna povezanost haplotipa s pojavom HMU-a u djece u odnosnu na kontrolnu skupinu

prikazana je u Tablici 14.

Tablica 14. Raspodjela haplotipova sa¢injenih od polimorfizama /TGA2 C807T/G873 A smjestenih na
5. kromosomu u skupini djece s HMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti haplotipa s

pojavom HMU-a.

UKupni ispitanici
Haplotip I7GA2
Skupina Ucdestalost
C807T/G873A OR (95 % CI) P
haplotipa
HMU 0,500 1,00 (Ref.) Ref.
1. C/G kontrolna 0,594 / /
skupina
HMU 0,500 1,56 (0,73 — 3,32) 0,260
2. T/A kontrolna 0,406 / /
skupina

*Analiza haplotipova izradena u statistickom programu SNPStats uz korekciju za dob. OR — omjer
rizika, CI — interval pouzdanosti, HMU — hemoragijski mozdani udar, Ref. — referentni haplotip, / —

nije primjenjivo.
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Analizom je utvrdeno osam haplotipova u kontrolnoj skupini i 5 haplotipova u skupini
djece s HMU-om, $to nisu znacajne razlike u raspodjeli haplotipa izmedu djece s HMU-om i
kontrolne skupine te logistickom regresijom nije dokazana povezanost haplotipa ITGA2

C807T/G873A smjestenog na 5. kromosomu s pojavom bolesti.
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6. RASPRAVA

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno 32 djece s dijagnozom HMU-a u dobi do 18 godina.
Djeca su zaprimljena na Neuroloskom odjelu Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra
Zagreb 1 na Neuropedijatrijskom odjelu Klinike za djecje bolesti Zagreb. Hemoragijski
mozdani udar koji nastaje uslijed rupture krvne zile ima prevalenciju 6,2 prema 100 000
zivorodene djece (3). S obzirom na slozenu i nejasnu etiologiju, uzrokovanu brojnim
nasljednim 1 steCenim poremecajima (1-3), ovim istrazivanjem se nastojala istraziti
povezanost polimorfizama u genima za glikoproteine trombocitne membrane s pojavom

HMU-a u djece u Hrvatsko;.

Istrazivanjem je genotipizirano devet polimorfizama u Cetiri gena (ITGA2 807 C/T, ITGA2
873 G/A, GPIBA (-5) T/C, GPIBA VNTR, GP6 13254 T/C, SELP Ser290Asn, SELP
Asn562Asp, SELP Val599Leu, SELP Thr715Pro) za GP-e trombocitne membrane u skupini
djece s HMU-om 1 kontrolnoj skupini. Povezanost pojedinih genskih varijacija ukljucenih u
ovo istrazivanje do sada nije istrazeno u sklopu pojedinacnih 1 zajednickih genskih ¢imbenika
u razvoju HMU-a u djece, a prvo je istrazivanje na populaciji djece iz Hrvatske. Pojava MU-a
u djec¢joj dobi oznacava vecu vjerojatnost ponavljanja u odrasloj dobi, a utvrdivanje etiologije
je kljucno za prevenciju 1 lijeCenje stanja. LijeCenje je ve¢inom usmjereno k stabilizaciji

sistemskih ¢imbenika 1 tretiranju temeljnih uzroka (29).

Istrazivanja su pokazala da je najveca incidencija HMU-a u djece starosti do 1. godine
zivota, a nakon toga incidencija opada i ponovno raste u adolescentnoj dobi (30). U odrasloj
populaciji muskarci su skloniji nastanku MU-a, istrazivanja na djecjoj populaciji su pokazala
razli¢ite rezultate. Samo u jednoj studiji je utvrdena veca zastupljenost djevojcica u odnosu na
djecake (omjer 1:0,8), dok su ostale studije su utvrdile omjer djevojcica i djecaka u iznosu od
1:1,15 do 1:4,0 (2,31). U ovom istraZivanju je utvrden omjer pojavnosti HMU-a u djevojcica i
djecaka 1,46:1, odnosno, vecu pojavnost HMU-a u djevoj€ica iako rezultat nije bio statisti¢ki
znacajan. Nadalje, utvrdena je statisticki znacajna neSto ranija pojavnost HMU-a u djecaka
nego djevojcica. Dobiveni rezultati nisu u skladu s prethodno objavljenim rezultatima za
ukupnu pojavnost svih tipova MU-a, iako nema odvojenih podataka za pojavnost HMU-a.

Dobiveni rezultati se mogu pripisati druk¢ijom patofizioloSkom pozadinom HMU-a u odnosu
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na ishemijski MU, a takoder mogu predstavljati geografski ograni¢en rezultat, a svakako

trebaju biti potvrdeni istrazivanjem na vecoj populaciji (3).

Genske varijacije glikoproteina trombocitne membrane imaju ucinak na funkciju
trombocita, mijenjaju osnovne funkcije trombocita, mijenjaju ekspresiju ili aktivnost receptora

trombocita ili utjeu na nizvodne puteve signalizacije receptora (32).

Kompleks GPIa/lla ostvaruje ¢vrste veze s kolagenom, sto je kljuéno u adheziji i aktivaciji
trombocita. Polimorfizmi ITGA2 807 C/T 1 873 G/A utje€u na stabilnost mRNA, odnosno na
ekspresiju kompleksa GPIa/Ila (9,10). Postoje tri razli¢ita genotipa polimorfizma /7GA2 807
C/T koji su vezani uz razlicitu ekspresiju kompleksa GPIa/lla na membrani trombocita, genotip
TT karakterizira ekspresija najveceg broja membranskih receptora, a najmanji broj receptora
uz CC genotip. Razlika u gusto¢i receptora izravno je vezano uz brzinu vezanja trombocita i
kolagena tipa I (33). U ovom istraZivanju udio ispitanika koji su heterozigoti za oba
polimorfizma, ITGA2 807 C/T 1 ITGA2 873 G/A, ¢ini 50 % 1 u kontrolnoj skupini i u skupini
ispitanika, a homozigoti su podjednako zastupljeni. Pregledom dostupne literature nije
pronadeno istrazivanje koje istrazuje povezanost HMU-a i polimorfizama I7GA2 807 C/T i
873 G/A. Ranije je objavljeno da nositelji alela ITGA2 873G pokazuju nizu ekspresiju

kompleksa GPIa/Ila na povrsini trombocita (9).

Kompleks GPIb/IX/V kljuc¢an je u tvorbi interakcija s VWF-om, igra klju¢nu ulogu u
adheziji trombocita na ozlijedenom vaskularnom subendotelu. Polimorfizam koji utjece na
strukturu receptora je VNTR iz promijenjenog broja (jedan do Cetiri) tandemskih ponavljanja
13 aminokiselinskih ostataka u proteinu zbog ¢ega se razlikuju aleli A, B, C1D (34,35). Smatra
se da povecan broj tandemskih ponavljanja rezultira pove¢anjem duljine izvanstani¢nog dijela
GPIb s povecanjem ponavljanja motiva, a time dolazi do povecanja veznog mjesta za VWF

(34).

Drugi polimorfizam je GPIBA (-5) T/C (Kozak). Afshar-Khargan i sur. proveli su studiju
1 zakljucili da postoji povezanost C alela polimorfizma Kozak i povecane ekspresije kompleksa
GPIb/IX/V na povrsini trombocita. Gustoca kompleksa moze utjecati na sposobnost adhezije
trombocita (35). U ovom istrazivanju utvrden je genotip TT kod 24/32 djece s HMU-om, dok
genotip CC uopce nije utvrden. Ne postoje prethodno objavljeni rezultati genotipizacije ovoga

polimorfizma u skupini djece s HMU-om, dok je u sklopu istraZivanja provedenog u mladih
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zena s HMU-om utvrdena prisutnost genotipa TT u gotovo 76 % ispitanica (36) Sto je u skladu

s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.

Provedena su istrazivanja GP6 13254 T/C polimorfizma u kontekstu ishemijskog MU-a,
trombofilija i akutnog infarkta miokarda (37), ali ne i u stanju kao $to je HMU. Prisutnost
genotipa CC utjeCe na zamjenu aminokiseline serin u prolin u izvanstani¢noj regiji GPVlI-a,
odnosno promjene potencijalnog mjesta za O-glikozilaciju, konformaciju GPVI-a i nizvodne
signalizacije (16). U ovom istrazivanju uocCena je slina raspodjela genotipova izmedu
kontrolne skupine 1 skupine djece s HMU-om, gdje je najveci broj ispitanika imao genotip TT.
Genotip CC uocen je u skupini djece s HMU-om, ali ne i u kontrolnoj skupini. Medutim, nije
dobiven statisticki znacajan rezultat, vjerojatno zbog malog broja ispitanika. Ovaj
polimorfizam je u pojedinim istraZzivanjima vezan uz stanja povecanog krvarenja zbog Cega je

ukljucen i u ovo istrazivanje (15,16).

Istrazivanje provedeno na Hrvatskoj populaciji djece 1 odraslih utvrdilo je da se frekvencije
genotipova polimorfizama SELP (Asn562Asp, Val599Leu, Thr715Pro) izmedu djece 1 odraslih
ne razlikuju, te nije utvrdena razlika pojavnosti ni usporedbom spolova ispitanika. Utvrdeno je
da je pojavnost divljeg tipa SELP Ser290Asn (SerSer) znacajno ve¢a kod muskaraca nego kod

Zena, te ovaj genotip ima ¢eS¢u pojavnost i kod djecaka (38).

Polimorfizam SELP Thr715Pro se povezuje uz promjenu u brzini transporta P-selektina
unutar stanice, a posljedi¢no dolazi do smanjenog broja interakcija s drugim stanicama, dok su
polimorfizmi SELP Val599Leu, Asn562Asp i1 Ser290Asn povezani uz patoloSka stanja
tromboze (9). Polimorfizmi SELP istrazeni u ovom radu prvi put su istrazivani u djece s HMU-
om. Ispitivanjem polimorfizma SELP Ser290Asn uoceno je da niti jedan ispitanik s HMU
nema genotip AA (AsnAsn), dok je u kontrolnoj skupini naveden genotip bio prisutan u 5/32
ispitanika. Osim toga, za polimorfizam SELP Thr715Pro ni jedan ispitanik kontrolne skupine
ni ispitne skupine nije bio nositelj genotipa CC (ProPro), ali je zabiljeZena veca pojavnost
genotipa AC (6/32, ThrPro) u skupini djece s HMU-om u odnosu na kontrolnu skupinu (1/32),
odnosno, veca pojavnost alela C. Ispitivanjem logistiCke regresije povezanosti SELP
Thr715Pro s HMU-om prema dominantnom modelu dobivena je P vrijednost od 0,075 §to ipak
nije statisticki znacCajan rezultat, a moguce zbog maloga broja ispitanika. Medutim,

ispitivanjem logisticke regresije uo€ena je statisticka znacajnost jedino za genotip SELP 290
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AA (AsnAsn) prema recesivnom i kodominantnom modelu te se moze zakljuciti da nositelji
ovog genotipa imaju nizi rizik od razvoja HMU-a. Genotip AA (AsnAsn) uocen je samo u
kontrolnoj skupini te postoji moguénost njegovog protektivnog djelovanja u odnosu na
nositelje genotipa GG (SerSer) i GA (SerAsn). Statistickom obradom nije bilo moguée utvrditi
omyjer rizika i 95 %-tni interval pouzdanosti zbog malog broja ispitanika te je dobiveni rezultat
statisticke obrade izgubio statisticku znacajnost nakon provedene Benjamini-Hochbergove
korekcije Sto ukazuje da rezultate genetickih asocijacijskih ispitivanja treba tumaciti s
posebnim oprezom u slucaju visestrukog testiranja 1 malog broja ispitanika, odnosno, trebalo
bi ith potvrditi istraZivanjem na vefem broju ispitanika. Pretrazivanjem literature nisu
pronadeni znanstveni radovi koji govore o povezanosti SELP polimorfizama 1 HMU-a, zbog

¢ega su rezultati dobiveni ovim istrazivanjem od posebnoga znacaja.

S obzirom da su ispitivani polimorfizmi SELP smjeSteni na 1. kromosomu, te polimorfizmi
ITGA2 807 T/C 1 873 G/A smjesteni na 5. kromosomu pokazali neravnotezu povezanosti
statistiCtkom obradom, ispitana je povezanost pojedinih haplotipova i nastanka HMU-a.
Pregledom literature, nisu pronadeni znanstveni radovi u kojima je odredivana povezanost
ispitivanih haplotipova. Analizom nije utvrdena razlicita raspodjela /TGA2 haplotipova i nije
utvrdena statisticka znacCajnost rezultata. Analizom je primije¢ena razliCita raspodjela
pojedinih haplotipova SELP izmedu skupine djece s HMU u odnosu na kontrolnu skupinu.
Potvrdena je manja ucestalost referentnog haplotipa SELP Ser/Asp/Val/Thr (9/32), a veca
ucestalost 2. najces¢eg haplotipa SELP Ser/Asn/Val/Thr (13/32) u skupini djece s HMU-om u
odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, rijetki haplotipovi SELP Ser/Asn/Val/Pro i
Ser/Asn/Leu/Thr nisu uoceni u skupini djece s HMU-om. Dobiveni rezultati imaju znacajan
znanstveni doprinos, iako nije uocena statisticka znacajnost istih, vjerojatno zbog malog broja
ispitanika. Analizom je uoCena statisticka znacajnost rijetkog haplotipa SELP
Asn/Asp/Leu/Thr (P = 0,001) ¢eSc¢e prisutnog u skupini djece s HMU-om, iako statistickom
obradom takoder nije bilo moguce utvrditi omjer rizika i 95 %-tni interval pouzdanosti zbog
malog broja ispitanika. Kako je nakon Benjamini-Hochbergove korekcije dobiveni rezultat
zadrZao statistiCku znacajnost (P = 0,006), moZe se zakljuciti da prisutnost ovog haplotipa
moZe povecati rizik za nastanak HMU-a u djece, iako bi dobivene rezultate trebalo provijeriti

na vecoj skupini ispitanika.
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Glavno ogranienje ovog istrazivanja jest mali broj ukljucenih ispitanika zbog niske
incidencije HMU-a u djece. Iz tog razloga nije napravljena odvojena analiza rezultata s
obzirom na spol jer bi to dodatno utjecalo na visestruku rascjepkanost i pouzdanost dobivenih
rezultata nakon statisticke obrade. Rezultate je stoga potrebno oprezno tumaciti, ali i zbog
nedostatne literature i prethodnih istrazivanja s kojima bi se dobiveni rezultati mogli

usporediti.

Ispitivani genski polimorfizmi utjeCu na ekspresiju trombocitnih receptora, mijenjaju
osnovne funkcije trombocita, ekspresiju ili aktivnost receptora trombocita ili utjeCu na
nizvodne puteve signalizacije receptora. HMU je stanje nejasne etiologije, ukljucujuci
geneticke ¢imbenike, s veCom vjerojatnosti 1 teZim ishodom ukoliko su ukljuceni fetalni stres
1 hemostatske abnormalnosti (1). Ovim istrazivanjem je po prvi put ispitana uloga pojedinac¢nih
devet polimorfizama u cetiri gena kandidata te potencijal njihovog udruzenog ucinka kao
haplotipova na pojavu HMU-a u djece u Hrvatskoj populaciji. Ishod 1 posljedice HMU-a ovise
o volumenu krvarenja (4), a funkcija trombocita ima klju¢nu ulogu u formiranju ugruska koji
sprjecava istjecanje krvi u mozdani parenhim. Daljnjim studijama na ve¢em broju ispitanika i
uklju¢ivanjem analize viSe polimorfizama ili cijelih gena, primjerice, primjenom metoda
sekvenciranja sljede¢e generacije, moc¢i ¢e se detaljnije istraziti povezanost razliCitih
genetiCkih Cimbenika vezanih uz glikoproteinske receptore na membrani trombocita s

volumenom krvarenja i tezinom ishoda, odnosno, pojavom HMU-a u djece.
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7. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem ispitana je hipoteza da su polimorfizmi u genima za glikoproteine
trombocitne membrane povezani s pojavom HMU-a u djece u Hrvatskoj. Uklju¢eno je 32 djece
s dijagnozom HMU-a u dobi do 18 godina 1 isti broj zdrave populacije podudarne po dobi i
spolu. U sve djece genotipizirano je devet polimorfizama u Cetiri gena kandidata molekularno-
genetickim metodama. Ispitan je potencijal pojedina¢nih polimorfizama 1 udruzenih

polimorfizama (haplotipova) kao mogucih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak bolesti.

e U ovom istrazivanju je utvrden veci broj djevojcica nego djecaka s HMU-om, s omjerom
1,46:1, iako rezultat nije bio statisticki znacajan.

e Dobivena je statisticki znacajna razlika (P = 0,020) u dobi dijagnoze HMU-a izmedu
djecaka i djevojcica te je HMU u prosjeku ranije dijagnosticiran u djecaka, nego kod
djevojcica.

e Rezultati statistiCke obrade pokazali su podjednaku distribuciju genotipova za vecinu
pojedinaénih polimorfizama (ITGA2 807C/T, ITGA2 873 G/A, GP1BA (-5) T/C, GP1BA
VNTR, GP6 13254 T/C, SELP Asn562Asp, SELP Val599Leu, SELP Thr715Pro) u djece
s HMU-om iu kontrolnoj skupini, zbog Cega nije utvrdena statisticka znacajnost dobivenih
rezultata.

e Jedino je za SELP Ser290Asn pokazano da nositelji genotipa AA (AsnAsn) imaju nizi rizik
pojave HMU-a (rezultati logisticke regresije prema: recesivnom modelu P = 0,011;
kodominantnom modelu P = 0,034), te navedeni genotip uopcée nije utvrden u skupini djece
s HMU-om. Medutim, rezultat nije zadrzao statisticku znacajnost nakon provedene
Benjamini-Hochbergove korekcije (rezultati logisticke regresije prema: recesivnom
modelu P = 0,264; kodominantnom modelu P = 0,408).

e Uocena je statisticki znacajno veca ucestalost rijetkog haplotipa SELP Asn/Asp/Leu/Thr u
skupini djece s HMU u odnosu na referentni haplotip SELP Ser/Asp/Val/Thr pa se
prisutnost navedenog haplotipa moze smatrati rizikom za pojavu HMU-a u djece (P = 0,001
prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije, P = 0,006 nakon provedene Benjamini-
Hochbergove korekcije).

e S obzirom na relativno malen broj uklju¢enih slu¢ajeva HMU-a u djece, dobivene rezultate

bi trebalo potvrditi istraZivanjem na vecoj skupini ispitanika.
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10. SAZETAK

Nikolina Damasek

POLIMORFIZMI U GENIMA ZA GLIKOPROTEINE TROMBOCITNE MEMBRANE U
DJECE S HEMORAGIJSKIM MOZDANIM UDAROM

Hemoragijski mozdani udar (HMU), koji nastaje uslijed rupture krvne zile, stanje je vrlo
kompleksne i djelomi¢no nejasne etiologije, uzrokovano brojnim nasljednim i steCenim
poremecajima. HMU je kod djece ve¢inom teSko uocen i prekasno dijagnosticiran, a
predstavlja stanje sa smrtnim ishodom ili teSkim neuroloSkim posljedicama. Promjene u
strukturi 1 funkciji proteina trombocitne membrane mogu utjecati na promjene u stani¢noj
signalizaciji, a posljedi¢no 1 funkciji trombocita. Povezanost pojedinih genskih varijacija
uklju¢enih u ovo istrazivanje do sada nije istrazena u sklopu pojedina¢nih i zajednickih genskih
¢imbenika u razvoju HMU-a u djece, a prvo je istrazivanje na populaciji djece iz Hrvatske. U
istrazivanje je ukljuceno 32 djece s dijagnozom HMU-a u dobi do 18 godina 1 isti broj zdrave
djece podudarne po dobi i spolu. U sve djece genotipizirano je devet polimorfizama u cCetiri
gena kandidata (/7GA2 807C/T 1873 G/A, GP1BA (-5) T/C i VNTR, GP6 13254 T/C, SELP
Ser290Asn, Asn562Asp, Val599Leu 1 Thr715Pro) molekularno-genetickim metodama te je
ispitan potencijal njihove pojedina¢ne i udruzene povezanosti s pojavom HMU-a u djece. U
ispitivanju su se koristili uzorci genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNA) svih
ispitanika izdvojeni iz preostalih uzorka periferne krvi koji su koriSteni za rutinske
laboratorijske analize. Rezultati ovoga istrazivanja nisu pokazali statisticki znacajnu
povezanost ispitivanih polimorfizama 1 haplotipova s pojavom HMU-a u djece, osim za
genotip SELP 290 AsnAsn koji bi mogao smanjivati rizik pojave HMU-a u djece i rijetki
haplotip SELP Asn/Asp/Leu/Thr koji bi mogao povecavati rizik pojave HMU-a u djece. Za
preostalih osam ispitivanih pojedinacnih polimorfizma i za raspodjelu haplotipova ITGA2
C807T/G873A nisu dobiveni statisticki znacajni rezultati. Daljnjim studijama na ve¢em broju
ispitanika i uklju¢ivanjem analize viSe polimorfizama ili cijelih gena, primjerice, primjenom
metoda sekvenciranja sljedee generacije, moc¢i ¢e se detaljnije istrazZiti povezanost
glikoproteinskih receptora na membrani trombocita s volumenom krvarenja i teZinom ishoda,

odnosno, pojavom HMU-a u djece.

60



Kljuéne rije¢i: hemoragijski mozdani udar, djeca, glikoproteini trombocitne membrane,

genske varijacije, polimorfizmi.
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11. SUMMARY

Nikolina Damasek

POLYMORPHISMS IN GLYCOPROTEINS OF PLATELETE MEMBRANE IN CHILDREN
WITH HAEMORRHAGIC STROKE

Haemorrhagic stroke which occurs due to the rupture of a blood vessel, is a condition with a very
complex and partly unclear aetiology, caused by numerous hereditary and acquired disorders. In
children, haemorrhagic stroke is often difficult to detect and diagnosed too late and it represents a
condition with either a fatal outcome or severe neurological consequences. Changes in the
structure and function of platelet membrane proteins can influence alterations in cellular signalling,
and consequently, platelet function. The connection between certain genetic variations investigated
in this study has not yet been explored in the context of individual and combined genetic factors
in the development of haemorrhagic stroke in children. It is the first study conducted on a
population of children in Croatia. The study included 32 children diagnosed with haemorrhagic
stroke up to the age of 18 and an equal number of healthy children matched by age and sex. In all
children, nine polymorphisms in four candidate genes (/7GA2 807 C/T and 873 G/A, GPIBA (-5)
T/C and VNTR, GP6 13254 T/C, SELP Ser290Asn, Asn562 Asp, Val599Leu, and Thr715Pro) were
genotyped using molecular-genetic methods. The potential of their individual and combined
association with the occurrence of haemorrhagic stroke in children was examined. The study used
samples of genomic deoxyribonucleic acid (DNA) from all participants extracted from residual
peripheral blood samples that had been used for routine laboratory analyses. The results of this
study did not show a statistically significant association between the examined polymorphisms
and haplotypes with the occurrence of haemorrhagic stroke in children, except for the SELP 290
AsnAsn genotype, which could reduce the risk of haemorrhagic stroke in children, and the rare
SELP Asn/Asp/Leu/Thr haplotype, which could increase the risk of the disease occurrence. For
the remaining eight examined individual polymorphisms and for the distribution of /7GA2
C807T/G873A haplotypes, no statistically significant results were obtained. Further studies with a
larger number of participants and the inclusion of analyses of more polymorphisms or entire genes,
for example, using next-generation sequencing methods, could offer detailed investigation of the
association between glycoprotein receptors on the platelet membrane and the volume of bleeding,

the severity of outcomes and the occurrence of haemorrhagic stroke in children.
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je nastojala pridonijeti u znanosti i laboratorijskoj medicini.
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