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1. UvOD

1.1. Cerebrovaskularni poremecaji

Medicinska terminologija pojmom cerebrovaskularni poremecaji (CVP) oznacava poremecaje
u krvnom protoku arterija i vena koje opskrbljuju mozak, a mogu se podijeliti na ishemijske i
hemoragijske pojave. Ishemijske pojave ukljucuju ishemijski mozdani udar i prolazni
ishemijski napad (od engl. transient ischemic attack, TIA), a hemoragijske pojave ukljucuju
intracerebralnu ili subarahnoidalnu hemoragiju, kao i subduralne ili epiduralne hematome.
Prema medunarodnoj Kklasifikaciji bolesti ICD-10 (od engl. international classification
diseases) mozdani udar (od engl. cerebrovascular insult, CVI) nalazi se u skupini
cerebrovaskularnih bolesti (160-169), a one su sastavni dio bolesti krvozilnog sustava, dok se
TIA nalazi u skupini epizodnih i paroksimalnih poremecaja (G40-G47) i sastavni su dio

bolesti zivéanog sustava.

CVI je karakteriziran iznenadnom neuroloskom disfunkcijom koja je posljedica nedovoljne
opskrbe mozdanog tkiva krvlju. Zivéane stanice koje ne dobivaju kisik u zahvaéenom
krvozilnom podrucju prestaju djelovati i odumiru ako se odmah ne uspostavi cirkulacija (1,2).
Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (od engl. World Health Organization, WHO) CVI
je definiran kao sindrom brzog razvijanja simptoma zariSnog ili globalnog poremecaja
mozdanih funkcija koje traju 24 sata ili duze ili dovode do smrtnog ishoda bez drugog jasnog
uzroka osim znakova oStec¢enja krvnih zila. Tre¢ini CVI-a prethodi TIA. TIA je krvozilno
prouzro¢ena akutna epizoda prolazne ZariSne mozdane disfunkcije trajanja kraceg od 24 sata i
upozoravajuci je znak CVI-a (1,3). Danas raspolazemo pouzdanim podacima da skoro 90%
TIA traje krace od 60 minuta, kao i da se u viSe od 60% sluc¢ajeva simptomi povlace unutar 30
minuta (4). Na temelju navedenih Ccinjenica posljednjih godina predlaze se ponovno
odredivanje kriterija prema kojima TIA predstavlja kratku epizodu neuroloske disfunkcije
prouzroCene zariSnom ishemijom mozga ili mreZnice, bez znakova oSte¢enja krvnih Zila
mozga na slikovnim prikazima, ¢iji klinicki simptomi uobi¢ajeno traju krac¢e od jednog sata.
Naglasak je na duljini trajanja klinickih znakova 1 na karakteristicnim promjenama u

slikovnim prikazima ¢ime se definira CVI (5).



Na osnovu patofizioloSkog uzroka nastalog oStecenja, CVI se razvrstava u dvije osnovne

skupine (Slika 1):

1.

Ishemijski CVI (iCVI) posljedica je zacepljenja krvnih zila mozga. Zacepljenje krvne
zile moze nastati ili uslijed stenoze 1 tromboze ili uslijed njezina zacepljenja
emboli¢kim materijalom. Obje situacije smanjuju mozdani perfuzijski tlak i dovode do
smrti stanica. Unutar odredenih granica, protok krvi kroz mozak odrzava se
autoregulacijom mozdanih arterija i kolateralnom cirkulacijom. Prema TOAST
klasifikaciji (Trial of Org 10172 Acute Stroke Treatment) iCVI je podijeljen u pet
osnovnih podskupina u skladu s klinickim simptomima i uzrocima CVI-a (6):

a) CVI uslijed tromboze ili embolije velikih krvnih zila

b) kardioembolijski CVI (embolije porijeklom iz srca)

c) lakunarni CVI (zacepljenje malih krvnih Zila)

d) CVI kao posljedica drugih uzroka

e) CVI nepoznatog uzroka (kriptogeni)

Hemoragijski CVI ukljuCuje intracerebralno i subarahnoidalno krvarenje.
Intracerebralno krvarenje nastaje uslijed pucanja arterija na tipi¢nim mjestima kao
posljedica neregulirane hipertenzije ili zbog pucanja arterija krvozilnih tvorbi
(angioma, arteriovenske malformacije). Subarahnoidalno krvarenje rezultat je pucanja

aneurizmi bazalnih mozdanih krvnih Zzila (1,3).

Hemoragijski moZdani udar Ishemijski moZdani udar

Slika 1. Hemoragijski CVI (lijevo) u usporedbi s ishemijskim CVI-om (desnho). Dostupno na: http:

/Iwww. healthchildren.com/. Datum pristupa: 13. 06. 2011.



1.1.1. Mozdani udar i TIA u djecjoj dobi

CVI je vrlo slozen medicinski problem i ubraja se medu deset najées¢ih uzroka smrtnosti u
djece. U viSe od polovice bolesnika koji prezive CVI dolazi do mentalne ili motoricke
onesposobljenosti, a u tre¢ine uslijedi ponovljeni CVI (7). Prema prvoj populacijskoj studiji iz
1970. godine, ucestalost CVI-a iznosila je 2,52/100 000 djece godisnje (8). Primjenom
suvremenijih dijagnostic¢kih postupaka i pove¢anjem broja prezivjele djece s bolestima koje su
sklonije razvoju CVI-a, dobivena je i veca ucestalost od 1,3 do 13/100 000 djece godisnje
(7,9,10). Ucestalost CVI-a izrazito je ovisna o dobi u kojoj bolest nastaje i o prisutnim
¢imbenicima rizika za nastajanje bolesti. Tako je u djece u prve dvije godine zivota u odnosu
na stariju djecu CVI znacajno zastupljeniji (11). Ucestalost iCVI-a iznosi 0,6 do 7,9/100 000
djece godisnje, a hemoragijskog CVI-a 1,5 do 5,1/100 000 djece godisnje (12). U djece veca
je ucestalost iCVI-a u muskom spolu u odnosu na zenski, te je ucestaliji u crnoj rasi u odnosu
na bijelu (9,13). O ucestalosti TIA-e ne postoje literaturni podaci, osim da se vrlo rijetko
pojavljuje u djece (12).

Etiologija bolesti je vrlo sloZena i znacajno se razlikuje u odnosu na odraslu populaciju.
Ponajprije ovisi o vrsti CVP-a, odnosno o tipu i tezini oSteCenja mozdanog tkiva koje se
ocituje kao ishemijski ili hemoragijski CVI. CVI kao i TIA u dje¢joj dobi mogu biti
uzrokovani nasljednim i steCenim bolestima. Prema sadaSnjim podacima poznato je najmanje
stotinu ¢imbenika rizika za CVI u djecjoj dobi (Tablica 1), ali u vise od jedne trecine djece

uzrok bolesti i dalje ostaje nepoznat (7,9,12,13,14).

Poznati ¢imbenici rizika iCVI-a su sr¢ani, hematoloski i metaboli¢ki poremecaji, te krvozilne
bolesti i infekcije. Prema sadasnjim podacima sréani poremecaji predstavljaju najéesc¢i poznati
uzrok iCVI-a, osobito urodene i steCene sréane bolesti. Tre¢ina do polovice oboljele djece od
iICVI-a su sréani bolesnici (7). Od hematoloskih bolesti, anemija srpastih stanica jedna je od
najc¢esc¢ih uzroka iCVI-a osobito u djece crne rase. Prirodeni ili steCeni poremecaji koagulacije,
kao i odredene metabolicke abnormalnosti predisponirajuci su ¢imbenici rizika za iCVI. Od
stecenih uzroka u etiologiji iCVI-a znacajno mjesto zauzimaju i uzrocnici sistemnih infekcija

te gnojnih i seroznih upala mozga i mozdanih ovojnica (12).



Hemoragijski CVI u 80% slucajeva javlja se u kortikalnoj regiji, a samo u 10% slucajeva u

podru¢ju bazalnih ganglija. Poznati uzroci hemoragijskog CVl-a su krvozilne malformacije,

hematoloski poremecaji, trauma, te zlocudne bolesti. Krvozilne malformacije, osobito

arteriovenske, predstavljaju jedan od glavnih uzroka krvarenja (7,9,13,14,15).

Tablica 1. Najcesci uzroci CVI-a u dje¢joj dobi

Uzroci ishemijskog CVI-a

Srcane bolesti:

Urodene sré¢ane bolesti
Reumatske sréane bolesti
Infektivni endokarditis
Komplikacije operacije
Hematoloski poremecaji:
Anemija srpastih stanica
Trombocitoza

Policitemija

Leukemija

Nedostatak AT, PC i PS
Antifosfolipidna protutijela
Infektivni vaskulitis:
Piogeni

Tuberkuloza

Gljivicni

Humani imunodficijentni virus
Neinfektivni vaskulitis:
Sistemni eritemski lupus
Nodozni poliarteritis
Moyamoya sindrom
Trauma

Tupa cervikalna arterijska trauma
Arterijska disekcija
Urodene metaboli¢ke bolesti:
Homocistinurija
Mitohondrijska miopatija
Encefalopatija
Laktoacidoza

Toksicni:

Metamfetamini

Kokain

Uzroci hemoragijskog CVI-a

Krvozilne malformacije:
Arteriovenozne malformacije
Aneurizme

Angiomi

Hematoloski poremecaji:
Leukemija

Trombocitopenija
Hemofilija

Sekundarna koagulopatija (jetra)
DIK

Trauma

Zloc¢udne bolesti

Klini¢ko ispoljavanje CVP-a u djecjoj dobi vrlo je raznoliko uslijed slozenosti strukture

mozga i njegovog krvozilnog sustava a razlikuje se s obzirom na dob, osnovni uzrok bolesti i

mjesto napada. Glavna klinicka slika iCVI-a je epilepticki napad i razvoj hemipareze, a u

bolesnika s hemoragijskim CVI-om tipi¢ni su simptomi glavobolje i povracanja (7,12).



Djeca s ozljedama iste tezine i lokalizacije imaju bolju prognozu nego odrasli. To je
posljedica "plasticiteta” srediSnjeg Ziv€anog sustava kod djece, odnosno sposobnost mozga u
razvoju da preostali zdravi dio mozga preuzme funkciju oSte¢enoga. Stoga je oporavak puno

bolji $to je dijete mlade (16).

1.1.2. Mozdani udar i TIA u odrasloj dobi

Ucestalost CVI-a u odrasloj dobi znacajno je vec¢a nego u djece i iznosi 63,0 do 239,3/100 000
odraslih godisnje (17). Svjetski statisti¢ki podaci ukazuju na to da je CVI tre¢i uzrok smrtnosti
i vode¢i uzrok invaliditeta populacije suvremenog svijeta (18). Prema epidemioloskim
podacima za 2008. godinu od CVI-a u Hrvatskoj je umrla 5 031 osoba, §to predstavlja 9,6%
svih smrtnih ishoda, odnosno CVI je drugi uzrok smrtnosti u nasoj populaciji (19). Oko 85%

CVI-a ¢ine iCVI, a ostalih 15% uzrokovano je hemoragijom (20).

Najc¢es¢i uzrok CVI-a u odraslih je ateroskleroza, a ¢imbenici rizika koji dovode do klinicke
prezentacije ateroskleroze i doprinose razvoju promjena na krvnim zilama, podrucje su
intenzivnog istrazivanja. Standardni ¢imbenici rizika CVI-a u odraslih mogu se podijeliti na

nepromjenjive i promjenjive.

Nepromjenjivi ¢imbenici su oni na koje se ne moze utjecati, a to su: dob, spol, rasa i
obiteljska anamneza.

Prema literaturnim podacima nakon Sezdesete godine Zivota rizik za nastanak CVI-a raste
priblizno 10% sa svakim sljede¢im desetljeem starosti. Budu¢i da se prema epidemioloskim
studijama hrvatsko pucanstvo ubraja u stariju populaciju, moze se ocekivati porast ucestalosti
CVI-a. Poznato je da su muskarci skloniji nastanku CVI-a u generativnoj zivotnoj dobi,
medutim nakon menopauze rizik nastanka CVI-a raste u Zenskoj populaciji. Ova prethodna
¢injenica kao 1 podatak kako je prosjecni vijek zena duZzi, dovodi do pojave da u starijoj
zivotnoj dobi u apsolutnom broju ima vise Zena s CVI-om (20,21). Ucestalost CVI-a 2 do 3
puta je veca medu populacijom crnaca u odnosu na bijelce (22), a u populaciji Japana,
zamjetna je znacajno veca ucestalost intracerebralne hemoragije i lakunarnog CVI-a u odnosu

na zemlje zapadne Europe (23). Podaci o CVI-u u obiteljskoj anamnezi i/ili podaci o



preboljelom CVI-u ili TIA-i u osobnoj anamnezi zna¢ajno povecavaju sklonost nastanku CVI-

a u bolesnika. Prethodna TIA ili CVI vode¢i su ¢imbenici rizika za ponovljeni CVI (20).

Na promjenjive ¢imbenike rizika moze se utjecati, Oni su vezani uz stil zivota, navike, bolesti
i patoloSke promjene. U promjenjive ¢imbenike CVI-a spadaju pusenje, prekomjeran unos
alkohola, hipertenzija, secerna bolest, dislipidemija, pretilost, bolest karotidnih arterija,
fibrilacija atrija, zatajenje srca i drugi oblici bolesti srca (24).

Pusenje cigareta izdvojeno je kao nezavisan ¢imbenik rizika za nastanak iCVI-a u oba spola
(25,26). Rizici izravno ovise o0 dozi odnosno koli¢ini popusenih cigareta, pusaci koji puse vise
od 40 cigareta dnevno imaju dva puta veci rizik oboljenja od CVI-a, u odnosu na pusace koji
puse manje od 10 cigareta dnevno (25,26,27). Novija istrazivanja pokazala su da je pijenje
malih kolic¢ina alkohola (do dva pi¢a dnevno) povezano sa snizavanjem rizika za nastanak
iCVI-a (28,29). Naprotiv, prekomjerno konzumiranje alkoholnih pi¢a povezano je s
povecanim rizikom nastanka ishemijskog i hemoragijskog CVI-a (29). Hipertenzija je
Jedan je od ¢imbenika na koji se znac¢ajno moze utjecati terapijskim metodama, odnosno
lije¢enjem povisenog tlaka bitno se smanjuje rizik od nastanka CVI-a (31). Rezultati studije
SHEP (engl. Systolic Hypertension in the Elderly Program) pokazali su kako lijecenje
izolirane sistolicke hipertenzije u osoba starijih od 60 godina dovodi do smanjenja ucestalosti
CVl-a za 36% (32). Se¢erna bolest prepoznata je kao nezavisan ¢imbenik rizika za nastanak
iCVI-a u oba spola. Osobe sa secernom bolesti imaju 1,8 do 6 puta veci rizik oboljenja od
iICVI-a (33). U bolesnika s tipom 2 secerne bolesti, intenzivna terapija preparatima
sulfonilureje i/ili inzulinska terapija, smanjili su mikrovaskularne sistemske komplikacije
osnovne bolesti, ali ne i makrovaskularne komplikacije kao sto je CVI (34). lako dosadasnje
studije nisu pokazale znacajnu povezanost izmedu koncentracije serumskog kolesterola i
CVI-a, prema meta-analizama, statini mogu znacajno smanjiti rizik od nastanka CVI-a (oko
20%), snizavanjem koncentracije LDL-kolesterola (35,36). Prekomjerna tjelesna tezina
izolirani je ¢imbenik rizika ateroskleroze, ali je ¢es¢e udruzena s drugim ¢imbenicima poput
hipertenzije, secerne bolesti i hiperlipidemije. Tjelesna tezina kao cimbenik rizika CVI-a
zastupljena je u oba spola (37,38). Fibrilacija atrija i ostale srcane bolesti bitna su podloga za
nastanak kardioembolijskog CVI-a. Fibrilacija atrija znac¢ajno povisuje ucéestalost prvog CVI-
a, otprilike za pet puta. Otkrivanjem, uklanjanjem ili modificiranjem ¢imbenika rizika moguce

je u znacajnoj mjeri smanjiti ucestalost mozdanog udara sto je dokazano u zemljama zapadne



Europe i sjeverne Amerike gdje je zadnjih desetljeca djelovanjem na ¢imbenike rizika

smanjena ucestalost obolijevanja od mozdanog udara (20).

TIA u odrasloj dobi etioloski odgovora CVI-u. S obzirom da se veliki broj bolesnika s TIA-
om ne javlja lije¢niku, ucestalost TIA-e tesko je procijeniti. Prema dostupnim podacima iz
literature u europskoj populaciji ucestalost TIA-e krece se od 21 do 42/100 000 odraslih
godisnje (39), a u americkoj populaciji 83/100 000 odraslih godisnje (40). Kao i kod CVI-a
pripadnost nebjelackoj etni¢koj populaciji 1 muski spol, znac¢ajno doprinose ucestalosti TIA-€.
Starenjem populacije ucestalost TIA-e eksponencijalno raste. Medicinski znacaj TIA-e je
golem, jer bolesnici s TIA-om kao $to je spomenuto imaju izrazito povisen rizik od CVI-a i
koronarne smrti. Tako se o¢ekuje da ¢e Cak 8% bolesnika s TIA-om dozivjeti CVI u tijeku
sljede¢ih 30 dana, 10,5% tijekom prvih 90 dana, 5% godi$nje u razdoblju od sljedece 3 godine

1jo$ 3% godiSnje tijekom svih narednih godina (4).

Klinicka slika CVP-a u odraslih je vrlo razli¢ita ovisno o zahvacenoj mozdanoj regiji, a
najces¢i simptomi su: oduzetost ili slabost jedne strane tijela, poremec¢aj govora, naglo
zamagljenje ili gubitak vida na jedno oko, nagla jaka glavobolja uz povrac¢anje bez jasnog
uzroka te iznenadne poteskoce hoda ili gubitak ravnoteze (2). Nakon CVI-a, ¢ak u trecine
bolesnika dolazi do smrtnog ishoda, u tre¢ine bolesnika ostaju trajni neuroloski deficiti i

ovisni su o tudoj pomoci, a tek trecina ih se oporavi (20).



1.2. Genski ¢imbenici cerebrovaskularnih poremecaja

Osim standardnih ¢imbenika rizika na CVP-e osobito u djece i mladoj dobi odraslih, znac¢ajnu
ulogu imaju i1 genski ¢imbenici. Epidemioloska istrazivanja kao i studije na Zivotinjskim
modelima pruzaju dokaze o znacaju tih ¢imbenika u patogenezi CVI-a. Bak i sur. (41) u
istrazivanju provedenom na blizancima oboljelim od CVI-a pokazali su da je rizik oboljenja
dva puta ve¢i u jednojajcanih blizanaca, u odnosu na dvojajcane. Osim istrazivanja blizanaca i
obiteljske studije potvrduju gensku komponentu CVI-a. Framingham studija pokazala je da
osobe s CVI-om ili TIA-om u obiteljskoj anamnezi imaju znacajno povecanu mogucénost
CVP-a u odnosu na potomstvo bez pozitivne anamneze (42). U jednoj velikoj studiji u kojoj
je obuhvaceno vise od 30 000 ispitanika pokazano je da ¢imbenici rizika poput pusenja,
Secerne bolesti, hipertenzije, sr¢ane bolesti ne mijenjaju pojavnost CVI-a u osoba koje imaju

pozitivnu obiteljsku anamnezu (43).

Neuobicajeno veliki broj rijetkih monogenskih poremecaja takoder mogu uzrokovati CVI
razli¢itih patofiziolo§kih mehanizama. Jedan od najboljih primjera je mutacija gena za
NOTCH3 koja uzrokuje CADASIL (od engl. cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infartcs and leucoencephalopathy), stanje koje dovodi do lakunarnog CVl-a i
krvozilne demencije. | mnogi drugi monogenski poremecaji povezani su s CVI-om poput
MELAS (od engl. mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke), Fabrijeve
bolesti, Moyamoya bolesti, neurofibromatoze tipa 1, Ehlers-Danlosovog sindroma tipa IV,

Marfanovog sindroma te ostalih (44).

Genski ¢imbenici CVP-a nedovoljno su istrazeni, a i njihova ucestalost znacajno se razlikuje
u pojedinim populacijama. Dosada nije evidentiran jedan lokus koji bi imao znacajan uéinak
na CVI. Epidemiologija CVP-a je multifaktorijalna i poligenska uslijed velikog broja gen-gen
I gen-okolisnih medudjelovanja. Najcesce ispitivani genski kandidati za CVI mogu se
podijeliti u pet skupina: sustav renin-angiotenzin, stvaranje duSi¢nog oksida (NO),

metabolizam lipida, metabolizam homocisteina i hemostaza (45,46).

Najvise proucavani gen sustava renin-angiotenzin je gen za angiotenzin konvertiraju¢i enzim
(od. engl. angiotensin converting enzyme, ACE), osobito insercijski/delecijski polimorfizam
prisutan u intronu 16 gena. Brojne neovisne studije pokazale su pozitivhu povezanost ovog

polimorfizma s CVI-om (47,48), ali isto tako postoje ispitivanja koja tu povezanost nisu

8



dokazala (49,50). U ispitivanju povezanosti polimorfizma M235T gena ACE s CVI-om

takoder postoje proturjecnosti.

Gen koji kodira endotelnu NO sintazu potencijalni je kandidat CVI-a, jer ima znacajnu ulogu
u endotelnoj funkciji. Elbaz i sur. (51) kao i Casas i sur. (52) pokazali su povezanost
polimorfizma GIlu298Asp gena za NO sintazu i ishemijskih zbivanja, dok u drugom
ispitivanju ta povezanost nije bila dokazana (53).

U metabolizam lipida ukljuéeni su brojni geni koji kodiraju apolipoproteine, lipoproteinske
receptore i enzime. Apolipoprotein E (apo E) posreduje u vezivanju lipidnih Cestica na
specificne lipoproteinske receptore, te sudjeluje u odrzavanju i obnavljanju neuronskih
membrana. Postoji nekoliko studija u kojima je prisutna povezanost gena za apo E s CVI-om
(54,55,56).

Genski defekt homocisteinskog metabolizma moze dovesti do snazne hiperhomocisteinemije i
ateroskleroze. Genska varijanta metilen tetrahidrofolat reduktaze (C677T) proucavana je u
povezanosti s CVI-om, ali u vecini ispitivanja nije nadena povezanost, za razliku od meta-

analize Casasa i sur. (52) u kojoj je ona potvrdena.

Istrazivani su brojni geni koji sudjeluju u hemostazi i protromboti¢kim stanjima u bolesnika s
CVP-om (FV, FVII, FEXIIl, protrombin, fibrinogen, PAI-1, polimorfizam trombocitnih
glikoproteinskih receptora (GP)), ali dobiveni rezultati takoder su vrlo proturjecni.

U posljednje vrijeme sve veca pozornost posvecuje se i polimorfizmima gena koji kodiraju
upalne medijatore, te imaju znacajnu ulogu u nastanku ateroskleroze, disfunkciji endotela i
samim time mogu doprinijeti razvitku i progresiji CVI-a (polimorfizmi gena za CRP,
interleukina 4, E-selektina, P-selektina).



1.2.1. Polimorfizmi trombocitnih antigena

Trombociti su maleni stani¢ni fragmenti bez jezgre, koji imaju znacajnu ulogu u odrzavanju
normalne hemostaze, ali isto tako sudjeluju u brojnim patofizioloSskim procesima ukljucujuci
trombozu, hemoragiju, upalu, tumorski rast i metastaze (57,58).

Na membrani neaktiviranih trombocita nalazi se viSe od 45 razli¢itih struktura koje su

podijeljene u pet osnovnih skupina: adhezijske molekule (integrini, selektini, proteini bogati

leucinom, imunoglobulini), imunosne molekule (MHC klase |, Fc receptori, C receptori,

regulatori aktivacije komplementa), receptori (receptori za primarne agoniste, inhibirajuci

receptori, vis§enamjenski receptori), antigeni krvnih grupa i ostale molekule (59,60). Jedna od

osnovnih uloga trombocita u primarnoj hemostazi je adhezija koja je potpomognuta
adhezijskim molekulama koje su grupirane u glikoproteinske kompleks/receptore za: kolagen
(GPla/l1a), fibronektin (GPIc/lla), laminin (GPIc'/11a), von Willebrandov faktor (GPIb/V/IX) i
vitronektin. Kao odgovor na adheziju dolazi do aktivacije trombocita i medudjelovanja
trombocit-trombocit preko vezanja kompleksa GPIIb/llla na von Willebrandov faktor i
fibrinogen u cirkulaciji (58,60,61,62,63).

Prije 35 godina pokazano je da nedostatak GPIIb/Illa na povrSini trombocita uzrokuje
Glanzmannovu trombasteniju, a zatim su otkriveni i mnogi drugi nasljedni poremecaji
trombocitnih GP poput mutacije u genima koji kodiraju GPIb/V/IX uzrokujuéi razli¢ite oblike

Bernard-Soulierovog sindroma, kao i trombocitni oblik von Willebrandove bolesti (60,63,64).

Odredeni trombocitni GP su polimorfni, odnosno u populaciji se javljaju u dva ili vise
razli¢itih alelnih oblika, a najéeSc¢e nastaju kao rezultat zamjene jednog nukleotida u molekuli
DNA (engl. single nucleotide polymorphisms, SNP), odnosno jedne aminokiseline u
glikoproteinskoj molekuli. Polimorfni epitopi trombocitnih membranskih GP-a nazvani su
ljudski trombocitni antigeni (od engl. human platelet alloantigen, HPA). Polimorfizmi

trombocitnih GP mogu djelovati na imunoloska i funkcionalna svojstva trombocita (59,63).

Vec¢im dijelom ovi polimorfizmi su otkriveni odredivanjem aloantitijela koja nastaju u osoba
za vrijeme trudnoée, transfuzije krvi ili transplantacije. Prvi trombocitni aloantigen Zw?
opisao je van Loghem davne 1959. godine u bolesnika s klinickom slikom posttransfuzijske

purpure. Od tada su opisana 24 aloantigena. 1989. godine Newman i sur. (59) su utvrdili da

10



HPA-1a/b (Zw #* ) polimorfizam nastaje uslijed zamjene jedne aminokiseline na polozaju 196
GPllla cDNA.

Povijesno, aloantigenima specificnim za trombocite dodijeljivani su nazivi prema bolesnicima
od kojih su dobivena aloantitijela. Kako bi se izbjegla dotadasnja zbrka u nazivlju, 1990.
godine Radna skupina za seroloska ispitivanja trombocita nacinila je novi sustav oznac¢avanja
HPA, uvode¢i odredena pravila (59,64,65). Uvodenjem novog nazivlja HPA antigenima
pridruzeni su brojevi redoslijedom njihova objavljivanja: Sest bialelnih sustava antigena
(HPA-1-5 i HPA-15) i odredeni broj antigena male ucestalosti (HPA-6w-14w i HPA-16w)
koji su smjeSteni na Sest trombocitno membranskih GP-a: GPla, GPIba, GPIbp, GPIIb,
GPllla i GPI-CD109 (Slika 2). Na GPlla, GPV i GPIX nisu prisutni polimorfizmi. Prema
nazivlju HPA, alelni antigeni koji se ucestalije pojavljuju oznaéuju se s ,,a“, a manje ucéestaliji
oznakom ,,b*“ (63). Dosadasnji sustavi HPA opisani kronoloSkim slijedom, orginalnim
imenom, fenotipskom ucestalo$cu u bijelaca i nazivljem GP-a prikazani su u Tablici 2. Za Sest
bialeli¢nih sustava HPA postoje pouzdani podaci o alelnoj ucestalosti i znacajnoj razlici

unutar populacija.

CGPI

bodge
GP“Ia GP”b HPA-2 ‘145 ‘

HPA-7

w7

-5
HPAG 489 HPAS S

Y

HPA-11 633 %
HPA-13 799

HPA-S 636

(IEEIIH

Glanzmanova tromb astenifa A Bernard-Soulfierov sindrom J

von Willebrandova bofest O Pofimorfizam HPA 837

Slika 2. Trombocitno specifi¢ni kompleksi glikoproteina s pripadaju¢im polimorfizmima. (Prikazana
je samo jedna polovica kompleksa GPIb/V/IX. Legenda ukazuje na odgovaraju¢e polimorfizme i
nasljedne bolesti.) Prema: Rozman P. Platelet antigens. The role of human platelet alloantigens (HPA)
in blood transfusion and transplantation. Transpl Immunol 2002;10:165-81.(60).
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Tablica 2. Ljudski trombocitni antigeni (HPA)

Sustav Antigen Orginalno ime Ucdestalost Glikoprotein
fenotipa
HPA-1a Zw? PIM 97,9% GPllla
HPA-1 HPA-1b Zw’ PI? 28,8%
HPA-2 HPA-2a Ko® 99,9% GPIba
HPA-2b Ko? Sib? 13,2%
HPA-3 HPA-3a Bak® Lek® 80,9% GPlIb
HPA-3b Bak” 69,8%
HPA-4 HPA-4a Yuk®,Pen? 99,9% GPllla
HPA-4b Yuk?® Pen® 0,1%
HPA-5 HPA-5a Br’, Zav® 99,0% GPla
HPA-5b Br?, Zav® 19,7%
HPA-6bw ca®, Tu? 0,7% GPllla
HPA-7bw Mo? 0,2% GPllla
HPA-8bw sr 0,01% GPllla
HPA-9bw Max® 0,6% GPIIb
HPA-10bw La® 1,6% GPllla
HPA-11bw Gro® 0,25% GPllla
HPA-12bw ly* 0,4% GPIbB
HPA-13bw Sit® 0,25% GPla
HPA-14bw (ol:% 0,17% GPllla
HPA-15 HPA-15a Gov’ 74% CD109
HPA-15b Gov? 81%
HPA-16bw Duv? GPllla

Postoje i antigeni bez HPA oznake. Oni su seroloski odredeni ali njihova genska osnova jos

nije poznata (Tablica 3).

Tablica 3. Trombocitni antigeni bez oznake HPA

Antigen Glikoprotein
va? GPIIb/1l1a
Mou? Nepoznat

Molekularna osnova 22 antigena je razrijeSena. U svima njima 0Sim jednoga, razlika je u
zamjeni jednog nukleotida, dok kod HPA-14w dolazi do delecije triju nukleotida (59). U
Tablici 4 antigeni su poredani prema genskoj osnovi i podacima o poziciji zamjene nukleotida
i aminokiselina. Broj alela po genu se razlikuje. Gen ITGB3 koji kodira trombocitni GPllla
posjeduje najveci broj alela, cak 10, a ostali geni koji kodiraju druge GP posjeduju samo 2 ili
3 alela (59,65).
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Tablica 4. Polimorfizmi sustava HPA

Antigen Glikoprotein Gen Kromosom nii?;ﬁ?g a a mzigcrjlgiesre]ﬁ ne
HPA-1 GPllla ITGB3 17 176 T>C Leu33Pro
HPA-2 GPlba GP1BA 17 482 C>T Thrl45Met
HPA-3 GPlIb ITGA2B 17 2621 T>G 11e843Ser
HPA-4 GPllla ITGB3 17 506 G>A Argl143GIn
HPA-5 GPla ITGA2 5 1600 G>A Glu505Lys

HPA-6w GPllla ITGB3 17 1544 G>A Arg489GIn

HPA-7Tw GPllla ITGB3 17 1297 C>G Pro407Ala

HPA-8w GPllla ITGB3 17 1984 C>T Arg636Cys

HPA-9w GPlIb ITGA2B 17 2602 G>A Val837Met

HPA-10w GPllla ITGB3 17 263 G>A Arg62GIn
HPA-11w GPllla ITGB3 17 1976 G>A Arg633His
HPA-12w GPIbpB GP1BB 22 119 G>A Gly15Glu
HPA-13w GPla ITGA2 5 2483 C>T Thr799Met
HPA-14w GPllla ITGB3 17 1909-1911 del Lys611
del AAG
HPA-15w CD109 CD109 6 2108 C>A Ser703Tyr
HPA-16w GPllla ITGB3 17 497 C>T Thr140lle

1.2.1.1. Polimorfizmi kompleksa GPIllb/Illa

Glikoproteinski kompleks IIb/Illa predstavlja integrinski kompleks koji se sastoji od
nekovalentno povezane oyp | PBs podjedinice. Najzastupljeniji je receptor na povrsini
trombocita s 50 000 do 80 000 kopija i jedinstveni je biljeg trombocitne stani¢ne linije (Slika
3). Glikoproteinski kompleks IIb/I1la na aktiviranim trombocitima omoguéava prepoznavanje
aminokiselinske sekvence Arg-Gly-Asp (RGD) na adhezivnim proteinima (fibrinogenu,
vitronektinu, fibronektinu i VWF-u) i njihovo vezivanje (60,61,62,66).

Geni koji kodiraju GPlIb (CD41, aup) odnosno GPllla (CD61, B3), ITGA2B i ITGB3,
smjesSteni su na duzem kraku kromosoma 17 unutar segmenta od 260kb. GPllla glikolizirani
je jednolancani protein koji se sastoji se od 3 domene: veliki vanstani¢ni N-terminalni dio koji
je krizno povezan s 28 disulfidnih veza, transmembransko podrucje i kratki citoplazmatski
segment. Na GPllla nalazi se prepoznavaju¢e podrucje RGD. GPIlIb sastoji se od
vanstani¢nog teSkog lanca kovalentno povezanog disulfidnom vezom s lakim lancom

transmembranskog proteina (60,62,67).
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Slika 3. GPIIb/llla (integrinski kompleks oypBs). Prema: Bussel JB, Kunicki TJ, Michelson AD.
Kunicki TJ. Platelets: New understanding of platelet glycoproteins and their role in disease.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2000;222-40. (61).

Na kompleksu GPIIb/llla poznato je 10 aloantigena HPA, od kojih je devet posljedica
zamjene jednog nukleotida. Rijetki epitop HPA-14, rezultat je delecije triju nukleotida i
nastaje najvjerojatnije mutacijom alela HPA-1b. Na GPllla nalaze se epitopi HPA-1, HPA-4,
HPA-6, HPA-7, HPA-8, HPA-10, HPA-11 i HPA-14, a na GPIIb samo epitopi HPA-3 i HPA-
9 (60).

Dimorfizam HPA-la/b u GPllla posljedica je zamjene nukleotida timina u citozin, $to
rezultira zamjenom aminokiseline leucin u prolin na polozaju 33 (Leu33Pro). Ucestalost alela
HPA-1b je 15% kod bijelaca (68), 8% kod crnaca (69), dok je medu Azijatima vrlo rijetka
(70). HPA-4a/4b nastaje uslijed polimorfizma Arg143GIn na GPllla, u bijelaca homozigotni
oblik a/a prisutan je u 99,9% slu¢ajeva. Na GPIIb javlja se polimorfizam 11e843Ser posljedica
Cega je dimorfizam HPA-3a/3b. Ucestalost alela HPA-3b podjednaka je u bijelaca, crnaca i
Azijata, te iznosi se oko 40% (68,69,70).

U posljednjih deset godina trombocitni polimorfizmi GP-a dobivaju sve veée znacenje kao
mogucéi protromboticki ¢imbenici rizika, osobito nakon §to su Weiss i sur. 1996. godine (71)
objavili znacajnu povezanost alela Pro33 i akutnog sréanog zbivanja. Dobivena ucestalost
alela HPA-1b bila je 2,1 puta vec¢a u bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu, a u podgrupi
bolesnika mladih od 60 godina 3.4 puta veca. Podaci o povezanosti ovih genskih ¢imbenika s

iICVI-om daleko su manje istrazeni i prikazani u literaturi. Prema studiji iz 2001. godine alel
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HPA-1b predstavlja neovisni ¢imbenik rizika za ishemijski cerebrovaskularni dogadaj u
odraslih (OR = 3,4 (1,5-7,8)) (72). Opseznije istrazivanje koje je obuhvatilo 609 bolesnika s
akutnim iCVI-om i 435 kontrola ne nalazi znacajnu razliku u genotipskoj raspodjeli HPA-1
izmedu skupina. Izdvajanjem skupine bolesnika mladih od 50 godina dobivena je povecana
ucestalost alela HPA-1b u bolesnika s iCVI-om (73). Prema rezultatima Saidi i sur. (74)
dobivena je znacajna povezanost homozigotnog alela HPA-1b s iCVI-om 1 prvi put je
dokazana povezanost trombocitnog haplotipa (HPA-1b, HPA-2a, HPA-3b, HPA-4a) s iICVI-
om. U ostalim ispitivanjima u odraslih povezanost HPA-1b s iCVI-om nije bila dokazana
(75,76,77,78). U dosadasnje dvije studije u djece polimorfizam HPA-1 ne povezuje se s CVI-
om i TIA-om (79,80). Funkcionalni utjecaj ovog polimorfizma na trombocitnu reaktivnost
uglavnom je nepoznat. Naime, Leu33Pro alel nije smjeSten u funkcionalnom podrué¢ju gena,
ali on najvjerojatnije uzrokuje strukturne promjene GPIlIb/Illa receptora koje dovode do

razli¢itog vezivanja liganda na receptor (81).

Aloantigen HPA-3 i homozigotni alel b prema studiji Reinera i sur. povezan je s povecanim
rizikom od iCVI-a u Zena mladih od 45 godina s dijabetesom ili hipertenzijom (75). Prema
ostalim studijama odraslih bez obzira na dobnu strukturu ispitanika, povezanost HPA-3 i
CVP-a nije bila prisutna (77,82). Rezultatima naseg objavljenog rada dokazali smo statisticki
znacajnu razliku izmedu polimorfizma HPA-3 kod djece s iCVI-om u odnosu na kontrolnu

skupinu, pri ¢emu alel HPA-3b predstavlja smanjeni rizik za nastanak arterijskog iCVI-a (80).

1.2.1.2. Polimorfizmi kompleksa GPla/lla

Glikoproteinski kompleks la/lla ili VLA-2 (od. engl. very late antigen) predstavlja integrinski
kompleks koji se sastoji od nekovalentno povezane o i B; podjedinice (Slika 4). Na
membrani trombocita nalazi se 800 do 2 800 kopija ovog kompleksa. Moze se takoder na¢i na
aktiviranim limfocitima T i nekim drugim stanicama (60,61,62).

GPla/lla posreduje u adheziji trombocita na fibrilarne (tip 11 1) ili nefibrilarne (tip 1V i1 VI)

kolagene uz pomo¢ magnezija u podru¢ju domene I.
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Slika 4. GPla/lla (integrinski kompleks a,,31). Prema: Bussel JB, Kunicki TJ, Michelson AD. Kunicki
TJ. Platelets: New understanding of platelet glycoproteins and their role in disease. Hematology Am
Soc Hematol Educ Program 2000;222-40. (61).

U kompleksu GPla/lla samo je GPla polimorfan. Gen ITGA2 koji kodira GPla, smjesten je na
kromosomu 5. GPla lanac predstavlja jednolan¢anu molekulu koja sadrzi domenu I te tri
ponavljaju¢a podrucja kalcija. Na kompleksu GPla/lla postoje 2 aloantigena, HPA-5 i HPA-
13 (60,62).

Dvije zamjene nukleotida na poziciji 807 i 873 gena za GPla povezane su s razli¢itom
gusto¢om glikoproteinskog kompleksa na povrsini trombocita (60,61,66).

Dimorfizam HPA-5a/5b u GPla posljedica je zamjene gvanina u adenin S§to rezultira
zamjenom aminokiseline glutamin u lizin na polozaju 505 (Glu505Lys). O antigeni¢nosti
HPA-5 na drugim stanicama osim trombocita, zasada ne postoje spoznaje. Rjeda varijanta
HPA-5Db alela pojavljuje se u oko 11% bijelaca (68), 3% Azijata (70) i 21% crnaca (69).

U dosadasnjim ispitivanjima alel HPA-5b nije bio povezan s iCVI-om u odraslih (75,77).

Prema rezultatima nase studije kod djece prisutnost alela HPA-5b povezana je s povecanim
rizikom za T1A-u (80).
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1.2.1.3. Polimorfizmi kompleksa GPIb/V/1X

Kompleks GPIb/V/IX je heptamer koji saCinjavaju 4 transmembranske jedinice: GPIbo-teski
lanac, GPIbp-laki lanac, GPIX i GPV. GPlba i GPIbB kovalentno su povezani disulfidnom
vezom i nekovalentno s GPIX i GPV (Slika 5). Sva cetiri GP, ¢lanovi su obitelji proteina
bogatih leucinom koju obiljezava prisustvo jedne ili viSe leucinom bogate sekvence od 24
aminokiseline. GPIba posjeduje sedam sekvenci bogatih leucinom, GPIbp 1 GPIX po jednu,
a GPV petnaest.

== [eu bogata regija

Slika 5. Kompleks GPIb/V/IX (2GPlba:2GPIbf:2GPIX:GPV). Prema: Bussel JB, Kunicki TJ,
Michelson AD. Kunicki TJ. Platelets: New understanding of platelet glycoproteins and their role in
disease. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2000;222-40. (61).

Na membrani trombocita nalazi se 25 000 kopija GPIb/IX i 12 000 kopija GPV, a cijeli
kompleks funkcionalno je povezan s niskoafinitetnim receptorom FcyRII. GPIb/V/IX sluzi
kao receptor VWF, trombina, FXI, FXII, te P-selektina. Receptor VWF ukljucen je u pocéetno

stanje trombocitne adhezije pri visoko proto¢nim uvjetima (60,61,62).

Gen GP1BA koji kodira GPIbo smjesten je na kromosomu 17, gen GP1BB za GPIb na
kromosomu 22, a geni GP5 i GP9 za GPV i GPIX smjesteni su na kromosomu 3 (60). GPlba
najveca je jedinica ovog kompleksa u kojoj se nalaze razliite strukturne i funkcionalne

domene. N-terminalna domena sastavljena je od leucinskih sekvenci i sadrzi vezno mjesto za
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VWF, a potom slijede podru¢je bogato negativno nabijenim aminokiselinama, glikirano

podrucje, transmembransko i na kraju citoplazmatski dio (83).

Gen za GPlba ima dva alelna oblika ¢iji su rezultat aleli HPA-2a i HPA-2b, odnosno zamjena
baze citozina u timin dovodi do promjene aminokiseline treonin u metionin na polozaju 145.
Rjeda varijanta HPA-2b pojavljuje se u 6 do 15% bijelaca i Azijata (68,70), te 18% crnaca
(69). Drugi polimorfizam GPIba je VNTR (od engl. variable number of tandem repeats). Do
ovog polimorfizma dolazi uslijed promjenjivosti broja ponavljanja od 13 aminokiselina u
makroglikopeptidnom podrucju glikoproteina. To stvara 4 izoforme A, B, C i D (od najveceg
prema najmanjem, ovisno o velic¢ini). Alel VNTR-C najces¢i je u svim populacijama.
Ogranicene studije su predlozile povezanost alela VNTR-B i rizika za arterijsku trombozu.
Trec¢i polimorfizam GPlba u svezi je sa zamjenom nukleotida T/C u neposrednoj blizini 5'
netranslatirane sekvence GPlba tzv. Kozak sekvence, ¢ime se djeluje na povrsinsko
izrazavanje receptorskog kompleksa GPIb/IX/V (alel C povecava ekspresiju). Ucestalost alela
C kre¢e se oko 10% u bjelackoj populaciji, a u Japanaca oko 28%. Posljedica ovog

polimorfizama na trombocitnu funkciju je proturjecna (63).

Na GPIbp nalazi se HPA-12w polimorfizam. Ostala dva proteina ovog kompleksa, GPV i
GPIX, nisu polimorfna (61,66).

U istrazivanju polimorfizama HPA-2 u Zenske populacije mlade od 45 godina, ispitano je 78
bolesnika (ishemija i krvarenje) i 346 kontrola, prisutnost genotipa s jednom ili viSe kopija
alela b povezana je s umjereno povecanim rizikom iCVI-a u osoba sa SeCernom bolesti ili
hipertenzijom (75). Statisticki znaCajna povezanost alela HPA-2b s cerebrovaskularnom
boles¢u u ispitanika odrasle dobi dobivena je i u studiji Conejera i sur. (OR = 2,40 (1,04-
5,63); p=0,0244) (84), ali isto tako postoje ispitivanja koja to nisu potvrdila (72,77). U
ispitivanju Sonade i sur. nadena je povezanost HPA-2b s rizikom za TIA-u i lakunarni CVI,
ali ne i aterotromboti¢ni CVI (85). Prema istrazivanju Ulrichtsa i sur. iz 2003. godine
polimorfizam HPA-2 nije imao utjecaja na vezno mjesto za trombin, ali je djelovao na
konformacijske promjene leucinskog podru¢ja GPIba i na vezivanje VWF. Rezultatima te
studije pokazano je puno ja¢e medudjelovanje VWF s alelom HPA-2a, §to je u suprotnosti s
oznakom alela HPA-2b kao genskog ¢imbenika rizika (86). Prema naSoj studiji dobili smo da

prisutnost alela HPA-2b povecava rizik za TIA-u, kao i migrenu u djecjoj dobi (80).
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1.2.2. Polimorfizmi gena za P-selektin

Glikoprotein P-selektin (CD62P) je stani¢na adhezijska molekula, koja se nalazi na povrsini
aktiviranih stanica, te posreduje u adheziji trombocita i leukocita na aktivirani endotel, kao i u
adheziji leukocita na trombocite. P-selektin (PSEL) nalazi se u a granulama trombocita i
Weibel-Paladijevim tjelescima endotelnih stanica i najve¢i je od poznatih selektina,
molekularne tezine od 140kDa. Osim PSEL-a, obitelji adhezijskih molekula pripadaju L-
selektin (smjeSten na leukocitima) i E-selektin (smjeSten na endotelnim stanicama). Na
aktiviranim trombocitima nalazi se oko 10 000 molekula PSEL-a. PSEL sadrzi N-terminalnu
lektinsku domenu, zatim domenu koja pokazuje visoki stupanj homologije s epidermalnim
faktorom rasta (od engl. epidermal growth factor, EGF), 9 ponavljaju¢ih slijedova,
transmembransku domenu i kratku citoplazmatsku domenu (87,88) (Slika 6).

C
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Slika 6. Struktura molekule PSEL-a (N-treminalna domena, EGF-domena, 9 ponavljajucih slijedova,
transmembranska domena i citoplazmatski dio). Dostupno na: http: //www. functionalglycomics.org/.
Datum pristupa: 13. 06. 2011.

PSEL se veZe na odgovarajuci glikoproteinski ligand, P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-
1), koji je po sastavu homodimeri¢ni mucin i uglavnom se nalazi na leukocitima. Njegova
osnovna uloga je omogucavanje dinamike klizanja odnosno kotrljanja leukocita duz endotela
krvne Zile, takoder u manjoj koncentraciji moZe biti prisutan na trombocitima te sudjeluje u
trombocitno-endotelnom medudjelovanju (87,88). Osim liganda PSGL-1 za PSEL na

trombocitima, funkciju liganda imaju GPIb i sulfatidi (89).

Gen za selektine nalazi se na kromosomu 1 te sadrzi 17 eksona i u blizini je gena za FV. Gen
za PSEL je izrazito polimorfan. Do sada su Herrmann i sur. (87) opisali 13 SNP-a koji se
nalaze u promotorskoj i kodirajucoj regiji (pet u promotorskoj, osam u kodirajucoj regiji).
Bugert i sur. 2004. (88) opisali su jo$ jedan polimorfizam smjesSten u kodirajucoj regiji. Od 10
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SNP-a u kodirajucoj regiji, u samo njih 5 dolazi i do promjene aminokiselinske sekvence.
Polimorfizam V168M (Val-Met) smjesten je na 5. eksonu, S290N (Ser-Asn) na 7., N562D
(Asn-Asp) na 11., V599L (Val-Leu) na 12. i T715P (Thr-Pro) na 13. eksonu i svi se nalaze u
ponavljaju¢im slijedovima polipeptida (Tablica 5) (87,88).

Tablica 5. Polimorfizmi gena za PSEL (debljim slovima su oznaceni oni polimorfizmi u kojima dolazi

do zamjene nukleotida i aminokiselina)

polimorfizam ekson Zamjena nukleotida Zamjena aminokiselina

N87N 3 AAC Asn
AAT Asn

P98p 3 CCG Pro
CCA Pro

V168M 5 GTG Val
ATG Met

S290N 7 AGT Ser
AAT Asn

C557C 11 TGT Cys
TGC Cys

N562D 11 AAC Asn
GAC Asp

N563N 11 AAT Asn
AAC Asn

V599L 12 GTG Val
TTG Leu

T715P 13 ACT Thr
CCT Pro

T741T 14 ACG Thr
ACA Thr

PSEL ima vrlo znacajnu ulogu u procesima upale, hemostaze i tromboze. PSEL i PSGL-1
imaju fiziolosku ulogu u upalnom odgovoru, posredujuci u kotrljanju leukocita na stimulirani
endotel ¢ime se omogucava daljnji korak adhezije/aktivacije i transmigracije leukocita u
okolno tkivo, kao i kotrljanja leukocita na vezane trombocite za endotel ostecene krvne zile
(89).

S druge strane PSEL ima znacajnu ulogu u koagulaciji odnosno trombozi. Prema dosada$njim
istrazivanjima postoji PSEL ovisni put stavaranja fibrina. PSEL obi¢no u topivom obliku ili
kao mikrocestica veze se na PSGL-1 na leukocitima i omogucéava ,,de novo* sintezu tkivnog
faktora (od engl. tissue factor, TF) u leukocitima. Mikrocestice koje sadrze TF vezan na
PSGL-1 oslobadaju se iz leukocita i veZzu na trombocite u trombu preko PSEL-a, gdje TF
potice koagulaciju i stvaranje fibrina (89,90,91,92).
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PSEL je uklju¢en u trombocitna medudjelovanja, tzv. agregaciju trombocita koja je glavni
¢imbenik arterijske tromboze. PSEL se veze na trombocitne sulfatide i na taj nacin stabilizira
pocetno nastale agregate preko tzv. GPIIb-Ill1a-fibrinogenskih mostova, odnosno ima funkciju

u kasnoj fazi agregacije trombocita (90).

Prva istrazivanja polimorfizama PSEL-a ukljucivala su kardiovaskularne bolesnike. Herman i
sur. (87) u velikoj studiji istrazili su 13 polimorfizama PSEL-a u 647 muskaraca s infarktom
miokarda i 758 kontrola iz cetiriju podru¢ja Francuske i Sjeverne Irske. Prema dobivenim
rezultatima alel PSEL 715P ima zaStitnu ulogu u infarktu miokarda, odnosno znacajno je
ucestaliji u kontrolnoj skupini u odnosu na bolesne. Sli¢ni rezultat zastitnog uc¢inka alela
PSEL 715P dobiven je i u istrazivanju provedenom na 696 ispitanika muskog i zenskog spola
s infarktom miokarda u Velikoj Britaniji (93). Analizom haplotipa (94), podataka dobivenih
radom Hermana i sur. potvrden je zastitni ucinak alela PSEL 715P, kao i znadajan utjecaj
prisutnosti dvaju asparagina na poziciji S290N i N562D, odnosno haplotip NNVT (290N,
N562, V599, T715) povezan je s povecanim rizikom za infarkt miokarda. Suprotno ovim
istrazivanjima u 869 bolesnika s koronarnom arterijskom bole$¢u zastitni utjecaj alela PSEL
715P nije potvrden, ali je bio u svezi s nizom koncentracijom PSEL-a i u kontrolnoj i bolesnoj
skupini ispitanika (95). Prema studiji Bugerta i sur. (88) u kojem su ispitani polimorfizmi
gena za PSEL (S290N, N562D, V599L, T715P, V168M) na 261 ispitaniku s koronarnom
sr¢anom boleS¢u nije nadena razlika u ucestalosti pojedinih polimorfizama u odnosu na
kontrolnu skupinu, osim znacajno vece ucestalosti alela PSEL 715P u bolesnika s

hiperkolesterolemijom.

O znacaju utjecaja polimorfizama gena za PSEL na CVP-e u odraslih postoji vrlo mali broj
radova. Volicki i sur. (96) ispitivali su povezanost Cetiriju polimorfizama gena za PSEL
(S290N, N562D, V599L, T715P) i dva polimorfizma gena za PSGL-1 na ispitanicima s
koronarnom sréanom boleséu i i-CVI-om. Rezultati rada ne ukazuju na povezanost
polimorfizama gena za PSEL s iCVI-om, dok u ispitanika s koronarnom sréanom bolesti
genotip PSEL 290NN i haplotip NNVP (290N, N562, V599, 715P) znadajan su prediktor
sr¢ane bolesti u bijelaca. U dosadasnja tri istraZivanja polimorfizam T715P nije bio povezan s
rizikom ili klini¢kim karakteristikama iCVI-a ili TIA-e (97,98,99). U bijelaca nosioca alela
715P dobivene su nize koncentracije PSEL-a, u odnosu na alel T715 (99). Pregledom

dosadasnje literature ovi polimorfizmi gena za PSEL nisu bili ispitivani u djece s CVP-om.
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1.2.3. Tockasta mutacija faktora V zgrusSavanja: FV G1691A (FV Leiden)

Faktor V (FV) je glikoprotein molekularne mase 300-kD, a gen koji ga kodira ima 25 eksona i
smjesten je na dugom kraku kromosoma 1 (100). FV Leiden (FVL) nastaje kao posljedica
tockaste mutacije zamjene gvanina adeninom na poziciji 1691 u genu za FV, a §to za
posljedicu ima zamjenu aminokiseline arginina glutaminom na poziciji 506 koje je ujedno i
mjesto cijepanja FV aktiviranim proteinom C (PC). Rezultat ove mutacije je rezistencija na
aktivirani PC, ¢ime je onemogucéena antikoagulacijska aktivnost PC, povecava se stvaranje
trombina i rizik za nastajanje ugruska. Vise od 95% rezistencije na aktivirani PC uzrokovano
je FVL, a samo mali postotak uzrokovan je steCenom rezistencijom. FVL nasljeduje se
autosomno dominantno 1 najces¢i je uzrok venske tromboze. Ucestalost mutacije znacajno
varira u pojednim etnickim skupinama i rasama i krece se od 0-15%. Najveca je u pripadnika
bijele rase, a rjede se nalazi kod Afrikanaca i Azijata. Bolesnici heterozigoti za FVL imaju 3
do 7 puta veci rizik, a homozigoti vise od 70 puta veéi rizik za nastanak venske tromboze.
Udruzivanjem FVL s nekim drugim ¢imbenicima rizika, poput uzimanja oralnih kontraceptiva,
trudnoce, nedostatka proteina S, hiperhomocisteinemijom ili staroS¢u, rizik oboljenja moze se

povecati i nekoliko puta (101).

O utjecaju FVL na CVI postoje vrlo opreéni rezultati. Prema nekim istraZivanjima
provedenim na djejoj populaciji postoji povezanost ove mutacije S ICVI-om
(102,103,104,105), a prema drugima ona nije utvrdena (106,107,108,109). Rezultati naseg
objavljenog rada pokazali su znacajnu povezanost FVL s iCVI-om i TIA-om u djecjoj dobi
(80).

Istrazivanja u odraslih takoder nisu rezultirala jasnim zakljuckom. Rezultati dviju veéih
studija u odraslih u kojima su praéeni i ¢imbenici rizika ne nalaze povezanost FVL s
poveéanim rizikom za ICVI ili TIA-u (110,111). Suprotno tome, odredena istrazivanja
dokazala su povezanost mutacije s iCVI-om, osobito u podskupinama. U podskupini starijih
osoba bez osobne ili obiteljski pozitivne anamneze kardiovaskularne bolesti utvrdena je
znacajna ucestalost FVL u usporedbi s kontrolnom skupinom (112), u zena do 60 godina koje
puse i imaju mutaciju FVL povecani je rizik za ishemijski cerebrovaskularni dogadaj (113).
Prema jednom ispitivanju FVL ucestaliji je u zenskoj populaciji s iCVI-om, sto mozda
ukazuje na medudjelovanje ovog genotipa sa zenskim hormonima (114). Prema rezultatima

ispitivanja u hrvatskoj populaciji u osoba mladih od 65 godina FVL je ucestaliji u ispitanika S
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prvim iCVI-om (115). U dobivenim podacima meta analize 18 studija iCVI-a u osoba mladih
od 50 godina (116) nalazi se znacajna povezanost s FVL. Rezultati meta-analiza Wu i sur.
(117), Kim i Becker (118), kao i meta-analize Casas i sur. (52) u kojoj je obradeno 18 000
sluc¢ajeva iCVI-a i 58 000 kontrolnih ispitanika pronasli su takoder povezanost FVL i iCVI-a.
Suprotno njima rezultati dviju meta-analiza (119) na priblizno 31 000 slucajeva iz 35 studija

ne pronalaze povezanost FVL i rizika za iCVI.

1.2.4. Tockasta mutacija faktora II zgrusavanja: FIl1 G20210A

Protrombin je faktor zgrusavanja Il (FII) ovisan o vitaminu K, prekursor je trombina koji ima
srediSnju ulogu u stvaranju fibrina i oblikovanju ugruska. Gen za protrombin nalazi se na
kromosomu 11. Sastoji se od 14 eksona i 13 introna. Mutacija gena za FIl G20210A nastaje
uslijed zamjene gvanina s adeninom na poziciji 20210 na 3' dijelu nekodirajuce regije gena,
koja bi mogla imati regulacijsku ulogu u ekspresiji gena. Posljedica ove mutacije je povecana
aktivnost protrombina koja povecava rizik za nastanak tromboze. Mehanizam povecéanja
aktivnosti protrombina zasada jo§ nije razjasnjen (120). Ucestalost mutacije je 2 do 4% u
europskoj populaciji, pri ¢emu je ucCestalost ve¢a na jugu nego na sjeveru Europe. U
stanovniStvu Azije i Afrike zabiljeZeni su tek rijetki slu¢ajevi. Prisutna je u 6 do 8% bolesnika
s venskom trombozom, a ¢ak u 18% bolesnika s obiteljskom anamnezom venske tromboze
(121).

Nema mnogo podataka iz literature o povezanosti FII G20210A i iCVI-a. U vecini kontrolnih
studija djeje populacije nije utvrdena ova povezanost (80,102,103,104,107,108,122), za
razliku od istrazivanja u kojem je ta povezanost potvrdena (105). Rezultati meta analize
arterijskog iCVI-a u djecjoj dobi i njihove povezanosti s protrombotickim ¢imbenicima ne

ukazuju na povezanost FII G20210A i iCVl-a (123).
Postoji nekoliko studija u kojima je obradena populacija odraslih i djece zajedno, gdje u

jednoj studiji postoji povezanost FII G20210A i iCVI-a (124), dok u druge dvije ta

povezanost nije nadena (114,125).
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U velikoj studiji u kojoj su ispitivane samo osobe muskoga spola s iCVI-om takoder nije
nadena povezanost s FII G20210A (126), kao niti u istrazivanju koje je obuhvacalo samo
zenski spol (127). Prema rezultatima ispitivanja u hrvatskoj populaciji u osoba mladih od 65
godina FIl G20210A ucestaliji je u ispitanika s prvim iCVI-om (115). | u konacnici rezultati
dviju meta-analiza koje su obradivale FII G20210A i FVL, rezultirale su znacajnom
povezanos¢u FII G20210A i iCVI-a (52,118), za razliku od meta-analize iz 2001. gdje ona
nije bila prisutna (117).
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2. RADNA HIPOTEZA

Druga polovica dvadesetog stoljeca obiljezena je znacCajnim porastom kroni¢nih nezaraznih
bolesti u svim razvijenim zemljama svijeta. Znakoviti je porast stope smrtnosti od bolesti
krvozilnog sustava, osobito CVI-a. CVI je jedan od vodec¢ih uzroka smrtnosti i invalidnosti u
nas i u svijetu. Svjedoci smo i ¢injenice da CVI vise ne zahvaca samo starije dobne skupine,
zadnjih godina od CVI-a oboljevaju sve ¢eS¢e i bolesnici u najproduktivnijim godinama
zivota, a i u djece CVI dobiva sve vecu pozornost, §to ga ¢ini velikim kako zdravstvenim tako

i ekonomskim problemom.

U odraslihn CVI nije uzrokovan samo standardnim ¢imbenicima rizika poput hipertenzije,
SeCerne bolesti, pusSenja, nego najvjerojatnije i genskim ¢imbenicima. Takoder i u djece
poznati su ¢imbenici rizika CVl-a, ali usprkos iscrpnim ispitivanjima, etioloski ¢imbenik ili
udruzeni uzroc¢nici ostaju nepoznati u jednoj trecini slucajeva (7,9). Pretpostavlja se da je CVI
kompleksna multifaktorijalna i poligenska bolest (44). Sada$nja istrazivanja znacajno su
usmjerena proucavanju protromboti¢kih ¢imbenika rizika kao mogué¢im uzrocima nastanka

CVl-a.

Za odvijanje normalne hemostaze vazni su trombociti s membranskim GP-ima i adhezijske
molekule PSEL-a. Povr§ina membranskih GP-a neophodna je za adheziju i agregaciju
trombocita. Trombociti adheriraju na subendotelne strukture pomocu specifi¢nih receptora
kao $to su kolagenski receptor: GPla/lla, te receptor za VWF: GPIb/V/IX. Nakon adhezije
dolazi do aktivacije trombocita i agregacije kriznim povezivanjem trombocita preko
fibrinogenskog receptora GPIIb/11la. Receptori za VWF, fibrinogen i kolagen su polimorfni.
Kompleks receptora GPIIb/Illa posjeduje dva polimorfna aloantigena, HPA-1 i HPA-3; na
GPIb/V/IX smjesten je HPA-2 polimorfizam, a na GPla/lla je HPA-5 polimorfni sustav (77).
Polimorfni GP receptori mogu znacajno doprinijeti trombotskim promjenama krvozilnog
sustava, odnosno pretpostavka je da tromboembolizam ovisan o trombocitima predstavlja
osnovu patogeneze CVI-a. PSEL je adhezijska molekula koja posreduje u medudjelovanju
aktiviranih endotelnih stanica ili trombocita s leukocitima, a pokazano je da polimorfizmi
PSEL-a imaju znacajnu ulogu u arterijskoj i venskoj trombozi i ¢ini se da su povezani s
razlicitim fazama evolucije aterotrombotic¢ne bolesti (89,90). Budu¢i da su FV G1691A i FlI

G20210A dobro ustanovljeni ¢imbenici rizika venske tromboze (101,121), a gen za FV nalazi
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se u blizini gena za PSEL na kromosomu 1 (92), u istrazivanje su ukljucene i ove dvije

mutacije.

Hipoteza ovog istrazivanja je da postoji razlika u ucestalostima polimorfizama gena za HPA
(-1, -2, -3 i -5), gena za PSEL (S290N, N562D, V599L i T715P), te FV G1691A i FlI
G20210A u bolesnika s CVP-om u odnosu na kontrolnu skupinu. Dokazivanjem povezanosti
ispitivanih polimorfizama s CVP-om prosirile bi se dosadasnje spoznaje o ¢imbenicima rizika
CVP-a i omoguc¢ila identifikacija ¢imbenika na koje se moze terapijski djelovati. Budu¢i da se
ispitivanja cerebrovaskularnog sustava u odraslih ne mogu preslikati na dje¢ju populaciju
uslijed fizioloske razlike u hemostazi (128), ucestalosti tromboze i ukljucenosti pojedinih

¢imbenika rizika u ovom istrazivanju odvojeno ¢e se obraditi podaci u djece i odraslih.

Kako je ovo prvo istrazivanje HPA u hrvatskoj populaciji, dobiveni podaci mogu se
upotrijebiti za bolje razumijevanje i lijecenje imuno-posredovanih trombocitnih poremecaja u

nasoj populaciji.
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3. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja u kontrolnim skupinama i skupinama s CVP-om bili su:

e odrediti i usporediti ucestalosti polimorfizama HPA u kontrolnoj skupini

hrvatske populacije u odnosu na europsku

e odrediti postojanje i ucestalost svakog pojedinog genskog ¢imbenika rizika
(HPA, PSEL, FV G1691A, FII G20210A) u kontrolnim skupinama i
skupinama s CVP-om, kao i podskupinama (iCVI, TIA)

e usporediti svaki pojedini genski ¢imbenik rizika u skupinama s CVP-om kao i
u podskupinama (iCVI, TIA) s istim u odgovarajuc¢oj kontrolnoj skupini, kao i

njihovu eventualnu povezanost unutar skupine, odnosno podskupine

e utvrditi postoji li razlika u ucestalosti pojedinih genskih ¢imbenika rizika u
kontrolnim skupinama i skupinama s CVP-om, kao i podskupinama (iCVI,

TIA) s obzirom na spol i dobne skupine (djeca u odnosu na odrasle)

e odrediti u¢estalosti standardnih ¢imbenika rizika u odraslih (kontrolna skupina,
skupina s CVP-om) te ispitati njihovu povezanost s ucéestalostima pojedinih

genskih ¢imbenika rizika

e naciniti regresijsku analizu u odraslih ispitanika s obzirom na ispitivane

standardne i genske cimbenike rizika
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

Skupine s CVP-om sacinjava ukupno 300 djece (starosti od 30 dana do 18 godina) i odraslih
bolesnika. U skupini djece s CVP-om nalazi se 100 bolesnika (64 s iCVI-om i 36 s TIA-om),
a skupinu odraslih s CVP-om sacinjava 200 bolesnika (126 s CVI-om i 74 s TIA-om). Djeca
su lijeCena na Neuropedijatrijskom odjelu Klinike za djecje bolesti Zagreb, a odrasli na
Neuroloskom odjelu Klinike za neurologiju Klini¢ke bolnice Sestara milosrdnica Zagreb u

vremenskom razdoblju od 1999. do 2010. godine.

Dijagnoza je postavljena na osnovu iscrpno uzetog neuroloskog statusa koji ukljucuje
kompjutoriziranu tomografiju mozga, nuklearnu magnetsku rezonancu mozga, doppler krvnih
zila mozga 1 elektroencefalogram. Iz istrazivanja su bila iskljuena djeca i1 odrasli bez
kompletne neuroloske obrade, bolesnici s hemoragijskim CVI-om, kao i bolesnici kod kojih

su nedostajali neki od podataka ispitivanih standardnih i genskih ¢imbenika rizika.

Kontrolne skupine ¢ini ukupno 200 djece i odraslih podudarne Zzivotne dobi i spola
ispitivanim skupinama s CVP-om u djece i odraslih. U kontrolnoj skupini djece nalazi se 100
ispitanika koji su laboratorijski kontrolirani neposredno prije operativnog zahvata tonzila, uz
anamnesticke podatke 1 fizikalni pregled kojim su iskljuc¢eni neuroloski 1 tromboembolijski
poremecaji. Uzorci su prikupljeni u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
Klinickog bolnickog centra Zagreb, Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinike za djecje
bolesti u Zagrebu, te u Odjelu za klinicko-laboratorijsku dijagnostiku Dje¢je bolnice
Srebrnjak. U kontrolnoj skupini odraslih uklju¢eno je 100 ispitanika koji su tijekom redovne
kontrole bili podvrgnuti laboratorijskoj obradi kod kojih na temelju anamnestickih podataka
nisu ustanovljeni neuroloski i tromboembolijski poremecaji, a prikupljeni su u Klinickom
zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb, te u Odjelu za

laboratorijsku dijagnostiku Klinike za traumatologiju.

Za sve odrasle ispitanike (kontrolna skupina, skupina s CVVP-om) prikupljeni su podaci o
pojavnosti bolesti u obitelji, te standardnih ¢imbenika rizika CVP-a (dob, spol, hipertenzija,

SeCerna bolest, hiperkolesterolemija, hipertrigliceridemija, sréane bolesti, puSenje,
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alkoholizam i tjelesna tezina). Hipertenzija je dijagnosticirana ako je krvni tlak ve¢i ili jednak
140/90 mmHg ili je osoba na antihipertenzivnoj terapiji (129). Secerna bolest je
dijagnosticirana od lije¢nika obiteljske medicine ili bolnicki kao dijetalno kontrolirana bolest,
SeCerna bolest ovisna o oralnim hipoglikemicima ili inzulin ovisna Secerna bolest (130).
Hiperkolesterolemija 1 hipertrigliceridemija odredena je temeljem laboratorijske obrade
(preporuc¢ene vrijednosti: kolesterol M, Z < 5,0 mmol/L; trigliceridi M, Z < 1,7 mmol/L).
Sréane tegobe klasificirane su kao poremecaj ritma, preboljeli infarkt miokarda, stabilna i
nestabilna angina pektoris. S obzirom na puSenje ispitanici su klasificirani na pusace,
nepusace i one koji su prestali pusiti. UZivanje alkohola klasificirano je u vise kategorija: ne
pije, povremeno pije do 2 dcl crnog vina, pije svaki dan u manjim koli¢inama do 2 dcl crnog
vina i pije u ve¢im koli¢inama svaki dan. Tjelesna tezina klasificirana je temeljem indeksa
tjelesne mase (od engl. body mass index, BMI) u 4 skupine: pothranjenost (manje od 18,5
kg/m?), normalna tjelesna tezina (18,5 do 25 kg/m?), prekomjerna tjelesna teZina (26 do 30

kg/m?) i adipozitet (vise od 30 kg/m?).

IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinike za traumatologiju Zagreb.

4.1.1. Uzorkovanje

Uzorci krvi za izolaciju DNA uzeti su na antikoagulant KsEDTA i puna krv zamrznuta je na
-20 °C do postupka izolacije. Laboratorijska obrada uzoraka krvi ucinjena je u Klinickom

zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.

4.2. Metode odredivanja
4.2.1. lzolacija genomske DNA

Izolacija genomske DNA iz pune krvi izvedena je metodom isoljavanja koju su opisali Miller
i sur. (131). Metoda se temelji na liziranju leukocita iz periferne krvi, te isoljavanja kojim se
uklanjaju stani¢ni proteini, RNA i druge molekule. Nakon toga slijedi talozenje DNA

alkoholom i otapanje u puferu. Izolirani uzorak DNA ¢uva se na +4 °C do izrade analize.
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4.2.2. Odredivanje koncentracije i ispitivanje kvalitete izolirane DNA

Koncentracija DNA (Cpna) odreduje se spektrofotometrijski na osnovi opti¢ke gustoce (OD)
razrijedene otopine DNA s TE-puferom u omjeru 1:100 na valnoj duljini od 260 nm.

Koncentracija DNA se izracuna prema formuli:
Cona (pg/m L) = OD2g x razrjedenje x F

F = faktor (1 ODygo = 50 png/mL)

Kvaliteta izolirane DNA provjerava se elektroforezom na 0,3%-tnom agaroznom gelu s
etidijevim bromidom koji se interkalira u dvostruku uzvojnicu DNA i fluorescira pod UV

svjetlom §to omogucéava detekciju vrpce DNA kamerom GBOX (Syngene, USA) .

4.2.3. Analiza DNA metodom PCR-SSP

Analiza DNA metodom PCR-SSP, lanéanom reakcijom polimeraze s ishodnicama
specificnog slijeda (od engl. polymerase chain reaction with sequence specific primer)

koristena je za utvrdivanje polimorfizama HPA (132) i gena za PSEL (88).

PCR-SSP predstavlja alel specificni PCR za brzu analizu poznatih mutacija u genomskoj
DNA. Za otkrivanje svakog alela oblikovana su dva seta ishodnica, a PCR se izvodi u dvije
paralelne reakcije. Svaki set sadrzi alel-specificnu ishodnicu i zajednicku ishodnicu. U prvoj
reakciji 5' ishodnica komplementarna je divljem-tipu sekvence, a u drugoj reakciji 5'
ishodnica komplementarna je mutaciji odnosno polimorfizmu sekvence. Do sinteze novog
lanca dolazi samo kada su ishodnica i ciljana sekvenca kompletno podudarne, te se samo
jedan alel mutirane i/ili divljeg tipa DNA umnozi. Detekcija se vrsi elektroforezom u

agaroznom gelu.
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4.2.3.1. Genotipizacija HPA metodom PCR-SSP

Reagensi:

1. 10XPCR pufer 11 (Applied Biosystems,USA)

KCI (500 mM)
Tris-HCI (100 mM), pH 8,3

2. AmpliTag Gold DNA polimeraza (Applied Biosystems, USA)
AmpliTag Gold polimeraza (250 U) 51J/uL

3. Deoksiribonukleozid-trifosfati (dNTP) (Applied Biosystems, USA)
(dATP, dCTP, dGTP,dTTP), otopina 10 mM

4. HPA specifi¢ne ishodnice (MWG-Biotech AG, Njemacka)100 pmol/L

HPA-1a-I 5'-ACT TAC AGG CCC TGC CTC T-3'
HPA-1b-I 5'- ACT TAC AGG CCCTGC CTC C-3
HPA-1-1I zajedni¢ki 5'- GTG CAATCC TCT GGG GAC T-3'
HPA-2a-I 5'-CCCCCAGGGCTCCTG AC-3
HPA-2b-I 5'-CCC CCA GGG CTCCTG AT-3

HPA-2-1I zajedni¢ki 5'- GCC AGC GAC GAA AAT AGA GG-3'

HPA-3a-11 5'- GGG GGA GGG GCT GGG GA-3'

HPA-3b-I1 5'- GGG GGA GGG GCT GGG GC-3'

HPA-3-1 zajednicki 5'- GGC CCT GGG ACT GTG AAT G-3'

HPA-5a-1 5'- AGG AAG AGT CTACCT GTT TAC TAT CAA AG-3'
HPA-5b-I 5'- AGG AAG AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AA-3'

HPA-5-1I zajednicki 5'- CTC TCA TGG AAA ATG GCA GTA-3'

5. Unutarnja pozitivna kontrola (MWG-Biotech AG, Njemacka)100 pmol/L

CRP-I 5-CCAGCCTCTCTCATGCTT TTG GCC AGA CAG-3'
CRP-II 5'- GGA TCG AGG ACAGTT CCG TGT AGA AGT GGA-3'

6. otopina Mg Cl, (Applied Biosystems, USA) 25mM

7. sterilna destilirana H,0
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Postupak:

Za svakog ispitanika priprema se 8 smjesa razli¢itih ishodnica potrebnih za umnazanje HPA-
1a, -1b, -2a, -2b, -3a, -3b, -5a, -5b, prema protokolu prikazanom u Tablici 6. Ishodnice koje su
odabrane u ovom radu kao i ishodnice pozitivne interne kontrole opisane su u radu Kliitera i
sur. (133). U protokolu smo unijeli odredene izmjene u odnosu na izvorni protokol (132),
smanjivii koncentracije Mg”* i dNTP, &ime smo umanjili nespecifi¢ne reakcije. U svim
reakcijskim smjesama radili smo s identi¢nom koncentracijom Mg”*, a prema izvornom

protokolu ona je bila ve¢a za HPA-5.

Tablica 6. Protokol izrade reakcijske smjese za genotipizaciju HPA metodom PCR-SSP

Reagens Volumen (ulL) Koncentracija u 20 uL
10XPCR pufer Il 2,0 1X
MgCl, 1,2 1,5mM
dNTP 0,8 0,2 mM
CRP 1 (1:10) 0,1 0,05 uM
CRP 11 (1:10) 0,1 0,05 uM
HPAx | 0,1 0,5 uM
HPA II 01 0,5 uM
Sterilna destilirana H20 10,5
AmpliTaq Gold 0,1 05U
Genomska DNA (10pg/mL) 5,0 50 ng

Kao kontrolni uzorci HPA -1, -2, -3 i -5 koristene su B limfoblasti¢ne stani¢ne linije poznatih
sustava HPA (COX HPA-la/a, -2al/a, -3ala, -5a/a; HAG HPA-la/a, -2a/a, -3a/b, -5a/b;
KAS011 HPA-la/a, -2a/a, -3a/b, -5a/b) (134) i negativna kontrola (voda).

Za umnazanje ulomaka koriSten je automatizirani sustav GeneAmp PCR System 2400
(Applied Biosystems, USA). Reakcijski uvjeti PCR su bili: 10 min na 95°C; 10 ciklusa od 15
s na 95°C, 30 sna 67°C 130 s na 72°C; 25 ciklusa od 15 s na 95°C, 30 s na 61°C 1 30 s na
72°C i na kraju produljenje od 10 min na 72°C.

Kvaliteta i veli¢ina umnozenih ulomaka DNA ispituje se elektroforezom na 1,5%-tnom
agaroznom gelu i bojanjem s etidijevim bromidom na 140V/160mA/1h. Uz svaku seriju

uzoraka pri elektroforetskom odvajanju ukljucili smo kontrolu, kao i molekularni biljeg od
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100 pb (Amersham Pharmacia, Velika Britanija). Dobiveni produkti detektiraju se pod UV-
transluminatorom i rezultati se dokumentiraju fotografiranjem kamerom GBOX (Syngene,
USA).

Genotip je odreden prisutno$¢u ili odsutnoS$¢u fragmenata. Prisutnost fragmenta od 440pb
ljudskog gena CRP-a ukazuje da je doslo do umnazanja, odnosno CRP predstavlja pozitivnu

unutarnju kontrolu. Pojava kra¢ih fragmenata ukazuje na prisutnost odgovarajuceg alela
(Slika 7).

CRP

HPA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Slika 7. Elektroforeza produkata alel-specificnog PCR-a gena za HPA na agaroznom gelu. Gornji

fragmenti od 440 pb predstavljaju CRP (pozitivna interna kontrola), a donji fragmenti predstavljaju
razli¢ite HPA. Gornji red od 1-6 predstavlja polimorfizam HPA-1 (1-a/a, 2-a/a, 3-a/a, 4-a/b, 5-a/a, 6-
ala), 7 je marker od 100pb, od 8-12 je polimorfizam HPA-2 (8-a/b, 9-a/a, 10-a/a, 11-a/a, 12-a/a). Donji
red od 1-7 predstavlja polimorfizam HPA-3 (1-a/b, 2-a/b, 3-a/a, 4-a/b, 5-b/b, 6-a/a, 7-a/a ), 8 je marker
od 100pb, od 9-14 je polimorfizam HPA-5 (9-a/a, 10-a/b, 11-a/a, 12-a/a, 13-a/b, 14-a/a).

4.2.3.2. Genotipizacija PSEL-a metodom PCR-SSP