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ANOTACE

Tato prace se vénuje tématu Leidenské mutace, kterd je povazovana za jednu
Z nejrozsitengjSich vrozenych trombofilii. Popisovanad mutace zptisobuje zvySené srazeni krve
a stava se rizikovym faktorem pro tromboembolismus. Prace se zabyva charakteristikou
onemocnéni, klinickymi projevy, moznostmi diagnostiky, rizikovymi faktory, dale piistupy

ke zmirnéni rizika trombozy a Cetnosti vyskytu.

KLICOVA SLOVA

Leidenska mutace, faktor V, hemostaza, trombofilie, tromboembolismus

TITLE

Leiden mutation

ANNOTATION

This thesis is devoted with Leiden mutation, which is considered one of the most
inherited thrombophilia. Described mutation is increases the blood clotting and becomes risk
factor for thromboembolism. The thesis concerns with the characteristics of disease, clinical
manifestations, diagnostic possibilities, risk faktors, attitudes to reduce the risk of thrombosis

also and accurrence of this mutation.
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SEZNAM POJMU

Abrupce placenty: pted¢asné odlouceni placenty.

Edém: otok, jde o nadmérné hromadéni tekutiny v bunikach, tkanich a organech, které dale

muze vést k jejich zvétSeni a poruse funkce.

GPIlb alfa: glykoproteinové molekuly s alfa fetézcem slouzici jako receptory pro von

Willebranduv faktor.
Hemodiluce: ziedéni krve zvySenim objemu tekutiny v cévach.
Hemolyza: rozpad erytrocytu.

Ikterus: Zloutenka, jedna se o Zluté zbarveni kiize a sliznic zpsobené zvySenim obsahem

zluCového barviva.
Jaterni fibréza: zmnozeni vaziva na ukor zaniku jaternich bunck.

Lupus antikoagulans: protilatky, které produkuje imunitni systém proti vlastnim fosfolipidiim

nebo bilkovindm vazanym na fosfolipidy.
Nidace: zahnizdéni oplodnéného vaji¢ka do délozni sliznice.
Osteoporodza: onemocnéni, které se vyznacuje ubytkem kostni hmoty, tzv. fidnuti kosti.

Prekalikrein: bilkovina, ktera se €astni ¢asnych fazi koagulace, jeji aktivaci vznika Kalikrein.

Kromé koagulace mé vyznam také pro fibrinolyzu a zanét.

Proband: vysetftovany jedinec, ktery je postizen danou dédi¢nou nemoci.
Proteinurie: pfitomnost bilkoviny v mo¢i.

Splenomegalie: zvétseni sleziny.

Varix: vakovité rozsitena, vinuta zila [1].
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UvVOD

Zilni tromboembolismus (VTE) je pomérné &asté a zavazné onemocnéni ohroZujici
zivot pacienta. Nejbéznéjsi projevem VTE je hluboka zilni trombdza, zejména dolnich
koncetin. Riziko VTE stoupa jednak s rostoucim vékem a jednak s pfitomnosti trombofilnich

stavi, at’ uz vrozenych ¢i ziskanych. Jednou z téchto vrozenych trombofilii je Leidenska mutace
(LM).

LM se vsoucasné dob¢ fadi mezi nejrozsifenéjsi zdédéné trombofilie u beélosské
populace Evropskych statl, s prevalenci Citajici prumémé 3 — 7 %. LM je charakteristicka
odolnosti proti aktivovanému proteinu C (APC). Ukolem APC je inhibovat aktivovany
koagula¢ni faktor V, ale diky bodové mutaci v tomto faktoru, je zruSeno jedno z hlavnich
Stépnych mist pro APC a tim je pak inhibice faktoru V vice nez 10 — nadsobn& pomalejsi. LM je
tedy porucha srazlivosti krve ve smyslu zvySené koagulace. O jeji objeveni v roce 1994 se

zasluhuje profesor Rogier M. Bertina ve mésté Leiden, podle kterého je mutace pojmenovana.

LM piedstavuje vyznamny rizikovy faktor zvySujici nebezpe¢i vzniku
tromboembolismu, toto riziko stoupa v interakci s dal$imi rizikovymi faktory (obezita, vék,
trauma, uzivani hormondlni antikoncepce apod.). Dale mize byt LM moZnou pii¢inou

spontannich potratl a vyskytu komplikaci béhem téhotenstvi.

Ackoliv je LM zna¢né Siroce rozsifena, je stale pro laickou vefejnost nezndmou. Cilem
bakalarské prace je shrnout veskeré informace tykajici se pfitomnosti LM a obeznameni

s riziky, kterymi LM disponuje.
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1 HISTORIE

V roce 1943 byla na kliniku v Oslu pfijata
pacientka, kterd trpéla tézkymi sklony ke krvéceni.
P. A. Owren, tehdejsi docent na témze odd€leni, zkoumal |
krev pacientky. Zjistil, Ze pacientka trpi nedostatkem
(v té jesté¢ dobé nezndmého) srazeciho faktoru. V roce
1947 objevil novy koagula¢ni element, pojmenoval ho

faktor V [2].

V roce 1993 profesor Bjorn Dahlbéck a kolektiv
provedl n¢kolik laboratornich testli plazmy hlaSeného Obrazek 1: Rogier M. Bertina,
pfipadu rodiny. Proband z této rodiny v minulosti dostupné 2: Zdroj [1]
prodélal nékolik epizod hluboké Zilni trombdzy a nasledna rodinnd anamnéza ukéazala vyskyt
trombozy 1 mezi piibuznymi. U 14 z 19 testovanych ¢lend rodiny se projevila slaba
antikoagulacni odpovéd’ na aktivovany protein C (APC). Po dalsim zkoumani se dospélo

k zavéru, ze APC rezistence muze byt zplsobena anomalii ve funkci antikoagulaéniho

faktoru V [3].

O rok pozdéji, tedy v roce 1994, profesor Rogier M. Bertina (viz obrazek 1) objevil
bodovou mutaci v genu pro faktor V, ktera je pricinou APC rezistence, a tedy zvyseného rizika
hluboké Zilni trombdzy. Mutace byla pojmenovana podle mésta Leiden, lezici v Nizozemi, kde

byla tato anomalie poprvé odhalena [4].
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2 GENETICKE HLEDISKO

Deoxyribonukleova kyselina, zkracené DNA, ma zasadni vliv pro pfenos a zachovani
genetické informace. Molekula DNA se skladd ze dvou polynukleotidovych fetézci. Tyto
fetézce jsou spojeny vodikovymi vazbami. Cukerné slozky DNA (2-deoxy-D-ribozy) jsou
spojeny prostiednictvim fosfodiesterové vazby pies fosfatové skupiny. Na kazdou deoxyribozu
je vzdy ptipojena ptislusna dusikata baze. Mezi dusikaté baze odvozené od purinu patii adenin
a guanin, od pak pyrimidinu cytosin a thymin. Tyto baze se navzajem paruji a tvoii tak

dvousroubovicovou strukturu. Adenin se paruje s thyminem a guanin s cytosinem.

DNA spolecné s proteiny tvoii chromozom. Existuji 2 typy chromozomii: pohlavni
chromozomy neboli gonozomy, ty urcuji typ pohlavi a autozomy, které se vyskytuji u obou
pohlavi. Lidska bunika obsahuje 23 homolognich chromozomt. Autozomy se znaci ¢islicemi
(1-22), zatimco gonozomy pismeny (X a Y). Na chromozomech jsou uloZeny geny. Kazdy ma
své specifické misto neboli lokus a v kazdém genu je zapsana informace k vytvofeni ur¢itého

znaku, proto je ozna¢ovan jako zakladni jednotka dédi¢nosti [5].

Geny existuji v konkrétnich formach tzv. alelach. Pro kazdy gen jsou v somatické burice
ptitomny 2 alely. Jsou-li tyto alely funkéné shodné, pak se takovyto jedinec nazyva homozygot.
Homozygot mize mit obé& alely dominantni (AA) nebo recesivni (aa). Jsou-li alely odli$né, coz
znamena, ze parové alely maji odliSnou specifitu, potom je jedinec oznacéen jako heterozygot
(Aa).

V mezialelickych vztazich mtze dojit k uplné dominanci, neuplné dominanci
a ke kodominanci. Uplna dominance je stav, kdy dominantni alela plné potlaéi projev recesivni
alely. Pokud dominantni alela nepotlaci recesivni alelu uplné, jedna se o netplnou dominanci.
Recesivni alela se tedy také projevi. Zvlastnim ptipadem je kodominance, zde se u heterozygota

zcela projevi obé alely, aniZ by se ovliviiovaly.

2.1 Genetické mutace

Jestlize dojde k chybé naptiklad pii replikaci DNA nebo jinému poSkozeni DNA,
nastava zména genetické informace neboli mutace. Tyto zmény mivaji ¢asto neptiznivy dopad

na organismus. N¢které mutace vyvolavaji nadorova onemocnéni, poruchy metabolismu nebo
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vrwe

jsou faktory, které jsou schopny meénit strukturu DNA, mohou zpUsobit jeji zlomy ¢i jiné
prestavby. Tyto faktory lze rozdélit do tii skupin: fyzikalni, chemické a biologické mutageny.
Do fyzikalnich mutagenii patii napiiklad UV zafeni, které je hlavni pfi¢inou rakoviny ktize,
déale radioaktivni ¢i rentgenové zafeni, které vyvoldvaji chromozomalni zlomy. Chemické
mutageny jsou napiiklad aromatické uhlovodiky, né&které 1éky, barviva, pesticidy

a dal§i. Rtzné druhy virt fadime k biologickym mutagenum [5, 6].

2.1.1 Typy mutaci

Mutace se d¢€li do urcitych skupin. Dle rozsahu poskozeni genetické vybavy organismu
se rozliSuji mutace genomové, chromosomalni a genové. Podle typu poskozenych bunék
¢lenime na somatické a gametické mutace. Z pohledu mechanismu vzniku rozeznavdme mutace
spontanni neboli samovolné a dale indukované, tedy vyvolané n&jakym vnéjSim/vnitinim

faktorem [6].

Mutace na chromozomalni trovni lze rozdélit na numerické aberace a strukturni
aberace. Numerické aberace jsou mutace souvisejici se zménou poétu chromozomi. Do téchto
aberaci fadime aneuploidie a polyploidie. Aneuploidie je stav, kdy néktery chromozom z celé
chromozomalni sady chybi ¢i prebyva. Takovym piikladem je trisomie (2N + 1), coz je vyskyt
tii kopii jednoho chromozomu. Naopak monosomie (2N — 1) je ptitomnost pouze jednoho
chromozomu z chromozomalniho paru, doslo tedy ke ztraté. Tyto poruchy jsou zapfi¢inény
chybnym rozestoupenim chromozomi pii meiotickém déleni. V ptipadé€ polyploidie dochazi
ke znasobeni celé chromozomalni sady. Prikladem takového znasobeni je triploidie, zde

karyotyp obsahuje 69 chromozomt (3N). Polyploidie se ¢asto vyuZzivaji pii Slechténi rostlin,

napf. pfi zvyraznéni nékterych zadoucich vlastnosti.

Strukturni aberace lze charakterizovat jako zmény ve struktufe chromozomi
(viz obrazek 2). Do této skupiny mutaci patii delece, duplikace, inverze, translokace,
izochromozomy a centrické fragmenty. lzochromozomy jsou chromozomy slozeny pouze

ze dvou kratkych nebo naopak ze dvou dlouhych ramének.

v owor

Pii deleci dochazi ke ztraté ¢asti chromozomu. Jestlize je delece intersticialni, jedna se
0 ztratu vnitini ¢asti chromozomu, terminalni delece je ztrata okrajové ¢asti chromozomu.

Delece mutize byt zpisobena vznikem dvou zlomu a nasledné chybné reparaci. Dalsi variantou
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je nerovnomeérny crossing-over. Kdyby doslo na témze chromozomu ke dvéma delecim, mohlo

by dojit ke vzajemnému propojeni a vznikl by tzv. kruhovy chromozom (ring chromozom).

Duplikace je aberace, pfi kter¢ dojde pejetion Duplication Inversion

X

ke znasobeni urcit¢ho chromozomalniho useku. Jedna
se 0 dusledek nerovnomérného crossing-overu. Jinou
moznosti pfi¢iny muze byt translokace, inverze nebo

pfitomnost izochromozomu.

Inverzi chapeme jako piestavbu

chromozomalnich segmenti vlivem chromozomalni

nestability. Obsahuje-1i segment centromeru, jedna se i _ insertion

0 inverzi pericentrickou. Pokud centromera v daném E ::>

useku neni pfitomna, jde o inverzi paracentrickou. I ';;m.mm 20 \-
Translokace je charakteristicka tim, Ze dochdzi % oo e 20

kK vyméné  chromozomového  materialu  mezi  chomosome 4
Translocation

chromozomy ¢&i pfenosu &asti chromozomu na jiny Chromonsme 20

Chromesome 20

chromozom. Robertsonskd translokace neboli

centromerickd fuze je druh translokace, pii které i
vznikaji zlomy blizko nebo piimo v oblasti centromer

. , o , , ., Derivative
dvou akrocentrickych chromosomil, poté dochazi Chromasome 4

Shromosome 4

K jejich fuzi. Tato vyména nema $kodlivé nasledky,
C e v 1 ., . . Obrazek 2: Druhy strukturnich
jelikoz ztrata genetickeho materialu v tomto ptipadu je  chromozomalnich aberaci, dostupné z: Zdroj

zanedbatelna. Jedna se tedy o tzv. balancovanou (21
translokaci. Dalsim druhem jsou tzv. translokace reciproké, coz jsou interchromozomové
vymeény, napiiklad vzijemnd zaména ramen mezi dvéma chromozomy. Poslednim
a nevzacngj$im druhem je translokace inzercni, pfi které se urcitd ¢ast chromozomu zacleni

do jiného chromozomu [7].

Mutace genové ovliviiuji pouze jeden gen. Dojde-li k zaméné nukleotidového paru,
oznacujeme tuto mutaci jako bodovou. Do této skupiny fadime substituce, delece, inzerce,

duplikace a mutace posttranskripénich tiprav RNA.
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Substituci rozumime vyménu paru bazi. Jestlize dojde k zdméné purinové baze
za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou, jedna se o transici. V piipadé¢ zamény

purinové baze za pyrimidinovou bazi ¢i naopak, pak mluvime o transverzi.

Inzerce neboli adice je ozna¢ovana jako pfitomnost nadbyte¢ného nukleotidového paru.
Zatimco delece predstavuje ztratu jednoho ¢i vice nukleotidovych part. Tyto mutace mohou

vést k poruse transla¢niho ¢teciho ramce, coz zpusobuje chybnou sekvenci aminokyselin.

Podle vlivu mutaci na proteosyntézu, Ize genové mutace rozlisit na mutace neménici
smysl, ménici a nesmysIné. Mutace neménici smysl, jinymi slovy tiché mutace, je stav kdy je
aminokyselina kdédovana novym kodonem totozna. Je-li nové zafazend aminokyselina odlisna,
pak se jednd od mutaci ménici smysl tzv. missense mutace. Pfi nesmyslné mutaci vznika

predcasné terminaéni kodon v sekvenci DNA. Vysledkem je nefunk¢ni protein [6, 7].

2.2 Geneticky podtext u Leidenské mutace

Gen, ktery je zodpovédny za syntézu proteinu faktoru V, se nachazi na dlouhém
raménku 1. chromozomu (1q24.2; viz obrdzek 3). Chromozom 1 je nejvétsi z lidskych

chromozom. Gen F5 je dlouhy asi 80 kb (kilobaze) a je slozen z 25 exont a 24 intrond.

Pfi¢inou LM je bodovd mutace v pravé zminéném genu pro faktor V. Jednd se
o substituci neboli vyménu paru bazi, konkrétné guanin za adenin v nukleotidové pozici 1691,
¢imz nastava nahrazeni aminokyseliny argininu (Arg) za glutamin (GIn) v peptidovém fetézci
v poloze Arg506. V dusledku substituce jedné aminokyseliny se stava faktor Va odolny vuci
APC. Inaktivace je tak vice nez 10 - nasobn¢ pomalejsi neZ za normalniho stavu, coz vede
ke zvySené tvorbé trombinu. Faktor V tak ztraci své antikoagulaéni schopnosti a jeho funkce
v APC inaktivaci faktoru VIlla je slaba [8].

P33
p32.2
ql2
qdl
qid

p36.32
p36.21
p36.12
p35.2
p34.2
p31.3
p3l.1
p22.3
p22.1
p2l1.2
pli. 2
pll.2
q21.1
q21.3
q23.1
q23.3
q24.2
q25.2
q31.1
q32.1
q32. 2
q42.13
q42.3

Obrazek 3 : Umisténi F5 genu, dostupné z: Zdroj [3]
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3 HEMOSTAZA

Hemostaza je slozity fyziologicky mechanismus, jehoz ukol je zastavit krvaceni
v misté¢ poranéni. V okamziku, kdy dojde k poranéni cévni vystelky, zacne se uplatiovat
ochranny mechanismus, ktery pieméni tekutou krev na krevni sraZzeninu a tim ranu zaceli.
Po uplynuti urcité doby, se srazenina rozpusti a obnovi se tekutost krve. Hemostaza se sklada
ze tf navzdjem propojenych hemostatickych procest (primarni hemostaza, koagulacni systém,

fibrinolyza) [9].

3.1 Endotel

Cévni systém, nejen Ze poskytuje transport kysliku ke tkdnim, ale hraje i vyznamnou
roli v hemostaze. Struktura cévni stény zahrnuje 3 slozky, jedna se 0 intimu, mediu a adventicii.
Adventicia je vrstva vnéjsi a nachazeji se zde fibroblasty, adipocyty a Zirné bunky. Dalsi vrstva
tvotfena hladkym svalem a zodpovidajici za elasticitu a cévni tonus je media. Intima je tvofena
vrstvou endotelovych bunék obklopenymi fibroblasty a endoteliemi syntetizovanou, bazalni

membranou.

Endotel krom¢& jinych funkci ma zasadni vyznam pii procesu hemostaze. V disledku
probihajiciho metabolismu kyseliny arachidonové je zde umoZznéno tvofit a uvoliovat latky,
které napt. zplsobuji vazokonstrikci ¢i vazodilataci, dale zde probihd uvolnovani latek
zabranujici agregaci krevnich desticek, aktivujici protein C nebo latek aktivujici ¢i inhibujici
fibrinolyzu. Na povrchu endotelovych buné€k se nachdzi cetné mnoZstvi receptort

napt. pro trombomodulin, receptor pro protein S nebo fibronektin [10].

3.2 Primarni hemostaza

Pfi poskozeni cévni stény a tim naruseni endotelové vrstvy dojde k navozeni
mechanismu zvany primarni hemostaza. Jedna se proces, ktery zodpovida za vytvoreni primarni

hemostatické zatky a tim uzavieni poSkozeného mista.

Nasledn¢ po poruseni cévni stény dojde kodkryti kolagennich vlaken

v subendotelovém prostoru a jinak za normalniho stavu neaktivni protékajici trombocyty, se
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zacnou pfichytdvat na obnaZend kolagenni vldkna prostiednictvim svych receptort
glykoproteinové povahy (GP la/Ila/Illb a GP Ib/V/IX) a dale pomoci von Willebrandova
faktoru (VWf). Tento d&j se nazyva adheze. Adhezi se krevni desti¢ky aktivuji a tim za¢nou
ménit svij tvar. Z pivodné diskovitého tvaru se trombocyty formuji do kulovitého tvaru
a vysilaji tenké vybézky tzv. filopodie. DalSim krokem je agregace, tedy shlukovani krevnich
desti¢ek. Agregaci vyvolava jednak ADP (adenosintrifosfat), ktery tvofi granula desticek
atromboxan A2 (TXA?), vznikajici metabolismem kyseliny arachidonové. ADP a TXA» se vazi
na desti¢kové receptory glykoproteinové povahy (GP IIb/I1Ia) a tim je aktivuji. Nejprve probiha
primarni agregace, ktera je reverzibilni. Dal§im uvolnovanim ADP, TXAa trombospondinu se
vytvari destiCkovity agregat a jde tedy o sekundarni agregaci, ktera je ireverzibilni. Pfi aktivaci
desticek probiha tzv. flip — flop reakce, pfi niz se fosfolipidy piesouvaji z vnitini membranové
dvojvrstvy na vnéj$i membranu, ¢imz ptispivaji k dal$im fazim hemostazy, povrch desti¢ek tak

ziska negativni naboj [9, 10].

3.3 Plazmaticky koagulacni systém

Proces srdazeni krve je d¢& sméfujici k pfeméné rozpustného fibrinogenu
na nerozpustnou fibrinovou sit za pisobeni trombinu. Fibrinova sit’ se vytvafi v misté poranéni,

zachycuji se v ni krevni buiky a vznika tak koagulum.

Vngjsi systém konverze protrombinu na trombin zacina, dojde-li k poranéni cévni stény,
tkanovy faktor (TF), tvofeny subendotelovymi bufikami, se navaze na faktor VI, tim vznika
aktivovana forma faktoru VIla. Tento komplex (TF a FVIla) spolu s Ca?* ionty a fosfolipidy
krevnich desti¢ek preméuji faktor X a na aktivovanou formu Xa. Faktor Xa ve spolupraci Ca%*
ionty, destiCkovymi fosfolipidy a s dal§im faktorem Va tvofim komplex zvany protrombinaza.
Protrombinaza pifevadi neaktivni protrombin na trombin. Vznikd pouze urcité mnoZstvi
trombinu, ktery aktivuje faktory XI, IX, dale kofaktory VIII, V a krevni destic¢ky. Touto cestou

zaroven vznika i inhibitor tkanového faktoru (TFPI) [9, 11].

aktivnich mist (Ser195, His57, Asp189), jesté dvé vyznamnd mista oznaCovand jako oblast I
a II. Pfes oblast I se vaze trombomodulin, fibrinogen a faktor V, pies oblast II se vaze heparin,
fibrinogen, faktor V a GPIb alfa. Molekula trombinu obsahuje misto Na*, jedna se o dulezité

vazebné misto, které ovliviuje aktivitu trombinu. Na tzv. Na™ misto se vazi sodné ionty, jestlize
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jsou navazany, pak trombin uskuteciiuje vazbu s fibrinogenem, faktorem V, VII, nebo

proteinem PARL. Nejsou-li sodné ionty navazany, vaze trombin protein C [12].

Vnitini systém je zapocat fazi kontaktu, pti které se faktor XII po kontaktu s negativné
nabitou subendotelovou strukturou méni na aktivovany faktor XIIa. Tvofi se jen ur¢ité mnozstvi
faktoru Xlla potiebné k pfeméné ve spolupraci s HMWK (vysokomolekularni kininogen)
prekalikreinu na kalikrein. Kalikrein se pak vaze na faktor XII a vnikd patficné mnozstvi
aktivovaného faktoru XllIa, ktery aktivuje faktory XI a IX. Faktor IXa spolu s aktivovanym
a faktorem VIIIa zpusobuji pfeménu faktoru X na faktor Xa. Faktor Xa v kombinaci s faktorem
Va tvofi protrombinazu, kterd aktivuje trombin. Ten pak preméfuje rozpustny fibrinogen
a na rozpustny fibrin. Dale dochdzi k aktivaci faktoru XIII, neboli fibrin stabilizujiciho faktoru
[9, 12].
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Obrazek 4: Koagula¢ni kaskada, dostupné z: Zdroj [4]

3.3.1 Inhibitory koagula¢niho systému

Koagulacni systém ma své ptfirozené inhibitory a jsou to: inhibitor tkdfiového faktoru,

systém proteinu C, antitrombin (AT) a heparinovy kofaktor IT (HC II).

Pti zvySené aktivité faktoru Xa se spusti tvorba TFPI. TFPI v kooperaci s faktorem Xa
blokuji aktivitu tkanového faktoru a faktoru Vlla.
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Dalsim inhibitorem koagula¢niho procesu je systém proteinu C. Protein C je
glykoprotein tvofeny v jatrech v zavislosti na pusobeni vitaminu K. Kofaktorem tohoto
proteinu je protein S. Aktivace proteinu C spociva ve vazbé trombomodulinu a trombinu, kde
se trombin stava neaktivni. Trombin v této vazbé je schopen pfeménit protein C na aktivni
formu. Tato aktivace probiha na povrchu endotelovych bun¢k, kde se protein C vaze
na tzv. endotelialni receptor proteinu C (ERPC). APC inhibuje faktory Va a Vllla. U faktoru
Va probihé inhibice proteolytickych st€épenim postupné v mistech Arg506, Arg306 a Arg679.
V dutsledku inaktivace Va, nemuze vznikat komplex protrombinaza, ktera zpiisobuje pfeménu
protrombinu na trombin, proto nedochézi k dalsi syntéze trombinu. Inaktivaci faktoru VIlla je
zamezena vazba s faktorem IXa, nemize byt aktivovan faktor Xa a tedy nedochazi vzniku
trombinu. Inaktivace samotného protein C probiha za pusobeni inhibitoru proteinu C,

az-antitrypsinu, ax-makroglobulinu ¢i oz-antiplazminu.

Zaklicovy inhibitor je povazovan antitrombin, ktery je tvofen jaternimi a endotelovymi
butikami. AT je schopen inhibovat nejen trombin, ale i ostatni serinové proteazy. Uginngjsi

inaktivace probiha v kombinaci s navazanou molekulou heparinu.

Inhibitor opét syntetizovany v jatrech a endotelu se nazyvéa heparinovy kofaktor II

Utinek HC II spo¢iva v inhibici pouze trombin, pokud poklesne hladina antitrombinu [9, 10].

3.4 Fibrinolyza

Hlavni funkci fibrinolyzy je rozpusténi trombu a opétné zpriichodnéni krevni cévy.

Za pusobeni enzymu plazminu se fibrinovy sit’ rozSté€pi na fibrin degrada¢ni produkty (FDP).

a urokinaza (uPA), k dalsim aktivatorim patii kalikrein, aktivovany faktor Xla, XIla nebo
MT1-MMP (matrix metaloproteindza membranového typu). Tkanovy aktivator plazminu se
navaze na fibrin a §tépi vazbu mezi Arg561-Val562 v plazminogenu vazaného na fibrin, coz
zpusobuje syntézu plazminu, ktery $t€pi fibrin. Plazmin dale $tépi vazbu mezi Arg275-11€276

v molekule tPA a vznika aktivnéjsi forma.

Obdobn¢ jako tPA, urokindza nasedd na plazminogen a §tépi vazbu mezi Arg561-

Val562, ¢imz vznika plazmin. Vznikly plazmin dale §tépi fibrin. Poté plazmin ve spolupraci

25



s kalikreinem §tépi vazbu mezi Lys158-11e159 v molekule uPA a nasledné vznika aktivngjsi

dvoufetézcova forma.

Vedle aktivatort je stejné tak zapotiebi 1 inhibitorl, ktefi zastavaji regulacni funkci
fibrinolytického systému. Inhibitory fibrinolyzy jsou tedy op-antiplazmin, ten zabezpecuje
inaktivaci plazminu, déale inhibitory aktivatorii plazminogenu 1, 2 (PAI-1, PAI-2), inhibuji tedy
tPA a uPA, poslednim inhibitorem je trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI) [12].

3.4.1 Faktor V

Procoagulant nactivation by
Ca™ iy -
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i ey S R306 RS068 R679
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Anticoagulant
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Obriazek 5: Antikoagulaéni aktivace faktoru V aktivovanym proteinem C a prokoagulacni aktivace faktoru
V trombinem, dostupné z: Zdroj [5]

Faktor V je tedy protein ptsobici v koagula¢ni kaskadé. Tento faktor ma dvoji funkei,
a to jak v prokoagulacnich, tak v antikoagulac¢nich drahach. Jedna se o jednofetézcovy

glykoprotein vznikajici v jatrech a megakaryocytech.

Trombin aktivuje faktor V Stépenim v Arg709, Argl018 a Argl545. Tim vznika
prokoagulaéni molekula faktor Va. Ta je slozena z lehkého a tézkého fetézce, které jsou spojeny
prostfednictvim iontu vapniku a nekovalentnich interakci. Tézky ftetézec se sklada
z domén A1-A2, zatimco lehky fetézec je sloZzen z A3-C1-C2 domén. Faktor Va a faktor Xa
jsou soucasti komplexu protrombindzy, ktera katalyzuje pfeménu protrombinu na trombin, ten
pfeméiuje fibrinogen na fibrin. APC inaktivuje faktor Va a vznika inaktivovany faktor Vai
(viz obrazek 5). Tato proména probiha prostiednictvim proteolytického St€peni v polohach
Arg306, Arg506 a Arg679, které jsou umistény na tézkém fetézci. Jako prvni probihd Stépeni
v poloze Arg506, poté v Arg306 a tim je molekula zcela inaktivovana. Stépeni na Arg679 je

nejpomalejsi a nema zadny fyziologicky vyznam [8, 13].
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Kromé¢ prokoagulacni funkce se faktor V vyznacuje tedy i antikoagulacni funkci a to

tak, Ze napomaha inaktivaci faktoru VIlla prostiednictvim aktivovaného proteinu C [13].

3.4.2 Rezistence na aktivovany protein C

Protein C, jak uz bylo vySe zminéno, je pfirozenym inhibitorem koagula¢ni kaskady.
Termin rezistence vuci aktivovanému proteinu C lze charakterizovat jako vyrazn€ snizenou az
zadnou odpovéd’ na APC, jedné se tedy o odolnost aktivovanych koagula¢nich faktorii (Va,
VIlIa) vici pisobeni proteinu C, coz vede ke vzniku hyperkoagula¢niho stavu. Nejcastéjsi
pficinou této rezistence na APC je mutace v genu pro faktor V, Leidenska mutace. Na zaklad¢
studii, bylo zjisténo, ze ptiblizné u 40 % pacientd trpici vendzni tromboembolickou nemoci
(VTE) byla detekovana ptitomnost pravé APC rezistence. Dale je prokazano, ze u 90 % piipadu

postizenych pacientli APC rezistenci souvisi S mutaci v genu pro faktor V.

Stépnych mist v molekule faktoru V pro APC, mista Arg506. Za normalniho stavu se misto
Arg506 zasluhuje o rychlou a uc¢innou inaktivaci aktivovaného faktoru Va. Jestlize je tedy toto
misto v disledku pfitomnosti LM postizeno, jeho funkci zastupuje misto Arg306, které dokaze
plng, ale mnohem pomaleji inaktivovat faktor Va. Rychlost inaktivace ve srovnani se stavem,
kdy je misto Arg506 zcela funkéni je fadové 10 — 20x pomalejsi. DalSim dopadem v zavislosti
na defektu tohoto $tépného mista je, Ze molekula faktoru V nemtize byt pfeménéna na kofaktor
procesu inaktivace aktivovaného faktoru VIlla prostiednictvi APC, coZ vede tedy k neucinné

degradaci faktoru Vllla.

Kromé LM existuji 1 dal$i mutace faktoru V, jedna se mutace Cambridge a Hong Kong
(faktor V Cambridge, faktor V Hong Kong). Jejich mutace spo¢iva v obou piipadech
V ovlivnéni Stépného mista Arg306. Opét se jednad (jako u LM) o nahrazeni aminokyseliny,
u mutace Cambridge konkrétné zaménou aminokyseliny argininu za threonin (Thr)
Vv peptidovém fetézci v poloze Arg306 a v piipadé mutace Hong Kong jde o nahradu argininu
za glycin. Ve srovnani s LM tyto dvé mutace vykazuji o néco slabsi rezistenci viici APC, jejich
vyskyt je pomérné vzacny a sami o sobé nespadaji do rizikovych faktorti vzniku trombozy.

Avsak mohou toto riziko zvysit v kombinaci s dal$i vrozenou nebo ziskanou trombofilii.

Haplotyp HR2 je dal$i mutace spojena s faktorem V, jde o mutaci v nukleotidu 4070
zapri¢inujici nahradu aminokyseliny histidinu (His) za arginin. S touto mutaci je spojena

sniZzena hladina faktoru V a zaroven vykazuje i rezistenci na APC.
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Mezi dalsi elementy zptsobujici APC rezistenci patii i zmény v hladindch nékterych
koagulacnich faktort a inhibitorii. Zejména se jedna o snizenou hladinu TFPI, proteinu S nebo

faktoru V, dale naopak zvySenou hladinu protrombinu, faktoru VIII, IX ¢i X.

Ziskana APC rezistence je zaznamenana napi. pfi uzivani hormonalni antikoncepce,
nebo pii hormondlni substituc¢ni 1€¢bé, nddorovém onemocnéni dale béhem obdobi té¢hotenstvi,

¢i ptritomnosti antifosfolipidovych protilatek [14].
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4 LEIDENSKA MUTACE

Leidenska mutace (LM) nebo také faktor V Leiden mutace je dédi¢na porucha krevni
srazlivosti. Jedna se bodovou mutaci v genu pro faktor V, ktera zptisobuje sniZenou az nulovou
antikoagulacni odpovéd’ na aktivovany faktor C, coz vede k abnormalné zvysené tvorbé
trombinu a nasledné€ i1 krevnich srazenin. Tato mutace vytvari hyperkoagulacni (trombofilni)
stav a zesiluje tim tak riziko vzniku trombdzy. LM je fazena mezi vrozené trombofilie.
NejcastéjSim projevem trombofilie je VTE zahrnujici plicni embolii (PE) a hlubokou zilni
trombozu (DVT). LM byva také Castou pfiinou spontannich potrati a komplikaci béhem

téhotenstvi.

4.1 Charakteristika mutace

V piipadé LM se jedna o dédi¢nost autozomalné dominantni (AD). Autozomalni
dédi¢nost znaci, Ze mutace neni uloZena na pohlavnich chromozomech (gonozémech) a neni
tedy na pohlavi zéavisld. Tato mutace je umisténa na nepohlavnich chromozomech
(autozomech), tedy se dédi nezavisle na pohlavi. Pravdépodobnost zdédéni LM z rodice
postizeného mutaci na potomka ¢ini 50 % (viz pfiloha 1) a tedy bez rozdilu na pohlavi jedince
(viz obrazek 6), jestlize ale rodi¢ znak pro LM na potomka nepienese, potomci zdravého jedince
uz mutaci dale zdédit nemohou. V tomto typu dédicnosti se v drtivé vétsiné vyskytuje mutace
Vv heterozygotnim stavu, coz znamena, Ze jedinec ma mutantni pouze jednu alelu. Kdezto vyskyt
LM v homozygotni formé&, kde jsou zmutované ob¢ alely, je pomérné vzacny. Jestlize je jeden

zrodich  homozygot, tak je 100 %
pravdépodobnost, Ze potomci zdédi LM

“ é} Vv heterozygotni formé¢ (viz piiloha 2). Pokud
ol 30| 4 s |s 7|8 o wn jsou oba rodiCe heterozygotni, moznost

1 2 3

pro ptenos LM v homozygotni formé ¢ini 25 %,
dale je 50 % Sance, Ze potomci budou
Obrizek 6: Rodokmen pro autozomalné dominantni  heterozygotni a zaroven existuje 25 %
typ dédi¢nosti, dostupné z: Zdroj [6] ) ]
pravdépodobnost, Ze potomci mutaci nezdedi.
U LM se rozdil mezi heterozygotem a homozygotem lisi rizikem vzniku trombdzy.
U jedince s LM v heterozygotnim stavu je riziko rozvoje hluboké zilni trombozy 5 — 10x vyssi

oproti populaci bez postizeni LM. Homozygotni pacient mé toto riziko o néco vyssi
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nez heterozygot. Jeho riziko vzniku tromboézy je tedy az 80x vyssi nez u bézné populace

a zaroven je tak i vy$$i Sance rozvoje své prvni VTE v mlad$im véku [15].

4.2 Klinické projevy

Klinické projevy u jedinct s diagnostikovanou LM je znacéné ovlivnéna s dalSimi

vyskytujicimi genetickymi ¢i ziskanymi trombofiliemi a okolnimi rizikovymi faktory.

4.2.1 Venozni tromboembolicka nemoc

VTE je hlavnim klinickym projevem LM. Tromboembolie je stav, pii kterém vznika
krevni srazenina, ta se odtrhne od svého mista a putuje krevnim fec¢istém, kde se usadi v krevni

cévé a dojde k jejimu uzavieni.

Na zékladé¢ studii bylo prokdzano, Ze struktura fibrinu ma vyznamny vliv
na mechanickou a fibrinolytickou stabilitu trombu. Husté a vysoce stabilni srazeniny jsou
ptedpokladem pro vznik tromboézy, zatimco méné stabilni az nestabilni srazeniny jsou

spojovany s poruchami krevni srazlivosti [16].

Jeden z projevit VTE je hluboka Zzilni tromboza, coz je onemocnéni s tvorbou trombi
v hlubokych Zilach. Zilni systém miize byt postizen po celém téle, nejéastdji se vSak jedna
o vznik trombdzy dolnich koncetin, naopak malo Castd je tromboza hornich koncetin.
Do véaznych komplikaci DVT fadime plicni embolii a chronické Zilni onemocnéni tedy
posttromboticky syndrom. Plicni embolie nastava tehdy, jestlize dojde ke znepriichodnéni
plicni tepny nebo jeji vétve krevni srazeninou, vzacné pak mize byt ucpana vzduchovou
bublinou, plodovou vodou pii porodu nebo tukovymi c¢asticemi. Jedna se o zavazné
onemocnéni, které mize vést az k umrti pacienta. Typickymi ptiznaky PE jsou dusnost, bolest
na hrudniku a tachypnoe. V nékterych pfipadech se vyskytuje vykaslavani krve ¢i horecky [17].
Projevy Zilni trombdzy se mohou objevit v jakémkoliv véku, €asto uz v puberté ¢i do 30. véku
zivota jedince. V détském veku nebo u zdravych jedinct je trombdza velice vzacna. U mladych

Zen Casto souvisi s uzivanim hormonalni antikoncepce.

Mezi primarni projevy VTE patii otok, lokalni zména barvy klize, bolestivost v misté
otoku, u dolnich kondetin pocity tihy, unavy a svalova kie¢. Zilni otok je nahromadéni

tkdnového moku v mezibunééném vazivovém prostoru. Pfi¢inou kumulovani tkaiiového moku
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je nadmérna filtrace plazmy z krevnich kapiléar pfi zvySeném intrakapilarnim hydrostatickém

tlaku. Volna tekutina se pak hromadi v podkozi [18].

Dnes je VTE vnimana jako multifaktorialni onemocnéni, coz znamena, ze pficinou VTE
muze byt jeden nebo interakce vice dédicnych/ziskanych faktort. Tyto faktory spolecné narusi
hemostatickou rovnovahu mezi prokoagula¢nimi a antikoagulacnimi drahami. Mezi zdédéné
rizikové faktory patii APC rezistence, nedostatek proteinu C, proteinu S, antitrombinu a mutace
protrombinu 20210. Mezi ziskané rizikové faktory fadime napiiklad antifosfolipidovy
syndrom, autoimunni choroby, nadorové onemocnéni, uzivani oralni antikoncepce, téhotenstvi,

obezita a vék.

Jak uz bylo vyse zminéno, LM u heterozygotnich nosic¢t zvysuje riziko vzniku trombozy
5 - 7x, zatimco u homozygotnich nosi¢ii zvysuje riziko az 80x. Zavaznost a misto vzniku
trombdzy je u jedincl s LM individudlni. Nejvice vSak ptevlada hluboka Zilni trombdza dolnich
koncetin, méné¢ Casté jsou povrchové nebo mozkové zilni trombdzy. Jedinci s LM maji zvysené
riziko recidivy trombdzy. U homozygotl je toto riziko vyssi nez u heterozygoti. U mnohych

jedincti s LM nemusi za cely zivot dojit k vyvinuti trombozy [19].

4.2.2 Komplikace v téhotenstvi

Dalsim klinickym projevem spojeny s pfitomnosti LM je mozZny vyskyt komplikaci
béhem tehotenstvi. LM je také spojend se zvySenym rizikem vzniku VTE béhem t€hotenstvi.
Cetné studie potvrdily, ze LM miize byt pfi¢inou zvyseného rizika spontannich potratii a dalsich
komplikaci béhem t¢hotenstvi jako je hypertenze, odlouceni placenty, nitrodélozni ristova
retardace, preeklampsie ¢i HELLP syndrom. Pravdépodobnost Gispé$ného te€hotenstvi je vSak

vysoka, a to i u Zen S LM v homozygotnim stavu [20].

Béhem gravidity dochazi k mnoha zménam v hemostaze. Tyto koagulaéni zmény
nastavaji postupné uz od zacatku tehotenstvi. Do plivodniho stavu se hemostdza dostava az
okolo 8. tydnu po porodu. Tyto opatieni maji piedchazet nadmérné ztraté krve pii porodu.
V téhotenstvi nastava tedy vznik tzv. fyziologického hyperkoagula¢niho stavu, poranéni Zil
pfi porodu a dale dochazi ke zpomaleni toku dolnich koncetin. Priitok je snizeny az o 50 %, coz
muze byt doprovazeno vznikem otoku. V prabéhu 2. a 3. trimestru t¢hotenstvi dochazi
protrombinu v plazmé, je nastup druhotné APC rezistence. Dale nastava zvyseni koncentrace

fibrinogenu, koagulacnich faktori, mezi které patii faktor V, VII, VI, vWTf a hladina inhibitort
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fibrinolyzy (PAI-1, PAI-2 a TAFI), coz je zpusobeno na zakladé zvysené hladiny nekterych
steroidnich hormonii. Za fyziologické gravidity jsou tyto zmény soubézné vyvazovany dalSimi
mechanismy jako je hemodiluce ¢i zvySenim koncentrace inhibitort koagulace, mezi které
nalezi hlavné inhibitor tkanového faktoru, az-makroglobulin a dalsi inhibitory produkované
placentou. Tato rovnovaha ptestane platit pii porodu, a nasledné¢ v Sestinedéli v dusledku
chybgjici placenty, ktera fungovala jako zdroj nékterych inhibitorti koagulace, proto muze

v tomto obdobi vzniknout zvysSené riziko vzniku VTE [21].

V prubéhu gravidity a zvlasté béhem poporodniho obdobi se riziko vzniku VTE zvysuje
5 - 6X. U té€hotnych zen s LM V heterozygotnim stavu je riziko projevu VTE 5 - 10x vyssi.

U homozygotnich Zen se jedna o riziko vzniku trombozy 50 - 100x vyssi [20, 21].

Za fyziologického tchotenstvi systolicky 1 diastolicky krevni tlak postupné klesa
ptiblizn¢ do poloviny téhotenstvi, poté krevni tlak zac¢ind opét stoupat a pfed porodem nabyva
hodnot zhruba totoznych jako pted otéhotnénim. Jestlize se béhem gravidity vyskytuje
hypertenze, krevni tlak dosahuje hodnot i vyssich nez 160/110 mmHg [22]. Pfi diagnostice
hypertenze je tieba odlisit, jestli se jednd o preexistujici hypertenzi ¢i gestacni. Gestacni
hypertenze vznika po 20. tydnu téhotenstvi a trva nejdéle do 12. tydnu po porodu.
U preexistujici hypertenze hovotfime tedy 0 onemocnéni vyskytujici se jesté pred téhotenstvim,
jedna se o typ méné zavazny. Tento druh hypertenze lze rozd€lit na arteridlni a sekundérni.

Arteridlni hypertenze se ¢asto vyskytuje u obéznich zen, ale 1 u diabeticek.

Preeklampsii chapeme jako zavazné onemocnéni ohrozujici jednak matku ale i plod.
Pti¢inou je fada mechanismti vedouci k defektu funkce cévniho endotelu u t€hotné pacientky.
Toto onemocnéni je pfitomno jiz od pocatku té¢hotenstvi a vymizi s ukoncenim téhotenstvi.
Typickym piiznakem je hypertenze doprovazena proteinurii, dal§im pfiznakem mohou byt
edémy vyskytujici se nejcastéji v dolnich koncetinach. Postupné vede k poskozeni ledvin,
placenty, jater, mozku a jinych organu, jedna se tedy o mnohocetné orgdnové onemocnéni.
Preeklampsie miize ptedchazet eklampsii, coZ je stav charakteristicky pfitomnosti zachvati,
jehoz pivodem je porucha funkce mozku, ke které pfispiva predev§im edém mozku.
Eklampsii znaci bolesti hlavy, nauzea, porucha zraku, poruchy védomi, dale tonicko-klonické
kieCe a nasleduje koma. Jestlize dojde k rozvoji zachvatu, hrozi nebezpe¢i predCasného
odlouceni placenty a odumieni plodu, jedna se o stav vysoce ohrozujici zivot matky a je tedy

nezbytné ukoncit t€hotenstvi [23].
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Dalsi nebezpecnou komplikaci béhem gravidity je HELLP syndrom (H — haemolysis,
EL — elevated liver enzymes, LP — low platelets). Pro HELLP syndrom je charakteristicka
hemolyza, snizena hladina krevnich desticek, dale zvySena hladina nékterych jaternich enzymi
jako je laktatdehydrogenazy (LD), alkalické fosfatazy (ALP), ¢i aspartataminotrasferazy
(AST). Dusledek zvysené hladiny LD pfispiva pravé zminéna hemolyza. ZvySena hladina ALP
a AST souvisi s poskozenim jater. V souvislosti s HELLP syndromem hrozi riziko spontanniho
prasknuti jaterniho hematomu, jedna se Zivot ohrozujici, ale vzacné se vyskytujici, komplikaci.
Dalsi vice ¢astou komplikaci je abrupce placenty ¢i diseminovana intravaskularni koagulace
(DIC). DIC je stav vedouci k poruse hemostdzy, dochdzi k aktivaci endotelu cév, kdy se
ve velkém mnozstvi zacne uvoliovat tkanovy faktor. Na zékladé uvoliiovani TF se spousti
koagula¢ni kaskada, jelikoz neni dostate¢né regulovana jako za fyziologického stavu, vznika
nadmérné mnozstvi srazenin rizn¢ v kapilarach po celém téle, coz miize vést k nedostatecnému
zasobeni uréitych tkani ¢i organt a dale k selhani organd. Nasledné dochazi ke zvySenému
krvaceni v disledku vy€erpani trombocytt a koagula¢nich faktori. HELLP syndrom se miize

vyskytovat u zen s preeklampsii, byl nalezen u 10 — 20 % pacientek s tézkou preeklampsii [24].

4.2.3 Leidenska mutace a Budd-Chiariho syndrom

Budd-Chiariho syndrom (BCS) je pomérné vzacné onemocnéni. Jde o jaterni zilni
obstrukei, tim rozumime poruchu pratoku jaternich zil a to na Grovni malych jaternich zil,
velkych jaternich Zil a dolni duté Zily, dale se miize vyskytovat kombinace obstrukce velkych
jaternich il a dolni duté zily. Pii obstrukci dochéazi ke zvySeni sinusového tlaku, ten zplisobuje

pretlak v portalni Zile, snizeni pritoku krve jatry a tim naruseni funkce hepatocytt, které mize

wrwe

Podle priciny mize byt toto onemocnéni primarni nebo sekundarni. Primarni BCS
rozumime jako defekt prutoku krve v dasledku uzavieni jaterni zily krevni srazeninou.
Sekundarni BCS byva tehdy, jestlize je jaterni zila zablokovana tumorem, ¢i Utlakem nadoru
z vnéjsiho okoli. Z hlediska zavaznosti projevil a rychlosti Sifeni onemocnéni 1ze BCS rozlisit
na typy superakutni neboli fulminantni, akutni, subakutni a chronicky. Mezi projevy BCS patfi
rostouci bolest v nadbfisku, zvétSeni jater a nepfiméiend kumulace tekutin v dutiné biis$ni
tzv. ascites. U fulminantni a akutni formy byvé cCasto pfitomen ikterus a neuropsychické

poruchy. Zatimco u chronické formy prevlada splenomegalie, jicnové a zalude¢ni varixy [25].

Rizikové faktory pro rozvoj BCS zahrnuji uzivani perordlni antikoncepce,
myeloproliferativni onemocnéni, chronickd zanétlivd onemocnéni, téhotenstvi, nasledné
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Sestined¢li a nevhodné zivotosprava. Jak uz bylo vySe zminéno, primarni BCS je zplisoben
obstrukcei jaterni zily trombem, proto mezi vrozené faktory zvySujici riziko vzniku BCS patii
zdédéna trombofilie charakteristickd poruchou odpovédi na aktivovany protein C tedy
Leidenska mutace. Mezi dalsi vrozené rizikové faktory patii antifosfolipidovy syndrom ¢i

nedostatek antitrombinu a proteinti C a S [26].

Hlavnim cilem [é&by BCS je zlepSeni
prokrveni jater a zachovani funkei jaternich bunék.
Nejprve je tieba zjistit pfi¢inu jaterni obstrukce,
jedna-li se o trombozu jater, m¢la by byt zahdjena
antikoagulacni terapie. Pti ucpani zily ¢i zhorSeni
priutoku zily je tifeba obnovit jeji prichodnost.
Provadi se angioplastika (viz obrazek 7), ktera
umoznuje odstranit piekazku, jednd se o zavedeni
katetru do poskozené vény a implantace tzv. stentu,
ktery slouZzi jako jeji vyztuz. V ptipad¢ selhani jater
nebo pokro€ilé cirhdzy jater je nejvhodnéjSim
feSenim transplantace jater. U pacientli, u kterych

nelze provést angioplastiku, je nutno provést metodu,

ktera spociva ve vytvofeni spojky mezi jaterni Zilou | o 9t
a portalni il tento vVkon se nazvva transi larni Obrazek 7: Jaterni venografie zeny s BCS

po ou, tento vykon se v Sugu po angioplastice, dostupné z: Zdroj [7]
intrahepatalni portosystémova spojka, zkratkovité

TIPS [25, 26].
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5 DIAGNOSTIKA

Rezistence vici aktivovanému proteinu C, zptisobujici vznik hyperkoagula¢niho stavu,
je charakteristicka pro LM. APC rezistence je v dne$ni dobé povazovana za jednu
z nejcastgjich zdédénych genetickych poruch zvySujici riziko vzniku Zzilni trombodzy.
Diagnostika LM spociva jednak v testovani rezistence na APC nebo za pomoci molekularné

diagnostického vysetieni [27].

5.1 Testovani rezistence na aktivovany protein C

Obecné je aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPPT) testem, ktery se pouziva
ke zjisténi spravného chodu krevniho srazeni, resp. slouzi k vySetfeni vnitini koagulaéni
kaskady a spole¢né c¢asti kaskady (faktory XII, XI, IX, VIII, prekalikrein, HMWK a dale
i faktory V, X, fibrinogen). Pii provedeni toho testu se do zkumavky s vySetfovanou
dekalcifikovanou plazmou pfida parcialni tromboplastin a aktivator. Parcidlni tromboplastin je
smés fosfolipidii, kterd ma za Ukol napodobit povrch trombocytl. Aktivator je latka
s negativnim nabojem zajist'ujici navozeni vnitini koagulacni kaskady. Touto latku miize byt
napf. kaolin, oxid kfemicity ¢i kyselina ellagova. V okamziku pfidani Ca®" iontd se spusti
srazeni krve a zaznamenava se Cas do vytvofeni fibrinového vlakna, fyziologicky se hodnoty
toho Casu pohybuji v rozmezi 25 — 45s. V ptipadé prodlouzeni €asti byva pfi¢inou nedostatek
nekterého koagulacniho faktoru napt. faktoru XII, XI, IX, VIII, prekalikreinu, HMWK,
v kombinaci s prodlouzenim protrombinového ¢asu (PT) muze se jednat o deficit faktoru X,
V ¢i fibrinogenu. Vysledkem je pomér koagulaéniho casu testované plazmy vzhledem

koagula¢niho ¢asu standardni plazmy [28].

Testovani APC rezistence proSlo uréitym vyvojem za ucelem zvySeni specifi¢nosti
a citlivosti vysledkii. Pivodni test APC rezistence vyuziva poméru mezi dvéma koagula¢nimi
Casy, a to aktivovaného parcidlniho tromboplastinového casu s ptidavkem APC a aPPT
bez piidavku APC. Jestlize je vysledek tohoto pomeéru vysSi nez hodnota 2, jednd se
o fyziologicky stav. Hodnota poméru nizsi nez 2 je typicka pro APC rezistenci tedy LM. Tento
test na APC rezistenci mize byt ovlivnén riznymi vlivy. Jednim z téchto negativné€ pisobicich
¢initelll na vysledek testu miize mit zvySena ¢i snizend hladina jakéhokoliv koagulacniho
faktoru. Nizka hodnota poméru a tedy falesné pozitivni APC rezistence nastdva u uzivani
kontraceptiv, hormonalni substitucni terapii nebo v obdobi t€hotenstvi, kdy je hladina proteinu
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C snizena a faktoru VIII naopak zvySena. Naopak falesn¢ zvysené hodnoty zplisobuje napf.
antikoagula¢ni terapie, snizena hladina vitaminu K, ¢i pfitomnost LA (lupus antikoagulans).
Pravé z téchto diivodii bylo nutno zlepsit test APC rezistence za ticelem eliminovat nepiiznivé

vlivy rusici vysledek.

Upraveni pivodniho testu spociva jednak ve ziedéni vysetfované plazmy plazmou
s nedostatkem faktoru V a jednak v piidavku heparinu, ktery ma neutraliza¢ni Gi¢inek. Redénim
plazmou s deficitem faktoru V se rusi omezeni piedchoziho testu a to tim, Ze dojde k eliminaci
pusobeni nedostatku ¢i nadbytku nékterého z koagulaénich faktora, vlivu Warfarinu
pfi antikoagulacni 1é€bé, kontraceptiv ¢i snizené hladiny proteinu C. Zatimco pfitomnost LA
stale rusi vysledky testli a vykazuje falesné pozitivni hodnoty. Pfitomnost pfimych inhibitort
trombinu naopak vykazuji faleSné zvysené vysledky, proto je na zdkladé téchto nezadoucich
vlivi doporuceno uvést vysledek v tzv. normalizovaném poméru, ktery se ziska tak, ze je
vysledek testu APC rezistence vydélen normalni smésnou plazmou. OvSem nékteré studie

nepotvrzuji zlepSeni tohoto testu za pouziti normalizovaného poméru.

Dalsim typem testu APC rezistence je opé&t zalozeny na méteni dvou koagulaénich ¢asti
a to spiidavkem aktivovaného proteinu C a bez APC. Test je ozvlastnén specifickym
aktivatorem, kterym je enzym izolovany z jedu zmije fetizkové (Daboia russelli; viz pfiloha 3),
tento jed obsahuje laky schopné aktivovat faktor V. Po pfidavku na aktivovaném faktoru Va
zavislém aktivatoru protrombinu, ktery je vyrobeny z hadiho jedu pakobry paskované (Notechis
scutatus; viz priloha 4), spusti koagulaéni kaskada. Test uz neni ovlivnén abnormality

koagula¢nich faktort ani piitomnosti LA ¢i heparinu [27, 28].

5.2 Molekularné genetické stanoveni

K odhaleni LM Ize pouzit fadu metod molekularni genetiky, v nasledujicich kapitolach
jsou uvedeny nekteré z nich.
5.2.1 Polymerazova retézcova reakce

Rada molekularné genetickych metod za t¢elem detekce bodové mutace ve faktoru
V jsou zalozeny na polymerazové fetézcové reakci (PCR). PCR je metoda, kterd vyuZiva
schopnost zmnoZeni neboli amplifikace urcitého useku DNA pomoci enzymu. K reakci je

potieba tzv. primert, coz jsou kratké jednovlaknové tseky DNA, kterymi se oznac¢i dany usek
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DNA. K odhaleni LM se konkrétné znaci tisek exonu 10 v genu pro faktor V. Metoda se sklada
ze tii krokt, které se opakuji cyklicky (viz obrazek 8). Prvnim krokem reakce je tepelnd
denaturace, probihajici pii teploté 95 °C. Za této teploty dochazi k rozvolnéni dvoutetézcové
DNA na dv¢ jednoducha vlakna. Po poklesu teploty na 50 — 60 °C nastava hybridizace tedy
druhy krok reakce, pii které primery nasedaji na komplementarni 3 'konce dané DNA. Tyto
hybridizované primery jsou zékladem pro vznik nového komplementarniho vldkna DNA.
Syntéza novych vldken je umoZznéna za ptfitomnosti DNA polymerazy. Zde se pouziva
polymeraza Taq, coz je enzym izolovany z bakterie (Thermus aquaticus) rezistentni vuci
vysokym teplotdm. Taq polymeraza slouzici jako katalyzator této reakce pfepisuje informaci
z templatu od 5 konce ke 3 konci a to pouze v misté oznacené primery. Poté se cyklus opakuje
obvykle 30x s opét pocinajici denaturaci. Pfistroj, ktery PCR vyuziva je termocyklomer.
Pii PCR se chtény usek amplifikuje fadové 10° - 108, Nasledné probiha separace produktu PCR

za pomoci elektroforézy [29].

Target
sequence

Cycle 1 /-

Denaturation @ 5

E EEERELL
ST i

Obrizek 8: Schéma principu polymerazové fetézcové reakce,
dostupné z: Zdroj [8]

5.2.2 Polymerazova iretézcova reakce v realném case
Polymerazova fetézcova reakce v realném case (real-time PCR) je metoda odvozena
od PCR, ktera dokaze stanovit tvorbu PCR produktu (amplikonu) v pribéhu reakce. Metoda

vyuziva k detekci zmnozeného DNA zmén fluorescence. V reakci jsou pouzity fluorescenénimi

molekulami (fluorofory) znacené sondy a primery. Fluorofory jsou schopny emitovat svétlo
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dané vlnové délky. K monitorovani produktii PCR Ize aplikovat rtizné technologie, jednou
z nich je vyuziti ptenosu energie fluorescenénich rezonanci (FRET - Fluorescence Resonance
Energy Transfer), kde je pouzita dvojice fluorescenéné zna¢enych sond, z nichz jedna sonda,
ktera je na 3° konci je oznacovana jako donor a druha sonda na 5° konci jako akceptor. Jde tedy
o interakci donoru a akceptoru zavislé na vzdalenosti, kdy akceptor pfijima emitovanou energii
od donoru a dojde tim tak k jeho excitaci a nasledné¢ uvolnéni emitovaného svétla, které je

zachyceno detektorem na zaklad¢ zmény intenzity fluorescence [30, 31].

5.2.3 Amplifika¢ni refrak¢éni mutacéni systém

K odhaleni mutace v genu pro faktor V se pouziva riznych metod zalozené na PCR.
Jednou z téchto metod je ARMS (amplifika¢ni refrakéni mutacni systém). Tato metoda je
vhodna k detekci bodové mutace ¢i malych inzerci nebo deleci. Test probihd ve dvou
oddélenych PCR reakcich za pomoci specifickych primert. Jedna reakce je specificka pro usek
Smutaci a druhd pro normalni DNA. Amplifikovany tsek lze analyzovat elektroforézou

na polyakrylamidovém nebo na agar6zovém gelu (vysledek ARMS testu viz ptiloha 5).

5.2.4 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti

Dalsi metoda je RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti), ta je zaloZena
na enzymatickém §tépeni urcitého usekit DNA po ptedchozi amplifikaci pomoci metody PCR.

Restrikéni enzymy pouzivajici se v RLFP se nazyvaji

1

2 3

restrikéni  endonukleazy. RLFP je vysoce citliva
a spolehlivd metoda schopna detekovat urcitou mutaci.
Nejprve se tedy prostiednictvim metody PCR provede
zmnozeni zkoumaného (primery oznaceného) tiseku DNA.
Amplifikovany fragment je dale Stépen pftisluSnou
restrikéni endonukledzou a to pravé v misté, kde je

206 bp
159 bp
B 123 bp

lokalizovana mutace. Produkty Stépeni jsou vizualizovany

po separaci gelovou elektroforézou na polyakrylamidovém

S—
Rl
—
e
s
el

(nebo agar6zovém) gelu pod UV svétlem po obarveni

ethidiumbromidem. Vysledek 1ze pozorovat na obrazku 9, Obrazek 9: Detekce mutace v genu
pro faktor V pomoci PCR a RFLP

tomuto pacientovi byl diagnostikovan heterozygotni analyzy, dostupné z: Zdroj [9]

genotyp LM [30, 32].
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5.2.5 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je metoda, ktera vyuziva
rozdilné body tani fragmenti dvouvldknové DNA. K produktim PCR jsou ptidavany
tzv. GC-svorky, coz je 30 — 60 nukleotidi bohaté na GC (guanin — cytosin) pary. GC-svorky se
pouzivaji, protoze jsou odolné vici denaturaci a udrzuji komplementarni Casti fragmenta
pospolu. Pro vlastni elektroforézu je pouzivan gel s obsahem smési formamidu a mocoviny,
tato smes zajistuje denaturacni gradient. Jedna se o citlivou techniku vhodnou k odhaleni

mutace a tedy i pro detekci LM.

5.2.6 Polymorfismus konformace jednoduchych retézci

SSCP (polymorfismus konformace jednoduchych fetézct) je rychla a jednoducha
metoda. Nejprve se amplifikovany usek DNA denaturuje na jednoducha vlakna a poté se vzorek
analyzuje prostfednictvim gelové elektroforézy, kde se pohybuji zévisle na své konformaci.

Zde lze odhalit i malé konformacni zmény napi. zaménu paru bazi [33].

5.2.7 Pyrosekvenovani

Obecné sekvenovani DNA lze charakterizovat jako metodu poskytujici informaci
o pofadi nukleovych bazi ve zkoumaném useku DNA. Sekvenovani DNA se vyuziva
k identifikaci genetickych mutaci. Mezi metody sekvenovani fadime Sangerovu metodu
a Maxam-Gilbertovu metodu. Z téchto dvou metod je Sangerova daleko vice pouZzivana.
Princip Sangerovy metody je opét staveén na zdkladé PCR, kdy dochazi k mnozeni zkoumaného
useku, ale je pouzit pouze jeden primer, dalS$imi slozkami je DNA polymeraza a nukleotidy.
Nasleduje krok zaclenéni dideoxynukleotidu (ddNTP) do syntetizovaného fetézce DNA. Jeho
nahodnym zaclenénim se zastavi syntéza a dochazi ke vzniku rizné dlouhych fragmentti DNA.
Plvodné je tento test provadén ve Ctyfech zkumavkach, z nichz kazda obsahuje dany ddNTP
(ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Modifikace metody spociva v pouZiti fluorescencnich
barviv na kazdém ddNTP, lze tedy test provést v jedné zkumavce a vzniklé fragmenty DNA

rozdélit dle velikosti prostfednictvim kapilarni elektroforézy.

Pyrosekvenovani je metoda odvozena od Sangerovy metody, je znacné€ zjednoduSena
a vhodna k detekci LM. Ve spolupraci s DNA polymerazou se ptidany dNTP zacleni
do prostfednictvim PCR vzniklé jednotetézcové DNA. V zavislosti na tomto kroku se uvolni
pyrofosfat (PPi). PPi je dale pfeveden za katalyzy ATP sulfurylazy na ATP. ATP pak pomaha

pfemeéné luciferinu na oxyluciferin za plisobeni enzymu luceferinazy, pii této pieméné je

39



uvolnéno svételné zateni, které je zaznamenano jako pik v pyrogramu (viz ptiloha 6). S kazdym
dal§im zaclenénym dNTP je detekovan svételny signdl, ¢imz ziskdme informaci o nukleotidové

sekvenci. V této metodé tedy neni potieba vyuziti elektroforézy [30, 34].
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6 LECBA A PRISTUPY

Pted kapitolou, kterd se zabyva 1écbou a hlavné tedy pfistupy ke zmirnéni dopadii
Vv zivote pacienta s diagnostikovanou LM, je tieba si blize predstavit rizikové faktory zvySujici

nebezpecni rozvoje tromboembolismu.

6.1 Rizikové faktory
6.1.1 Hormonalni antikoncepce

Hormonalni antikoncepce je dnes$ni dobé Siroce vyuzivana a vysoce spolehliva metoda
zabranujici poceti. Dle slozeni lze antikoncepci rozlisit na gestagenni antikoncepci
a kombinovanou hormonalni antikoncepci (COC), kterd je kombinaci estrogenti a gestagent.
Principem jejich G¢inku Vv organismu zeny je vyuziti negativni zpétné vazby K ovlivnéni
hypotalamo-hypofyzarniho centra a nasledné tak zamezeni sekrece FSH (folikuly stimulujici
hormon) a LH (luteinizacni hormon) a tim nedojde k dé&ji, pfi kterém se uvolni zralé vajicko
z vajecniku, tedy ovulaci. Mechanismus COC zahrnuje krom¢ zablokovani ovulace i dalsi
opatfeni. V duasledku pusobeni latky obsazené v pilulce, progestinu (gestagenu) je omezena
vyZziva délozni sliznice a tim naruSena nidace vajicka, dale z ditvodu zahusténi hlenu, ktery je
produkovan déloZznim c¢ipkem, nemiize dojit k priiniku spermii pii pohlavnim styku

k vejcovodim [35].

Bylo prokéazano, Ze uzivani hormonalni antikoncepce je spojeno se zvySenym rizikem
vzniku trombdzy. S porovnanim s Zenami, které antikoncepci neuZzivaji je toto riziko 2 — 6x
vy$$i. Hormonalni antikoncepce prosla ur€itym vyvojem lisici se davkovanim, sloZenim
a zpusobem podavanim. Davka ethinylestradiolu (EE), coZz je estrogen obsazeny
v kontraceptivech, se zpocatku pohybovala na 100 — 150 pg, poté byla sniZzena na 50 pg
a nasledné na 20 — 35 pg EE. Toto snizeni davky EE mélo za nasledek snizZeni rizika vzniku
VTE, které bylo na pocatku ptfi 150 pg EE pomémé vysoké. DalS§imi Upravy spocivaly
s pouzitym druhem gestagenu. Nejprve byly pouzity tzv. progestiny 1. generace (norethisteron
a lynestrenol), poté byly vyvinuty progestiny II. generace (levonorgestrel) a dale III. generace
(gestoden, desogestrel, norgestimat), z cehoz bylo zjisténo, ze COC s gestageny III. generace

vykazuji vyssi riziko rozvoje VTE nez gestageny Il. generace [36].
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Jak uz je znamo hormonalni antikoncepce zptisobuje v organismu zeny rozsahlé ucinky,
at jde o negativni i pozitivni. Jednim ztéchto negativnich ucinkd jsou zmény
Vv hemokoagula¢nim systétmu a to jednak Vv prokoagula¢nich, antikoagulac¢nich
i fibrinolytickych drahach. Dochazi ke zvySeni hladiny fibrinogenu, protrombinu, dale faktoru
VII, VIII a X. Naopak je snizena hladina proteinu S a antitrombinu. Mirn¢ snizena je i hladina
faktoru V. Zaroven nastdva zvyseni aktivity proteinu C, ktera je ale kompenzovana zvySenim
hladin hlavnich inhibitord proteinu C, coz je inhibitor proteinu C, az-antitrypsin
a az-makroglobulin. Zmény ve fibrinolytickém systému souvisejici s uzivanim kontraceptiv,
jsou zalozeny na vzestupu hladiny plazminogenu, tPA a TAFI, naopak snizené hladiné PAI-1,
coz vede celkoveé ke zvySeni aktivity fibrinolyzy. Nasledkem téchto zmén je stav smétujici

ke zvySenému riziku tromboembolismu.

Trombofilni stavy ziskané ¢i vrozené v kombinaci s uzivanim hormonalni antikoncepce
znaéné zVvysuji riziko rozvoje trombdzy. Jednim z vrozenych trombofilnich stavi je pravé LM.
Nebezpecéni vzniku tromboembolismu u uzivatelky antikoncepce s LM v heterozygotnim stavu
je az 35X vyssi. Zatimco u uzivatelek s LM v homozygotnim stavu je toto riziko vice nez 100X
vys$si. Dle pozorovanych udaji bylo zjisténo, Ze Zeny s vrozenymi trombofiliemi (jako je LM)
maji mnohem vyss§i riziko vzniku trombdzy béhem prvniho roku uzivani antikoncepce.
Nicméng, k propuknuti trombdzy mize dojit i po nékolika letech uzivani kontraceptiv, coz

wrwe

koufeni, obezita, vék apod.

Na zéklade¢ testu tzv. trombin generac¢niho testu (TGT), jehoZ tkolem je sledovat tvorbu
trombinu v Case, bylo prokazano, ze v disledku hemokoagula¢nich zmén, které zpisobuje
antikoncepce, se jejim uzivanim vytvaii tzv. ziskana rezistence na aktivovany protein C. Tento
poznatek zdtivodiuje zvysené riziko trombdzy u Zen, které uzivaji antikoncepci a zaroven jsou
nositelky LM [37].

6.1.2 Hormonalni substitu¢ni terapie

Hormonalni substitu¢ni terapie (HRT) je zplsob 1écby za Gcelem doplnéni nedostatku
estrogenu, které souvisi S klimakterickym obdobim V pritbé¢hu Zivota Zeny. V tomto obdobi
dochazi k mnohym zménam v Zenském téle, jedna se o zmény endokrinni, metabolické ¢i
psychické, které vyplyvaji ze ztraty funkce vajeénikil. Ukolem HRT neni jen nahrazeni deficitu
estrogenu, ale i eliminace negativnich dusledk klimakteria a prevence osteoporotickych
zlomenin. Z divodu poklesu ovarialni funkce dochazi ke ztrat€ menstruace, nasledné k poklesu
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estrogenu a progesteronu, tento jev je nazyvan menopauza. Menopauza muze byt pfirozena,
pfedcasna nebo indukovana. PfedCasnd menopauza ma souvislost genetickymi vlivy, ¢i
autonomnim onemocnéni. V piipad¢ chirurgického odstranéni ovarii nebo podstoupeni
chemoterapie se jedna o indukovanou menopauzu. Davky estrogenu v HRT s porovnanim
sdavkami pii uzivani hormondlni antikoncepce mnohem mensi. Riziko vzniku
tromboembolismu pii HRT je 1,3 — 3x vys$i. V kombinaci s LM se toto riziko zvétsuje, je tedy
13 — 15x vyssi [38].

6.1.3 DalSi trombofilni stavy

U osob sLM se nebezpeéi rozvoje trombozy dale zvySuje v kombinaci s dalSimi
trombofilnimi vadami. Jedna se o nedostatek hladin proteinu C, proteinu S ¢i antitrombinu.
Naopak zvySené plazmatické koncentrace koagulacnich faktori napt. fibrinogenu, faktoru VIII,

IX nebo protrombinu.

Zvysenou plazmatickou hladinu protrombinu zptsobuje mutace genu pro protrombin
v nukleotidové pozici 20210, kde dochdzi k zaméné€ guaninu za adenin. Tato mutace stejn¢ jako

LM byla objevena ve mésté Leiden. Riziko vzniku trombdzy samotné protrombinové mutace

je vy 3 — 4x [39].

6.1.4 Systém ABO

Dle studii bylo zjisténo, ze krevni skupiny systému ABO maji vliv na riziko vzniku
trombozy. Krevni skupiny A, B a AB jsou spojeny s vys$im rizikem vzniku VTE, zatimco
krevni skupiny O s niz§im rizikem. Osoby s krevni skupinou 0 maji ve srovnani s krevnimi
skupinami A, B a AB nizsi hladinu faktoru VIII a vW{, coz souvisi s niz§im rizikem VTE.
Hladina vWT je u krevni skupiny 0 az o 25 % mensi nez u ostatnich krevnich skupiny. Krevni
skupiny jiné nez 0 maji riziko rozvoje trombdzy 2,2x vyssi, v kombinaci téchto krevnich skupin

a LM je riziko az 7x vyssi.
6.1.5 Ostatni rizikové faktory

Rizikovym faktorem souvisejici s pfitomnosti LM je vek. S pfibyvajicim vékem se
zvysuje riziko vzniku tromboembolismu. Toto riziko déle stoupa jednak u kufdki a jednak

u osob s BMI (body mass index) vyssim nez 30 kg/m?[40, 41]
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Dalsimi rizikovymi faktory je te€hotenstvi a nasledné Sestinedé€li (viz kapitola 4.2.2
Komplikace v t€hotenstvi) nebo dale chirurgicky zakrok, imobilizace, trauma, dlouhé cestovani

letadlem ¢i vyskyt nadorového onemocnéni [39, 40, 41].

6.2 Lécba a pristupy

Pro LM neexistuje 1écba, protoze se jednd o geneticky vrozenou vadu. Jelikoz LM
predstavuje urcité riziko pro rozvoj trombozy, je tieba predchazet dalsi rizikové faktory, které

riziko trombdzy v interakci S LM mnohonasobné zvysuji.

Jak vz bylo vyse fe¢eno, vyznamnym rizikovym faktor je hormonalni antikoncepce,
vyhradné kombinovana hormonalni antikoncepce obsahujici estrogen. Pro pacienty s LM neni
doporu¢eno uzivani hormondlni antikoncepce, pokud se ovSem pacienta rozhodne
pro antikoncepci, je nutno se vyhnout antikoncepci s vysokym obsahem estrogenu a gestagenu
I11. generace. Takovym preparatem by pak mohla byt gestagenni hormonalni antikoncepce.
Tato antikoncepce mtize byt vhodna pro pacientky se zvySenym rizikem hluboké zilni trombdzy
atedy i pro nositelky LM. Zakladem jsou progestiny (gestageny) nikoliv estrogeny. Gestagenni
antikoncepce na rozdil od COC neni spojena se zvySenym rizikem trombozy. Nevyhodou vSak
byva nepravidelnost menstruacniho cyklu. Dal§i moznosti kontraceptiv je pouziti
nitrodélozniho téliska s progestininem. Jedna se o télisko ve tvaru pismena T, které se zavede

do délohy a jeho doba trvani G¢inku byva od 3 do 5 let (dle typu) [42].

Béhem téhotenstvi a nasledného obdobi Sestined¢li u pacientek s LM vyrazné stoupa
nejen riziko trombozy, ale i dalsi komplikace béhem gravidity (viz kapitola 4.2.2 Komplikace
Vv te¢hotenstvi). Z téchto diivodl je doporuceno u nositelek LM v dobé¢ téhotenstvi a Sestined€li
uzivat nizkomolekularni heparin (LMWH — low molecular heparin). U¢inek LMWH spogiva
ve vazbé na antitrombin a nasledna inhibice trombinu. U pacientek s rekurentnimi spontannimi
potraty je podavana kyselina acetylsalicylova a déle od 8. tydne téhotenstvi jsou podavany
i LMWH. U Zen strombofilii (LM) a anamnézou komplikaci v té¢hotenstvi jako je
preeklampsie, odtrZzeni placenty, HELLP syndromu ¢i nitrodéloZzni ristové retardace je

podavana kyselina acetylsalicylova do pocatku gravidity a LMWH pak individualné [43].

Jestlize pacient prodélal hlubokou zilni trombdzu, je nutnd hospitalizace a nasledné

zahajeni antitrombotické terapie. LéCba spoc¢iva v podavani LMWH, dale se podava po 1 — 2
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dnech zaroven 1 Warfarin. Poté se dle hodnoty INR, kterd vyjadiuje krevni srazlivost, upravuji

davky Warfarinu az do dosazeni fyziologickych hodnot INR [44].

V neposledni fad¢ je pro osoby s LM k minimalizaci rizik vhodné dodrZovat obecnych
doporuceni prevence vzniku trombdzy a kardiovaskularnich onemocnéni, jako je dostatecny
pohyb, nekufactvi, udrzovat télesnou hmotnost umérné k vysce a véku, nepozivat nadmérné
mnozstvi alkoholu, pouzivani kompresnich puncoch v ptipadé zilni nedostatecnosti dolnich

koncetin [45].
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7 STATISTICKE HLEDISKO

Zajimavé je, ze Leidenskd mutace (LM) se vyskytuje mezi b€lochy vyhradné
u kavkazské populace. Vzacna je pak mezi obyvateli Afriky, jihovychodni Asie, Ciny,
Japonska, Gronska, dale u ptivodnich obyvatel Ameriky a Australie. Z divodu tohoto
specifického vyskytu se predpoklada, ze kofeny LM sahaji az do vzdalené minulosti.
Odhadované stafi mutace je vice nez 21 000 let, kdy dochazelo k odd¢lovani lidskych ras.
Vzhledem k tomu, ze osoby s LM maji stejny haplotyp, lze usoudit, ze kdysi existoval spolecny

kavkazsky piedek, jehoZ praptivodni kmen se usadil v Evropé.

Pramémé se LM vyskytuje v rozmezi cca 3 - 7 % u bézné bilé evropské populace.

V tabulce 1 je uvedena prevalence LM, a to jednak pacienti, u kterych doslo k VTE a zdravé

vey

zijicich pacienti v n€kterych evropskych a neevropskych statech [46].

Tabulka 1: Prevalence LM, upraveno podle: Zdroj [10]

Prevalence LM

Staty Pacienti s VTE (%) | Zdravé Zijici populace (%)
UK 1,74 -5,6
Svédsko 41,5 - 50 75-11,4
Polsko 5
Nizozemi 21 2
Némecko 30 71-12
Belgie 22 3,3
Slovensko 29,5 - 37 4
Rakousko 26
Mad’arsko 44 6,9
Srbsko 29,9 5,8
gpanélsko 9,2-26,3 16-5,8
Francie 9-18 35-5
Italie 9-42,8 2-13,1
Slovinsko 12,9 6,3
Chorvatsko 21-28,2 24-4
Recko 16,2 - 31,9 25-7
USA 8,6 32-6

Na zakladé ziskanych informaci je v nasledujicim grafu &. 1 uveden vyskyt LM v Ceské

Republice v roce 2016, ktery ¢ini 8 %. Graf ¢. 2 zaznamenava pomér genotypového zastoupeni

mutace [47].
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Graf 1: Vyskyt Leidenské mutace u obou pohlavi v CR, Praha (2016), upraveno podle: Zdroj [11]

Vyskyt Leidenské mutace v CR v roce 2016

8%

B pozitivni osoby  Enegativni osoby

Graf 2: Pomér Homozygoti/Heterozygoti obou pohlavi LM, CR, Praha (2016), upraveno podle: Zdroj [11]

Pomér Homozygoti/Heterozygoti LM
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0 I
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8 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo charakterizovat Leidenskou mutaci (LM) a na zakladé
dostupnych informaci utvofit uceleny ptehled, jednak z biochemického, Ilékafského
a genetického hlediska. Uvodni kapitola je vénovana historii objeveni LM, poté je rozebran
geneticky podtext mutace. V dalsi kapitole je popsan cely hemostaticky systém pro pochopeni
role koagulacniho faktoru V, ktery hraje vyznamnou roli v rozvinuti onemocnénia dale
mechanismu poruchy krevniho srazeni u tohoto onemocnéni. V praci jsou dale zpracovany
rizika v souvislosti s LM, jeji diagnostika, mozZnosti 1é¢by a statistické hledisko zaméfené

na piehled vyskytu LM v CR a Evropskych zemi.

V roce 1993 profesor Bjorn Dahlbick a kolektiv uvedl moznou souvislost
mezi rezistenci na aktivovany protein C a poruchou ve funkci faktoru V. O rok pozdé&ji v roce
1994 odhalil profesor Rogier M. Bertina bodovou mutaci, ktera je pticinou odolnosti proti APC

a pojmenoval ji podle mista objeveni — Leiden v Nizozemsku.

LM je vrozena trombofilie, ktera se pienasi z rodi¢ovské generace na generaci potomku
autozomaln¢ dominantnim zplsobem. Mutace postihuje Usek na dlouhém raménku 1.
chromozomu, ktery nese informaci o genu pro faktor V. V dusledku této mutace vykazuje
aktivovany faktor V odolnost viici APC a dochézi tak ke zvySené tvorbé krevnich sraZenin
atim zvySenému riziku VTE. Pro Zenu s LM je rizikové obdobi béhem té¢hotenstvi a nasledného
Sestined¢li. LM miize byt pii¢inou spontdnnich potrati nebo vyskytu komplikaci béhem
gravidity jako je hypertenze, odlouceni placenty, nitrodélozni ristova retardace, preeklampsie
¢i HELLP syndrom. Dale se ukazalo, ze LM piedstavuje rizikovy faktor pro vznik
Budd-Chiariho syndromu, coz je vzacné a nebezpeéné onemocnéni jater zpiisobeno poruchou

prutoku jaternich Zil.

LM lze odhalit na zaklad¢€ testi na APC rezistenci, ovSem diky rtiznym faktortim, které
mohou znehodnotit vysledek, je vhodné;jsi pro detekci LM pouzit metody molekularni genetiky.
Rada téchto metod je zaloZzena nebo odvozena od PCR reakce, jako napf. real-time PCR,

ARMS, RFLP apod.

LM piedstavuje ur€ité riziko VTE a ackoliv LM nelze 1€é€it, 1ze predchazet zvySovani
tohoto rizika. Jednim z rizikovych faktorii je hormonalni antikoncepce (¢i HRT) s vysokym

obsahem estrogenu a gestagenu Ill. generace, kdy jejim uzivanim se riziko mnohonasobné
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zvysuje. Proto jo pro nositelky LM nejvhodnéjsi antikoncepce gestagenni. DalSimi rizikovymi
faktory je obezita, vek, kutactvi, chirurgicky zakrok, imobilizace, trauma, dlouhé cestovani
letadlem nebo také kombinace LM s dal§imi trombofilnimi poruchami (napf. protrombinova
mutace, snizena hladina proteinu C, proteinu S ¢i antitrombinu). Riziko VTE zvySuji i krevni
skupiny, konkrétné krevni skupina A, B a AB, naopak krevni skupina 0 je spojena s niz§im
rizikem VTE. Pfi 1écbé VTE nebo pti prevenci VTE napf. t€hotenstvi jsou podavany léky
na fedéni krve jako je LMWK.
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PRILOHY

Priloha 1: Pravdépodobnost dédi¢nosti pro heterozygotni typ LM, dostupné z: Zdroj ptiloh [1]

+ N\,

Heterarygous parent Parent with normal gene

= -

Hi H Child with Child with

:hil:i‘I ﬂﬁhr!' Aortal gene mormal gene
50% chance: 1 gene mutation 50% chance: Mormal gena
Increased risk for clotting No Incraased risk of dotting

Ptiloha 2: Pravdépodobnost dédicnosti pro homozygotni typ LM: dostupné z: Zdroj ptiloh [1]

+ '

|
|
|

Homozygous parent Parent with normal gene

Haeteroxygous  Heteroxygous Heterozygous  Heteroxygous
chid child child child

100% chance: child will inherit 1 copy of the Factor V Leiden gene
Increased risk for clotting
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Priloha 3: Zmije fetizkova (Daboia russelli), dostupné z: Zdroj piiloh [2]

Piiloha 4: Pakobra paskovana (Notechis scautus), dostupné z: Zdroj piiloh [3]
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Piiloha 5: Vysledek testu ARMS, dostupné z: Zdroj ptiloh [4]

B 1 2 3
ox A B A B A B

CFTR control
FVL

Piiloha 6: Zaznam pyrogramu, zavislost intenzity svétla na ¢ase, dostupné z: Zdroj ptiloh [4]

FVL 57 -ACAGGCAAGGAATACA- 37

5'- TCACCT -3'
FVWT Cc/C

5T T L. GC.C T =I¢
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T | |

Coagulation factor V (G1691A) [Arg506Gln)
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