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SAZETAK

Ishemijski mozdani udar (IMU) u djece je relativno rijedak poremecaj mijeSane
etiologije koja je nerazjasnjena u priblizno 30 % slucajeva. Protrombotic¢ki poremecaji
prepoznati su kao rizi¢ni ¢imbenik za nastanak IMU-a u djece, ali su potencijalne pozadinske
genske varijacije analizirane u oskudnom broju studija u specifi¢nim populacijama ili u
odraslih, dok u djece rijetko ili uop¢e nisu analizirane. Kako se povezanost protrombotickih
polimorfizama s IMU-om moze razlikovati ovisno o geografskoj i etnickoj pripadnosti
ispitivane populacije, a poznato je dodatno povecanje rizika u prisutnosti vise od jednoga
protrombotikog rizi¢nog ¢imbenika, cilj ovoga istrazivanja jest ispitati povezanost
pojedinac¢nih polimorfizama u genima za ¢imbenike zgruSavanja, glikoproteinima
trombocitne membrane 1 intermedijarne rizi¢ne ¢imbenike te potencijal zajednicke
povezanosti s pojavom IMU-a u djece u Hrvatskoj ovisno o tipu, dobi nastanka i lokalizaciji
IMU-a. Genotipizacija 21 polimorfizma u 13 gena kandidata provedena je iz uzorka DNA
leukocita dobivenih nakon prikupljanja uzoraka ostatne periferne krvi od 185 djece starosne
dobi do 18 godina s potvrdenom dijagnozom arterijskog IMU-a ili tromboze venskih sinusa
mozga (CSVT) i 185 zdrave djece podudarne po dobi i spolu djeci s IMU-om. Dobiveni
rezultati potvrdili su vecu zastupljenost djecaka u svim podtipovima bolesti, osim
perinatalnog arterijskog IMU-a i CSVT-a te razli¢ite geneti¢ke ¢imbenike za karakterizaciju
razli¢itih podtipova IMU-a u djece. Na temelju dobivenih rezultata predlozen je i algoritam
ispitanih genetickih ¢imbenika za IMU u djece za razlikovanje rizika nastanka podtipova
bolesti te je uspostavljena baza podataka djece s IMU-om u Hrvatskoj. Rezultati predloZzenog
istrazivanja pro§irili su dosada$nja saznanja 0 potencijalnoj ulozi ispitanih genskih varijacija u

etiologiji IMU-a u djece u Hrvatskoj, ali i u op¢oj populaciji.

Kljuéne rije¢i: djeca, ishemijski mozdani udar, tromboza venskih sinusa mozga, trombofilija,
genske varijacije, polimorfizmi, ¢imbenici zgrusavanja, ¢Cimbenici fibrinolize, glikoproteini

trombocitne membrane, intermedijarni riziéni ¢imbenici



ABSTRACT

Introduction: Ischemic paediatric stroke (IPS) is a relatively rare disorder of mixed
aetiology. To date, a large number of hereditary and acquired risk factors for the occurrence
of IPS have been determined, but the aetiology in approximately 30% of cases is still not
clarified. Prothrombotic disorders, which can arise due to changes in genes that code for
proteins involved in clotting and fibrinolysis processes, are recognized as a risk factor for IPS.
So far, the studies have mainly covered the examination of the association of certain
thrombophilic genetic changes with the occurrence of IPS and mainly include the
prothrombotic polymorphisms F5 1601 G/A and F2 20210 G/A. Other potential
prothrombotic gene variations have been analysed in a limited number of studies in
geographically specific populations or in adults, while they have not been analysed in children
at all. In addition, an increase in the risk of thrombotic events is known for the presence of
more than one prothrombotic risk factor, but the combined influence of prothrombotic
polymorphisms within the same gene or within multiple genes located on the same
chromosome on the occurrence of IPS has not been investigated so far. Furthermore, previous
research included mostly cases of IPS in childhood (CAIS) whereas there are only scarce data
for cases of perinatal IPS (PAIS). Also, association of prothrombotic polymorphisms with IPS
may differ depending on the geographic and ethnic origin of the population studied. In
Croatia, the association of a limited number of prothrombotic polymorphisms has been
examined in a small number of children with the diagnosis of arterial IPS (AIS), while
children with the diagnosis of cerebral sinovenous thrombosis (CSVT) have not been included
in the studies. Also, there are no reported studies including association of possible risk factors
with anatomical or pathoanatomical localisation of stroke in children.

Aim: To confirm the hypothesis that different subtypes of IPS are characterized by
different genetic risk factors, the aim of this study is to gather new information about the
individual and possible joint role of 21 genetic variations in 13 candidate genes coding
clotting factors, platelet membrane glycoproteins and intermediate risk factors in the
occurrence of IPS in Croatia depending on age, type of IPS and localization of IPS.

Materials and methods: A total of 185 children under the age of 18 with a confirmed
diagnosis of AIS or CSVT, admitted to the University Hospital Centre Zagreb, Department of
Neourology of the Paediatric Clinic and the Children's Hospital Zagreb, Neuropediatric
Department, as well as 185 healthy age- and sex- matched controls were included in this

study. Subjects were categorised to subtypes based on gathered information from their



medical records and findings of at least one imaging technique of morphological
representations of the brain: computerised tomography, magnetic resonance imaging (MRI)
and MRI angiography, according to type of IPS to AIS and CSVT, according to age of IPS
onset to PAIS and CAIS and according to lesion localisation to cortical IPS (KIPS) and
subcortical IPS (SIPS). Peripheral whole blood samples taken with the anticoagulant
K3EDTA or sodium citrate (0.105 M) remaining after regular laboratory processing of all
involved subjects was used to extract genomic DNA and perform molecular genetic analyses.
The volume of sampled blood varied from 0.25 mL to a maximum of 8 mL. Depending on the
available residual blood volume, DNA was extracted from leukocytes by manual salting-out
method or automated DNA extraction was performed from 200 pL of whole blood using the
automated nucleic acid isolation device MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Switzerland) and the associated MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit |
(Roche Diagnostics GmbH, Basel, Switzerland) according to manufacturer's recommendation.
The concentration and purity of the isolated DNA were determined with the microvolume
spectrophotometer NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Isolated DNA samples were stored at +4 °C until further genetic analyses. Detection of
F5 1601 G/A, F5 HR2, F2 20210 G/A, F13A1 Val34Leu and PAI-1 4G/5G was performed
using a commercially available CVD StripAssay ® T kit (ViennaLab Diagnostics GmbH,
Vienna, Austria), and detection of FGB -455 G/A, HPA-1, ACE I/D and APOE £2-4 was
performed using CVD StripAssay ® A kit (ViennaLab Diagnostics GmbH, Vienna, Austria)
according to manufacturer’s instruction on GeneAmp PCR System 2720 (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA). The Kits are based on polymerase chain reaction
(PCR) with multiple amplification by using biotin-labeled primers, followed by hybridization
of the amplified fragments on a hybridization test strip with immobilized allele-specific
oligonucleotides, and their visualization using a chromogenic reaction involving streptavidin-
alkaline phosphatase conjugate and a chromogenic substrate. HPA-2, HPA-3, and HPA-5
were genotyped using real-time PCR (Q-PCR) with allele-specific fluorescently labelled
hydrolysis probes that enable allelic discrimination based on TagMan™ technology and
TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, USA)
on 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). DNA
from B-lymphoblastoid cell lines were used as positive controls for each genotype.
Genotyping of ITGA2 807 C/T, 873 G/A, and GP1BA (-5) T/C was performed by the Q-PCR
method with specific primers, followed by melting curve (MC) analysis based on previously

published procedures using LightCycler® 480 Genotyping Master PCR mix (Roche



Diagnostics GmbH, Basel, Switzerland). Three samples of different genotypes whose exact
genotype was confirmed by Sanger sequencing, were used to confirm the method for a
particular polymorphism. Heterozygous sample was used as a positive control in each series
when analysing samples of unknown genotypes. Genotyping of SELP Ser290Asn, Val599Leu
and Thr715Pro and GP6 13254 T/C was carried out by the Q-PCR method with specific
primers using LightCycler® 480 HRM Master PCR mix (Roche Diagnostics GmbH, Basel,
Switzerland), followed by high resolution melting (HRM) analysis on LightCycler® 480
Real-Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Switzerland). Validation of this
method was also performed in this study. Genotyping of SELP Asn562Asp polymorphism
was performed by the previously described method of allele-specific PCR with sequence
specific primers on GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), followed by analysis of the amplified products by electrophoretic
separation in a 2% agarose gel. Control samples of known genotypes, obtained from the
author of the method, were used as a positive genotyping control. Genotyping of GP1BA
VNTR was performed using the previously described PCR method with specific primers on
GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), followed
by analysis of the amplified products by electrophoretic separation in a 2% agarose gel. Due
to the unavailability of control samples, to confirm the method, five samples of different
genotypes (BB, CC, BC, BD and CD) were sequenced as a quality control step. Association
of individual and selected possible joint polymorphisms with IPS depending on the type of
IPS, age of onset and lesion localization in relation to the control group was examined using
obtained genotyping data through thorough statistical analysis that included Hardy Weinberg
testing, logistic regression analysis, linkage disequilibrium testing and haplotype analysis in
statistical programs MedCalc, version 15.8 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) and
SNPStats (Catalan Institute of Oncology, Barcelona, Spain) with Benjamini-Hochberg
correction for multiple testing.

Results: This research determined the equal prevalence of PAIS and CAIS and a five
times greater frequency of AIS compared to CSVT in children in Croatia. A higher incidence
of the stroke was found in boys in the total group of children with IPS and in all examined
subgroups of IPS according to type, age and localization of IPS, except in the group of
children with PAIS and CSVT where no significant difference in gender representation was
observed. The highest ratio of boys compared to girls was observed in children with SIPS.
The results of statistical analysis of the obtained genotyping data for individual

polymorphisms in children with IMU showed two times increased risk of developing IPS in



children with ACE ID or DD genotype according to the dominant model compared to |1
genotype carriers, but also possible additional almost three times increased risk for the
occurrence of IPS in carriers the F5 1601 GA genotype obtained by the multivariate model.
Statistical analysis performed according to the type of IPS showed three times increased risk
of AIS in children carrying the F5 1601A allele and two times increased risk in children
carrying genotypes ACE ID or DD according to the dominant model compared to carriers of
genotype 11, but also protective effect of HPA-3 ab and bb genotypes according to the
dominant model compared to aa genotype. Multivariate model revealed possible additional
four times increased risk for the occurrence of AIS in children carrying the F5 1601 GA
genotype. HPA-1 bb genotype according to the predominant model compared to the
homozygous genotypes aa or bb, increased the risk of developing CSVT in children 2.5 times,
whereas for the dominant model and allele statistical results was close to reaching
significance. Statistical analysis performed according to the age of IPS onset showed a four
times increased risk of developing PAIS in the carriers of the F5 1601A allele and moderately
reduced risk for the occurrence of PAIS according to the overdominant model in carriers of
the HPA-3 ab genotype compared to carriers of homozygous genotypes, but also possible
additional six times increased risk for the occurrence of PAIS in children carrying the F5
1601 GA genotype obtained by the multivariate model. Increased risk of developing CAIS
was found in carriers of ACE ID or DD genotypes compared to carriers of genotype Il where
according to the dominant model it increases the risk 2.5-fold, and also for carriers of the
GP1BA VNTR B allele where it increases the risk 1.87 times. Also moderately reduced risk
for CAIS was found in HPA-3b or HPA-5b allele carriers compared to reference allele
carriers. Multivariate model revealed possible additional 2.43-fold increased risk in carriers of
the GP1BA VNTR genotype containing at least one B allele and a moderate protective effect
of the HPA-5 ab and bb genotypes for the occurrence of CAIS. Statistical analysis performed
according to the IPS localization showed four and five times increased risk of developing
KIPS in children carrying F5 1601 GA genotype and F5 1601A allele compared to carriers of
GG genotype and G allele which was additionally confirmed by the multivariate model. In
children carrying the HPA-2 bb genotype according to the recessive model compared to the aa
or bb genotypes, or the GP1BA VNTR BB genotype according to the codominant model
compared to the referent CC genotype, 13 times increased risk for the occurrence of SIPS was
found. Furthermore, reduced risk of SIPS carrying the FGB -455 AA genotype according to
the recessive model was found compared to the GG and GA genotype carriers, with very wide

confidence intervals because the FGB -455 AA genotype was recorded only in the control



group, but not in children with SIPS. Multivariate model was proven to be unreliable in
subtype of SIPS since conflicting results were obtained, as a possible additional protective
effect of the ITGA2 807 TT genotype, but now also unexpectedly of the HPA-2 bb genotype,
according to the recessive model in comparison to the CC and CT genotypes, i.e. aa and ab,
was determined, while for genotype 873 AA according to the recessive model in relation to
genotypes GG and GA was determined a rather increased risk of SIPS in children, with a note
that in this case certain gene variants included in the multivariate analysis are relatively rare
(genotypes GP1BA HPA-2 bb, ITGA2 807 TT and 873 AA) which can significantly affect the
reliability of statistical analysis results. The existence of three groups of haplotypes located on
the 1st, 5th and 17th chromosomes was established in the examined population. The results of
the statistical analysis of haplotypes with IPS showed 20 times increased risk for CSVT in
children carrying the rare haplotype F5 1601 G/HR2 A/ SELP
290Ser/562Asp/599Leu/715Thr, while its presence was not recorded in the group of children
with AIS, with cautious interpretation of the results due to the small number of included
subjects and low frequency of the specified haplotype. Also, moderate protective effect of
haplotype ITGA2 807C/873G/HPA-5b on occurrence of CAIS was demonstrated. Rare ITGA2
haplotypes C/A/a, T/G/a and T/A/b were present only in a few cases of CAIS and CSVT, but
not in the group of children with KIPS or PAIMU nor in the control group.

Conclusions: The results of this case-control study confirmed specific genetic factors
for the characterization of different subtypes of IPS. Based on the obtained results, an
algorithm of tested genetic risk factors for IPS was proposed to distinguish the susceptibility
to stroke subtypes, which, together with the established database of IPS in Croatia, can
represent the basis for directing further research of this disease. The eventual inclusion in the
international databases on IPS will provide a clearer insight into the peculiarities of the
aetiology of IPS in Croatia and will contribute to the understanding of the aetiology of this
disease at the local and global level. Based on the above and taking into account the
possibility of transferring knowledge about IPS to the occurrence of ischemic stroke in adults,
the results of this study represent a significant scientific contribution to the research of the
potential role of genetic variations in the aetiology of IPS in Croatia, but also ischemic stroke

in the general population.

Keywords: children, paediatric ischemic stroke, cerebral sinovenous thrombosis,
thrombophilia, genetic polymorphisms, coagulation factors, fibrinolysis factors, platelet

membrane glycoproteins, intermediate risk factors
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1. UvOD

1.1. Ishemijski moZdani udar u djece

Ishemijski mozdani udar (IMU) je poremecaj koji se prvenstveno veze uz stariju dob,
ali se relativno rijetko moze pojaviti i u dje¢joj populaciji gdje predstavlja znacajan uzrok
invaliditeta, morbiditeta i mortaliteta (1). NeuroloSke promjene u djece mogu se pojaviti kao
posljedica viSestrukih poremecaja i uzrokovati razli¢ite klinicke simptome i znakove pa je
IMU u djece Cesto neprepoznat, dijagnosticira se pogresno ili sa zakaS$njenjem (2—4).
Etiologija IMU-a u djece razlikuje se od etiologije IMU-a u odraslih, prije svega jer u djece
obi¢no nisu prisutni tradicionalni vaskularni ¢imbenici rizika za nastanak IMU-a, a djeca s
dijagnozom mozdanoga udara imaju povecan rizik za ponovljeni mozdani udar kasnije
tijekom zivota, posebice nakon IMU-a u dje¢joj dobi (5-7). Medutim, zbog nedostatka
sveobuhvatnih istrazivanja IMU-a u djece, danasnji dijagnosticki i terapijski postupci za djecu
uglavnom se temelje na podacima i iskustvu s IMU-om u odrasloj populaciji (8). Broj
objavljenih radova vezanih uz IMU u djece se tijekom posljednjih godina znacajno povecao,
ali zbog velikih razlika u dizajnu studija, Sto prije svega ukljucuje razlike u dijagnostickim
kriterijima, razlike u obuhva¢enim dobnim skupinama i vrstama mozdanoga udara, te
geografske i etnike razlike, kao i druge uklju¢ene parametre, njihov je doprinos u

razumijevanju ovog poremecaja i dalje ogranicen.

1.1.1. Definicija, podjele, osnovni simptomi i dijagnosti¢ki kriteriji IMU-a u djece

Svjetska zdravstvena organizacija definirala je mozdani udar kao ,,naglo razvijanje
klini¢kih znakova zari$noga ili globalnoga poremecaja mozdanih funkcija, sa simptomima
koji traju 24 sata ili duze, ili vode k smrti, bez drugog jasnog uzroka, osim znakova ostecenja
krvnih Zila® (9). Zarisni simptomi odrazavaju poremecaj funkcije zahvaéenoga dijela mozga
poput hemipareze, a generalizirani simptomi ukljucuju glavobolju, mu¢ninu, povracanje,
poremecaje svijesti, generalizirane epilepticke napadaje i poremec¢aje govora. Medutim, u
djece s prolaznim simptomima karakteristi¢nim za prolazni ishemijski napadaj takoder je
moguce dokazati postojanje mozdanoga udara slikovnim prikazima mozga, dok je u
perinatalnom periodu moguce i potpuno izostajanje akutne prezentacije simptoma (6, 10, 11).
Stoga se mozdani udar u djece ¢esée definira kao bilo kakav neuroloski dogadaj povezan s

akutnim infarktom i potvrden slikovnim prikazima mozga §to omogucéava njegovo
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razlikovanje od drugih neuroloskih poremecaja (1, 12, 13). Unato¢ Cestoj i Sirokoj upotrebi
kompjutorizirane tomografije koja moze pomoci u prepoznavanju bolesti akutnoga tijeka, za
potvrdu dijagnoze preporucena je magnetna rezonancija mozga (engl. magnetic resonance
imaging, MRI) s ili bez angiografije zbog svoje vece osjetljivosti i specifi¢nosti u dijagnostici
IMU-a (11, 14).

Pojedini tipovi i podtipovi mozdanoga udara, kako u djece tako i u odraslih, imaju
razli¢ite uzroke, rizi€ne ¢imbenike, klinicku sliku, tijek i ishod bolesti, iako se ponekad mogu
i preklapati. Stoga je radi poboljSanja zdravstvene skrbi od velike vaznosti proucavati IMU u
djece kao zaseban poremecaj te razlikovati i zasebno proucavati i pojedine tipove i podtipove
bolesti.

Prema patofizioloskom uzroku nastanka mozdani udar se moze podijeliti na dva
osnovna tipa bolesti, IMU, kod kojeg dolazi do prekida dotoka krvi, odnosno, neodgovarajuce
opskrbe mozdanoga tkiva kisikom, i hemoragijski mozdani udar, kojeg uzrokuje krvarenje iz
puknute krvne Zile mozga (15). IMU se nadalje moZe podijeliti prema zahva¢enom dijelu
cirkulacije mozga na arterijski IMU (AIMU) u slucaju okluzije unutar arterijskoga sustava
mozga, i trombozu venskih sinusa mozga (engl. cerebral sinovenous thrombosis, CSVT) u
slucaju okluzije unutar venskoga sustava mozga.

Postavljanje dijagnoze AIMU-a u djece temelji se na akutnoj pojavi neuroloskoga
deficita, a u slu¢aju novorodenceta, pojavi napadaja ili drugih znakova neonatalne
encefalopatije, uz slikovnu potvrdu prisutnosti parenhimskih infarkta u mozdanim arterijama
koji odgovaraju klinickim znakovima i simptomima. Postavljanje dijagnoze pedijatrijskoga
CSVT-a temelji se na prisutnosti karakteristicnih simptoma koji ukljuc¢uju glavobolju,
napadaj, letargiju i Zari$ni ili generalizirani neuroloski deficit uz obveznu potvrdu prisutnosti
tromba ili prekida protoka cirkulacije u mozdanim venama ili duralnim sinusima pomocu
slikovnih tehnika (14).

U djece je posebno vazna podjela IMU-a prema dobi nastanka bolesti jer su za
pojedina dobna razdoblja u djece karakteristi¢ni razli€iti rizicni ¢imbenici za pojavu bolesti,
razli¢iti klinicki simptomi i ishod bolesti (12). Tako se razlikuju perinatalni IMU, koji nastaje
u razdoblju izmedu 20. gestacijskog tjedna i 28. dana postnatalno, te IMU u djecjoj dobi, koji
nastupa izmedu 28. dana postnatalno i 18. godine Zivota (6, 16).

Perinatalni IMU se prema nacéinu prezentacije moze podijeliti na akutni perinatalni
mozdani udar, koji se u literaturi ¢esto naziva i neonatalni IMU, i pretpostavljeni perinatalni
IMU (6). Akutni perinatalni IMU javlja se u novorodencadi pri rodenju ili 0ko vremena

poroda i obi¢no se manifestira odmah nakon pocetka zarisnim napadajima ili encefalopatijom
2
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(6, 17). U sklopu akutnoga perinatalnog IMU-a u literaturi se spominje i fetalni IMU koji
nastaje i dijagnosticira se prije samoga rodenja djeteta (17). Pretpostavljeni perinatalni
mozdani udar ukljucuje kroni¢ne infarkte dijagnosticirane s odgodom za koje se zapravo ne
moze utvrditi to¢no vrijeme nastanka, ali se pretpostavlja da su se dogodili u perinatalnom
razdoblju. Simptomi u djeteta kod kojega se pretpostavlja perinatalni mozdani udar uocavaju
se kasnije te su blazi, a najcesc¢e ukljucuju asimetriju, to jest, nejednako koristenje
ekstremiteta poput Stednje jedne ruke ili napadaje, nakon ¢ega je slikovnim prikazima mozga
moguce dokazati ostatne ranije infarkte Cije se vrijeme nastanka ne moze to¢no utvrditi (6,
18).

Perinatalni IMU i IMU u dje¢joj dobi se takoder mogu dalje podijeliti prema dijelu
zahvacene cirkulacije na perinatalni arterijski IMU (PAIMU), arterijski IMU u djecjoj dobi
(DAIMU), odnosno perinatalnu CSVT i CSVT u djecjoj dobi.

U literaturi se takoder spominje i takozvani tihi mozdani udar koji se najc¢esce slucajno
dijagnosticira u starije djece nalazom infarkta na slikovnim prikazima mozga. Takav mozdani
udar, unato¢ asimptomatskoj manifestaciji, kasnije tijekom zivota moze biti prepoznat kao

uzrok odredenih vaskularnih ili kognitivnih oStecenja (6).

1.1.2. Epidemiologija

Do danas je objavljeno vise razli¢itih epidemioloskih studija o IMU-u u djece. Glavna
ograni¢enja tih studija predstavljaju relativno malen broj uklju¢enih sluc¢ajeva, razlicito
definirane dobne skupine te razli¢ita etni¢ka i geografska pripadnost ukljucenih slucajeva.
Osim toga, istrazivanja se obi¢no ¢e$¢e provode u razvijenijim drzavama, dok su slabije
razvijene drzave svijeta znacajno manje ukljucene. Zbog svih navedenih razloga rezultate

epidemioloskih studija treba oprezno interpretirati.

1.1.2.1. Prevalencija i incidencija

Krishnamurthi i sur. su na temelju dostupnih podataka opisali globalnu i regionalnu
prevalenciju i mortalitet IMU-a u djece od 0 do 19 godina tijekom perioda od 1990. do 2013.
(13). Globalna prevalencija za 2013. iznosila je 97 792 slu¢ajeva IMU-a $to se odrazilo kao
porast prevalencije IMU-a za otprilike 35 % tijekom ispitivanoga perioda, s ve¢com
prevalencijom u razvijenim zemljama u odnosu na zemlje u razvoju. U istom vremenskom

periodu smrtnost je smanjena na 4 043 slucajeva (od 7 do 28 % svih slu¢ajeva IMU-a) §to
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predstavlja smanjenje smrtnosti od otprilike 200 %, iako je tijekom cijeloga ispitivanog
perioda bila znac¢ajno niza u razvijenim zemljama u odnosu na zemlje u razvoju. Porast
prevalencije i pad smrtnosti uzrokovani su razvojem neinvazivnih slikovnih tehnika za
prikazivanje mozga koje omogucuju laksu diferencijalnu dijagnostiku i klasifikaciju bolesti te
opcenitim poboljsanjem zdravstvene skrbi.

Globalna incidencija mozdanoga udara procijenjena na temelju epidemioloskih
istrazivanja u razli¢itim populacijama iznosila je od 1,3 do 13 slucajeva na 100 000
zivorodene djece, dok u perinatalnom periodu iznosi jedan slucaj na 2500 do 5000 Zivorodene
djece (20 do 40 slucajeva na 100 000 djece) (16, 19-21). Nedavno je objavljena i velika meta-
analiza i sistematizirani pregled u kojem je objavljena ukupna incidencija akutnoga IMU-a od
5,61 sluc¢aj na 100 000 djece, a u sluc¢aju analize samo onih istrazivanja koja su bila
ograni¢ena na ukupni raspon dobi od 0 do 18 godina, incidencija iznosi 4,58 slu¢aj na 100
000 djece (22). U istom radu objavljena je incidencija za perinatalni IMU od 24,55 slu¢ajeva
na 100 000 djece. Najvisa objavljena incidencija perinatalnoga mozdanog udara, koja
ukljucuje i ishemijski i hemoragijski mozdani udar, iznosi jedan slu¢aj na 1100 djece (21). Do
danas objavljene incidencije DAIMU-a iznose od 1,2 do 8 na 100 000, dok su incidencije
PAIMU-a znacajno vise te iznose od 2500 do 4000 na 100 000 djece zbog ¢ega je PAIMU
najucestaliji tip IMU-a u djece (23, 24). CSVT je najrjedi oblik mozdanoga udara u djece;
objavljene su godisnje incidencije od svega 0,67 slu¢ajeva na 100 000 djece (25-27), au
perinatalnom periodu objavljena je incidencija od jednoga slucaja na 9100 djece (21).
Objavljene incidencije treba tumaciti s oprezom zbog ograni¢enja geografskih podrucja koje
su ukljuéile. U Hrvatskoj je do danas objavljena samo godisnja incidencija za AIMU utvrdena
tijekom perioda od 1998. do 2005. te iznosi 0,67 slu¢ajeva na 100 000 djece (28).

1.1.2.2. Dob

Sazetak pojedinacnih istrazivanja pokazao je da djeca mlada od jedne godine starosti
imaju najvedi rizik za nastanak mozdanoga udara, a posebno je velik rizik u djece mlade od
godinu dana starosti gdje je zabiljezeno izmedu 8 i 35 % svih slu¢ajeva mozdanoga udara
(20). Rezultate sukladne ovima dalo je i veliko ispitivanje koje je pokazalo da se ¢etvrtina
svih slu¢ajeva AIMU-a javlja u perinatalnom periodu (PAIMU), a gotovo polovica svih
zabiljezenih slucajeva AIMU-a javlja se do druge godine starosti djeteta (24). Najvecu

ucestalost IMU-a u perinatalnom periodu potvrdila je i nedavno objavljena meta-analiza (22).
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Konac¢no, smatra se da je ucestalost IMU-a gotovo 6 puta veca u novorodencadi nego kod
starije djece (6). U perinatalnom periodu javlja se 30 do 50 % sluc¢ajeva CSVT-a u djece (29).

Sto se tice starijih dobnih skupina, rezultati nisu dosljedni. U velikom istraZivanju koje
je obuhvatilo period od 1990. do 2013. i djecu u dobi od 0 do 19 godina, najveca ucestalost
pojave IMU-a za oba spola biljeZena je u dobi od 15 do 19 godina, podjednako u razvijenim
zemljama kao i u zemljama u razvoju (13). Nedavno objavljena meta-analiza koja je ukljucila
objavljene radove u vremenskom periodu od 1984. do 2018. je pokazala smanjenje pojave
IMU-a s porastom dobi nakon perinatalnoga perioda, s najnizom incidencijom u dobnoj
skupini od 5 do 9 godina, a zatim blago povecéanje incidencije u dobnoj skupini od 10 do 18
godina, to jest, oblik krivulje incidencije ovisne o dobi u obliku obrnutog slova J (22). Ovakav
je rezultat u skladu s ve¢inom prethodno objavljenih rezultata iako nekoliko autora u ranijim
istrazivanjima nije utvrdilo porast rizika za IMU u adolescenata (30, 31).

Istrazivanja provedena u Hrvatskoj tijekom perioda 1998. do 2005. pokazala su
najvecu ucestalost DAIMU-a u dobi od 4. do 9. godine zivota djeteta te podjednaku
zastupljenost PAIMU-a i DAIMU-a (28, 32).

1.1.2.3. Spol

Velike medunarodne multicentri¢ne studije utvrdile su vecu ucestalost pojave IMU-a u
djecaka nego u djevojcica. Prva velika medunarodna multicentri¢na studija (engl.
International pediatric stroke study, IPSS) koja je ukljucivala 1187 djece utvrdila je omjer
djecaka u odnosu na djevojéice od 1,49 prema jedan (33). Veca ucestalost IMU-a u djecaka
potvrdena je i u kasnijoj vecoj studiji u kojoj je ukljuc¢eno 97 792 slucajeva IMU-a te je
utvrdena 1 viSa smrtnost u djeaka u odnosu na djevojcice (1,5 smrtni slucaj na 100 000
djecaka prema 1,1 smrtni slucaj na 100 000 djevojcica), iako razlozi za takav rezultat ostaju
nejasni (13). Takoder je utvrdena i veca ucestalost CSVT-a u djecaka (60 — 70 %) nego u
djevojéica (29).

Tri rada ograni¢ena na Hrvatsku takoder su pokazala vecu ucéestalost AIMU-a u
djecaka nego u djevojcica (28, 32, 34). Omjer djecaka prema djevojcicama u Hrvatskoj
tijekom perioda 1998. do 2010. za PAIMU iznosio je 1,33 prema jedan, a za DAIMU 2,8
prema jedan (32).
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1.1.2.4. Geografska i etnicka pripadnost

Ogranicenje u interpretaciji zastupljenosti IMU-a s obzirom na geografsku i etnicku
pripadnost predstavlja ¢injenica $to se pojedinac¢na istrazivanja ukljucena u velike
epidemioloske studije uglavnom provode u ekonomski razvijenijim drzavama gdje prevladava
bjelacka populacija. Autori jedne etnicki heterogene populacijske studije s dovoljno podataka
za daljnju analizu utvrdili su ve¢i rizik za nastanak mozdanoga udara u crne afroamericke
djece i u Azijata u odnosu na bijelce, a smanjeni rizik u Latinoamerikanaca (35). Povecana
ucestalost IMU-a u afroamericke djece moze se pripisati anemiji srpastih stanica koja u ovoj
populaciji povecava rizik za nastanak IMU-a vise od 200 puta (6). Ve¢ spomenuta studija u
kojoj su autori opisali globalnu i regionalnu prevalenciju i mortalitet IMU-a u djece od 0 do
19 godina tijekom perioda od 1990. do 2013. godine, pokazala je 4 do 5 puta vecu
prevalenciju IMU-a u zemljama u razvoju u odnosu na razvijene zemlje iako je najniza
prevalencija IMU-a tijekom 2013. zabiljeZena je u Latinskoj Americi, Aziji i Oceaniji
(Kolumbija, Kostarika, Salvador, Gvatemala, Honduras, Meksiko, Nikaragva, Panama,
Venezuela i Libija), a najviSa u visokorazvijenim regijama Sjeverne Amerike (SAD), prije
svega zbog razlika u dostupnosti i kvaliteti zdravstvenog sustava (13). Nedavno objavljena
meta-analiza koja je ukljucila objavljene studije u vremenskom periodu od 1984. do 2018.
godine, pokazala je nizu incidenciju IMU-a u Danskoj, Svedskoj, Tajvanu i Kanadi (od 1,33
do 2,51 na 100 000 djece) nego u SAD-u, Francuskoj, Spanjolskoj, Italiji, Ujedinjenom
Kraljevstvu 1 Njemackoj (od 5,6 do 7,02 na 100 000 djece), iako su zdruzene incidencije
europskih zemalja sli¢ne incidencijama u Sjevernoj Americi (22). U ovim radovima nisu
obuhvacene detaljnije analize povezanosti geografske ili etnicke pripadnosti s rizikom od

nastanka IMU-a.

1.1.3. Lokalizacija IMU-a u djece

Sli¢no kao i kod odraslih, simptomi i ishod akutnoga IMU-a u djece odgovaraju
disfunkciji mozga na mjestu ishemijske lezije (36). Unato¢ uvjerenju da povecana plasti¢nost
mozga djeteta $titi od posljedica IMU-a, postoje dokazi da rane ozljede mozga rezultiraju
dugoro¢nim neuroloskim ostecenjima 1 utjeCu na ukupnu kognitivnu sposobnost, akademske
vjestine, verbalnu sposobnost i paznju, §to se moze objasniti tvrdnjom da je mozak u razvoju
posebno osjetljiv na mozdani udar koji dovodi do poremec¢enoga mozga i kognitivnoga

razvoja (37-39). Vjerojatno je kognitivni ishod nakon mozdanog udara odreden s vise
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razlic¢itih ¢imbenika kao $to su dob pojave IMU-a, karakteristike ishemijske lezije, te razli¢iti
etioloski i sociodemografski ¢cimbenici. Kako je MRI nuzan korak u dijagnozi IMU-a u djece,
korelacija izmedu nalaza slikovnih prikaza mozga i odredene etiologije mogla bi biti od
pomo¢i u donoSenju daljnjih dijagnostickih i terapijskih odluka te predvidanju ishoda bolesti
(40).

U literaturi je navedeno nekoliko razli¢itih nac¢ina kategorizacije ishemijskih lezija
prema njenoj lokalizaciji. Ovisno 0 zahva¢enim mozdanim polutkama razlikuju se
lijevostrani, desnostrani i obostrani IMU (41, 42). Vaznijom se pokazala podjela ovisna o
djelu zahva¢enoga mozdanog tkiva na subkortikalni IMU (SIMU), koji ukljucuje bijelu tvar i
duboku sivu tvar te zahvaca bazalne ganglije i/ili talamus, kortikalni IMU (KIMU), koji se
odnosi na povrsinsku sivu tvar i zahva¢a mozdanu koru, te kombinirani kortikalno-
subkortikalni IMU, koji zahvaca i mozdanu koru i bazalne ganglije i/ili talamus (37, 40, 42—
44).

Uloga lokalizacije ishemijske lezije u procjeni ishoda nakon epizode IMU-a u djece do
danas je ispitana u nekoliko studija. Kohortna studija provedena u djece s jednostranim AIMU
u Kanadi pokazala je razli¢itu lokalizaciju ishemijske lezije ovisno o dobi (37). Subkortikalna
lokalizacija ishemijskih lezija bila je ¢es¢a u DAIMU dok je za PAIMU bila karakteristi¢na
kortikalna lokalizacija ishemijske lezije (37, 39). Medutim, nepovoljniji ishod ¢eSce je
biljezen u slucaju subkortikalne lezije u perinatalnom periodu, a u sluc¢aju kortikalne lezije u
dobi od jednog mjeseca do 5 godina starosti djeteta. Osim toga, kombinirani kortikalno-
subkortikalni AIMU pokazao se Stetnijim za kognitivni ishod od AIMU-a ograni¢enoga samo
na kortikalno ili subkortikalno tkivo (37, 41, 45). IstraZzivanje provedeno 2010. u Svicarskoj
pokazalo je nizu ucestalost DAIMU-a lokaliziranoga u subkortikalnim strukturama u odnosu
na mijesanu i kortikalnu lokalizaciju (40). Takoder je dokazano da su dugoro¢na motoricka
ostecenja nakon PAIMU-a, poput cerebralne paralize, usko povezana s lokalizacijom infarkta
u kortikalnim i subkortikalnim regijama koje se klasi¢no smatraju dijelom motorickoga
sustava (44) iako kasnija studija nije uspjela utvrditi povezanost lokalizacije ishemijske lezije
s dugoro¢nim kognitivnim ishodom (39).

Do danas nije istrazen potencijal doprinosa specifi¢nih genetickih riziénih ¢imbenika
na nastanak ishemijskih lezija u razli¢itim dijelovima mozga prilikom epizode IMU-a u djece.
Ispitivanje povezanosti etiologije s lokalizacijom ishemijske lezije moglo bi pomo¢i u

razumijevanju IMU-a kao i daljnjem terapijskom pristupu djetetu nakon IMU-a.
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Etiologija mozdanoga udara u djece razlikuje se od etiologije mozdanoga udara u

odraslih prije svega jer u djece obi¢no nisu prisutni tradicionalni vaskularni ¢imbenici rizika

za nastanak mozdanoga udara, poput ateroskleroze, pretilosti, dislipidemije, hipertenzije ili

pusenja, koji se najc¢esce susre¢u u odraslih (5, 6). Stoga u djece postoji izravnija uzro¢no-

posljedi¢na veza izmedu ¢imbenika rizika i nastanka IMU-a zbog ¢ega je posebno vazno

proucavati pedijatrijski IMU odvojeno od IMU-a u odrasloj dobi. IMU moze biti uzrokovan

trombozom, embolijom ili sistemskom hipoperfuzijom. Ipak, najces¢i je uzrok tromboza

mozdanih krvnih Zila zbog strukturnih anomalija samih Zila te nasljednih ili ste¢enih

protrombotickih poremecaja.

Do danas je prepoznat velik broj nasljednih 1 stecenih riziénih ¢imbenika za razvoj

IMU-a u djece, od kojih se univerzalnim rizi¢énim ¢imbenicima smatraju neaterosklerotske

arteriopatije (heterogeni poremecaji koji uzrokuju lezije ili strukturne abnormalnosti krvnih

zila mozga) 1razli€ite sr€ane bolesti, ali su pojedini rizicni ¢imbenici posebno rijetki (Tablica

1.) (1, 46). U vise od 60 % djece s IMU-om moguce je utvrditi prisutnost vise rizi¢nih

¢imbenika (47), a ucestalost pojedinoga rizi¢nog ¢imbenika mozZe se razlikovati ovisno o

geografskom podrucju i etnickim karakteristikama, kao i s obzirom na tip IMU-a i dob djeteta

(46). Unato¢ svom napretku u istrazivanju IMU-a u djece, etiologija je jo$ uvijek

nerazja$njena u priblizno 30 % svih slucajeva (1, 48).

Tablica 1. Pregled rizi¢nih ¢imbenika za nastanak pojedinih podtipova IMU u djece
(prilagodeno prema (1, 6, 29, 46, 49-53)

e reumatska sr¢ana
bolest

o kardiomiopatija

o endokarditis/miozitis

e poremecaji sr¢anoga
ritma

e uzrokovana
infekcijama (npr.
Varicella zoster)

AIMU PAIMU DAIMU CSvT

Sréane bolesti: Sréane bolesti: Arteriopatije: Op¢eniti:
¢ nasljedne (stenoza o kongenitalna bolest e sindrom moya-moya ¢ dehidracija

aorte i mitralne srca o disekcija arterije o infekcija

valvule, otvoreni e operacije srca o fibromuskularna e sepsa

foramen ovale, atrijski | e ekstrakorporalna displazija e upala pluca

i ventrikularni septalni membranska e uzrokovana anemijom | e vrucica

defekt) oksigenacija (ECMO) srpastih stanica e hipoksi¢ko-ishemicka

ozljeda

¢ nakon lumbalne
punkcije

e otezan porod




1. Uvod

AIMU

PAIMU

DAIMU

CSVT

Hematoloske bolesti:

e anemija srpastih
stanica

e sideropenicna anemija

¢ mijeloproliferativne
bolesti (policitemija,
trombocitemija)

o leukemije, limfomi

o trombocitopenija

e nasljedna trombofilija
(F5 1601 G/A, manjak
antitrombina, proteina
C ili proteina S)

e steCena trombofilija
(diseminirana
vaskularna
koagulacija,
antifosfolipidni
sindrom)

Patologije vezane uz

posteljicu i porod:

e tromboza posteljice

o upala posteljice

o abnormalnosti
posteljice

e hitni carski rez

o produljeni trudovi

e reanimacija pri rodenju

Hiperkoagulabilna

stanja:

¢ nedostatak proteina C i
proteina S

e F51601 G/A

e mutacija F2 20210
G/IA

e polimorfizam MTHFR
Ce77T

o deficijencija
antitrombina I11

e povecanje FVIII

o hiperlipoproteinemija

o lupus antikoagulant

HematoloSke bolesti:

e anemija zbog
nedostatka Zeljeza

e anemija srpastih
stanica

o talasemija

¢ autoimuna hemoliti¢ka
anemija

e paroksizmalna no¢na
hemoglobinurija

o trombofilija

o leukemije

Metabolicke bolesti:

¢ mitohondrijski
poremecaji (npr.
MELAS)

e homocistinurija i
hiperhomocisteinemija

o Fabryjeva bolest

o dislipidemija

Trombofilija:

e nedostatak proteina C i
proteina S

e F51601 G/A

e mutacija F2 20210
G/A

e polimorfizmi MTHFR

e poviSen lipoprotein(a),
homocistein ili
antifosfolipidna

Sréane bolesti:

e nasljedne i steCene

¢ otvoreni foramen ovale
aritmija

prethodne operacije
srca

endokarditis

Poremecaji glave i
vrata:

ozljede

infekcije

meningitis

sinusitis

mastoiditis
hidrocefalus

nakon intrakranijalne
operacije

protutijela
Infektivne bolesti: Infektivne bolesti: Akutne sistemske Autoimune bolesti
o bakterijski meningitis | e sepsa bolesti:
e virusi Varicella zoster, | o bakterijski meningitis | e infektivne bolesti
HIV, parvovirus B19 e sepsa
¢ neuroborelioza e 3ok

¢ acidoza/anoksija

Vaskulopatije:

e sindrom moya-moya

o fibromuskularna
displazija
neurofibromatoza tip 1
tuberozna skleroza
disekcija krvne zile

prolazna mozdana
arteriopatija

Rizi¢ni ¢imbenici
majke:

e prva trudnoca

o neplodnost

hitni carski rez

e poremecaji
zgrusavanja
korioamnionitis
oligohidramnioza
preeklampsija

Hematoloske bolesti:

e anemija srpastih
stanica

¢ hemoliticka anemija

e anemija zbog
nedostatka Zeljeza

e maligne bolesti

Drugo:

e sréane bolesti

e bubrezne bolesti

o lijekovi

e kromosomski
poremecaji

¢ metabolicka stanja

¢ Behcetov sindrom
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AIMU PAIMU DAIMU CSVT
Vaskulitisi: Drugo: Kroni¢ne bolesti glave i
o postinfektivni e trauma vrata:
o sistemski eritemski e vaskularna trauma e tumori mozga i vrata
lupus e arteriopatije e aneurizme i arterio-
¢ Poliarterits nodosa venske malformacije
o Kawasakijev sindrom e migrena

Takayasuov sindrom
e Henoch-Schénleinova

purpura
Drugo: Drugo:
e trauma e geneticke i metabolicke
o lijekovi, toksini bolesti (Fabryjeva

bolest,
mitohondriopatije,
trisomija 21, bolesti
vezivnoga tkiva)

e prijasnje operacije
glave

e trauma

AIMU - arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni arterijski ishemijski mozdani udar, DAIMU
arterijski ishemijski mozdani udar u dje¢joj dobi, CSVT — tromboza venskih sinusa mozga, F5 — gen za
¢imbenik zgruSavanja V, F2 — gen za protrombin (¢imbenik zgruavanja II), MTHFR — gen za metilen
tetrahidrofolat reduktazu, FVIII — ¢imbenik zgrusavanja VIII, MELAS — mitohondrijska encefalopatija s
laktatnom acidozom i epizodama koje nalikuju mozdanom udaru, HIV — virus humane imunodeficijencije.

1.1.4.1. Posebnosti perinatalnoga IMU-a u odnosu na IMU u djeé¢joj dobi

Etiologija perinatalnoga IMU-a posebno se razlikuje od etiologije IMU-a u dje¢joj

dobi (Tablica 1.). Niska ucestalost ponavljanja perinatalnog-a IMU-a kasnije u djetinjstvu ili u

kasnijoj trudno¢i majke podrzava koncept da postoje ¢imbenici rizika ograni¢eni na
perinatalno razdoblje (49, 50), s izuzetkom djece sa sréanim bolestima kod kojih je
zabiljeZena pojava recidiva u 14 % slucajeva (54).

U perinatalnom periodu 80 % svih moZdanih udara ¢ini PAIMU, a preostalih 20 %
¢ine hemoragijski mozdani udar i CSVT (6). Trudnoca i porod po svojoj prirodi jesu
hiperkoagulabilna stanja tijekom kojih dolazi do kompleksnih interakcija maj¢ine i fetalne
cirkulacije. Promjene u hemostazi majke javljaju se kao evolucijski odgovor na potencijalnu
hemoragiju, a o€ituju se kao porast mnogih prokoagulacijskih ¢imbenika, smanjenje
koncentracija prirodnih antikoagulanata i opéenito smanjenje aktivnosti fibrinolitickoga
sustava (55). U fetusa takoder dolazi do promjena koje ukljucuju povisene vrijednosti
hematokrita i povecanje viskoznosti krvi, kao i smanjenja funkcije fibrinolitickoga sustava.

Stoga su majke i djeca posebno podloZni trombozi i tromboembolijskim komplikacijama
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tijekom trudnoce i poroda, a posebno u slucaju teskoga i dugotrajnoga poroda sto predstavlja
dodatni perinatalni stres. Istrazivanja su ukazala da nasljedna trombofilija majke moze
povecati rizik za nastanak tromboze u fetusa, ali to¢na uloga trombofilije majke jo$ nije
potpuno razjas$njena. U dvije studije koje su uklju¢ivale parove majke i djeteta, u najmanje 50
% parova utvrdeni su protromboticki rizi¢ni ¢imbenici (56, 57). U velikoj studiji neonatalnih
protrombotickih rizi¢nih ¢imbenika, 68,1 % novorodencadi s perinatalnim IMU-om imalo je
barem jedan protrombotic¢ki cimbenik rizika u usporedbi s 24,2 % u uskladenoj kontrolnoj
skupini (58).

Jedna od vjerojatnijih etiologija perinatalnoga IMU-a je tromboembolijski dogadaj u
posteljici nakon ¢ega embolus ulazi u fetalnu cirkulaciju (49, 53). O ulozi posteljice u
patogenezi perinatalnoga IMU-a govori i nedavno objavljen sistematski pregled dostupnih
podataka koji je utvrdio prisutnost patoloskih promjena posteljice u 72 od 83 slucaja,
odnosno, vecu ucestalost utvrdenih patoloskih procesa posteljice u djece s perinatalnim IMU-
om u odnosu na kontrolnu skupinu uz najvecu ucestalost tromboupalnih promjena (59).

Povezanost infekcija, kao $to su korioamnionitis ili neonatalna sepsa s perinatalnim
IMU-om, takoder upucuju na vaznu ulogu upale u nastanku i razvoju bolesti, iako konkretan
mehanizam nije razjasnjen (49). Dobro utvrden uzrok nastanka mozdanog udara je bakterijski
meningitis, gdje se mozdani udar pojavljuje kao komplikacija u 17 do 43 % svih slucajeva
(50).

Dakle, etiologija perinatalnoga IMU-a je viSestruka te ukljucuje i fetalne, odnosno,
neonatalne rizi¢ne ¢imbenike, ali i rizicne ¢imbenike majke, a najvjerojatniji nastanak
perinatalnoga IMU-a uzrokovan je kombiniranim medudjelovanjem viSe razli¢itih rizi¢nih
¢imbenika.

Etiologija IMU-a u dje¢joj dobi bolje je istrazena, a ukljucuje brojne rizi¢ne
¢imbenike od kojih je najéesca arteriopatija (Tablica 1.). Za etiolosku klasifikaciju akutnoga
ishemijskog mozdanog udara u odraslih koristi se tzv. Klasifikacija TOAST (engl. Trial of
Org 10107 in Acute Stroke Treatment Classification) koja razlikuje pet podtipova IMU-a: i)
ateroskleroza velikih arterija, ii) kardioembolija, iii) okluzija malih Zila, iv) druga utvrdena
etiologija i v) neutvrdena etiologija (60—-62). Medutim, ova klasifikacija nije prikladna za
DAIMU jer ne ukljucuje uobiCajene pedijatrijske etiologije poput anemije srpastih stanica ili
cerebralne arteriopatije (40). Cesto se koristi modificirana klasifikacija IMU-a u djece, tzv.
Ganesanova klasifikacija, koja razlikuje osam etioloskih podtipova DAIMU-a: i) bolest

srpastih stanica, ii) kardioembolija, iii) disekcija arterija, iv) sindrom moya-moya, V) steno-
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okluzivna cerebralna arteriopatija, vi) druga utvrdena etiologija, vii) vise vjerojatnih ili

mogucih etiologija, i viii) neutvrdena etiologija (63).

1.1.4.2. Posebnosti CSVT-a u djece

Patofizioloski mehanizam CSVT-a ukljucuje trombozu unutar venskoga sustava koja
dovodi do zastoja protoka krvi, zaCepljenja vene i posljedi¢noga povecanja kapilarnoga
hidrostatskog tlaka, potiskuju¢i teku¢inu u intersticij 1 stvaraju¢i edem. Trajni porast
hidrostatskoga tlaka moZe rezultirati dijapedezom crvenih krvnih stanica, a ako je tlak veci od
arterijskoga tlaka, moze do¢i i do smanjenja arterijskoga dotoka krvi i arterijske ishemije (64).

S obzirom na posebnost patogeneze CSVT-a, rizi¢ni ¢imbenici za nastanak CSVT-a u
djece su raznoliki i ovisni o dobi (Tablica 1.). Kao i u odraslih, etiologija CSVT-a u djece
Cesto je viSestruka, s predisponiraju¢im komorbiditetnim stanjem identificiranim u do 95 %
oboljelih (64). U perinatalnom periodu rizi¢ni ¢imbenici majke (gestacijski dijabetes,
infekcije), izloZenost perinatalnom stresu (hipoksija, ishemija, otezan porod) 1 akutne
sistemske bolesti (infekcije, sepsa, upala plu¢a) ¢ine vodece riziéne ¢imbenike za nastanak
CSVT-a, dok su u starije djece najces¢i rizicni ¢imbenici akutne infekcije glave i vrata, akutne
bolesti s dehidracijom i anemija zbog nedostatka zeljeza, ali i odredena kroni¢na stanja koja
su karakterizirana poremecajem regulacije zgrusavanja i cirkulacije, Sto ukljucuje primjerice
kongenitalnu bolest srca, upalnu bolest crijeva, nefrotski sindrom i leukemije (29, 65).

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj CSVT-a mogu se opcenito opisati kao stanja koja
uzrokuju mehani¢ku kompresiju vene ili venskoga sinusa $to uzrokuje stazu i okluziju vene,
te ostecenje krvnih zila, a Cesti su slucajevi djece s vise od jednoga rizicnog cimbenika za
nastanak tromba. Stoga je nakon klini¢kih i laboratorijskih ispitivanja pacijenata u velikom

broju sluc¢ajeva CSVT-a moguce utvrditi ulogu trombotickih poremecaja u etiologiji bolesti

(65).

1.1.4.3. Trombofilija kao ¢imbenik rizika za nastanak IMU-a u djece

Hemostaza se sastoji od dva suprotna, ali medusobno povezana i uskladena puta, (i)
koagulacije u kojoj se trombociti i proteini aktiviraju i medusobno djeluju kako bi nastao
tromb, i (ii) fibrinolize u kojoj dolazi do razgradnje tromba. U fizioloskim uvjetima ova dva
puta su u ravnotezi, a promjena bilo kojega ¢imbenika u ovom sustavu dovodi do njezinoga

poremecaja, a posljedica je krvarenje ili tromboza.
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Arterijska tromboza zapocinje ozljedom stijenke krvne zile, koja je uzrokovana
mehanickim oste¢enjem ili puknuéem, $to dovodi do izlaganja subendotelnoga izvan
stani¢noga matriksa. Tada dolazi do brze regrutacije, aktivacije i adhezije trombocita na
mjestu ozljede, u cemu posreduje interakcija trombocitnoga glikoproteinskog receptora Ib-1X-
V s von Willebrandovim ¢imbenikom (VWF). Trombocitni receptori GPVI i GPla/lla
posreduju ¢vrsto vezanje trombocita na fibrilarni kolagen. Zatim dolazi do otpustanja
trombocitnih granula i izrazaja ¢imbenika zgrusavanja VII (FVII) i XI (FXI), posljedi¢noga
kidanja fibrinogena novonastalim trombinom i umrezavanja fibrinskih lanaca pomoc¢u
aktiviranoga ¢imbenika zgrusavanja XIII (FXIlla), ¢ime nastaje stabilni fibrinski ugrusak
(66). Venska tromboza zapocinje na povrsini intaktnoga endotela, u uvjetima niskoga protoka
krvi prilikom hipoksije ili upalnoga odgovora koji dovode do izrazaja adhezijskih receptora P-
selektina, E-selektina i VWEF. Ovi receptori poticu vezanje cirkuliraju¢ih trombocita,
leukocita i mikrovezikula na aktivirani endotel. Kona¢no, aktivirani leukociti na svojoj
povrsini izrazavaju tkivni faktor (TF) ¢ime se pokreée nastajanje ugruska (66).

Trombofilija predstavlja pove¢anu sklonost za arterijsku 1 vensku trombozu kao
posljedicu ¢esto viSestrukih nasljednih i ste¢enih poremecaja sustava zgruSavanja (67), a
navodi se kao jedan od ¢imbenika rizika za nastanak IMU-a u djece (1, 6). Kao i u svakom
tromboti¢kom procesu, protromboticki ¢imbenici rizika za razvoj IMU-a u djece mogu se
razumjeti u kontekstu takozvanoga Virchowljevog trijasa trombogeneze koji ukljucuje zastoj
krvi, oStecenje ili poremeca;j stijenke krvne Zile i hiperkoagulabilnost, to jest, poremecaj
komponenti sustava zgrusavanja /ili fibrinolize.

Oba puta hemostaze imaju prirodne inhibitore koji moduliraju te procese, primjerice
protein C, protein S i antitrombin u koagulaciji te inhibitor aktivatora plazminogena u
fibrinolizi. Aktivnosti navedenih endogenih hemostatskih proteina su u djece uobicajeno
snizene i priblizavaju se vrijednostima u odraslih tijekom razvoja. Stoga je tumacenje
rezultata ovih laboratorijskih pretraga posebno sloZeno u perinatalnom IMU, gdje ovi
¢imbenici mogu biti snizeni i zbog sekundarne akutne bolesti (6, 29). U tom slucaju
preporuceno je ponoviti mjerenje u starijoj dobi djeteta kako bi se provjerilo jesu li koli¢ine
hemostatskih proteina dosegnule o¢ekivane vrijednosti kao u odrasloj populaciji (6).

Do danas su istrazeni razli¢iti nasljedni protromboticki rizi¢ni ¢imbenici za nastanak
IMU-a u djece (1, 6, 49, 68, 69). Medu njima su povecane koli¢ine lipoproteina(a), Smanjene
koli¢ine inhibitora koagulacije (proteina C i antitrombina) ili mutacije gena koje rezultiraju ili
nemogucnos$cu inhibicije proteina tijekom hemostaze (mutacije F2 20210 G/A i F5 1601

G/A) ili abnormalnim stvaranjem spoja (povecane koli¢ine homocisteina koje su rezultat
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polimorfizma gena metilen tetrahidrofolat reduktaze, MTHFR C677T) (1, 68). Neka od ovih
stanja izravno su povezana s prvom pojavom pedijatrijskoga IMU-a (68), ali opseg njihovoga
doprinosa ostaje diskutabilan zbog varijabilnosti testiranja u studijama (49), iako ova stanja
mogu djelovati kao okidac¢i za AIMU u prisutnosti drugih ¢imbenika (npr. sr¢ana bolest).
Vjeruje se da trombofilija samo pridonosi pojavi tromboze, ali postoje dokazi da pojedini
trombofilni ¢imbenici neovisno povecéavaju rizik pojave AIMU-a. Primjerice, povisena
koncentracija lipoproteina(a), F5 1601 G/A, F2 20210 G/A, manjak proteina C i polimorfizmi
MTHFR pokazali su se kao neovisni ¢imbenici rizika za AIMU (68, 69).

Protromboticki rizi¢ni ¢imbenici, koji ukljucuju pojedina hematoloska |
hiperkoagulabilna stanja, prepoznati su i kao vazni uzroci CSVT-a. Oni ukljucuju mutaciju F5
1601 G/A, lupus antikoagulant i nedostatke proteina C, proteina S, antitrombina i ¢imbenika
XII. Ostali poremecaji koji predisponiraju za CSVT uklju¢uju mutaciju F2 20210 G/A,
disfibrinogenemiju, bolest srpastih stanica, diseminiranu intravaskularnu koagulaciju i
homocistinuriju (65). Istrazivanja CSVT-a u odraslih pokazale su da se odredeni
protromboticki rizi¢ni ¢imbenici javljaju u 30 do 35 % slucajeva, i da ¢esto zajedno s drugim
riziénim ¢imbenicima i komorbiditetima mogu doprinijeti razvoju CSVT-a (70, 71), dok su
istrazivanja u djece pokazala nesto vecu ucestalost protrombotickih rizi¢nih ¢imbenika, u
rasponu od 25 do 60 % (72, 73). Trombofilna stanja koja predstavljaju ¢imbenike rizika za
razvoj CSVT-a u djece mogu biti geneticki uvjetovana, ali je uoena snaznija povezanost
steCenih protrombotiCkih poremecaja nastalih pod utjecajem aktivne bolesti s pojavom CSVT-
a u djece (74).

Potencijalni protromboti¢ki rizi¢ni ¢imbenici su mnogobrojni, ali su i dalje nedovoljno
istrazeni u IMU-u u djece, pogotovo u pojedinim podtipovima, ali i u smislu udruZenosti ovih
¢imbenika. Naime, poznato je da prisutnost pojedinoga rizicnog ¢imbenika moze biti od
manjega znacaja, ali istodobna prisutnost viSe rizi¢nih ¢imbenika moze povecati rizik (1, 68,
75). Stoga je daljnja istrazivanja potrebno pazljivo osmisliti i provesti kako bi se dobili
sveobuhvatni rezultati koji ¢e omoguciti rasvjetljivanje uloge nasljedne trombofilije u pojavi

IMU-a i pojedinih podtipova u djece.
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1.2. Promjene u genima za ¢imbenike zgrusavanja i fibrinolize

Protromboticki poremeéaji mogu biti uzrokovani promjenama na razini razli¢itih gena
koji utjecu na sintezu, aktivnost, bioraspoloZivost ili metabolizam specifi¢nih ¢imbenika
ukljucenih u procese zgrusavanja i fibrinolize, i koji stoga predstavljaju nasljedne rizi¢ne
¢imbenike za nastanak tromboze (67). Rasvjetljavanje uloge pojedinih genskih promjena u
vise razli¢itih gena koji kodiraju za ¢imbenike zgruSavanja i fibrinolize s IMU-om u djece
mogla bi pomo¢i u boljem razumijevanju etiologije bolesti, ali i usmjeriti daljnje terapijske
postupke. Povezanost pojedinih trombofilnih genskih promjena s pojavom IMU-a u djece ve¢
su opisane u literaturi (1, 32, 47, 56, 68), ali postoje brojne promjene povezane s
trombofilijom koje su istrazene u odraslih (76, 77), a u djece samo u malom broju studija ili

uopce nisu istrazene.

1.2.1. Cimbenik zgrusavanja V

Cimbenik zgrusavanja V (FV) je jednolanéani GP kodiran genom F5 koji se nalazi na
dugom kraku 1. kromosoma (lokus 1g24.2), veli¢ine je 80 kb, a sastoji se od 25 eksona i 24
introna (78, 79). Oko 80 % FV-a nalazi se u krvnoj plazmi u koncentraciji od 20 nM (80), a
sintetiziraju ga hepatociti u obliku pro¢imbenika veli¢ine 330 kDa. Preostalih 20 % FV-a
pohranjeno je u trombocitnim granulama, sintetizira se u megakariocitima ili dospijeva u
trombocite endocitozom plazme, a oslobada se u plazmu nakon aktivacije trombocita i tako
uzrokuje povecanje lokalne koncentracije ko¢imbenika na mjestu ozljede (78, 79).

Sinteza i razgradnja FV-a povezane su te odrazavaju njegovu ulogu i u
prokoagulacijskom i u antikoagulacijskom putu hemostaze (79, 81). Propeptid nastao
transkripcijom i translacijom F5 sastoji se od 2224 aminokiselinskih ostataka (AK) koji ¢ine
domene Al, A2, A3, C1i C2 te signalni peptid od 28 AK-a koji se odcjepljuje nakon
premjestanja molekule u endoplazmatski retikul i prije njenog kona¢nog izlu¢ivanja u krvnu
plazmu (78, 79). Prokoagulacijsko djelovanje izrazava se tek nakon proteoliticke aktivacije
FV-a trombinom ili aktiviranim ¢imbenikom zgrusavanja X (FXa) na mjestu tri argininska
ostatka (Arg709, Argl018 i Argl545) ¢ime se odcjepljuje domena B i nastaje aktivirani FV
(FVa). Nastali FVa koji se nalazi u kompleksu s FXa na fosfolipidnoj membrani, pove¢ava
aktivaciju protrombina (FI1) ~ 300 000 puta, a sastoji se od teskog lanca veli¢ine 105 kDa
(domene Al iA2) i lakoga lanca veli¢ine 74 ili 71 kDa (domene A3, C1 i C2) koji su povezani

ionom Ca?* nekovalentnim vezama i hidrofobnim interakcijama (78, 79). Relativna
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molekularna masa (Mr) lakoga lanca moze varirati ovisno o glikozilaciji na polozaju Asn2181
pri ¢emu je omjer glikoziliranih (FV1) i neglikoziliranih (FV2) molekula u krvi oko 30 prema
70, a dokazano je i da FV2 nakon aktivacije ima veci afinitet za fosfolipidne membrane i veé¢u
aktivnost u stvaranju trombina (79, 82).

Razgradnja FVa predstavlja smanjenje prokoagulacijske aktivnosti, a postize se
proteolitickim Kidanjem posredovanim aktiviranim proteinom C (APC) koji kida FVa na tri
mjesta. Prvo kidanje na polozaju Arg506 uzrokuje smanjenje aktivnosti FVa (od 25 do 40 %)
1 smanjenje afiniteta FVa za FXa, to jest, dovodi do djelomi¢ne inaktivacije. Naknadno
kidanje na polozaju Arg306 dovodi do potpune inaktivacije FVa, a kidanje na polozaju
Arg679 smatra se manje vaznim (79, 83). Protein S specifi¢no potic¢e kidanje u kojem
posreduje APC na polozaju Arg306, pa se pretpostavlja da je ono najvaznije mjesto
inaktivacije FVa, dok se ¢ini da je polozaj Arg506, iako predstavlja kineti¢ki najpovoljnije
mjesto kidanja, vazniji u regulaciji slobodnog FVa, budu¢i da je u protrombinaznom
kompleksu taj polozaj zasticen od djelovanja APC (79, 83). S druge strane, kidanje intaktnoga
FV pomocu APC-a na polozaju Arg506 na povrsini negativno nabijenih fosfolipida uzrokuje
nastajanje antikoagulacijskoga proteina FVac koji djeluje kao ko¢imbenik APC-u, te zajedno
s proteinom S posreduje u inaktivaciji aktiviranoga ¢imbenika zgrusavanja VIII (FVIlIa) (79,
81). Daljnje kidanje na poloZaju Argl545 uzrokuje gubitak aktivnosti FV kao ko¢imbenika za
APC, dok kidanje na polozajima Arg709 i Arg1018 ne utjee na ovu aktivnost. Delecijska je
analiza pokazala da su zadnjih 70 AK-a domene B nuzni za antikoagulacijska svojstva FV
(83).

Do danas su opisane mnoge promjene u F5 koje se povezuju s trombofilijom (Tablica
2.) (84). Mutacija F5 1601 G/A predstavlja naj¢esci oblik nasljedne trombofilije te se
nasljeduje autosomno dominantno. Ova mutacija uzrokuje rezistenciju na APC jer uzrokuje
promjenu AK-a u glavnom ciljnom mjestu djelovanja APC-a, ¢ime se naruSava APC-om
posredovana razgradnja FVa i aktivnost FV kao ko¢imbenika za APC prilikom inaktivacije
FVIlla (79, 85). Heterozigotni oblik mutacije moze Se naci u 4,4 % Europljana, s najvecom
prevalencijom u Grka (7 %) i u juznoj Svedskoj (14,7 %) dok je iznimno rijedak u Azijata,
Afrikanaca i Australaca (86, 87). U Hrvatskoj je objavljena ucestalost F5 1601 G/A u zdravih
ispitanika od 2,9 do 4,0 % (88, 89). Kako prisutnost mutacije nije zabiljezena u autohtonim
populacijama Azije, Afrike, Amerike i Australije, vjerojatno se mutacijski dogadaj dogodio
prije 30 000 godina nakon migracije stanovnistva iz Afrike i odvajanje Azijata od Europljana,
dok je Siroka rasprostranjenost alela F5 1601 G/A u zapadnom svijetu vjerojatno posljedica

smanjene sklonosti krvarenju Zena nositeljica alela prilikom porodaja i posljedi¢no njihovom
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vecem prezivljenju (79, 83). Objavljene ucestalosti homozigotnoga oblika u bijelaca variraju
od 1 na 1000 do 1 na 5000 osoba (90, 91). F5 1601 G/A najcesce se povezuje s nastankom
venske tromboze gdje prisutnost poveéava rizik nastanka bolesti 5 do 7 puta u heterozigota i

do 80 puta u homozigota (79, 83).

Tablica 2. Pregled genskih promjena u F5 povezanih s trombofilijom (prilagodeno prema
(84, 92-94).

alternativni nazivlje brf;;elsrltr:; zamjena zamjena AK* | domena ekson
naziv HGVS dbSNP nukleotida*

e | om0t | 5 | dearam | v | A2 | 1
F5 Cambridge N'g/'l—ggféi? rs118203906 éggi gg) (ﬁ:ggﬁgg:z) A2 7
Mong. | crooone | 1820305 | 100l | vaeaty | A2 | T
P Liverponl | "I e | sueosott | ol nl | iery | A2 |8
b e | | goecm | vy | P2 | 0
N?Ié)ggiiocS r$6033 (ﬁig Eg) (mg% A2 8
F5 HR2 I\fclv.lggggii? rs1800595 (?1838 2//2) (g:zﬁgﬁ:g) B 13
fepieto) NcMs_zos(a)c())j\i%S r$6030 (§§§8 Zg) (m:i;gg\\;::) A3 16
|y | e | s ||
NcMz_'o?gfj\i?; rs6021 éggi Zg) (2252322[) B 13
el A NcMz_:?'o?j\i?; rs4524 (22(752 Zg) iﬁgggﬁ% B 13
NM_000130.5 amos 2504 AIG His865Arg 5 3

:€.2594A>G (2684 AIG) (His837Arg)
Nﬁﬂz‘??gii? r$6032 égi //://(03) (3:2;?2:) B 13

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i
ClinVar (93). U zagradama su navedeni i podaci o poloZajima zamjena nukleotida i 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.

Takozvani haplotip F5 HR2 nazvan je po naj¢esce analiziranom polimorfizmu F5
His1327Arg (u literaturi se moze na¢i pod nazivom His1299Arg) u domeni B (79, 95).
Haplotip zapravo ukljucuje 13 povezanih genskih varijanti, ali je utvrdena njihova
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neravnotezna povezanost zbog ¢ega je za potvrdu prisutnosti F5 HR2 dovoljno dokazati
naj¢esci polimorfizam (96). Genski produkt posjeduje smanjenu aktivnost kocimbenika za
APC prilikom razgradnje FVIIlIa, ali su dobiveni proturje¢ni rezultati prilikom ispitivanja
povezanosti haplotipa F5 HR2 s povecanom rezistencijom na APC (96). Takoder, utvrdeno je
da je haplotip F5 HR2 neovisni ¢imbenik za nastanak venske tromboze, iako su pojedine
studije utvrdile da predstavlja blagi protromboticki rizi¢ni ¢imbenik samo u slucaju
istovremene prisutnosti F5 1601 G/A (96-99). Prevalencija haplotipa F5 HR2 u autohtonim
populacijama Azije, Afrike, Amerike i Australije krece se u rasponu od 5 do 17 % (96, 98).

Povezanost genskih promjena F5 1601 G/A i F5 HR2 s AIMU-om u djece u Hrvatskoj
do danas je ispitana i predstavljena u dva znanstvena rada. Za nositelje F5 1601 G/A utvrden
je vise od sedam puta veci rizik za nastanak PAIMU-a i DAIMU-a (34), odnosno vise od
sedam puta veci rizik za nastanak AIMU-a, dok za nositelje haplotipa F5 HR2 povezanost s
pojavom AIMU-a nije utvrdena (32).

1.2.2. Protrombin

Protrombin je GP koji se naziva i ¢imbenikom zgrusavanja II (FII), a kodiran je
genom F2 koji se nalazi 11. kromosomu (lokus 11p11.2), veli¢ine je 21 kb, a sastoji se od 14
eksona i 13 introna te 5'i 3' nekodirajuce regije koje sudjeluju u regulaciji genske ekspresije
(100). Genski produkt sintetizira se u jetri u obliku prepro-protrombina veli¢ine ~ 72 kDa te
se sastoji od prepro- vodece sekvencije, domene bogate y-glutaminskom kiselinom (Gla
domena), dvije tzv. kringle domene i terminalne domene s aktivnoS¢u serinske proteaze.
Signalni peptid uklanja se iz prepro-protrombina nakon transporta polipeptida u
endoplazmatski retikul ¢ime nastaje pro-protrombin. Slijedi modifikacija y-glutamatnih
ostataka u y-karboksiglutamatne ostatke (Gla) ovisna o vitaminu K, uklanjanje propeptida i N-
glikozilacije na tri polozaja. Nastali protrombin zatim se izlu¢uje u cirkulaciju gdje mu
koncentracija iznosi oko 1,2 — 1,4 uM (80, 101). Aktivacijom FII pomoc¢u FXa uz prisutnost
FVa, kalcijevih iona i fosfolipidne povr$ine nastaje trombin veli¢ine ~ 36 kDa, klju¢an
¢imbenik u procesu hemostaze koji izravno aktivira trombocite i druge ¢imbenike zgrusavanja
(FV, FVIII, EX1 i EXII) te uzrokuje nastanak fibrinskoga ugruska iz fibrinogena (102).
Medutim, tijekom formiranja ugruska, do 90 % trombina adsorbira se na fibrinska vlakna
kako bi se sprijecio prekomjeran rast ugruska, a ostatak trombina se veZe s antitrombinom te
se inaktivira tijekom sljede¢ih 12 do 20 minuta. Dodatno, vezanje trombina na

trombomodulin, integralni membranski protein kojega izrazavaju endotelne stanice, uzrokuje
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aktivaciju proteina C i posljedi¢nu inaktivaciju FVa i FVIlla. Dakle, sli¢no kao i FV, FIl ima
prokoagulacijski, antikoagulacijski i antifibrinoliti¢ki u¢inak (100, 102).

Promjene u F2 koje se povezuju s trombofilijom opisane su u Tablici 3. (67). Tockasta
mutacija F2 20210 G/A nalazi se u 3' nekodirajucoj promotorskoj regiji te, iako ne utjece na
strukturu molekule Fll, uzrokuje povisenje koncentracije FII u plazmi za do 30 % jer nastaje
stabilnija molekula F2 glasnic¢ke ribonukleinske kiseline (MRNA) (100, 102). Ova promjena
je drugi najcesci oblik nasljedne trombofilije (102) te se povezuje s priblizno dvostruko ve¢im
rizikom od nastanka venske tromboze (67). Sli¢no kao i za F5 1601 G/A, pretpostavlja se da
je F2 20210A nastao kao jedan mutacijski dogadaj, a alel se nalazi samo u populacijama
bijele rase. Prevalencija F2 20210 G/A iznosi od 0 do 5 % u op¢oj populaciji (67), $to je u
skladu i s prevalencijom od 4 do 6 % dobivenom u istrazivanjima populacije Hrvatske (89,

103).

Tablica 3. Pregled genskih promjena u F2 povezanih s trombofilijom (prilagodeno prema
(67, 92-94).

nazivlje HGVS r;:grrs;;nti)sbl\rlg niirlrgst?ga zamjena AK ekson
NM—Z(;%TAM:C'* rs1799963 20210 G/A / 3 UTR
NM—%)? 22?5:‘:'1 r$387907201 1787 GIT Arg596Leu 14
NM—fgfégiS:C'l r$387907201 1787 GIA Arg596Gin 14
NM—?SS ggis:c.l rs1183827513 1786 C/T Arg596Trp 14

HGVS — UdruZenje za varijacije ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza
podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), AK —
aminokiselina, / — nije primjenjivo, UTR — nekodirajuca regija (engl. untranslated region).

U literaturi je opisana povezanost genske promjene F2 G20210A s IMU-om u
pacijenata mladih od 58 godina, bez obzira na etni¢ku pripadnost (104), ali i s nastankom
IMU-a u djece (68) i CSVT-a u neonatalnom razdoblju (105). Povezanost genske promjene
F2 G20210A s IMU-om u djece u Hrvatskoj do danas je ispitana i predstavljena u samo dva
znanstvena rada u kojima nije utvrdena povezanost s nastankom AIMU-g, niti podtipova
DAIMU-a i PAIMU-a (32, 34).
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1.2.3. Fibrinogen

Fibrinogen je GP koji se sastoji od tri para polipeptidnih lanaca Ao (610 AK, Mr =
66,5 kDa), Bp (461 AK, Mr =52 kDa) iy (411 AK, Mr = 46,5 kDa) i koji nakon N-
glikozilacije Bp- i y-lanaca ima ukupnu Mr ~ 340 kDa (106). Kodiran je klasterom gena
FGA, FGB i FGG ukupne duljine ~ 50 kb na dugom kraku kromosoma 4 (lokus 4923-32).
Transkripcija pojedinih lanaca odvija se nezavisno, ali je njihova regulacija medusobno
povezana te se sinteza B-lanaca smatra kljuénom za nastanak zrele molekule (107). FGA je
veli¢ine 7,6 kb, sastoji se od Sest eksona, a nalazi se izmedu FGG veli¢ine 8,5 kb i
organiziranoga u 10 eksona, te FGB veli¢ine 8 kb i organiziranoga u osam eksona, od kojih se
posljedn;ji transkribira u suprotnom smjeru (108, 109). Translacijom FGA, FGB i FGG u
hepatocitima nastaju redom prepro-Aa (644 AK), prepro-Bp (491 AK) i prepro-y (437 AK).
Nakon kidanja signalnoga peptida i kona¢ne obrade u endoplazmatskom retikulu, nastaju
konacni oblici Aa- (610 AK), BB- (461 AK) i y-lanaca (411 AK). Medutim, alternativnim
prekrajanjem mMRNA FGG moze nastati y'-lanac kojemu nedostaje vezno mjesto za GPIIb/Il1a
i stoga ne moze vezati trombocite, iako pokazuje veci afinitet za tkivni aktivator
plazminogena (tPA) i FXIII, a prisutan je u 8 — 15 % cirkuliraju¢ih molekula fibrinogena
(110). Kombiniranjem Bf-lanca s Aa-y dimerom ili Aa-lanca s BB-y dimerom nastaju trimeri,
a po dva trimera se zatim spajaju svojim N-krajevima kako bi formirali heksamer pomo¢u 29
disulfidnih veza, nuznih za izlu¢ivanje fibrinogena iz hepatocita. Kona¢na molekula
fibrinogena sastoji se od dvije distalne globularne D regije od Cetiri domene i jedne sredi$nje
globularne E regije od sedam domena (106).

Fibrinogen je jedan od proteina akutne faze ¢ija koncentracija u plazmi iznosi od 1,5
do 4,2 g/L, a koncentracija se deseterostruko povecava kao odgovor na ozljedu ili upalu (106,
108). Pretvorba fibrinogena u fibrin zapo¢inje kidanjem malih fibrinopeptida A i B s N-
terminalnih krajeva Aa- i BB-lanaca na polozajima Arg16-Gly17, odnosno Argl14-Gly15,
pomocu trombina prilikom ¢ega nastaju fibrinski monomeri koji imaju dostupna Cetiri vezna
mjesta za C-terminalni dio D regije iz drugih fibrinskih monomera, §to omoguéuje spontano
sastavljanje fibrinskih oligomera i daljnje produljenje u dvolancane protofibrile (108).
Lateralnom 1 longitudinalnom agregacijom protofibrila nastaje trodimenzionalna mreza koja
¢ini ugrusak, a kovalentnim umreZavanjem posredovanim FXIIla postiZe se stabilizacija
fibrinskoga polimera (106).

Povisene koncentracije fibrinogena predstavljaju rizicni ¢imbenik za arterijsku i

vensku trombozu jer utjecu na strukturu fibrinskoga ugruska te se povezuju s pojavom
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kardiovaskularnih bolesti, ukljuc¢ujuc¢i IMU (111-113). Genske varijacije FGA, FGB i FGG
ukljucuju brojne mutacije i polimorfizme koje mogu utjecati na koncentraciju, strukturu i
funkciju fibrinogena. Tablica 4. prikazuje polimorfizme promotorske regije FGB (lokus
4031.3) koji se spominju u dostupnoj literaturi, a ¢ija prisutnost moze utjecati na vezanje

nuklearnih transkripcijskih ¢imbenika (113-115).

Tablica 4. Pregled genskih polimorfizama u promotorskoj regiji FGB (prilagodeno prema
(92-94, 114, 115).

nazivlje HGVS referentni broj prema doSNP zamjena nukleotida
NM_001184741.1:c.-1428G>A rs1800789 -1420 G/A
NM_001184741.1:c.-862G>A rs1800791 -854 G/A
NM_001184741.1:c.-463G>A rs1800790 -455 G/A
NM_001184741.1:c.-257C>T rs1800788 -249 CIT
NM_001184741.1:c.-156C>T rs1800787 -148 CIT

HGVS — UdruZenje za varijacije ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza
podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database).

Najcesce je ispitivan polimorfizam FGB -455 G/A, koji potice vezanje nuklearnih
¢imbenika na promotor FGB i rezultira pove¢anjem njegove transkripcije. Kako se sinteza [3-
lanaca smatra korakom koji ogranicava brzinu proizvodnje fibrinogena, povecanje
transkripcije FGB povecat ¢e koncentraciju fibrinogena u plazmi §to moze djelovati kao
protromboticki rizi¢ni ¢imbenik za nastanak IMU-a (116, 117). Pojedina¢na istraZivanja
uputila su na povezanost FGB -455 G/A s poveéanim rizikom razvoja kardiovaskularnih
bolesti i mozdanoga udara, a nedavna meta-analiza utvrdila je povezanost alela FGB -455A s
povecéanim rizikom nastanka IMU-a u opc¢oj azijskoj populaciji, ali ne i u bijelaca koji su bili
zastupljeni u samo tri studije (118). Meta-analizom je utvrdena povezanost FGB -455 G/A sa
smanjenim rizikom od venske tromboembolije medu bijelom populacijom (119). Medutim, ne
postoje istraZivanja koja ispituju povezanost ovoga polimorfizma s CSVT-om u djece.

U istrazivanjima na populaciji Hrvatske i Indije nije utvrdena povezanost

polimorfizma FGB -455 G/A s nastankom AIMU-a u djece (32, 120).

1.2.4. Cimbenik zgrusavanja X111

Cimbenik zgrusavanja XIII (FXIII) je GP ukupne veli¢ine ~ 320 kDa koji se u
cirkulaciji nalazi u obliku heterotetramera izgradenoga od dvije A (Mr = 83 kDa) i dvije B
(Mr = 80 kDa) podjedinice (121). Podjedinica A odgovorna je za protransglutaminaznu
aktivnost, a sastoji se od 731 AK-a organizirane u pet domena: N-terminalnoga aktivacijskog
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peptida (1 — 37 AK), tzv. B-sendvica, katalitiCke jezgre i dvije p-bacve. Podjedinica B jest
nosac i regulator podjedinice A, a sastoji se od 641 AK-a organizirane u 10 domena
okarakteriziranih ponavljanjem kratkih konsenzusa (engl. short consensus repeat), tzv. sushi
domena (122, 123). Koncentracija FXIII u plazmi iznosi ~ 90 nM (80), te su B podjedinice
podjednako prisutne u obliku heterotetramera s A podjedinicama i u obliku slobodnoga
homodimera, dok je u megakariocitima i trombocitima prisutan homodimer izgraden samo od
A podjedinica (123). Aktivacijski peptid sprjecava pristup supstrata Cys314 u aktivnom
srediStu katalitiCke jezgre A podjedinice pa je za aktivaciju FXIII nuzno njegovo kidanje
posredovano trombinom, visokim ili niskim koncentracijama kalcijevih iona u zavr$noj fazi
reakcije zgrusavanja. Kidanje aktivacijskoga peptida uzrokuje disocijaciju B podjedinica i
nastaje FXIIla, homodimer izgraden od A podjedinica (122). FXIIla i FXIII izrazen na
povrsini aktiviranih trombocita, poprecno povezuju fibrinske lance kovalentnim vezama
izmedu glutaminskih i lizinskih ostataka y- i a-lanaca fibrina, ¢ime ugrusak postaje otporniji
na fibrinolizu, a istovremeno umrezuje i inhibitore fibrinolize, poput inhibitor plazmina (123,
124). Takoder, FXIII ima vaznu ulogu u zacjeljivanju rana i popravljanju tkiva umrezavanjem
proteina izvanstani¢noga matriksa i poticanjem stani¢ne signalizacije u leukocitima i
endotelnim stanicama, $to poboljSava pokretljivost, proliferaciju i prezivljavanje stanica, te
doprinosi imunoloskim procesima i angiogenezi (123).

Podjedinica A FXIII kodirana je genom F13A1 koji se nalazi na 6. kromosomu (lokus
6p25.1), veli¢ine je 160 kb, a sastoji se od 15 eksona i 14 introna. Ekson 1 sadrzi
nekodirajucu regiju, aktivacijski peptid kodiran je eksonom 2, aktivno mjesto koje sadrzi
Cys314 kodirano je eksonom 7, a mjesto kidanja trombinom, izmedu Lys513 i Ser514,
kodirano je eksonom 12. B podjedinicu FXIII kodira gen F13B koji se nalazi na 1.
kromosomu (1g31.3), veli¢ine je 28 kb, a sastoji se od 12 eksona i 11 introna, sto ukljucuje i
30 slijedova sli¢énih TATA slogu te 17 ponavljanja CpG dinukleotida (122).

Genske varijacije F13A1 i F13B ukljucuju brojne mutacije i polimorfizme. Opisane su
mutacije F13A1 u osoba s izrazenim manjkom ili potpunim nedostatkom FXIII. Polimorfizmi
koji dovode do zamjene AK-a pa potencijalno mogu biti povezani s trombofilijom, opisani su
u Tablici 5. (122). F13A1 Val34Leu je najcesc¢i polimorfizam koji se nalazi samo tri
aminokiseline uzvodno od mjesta kidanja aktivacijskoga peptida trombinom. Prisutnost alela
F13A1 Leu34 uzrokuje brzu aktivaciju FXIII i moguée neu¢inkovito umrezavanje fibrina, ali i
intenzivniju ugradnju inhibitora fibrinolize u ugrusak (125, 126). Dokazan je i utjecaj
polimorfizma na strukturu fibrinskoga ugruska ovisno o koncentraciji fibrinogena u plazmi:

homozigoti za alel Leu34 u slucaju povisene koncentracije fibrinogena u plazmi imaju
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fibrinska vlakna koja su gusca, poroznija i podloznija fibrinolizi, dok u slu¢aju snizene

koncentracije fibrinogena, nastaju tanja, gus¢e pakirana i manje porozna fibrinska vlakna
(126). Polimorfizam F13A1 Val34Leu cest je medu Indijancima (51,2 %), bijelcima (44,3 %),

crncima (28,9 %) i bijelim Europljanima (~ 25 %), dok se medu Azijatima pojavljuje rjede

(2,5%) (122, 127).

Tablica 5. Pregled polimorfizama F13A1l i F13B koji dovode do zamjene AK-a (prilagodeno

prema (92-94, 122).

- referentni broj zamjena . *
nazivlje HGVS prema dbSNP nukleotida zamjena AK domena ekson
polimorfizmi F13Al
NM_000129.4:c.1 Val35Leu aktivacijski
- 1 . 2
03G>T rs5985 03G/T (Val34Leu) peptid
NM_000129.4:c.6 Tyr205Phe kataliticka
14A>T rs3024477 614 AT (Tyr204Phe) jezgra >
NM_000129.4:c.1 Pro565Leu .
694C>T rs5982 1694 CIT (Pro564Leu) B-bacva 1 12
NM_000129.4:c.1 Val651lle
- 7 1951 G/A - i 14
951G>A rs598 951 G/ (Val650lle) B-sendvi¢
- C rs -badva
W wew | e | SO puear | i
polimorfizmi F13B
NM—ggégf:'&C's rs6003 344 GIA :4'?51915%3 sushi 2 3
NM_001994.3:c.1 alternativno , .
9524144C>T rs12134960 29756 G/C orekrajanje 3'UTR intron K

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i ClinVar (93). U
zagradama su navedeni i podaci o polozajima zamjena 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, UTR — nekodirajuca regija (engl.

untranslated region).

Istrazivanja uglavnom nisu utvrdila povezanost F13A1 Val34Leu s AIMU u odraslih,

osim jedne studije u Makedoniji (128). Nedavno objavljen sistematski pregled i meta-analiza,

koja je ukljuéila 4 studije s ukupno 358 djece s AIMU-om i 451 kontrolnoga ispitanika, od

kojih je jedna iz Hrvatske, nije pokazala povezanost F13A1 Val34Leu s AIMU-om u djece

(129), iako je u hrvatskom istraZivanju pokazan umjereno povecan rizik nastanka DAIMU-a u

nositelja najmanje jednoga alela F13A1 Leu34 (32). Istrazivanja povezanosti ovoga

polimorfizma s CSVT-om u djece do danas nisu objavljena.
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1.2.5. Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1)

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) je jednolancani GP koji pripada
superporodici inhibitora serinskih proteaza (tzv. serpin). Zbog heterogenosti N-terminalnog
dijela, sastoji se od 379 ili 381 AK-a i signalnoga peptida od 23 AK, s pribliznom Mr od 45
kDa (130). Reakcijsko srediste ¢ine AK-i Arg346 i Met347, dok je N-glikozilacija moguca na
tri polozaja: Asn209, Asn265 i Asn329 (130).

U uobicajenim uvjetima u plazmi se nalaze niske koncentracije PAI-1 (~ 5— 20
ng/mL), ali se ta koncentracija moze brzo mijenjati kao odgovor na podrazaje, dok se 90 %
ukupnoga PAI-1 prisutnoga u cirkulaciji nalazi u trombocitima (131). PAI-1 regulira
fibrinolizu ogranicavajuci nastanak plazmina inhibicijom tPA i urokinaznoga aktivatora
plazminogena (UPA). Brojne studije pokazale su kako povecane koncentracije PAI-1 u plazmi
smanjuju u¢inkovitost tromboliti¢ke terapije (130) te povecavaju rizik od nastanka vaskularne
tromboze i povezanih bolesti (hipertenzije, pretilosti, dijabetesa, inzulinske rezistencije,
ishemijske bolesti srca, infarkta miokarda, IMU i duboke venske tromboze) (102, 131). Uloga
PAI-1 u IMU-u nije u potpunosti razjasnjena. PAI-1 prisutan u cirkulaciji moze povecati
stvaranje tromba nakon vaskularne ozljede, dok PAI-1 izraZen u stanicama mozga moze imati
zaStitnu ulogu ublazavanjem ucinka tPA i neuronske apoptoze (131).

Gen za PAI-1, SERPINE1, nalazi se na 7. kromosomu (lokus 7922.1), duljine je ~ 12
kb, a sastoji se od 9 eksona (102, 132). Tablica 6. prikazuje 11 najée$c¢e analiziranih
polimorfizama SERPINEL (133), od kojih je najéesc¢e analiziran insercijsko-delecijski
polimorfizam (1/D) u promotorskoj regiji gena rs1799889, u literaturi ¢esto nazivan i PAI-1
4G/5G. U slucaju alela 4G nalaze Cetiri gvanozina, a u sluc¢aju alela 5G pet gvanozina na
polozaju 675 bp uzvodno od pocetka transkripcije SERPINEL. Oba alela imaju vezno mjesto
za aktivator transkripcije, ali alel 5G ima i dodatno vezno mjesto za represor transkripcije. 1z
toga razloga alel 4G povezuje se s poviSenim koncentracijama PAI-1 u plazmi, a utjecaj se
jace odrazava kod homozigota za ovu deleciju. Podaci o u¢inku ovoga polimorfizma na
pojavu tromboze i IMU-a su kontradiktorni te se smatra da su razlike u izrazaju gena izmedu
nositelja alela 4G i 5G o¢itije u prisutnosti drugih ¢imbenika (okoli$a i/ili bolesti) kod kojih
dolazi do povecanja koncentracije PAI-1 (102). Ucestalost homozigotnih genotipova PAI-1
4G4G i 5G5G u opéoj populaciji je razmjerno velika, a u Hrvatskoj iznosi redom 16 i 32 %
(89).
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Tablica 6. Pregled polimorfizama SERPINE1 (prilagodeno prema (92-94, 133).

- referentni broj . S zamjena .
nazivlje HGVS prema dbSNP zamjena nukleotida AK dio gena
NM_000602.4:c.- -989 A/G ,
989ASG rs2227631 (-844 AIG) / promotor (5' UTR)
NM_000602.5:c.- -820 4G/5G ,
820G[(4_5)] rs1799889 (-675 4G/5G) 1/D promotor (5' UTR)
NM_000602.5:c.4 16092 43 GIA Alal5Thr ekson 2
3G>A
NM_000602.4:c.2 .
714194C>T rs2227708 194 CIT / intron 2
n. d. rs2226662 AIC, AIGili AIT / intron 3
NM_000602.4:c.5 .
06-451G>A rs2227666 G/IA / intron 3
n. d. rs2226668 G/IA / intron 3
n. d. rs2226672 G/ICili GIT / intron 4
NM_000602.4:c.7 .
01-340G>A rs2227683 G/IA / intron 4
NM_000602.4:c.1 - .
088-106A>G rs2227694 AGili AIT / intron 7
NM_000602.5:c.* 722 TIG ,
722T>G rs7242 (11061 T/G, 11053 T/G) / ekson 9 (3" UTR)

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazvilje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i ClinVar
(93). U zagradama su navedeni i podaci 0 polozajima zamjena nukleotida 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, I/D — insercijsko-delecijski
polimorfizam, / — nije primjenjivo, UTR — nekodirajuca regija (engl. untranslated region).

Povezanost PAI-1 1/D s IMU-om ispitana je u viSe studija ¢iji su rezultati sazeti u
nedavno objavljenoj meta-analizi, koja je ukljucila 44 studije i utvrdila povezanost PAI-1 1/D
s povecanim rizikom od IMU-a u op¢oj azijskoj i mijeSanoj populaciji (134). Medutim,
povezanost PAI-1 1/D s IMU-om u djece sazeta je u odvojenom sistematskom pregledu i
meta-analizi, uklju¢uje samo osam studija medu kojima je i jedino istrazivanje populacije
Hrvatske (32), ali nije utvrdena povezanost PAI-1i/D s AIMU-om u djece (129). Ovi rezultati
naglasavaju razlike u geneti¢koj pozadini IMU-a izmedu djece i odraslih. Sto se ti¢e CSVT-a
u djece, do danas je objavljen samo prikaz dva sluéaja od kojih je u jednom utvrden genotip
PAI-1 4G5G (135).
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1.3. Promjene u genima za glikoproteine trombocitne membrane

Trombociti imaju znac¢ajnu ulogu u odrzavanju hemostaze putem interakcije s krvnim
zilama, fibrinogenom i VWF. Interakciju omogucuju razliciti glikoproteini (GP) koji su po
svojoj funkciji receptori trombocitne membrane, a medu kojima su GPIb/IX/V, GPVI,
receptori aktivirani proteazom, receptori za adenozin-difosfat, integrini i drugi. Integrini su
heterodimerni transmembranski GP-i sastavljeni od dvije podjedinice (a i B). Postoji pet vrsta
a podjedinica (a2, allb, aV, a5, a6) 1 dvije vrste B podjedinica (B1 1 3) koje tvore sljedece
trombocitne integrine: allbp3 (GPIIb/111a, receptor fibrinogena), aVP3 (receptor
vitronektina), a2B1 (GPla/lla, receptor kolagena), a5p1 (receptor fibronektina) i a6p1
(receptor laminina) (136). Promjene u strukturi i funkciji proteina trombocitne membrane
mogu dovesti do promjena u stani¢noj signalizaciji te posljedi¢no promijeniti uobicajenu
funkciju trombocita, uklju¢uju¢i adheziju i agregaciju trombocita, i tako doprinijeti
patofizioloskim procesima kao §to su tromboza, ateroskleroza, sepsa i mozdani udar (137—
141).

Ponovna uspostava protoka krvi primarni je cilj u lijeCenju IMU-a. Unato¢ postizanju
rane reperfuzije zacepljenih velikih intrakranijalnih arterija u ve¢ini oboljelih, moguce je
razvijanje progresivnog-a mozdanog udara u procesu koji se naziva reperfuzijska ozljeda, $to
je reproducirano u modelu prolazne okluzije srednje cerebralne arterije u glodavaca. Osim
toga, mehanizmi adhezije i aktivacije trombocita doprinose rastu infarkta jer utje¢u na upalne
procese, a ne samo na stvaranje tromba. Ova zapazanja dovela su do hipoteze da limfociti T
djeluju u interakciji s trombocitima te da IMU predstavlja trombo-upalni poremecaj (138,
142, 143). Vazna kontrolna toc¢ka koja odreduje tromboticke i proupalne procese te doprinosi
sekundarnom rastu IMU-a jest aktivacija trombocita posredovana GPIb i GPVI, ali ne i
agregacija trombocita posredovana GPIIb/I11a. Osim toga, istrazivanja su iskljuéila stvaranje
ugruska kao srediSnjega procesa u pozadini trombo-upale i progresije ishemijskoga mozdanog
udara jer se pokazalo da interferiranje u agregaciju trombocita ovisnu o GPIIb/I11a ne
poboljsava ishod nakon akutne ishemije mozga, ve¢ povecava osjetljivost na intrakranijalno
krvarenje (138, 143).

Uz pomo¢ asocijacijskih studija cijeloga genoma prepoznate su genske varijante koje
imaju male pojedinac¢ne ucinke na funkciju trombocita, ali kumulativnim u€¢inkom mogu
modificirati funkciju trombocita promjenom ekspresije ili aktivnosti kljuénih trombocitnih
receptora, utjecajem na nizvodne efektorske signalne putove u koje su ti receptori ukljuceni,

Sto posljedi¢éno moze dovesti do hiperreaktivnosti trombocita i povecati rizik trombotic¢kih
26



1. Uvod

poremecaja (144). Molekularno razumijevanje funkcije trombocita u hemostazi i trombozi,
ukljucujuéi jo§ nedovoljno istrazene polimorfizme u genima za trombocitne glikoproteinske
receptore i adhezijsku molekulu P-selektin, vazno je za razvoj boljih antitrombotickih

strategija za sprjecavanje ili lijeCenje IMU-a.

1.3.1. Kompleks GPla/lla

Kompleks GPla/lla je heterodimer koji se sastoji od integrinskih podjedinica o2 i 1,
zbog Cega se naziva 1 integrin o231, a primarno je izraZen u epitelnim stanicama,
trombocitima/megakariocitima i fibroblastima. Na trombocitima je izrazen u relativno malom
broju kopija, od 2000 do 4000 po trombocitu. Podjedinica 02 sadrzi visoko o¢uvanu,
izvanstani¢nu domenu I koja posreduje specifi¢no vezanje liganada. Domena | se sastoji se od
priblizno 220 AK, te je homologna s domenom A VWEF-a, proteinom matriksa hrskavice,
podtipovima kolagena i komponentama sustava komplementa. Domena | sadrzi o¢uvano
mjesto vezanja kationa, odnosno adhezijsko mjesto ovisno o metalnim ionima s preferencijom
vezanja Mg?*/Mn?* §to je je kljuéno za vezanje kolagena. Ovaj kompleks ima visok afinitet za
kolagen tipa I, ali moze vezati i druge fibrilarne izoforme kolagena kao i nekolagenske
ligande poput laminina, proteoglikana i infektivnih organizama. Kompleks GPla/lla ima
ulogu u adheziji i aktivaciji trombocita jer je nuzan za ¢vrsto vezanje trombocita za kolagen u
subendotelu nakon vaskularne ozljede. Osim toga, ima ulogu u regulaciji stani¢ne migracije,
proliferacije i prezivljavanja jer citoplazmatski dio podjedinice a2 posreduje u aktivaciji puta
p38 mitogenom aktivirane proteinske kinaze (145). Interindividualne varijacije u ekspresiji
GPla/lla u populaciji su znacajne (do 10 puta) te je dokazana izravna povezanost gustoce ovih
receptora sa sposobnosc¢u vezanja na kolagen tipa |. Ove razlike u ekspresiji GPla/lla izravna
su posljedica genskih varijacija (145).

Podjedinica a2 GPla/lla kodirana je genom ITGA2 Kkoji se nalazi na kratkom kraku 5.
kromosoma (lokus 5g911.2), duljine je ~ 105 kb te se sastoji od 30 eksona, dok je podjedinica
B1 kodirana genom ITGB1 na 10. kromosomu (lokus 10p11.22) te se sastoji od 18 eksona
(146). U literaturi su najvise opisane varijacije ITGA2 u kontekstu hemostaze i tromboze te
vezanih bolesti (Tablica 7.) (145, 147-149). Nositelji alela ITGA2 807T/873A i alela koji je
temelj jednoga ljudskog trombocitnog aloantigena (HPA) HPA-5b pokazuju visoke razine
ekspresije GPla/lla na povrsini trombocita, dok nositelji alela 807C/873G pokazuju nizu
ekspresiju GPla/lla (145, 150). Polimorfizmi ITGA2 807 C/T i 873 G/A su medusobno

povezani, a iako ne dovode do zamjene AK, mogu utjecati na stabilnost mRNA i posljedi¢no
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na ekspresiju GPla/lla (148, 151). Osim toga, pokazano je da HPA-5 utje¢e na smanjenje

adhezije trombocita na dekorin, ali ne i na kolagen, $to je prvi dokaz funkcionalnoga uéinka
alela HPA-5b (152).

Ucestalost alela HPA-5b iznosi 20 % u bijelaca, 18 % u Afrikanaca te samo 0,4 % u

Azijata (150), dok je za zdravu populaciju Hrvatske objavljena uéestalost od 20,1 % (153).

Tablica 7. Pregled najcesce opisanih genskih promjena u ITGA2 (92-94, 145, 148, 150, 154).

. . - referentni broj zamjena . *
drugi naziv nazivlje HGVS prema dbSNP nukleotida* zamjena AK
) 1600 G/A Glu534Lys
HPA-5 a/b NM_002203.4:c.1600G>A rs1801106 (1648 G/A) (GIUS05Lys)
2483 CIT Met828Thr
HPA-1 NM_002203.4:¢.2483C>T 79932422
3 bw 002203 4:¢.2483C rs7993 (2531 C/T) (Met799Thr)
HPA-18 bw | NM_002203.4:c.2235G>T |  rs267606593 2235 GIT Gln745His
(GIn716His)
Thr1116Met
HPA-25 bw NM_002203.4:¢.3347C>T rs771035051 3347 CIT (Thr1087Met)
759 CIT Phe253Phe
/ NM_002203.4:c.759C>T rs1126643 (807 C/T) (Phe224Phe)
825 G/A Thr275Thr
Ac. >
/ NM_002203.4:¢.825G>A rs1062535 (873 GIA) (Thr246Thr)

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i

ClinVar (93). U zagradama su navedeni i podaci o polozajima zamjena nukleotida i 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, HPA — ljudski trombocitni
aloantigen (engl. human platelet alloantigen), w — HPA za koje su dokazana antitijela samo protiv jednoga od
dva antigena, / — nije primjenjivo.

Istrazivanja povezanosti ITGA2 807 C/T s IMU-om sazeta su u nekoliko meta-analiza
(155, 156), te je pronadena povezanost izmedu alela 807T i rizika od IMU-a u cjelokupnoj i
azijskoj populaciji, ali ne i u bijeloj populaciji (77, 157), a dodatno je utvrden i zastitni u¢inak
genotipa CC (77). Najnovija meta-analiza u odvojenoj etni¢koj skupini potvrdila je
povezanost alela 807T s pojavom IMU-a u populacijama Han i juzne Kine (158). Genotip
ITGA2 873 AA pokazao je znacajnu povezanost s pojavom IMU-a u o0smogodisnjoj
prospektivnoj skupini kineskih pacijenata s dijabetesom tipa 2 (159), dok meta-analiza i u
novija studija nije pokazala povezanost s nastankom IMU-a (160, 161). Uloga HPA-5 u IMU
do danas je oskudno ispitana. Studija radena na uzorcima 216 tuniskih bolesnika s IMU-om

pokazuje povezanost s povecanim rizikom za nastanak bolesti (147). Medutim, studija na 218
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njemackih bolesnika kao ni nedavno objavljena meta-analiza koja je objedinila rezultate tri
studije nisu utvrdile ovu povezanost (77, 162).

Uloga HPA-5 u IMU u djece do danas je ispitana u dva istrazivanja u populaciji
Hrvatske, ali povezanost s pojavom bolesti nije utvrdena (32, 34). U jedinoj studiji na
sjevernoamerickoj populaciji takoder nije utvrdena povezanost ITGA2 873 G/A s pojavom
IMU-a u djece (163), dok povezanost ITGA2 807C/T s pojavom IMU-a u djece do danas nije
ispitana.

1.3.2. Kompleks GPIb/IX/V

Kompleks GPIb/IX/V prisutan je u 25 000 — 50 000 kopija po trombocitu, a sastoji se
od Cetiri polipeptidnih jedinica: GPIba disulfidno povezanoga s GPIbP te nekovalentno
kompleksiranog s GPIX i GPV u omjeru 2:2:2:1 (164). Kljucan je sudionik hemostaze jer
zapoc¢inje adheziju trombocita na imobilizirani VWF na stijenci krvnih Zila pri uvjetima
povecéane brzine protoka arterijske krvi, §to se dogada prilikom vaskularne ozljede, ali i
patoloskim stanjima poput ateroskleroze, sr¢anoga i mozdanoga udara. Aktivacija GPla/IX/V
agregaciji trombocita (164). Takoder, GPIb/IX/V vazan je u regrutaciji leukocita na mjesto
vaskularne ozljede, te u trombinom posredovanoj aktivaciji trombocita i koagulaciji (148).

Podjedinica GPIba veli¢ine je ~ 135 kDa, a sastoji se od 610 AK-a organiziranih u N-
terminalnu globularnu domenu (~ 40 kDa), sijalomucinsku jezgru, tandemsku Cys sekvenciju
koja tvori disulfidne veze s GPIbp, transmembransku domenu i citoplazmatski rep na C-kraju
koji sadrZi vezna mjesta za unutarstani¢ne proteine (164, 165). N-terminalna globularna
domena GPIba (Hisl — Glu282) sadrzi ¢etiri vazne strukturne domene: N-kraj (AK 1 — 35),
tandemska ponavljanja bogata leucinom (~ 24 ostatka, AK-i 36 — 200), C-kraj s disulfidnom
om¢om (AK-i 201 — 268) i anionski niz bogat sulfatiranim tirozinom (AK-i 269 — 282). Za
interakciju GPIba. s domenom Al VWEF kljuéni su AK-i 60 — 128. Povecéanje brzine protoka
krvi na visoke fizioloske ili patoloske razine uzrokuje vezanje VWF-a i promjenu
konformacije C-kraja s disulfidnom om¢om (165).

GPIba djeluje kao multifunkcionalni receptor jer uz VWF veze i endotelni P-selektin
Sto omogucuje kotrljanje 1 vezanje trombocita za oSteceni endotel, a djeluje 1 kao receptor za
trombin, faktore zgruSavanja X1I/XIIa, kininogen visoke molekularne tezine i druge ligande
(166). Stoga se koagulacija i upalni odgovori koji ukljucuju aktivirane trombocite i leukocite

mogu koordinirati interakcijama koje ukljucuju GPIba i adhezivne ili prokoagulantne ligande
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ili protureceptore. GPIba bi mogao predstavljati zajednicki regulacijski receptor koji regulira
vremenski ovisan prijelaz od pocetne adhezije trombocita, aktivacije i agregacije, do
koagulacije i upale kao odgovora na vaskularnu ozljedu ili bolest, primjerice, vezanjem na
VWE, trombin ili P-selektin (165).

Gen GP1BA nalazi se na 17. kromosomu (lokus 17p13.2), duljine je ~ 3 kb te se
sastoji od 2 eksona. Genske varijacije GP1BA odgovorne su za veéinu varijacija GPIb/IX/V, a

najcesce istrazivane su sazete u Tablici 8. (77).

Tablica 8. Pregled najcesce opisanih genskih promjena u GP1BA (77, 92-94).

. . - referentni broj zamjena ..
drugi naziv nazivlje HGVS prema dbSNP nukleotida* ucinak
482 CIT
HPA-2 NM_000173.7:c.482C>T Thr161M
a/b - 000173.7:c.482C rs6065 (1018 C/T) ri61Met
Kozak NM_000173.7:c. 5T>C 152243003 (5) TIC 5 UTR
VNTR NM_000173.7:c.1321_1359del | rs1259394995 n »
A/BICIDIE | NM_000173.7:¢.1282_1359del** | rsseooe0z3gr= | /D391 78bp | /D 131li 26 AK

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i ClinVar
(93). U zagradama su navedeni i podaci o poloZzajima zamjena nukleotida koristeni u prethodno objavljenoj
literaturi.

** Za GP1BA VNTR navedeni su dostupni 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, HPA — ljudski trombocitni aloantigen (engl. human
platelet alloantigen), UTR — nekodirajuca regija (engl. untranslated region), VNTR — varijabilni broj
tandemskih ponavljajuc¢ih sljedova (engl. variable number of tandem repeats), I/D — insercijsko-delecijski
polimorfizam, AK — aminokiselina.

U nizu Kozak na polozaju -5 identificiran je T/C polimorfizam GP1BA (148).
Kozakov niz predstavlja obrazac prema kojemu svim funkcionalnim AUG tripletima prethodi
purin na poziciji -3 i nakon AUG na poziciji +1, a prikazuje se sljede¢com oznakom:
(GCC)GCCAGCCA UGG. Ovaj je niz neophodan za prepoznavanje ribosoma i predstavlja
pocetno mjesto translacije proteina (167). Prisutnost alela (-5)C poveéava povrsinsku
ekspresiju kompleksa GPIb/IX/V, sto bi moglo povecati adheziju trombocita i predstavljati
rizik od tromboze i vezanih kardiovaskularnih i ishemijskih cerebrovaskularnih bolesti (148,
168).

Polimorfizam GPIBA koji je karakteriziran varijabilnim brojem tandemskih
ponavljajucih sljedova (engl. variable number of tandem repeats, VNTR) karakteriziran je
razli¢itim brojem ponavljanja sekvencije od 39 parova baza u genu, odnosno sekvencije od 13

AK-a u zrelom proteinu. Aleli su oznaceni slovima A (Cetiri ponavljanja), B (tri ponavljanja),
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C (dva ponavljanja), D (jedno ponavljanje) i E (delecija), od kojih su aleli A i E izuzetno
rijetki (169). Smatra se da kod nositelja dugih alela poveéanje izvanstani¢noga dijela GP1b
dovodi do povecanja veznoga mjesta za VWF $to moze biti povezano s povecanim rizikom od
nastanka tromboze (170). Genotip VNTR CD u odnosu na CC moze utjecati na stvaranje
trombocitnog ugruska pod pove¢anom brzinom protoka arterijske krvi (171).

Dokazano je da polimorfizam HPA-2 ne utjeCe na vezanje trombina, ali utjece na
konformaciju bo¢ne regije N-kraja i prvo ponavljanje bogato leucinom u GPIba §to
posljedi¢no utjece na vezanje na VWF. Takoder je povezan s ve¢im afinitetom za vezanje na
VWEF potaknutim ristocetinom ili botrocetinom (172). Ucestalost alela HPA-2b iznosi 14 % u
bijelaca, 29 % u Afrikanaca te 5 % u Azijata (150), dok je za zdravu populaciju Hrvatske
objavljena ucestalost od 21,0 % (153).

Nedavno objavljena opsezna meta-analiza procijenila je i ulogu polimorfizama
GP1BA u IMU-u u odraslih (77). Iako su pojedinac¢ne novije studije (173), kao i ranije meta-
analize (174), utvrdile povezanost HPA-2 s pojavom IMU-a, ova meta-analiza koja je
ukljucila 13 radova, nije potvrdila takve nalaze niti u mije$anoj populaciji niti u odvojenim
populacijama bijelaca i Azijata. Nadalje, analizom 10 radova prikazano je da genotip GP1BA
(-5) CC povecava rizik nastanka IMU-a u mijesanoj populaciji i u Azijata, te da nositelji
genotipa TT ialela T imaju maniji rizik za razvoj bolesti. Nakon testiranja osjetljivosti nisu
potvrdeni ovi rezultati. Kona¢no, analizom 9 radova utvrdena je povezanost alela GP1BA
VNTR B s pojavom IMU-a u mijesanoj populaciji i u bijelaca, ali ne i u Azijata.

Uloga HPA-2 u IMU-u u dje¢joj populaciji do danas je ispitana samo u tri istrazivanja,
dva hrvatska (32, 34) i jedno sjevernoamericko (163), ali niti jednim nije utvrdena povezanost
s pojavom bolesti. Povezanost GP1AB (-5) T/C i VNTR s pojavom IMU-a u djece do danas

nije ispitana.

1.3.3. Kompleks GPIIb/I11a

Kompleks GPIl1b/llla sastoji se od integrinskih podjedinica GP1Ib ili allb i GPIlla il
B3, zbog Cega se naziva i integrin allbf3. Najzastupljeniji je receptor trombocitne membrane
gdje se nalazi u broju od 50 000 do 80 000 kopija po trombocitu, a dodatni rezervoar nalazi se
u a-granulama trombocita. Podjedinica GPI1b sintetizira se kao pro-GPlIb, a sastoji se od
teSkoga i lakoga lanca povezanih disulfidnim vezama, dok se podjedinica GPIlla sintetizira
kao jedan zreli lanac. U endoplazmatskom retikulu dolazi do povezivanja podjedinica i

dodavanja N-vezanih oligosaharida s visokim udjelom manoze iz kojih u Golgijevom aparatu
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nastaju kompleksni oligosaharidi, a zatim proteolitickim kKidanjem pro-GPIlb nastaje kona¢ni
zreli kompleks s disulfidno povezanim lakim i teSkim lancem koji se transportira do povrsine
stanice ili pohranjuje u a-granulama (175). N-terminalne izvanstani¢ne regije obje
podjedinice tvore globularnu domenu koja ¢ini mjesto vezanja liganda (140).

Glavna uloga ovoga receptora u hemostazi jest posredovanje u adheziji trombocita na
izvanstani¢ni matriks vezanjem na glavni ligand fibrinogen, ali i VWEF, fibronektin i
vitronektin, odnosno, ligande koje karakterizira aminokiselinski slijed Arg-Gly-Asp (RGD).
Osim toga, GPIIb/Illa veze i slijed Lys-GIn-AlaGly-Asp-Val (KQAGDV) na C-kraju y-lanca
fibrinogena zbog Cega je kljucan i za agregaciju trombocita te stvaranje ugruska
premosé¢ivanjem susjednih trombocita pomocu fibrinogena (138, 148).

Gen ITGA2B kodira za podjedinicu GPI1Ib (lokus 17921.31), duljine je oko 17 kb i
sastoji se od 30 eksona, dok ITGB3 kodira za podjedinicu GPIlla (lokus 17g21.32), duljine je
oko 46 kb te se sastoji od 15 eksona. Oba gena smjestena su na 17. kromosomu i sadrze vise
polimorfizama (Tablica 9.) (140).

Od prisutnih genskih varijacija najc¢esce je istrazivan polimorfizam HPA-1 a/b
(varijante PIAt i PI1*?) u 2. eksonu ITGB3, a uzrokuje konformacijsku promjenu u disulfidnoj
omc¢i na N-kraju odgovorne za vezanje liganada i tako usmjerava kompleks GPIIb/I11a prema
aktivnom stanju (176). Prisutnost HPA-1b uzrokuje pojac¢an agregacijski odgovor in vitro
potaknut adenozin-difosfatom, adrenalinom i kolagenom, te povecanu osjetljivost na
antiagregacijske lijekove u odnosu na HPA-1a (177, 178), a povezuje se i s pove¢anjem
ekspresije P-selektina na povr$ini trombocita Sto takoder moze ukazati na trombogeni
potencijal ovoga polimorfizma (148). Ucestalost alela HPA-1b iznosi 26 % u populaciji bijele
rase, 10 % u Afrikanaca, dok se u azijskoj populaciji nalazi rijetko (140), a u Hrvatskoj
ucestalost iznosi 27,4 % (153).

Polimorfizam HPA-3 a/b (varijante Bak? i BakP) nalazi se u 26. eksonu ITGA2B u
blizini C-kraja teskog lanca GPIIb uz regiju koja moze biti uklju¢ena u adheziju trombocita na
kolagen. Medutim, nije zabiljeZen ucinak na agregaciju trombocita, gustocu receptora ili
vezanje fibrinogena na trombocite potaknut adenozin-difosfatom (140). Takoder, za nositelje
HPA-3b nije dokazan pojacan agregacijski odgovor trombocita in vitro potaknut adrenalinom
i kolagenom u odnosu na nositelje HPA-3a, za razliku od uc¢inka HPA-1 a/b (178). Ucestalost
alela HPA-3b iznosi 48 % u bijelaca, 32 % u Afrikanaca te 40,5 % u Azijata, dok je u
Hrvatskoj zabiljeZena veca ucestalost koja iznosi 68,0 % (150, 153).

Meta-analize sazele su objavljene radove koji su ispitivali povezanost HPA-1 i HPA-3

s pojavom IMU-a u odraslih. U meta-analizi iz 2014. godine dokazano je da prisutnost HPA-
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1b povecava rizik za nastanak bolesti, dok u meta-analizi iz 2017. godine to nije potvrdeno

(77, 179). Prisutnost HPA-3b povecava rizik za IMU u Azijata, ali ne i u bijelaca (77).

Tablica 9. Pregled najcesce opisanih genskih promjena u genima za receptor GPI1b/I11a (92—

94, 150).
. . - referentni broj zamjena . *
drugi nazivi nazivlje HGVS prema dbSNP nukleotida* zamjena AK
polimorfizmi ITGA2B
HPA-3 a/b NM_000419.3:c.26 11e874Ser
Bak® i Bak? 21T>G rs5911 2621 T/G (I1e843Ser)
NM_000419.5:¢c.26 Val868Met
HPA-9 bw 02G>A rs74988902 2602 G/A (Valg37Met)
HPA-20 bw / / 1949 C/T Thr619Met
HPA-22 bw / / 585 A/C Lys164Thr
HPA-24 bw / / 1508 G/A Serd72Asn
NM_000419.5:c.26 Leu872Met
HPA-27 bw LACSA rs149468422 2614 C/IA (Leus41Met)
polimorfizmi ITGB3
HPA-1 a/b NM_000212.2:c.17 (5918 176 CIT Leu59Pro
PIAL j PIA2 6T>C (1565 C/T) (Leu33Pro)
NM_000212.3:¢.50 Arg169GIn
HPA-4 a/b 6GSA rs5917 506 G/A (Arg143GIn)
NM_000212.3:c.15 Arg515GIn
HPA-6 bw AAGSA rs13306487 1544 G/A (Arg489Gin)
NM_000212.3:c.12 Pro433Ala
HPA-7 bw 97C>G rs121918448 1297 CIG (Prod07Ala)
NM_000212.3:¢.19 Arg662Cys
HPA-8 bw 84C>T rs151219882 1984 C/T (Arg636Cys)
HPA-10 bw NM—Oggzji'B:c'% r$200358667 263 GIA Arg62Gin
HPA-11 bw / / 1976 G/A Arg633His
HPA-14 bw / / 1909 I/D AAG Lys611 I/D
HPA-16 bw / / 497 CIT Thr140lle
HPA-17 bw / / 622 C/T Thr195Met
HPA-19 bw / / 487 AIC Lys137GIn
NM_000212.3:c.19 Glu654Lys
HPA-21 bw 60G>A rs70940817 1960 G/A (GluB28Lys)
HPA-23 bw / / 1942 CIT Arg622Trp
HPA-26 bw / / 1818 GIT Lys580Asn

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazvilje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i

ClinVar (93). U zagradama su navedeni i podaci o poloZajima zamjena nukleotida i 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, HPA — ljudski trombocitni
aloantigen (engl. human platelet alloantigen), w — HPA za koje su dokazana antitijela samo protiv jednog od dva
antigena, I/D — insercijsko-delecijski polimorfizam, / — nije dostupno.
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Uloga HPA-1 i -3 u IMU-u u djece do danas je ispitana u nekoliko geografski
ograni¢enih istrazivanja na manjem broju slucajeva s oprecnim rezultatima (32, 34, 120, 163,
180). U grckom, sjevernoamerickom i starijem hrvatskom istrazivanju nije utvrdena
povezanost ovih polimorfizama s pojavom bolesti (34, 163, 180). Suprotno tome,
sjevernoindijsko istrazivanje sugerira da polimorfizam HPA-1 a/b moze povecati rizik za
nastanak IMU-a u djece (120). Takoder, rezultati novijega hrvatskog istrazivanja na veéem
uzorku sugeriraju mogu¢ zastitni u¢inak alela HPA-3b za AIMU u djece, a daljnjom analizom
povezanost je dokazana za PAIMU, ali ne i za DAIMU (32).

1.3.4. GPVI

GPVI je transmembranski GP ukupne Mr od 62 kDa, dok Mr proteinskog dijela
sastavljenog od 319 AK-a i signalne sekvencije od 20 AK-a iznosi oko 34,8 kDa koji je
eksprimiran na megakariocitima i trombocitima. Izvanstani¢na regija sastoji se od dvije
disulfidno povezane domene sli¢ne imunoglobulinu s dva N-glikozilacijska mjesta i tzv.
stabljike, mucinske regije bogate Ser-Thr s mnogim O-vezanim glikanima (181, 182). U
transmembranskoj domeni gradenoj od 19 aminokiselinkih ostataka, Arg252 povezuje GPVI
solnim mostom s aspartatnim ostatkom u aktivacijskom tirozinskom motivu imunoreceptora
(ITAM) koji se nalazi u transmembranskoj domeni y-lanca Fc receptora. U citoplazmatskom
repu, koji se sastoji od 51 aminokiselinskog ostatka, nalazi se domena bogata bazi¢nim AK-
ima koja veze kalmodulin i domena bogata prolinom koja selektivno veze SH3 (engl. Scr
homology 3) domenu triozin kinaza Fyn i Lyn iz porodice Src (181).

GPVI je na povrsini trombocita prisutan kao koreceptor u kompleksu s y-lancem Fc
receptora. U obliku dimera pokazuje visok afinitet vezanja za kolagen, ¢iji je glavni
aktivirajuci receptor, a osim kolagena aktiviraju ga konvulksin i peptid srodan kolagenu.
Aktivaciju trombocita posredovanu GPVI pokrece vezanje liganada, $to uzrokuje aktivaciju
Fyn ili Lyn i posljedi¢nu tirozinsku fosforilaciju ITAM y-lanca Fc receptora. GPVI je nuzan
za agregaciju trombocita tijekom protoka krvi jer zajedno s GPIa/Ila sinergistic¢ki sudjeluje u
interakciji trombocita s kolagenom, ali i jer upravlja daljnjim signalnim odgovorima, a
takoder sudjeluje u interakciji trombocita s fibrinom (182). Istrazivanja su pokazala da
deficijencija GPVI ne dovodi do vecega poremecaja hemostaze, zbog Cega se GPVI sve vise
istrazuje kao potencijalna farmakoloska meta u terapiji arterijske tromboze, ukljucujuci
mozdani udar (142, 182).

34



1. Uvod

GPVI1 kodiran je genom GP6 na dugom kraku 19. kromosomu (lokus 19q13.42),
ukupne je duljine oko 24,5 kb, a sastoji se od 8 eksona. Opisano je pet polimorfizama jednoga
nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) u GP6 koji dovode do zamjene AK, a
zajedno s dodatna dva SNP-a ¢ine dva najcesca haplotipa GP6, a (tzv. SKTQH) i b (tzv.
PEALN), s alelnim frekvencijama od 0,85, odnosno 0,13, dok su ostali aleli rijetki (Tablica
10.). Ovi haplotipovi pokazali su znacajne razlike prilikom ispitivanja ekspresije
trombocitnoga GPVI, funkcionalnih testova agregacije i aktivacije trombocita, stvaranja
trombina, te adhezije trombocita na kolagen u modelu protoka pune krvi (183).

Tablica 10. Pregled polimorfizama GP6 koji dovode do zamjene AK-a i tvore haplotip (92—
94, 184).

- referentni broj zamjena . * ..
nazivlje HGVS prema dbSNP nukleotida* zamjena AK regija
655 C/T Pro219Ser mucinska
NM_001083899.2:¢.655C>T rs1613662 (13254 T/C) (Ser199Pro) stabljika
Glu237Lys mucinska
NM_001 .2.c.7 >A 165441 7 A ..
001083899.2:¢.709G rs1654416 09 G/ (Lys217GIu) stabljika
Ala249Thr mucinska
2:C. > .
NM_001083899.2:c.745G>A rs2304167 745 G/A (Thr229Ala) stabljika
NM_001083899.2:¢.954T>A rs1654413 954 T/A Leus17Gln | citoplazmatski
(GIn297Leu) rep
NM_001083899.2:¢.968A>C rs1671152 968 A/C Asn322His | - citoplazmatski
(His302Asn) rep

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjeZeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida i AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i
ClinVar (93). U zagradama su navedeni i podaci o polozajima zamjena nukleotida i 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.

Polimorfizam u 5. eksonu GP6 13254 T/C najvise je istrazen, a dovodi do zamjene
AK-a u izvanstani¢noj domeni GPVI prilikom ¢ega se mijenja potencijalno O-glikozilacijsko
mjesto $to moze utjecati na konformaciju GPVI i nizvodnu signalizaciju (183). Trombociti
homozigotnih nositelja haplotipa b imali su nizu ekspresiju i o¢ito smanjenu glikozilaciju
GPVI u odnosu na trombocite homozigotnih nositelja haplotipa a, a sukladno tome je
dokazana niza gusto¢a GPVI u osoba nositelja alela 13254C u GP6 u odnosu na homozigotne
nositelje alela T. Ovakvi rezultati upucuju da bi 0sobe homozigotne za niskofrekventni
haplotip mogle biti osjetljivije na krvarenje nego na tromboticke dogadaje. Uz to, dokazano je
i 12 dodatnih izoformi te znacajne promjene u ekspresiji haplotipova GP6 izmedu ljudi
razli¢itog geografskoga i etnickoga porijekla (182-185).
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GP6 13254 T/C do danas nije dovoljno istrazen, a njegova uloga potencijalnoga
rizi¢nog ¢imbenika za nastanak IMU-a do danas je ispitana samo u jednom radu ograni¢enom
na pacijente s IMU-om kao posljedicom sindroma ljepljivih trombocita, sto takoder moze biti
rizi¢ni ¢imbenik za razvoj IMU-a u djece, ali povezanost s pojavom bolesti nije utvrdena, iako

nije provedena odvojena analiza ispitanika dje¢je dobi (186).

1.3.5. P-selektin

P-selektin je integralni membranski GP smjesten u a-granulama trombocita i Weibel-
Paladovim tjelescima endotelnih stanica, a prisutan je i u plazmi u topljivom obliku. Najveéi
je od poznatih selektina s Mr od 140 kDa. Membranski P-selektin sastoji se od N-terminalne
domene C-tipa, motiva poput epidermalnoga faktora rasta, niza od devet tandemskih
ponavljanja, transmembranske domene i C-terminalnoga citoplazmatskog repa. Glavni ligand
za P-selektin je receptor P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) konstitutivno izrazen u
gotovo svim leukocitima (187, 188).

Prema svojoj funkciji, P-selektin je adhezijska molekula odgovorna za inicijaciju
kotrljanja leukocita i pocetne faze njihove adhezije na aktivirane trombocite i endotelne
stanice tijekom tromboze i upale (188, 189). Nakon stimulacije trombocita lipoproteinom
male gustoce (engl. low density lipoprotein, LDL), Kisikovim radikalima, trombinom
citokinima ili drugim podrazajima, P-selektin postaje izrazen na povrSini trombocita iz kojih
se brzo izlucuje te se smatra glavnim izvorom topljivoga oblika koji se nalazi u plazmi nakon
tromboti¢kih dogadaja i koji moze imati vlastitu fiziolosku aktivnost, dok translokacija P-
selektina iz Weibel-Paladovih tjelesaca na povrSinu endotelnih stanica ovisi 0 dogadajima
vezanim uz citoplazmatski rep P-selektina (187, 188).

U koagulaciji, trombozi, upali i aterosklerozi sudjeluju i membranski i topljivi oblici
P-selektina (188, 189). U trombozi koja nastaje ozljedom stijenke krvne Zile dolazi do
otpustanja trombocitnih granula i povecanja topljivoga oblika P-selektina u cirkulaciji, ili
zbog hipoksije ili upalnoga odgovora dolazi do izrazaja adhezijskih receptora P-selektina na
povrsini intaktnoga endotela (66). Dokazano je da bolesnici s IMU-om ili prolaznim
ishemijskim napadajem imaju povecanu ekspresiju P-selektina u trombocitima i koncentraciju
agregata trombocita i leukocita u krvi (190, 191).

P-selektin kodiran je genom SELP koji se nalazi na 1. kromosomu (lokus 1g24.2),
duljine je > 50 kb i sadrzi 17 eksona. U literaturi je opisano vise polimorfizama u kodirajucoj
regiji ovoga gena, od kojih pet uzrokuju zamjenu AK-a (Tablica 11.) (192, 193). Vecéina
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dosadasnjih ispitivanja procijenila su klinicku vaznost samo varijanti kodirajuce regije SELP,
iako i varijante u nekodirajucoj regiji mogu imati Stetan uc¢inak na funkciju i izrazaj P-
selektina na trombocitima (194). Najvise je istrazen SELP Thr715Pro za kojeg se smatra da
utjeCe na brzinu transporta P-selektina unutar stanice, ¢ime dolazi do smanjenoga izrazaja na
povrsini stanice i naposljetku do manjeg broja stani¢nih interakcija (195), a ispitivani su i
polimorfizmi Val599Leu, Asn562Asp i Ser290Asn. SELP polimorfizmi pokazali su
povezanost s nekoliko stadija tromboze i pridruzenih bolesti (192, 193, 195-199).

Tablica 11. Pregled polimorfizama kodirajuce regije SELP (prilagodeno prema (92-94, 192,

193).

nazivlje HGVS f:g:ﬁ:g”;sbl\lrg ni?(r;gst?ga zamjena AK* dio gena
NM—OZSCOB;_"‘“C'SS 5147922476 384 C/T ?::nlszf gin) ehoon s
NM_O(;?Z;OB_IFiA:cAl 619 417 GIA (F’Ffr"019389:;r0‘; ekson 3
NM_OgéO:)ZA:c.GZ (<6125 625 GIA (&Z:iggm:) ekson 5
NM_O(;ZO;);A:C.QQ <6131 929 GIA (22:23(1)22:) ekson 7
NM_Oé)jg(l?mc.ﬂ <6135 1704 TIC (gﬁggggﬁ) ekson 11
NM_Oé)YSé)SSAS:ciB <6127 1807 AJG (':Z:gggﬁzg) ekson 11
NM_O:(L)2322?4:C.18 <6130 1812 T/C (':Z:gggﬁz:) ekson 11
NM_ologsggsT.&c.lg <6133 1918 G/T (\L/:l:f;‘;g'\-/z:) ekson 12
NM_0:63225C.3:C.22 <6135 2266 AIC (Imig';;g) ekson 13
NM_Of:§25A4:c.23 <6128 2346 GIA (Imiﬁ:;) ekson 14

* S obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjezeni podaci o

to¢nim polozajima zamjena AK-a prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94). U zagradama su
navedeni i podaci o polozajima zamjena 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), AK —
aminokiselina.

U malom broju radova je ispitan odnos naj¢es¢ih SELP polimorfizama i IMU-a u
odraslih (191, 200-205), ali je u samo jednom radu pronadena povezanost SELP Val599Leu s
ve¢im rizikom nastanka IMU-a (202). Do danas ne postoje izvjeséa o ulozi ovih

polimorfizama u IMU u djece.
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1.4. Polimorfizmi gena koji kontroliraju intermedijarne rizicne ¢imbenike

Uobicajeni intermedijarni rizi¢ni ¢imbenici za nastanak IMU-a u odraslih do danas su
oskudno istrazeni u IMU-u u djece. Ispitivanje uloge ovih ¢imbenika u dje¢joj populaciji s
IMU-om moglo bi doprinijeti boljem razumijevanju etiologije, jer je i u djece kao i u odraslih
moguca povezanost hipertenzije, vaskulopatije i poremecaja metabolizma lipida s nastankom
bolesti (32, 206).

1.4.1. Angiotenzin-konvertirajuci enzim

Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin converting enzyme, ACE) je GP
kodiran genom ACE koji se nalazi na dugom kraku 17. kromosoma (17923) duljine 21 kb, a
ukljucuje 26 eksona. Produkt gena jesu dvije izoforme enzima: u slu¢aju inicijacije
transkripcije promotorom na 5' kraju prvog eksona transkribiraju se svi eksoni osim 13. koji
se uklanja prekrajanjem pa nastaje somatski ACE veli¢ine 170 kDa s dva aktivna mjesta, dok
u slucaju inicijacije transkripcije promotorom u 12. intronu duljine 91 bp transkribiraju se
eksoni od 13. do 26. te nastaje testikularni ili germinalni ACE veli¢ine 100 kDa s jednim
aktivnim mjestom (207).

U sklopu renin-angiotenzinskoga sustava, ACE katalizira pretvorbu neaktivnoga
dekapeptida angiotenzina | u aktivni oktapeptid angiotenzin 11 koji ima vazokonstriktivno
djelovanje, a utjece i na oslobadanje aldosterona iz kore nadbubrezne Zlijezde koji zatim
omogucuje vecu reapsorpciju natrija i vode iz mokrace. Glavni rezultat djelovanja aldosterona
Il je povecanje volumena krvi, to jest, povecanje krvnoga tlaka, a takoder potice rast i
proliferaciju stanica stimuliranjem citokina i ¢imbenika rasta, te utjece i na endotelnu
disfunkciju smanjenjem bioraspolozivosti dusikovoga oksida. U sklopu kinin-kalikreinskog
sustava, ACE metabolizira bradikinin, koji ima vazodilatacijski u¢inak, u neaktivan metabolit.
Dakle, ACE ima vaznu ulogu u regulaciji krvnoga tlaka, a time i patofiziologiji
kardiovaskularnih bolesti (207).

Opisani su brojni polimorfizmi ACE, od kojih su pojedini pokazali povezanost s
pojavom mozdanoga udara u razli¢itim populacijama (Tablica 12.) (208). Najcesce je
ispitivan 1/D sekvencije duljine 287 bp u 16. intronu, tzv. ACE 1/D (207). Umetnuta se
sekvencija sastoji od Alu elementa duljine 264 bp okruzenog poli-A repom od 15 bp i
prepoznatljivom ponavljajucom sekvencijom. Alu elementi su zapravo retrotranspozoni koji

mogu utjecati na ekspresiju vezanjem transkripcijskih ¢imbenika ili metilacijom (209). U
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slucaju genotipa DD, aktivnost ACE je otprilike dvostruko veca nego u slucaju genotipa 11,
dok je aktivnost ACE u nositelja genotipa ID izmedu aktivnosti ACE homozigota (207).
Tijekom posljednjih godina objavljene su meta-analize koje su dokazale povezanost
alela D s brojnim stanjima, uklju¢ujuéi IMU u azijskoj populaciji dok je granicni statisticki
znacaj zabiljeZen u bijelaca (210), a kasnija meta-analiza pokazala je povezanost ovoga
polimorfizma s pojavom IMU-a i u bijelaca (211). Povezanost ACE 1I/D s pojavom IMU-a u
djece istrazena je samo u jednom hrvatskom istrazivanju. Unato¢ vecoj ucestalosti alela D u
djece s AIMU-om, dobivena je tek rubna, ali ne i statisticki znacajna povezanost ACE 1/D s
pojavom bolesti (32). Istrazivanja povezanosti ovoga polimorfizma s CSVT-om do danas nisu

objavljena.

Tablica 12. Pregled polimorfizama ACE povezanih s pojavom IMU (prilagodeno prema (92—
94, 208).

- referentni broj zamjena .
nazivije HGVS prema dbSNP nukleotida dio gena
NM_000789.4:¢c.1215C>T rs4309 1215 CIT 5'UTR
NM_000789.3:¢.1488-58T>C rs4311 T/IC 5'UTR
NM_000789.4:¢.2059-460A>C rs4329 AICIlIA/IG intron
NM_000789.4:¢.2305+88T>A rs4333 TIC intron
NM_000789.4:¢.2306-105_2306-
104insTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGC rs1799752 I/D intron
TCTGTCGCCCATACAGTCACTTTT

NM_000789.4:¢.2913-375A>G rs4353 AIG intron

n. d. rs4267385 CIT intron

n. d. rs12451328 C/IA n. d.

HGVS — UdruZenje za varijacije ljudskoga genoma (engl. Human Genome Variation Society), dbSNP — baza
podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), UTR —
nekodirajuca regija (engl. untranslated region), I/D — insercijsko-delecijski polimorfizam, n. d. — podatak nije
dostupan.

1.4.2. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (apoE) je GP veli¢ine ~ 34 kDa koji se sastoji od 299 AK-a s jednim
mjestom glikozilacije na polozaju Thr194. Otprilike 75 % ApOE sintetizira jetra dok je mozak
drugo glavno mjesto sinteze, a nastaje i u drugim tkivima (212). Organiziran je u dvije
strukturne domene odvojene zglobnom regijom. N-terminalna domena uklju¢uje AK-e od 1
do 191 strukturirane u ¢etiri antiparalelne uzvojnice u obliku sveznja, te sadrzi veznu regiju
LDL receptora (AK-i od 136 do 150). C-terminalnu domenu ¢ine AK-i od 225 do 299
strukturirane u amfipatske a-uzvojnice i sadrzi regiju koja veze lipide (AK-i od 240 do 260)
(212).
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U plazmi se apoE uglavnom nalazi u sastavu hilomikrona, lipoproteina vrlo male
gustoce (engl. very low density lipoprotein, VLDL), lipoproteina srednje gustoce (engl.
intermediate density lipoprotein, IDL) i lipoproteina velike gustoce (engl. high density
lipoprotein, HDL). ApoE ima sredi$nju ulogu u regulaciji homeostaze lipida u plazmi, a
posebice lipoproteina bogatih trigliceridima, jer sluzi kao ligand za vezanje lipoproteinskih
Cestica na specificne receptore na povrsini stanice: LDL receptor, apoE receptor, protein
povezan s LDL receptorom, VLDL receptor, GP330 i proteoglikane heparan sulfata (212,
213). ApoE sintetiziran u mozgu sluzi za prijenos lipida u likvoru, inducira se kod ozljede
perifernih Zivaca te se ¢ini da ima klju¢nu ulogu u oporavku ozljede Zivaca jer raspodjeljuje
lipide u regenerirajuce aksone i Schwannove stanice tijekom remijelinacije (213).

Gen APOE nalazi se na 19. kromosomu (lokus 19913.32), duljine je 3597 nukleotida i
sadrzi Cetiri eksona. APOE je polimorfan te su u eksonu 4 opisana dva polimorfizma APOE
388 T/C 1526 C/T koji ¢ine Cetiri razli¢ita haplotipa (Tablice 13. i 14.) (214). Kombinacijom
haplotipova €2, €3 i €4 nastaje Sest razlicitih fenotipova: apoE2/2, apoE2/3, apoE2/4, apoE3/3,
apoE3/4 i apoE4/4, dok je cetvrti haplotip €3r rijedak, a do danas je identificiran samo u tri
talijanske bijele obitelji i u jednoj nigerijskoj obitelji (214). APOE €3/3 je najcesci i stoga

predstavlja referentni genotip.

Tablica 13. Pregled polimorfizama APOE koji tvore haplotip (92-94, 214).

nazivije HGVS referentni broj prema zamjena nukleotida* zamjena AK*
dbSNP
_ 388 T/C Cys130Arg
NM_000041.4:c.388T>C rs429358 (3937 T/C) (Cys112Arg)
526 C/T Argl76Cys
A.c. >
NM_000041.4:¢.526C>T rs7412 (4075 C/T) (Arg158Cys)

* —obzirom na preporuke i promjene vezane uz nazivlje genskih varijacija, navedeni su osvjezeni podaci o
to¢nim polozajima zamjena nukleotida prema nazivlju HGVS (92) te bazama podataka dbSNP (94) i ClinVar
(93). U zagradama su navedeni i podaci o polozajima zamjena nukleotida i 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.

Tablica 14. Pregled haplotipova ACE (92-94, 212, 214).

haplotip . SNP rs429358 _ SNP rs7412 utestalost
genotip AK genotip AK
€2 T Cys T Cys 5-10%
€3 T Cys C Arg 65-70%
ed C Arg C Arg 15-20%
€3r C Arg T Cys rijedak

SNP — polimorfizam jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism), AK — aminokiselina.
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Izoforme apoE razlikuju se po svojoj sposobnosti interakcije s receptorima. ApoE3 i
apoE4 vezu LDL receptor sli¢nim afinitetom, dok apoE2 veze LDL receptor sa samo 2 %
aktivnosti u odnosu na apoE3 i apoE4. To je posljedica prisutnosti Cys158 koji uzrokuje
promjenu konformacije vezne regije za LDL receptor na apoE2. Nadalje, Arg158 i Asp154 u
ApoE3 tvore solni most, dok u apoE4 zbog Cys158, Asp154 stupa u interakciju s Arg150,
mijenjajuci cijelu regiju vezanja receptora (212). Izoforme apoE razlikuju se i prema
specificnim klasama lipoproteina koje vezu pa se apoE4 ¢esc¢e nalazi u velikim trigliceridima
bogatim Cesticama (VLDL), a apoE3 i apoE2 se povezuju s malim fosfolipidima bogatim
cesticama (HDL). Kristalografske snimke otkrile su izloZeni bo¢ni lanac Arg61 u apoE4, ali
ne 1 u drugim izoformama, koji stupa u interakciju s bo¢nim lancem Glu255 §to mijenja
konformaciju proteina. Ovakva interakcija domena u apoE4 vjerojatan je uzrok preferencije
za razlicite lipoproteine u odnosu na apoE2 i apoE3 (213).

Varijante APOE povezuju se s nizom bolesti povezanih sa starenjem, ukljuc¢ujuci
aterosklerozu, kardiovaskularne bolesti i Alzheimerovu bolest, kao i sa zdravim starenjem i
dugovjecnoscu (214). ApoE2 je povezan s hiperlipoproteinemijom tipa I11 dok je apoE4
glavni geneticki ¢imbenik rizika za Alzheimerovu bolest i druge neuroloske poremecaje,
ukljucujuci loSe klinicke ishode nakon traumatske ozljede mozga ili mozdanog udara jer
smanjuje plasti¢nost neurona i integritet krvno-mozdane barijere. Odnos izmedu APOE i
plasti¢nosti i oporavku mozga nakon mozdanoga udara nije izravno proucavan na ljudima, ali
su studije na zivotinjama i studije oporavka od akutnoga mozdanog udara ukazale na vaznost
varijante APOE &4 (215).

Povezanost APOE s pojavom IMU-a dobro je ispitana u pojedina¢nim studijama i
nekoliko meta-analiza (216, 217), od kojih je posljednja ukljucila 81 pojedina¢nu studiju, te
pokazala znacajno veci rizik IMU-a za nositelje APOE &4 u opcoj, azijskoj i bijeloj populaciji,
dok je za nositelje APOE €3 utvrdena zastitna uloga od nastanka IMU-a u op¢oj i azijskoj
populaciji, ali ne i u bijelaca (211). Povezanost varijanti APOE s pojavom IMU-a u djece do
danas je istrazena u samo tri studije, ukljucujuéi i jedno istrazivanje provedeno u Hrvatskoj. U
dvije studije nije utvrdena povezanost kao kod odraslih (32, 218), a jedna studija utvrdila je
povezanost APOE &4 s nastankom PAIMU-a (219).
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Do danas je utvrden velik broj nasljednih i steenih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak
IMU-a u djece, ali etiologija u priblizno 30 % slucajeva jos$ uvijek nije razjasnjena (1, 48).
Protromboticki poremecaji, koji mogu nastati zbog promjena na razini gena Koji
kodiraju za proteine ukljucene u procese zgrusavanja i fibrinolize, prepoznati su kao rizi¢ni
¢imbenik za nastanak IMU u djece (1, 68). Dosadasnja istrazivanja uglavnhom su obuhvatila
ispitivanje povezanosti pojedinih trombofilnih genskih promjena s pojavom IMU-a u djece i
uglavnom obuhvacaju protromboti¢ke polimorfizme F5 1601 G/A i F2 20210 G/A (1, 32, 47,
56, 68). Druge potencijalne protromboticke genske varijacije analizirane su u oskudnom broju
studija u specifi¢nim populacijama ili u odraslih (76, 77), dok u djece uopce nisu analizirane.
Osim toga, poznato je dodatno povecanje rizika za nastanak trombotickih dogadaja u
prisutnosti vise od jednoga protromboti¢kog rizi¢nog ¢imbenika (47), ali udruzeni utjecaj
protrombotickih polimorfizama unutar istoga gena ili unutar vise gena smjestenih na istom
kromosomu na nastanak IMU-a u djece do sada nije istrazen. Nadalje, dosadasnja istrazivanja
ukljucila su uglavnom sluc¢ajeve IMU-a u dje¢joj dobi, a povezanost protrombotickih
polimorfizama s IMU-om moze se takoder razlikovati ovisno o geografskoj i etni¢koj
pripadnosti ispitivane populacije (46). U Hrvatskoj je do danas ispitana povezanost
ograni¢enoga broja protromboti¢kih polimorfizama na manjem broju djece s dijagnozom
AlMU-a, a djeca s dijagnozom CSVT-a do sada uopce nisu bila obuhvacena (32, 34).
Hipoteza ovoga istrazivanja je da su polimorfizmi u genima za ¢imbenike zgrusavanja,
GP-e trombocitne membrane 1 intermedijarne rizicne ¢imbenike povezani s pojavom IMU-a u
djece u Hrvatskoj ovisno o dobi, tipu IMU-a i lokalizaciji IMU-a. Stoga, ciljevi ovoga
istrazivanja jesu:
1. u skupini djece s IMU-om i u kontrolnoj skupini genotipizirati 21 polimorfizam u
13 gena kandidata koji uklju¢uju polimorfizme ¢imbenika zgruSavanja i
fibrinolize, polimorfizme GP-a trombocitne membrane i polimorfizme vezane uz
intermedijarne rizi¢ne ¢imbenike (Tablica 15.);
2. ispitati povezanost pojedinih polimorfizama s IMU-om u djece ovisno o tipu IMU-
a, dobi i lokalizaciji lezije u odnosu na kontrolnu skupinu, tj. ispitati potencijal
polimorfizama kao mogucih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak bolesti;
3. lispitati povezanost odabranih udruzenih polimorfizama (analiza haplotipova) s

IMU-om u djece ovisno o tipu IMU-a, dobi i lokalizaciji lezije u odnosu na
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kontrolnu skupinu, tj. ispitati potencijal udruzenih polimorfizama kao moguc¢ih

rizi¢nih ¢imbenika za nastanak bolesti.

Kako je suvremena medicina usmjerena na novi koncept osobnoga pristupa,
prevenciju i predvidanje bolesti kroz razvoj novih dijagnostickih i terapijskih pristupa,
razumijevanje geneticke osnove IMU-a osnovni je preduvjet razvoju i primjeni
standardiziranih protokola za dijagnozu, procjenu ishoda i terapiju bolesti. Pojedine genske
varijacije uklju¢ene u ovo istrazivanje jo$ uopce nisu ispitane u djece s IMU-om, dok za dio
polimorfizama postoji tek malen broj objavljenih radova ograni¢enih na manje populacije sa
znacajnim metodoloskim razlikama. Ovim istrazivanjem nastojat ¢e se prikupiti nove
informacije o pojedina¢noj i eventualnoj zajednickoj ulozi ispitivanih genskih ¢imbenika u
etiologiji IMU-a u djece s obzirom na dob pojave bolesti, tip i lokalizaciju IMU-a. Osim toga,
dobiveni rezultati posluzit ¢e za usmjeravanje daljnjih istrazivanja s moguc¢noscu prijenosa

spoznaja na razumijevanje etiologije IMU-a u odraslih.
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Tablica 15. Pregled genskih varijacija obuhvacenih ovim ispitivanjem.

2. ObrazlozZenje teme

referentni
gen lokus gena | polimorfizam nazivlje HGVS broj prema ucinak
dbSNP
1601 G/A NM_000130.4:¢.1601G>A 156025 Zaﬂi”a
F5 1924.2 o
HR2 NM_000130.5:c.3980A>G | rs1800595 A‘K
F2 11p1l.2 20210 GIA NM_000506.4:c.*07G>A rs1799963 | 3 UTR
FGB 49313 455 G/A | NM_001184741.1:c-463G>A | 151800790 | 5 UTR
F13A1 6p25.1 Val34Leu NM_000129.4:¢.103G>T 15985 Zazjéna
SERPINEL | 7q22.1 PAI-LI/D | NM_000602.5:c.-820G[(4 5)] | rsl799889 | 5 UTR
HPA-5 a/b NM_002203.4:¢.1600G>A | rs1801106 Zazjina
ITGA2 5q11.2 807 CIT NM_002203.4:¢.759C>T rs1126643 Zazjéna
873 G/A NM_002203.4:¢.825G>A rs1062535 Zaxina
HPA-2 a/b NM_000173.7:¢.482C>T 16065 Zaxina
GP1BA 17p13.2 (5) TIC NM_000173.7:¢5T>C rs2243003 | 5 UTR
UNTR NM_000173.7:c.1321_1359del | rs1259394995 | I/D 13 ili
NM_000173.7:c.1282_1359del | rs869060239 | 26 AK
TeB3 | 17qe13p | rAclab NM_000212.2:¢.176T>C rsso18 | ZATIena
PIALi P AK
HPA-3 a/b ) zamjena
ITGAB | 17q2131 | [0 NM_000419.3:¢.2621T>G rs5911 v
zamjena
GP6 1091342 | 13254 T/IC | NM_001083899.2:c.655C>T | rs1613662 o
Ser290Asn NM_003005.4:¢.992G>A rs6131 Zaf:{i”a
zamjena
: >
SELP 1024.2 Asn562Asp NM_003005.3:¢.1807G>A rs6127 AK
Val599Leu NM_003005.3:¢.1918G>T 16133 Za;";”a
Thr715Pro NM_003005.3:¢.2266A>C rs6136 Zam‘;”a
NM_000789.4:c.2306-
105_2306-104ins TTT TTT Alu
ACE 17923.3 I/D TTT TTG AGA CGG AGT rs1799752 element,
CTC GCT CTG TCG CCC intron
ATA CAG TCACTT TT
NM_000041.4:c.388T>C rs429358 Zaﬂi”a
APOE 10q13.32 §2-4 e
NM_000041.4:¢.526C>T rs7412 z A‘K

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

podataka polimorfizama jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database), AK —
aminokiselina, UTR — nekodirajuca regija (engl. untranslated region), I/D — insercijsko-delecijski polimorfizam,
VNTR — varijabilni broj tandemskih ponavljaju¢ih sljedova (engl. variable number of tandem repeats).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje ukljuceno je ukupno 185 djece starosne dobi do 18 godina s
potvrdenom dijagnozom AIMU-a ili CSVT-a, zaprimljenih na Neuroloskom odjelu Klinike za
pedijatriju Klini¢kog bolnickog centra Zagreb i Neuropedijatrijskom odjelu Klinike za djecje
bolesti Zagreb.

Budu¢i da je IMU relativno rijedak poremecaj u djece s 4 — 9 novih slucajeva godiSnje
u glavnom nacionalnom centru za cerebrovaskularne poremecaje u Hrvatskoj (28), za
postizanje adekvatnog broja za analizu, u ovo istrazivanje uklju¢eno je 83 djece iz prethodnog
pilot istrazivanja, projekt ,,Protromboticki rizi¢ni ¢imbenici u cerebrovaskularnim bolestima
djece (broj projekta MZOS 0214212, glavni istraZiva¢ prof.dr.sc. Renata Zadro), kojima je
dijagnoza AIMU-a postavljena u periodu od 1999. do 2010. godine. Preostalih 102 djece
ukljuc¢eno je u okviru projekta ,,Genski polimorfizmi 1 ishemijski moZzdani udar u djece* (broj
projekta HRZZ-1P-2014-09-2047, voditelj prof. dr. sc. Renata Zadro), a kojima je dijagnoza
AlMU-a ili CSVT-a postavljena u periodu od 2010. do kolovoza 2020. godine. Dinamika
uklju¢ivanje novih slucajeva do 2004. godine iznosila je do pet slu¢ajeva AIMU-a godiSnje, a
u kasnijem periodu sedam do devet slu¢ajeva AIMU-a godis$nje. Jedan slucaj CSVT-a
godiSnje zabiljezen je u periodu od 2008. do 2010., a tri slu¢ajeva CSVT-a godiSnje
zabiljeZzeno je u periodu od 2013. do kolovoza 2020. Za svakog uklju¢enoga pacijenta
prikupljeni su osnovni epidemioloski 1 klini¢ki podaci o spolu, dobi dijagnoze, dobi
ispitivanja i lokalizaciji mozdanoga udara.

Svim ispitanicima dijagnoza je postavljena nakon opSirne analize povijesti bolesti te
fizikalnoga i neuroloskoga pregleda, a temeljena je na prisutnosti klini¢kih simptoma i
znakova i potvrdena primjenom najmanje jedne slikovne tehnike morfoloskih prikaza mozga:
CT, MRI i MRI angiografija. Samo CT je koriStena za potvrdu dijagnoze kod maloga broja
slucajeva IMU-a (N = 9) tijekom prvih godina prikupljanja uzoraka, dok je MRI ili MRI s
angiografijom koristena za potvrdu dijagnoze kod preostalih 176 slu¢ajeva IMU-a. Dijagnoza
AlIMU-a temeljena je na prisutnosti neuroloskoga deficita akutnoga pocetka, pojavi
neuroloskih napadaja ili drugih znakova encefalopatije te potvrdena neuroradioloskim
nalazom parenhimalnih infarkta u cerebralnim arterijama koji su u skladu s klinickom slikom
pacijenta (14). PAIMU i DAIMU razlikovani su prema dostupnim definicijama (16).

Dijagnoza CSVT-a temeljena je na neuroradioloskoj potvrdi prisutnosti tromba ili prekidu
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protoka krvi u cerebralnim venama ili duralnim sinusima, te klinickoj slici koja ukljucuje
glavobolju, neuroloske napadaje, letargiju te fokalni ili generalizirani neuroloski deficit (14).
Neuroradioloska obrada ukljucivala je CT pomocu koje je izuzet tumor, subduralni hematom
ili apsces kao druge moguce dijagnoze, nakon ¢ega je slijedila MR u kombinaciji s MR
angiografijom kao trenutno najboljom metodom za potvrdu dijagnoze CSVT-a. Zbog malog
broja prikupljenih slu¢ajeva nije provedena daljnja podjela CSVT-a u podtipove na
perinatalnu CSVT 1 CSVT u djecjoj dobi. Podjela slucajeva na KIMU i SIMU napravljena je
djelomicno, to jest, samo za one slucajeve gdje se iz nalaza neuroradioloske obrade sa
sigurno$¢u mogla utvrditi prisutnost iskljuc¢ivo kortikalno lokalizirane lezije u sluc¢aju KIMU,
odnosno subkortikalno lokalizirane lezije u slu¢aju SIMU.

U istraZivanje je ukljuceno 1 185 djece, starosne dobi do 18 godina, iz istoga
geografskog podrucja, kod kojih nisu ustanovljeni neuroloski 1 tromboembolijski poremecaji
te kod kojih nije utvrdena povecana koncentracija C reaktivnog proteina, podudarnih po spolu
i dobi djeci s AIMU-om i CSVT-om koji su predstavljali kontrolnu skupinu. Ispitanicima u
kontrolnoj skupini uzorkovana je krv u svrhu rutinske laboratorijske obrade prije manjega
operativnog zahvata (primjerice tonzilektomije) ili tijekom kontrolne obrade djece s
respiratornim bolestima te su prikupljeni u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb i Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinike za djecje
bolesti Zagreb. Za svakog uklju¢enoga ispitanika kontrolne skupine prikupljeni su podaci o
dobi 1 spolu. Prilikom uklju¢ivanja ispitanika u kontrolnu skupinu pazilo se na njihovu
podudarnost po spolu i dobi ispitanicima s dijagnozom AIMU-a i CSVT-a, ali je zbog
nedostatka podudarnih Zenskih kontrolnih ispitanika mladih od godinu dana starosti uklju¢eno
116 djevojcica starijih od godinu dana do starosne dobi od 18 godina.

Za izdvajanje genomske DNA i provodenje molekularno-genetickih analiza koriSteni
su uzorci periferne pune krvi uzete uz antikoagulant KsEDTA ili natrijev-citrat (0,105 M)
preostali nakon redovne bolnicke 1 laboratorijske obrade svih uklju€enih ispitanika. Volumen
uzorkovane krvi iznosio je od 0,25 mL do najvise 8§ mL.

Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima i svim primjenjivim
smjernicama, ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje sudjeluju u
istrazivanju, ukljucujuci Zakon o zastiti prava pacijenata, Pravilnik o dobroj klini¢koj praksi 1
Helsinsku deklaraciju. Informirani pristanak zatrazen je od roditelja sve djece uklju¢ene u
istrazivanje nakon detaljnoga objasnjenja istrazivanja, a dodatno je zatrazen i Samostalan

pristanak za svu djecu stariju od 12 godina. Za provedbu ovoga istrazivanja dobivene su
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suglasnosti nadleznih etickih povjerenstava Klinickog bolnickog centra Zagreb, Klinike za

djecje bolesti Zagreb i Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
Provedeno istrazivanje u potpunosti je financirano iz projekta ,,Genski polimorfizmi i

ishemijski mozdani udar u djece* (broj projekta HRZZ-1P-2014-09-2047, voditelj prof. dr. sc.

Renata Zadro).
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3.2. Molekularno-geneti¢ke metode

Svi bioloski materijali koriSteni tijekom provedbe ovoga istrazivanja koriSteni su
sukladno propisima dobre laboratorijske prakse, a medicinski otpad je zbrinut prema vaze¢im

zakonima u Republici Hrvatskoj.

3.2.1. lzdvajanje genomske DNA

Uzorci periferne pune krvi s antikoagulantom KzEDTA ili natrijevim-citratom (0,105
M) koriSteni su za izdvajanje genomske DNA iz leukocita. Ovisno o dostupnom preostalom
volumenu krvi, DNA je izdvojena ru¢nom metodom isoljavanja ili je koriSteno

automatizirano izdvajanje DNA.

3.2.1.1. Metoda isoljavanja

U slucajevima dovoljnoga preostalog volumena (vise od 2 mL), za izdvajanje
genomske DNA koriStena je metoda isoljavanja koja se temelji na selektivnoj lizi eritrocita,
zatim selektivnoj lizi stanica s jezgrom, taloZenju stani¢nih proteina zasi¢cenom otopinom

natrijeva klorida te izdvajanju DNA pomoc¢u apsolutnoga etanola (220).

Koristeni materijali:

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 50 mL i 1,5 mL

e plasticni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 1 —5mL, 0,1 -1
mL i 10 — 200 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e rashladna centrifuga 58 10R i pripadajuéi njihajuci rotor s adapterima za epruvete
volumena 50 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e vrtloZzna mjeSalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

e termostat Heraeus B6 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

e automatske pipete volumena 1 —5mL, 0,1 — 1 mL i 10 — 200 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)

e pufer za hemolizu, pH 7,4, 10 X koncentriran, prije koriStenja razrijeden na 1 x uz
pomo¢ destilirane sterilne vode, pripravljen na sljedec¢i nacin:

o NH4Cl (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 155 mM
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8294
KHCO3 (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 10 mM

109
Na;EDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 1 mM

3,72 ¢
destilirana sterilna voda do otprilike 900 mL, otopiti uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici, prilagoditi pH uz pomo¢ 37 % HCI i 1M NaOH
destilirana sterilna voda do 1000 mL

pufer za lizu SE, pH 8,0, 10 x koncentriran, prije koristenja razrijeden na 1 X uz

pomoc¢ destilirane sterilne vode, pripravljen na sljedec¢i nacin:

o

©)

tris-(hidroksimetil)-aminometan (Tris) (Merck, Kenilworth, New Jersey,
SAD), kona¢na koncentracija 10 mM 12,19
NaCl (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 75 mM

43,88 ¢
Na;EDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 1 mM

89,33 g
destilirana sterilna voda do otprilike 900 mL, otopiti uz mijeSanje na
termostatiranoj magnetskoj mijesalici na temperaturi od 40 °C, prilagoditi pH
uz pomo¢ 37 % HCl 1 1M NaOH

destilirana sterilna voda do 1000 mL

otopina pronaze aktivnosti 140 U/mL, alikvotirana i zamrznuta na -20 °C, prije

koristenja inkubirana na sobnoj temperaturi, pripravljena na sljede¢i nacin:

©)

pronaza specifi¢ne aktivnosti 7 U/mg (Roche Diagnostics GmbH, Basel,
Svicarska) 19
destilirana sterilna voda 50 mL
oprezno promijesati, provesti auto digestiju tijekom 2h u termostatu na

temperaturi od 37 °C

10 % otopina natrijeva dodecil-sulfata (SDS), pripravljena na sljede¢i nacin:

(@]

(@]

SDS (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD) 50 ¢g
destilirana sterilna voda do 500 mL, otopiti u digestoru uz mijesanje na

termostatiranoj magnetskoj mijeSalici na temperaturi od 37 °C

zasic¢ena otopina NaCl, pripravljena na sljedeci nacin:

(@]

NaCl (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska) 359
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o destilirana sterilna voda 100 mL
apsolutni etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
pufer Tris-a i Na2EDTA (pufer TE), pH 7,5, pohranjen na +4 °C, pripravljen na
sljede¢i nacin:
o Tris (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD), kona¢na koncentracija 10 mM
1,219
o NaEDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 1 mM
0,37 ¢
o destilirana sterilna voda do otprilike 900 mL, otopiti uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici, prilagoditi pH uz pomo¢ 37 % HCl 1 1M NaOH
o destilirana sterilna voda do 1000 mL

Postupak:

1.

U sterilnu jednokratnu epruvetu volumena 50 mL dodano je 2 — 7 mL Kkrvi i do 40 mL
pufera za hemolizu 1 x te je epruveta poklopljena i pazljivo pomijesana.

Epruveta je inkubirana u hladnjaku na temperaturi od -20 °C tijekom 20 minuta.
Epruveta je zatim centrifugirana na brzini od 4000 okretaja u minuti tijekom 10
minuta na temperaturi od 4 °C uz pomoc¢ rashladne centrifuge.

Supernatant je uklonjen odlijevanjem.

5. U slucaju potrebe, talog je ispran s malo pufera za hemolizu 1 x.

10.
11.

12.

13.

Na talog je dodano 10 mL pufera za hemolizu, epruveta je poklopljena te je sadrzaj
homogeniziran snaznim mije$anjem sadrZaja epruvete.

Epruveta je zatim centrifugirana na brzini od 4000 okretaja u minuti tijekom 10
minuta na temperaturi od 4 °C uz pomo¢ rashladne centrifuge.

Supernatant je uklonjen odlijevanjem.

Na talog je dodano 3 mL 1 x pufera za lizu SE, epruveta je poklopljena te je sadrzaj
homogeniziran snaznim mijeSanjem sadrzaja epruvete.

U epruvetu je dodano 200 pL otopine pronaze te je epruveta pazljivo promijesana.
U epruvetu je do dano 400 pL 10 % otopine SDS-a, epruveta je poklopljena te je
pazljivo nekoliko puta okrenuta.

Epruveta je inkubirana u termostatu na temperaturi od 37 °C najmanje preko noci, a
najdulje do 5 dana.

Nakon inkubacije u epruvetu je dodano 1 mL zasi¢ene otopine NaCl te je epruveta

snazno promije$ana tijekom 15 — 20 s na vrtloZnoj mijesalici.
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14. Epruveta je zatim centrifugirana na brzini od 4000 okretaja u minuti tijekom 10
minuta na temperaturi od 4 °C uz pomoc¢ rashladne centrifuge.

15. Supernatant koji sadrzi DNA preliven je u novu sterilnu jednokratnu epruvetu
volumena 50 mL u koju je prethodno dodano 10 mL apsolutnog etanola.

16. Epruveta je lagano okretana dok izdvojena DNA nije isplivala na povrSinu u obliku
tzv. meduze.

17. DNA je prenesena uz pomo¢ pipete u sterilnu jednokratnu epruvetu volumena 1,5 mL
i susena u otklopljenoj epruveti u termostatu na 37 °C tijekom 1 h, to jest, dok etanol
ne ishlapi.

18. U epruvetu je dodano 500 uL pufera TE te je epruveta poklopljena i snazno
promijeSana na vrtloZznoj mijesSalici.

19. Poklopljena epruveta je inkubirana u termostatu na temperaturi od 37 °C najmanje
preko no¢i, a najdulje 2 — 3 dana.

20. Izdvojena DNA bila je pohranjena na temperaturi od +4 °C do izrade molekularno-

genetiCkih analiza.

3.2.1.2. Automatizirano izdvajanje DNA

U sluc¢ajevima ograni¢enoga preostalog volumena pune krvi manjega od 2 mL,
izdvajanje genomske DNA provedeno je iz 200 pL pune krvi pomoc¢u uredaja za
automatizirano izdvajanje nukleinskih kiselina MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics
GmbH, Basel, Svicarska) i pripadajuéeg kompleta za izdvajanje DNA MagNA Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Svicarska) bez odstupanja od
preporuka proizvodaca. Izdvojena DNA bila je pohranjena na temperaturi od +4 °C do izrade

molekularno-genetickih analiza.
3.2.2. Mjerenje koncentracije i ¢istoce DNA
Koncentracija i ¢istoca izdvojene DNA odredena je uz pomo¢ mikrovolumnog

spektrofotometra koji u jednom pL otopine izdvojene DNA mjeri apsorbancije na 260 i 280

nm iz ¢ega izracunava koncentraciju i ¢istocu DNA u uzorku.
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KoriSteni materijali:

mikrovolumni spektrofotometar NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD)

plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 — 10 pL
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

automatska pipeta volumena 0,1 — 10 uL. (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

vrtlozna mjesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

pufer TE, pH 7,5, pohranjen na +4 °C, priprava opisana u potpoglavlju 3.2.1.1.

destilirana sterilna voda

e staniCevina
Postupak:

1. Uredaj je upaljen ukljuc¢ivanjem u izvor struje te je u izborniku odabran program za
mjerenje koncentracije i ¢isto¢e dvolancane DNA.

2. Podignuta je rucica koja otkriva mjerno polje, na mjerno polje pipetiran je 1 pL pufera
TE za slijepu probu i postavljanje bazne linije (engl. blank) spektrofotometra, spustena
je rucica mjernog polja i odabrana tipka za mjerenje.

3. Po zavrSetku je podignuta rucica mjernog polja, a mjerno polje je obrisano
stani¢evinom.

4. Na mjerno polje pipetiran je 1 pL uzorka DNA prethodno promijeSanog na vrtloznoj
mijesalici, spustena je rucica mjernog polja i odabrana tipka za mjerenje te je zapisan
dobiveni rezultat.

5. Po zavrSetku je podignuta ru¢ica mjernog polja, a mjerno polje je obrisano
stani¢evinom.

6. Serija uzoraka je mjerena ponavljanjem 4. i 5. koraka.

7. Nakon mjerenja svih uzorka u seriji, mjerno polje prebrisano je stani¢evinom

namocenom u destiliranu sterilnu vodu i zatim suhom stani¢evinom, a ureda;j je

ugaSen isklju¢ivanjem iz izvora struje.

3.2.3. Dokazivanje skupine polimorfizama pomoéu kompleta CVD StripAssay ® T i A

Dokazivanje polimorfizama F5 1601 G/A, F5 HR2, F2 20210 G/A, F13A1 Val34Leu

i PAI-1 4G/5G provedeno je pomoc¢u komercijalno dostupnoga kompleta za analizu

polimorfizama CVD StripAssay ® T (ViennaLab Diagnostics GmbH, Be¢, Austrija), a
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dokazivanje polimorfizama FGB -455 G/A, HPA-1, ACE I/D i APOE &2-4 provedeno je
pomocu komercijalno dostupnoga kompleta za analizu polimorfizama CVD StripAssay ©® A
(ViennaLab Diagnostics GmbH, Bec¢, Austrija). Pomo¢u ovih kompleta moguce je
dokazivanje i sedam dodatnih genetickih analiza koje nisu ukljuc¢ene u ovo ispitivanje.
Kompleti se temelje na lanc¢anoj reakciji polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) s
visestrukim umnazanjem (engl. multiplex-PCR, M-PCR) uz pomo¢ pocetnica obiljezenih
biotinom nakon koje slijedi hibridizacija umnozenih fragmenata na hibridizacijsku test traku s
imobiliziranim alel-specifi¢nim oligonukleotidima i njihova vizualizacija pomocu kromogene
reakcije u kojoj sudjeluju konjugat streptavidina i alkalne fosfataze te kromogeni supstrat.

Oba kompleta koriStena su bez odstupanja od uputa proizvodaca.

3.2.3.1. M-PCR

Regije DNA od interesa umnozene su M-PCR-0m uz pomo¢ prilozenih mjesavina za

amplifikaciju koje sadrze parove specifi¢nih pocetnica obiljezene biotinom.

KoriSteni materijali:
e kompleti za analizu polimorfizama CVD StripAssay ® T i A (ViennaLab Diagnostics
GmbH, Be¢, Austrija), u ovom dijelu koristeni su sljedeéi sastojci:
o amplifikacijske mjeSavine T i A, sadrze parove specifi¢nih oligonukleotidnih
pocetnica obiljezenih biotinom
o pufer za razrjedivanje DNA-polimeraze Taq
e DNA-polimeraza AmpliTaq aktivnosti 5 U/uL, pohranjena na -20 °C (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
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 i RNaza volumena 0,1 — 1 mL, 10 —
200 pL i 0,1 — 10 puL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200 uL i 0,1 — 10 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)
e vrtloZzna mjesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

e mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
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e termoblok za PCR GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)

Postupak:

Po dvije reakcijske smjese za M-PCR za jednoga ispitanika pripravljene su na ledu
mijesanjem odgovarajucih koli¢ina uzorka genomske DNA, prethodno razrijedene
destiliranom sterilnom vodom na koncentraciju izmedu 15 i 20 pg/mL, DNA-polimeraze
AmpliTag, pufera za razrjedivanje DNA-polimeraze Taq i mjesavine za amplifikaciju A ili T
do ukupnog volumena od 25 puL. prema protokolu u Tablici 16.

Za svakog ispitanika na ledu su pripravljene dvije smjese za M-PCR mijeSanjem 0,2
uL DNA-polimeraze AmpliTaq, 4,8 uL pufera za razrjedivanje DNA-polimeraze Tag, 5 pL
uzorka DNA prethodno razrijedenoga sterilnom destiliranom vodom na koncentraciju izmedu
15120 pg/mL te 15 puLL mjesavine za amplifikaciju A ili T. Svi sastojci reakcijske smjese
osim DNA-polimeraze su prije pipetiranja promijesani na vrtloznoj mijesalici i zatim spusteni
na dno epruvete uz pomo¢ male stolne centrifuge. U svakoj seriji uzoraka koristena je i
negativna kontrola bez kalupa DNA u kojoj je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane

sterilne vode.

Tablica 16. I1zrada M-PCR smjese za dokazivanje skupine polimorfizama pomoc¢u CVD
StripAssay ® T i A.

Reagens V (uL) C
DNA-polimeraza AmpliTaq 0,2 U/uL
pufer za razrjedivanje DNA-polimeraze Taq 4,8 /
mjeSavina za amplifikaciju A ili T 15,0 uM
genomska DNA 5,0 3—4 pg/mL

V — volumen, C — konac¢na koncentracija u PCR smjesi, DNA — deoksiribonukleinska kiselina.

M-PCR reakcija provedena je u termobloku za PCR pri sljede¢im uvjetima: pocetna
denaturacija na 94 °C tijekom 2 min; 35 ciklusa umnazanja koji se sastoje od denaturacije na
94 °C tijekom 15 s, sljepljivanja pocetnica na 58 °C tijekom 30 s i produljenje pocetnica na
72 °C tijekom 30 s; kona¢no produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 3 min; hladenje na 4 °C.
Za provjeru uspjesnosti M-PCR-a, prema preporuci proizvodaca provedena je kontrolna
elektroforeza umnozenih produkata. U slucaju izostanka o¢ekivanih vrpci nakon
elektroforetskog razdvajanja (Slika 1.) ili dokaza umnazanja DNA fragmenata u negativnoj

kontroli, ponovljena je M-PCR reakcija i kontrolna elektroforeza.
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Slika 1. Ocekivani rezultat kontrolne elektroforeze nakon M-PCR-a. Elektroforetsko razdvajanje provedeno je
pri naponu od 120 V tijekom 40 minuta. 1-7, produkti umnaZzanja veli¢ine 133, 156, 180, 202, 225, 248, 297 i
342 bp dobiveni kopletom CVD Assay A; 10-17, produkti umnazanja veli¢ine 134, 165, 173, 202, 223, 254, 283
i 324 bp dobiveni kopletom CVD Assay T; 9, biljeg molekularne mase od po 100 bp; 8 i 18, negativna kontrola.

3.2.3.2. Elektroforeza DNA na 2 % agaroznom gelu

U svrhu provjere uspjesnosti M-PCR-a u ovoj metodi, ali i u svrhu utvrdivanja
rezultata umnaZzanja kod drugih metoda, koristena je elektroforeza DNA u 2 % agaroznom

gelu.

KoriSteni materijali:
e plasticni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 —1 mL, 10 —
200 pL 10,1 — 10 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200 uL i 0,1 — 10 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)
e parafilm
e pufer Tris-a, borne kiseline i EDTA (pufer TBE), 10 x koncentriran, prije koristenja
razrijeden na 1 x uz pomo¢ destilirane sterilne vode, pripravljen na sljede¢i nacin:
o Tris (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD), kona¢na koncentracija 100 mM
121,19
o HsBO4 (Merck, Kenilworth, New Jersey, SAD), kona¢na koncentracija 100
mM 47,6 g
o NaEDTA (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kona¢na koncentracija 2,5 mM
9,3¢
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o destilirana sterilna voda do otprilike 900 mL, otopiti uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici
o destilirana sterilna voda do 1000 mL
e agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
e otopina etidijeva bromida 0,07 %, pohranjena na +4 °C (inno-train Diagnostik GmbH,
Kronberg, Njemacka)
e termostatirana magnetska mjesalica TK22 (Kartell, New York, New York, SAD)

e pufer za nanoSenje uzoraka, alikvotiran i pohranjen na +4 °C, sastoji se od:

o 50 % glicerol 5mL

o 1% bromfenol plavilo 1mL
o 1% ksilen-cijanol 1mL
o pufer TBE, 10 x koncentriran 1mL
o destilirana sterilna voda 2 mL

e Diljeg molekularne mase od po 100 bp, pohranjen na -20 °C (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, SAD)

e sustav za horizontalnu elektroforezu koji se sastoji od plasticnoga kalupa za izlijevanje
gela 1 pripadajucega nosaca, ¢esljica za stvaranje jazica, kadice, poklopca s
elektrodama i ispravljaca (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)

e UV kamera G-BOX Chemi XRQ (Syngene, Cambridge, Velika Britanija) i
pripadajuéi raGunalni program GeneSys, verzija 1.6.1.0 (Syngene, Cambridge, Velika

Britanija)

Postupak:

1. U 60 mL 1 x koncentriranog pufera TBE, dodano je 1,2 g agaroze i zagrijano uz
mijeSanje na termostatiranoj magnetskoj mijesalici dok smjesa nije postala homogena
i prozirna, to jest, dok se sva agaroza nije otopila.

2. Smjesa je ohladena pod teku¢om vodom na temperaturu od otprilike 60 °C, dodana je
jedna kap otopine etidijeva bromida i smjesa je kratko promijesana na magnetskoj
mijesalici.

3. Plasti¢ni kalup za izlijevanje gela pricvrSéen je za pripadajuci nosac, postavljeni su
¢esljici za stvaranje jazica te je izlivena pripremljena smjesa izbjegavajuéi stvaranje

mjehurica zraka.
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4. Nakon §to je sva agaroza polimerizirala te se stvorio gel (nakon otprilike 30 minuta),
oprezno su izvadeni Ceslji¢i za stvaranje jazica, a pripremljeni gel je zajedno s
plasti¢énim kalupom prenesen u kadicu za elektroforezu koja je zatim napunjena s 1 x
koncentriranim puferom TBE tako da je gel u potpunosti uronjen u pufer.

5. Na komadu parafilma pipetirano je po 3 puL pufera za nanoSenje uzoraka, 10 uL. 1 x
koncentriranog pufera TBE i pomijesano pipetom s 1 pL biljega molekularne mase od
po 100 bp.

6. Zasvaki je PCR produkt na istom komadu parafilma pipetirano po 3 uL pufera za
nanosenje uzoraka i pomijesano pipetom S 10 uLL PCR produkta.

7. Po 10 puL tako pripremljenih uzoraka naneseno je pipetom u jazice u gelu.

8. Kadica je poklopljena, a elektrode su spojene na ispravljac te je provedena
elektroforeza pri 120 V tijekom 30 min, a prema potrebi i dulje.

9. Vizualizacija rezultata elektroforeze u¢injena je uz pomo¢ UV kamere i pripadajucega

racunalnog programa.

3.2.3.3. Hibridizacija, razvijanje boje i o¢itavanje rezultata

KoriSteni materijali:
e kompleti za analizu polimorfizama CVD StripAssay ® T i A (ViennaLab Diagnostics
GmbH, Be¢, Austrija), u ovom dijelu koristeni su sljedeéi sastojci:
o plasti¢ne kadice za hibridizacijske trake
o hibridizacijske trake T i A
o otopina za denaturiranje (DNAT)
o hibridizacijski pufer
o otopina za ispiranje A
o otopina konjugata, sadrzi strepatavidin na kojeg je vezana alkalna fosfataza
o otopina za ispiranje B, sadrzi 0,05 % NaN3
o otopina za razvijanje boje, sadrzi plavi nitro-tetrazolij-klorid i 5-bromo-4-
Kloro-3-indolil-fosfat

o obrazac za ocitavanje rezultata T 1 A

e destilirana sterilna voda

e vakuum sisaljka

e vodena kupelj WNE 14 (Memmert, Schwabach, Njemacka)
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termostatirana orbitalna tresilica PST-60HL (BioSan, Riga, Latvija)

Postupak:

1.

10.

U nizi kut svakoga polja u kompletu prilozene plasti¢ne kadice za hibridizacijske trake
pipetirano je 10 uL priloZene plavo obojene otopine za denaturiranje i 10 uL M-PCR-
om umnozenih produkta, promijesano pipetom i inkubirano 5 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi umnozeni produkti denaturirali.

U svako polje je zatim dodan 1 mL prilozenoga hibridizacijskog pufera, prethodno
zagrijanog na temperaturu od 45 °C u vodenoj kupelji, prilikom ¢ega se plava boja
mjesavine obezbojila.

PriloZene hibridizacijske trake obiljezene su grafitnom olovkom s gornje strane i zatim
potpuno uronjene u prethodno pipetiranu hibridizacijsku mjesavinu u polju plasti¢ne
kadice tako da su oznake na traci okrenute prema gore.

Plasti¢na kadica s trakama potom je inkubirana tijekom 30 minuta na temperaturi od
45 °C uz mijesanje pri brzini od 300 okretaja u minuti uz pomo¢ termostatirane
orbitalne tresilice.

Po zavrsetku inkubacije hibridizacijska je mjesavina uklonjena iz polja u plasti¢noj
kadici pomoc¢u vakuum sisaljke, a na hibridizacijskim trakama su zaostali vezani
biotinilirani umnoZeni produkti.

Kako bi se uklonili ostaci hibridizacijske mjesavine, trake su odmabh isprane tijekom
10 s dodatkom 1 mL priloZene otopine za ispiranje A, prethodno zagrijane na
temperaturu od 45 °C u vodenoj kupelji, u svako polje plasti¢ne kadice te je tekucina
uklonjena vakuum sisaljkom.

Trake su zatim jo§ dvaput isprane dodatkom 1 mL iste otopine u svako polje plasti¢ne
kadice i inkubacijom tijekom 15 min na temperaturi od 45 °C uz mijesanje pri brzini
od 300 okretaja u minuti uz pomo¢ termostatirane orbitalne tresilice. Na kraju svake
inkubacije otopina za ispiranje uklonjena je vakuum sisaljkom.

Nakon ispiranja u svako je polje na traku dodan 1 mL prilozene otopine konjugata
koja sadrzi streptavidin konjugiran s enzimom alkalnom fosfatazom.

Plasti¢na kadica s trakama inkubirana je tijekom 15 min na sobnoj temperaturi uz
mijeSanje pri brzini od 300 okretaja u minuti uz pomo¢ termostatirane orbitalne
tresilice.

Nakon zavrsetka inkubacije je uklonjena otopina konjugata iz polja u plasti¢noj kadici

pomocu vakuum sisaljke.
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11. Kako bi se uklonili ostaci otopine konjugata, trake su isprane tijekom 10 s dodatkom 1
mL priloZene otopine za ispiranje B u svako polje plasticne kadice te je tekucina
uklonjena vakuum sisaljkom.

12. Trake su jo§ dvaput isprane dodatkom 1 mL iste otopine u svako polje plasti¢ne kadice
i inkubacijom tijekom 5 min na sobnoj temperaturi uz mijesanje pri brzini od 300
okretaja u minuti uz pomo¢ termostatirane orbitalne tresilice. Na kraju svake
inkubacije otopina za ispiranje uklonjena je vakuum sisaljkom.

13. Konacno, u svako polje je dodan 1 mL priloZene otopine za razvijanje boje koja sadrzi
supstrat za enzim alkalnu fosfatazu.

14. Plasti¢na kadica s trakama inkubirana je tijekom 15 min na sobnoj temperaturi u
mraku uz mijesanje pri brzini od 300 okretaja u minuti uz pomo¢ poklopljene
termostatirane orbitalne tresilice. Tijekom inkubacije doslo je do stvaranja ljubicastih
vrpci na odredenim mjestima na traci gdje su prethodno hibridizirani umnozeni
produkti.

15. Test trake su nakon razvijanja boje nekoliko puta isprane sterilnom destiliranom
vodom, osusene na stanic¢evini u mraku i zatim pricvrs¢ene ljepljivom trakom na

odgovarajuc¢a mjesta u priloZenom obrascu za ocitavanje rezultata.

Ocitavanje rezultata

Konacan rezultat genotipizacije o¢itan je pomoéu ra¢unalnoga programa StripAssay ®
Evaluator, verzija 2.9.2015.904 (ViennaLab Diagnostics GmbH, Be¢, Austrija) i skenera
CanoScan LiDE220 (Canon, Tokio, Japan) te dodatno provjeren ru¢nim vizualnim ocitanjem

prema uputi priloZzenoj u kompletu (Slika 2.).
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Slika 2. Ogitanje hibridizacijskih trakica A i T pomo¢u ra¢unalnoga programa StripAssay ® Evaluator, verzija
2.9.2015.904 (ViennaLab Diagnostics GmbH, Be¢, Austrija). Geneticke analize eNOS -786 T/C i G894T, LTA
C804A, APOB, MTHFR C677T i A1298C te haplotip EPCR nisu ukljuéene u ovo ispitivanje. Za sve
polimorfizme osim za APOE ¢2-4 prisutnost samo jedne ljubi¢aste vrpce na traci na poloZaju pojedinoga alel-
specifi¢noga oligonukleotida oznacavala je homozigota za pojedini alel, a dvije ljubicaste vrpce oznacavale su
heterozigota za svaki ispitivani polimorfizam. Genotip APOE €2-4 oditan je prema zasebnoj uputi proizvodaca
kompleta. Pozitivna reakcija na polozaju kontrolne vrpce ukazuje na uspje$nost kromogene reakcije.

3.2.4. Dokazivanje polimorfizama HPA-2, HPA-3 i HPA-5

Polimorfizmi HPA-2, HPA-3 i HPA-5 dokazani su primjenom metode PCR u
stvarnom vremenu (Q-PCR) s alel-specifi¢nim hidroliziraju¢im fluorescentno obiljezenim
sondama koje omogucuju alelnu diskriminaciju temeljenu na TagMan™ tehnologiji prema
Ficko i sur. (221) uz modifikacije u odnosu na izvorni protokol za HPA-2 na nacin da su
smanjene koncentracije F i R pocetnica, a poveéane koncentracije sondi za oba alela ¢ime je
postignuta bolja alelna diskriminacija.

Metoda podrazumijeva koristenje enzima DNA-polimeraze Tag, nizvodne pocetnice
(engl. forward, F) i uzvodne pocetnice (engl. reverse, R) specifi¢ne za ciljni polimorfni slijed
DNA 1 dvije fluorescentno obiljeZene oligonukleotidne sonde komplementarne pojedinom
alelu $to ¢e omogu¢iti razlikovanje alela a od alela b. Na 5' kraj pojedine sonde vezana je
razli¢ita fluorescirajuca izvjestiteljska (engl. reporter) boja, a na 3' kraju obje sonde je vezan

prigusivac koji nema mogucnost fluorescencije (engl. nonfluorescent quencher, NFQ) zbog
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kojega se umanjuje pozadinska fluorescencija i povecava osjetljivost i preciznost prilikom
razlikovanja alela. NFQ je takoder konjugiran s molekulom koja se veze za mali utor
uzvojnice DNA (engl. minor groove binder, MGB) koja uzrokuje ¢vr$ée vezanje sonde za
kalup DNA sto poveéava temperaturu taljenja (engl. melting temperature, Tm) sonde s
vezanog fragmenta DNA, omogucuje koristenje kra¢ih sljedova sonde i time doprinosi boljem
razlikovanju alela.

Kad laserska zraka tijekom ciklusa PCR-a pobudi cjelovitu nevezanu sondu u otopini,
prigusivac koji se nalazi u neposrednoj blizini izvjestiteljske boje zbog Forsterovoga
rezonantnog prijenosa energije (engl. FOrster resonance energy transfer, FRET) utiSava
fluorescenciju koju emitira izvjestiteljska boja. Tijekom faze sljepljivanja pocetnica nizvodna
iuzvodna pocetnica vezu se za komplementaran slijed na kalupu DNA. U toj fazi moguce je i
vezanje sondi za komplementaran slijed u kalupu DNA. Tijekom faze produljivanja DNA-
polimeraza Taq ugraduje nukleotide i produljuje pocetnice do nastanka novoga produkta
umnazanja te svojom 5' — 3' egzonukleaznom aktivnosc¢u hidrolizira vezanu sondu pri ¢emu se
prigusiva¢ udaljava od izvjestiteljske boje pa dolazi do otpustanja fluorescencije koju emitira
fluorescirajuca boja. Ako ne postoji dio kalupa DNA koji je komplementaran sondi, ona se
nece vezati i ostaje cjelovita, to jest, prigusiva¢ pomoc¢u FRET-a utiSava fluorescenciju
izvjestiteljske boje pa ne dolazi do otpustanja fluorescencije. Nakon svakoga ciklusa
umnazanja detektor u uredaju za PCR mjeri koli¢inu oslobodene fluorescencije izvjestiteljske
boje u odnosu na pasivnu referentnu boju karboksi-x-rodamin (ROX) i rezultat prikazuje kao
normalizirani izvjestiteljski signal (Rn). Koli¢ina fluorescencije odrazava trenutnu koli¢inu
fragmenata DNA u reakcijskoj otopini, zbog ¢ega ova vrsta PCR-a nosi naziv PCR u
stvarnom vremenu. Za alel a svih ispitivanih HPA koristena je sonda s izvjestiteljskom
fluoresciraju¢om bojom 2-kloro-7-fenil-1,4-dikloro-6 karboksifluorescein (VIC) dok je za alel
b koristena sonda s izvjestiteljskom fluoresciraju¢om bojom 6-karboksifluorescein (FAM).
Uredaj daje rezultat genotipizacije kao graficki prikaz alelne diskriminacije gdje je moguce
razlikovanje homozigota za alel a kod kojih je zabiljezen porast intenziteta fluorescencije
izvjestiteljske boje VIC, homozigota za alel b kod kojih je zabiljeZen porast intenziteta
fluorescencije izvjestiteljske boje FAM, i kona¢no heterozigotnih nositelja oba alela a i b kod
kojih je zabiljezen porast intenziteta fluorescencije obje izvjestiteljske boje u reakcijskoj
smjesi. Kao pozitivne kontrole za svaki genotip koristene su DNA B-limfoblastoidnih
stani¢nih linija (222).
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KorisSteni materijali:
e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL
e plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 — 1 mL, 10 —
200 pL 10,1 — 10 uL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200 pL i 0,1 — 10 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)
e vrtlozna mjesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)
e mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e MicroAmp plocice s 96 reakcijskih jazica i adhezivnom folijom (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornija, SAD)
e rashladna centrifuga 5810R 1 pripadajuci njihajuci rotor s adapterima za plocice
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
e uredaj za Q-PCR TagMan™ 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornija, SAD)
e TagMan™ Universal PCR Master Mix, 2 x koncentriran (Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornija, SAD), pohranjen na +4 °C, sastoji se od:
o DNA-polimeraze AmpliTag Gold
o deoksinukleozid-trifosfata (ANTP; dATP, dTTP, dCTP, dGTP i dUTP)
o pasivne referentne boje ROX
o optimalnoga pufera
e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 10 uM, pohranjene na -20 °C (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
o HPA-2F 5- GAG CTC TAC CTG AAA GGC AAT GA -3
o HPA-2R 5-TGT TGT TAG CCA GAC TGA GCT TCT -3'
o HPA-3F 5-GCC TGACCACTCCTTTGCC -3
o HPA-3R 5- TGC GAT CCC GCT TGT GA -3'
o HPA-5F 5-CTT TCC AAATGC AAG TTA AAT TAC CAG -3'
o HPA-5R 5- TGA CCT AAA GAA AGA GGA AGG AAG AGT -3'
e otopine oligonukleotidnih fluorescentno obiljezenih MGB sondi, 10 uM, pohranjene
na -20 °C, zasti¢ene od svjetla (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
o HPA-2a 5-VIC- CTC CTG ACG CCC ACA C -NFQ-3'
o HPA-2b 5-FAM- CTC CTG ATG CCC ACA C -NFQ-3'
o HPA-3a 5-VIC- CTG CCC ATC CCC A -NFQ-3'
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o HPA-3b 5-FAM- CTG CCC AGC CCC A -NFQ-3'
o HPA-5a 5-VIC- CCT GTT TAC TAT CAA AGA G -NFQ-3'
o HPA-5b 5-FAM- CCT GTT TAC TAT CAA AAA G -NFQ-3'

e destilirana sterilna voda

Postupak:

Reakcijska smjesa za jednoga ispitanika za svaki ispitivani HPA pripravljena je na
ledu mijesanjem odgovarajucih koli¢ina uzorka genomske DNA, prethodno razrijedene
destiliranom sterilnom vodom na koncentraciju od 100 pg/mL, otopina F i R, otopina
odgovaraju¢ih MGB sondi specifi¢nih za pojedini alel (a ili b), TagMan™ Universal PCR
Master Mixa i destilirane sterilne vode do ukupnoga volumena od 20 puLL prema protokolu u
Tablici 17. Svi sastojci reakcijske smjese osim TagMan™ Universal PCR Master Mix-a, koji
je njezno promijesan prevrtanjem bocice, prije pipetiranja su promijesani na vrtloznoj
mijesalici i zatim spusteni na dno epruvete kratkim centrifugiranjem u maloj stolnoj
centrifugi. U svakoj seriji uzoraka za svaki polimorfizam koristene su i negativna kontrola bez
kalupa DNA u kojoj je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane sterilne vode i tri
pozitivne kontrole, po jedna za svaki genotip. Nakon pipetiranja reakcijskih smjesa na plocicu
s 96 reakcijskih jazica, plocica je pokrivena adhezivnom folijom i centrifugirana na brzini od
1000 g tijekom jedne minute na temperaturi od 4 °C kako bi se sav sadrzaj reakcijske smjese

spustio na dno reakcijskih jazica i uklonili mjehuriéi.

Tablica 17. 1zrada PCR smjese za alelnu diskriminaciju polimorfizama HPA-2, -3 i -5.

Reagens HPA-2 HPA-3 HPA-5
V (UL) C V (uL) C V (uL) C
TagMan™ Unlve.rsal PCR 10 1x 10 1x 10 1x
Master Mix

F 0,6 0,30 pM 1,80 0,90 puM 1,20 0,60 uM
R 0,6 0,30 pM 1,80 0,90 puM 1,20 0,60 uM
a sonda 0,35 0,175 uM 0,38 0,19 uM 0,32 0,16 uM
b sonda 0,35 0,175 uM 0,24 0,12 uM 0,18 0,09 uM

destilirana sterilna voda 7,10 / 4,78 / 6,10 /
genomska DNA 1 5 pg/mL 1 5 pg/mL 1 5 ug/mL

HPA — ljudski trombocitni aloantigeni, V — volumen, C — kona¢na koncentracija u PCR smjesi, PCR — lan¢ana
reakcija polimeraze, F —uzvodna pocetnica, R — nizvodna pocetnica, DNA — deoksiribonukleinska kiselina.

PCR reakcija provedena je u uredaju za Q-PCR pri sljede¢im uvjetima: pocetna
denaturacija na 95 °C tijekom 10 min; 45 ciklusa umnaZanja koji se sastoje od denaturacije na
95 °C tijekom 15 s i sljepljivanja pocetnica te produljenja pocetnica na 60 °C tijekom 1 min.
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Nakon zavrsetka PCR reakcije, provedena je detekcija zavr$ne tocke (engl. end point
detection) na istom uredaju te je kao rezultat dobiven graficki prikaz alelne diskriminacije iz
kojeg je ocitan rezultat genotipizacije za svakog ispitanika (Slika 3.). Umnazanje je smatrano
uspjesnim ako je do 30. ciklusa umnazanja nastala mjerljiva koli¢ina produkta, dok je u
slu¢aju kasnog umnazanja ponovljena analiza za taj uzorak, po potrebi i s veCom koli¢inom

kalupa DNA.

HPA Sh

0.8 ®e

o8 o™
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HPA Sa

Slika 3. Graficki prikaz rezultata alelne diskriminacije na primjeru polimorfizma HPA-5. X os prikazuje
intenzitet fluorescencije izvjestiteljske boje VIC, a Y os prikazuje intenzitet izvjestiteljske boje FAM. Svaki
ispitivani uzorak prikazan je pomoc¢u obojenog kruga. Crvenom bojom prikazani su uzorci ispitanika u kojima je
biljezena fluorescencija samo izvjestiteljske boje VIC te su stoga ispitanici genotipizirani kao homozigoti za alel
a (HPA-5 aa). Plavom bojom prikazani su uzorci ispitanika u kojima je biljezena fluorescencija samo
izvjestiteljske boje FAM te su stoga ispitanici genotipizirani kao homozigoti za alel b (HPA-5 bb). Zelenom
bojom prikazani su uzorci ispitanika u kojima je biljezena fluorescencija obje izvjestiteljske boje te su stoga
ispitanici genotipizirani kao heterozigotni nositelji oba alela (HPA-5 ab). Svjetloplavim kvadratom obiljeZen je
uzorak negativne kontrole. Krizi¢em je oznacen uzorak ¢ija genotipizacija nije uspjela.
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3.2.5. Dokazivanje polimorfizama ITGA2 807 T/C i 873 G/A, te GP1BA (-5) T/C

Dokazivanje polimorfizama ITGA2 807 C/T i1 873 G/A, te GP1BA (-5) T/C provedeno
je metodom Q-PCR uz pomoc¢ specifi¢nih pocetnica nakon koje je slijedila analiza krivulje
taljenja (engl. melting curve, MC) na temelju prethodno objavljenih postupaka (223, 224).

Specifi¢nost umnozenih produkata utvrdena je analizom krivulje taljenja, a temelji se
na prisutnosti tzv. HybProbe sonde u PCR smjesi koje su komplementarne genotipu jednog
alela. Jednu HybProbe sondu zapravo ¢ine dva fluorescentno obiljezena hibridizirajuca
oligonukleotida koji se vezu na umnozeni slijed tijekom faze sljepljivanja pocetnica PCR-a.
Jedan oligonukleotid oznacen je na 5' kraju akceptorskom fluoresciraju¢om bojom, u ovom
slucaju LightCycler® Red 640 (LCRed640), a 3' kraj je modificiran fosforilacijom (P) kako bi
produljenje oligonukleotida bilo sprijeeno. Drugi oligonukleotid je oznacen na 3' kraju
donorskom fluoresciraju¢om bojom fluorescein (FL). U slu¢aju HybProbe sondi FRET
izmedu donorske 1 akceptorske boje je mogu¢ samo kad su obje oligonkleotidne sonde u
blizini, to jest, hibridizirane za ciljnu DNA, kada dolazi do fluorescencije akceptorske boje.
To svojstvo se koristi u kvantifikaciji nastaloga produkta pomo¢u mjerenja fluorescencije u
stvarnom vremenu tijekom faze sljepljivanja pocetnica, ali i u analizi krivulje taljenja sondi s
umnozenog produkta.

Nakon provedenog PCR-a uz pomo¢ specifi¢nih pocéetnica, umnozeni produkti se
kratko denaturiraju porastom temperature i zatim naglo renaturiraju spustanjem temperature.
Tada se prisutne fluorescentno obiljeZene sonde vezu na umnozene produkte prilikom cega
nastaju homodupleksi, ali i heterodupleksi u slu¢aju prisutnih promjena slijeda u umnozenom
produktu. Nadalje, postupnim porastom temperature dolazi do denaturacije homodupleksa i
heterodupleksa sto uzrokuje za genotip karakteristi¢nu mjerljivu promjenu fluorescentnog
signala ovisnu o porastu temperature. Rezultat analize graficki se prikazuje kao derivacija
fluorescencije uzoraka ovisna o porastu temperature, gdje se Tm sondi s umnoZzene ciljne
DNA prikazuju kao pikovi za svaki uzorak. Promjene u slijedu za koji hibridizira
oligonukleotidna sonda uzrokuju pomak Tm sonde s ciljne DNA na nesto nizu temperaturu, a
time 1 promjenu fluorescencijskog signala prilikom analize krivulje taljenja, Sto omogucuje
razlikovanje uzoraka ¢estoga homozigota (visa Tm homodupleksa), rijetkoga homozigota
(niza Tm heterodupleksa) i heterozigota (prisutna dva pika koji odgovaraju Tm homodupleksa
i heterodupleksa).

Po tri uzorka razli¢itih genotipova, €iji je genotip potvrden Sangerovim

sekvenciranjem, koristena su u svrhu potvrde metode za pojedini polimorfizam, a heterozigot
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je koristen kao pozitivna kontrola u svakoj seriji prilikom analize uzoraka nepoznatih

genotipova.

3.2.5.1. Genotipizacija metodom Q-PCR-MC

Koristeni materijali:

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

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

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

e vrtlozna mjesalica (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 njihajuéi 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, Svicarska)

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

o modificirane DNA-polimeraze Taq
o reakcijskoga 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

o ITGA2807C/T-R 5-TTTAACTTT CCCAGCTGCC-3

o ITGA2873G/A-F 5-GCAAGTCTTTAT TTAATTTTATC-3
o ITGA2873G/A-R 5-CTCAGT ATATTGTCATGGTTG -3

o GP1BA (-5) T/IC-F  5- GCA GGG GGA TCC ACT CAA -3

o GP1BA (-5) T/IC-R 5-GGT TGTGTCTTT CGG CAG G -3'

66



3. Materijali i metode

e otopine fluorescentno obiljezenih oligonukleotidnih sondi, 8 UM (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, SAD), pohranjene na -20 °C zasticene od svjetla

o ITGA2807 C/T-S1  5-LCRed640-TGT TTG TGA GGT CCC CAC CAT-
ATT GG -Ph-3'

o ITGA2807 C/T-S2 5-CTT GCA TAT TGA ATT GCT CCG AAT -FI-3'

o ITGA2873 G/A-S1 5'- LCRed640-AAT GGT AGT TGT AAC TGA CGG-
TGA AT -Ph-3'

o ITGA2873 G/A-S2 5-GCG ACG AAG TGC TAC GAA AG -FI-3

o GP1BA (-5) T/C-S1 5-LC640- CCT CCT CTT GCT GCT CCT GCT GCC-
-Ph-3'

o GP1BA (-5) T/C-S2 5'- CCA CAG GCC CTC ATG CCT C -FI-3' (sonda je

komplementarna rjedem alelu u slucaju kojeg je ocekivana Tm sonde veca)

e destilirana sterilna voda

Postupak:

Reakcijska smjesa za jednoga ispitanika za svaki ispitivani polimorfizam pripravljena
je na ledu mijesanjem odgovarajucih koli¢ina uzorka genomske DNA, prethodno razrijedene
destiliranom sterilnom vodom na koncentraciju od 50 ug/mL, otopina F, R, S1i S2,
LightCycler® 480 Genotyping Master i destilirane sterilne vode do ukupnog volumena od 20
uL prema protokolu u Tablici 18. Svi sastojci reakcijske smjese osim LightCycler® 480
Genotyping Master-a, koji je njeZzno promijes$an prevrtanjem bocice, prije pipetiranja su
promijesani na vrtloznoj mijeSalici i zatim svi spusSteni na dno epruvete kratkim
centrifugiranjem u maloj stolnoj centrifugi. U svakoj seriji uzoraka za svaki polimorfizam
koriStene su i negativna kontrola bez kalupa DNA u kojoj je umjesto uzorka dodan isti
volumen destilirane sterilne vode i referentna pozitivna kontrola heterozigotnoga genotipa.
Nakon pipetiranja reakcijskih smjesa na plo¢icu s 96 reakcijskih jazica, ploCica je pokrivena
adhezivnom folijom i centrifugirana na brzini od 1000 g tijekom jedne minute na temperaturi
od 4 °C kako bi se sav sadrzaj reakcijske smjese spustio na dno reakcijskih jazica i uklonili

mjehurici.
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Tablica 18. Izrada Q-PCR-MC smjese za dokazivanje polimorfizama ITGA2 807 C/T i 873

G/A, te GP1BA (-5) T/C.
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Reagens V (UL) C

LightCycler® 480 Genotyping Master 4,0 1x
F 1,0 0,5 uM
R 1,0 0,5 uM
S1 1,0 0,4 uM
S2 0,5 0,2 uM

destilirana sterilna voda 10,5 /

genomska DNA 2,0 5,0 pg/mL

V — volumen, C — kona¢na koncentracija u PCR smjesi, F — uzvodna pocetnica, R —nizvodna poéetnica, S1 —
sonda obiljeZena akceptorskom fluoresciraju¢om bojom, S2 — sonda obiljezena donorskom fluoresciraju¢om
bojom, DNA — deoksiribonukleinska kiselina.

PCR reakcija provedena je u uredaju za Q-PCR uz pripadajuci racunalni program pri
sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 10 min; 40 ciklusa umnazanja koji
se sastoje od denaturacije na 95 °C tijekom 10 s, sljepljivanja poc¢etnica na 58 °C tijekom 10
s, kada je provedeno i mjerenje fluorescencije u svrhu prac¢enja koli¢ine umnozenih
produkata, i zatim produljenja pocetnica na 72 °C tijekom 15 s. Odmah nakon zavrSetka PCR-
a provedeno je taljenje umnozenih produkata na istom uredaju pri sljede¢im uvjetima:
denaturacija na 95 °C tijekom 1 min, renaturacija i sljepljivanje sondi na 40 °C, postupno
zagrijavanje do 85 °C uz kontinuirano mjerenje fluorescencije. Nakon taljenja DNA uredaj je
ohladen na 40 °C tijekom 10 s.

Analiza dobivenih krivulja taljenja provedena je uz pomo¢ ra¢unalnoga programa uz
koriSteni uredaj za Q-PCR. Rezultat genotipizacije za svakoga ispitanika o¢itan je iz
grafickoga prikaza derivacije fluorescencije uzoraka ovisne o porastu temperature, gdje se Tm

sondi s umnoZene ciljne DNA prikazuju kao pikovi za svaki uzorak (Slika 4.).
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Slika 4. Rezultat genotipizacije metodom Q-PCR-MC. Prikazane su krivulje ovisnosti derivacije fluorescencije o
temperaturi, to jest, derivirane krivulje taljenja. A, crvenom bojom prikazani su uzorci ispitanika genotipa ITGA2
807 CC (jedan fluorescencijski pik na 61 °C odgovara alelu C), zelenom bojom prikazani su uzorci ispitanika
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 i 61 °C odgovaraju pristunosti oba alela); B, u
slucaju alela ITGA2 873G dobiva se fluorescencijski pik na temperaturi 63 °C (crveno), alela ITGA2 873A na
temperaturi 57 °C (zeleno), a u heterozigota ITGA2 873 GA vidljiva su oba pika (plavo); C, u slu¢aju alela
GP1BA (-5)T dobiva se fluorescencijski pik na temperaturi od oko 60 °C (plavo), alela GP1BA (-5)C na
temperaturi od oko 68 °C (zeleno), a u heterozigota GP1BA (-5) TC vidljiva su oba pika (crveno).

3.2.5.2. Kontrolna elektroforeza umnozenih produkata metodom Q-PCR-MC

Za uspjeSan postupak sekvenciranja, presudna je isklju€iva prisutnost specificnih

produkata. Odsutnost nespecifi¢nih produkata provjerena je kontrolnom elektroforezom 5 pL
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umnozenoga produkta u 2 % agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1 x puferu TBE uz
pomo¢ sustava za horizontalnu elektroforezu uz biljeg molekularne mase od po 100 bp, te
vizualizacijom rezultata uz pomo¢ UV kamere i pripadajuc¢ega racunalnog programa, a prema
postupku detaljno opisanom u potpoglavlju 3.2.3.2. (Slika 5). U slu¢aju polimorfizma ITGA2
807 C/T nastaje produkt veli¢ine 273 bp, u slu¢aju ITGA2 873 G/A nastaje produkt veli¢ine
169 bp, a u slu¢aju GP1BA (-5) T/C nastaje produkt veli¢ine 191 bp.

Slika 5. Rezultat kontrolne elektroforeze umnoZenih produkata metodom Q-PCR-MC u svrhu utvrdivanja
odsutnosti nespecifi¢nih produkata umnazanja prilikom genotipizacije polimorfizama ITGA2 807 C/T i 873 G/A
te GP1BA (-5) T/C. Elektroforetsko razdvajanje provedeno je pri naponu od 120 V tijekom 30 minuta. 1-3,
produkti umnaZzanja veli¢ine 101 bp za genotipizaciju ITGA2 807 C/T; 6-8, produkti umnaZanja veli¢ine 133 bp
za genotipizaciju ITGA2 873 G/A, ; 10-12, produkti umnazanja veli¢ine 191 bp za genotipizaciju GP1BA (-5)
TIC; 51 14, biljeg molekularne mase od po 100 bp; 4, 9, 13, negativna kontrola.

3.2.5.3. Sangerovo sekvenciranje umnozenih produkata metodom Q-PCR-MC

Sangerovo sekvenciranje opc¢enito se koristi kao zlatni standard za potvrdu rezultata
genotipizacije pa je stoga koristeno i u ovome radu za potvrdu rezultata detekcije geskih
varijanti. Sangerovo sekvenciranje se naziva i metodom prekida lanca (engl. chain
termination method) jer se temelji na koristenju razli¢ito fluorescentno obiljeZzenih
dideoksinukleozid-trifosfata (ddNTP), ¢ijom se nasumi¢nom ugradnjom tijekom faze
produljivanja pocetnica u rastuci lanac DNA onemogucuje daljnja sinteza lanca. Tako nastale
fluorescentno obiljeZene produkte razli¢itih veli¢ina moguce je razdvojiti kapilarnom gel
elektroforezom i oéitati ciljnu sekvenciju.

Nakon kontrolne elektroforeze na 2 % agaroznom gelu u svrhu provjere specifi¢nosti
produkata umnoZzenih novom metodom, provedeno je njihovo proc¢is¢avanje od ostataka
dNTP-ova, sondi, pocetnica i genomske DNA. Svaki pro¢is¢eni produkt koristen je u daljnje
dvije smjese za PCR s razli¢ito fluorescentno obiljezenim nukleotidima od kojih je pojedina
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umnazala samo kodiraju¢i, odnosno, samo nekodiraju¢i lanac jer je u smjesi koristena samo
jedna pocetnica, F ili R. Za obiljezeni PCR u svrhu sekvenciranja za sve polimorfizme
koriStene su iste pocetnice kao i za koriStene metode. Uklanjanje ostataka neugradenih
fluorescentno obiljeZzenih ddNTP-ova koji sluze kao terminatori umnazanja, dNTP-0va,
pocetnica, organskih otapala i soli koji mogu ometati daljnje korake, provedeno je
procis¢avanjem dobivenih produkata. Takvi fluorescentno obiljezeni i pro¢is¢eni produkti
razli¢itih veli¢ina bili su prikladni za razdvajanje kapilarnom gel elektroforezom, to jest,
sekvenciranje kodirajuc¢ega 1 nekodiraju¢ega lanca umnozenih produkata ¢ime je potvrden
genotip odabranih uzoraka za svaki ispitivani polimorfizam sekvenciranjem kao referentnom

metodom.

Koristeni materijali:

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

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

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

e vrtlozna mjesalica (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 otopine oligonukleotidnih poc¢etnica koriStene u novoj metodi, a u svrhu sekvenciranja
razrijedene destiliranom sterilnom vodom na radnu koncentraciju 3,3 UM

e illustra™ ExoProStar™ reagens za procis¢avanje PCR produkta (GE Healthcare,
Chicago, Illinois, SAD), pohranjen na -20 °C, sastoji se od mjeSavine enzima alkalne
fosfataze i egzonukleaze

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit za obiljezeni PCR (Life
Technologies Corporation, Austin, Texas, SAD), pohranjen na -20 °C, sastoji se od:

o BigDye™ Terminator v3.1 Ready reakcijske mjesavine, zasticene od svjetla,
pohranjene na -20 °C, sadrzi fluorescentno obiljeZene ddNTP-ove terminatore
umnazanja koji omogucavaju sekvenciranje

o pufera za sekvenciranje, 5 x koncentriranoga, pohranjenoga na +4 °C
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e NucleoSEQ® komplet za pro¢i§¢éavanje produkata za sekvenciranje (Machery-Nagel,
Diiren, Germany), sadrzi kolone za procis§¢avanje i epruvete za prikupljanje eluata

e MicroAmp plocice s 96 reakcijskih jazica i Septa pregradom za plocCice (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)

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

e geneticki analizator 3130xI (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)

e Sequencing Analysis software, verzija 5.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)

e destilirana sterilna voda

Postupak:

Pro¢is¢avanje 15 uL produkta umnazanja provedeno je mijeSanjem sa 6 pL reagensa
za prociS¢avanje PCR produkta i inkubacijom tako pripremljenih uzoraka na termobloku za
PCR pri sljede¢im uvjetima: procis¢avanje PCR produkata na temperaturi od 37 °C tijekom
15 minuta, inaktivacija enzima na temperaturi od 80 °C tijekom 15 minuta, hladenje na 4 °C.

Smjesa za PCR s fluorescentno obiljezenim nukleotidima za sekvenciranje
pripremljena je na ledu mijeSanjem odgovarajuc¢ih koli¢ina procis¢enoga produkta umnazanja,
BigDye® Terminator v3.1 Ready reakcijske mjesavine, pufera za sekvenciranje i samo jedne
F ili R pocetnice do ukupnoga volumena od 10 uL. prema protokolu u Tablici 19. Svi sastojci
reakcijske smjese osim BigDye® Terminator v3.1 Ready reakcijske mjesavine, koja je njezno
promijesana prevrtanjem bocice, prije pipetiranja su promijeSani na vrtloznoj mijesalici i

zatim svi spusteni na dno epruvete uz pomo¢ male stolne centrifuge.

Tablica 19. Izrada PCR smjese s fluorescentno obiljezenim nukleotidima za nastanak
umnozenih produkata prikladnih za sekvenciranje.

Reagens V (UL) C
BigDye® Terminator v3.1 Ready reakcijska mjeSavina 0,50
pufer za sekvenciranje 1,75 1x
FiliR 1,00 0,2 uM
proéis¢eni PCR produkt 6,75 /

V — volumen, C — kona¢na koncentracija u PCR smjesi, F —uzvodna poéetnica, R — nizvodna pocetnica, PCR —
lan¢ana reakcija polimeraze.

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

denaturacija na 96 °C tijekom 1 min; 25 ciklusa umnazanja koji se sastoje od denaturacije na
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96 °C tijekom 10 s, sljepljivanja pocetnica na 50 °C tijekom 5 s i produljenja pocetnica na 40
°C tijekom 4 min; hladenje na 4 °C.

Fluorescentno obiljeZeni produkti umnazanja za sekvenciranje, procis¢eni su pomocu
kompleta za procis¢avanje produkata za sekvenciranje bez odstupanja od preporuka
proizvodaca. Kolone za procis¢avanje centrifugirane su na brzini od 750 g tijekom 30 s kako
bi se punjenje spustilo na dno kolone i zatim hidrirane dodatkom 600 pL destilirane sterilne
vode inkubacijom na sobnoj temperaturi tijekom 30 min uz temeljito mijesanje. Uklonjen je
zaStitni poklopac na dnu kolone koja je zatim postavljena u epruvetu za skupljanje eluata i
centrifugirana na brzini od 750 g tijekom 2 min kako bi se uklonio viSak teku¢ine. Umnozeni
produkt nanesen je na sredinu kolone koja je postavljena u novu sterilnu epruvetu od 1,5 mL i
zatim centrifugirana na brzini od 750 g tijekom 5 minuta, nakon kojega se konaé¢ni proc¢iséeni
umnozeni produkt nalazio u epruveti od 1,5 mL. Razdvajanje tako procis¢enih fluorescentno
obiljezenih produkata provedeno je kapilarnom gel elektroforezom uz pomo¢ genetickoga
analizatora, a prema uputama proizvodaca instrumenta. Dobivena sekvencija nukleotida za
pojedini uzorak ocitan je uz pomoc¢ pripadajuc¢ega racunalnog programa.

Rezultati sekvenciranja, a time i to¢an genotip analiziranih uzoraka, oCitani su ru¢no
prema referentnim sekvencijama ITGA2 (225) i GP1BA (226), uz pomo¢ podataka o
poloZajima pocetnica i toénom polozaju polimorfizama ITGA2 807 C/T (227) i 873 G/A (228)
te GP1BA (-5) T/C (229) dostupnim u bazama podataka GenBank i doSNP na mreznim
stranicama NCBI-a (Slika 6).
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Slika 6. Rezultat sekvenciranja umnozenih produkata metodom Q-PCR-MC. A, B i C, uzorci genotipa ITGA2
807 CC,CTIiTT; D, E i F, uzorci genotipa ITGA2 873 GG, GA i AA; G, H i |, uzorci genotipa GP1BA (-5) TT,
TCiCC.

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

Dokazivanje polimorfizama SELP Ser290Asn, Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254
T/C provedeno je metodom Q-PCR uz pomo¢ specifi¢nih pocetnica nakon koje je slijedila
analiza krivulje taljenja visoke razlucivosti (engl. high resolution melting, HRM) (230).

HRM analiza temelji se na prisutnosti saturirajuce interkalirajuce boje u smjesi za

PCR koja fluorescira samo kad je vezana na dvolan¢anu molekulu DNA, $to omogucéava
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mjerenje fluorescencije tijekom faze produljivanja pocetnica i mjerenje krivulje taljenja
umnozenoga produkta (231). Nakon provedenoga PCR-a uz pomo¢ specifi¢nih pocetnica,
umnozeni produkti se kratko denaturiraju porastom temperature i zatim naglo renaturiraju
Spustanjem temperature prilikom ¢ega nastaju homodupleksi, ali i heterodupleksi u slu¢aju
prisutnih promjena slijeda u umnozenoj sekvenciji. Nadalje, postupnim porastom temperature
dolazi do denaturacije homodupleksa i heterodupleksa i posljedi¢ne disocijacije boje s DNA
Sto uzrokuje karakteristi¢nu mjerljivu promjenu fluorescentnog signala ovisnu o slijedu
umnozenoga produkta. 1z tog su razloga razli¢iti genotipovi karakterizirani razli¢itim oblicima
krivulje taljenja. Kako razlike karakteristiéne za pojedini genotip mogu biti diskretne, a
dobivene se krivulje mogu preklapati, usporedivanje dobivenih krivulja taljenja omoguéuju
posebni alati unutar pripadajué¢eg racunalnoga programa koji omoguc¢uju HRM analizu.
Normalizacija dobivenih krivulja taljenja postavljanjem lijevog i desnog grani¢nika na
linearne dijelove krivulja prije i nakon taljenja DNA omogucuje odredivanje apsolutne razlike
u koli¢ini fluorescencije ovisne o promjeni temperature, a tzv. pomak temperature (engl.
temperature shift) postavljanjem donjeg grani¢nika omogucuje uklanjanje pozadinskih signala
(Slika 7.). 1z dobivenih krivulja taljenja nakon Q-PCR-a, normalizacije i pomaka temperature
(Slika 8.), o¢itava se rezultat HRM analize te se grafi¢ki prikazuje kao relativna razlika
signala izmedu krivulja taljenja razli¢itih uzoraka ovisna 0 porastu temperature (Slika 9.). Na
takvom prikazu uzorci se automatski grupiraju u pretpostavljene genotipove prema dobivenoj
relativnoj razlici signala u odnosu na referentni uzorak, kontrolni uzorak koji je ¢es¢i

homozigot, uz odgovarajucu osjetljivost.
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Slika 7. 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.
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Slika 8. Prikaz dobivenih krivulja taljenja nakon Q-PCR-a, normalizacije i pomaka temperature, a prije HRM
analize u svrhu genotipizacije SELP Ser290Asn (A), Val599Leu (B) i Thr715Pro (C) te GP6 13254 T/C (D).

Slika 9. Graficki prikaz rezultata HRM analize u svrhu genotipizacije SELP Ser290Asn (A), Val599Leu (B) i
Thr715Pro (C) te GP6 13254 T/C (D). Prikazane su krivulje ovisnosti relativne razlike signala fluorescencije o
temperaturi nakon normalizacije i pomaka temperature.
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Kako metoda HRM ne koristi specifi¢ne i skupe fluorescentno obiljezene sonde
komplementarne pojedinom genotipu, ali je stoga i manje specifi¢na, pretezito se Koristi za
nespecifi¢no ispitivanje prisutnosti polimorfizama unutar umnozene sekvencije (engl. gene
scanning). Zbog visoke osjetljivosti metode moguce je dokazati specificne SNP-ove, ali je
klju¢na pazljiva optimizacija svih ¢imbenika koji mogu utjecati na HRM analizu i
uklju¢ivanje kontrolnih uzoraka ¢iji je to¢an genotip potvrden sekvenciranjem.

Metoda Q-PCR-HRM koristena za dokazivanje polimorfizama SELP Ser290Asn,
Val599Leu i Thr715Pro je temeljena na prethodnom saZetom priopéenju koristenja iste
metode za genotipizaciju ovih polimorfizama, ali uz pomo¢ druk¢ijih reagenasa i de novo
dizajniranih pocetnica za genotipizaciju polimorfizama SELP Ser290Asn i Val599Leu buduci
da objavljene pocetnice nisu proizvodile o¢ekivane produkte umnazanja niti pri opisanim, niti
pri razli¢itim isprobanim uvjetima (232). Nakon dizajniranja novih pocetnica, genotipizacija
je potvrdena Sangerovim sekvenciranjem, a zbog nize specifi¢nosti koristene metode,
provedena je i validacija za sva tri SELP polimorfizma u odnosu na prethodno koristenu
metodu alel-specificnoga PCR-a uz pomo¢ pocetnica specifi¢noga slijeda (engl. sequence
specific primer, SSP) (193, 230). U svrhu izrade ovoga doktorskog rada, na isti je na¢in
razvijena i validirana nova in house metoda za dokazivanje polimorfizma GP6 13254 T/C. Po
tri uzorka razlic¢itih genotipova, ¢iji je genotip potvrden sekvenciranjem, koritena su u svrhu
optimizacije metode za pojedini polimorfizam i kao pozitivne kontrole u svakoj seriji

prilikom analize uzoraka nepoznatih genotipova.

3.2.6.1. Dizajn pocetnica za Q-PCR-HRM

Pocetnice za genotipizaciju polimorfizama SELP Ser290Asn i Val599Leu te GP6
13254 T/C dizajnirane su na temelju referentnih sekvencija SELP (NG_012125.2) (233) i
GP6 (NG_031963.2) (234) i podataka o to¢noj lokaciji polimorfizma SELP Ser290Asn i
Val599Leu te GP6 13254 T/C dostupnim u bazi podataka GenBank na mreznim stranicama
Nacionalnoga centra za biotehnoloske informacije (engl. National Center for Biotechnology
Information, NCBI; Bethesda, Maryland, SAD) uz pomo¢ alata Primer-BLAST (235).
Prilikom dizajniranja zadani su uvjeti da pocetnice obuhvacaju pojedini polimorfizam, da
njihova temperatura taljenja iznosi ~ 60 °C i da PCR-om nastaje produkt umnazanja veli¢ine
izmedu 100 i 200 bp jer je male promjene u krivuljama taljenja, uzrokovane razlikama u
slijedu, lakse uociti uz pomo¢ HRM analize ako su umnoZzeni produkti kraéi (236). Osim toga,

alat ima moguénost odmah provjeriti predloZene parove pocetnica s obzirom na specifi¢nost
78



3. Materijali i metode

oc¢ekivanoga produkta umnazanja pri zadanim uvjetima, to jest, u odnosu na referentnu
sekvenciju ljudskoga genoma. Sekvencije parova pocetnica su zatim pregledane te je za svaki
polimorfizam odabran optimalan par prema procjeni Tm pocetnica i veli¢ina o¢ekivanoga

umnozenog produkta.

3.2.6.2. Genotipizacija metodom Q-PCR-HRM

Koristeni materijali:

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

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

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

e Vvrtlozna mjesalica (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 njihajuéi 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, Svicarska)

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

o Master Mix, 2 x koncentriran, sastoji se od:

= DNA-polimeraze FastStart Taq

= reakcijskoga pufera

= dNTP-ova (dATP, dCTP, dGTP i dUTP)

= fluorescirajuce boje LightCycler® 480 ResoLight
o otopina MgCly, 25 mM

e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 4 uM (Invitrogen, Waltham, Massachusetts,
SAD), pohranjene na -20 °C

o SELP Thr715Pro -F 5'- ATG AAC TGC TCC AACCTC TG -3
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o SELP Thr715Pro -R 5'- CCC ACATGA AAATTG TACCTT -3
e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 4 uM (Metabion International AG, Planegg,
Njemacka), pohranjene na -20 °C

o SELP Ser290Asn-F 5-CCT TGG TTATTC TCT CCAGCT GTG C -3
o SELP Ser290Asn -R 5'- AGC CGG GCT GGC ACT CAA AT -3

o SELPVal599Leu -F 5-TTG CAG GAGCCTCCCTTGTTATGAA-3
o SELPVal599Leu -R 5'- GGT TCC CTG CCC AGG AGT GGT -3'

o GP613254 T/C-F  5- ACAGCG ACA GAG CACAGATT -3

o GP613254 T/C-R  5- GAC CCT GCAGAACCT ACCTG -3

e destilirana sterilna voda

Postupak:

Reakcijska smjesa za jednoga ispitanika za svaki ispitivani polimorfizam pripravljena
je na ledu mijeSanjem odgovarajuc¢ih koli¢ina uzorka genomske DNA, prethodno razrijedene
destiliranom sterilnom vodom na koncentraciju od 10 pg/mL, otopina F i R, LightCycler®
480 HRM Master, otopine MgCl. i destilirane sterilne vode do ukupnoga volumena od 20 pL
prema protokolu u Tablici 20. Svi sastojci reakcijske smjese osim LightCycler® 480 HRM
Master Mix-a, koji je njezno promijesan prevrtanjem bocice, prije pipetiranja su promijesani
na vrtloZznoj mijesalici i zatim Svi spusteni na dno epruvete uz pomo¢ male stolne centrifuge.
U svakoj seriji uzoraka za svaki polimorfizam koriStene su i negativna kontrola bez kalupa
DNA u kojoj je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane sterilne vode i tri referentne
pozitivne kontrole, po jedna za svaki genotip. Nakon pipetiranja reakcijskih smjesa na plo¢icu
s 96 reakcijskih jazica, plocica je pokrivena adhezivnom folijom i centrifugirana na brzini od
1000 g tijekom jedne minute na temperaturi od 4 °C kako bi se sav sadrzaj reakcijske smjese

spustio na dno reakcijskih jaZica 1 uklonili mjehuri¢i.

Tablica 20. 1zrada Q-PCR-HRM smjese za dokazivanje polimorfizama SELP Ser290Asn,
Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C.

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

V —volumen, C — kona¢na koncentracija u PCR smjesi, HRM — krivulja taljenja visoke razlu¢ivosti, F —
uzvodna podetnica, R —nizvodna pocetnica, DNA — deoksiribonukleinska kiselina.
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PCR je proveden u uredaju za Q-PCR uz pripadajuci racunalni program pri sljede¢im
uvjetima: poc¢etna denaturacija na 95 °C tijekom 10 min; 45 ciklusa umnaZzanja koji se sastoje
od denaturacije na 95 °C tijekom 10 s, sljepljivanja pocetnica na 60 °C tijekom 15 s i
produljenja pocetnica na 72 °C tijekom 25 s tijekom koje je provedeno mjerenje
fluorescencije u svrhu prac¢enja koli¢ine umnozenih produkata. Odmah nakon zavrsetka PCR-
a provedeno je taljenje umnozenih produkata na istom uredaju pri sljede¢im uvjetima:
denaturacija na 95 °C tijekom 1 min, renaturacija i vezanje hibridizacijskih sondi na 40 °C
tijekom 1 min, postupno zagrijavanje od 70 °C do 95 °C brzinom 0,02 °C/s uz kontinuirano
mjerenje fluorescencije. Nakon taljenja DNA uredaj je ohladen na 40 °C tijekom 10 s.

Prije HRM analize dobivenih krivulja taljenja za seriju uzoraka nepoznatih genotipa,
provjerene su dobivene krivulje umnazanja za sve uzorke. UmnaZzanje je smatrano uspjeSnim
ako je do 30. ciklusa umnazanja nastala mjerljiva koli¢ina produkta, dok je u slu¢aju kasnoga
umnazanja ponovljena analiza za taj uzorak, po potrebi i s ve¢om koli¢inom kalupa DNA.

HRM analiza dobivenih krivulja taljenja provedena je uz pomo¢ rac¢unalnoga
programa uz koristeni uredaj za Q-PCR. Nakon normalizacije krivulja i pomaka temperature,
kao referentna krivulja taljenja za automatsko grupiranje u pretpostavljene genotipove za
svaki genotip odabrana je krivulja taljenja kontrolnoga uzorka referentnoga genotipa, za SELP
Ser290Asn koristen je genotip SS, za SELP Val599Leu genotip VV, za SELP Thr715Pro
genotip TT, aza GP6 13254 T/C genotip TT, uz uobicajena osjetljivost od 0,3 za SELP
Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C, dok je za SELP Ser290Asn po potrebi koristena
niza osjetljivost. Rezultat genotipizacije za svakoga ispitanika ocitan je iz grafickoga prikaza
relativnih razlika signala izmedu krivulja taljenja razli¢itih uzoraka ovisnih o promjeni
temperature, ali i dodatno provjeren usporedbom krivulje za pojedinoga ispitanika s

krivuljama za kontrolne referentne uzorke sva tri moguca genotipa (Slika 9.).

3.2.6.3. Kontrolna elektroforeza umnozenih produkata metodom Q-PCR-HRM

Za uspjesnu HRM analizu, kao i postupak sekvenciranja, presudna je iskljuéiva
prisutnost specifi¢nih produkata. Odsutnost nespecifiénih produkata provjerena je kontrolnom
elektroforezom 5 puL. umnozenog produkta u 2 % agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1
x puferu TBE uz pomo¢ sustava za horizontalnu elektroforezu uz biljeg molekularne mase od
po 100 bp, te vizualizacijom rezultata uz pomo¢ UV kamere i pripadajuceg racunalnog

programa, a prema postupku detaljno opisanom u potpoglavlju 3.2.3.2. (Slika 10.).
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Slika 10. Rezultat kontrolne elektroforeze umnozenih produkata metodom Q-PCR-HRM u svrhu utvrdivanja
odsutnosti nespecifi¢nih produkata umnaZanja prilikom genotipizacije polimorfizama SELP Ser290Asn,
Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C. Elektroforetsko razdvajanje provedeno je pri naponu od 120 V
tijekom 30 minuta. 1 i 14, biljeg molekularne mase od po 100 bp; 2-4, produkt umnazanja veli¢ine 130 bp u tri
uzorka razli¢itih genotipa za genotipizaciju SELP Ser290Asn; 6-8, produkt umnazanja veli¢ine 184 bp u tri
uzorka razli¢itih genotipa za genotipizaciju SELP Val599Leu; 10-12, produkt umnazanja veli¢ine 163 bp u tri
uzorka razli¢itih genotipa za genotipizaciju SELP Thr715Pro; 15-17, produkt umnazanja veli¢ine 114 bp u tri
uzorka razli¢itih genotipa za genotipizaciju GP6 13254 T/C; 5, 9, 13 i 18, negativna kontrola.

3.2.6.4. Sangerovo sekvenciranje umnozenih produkata metodom Q-PCR-HRM

Nakon pocetnog testiranja metode Q-PCR-HRM za genotipizaciju GP6 13254 T/C za
sekvenciranje odabrana su tri uzorka svrstanih u tri razli¢ita genotipa, a koji su zatim posluzili
kao kontrolni uzorci referentnoga genotipa za optimizaciju metode. Sekvenciranje je koriSteno
i kao referentna metoda za odabrane uzorke u svrhu ispitivanja analiti¢ke osjetljivosti
prilikom validacije metode Q-PCR-HRM za genotipizaciju istoga polimorfizma te za
utvrdivanje to¢noga genotipa uzoraka koji su dali nepodudarne rezultate genotipizacije SELP
polimorfizama uz pomo¢ metoda PCR-SSP i Q-PCR-HRM prilikom ispitivanja analiti¢ke
osjetljivosti u sklopu validacije metode Q-PCR-HRM.

Sekvenciranje je provedeno prema postupku prethodno opisanom u potpoglavlju
3.2.5.3. Rezultati sekvenciranja, a time i to¢an genotip analiziranih uzoraka, o¢itani su ru¢no
prema referentnim sekvencijama SELP (NG_012125.2) (233) i GP6 (NG_031963.2) (234), uz
pomo¢ podataka o poloZzajima pocetnica i tocnom poloZaju polimorfizama SELP Ser290Asn
(237), Val599Leu (238) i Thr715Pro (239) te GP6 13254 T/C (240) dostupnim u bazama
podataka GenBank i dbSNP na mreznim stranicama NCBI-a (Slika 11).
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Slika 11. Rezultat sekvenciranja umnozenih produkata metodom Q-PCR-HRM na primjeru genotipizacije
polimorfizma GP6 13254 T/C. Budu¢i da uredaj nema mogucénost o€itavanja sekvencija kra¢ih od ~ 50 bp,
prikazan je rezultat sekvenciranja samo jednog lanca jer se polimorfno mjesto nalazi blizu drugog kraja
produkta. A, genotip TT; B, genotip TC; C, genotip CC.

3.2.6.5. Validacija metode Q-PCR-HRM

Plan validacije izraden je prema internom laboratorijskom protokolu validacije metoda
preuzetom i prilagodenom prema Standardima i smjernicama za Klinicke geneticke
laboratorije Americ¢kog koledza za medicinsku genetiku i genomiku (engl. American College
of Medical Genetics and Genomics Standards and Guidelines for Clinical Genetics
Laboratories) (241).

U svrhu validacije metode Q-PCR-HRM za genotipizaciju polimorfizama SELP
Ser290Asn, Val599Leu i Thr715Pro, odabrani su uzorci na temelju rezultata inicijalnoga
genotipiziranja prethodno koristenom metodom PCR-SSP, a za validaciju iste metode za
genotipizaciju polimorfizma GP6 13254 T/C, odabrani su uzorci na temelju rezultata
inicijalnoga genotipiziranja istom metodom. Za svaki polimorfizam odabrana su po 3 uzorka
razli¢itoga genotipa za ispitivanje preciznosti. Ponovljivost je ispitana u seriji od 20 mjerenja,
a medupreciznost (ponovljivost iz dana u dan) je ispitana tijekom 20 dana. Za ispitivanje
to¢nosti, analitiCke osjetljivosti i analiticke specifi¢nosti, odabrano je 20 uzoraka Cestog
homozigota, 10 heterozigota i 10 uzoraka rijetkoga homozigota za svaki polimorfizam, osim
za GP6 13254 T/C, gdje su koristena 2 uzorka rijetkoga homozigota jer je samo u dva uzorka
pretpostavljen genotip CC inicijalnom genotipizacijom pomo¢u metode Q-PCR-HRM.

Za odredivanje analiticke osjetljivosti metode Q-PCR-HRM za odredivanje
polimorfizama SELP Ser290Asn, Val599Leu i Thr715Pro, kao referentna metoda koristen je
PCR-SSP (193). U slu¢aju nepodudarnih rezultata genotipizacije izmedu metoda, toan

genotip utvrden je Sangerovim sekvenciranjem detaljno opisanom u potpoglavlju 3.2.6.4. Za
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odredivanje analiticke osjetljivosti metode Q-PCR-HRM za odredivanje polimorfizma GP6

13254 T/C kao referentna metoda je izravno koristeno sekvenciranje.

Svi rezultati su iskazani kao postotak slaganja s 95 % intervalima pouzdanosti (CI), uz

kriterij prihvatljivosti > 95 % i prikazani u Tablici 21.

Tablica 21. Rezultati validacije metode Q-PCR-HRM za genotipizaciju polimorfizama SELP
Ser290Asn, Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C.

.. . . analiticka analiticka
SNP ponovljivost medupreciznost tocnost osjetljivost specificnost
% slaganja (95 % CI)
SELP 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Ser290Asn (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100)
90 %*
SELP 100 % 100 % 100 % (76,3-97,2) 100 %
Val599Leu (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100) 100 %** (92,1 -100)
(92,1 -100)
90 %*
SELP 100 % 100 % 100 % (76,3-97,2) 100 %
Thr715Pro (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100) 100 %** (92,1 -100)
(92,1 -100)
GP6 100 % 100 % 100 % 96,9 % 100 %
13254 T/C (92,1 -100) (92,1 -100) (92,1 -100) (83,8-99,9) (92,1 -100)

SNP — polimorfizam jednoga nukleotida, Cl — interval pouzadnosti, SELP — P-selektin, GP — glikoprotein, * —
rezultat nakon inicijalne genotipizacije; ** — rezultat nakon ponovljene analize pomocu obje metode i

sekvenciranja.

Za vecinu ispitivanih parametara za sve polimorfizme dobiveno je 100 % slaganje

rezultata (95 % CI = 92,1 % — 100 %) prilikom ispitivanja preciznosti, to¢nosti, analiticke

osjetljivosti i analiti¢ke specifi¢nosti metode Q-PCR-HRM. Ispitivanje analiti¢ke osjetljivosti

za polimorfizam SELP Val599Leu otkrilo je ¢etiri od 40 ispitanih uzoraka s nepodudarnim

rezultatom genotipizacije. Naime, genotipizacija metodom PCR-SSP rezultirala je genotipom

TT kod sva Cetiri uzorka, dok je metoda Q-PCR-HRM rezultirala genotipom GG. Sli¢ni

rezultati dobiveni su i prilikom ispitivanja analiticke osjetljivosti za polimorfizam SELP

Thr715Pro, gdje je takoder za Cetiri od 40 ispitanih uzoraka dobiven nepodudaran rezultati

genotipizacije. Genotipizacija metodom PCR-SSP rezultirala je genotipom CC kod sva Cetiri

uzorka, dok je metoda Q-PCR-HRM rezultirala s tri genotipa AA i jednim genotipom AC.

Ispitivanje analiticke osjetljivosti za polimorfizam GP6 13254 T/C otkrilo je jedan od 32

ispitana uzorka s nepodudarnim rezultatom genotipizacije. Naime, genotipizacija metodom Q-

PCR-HRM rezultirala je genotipom CC, dok je sekvenciranje rezultiralo genotipom TT (Slika

12.). Kako je tijekom provodenja ovoga istrazivanja metodom Q-PCR-HRM utvrden genotip
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CC u samo dva ispitanika koja su ukljucena u validaciju, od kojih je jedan genotip korigiran
nakon sekvenciranja, u slu¢aju koristenja ove metode i dobivanja genotipa CC preporuca se
dobiveni rezultat potvrditi sekvenciranjem kao referentnom metodom.

Radi provjere zbunjujuéih rezultata, uzorci upitnih genotipa ponovo su genotipizirani
uz pomo¢ obje metode. Genotipizacija koristenjem Q-PCR-HRM metode za oba
polimorfizma potvrdila je prethodno dobivene rezultate istom metodom. Medutim, PCR-SSP
koriSten za genotipizaciju Val599Leu rezultirao je svim genotipovima GG, a za Thr715Pro
genotipizacija je rezultirala s tri genotipa AA i jednim genotipom AC, sto je ukazalo na
pogresnu pocetnu genotipizaciju pomo¢u metode PCR-SSP. Da bi se ustanovio to¢an genotip,
provedeno je dodatno Sangerovo sekvenciranje detaljno opisano u potpoglavlju 3.2.6.4.
Rezultati sekvenciranja bili su u skladu s rezultatima dobivenim Q-PCR-HRM metodom
(Slika 12.) na temelju kojih je korigiran rezultat analiticke osjetljivosti za genotipizaciju
polimorfizama SELP Val599Leu i Thr715Pro metodom Q-PCR-HRM.
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Slika 12. Rezultat Sangerovog sekvenciranja umnozenih produkata metodom Q-PCR-HRM u svrhu
genotipizacije polimorfizma SELP Val599Leu i Thr715Pro za uzorkE Kkoji su dali nepodudarne rezultate u
odnosu na metodu PCR-SSP te polimorfizma GP6 13254 T/C za jedan uzorak s nepodudarnim rezultatom
genotipizacije. Polimorfho mjesto oznaceno je crvenom strelicom. Budu¢i da uredaj nema moguénost oéitavanja
sekvencija kracih od ~ 50 bp, a polimorfno mjesto se nalazi blizu drugoga kraja produkta umnazanja, prikazan je
rezultat sekvenciranja samo jednoga lanca uz pomoc¢ F pocetnice. A-D, Kromatogrami sekvenciranja Cetiri
uzorka nepodudarnih rezultata genotipizacije polimorfizma SELP Val599Leu. Ruénim pregledom je utvrden
genotip GG kod sva 4 uzorka; E-H, kromatogrami sekvenciranja etiri uzorka nepodudarnih rezultata
genotipizacije polimorfizma SELP Thr715Pro. Ruénim pregledom je utvrden genotip AA kod tri uzorka (E, G i
H) i genotip AC kod jednoga uzorka (F); 1, kromatogram sekvenciranja jednoga uzorka nepodudarnoga rezultata
genotipizacije polimorfizma GP6 13254 T/C. Ru¢nim pregledom je utvrden genotip TT.
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Validacijom Q-PCR-HRM za genotipizaciju polimorfizama SELP Ser290Asn,
Val599Leu i Thr715Pro te GP6 13254 T/C utvrdeno je da je metoda precizna, to¢na
specifi¢na i osjetljiva, a da se u slucaju genotipa GP6 13254 CC preporuca potvrditi rezultat

sekvenciranjem.

3.2.7. Dokazivanje polimofrizma SELP Asn562Asp

Dokazivanje polimorfizma SELP Asn562Asp provedeno je prethodno opisanom
metodom alel-specificnoga PCR-a uz pomo¢ SSP-a, nakon koje je slijedila analiza umnozenih
produkata elektroforetskim razdvajanjem u 2 % agaroznom gelu (193).

Metoda podrazumijeva pripremu dvije reakcijske smjese za umnazanje za isti uzorak
prilikom ¢ega je F pocetnica u obje reakcijske smjese ista, dok je R pocetnica u jednoj
reakcijskoj smjesi komplementarna slijedu DNA jednogaa alela (divljeg tipa), a R pocetnica u
drugoj reakcijskoj smjesi komplementarna slijedu DNA drugoga alela (mutacija ili
polimorfizam). Uz pocCetnice za ispitivane alele, svaka reakcijska smjesa sadrzi i par pocetnica
koji umnaza dio kontrolnoga gena S-globulin. Rezultat genotipizacije o¢itava se nakon
provedenoga PCR-a i elektroforetskoga razdvajanja umnozenih produkata u agaroznom gelu
gdje je moguce razlikovanje homozigota za jedan alel kod kojih je zabiljezen nastanak
oc¢ekivanoga produkta samo u prvoj reakcijskoj smjesi, homozigota za drugi alel kod kojih je
zabiljezen nastanak oc¢ekivanoga produkta samo u drugoj reakcijskoj smjesi, 1 konacno,
heterozigotnih nositelja oba alela kod kojih je zabiljeZen nastanak o¢ekivanoga produkta u
obje reakcijske smjese. Nastanak o¢ekivanoga produkta umnazanja za kontrolni gen S-
globulin Kkoristi se kao pozitivna kontrola uspje$nosti umnaZanja u svakoj reakcijskoj smjesi.
Kontrolni uzorci poznatih genotipova, dobiveni od autora metode (193), koriSteni su kao

pozitivna kontrola genotipizacije.

Koristeni materijali:
e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 100 M, pohranjene na -20 °C (TIB Molbiol,
Berlin, Njemacka)
o Asn562Asp-F 5- AAG TAG AAC TGT CTT AGC AAG TAC -3
o 562Asn-R 5-CTCCACCTGYCATTTCTCTTGTA-3
o 562Asp-R 5-CTCCACCTG YCATTTCTCTTGTG-3
e otopine oligonukleotidnih pocetnica za kontrolni gen S-globulin, 10 puM, pohranjene

na -20 °C (TIB Molbiol, Berlin, Njemacka)
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o p-glob-F 5- GGT TGG CCAATC TAC TCC CAG G -3
o p-glob-R 5- GCT CAC TCAGTG TGG CAA AG -3
DNA-polimeraza AmpliTaq aktivnosti 5 U/uL, pohranjena na -20 °C (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
10 x PCR pufer | (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD), sastoji se od:
o Tris-HCI 100 mM, pH 8
o KCI 500 mM
o MgCl 15 mM
otopina dNTP-ova, 10 mM, (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
destilirana sterilna voda
plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL i 0,2 mL
plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 —1 mL, 10 —
200 pL 10,1 — 10 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
automatske pipete volumena 0,1 — 1 mL, 10 — 200 pL i 0,1 — 10 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka)
vrtlozna mjesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)
mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
termoblok za PCR GeneAmp PCR System 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD)
sustav za horizontalnu elektroforezu koji se sastoji od plasti¢noga kalupa za izlijevanje
gela 1 pripadajucega nosaca, ¢esljica za stvaranje jazica, kadice, poklopca s
elektrodama i ispravljaca (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)
pufer TBE, 10 x koncentriran, prije koriStenja razrijeden na 1 x uz pomo¢ destilirane
sterilne vode, priprava opisana u potpoglavlju 3.2.3.2.
agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
otopina etidijeva bromida 0,07 %, pohranjena na +4 °C (inno-train Diagnostik GmbH,
Kronberg, Njemacka)
termostatirana magnetska mjeSalica TK22 (Kartell, New York, New York, SAD)
pufer za nanoSenje uzoraka, alikvotiran i pohranjen na +4 °C, priprava opisana u
potpoglavlju 3.2.3.2.
biljeg molekularne mase od po 100 bp, pohranjen na -20 °C (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, SAD)
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e UV kamera G-BOX Chemi XRQ (Syngene, Cambridge, Velika Britanija) i
pripadajuéi racunalni program GeneSys, verzija 1.6.1.0 (Syngene, Cambridge, Velika
Britanija)

Postupak:

Za jednoga ispitanika priredene su dvije reakcijske smjese, jedna za umnazanje alela
SELP 562Asn i druga za umnazanje alela SELP 562Asp, mijesanjem odgovarajucih koli¢ina
uzoraka genomske DNA, po potrebi razrijedene destiliranom sterilnom vodom na
koncentraciju od 150 — 200 ug/mL, DNA-polimeraze, 10 x PCR pufera I, otopine dNTP-ova,
otopina pocetnica za kontrolni gen, otopine pocetnice Asn562Asp-F, otopine alel-specifi¢ne
pocetnice 562Asn-R ili 562Asp-R, te destilirane sterilne vode do ukupnoga volumena od 10
uL prema protokolu u Tablici 22. Svi sastojci reakcijske smjese osim DNA-polimeraze su
prije pipetiranja promije$ani na vrtloznoj mijesalici 1 zatim spusteni na dno epruvete uz
pomo¢ male stolne centrifuge. U svakoj seriji uzoraka koristena je i negativna kontrola bez

kalupa DNA, u kojoj je umjesto uzorka dodan jednak volumen destilirane sterilne vode.

Tablica 22. 1zrada PCR smjese za dokazivanje polimorfizma SELP Asn562Asp.

Reagens V (UL) C

10 x PCR pufer I 1,0 1x
otopina dNTP-ova 0,8 0,2 mM

DNA-polimeraza AmpliTaq 0,1 0,05 U/uL
B-globin-F 0,2 0,2 uM
B-globin-R 0,2 0,2 uM
Asn562Asp-F 0,1 1,0 uM
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 — konac¢na koncentracija u PCR smjesi, PCR — lan¢ana reakcija polimeraze, dNTP —
deoksinukleozid-trifosfati, DNA — deoksiribonukleinska kiselina, F — uzvodna pocetnica, R — nizvodna
pocetnica.

Umnazanje je provedeno u termobloku za PCR pri sljede¢im uvjetima: pocetna
denaturacija na 95 °C tijekom 2 min; 10 ciklusa umnazanja koji se sastoje od denaturacije na
95 °C tijekom 10 s i sljepljivanja pocetnica na 65 °C tijekom 1 min; 20 ciklusa umnazanja
koji se sastoje od denaturacije na 95 °C tijekom 10 s, sljepljivanja pocetnica na 61 °C tijekom
1 min i produljenja pocetnica na 72 °C tijekom 20 s; kona¢no produljenje pocetnica na 72 °C

tijekom 10 min; hladenje na 4 °C.
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Razdvajanje umnozenih produkata ispitanika provedeno je elektroforezom u 2 %
agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1 x puferu TBE uz pomo¢ sustava za horizontalnu
elektroforezu uz biljeg molekularne mase od po 100 bp i vizualizacijom rezultata uz pomo¢
UV kamere i pripadajuéeg racunalnog programa prema postupku detaljno opisanom u
potpoglavlju 3.2.3.2. Prisutnost pojedinog alela SELP Asn562Asp utvrden je prema
oc¢ekivanom produktu umnazanja veli¢ine 141 bp u pojedinoj reakcijskoj smjesi nakon ¢ega je
utvrden genotip ispitanika, dok je prisustvo produkta umnazanja veli¢ine 536 bp u svakoj
reakcijskoj smjesi oznacavao uspjesno umnozen dio gena kao unutarnje kontrole uspjesnosti
umnazanja (Slika 13.). Odsustvo oc¢ekivanog produkta umnazanja dijela kontrolnog gena

ukazalo je na neuspje$nu PCR reakciju za taj uzorak.

Slika 13. Rezultat elektroforetskoga razdvajanja umnozenih produkata metodom PCR-SSP u svrhu
genotipizacije polimorfizma SELP Asn562Asp. Elektroforetsko razdvajanje provedeno je pri naponu od 120 V
tijekom 30 minuta. Prisutnost pojedinog alela SELP Asn562Asp utvrden je prema o¢ekivanom produktu
umnazanja veli¢ine 141 bp u pojedinoj reakcijskoj smjesi nakon ¢ega je utvrden genotip ispitanika, dok je
prisustvo produkta umnazanja veli¢ine 536 bp u svakoj reakcijskoj smjesi oznacavao uspjeSno umnozen dio gena
kao unutarnje kontrole uspjesnosti umnazanja. 1-2, uzorak genotipa AsnAsn; 3-4, uzorak genotipa AsnAsp; 5-6,
uzorak genotipa AspAsp; 7-8, negativna kontrola; 9, biljeg molekularne mase od po 100 bp.
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3.2.8. Dokazivanje polimorfizma GP1BA VNTR

Dokazivanje polimorfizma GP1BA VNTR provedena je prethodno opisanom
metodom PCR-a pomocu specifi¢nih pocetnica, nakon koje je slijedila analiza umnozenih
produkata elektroforetskim razdvajanjem u 2 % agaroznom gelu (171).

Metoda podrazumijeva umnazanje regije bogate GC parovima uz pomo¢ posebno
prilagodenoga kompleta reagensa GC-RICH PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Basel,
Svicarska). Rezultat genotipizacije o¢itava se nakon provedenoga PCR-a i elektroforetskoga
razdvajanja umnozenih produkata u agaroznom gelu gdje je moguce razlikovanje pojedinih
alela prema razlici u veli¢ini nastalih PCR produkata ovisno o broju ponavljanja niza od 39
bp. Zbog nemoguénosti pribavljanja kontrolnih uzoraka, za potvrdu metode provedeno je
sekvenciranje pet uzoraka razli¢itih genotipa (BB, CC, BC, BD i CD) prema postupku
prethodno opisanom u potpoglavlju 3.2.5.3. Rezultati za uzvodnu i nizvodnu sekvenciju su
ocitani ruéno prema referentnoj sekvenciji NG_008767.2 (226) dostupnoj u bazi podataka
GenBank na mreznoj stranici NCBI-ja, a to¢an genotip analiziranih uzoraka utvrden je
temeljem razlika u broju ponavljanja niza od 39 bp unutar umnozenih sekvencija u odnosu na

sekvenciju najucestalijega genotipa CC (rezultati nisu prikazani).

Koristeni materijali:
e otopine oligonukleotidnih pocetnica, 5 UM, 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), pohranjen 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, 5 M (engl. resolution solution)
e otopina dNTP-ova, 10 mM, (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD)
e destilirana sterilna voda

e plasti¢ne jednokratne sterilne epruvete bez DNaza i RNaza volumena 1,5 mL i 0,2 mL
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plasti¢ni jednokratni sterilni nastavci bez DNaza i RNaza volumena 0,1 —1 mL, 10 —
200 pL 10,1 — 10 pL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

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

vrtlozna mjesalica (Cleaver Scientific, Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo)

mala stolna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

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

sustav za horizontalnu elektroforezu koji se sastoji od plasti¢noga kalupa za izlijevanje
gela 1 pripadajucega nosaca, ¢esljica za stvaranje jaZica, kadice, poklopca s
elektrodama i ispravljaca (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD)

pufer TBE, 10 x koncentriran, prije koriStenja razrijeden na 1 x uz pomo¢ destilirane
sterilne vode, priprava opisana u potpoglavlju 3.2.3.2.

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

otopina etidijeva bromida 0,07 %, pohranjena na +4 °C (inno-train Diagnostik GmbH,
Kronberg, Njemacka)

termostatirana magnetska mjeSalica TK22 (Kartell, New York, New York, SAD)
pufer za nanoSenje uzoraka, alikvotiran i pohranjen na +4 °C, priprava opisana u
potpoglavlju 3.2.3.2.

biljeg molekularne mase od po 100 bp, pohranjen na -20 °C (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, SAD)

UV kamera G-BOX Chemi XRQ (Syngene, Cambridge, Velika Britanija) i
pripadajuéi raGunalni program GeneSys, verzija 1.6.1.0 (Syngene, Cambridge, Velika

Britanija)

Postupak:

Reakcijska smjesa za jednoga ispitanika priredena je mijeSanjem odgovarajucih

koli¢ina uzoraka genomske DNA, po potrebi razrijedene destiliranom sterilnom vodom na

koncentraciju 4 — 200 pg/mL, enzimske mjesavine, rezolucijske otopine, pufera za PCR,

otopine pocetnica VNTR-F i VNTR-R, otopine dNTP-ova, te destilirane sterilne vode do

ukupnoga volumena od 25 pLL prema protokolu u Tablici 23. Svi sastojci reakcijske smjese

osim DNA-polimeraze su prije pipetiranja promijesani na vrtloznoj mijesalici i zatim spusteni

na dno epruvete uz pomo¢ male stolne centrifuge. U svakoj seriji uzoraka koriStena je i
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negativna kontrola bez kalupa DNA, u kojoj je umjesto uzorka dodan jednak volumen

destilirane sterilne vode.

Tablica 23. 1zrada PCR smjese za dokazivanje polimorfizma GP1BA VNTR.

Reagens V (UL) C
rezolucijska otopina 2,5 05M
otopina dNTP-ova 2,0 0,8 mM
VNTR-F 1,0 0,2 uM
VNTR-R 1,0 0,2 uM
pufer za PCR 5,0 1x
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 — konac¢na koncentracija u PCR smjesi, PCR — lan¢ana reakcija polimeraze, dNTP —
deoksinukleozid-trifosfati, DNA — deoksiribonukleinska kiselina, F — uzvodna pocetnica, R — nizvodna

pocetnica.

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

denaturacija na 95 °C tijekom 3 min; 35 ciklusa umnazanja koji se sastoje od denaturacije na

95 °C tijekom 30 s, sljepljivanja pocetnica na 58 °C tijekom 30 s i produljenja pocetnica na

72 °C tijekom 45 s; kona¢no produljenje pocetnica na 72 °C tijekom 7 min; hladenje na 4 °C.

Razdvajanje umnozenih produkata ispitanika provedeno je elektroforezomu 2 %

agaroznom gelu s etidijevim bromidom u 1 x puferu TBE uz pomoc¢ sustava za horizontalnu

elektroforezu uz biljeg molekularne mase od po 100 bp i vizualizacijom rezultata uz pomo¢

UV kamere i pripadajucega racunalnog programa prema postupku detaljno opisanom u

potpoglavlju 3.2.3.2. Prisutnost o¢ekivanih produkata umnazanja veli¢ine 479 bb u sluc¢aju

alela B, veli¢ine 440 bp u slucaju alela C 1 401 bp u slu¢aju alela D u pojedinoj reakcijskoj

smijesi, koriStena je za utvrdivanje genotipa GP1BA VNTR ispitanika (Slika 14.).
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Slika 14. Rezultat elektroforetskoga razdvajanja umnoZzenih produkata metodom PCR u svrhu genotipizacije
polimorfizma GP1BA VNTR. Elektroforetsko razdvajanje provedeno je pri naponu od 120 V tijekom 45 minuta.
1, uzorak genotipa CC (440 bp); 2, uzorak genotipa BB (479 bp); 3, uzorak genotipa CD (440 i 401 bp); 4,
uzorak genotipa BC (479 i 440 bp); 5, uzorak genotipa BD (479 i 401 bp); 6, negativna kontrola; 7, biljeg
molekularne mase od po 100 bp.
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3.3. Statisticka obrada prikupljenih podataka

Ispitane su razlike u zastupljenosti djecaka i djevojcica u ukupnoj skupini ispitanika s
IMU-om i podtipovima testom usporedbe proporcija, dok su razlike izmedu djecaka i
djevojcica u dobi, izrazenoj kao medijan i raspon, u ukupnoj skupini ispitanika s IMU-om i
podtipovima ispitane Mann-Whitneyevim testom u statistickom programu MedCalc, verzija
15.8 (MedCalc Software, Ostend, Belgija).

Ucestalost pojedinih alela i genotipova za sve ispitivane polimorfizme u svim
ispitivanim skupinama prikazani su kao postotak i broj. Deskriptivna analiza, ispitivanje
Hardy-Weinbergove ravnoteze (razlika izmedu dobivenih i o¢ekivanih genotipova) i
asocijacijska analiza genotipova za sve polimorfizme osim GP1BA VNTR i APOE £2-4
provedeni su u programu za statistiCku analizu asocijacijskih studija SNPStats (Katalonski
institut za onkologiju, Barcelona, Spanjolska) koji analizira pojedinaéne SNP-ove prema
viSestrukim modelima i haplotipove na temelju univarijatne logisticke regresije uz mogucnost
korekcije za kovarijable spol i dob koje mogu utjecati na rezultat statistickih analiza (242,
243).

Odabir najprikladnijega modela pojedinih genotipova za univarijatnu logisti¢ku
regresiju proveden je u statistickom programu SNPStats pomoc¢u parametra koji procjenjuje
prediktivnu mogucnost pogreske i kvalitetu modela (engl. Akaike information criterion, AIC)
pri ¢emu je kao najbolji model odabran dominantni model (usporedba heterozigotne i
homozigotne varijante s homozigotnim divljim tipom). Zbog nizih, iako i dalje bliskih
vrijednosti AIC, za pojedine polimorfizme je dodatno prikazan i recesivan (usporedba
homozigotne varijante s heterozigotnom varijantom i homozigotnim divljim tipom) ili
prekodominantni model (usporedba heterozigotne varijante s obje homozigotne varijable).

Buduc¢i da statisticki program SNPStats nema moguénost asocijacijske analize alela,
genskih varijacija s vise od tri moguca genotipa, ni mogucnost multivarijatne analize, analiza
polimorfizma GP1BA VNTR i i APOE €2-4, asocijacijska analiza alela i multivarijatna
logisticka regresija za polimorfizme u cijelosti su provedene u statistickom programu
MedCalc, verzija 15.8 (MedCalc Software, Ostend, Belgija) koriStenjem logisti¢ke regresije.
Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze za polimorfizme GP1BA VNTR i APOE ¢2-4
procijenjeno je pomo¢u ¥ testa.

Za polimorfizme GP1BA VNTR i APOE €2-4 uz kodominantni model za svaki
moguci genotip, dodatno je dizajnirano i ispitano po tri razli¢ita regresijska modela analize:

jedan model u kojem su usporedeni svi genotipovi razli¢iti od referentnoga u odnosu na
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referentni genotip (za GP1BA VNTR: BB + BD + CD + BC vs. CC; za APOE €2/2 +¢€2/3 +
€2/4 + €3/4 + €4/4 vs. €3/3), te dva modela u kojima su s referentnim genotipom usporedeni
grupirani genotipovi koji sadrze pojedini alel u slucaju GP1BA VNTR (BB + BD + BC vs.
CC i1BD + CD vs. CC), to jest, haplotip u slucaju APOE €2-4 (€2/2 +€2/3 + €2/4 vs. €3/3 1
€2/4 + €3/4 + €4/4 vs. €3/3). Nadalje, za svaku skupinu ispitanika zasebno je analiziran model
multivarijatne logisticke regresije s kombinacijom polimorfizama koji su u modelima
univarijatne logisticke regresije ishodili rezultat P < 0,100. Sve analize radene u statistickom
programu MedCalc nisu korigirane za kovarijable spol i dob zbog nepodudarnosti s
rezultatima dobivenih u statistickom programu SNPStats, to jest, ograni¢enja koriStenoga
statistickog programa.

Ispitivani polimorfizmi su kombinirani prema kromosomskoj lokalizaciji te su
odabrana 1 ispitana Cetiri potencijalna haplotipa smjestenih na razli¢itim kromosomima
sastavljenih od viSe razli¢itih polimorfizama kako slijedi:

I. haplotip F5 1601 G/A /HR2/SELP Ser290Asn/Asn562Asp/Val599Leu/Thr715Pro

na 1. kromosomu,

I1. haplotip ITGA2 807 C/T /873 G/A /HPA-5 na 5. kromosomu,

I11. haplotip GP1BA (-5) T/C /VNTR/HPA-1/HPA-2/HPA-3/ACE 1/D na 17.

kromosomu,

IV. haplotip APOE £2-4/GP6 13254 T/C na 19. kromosomu.

Analiza odabranih haplotipova provedena je pomoc¢u programa za statisticku analizu
asocijacijskih studija SNPStats (Katalonski institut za onkologiju, Barcelona, Spanjolska) i
statisticko-programskoga jezika R, verzija 3.2.2. (R Core Team, Be¢, Austrija), uz korekcije
za spol i dob. Neravnoteza povezivanja (engl. linkage disequlibrium, LD; statisticka
korelacija izmedu razli¢itih polimorfizama lociranih na istome kromosomu koja opisuje
vjerojatnost da se pojedini aleli ¢eS¢e nasljeduju zajedno u populaciji) izmedu razli¢itih
polimorfizama koji se nalaze na istom kromosomu ispitana je i prikazana pomocu parametra
D', osim za povezanost polimorfizma GP1BA VNTR gdje nije moguée odrediti D' ve¢ je
prikazan Cramerov V. Kao kriterij uklju¢ivanja najmanje dva polimorfizma u daljnju analizu
haplotipova odabrana je najéeS¢e koriStena vrijednost u literaturi D' > 0,800, odnosno,
Cramerov V > 0,800. Najces¢e kombinacije alela koristene su kao referentni haplotipovi u
analizi povezanosti pojedinoga haplotipa s pojavom IMU-a u djece i podtipova bolesti
modelom logisticke regresije u odnosu na kontrolnu skupinu.

Povezanost svakoga pojedinac¢nog alela, genotipa u univarijatnoj logistickoj regresiji,
kombinacije polimorfizama u multivarijatnoj logistickoj regresiji i haplotipa s rizikom od
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nastanka bolesti izraZzena je kao omjer izgleda (engl. odds ratio, OR) s odgovaraju¢im 95 %-
tnim intervalima pouzdanosti (engl. confidence intervals, Cl). Prikazane su P vrijednosti prije
I nakon provedene Benjamini-Hochbergove korekcije radi uklanjanja utjecaja visestrukog
testiranja koje moze znacajno utjecati na dobivene rezultate geneti¢kih asocijacijskih studija

(244-246). P vrijednosti < 0,050 smatrane su statisti¢ki znacajnima.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike skupina ispitanika te raspodjela IMU-a i podtipova bolesti s obzirom
na spol i dob

Karakteristike svih skupina ispitanika uklju¢enih u ovo istrazivanje, kao i rezultati
ispitivanja razlike u zastupljenosti djecaka i djevojcica u ukupnoj skupini ispitanika s IMU-
om i podtipovima bolesti, te rezultati ispitivanja razlike u dobi dijagnoze izmedu djecaka i
djevojcica u ukupnoj skupini ispitanika s IMU-om i podtipovima bolesti prikazani su u
Tablici 24.

Tablica 24. Karakteristike skupina ispitanika.

Skupina Djevojtice Djecaci pa pb
ispitanika N Dob N Dob
Kontrolna skupina | 80 79(6d-1809) 105 69g(6d-180) / /
IMU 80 1g6m(0d-189) 105 | 3g3m((0d-17g6m) 0,008* 0,314
AIMU 64 1g8m(0d-18¢) 90 |1g11m((0d-17g6m) | 0,004* 0,551
PAIMU 33 2m7d(0d-12g) 41 3m(@0d-99) 0,111 0,728
DAIMU 31| 7g3m(@4m10d-18gqg) | 49 8g9g(8m-17g6m) <0,001* | 0,577
CSVT 16| 1g5m((@8d-13g5m) | 15 69g(9d-16g6m) 0,840 0,275
KIMU 30 8m((2d-9g10m) 39 11m((3d-16g8m) 0,024* 0,256
SIMU 16| 3gl0m(15d-15¢9) 27 5g2m(14d-18gq) <0,001* | 0,446

Dab je prikazana kao medijan i raspon, a izraZena je u godinama (g), mjesecima (m), odnosno danima (d). Zbog
nedostatka podataka o dobi dijagnoze i lokalizaciji IMU-a, prikazani su prikupljeni podaci za 29 djevojcica i 25
djecaka s PAIMU-om, 37 djevojcica i 26 djecaka s DAIMU-om, 14 djevojcica i 13 djecaka s CSVT-om, 25
djevojcica i 34 djecaka s KIMU-om te 12 djevojcica i 24 djecaka sa SIMU-om.

2 _ ispitivanje postojanja razlike u zastupljenosti djecaka i djevoj€ica u ukupnoj skupini ispitanika s IMU-om i
skupinama po podtipovima bolesti (koristen je test usporedbe proporcija), ® — ispitivanje postojanja razlike u
dobi dijagnoze izmedu djecaka i djevojéica u ukupnoj skupini ispitanika s IMU-om i skupinama po podtipovima
bolesti (koristen je Mann-Whitneyjev test), / — nije primjenjivo, IMU — ishemijski mozdani udar, AIMU —
arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni arterijski ishemijski mozdani udar, DAIMU - arterijski
ishemijski moZdani udar u dje¢joj dobi, SVT — tromboza venskih sinusa mozga, * — statisti¢ki znacajan rezultat.

Dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu zastupljenosti djecaka i djevojcica u
ukupnoj skupini djece s IMU-om te podtipovima AIMU-a, DAIMU-a, KIMU-a | SIMU-a u
vidu vece zastupljenosti djecaka, dok statisticki znac¢ajna razlika nije uocena u podtipovima

PAIMU-a i CSVT-a.
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4.2. Povezanost pojedinaénih ispitivanih polimorfizama s IMU-om u djece i s

podtipovima bolesti

U svrhu utvrdivanja kvalitete odabrane kontrolne skupine, prije samoga ispitivanja
povezanosti odabranih polimorfizama s pojavom bolesti, ispitana je Hardy-Weinbergova
ravnoteza u kontrolnoj skupini zasebno za svaki ukljuceni polimorfizam. Povezanost
pojedinacnih ispitivanih polimorfizama s IMU-om u djece i s podtipovima bolesti ispitana je
zasebno za svaki tip i podtip bolesti modelima univarijatne i multivarijatne logisticke regresije
uz koriStenje uobicajenih modela analize (kodominantni, dominantni, recesivni,

prekodominantni), a prema potrebi i alternativnih modela.

4.2.1. Ispitivanje Hardy-Weinbergove ravnotezZe u kontrolnoj skupini

Rezultati ispitivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini za sve
ispitivane polimorfizme prikazani su u Tablici 25. zajedno s ucestalosti pojedinih genotipova i
alela u kontrolnoj skupini. Za polimorfizam SELP Asn562Asp dobiveno je odstupanje od
Hardy-Weinbergove ravnoteze prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije. Buduci da
je napravljeno ukupno 21 ispitivanje, vjerojatnost da ¢e biti uo¢eno odstupanje kao rezultat
sluéajnosti je razmjerno velika (vjerojatnost dobivena binomnim testom za najmanje jedno
odstupanje prilikom 21 ispitivanja iznosi 0,659) (247). Upravo radi uklanjanja utjecaja
visestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih
vrijednosti te je nastavljeno provodenje korekcije u daljnjoj statistickoj obradi gdje je
primjenjivo. Nakon korekcije odbaceno je prethodno odstupanje za polimorfizam SELP

Asn562Asp koji je zatim ukljucen u daljnju statisticku obradu.

Tablica 25. Rezultati ispitivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze za ispitivane polimorfizme u
kontrolnoj skupini.

raspodjela genotipova

. . . . b
polimorfizam genotip % (N) P P

GG 97,3 (180)

F5 1601 G/A GA 27(5) 1,000 1,000
AA 81,1 (150)

F5 HR2 AG 18,4 (34) 1,000 1,000
GG 0,5(1)
GG 98,4 (182)

F2 20210 G/A GA 16 (3) 1,000 1,000
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raspodjela genotipova

i i i a b
polimorfizam genotip % (N) P P
GG 49,7 (92)
FGB -455 G/A GA 42,7 (79) 0,720 1,000
AA 7,6 (14)
GG 58,9 (109)
F13Al1 Val34Leu GT 37,3 (69) 0,400 1,000
TT 3,8(7)
5G5G 23,2 (43)
SERPINE1 PAI-1 I/D 5G4G 47,0 (87) 0,460 1,000
4G4AG 29,7 (55)
aa 74,1 (137)
ITGB3 HPA-1 a/b ab 24,3 (45) 1,000 1,000
bb 1,6 (3)
aa 81,1 (150)
GP1BA HPA-2 a/b ab 18,4 (34) 1,000 1,000
bb 0,5(1)
aa 29,7 (55)
ITGA2B HPA-3 a/b ab 51,9 (96) 0,550 1,000
bb 18,4 (34)
aa 79,5 (147)
ITGA2 HPA-5 a/b ab 19,5 (36) 1,000 1,000
bb 1,1(2)
cC 35,7 (65)
ITGA2 807 C/T CT 46,7 (85) 0,650 1,000
TT 17,6 (32)
GG 35,4 (64)
ITGA2 873 G/A GA 47,0 (85) 0,760 1,000
AA 17,7 (32)
TT 72,3 (133)
GP1BA (-5) T/IC TC 23,9 (44) 0,170 0,714
cC 3,8(7)
cC 65,9 (110)
CB 16,7 (28)
GP1BA VNTR CD 16,2 (27) 0,786 1,000
BD 0,6 (1)
BB 0,6 (1)
TT 76,6 (141)
GP6 13254 T/C TC 23,4 (43) 0,140 0,777
cC 0,0 (0)
GG 63,8 (118)
SELP Ser290Asn GA 29,7 (55) 0,130 0,910
AA 6,5 (12)
GG 20,3 (36)
SELP Asn562Asp GA 60,5 (107) 0,007* 0,147
AA 19,2 (34)
GG 80,0 (148)
SELP Val599Leu GT 19,5 (36) 0,700 1,000
TT 0,5(1)
AA 86,5 (160)
SELP Thr715Pro AC 11,9 (22) 0,070 0,735
cC 1,6 (3)
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. . . raspodjela genotipova a b
polimorfizam genotip % (N) P P
I 23,8 (44)
ACE I/D ID 50,3 (93) 1,000 1,000
DD 25,9 (48)
€3/3 74,0 (131)
€3/4 12,4 (22)
APOE £2-4 ziﬁ 11? g’ ) 0,984 1,000
€2/4 0,6 (1)
€2/2 0,6 (1)

Koristen je Fisherov egzaktni test, osim za GP1BA VNTR i APOE £2-4 gdje je koristen y? test. Radi uklanjanja
utjecaja viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija dobivenih P vrijednosti.

4 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, * — statisti¢ki znacajan rezultat.

4.2.2. Pojedinaéni polimorfizmi i IMU u djece

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece

s IMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisticke regresije u skupini djece s

IMU-om prikazani su u Tablici 26.

Tablica 26. Raspodjela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u djece s
IMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti genotipova i alela s pojavom bolesti.

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam genotip raspodjela alela, % (N) OR (95 % CI) p2 PP
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s IMU-om skupini
F5 GG 93,0 (172) 97,3 (180)
1601 G/A GA 7,0 (13) 2,7(5) 2,62 (0,87 —7,87) 0,075 0,773
G 96,5 (357) 98,6 (365)
A 3,5 (13) 1,4 (5) 2,66 (0,94—7,53) | 0,066 | 0,734
F5 AA 78,7 (144) 81,1 (150)
HR2 AG 20,8 (38) 18,4 (34) 1,45(0,84—251) | 0180 | 0,773
GG 5,0 (1) 0,5 (1)
A 89,1 (326) 90,3 (334)
G 10,9 (40) 9,7 (36) 1,14(0,71-1,83) | 0593 | 0,775
F2 GG 97,3 (180) 98,4 (182)
20210 G/A GA 2,7(5) 1,6 (3) 2,34(053-10,32) | 0250 | 0,773
G 98,6 (365) 99,2 (367)
A 1,4 (5) 0,8 (3) 1,68(0,40-7,08) | 0482 | 0,775
FGB GG 52,5 (96) 49,7 (92)
455 GIA GA 42,6 (78) 42,7 (79) 0,98 (0,62—153) | 0,920 | 0,980
AA 4,9 (9) 7,6 (14) 0,46 (0,16 - 1,33)° | 0,130° | 0,773
G 73,8 (270) 71,1 (263)
A 26,2 (96) 28,9 (107) 0,87(0,63-1,21) | 0415 | 0,734
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | Z1P raspodjela alela, % (N) OR (95 % Cl) pe pr
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s IMU-om skupini
F13A1 GG 60,1 (110) 58,9 (109)
Val34Leu GT 34,4 (63) 37,3 (69) 1,21 (0,77 —-1,91) 0,410 0,826
TT 5,5 (10) 3,8(7)
G 77,3 (283) 77,6 (287)
T 22,7 (83) 22,4 (83) 1,01(0,72—-1,43) | 0937 | 0,937
SERPINEL | 5G5G 24,6 (45) 23,2 (43)
PAI-11/D 5G4G 43,2 (79) 47,0 (87) 1,09 (0,64 —1,84) 0,760 0,921
4G4AG 32,2 (59) 29,7 (55)
5G 46,2 (169) 46,8 (173)
4G 53,8 (197) 53,2 (197) 1,02(0,77-1,37) | 0874 | 0,914
ITGB3 aa 70,3 (130) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 26,5 (49) 24,3 (45) 1,17 (0,71 -1,92) 0,540 0,826
bb 3,2 (6) 1,6 (3)
a 83,5 (309) 86,2 (319)
b 16,5 (61) 13,8 (51) 1,23(0,82-1,85) | 0,306 | 0,694
GP1BA aa 79,2 (145) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 19,7 (36) 18,4 (34) 1,16 (0,66 — 2,04) 0,600 0,826
bb 1,1(2) 0,5(1)
a 89,1 (326) 90,3 (334)
b 10,9 (40) 9,7 (36) 1,14(0,71-183) | 0593 | 0,775
ITGA2B aa 38,7 (70) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 43,6 (79) 51,9 (96) 0,64 (0,40 - 1,02) 0,061 0,760
bb 17,7 (32) 18,4 (34)
a 60,5 (219) 55,7 (206)
b 39,5 (143) 44,3 (164) 0,82(061—-1,10) | 0,187 | 0,694
ITGA2 aa 84,5 (152) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 14,4 (26) 19,5 (36) 0,61 (0,33 -1,12) 0,110 0,760
bb 1,12 1,12
a 91,7 (330) 89,2 (330)
b 8,3 (30) 10,8 (40) 0,75(046-1,23) | 0257 | 0,694
ITGA2 cC 41,7 (73) 35,7 (65)
807 C/IT CT 44,0 (77) 46,7 (85) 0,91 (0,57 — 1,46) 0,690 0,863
T 14,3 (25) 17,6 (32) 0,78 (0,41 —1,46)° | 0,430 | 0,826
C 63,7 (223) 59,1 (215)
T 36,3 (127) 40,9 (149) 0,82(061—111) | 0,203 | 0,694
ITGA2 GG 40,9 (70) 35,4 (64)
873 G/A GA 45,0 (77) 47,0 (85) 0,89 (0,55 - 1,44) 0,640 0,826
AA 14,0 (24) 17,7 (32) 0,74 (0,39—1,41)° | 0,360° | 0,802
G 63,5 (217) 58,8 (213)
A 36,5 (125) 41,2 (149) 0,82(061-112) | 0210 | 0,694
GP1BA T 76,2 (138) 72,3 (133)
(-5) T/C TC 21,0 (38) 23,9 (44) 0,87 (0,53—145) | 0,600 | 0,837
cc 2,8(5) 3,8(7) 0,49 (0,12-1,96)° | 0,290° | 0,773
T 86,7 (314) 84,2 (310)
C 13,3 (48) 15,8 (58) 0,82(0,54—1,24) | 0338 | 0,694
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4. Rezultati

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | Z1P raspodjela alela, % (N) OR (95 % Cl) pe pr
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s IMU-om skupini
GP1BA CcC 65,5 (114) 65,9 (110)
VNTR CB 17,2 (30) 16,7 (28) 1,03(0,58 - 1,84 | 0,910° | 0,974
CcD 13,2 (23) 16,2 (27) 0,82(0,44—152)° | 0532 | 0,837
BD 2,3(4) 0,6 (1) 3,86 (0,42 -35,08)¢ | 0,230° | 0,797
BB 1,73) 0,6 (1) 2,89 (0,30 — 28,25)¢ | 0,361¢ 0,802
1,02 (0,65 — 1,59)¢ 0,946° 0,974
1,19 (0,69 — 2,06)f 0,534 0,837
0,93 (0,52 — 1,68)¢ 0,811° 0,954
C 80,7 (281) 82,3 (275)
B 11,5 (40) 9,3 (31) 1,26 (0,77-2,08) | 0,358 | 0,694
D 7.8 (27) 8,4 (28) 0,94 (054—1,64) | 0838 | 0,918
GP6 T 75,0 (135) 76,6 (141)
13254 T/C TC 24,4 (44) 23,4 (43) 1,01(059-1,71) | 0980 | 0,980
cc 0,6 (1) 0,0 (0)
T 87,2 (314) 88,3 (325)
c 12,8 (46) 11,7 (43) 1,11(071-1,73) | 0653 | 0,775
SELP GG 68,1 (122) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 28,5 (51) 29,7 (55) 0,84 (052—1,35) | 0470 | 0837
AA 3,4 (6) 6,5 (12) 0,53 (0,18 — 1,59)° 0,250° 0,797
G 82,4 (295) 78,6 (291)
A 17,6 (63) 21,4 (79) 0,79 (054—1,14) | 0202 | 0,694
SELP GG 20,9 (37) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 54,8 (97) 60,5 (107) 0,98 (0,56 — 1,72) 0,950 0,974
AA 24,3 (43) 19,2 (34) 1,45 (0,84 —2,50)° | 0,190¢ | 0,760
G 48,3 (171) 50,6 (179)
A 51,7 (183) 49,4 (175) 1,09(0,82-147) | 0548 | 0775
SELP GG 82,1 (147) 80,0 (149)
Val599L eu GT 17,3 (31) 19,5 (36) 0,82 (0,46 — 1,46) 0,500 0,837
TT 0,6 (1) 0,5 (1)
G 90,8 (325) 89,7 (332)
T 9,2 (33) 10,3 (38) 0,90 (055—1,47) | 0674 | 0,775
SELP AA 82,9 (150) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 16,6 (30) 11,9 (22) 1,18 (0,63 — 2,21) 0,600 0,837
cc 0,5 (1) 1,6 (3)
A 91,2 (330) 92,4 (342)
c 8,8 (32) 7,6 (28) 1,18(0,70-2,01) | 0531 | 0,814
ACE I/ID T 15,8 (29) 23,8 (44)
ID 56,3 (103) 50,3 (93) 2,03(1,11-3,69)* | 0,018* | 0,720
DD 27,9 (51) 25,9 (48)
| 44,0 (161) 48,9 (181)
D 56,0 (205) 51,1 (189) 1,22(0,91-1,63) | 0180 | 0,694
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4. Rezultati

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | Z1P raspodjela alela, % (N) OR (95 % Cl) pe pr
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s IMU-om skupini
APOE €3/3 66,5 (119) 74,0 (131)
£2-4 £3/4 17,3 (31) 12,4 (22) 1,25(0,85- 2,83 | 0,152¢ | 0,797
£2/3 14,0 (25) 11,3 (20) 1,38(0,73-2,61) | 0,327 | 0818
e4/4 0,6 (1) 1,1(2) 0,55 (0,05 6,15) | 0,628 | 0,837
£2/4 1,1(2) 0,6 (1) 2,20 (0,20 - 24,59 | 0,521¢ | 0,906
£2/2 0,6 (1) 0,6 (1) 1,10 (0,07 - 17,80)¢ | 0,946° | 1,000
1,43 (0,91 - 2,27)¢ 0,121° 0,797
1,40 (0,76 — 2,58)" 0,279" 0,797
1,50 (0,84 — 2,66)! 0,167 0,835
€3 82,1 (294) 85,9 (304)
&4 9,8 (35) 7.6 (27) 1,34(0,79-227) | 0276 | 0,694
€2 8,1 (29) 6,5 (23) 1,30 (0,74 — 2,31) 0,362 0,694

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logisti¢kom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-ove, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
a _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
logisticke regresije prema kodominantnom modelu, € — 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), 9 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), " — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan £2 u odnosu na referentni genotip (£2/3 + €2/4 + £2/2 vs. €3/3), ' — prikazan je
rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrZe barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip
(€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), IMU — ishemijski mozdani udar, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval
pouzdanosti (engl. confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat.

Od ispitivanih polimorfizama jedino je za ACE I/D uocena statisticki znacajna
povezanost s IMU-om gdje prema dominantnom modelu nositelji genotipa ID ili DD imaju
dva puta veci rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje genotipa 1. Takoder je uocena i
veca ucestalost genotipa F5 1601 GA i alela A, te smanjena ucestalost genotipa HPA-3 ab i
bb u skupini djece s IMU-om, ali bez dokazane statisticke znacajnosti.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s IMU-om u odnosu na
kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisti¢ke
regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100
prikazani su u Tablici 27. Multivarijatnom analizom potvrden je 1,81 puta vecéi rizik za
nastanak IMU-a u djece nositelja genotipa ACE ID ili DD, ali je dodatno utvrden i gotovo tri
puta veci rizik za nastanak IMU-a u djece nositelja genotipa F5 1601 GA, dok se HPA-3 nije

pokazao znacajnim.
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4. Rezultati

Tablica 27. Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s IMU u odnosu na
kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisticka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % CI) P OR (95 % CI) p? PP
F5 1601 G/A 2,62 (0,87 -17,87) 0,075 2,91 (1,00 - 8,46)* 0,049* 0,074
ITGA2B HPA-3 a/b 0,64 (0,40 -1,02) 0,061 0,69 (0,44 - 1,07) 0,100 0,100
ACE I/D 2,03 (1,11 - 3,69)* 0,018* 1,81 (1,06 — 3,11)* 0,031* 0,093

@ _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence
interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat.

4.2.3. Pojedinaéni polimorfizmi i AIMU u djece

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece
s AIMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece

s AIMU-om prikazani su u Tablici 28.

Tablica 28. Raspodijela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u djece s
AIMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti genotipova i alela s pojavom
AlMU-a.

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam genotip r"’_‘sr_’oqje'a alela, % (N) . OR (95 % CI) p2 PP
alel u skupini djece u kontrolnoj
s AIMU-om skupini
F5 GG 92,2 (142) 97,3 (180)
1601 G/A GA 7,8 (12) 2,7(5) 3,01 (0,98 -9,24) 0,047 0,542
G 96,1 (296) 98,6 (365)
A 3,9 (12) 1,4 (5) 2,96 (1,03 -8,50)* | 0,044* 0,652
F5 AA 76,9 (117) 81,1 (150)
HR2 AG 22,4 (34) 18,4 (34) 1,72 (0,97 — 3,05) 0,063 0,542
GG 0,7 (1) 0,5(1)
A 88,2 (268) 90,3 (334)
G 11,8 (36) 9,7 (36) 1,25 (0,76 — 2,03) 0,378 0,652
F2 GG 97,4 (150) 98,4 (182)
20210 G/A GA 2,6 (4) 1,6 (3) 2,51(0,53-11,93) | 0,250 0,597
G 98,7 (304) 99,2 (367)
A 1,3 (4) 0,8(3) 1,61 (0,36 — 7,25) 0,535 0,727
FGB GG 51,3 (78) 49,7 (92)
-455 G/A GA 43,4 (66) 42,7 (79) 1,04 (0,65 - 1,68) 0,860 0,944
AA 5,3(8) 7,6 (14) 0,45 (0,14 - 1,45)° | 0,160° 0,591
G 73,0 (222) 71,1 (263)
A 27,0 (82) 28,9 (107) 0,91 (0,65-1,27) 0,576 0,727
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4. Rezultati

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece u kontrolnoj
s AIMU-om skupini
F13A1 GG 58,6 (89) 58,9 (109)
Val34Leu GT 35,5 (54) 37,3 (69) 1,35(0,83 - 2,19) 0,220 0,591
TT 5,9(9) 3,8(7) 2,08 (0,74 -5,87) | 0,160° 0,614
G 76,3 (232) 77,6 (287)
T 23,7 (72) 22,4 (83) 1,07 (0,75-1,54) | 0,701 0,768
SERPINE1 5G5G 25,0 (38) 23,2 (43)
PAI-1 1/D 5G4G 45,4 (69) 47,0 (87) 1,06 (0,60 — 1,88) 0,830 0,939
4G4AG 29,6 (45) 29,7 (55)
5G 47,7 (145) 46,8 (173)
4G 52,3 (159) 53,2 (197) 0,96 (0,71 -1,31) 0,808 0,845
ITGB3 aa 73,4 (113) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 22,7 (35) 24,3 (45) 1,00 (0,58 — 1,71) 0,990 0,990
bb 3,9(6) 1,6 (3) 2,60 (0,59 - 11,33)° | 0,200° 0,614
a 84,7 (261) 86,2 (319)
b 15,3 (47) 13,8 (51) 1,13(0,73-1,73) | 0,587 0,727
GP1BA aa 79,6 (121) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 19,1 (29) 18,4 (34) 1,14 (0,62 — 2,08) 0,670 0,922
bb 1,3(2) 0,5(2) 4,92 (0,42 -57,99)° | 0,190° 0,614
a 89,1 (271) 90,3 (334)
b 10,9 (33) 9,7 (36) 1,13 (0,69 - 1,86) 0,632 0,727
ITGA2B aa 41,7 (63) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 42,4 (54) 51,9 (96) 0,55 (0,33-0,90)* | 0,018* 0,591
bb 15,9 (24) 18,4 (34)
a 62,9 (190) 55,7 (206)
b 37,1 (112) 44,3 (164) 0,74 (0,54—-1,01) | 0,058 0,652
ITGA2 aa 84,0 (126) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 14,7 (22) 19,5 (36) 0,59 (0,30-1,13) | 0,110 0,591
bb 1,3(2) 1,1(2)
a 91,3 (274) 89,2 (330)
b 8,7 (26) 10,8 (40) 0,78 (0,47 - 1,32) 0,355 0,652
ITGA2 ccC 41,2 (61) 35,7 (65)
807 C/IT CT 43,9 (65) 46,7 (85) 0,94 (0,57 — 1,56) 0,820 0,933
TT 14,9 (22) 17,6 (32) 0,85 (0,44 -1,65)° | 0,640° 0,917
C 63,2 (187) 59,1 (215)
T 36,8 (109) 40,9 (149) 0,84 (0,61 -1,15) 0,282 0,652
ITGA2 GG 41,0 (59) 35,4 (64)
873 G/A GA 44,4 (64) 47,0 (85) 0,93 (0,56 — 1,54) 0,770 0,933
AA 14,6 (21) 17,7 (32) 0,82 (0,42 -1,60)° | 0,550° 0,860
G 63,2 (182) 58,8 (213)
A 36,8 (106) 41,2 (149) 0,83(0,61-1,14) 0,259 0,652
GP1BA TT 77,3 (116) 72,3 (133)
(-5) T/IC TC 20,7 (31) 23,9 (44) 0,86 (0,50 — 1,47) 0,570 0,860
CcC 2,0(3) 3,8(7) 0,37 (0,07 -1,84) | 0,190° 0,577
T 87,7 (263) 84,2 (310)
C 12,3 (37) 15,8 (58) 0,75 (0,48-1,17) | 0,208 0,652
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece u kontrolnoj
s AIMU-om skupini
GP1BA cC 65,0 (93) 65,9 (110)
VNTR CB 16,8 (24) 16,7 (28) 1,01 (0,55-1,87)¢ | 0,965¢ 0,988
CD 14,0 (20) 16,2 (27) 0,88 (0,46 — 1,66)¢ | 0,686 0,922
BD 2,1(3) 0,6 (1) 3,55 (0,36 — 34,69)¢ | 0,276 0,614
BB 2,1(3) 0,6 (1) 3,55 (0,36 — 34,69)¢ | 0,276 0,614
1,04 (0,65-1,66)¢ | 0,878¢ 0,933
1,18 (0,66 — 2,11)" | 0,568f 0,860
0,93(0,52-1,68)* | 0,811¢ 0,933
C 80,4 (230) 82,3 (275)
B 11,5 (33) 9,3(31) 1,27 (0,76 — 2,14) 0,364 0,652
D 8,0 (23) 8,4 (28) 0,98 (0,55 - 1,75) 0,951 0,951
GP6 T 73,1 (109) 76,6 (141)
13254 T/C TC 26,2 (39) 23,4 (43) 1,19 (0,68 — 2,06) 0,540 0,860
cC 0,7 (1) 0,0 (0)
T 86,2 (257) 88,3 (325)
C 13,8 (41) 11,7 (43) 1,21 (0,76 -1,91) | 0,423 0,652
SELP GG 69,6 (103) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 27,0 (40) 29,7 (55) 0,80 (0,48 - 1,32) 0,380 0,729
AA 3,4(5) 6,5 (12) 0,55 (0,17 -1,79)° | 0,300° 0,614
G 83,1 (246) 78,6 (291)
A 16,9 (50) 21,4 (79) 0,75(0,51-1,11) | 0,149 0,652
SELP GG 21,1 (31) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 55,1 (81) 60,5 (107) 0,96 (0,53 - 1,74) 0,890 0,933
AA 23,8 (35) 19,2 (34) 1,29 (0,72-2,32)¢ | 0,390° 0,729
G 48,6 (143) 50,6 (179)
A 51,4 (151) 49,4 (175) 1,08 (0,79-1,47) | 0,626 0,758
SELP GG 83,8 (124) 80,0 (148)
Val599Leu GT 15,5 (23) 19,5 (36) 0,66 (0,35 — 1,26) 0,200 0,577
TT 0,7 (1) 0,5 (1)
G 91,6 (271) 89,7 (332)
T 8,4 (25) 10,3 (38) 0,81 (0,47 —1,37) 0,425 0,652
SELP AA 82,0 (123) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 17,3 (26) 11,9 (22) 1,21 (0,62 — 2,34) 0,580 0,860
CcC 0,7 (1) 1,6 (3)
A 90,7 (272) 92,4 (342)
C 9,3(28) 7,6 (28) 1,26 (0,73 - 2,17) 0,412 0,729
ACE I 16,4 (25) 23,8 (44)
1/D ID 55,3 (84) 50,3 (93) 1,97 (1,04 - 3,72)* | 0,032* 0,577
DD 28,3 (43) 25,9 (48)
I 44,1 (134) 48,9 (181)
D 55,9 (170) 51,1 (189) 1,22 (0,90 — 1,65) 0,210 0,772
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece u kontrolnoj
s AIMU-om skupini
APOE €3/3 64,4 (96) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 18,1 (27) 12,4 (22) 1,67 (0,90-3,12)¢ | 0,104 | 0,577
€2/3 14,8 (22) 11,3 (20) 1,50 (0,78 —2,91)¢ | 0,228 | 0,577
g4/4 0,7 (1) 1,1(2) 0,68 (0,06 — 7,63)¢ | 0,756 0,961
€2/4 1,3(2) 0,6 (1) 2,73(0,24-30,54) | 0,415¢ | 0,744
€2/2 0,7 (1) 0,6 (1) 1,36 (0,08 — 22,09)¢ | 0,827¢ 0,961
1,57 (0,98 — 2,53)¢ | 0,062° 0,667
1,55(0,83-2,91)" | 0,173" 0,676
1,64 (0,91 - 2,96)' 0,103’ 0,738
€3 80,9 (241) 85,9 (304)
&4 10,4 (31) 7,6 (27) 1,45 (0,84—2,49) | 0,181 0,772
€2 8,7 (26) 6,5 (23) 1,43 (0,79 — 2,56) 0,235 0,772

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logistickom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-0ve, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
4 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
logisticke regresije prema kodominantnom modelu, ¢ — 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), 9 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), " — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan £2 u odnosu na referentni genotip (£2/3 + €2/4 + £2/2 vs. €3/3), ' — prikazan
je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan €4 u odnosu na referentni
genotip (€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), AIMU — arterijski ishemijski moZzdani udar, OR — omjer rizika (engl. odds
ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat.

Uocena je statisticki zna¢ajna povezanost nekoliko polimorfizama s AIMU-om u
djece. Nositelji genotipa ACE ID ili DD prema dominantnom modelu imaju dva puta veéi
rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje genotipa I1, a nositelji alela F5 1601A imaju tri
puta veéi rizik za nastanak bolesti u odnosi na nositelje divljega tipa. Primijecena je i veca
ucestalost genotipa F5 1601 GA u skupini djece s AIMU-om, ali rezultat nije dokazan kao
statisti¢ki znacajan. Suprotno tome nositelji genotipa HPA-3 ab i bb prema dominantnom
modelu imaju umjereno smanjen rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje genotipa aa, a
uocena je i Smanjena ucestalost alela b u skupini djece s AIMU u odnosu na kontrolnu
skupinu, ali bez dokazane statisticke znacajnosti. Takoder je uocena i veca ucestalost svih
genotipova razli¢itog od referentnoga u odnosu na referentni genotip APOE €3/3 u skupini
djece s AIMU-om, ali takoder bez utvrdene statisticke znacajnosti.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s AIMU-om u odnosu na

kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisticke
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4. Rezultati

regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100
prikazani su u Tablici 29. Multivarijatnom analizom potvrden je smanjen rizik za nastanak
AIMU-a u djece nositelja genotipa HPA-3 ab ili bb, ali je dodatno utvrden i Cetiri puta veci
rizik za nastanak AIMU-a u djece nositelja genotipa F5 1601 GA, dok polimorfizam ACE I/D

ipak nije pokazao povezanost s AIMU-om u multivarijatnom modelu logisticke regresije.

Tablica 29. Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s AIMU-om u odnosu
na kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisticka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) p? PP
F5 1601 G/A 3,01 (0,98 —9,24) 0,047 4,22 (1,29 - 13,81) 0,017* 0,058
F5 HR2 1,72 (0,97 — 3,05) 0,063 1,27 (0,730 - 2,22) 0,394 0,394
ITGA2B HPA-3 a/b 0,55 (0,33 - 0,90)* 0,018* 0,58 (0,36 — 0,93)* 0,023* 0,058
ACE I/D 1,97 (1,04 - 3,72)* 0,032* 1,63 (0,91 -2,92) 0,101 0,126
APOE £2-4° 1,57 (0,98 — 2,53) 0,062 1,59 (0,97 — 2,60) 0,066 0,110

@ _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi razli¢iti od
referentnog u odnosu na referentni genotip, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl.
confidence interval), * — statisticki znacajan rezultat.

4.2.4. Pojedina¢ni polimorfizmi i PAIMU

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece

s PAIMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisti¢ke regresije u skupini

djece s PAIMU-om prikazani su u Tablici 30.

Tablica 30. Raspodjela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u djece s
PAIMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti genotipova i alela s pojavom

PAIMU-a.
raspodjela genotipova, % (N)
_ . genotip raspo.dj.ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini . OR (95 % ClI) pe P
alel . u kontrolnoj
djece s skupini
PAIMU-om
F5 GG 89,2 (66) 97,3 (180)
1601 G/A GA 10,8 (8) 2,7(5) 3,16 (0,71 -14,01) 0,120 0,725
G 94,6 (140) 98,6 (365)
A 5,4 (8) 1,4 (5) 4,17 (1,34 - 12,97)* 0,014* 0,322
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4. Rezultati

raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini . OR (95 % CI) p? P
alel . u kontrolnoj
djece s skupini
PAIMU-om
F5 AA 78,1 (57) 81,1 (150)
HR2 AG 21,9 (16) 18,4 (34) 1,99 (0,78 — 5,09) 0,150 0,725
GG 0,0 (0) 0,5()
A 89,0 (130) 90,3 (334)
G 11,0 (16) 9,7 (36) 1,14 (0,61 - 2,13) 0,676 0,810
F2 GG 97,3 (72) 98,4 (182)
20210 G/A GA 2,7(2) 1,6 (3) 9,59 (0,18 — 500,39) 0,210 0,725
G 98,6 (146) 99,2 (367)
A 1,4(2) 0,8 (3) 1,68 (0,28 — 10,13) 0,574 0,806
FGB GG 49,3 (36) 49,7 (92)
-455 G/A GA 46,6 (34) 42,7 (79) 0,81 (0,39 - 1,68) 0,570 0,848
AA 4,1 (3) 7,6 (14) 0,42 (0,08 — 2,20)° 0,270° | 0,779
G 72,6 (106) 71,1 (263)
A 27,4 (40) 28,9 (107) 0,93 (0,60 - 1,42) 0,730 0,810
F13A1 GG 67,1 (49) 58,9 (109)
Val34Leu GT 27,4 (20) 37,3 (69) 1,21 (0,57 — 2,56) 0,620 0,873
TT 5,5 (4) 3,8(7) 2,61 (0,48 — 14,23)° 0,260°¢ 0,760
G 80,8 (118) 77,6 (287)
T 19,2 (28) 22,4 (83) 0,82 (0,51-1,32) 0,418 0,806
SERPINE1 5G5G 28,8 (21) 23,2 (43)
PAI-11/D 5G4G 45,2 (33) 47,0 (87) 1,18 (0,51 — 2,69) 0,700 0,917
4G4AG 26,0 (19) 29,7 (55) 0,72 (0,32 - 1,60)° 0,410° 0,779
5G 51,4 (75) 46,8 (173)
4G 48,6 (71) 53,2 (197) 0,83 (0,57 -1,22) 0,345 0,806
ITGB3 aa 75,3 (55) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 23,0 (17) 24,3 (45) 1,03 (0,44 — 2,39) 0,950 0,995
bb 2,7(2) 1,6 (3)
a 85,8 (127) 86,2 (319)
b 14,2 (21) 13,8 (51) 1,03 (0,60 - 1,79) 0,904 0,928
GP1BA aa 87,5 (63) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 12,5(9) 18,4 (34) 0,44 (0,14 - 1,34) 0,130 0,737
bb 0,0 (0) 0,5(1)
a 93,8 (135) 90,3 (334)
b 6,3(9) 9,7 (36) 0,619 (0,29 -1,32) 0,214 0,806
ITGA2B aa 41,7 (30) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 37,5 (27) 51,9 (96) 0,57 (0,27 — 1,22) 0,150 0,737
bb 20,8 (15) 18,4 (34) 0,42 (0,20 —0,91)% | 0,024%* | 0,650
a 60,4 (87) 55,7 (206)
b 39,6 (57) 44,3 (164) 0,82 (0,56 — 1,22) 0,330 0,806
ITGA2 aa 77,5 (55) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 19,7 (14) 19,5 (36) 0,75 (0,31 —1,82) 0,510 0,843
bb 2,8(2) 1,1(2)
a 87,3 (124) 89,2 (330)
b 12,7 (18) 10,8 (40) 1,20 (0,66 — 2,17) 0,552 0,806
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
djece s skupini
PAIMU-om
ITGA2 CcC 44,3 (31) 35,7 (65)
807 C/T CT 41,4 (29) 46,7 (85) 0,88 (0,41 —-1,90) 0,750 0,905
TT 14,3 (10) 17,6 (32)
C 65,0 (91) 59,1 (215)
T 35,0 (49) 40,9 (149) 0,78 (0,52 -1,17) 0,222 0,806
ITGA2 GG 43,5 (30) 35,4 (64)
873 G/A GA 42,0 (29) 47,0 (85) 0,88 (0,41 -1,90) 0,750 0,905
AA 14,5 (10) 17,7 (32)
G 64,5 (89) 58,8 (213)
A 35,5 (49) 41,2 (149) 0,79 (0,52 -1,18) 0,248 0,806
GP1BA TT 75,0 (54) 72,3 (133)
(-5) T/IC TC 20,8 (15) 23,9 (44) 0,95 (0,41 -2,19) 0,900 0,995
cC 4,2 (3) 3,8(7)
T 85,4 (123) 84,2 (310)
C 14,6 (21) 15,8 (58) 0,91 (0,53 -1,57) 0,740 0,810
GP1BA cC 74,6 (50) 65,9 (110)
VNTR CB 11,9 (8) 16,7 (28) 0,63 (0,27 — 1,48)° 0,287¢ 0,760
CD 11,9 (8) 16,2 (27) 0,65 (0,27 — 1,54)° 0,328° 0,760
BD 1,5(1) 0,6 (1) 2,20 (0,13 — 35,89)¢ 0,580¢ 0,848
BB 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,995¢ 0,995
0,66 (0,35 — 1,24)f 0,194 0,737
0,66 (0,29 — 1,49)¢ 0,319¢ 0,760
0,71(0,31 - 1,61)" 0,409" 0,818
C 86,6 (116) 82,3 (275)
B 6,7 (9) 9,3 (31) 0,69 (0,32 —1,49) 0,344 0,806
D 6,7 (9) 8,4 (28) 0,76 (0,35 -1,67) 0,496 0,806
GP6 TT 72,9 (51) 76,6 (141)
13254 T/C TC 27,1 (19) 23,4 (43) 0,98 (0,43 —2,27) 0,970 0,996
T 86,4 (121) 88,3 (325)
C 13,6 (19) 11,7 (43) 1,19 (0,67 — 2,13) 0,562 0,806
SELP GG 67,1 (47) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 27,1 (19) 29,7 (55) 0,97 (0,45 - 2,10) 0,940 1,000
AA 5,7 (4) 6,5 (12)
G 80,7 (113) 78,6 (291)
A 19,3 (27) 21,4 (79) 0,88 (0,54 —1,43) 0,608 0,806
SELP GG 21,4 (15) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 52,9 (37) 60,5 (107) 0,76 (0,31 -1,87) 0,560 0,887
AA 25,7 (18) 19,2 (34)
G 47,9 (67) 50,6 (179)
A 52,1 (73) 49,4 (175) 1,11 (0,75 - 1,65) 0,588 0,806
SELP GG 81,4 (57) 80,0 (148)
Val599Leu GT 17,1 (12) 19,5 (36) 0,63 (0,24 — 1,64) 0,340 0,760
TT 1,4 (1) 0,5(1)
G 90,0 (126) 89,7 (332)
T 10,0 (14) 10,3 (38) 0,97 (0,51 - 1,85) 0,928 0,928
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
dece s skupini
PAIMU-om
SELP AA 87,5 (63) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 12,5(9) 11,9 (22) 0,63 (0,21 -1,87) 0,400 0,820
cc 0,0 (0) 1,6 (3)
A 93,8 (135) 92,4 (342)
C 6,3(9) 7,6 (28) 0,81 (0,37 -1,77) 0,604 0,806
ACE I 19,2 (14) 23,8 (44)
1/D ID 54,8 (40) 50,3 (93) 1,22 (0,48 — 3,07) 0,680 0,905
DD 26,0 (19) 25,9 (48)
| 46,6 (68) 48,9 (181)
D 53,4 (78) 51,1 (189) 1,10 (0,75-1,61) 0,631 0,806
APOE €3/3 64,3 (45) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 20,0 (14) 12,4 (22) 1,85 (0,87 — 3,93)¢ 0,108° 0,650
€2/3 10,0 (7) 11,3 (20) 1,02 (0,40 — 2,57)¢ 0,968° 1,000
e4/4 1,4 (1) 1,1(2) 1,46 (0,129 — 16,44)¢ 0,762¢ 0,905
€2/4 2,9(2) 0,6 (1) 5,82 (0,516 — 65,76)° 0,154¢ 0,650
€2/2 1,4 (1) 0,6 (1) 2,91 (0,178 —47,51)° 0,453¢ 0,820
1,58 (0,87 — 2,86)" 0,130 0,871
1,32 (0,58 - 3,01)' 0,504' 0,871
1,98 (0,98 — 4,00)! 0,057 1,000
€3 79,3 (111) 85,9 (304)
e4 12,9 (18) 7,6 (27) 1,83 (0,97 — 3,44) 0,063 0,725
€2 7,9 (11) 6,5 (23) 1,31 (0,62 — 2,77) 0,481 1,000

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logisti¢kom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-ove, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
a_ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
dobiven prema prekodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat logisti¢ke regresije prema kodominantnom
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), ' —
prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrZe barem jedan €2 u odnosu na
referentni genotip (£2/3 + €2/4 + £2/2 vs. £3/3), ] — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrZe barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip (€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), PAIMU —
perinatalni arterijski ishemijski mozdani udar, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti
(engl. confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat, n. d. — nije dostupno.

Uocena je statisticki znacajna povezanost F5 1601 G/A i HPA-3 s PAIMU-om gdje
nositelji alela F5 1601 A imaju Cetiri puta veéi rizik za nastanak bolesti u odnosi na nositelje
divljega tipa, a prema prekodominantnom modelu nositelji genotipa HPA-3 ab imaju

umjereno smanjen rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje homozigotnih genotipova.

112



4. Rezultati

Takoder je uocena veca ucestalost genotipova koji sadrze haplotip APOE &4 u odnosu na

referentni genotip (€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), ali bez zadovoljavajuée statistiCke znacajnosti.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s PAIMU-om u odnosu na

kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisticke

regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100

prikazani su u Tablici 31. Multivarijatnim modelom logisti¢ke regresije potvrden je umjereni

smanjeni rizik za nastanak PAIMU-a u djece nositelja genotipa HPA-3 ab prema

prekodominantnom modelu, ali je dodatno utvrden 1 Sest puta veci rizik za nastanak PAIMU-a

u djece nositelja genotipa F5 1601 GA, dok APOE €2-4 nije pokazao povezanost s PAIMU-

om.

Tablica 31. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece s PAIMU-om u

odnosu na kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisticka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) p? PP
F5 1601 G/A° 3,16 (0,71 —14,01) 0,120 6,04 (1,69 — 21,67)* 0,006* 0,018*
ITGA2B HPA-3 a/b° 0,42 (0,20 - 0,91)* 0,024 0,46 (0,24 - 0,86)* 0,016* 0,024*
APOE £2-4° 1,98 (0,98 — 4,00) 0,057 2,03 (0,97 — 4,27) 0,061 0,061

a_ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — polimorfizam je uklju¢en u multivarijatnu analizu unato¢ rezultatu univarijatne
logisticke regresije zbog uodene povezanosti alela A s pojavom IMU, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema
prekodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze
barem jedan &4 u odnosu na referentni genotip (€3/4 + e4/4 + €2/4 vs. €3/3), OR — omjer rizika (engl. odds ratio),
Cl —interval pouzdanosti (engl. confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat.

4.2.5. Pojedina¢ni polimorfizmi i DAIMU
Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece

s DAIMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisticke regresije u skupini

djece s DAIMU-om prikazani su u Tablici 32.
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4. Rezultati

Tablica 32. Raspodjela genotipova i alela pojedinac¢nih ispitanih polimorfizama u djece s
DAIMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti genotipova i alela s pojavom

DAIMU-a.
raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) )
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) pe P
alel . u kontrolnoj
djece s skupini
DAIMU-om
F5 GG 95,0 (76) 97,3 (180)
1601 G/A GA 5,0 (4) 2,7(5) 2,59 (0,67 — 10,05) 0,180 0,413
G 97,5 (156) 98,6 (365)
A 2,5(4) 1,4 (5) 1,87 (0,50 — 7,06) 0,355 0,628
F5 AA 75,9 (60) 81,1 (150)
HR2 AG 22,8 (18) 18,4 (34) 1,67 (0,86 — 3,26) 0,140 0,413
GG 1,3(2) 0,5(1)
A 87,3 (138) 90,3 (334)
G 12,7 (20) 9,7 (36) 1,34 (0,75 - 2,41) 0,318 0,610
F2 GG 975 (78) 98,4 (182)
20210 G/A GA 2,5(2) 1,6 (3) 1,81 (0,29 — 11,20) 0,530 0,768
G 98,8 (158) 99,2 (367)
A 1,3(2) 0,8(3) 1,55 (0,26 — 9,36) 0,634 0,694
FGB GG 53,2 (42) 49,7 (92)
-455 G/A GA 40,5 (32) 42,7 (79) 1,09 (0,62 — 1,95) 0,760 0,912
AA 6,3 (5) 7,6 (14) 0,38 (0,08 — 1,74)° 0,170° 0,413
G 73,4 (116) 71,1 (263)
A 26,6 (42) 28,9 (107) 0,89 (0,59 - 1,35) 0,585 0,696
F13A1 GG 50,6 (40) 58,9 (109)
Val34Leu GT 43,0 (34) 37,3 (69) 1,53 (0,85 -2,73) 0,150 0,413
TT 6,3 (5) 3,8(7)
G 72,2 (114) 77,6 (287)
T 27,8 (44) 22,4 (83) 1,33 (0,87 — 2,04) 0,183 0,468
SERPINE1 5G5G 21,5 (17) 23,2 (43)
PAI-11/D 5G4G 45,6 (36) 47,0 (87) 1,17 (0,58 — 2,35) 0,670 0,853
4G4AG 32,9 (26) 29,7 (55) 1,23 (0,67 — 2,29)° 0,510° 0,772
5G 44,3 (70) 46,8 (173)
4G 55,7 (88) 53,2 (197) 1,10 (0,76 — 1,61) 0,605 0,696
ITGB3 aa 72,5 (58) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 22,5 (18) 24,3 (45) 1,05 (0,55 - 2,01) 0,880 0,948
bb 5,0 (4) 1,6 (3) 4,34 (0,94 - 20,16)° 0,062° 0,413
a 83,8 (134) 86,2 (319)
b 16,3 (26) 13,8 (51) 1,21 (0,73 - 2,03) 0,460 0,724
GP1BA aa 72,5 (58) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 25,0 (20) 18,4 (34) 1,72 (0,89 - 3,34) 0,110 0,413
bb 2,5(2) 0,5(1)
a 85,0 (136) 90,3 (334)
b 15,0 (24) 9,7 (36) 1,64 (0,94 — 2,85) 0,081 0,332
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
dece s skupini
DAIMU-om
ITGA2B aa 41,8 (33) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 46,8 (37) 51,9 (96) 0,59 (0,32-1,07) 0,084 0,413
bb 11,4 (9) 18,4 (34) 0,39 (0,214 — 1,05)° 0,041° 0,413
a 65,2 (103) 55,7 (206)
b 34,8 (55) 44,3 (164) 0,67 (0,46 — 0,99)* 0,043* 0,330
ITGA2 aa 89,9 (71) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 10,1 (8) 19,5 (36) 0,40 (0,16 — 1,01) 0,037 0,413
bb 0,0 (0) 1,1(2)
a 94,9 (150) 89,2 (330)
b 5,1(8) 10,8 (40) 0,44 (0,20 - 0,96)* 0,040* 0,332
ITGA2 cC 38,5 (30) 35,7 (65)
807 C/T CT 46,1 (36) 46,7 (85) 0,94 (0,52 -1,73) 0,850 0,939
TT 15,4 (12) 17,6 (32) 0,76 (0,34 — 1,71)° 0,500° 0,770
C 61,5 (96) 59,1 (215)
T 38,5 (60) 40,9 (149) 0,90 (0,61 -1,32) 0,598 0,724
ITGA2 GG 38,7 (29) 35,4 (64)
873 G/A GA 46,6 (35) 47,0 (85) 0,93 (0,50 - 1,73) 0,830 0,942
AA 14,7 (11) 17,7 (32) 0,70 (0,30 - 1,63)° 0,400° 0,730
G 62,0 (93) 58,8 (213)
A 38,0 (57) 41,2 (149) 0,88 (0,59 — 1,29) 0,507 0,729
GP1BA TT 79,5 (62) 72,3 (133)
(-5) T/IC TC 20,5 (16) 23,9 (44) 0,83 (0,42 -1,61) 0,570 0,772
CcC 0,0 (0) 3,8(7)
T 89,7 (140) 84,2 (310)
C 10,3 (16) 15,8 (58) 0,61 (0,34 —1,10) 0,101 0,332
GP1BA cC 56,6 (43) 65,9 (110)
VNTR CB 21,1 (16) 16,7 (28) 1,46 (0,72 - 2,97)¢ 0,293¢ 0,586
CD 15,8 (12) 16,2 (27) 1,14 (0,53 - 2,45)¢ 0,743¢ 0,918
BD 2,6 (2) 0,6 (1) 5,12 (0,45 — 57,90)¢ 0,187¢ 0,413
BB 3,9(3) 0,6 (1) 7,67 (0,78 — 75,82)¢ 0,0814 0,436
1,48 (0,85 — 2,58)¢ 0,166° 0,436
1,79 (0,93 - 3,46) 0,084 0,448
1,28 (0,62 — 2,66)¢ 0,510¢ 0,770
C 75,0 (114) 82,3 (275)
B 15,8 (24) 9,3 (31) 1,87 (1,05 - 3,32)* 0,034* 0,357
D 9,2 (14) 8,4 (28) 1,21 (0,61 — 2,38) 0,588 0,751
GP6 TT 73,4 (58) 76,6 (141)
13254 T/C TC 25,3 (20) 23,4 (43) 1,09 (0,56 — 2,12) 0,800 0,933
cC 1,3(1) 0,0 (0)
T 86,1 (136) 88,3 (325)
C 13,9 (22) 11,7 (43) 1,22 (0,70 — 2,12) 0,475 0,728
SELP GG 71,8 (56) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 26,9 (21) 29,7 (55) 0,77 (0,41 -1,43) 0,400 0,730
AA 1,3(1) 6,5 (12) 0,22 (0,03 - 1,73)° 0,079¢ 0,448
G 85,3 (133) 78,6 (291)
A 14,7 (23) 21,4 (79) 0,64 (0,38 — 1,06) 0,082 0,357
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
dece s skupini
DAIMU-om
SELP GG 20,8 (16) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 57,1 (44) 60,5 (107) 1,20 (0,57 — 2,54) 0,630 0,827
AA 22,1 (17) 19,2 (34) 1,24 (0,61 — 2,52)¢ 0,550¢ 0,770
G 49,4 (76) 50,6 (179)
A 50,6 (78) 49,4 (175) 1,05 (0,72 - 1,53) 0,801 0,801
SELP GG 85,9 (67) 80,0 (148)
Val599L eu GT 14,1 (11) 19,5 (36) 0,68 (0,31 -1,50) 0,320 0,611
TT 0,0 (0) 0,5(1)
G 92,9 (145) 89,7 (332)
T 7,1(11) 10,3 (38) 0,66 (0,33 -1,33) 0,249 0,521
SELP AA 76,9 (60) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 21,8 (17) 11,9 (22) 1,74 (0,82 - 3,68) 0,160 0,448
cC 1,3(2) 1,6 (3)
A 87,8 (137) 92,4 (342)
C 12,2 (19) 7,6 (28) 1,69 (0,92 - 3,13) 0,093 0,357
ACE I 13,9 (11) 23,8 (44)
1/D ID 55,7 (44) 50,3 (93) 2,51 (1,06 - 5,91)* 0,023* 0,466
DD 30,4 (24) 25,9 (48)
| 41,8 (66) 48,9 (181)
D 58,2 (92) 51,1 (189) 1,33 (0,92 -1,94) 0,132 0,380
APOE €3/3 64,6 (51) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 16,5 (13) 12,4 (22) 1,52 (0,71 - 3,24)¢ 0,281¢ 0,590
€2/3 19,0 (15) 11,3 (20) 1,93 (0,92 - 4,05)¢ 0,084¢ 0,466
e4/4 0,0 (0) 1,1(2) n. d. 0,996 1,000
€2/4 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,996 1,000
€2/2 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,996 1,000
1,56 (0,88 — 2,77)¢ 0,125¢ 0,466
1,75 (0,84 — 3,64)" 0,133" 0,466
1,28 (0,62 — 2,66)' 0,510’ 0,824
€3 82,3 (130) 85,9 (304)
g4 8,2 (13) 7,6 (27) 1,13 (0,56 — 2,25) 0,737 0,771
€2 9,5 (15) 6,5 (23) 1,53 (0,77 — 3,02) 0,225 0,518

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logistickom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-ove, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE £2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
a_ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
logisticke regresije prema kodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi razliciti od referentnoga u odnosu na referentni genotip, f— 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), 9— 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), " — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan £2 u odnosu na referentni genotip (€2/3 + £2/4 + £2/2 vs. €3/3), ' — prikazan je
rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip
(€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), DAIMU - arterijski ishemijski mozdani udar u dje¢joj dobi, OR — omjer rizika
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4. Rezultati

(engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat, n. d. —
nije dostupno.

Dokazana je statisticki znac¢ajna povezanost ACE I/D s DAIMU-om gdje prema
dominantnom modelu nositelji genotipa ACE ID ili DD imaju 2,5 puta veéi rizik za nastanak
bolesti u odnosu na nositelje genotipa I/1. Takoder, uocena je statisti¢ki znacajna povezanost
GP1BA VNTR s DAIMU-om gdje nositelji alela B imaju 1,87 puta veci rizik za nastanak
bolesti, a suprotno tome nositelji alela HPA-3b i HPA-5b imaju umjereno smanjen rizik za
nastanak bolesti u odnosu na nositelje referentnih alela. Uocena je i povecana ucestalost
genotipova HPA-3 i HPA-5 aa, ali dodatno i genotipova HPA-1 bb, SELP 290 AsnAsn,
APOE €2/3 i genotipova GP1BA VNTR koji sadrze barem jedan alel B te alela HPA-2b,
SELP 290Asn i 715Pro u skupini s DAIMU-om u odnosu na kontrolnu skupinu, ali u svim
slu¢ajevima bez dokazane statistiCke znacajnosti.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s DAIMU-om u odnosu na
kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisticke
regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100
prikazani su u Tablici 33. Multivarijatnom analizom nije potvrdena povezanost ACE 1/D s
DAIMU-om, ali je utvrden statisticki znacajna povezanost s polimorfizmima GP1BA VNTR i
HPA-5 gdje genotipovi GP1BA VNTR koji sadrze barem jedan alel B povec¢avaju rizik za
nastanak bolesti 2,43 puta, dok HPA-5 prema dominantnom modelu taj rizik prili¢no

smanjuje.

Tablica 33. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece s DAIMU-om u
odnosu na kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisticka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % CI) P OR (95 % CI) p2 PP
ITGB3 HPA-1 a/b° 4,34 (0,94 — 20,16) 0,062 3,11 (0,31 -30,82) 0,333 0,466
ITGA2B HPA-3 a/b 0,59 (0,32-1,07) 0,084 0,52 (0,25 -1,10) 0,089 0,156
ITGA2 HPA-5 a/b 0,40 (0,16 — 1,01) 0,037 0,26 (0,09 - 0,79)* 0,018* 0,102
GP1BA VNTR! 1,79 (0,93 — 3,46) 0,084 2,51 (1,01 -5,74)* 0,029* 0,102
SELP Ser290Asn® 0,22 (0,03-1,73) 0,079 n. d. 0,994 0,994
ACE 1/D 2,51 (1,06 - 5,91)* 0,023* 2,34 (0,90 - 6,10) 0,081 0,189
APOE g2-4° 1,93 (0,92 — 4,05) 0,084 0,90 (0,36 — 2,26) 0,820 0,957

3 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — 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 je usporeden genotip £2/3 u odnosu na referentni
genotip (g3/3), OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval), n. d. —
nije dostupno, * — statisti¢ki zna¢ajan rezultat
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4.2.6. Pojedinaéni polimorfizmi i CSVT u djece

4. Rezultati

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece

s CSVT-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece

s CSVT-om prikazani su u Tablici 34.

Tablica 34. Raspodjela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u skupini
djece s CSVT-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti polimorfizama s pojavom

CSVT-a.

raspodjela genotipova, % (N)

polimorfizam | Z12UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s CSVT-om skupini
F5 GG 96,8 (30) 97,3 (180)
1601 G/A GA 3,2(1) 2,7(5) 1,09 (0,12 - 9,94) 0,940 1,000
G 98,4 (61) 98,6 (365)
A 1,6 (1) 1,4 (5) 1,20 (14— 10,42) 0,871 0,911
F5 AA 87,1 (27) 81,1 (150)
HR2 AG 12,9 (4) 18,4 (34) 0,59 (0,16 — 2,10) 0,390 1,000
GG 0,0 (0) 0,5(1)
A 93,5 (58) 90,3 (334)
G 6,5 (4) 9,7 (36) 0,64 (0,22 - 1,87) 0,413 0,843
F2 GG 96,8 (30) 98,4 (182)
20210 G/A GA 3,2(1) 1,6 (3) 2,59 (0,25 — 26,97) 0,460 1,000
G 98,4 (61) 99,2 (367)
A 1,6 (1) 0,8 (3) 2,01 (0,21 - 19,59) 0,550 0,843
FGB GG 58,1 (18) 49,7 (92)
-455 G/A GA 38,7 (12) 42,7 (79) 0,75(0,33-1,72) 0,500 1,000
AA 3,2(1) 7,6 (14) 0,49 (0,06 — 3,92)° 0,460° 1,000
G 77,4 (48) 71,1 (263)
A 22,6 (14) 28,9 (107) 0,72 (0,38 — 1,35) 0,305 0,843
F13A1 GG 67,7 (21) 58,9 (109)
Val34Leu GT 29,0 (9) 37,3 (69) 0,77 (0,32 - 1,81) 0,540 1,000
TT 3,2(1) 3,8(7)
G 82,3 (51) 77,6 (287)
T 17,7 (11) 22,4 (83) 0,75 (0,37 — 1,50) 0,409 0,843
SERPINE1 5G5G 22,6 (7) 23,2 (43)
PAI-11/D 5G4G 32,3 (10) 47,0 (87) 1,14 (0,42 — 3,05) 0,800 1,000
4G4G 45,1 (14) 29,7 (55) 1,55 (0,67 —3,58) | 0,310° 1000
5G 38,7 (24) 46,8 (173)
4G 61,3 (38) 53,2 (197) 1,39 (0,80 — 2,41) 0,240 0,843
ITGB3 aa 54,8 (17) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 45,2 (14) 24,3 (45) 2,28 (0,99 - 5,25) 0,056 1,000
bb 0,0 (0) 1,6 (3) 2,48 (1,07 -5,72)% | 0,037% | 1,000
a 77,4 (48) 86,2 (319)
b 22,6 (14) 13,8 (51) 1,82 (0,94 — 3,55) 0,076 0,843
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s CSVT-om skupini
GP1BA aa 77,4 (24) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 22,6 (7) 18,4 (34) 1,20 (0,45 - 3,22) 0,720 1,000
bb 0,0 (0) 0,5(2)
a 88,7 (55) 90,3 (334)
b 11,3 (7) 9,7 (36) 1,18 (0,50 — 2,79) 0,704 0,843
ITGA2B aa 23,3(7) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 50,0 (15) 51,9 (96) 1,42 (0,54 — 3,76) 0,470 1,000
bb 26,7 (8) 18,4 (34) 1,71 (0,66 — 4,44)° 0,290° 1,000
a 46,8 (29) 55,7 (206)
b 53,2 (31) 44,3 (164) 1,34 (0,78 — 2,32) 0,290 0,843
ITGA2 aa 86,7 (26) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 13,3 (4) 19,5 (36) 0,68 (0,22 - 2,11) 0,490 1,000
bb 0,0 (0) 1,1(2)
a 93,3 (56) 89,2 (330)
b 6,7 (4) 10,8 (40) 0,59 (0,20 - 1,71) 0,331 0,843
ITGA2 ccC 44,4 (12) 35,7 (65)
807 CIT CT 44,4 (12) 46,7 (85) 0,72 (0,30 -1,77) 0,480 1,000
TT 11,1 (3) 17,6 (32) 0,47 (0,10-2,11)° | 0,280° 1,000
C 66,7 (36) 59,1 (215)
T 33,3(18) 40,9 (149) 0,72 (0,39 -1,32) 0,289 0,843
ITGA2 GG 40,7 (11) 35,4 (64)
873 G/A GA 48,1 (13) 47,0 (85) 0,71 (0,29 — 1,75) 0,460 1,000
AA 11,1 (3) 17,7 (32) 0,46 (0,10 — 2,09)¢ 0,270¢ 1,000
G 64,8 (35) 58,8 (213)
A 35,2 (19) 41,2 (149) 0,78 (0,43 — 1,41) 0,405 0,843
GP1BA TT 70,9 (22) 72,3 (133)
(-5) T/IC TC 22,6 (7) 23,9 (44) 0,91 (0,36 — 2,30) 0,840 1,000
cC 6,5 (2) 3,8(7)
T 82,3 (51) 84,2 (310)
C 17,7 (11) 15,8 (58) 1,15 (0,57 — 2,34) 0,694 0,843
GP1BA ccC 67,7 (21) 65,9 (110)
VNTR CB 19,4 (6) 16,7 (28) 1,12 (0,41 — 3,04)° 0,821° 1,000
CD 9,7 (3) 16,2 (27) 0,58 (0,16 — 2,10)¢ 0,408° 1,000
BD 3,2(1) 0,6 (1) 5,24 (0,32 — 87,08)° 0,248° 1,000
BB 0,0 (0) 0,6 (1) n.d. 0,995° 1,000
0,92 (0,41 —2,08)f 0,840f 1,000
1,22 (0,47 — 3,15)¢ 0,678¢ 1,000
0,75 (0,24 — 2,36)" 0,620" 1,000
C 82,3 (51) 82,3 (275)
B 11,3 (7) 9,3 (31) 1,22 (0,51 -2,91) 0,659 0,843
D 6,5 (4) 8,4 (28) 0,77 (0,26 — 2,29) 0,639 0,843
GP6 TT 83,9 (26) 76,6 (141)
13254 T/C TC 16,1 (5) 23,4 (43) 0,40 (0,12 — 1,41) 0,120 1,000
T 91,9 (57) 88,3 (325)
C 8,1 (5) 11,7 (43) 0,66 (0,25 — 1,75) 0,405 0,843
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s CSVT-om skupini
SELP GG 61,3 (16) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 35,5 (11) 29,7 (55) 1,02 (0,44 — 2,39) 0,960 1,000
AA 3,2() 6,5 (12) 0,58 (0,07 — 4,71)° 0,580¢ 1,000
G 79,0 (49) 78,6 (291)
A 21,0 (13) 21,4 (79) 0,98 (0,51 -1,89) 0,946 0,946
SELP GG 20,0 (6) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 53,3 (16) 60,5 (107) 1,11 (0,39 — 3,20) 0,840 1,000
AA 26,7 (8) 19,2 (34) 1,94 (0,77 — 4,93)° 0,170° 1,000
G 46,7(28) 50,6 (179)
A 53,3 (32) 49,4 (175) 1,17 (0,68 — 2,02) 0,577 0,843
SELP GG 74,2 (23) 80,0 (148)
Val599L eu GT 25,8 (8) 19,5 (36) 1,42 (0,56 — 3,64) 0,470 1,000
TT 0,0 (0) 0,5(1)
G 93,5 (54) 89,7 (332)
T 6,5(8) 10,3 (38) 1,29 (0,57 — 2,92) 0,535 0,843
SELP AA 87,1 (27) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 12,9 (4) 11,9 (22) 1,08 (0,34 — 3,40) 0,900 1,000
cC 0,0 (0) 1,6 (3)
A 93,5 (58) 92,4 (342)
C 6,5(4) 7,6 (28) 0,84 (0,58 — 2,49) 0,756 0,843
ACE Il 12,9 (4) 23,8 (44)
1/D ID 61,3 (19) 50,3 (93) 2,44 (0,70 — 8,54) 0,120 1,000
DD 25,8 (8) 25,9 (48)
I 43,5 (27) 48,9 (181)
D 56,5 (35) 51,1 (189) 1,24 (0,72 — 2,13) 0,434 0,843
APOE €3/3 76,7 (23) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 13,3 (4) 12,4 (22) 1,04 (0,33 — 3,28)° 0,953° 1,000
€2/3 10,0 (3) 11,3 (20) 0,85 (0,23 - 3,11)¢ 0,811° 1,000
e4/4 0,0 (0) 1,1(2) n.d. 0,955° 1,000
€2/4 0,0 (0) 0,6 (1) n.d. 0,997¢ 1,000
€2/2 0,0 (0) 0,6 (1) n.d. 0,997¢ 1,000
0,87 (0,35 - 2,15)f 0,758f 1,000
0,78 (0,21 — 2,81)’ 0,700 1,000
0,91 (0,29 — 2,86)’ 0,874 1,000
€3 88,3 (53) 85,9 (304)
&4 6,7 (4) 7,6 (27) 0,85 (0,29 — 2,53) 0,770 0,874
€2 5,0 (3) 6,5 (23) 0,75 (0,22 — 2,58) 0,646 0,929

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logistickom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-ove, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi visestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
2 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
dobiven prema prekodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat logisti¢ke regresije prema kodominantnom
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
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4. Rezultati

usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan alel D u odnosu na referentni genotip (CD + BD vs. CC), ' —
prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan €2 u odnosu na
referentni genotip (2/3 + €2/4 + €2/2 vs. £€3/3),1 — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip (€3/4 + €4/4 + £2/4 vs. €3/3), CSVT —
tromboza venskih sinusa mozga, OR — omijer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl.
confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat, n. d. —nije dostupno.

Od svih ispitivanih polimorfizama, dokazana je statisticki zna¢ajna povezanost sa
CSVT-om jedino za HPA-1 gdje prema prekodominantnom modelu nositelji genotipa ab
imaju 2,5 puta veci rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje homozigotnih genotipa aa
ili bb. Takoder, uocena je i veca ucestalost alela HPA-1 b te moguéa povezanost HPA-1 s
nastankom bolesti prema dominantnom modelu. Medutim, analiza logistickom regresijom
dala je grani¢ne, ali ne i statisticki znacajne P vrijednosti za ove potencijalne povezanosti.

Buduci da je univarijatnom logistickom regresijom dobiven rezultat P < 0,100 samo za
polimorfizam HPA-1, u skupini djece s CSVT-om nije napravljena daljnja analiza

multivarijatnom logistickom regresijom.

4.2.7. Pojedina¢ni polimorfizmi i KIMU u djece

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece
s KIMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece

s KIMU-om prikazani su u Tablici 35.

Tablica 35. Raspodjela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u djece s
KIMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti polimorfizama s pojavom KIMU-
a.

raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam genotip rar.sp.odj:ela alela, % (N) , OR (95 % CI) p2 PP
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s KIMU-om skupini
F5 GG 87,0 (60) 97,3 (180)
1601G/A GA 13,0 (9) 2,7(5) 4,22 (1,23 -14,48)* | 0,022* | 0,476
G 93,5 (129) 98,6 (365)
A 6,5 (9) 1,4 (5) 5,09 (1,68 - 15,48)* | 0,004* | 0,092
F5 AA 75,4 (52) 81,1 (150)
HR2 AG 23,2 (16) 18,4 (34) 1,92 (0,92 - 4,03) 0,088 0,476
GG 1,4 (1) 0,5(1)
A 87,0 (120) 90,3 (334)
G 13,0 (18) 9,7 (36) 1,39 (0,76 — 2,54) 0,283 0,874
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s KIMU-om skupini
F2 GG 97,1 (67) 98,4 (182)
20210 G/A GA 2,9(2) 1,6 (3) 2,85 (0,42 — 19,30) 0,300 0,623
G 98,6 (136) 99,2 (367)
A 1,4 (2) 0,8(3) 1,80 (0,30 — 1,88) 0,523 0,874
FGB GG 44,9 (31) 49,7 (92)
-455 G/A GA 47,8 (33) 42,7 (79) 1,37 (0,74 — 2,55) 0,310 0,623
AA 7,2 (5) 7,6 (14)
G 68,8 (95) 71,1 (263)
A 31,2 (43) 28,9 (107) 0,11 (0,73-1,70) 0,625 0,874
F13A1 GG 58,0 (40) 58,9 (109)
Val34Leu GT 34,8 (24) 37,3 (69) 1,62 (0,87 — 3,30) 0,130 0,476
TT 7,2(5) 3,8(7)
G 75,4 (104) 77,6 (287)
T 24,6 (34) 22,4 (83) 1,13(0,72-1,79) 0,600 0,874
SERPINE1 5G5G 18,8 (13) 23,2 (43)
PAI-1 I/D 5G4G 53,6 (37) 47,0 (87) 1,54 (0,70 — 3,38) 0,270 0,623
4G4AG 27,5 (19) 29,7 (55) 1,62 (0,87 - 3,01)¢ 0,120¢ | 0,476
5G 45,7 (63) 46,8 (173)
4G 54,3 (75) 53,2 (197) 1,05 (0,71 - 1,55) 0,824 0,889
ITGB3 aa 75,4 (52) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 20,3 (14) 24,3 (45) 0,85 (0,41 -1,76) 0,660 0,872
bb 4,3(3) 1,6 (3) 3,51 (0,64 —19,29)° | 0,160° | 0,476
a 85,5 (118) 86,2 (319)
b 14,5 (20) 13,8 (51) 1,06 (0,61 - 1,85) 0,838 0,889
GP1BA aa 79,4 (54) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 20,6 (14) 18,4 (34) 1,02 (0,46 — 2,22) 0,970 1,000
bb 0,0 (0) 0,5(1)
a 89,7 (122) 90,3 (334)
b 10,3 (14) 9,7 (36) 1,06 (0,56 — 2,04) 0,850 0,889
ITGA2B aa 42,6 (29) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 42,6 (29) 51,9 (96) 0,64 (0,34 —1,21) 0,170 0,476
bb 14,7 (10) 18,4 (34)
a 64,0 (87) 55,7 (206)
b 36,0 (49) 44,3 (164) 0,71 (0,47 - 1,06) 0,095 0,828
ITGA2 aa 84,1 (58) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 14,5 (10) 19,5 (36) 0,57 (0,24 — 1,35) 0,180 | 0,476
bb 1,4 (1) 1,1(2)
a 91,3 (126) 89,2 (330)
b 8,7 (12) 10,8 (40) 0,79 (0,40 — 1,55) 0,485 0,874
ITGA2 cC 41,8 (28) 35,7 (65)
807 C/IT CT 40,3 (27) 46,7 (85) 0,91 (0,48 - 1,73) 0,760 0,900
TT 17,9 (12) 17,6 (32)
C 61,9 (83) 59,1 (215)
T 38,1 (51) 40,9 (149) 0,89 (0,59 -1,33) 0,562 0,874
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s KIMU-om skupini
ITGA2 GG 40,9 (27) 35,4 (64)
873 G/A GA 40,9 (27) 47,0 (85) 0,90 (0,47 - 1,72) 0,750 0,900
AA 18,2 (12) 17,7 (32)
G 61,4 (81) 58,8 (213)
A 38,6 (51) 41,2 (149) 0,90 (0,60 — 1,35) 0,613 0,874
GP1BA TT 80,9 (55) 72,3 (133)
(-5) TIC TC 17,6 (12) 23,9 (44) 0,69 (0,33 -1,45) 0,320 0,623
cC 1,5(1) 3,8(7)
T 89,7 (122) 84,2 (310)
C 10,3 (14) 15,8 (58) 0,61(0,33-1,14) 0,122 0,828
GP1BA cC 60,6 (40) 65,9 (110)
VNTR CB 19,7 (13) 16,7 (28) 1,28 (0,60 —2,71)¢ | 0,524¢ | 0,764
CD 16,7 (11) 16,2 (27) 1,12 (0,51 —2,47)¢ | 0,778° | 0,900
BD 3,0(2) 0,6 (1) 5,50 (0,49 - 62,33) | 0,169¢ | 0,487
BB 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,995¢ | 0,997
1,25 (0,70 - 2,26)" 0,450" | 0,757
1,38 (0,67 — 2,82)8 0,385% | 0,678
1,28 (0,60 — 2,71)" 0,524 0,764
C 78,8 (104) 82,3 (275)
B 11,4 (15) 9,3 (31) 1,28 (0,66 — 2,47) 0,462 0,874
D 9,8 (13) 8,4 (28) 1,23 (0,61 — 2,46) 0,563 0,874
GP6 TT 70,1 (47) 76,6 (141)
13254 T/C TC 29,9 (20) 23,4 (43) 1,13 (0,56 — 2,30) 0,730 0,908
T 85,1 (114) 88,3 (325)
C 14,9 (20) 11,7 (43) 1,33 (0,75 - 2,35) 0,333 0,874
SELP GG 62,7 (42) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 31,3(21) 29,7 (55) 1,08 (0,57 — 2,05) 0,810 0,908
AA 6,0 (4) 6,5 (12)
G 78,4 (105) 78,6 (291)
A 21,6 (29) 21,4 (79) 1,02 (0,63 — 1,65) 0,944 0,944
SELP GG 22,4 (15) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 49,3 (33) 60,5 (107) 0,77 (0,37 — 1,60) 0,480 0,764
AA 28,4 (19) 19,2 (34) 0,63 (0,34 — 1,18)¢ 0,150¢ | 0,487
G 47,0 (63) 50,6 (179)
A 53,0 (71) 49,4 (175) 1,15 (0,77 — 1,72) 0,484 | 0,874
SELP GG 88,1 (59) 80,0 (148)
Val599Leu GT 11,9 (8) 19,5 (36) 0,50 (0,21 -1,22) 0,110 0,487
TT 0,0 (0) 0,5(1)
G 94,0 (126) 89,7 (332)
T 6,0 (8) 10,3 (38) 0,55 (0,25 -1,22) 0,144 0,828
SELP AA 85,3 (58) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 13,2 (9) 11,9 (22) 0,79 (0,31 - 2,00) 0,620 0,850
CcC 15(@) 1,6 (3)
A 91,9 (125) 92,4 (342)
C 8,1 (11) 7,6 (28) 1,07 (0,52 — 2,22) 0,846 | 0,927
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raspodjela genotipova, % (N)
polimorfizam | SEM2UP raspodjela alela, % (N) OR (95 % ClI) pa pb
alel u skupini djece | u kontrolnoj
s KIMU-om skupini
ACE T 20,3 (14) 23,8 (44)
1/D ID 53,6 (37) 50,3 (93) 1,55 (0,71 - 3,38) 0,260 0,641
DD 26,1 (18) 25,9 (48)
I 47,1 (65) 48,9 (181)
D 52,9 (73) 51,1 (189) 1,08 (0,73 - 1,59) 0,715 0,914
APOE €3/3 65,2 (45) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 18,8 (13) 12,4 (22) 1,72 (0,80 —-3,70)¢ | 0,164¢ | 0,487
€2/3 13,0(9) 11,3 (20) 1,31 (0,56 — 3,09)¢ 0,537¢ | 0,764
g4/4 0,0 (0) 1,1(2) n. d. 0,996° | 0,997
€2/4 2,9(2) 0,6 (1) 5,82 (0,52 - 65,76)¢ | 0,154° | 0,487
€2/2 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,997¢ | 0,997
1,52 (0,83-2,76)" | 0,171 | 0,487
1,46 (0,65 — 3,24)' 0,357" | 0,661
1,75 (0,85 — 3,60)’ 0,131 | 0,808
€3 81,1 (112) 85,9 (304)
&4 10,9 (15) 7,6 (27) 1,38 (0,71 - 2,69) 0,338 0,874
€2 8,0 (11) 6,5 (23) 1,19 (0,56 — 2,52) 0,646 0,874

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logisti¢kom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-0ve, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
a_ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
dobiven prema prekodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat logisti¢ke regresije prema kodominantnom
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), ' —
prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan €2 u odnosu na
referentni genotip (£2/3 + €2/4 + £2/2 vs. £3/3), 1 — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip (€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), KIMU —
kortikalni ishemijski mozdani udar, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl.
confidence interval), * — statisti¢ki zna¢ajan rezultat, n. d. — nije dostupno.

Dokazana je statisticki znacajna povezanost F5 1601 G/A s pojavom KIMU-a gdje
nositelji genotipa GA, odnosno alela A maju 4, odnosno 5 puta veci rizik za nastanak bolesti u
odnosu na nositelje genotipa GG, odnosno alela G. Takoder, uocena je veca ucestalost
genotipa F5 HR2 AA i alela HPA-3 b u kontrolnoj skupini u odnosu na djecu s KIMU-om, ali
statisticki znacaj ovih rezultata nije utvrden.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s KIMU-om u odnosu na
kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisti¢ke
regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100
prikazani su u Tablici 36. Multivarijatnom analizom samo je potvrdena povezanost F5 1601
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GA s nastankom KIMU-a u djece te je utvrden 5,3 puta veci rizik za nastanak bolesti za

nositelje genotipa F5 1601 GA u odnosu na nositelje divljega tipa.

Tablica 36. Rezultati multivarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece s KIMU-om u odnosu
na kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisti¢ka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % CI) P OR (95 % CI) p? PP
F5 1601 G/A 4,22 (1,23 - 14,48)* 0,022* 5,30 (1,70 - 16,47)* 0,004* 0,008*
F5 HR2 1,92 (0,92 — 4,03) 0,088 1,35 (0,69 — 2,65) 0,387 0,387

@ _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence
interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat.

4.2.8. Pojedinacni polimorfizmi i SIMU u djece

Raspodjela genotipova i alela svih ispitivanih polimorfizama u ukupnoj skupini djece
sa SIMU-om i u kontrolnoj skupini te rezultati univarijatne logisti¢ke regresije u skupini djece

sa SIMU-om prikazani su u Tablici 37.

Tablica 37. Raspodjela genotipova i alela pojedina¢nih ispitanih polimorfizama u djece sa
SIMU-om i u kontrolnoj skupini te ispitivanje povezanosti polimorfizama s pojavom SIMU-a.

raspodjela genotipova, % (N)
. . genotip raspoFij.eIa alela, % (N)
polimorfizam u skupini . OR (95 % CI) pe P
alel . u kontrolnoj
djece sa skupini
SIMU-om
F5 GG 95,3 (41) 97,3 (180)
1601 G/A GA 4,7 (2) 2,7(5) 2,14 (0,39 - 11,71) 0,410 0,911
G 97,7 (84) 98,6 (365)
A 2,3(2) 1,4 (5) 1,74 (0,33 -9,11) 0,513 0,881
F5 AA 79,1 (34) 81,1 (150)
HR2 AG 20,9 (9) 18,4 (34) 1,73(0,73-4,12) 0,220 0,800
GG 0,0 (0) 0,5(1)
A 89,5 (77) 90,3 (334)
G 10,5 (9) 9,7 (36) 1,08 (0,50 — 2,35) 0,837 0,955
F2 GG 1,0 (43) 98,4 (182)
20210 G/A GA 0,0 (0) 1,6 (3) n. d. 0,330 0,880
G 100,0 (86) 99,2 (367)
A 0,0 (0) 0,8(3) 0,61 (0,03 -11,86) 0,742 0,955
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
djece sa skupini
SIMU-om
FGB GG 53,5 (23) 49,7 (92)
-455 G/A GA 46,5 (20) 42,7 (79) 1,08 (0,51 — 2,28) 0,840 0,995
AA 0,0 (0) 7,6 (14) n. d. 0,029** | 0,370
G 76,7 (66) 71,1 (263)
A 23,3 (20) 28,9 (107) 0,74 (0,43 -1,29) 0,292 0,840
F13A1 GG 46,5 (20) 58,9 (109)
Val34Leu GT 44,2 (19) 37,3 (69) 1,98 (0,93 — 4,22) 0,076 0,457
TT 9,3(4) 3,8(7)
G 68,6 (59) 77,6 (287)
T 31,4 (27) 22,4 (83) 1,58 (0,94 — 2,65) 0,082 0,844
SERPINE1 5G5G 30,2 (13) 23,2 (43)
PAI-11/D 5G4G 39,6 (17) 47,0 (87) 0,72 (0,32 -1,64) 0,440 0,926
4G4AG 30,2 (13) 29,7 (55) 0,65 (0,30 — 1,41)° 0,280¢ | 0,800
5G 50,0 (43) 46,8 (173)
4G 50,0 (43) 53,2 (197) 0,88 (0,55 - 1,40) 0,588 0,881
ITGB3 aa 67,4 (29) 74,1 (137)
HPA-1 a/b ab 25,6 (11) 24,3 (45) 1,43 (0,64 — 3,17) 0,390 0,918
bb 7,0(3) 1,6 (3) 3,60 (0,57 — 22,71)° 0,200° | 0,831
a 80,2 (69) 86,2 (319)
b 19,8 (17) 13,8 (51) 1,54 (0,84 — 2,83) 0,163 0,844
GP1BA aa 78,5 (33) 81,1 (150)
HPA-2 a/b ab 16,7 (7) 18,4 (34) 1,63 (0,70 — 3,83) 0,270 0,831
bb 4,8 (2) 0,5(1) 13,15 (1,12 — 154,96)* | 0,037°* | 0,370
a 86,9 (73) 90,3 (334)
b 13,1 (11) 9,7 (36) 1,40 (0,68 — 2,88) 0,363 0,881
ITGA2B aa 42,9 (18) 29,7 (55)
HPA-3 a/b ab 35,7 (15) 51,9 (96) 0,55 (0,26 — 1,18) 0,130 0,650
bb 21,4 (9) 18,4 (34)
a 60,7 (51) 55,7 (206)
b 39,3 (33) 44,3 (164) 0,81 (0,50 -1,32) 0,401 0,881
ITGA2 aa 88,1 (37) 79,5 (147)
HPA-5 a/b ab 11,9 (5) 19,5 (36) 0,37 (0,11 -1,28) 0,080 0,457
bb 0,0 (0) 1,1(2)
a 94,0 (79) 89,2 (330)
b 6,0 (5) 10,8 (40) 0,52 (0,20 - 1,37) 0,185 0,844
ITGA2 cC 41,5 (17) 35,7 (65)
807 C/IT CT 48,7 (20) 46,7 (85) 1,04 (0,47 — 2,29) 0,920 0,995
TT 9,8 (4) 17,6 (32) 0,31 (0,07 -1,39)¢ 0,078° | 0,520
C 65,9 (54) 59,1 (215)
T 34,1 (28) 40,9 (149) 0,75 (0,45-1,24) 0,257 0,844
ITGA2 GG 42,1 (14) 35,4 (64)
873 G/A GA 50,0 (19) 47,0 (85) 1,05 (0,46 — 2,39) 0,900 1,000
AA 79(3) 17,7 (32) 0,17 (0,02 - 1,32)¢ 0,029° | 0,413
G 67,1 (51) 58,8 (213)
A 32,9(25) 41,2 (149) 0,70 (0,42 -1,18) 0,182 0,881
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raspodjela genotipova, % (N)
_ _ genotip raspo_dj_ela alela, % (N) .
polimorfizam u skupini ) OR (95 % Cl) P® P
alel . u kontrolnoj
djece sa skupini
SIMU-om
GP1BA TT 73,8 (31) 72,3 (133)
(-5) T/IC TC 26,2 (11) 23,9 (44) 1,14 (0,51 — 2,58) 0,750 1,000
cc 0,0 (0) 3,8(7)
T 86,9 (73) 84,2 (310)
C 13,1 (11) 15,8 (58) 0,81 (0,40 -1,61) 0,541 0,881
GP1BA cc 65,0 (26) 65,9 (110)
VNTR CB 12,5(5) 16,7 (28) 0,76 (0,27 — 2,14)° 0,598 | 1,000
CD 15,0 (6) 16,2 (27) 0,94 (0,35-2,51)° 0,902¢ | 1,000
BD 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,994¢ | 1,000
BB 75(3) 0,6 (1) 12,69 (1,27 — 127,00)** | 0,031** | 0,413
1,04 (0,50 - 2,14)f 0,917 | 1,000
1,13 (0,46 — 2,75)8 0,790 | 1,000
0,91 (0,34 — 2,42)" 0,845" | 1,000
C 78,7 (63) 82,3 (275)
B 13,8 (11) 9,3(31) 1,55 (0,74 - 3,25) 0,247 0,881
D 7,5 (6) 8,4 (28) 0,94 (0,37 — 2,35) 0,887 0,955
GP6 TT 78,6 (33) 76,6 (141)
13254 T/C TC 19,0 (8) 23,4 (43) 1,25 (0,54 — 2,89) 0,610 1,000
cC 2,4(1) 0,0 (0)
T 88,1 (74) 88,3 (325)
C 11,9 (10) 11,7 (43) 1,02 (0,49 — 2,13) 0,955 0,955
SELP GG 73,2 (30) 63,8 (118)
Ser290Asn GA 24,4 (10) 29,7 (55) 0,67 (0,30 —1,54) 0,340 0,850
AA 2,4(1) 6,5 (12)
G 85,4 (70) 78,6 (291)
A 14,6 (12) 21,4 (79) 0,63 (0,33-1,22) 0,173 0,881
SELP GG 24,4 (10) 20,3 (36)
Asn562Asp GA 53,7 (22) 60,5 (107) 0,87 (0,35 -2,20) 0,780 1,000
AA 21,9 (9) 19,2 (34)
G 51,2 (42) 50,6 (179)
A 48,8 (40) 49,4 (175) 0,97 (0,60 — 1,58) 0,915 0,957
SELP GG 78,0 (32) 80,0 (148)
Val599Leu GT 22,0 (9) 19,5 (36) 0,88 (0,34 — 2,29) 0,790 1,000
TT 0,0 (0) 0,5(1)
G 91,2 (73) 89,7 (332)
T 8,8 (9) 10,3 (38) 1,08 (0,50 — 2,33) 0,850 0,978
SELP AA 81,0 (34) 86,5 (160)
Thr715Pro AC 19,0 (8) 11,9 (22) 1,79 (0,70 — 4,58) 0,240 0,833
CcC 0,0 (0) 1,6 (3)
A 90,5 (76) 92,4 (342)
C 9,5 (8) 7,6 (28) 1,24 (0,54 - 2,82) 0,613 0,881
ACE I 18,6 (8) 23,8 (44)
1/D ID 53,5 (23) 50,3 (93) 1,77 (0,64 — 4,87) 0,250 0,833
DD 27,9 (12) 25,9 (48)
I 45,3 (39) 48,9 (181)
D 54,7 (47) 51,1 (189) 1,15 (0,72 - 1,85) 0,551 0,915
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raspodjela genotipova, % (N)
genotip raspodjela alela, % (N)
polimorfizam u skupini . OR (95 % ClI) p2 PP
alel . u kontrolnoj
djece sa skupini
SIMU-om
APOE €3/3 69,7 (30) 74,0 (131)
£2-4 €3/4 14,0 (6) 12,4 (22) 1,19 (0,44 — 3,19)¢ 0,728° | 1,000
€2/3 14,0 (6) 11,3 (20) 1,31 (0,48 — 3,54)¢ 0,595 | 1,000
e4/4 2,3(1) 1,1(2) 2,18 (0,19 — 24,88)¢ 0,529 | 1,000
€2/4 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,996 | 1,000
€2/2 0,0 (0) 0,6 (1) n. d. 0,996 | 1,000
1,23 (0,59 - 2,57)f 0,574" | 1,000
1,19 (0,44 — 3,19)' 0,728 1,000
1,22 (0,48 — 3,09)i 0,671 1,000
€3 83,7 (72) 85,9 (304)
g4 9,3(8) 7,6 (27) 1,25 (0,55 — 2,87) 0,597 0,915
€2 7,0 (6) 6,5 (23) 1,10 (0,43 — 2,80) 0,839 1,000

Analiza povezanosti genotipova i bolesti je izradena logisti¢kom regresijom prema dominantnom modelu u
statistiCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol za sve SNP-ove, a analiza genotipova za
polimorfizme GP1BA VNTR i APOE &2-4 te analiza alela su radene u programu MedCalc bez korekcije za dob i
spol. Radi viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija svih dobivenih P vrijednosti.
a _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, ¢ — prikazan je rezultat
dobiven prema prekodominantnom modelu, € — prikazan je rezultat logisti¢ke regresije prema kodominantnom
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), ' —
prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi genotipovi koji sadrze barem jedan €2 u odnosu na
referentni genotip (£2/3 + €2/4 + £2/2 vs. £3/3), 1 — prikazan je rezultat modela u kojem su usporedeni svi
genotipovi koji sadrze barem jedan €4 u odnosu na referentni genotip (€3/4 + €4/4 + €2/4 vs. €3/3), SIMU —
subkortikalni ishemijski mozdani udar, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl.
confidence interval), * — statisti¢ki znacajan rezultat, n. d. — nije dostupno.

Dokazana je statisticki znacajna povezanost polimorfizama FGB G-455A i HPA-2

prema recesivnom modelu te genotipa GP1BA VNTR BB s pojavom SIMU-a, uz vrlo $iroke

intervale pouzdanosti zbog maloga broja ispitanika s navedenim genotipovima. Genotip FGB

-455 AA zabiljezen je samo u kontrolnoj skupini, ali ne i u djece sa SIMU-om. Takoder,

uocCena je veca ucestalost genotipova F13A1 Val34Leu GT i TT ialela T skupini djece sa
SIMU-om, a suprotno tome genotipa HPA-5 ab i bb te ITGA2 807 TT i 873 AA u kontrolnoj

skupini. Medutim, statisti¢ki znacaj ovih rezultata u ulozi SIMU-a u djece nije utvrden.

Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece sa SIMU-om u odnosu na

kontrolnu skupinu za kombinaciju polimorfizama koji su u modelima univarijatne logisti¢ke

regresije prije provedene Benjamini-Hochbergove korekcije ishodili rezultat P < 0,100

prikazani su u Tablici 38. Multivarijatnom analizom utvrdena je povezanost ITGA2 807 C/T,
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873 G/A i HPA-2 prema recesivnom modelu te genotipa GP1BA VNTR BB s pojavom

SIMU-a u djece, dok ostali uklju¢eni polimorfizmi nisu pokazali statisticki znac¢ajnu

povezanost s bolesti. Valja napomenuti da su u ovom slu¢aju pojedine genske varijante

ukljucene u multivarijatnu analizu relativno rijetke (genotipovi GP1BA HPA-2 bb, ITGA2 807

TT 1873 AA) sto moZe znacajno utjecati na pouzdanost rezultata statisticke analize.

Tablica 38. Rezultati multivarijatne logisticke regresije u skupini djece s SIMU-om u odnosu

na kontrolnu skupinu.

polimorfizam univarijatna logisticka regresija multivarijatna logisti¢ka regresija
OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) p? PP
FGB -455 G/A°® n.d. 0,029* 2,90 x 10 (n. d.) 0,995 0,995
F13A1 Val34Leu 1,98 (0,93 - 4,22) 0,076 2,04 (0,81 -5,13) 0,130 0,288
GP1BA HPA-2 a/b® | 13,15(1,12 -154,96)* | 0,037* 0,01 (n.d.) <0,001* | 0,007*
ITGA2 HPA-5 a/b 0,37 (0,11 -1,28) 0,080 0,46 (0,12 -1,72) 0,247 0,288
ITGA2 807 C/T® 0,31 (0,07 -1,39) 0,078 0,01 (n.d.) <0,001* | 0,007*
ITGA2 873 G/A® 0,17 (0,02 - 1,32) 0,029 53,87 (n. d.) <0,001* | 0,007*
GP1BA VNTR¢ 12,69 (1,27 - 127,00)* | 0,031* 3,75x 10° (n. d.) <0,001* | 0,007*

@ _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, ¢ — prikazan je rezultat dobiven prema recesivnom modelu, @ — prikazan je rezultat
modela u kojem je usporeden genotip BB u odnosu na referentni genotip CC, OR — omjer rizika (engl. odds
ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval), n. d. — nije dostupno, * — statisti¢ki znacajan

rezultat.
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4.3. Povezanost odabranih haplotipova s IMU-om u djece i podtipovima bolesti

Osim pojedina¢nih polimorfizama, ispitana je i potencijalna udruzenost pojedinac¢nih
polimorfizama smjestenih na razli¢itim kromosomima u zasebne haplotipove odredivanjem
neravnoteze povezanosti polimorfizama. U slucaju utvrdene neravnoteze povezanosti dvaju ili
vise polimorfizama, napravljena je daljnja analiza haplotipova u odnosu na referentni najéesc¢i
haplotip te je uz pomo¢ logisticke regresije ispitana potencijalna povezanost pojedinoga
haplotipa s nastankom IMU-a u djece i podtipova bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu.

4.3.1. Ispitivanje neravnoteZe povezanosti polimorfizama

Rezultati ispitivanja neravnoteze povezanosti, nuzni radi ispravnoga odabira
relevantnih polimorfizama smjestenih na 1. kromosomu koji ¢e se dalje zajednicki analizirati
kao predlozeni haplotip, prikazani su na Slici 15. Dokazana je medusobna neravnoteza
povezanosti svih Sest ispitivanih polimorfizama smjesStenih na 1. kromosomu §to je omogucilo
njihovo zajedni¢ko uklju¢ivanje u daljnju analizu povezanosti haplotipa F5/SELP s IMU-om

u djece.

Slika 15. Rezultati ispitivanja neravnoteze polimorfizama za kombinaciju $est polimorfizama unutar F5 i SELP
smjestenih na 1. kromosomu. Prikazane su D' vrijednosti za svaki par polimorfizama.

Rezultati ispitivanja neravnoteze povezanosti nuzni radi ispravnoga odabira
relevantnih polimorfizama sadrZanih na 5. kromosomu koji ¢e se dalje zajednicki analizirati
kao predlozeni haplotip prikazani su na Slici 16. Dokazana je medusobna neravnoteza

povezanosti svih triju ispitivanih polimorfizama smjestenih na 5. kromosomu §to je
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omogucilo njihovo zajednicko uklju¢ivanje u daljnju analizu povezanosti haplotipa ITGAZ s

IMU-om u djece.

Slika 16. Rezultati ispitivanja neravnoteze polimorfizama za kombinaciju tri polimorfizama unutar ITGA2
smjestenog na 5. kromosomu. Prikazane su D' vrijednosti za svaki par polimorfizama.

Rezultati ispitivanja neravnoteZze povezanosti nuzni radi ispravnoga odabira
relevantnih polimorfizama sadrZanih na 17. kromosomu koji ¢e se dalje zajednicki analizirati
kao predlozeni haplotip prikazani su na Slici 17. Dokazana je je neravnoteza povezanosti
samo izmedu polimorfizama GP1BA (-5) T/C, VNTR i HPA-2. 1z toga razloga u daljnju su

analizu povezanosti haplotipa s IMU-om u djece ukljuc¢ena samo ova tri polimorfizma.

Slika 17. Rezultati ispitivanja neravnoteze polimorfizama za kombinaciju $est polimorfizama unutar GP1BA i
smjestenih na 17. kromosomu. Prikazane su D' vrijednosti za svaki par polimorfizama, dok su za opisivanje
neravnoteze kombinacija polimorfizama koje uklju¢uju GP1BA VNTR prikazane vrijednosti Cramerovog V
(oznacene zvjezdicom).

U ispitivanje neravnoteze povezanosti polimorfizama smjestenih u APOE i GP6 za
svakoga ispitanika uklju¢en je tocan genotip za polimorfizme APOE 388 T/C i 526 C/T
definirane genotipom APOE €2-4. Rezultati ispitivanja neravnoteze povezanosti, nuzni radi

ispravnoga odabira relevantnih polimorfizama sadrzanih na 19. kromosomu koji ¢e se dalje
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zajednicki analizirati kao predlozeni haplotip, prikazani su na Slici 18. Potvrdena je
neravnoteza povezanosti polimorfizama koji sastavljaju dobro poznate haplotipove APOE ¢£2-
4, dok neravnoteza povezanosti nije utvrdena u odnosu na odabrani polimorfizam u GP6.
Kako je metoda genotipizacije APOE £2-4 dizajnirana tako da za svakoga pacijenta daje to¢nu
kombinaciju haplotipa u genotipu, a dobiveni podaci o ucestalosti ve¢ su ukljuceni u
ispitivanje povezanosti haplotipa APOE i genotipa s pojavom IMU-a u djece u univarijatnoj i
gdje je prikladno u multivarijatnoj logisti¢koj regresiji, ponovna analiza haplotipova nije
potrebna.

Slika 18. Rezultati ispitivanja neravnoteze polimorfizama za kombinaciju ukupno tri polimorfizma unutar APOE
i GP6 smjestenih na 19. kromosomu. Prikazane su D' vrijednosti za svaki par polimorfizama.

4.3.2. Haplotip F5/SELP na 1. kromosomu i IMU udjece

Ucestalosti haplotipa F5/SELP smjestenoga na 1. kromosomu u skupini djece s IMU-
om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj skupini te rezultati logisticke regresije
kojom je ispitana potencijalna povezanost haplotipa s pojavom IMU-a u djece u odnosu na

kontrolnu skupinu prikazana je u Tablici 39.
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Tablica 39. Raspodjela haplotipova sacinjenih od ispitivanih polimorfizama smjestenih na 1.

kromosomu u skupini djece s IMU-om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj

skupini te ispitivanje povezanosti haplotipa s pojavom bolesti.

haplotip F5 1601 G/A /HR2/

ukupni ispitanici

SELP Ser290Asn/Asn562Asp/ skupina ucCestalost
Val599Leu/Thr715Pro " haplotipa OR (%% CI) P P
1. G/A/Ser/Asp/ValIThr IMU 0,371 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
AIMU 0,360 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
PAIMU 0,391 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
DAIMU 0,341 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
CSVT 0,373 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
KIMU 0,334 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
SIMU 0,421 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
kontrolna skupina 0,353 / / /
2. G/A/Ser/Asn/Val/Thr IMU 0,207 1,01 (0,61 — 1,69) 0,960 0,960
AIMU 0,223 1,13 (0,66 — 1,93) 0,650 0,813
PAIMU 0,200 1,78 (0,78 — 4,07) 0,180 0,750
DAIMU 0,235 1,13 (0,59 - 2,15) 0,710 0,888
CSVT 0,178 0,63 (0,21 -1,87) 0,410 0,920
KIMU 0,232 1,46 (0,75 — 2,84) 0,260 0,616
SIMU 0,187 0,97 (0,39 - 2,39) 0,940 1,000
kontrolna skupina 0,212 / / /
3. G/A/Ser/Asn/Val/Pro IMU 0,070 1,06 (0,55 — 2,03) 0,870 0,928
AIMU 0,075 1,15 (0,57 — 2,30) 0,700 0,813
PAIMU 0,033 0,78 (0,23 - 2,62) 0,680 0,850
DAIMU 0,118 1,57 (0,71 - 3,51) 0,270 0,633
CSVT 0,000 0,84 (0,25 — 2,85) 0,780 0,920
KIMU 0,079 0,81 (0,30 — 2,20) 0,690 0,940
SIMU 0,096 1,63 (0,61 — 4,36) 0,330 1,000
kontrolna skupina 0,069 / / /
4. G/AJAsn/Asn/Val/Thr | IMU 0,060 0,54 (0,23 -1,29) 0,170 0,880
AIMU 0,039 0,40 (0,15 - 1,09) 0,074 0,693
PAIMU 0,046 0,58 (0,16 — 2,16) 0,420 0,888
DAIMU 0,027 0,19 (0,02 — 1,50) 0,120 0,600
CSVT 0,136 1,27 (0,38 — 4,23) 0,700 0,920
KIMU 0,034 0,35 (0,09 — 1,40) 0,140 0,616
SIMU 0,071 0,95 (0,26 — 3,57) 0,940 1,000
kontrolna skupina 0,089 / / /
5. G/A/Asn/Asp/Val/Thr | IMU 0,054 1,16 (0,50 — 2,67) 0,730 0,936
AIMU 0,064 1,40 (0,58 - 3,34) 0,460 0,813
PAIMU 0,061 2,46 (0,62 —9,79) 0,200 0,750
DAIMU 0,075 1,57 (0,57 — 4,34) 0,380 0,633
CSVT 0,040 0,93 (0,25 — 3,50) 0,920 0,920
KIMU 0,104 2,10 (0,75 -5,92) 0,160 0,616
SIMU 0,031 0,66 (0,13 - 3,33) 0,610 1,000
kontrolna skupina 0,068 / / /
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haplotip F5 1601 G/A /HR2/

ukupni ispitanici

SELP Ser290Asn/Asn562Asp/ skupina ucestalost a
Val599Leu/Thr715Pro haplotipa OR (%% Cl) P P?
6. G/A/Ser/Asn/Leu/Thr IMU 0,077 0,76 (0,37 —1,57) 0,430 0,880
AIMU 0,077 0,80 (0,38 - 1,69) 0,560 0,813
PAIMU 0,092 0,99 (0,33 -3,01) 0,990 0,990
DAIMU 0,067 0,82 (0,31 -2,17) 0,690 0,922
CSVT 0,091 0,74 (0,18 — 3,05) 0,670 0,975
KIMU 0,046 0,48 (0,15-1,53) 0,220 0,616
SIMU 0,078 1,22 (0,40 — 3,73) 0,730 1,000
kontrolna skupina 0,076 / / /
7. G/G/Ser/Asp/Val/Thr IMU 0,051 1,67 (0,61 — 4,58) 0,320 0,880
AIMU 0,058 2,21(0,80-6,11) 0,130 0,693
PAIMU 0,028 2,30 (0,36 — 14,59) 0,380 0,888
DAIMU 0,073 2,91 (0,86 —9,83) 0,086 0,645
CSVT 0,029 0,81 (0,08 - 8,13) 0,860 0,975
KIMU 0,053 2,09 (0,54 - 8,13) 0,290 0,616
SIMU 0,021 3,14 (0,75 -13,19) 0,120 0,900
kontrolna skupina 0,033 / / /
8. G/G/Ser/Asn/Val/Thr IMU 0,034 1,72 (0,54 — 5,50) 0,360 0,880
AIMU 0,034 1,94 (0,60 — 6,31) 0,270 0,812
PAIMU 0,059 3,45 (0,66 — 18,19) 0,150 0,888
DAIMU 0,020 0,98 (0,17 — 5,64) 0,980 0,980
CSVT 0,015 1,12 (0,15 -8,07) 0,910 0,975
KIMU 0,031 1,,84 (0,35 - 9,57) 0,470 0,836
SIMU 0,025 2,11 (0,37 - 11,84) 0,400 1,000
kontrolna skupina 0,028 / / /
9. G/G/Asn/Asn/Val/Thr | IMU 0,008 0,34 (0,02 — 4,57) 0,410 0,880
AIMU 0,008 0,50 (0,05 — 4,95) 0,560 0,813
PAIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
DAIMU 0,016 1,07 (0,16 — 7,17) 0,950 1,000
CSVT 0,021 n. d. n. d. n.d.
KIMU 0,013 0,92 (0,10 — 8,45) 0,940 0,940
SIMU 0,018 0,19 (0,00 — 2037049,89) 0,840 1,000
kontrolna skupina 0,018 / / /
10. AJAJAsn/Asp/Val/Thr IMU 0,018 1,96 (0,35 - 10,94) 0,440 0,880
AIMU 0,022 3,45 (0,75 - 15,82) 0,110 0,693
PAIMU 0,036 7,92 (0,61 - 102,88) 0,120 0,888
DAIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
CSVT 0,000 n. d. n. d. n. d.
KIMU 0,033 5,11 (0,72 — 36,52) 0,110 0,616
SIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
kontrolna skupina 0,006 / / /
11. G/A/Ser/Asp/Leu/Thr IMU 0,008 n. d. n. d. n. d.
AIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
PAIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
DAIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
CSVT 0,024 19,76 (1,21 - 323,64)* | 0,038* | 0,570
KIMU 0,000 n.d. n.d. n.d.
SIMU 0,000 n.d. n.d. n.d.
kontrolna skupina 0,006 / / /
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haplotip F5 1601 G/A /HR2/ ukupni ispitanici
SELP Ser290Asn/Asn562Asp/ skupina ucestalost a
Val599Leu/Thr715Pro " haplotipa OR (95 % CI) P P
12. ostali nenavedeni IMU 0,050 1,25 (0,41 - 3,77) 0,690 0,935
(rijetki) AIMU 0,040 0,56 (0,16 — 2,01) 0,380 | 0,812
PAIMU 0,054 0,93 (0,18 —4,82) 0,930 0,996
DAIMU 0,028 0,76 (0,21 —2,74) 0,670 0,922
CSVT 0,093 055 (0,06 —4,99) 0,600 1,000
KIMU 0,041 1,26 (0,32 — 5,03) 0,740 0,987
SIMU 0,052 0,84 (0,16 — 4,45) 0,840 1,000
kontrolna skupina 0,048 / / /

Analiza haplotipova je izradena u statistickom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol. Radi uklanjanja
utjecaja viSestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija dobivenih P vrijednosti.

4 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence
interval), IMU — ishemijski mozdani udar, AIMU — arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni
arterijski ishemijski mozdani udar, DAIMU — arterijski ishemijski mozdani udar u dje¢joj dobi, CSVT —
tromboza venskih sinusa mozga, KIMU - kortikalni ishemijski mozdani udar, SIMU — subkortikalni arterijski
mozdani udar, Ref. — referentni haplotip, n. d. — nije dostupno, / — nije primjenjivo, * — statisti¢ki znacajan
rezultat.

Dobiven je statisticki znacajan rezultat samo za rijetki haplotip F5/SELP
G/A/Ser/Asp/Leu/Thr (11. u Tablici 39.) u skupini djece s CSVT-om u odnosu na kontrolnu
skupinu. Navedeni haplotip uo¢en je samo u skupini djece s CSVT-om gdje povecéava rizik za
nastanak CSVT-a gotovo 20 puta u odnosu na referentni haplotip, dok njegova prisutnost nije
zabiljeZena u skupini djece s AIMU-om. Osim toga, uo¢ena je neSto manja ucestalost
haplotipa G/A/Asn/Asn/Val/Thr (4. u Tablici 39.) u skupini djece s AIMU-om i nesto veéa
ucestalost haplotipa G/G/Ser/Asp/Val/Thr (7. u Tablici 39.) u skupini djece s DAIMU-om u

odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez dokazane statisticke znac¢ajnosti ovih rezultata.

4.3.3. Haplotip ITGA2 na 5. kromosomu i IMU u djece

Ucestalosti haplotipa ITGA2 smjestenoga na 5. kromosomu u skupini djece s IMU-
om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj skupini te rezultati logisti¢ke regresije
kojom je ispitana potencijalna povezanost haplotipa s pojavom IMU-a u djece i u skupinama
po podtipovima bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu prikazana je u Tablici 40.

Dobiven je statisticki znacajan rezultat samo za haplotip ITGA2 C/G/b u skupini s
DAIMU-om. Navedeni haplotip uocen je s manjom ucestalo$¢u u skupini s DAIMU-om gdje
smanjuje rizik za nastanak DAIMU-a u odnosu na referentni haplotip. Osim toga, uoc¢ena je
nesto manja ucestalost haplotipa C/G/b u skupini djece s IMU-om i u skupini djece s KIMU-
om u odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez dokazane statisticke znacajnosti ovih rezultata.
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Rijetki haplotipovi ITGA2 C/A/a, T/G/a i T/A/b uoceni su samo u nekoliko slucajeva
DAIMU-a i CSVT-g, ali ne i u skupini djece s KIMU-om ili PAIMU-om niti u kontrolnoj
skupini.

Tablica 40. Raspodjela haplotipova sacinjenih od ispitivanih polimorfizama smjestenih na 5.
kromosomu u skupini djece s IMU-om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj
skupini te ispitivanje povezanosti haplotipa s pojavom bolesti.

haplotip ITGA2 ukupni ispitanici
807C/T /873 G/IA skupina ucestalost
/HPA-5 a/b haplotipa OR(%CD P P?
1. C/Gla IMU 0,550 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
AIMU 0,544 1,00 (Ref)) Ref. Ref.
PAIMU 0,522 1,00 (Ref)) Ref. Ref.
DAIMU 0,506 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
CSVT 0,603 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
KIMU 0,531 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
SIMU 0,608 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
kontrolna skupina 0,482 / / /
2. TI/A/a IMU 0,360 0,81 (0,58 - 1,14) 0,230 0,935
AIMU 0,366 0,85 (0,59 - 1,22) 0,370 0,812
PAIMU 0,352 0,92 (0,52 -1,62) 0,770 0,888
DAIMU 0,379 0,77 (0,50 - 1,18) 0,230 0,686
CSVT 0,313 0,63(0,32-1,24) 0,180 1,000
KIMU 0,382 0,92 (0,58 — 1,47) 0,740 0,987
SIMU 0,319 0,62 (0,34-1,13) 0,120 0,900
kontrolna skupina 0,410 / / /
3. CIG/b IMU 0,083 0,62 (0,35 —1,09) 0,096 0,935
AIMU 0,087 0,62 (0,34-1,14) 0,130 0,693
PAIMU 0,126 0,81 (0,37 -1,78) 0,600 0,912
DAIMU 0,051 0,38 (0,15-0,94)* 0,038* 0,570
CSVT 0,046 0,54 (0,18 - 1,66) 0,280 1,000
KIMU 0,087 0,61 (0,28 -1,36) 0,230 0,616
SIMU 0,050 0,31 (0,09 - 1,08) 0,068 1,000
kontrolna skupina 0,108 / / /
4. ostali IMU 0,007 n. d. n. d. n. d.
nenavedeni AIMU 0,003 n. d. n. d. n. d.
(rijetki) PAIMU 0,000 n. d. n. d. n. d.
DAIMU 0,064 n. d. n. d. n. d.
C/Ala CSVT 0,038 n. d. n. d. n. d.
T/Gla KIMU 0,000 n.d. n. d. n. d.
T/A/b SIMU 0,023 n. d. n. d. n. d.
kontrolna skupina 0,000 / / /

Analiza haplotipova je izradena u statisticCkom programu SNPStats uz korekciju za dob i spol. Radi uklanjanja
utjecaja visestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija dobivenih P vrijednosti.

3 _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence
interval), IMU — ishemijski mozdani udar, AIMU — arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni
arterijski ishemijski mozdani udar, DAIMU — arterijski ishemijski mozdani udar u djecjoj dobi, CSVT —
tromboza venskih sinusa mozga, KIMU - kortikalni ishemijski mozdani udar, SIMU — subkortikalni arterijski
mozdani udar, Ref. — referentni haplotip, / — nije primjenjivo, * — statisti¢ki znagajan rezultat.
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4.3.4. Haplotip GP1BA na 17. kromosomu i IMU u djece

4. Rezultati

Ucestalosti haplotipa GP1BA (-5)T/C /VNTR/HPA-2 smjestenoga na 17. kromosomu
u skupini djece s IMU-om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj skupini te

rezultati logisti¢ke regresije kojom je ispitana potencijalna povezanost haplotipa s pojavom

IMU-a u djece i skupinama po podtipovima bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu prikazana

je u Tablici 41.

Tablica 41. Raspodjela haplotipova sacinjenih od ispitivanih polimorfizama smjestenih na 17.
kromosomu u skupini djece s IMU-om, u skupinama po podtipovima bolesti i u kontrolnoj
skupini te ispitivanje povezanosti haplotipa s pojavom bolesti.

haplotip ukupni ispitanici
GP1BA (-5) T/C skupina ucestalost
IVNTR/HPA-2 haplotipa OR(%CD) P P?
1. TICla IMU 0,675 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
AIMU 0,681 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
PAIMU 0,724 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
DAIMU 0,641 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
CSVT 0,645 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
KIMU 0,688 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
SIMU 0,653 1,00 (Ref.) Ref. Ref.
kontrolna skupina 0,659 / / /
2. CICla IMU 0,133 0,83 (0,46 — 1,49) 0,529 0,935
AIMU 0,124 0,76 (0,41 —1,44) 0,406 0,812
PAIMU 0,146 0,85 (0,39 -1,82) 0,669 0,912
DAIMU 0,104 0,68 (0,29 — 1,57) 0,366 0,686
CSVT 0,177 1,15 (0,41 - 3,22) 0,786 1,000
KIMU 0,104 0,63 (0,26 — 1,53) 0,308 0,616
SIMU 0,132 0,85 (0,31 - 2,27) 0,740 1,000
kontrolna skupina 0,157 / / /
3. T/Blb IMU 0,106 1,10 (0,55 — 2,19) 0,793 0,935
AIMU 0,104 1,07 (0,52 — 2,22) 0,850 0,854
PAIMU 0,062 0,60 (0,20 — 1,76) 0,353 0,930
DAIMU 0,144 1,57 (0,69 — 3,53) 0,280 0,700
CSVT 0,113 1,22 (0,35 —4,24) 0,750 1,000
KIMU 0,103 1,05 (0,41 - 2,67) 0,924 0,992
SIMU 0,128 1,37 (0,48 — 3,88) 0,557 1,000
kontrolna skupina 0,094 / / /
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4. Rezultati

haplotip ukupni ispitanici
GP1BA (-5) T/IC skupina ucestalost a
IVNTR/HPA-2 haplotipa OR (%% Cl) P P?
4. T/Dla IMU 0,077 0,91 (0,42 — 1,94) 0,800 0,935
AIMU 0,080 0,93 (0,42 — 2,05) 0,854 0,854
PAIMU 0,067 0,74 (0,26 — 2,12) 0,570 0,930
DAIMU 0,092 1,13 (0,44 — 2,88) 0,799 0,922
CSVT 0,065 0,79 (0,17 -3,71) 0,765 1,000
KIMU 0,098 1,13 (0,43 - 2,96) 0,802 0,987
SIMU 0,076 0,91 (0,26 — 3,24) 0,890 1,000
kontrolna skupina 0,083 / / /
5. ostali IMU 0,008 1,33 (0,12 — 14,85) 0,818 0,935
(rijetki) AIMU 0,010 1,58 (0,14 — 17,70) 0,711 0,813
PAIMU 0,000 n.d. 0,620 0,930
T/B/a DAIMU 0,019 3,16 (0,28 — 36,06) 0,355 0,761
TI/Clb CSVT 0,000 n.d. 0,858 1,000
C/Dl/a KIMU 0,008 1,16 (0,04 — 31,03) 0,930 0,992
C/B/b SIMU 0,012 2,00 (0,08 — 52,75) 0,677 1,000
kontrolna skupina 0,007 / / /

Analiza haplotipova je izradena u statisti¢kom programu R uz korekciju za dob i spol. Radi uklanjanja utjecaja
visestrukoga testiranja provedena je Benjamini-Hochbergova korekcija dobivenih P vrijednosti.

a _ P vrijednost dobivena prije Benjamini-Hochbergove korekcije, ® — P vrijednost dobivena nakon Benjamini-
Hochbergove korekcije, OR — omjer rizika (engl. odds ratio), Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence
interval), IMU — ishemijski mozdani udar, AIMU — arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni
arterijski ishemijski mozdani udar, DAIMU — arterijski ishemijski mozdani udar u dje¢joj dobi, CSVT —
tromboza venskih sinusa mozga, KIMU — kortikalni ishemijski mozdani udar, SIMU — subkortikalni arterijski
mozdani udar, Ref. — referentni haplotip, / — nije primjenjivo, n. d. — nije dostupno, * — statisti¢ki znacajan
rezultat.

Kako se raspodjela haplotipova nije znacajno razlikovala izmedu djece s IMU-om i
podtipovima bolesti u usporedbi s kontrolnom skupinom, logistickom regresijom nije
utvrdena povezanost haplotipova GP1BA s IMU-om u djece i s podtipovima bolesti. Rijetki

haplotipovi uoceni su samo u djece s DAIMU-om, dok njihova prisutnost nije utvrdena u

djece s PAIMU-om ili CSVT-om.
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5. Rasprava

5. RASPRAVA

Razumijevanje geneticke osnove IMU-a osnovni je preduvjet razvoju i primjeni
standardiziranih protokola za dijagnozu, procjenu ishoda i terapiju bolesti, a u duhu danasnje
medicine usmjerene na novi koncept osobnoga pristupa, prevenciju i predvidanje bolesti. U
sklopu ovog istrazivanja ispitane su genske varijacije u literaturi spomenute u kontekstu IMU-
a u djece, ali i one koje jos uopcée nisu ispitane u djece s IMU-om, dok za dio varijacija postoji
tek malen broj objavljenih radova ograni¢enih na manje populacije sa zna¢ajnim
metodoloskim razlikama. Ovim istrazivanjem nastojale su se prikupiti nove informacije o
pojedinacnoj i eventualnoj zajednickoj ulozi ispitivanih genskih ¢imbenika u etiologiji IMU-a
u djece s obzirom na dob pojave bolesti, tip i lokalizaciju IMU-a.

Razlicita objavljena epidemioloska istrazivanja pokazala su da se rizik za nastanak
IMU-a mijenja ovisno o dobi djeteta, Sto je posebno zanimljivo ako se uzme u obzir i
¢injenica da su za pojedina dobna razdoblja u djece karakteristi¢ni razli¢iti ¢imbenici za
pojavu bolesti (12). IMU se u djece najéesce javlja u perinatalnom periodu, $to je i prikazano
rezultatima ovog istrazivanja gdje je ¢ak 40 % svih slucajeva predstavljalo PAIMU. Dobiveni
rezultati u skladu su s nedavno objavljenom meta-analizom (22) i velikom studijom koja je
pokazala da se Cetvrtina svih slucajeva AIMU-a javlja u perinatalnom periodu (24).
Zabiljezen ve¢i udio PAIMU-a u odnosu na ostale podtipove u ispitivanoj populaciji
vjerojatno je prouzro¢en poboljsanjem dijagnostickih moguénosti, odnosno, zahvaljujuci
dostupnosti mo¢nijih slikovnih tehnika za dijagnostiku bolesti, ali i primjeni novijih
dijagnostickih smjernica za PAIMU kojega je ponekad moguce previdjeti zbog blaze
ekspresije simptoma i plasticnosti mladoga mozga. Medutim, takoder je moguce da je
dobiveni rezultat ogranicen na geografsku lokaciju. Dakle, ovim istrazivanjem je utvrdena
podjednaka zastupljenost PAIMU-a (N = 74) i DAIMU-a (N = 80) te rjeda ucestalost CSVT-a
(N = 31) u Hrvatskoj, $to je u skladu i s prethodnim istrazivanjima provedenim tijekom
perioda 1998. do 2005. godine (28, 32). Dodatno je utvrdena i pet puta veca ucestalost
AIMU-a u odnosu na CSVT u djece u Hrvatskoj.

Velike medunarodne multicentri¢ne studije utvrdile su ve¢u ucestalost pojave IMU-a u
djecaka nego u djevojéica bez obzira na tip IMU-a, gdje je objavljeni omjer dje¢aka u odnosu
na djevojéice iznosio 1,49 prema jedan (13, 33). U ovom istrazivanju takoder je utvrdena veéa
zastupljenost dje¢aka u ukupnoj skupini djece s IMU-om, ali i podtipovima AIMU-a,
DAIMU-a, KIMU-a i SIMU-a, dok razlika u zastupljenosti djece prema spolu nije uocena u

podtipovima PAIMU-a i CSVT-a. Zabiljezeni su omjeri djecaka u odnosu na djevojcice s
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IMU-om, AIMU-om, PAIMU-om, DAIMU-om i CSVT-om od 1,31, 1,41, 1,24, 1,58,
odnosno, 0,94 prema jedan. U prethodno objavljenim studijama ograni¢enim na Hrvatsku
tijekom perioda od 1998. do 2010. godine dobiveni su sli¢ni rezultati osim za PAIMU gdje je
takoder dobiven nesto veéi omjer djecaka (1,33 prema jedan), dok je za DAIMU dobiven
omjer djeCaka od cak 2,8 prema jedan (28, 32, 34). Dobiven podjednak udio djecaka i
djevoj¢ica s PAIMU-om takoder se moze objasniti kao i ranije komentirana veca ucestalost
PAIMU-a u odnosu na ostale podtipove u populaciji Hrvatske, odnosno, vjerojatno je
posljedica poboljSanja dijagnostickih moguénosti ili predstavlja geografsku posebnost.
Medutim, prethodno objavljena istrazivanja u Hrvatskoj obuhvacala su razmjerno manji broj
ispitanika u odnosu na opisano istrazivanje pa njihove rezultate treba tumaciti kao
preliminarne. Nadalje, u ovom istrazivanju zabiljeZena je podjednaka zastupljenost djecaka i
djevojcica u skupini djece s CSVT-om (omjer u odnosu na djevojcice jest 0,94 prema jedan)
Sto je prvi objavljeni podatak o raspodjeli CSVT-a unutar spolova u djece u Hrvatskoj. lako
dobiveni rezultat nije u skladu s rezultatima velikih medunarodnih multicentri¢nih studija
koje su utvrdile ve¢u ucestalost CSVT-a u djecaka (60 — 70 %) nego u djevojcica (29),
rezultat se moze protumaciti kao geografski uvjetovan. Ovim istrazivanjem je utvrdeno da
spol ne predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za nastanak CSVT-a u djece u Hrvatskoj, ali dobiveni
rezultat treba potvrditi na ve¢em uzorku.

Uvidom u dostupne literaturne baze podataka nisu pronadena istrazivanja u kojima je
napravljena analiza IMU-a u djece prema lokalizaciji na opisan nac¢in pa je dobiveni rezultat
za pojavnost KIMU-a i SIMU-a jedinstven. Utvrdena je 1,6 puta veca ucestalost KIMU-a u
odnosu na SIMU, a najve¢i omjer djecaka u odnosu na djevojcice dobiven je upravo u skupini
djece sa SIMU-om gdje iznosi 1,69 prema jedan. Ovaj rezultat moze upucivati na lokalizirani
nastanak IMU-a ovisno o spolu. Medutim, zbog zahtjevnosti odredivanja lokalizacije IMU-a
u djece za koje su potrebne stru¢nost i znanje koje izlazi van podru¢ja ovoga doktorskog rada,
ovim istrazivanjem samo su djelomi¢no prikupljeni podaci o lokalizaciji IMU-a u djece (60,5
%). Kako je takoder moguca i mijeSana kortikalno-subkortikalna lokalizacija IMU-a, koja nije
obuhvacena ovim doktorskim radom zbog slozenosti utvrdivanja to¢ne lokalizacije, za
potvrdu dobivenih podataka potrebna su daljnja istrazivanja koja bi suradnjom s klinickim
radiolozima omogucila precizno odredivanje lokalizacije IMU-a u sve djece.

Unato¢ utvrdenoj vecoj pojavnosti IMU-a u djecaka, uzroci tome ostaju nejasni. Jedan
od mogucih uzroka razli¢ite pojavnosti mogu biti hormonske razlike izmedu djecaka i
djevojcica zbog vecih koncentracija estrogena u adolescentnoj dobi u djevojcica ili moguce

uloge endogenoga testosterona (20, 248). Logicno je pretpostaviti i gensku sklonost djecaka
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pojavi IMU-a, ali kako ovim ispitivanjem nisu obuhvacene genske varijacije izravno
smjestene na spolnim kromosomima, to jest, ukljucene genske varijacije nisu izravno
povezane sa spolom, unato¢ vecoj ucestalosti pojedinih podtipova bolesti u djecaka, daljnje
ispitivanje utjecaja odabranih genskih varijacija ovisno o spolu nije opravdano pa stoga nije ni
napravljeno. Uvodenje podjele po spolu dodatno bi umanjilo pouzdanost rezultata statisticke
obrade zbog dodatnoga dijeljenja ispitivanih skupina.

Do danas je prepoznat velik broj nasljednih i steenih rizicnih ¢imbenika za razvoj
IMU-a u djece ¢ija se ucestalost moze razlikovati ovisno o geografskom podrucju i etnickim
karakteristikama, kao i s obzirom na tip IMU-a i dob djeteta (1, 46). Medutim, u vise od 60
% djece s IMU-om moguce je utvrditi prisutnost vise rizicnih ¢imbenika (47), dok je u oko 30
% slucajeva etiologija bolesti nerazjasnjena (1, 48). Trombofilija je prepoznata kao jedan od
¢imbenika rizika za nastanak IMU-a u djece koja pridonosi pojavi tromboze naruSavanjem
fizioloSke ravnoteZe izmedu protrombotickih i antitrombotic¢kih ¢imbenika hemostatskoga
sustava, odnosno, pomicanjem ravnoteze u smjeru tromboze. Takoder, polimorfizmi u
trombocitnim glikoproteinskim receptorima koji uzrokuju pojacanu aktivaciju i agregaciju
trombocita takoder mogu doprinijeti nastanku protrombotickoga stanja. Medutim, postoje
dokazi da pojedini trombofilni ¢imbenici neovisno poveéavaju rizik pojave bolest (1, 6).
Primjerice, poviSena koncentracija lipoproteina(a), F5 1601 G/A, F2 20210 G/A, manjak
proteina C i polimorfizmi MTHFR pokazali su se kao neovisni ¢imbenici rizika za AIMU (68,
69). Protromboti¢ki rizi¢ni ¢imbenici koji povecavaju rizik nastanka CSVT-a u djece
uklju¢uju mutaciju F5 1601 G/A, lupus antikoagulant i nedostatke proteina C, proteina S,
antitrombina i ¢imbenika XII (65). Trombofilna stanja koja predstavljaju ¢imbenike rizika za
razvoj CSVT-a u djece mogu biti geneticki uvjetovana, ali je uoena snaznija povezanost
stecenih protrombotickih poremecaja nastalih pod utjecajem aktivne bolesti s pojavom CSVT-
a u djece (74). Potencijalni protromboticki rizi¢ni ¢imbenici Su mnogobrojni, ali su i dalje
nedovoljno istrazeni u IMU-u u djece, pogotovo u pojedinim podtipovima, ali i u smislu
udruzenosti ovih ¢imbenika. Naime, poznato je da prisutnost pojedinoga rizi¢nog ¢imbenika
moze biti od manjega znacaja, ali istodobna prisutnost vise rizi€nih ¢imbenika moze povecati
rizik (1, 68, 75). Kako bi se ispitala hipoteza da su razli¢iti podtipovi IMU-a u djece
okarakterizirani razli¢itim geneti¢kim riziénim ¢imbenicima, u ovom istraZivanju ispitan je
potencijal 21 polimorfizma u 13 gena kandidata, koji uklju¢uju polimorfizme ¢imbenika
zgruSavanja i fibrinolize, polimorfizme GP-a trombocitne membrane i polimorfizme vezane

uz intermedijarne rizi¢ne ¢imbenike (Tablica 15.), te odabranih udruzenih polimorfizama i
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haplotipova kao mogucih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak IMU-a u djece ovisno o tipu IMU-a,
dobi i lokalizaciji lezije u odnosu na kontrolnu skupinu u populaciji Hrvatske.

Za sljede¢ih 10 ispitanih genskih varijacija u ovome je istrazivanju dokazana
povezanost s pojavom IMU-a ili podtipa bolesti: F5 1601 G/A, FGB -455 G/A, ITGB3 HPA-1
a/b, GP1BA HPA-2 a/b, ITGA2 807 C/T, 873 G/A i HPA-5 a/b, ITGA2B HPA-3 a/b, GP1BA
VNTR i ACE I/D.

FV je klju¢ni ¢imbenik koji sudjeluje u odrzavanju hemostatske ravnoteze jer
sudjeluje i u prokoagulacijskom i u antikoagulacijskom putu hemostaze (79, 81). Dobro je
poznato da F5 1601 G/A uzrokuje rezistenciju na APC jer uzrokuje promjenu AK-a u
glavnom ciljnom mjestu djelovanja APC-a, ¢ime se narusava APC-om posredovana
razgradnja FVa i aktivnost FV kao ko¢imbenika za APC prilikom inaktivacije FVIIIa (79,
85). Time se FVa duze zadrzava u cirkulaciji zbog ¢ega podupire pojacanu aktivnost
protrombinaznoga kompleksa i daljnje stvaranje trombina. F5 1601 G/A najéeSce se povezuje
s nastankom venske tromboze gdje prisutnost povecava rizik nastanka bolesti 5 do 7 putau
heterozigota i do 80 puta u homozigota (79, 83). Rezultati ovoga istrazivanja pokazali su
gotovo tri puta veci rizik za nastanak IMU u djece nositelja genotipa F5 1601 GA u
multivarijatnoj analizi zajedno s ACE I/D, iako prisutnost genotipa F5 1601 GA sama za sebe
ipak nije pokazala povezanost s bolesti. Nadalje, u djece s AIMU-om i PAIMU-om, uoc¢eno je
da nositelji alela F5 1601A imaju tri, odnosno Cetiri puta veéi rizik za nastanak bolesti u
odnosi na nositelje divljega tipa, a multivarijatnim modelom logisti¢ke regresije je dodatno
utvrden i Cetiri, odnosno S$est puta veci rizik za nastanak AIMU-a, odnosno PAIMU-a u djece
nositelja genotipa F5 1601 GA. U djece s KIMU-om dokazana je statisticki znacajna
povezanost F5 G1601A gdje nositelji genotipa GA, odnosno alela A maju 4, odnosno 5 puta
veci rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje genotipa GG, odnosno alela G, te je
multivarijatnom analizom potvrden 5,3 puta veéi rizik za nastanak KIMU-a u djece nositelja
genotipa F5 1601 GA. Medutim, nije dokazana povezanost ove genske promjene s nastankom
DAIMU-a ni SIMU-a zbog ¢ega bi F5 1601 G/A mogao biti vazan ¢imbenik u etiologiju
PAIMU-a i razlikovanju od DAIMU-a, odnosno, u etiologiji KIMU-a i razlikovanju od
SIMU-a. Ranija istrazivanja provedena u Hrvatskoj utvrdila su ¢ak viSe od sedam puta veci
rizik za nastanak PAIMU-a i DAIMU-a, odnosno AIMU-a (34) (32), dok je kasnijim
istrazivanjem utvrden oko pet puta veci rizik za nastanak AIMU-a i viSe od osam puta veci
rizik za nastanak PAIMU-a (32). Razlika u uo¢enim dosezima utjecaja ovog genotipa na
nastanak bolesti vjerojatno je posljedica veliCine ispitivane skupine ukljucene u pojedino

objavljeno istrazivanje pa se dobiveni rezultat u predloZenom istrazivanju moze smatrati
142



5. Rasprava

najpouzdanijim za populaciju Hrvatske jer ukljucuje najveéi broj slucajeva. Objavljeni
rezultati u drugim populacijama objedinjeni su u nekoliko meta analiza, od kojih je najstarija
obuhvatila 9 pojedina¢nih istraZivanja, ali nije dokazala povezanost s AIMU-om (249), dok su
kasnije ve¢e meta analize pokazale da prisutnost F5 1601 G/A priblizno tri puta povecava
rizik za pojavu AIMU-a i PAIMU-g, ali i CSVT-a, §to je razlika u odnosu na rezultate ovoga
istrazivanja (68, 250, 251).

Polimorfizam FGB -455 G/A povecava sintezu B-lanaca fibrinogena i posljedi¢no
koncentraciju fibrinogena u plazmi $to predstavlja rizi¢ni ¢imbenik za arterijsku i vensku
trombozu jer utjee na strukturu fibrinskoga ugruska, ali i fibrinogena jer sudjeluje u drugim
vaznim hemostatskim procesima gdje sudjeluje kao preteca fibrina, medijator agregacije
trombocita i znacajno utjece na viskoznost krvne plazme (111-113, 117). Kao protromboticki
rizi¢ni ¢imbenik povezuje se s pojavom kardiovaskularnih bolesti, ukljucuju¢i IMU (111, 116,
252). Nedavna meta-analiza ukljucila je 49 studija te je utvrdila povezanost alela FGB -455A
s povecanim rizikom nastanka IMU-a u op¢oj azijskoj populaciji, ali ne 1 u bijelaca koji su
bili zastupljeni u samo tri studije (118). Meta-analizom je utvrdena povezanost FGB -455 G/A
sa smanjenim rizikom od venske tromboembolije medu bijelom populacijom (119). U
istrazivanjima provedenim na hrvatskoj, poljskoj i indijskoj populaciji nije utvrdena
povezanost polimorfizma FGB -455 G/A s nastankom AIMU-a u djece (32, 120, 253), dok
uloga u CSVT-u i drugim podtipovima bolesti do danas nije ispitana. U ovom istrazivanju
dokazana je statisticki znacajna povezanost polimorfizama FGB -455 G/A gdje je genotip
FGB -455 AA zabiljezen je samo u kontrolnoj skupini, ali ne i u djece sa SIMU-0m zbog cega
se moze zaklju€iti da genotip AA moze imati zaStitni u¢inak na pojavu SIMU-a u djece. Ne
postoje drugi rezultati ispitivanja povezanosti polimorfizama sa SIMU u djece, zbog Cega je
dobiveni rezultat jedinstven.

Kompleks GPIIb/II1a najzastupljeniji je receptor trombocitne membrane ¢ija je uloga
u hemostazi posredovanje u adheziji trombocita na izvanstani¢ni matriks vezanjem na glavni
ligand fibrinogen, ali i VWE, fibronektin i vitronektin, a veze i slijed Lys-GIn-AlaGly-Asp-
Val (KQAGDV) na C-kraju y-lanca fibrinogena zbog ¢ega je kljucan i za agregaciju
trombocita te stvaranje ugruska premos¢ivanjem susjednih trombocita pomocu fibrinogena
(138, 148). Ovim istrazivanjem potvrdena je povezanost dva polimorfizma u dva gena koji
kodiraju za podjedinice kompleksa GPI1Ib/Illa s nastankom IMU-a u djece.

Prisutnost polimorfizma ITGB3 HPA-1 a/b (varijante PI*! i P1#2) usmjerava kompleks
GPIIb/Il1a prema aktivnom stanju (176) i uzrokuje pojacan agregacijski odgovor in vitro

potaknut adenozin-difosfatom, adrenalinom i kolagenom, te povec¢anu osjetljivost na
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antiagregacijske lijekove u odnosu na alel a (177, 178), a povezan je i s povecanjem
ekspresije P-selektina na povr$ini trombocita (148). Ucestalost alela ITGB3 HPA-1b u
Hrvatskoj iznosi 27,4 % (153), dok je ovim istrazivanjem u kontrolnoj skupini djece utvrdena
ucestalost od samo 13,8 %, u ukupnoj skupini djece s IMU-om utvrdena je ucestalost od 16,5
%, dok je najveca ucestalost utvrdena u skupini djece s CSVT-om gdje iznosi 22,6 %. Meta-
analize sazele su objavljene radove koji su ispitivali povezanost ITGB3 HPA-1 s pojavom
IMU-a u odraslih. U meta-analizi iz 2014. godine dokazano je da prisutnost ITGB3 HPA-1b
povecava rizik za nastanak bolesti, dok je meta-analiza objavljena 2017. opovrgnula taj
prethodno objavljeni rezultat (77, 179). Uloga ITGB3 HPA-1 u IMU-u u djece do danas je
ispitana u nekoliko geografski ogranicenih istrazivanja na manjem broju sluc¢ajeva s opre¢nim
rezultatima (32, 34, 120, 163, 180). U grckom, sjevernoamerickom i dva hrvatska istrazivanja
nije utvrdena povezanost S pojavom bolesti (32, 34, 163, 180). Suprotno tome,
sjevernoindijsko istrazivanje sugerira da polimorfizam ITGB3 HPA-1 a/b moZe povecati rizik
za nastanak IMU-a u djece (120). Rezultati ovoga istrazivanja u skladu su s ve¢inom
prethodno objavljenih istrazivanja (32, 34, 163, 180) osim sjevernoindijskog (120): utvrdena
je znacajna povezanost ITGB3 HPA-1 a/b s CSVT-om gdje prema prekodominantnom
modelu nositelji genotipa ab sada imaju 2,5 puta veci rizik za nastanak bolesti u odnosu na
nositelje homozigotnih genotipa aa ili bb. Takoder, uo¢ena je i ve¢a ucestalost alela ITGB3
HPA-1 b te moguc¢a povezanost ITGB3 HPA-1 a/b s nastankom bolesti prema dominantnom
modelu, ali bez dokaza statisticke znacajnosti nakon analize logistickom regresijom. Kako u
literaturi nema usporedivih rezultata za CSVT u djece, dok su azijska istrazivanja ukazala na
eventualnu povezanost ITGB3 HPA-1 a/b s IMU-om u odraslih bez daljnje podjele bolesti
prema dobi i podjeli prema djelu zahvacene cirkulacije (77, 179), zbog moguce geografske
specificnosti pojedinih genetiCkih varijacija svakako bi rezultate dobivene ovim istrazivanjem
trebalo potvrditi na ve¢em broju ispitanika s CSVT-om te obuhvatiti i druge populacije.
Polimorfizam ITGA2B HPA-3 a/b (varijante Bak?® i Bak®) nalazi se uz regiju koja je
ukljuéena u adheziju trombocita na kolagen, iako za nositelje ITGA2B HPA-3b nije dokazan
pojacan agregacijski odgovor trombocita in vitro potaknut adrenalinom i kolagenom u odnosu
na nositelje ITGA2B HPA-3a, kao kod ucinka ITGB3 HPA-1 a/b (178). Ucestalost alela
ITGA2B HPA-3b iznosi 48 % u bijelaca, 32 % u Afrikanaca te 40,5 % u Azijata, dok je u
Hrvatskoj zabiljeZena veca ucestalost koja iznosi 68,0 % (150, 153). Ovim istrazivanjem
utvrdene su snizene ucestalosti u svim ispitivanim skupinama: u kontrolnoj skupini djece
utvrdena je ucestalost od samo 44,3 %, u ukupnoj skupini djece s IMU-om utvrdena je

ucestalost od 39,5 %, dok je najmanja ucestalost utvrdena u skupini djece s DAIMU-om gdje
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iznosi 34,8 %. Povezanost ITGA2B HPA-3 s pojavom IMU-a u odraslih ispitana je u nizu
radova i sazeta meta-analizom gdje je utvrdeno da prisutnost ITGA2B HPA-3b povecava rizik
za IMU u Azijata, ali ne i u bijelaca (77). Medutim, povezanost ITGA2B HPA-3 s IMU-om u
djece do danas je ispitana samo u populaciji Hrvatske u nekoliko istrazivanja na manjem
broju slucajeva s opre¢nim rezultatima. U starijem istrazivanju nije utvrdena povezanost ovih
polimorfizama s pojavom bolesti (34), dok su rezultati novijega hrvatskog istrazivanja na
vecem uzorku sugerirali mogu¢ zastitni uc¢inak alela ITGA2B HPA-3b na pojavu AIMU-a u
djece, a daljnjom analizom povezanost je dokazana za PAIMU, ali ne i za DAIMU (32).

U ovom istrazivanju uocena je smanjena ucestalost genotipa ITGA2B HPA-3 abibbu
skupini djece s IMU-om, ali ipak bez dokazane statisticke znac¢ajnosti, §to nije u skladu sa
starijem istrazivanju u populaciji Hrvatske (34), ali se slaze s prethodno objavljenim
rezultatima u hrvatske djece (32). Dokazani umjereni smanjeni rizik za nastanak bolesti za
nositelje genotipa ITGA2B HPA-3 ab i bb prema dominantnom modelu u skupini djece s
AIMU-0m u ovom istrazivanju, potvrden je i multivarijatnom analizom, a dodatno je uocena i
smanjena ucestalost alela b u skupini djece s AIMU-om u odnosu na kontrolnu skupinu, ali
bez dokazane statistiCke znacajnosti. Navedeni rezultati u skladu su s prethodno objavljenim
istrazivanjem IMU-a u djece u Hrvatskoj (32), osim s prvim objavljenim rezultatima (34). U
djece s PAIMU-om u ovom je istrazivanju uocena statisticki znac¢ajna povezanost genotipa
ITGA2B HPA-3 ab gdje prema prekodominantnom modelu nositelji imaju umjereno smanjen
rizik za nastanak bolesti u odnosu na nositelje homozigotnih genotipova, Sto je potom dodatno
potvrdeno i multivarijatnom analizom, dok rezultat nije bio zna¢ajan u dominantnom modelu.
Navedeni rezultati djelomi¢no se slazu s prethodno objavljenim istrazivanjem IMU-a u djece
u Hrvatskoj gdje je povezanost dobivena za dominantni model (32), ali ne i s najstarijim i
ujedno najmanjim istrazivanjem gdje uopce nije utvrdena povezanost polimorfizma ITGA2B
HPA-3 a/b s PAIMU-om (34). lako nositelji alela ITGA2B HPA-3b imaju umjereno smanjen
rizik za nastanak DAIMU-a u odnosu na nositelje referentnih alela u ovom istrazivanju,
unato¢ uo¢enoj povecanoj ucestalosti genotipa ITGA2B HPA-3 ab i bb u kontrolnoj skupini u
odnosu na DAIMU, statistickom analizom nije dokazan za$titni u¢inak prema dominantnom i
recesivnom modelu. Ovaj je rezultat u skladu sa svim prethodno objavljenim rezultatima (32,
34). Ovim istrazivanjem nije dokazana povezanost polimorfizma ITGA2B HPA-3 a/b s
pojavom CSVT-a u djece. Medutim, niska incidencija CSVT-a u djece utjee na pouzdanost
dobivenih rezultata pa bi bez obzira na sve do sada dobivene rezultate trebalo ukljuciti

potreban broj slucajeva u vecem ispitivanju radi postizanja zadovoljavajuce snage dokaza.
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GPIba djeluje u sklopu kompleksa GPIb/IX/V kao klju¢an sudionik hemostaze jer
zapocinje adheziju trombocita na imobilizirani VWF na stijenci krvnih zila pri uvjetima
povecane brzine protoka arterijske krvi, $to se dogada prilikom vaskularne ozljede, ali i
patoloskim stanjima poput IMU-a (148). Multifunkcionalni je receptor pa se smatra
koordinatorom koagulacije i upalnoga odgovora te bi mogao predstavljati zajednicki
regulatorni receptor koji regulira vremenski ovisan prijelaz od pocetne adhezije trombocita,
aktivacije i agregacije, do koagulacije i upale kao odgovora na vaskularnu ozljedu ili bolest,
primjerice, vezanjem na VWEF, trombin ili P-selektin (165, 166). Ovim istrazivanjem
dokazana je povezanost genotipa GP1BA HPA-2 bb te genotipa GP1BA VNTR BB s pojavom
SIMU-a gdje prisutnost svakoga pojedinog genotipa neovisno povecava rizik nastanka bolesti
13 puta. Multivarijatnom analizom potvrdena je povezanost genotipa GP1BA VNTR BB i
genotipa GP1BA HPA-2 bb s pojavom SIMU-a u djece, a sli¢na je povezanost dobivena i za
ITGA2 807 TT 1 873 AA. Medutim, jos$ jednom je potrebno naglasiti kao iu slucaju
polimorfizma FGB -455 G/A da su i u ovom slu¢aju genske varijante uklju¢ene u
multivarijatnu analizu relativno rijetke $§to moze znac¢ajno utjecati na pouzdanost rezultata
statistiCke analize na $to upucuju, na primjer, zbunjujuce vrijednosti omjera rizika za GP1BA
HPA-2 a/b i ITGA2 873 G/A te opéenito dobiveni §iroki intervali pouzdanosti zbog maloga
broja ispitanika s pojedinim genotipovima.

Najcesce opisani polimorfizam GP1BA HPA-2 ne utjee na vezanje trombina, ali
uzrokuje vecéi afinitet za vezanje na VWF potaknuto ristocetinom ili botrocetinom (172).
Ucestalost alela GP1BA HPA-2b iznosi 14 % u bijelaca, 29 % u Afrikanaca te 5 % u Azijata
(150), dok je za zdravu populaciju Hrvatske objavljena ucestalost od 21,0 % (153). Ovim
istrazivanjem u kontrolnoj skupini djece utvrdena je nesto niza ucestalost od samo 9,7 %, u
ukupnoj skupini djece s IMU-om utvrdena je ucéestalost 10,9 %, dok je najveca ucestalost
utvrdena u skupini djece sa SIMU-om gdje iznosi 13,1 %. Iako su pojedina¢na novija
istrazivanja (173) kao i ranije meta-analize (174), utvrdile povezanost GP1BA HPA-2 s
pojavom IMU-a, meta-analiza koja je ukljucila 13 neovisnih istrazivanja, nije potvrdila takve
nalaze niti u mijeSanoj populaciji niti u odvojenim populacijama odraslih bijelaca i Azijata
(77). Uloga GP1BA HPA-2 u IMU-u u djec¢joj populaciji do danas je ispitana samo u tri
istrazivanja, dva hrvatska (32, 34) i jedno sjevernoamericko (163), ali niti jednim nije
utvrdena povezanost s pojavom bolesti, Sto se slaze S rezultatima ovoga istrazivanja.
Medutim, dobivene rezultate u skupini djece sa SIMU-om treba tumaciti oprezno s obzirom

na vec raspravljenu rijetku ucestalost genotipa GP1BA HPA-2bb.
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Polimorfizam GP1BA VNTR takoder moze utjecati na hemostazu te Se Smatra da
prisutnost dugih alela polimorfizma GPIBA VNTR A ili B moze biti povezana s pove¢anim
rizikom od nastanka tromboze (170), dok genotip VNTR CD u odnosu na CC moze utjecati
na stvaranje trombocitnog ugruska pod povecanom brzinom protoka arterijske krvi (171). Vec
spomenuta meta-analiza obuhvatila je 19 istraZzivanja u kojima je ispitivana povezanost
GPIBA VNTR s nastankom IMU-a te je utvrdena povezanost alela GP1BA VNTR B s
pojavom IMU-a u mijesanoj populaciji i u bijelaca, ali ne i u azijskoj populaciji (77). Ovim
istrazivanjem povezanost za genotip GP1AB VNTR BB nije dobivena u ukupnoj populaciji
djece s IMU-om ve¢ samo u skupini djece sa SIMU-om. Ovim istrazivanjem dobiven je
jedinstveni rezultat buduéi da uloga GP1AB VNTR u IMU-u u dje¢joj populaciji do danas
nije ispitana u dostupnim literaturnim podatcima niti u Hrvatskoj niti u drugim populacijama,
ali ga takoder treba tumaciti oprezno s obzirom na ve¢ raspravljen utjecaj rijetkih genotipova
u koje se ubraja i GP1BA VNTR BB. Ovim istrazivanjem dobiveni su vrijedni rezultati koje
je svakako potrebno dalje potvrditi na ve¢em broju ispitanika i u razli¢itim populacijama.

Polimorfizmi ITGA2 807 C/T, 873 G/A i HPA-5 a/b u literaturi su spominjani u
kontekstu hemostaze i tromboze te vezanih bolesti (145, 147-149). Nositelji alela ITGA2
807T, 873A i HPA-5b pokazuju visoke razine ekspresije GPIa/Ila na povrSini trombocita, dok
nositelji alela 807C, 873G pokazuju nizu ekspresiju toga kompleksa (145, 150) jer mogu
utjecati na stabilnost mRNA §to utjee na njegovu ekspresiju (148, 151). Osim toga, dokazano
je da HPA-5 utjec¢e na smanjenje adhezije trombocita na dekorin, ali ne i na kolagen (152).
Ovim istrazivanjem dobivena je u€estalost u kontrolnoj skupini djece od 10,8 %, §to je niza
ucestalost nego prethodno objavljena koja je iznosila 20,1 % (153), te se slaze s objavljenim
ucestalostima u bijelaca (150). Ovo istraZivanje je pokazalo samo umjereno smanjen rizik za
nastanak DAIMU-a u nositelja alela ITGA2 HPA-5 b u odnosu na nositelje referentnoga
genotipa. Uocena je i povecana ucestalost genotipa HPA-5 aa u skupini s DAIMU-om u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez dokazane statisticke znacajnost, medutim,
multivarijatnom analizom je utvrdeno da genotipovi koji sadrze barem jedan alel b alel
prilicno smanjuju rizik nastanka bolesti. Prethodno objavljena istrazivanja uloge ITGA2 HPA-
5 u IMU-u u djece u populaciji Hrvatske nisu utvrdila povezanost s podtipovima bolesti (32,
34). Od objavljenih radova i meta-analiza u odrasloj populaciji (77, 162), samo je tunisko
istrazivanje pokazalo povezanost ITGA2 HPA-5 s povecanim rizikom za nastanak IMU-a
(147).

U ovom istrazivanju uocena je veca ucestalost genotipa ITGA2 807 TT 1873 AA U

kontrolnoj skupini $to moze upucivati na zastitnu ulogu ovih genotipova. Medutim, statisticki
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znacaj ovih rezultata u ulozi SIMU-a u djece nije utvrden. Multivarijatnom analizom utvrdena
je zastitna uloga genotipa ITGA2 807 TT, dok je za genotip ITGA2 873 AA dobiven
zbunjujuéi rezultat koji ukazuje na povecanje rizika nastanka SIMU-a u djece. Kako su i
ovom slucaju genotipovi GP1BA ITGA2 807 TT i 873 AA relativno rijetki u ispitivanim
skupinama, dobiveni rezultati statisticke analize nisu pouzdani $to se posebno ocituje u
zbunjujuéim rezultatima multivarijatne logisticke regresije jer se smatra da su polimorfizmi
ITGA2 807 C/T 1873 G/A medusobno povezani te podjednako utjeCu na stabilnost mRNA i
posljedi¢no na ekspresiju GPIa/Ila (148, 151). Ovo je prvo istrazivanje koja ispituje
povezanost polimorfizama ITGA2 807 C/T i 873 G/A s nastankom IMU-a u djece u populaciji
Hrvatske. Od ostalih populacija, objavljeni su rezultati na sjevernoamerickoj populaciji gdje
takoder nije utvrdena povezanost ITGA2 873 G/A s pojavom IMU-a u djece (163), dok
povezanost ITGA2 807C/T s pojavom IMU-a u djece do danas nije ispitana. IstraZzivanja
povezanosti ITGA2 807 C/T s IMU-om u odraslih pronasla su povezanost izmedu alela
ITGA2 807T i IMU-a u cjelokupnoj i azijskoj populaciji, u populacijama Han i juzne Kine, ali
ne i u bijeloj populaciji (77, 157, 158), a dodatno je utvrden i zastitni u¢inak genotipa ITGA2
807 TT (77). Genotip ITGA2 873 AA pokazao je zna¢ajnu povezanost s pojavom IMU-a u
osmogodi$njoj prospektivnoj skupini kineskih pacijenata s dijabetesom tipa 2 (159), dok
meta-analiza i novije istraZivanje nisu pokazali povezanost s nastankom IMU-a (160, 161).
Uzimajuéi u obzir objavljene rezultate u odraslih, dobiveni rezultati ispitivanja povezanosti
ITGA2 807 C/T i ITGA2 873 G/A u SIMU-u u djece mogli bi upucivati na potencijalnu ulogu
ovih polimorfizama u lokacijski uvjetovanom nastanku IMU-a u djece.

Dobiveni rezultati doista ukazuju na potencijalnu ulogu trombocitnih glikoproteinskih
receptora u nastanku IMU-a u djece jer su utvrdene povezanosti veéine ispitivanih genskih
varijacija glikoproteinskih receptora s IMU-om u djece, $to je jedan od ciljeva ovoga rada,
iako je za dio varijacija utvrdena povezanost bila slaba zbog niske incidencije pojedinog tipa
IMU-a ili prisutnosti rijetkih alela. Promjene u strukturi i funkciji proteina membrane
trombocita mogu dovesti do promjena u stani¢noj signalizaciji te posljedicno promijeniti
uobicajenu funkciju trombocita, ukljucujuéi adheziju i agregaciju trombocita, i tako
doprinijeti patofizioloskim procesima medu kojima je i IMU (137-141). Nadalje, dobiveni
zastitni u¢inak polimorfizma ITGA2B HPA-3 a/b u djece s IMU-om i u podskupinama bolesti,
te povecan rizik za nastanak CSVT-a u djece vezan uz polimorfizam ITGB3 HPA-1 a/b, u
usporedbi s rezultatima dostupnim u literaturi u djece i u odrasloj populaciji, pokazuju da
pojedine genske varijacije istoga proteina, u ovom slu¢aju GPIIb/Illa, mogu imati razli¢itu

ulogu u etiologiji IMU-a ovisno o dobi pojave bolesti. Stoga su potrebna daljnja sveobuhvatna
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klinicka, geneticka, ali 1 bazi¢na ispitivanja koja bi objasnila konkretan mehanizam
protromboti¢koga ucinka ovih genskih varijacija na funkcionalni ishod glikoproteinskih
receptora i koji predstavlja rizik za nastanak pojedinog tipa IMU-a u djece.

Uobicajeni rizi¢ni ¢imbenici povezani s nastankom IMU-a u odraslih oskudno su
ispitani u djece s IMU-om. Kako je u djece kao i u odraslih moguca povezanost hipertenzije,
vaskulopatije i poremecaja metabolizma lipida s nastankom bolesti (32, 206), ispitivanje
uloge odabranih intermedijarnih ¢imbenika u djec¢joj populaciji s IMU-om moglo bi
doprinijeti boljem razumijevanju etiologije bolesti. Polimorfizam ACE I/D utjece na aktivnost
ACE ovisno o genotipu (207) i tako utjece regulaciju krvnoga tlaka, a time i ima vaznu ulogu
u patofiziologiji kardiovaskularnih bolesti (207). Objavljene meta-analize dokazale su
povezanost alela D s brojnim stanjima, ukljuc¢uju¢i IMU u azijskoj populaciji (210) iu
bijelaca (211). U ovom istrazivanju dokazan je dva puta veci rizik za nastanak IMU-a i
AlMU-a te 2,51 puta veéi rizik za nastanak DAIMU-a u nositelja genotipa ACE ID ili DD, $to
je dodatno provjereno multivarijatnom analizom gdje je dobiven 1,81 puta veci rizik za
nastanak bolesti u slu¢aju IMU-a u djece, dok povezanost ACE I/D s AIMU-om i DAIMU-om
ipak nije potvrdena. Povezanost ACE 1/D s pojavom IMU-a u djece istraZena je samo u
jednom istrazivanju populacije Hrvatske, gdje je unato¢ veéoj ucestalosti alela D u djece s
AIMU-om, dobivena tek rubna, ali ne i statisticki zna¢ajna povezanost ACE 1/D s pojavom
bolesti, dok nije bilo uocenog utjecaja u slu¢aju PAIMU-a i DAIMU-a (32). Stoga rezultati
ovoga istrazivanja potvrduju ACE I/D kao rizi¢ni ¢imbenik za nastanak IMU-a u djece u
Hrvatskoj, te dodatno za nastanak AIMU-a i DAIMU-a, te potvrduju prethodno objavljene
rezultate o rubnoj, ali ne i statisticki znacajnoj povezanosti s AIMU-0m u manjoj skupini
ispitanika. Kako ne postoje radovi koji ispituju ulogu ovoga polimorfizma s pojavom IMU-a u
drugim populacijama, dobiveni rezultat za sad je geografski ograni¢en na populaciju
Hrvatske.

Za sljedecih jedanaest ispitanih genskih varijacija ovim istrazivanjem nije utvrdena
znacajna povezanost s pojavom IMU-a u djece i podtipova bolesti: F5 HR2, F2 20210 G/A,
F13A1 Val34Leu, SERPINEL PAI-1 1/D, GP1BA (-5) T/C, GP6 13254 T/C, SELP
Ser290Asn, Asn562Asp, Val599Leu i SELP Thr715Pro te APOE €2-4. U pojedinim
podskupinama IMU-a primijecena je mala razlika u raspodjeli pojedinih alela ili genotipa u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali njihova povezanost s bolesti nije potvrdena. Moguce je da je
primijecena razlika rezultat slucajnosti zbog relativno niske incidencije bolesti ili je privid

zbog niske ucestalosti alela tj. genotipa.
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Ovim istrazivanjem nije utvrdena povezanost F5 HR2 s IMU u djece i podtipovima
bolesti, §to je u skladu s prethodno objavljenim istrazivanjima AIMU-a u djece u Hrvatskoj
(32). lako je u literaturi opisana povezanost genske promjene F2 20210A s IMU-om u
pacijenata mladih od 58 godina, bez obzira na etnic¢ku pripadnost (104), ali i s nastankom
IMU-a u djece (68) i CSVT-a u neonatalnom razdoblju (105), povezanost genske promjene
F2 20210 G/A s IMU-om u djece u Hrvatskoj nije utvrdena ovim istrazivanjem, $to je u
skladu i s prethodno objavljenim rezultatima (32, 34). Istrazivanja uglavnom nisu utvrdila
povezanost F13A1 Val34Leu s AIMU-om u odraslih, osim jednog makedonskog istrazivanja
(128, 129), a slican zakljucak su dala istrazivanja u djece (129), gdje je samo u manjem
istrazivanju populacije Hrvatske pokazan umjereno povecan rizik nastanka DAIMU-a u
nositelja najmanje jednog alela F13A1 Leu34 (32), Sto ipak nije potvrdeno ovim istrazivanjem
na ve¢em broju ispitanika. Istrazivanja povezanosti ovoga polimorfizma s CSVT-om u djece
do danas nisu objavljena. lako je nedavno objavljena meta-analiza utvrdila povezanost
SERPINEL PAI-1 I/D s povecanim rizikom od IMU-a u op¢oj azijskoj i mijeSanoj populaciji
(134), povezanost SERPINE1 PAI-1 s IMU-om u djece nije utvrdena odvojenom meta-
analizom (129), niti ranijim istrazivanjem u populaciji Hrvatske (32), sto je potvrdeno i
rezultatima ovoga istrazivanja. Do danas je objavljen samo prikaz dva sluc¢aja CSVT-a u djece
od kojih je u jednom utvrden genotip SERPINEL PAI-1 4G/5G (135), iako ovim istrazivanjem
nije utvrdena povezanost ovoga polimorfizma s CSVT-om u hrvatske djece. Povezanost
GP1AB (-5) T/C s pojavom IMU-a u djece do danas nije ispitana, a dobiveni rezultati u
odraslih sazeti su meta-analizom gdje je pokazano da genotip GP1BA (-5) CC povecava rizik
nastanka IMU-a u mijesanoj populaciji i u Azijata, te da nositelji genotipa TT i alela T imaju
manji rizik za razvoj bolesti, $to kona¢no nije potvrdeno nakon testiranja osjetljivosti (77).
Uloga GP6 13254 T/C kao rizi¢nog ¢imbenika za nastanak IMU-a do danas je ispitana samo
u jednom radu ograni¢enom na pacijente s IMU-om kao posljedicom sindroma ljepljivih
trombocita, Sto takoder moze biti riziéni ¢imbenik za razvoj IMU-a u djece, ali povezanost s
pojavom bolesti nije utvrdena, iako nije provedena odvojena analiza ispitanika djecje dobi
(186). Rezultati ovoga istrazivanja po pitanju ova dva polimorfizma glikoproteinskih
receptora slazu se s opisanim prethodno objavljenim rezultatima. Ovo istraZivanje stoga ima
poseban znanstveni doprinos budu¢i da do danas ne postoje izvjeS¢a o ulozi polimorfizama
SELP u IMU-u u djece, iako rezultatima nije dokazana povezanost s pojavom bolesti.
Istrazivanja u odraslih su malobrojna i uglavnom se slazu s dobivenim rezultatima (191, 200—
205), iako je samo u jednom radu pronadena povezanost SELP Val599Leu s ve¢im rizikom

nastanka IMU-a (202). APOE je dobro opisan rizi¢ni ¢imbenik za nastanak IMU-a u odraslih
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gdje je meta analizama dokazan znacajno veéi rizik za IMU za nositelje APOE &4 u opcoj,
azijskoj i bijeloj populaciji, dok je za nositelje APOE €3 utvrdena zastitna uloga od nastanka
IMU-a u opcoj i azijskoj populaciji, ali ne i u bijelaca (211, 216, 217). Medutim, potencijalna
povezanost s IMU-om u djece istrazena je u samo tri rada: u prethodnom hrvatskom i
poljskom istrazivanju nije utvrdena povezanost kao kod odraslih (32, 218), sto je rezultat
dobiven i ovim istrazivanjem, dok je americko istrazivanje utvrdilo povezanost APOE &4 s
nastankom PAIMU-a (219).

Poznato je dodatno povecanje rizika za nastanak tromboti¢kih dogadaja u prisutnosti
vise od jednoga protromboti¢kog rizi¢nog ¢imbenika (47), ali udruzeni utjecaj
protrombotickih polimorfizama unutar istog gena ili unutar viSe gena smjestenih na istom
kromosomu na nastanak IMU-a u djece do sada nije istrazen. Stoga je ovim istrazivanjem
obuhvaceno istodobno ispitivanje vecega broja potencijalnih genetickih rizi¢nih ¢imbenika te
su osim mogucega pojedinacnog utjecaja ispitane i mogucénosti utjecaja udruzenih
polimorfizama kroz analizu mogucih haplotipova. Ispitani su potencijalni haplotipovi
smjesteni na 1., 5., 17. 1 19. kromosomu te su dobiveni znacajni rezultati za rijetki haplotip F5
1601G/HR2 A/ SELP 290Ser/562Asp/599Leu/715Thr u skupini djece s CSVT-om u odnosu
na kontrolnu skupinu. Navedeni haplotip uocen je samo u skupini djece s CSVT-om gdje
povecava rizik za nastanak CSVT-a gotovo 20 puta u odnosu na referentni haplotip, dok
njegova prisutnost nije zabiljeZena u skupini djece s AIMU-om. Osim toga, uocena je razlicita
distribucija drugih haplotipova 1. kromosoma, u skupini djece s AIMU-om i DAIMU-om u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali bez dokazane znacCajnosti ovih rezultata. Takoder je dobiven
znacajan rezultat za haplotip ITGA2 807C/873G/HPA-5b u skupini s DAIMU-om. Navedeni
haplotip uoc¢en je s manjom ucestalo$¢u u skupini s DAIMU-om gdje razmjerno smanjuje
rizik za nastanak bolesti u odnosu na referentni haplotip. Osim toga, uo¢ena je nesto manja
ucestalost haplotipa C/G/b u skupini djece s IMU-om i u skupini djece s KIMU-om u odnosu
na kontrolnu skupinu, a rijetki haplotipovi ITGA2 uo¢eni su samo u nekoliko slu¢ajeva IMU-a
u djece, ali ne i u skupini djece s KIMU-om ili PAIMU-om niti u kontrolnoj skupini, ali
rezultati nisu bili znacajni. Rezultate dobivene ovim istrazivanjem koji se odnose na rijetke
haplotipove treba oprezno tumaditi zbog mogucega utjecaja na pouzdanost dobivenih
rezultata statistickih testova.

Uvidom u literaturne baze podataka, do sada nisu napravljene analize haplotipova u
opsegu u kojem je to napravljeno u predlozenom istrazivanju. Rezultati nisu usporedivi s
objavljenim rezultatima istrazivanja haplotipova u IMU-u u odraslih jer su ukljucivala analize

razli¢itih haplotipova sacinjenih od polimorfizama ITGB3 HPA-1, GP1BA HPA-2, ITGA2B
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HPA-3 i ITGA2 HPA-5 ili razli¢itih polimorfizama u SELP, ali i zbog razlika u ispitivanim
populacijama (204, 254, 255). S obzirom na opseznost uklju¢enih genetickih varijacija u
analizu haplotipova i opseznost napravljene statisticke analize uz ispitivanje neravnoteze
povezanosti polimorfizama prije njihovoga ukljuc¢ivanja u analizu haplotipova, rezultati ovoga
istrazivanja imaju posebnu vrijednost.

Nakon uvodenja Benjamini-Hochbergove korekcije, prethodno dobiveni statisticki
znacajni rezultati uglavnom nisu ostali znac¢ajni. Medutim, nakon korekcije samo su pojedini
rezultati multivarijatnih modela logisticke regresije zadrzali znacajnost zbog Cega ih je
potrebno posebno promotriti. Multivarijatnim modelom logisticke regresije potvrden je
umjereni smanjeni rizik za nastanak PAIMU-a u djece nositelja genotipa ITGA2B HPA-3 ab,
ali je dodatno utvrden i Sest puta veéi rizik za nastanak PAIMU-a u djece nositelja genotipa
F5 1601 GA. S obzirom na snagu ispitivanja i dobiveni rezultat, kombinacija ovih genotipova
ima potencijal u procjeni moguce tromboticke etiologije nastanka PAIMU-a. Multivarijatnom
analizom u skupini djece s AIMU-om primjecen je potencijal F5 1601 G/A u povecanju rizika
nastanka bolesti i ITGA2B HPA-3 a/b u smanjenju rizika nastanka bolesti, medutim, dobiveni
rezultati nisu dokazani kao statisticki znac¢ajni jer su nakon korekcije P vrijednosti za oba
ispitivana polimorfizma iznosile 0,058. Multivarijathom analizom takoder je potvrdena
povezanost F5 1601 GA s nastankom KIMU-a u djece te je utvrden 5,3 puta veci rizik za
nastanak bolesti za nositelje genotipa F5 1601 GA u odnosu na nositelje divljega tipa, §to
ukazuje na potencijalnu ulogu genski uvjetovane trombofilije u etiologiji KIMU-a.
Multivarijathom analizom utvrdena je i povezanost ITGA2 807 C/T, 873 G/A i GP1BA HPA-
2 prema recesivnom modelu te genotipa GP1BA VNTR BB s pojavom SIMU-a u djece $to
ukazuje na potencijalnu ulogu trombocitnih glikoproteinskih receptora u etiologiji SIMU-a.
Medutim, u ovom su sluéaju genske varijante uklju¢ene u multivarijatnu analizu relativno
rijetke (genotipovi GP1BA HPA-2 bb, ITGA2 807 TT i 873 AA) §to znacajno utjee na
pouzdanost rezultata statistiCke analize pa rezultati daju zbunjujuce rezultate. Primjerice, u
djece sa SIMU-om univarijatnom analizom dobiven je povecéan rizik za nositelje genotipa
GP1BA HPA-2 bb, dok je u multivarijatnoj logistickoj regresiji dobiven smanjen rizik za isti
genotip; drugi slucaj je gdje prisutnost genotipa ITGA1 873 AA u univarijatnoj logistickoj
regresiji ukazuje na potencijalnu zastitnu ulogu, ali ipak bez statisticke znacajnosti, dok je
multivarijatnom analizom dobiveno povecanje rizika za nastanak SIMU-a u djece za isti
genotip. Stoga bi trebalo potvrditi rezultate opseznijim ispitivanjem prije razmatranja

ukljuc¢ivanja ovih polimorfizama u daljnje smjernice.
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Rezultati statisticke obrade podataka prikupljenih ovim istrazivanjem potvrdili su
hipotezu da su razli€iti podtipovi IMU-a u djece okarakterizirani razli¢itim genetickim
rizicnim ¢imbenicima. Na temelju dobivenih staticki znacajnih rezultata ovoga istrazivanja
predloZen je algoritam genetickih riziénih ¢imbenika za razlikovanje IMU-a u djece i
podtipova bolesti u populaciji Hrvatske koji obuhvaca sve analizirane alele, genotipove i
haplotipove (Tablica 42.). Prema predlozenom algoritmu, na dva puta povecan rizik od
nastanka IMU-a upucuje samo prisutnost genotipa ACE ID ili DD, ali je prisutan i dodatan
gotovo tri puta vedi rizik za nastanak IMU-a u djece nositelja genotipa F5 1601 GA. Na dva
do tri puta ve¢i rizik nastanka AIMU-a u djece ukazat ¢e prisutnost genotipova F5 1601 GA,
ACE ID ili DD, ali ¢e genotip F5 1601 GA, tj. alel A upucivati na Sest, tj. Cetiri puta veci rizik
nastanka PAIMU-a, dok ¢e genotip ACE ID ili DD upucivati na 2,5 puta veci rizik nastanka
DAIMU-a. Osim toga, prisutnost alela GP1BA VNTR B povecava rizik za nastanak DAIMU-
a oko dva puta. S druge strane, prisutnost genotipa ITGA2B HPA-3 ab ili bb ima umjereni
zastitni u€inak na nastanak AIMU-a, iako je za PAIMU zastitni u¢inak predlozen prisutnoséu
heterozigota ab, a za DAIMU prisutnos¢u samog alela b. Dodatno su za DAIMU kao
umjereni zastitni geneticki rizi¢ni ¢imbenici predloZeni i alel ITGA2 HPA-5 b, odnosno
genotip ab ili bb, te haplotip ITGA2 807C/873G/HPA-5b. Nadalje, na oko 2,5 puta povecani
rizik nastanka CSVT-a u djece prije svega ¢e ukazati genotip ITGB3 HPA-1 ab, dok
prisutnost rijetkog haplotipa F5 1601 G/HR2 A/ SELP 290Ser/562Asp/599Leu/715Thr
povecava rizik 20 puta. Medutim, predloZeni algoritam za CSVT treba tumaciti s oprezom
zbog razmjerno niske incidencije bolesti i prisutnosti rijetkoga haplotipa. Algoritmom su
dobiveni i potencijalni rizi¢ni ¢imbenici koji razlikuju KIMU i SIMU. Prisutnost alela F5
1601 A, odnosno genotipa F5 1601 GA povecava rizik nastanka kortikalno lokaliziranoga
IMU-a pet, odnosno &etiri puta, dok prisutnost genotipa GP1BA HPA-2 bb ili VNTR BB
moze upucivati na ¢ak 13 puta veci rizik nastanka subkortikalno lokaliziranoga IMU-a u
djece. Osim toga, prisutnost genotipa FGB -455 AA koji uopée nije naden u djece sa SIMU-
om moze imati zastitni ué¢inak na pojavu subkortikalno lokaliziranoga IMU-a. Medutim, i ove
rezultate treba tumaciti s oprezom zbog prisutnosti rijetkih genotipova i samo djelomi¢no
prikupljenih podataka za lokalizaciju zbog ¢ega u analize nisu ukljucena sva ispitivana djeca s

IMU-om.
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Tablica 42. Predlozeni algoritam ispitanih genetickih rizi¢nih ¢imbenika za razlikovanje
IMU-a u djece i podtipova bolesti u Hrvatske. Crvenom bojom oznaceni su rizi¢ni ¢imbenici
koji povecavaju rizik nastanka bolesti, a zelenom bojom ¢imbenici koji umanjuju rizik.

Saer?;:;ja IMU AIMU | PAIMU | DAIMU | CSVT | KIMU SIMU
ZCB;BB A / / / / / / AA*
Hﬁﬁi b / / / / ab / /
N / / / / / / bb*
Hﬁ:éilb / ab + bb ab b alel / / /
IHT F?AA-E alb / : : aE ileblb : / /
G I A = N T
ﬁgE ID+DD | ID+DD / ID + DD / / /
=<7 NI IO N N - B
haplotip

3%2783?76 A / / / CIGIb / / /
IHPA-5 a/b

IMU — ishemijski mozdani udar, AIMU — arterijski ishemijski mozdani udar, PAIMU — perinatalni arterijski
ishemijski mozdani udar, DAIMU — arterijski ishemijski moZzdani udar u dje¢joj dobi, CSVT — tromboza venskih
sinusa mozga, KIMU — kortikalni ishemijski mozdani udar, SIMU — subkortikalni arterijski mozdani udar, / —
nije primjenjivo, * — rezultat je potrebno tumaciti s posebnim oprezom jer je genska varijanta rijetka.

Glavna ograniCenja ovoga istrazivanja jesu relativno mali broj genskih varijacija u
odnosu na uobi¢ajene genomske asocijacijske studije, visestruka rascjepkanost ispitivane
skupine (podjela prema tipu, dobi i lokalizaciji IMU-a) i niska incidencija IMU-a u djece
uopce. Svaki od ovih ¢imbenika utje€e na pouzdanost rezultata dobivenih statistickom
obradom prikupljenih podataka i snagu dokaza pa dobivene rezultate treba oprezno tumaciti.
Ispitane genske varijacije zasigurno imaju vrijedan doprinos u razumijevanju genetickih
rizi¢nih ¢imbenika za nastanak IMU-a u djece, ali predstavljaju tek mali dio slagalice u
odnosu na mogu¢nosti koje danasnja laboratorijska dijagnostika nudi primjenom naprednih
metoda molekularne biologije. Tehnika sekvenciranja sljede¢e generacije omogucavaju
sekvenciranje cijeloga genoma i dobivanje neusporedive koli¢ine podataka na razini cijeloga
genoma, a ne samo odabranih varijacija ili gena, te postaju sve jeftinije i dostupnije (256).

Studije povezanosti cijeloga genoma mogu otkriti nove gene ili kombinacije gena ¢ak i kada
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njihova funkcija nije bila prethodno poznata, ali obi¢no zahtijevaju opsezna financijska
sredstva i imaju ograni¢enu snagu zbog velikog broja neovisnih testiranja pa zahtijevaju
pazljivo provodenje statistickih testova uz uvodenje prikladnih korekcija. U ovom istrazivanju
koristen je pristup odabira gena kandidata, a ne cijelogenomski pristup zbog pristupac¢nosti i
znacajno nize cijene, ali i svojevrsne statistiCke snage, jer se radi o rijetkoj bolesti i jer su
ciljano odabrane genske varijacije koje prema ranije poznatim istrazivanjima mogu imati
ulogu u trombofiliji, a prema hipotezi i IMU-u u djece, §to je vazno za male studije. Ovisno o
financijskim mogucnostima, buduce bi studije, kako bi bile optimalno dizajnirane, trebale
ukljuciti primjenu sekvenciranja cijeloga genoma ili cijelih gena u ispitivanju potencijalnih
genskih ¢imbenika IMU-a u djece, a time bi se svakako mogao ispitati i utjecaj genskih
varijacija spolnih kromosoma koje nisu obuhvacene ovim istraZivanjem. Interpretacija
rezultata ovoga istrazivanja je ogranicena, prije svega, zbog manjkavosti dostupnih
literaturnih podataka. Kako ne postoje konkretne smjernice za dizajn studija koje ukljucuju
djecu s IMU-om, a definicije pojedinih podtipova IMU-a u djece postupno su se oblikovale,
velik problem mnogih dostupnih studija predstavljaju upravo razli¢ito definirane dobne
skupine. Novije studije koriste jednake podjele kao i IPSS pa je isti pristup primijenjeniu
ovom radu (6, 16). Nadalje, niti u jednoj objavljenoj genskoj asocijacijskoj studiji IMU-a u
djece nije raspravljen problem viSestrukoga testiranja koji zasigurno utje¢e na pouzdanost
dobivenih rezultata, niti je navedeno koriStenje korekcije. Iz toga razloga prikazani su
dobiveni rezultati statisticke obrade prije 1 nakon korekcije te su radi lakSe usporedbe s
dostupnim podacima u literaturi raspravljani nekorigirani rezultati, uz poseban osvrt na
korigirane rezultate. Osim toga, dodatan izazov predstavlja i primjena razli¢itoga nazivlja za
istu gensku varijaciju tijekom vremena u dostupnoj literaturi. Naime, za istu varijaciju
zabiljeZeno je nazivlje prema zamjeni nukleotida i AK-a, gdje tijekom vremena moze do¢i do
promjene rednoga broja nukleotida tj. AK-a. Za dobro utvrdene genske varijacije ¢esto su
koriSteni arbitrarni nazivi, dok novije otkrivene genske varijacije obicno nemaju arbitrarni
naziv vec se u literaturi mogu na¢i samo prema referentnom broju iz baze podataka
polimorfizma jednoga nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism Database, dbSNP)
(94), ali je nedostatak ove baze §to ne ukljucuje druge vrste polimorfizama. Ipak, danas je
preporuceno koriStenje sveobuhvatnog nazivlja UdruZenja za varijacije ljudskoga genoma
(engl. Human Genome Variation Society), odnosno nazivlja HGVS (92). Zbog heterogenosti
nazivlja razli¢itih genskih varijanti, pretraZivanje literature je posebno zahtjevno te je najbolji
pristup postupno i sveobuhvatno pretrazivanje svih dostupnih literaturnih baza podataka

prema svim poznatim nazivima za pojedinu gensku varijaciju.
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Unatoc¢ izazovima, predstavljeno istrazivanje ima i brojne prednosti. Prije svega,
uzajamnom dobrom suradnjom s neuropedijatrima iz dva najvecéa centra za zbrinjavanje djece
s IMU-om u Hrvatskoj i iscrpnim pretrazivanjem dostupnih bolni¢kih informacijskih sustava
omoguceno je uklju¢ivanje u istrazivanje vecine slu¢ajeva IMU-a u djece koji su se dogodili u
periodu od 1999. do kolovoza 2020. godine. Kao rezultat istrazivanja uspostavljena je
opsezna baza podataka djece s IMU-om s osnovnim epidemioloskim i klini¢kim podacima o
spolu, dobi dijagnoze, dobi ispitivanja i lokalizaciji mozdanoga udara te ispitanim genskim
varijacijama. Nadalje, po prvi puta su istrazivanjem obuhvacena djeca s oba tipa IMU-a
(AIMU i CSVT) u Hrvatskoj, uz do sada najopsezniji izbor genskih varijacija u genima za
¢imbenike zgrusavanja, GP-e trombocitne membrane i intermedijarne rizi¢ne ¢imbenike.
Ovim istrazivanjem prikupljene su nove informacije 0 pojedina¢noj i eventualnoj zajedni¢koj
ulozi ispitivanih genskih ¢imbenika u etiologiji IMU-a u djece s obzirom na dob pojave
bolesti i tip IMU-a. Takoder, u predlozenom istrazivanju je napravljena pocetna analiza
povezanosti odabranih genskih varijacija prema lokalizaciji bolesti §to do sada u literaturi nije
nikada objavljeno i predstavlja jedinstven znanstveni doprinos. Kona¢no, napravljena je
opsezna statisticka obrada prikupljenih podataka koja je ukljucila ispitivanje povezanosti
pojedina¢nih genskih polimorfizama, njihovih kombinacija 1 haplotipova s pojavom IMU-a u
djece. Pritom je prikazan rezultat statisticke obrade bez i s prikladnom korekcijom za
visestruko testiranje nezavisnih mjerenja $to predstavlja ispravan pristup prilikom
interpretacije dobivenih rezultata preuzet iz genomskih asocijacijskih studija (246).

Rezultati ovoga istrazivanja potvrdili su razli¢ite geneticke ¢imbenike za
karakterizaciju razli¢itih podtipova IMU-a u djece. Na temelju dobivenih rezultata predlozen
je 1algoritam ispitanih genetickih rizicnih ¢imbenika za IMU u djece za razlikovanje rizika
nastanka podtipova bolesti koji, zajedno s uspostavljenom bazom podataka djece s IMU-om u
Hrvatskoj, moze predstavljati temelj za usmjeravanje daljnjih istrazivanja ove bolesti.
Eventualnim uklju¢enjem u medunarodne baze podataka o IMU-u u djece dobit ¢e se jasniji
uvid u posebnosti etiologije IMU-a u djece u Hrvatskoj te ¢e pridonijeti razumijevanju
etiologije ove bolesti. Temeljem navedenoga i uzimajuci u obzir moguénost prijenosa
spoznaja o IMU-u u djece na pojavu IMU-a u odraslih, rezultati ovoga istraZivanja
predstavljaju znacajan znanstveni doprinos u istraZivanju potencijalne uloge genskih

varijacija u etiologiji IMU-a u djece u Hrvatskoj, ali i u op¢oj populaciji.
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Ovim istrazivanjem ispitana je hipoteza da su polimorfizmi u genima za ¢imbenike
zgruSavanja, GP-e trombocitne membrane i intermedijarne rizi¢ne ¢imbenike povezani s
pojavom IMU-a u djece u Hrvatskoj ovisno o dobi, tipu IMU-a i lokalizaciji IMU-a. Ispitanici
su obuhvatili 185 djece do 18 godina starosti s dijagnozom AIMU ili CSVT i istog broja
zdrave djece podudarne po dobi i spolu. U sve djece genotipiziran je 21 polimorfizam u 13
gena kandidata postoje¢im ili novim uvedenim molekularno-genetickim metodama. Ispitan je
potencijal pojedina¢nih polimorfizama i odabranih udruZenih polimorfizama (analiza
haplotipova) kao mogucih rizi¢nih ¢imbenika za nastanak bolesti. Prikupljene su nove
informacije o pojedina¢noj i eventualnoj zajedni¢koj ulozi ispitivanih genskih ¢imbenika u

etiologiji IMU-a u djece s obzirom na dob pojave, tip i lokalizaciju bolesti.

1. Ovim je istrazivanjem utvrdena podjednaka zastupljenost PAIMU i DAIMU te pet puta
veca ucestalost AIMU-a u odnosu na CSVT u djece u Hrvatskoj.

2. Utvrdena je veca pojavnost bolesti u dje¢aka u ukupnoj skupini djece s IMU-om i u svim
ispitivanim podskupinama IMU-a prema tipu, dobi i lokalizaciji IMU-a, osim u skupini
djece s PAIMU-om i CSVT-om gdje nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u

zastupljenosti spolova. Najveci omjer djecaka u odnosu na djevojéice uocen je u djece sa
SIMU-om.

3. Rezultati statisticke obrade prikupljenih podataka genotipizacije pojedina¢nih
polimorfizama u djece s IMU-om pokazali su:
a. dva puta vedi rizik od nastanka IMU-a u djece nositelja genotipa ACE ID ili DD
prema dominantnom modelu u odnosu na nositelje genotipa I,
b. mogu¢ dodatan gotovo tri puta veci rizik za nastanak IMU-a u djece nositelja

genotipa F5 1601 GA dobiven multivarijatnim modelom.

4. Rezultati statistiCke obrade prikupljenih podataka genotipizacije pojedina¢nih
polimorfizama u djece s IMU-om prema tipu IMU-a pokazali su:
a. triputa veci rizik nastanka AIMU-a u djece nositelja alela F5 1601A i dva puta
veci rizik u djece nositelja genotipova ACE ID ili DD prema dominantnom

modelu u odnosu na nositelje genotipa I,
157



b.

6. Zakljucci

umjereno smanjen rizik za nastanak bolesti u nositelji genotipa HPA-3 ab i bb
prema dominantnom modelu u odnosu na nositelje genotipa aa,

moguci dodatni Cetiri puta veéi rizik za nastanak AIMU-a u djece nositelja
genotipa F5 1601 GA dobiven multivarijatnim modelom,

2,5 puta veci rizik za nastanak CSVT-a u djece nositelja genotipa HPA-1 bb
prema prekodominantnom modelu u odnosu na nositelje homozigotnih genotipa
aa ili bb, dok je dobivena statistiCka znacajnost za dominantni model i alel bila

blizu statisticke znacajnosti.

5. Rezultati statisticke obrade prikupljenih podataka genotipizacije pojedinacnih

polimorfizama u djece s IMU-om prema dobi pojave IMU-a pokazali su:

a.
b.

Cetiri puta veéi rizik za nastanak PAIMU-a u nositelja alela F5 1601A,

umjereno smanjen rizik za nastanak PAIMU-a prema prekodominantnom modelu
u nositelja genotipa HPA-3 ab u odnosu na nositelje homozigotnih genotipova,
moguci dodatni Sest puta veci rizik za nastanak PAIMU-a u nositelja genotipa F5
1601 GA dobiven multivarijatnim modelom,

2,5 puta veci rizik nastanka DAIMU-a u nositelja genotipova ACE ID ili DD
prema dominantnom modelu u odnosu na nositelje genotipa I, te 1,87 puta veci
rizik za nastanak DAIMU-a u nositelja alela GP1BA VNTR B,

umjereno smanjen rizik za nastanak DAIMU-a u nositelja alela HPA-3b ili HPA-
5b u odnosu na nositelje referentnih alela,

moguci dodatni 2,43 puta veéi rizik za nastanak DAIMU-a u nositelja genotipa
GP1BA VNTR koji sadrze barem jedan alel B te umjereni zastitni u¢inak

genotipova HPA-5 ab i bb dobiven multivarijatnim modelom.

6. Rezultati statisticke obrade prikupljenih podataka genotipizacije pojedinacnih

polimorfizama u djece s IMU-om prema lokalizaciji IMU-a pokazali su:

a.

Cetiri, odnosno pet puta veci rizik za nastanak KIMU-a u djece nositelja F5 1601
GA, odnosno alela F5 1601A u odnosu na nositelje genotipa GG, odnosno alela
G, §to je dodatno potvrdeno multivarijatnim modelom,

13 puta veci rizik za nastanak SIMU-a u djece nositelja genotipa HPA-2 bb prema
recesivnom modelu u odnosu na genotipove aa ili bb, ili genotipa GP1BA VNTR

BB prema kodominantnom modelu u odnosu na referentni genotip CC,
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smanjeni rizik za nastanak SIMU-a u djece nositelja genotipa FGB -455 AA
prema recesivnom modelu u odnosu na genotip GG i GA, uz vrlo §iroke intervale
pouzdanosti jer je genotip FGB -455 AA zabiljezen samo u kontrolnoj skupini, ali
ne i u djece sa SIMU-om,

nepouzdanost rezultata multivarijatnog modela buduéi da su dobiveni proturjecni
rezultati jer je utvrden mogu¢i dodatni zastitni u¢inak genotipa ITGA2 807 TT, ali
sada neocekivano i genotipa HPA-2 bb prema recesivnom modelu u odnosu na
genotipove CC i CT, odnosno aa i ab, dok je za genotip 873 AA prema
recesivnom modelu u odnosu na genotipove GG i GA utvrden prili¢no povecan
rizik nastanka SIMU-a u djece, uz napomenu da su u ovom slucaju pojedine
genske varijante uklju¢ene u multivarijatnu analizu relativno rijetke (genotipovi
GP1BA HPA-2 bb, ITGA2 807 TT i 873 AA) $to moze znacajno utjecati na

pouzdanost rezultata statisticke analize.

7. U ispitivanoj skupini utvrdena je postojanje tri grupe haplotipa smjestenihna 1., 5.1 17.

kromosomu. Rezultati statisticke analize haplotipova u djece s IMU-om pokazali su:

a.

b.

20 puta vedi rizik za nastanak CSVT-a u djece nositelja rijetkog haplotipa F5
1601G/HR2A/ SELP 290Ser/562Asp/599Leu/715Thr, dok njegova prisutnost nije
zabiljezena u skupini djece s AIMU-0m, uz oprezno tumacenje rezultata zbog
maloga broja ukljucenih ispitanika i niske uéestalosti navedenoga haplotipa,
umjereni zastitni ué¢inak haplotipa ITGA2 807C/873G/HPA-5b na pojavu
DAIMU-g,

prisutnost rijetkih haplotipova ITGA2 C/A/a, T/G/a i T/A/b samo u nekoliko
slucajeva DAIMU-a i CSVT-a u djece, ali ne i u skupini djece s KIMU-om ili
PAIMU-om niti u kontrolnoj skupini.

8. Ovim istrazivanjem dokazana je hipoteza da su podtipovi IMU-a u djece u Hrvatskoj

okarakterizirani razli¢itim genetickim rizi¢nim ¢imbenicima. Na temelju prikupljenih

podataka uspostavljena je baza podataka o djeci s IMU-om u Hrvatskoj te je predlozen

algoritam ispitanih genetickih rizi¢nih ¢imbenika za IMU u djece za razlikovanje rizika

nastanka razli¢itih podtipova bolesti ovisno o tipu, dobi pojave i lokalizaciji IMU-a.
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Background: High resolution melting (HRM) analysis is one of the newer, reliable, and
sensitive genotyping techniques, which offers considerable time and cost savings.
P-selectin is an adhesion molecule that has a role in the initial phases of leukocyte
adhesion to stimulated platelets and endothelial cells in inflammation. Multiple poly-
morphisms in P-selectin gene (SELP) that affect the protein sequence have been de-
scribed. The aim of this study was to design, optimize, and validate a simple and rapid
in-house HRM-based method for genotyping the NM_003005.3:c.992G>A
(c.992G>A), NM_003005.3:¢.1918G>T (c.1918G>T), and NM_003005.3:c.2266A>C
(c.2266A>C) SELP polymorphisms.

Methods: Initial genotyping of three SELP polymorphisms was performed by apply-
ing polymerase chain reaction (PCR) with sequence-specific primers (SSP), which was
used as a reference method for determination of analytical sensitivity. PCR-HRM was
performed with primers for c.2266A>C reported in the literature. Primers for the
remaining two polymorphisms were designed using Primer-BLAST. Precision testing
was performed using three samples with different genotypes. For accuracy, analyti-
cal sensitivity and specificity testing, 20 wild type, 10 heterozygous, and 10 homozy-
gous samples were chosen per polymorphism. Results were expressed as percentage
of concordance with the acceptability criterion 295%.

Results: Agreement of results was 100% for all validation parameters except for ana-
lytical sensitivity for c.1918G>T and c.2266A>C, with agreement of 90%. Repeated
analysis using both methods revealed an error in initial genotyping and correct geno-
typing by PCR-HRM, which was confirmed by Sanger sequencing.

Conclusion: The validation confirmed PCR-HRM as a precise, accurate, and specific
method for genotyping the ¢.992G>A, c¢.1918G>T, and c.2266A>C SELP

polymorphisms.

KEYWORDS
genotyping, high resolution melting analysis, method validation, P-selectin, single nucleotide
polymorphism
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1 | INTRODUCTION

High resolution melting (HRM) analysis is one of the mutation scan-
ning techniques with great sensitivity that offers considerable time
and cost savings compared to other closed-tube screening meth-
ods.b? The first use of HRM analysis was published in 2003, and
it required expensive fluorescently labeled oligonucleotides,3 The
use of saturating dyes in HRM analysis performed in a closed-tube
system for genotyping and mutation screening was described later
that year.® It was based on the presence of a double-strand DNA
intercalating fluorescent dye, with its dissociation from DNA during
melting when exposed to increasing temperatures resulting in flu-
orescent signal modification. The melting profile obtained yields a
specific sequence-related pattern, which enables discrimination be-
tween different genotypes. Many applications of HRM analysis have
been described, including gene scanning, small amplicon genotyping,
unlabeled probe genotyping, sequence matching, and methylation
analysis.”

P-selectin (SELP), a cellular adhesion molecule, is an integral
membrane glycoprotein located in the alpha granules of platelets
and Weibel-Palade bodies of endothelial cells.®” SELP is respon-
sible for leukocyte rolling and initial phases of their adhesion to
stimulated platelets and endothelial cells in the inflammation
process.®” Both the membrane form and the soluble form of
SELP have roles in coagulation and thrombosis, inflammation,
and atherosclerosis.’® Multiple P-selectin gene (SELP) single nu-
cleotide polymorphisms (SNPs) have been described that affect
protein sequence.*! Amino acid substitution may have a substan-
tial effect on SELP function and may be associated with the oc-
currence of cerebrovascular and cardiovascular disorders. SELP
levels and SELP polymorphisms are in the focus of a number of
studies as they may provide a new marker to predict future car-
diovascular or cerebrovascular events, complications in other
inflammatory or oncologic diseases, or even in vitro fertilization
failure.610:12-22

A limited number of methods for genotyping the
NM_003005.3:c.992G>A (c.992G>A), NM_003005.3:c.1918G>T
(c.1918G>T), and NM_003005.3:c.2266A>C (c.2266A>C) SELP
polymorphisms (historically named S290N, V599L, and T715P, re-
spectively) are available in the literature and include PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP),*? polymerase chain reaction
(PCR) with sequence-specific primers (SSP),'*?% mutagenically sep-
arated PCR,%?* TagMan technology-based real-time PCR,*®2° HRM
analysis,?> and sequencing methods.?%2

The PCR-SSP method was previously used in our laboratory,
but there was a need for a fast and easy to perform method. The
aim of this study was to design, optimize, and validate a simpler and
rapid in-house HRM-based method for genotyping the c.992G>A,
¢.1918G>T, and c.2266A>C SELP polymorphisms. Evaluation of its
performance in terms of simplicity to use, duration, and total cost is
also discussed.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Sample selection and validation plan

Samples from 65 subjects (50 patients with ischemic stroke and
15 controls) that were collected for the Genetic Polymorphisms
and Ischemic Stroke in Children project, funded by the Croatian
Science Foundation (HRZZ IP-2014-09-2047) were used in this
study. Subjects were recruited at the Zagreb University Hospital
Centre and Zagreb Children’s Hospital, Zagreb, Croatia. Samples
were selected according to the results of initial genotyping of the
c.992G>A, c.1918G>T, and c.2266A>C SELP polymorphisms by the
PCR-SSP method originally used in our laboratory.** Parents of all
participants gave their written consent to include their children in
the research, and additional consent was obtained from all children
older than 12 years. The study was approved by ethics committees
of the participating institutions and was conducted in accordance
with the tenets of the Declaration of Helsinki.

Validation plan was created according to the internal laboratory
method validation protocol taken over and adapted from the American
College of Medical Genetics and Genomics Standards and Guidelines
for Clinical Genetics Laboratories.?® For each polymorphism, three
samples of different genotype were selected for precision testing;
repeatability was tested in a series of 20 measurements, and day-to-
day precision was tested by 20-day measurements. Twenty wild type,
10 heterozygous, and 10 homozygous samples, making a total of 40
samples for each polymorphism, were selected for accuracy, analyti-
cal sensitivity, and analytical specificity testing. The PCR-SSP method
was used as a reference method for determination of analytical sen-
sitivity. Results were expressed as percentage of concordance with

95% confidence interval. Acceptability criterion was 295%.

2.2 | DNA extraction

Peripheral whole blood samples from all subjects were collected into
vacuum tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid as antico-
agulant. Genomic DNA was extracted from the remaining periph-
eral blood leukocytes using the salting out method?” and stored at
+4°C until analysis. The quality and amount of isolated DNA were
measured by spectrophotometric measurement on a NanoDrop™
Lite Spectrophotometer (Termo Electron Scientific Instruments LLC,
Madison, WI, USA).

2.3 | PCR-SSP genotyping

Initial genotyping of the SNPs c.992G>A, c.1918G>T, and c.2266A>C
in SELP was performed using the previously described PCR-SSP* on
the Applied Biosystems GeneAmp 2720 Thermal Cycler (Foster City,
CA, USA), using 150-250 ng DNA per 10 puL PCR mixture. Part of
the p-globulin locus was simultaneously amplified using separate

primer pair as an internal control PCR fragment (536 bp). Negative
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TABLE 1 Primer sequences used for high resolution melting analysis of P-selectin gene polymorphisms

Reference SNP ID Amino acid change

NM_003005.3:c.992G>A
(rs6131)

NP_002996.2:p.Ser331Asn

NM_003005.3:c.1918G>T (rs6133) NP_002996.2:Valé640Leu

NM_003005.3:c.2266A>C (rs6136) NP_002996.2:p.Thr756Pro

SNP, single nucleotide polymorphism.

control (PCR-grade water) was included in each run. Amplification
products were separated on 2% agarose gel prestained with 0.5 ng/
mL ethidium bromide in a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) for 30 minutes at 120 V. Each
electrophoresis run included one lane of 100 bp molecular weight
marker (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to assess the PCR product
size. Results were obtained by visual inspection of the gels and doc-
umented by the G:BOX Chemi HR16 Bioimaging System (Syngene,
Cambridge, United Kingdom) using GeneSnap software (version
7.12, Syngene, Cambridge, UK ) on the basis of presence or absence

of the allele-specific PCR products, as described before.**

2.4 | PCR-HRM genotyping

Initially, the primers and the protocol necessary for genotyping of
selected SNPs were found in the literature.?” Since primers for SELP
c.992G>A and c.1918G>T did not vyield distinguishable high reso-
lution melting results despite attempts at different normalization
and temperature shifts of melting curves, separate specific primers
were designed using reference sequence available at The National
Center for Biotechnology Information public Nucleotide: Reference
Sequence database®® and Primer-BLAST tool,?’ and synthesized by
Metabion International AG (Planegg, Germany). The primers were
designed to amplify small fragments (about 100-200 bp) covering
SNP loci because differences among genotypes are easier to distin-
guish if amplicons are short.® Primer sequences are shown in Table 1.
PCR amplifications and HRM procedures for variants of the exam-
ined SNPs were carried out in 96-well plates on the LightCycIer® 480
Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
and analyzed using LightCycler® 480 Software (version 1.5; Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Control samples of each geno-
type that had previously been confirmed by sequencing were ob-
tained'* and used as positive controls for optimization of PCR-HRM.
Negative control (PCR-grade water) was included in each run. Since
obtaining highly specific amplification is crucial for successful HRM
analysis as part of method optimization, the absence of unspecific
amplification products was checked by control electrophoresis of
three samples for each polymorphism on 2% agarose gel.

The PCR-HRM was performed using LightCycIer® 480 High
Resolution Melting Master (Roche Diagnostics) that contains

Product size

Primer sequence (bp)
F: 5-CCTTGGTTATTCTCTCCAGCTGTGC-3' 130
R: 5'-~AGCCGGGCTGGCACTCAAAT-3'

F: 5-TTGCAGGAGCCTCCCTTGTTATGAA-3’ 184
R: 5'-GGTTCCCTGCCCAGGAGTGGT-3'

F: 5-ATGAACTGCTCCAACCTCTG-3' 167

R: 5'-CCCACATGAAAATTGTACCTT-3'

FastStart Tag DNA polymerase, reaction buffer, ANTP mix, and high
resolution melting dye, following the manufacturer’s instructions.
PCR mixture contained 10 uL of 2x concentrated master mix, 2 puL
of 25 mmol/L MgCl,, 1 uL each of a 4 umol/L forward and reverse
primer, 1 pL of genomic DNA previously adjusted to 10 ng/uL in
1 x TE buffer, and 5 uL of PCR-grade water to adjust the final reac-
tion volume of 20 uL. The PCR microtiter plates were centrifuged
at 107 g for 1 minute in swing rotor centrifuge to remove small air
bubbles in the wells.

Amplification conditions were as follows: initial denaturation at
95°C for 10 minutes, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C
for 10 seconds, annealing at 60°C for 15 seconds, and extension at
72°C for 25 seconds with single fluorescence measurement. After
amplification, PCR products were denaturated at 95°C for 1 min-
ute and cooled to 40°C for 1 minute to form double-strand DNA.
HRM analysis was performed by gradually increasing temperature
from 70°C to 95°C at a rate of 0.02°C/s with continuous fluores-
cence measuring. After the melting procedure, the instrument was
cooled down to 40°C. Analysis of the results obtained included nor-
malization and temperature shift of melting curves to get deduced
difference plot where samples are autogrouped depending on curve
shape relating to DNA sequence with default sensitivity of 0.3 for
the ¢.1918G>T and ¢.2266A>C polymorphisms and lower sensitivity
for ¢.992G>A when needed (Figure 1).

2.5 | Sanger sequencing

In case of discrepant results between the PCR-HRM and PCR-SSP
methods, both forward and reverse sequencing were performed
as a reference method to establish the correct genotype. After
control electrophoresis, 15 pL of each PCR product was purified
by mixing with 6 uL of illustra™ ExoProStar™ (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) and incubation of the prepared samples on the
Applied Biosystems GeneAmp 2720 Thermal Cycler (Foster City,
CA, USA) at 37°C for 15 minutes and at 80°C for 15 minutes. PCR
with labeled dNTPs was performed on the Applied Biosystems
GeneAmp 2720 Thermal Cycler using the BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit (Life Technologies Corporation, Austin, TX,
USA). Reaction mixture was prepared by mixing 0.4 pL of BigDye®
Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, 1.75 pL of 5X Sequencing
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Buffer, 1 uL of 3.3 umol/L forward or reverse primer that was 96°C for 1 minute, followed by 25 cycles of denaturation at 96°C
also used for PCR-HRM, and 6.75 pL of purified PCR product. for 10 seconds, annealing at 50°C for 5 seconds, and extension at
Amplification conditions were as follows: initial denaturation at 40°C for 4 minutes. Labeled PCR products were purified using the
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FIGURE 1 Results of genotyping three P-selectin gene polymorphisms in 40 samples using PCR-HRM. A, Melting curves obtained before
normalization and temperature shifting for c.992G>A polymorphism. Possible mild differences according to different genotype are visible,

but exact genotype cannot be obtained. B, Deduced difference plot obtained after normalization and temperature shifting of melting curves
for c.992G>A polymorphism. GG genotypes are colored in blue, GA in red, and AA in green. C, Melting curves obtained before normalization

and temperature shifting for c.1918G>T polymorphism. Possible mild differences according to different genotype are visible, but exact
genotype cannot be obtained. D, Deduced difference plot obtained after normalization and temperature shifting of melting curves for
¢.1918G>T polymorphism. GG genotypes are colored in blue, GT in red, and TT in green. E, Melting curves obtained before normalization
and temperature shifting for c.2266A>C polymorphism. There are no obvious differences according to different genotype. F, Deduced
difference plot obtained after normalization and temperature shifting of melting curves for c.2266A>C polymorphism. AA genotypes are

colored in blue, AC in red, and CC in green

NucleoSEQ® kit (Machery-Nagel, Diiren, Germany) following the
manufacturer’s instructions, separated on the Applied Biosystems
3130xI Genetic Analyser (Foster City, CA, USA) and analyzed using
Sequencing Analysis software (version 5.2; Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

3 | RESULTS

Results of control 2% agarose gel electrophoresis of three samples
for each polymorphism for the absence of unspecific amplification
are shown in Figure 2.

Precision testing and accuracy testing yielded 100% agree-
ment of results (95% confidence interval of 92.1%-100%) ob-
tained with PCR-HRM for all three polymorphisms examined.
Correspondence of analytical sensitivity testing results for the
c.992G>A polymorphism was 100% (95% confidence interval of
92.1%-100%). Analytical sensitivity testing for the c.1918G>T
polymorphism revealed four out of 40 analyzed samples with in-
congruous genotyping results; all four samples were genotyped by
PCR-SSP yielding TT genotype, whereas PCR-HRM resulted in GG
genotype. Similar results were obtained in analytical sensitivity
testing for the c.2266A>C polymorphism, where also four samples
with incongruous genotyping results were observed. Genotyping
using the PCR-SSP method for those samples yielded CC as a

result, whereas the PCR-HRM method resulted in three AA and
one AC genotype. Correspondence of these analytical sensitivity
testing results for each polymorphism was 90% (95% confidence
interval of 76.3%-97.2%). In order to double-check confusing re-
sults, questionable samples were submitted to repeated analysis
using both methods. Genotyping using PCR-HRM method for both
polymorphisms revealed the same results as previously. However,
PCR-SSP used for ¢.1918G>T genotyping resulted in all GG geno-
types, and for c.2266A>C genotyping resulted in one AC and three
AA genotypes, which indicated erroneous initial genotyping when
the PCR-SSP method was used. To establish the correct genotype,
additional Sanger sequencing was performed using the same prim-
ers. Sequencing results were consistent with the results obtained
by the PCR-HRM method (Figure 3). Therefore, actual analytical
sensitivity for ¢.1918G>T and ¢.2266A>C was 100% (95% confi-
dence interval of 92.1%-100%). Analytical specificity for all three
examined polymorphisms was 100% (95% confidence interval of
92.1%-100%).

4 | DISCUSSION

In this study, successful design, optimization, and validation of a fast
and simple method for genotyping three SELP polymorphisms were

demonstrated. Optimization of the method was slightly challenging;

FIGURE 2 Results of control 2% agarose gel electrophoresis of amplified PCR products for each P-selectin polymorphism examined.
Lane 1-100 bp DNA ladder; lanes 2-4—PCR products (130 bp) of control samples for genotyping c.992G>A; lane 5—negative control

for genotyping c.992G>A; lanes 6-8—PCR products (184 bp) of control samples for genotyping c.1918G>T; lane 9—negative control for
genotyping c¢.1918G>T; lanes 10-12—PCR products (167 bp) of control samples for genotyping c.2266A>C; and lane 13—negative control for

genotyping NM_003005.3:¢c.2266A>C
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FIGURE 3 Chromatograms from sequence analysis of samples with incongruous genotyping results using the same primers for PCR-
HRM analysis. Since SNPs are close to 3’ end of PCR products for both polymorphisms, reverse primer did not yield readable sequence;
only sequencing results with forward primers are shown. A-D, Chromatograms from sequence analysis of four samples with incongruous
genotyping results for c.1918G>T polymorphism. Visual inspection of chromatograms reveals GG genotype of all four samples. Polymorphic
site is marked with red arrow. E-H, Chromatograms from sequence analysis of four samples with incongruous genotyping results for
c.2266A>C polymorphism. Visual inspection of chromatograms shows AA genotype in three samples (E, G, and H) and AC genotype in one

sample (F). Polymorphic site is marked with red arrow

previously published primers?® resulted in high resolution melt-

ing patterns for the c.992G>A and ¢.1918G>T polymorphisms that
were impossible to interpret. To successfully optimize the method,
the only solution was to create new specific primers which, along
with modifying PCR-HRM assay conditions, resulted in better high
resolution melting patterns that were easy to interpret. Specificity of
amplification for all three polymorphisms examined was successfully
confirmed by control 2% agarose gel electrophoresis.

In terms of validation of the PCR-HRM method described,
precision, accuracy, and analytical specificity for all three poly-
morphisms examined and analytical sensitivity for the c.992G>A
polymorphism were perfectly acceptable. However, analytical sen-
sitivity testing for the ¢.1918G>T and c.2266A>C polymorphisms
revealed four incongruous results for each genotype. Repeated
genotyping using both methods, along with Sanger sequencing
results, pointed to erroneous initial genotyping by PCR-SSP due
to possible sample contamination while preparing PCR reactions,
possible switching of the samples during gel loading for electro-
phoresis, or possible error in visual interpretation of the gels after
electrophoresis.

Factors that have to be taken in consideration when choosing
optimal method for genotyping are simplicity of assay design and
ease of use, availability of instruments and technology, turnaround
time, and cost of analysis per sample.*° In comparison with usual
PCR methods based on melting curve analysis, PCR-HRM does not
require a pair of expensive fluorescently labeled probes, real-time
fluorescence measurement, or further processing or separation of
amplified products by electrophoresis. A set of two low-cost un-
modified but easily created specific primers, saturating DNA-binding
fluorescent dye provided in several commercially available master
mixes, simple PCR, and instrument that supports HRM analysis are
required only.>*32 The use of closed-tube PCR methodology, such as
PCR-HRM, to genotype SNPs allows for simultaneous amplification
and analysis of a large number of samples without any further man-
ual separation steps and the need for hands-on post-PCR analysis. It
is beneficial to omit the separation step in the genotyping method,
to avoid potential sample tracking errors when applying samples on
the gel, and to shorten time of analysis, which is especially important
in the clinical setting where genotyping results may influence medi-
cal decision. The requirement of only 10 ng of input DNA compared
to 150-200 ng for PCR-SSP is also important for clinical settings
where patient material may be limited.

The PCR-HRM method also has several disadvantages. When
unexpected polymorphisms are present, they might interfere with
genotyping by altering the expected melting curve patterns from

which the correct genotype could not be determined.>®! This has

to be kept in mind when creating specific primers and optimizing
the method and should be revised if an unexpected melting curve
pattern appears. When analyzing SNPs, heterozygotes are easily
identifiable because of the apparent change in curve shape, but
not all homozygotes can be distinguished—the base pair can be in-
verted or neutral resulting in a smaller melting temperature differ-
ence.%? Luckily, it was not the case for the c.992G>A, ¢c.1918G>T, and
c.2266A>C SELP polymorphisms. Furthermore, if the concentration
or quality of DNA is not consistent among all samples in each run, it
can also cause the deviation of HRM results.>3! This effect can be
easily avoided by diluting original DNA samples to similar concentra-
tion. Open-well plate for PCR-HRM genotyping also entails a risk of
contamination, but the potential errors can be minimized with care-
ful handling. Additional disadvantage of PCR-HRM may be higher
instrumentation cost since it requires expensive LightCycIer® 480
Real-Time PCR System or similar, whereas PCR-SSP requires much
less expensive instrumentation.

Taking into account the characteristics of all the methods avail-
able, the PCR-HRM method was optimal choice for our laboratory.
PCR-RFLP,*? PCR-SSP,**?% and mutagenically separated PCR®?* are
relatively simple and low-cost methods that do not require special
and expensive equipment but are time-consuming. These methods
might be appropriate for laboratories that have fewer samples to be
tested, with limited reliability for assessing correct genotypes due
to greater error potential. Although being a reference method, the
sequencing methods described?%?? are significantly more expensive
and time-consuming, which is why sequencing is generally avoided
in routine use for detecting SNPs. The TagMan technology-based
real-time PCR methods*®?° are more specific but also more expen-
sive than PCR-HRM due to the use of fluorescently labeled allele-
specific probes.

The PCR-HRM method presented can be used for efficient and
accurate genotyping of the c.992G>A, ¢c.1918G>T, and c.2266A>C
SELP polymorphisms. Optimized protocol for PCR-HRM has been
proven as a fast and user-friendly PCR-based method that can be
beneficial in future clinical routine testing of the polymorphisms ex-

amined, especially in laboratories with high sample volume.
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Role of platelet gene
polymorphisms in ischemic
pediatric stroke subtypes: a
case-control study

Aim To assess the role of human platelet antigens (HPA),
P-selectin gene (SELP) polymorphisms, and HPA and SELP
haplotypes with factor V (FV) R506Q in ischemic pediat-
ric stroke (IPS) subtypes: cerebral sinovenous thrombosis
(CSVT), perinatal (PAIS), and childhood (CAIS) arterial isch-
emic stroke.

Methods This case-control study enrolled 150 children
with confirmed IPS and 150 age- and sex-matched con-
trols. F¥ R506Q and HPA-1 were genotyped with CVD Stri-
pAssay®, HPA-2 and HPA-3 with real-time polymerase chain
reaction, SELP S290N, V5991, and T715P with high resolu-
tion melting analysis, and SELP N562D with sequence-spe-
cific polymerase chain reaction.

Results HPA-1b allele (odds ratio [OR] 2.75,95% confidence
interval [Cl] 1.02-7.42, P=0.048) and HPA-1a2a3b (OR 5.46,
95% Cl 1.51-19.76, P=0.011), HPA-1b2a3a (OR 7.00, 95%
Cl 1.25-39.13, P=0.028), and HPA-1b2b3a (OR 11.39, 95%
Cl 1.39-92.95, P=0.024) haplotypes increased the risk for
CSVT. HPA-3b allele was significantly associated with 2-fold
lower risk for PAIS (OR 0.49, 95% Cl 0.26-0.89, P=0.020) and
CAIS (OR 047, 95% Cl 0.26-0.86, P=0.014) and non-signifi-
cantly associated with increased risk for CSVT (OR 6.43, 95%
Cl 0.83-50.00, P=0.022). HPA-1a2b3a haplotype was signif-
icantly associated with CAIS (OR 6.76, 95% Cl 2.13-21.44,
P=0.001). The inclusion of FV R506Q in SELP haplotype
analysis increased the risk for PAIS 4-fold in QNDVT carri-
ers (OR 8.14, 95% Cl 0.93-71.33, P=0.060) compared with
NDVT haplotype (OR 2.45, 95% Cl 0.98-6.18, P=0.058), but
the result was not significant.

Conclusion Individual HPAs, and particularly HPA haplo-
types, are involved in IPS subtypes pathogenesis. A possi-
ble risk-inducing synergistic effect of SELP haplotypes with
FVR506Q is restricted to PAIS only.
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Ceri et al: Platelet gene polymorphisms in ischemic pediatric stroke subtypes

Ischemic pediatric stroke (IPS) is a relatively rare heteroge-
neous multifactorial disorder caused by arterial (ie, arterial
ischemic stroke, AIS) or venous occlusion (ie, cerebral sino-
venous thrombosis, CSVT). According to the time of stroke
onset, AlS is classified as perinatal (PAIS) and childhood AIS
(CAIS) (1,2). IPS subtypes differ in incidence rates, etiology,
presentation symptoms, and treatment strategies (2,3), and
their predisposing disorders are still incompletely under-
stood and characterized (4-6). Risk factors for IPS include
various inherited and acquired prothrombotic disorders
(2/4,5). However, the role of different genetic risk factors in
the etiology of IPS subtypes has been studied in a limited
number of publications, and studies including multiple ge-
netic factors and haplotype analysis are extremely rare.

The most frequently investigated genetic risk factor is the
polymorphism in factor V gene (FV) that causes amino
acid change R506Q (FV Leiden, NM_000130.4:c.1601G>A,
rs6025) and consequently activated protein C resistance
and susceptibility to thrombosis (7). FV R506Q has been
regularly associated with IPS, although in CSVT the asso-
ciation is weaker in children than in adults (4,8-10).

Platelets have a significant role in maintaining normal he-
mostasis. Changes in the structure of platelet membrane
proteins can change platelet function and predisposition
to thrombophilia. The effect of variations in platelet glyco-
protein receptor genes and the P-selectin adhesion mol-
ecule on their role in IPS has not been established yet (11).

Human platelet antigens (HPA) are genetically defined
polymorphisms expressed on platelet membrane gly-
coproteins. In three out of six biallelic systems, ie, HPA-1
(NM_000212.2:c.176T>C, rs5918) on glycoprotein llla,
HPA-2 (NM_000173.5:c482C>T, rs6065) on glycoprotein
Iba, and HPA-3 (NM_000419.3:c.2621T>G, rs5911) on gly-
coprotein llb, a base-pair substitution leads to amino acid
change in a platelet surface membrane glycoprotein.
These biallelic systems modulate platelet receptor density,
altering platelet function and thrombus formation (12-14).
The role of HPAs in ischemic stroke has been recognized,
but poorly investigated in adults (15-18) and particularly in
children (9,19-21).

P-selectin mediates the interaction of activated endothelial
cells or platelets with leukocytes (22,23). Multiple polymor-
phisms in P-selectin gene (SELP) have been described, but
only five of them cause amino acid substitution that may
influence its function: V168M (NM_003005.3:c.625G>A,
rs6125),  S290N  (NM_003005.3:c.992G>A,  rs6131),

CM)

N562D  (NM_003005.3:c.1807G>A,  rs6127),  V599L
(NM_003005.3:¢.1918G>T, rs6133), and T715P
(NM_003005.3:c.2266A>C, rs6136) (24). SELP polymor-
phisms appear to be associated with several stages of
thrombosis and associated diseases, including venous
thromboembolism and atherothrombotic disease (25-27),
cardiovascular disease, and myocardial infarction in adults
(24,28-31). Although the relationship of different SELP poly-
morphisms to ischemic stroke in adults has been described
(32-37), there are no reports regarding their role in IPS.

Since IPS subtypes have different pathophysiologic back-
grounds, it is justified to investigate the relative relation-
ship between thrombophilia polymorphisms and stroke
subtypes. Therefore, the aim of this study was to assess the
role of eight individual polymorphisms (FV R506Q, HPA-1,
HPA-2, HPA-3, SELP S290N, N562D, V599L, and T715P) and
their haplotypes (HPA-1/-2/-3, SELP S290N/N562D/V599L/
T715P, and FVR506Q /SELP S290N/N562D/V599L/T715P) in
IPS subtypes: PAIS, CAIS, and CSVT.

PARTICIPANTS AND METHODS
Participants

This case-control study enrolled 150 children aged up to
18 years with a confirmed diagnosis of PAIS, CAIS, or CSVT
and 150 age- and sex-matched controls from the same
geographical region with no history of thromboembolic
or neurological events and with normal C reactive protein
levels. Controls were recruited among children undergo-
ing minor surgery such as tonsillectomy and children with
respiratory diseases at routine follow-up visits. All children
were admitted to the University Hospital Centre Zagreb or
Children’s Hospital Zagreb, Zagreb, Croatia, from 1999 to
2018.The recruitment dynamics was five patients per year
until 2004, with increasing tendency of seven to nine pa-
tients per year afterwards for AlS; one case of CSVT per year
was recruited from 2008 to 2010 and three cases per year
from 2013 to 2017.

The diagnosis was established after an extensive analysis
of patients’ medical history and physical and neurologi-
cal examination; it was based on the presence of clinical
symptoms and signs and confirmed by at least one brain
imaging technique. Isolated computed tomography scans
were used in selected cases only (N=9) during the first
recruitment years. Magnetic resonance imaging was per-
formed in 141 patients; in 72 to confirm computed to-
mography scan findings and in 69 patients, in the
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later phase of research, as the only technique used. AIS was
diagnosed based on the presence of neurological deficit of
acute onset, seizures, or other signs of neonatal encephal-
opathy, and confirmed by neuroradiographic findings of
parenchymal infarcts in cerebral arteries accordant with
clinical manifestations. PAIS and CAIS were differentiated
according to the definitions by Lynch (2).

CSVT was diagnosed after the neuroradiographic confir-
mation of a thrombus or flow interruption within cerebral
veins or dural sinuses, together with clinical presentations
of headache, seizure, lethargy, and focal or generalized
neurologic deficit (38). Patients were included after a defi-
nite CSVT diagnosis by a neuroradiologist based on com-
puted tomography as the first imaging exam for excluding
a tumor, subdural hematoma, or abscess followed by mag-
netic resonance imaging combined with magnetic reso-
nance angiography and venography as currently the best
method for the confirmation of CSVT.

Written informed consent was obtained from all partici-
pants’ parents and additionally from all children older than
12 years. The study was conducted in accordance with the
tenets of the Declaration of Helsinki and approved by the
Ethics Committee for Experimentation of the University of
Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry (251-62-03-

TABLE 1. Genotyping methods for eight individual polymorphisms*

Croat Med J. 2020;61:18-27

14-95), Ethics Committee of the University Hospital Centre
Zagreb (02/21/JG), and Ethics Committee of the Children’s
Hospital Zagreb (01-26/18-14).

Molecular analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leuko-
cytes and used for molecular analysis (Table 1). FV R506Q
and HPA-1 were genotyped with CVD StripAssay® T and
CVD StripAssay® A (Viennalab Diagnostics, Vienna, Aus-
tria), respectively. Both tests were performed according to
manufacturer’s instructions: each DNA sample was ampli-
fied in two parallel multiplex polymerase chain reactions
(PCR) using biotin-labeled primers. Amplification products
were selectively hybridized to a test strip containing allele-
specific oligonucleotide probes immobilized as an array
of parallel lines. Bound PCR fragments were detected us-
ing streptavidin-alkaline phosphatase conjugate and color
substrates. HPA-2 and HPA-3 were genotyped using previ-
ously described real-time PCR method based on TagMan®
technology on 7500 Real-Time PCR System (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) (39). Three positive controls
representing different genotypes for each polymorphism
were included in each run as a quality control step (40).
Polymorphisms SELP S290N, V599L, and T715P were geno-
typed using PCR with specific primers followed by high res-

Polymorphism Method

FVR506Q multiplex PCR using biotin labeled primers,
hybridization to ASO probes

HPA-1 multiplex PCR using biotin labeled primers,
hybridization to ASO probes

HPA-2 real-time PCR method based on TagMan®
technology

HPA-3 real-time PCR method based on TagMan®
technology

SELP S290N PCR with specific primers followed by high

resolution melting analysis

SELP N562D PCR with sequence specific primers

SELPV599L PCR with specific primers followed by high
resolution melting analysis

SELPT715P PCR with specific primers followed by high

resolution melting analysis

Primer and minor groove binding probe sequences Reference

n.a. -
n.a. —

F: 5-GAGCTCTACCTGAAAGGCAATGA-3’ (39)
R: 5'-TGTTGTTAGCCAGACTGAGCTTCT-3"

Pa: 5-VIGCCTCCTGACGCCCACACNFQ-3'

Pb: 5'-FAM-CTCCTGATGCCCACACNFQ-3'

F: 5'-GCCTGACCACTCCTTTGCG3! (39)
R: 5"-TGCGATCCCGCTTGTGA-3’

Pa: 5-VIGCTGCCCATCCCCA-NFQ-3'

Pb: 5'-FAM-CTGCCCAGCCCCA-NFQ-3’

F: 5'-CCTTGGTTATTCTCTCCAGCTGTGC3! 41)
R: 5'-AGCCGGGCTGGCACTCAAAT-3"
FN: 5-CTCCACCTGYCATTTCTCTTGTA-3" (24)

FD: 5'-CTCCACCTGYCATTTCTCTTGTG-3"
R: 5'-AAGTAGAACTGTCTTAGCAAGTAC3'

F: 5-TTGCAGGAGCCTCCCTTGTTATGAA-3' 41
R: 5"-GGTTCCCTGCCCAGGAGTGGT-3"
F: 5-ATGAACTGCTCCAACCTCTG-3' 41

R: 5'-CCCACATGAAAATTGTACCTT-3"

*ASO - allele-specific oligonucleotide; n.a. - not applicable; FV - factor V gene; HPA — human platelet antigens; SELP- P - selectin gene; PCR - poly-

merase chain reaction; NFQ - nonfluorescent quencher.
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olution melting analysis on the LightCycler® 480 Real-Time
PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and
results were analyzed using LightCycler® 480 Software (ver-
sion 1.5; Roche Diagnostics) (41). Control samples of each
genotype previously confirmed by sequencing were used
as positive controls (24). SELP N562D was genotyped us-
ing the previously described PCR with sequence specific
primers on the Applied Biosystems GeneAmp 2720 Ther-
mal Cycler (24).

Statistical analysis

Normality of distribution was tested with the Shapiro-
Wilk test (MedCalc software package version 9.3.2.0, Frank

CM)

dy-Weinberg equilibrium testing, and association analysis
were performed with SNPStats (Catalan Institute of On-
cology, Barcelona, Spain) (42,43), a web-based tool for the
analysis of association studies that analyzes single SNPs by
multiple inheritance models and multiple SNPs (haplotype
analysis) based on logistic regression. The obtained geno-
typing results of FVR506Q, SELP polymorphisms, and HPAs,
SELP S290N/N562D/V599L/T715P, FV R506Q/SELP S290N/
N562D/V599L/T715P, and HPA-1/-2/-3 haplotypes are ex-
pressed as frequencies. Hardy-Weinberg equilibrium was
tested for each individual polymorphism in patients and
controls. The most common combined genotypes were
used as reference haplotypes in the analysis of haplotype
association with disease. Associations of each individual

21

Schoonjans, the Netherlands). Continuous variables are ex-
pressed as medians and ranges. Descriptive analysis, Har-

polymorphism and haplotype with the disease risk were
expressed as odds ratios (OR) with corresponding 95%

TABLE 2. Characteristics of patients with ischemic stroke and the control group*

Number of Male to Age at diagnosis in years, Age at testing in years,
Group participants female ratio median (range) median (range)
IPS 150 1.54 1.9 (0.0-18.0) 4.6 (0.0-18.0)
AlS 132 1.59 1.9 (0.0-18.0) 5.9(0.0-18.0)
PAIS 66 1.36 0.3 (0.0-12.0) 2.7 (0.0-18.0)
CAIS 66 1.87 6.8 (0.4-18.0) 79 (04-18.0)
CSVT 18 1.25 14 (0.0-12.8) 2.0 (0.0-154)
Control group 150 1.54 - 7.0 (0.0-18.0)

*Dash - not applicable; IPS - ischemic pediatric stroke; AlS - arterial ischemic stroke; PAIS - perinatal arterial ischemic stroke; CAIS - childhood arte-
rial ischemic stroke; CSVT - cerebral sinovenous thrombosis.

TABLE 3. Individual polymorphisms in patients with ischemic pediatric stroke and its subtypes, and in the control group*

Patient Genotype distribution Genotype distribution
Polymorphism name group Genotype in patient group, frequency  in control group, frequency  OR (95% Cl) P
FVR506Q PAIS GG 0.879 0.967 4.00 (1.26-12.74)  0.017
GA 0121 0.033
HPA-1 CSVT aa 0.500 0.733 2.75(1.02-742)  0.048
ab 0.500 0.247
bb 0.000 0.020
HPA-3 IPS aa 041 0.287 0.58 (0.36-0.93) 0.025
ab 041 0.507
bb 0.178 0.207
AlS aa 0457 0.287 048 (0.29-0.78)  0.003
ab 0.388 0.507
bb 0.155 0.207
PAIS aa 0453 0.287 049 (0.26-0.89) 0.020
ab 0.344 0.507
bb 0.203 0.207
CAIS aa 0461 0.287 047 (0.26-0.86) 0.014
ab 0431 0.507
bb 0.108 0.207

*OR - odds ratio; Cl - confidence intervals; IPS — ischemic pediatric stroke; FV - factor V gene; AlS - arterial ischemic stroke; PAIS - perinatal arterial
ischemic stroke; HPA — human platelet antigen; CSVT - cerebral sinovenous thrombosis; CAIS - childhood arterial ischemic stroke.
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confidence intervals (Cl) by using a dominant model (a ho-
mozygous or heterozygous variant in comparison with the
homozygous wild-type). A P value of <0.050 was consid-
ered significant.

RESULTS

All IPS subtypes were more prevalent in boys (Table 2).
Genotype distributions of all investigated individual poly-

Croat Med J. 2020;61:18-27

morphisms, both in cases and controls, were in Hardy-
Weinberg equilibrium (results not shown), except HPA-3
polymorphism in children with PAIS (P=0.035).

Among the examined individual polymorphisms, IPS was
associated with only three polymorphisms: FV R506Q,
HPA-1, and HPA-3 (Table 3). PAIS was significantly asso-
ciated with FV R506Q: FV R506Q carriers had 4-fold in-
creased risk for PAIS. Carriers of at least one HPA-1b allele

TABLE 4. Human platelet antigen HPA-1/-2/-3 haplotype frequencies in patients with ischemic pediatric stroke and its subtypes, and

the control group

Group HPA-1/-2/-3 haplotype
IPS

AlS

PAIS

CAIS

csvT

Control group
IPS

AlS

PAIS

CAIS

CsvT

Control group
IPS

AlS

PAIS

CAIS

CsvT

Control group
IPS

AlS

PAIS

CAIS

CSvVT

Control group
IPS

AIS

PAIS

CAIS

csvT

Control group
IPS

AIS

PAIS

CAIS

CsvT

Control group

HPA-1a2a3a

HPA-1a2a3b

HPA-1b2a3a

HPA-1b2a3b

HPA-1a2b3a

HPA-1b2b3a

Haplotype frequency OR (95% ClI) P
0429 1.00 (Ref.) Ref.
0446 1.00 (Ref) Ref.
0.485 1.00 (Ref.) Ref.
0429 1.00 (Ref.) Ref.
0.138 1.00 (Ref.) Ref.
0433 - -
0.301 0.89 (0.59-1.34) 0.570
0.285 0.79 (0.51-1.21) 0.270
0.323 0.86 (0.52-1 41) 0.540
0.250 0.70 (0.39-1.24) 0.220
0.542 546 (1.51-19.76) 0.011
0.351 - -
0.078 145 (0.64-3.27) 0.370
0.079 1.32 (0.59-2.94) 0.500
0.071 110 (0.43-2.79) 0.850
0.086 1.54 (0.60-3.94) 0.370
0.137 7.00 (1.25-39.13) 0.028
0.056 - -
0.073 1.06 (0.52-2.18) 0.870
0.064 091 (043-1.92) 0.810
0.052 0.74 (0.28-1.95) 0.550
0.074 1.10 (0.44-2. 75) 0.840
0.044 7(0.39-25.93) 0.280
0.060 - -
0.094 397 (1.29-12.17) 0.016
0.104 446 (1.49-13.37) 0.008
0.056 2.15 (0.58-8.02) 0.250
0.147 6.76 (2.13-21.44) 0.001
0.016 4.19 (0.11-154.50) 0.440
0.023 - -
0.016 0.57 (0.11-2.99) 0.510
0.013 0.37 (0.05-2.58) 0.320
0.014 045 (0.05-3.73) 0.460
0.015 0.42 (0.04-3.99) 0.450
0.068 11.39 (1.39-92.95) 0.024
0.027 - -

*Dash - not applicable; Ref. - reference haplotype; HPA — human platelet antigen; OR - odds ratio; Cl - confidence intervals; IPS - ischemic pediatric
stroke; AIS - arterial ischemic stroke; PAIS - perinatal arterial ischemic stroke; CAIS - childhood arterial ischemic stroke; CSVT - cerebral sinovenous

thrombosis.
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TABLE 5. SELP S290N/N562D/V599L/T715P and FV R506Q/SELP S290N/N562D/V599L/T715P haplotype frequencies in patients with ischemic

pediatric stroke and its subtypes, and the control group*

CM)

SELP S290N/N562D/  Haplotype

Group V599L/T715P haplotype frequency  OR (95% Cl)

IPS 0396  1.00 (Ref)

AlS 0.387 1.00 (Ref)

PAIS 0413 1.00 (Ref)
SDVT

CAIS 0.381 1.00 (Ref.)

CSVT 0.445 1.00 (Ref)

Control group 0405 -

IPS 0.267 1.18 (0.74-1.87)

AIS 0.271 119 (0.74-1.93)

PAIS 0266  1.18(0.65-2.12)
SNVT

CAIS 0.271 1.19 (0.66-2.14)

CSVT 0249 096 (0.36-2.53)

Control group 0240 -

IPS 0.100 1.86 (0.83-4.17)

AlS 0.115 2.10(0.93-4.75)

PAIS 0.108 245 (0.98-6.18)
NDVT

CAIS 0.102 84 (0.68-5.00)

CSVT 0.041 048 (0.05-4.22)

Control group 0.070 -

IPS 0073  0.57(0.28-1.17)

AlS 0.058 048 (0.22-1.05)

PAIS 0.063 0.48 (0.18-1.26)
NNVT

CAIS 0.057 045 (0.15—1.36)

CSVT 0.154 145 (0.44-4.77)

Control group 0.108 -

IPS 0.077 1.07 (0.57-2.01)

AlS 0.086 1.17 (0.61-2.24)

PAIS 0032  0.70(0.28-1.76)
SNVP

CAIS 0.121 1.66 (0.80-3.48)

CSVT 0.008 0.37 (0.05-2.88)

Control group 0.077 -

IPS 0.074 1.13 (0.52-2.44)

AlIS 0.077 1.22 (0.56-2.68)

PAIS 0.087  144(0.57-3.69)
SNLT

CAIS 0.068 1.05 (0.40-2.74)

CSVT 0.056  0.81(0.14-4.55)

Control group 0.066 -

FV R506Q/SELP S290N/ Haplotype
P N562D/V599L/T715P haplotype frequency OR (95% Cl)

Ref. 0405  1.00 (Ref)

Ref. 0.397 1.00 (Ref)

Ref. 0419  1.00 (Ref)
RSDVT

Ref. 0.386  1.00 (Ref)

Ref. 0448  1.00 (Ref)

- 0393 -

0.490 0.259  1.18(0.73-1.89)

0460 0.267  1.20(0.74-1.95)

0.590 0259 119 (0.66-2.16)
RSNVT

0.560 0.270 116 (0.64-2.09)

0.930 0219  0.82(0.30-2.28)

- 0240 -

0.130 0.065 147 (0.61-3.52)

0.076 0.074 1.64 (0.67-4.01)

0.058 0.061 1.89 (0.67-5.38)
RNDVT

0.230 0079  1.48(0.51-4.30)

0.510 0040 047 (0.05-4.16)

- 0.067 -

0.130 0068  0.53(0.25-1.13)

0.068 0.051 0.44 (0.19-1.00)

0.140 0.049 040 (0.14-1. 18)
RNNVT

0.160 0057 047 (0.16-1.39)

0.540 0.155 144 (0.43-4. 78)

- 0109 -

0.840 0.069  1.08 (0.58-2.04)

0.630 0.076 1.20 (0.63-2.29)

0450 0.028  0.76 (0.30-1.90)
RSNVP

0.180 0.121 1.62 (0.77-3.40)

0.340 0.007  0.37(0.05-2.85)

- 0077 -

0.750 0.075 1.04 (0.48-2.21)

0.620 0.078 2 (0.52-2.45)

0440 0.088  1.32(0.52-3.37)
RSNLT

0.930 0.064  0.89(0.33-2.42)

0.810 0056  0.79 (0.14-4.44)

- 0.066 -

P
Ref.
Ref.
Ref.
Ref.
Ref.

0.500
0.450
0.570
0.620
0.700
0.390
0.280
0.230
0470
0.500
0.100
0.051

0.098
0.170

0.550
0.800
0.580
0.550
0.200
0.340
0.930
0.770
0.560
0.820
0.790

*Dash - not applicable; Ref. - reference haplotype; FV - factor V gene; SELP - P-selectin gene; OR - odds ratio; Cl - confidence intervals; IPS - ischemic pediatric
stroke; AIS - arterial ischemic stroke; PAIS - perinatal arterial ischemic stroke; CAIS - childhood arterial ischemic stroke; CSVT - cerebral sinovenous thrombosis.

had a 2.75-fold increased risk for CSVT, while carriers of at
least one HPA-3b allele had an approximately 2-fold lower
risk for IPS and AlS, including both PAIS and CAIS. Carri-
ers of HPA-3b allele (OR 6.43, 95% Cl 0.83-50.00, P=0.022;
data not shown) had an increased risk for CSVT, but the
result was not significant. However, additive model re-
vealed a 2.23-fold increased risk for CSVT (95% Cl 1.04-
480, P=0.034).

Carriers of HPA-1a2b3a had a 4-fold increased risk for IPS and
AlS, and 7-fold for CAIS. Interestingly, three different HPA-1/-
2/-3 haplotypes showed a significant association with CSVT,
resulting in five-to 11-fold increased risk: HPA-1a2a3b, HPA-1-
b2a3a, and HPA-1b2b3a. Haplotype HPA-1a2b3b was found
in children with CSVT (0.054) and control group (0.050)
only, but the result was not significant (OR 2.70, 95% Cl
0.32-22.46, P=0.360; data not shown) (Table 4).
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Six SELP S290N/N562D/V599L/T715P and of FVR506Q /SELP
S290N/N562D/V599L/T715P haplotypes were identified in
all study groups. Although haplotype NDVT was more fre-
quent in children with AIS and PAIS and least frequent in
CAIS and AlS compared with control group, the result was
not significant. Three rare haplotypes, NNLT, RNNLT, and
QNDVT, were identified in AlS and controls only (results
not shown). Haplotype QNDVT was more common in pa-
tients with PAIS than in control group (0.040 vs 0.002), but
the result was not significant (OR 8.14, 95% Cl 0.93-71.33,
P=0.060) (Table 5).

DISCUSSION

This study demonstrated that various HPA genotypes and
haplotypes were associated with IPS subtypes in a sample
from Croatian child population and corroborated the hy-
pothesis that different IPS subtypes did not share the same
genetic risk factors.

The present study revealed an almost 3-fold increased risk
for pediatric CSVT in carriers of at least one HPA-1b allele.
This makes it the first study to our knowledge that found a
positive association of HPA-1 and pediatric CSVT. The only
study that investigated HPA-1 in pediatric CSVT to date re-
ported more frequent HPA-1b allele-containing genotypes
in CSVT than in both AlS and control group, but the results
were not significant (20).

Consistent with previous findings on a moderate protec-
tive effect of HPA-3b allele for AIS and PAIS in Croatian pop-
ulation (9), the present study reported a 2-fold lower risk
for IPS and CAIS, with the post-hoc calculated power of 0.51
for PAIS, 0.54 for CAIS, 0.59 for IPS, and 0.82 for AIS with a
significance level of 0.050. On the contrary to this, we iden-
tified an unexpectedly high harmful effect of HPA-3b allele
in CSVT, as opposed to its protective effect in AlS, but these
findings did not reach significance. Although the sample
size for CSVT is small, the polymorphism frequency is high.
Post-hoc power analysis revealed the power of 0.44, mean-
ing that additional 25 participants are needed to obtain
the optimal power of 0.80.

HPA-1 and HPA-3 are both present on the most abundant
glycoprotein Ilb/llla complex, which, by binding fibrino-
gen, is essential for platelet aggregation and thrombus
formation. Recently, Ichord has reported that major risk
factors for CSVT are acute head and neck infections as
well as acute systemic illness (44), a conclusion similar

to that reached in our study. As acute illness is linked
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to higher fibrinogen level, enhanced platelet-fibrinogen
interactions are possible, leading to the formation of clots
that are more stable and resistant to lysis.

Afurther analysis of HPA-1/-2/-3 haplotypes demonstrated
for the first time that particular haplotypes were positive-
ly associated with both AIS and CSVT. Haplotype HPA-1-
a2b3a conferred an almost 7-fold increased risk for CAIS,
but not for PAIS or CSVT, with a consequent increased
risk for AIS and IPS. Moreover, compared with the effect
of HPA-1 alone, two HPA-1b allele containing haplotypes,
HPA-1b2a3a and HPA-1b2b3a, conferred a three- to 4-fold
increased risk for CSVT, respectively, whereas HPA-1a2a3b
haplotype conferred a slightly lower risk.

Studies on HPAs in IPS are rare, provide contradictory re-
sults, and include only HPA-1 in differently defined pedi-
atric populations (19-21). Literature search revealed an as-
sociation of four specific HPA-1/-2/-3/-4 haplotypes with
adult ischemic stroke and HPA-1b/2b/3a haplotype with
coronary arterial disease, but the results are not compara-
ble to our study due to differences in studied populations
and HPAs included in haplotype analysis (17,45).

Concordant with the majority of studies performed in
adults (32-37), the present study found no association be-
tween individual SELP polymorphisms and any IPS subtype.
The post-hoc power analysis revealed very low power for
all individual SELP polymorphisms in IPS. Although no sig-
nificant association between SELP S290N/N562D/V599L/
T715P haplotypes and adult ischemic stroke was identified
in Caucasian population (34), the present study revealed
an increased presence of the NDVT haplotype in children
with AlS and PAIS, but not in children with CAIS and CSVT,
pointing to its possible role in the etiology of PAIS only. The
effect of NDVT haplotype may be explained by a previous-
ly reported association of SELP S290N/N562D/T715P hap-
lotype NDT with increased soluble P-selectin plasma con-
centrations and the fact that SELP polymorphisms S290N
and N562D are located within the SELP region important
for the binding of P-selectins on leukocytes (26,46). As
NNVT haplotype tends to decrease the risk for AIS, while
NDVT haplotype tends to increase the risk for PAIS and AlS,
it seems that N562D polymorphism is crucial for conferring
the susceptibility to AlS.

The present study confirmed the association of FV/ R506Q
with PAIS, which was previously established in a smaller
study (8,46). Since the presence of multiple risk factors can
have a synergistic effect (47), additional SELP haplotype



Ceri et al: Platelet gene polymorphisms in ischemic pediatric stroke subtypes

analysis also included FV R506Q, an established risk factor
for IPS, which is located in the close proximity. Although
the statistical significance was still not achieved, the inclu-
sion of FV R506Q increased the risk for PAIS 4-fold in QND-
VT carriers, as compared with NDVT haplotype alone, indi-
cating a possible synergistic effect of SELP haplotype and
FVR506Q.

The strength of this study is the inclusion of all IPS sub-
types, including CSVT, enabling differentiation of their
specific etiologies based on simultaneous identification
of both harmful and protective genotype combinations.
Moreover, the inclusion of haplotype analysis proved to
be superior to the testing of single polymorphisms. To our
knowledge, this is the only study to date investigating a
possible association of SELP polymorphisms and HPA-1/-
2/-3, SELP S290N/N562D/V599L/T715P and FV R506Q/SELP
S290N/N562D/V599L/T715P haplotypes with IPS.

The study limitations include the relatively small sample
of children with IPS, as association studies usually require
large cohorts to minimize possible statistical biases in con-
clusions and to strengthen the study power. Certainly, the
results obtained for only 18 CSVT cases should be taken
with caution, but nevertheless, they present the prelimi-
nary evidence of the enhanced risk-inducing effect of the
HPA-1/-2/-3 haplotypes for CSVT. Considering the afore-
mentioned and the variable geographical and ethnical dis-
tribution of HPA genotypes (48), we cannot claim that the
associations presented in this study can be applied to dif-
ferent populations or that the effect is limited to the Croa-
tian population only, warranting further research of plate-
let gene polymorphisms in IPS subtypes.

To evaluate genotype-phenotype associations, the present
study used the candidate gene approach rather than ge-
nome-wide approach because of the lower cost and high-
er statistical power, especially if genes likely to play a role
in the examined disease are formerly known, which is im-
portant for small-scale studies. Genome-wide association
studies can reveal new genes or gene combinations even
when their function was not previously known, but they
usually require extensive funding and have low power due
to the number of independent tests performed (49).

Our findings indicate that different IPS subtypes are char-
acterized by specific sets of inherited thrombophilia risk
factors and that there is a variable role of polymorphisms
in the etiology of IPS subtypes. In the era of personalized
medicine, itis crucial to better understand the clinical value

CM)

and physiological implications of different genetic entities
if we want to treat patients properly and reduce morbidity
and mortality. We believe that future trials with sample siz-
es increased through international collaborations and ex-
tensive haplotype analysis would achieve a greater power
to confirm the role of all the examined haplotypes in the
etiology of IPS subtypes.
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SAZETAK

Ishemijski mozdani udar (IMU) u djece je relativno rijedak poremecaj mijeSane etiologije koja je nerazjasnjena u
priblizno 30 % slucajeva. Protromboticki poremecaji prepoznati su kao rizi¢ni ¢cimbenik za nastanak IMU-a u
djece, ali su potencijalne pozadinske genske varijacije analizirane u oskudnom broju studija u specificnim
populacijama ili u odraslih, dok u djece rijetko ili uopce nisu analizirane. Kako se povezanost protrombotickih
polimorfizama s IMU-om moze razlikovati ovisno o geografskoj i etni¢koj pripadnosti ispitivane populacije, a
poznato je dodatno povecanje rizika u prisutnosti vise od jednoga protrombotickog rizicnog ¢imbenika, cilj
ovoga istrazivanja jest ispitati povezanost pojedinacnih polimorfizama u genima za ¢imbenike zgruSavanja,
glikoproteinima trombocitne membrane i intermedijarne riziéne ¢imbenike te potencijal zajednicke povezanosti s
pojavom IMU-a u djece u Hrvatskoj ovisno o tipu, dobi nastanka i lokalizaciji IMU-a. Genotipizacija 21
polimorfizma u 13 gena kandidata provedena je iz uzorka DNA leukocita dobivenih nakon prikupljanja uzoraka
ostatne periferne krvi od 185 djece starosne dobi do 18 godina s potvrdenom dijagnozom arterijskog IMU-a ili
tromboze venskih sinusa mozga (CSVT) i 185 zdrave djece podudarne po dobi i spolu djeci s IMU-om.
Dobiveni rezultati potvrdili su vecu zastupljenost djecaka u svim podtipovima bolesti, osim perinatalnog
arterijskog IMU-a i CSVT-a te razli¢ite geneticke ¢imbenike za karakterizaciju razli¢itih podtipova IMU-a u
djece. Na temelju dobivenih rezultata predloZen je i algoritam ispitanih genetickih ¢imbenika za IMU u djece za
razlikovanje rizika nastanka podtipova bolesti te je uspostavljena baza podataka djece s IMU-om u Hrvatskoj.
Rezultati predlozenog istrazivanja prosirili su dosadasnja saznanja o potencijalnoj ulozi ispitanih genskih
varijacija u etiologiji IMU-a u djece u Hrvatskoj, ali i u op¢oj populaciji.
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Andrea Ceri
SUMMARY

Ischemic paediattric stroke (IPS) is a relatively rare disorder of mixed aetiology that is unexplained in
approximately 30% of cases. Prothrombotic disorders are recognized as a risk factor for the development of IPS,
but potential genetic variations in prothrombotic risk factors have been analysed in a limited number of studies in
specific populations or in adults, while in children they have been scarcely analysed or they have not been
analysed at all. As the association of prothrombotic polymorphisms with IPS can differ depending on the
geographic and ethnic categorisation of the population studied, and an additional increased risk is known in the
presence of more than one prothrombotic risk factor, the aim of this study is to examine the association of
individual polymorphisms in the genes coding clotting factors, platelet membrane glycoproteins and intermediate
risk factors, and the potential of their joint association with the occurrence of IPS in children in Croatia
depending on the type of IPS, age of onset and localization of the lesion. Genotyping of 21 polymorphisms in 13
candidate genes was performed in a DNA samples obtained from leukocytes after collecting residual peripheral
blood samples from 185 children aged up to 18 years with confirmed diagnosis of arterial IPS (AIS) or cerebral
venous sinus thrombosis (CSVT) and 185 healthy children matched by age and gender to children with IPS.
Obtained results confirmed a higher frequency of AIS in boys and other subtypes, but not in perinatal AIS and
CSVT. Also, it has been proven that different subtypes of IPS are caracterised by different genetic factors. Based
on the obtained results, an algorithm of tested genetic risk factors for IPS was proposed to distinguish the risk of
subtypes of the disease, which established a database of children with IPS in Croatia. The results of the proposed
research expanded the previous knowledge about the potential role of the examined genetic variations in the

aetiology of IPS in Croatia, with translational potential to the adult population.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and

Biochemistry.

Thesis includes: 203 pages, 18 figures, 42 tables and 256 references. Original is in Croatian language.

Keywords: children, paediatric ischemic stroke, cerebral sinovenous thrombosis, thrombophilia, genetic
polymorphisms, coagulation factors, fibrinolysis factors, platelet membrane glycoproteins,
intermediate risk factors

Mentor: Renata Zadro, PhD, Full Professor with Tenure

Reviewers: Karmela Barisi¢, PhD, Full Professor with Tenure
Vida Demarin, PhD, Fellow of the Croatian Academy of Sciences and Arts

Ivana Celap, PhD, Titular Assistant Professor

The thesis was accepted: November 28", 2022



