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Anotace

Bakalatska prace se sklada z teoretické ¢asti vénujici se trombofilnim mutacim a jejich vlivu
na téhotenstvi. Popisuje fyziologii krevniho srdzeni a patogenni zmény, které u mutaci
nastavaji. V préci jsou vyjmenovany a popsany nejrozsifenéjs$i trombofilni mutace. Velka
pozornost je vénovana diagnostice, zejména za pomoci genetickych vysetfovacich metod.
Zaver prace se zabyva terapii, jejiz uzivani pomahd piedchézet komplikacim v prabéhu

téhotenstvi, porodu i Sestined¢li.
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1. Uvod

Trombofilii charakterizujeme jako poruchu hemostatického mechanismu, kdy dochézi ke
zvySené tendenci vzniku krevnich srazenin — trombid. Béhem gravidity se riziko vzniku
hluboké zilni trombdzy zvySuje pétkrat az sedmkrat a stoupd v zavislosti na pfitomnosti
dalsich rizikovych faktorii. V souvislosti s trombofilnimi stavy jsou zaznamendna zvysSena
rizika matefské a perinatalni morbidity a mortality.

Bakalafskou praci na toto téma jsem se rozhodla psat z diivodu nedavno diagnostikované
Leidenské mutace a mutace protrombinu, které byly v na$i rodiné zjiStény na zakladé
genetického vysetfeni. Podnétem pro blizsi zkoumani byl vznik hlubokozilni trombozy a s ni
souvisejicich komplikaci u blizkého ¢lena rodiny. Zaroven bych rdda upozornila na tuto
problematiku, o které fada zen z diivodu nedostate¢né informovanosti nevi.

Prace obsahuje teoretickou ¢ast zamétujici se v ivodu na trombofilni mutace, které mohou
téhotenstvi negativné ovlivnit, zejména na zptisob vzniku mutaci a jejich charakteristiku.
V dalsi casti se vénuji diagnostice mutaci na genetické a biochemické urovni.
samotného porodu. Zavér prace se zaméfuje na lécbu a medikaci, kterou by mély Zeny
v pribéhu té¢hotenstvi a nasledné i Sestinedéli uzivat, aby ptedesly zdravotnim komplikacim
spojenym se vznikem krevnich srazenin. Dals$i neopomenutelnou kapitolou je samotny
porod. Zaméfuji se na jeho odliSnosti v porovnani s porodem zdravé Zzeny netrpici
trombofilnimi mutacemi, medikaci, rizikové faktory, které negativné porod ovliviiuji a
samotna rizika a komplikace, ke kterym muze v priab¢hu porodu dojit.

Cilem mé bakalaiské prace je upozornit na tuto problematiku a rozsit povédomi o rizicich,
které pro matku i dit¢ trombofilie pfedstavuje, zejména v pfipad¢, pokud neni
diagnostikovana a nedojde ke v€asnému nasazeni antikoagulacni 1éCby, kterd napomaha

predchazet komplikacim béhem gravidity.
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1.1.Hemostaza

Hemostaza je zivotné dilezitym a ptisné regulovanym procesem, jehoz cilem je zastava
krvaceni v misté poranéni. Jednd se o prvotni obranny mechanismus, ke kterému dochézi pti
poranéni cévy. Po aktivaci hemostatickych procesti zafind vznikat krevni srazenina.
Hemostatické procesy se skladaji z fady pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb. Pro
zachovani hemostatické rovnovahy a obnoveni fyziologického stavu dojde po urcité dobé
k rozpusténi srazeniny a obnoveni cirkulace tekuté krve v krevnim feciSti. Hemostaza je
dynamickym procesem, ktery se v pribéhu zivota méni a v zévislosti na véku prochazi
riznymi stadiemi. Hlavnimi slozkami, které se na hemostdze podili, jsou cévy, krevni
desticky, plazmatické faktory a latky pfitomné uvnitf cév, kam patii bilé krvinky, Cervené
krvinky, minerdly, bilkoviny, lipidy atd. (1,2,3) Procesy srazeni krve rozdélujeme do dvou
zakladnich fazi. Primarni hemostaza zahrnuje kontakt cévni stény s krevnimi destickami, do
sekundarni hemostazy fadime koagulacni faktory a povrchy aktivovanych bunék. V prvni
fazi dojde ke vzniku tzv. destickové zatky, ve druhé fazi je zatka stabilizovéana fibrinem.
Pfirozené inhibitory usmériiuji aktivaci a amplifikaci koagula¢ni kaskady. Procesem
fibrinolyzy dochazi k rozpusténi vzniklého trombu a obnoveni kompaktni cévni stény. (4)
Cely proces zastavy krvaceni se sklada ze Ctyt hlavnich ¢asti, které se navzajem ovliviiuji a

dopliuji. (5)

1.1.1. Reakce cévy

Vazokonstrikce je prvni obranou reakci organismu. Jedna se o ptimou reakci na poskozeni
cévni stény. K obliteraci cévy dochdzi mechanicky a chemicky. Mechanické stazeni
probéhne v situaci, kdy je poskozend céva utlacovana krvi, ktera se vyléva do krevniho
fecisté. Vyjimkou jsou mista, kde tkan pfi zvySeném tlaku sama ustupuje (typické pro
cirkumorbitélni oblast). Za chemickou kontrakci svalové vrstvy cévni stény jsou odpoveédné
latky, které produkuji aktivované trombocyty. Z aktivovanych desti¢ek jsou uvolnovany
vazokonstrikéni latky tromboxan A», serotonin, epinefrin a fibrinopeptid B. Chemicky
mechanismus je souhrnné oznacovan jako pilisobeni lokélnich autakoidnich faktora.
K uplatiiovani tohoto mechanismu nejvice dochazi v cévach s velkym mnozstvim hladké
svaloviny, ve kterych neni pfili§ vysoky tlak krve. Mechanismus stahu ztraci na vyznamu,
pokud se jednd o cévu elastického typu, kde nenachazime svalovou c¢ast. Na kontrakci
svaloviny se dale podileji nervové reflexy, které reaguji v zavislosti na bolestivé podnéty.

(6,7)
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1.1.2. Reakce trombocytl
Trombocyty jsou bunééné fragmenty, kterd vznikly odstépenim cytoplazmy megakaryocyti.
Jedna se o bezjaderna téliska, kterd sehravaji dilezitou roli ve vzniku provizorni
monostatické zatky v misté poranéni cévy. K zajiStovani procesu primarni hemostdzy musi
trombocyty obsahovat granula, ktera se z pravidla nachdzi v centralni ¢asti. RozliSujeme dva
zakladni typy granul — a a 9, liSici se svym obsahem. Tvorba primarni zatky zac¢ina adhezi
trombocytll na receptory kolagennich vldken v bazalni membrané cévni stény. Adheze je
mozné diky glykoproteinu Ib a VWF, k jemuZz uvoliiovani dochdzi v nejvétSim mnozstvi
z endotelu. Adhezi se trombocyty aktivuji. Nasledkem aktivace dochdzi ke zméné jejich
tvaru, tvorbé pseudopodii a vzijemnému shlukovani, agregaci. Reakce membranového
receptoru glykoproteinu IIb/I1a, fibrinogenu a VWF vyzaduje veliké mnozstvi endogenniho
ADP pochazejicitho z granul trombocytd. Na vyvolani agregace se podili fada dalSich
chemickych latek-adrenalin, trombin, kolagen, kyselina arachionova, tromboxan A atd.
Vysledkem agregace je vznik shlukii krevnich desti¢ek. Vlivem plisobeni ADP
pochazejiciho z okolni perivaskularni tkdné vznikne stabilni bily trombus jednolité
struktury. Trombocyty maji schopnost retraktibility. Pfitomnost bilkovin v membrané
krevnich desti¢ek umoziiuje stahovani a smrStovani destickového trombu. Tyto d&je

napomahaji reparativnim procestim. (3,5,6)

TromboXxantin
receptor

Fibrinogen
receptor

aktivace

ﬁ

(5)

von Willebrand
Kolagen

’ receptor
receptor ‘

Obrazek 1: Aktivace trombocytu v klidovém stadiu, vytvoreni pseudopodii. (13) Trombocyt
mad v klidovém stadiu tvar ovalného disku s hladkymi okraji. Na membrané jsou pritomny
receptory pro koagulacni faktory. Cytoplazma je tvorena radou granul obsahujici autokrinni
a parakrinni latky, které se nasledné uplatnuji pri hemokoagulaci, béhem procesu hojeni a
fibrinolyze. Aktivovany trombocyt na svém povrchu vytvari membranové vybézky-
pseudopodie a dojde k uvolnéni obsahu granul.
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1.1.3. Hemokoagulace
Cilem hemokoagulace je stabilizace doCasné vzniklé srazeniny z agregujicich desti¢ek
pomoci fibrinu za vzniku definitivniho, stabilniho, ¢ervené¢ho trombu. Klicova reakce pro
srazeni krve je pfeména rozpustného fibrinogenu (plazmatické bilkoviny) na nerozpustny
fibrin. Béhem piremény dochazi k odstépeni dvou part polypeptidi z kazdé molekuly
fibrinogenu. Fibrin vznikd polymerizaci zbyvajici ¢asti, monomeru fibrinu, s ostatnimi
monomery. Z po¢atku se jedna o vzajemné propletenou sit’ vlaken. Vlivem vznikajicich
kovalentnich vazeb dochézi ke vzniku hustého, pevného a stabilniho agregatu. (8) Srazeni

krve se ucastni fada koagulacnich faktort.

Tabulka I: Prehled hemokoagulacnich faktorii. Koagulacni faktory jsou latky prirozené se
vyskytujici v krvi v neaktivni formé. K jejich aktivaci dochazi poskozenim cévniho endotelu
(vnitini cesta aktivace) nebo poSkozenim tkané (vnéjsi cesta aktivace). SrazZecich faktori je
popsano dvandct a jsou cislovany rimskymi Cislicemi v poradi, jakém byly objeveny.
Aktivace faktoru se znaci malym pismenem ,,a " za rimskou cislici.

Koagula¢ni faktor Synonyma
Fibrinogen Faktor I
Protrombin Faktor II

Tkanovy faktor Faktor III, tkanovy tromboplastin
Vépenaté ionty Faktor IV
Proakcelerin, labilni faktor Faktor V
Prokonvertin, stabilni faktor Faktor VII
Antihemofilicky faktor A Faktor VIII
Antihemofilicky faktor B Faktor IX
Stuartiv-Powertv faktor Faktor X
Antihemofilicky faktor C Faktor XI
Hagemantv faktor Faktor XII
Fibrin-stabilizujici faktor Fakrot XIII
Prekalikrein Fletcheriv faktor
Vysokomolekularni kininogen HMWLK, Fitzgeraliv faktor

13



Jedna se o bilkoviny (kromé& Ca?"), k jejichz syntéze dochazi v jatrech. Vitamin K je
dilezitou latkou, potfebnou pro tvorbu fady koagulaénich faktorti (I, VII, X). VétSina z nich
se nachazi v krvi v podob¢ zimogenu, tedy neaktivnim stavu. (9) K jejich vzdjemné aktivaci
dochazi kaskadovité vlivem enzymového §tépeni v piitomnosti Ca?*. Podle faktort, které se
na srazeni podileji a prvotniho stimulu délime hemokoagulaci do dvou systémtl — vnitiniho
a vnéjsiho (zevniho). (10)

Reakce vnitini cesty aktivace zac¢ind kontaktem kolagenu (negativné nabitym povrchem)
s faktorem XII. Tento krok vede k aktivaci Hagemanova faktoru a krevni desti¢ky zacnou
uvolnovat sviij obsah, konkrétné¢ fosfolipidy obsahujici destickovy faktor 3. Faktor XI je
Stépen aktivovanym faktorem XII za ptfitomnosti HMWK a prekalikreinu, jehoz hlavni
funkci je urychleni reakce. Aktivaci antihemofilického faktoru C dochazi k aktivaci faktoru
IX. Destickova fosfolipidy, aktivovany faktor VIII a antihemofilicky faktor B aktivuje
vychozi faktor X.

Aktivace vn¢jSiho systému nastava pii kontaktu tkanového faktoru, nachazejiciho se na
povrchu bunék, s faktorem VII (za pfitomnosti Ca?"). Spousté¢em této reakce je poskozeni
integrity cévni stény zplsobené poranénim tkané. Vazba faktoru III a VII vede ke vzniku
Vlla, ktery nésledn¢ aktivuje faktor X. (7)

Spolec¢na cesta zapoc¢ina vznikem enzymového komplexu tvoreného aktivovanym faktorem
Xa, faktorem Va (za pritomnosti Ca?"). Vznikly komplex umoZfiuje pfeménu protrombinu
na trombin. Trombin odstépi z fibrinogenu polypeptidy a vznika nerozpustny fibrin. Pfi této
reakci se uplatiuje fibrin-stabilizujici faktor a dojde ke vzniku definitivni fibrinové site,

zachycujici dalsi krevni elementy branici tniku krve. (5,6,9)
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Obrazek 2: Schéma hemokoagulacni kaskady. (13) Koagulacni kaskada je tvorena dvéma
zdkladnimi systémy, které jsou navzdjem propojeny. Vnéjsi cesta je aktivovana tkanovym
faktorem, kjehoz uvolneni dojde z poskozené tkane. Vnitrni cestu stimuluje poskozeni
endotelu a obnazeni cévy. Vysledkem je aktivace protrombinu na trombin, ktery umozZnuje
premeénu rozpustného fibrinu na nerozpustny fibrin. Na zdkladé viaknitého fibrinu je
vytvorena fibrinova sit, ktera spolu se zachycenymi latkami zabrani krvaceni uzavienim
zranéné cévy pomoci vzniklého definitivniho trombu.

Vépenaté ionty jsou nedilnou soucésti koagulacni kaskady. Vyvazanim na citraty nebo
EDTA vzniké dekalcifikovana plazma, ktera se nesrazi. Metoda vyvazani muze byt pouzita

pouze mimo organismus. (10)

1.1.4. Fibrinolyza
Po splnéni hlavni funkce trombu — zastavé krvaceni, dochazi kjeho postupnému
odstraniovani. V prvnim kroku se trombocyty za¢inaji smrst'ovat a aktivné¢ zmensovat svij
povrch, tudiz se zmenSuje i velikost trombu. Tento krok umoznény aktinovymi a
myozinovymi vlakny krevnich desti¢ek se nazyva retrakce trombocytl. (10) Za samotné
rozpusténi fibrinového koagula je odpoveédny fibrinolyticky systém. Krevni tok je koagulem
vyrazné omezen a miize dochézet k nekontrolovatelné cévni aktivaci nebo jejimu uzavieni.

Aktivace fibrinolyzy probiha soucasné s aktivaci krevnich desti¢ek a hemokoagulace.
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Cely proces trva v porovnani s ostatnimi kroky hemostdzy déle (48 az 72 hodin). U
gravidnich Zen se aktivita fibrinolyzy snizuje. Plazminogen, prekurzor plazminu, je hlavni
slozkou fibrinového systému. Plazminogen se v trombu nachdzi od samého zacatku jeho
vzniku. K jeho aktivaci dochazi uvoliiovanim tzv. tkanovym aktivatorem plazminogenu

(t-Pa) a urokinazou (u-Pa) z poskozené tkéané. Aktivovany plazmin je schopen rozpoustét
fibrinova vlakna, faktor V, VIII a XII. Proud krve a systém pfirozenych inhibitort plazminu
zabranuji rozsifeni reakce do jinych ¢asti organismu. Z tohoto diivodu nemizeme v plazmé

za fyziologickych podminek fibrinolyzu béznymi testy prokazat. (1)

1.2.Zmény hemostdzy v gravidité

V téhotenstvi dochézi k fyziologickym zménam v hemostdze a hemokoagulaci z diivodu
adaptace na zvySené metabolické naroky organismu. Celkovy pocet trombocytd se
v téhotenstvi mirn¢ snizuje, a to zejména ve III. trimestru. Béhem t¢hotenstvi dochazi
k hyperkoagulacnimu stavu, kdy se koncentrace koagulac¢nich faktorii zvysuje (s vyjimkou
faktoru XI a VIII). Koncentrace faktoru XIII roste na zacatku téhotenstvi, ve druhém
trimestru zacind jeho koncentrace klesat a v trimestru tfetim nabyva pivodni hodnoty.
Koncentrace faktort XII, X a IX stoupa v prubéhu celého t€hotenstvi. Aktivita faktoru VII
vyrazné stoupd, dosahuje az 300 % své pivodni aktivity. Hodnoty fibrinogenu dosahuji ve
III. trimestru dvojndsobku az trojndsobku hodnot ptivodnich (z 3 g/l na pfiblizné 6 g/l).

Koncentrace latek, které inhibuji koagulaci se snizuji, spolu s nimi i fibrinolyticka aktivita.

Cilem hyperkoagulace je zamezit nadmérné krevni ztrat¢ béhem porodu. V gravidité se
vlivem progesteronu, ktery je odpovédny za relaxaci hladké svaloviny snizuje zilni navrat
z dolnich koncetin. ,,Hyperkoagulacni stav vytvaii predpoklady pro vznik hluboké Zilni
trombdzy, zejména u Zen s predispozici (geneticky podminény hyperkoagulacni stav,
obezita, imobilizace, antifosfolipidovy syndrom, paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie,
hyperhomocysteinémie, myeloproliferativni onemocnéni, malignita, hyperviskozita).“ (11)
Devadesat procent HZT v téhotenstvi nachazime v levé dolni konéeting, z ditvodu utlaku
délohy. Hemostatické parametry se vraci do normélniho stavu béhem c¢tyt az Sesti tydnti po

porodu. (11,12)
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1.3. Trombofilie

Pojmem trombofilie oznaCujeme stav, kdy zaznamenavame zvySenou predispozici
k vytvoteni krevni sraZzeniny — trombu. (14) Trombdza snadno vznika v mistech, kde dochazi
ke snizeni rychlosti proudéni krve. K tomuto jevu dochéazi hojné napiiklad v zilach dolnich
koncetin po operaci nebo porodu. Aktivované srazeci faktory se hromadi a nejsou dostate¢né
rychle odplavovany. (8) Trombus se ve vétsSin€ pripada ptichyti na sténu cévy. Pokud dojde

k jeho odtrzeni, céva ztrati ptivodni lesk a hladky povrch.

Podle vzhledu rozliSujeme tfi zékladni typy krevni srazeniny:

Cerveny trombus, vznikajici pfevazné v zilach, tvofeny erytrocyty, trombocyty a fibrinem.
Bily trombus, objevujici se v tepnach, obsahujici leukocyty, trombocyty a fibrin.

Smiseny trombus, pro ktery je typické stiidani nazloutlych a €ervenych vrstev. Tento druh

trombu se nejcasteji vyskytuje ve vydutich (aneuryzmatech).

Predpoklady pro vznik trombu charakterizuje tzv. Virchowova tridda, kterd se sklada ze tii
zakladnich faktorti podminujici vznik trombu. Prvni je poruseni vystelky cévy, ke které
dochazi naptiklad toxickym poskozenim endotelu, zavadénim kanyl, vlivem zanétu nebo pfi
ateroskler6ze. Druhou nezadouct situaci je zpomaleni toku krve. Vlivem virovitého proudéni
dochazi k usazovani Cervenych krvinek. Ve tfetim pfipadé se jedna o poruchy srazlivosti
krve, doprovazejici napiiklad naddorovd onemocnéni, t€hotenstvi, dlouhé dalkové cesty
letadlem nebo genetické predispozice. Prizkumy ukazuji, Ze ke vzniku trombo6zy musi byt
pfitomny alespon dva ze tii vySe zminénych faktora. (15)

Koneénym duasledkem uvolnéni trombu mutize byt chorobny stav (tromboembolicka

ptihoda), kdy dochdzi kucpani zivotn¢ dulezit¢ cévy krevni srazeninou. Jednim

24
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Obrazek 3: Tromboza koronarni arterie. (16) Tromboza miize vzniknout ve kterékoliv casti
tela. Pokud dojde k postizeni jedné ze srdecnich (koronarnich) tepen objevuje se velké riziko
vzniku srdecniho infarktu. Pokud je poskozena napriklad mozkova tepna, miize dojit
k mozkové mrtvici.

1.4.Rozdéleni trombofilnich stavu

Trombofilni stavy délime na vrozené (primarni) a ziskané (sekundarni).

Vrozend trombofilie je geneticky spojovana s vyskytem tromboembolické nemoci u
mladSich jedinci, rodinnych ptislusnikli. Nejvyznamnéjsi je mutace FV Leiden (G1691A),
ktera je v populaci zastoupena nejpocetnéji. Mutaci dochazi k rezistenci na aktivovany
protein C (APCR). Mutace nachazejici se u pacienta v heterozygotni formé zvysuje riziko
vzniku trombozy pétkrat. Homozygotni forma je vzacnéjsi a pacient postizen touto formou
mutace ma padesatkrat vétsi pravdépodobnost vzniku tromboembolické nemoci. Dale mezi
vrozené trombofilni stavy fadime mutaci protrombinu (G20210A), ktera ma vyznamny vliv
pfi vzniku tromboz v gravidité. Geneticky podminéna je i deficience inhibitort — proteinu
C, S a antitrombinu. K manifestaci téchto stavli dochdzi jiz v détstvi a jsou velice zavazné.
Ziskané trombofilni stavy jsou &asto ovlivnény kvalitou Zivota a prostiedim. Radime mezi
n¢ malignity, nefroticky syndrom, antifosfolipidovy syndrom, septické stavy, chirurgické
zakroky, které jsou spojeny s dlouhou imobilizaci pacienta.

Hormonalni 1é¢ba, konkrétné uzivani hormonalni antikoncepce nebo hormonalni substituce,

je jednou z hlavnich pficin ziskané tromboembolické nemoci. Obezita je dal§im faktorem

majici vliv na rozvinuti trombozy.
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Rada mutaci nebo polymorfismiéi (pro gen MTHFR, PAI-I, EPCR, fibrinogen) ma
nejednoznacny potencidl vzniku, proto o nich hovofime jako o tzv. trombofilnich stavech
smiSené¢ho ptivodu. Do této skupiny fadime také jedince s krevni skupinou AB (dvakrat az
Ctyfikrat vyssi riziko trombdzy), zvySenou hladinu koagula¢nich faktort VIII, IX, XI a
snizenou hladinu faktrou XII.

Riziko vzniku tromboembolické nemoci je u postizenych té¢hotnych zen asi osmkrat vyssi
ve srovnani se zdravymi téhotnymi Zenami. Gravidni Zeny trpici nékterymi z vyse
uvedenych stavll jsou vystaveny signifikantné vyssimu riziku umrti plodu nebo riistové

retardaci plodu. (14, 17, 18)
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2. Trombofilni mutace v téhotenstvi

Riziko vzniku tromboembolickych piihod béhem tehotenstvi roste jak z divodu
fyziologicky vzniklého hyperkoagula¢niho stavu, tak vlivem dédi¢nych a ziskanych
trombofilii. Z nejnovéjsich studii vyplyva, ze Cetnost tromboembolické nemoci je 200 na
100 000 porodt. Riziko vzniku trombdzy porodem nekonéi, naopak se v poporodnim obdobi
zhruba 2,5x zvysuje. Trombofilni defekty maji negativni vliv na priibéh t¢hotenstvi a zvysuji
riziko opakovanych potratti, abrupce placenty a omezeni riistu plodu, které je v fad¢ ptipadi
zpusobené omezenou vymenou kysliku a zivin skrze placentu. Mezi jednu z nejobavanégjsich
pfi¢in neonatdlni morbidity a mortality fadime preeklampsii. Preeklampsie je zavazné
onemocnéni vedouci k posSkozeni organt (ledviny, placenta, jatra, mozek) na bazi zmény
endotelu arterior. V ptipadé¢, Ze nedojde k invazi trofoblastu do spiralnich arterii placenty,
dochazi k vazokonstrikci placentarnich cév (fyziologicky dochazi k dilataci), kterd se
nasledné rozsifuje po celé periferii. Mezi hlavni ptiznaky provazejici preeklampsii patii
hypertenze, proteinurie, hyperurikémie, otoky (nejCastéji na dolnich koncetinach) a
trombocytopenie. Onemocnéni ve stiedni Evropé postihuje 3,5 % az 8,5 % gravidnich Zen.
Mutace koagulacnich faktort, jejichz koncentrace se béhem téhotenstvi vlivem uvoliiovani
hormont zvySuje, hladina proteini C, S a hladiny inhibitorti fibrinolyzy zvySuji vyse
zminéna rizika. Z tohoto diivodu je nutnd zvySena kontrola pribéhu t€hotenstvi a vyvoje

plodu. (24, 41, 42, 43)

2.1.MUTACE FAKTORU II

Protrombin je glykoprotein vznikajici v jatrech za pfitomnosti vitaminu K. Protrombinovy
biologicky polocas je tfi az pét dni. Jednd se o serinovou protedzu, kterd je prekurzorem
trombinu. Pfirozeny inhibitor, zejména antitrombin, kontroluje a reguluje enzymatickou
aktivitu trombinu. Protrombin mé prokoagulacni i antikoagula¢ni u¢inky. Jeho hlavnim
ukolem je Stépeni rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin, déale aktivuje fadu
koagulacnich faktort (XIII, IX) a kofaktorti (V, VIII) pomoci proteolyzy. (19) Mutace
v genu pro faktor II se fadi mezi jednu ze tfi nejcastéjSich mutaci v genech ovliviujici krevni
srazlivost. Tato mutace byla poprvé popsdna Poortem a spol. vroce 1996. Jedna se o
polymorfismus genu pro tvorbu protrombinu v patém exonu. Podstatou defektu je zdména

guaninu za adenin na pozici (20210A>Q).
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TCCCAATAAAAGTGACTCTCAGCGAGCC
Imutaced

TCCCAATAAAAGTGACTCTCAGCAAGCC

Tato bodova mutace v nepfepisované ¢asti genu ma za nasledek zvySeni koncentrace
protrombinu v plazmé (1,5-2x). Postihuje dvé az ¢tyfi procenta evropské populace (hodnota
je zavisla na etnickém ptivodu). Nejcastéji se vyskytuje v heterozygotni formé a predstavuje
tiikrat vyssi riziko vzniku tromboembolické nemoci. (1, 20, 21)

Mutace protrombinu je druhou nejcastéji se vyskytujici mutaci u zen trpicich dédi¢nou
trombofilii (vyskytuje se ve 20,9 % téchto ptipadl). Studie prokazuji, ze riziko komplikaci
je zavislé na véku pacientky a aktivité protrombinu, ktery se po mutaci genu vyskytuje v krvi
ve vy$$im mnozstvi. Pokud se aktivita faktoru II pohybuje v rozmezi 148,5 az 180,6 %,
nedochazi v prabéhu téhotenstvi ke komplikacim, ani jejich zvySenym rizikim. Pokud
aktivita prekro¢i maximalni bezpecnou hladiny aktivity, jsou zaznamenana rizika
preeklampsie a retardace ristu plodu. Déle bylo metaanylyzou zjisténo, ze u gravidnich Zen
nad 29 let se zvySuje pravdépodobnost opakovanych potratli. Mutace protrombinu zvySuje
pravdépodobnost abrupce placenty 9x, ke které dochéazi nejcastéji v poslednim stadiu
téhotenstvi a ohrozuje na zivoté rodicku i plod. Minimalné se zvysuje riziko potratu po

28.tydnu téhotenstvi (21, 22, 23, 24).
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Obrazek 4: Vyvoj aktivity protrombinu v pribehu normdalniho téhotenstvi (o) a v priitbehu
rizikového téhotenstvi s tezkou preeklampsii (®).(16) Studium aktivity protrombinu pri
gestacnich komplikacich umoznuje novy nahled na prognozu tehotenskych komplikaci u Zen
trpicich mutaci protrombinu G20210A. Hladina protrombinu byla signifikantné vyssi u Zen,
které jsou nositelky GA fenotypu a doslo u nich k rozvinuti casné nebo tézké preeklampsie
v porovnani s zenami, které maji bezproblémovy pribeh tehotenstvi. Studie ukazuji, Ze
aktivitu protrombinu lze s nejvétsi pravdépodobnosti povazovat za prognosticky marker
rozvoje preeklampsie.
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2.2.MUTACE FAKTORU V

Mutace faktoru V, neboli Leidenskd mutace, je autosomalné¢ dominantné¢ deédi¢né

onemocnéni. Nazev byl odvozen od nizozemského mésta Leiden, kde doSlo v roce 1993

k jejimu objeveni. Jednd se o bodovou mutaci genu F5 v exonu 10 kddujici faktor V.

Zaménou poradi nukleotidii (G za A) dojde v pozici 506 ke vzniku jinych aminokyselin.

Misto argininu vznika glutamin.
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Obrazek 5: Zamena guaninu za adenin. (25) Elektroforetickym zkoumdanim vzorkii od celkem
356 jedincu byla Leidenska mutace detekovana u 19 z nich. U vsech 19 byla sekvenovanim
DNA zjistena heterozygotni forma. Byla potvrzena G-A mutace v nukleotidu 1691 genu
faktoru V Leiden. Alelicky specificka oligonukleotidova hybridizace provedend na vsech 356

vzorcich potvrdila vysledky Stépeni restrikénimi enzymy.
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Dusledkem této zamény je zvySend rezistence na aktivovany protein C, ktery se na
proakcelerin v této pozici vaze. Spatnou antikoagulaéni odpovédi na APC nedojde
k proteolytickému Stépeni faktoru V. Snizi se kofaktorova aktivita, inaktivace faktoru Va a
Vllla je pomalejsi. Aktivovany faktor V se podili na zvySovani hladiny trombinu, ¢imz je
vyrazné zvyseno riziko vzniku Zilniho tromboembolismu.

zvySuje riziko vzniku trombdzy piiblizné desetkrat. U vzacnéjsi, homozygotni, formy je
riziko vzniku piiblizné osmdesatkat vyssi oproti zdravé populaci jedinct. Klinicky projev
této mutace je ovlivnén fadou dalsi faktort, jako jsou napiiklad soubézné genetické poruchy,
které maji vliv na celkové riziko vzniku trombdzy nebo ziskané trombofilni poruchy, kam
patii naptiklad syndrom antifosfolipidovych protilatek, myeloproliferativni poruchy atd.
Vznik TEN je ovlivnén i vnéjSimi faktory a okolnostmi (napf. obezita, cestovani, tiraz,
uzivani hormondélni antikoncepce). (1, 26, 27, 29) Faktor V Leiden je nejcastéji se
vyskytujicim faktorem pro vznik TEN.

Nachézime ho u 20 az 25 % pacientd, ktefi trpi trombofilii. Prevalence této mutace u
evropské a americké populace se pohybuje v rozmezi tii az osmi procent. U asijskych,
africkych a domorodych australskych populaci nachdzime Leidenskou mutaci velice ziidka.
(28) V ojedinélych piipadech (2 az 3 % mutaci faktoru V) se objevuje Cambridge mutace —
zdmeéna argininu za threonin na pozici 306 nebo homozygotni HR, mutace, pro kterou je
typickd zdména histidinu za arginin. Disledkem této konverze je pokles hladiny faktoru V,
ktery ma za nasledek omezeni kofaktorové aktivity pti Stépeni aktivovaného faktoru VIIIL.
(1, 26, 29)

Leidenska mutace ma na pribéh t€hotenstvi velice podobny vliv jako mutace protrombinu.
Nejcasteji dochazi k pozdnim té¢hotenskym komplikacim, kam fadime naptiklad ristovou

retardaci plodu, ztratu plodu, preeklampsii nebo abrupci placenty. (30)
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2.3.MUTACE GENU PRO MTHFR

Gen MTHEFR kéduje enzym 5-methylentetrahydrofolatreduktazu. Jedna se o esencialni latku
vyskytujici se v krvi, jejiz hlavnim tkolem je konverze 5,10- methylentetrahydrofolatu na
aktivni formu 5-methyltetrahydrofolat, kterou dokaze nase télo vyuzit. Aktivni folat vznika
pfi metabolismu vitaminu B9. Folaty plni dilezitou funkci pii metylaci hemocysteinu.
Mutaci MTHFR dojde ke snizené tvorbé folat, a v tomto dasledku se v krvi hromadi
cytotoxicky hemocystein. V téle jsou pfitomny dva geny MTHFR (kazdy zdédén po jednom
z rodictl). Onemocnéni je v populaci hojné zastoupeno (vyskyt v populaci predstavuje az
Ctyficet procent, onemocnénim je postizena az kazda druha zena). Pokud pozorujeme mutaci
jednoho ze dvou gent, jedna se o heterozygotni formu mutace. V piipadé mutace obou gent
se jedna o formu homozygotni. U mirnéjsi, heterozygotni, formy je riziko pfenosu na
potomky padesati procentni. Tento druh onemocnéni neni zdvazny a zivot ohrozujici.
Doporucuje se pouze omezit rizikové faktory pro vznik trombdzy jako napt. uzivani
hormonalni antikoncepce, kouteni, atd. Ve vaznéjsim ptipade€, mutaci obou gend, dochazi
v kazdém ptipad¢ k pfenosu na potomky a riziko vzniku trombozy je vysoké. V téchto dvou
jsou typy C677T, kdy na pozici 677 dojde k zdméné nukleotidii — cytosin za thymin a vzniku
valinu. Druhym typem je A1298C. V tomto piipad¢ dochazi k zdmén¢ adeninu za cytosin a
vzniku alaninu. Nasledkem téchto abnormalit dochdzi ke snizené aktivit¢ enzymu u
heterozygotni formy piiblizn€ o tficet pét procent a u formy homozygotni az o sedmdesat
procent. Snizenim aktivity enzymu je z téla htite odbourdvan hemocystein.

Pro jeho recyklaci jsou nezbytné nasledujici latky: folat (vitamin B9, kyselina listova),
vitamin B12 a B6. Fyziologické hodnoty hemocysteinu, méfené krevnimi testy, se mirné lisi
v zavislosti na referen¢nich mezich konkrétni laboratote. Typicky je hladina pod 15 pmol/l
povazovéana za normalni. Nékdy se horni hranice normalu uvadi jako 14, n¢kdy jako 13
umol/l. Hladina mezi 15 a 30 umol/l je povazovana za mirné zvySenou, mezi 30 a 60 umol/l
je povazovana za sttedné zvySenou a vyssi nez 60 umol/l je povazovana za silné zvysenou.
V téhotenstvi spotfeba vitaminu B9 silné vzrista (az 3x). Uvadi se, ze az Sedesat procent zen
v té¢hotenstvi trpi nedostatkem této latky, kterd se bézné vyskytuje v potravinach jako je
napiiklad listova zelenina, jatra, lusténiny, citrusové plody. Vitamin B9 lze do téla také
dopliiovat pomoci dopliikd stravy, které jsou dostupné nejCastéji ve formé tablet.
K predavkovani kyselinou listovou nedochazi, vzhledem ke skutecnosti, ze se jednad o
vitamin bézné rozpustny ve vod¢, tudiz je jeho nadbytek vyloucen snadno a rychle moci.

Zvysend hladina hemocysteinu v krvi je spojena az s tfikrat zvySenym rizikem vzniku zilni
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i tepenné trombdzy nebo aterosklerdzy. V gravidité jsou vyssi hladiny zaznamenany
v piipad€, Ze zena trpi komplikacemi béhem téhotenstvi (preeklampsie, abrupce placenty).
Pokud Zena cekd dit¢ s defektem neuralni trubice, je hladina hemocysteinu také zvysena.
Kdyz je u t€hotné zeny prokdzana mutace genu pro MTHFR pozorujeme vyssi riziko vzniku
vyvojovych vad, zejména rozStépu patefe. Pii nedostatku metylfolatu mize s vétsi
pravdépodobnosti dochdzet ke zpomaleni ristu plodu, pfed€asnému porodu nebo

opakovanym potratim. (30, 31, 32, 33)
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Obrazek 6: Metabolismus kyseliny listove. (31) Vitamin B9, folat neboli kyselina listova patii
mezi vitaminy rozpustné ve vode. Souhrnny ndzev pro latky, které maji viastnosti vitaminu
BY a jsou prirozené obsazeny v potravinach nazyvame folaty. Pojmem kyselina listova
oznacujeme syntetickou formu, ktera je vyuzivana napriklad v dopliicich stravy nebo
v potravindach obohacenych o vitaminy. Metabolismus vitaminu B9 je uzce spojen
s metabolismem vitaminu B12. Uplatnuje se redukce na dihydrofolat a tetrahydrofolat.
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2.4.MUTACE GENU PRO PAI

Fibrinolyticky systém je zdkladnim endogennim ochrannym mechanismem zabrafujicim
vzniku trombu. Aktivator plazminogenu (PA) ptisobi na neaktivni prekurzor — plazminogen,
za vzniku plazminu. RozliSujeme dva zékladni typy aktivatorii pazminogenu: t-PA (tkanovy
typ), u-PA (urokinazovy typ). Aktivace plazminogenu je regulovana specifickymi a rychle
pusobicimi inhibitory aktivatorti plazminogenu (PAI). NejzndmnéjSim inhibitorem PA je
inhibitor aktivatoru plazminogenu-1 (PAI-1). Jedna se o bilkovinu pfitomnou v plazmé. (35)
PAI-1 (jinym nazvem SERPINEI) obsahuje v promotoru genu 4G/5G inzer¢ni/delecni
polymorfismus. Alela 4G je vice transkripéné aktivni, proto jedinci s 4G/4G genotypem maji
hladinu PAI-1 vy$si nez jedinci s 5G/5G genotypem. Pii zvySenych hodnotich PAI-1
dochdzi k omezené preméné plazminogenu na plazmin a negativnimu ovlivnéni
odstrafiovani krevnich srazenin. PAI nachazime i v délozni sliznici, coz mize zplisobovat
komplikace béhem téhotenstvi a porodu. Zvysené riziko vzniku trombo6z pozorujeme
zejména v piipadech, kdy jsou u pacienta diagnostikovana dalSi onemocnéni (Leidenska
mutace nebo antifosfolipidovy syndrom). Osoby, u nichz je pfitomna alela 4G maji zna¢né
vy$$i riziko infarktu myokardu, cévni mozkové piihody a aterosklerdzy.

U téhotnych zen dochazi vlivem tohoto onemocnéni k vyssi pravdépodobnosti komplikaci,
jako je naptiklad porucha ristu plodu, ptfedcasny porod, spontdnni potrat. Pokud je Zena
nositelkou mutace genu 4G/4G dosahuje riziko spontanniho potratu az 38 %. Na zaklad¢
metaanalyzy bylo u osmi z jedendcti studii zjisténo, ze vyrazné vyssi plazmatické hodnoty
PAI-1vykazuji Zeny trpici preeklampsii, na rozdil od Zen, které timto zavaznym cévnim

onemocnénim netrpi. (36, 37, 38, 39)
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Obrazek 7: Detekce polymorfismu PAI-1 4G/5G v agardozovém gelu. (40) Jednim ze
znamych polymorfismit genu PAI-1 je polymorfismus 4G/5G s jednim pdarem bazi (bp) ve
vzddlenosti 675 bp proti sméru transkripce od mista startu v oblasti promotoru.
Homozygotni 4G ma 25% nariist PAI-1 v plazmé ve srovnani s homozygotni 5G. Gel ,,a " je
pro 5G a gel ,,b* je pro 4G. Cislo 1 reprezentuje 5G/G, ¢islo 2 je 4G/G a ¢islo 3 je vzorek
4G/5G. Pas 250 bp je urcen jako kontrola a pds 136 bp je ziskan primery specifickymi pro
alelu 4G a 5G.
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3. Diagnostika

3.1.Trombdzy a jejich diagnostika

Tromboza byva diagnostikovana mnoha zplsoby. K prvotnimu podezieni na rozvoj
tromboembolického stavu muze dojit na zakladé otokd, které jsou jednim ze zakladnich
ptiznakli trombodzy. Dochézi k bolesti a otékani zejména dolnich koncetin. U te¢hotnych zen
se Casto setkdvame s ilickou (kycelni) trombdzou, kterd je v 80 procentech levostranného
typu. V tomto piipadé predchazi otoku bolest spodni ¢asti zad, hyzd¢, bricha a tiisla. (44)
Zakladni metoda, slouzicimi k diagnostice zilni trombozy, je posouzeni rizika v zavislosti
na tzv. Welsovu klinickém skore, kde bereme v potaz anamnézu a fyzikalni vySetfeni
pacienta. Dalsi stéZejni metodou je DUS — duplexni ultrasonografie, kterd je neinvazivni,
vysoce specifickd a senzitivni. VySetfeni vyuzivad principu ultrazvuku a soucasné
Dopplerova jevu. (44,45) V pripadé, ze je sonografické vysetieni negativni, ale podezieni
Iékate pretrvava, je vhodné pacienta pozvat na kontrolni laboratorni vysetfeni. Zakladni
parametry, které pozorujeme pii podezieni na TEN je pocet trombocytii a jejich dalsi
vlastnosti (MPW — stfedni objem trombocytii, PDW — §ife distribuce trombocytit), aPTT
(aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as) a hladina D-dimerti. Stanoveni hladiny
D-dimertt neni validnim ukazatelem vzniku trombozy u téhotnych Zen, vzhledem
k progresivné rostoucim hodnotdm v prubéhu téhotenstvi. Ani Welsovo klinické skore
v gravidité neposkytuje spolehlivé vysledky, vzhledem k bézné se vyskytujicim otokiim
koncetin, které jsou jednim z klinickych kritérii tohoto skoére. (1, 46, 49) U gravidnich zen
se proto nejCastéji voli metoda duplexni sonografie. Pokud tato metoda poskytne
nediagnosticky zavér, dochazi k vySetfeni pomoci magnetické rezonance, ktera piimo
zobrazuje trombdzu. (45)

StéZejnim a velmi spolehlivym vySetfenim trombofilnich mutaci je zkoumdani lidského
genomu — genetické vySetfeni vybranych mutaci. K tomuto vySetfeni nejcastéji dochazi
v zévislosti na rodinné anamnéze a nutnosti odhaleni dédi¢nych trombofilnich mutaci napfic
generacemi. K detekci mutaci a polymorfismt trombofilnich faktori je nejcastéji vyuzivana
metoda kvantitativni polymerazové fetézové reakce — PCR. Vzorek pro genetickou analyzu
je ziskédn z krve pacienta nebo stérem z bukalni sliznice dutiny ustni. Odebrané vzorky se
skladuji v lednici pfi teploté 2 az 8 °C po dobu jednoho az tii dnti.

K indikaci vySetteni dochazi u pacientek (obvykle star§ich dvanacti let), jejichz rodinnym

pfislusnikim byla diagnostikovana dédi€nd trombofilni mutace, vzhledem k nutnosti
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zvyseného dohledu v priubéhu téhotenstvi, pii operacich a Grazech nebo napf. pfi cestovani.
Nutnosti je v€asné podani koagulacni 1écby (napt. Clexane).

Dalsimi divody k indikaci genetického vySetieni je tfikrat se opakujici potrat v prvnim
trimestru gravidity nebo u kazdé ztraty plodu po tomto obdobi, preeklampsie, ristova
retardace plodu, déle pii hledani pfi¢iny vzniku idiopatické TEN a délce antikoagulaéni

16¢by. (47,48)

Tabulka II: Welsovo klinické skore. (45) Na zakladé Welsova klinického skore je posuzovano
riziko vzniku plicni embolie a flebotrombozy.

Klinické kritérium bodové hodnoceni
1. aktivni maligni nador 1
2. paréza, plegie, sadra, jiny druh imobilizace 1
3.klid na GZku déle nez 3 dny, vétsi operace v poslednich 4 tydnech 1
4. lokalizovand bolest DK 1
5. otok celé DK 1
6. obvod lytka alespon o 3 cm vétsi ve srovnéni se zdravou DK 1
7. barevné zmény otoku DK 1
8. dilatace podkoznich Zil 1

9. je pravdépodobnéjii jina dg. neZ flebotrombdza? -3

Bodové hodnoceni (skdre): < 0 bodd — nizka pravdépodobnost flebotrombézy (< 3%), 1-2 body - stfedni pravdépodobnost flebotrombézy (do 19%), = 3 body — vy-
soka pravdépodobnost flebotrombdzy (> 19%), u stfedni a vysoké pravdépodobnosti je nutné pacienta vzdy odeslat na ultrazvukové vysetieni (podle Wellse, 1995)

3.2. Molekularné-genetické diagnostické metody

3.2.1. Polymerazova tetézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je nejrozsifencjSi molekularné biologickou metodou
soucasnosti, kterou v roce 1985 zavedl Kary B. Mullis. Jeji nazev pochéazi z anglického
Polymerase Chain Reaction. Podstata PCR je amplifikace (zmnozeni) specifickych useki
DNA (deoxyribonukleové kyseliny). Vyuziva tfi zakladnich procest — denaturace,
hybridizace a replikace DNA.

Ke zmnozeni pozadované¢ casti DNA jsou zapotiebi dva kratké tuseky, které jsou
komplementarni k jejim konctim, vdZzou se na protilehlé fetézce tak, aby jejich 3’ konce
smétovaly proti sob€. Tyto specifické useky nazyvame primery. Skladaji se z 20 az 25
nukleotidl. Je nutné dbat na specifitu cilovych sekvenci, s nimiz primery hybridizuji, aby
nebyly obsazeny v jiné ¢asti DNA, ale pouze v misté, které chceme amplifikovat. Primery

jsou zodpovédné za urceni a ohraniceni oblasti, ktera se bude amplifikovat, tedy odpovidaji
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za specifitu reakce a zarovenn funguji jako pocatek nového vlédkna, ke kterému DNA
polymeraza ptipojuje dalsi nukleotidy.

K syntéze (amplifikaci) DNA se vyuziva termostabilni enzym DNA-polymeraza. Jedna se
o enzym ziskdvany z termofilnich mikroorganismti (napi. bakterii Thermus aquaticus).
Reakce probihd v piistroji zvaném termocykler, do kterého jsou vkladany mikrozkumavky
obsahujici vysetfovanou DNA, primery, DNA-polymerdzu a deoxyribonukleotidtrifosfat
(dNTP), které jsou stavebnimi kameny nové vznikajici DNA.

Prvnim krokem cyklu je denaturace dvoufetézcovych molekul vySetfované DNA pfi teploté
92 az 96 °C. Nasleduje pripojeni primerti na cilové sekvence oddélenych fetézcli vySettované
DNA. Tento krok probiha za snizené teploty (cca. do 65 °C). Vazba primerii vymezuje oblast
genomu, u které dojde nasledné k amplifikaci. Poslednim krokem je elognace, neboli
prodluzovani nukleotidovych fetézci. K tomuto kroku je nezbytné piisobeni DNA-
polymerazy. Zminovany enzym nasedne na 3’ konce primerti a umozni pfipojovani novych
nukleotidl, ¢imz je fetézec prodluzovéan ve sméru od 5’ ke 3’ konci. Teplota je v tomto kroku
upravena na zhruba 72 °C. Doba potiebna k elognaci je pfimo umérna délce fetézce, ktery
chceme amplifikovat. Reakce je cyklickd, proto je nutné postup nékolikrat zopakovat. Po
tretim opakovani dochdzi ke vzniku amplikon (fragmenty DNA o délce odpovidajici
amplifikovanému useku). Pro ziskani dostatecného mnozstvi amplikoni provadime
zpravidla 15 az 40 po sob¢ jdoucich cykld. Timto zplisobem mizeme z jednoho tiseku DNA
vytvofit az 10° kopii. Mezi hlavni vyhody této Siroce rozsifené metody patii vysoka specifita,
citlivost, rychlost, bezpecnost a moznost automatizace. Nevyhodami je nutnost znat
sekvence ohranicujici amplifikovany tsek, aby byly spravné zvoleny pfislusné primery.
Pomoci PCR nelze replikovat dlouhé sekvence DNA. Dals§im problémem muze byt
kontaminace vzorku, kdy jedind molekula cizorodé DNA zpisobuje falesny signal, coz
komplikuje vySetfeni zejména v klinické genetice. Polymerazovou fetézovou reakci lze

pouzit v fadé modifikaci a variant. (52,53)
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Obrazek 8: Schéema PCR metody. (54) V prvnim cyklu dochazi k nasednuti primerit a tvorbé
prvai kopie templatové DNA (asymetricka PCR). V dalsSich cyklech jiz vznikaji PCR
produkty, které jsou na obou koncich ohraniceny sekvencemi primerii. Po 30 cyklech dochazi
k namnozeni piivodni templatové DNA o 9 radii.

3.2.2. Polymerazova tetézova reakce v redlném Case (qQPCR)

Vyse popsand PCR umoziiuje detekci pouze vzniklého PCR produktu (amplikonu), ktera se
provadi vétsinou elektroforeticky nebo sekvencné, coz prodluzuje samotnou analyzu a
nevypovida o samotném pribéhu reakce.

Tento problém feSi metoda real-time PCR, u které je moznost monitorovat prubch
amplifikace béhem probihajiciho procesu, nikoli az po jeho dokonceni. Princip amplifikace
je stejny jako u klasické PCR metody. Vysledky nejsou pozorovany na agardézovém gelu,
ale v pfistroji, kde je pomoci kamery a detektoru sledovan pribéh reakce (zména
fluorescence). Termocykléry pro qPCR maji vétSinou funkci tepelného gradientu.
Amplifikace DNA je spojend s generovanim fluorescencniho zafeni, které je nasledné
detekovano v priabéhu kazdého probihajiciho cyklu. Ke vzorku se ptidd detekéni marker,
ktery po vystaveni halogenovému nebo wolframovému zdroji generuje zafeni. Fluorescence
roste se zvysSujicim se poctem kopii genu. U real-time PCR se pouziva fada markert pro

detekci, mezi nejcastéji pouzivané patii barvivo SYBR Green a TagMan sonda.

32

Bl

T

mn

.

HHE



TagMan jsou hydrolyzaéni sondy (oligonukleotidy) obsahujici barvivo (nejcastéji
fluorescein) na svém 5' konci a tzv. zhaSe¢ (napft. tetramethylrhodamin) na svém 3' konci.
Sonda se vaze na ¢ast amplifikované sekvence DNA.

Pti syntéze nového fet¢zce DNA dochézi na 5' konci vlivem nukledzy k degradaci sondy,
coz zpusobi oddéleni fluoresceinu od zhasece a generaci fluorescencniho zéfeni. Tyto sondy
vyuzivaji principu FRET (Forsteriv rezonanéni pienos energie), kdy pokud je zhase¢ a
fluorofor v blizkosti, nedochazi k uvoliiovani fluorescence. Pokud dojde k oddéleni (napf.
hydrolyzou sondy) dojde k uvolnéné fluorescence.

SYBR Green je barvivo, které poskytuje vyrazny fluorescencni signal po vazbé na
dvouvldknovou DNA. Vzhledem k intenzité signalu je nejcastéji pouzivanym barvivem.
K tcelim real-time PCR lze dale vyuzivat naptiklad ethidium bromid nebo akridinovou
oranz. SYBR Green se uplatiiuje i pfi analyze kiivek teploty tani vzniklych amplikonii (high
resolution melting analysis), kdy lze ziskat aditivni informace o detekovanych mutacich,
pfipadné nespecifickych produktech. TagMan sondy naproti tomu zvySuji specifitu
detek¢niho systému pomoci specifické vazby na misto amplifikace (komplementarita).
Real-time PCR ma fadu neopomenutelnych vyhod. Je rychlejsi nez klasickd PCR metoda,
Iépe automatizovatelnd a pfi jejim pouziti mizeme detekovat vice mutaci béhem jedné
reakce. Produkt PCR neni nutné vypoustét na agardézovy nebo polyakrylamidovy gel,
k analyze dochazi detekei fluorescencniho signdlu a ptipadné analyze kiivky tani. Data jsou
vyuzivana ke skute¢né¢ kvantitativni analyze genové exprese (end-point PCR metoda byla
pouze semikvantitativni). Reakce je velmi G¢innou metodou, kterou Ize v zavislosti na v§ech
aspektech ptesné vypocitat. (55) Vystupem reakce je amplifikacni kiivka. Ve vétsin€ ptipadi
provadime qPCR na vicejamkovych destickéach, proto dochézi ke generaci velkého mnozstvi
ktivek. Na osu x se bézn¢ vynasi pocet cykll reakce a na osu y fluorescence, ktera je tumérna
mnozstvi amplifikovaného vychoziho produktu ve zkumavce. (56,57) Real-time PCR

umoziuje pii spravné volbe fluoroforti detekovat vice analytt v pribéhu jedné reakce.
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Obrazek 9: Amplifikacni kifivka gPCR (57) se zvyraznénou prahovou hodnotou — Threshold.
Protnuti prahové hodnoty krivky v exponencialni fazi se na ose x odecte hodnota Ct
(threshold cycle), ktera slouzi pro urcovani koncentrace analytu.

3.2.3. Metoda restrik¢énich enzymt - RFLP

Pii této metod¢ dochéazi ke St€épeni DNA na specifickych mistech vlivem restrikénich
enzymi (restrikéni endonukledzy) po ptedchozi amplifikaci metodou PCR. Jedna se o jeji
modifikaci, pouzivanou pro typizaci sekvence obsahujici polymorfismus. Restrikéni enzymy
se inkubuji spolu s DNA pfi specifické teploté pro optimalni aktivitu restrikéniho enzymu.
Enzymy rozpoznaji specifickou sekvenci DNA a nasledné $tépi dané nukleotidy. Vysledkem
je vizualizace razné¢ dlouhych fragmenti pomoci elektroforézy. NejCastéji dochazi
k vizualizaci ultrafialovym svétlem po obarveni ethidium bromidem nebo je vyuzivano
barvivo SYBR Green. V piipadé detekovani vice nez jedné mutace, museji byt fragmenty
dostatecné dlouhé, aby doSlo ke spravné interpretaci vysledkd. Hlavnimi vyhodami je
dostupnost (cena) a presnost, na druhou stranu je metoda manualné néaroc¢nd. Dalsi
nevyhodou je pouziti latek, které mohou ohrozovat zdravi (ultrafialové svétlo). Metoda byla
hojné¢ vyuzivana v minulosti, nez doSlo k objeveni a rozsifeni real-time PCR metody.
V soucasné dobé je stale vyuzivana laboratofemi, které nejsou vybaveny real-time cyklérem.

(51,52, 53)
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3.2.4. Amplifikacni refrak¢éni mutacni systém (ARMS)

Amplifikacni refrakéni mutacni systém je multiplexni technika testovani, kterou v roce 1998
vyvinuli Bathelier, Champenois a Lucotte. Metoda je vyuzivana k detekci mutaci v malém
rozsahu (zdmény jednoho nukleotidu nebo malé delece). Dochéazi ke dvéma reakcim. Prvni
reakce je specificka pro zdravou DNA a druha reakce je specifickd pro mutagenni DNA.
Dochazi ke vzniku amplikonii specifickych pro danou mutaci. V ramci ARMS testli musi
byt zafazena vnitini PCR kontrola. Produkty reakce jsou detekovany elektroforeticky,
pripadné se jednd o upravu pro provedeni real-time PCR.

Jedna se o jednoduchou a spolehlivou metodu, kterd je nejcastéji vyuzivana k detekei mutaci
faktorti II a V. Podle zakladateld je tato metoda jednodu$si nez metoda s restrikénimi

enzymy, ale pfedstavuje stejna zdravotni rizika. (50,58)

3.2.5. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Pro detekci mutaci se vyuziva ELISA test Strip A, ktery funguje na principu reverzni
hybridizace. Dochazi k vazbé reaktanti na mikrotitracni desticky (v tomto konkrétnim
pfipadé spiSe na detekéni prouzek). Cilova sekvence DNA je amplifikovana a vznika
amplikon znaCeny biotinem, ktery je hybridizovan na detekéni prouzek. Amplikon je
detekovan pomoci streptavidin-alkalické fosfatazy se substratem tvoticim barvu. Na zakladé
sond, které porovnavaji hustotu barev je urCen piislusny genotyp. Test zalozeny na
specifické oligonukleotidové hybridizaci popsali Kowalski, Radu a Gold v roce 2000.

Nejpresnéjsi interpretace vysledk 1ze dosdhnout pomoci spektrofotometrického cteni

ELISA desti¢ky. V porovnani s metodami vyuzivajici gelovou technologii jsou enzymovée

24

3.2.6. Ptimé sekvenovani
Technologie pyrosekvenovani je snadno pouzitelnd, slouzi pro ptesnou analyzu kratSich
sekvenci DNA. Tato metoda patii mezi tzv. sekvenovani nové generace (NGS).
V prvnim kroku se sekvencni primer hybridizuje s templatem DNA. Probiha inkubace
s enzymy (DNA polymerdzou, ATP sulfuryldzou, luciferdzou a apyrdzou) a substraty
(adenosin 5 fosfosulfatem a luciferinem). Do reakce je pfidan dNTP. Deoxyribonukleotid

trifosfat se ptisobenim DNA polymerazy zacleiiuje do fetézce DNA, pokud spliuje
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podminku komplementdrnosti k bazi v templatovém fetézci. V prubéhu dochazi
k uvoliovani pyrofosfatu. ATP sulfuryldza kvantitativné ptevede pyrofosfat na
adenosintrifosfat (ATP). ATP umozni pfeménu luciferinu na oxyluciferin, ktery produkuje
svétlo. Mnozstvi svételného zéfeni je pfimo tmérné mnozstvi ATP. Uvolnéné svétlo je
detekovano kamerou. Enzym degradujici nukleotidy (apyraza) neptetrzit¢ degraduje ATP a
nevyuzité ANTP. Z tohoto diivodu dochazi k preruseni produkce svétla a regeneraci roztoku.
Nasledné se postupné ptidava ANTP. Vytvoii se komplementarni fetézec DNA a na zékladé
signdlnich piki zavislych na mnozstvi svételného signalu pozorujeme v pyrogramu

nukleotidovou sekvenci. (59)

nucleotide sequence
G C - A GG CC T

- -

G C T A G C T

nucleotide added

Obrazek 10: Pyrogram (59) Pridavani dNTP se provadi postupné. Deoxyadenosin alfa-
thiotrifosfat (dATPaS) se pouziva jako ndhrada prirozeného deoxyadenosintrifosfatu
(dATP), protoze je ucinné vyuzivan DNA polymeradzou, ale neni rozpozndvan luciferazou.
Jak proces pokracuje, vytvari se komplementdrni retézec DNA a ze signalnich pikit v
pyrogramu se urcuje nukleotidova sekvence.

Pfipadné lze samoziejm¢ vyuzit tzv. Sangerovo sekvenovani, které ma sice nizsi kapacitu,
ale je stale dostaCujici pro sekvenovani kratkych usekii. Jeho vhodnost pro detekci

homozygotnich je vyssi nez pro detekci heterozygotnich mutantt.

36



3.3.Biochemick¢ diagnostické metody

Biochemické vysetieni provadéné za ucelem diagnostiky TEN by mélo kromé¢ standardniho
koagulac¢niho vySetfeni zahrnovat i1 vySetfeni na antitrombin III, protein C a protein S, u
kterého zkoumdme volnou i vazanou formu a vysledné hodnoty srovnavame s vysledky
typickymi pro téhotné Zzeny. Ke stanoveni je pouzivan napft. koagulacni test ProC Global
(funk¢ni globalni screeningovy test). Test slouzi k diagnostice vrozenych i ziskanych poruch
systému proteinu C. Po pfidavku aktivatoru dojde k aktivaci endogenniho proteinu C a
dochazi k prodlouzeni koagulacniho casu (aPTT), které je sledovano. Cilem je ziskat
hodnotu koagulaéniho Casu pted i po ptidani aktivatoru proteinu C. Vysledek je vyjadien
jako normalizovany pomér (NR) obou zmétfenych ¢asii vynasobeny faktorem kalibrace.
Klinicky vyznam mé snizeni hodnoty NR, k némuz muize dojit v pfitomnosti Leidenské
mutace nebo pfi vrozeném ¢i ziskaném nedostatku proteinu C a S. Test je velice citlivy
k faktoru V Leiden a poskytuje prakticky stoprocentni vysledek. Jeho citlivost k proteinim
C a S je nizsi (obzvast k proteinu S), z tohoto diivodu neni vhodné se spoléhat v ptipadée
diagnostiky trombofilnich pacientll pouze na toto vySetieni. Pokud pacient uziva koagula¢ni
1écbu, budou vysledky neptesné. Uzivanim heparinu dochazi ke snizeni hladiny
antitrombinu III. Uzivanim kumarini se sniZzuje aktivita proteinu C a S. Po vySetfeni
hemocysteinu nalacno mizeme vyloucit hyperhemocysteinemii. V pfipad¢ podezieni na
antifosfolipidovy syndrom je indikovdno vySetieni zdkladnich koagulacnich parametrt,
celkového krevniho obrazu, lupus antikoagulans a antifosfolipidovych protilatek.
V soucasné dobé je diky testu ProC Global v kombinaci se stanovenim koncentrace
fibrinogenu, aktivity antitrombinu, aPTT, PT, poétem trombocytli a hladiny D-dimert

pokryta vétSina znamych trombofilnich defektt. (17, 60, 61)
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Tabulka 111: Referencni meze krevniho obrazu a koagulace zdravého jedince (61)

REFERENCNI MEZE KREVNIHO OBRAZU

erytrocyty muzi 4,0-5,9x10'%/1
Zeny 3,8-5,4x10'?/1
hemoglobin muzi 130-176 g/1
zeny 120-160 g/l
hematokrit muzi 0,39-0,51
zeny 0,35-0,46
sttedni objem erytrocytil 84-96 fl
hemoglobin v erytrocytu 28-34 pg
distribucni §ife erytrocytl 10,0-15,2 %
trombocyty 150-350x10%/1
stiedni objem trombocytl 7,8-11,0 fl
leukocyty 4,0-10,0x10%/1
neutrofilni segmenty 50-70 % 2-6,5x10%/1
neutrofilni tyce 0-4 % 0,6-1,2x10°/1
lymfocyty 20-45 % 1,2-3,4x10%/1
monocyty 2-12 % 0,11-0,59x10°/1
eozinofily 0-5 % 0,00-1,45x10°/1
bazofily 0-1 % 0,00-0,10x10°/1
REFERENCNI MEZE KOAGULACE
protrombinovy ¢as (PT) 10,0-17,0s
PTR 0,80 - 1,20
PT INR 0,80 -1,20
fibrinogen 1,8-3,5g/
aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT) 28,0-42,0s
aPTT R 0,80 - 1,20
tromboplastinovy ¢as <2ls
antitrombin 80-120 %
D-dimery <0,5 mg/l F.E.U.
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3.3.1. VySetteni proteinu C a S

Protein C je glykoprotein disponujici vyraznou antikoagulacni schopnosti, kterd je dana
inaktivaci kofaktort za ucasti vapenatych iontd, proteinu S a fosfolipida. Ke tvorbé proteinu
C dochazi zejména v hepatocytech za pritomnosti vitaminu K. Hladinu neovliviiuje pohlavi,
ale jeho hodnota umérné roste v zavislosti na véku. Aktivace neaktivni formy (zymogenu)
na ucinnou — aktivni formu probiha na povrchu fosfolipidi. Odhalenim efektorové domény
pro kofaktory V a VIII dojde ke Stépeni neaktivni formy komplexem trombomodulinu
s trombinem a vznikd ucinna forma. Navdzané neenzymové plazmatické faktory na
membrané jsou aktivovanym proteinem C proteolyticky Stépeny, ¢imz dojde k jejich
inaktivaci. Tento d¢j zpusobuje zpomaleni aktivovaného koagula¢niho procesu. Protein
S sehrava dulezitou roli v lokalizaci proteinu C na fosfolipidové povrchy. (72)

Pied vySetienim funk¢ni aktivity musi byt protein aktivovan. Pro vySetfeni proteinu C jsou
vyuzivany dvé zakladni metody — koagulacni a fotometrickd. Koagula¢ni metoda spociva ve
schopnosti proteinu C inaktivovat kofaktory Va a VIlla (v pfitomnosti proteinu S).
Fotometrickd metoda je zalozena na specifickém S$tépeni chromogenniho substratu
proteinem C. Vysledek se uvadi v procentech. Referen¢ni meze se pohybuje v rozmezi 70
az 140 %.

Protein S je plazmaticky glykoprotein, jehoz syntéza probiha, stejné¢ jako u proteinu C,
v nejvetsim mnozstvi v jatrech. Zhruba 40 % se nachazi v plazmé ve volné formé, zbyla ¢ast
se vaze s CABbP (slozka komplementu). Protein S je hlavnim neenzymovym kofaktorem
aktivovaného proteinu C. V jeho ptitomnosti dochazi ke dvojnasobnému zvyseni i¢innosti
Stépeni Va a VIlla. Kromé funkci spojenych spojenych s proteinem C mé i svou vlastni —
inhibuje faktor Xa a vaze se na faktor V a Va. Svou vazbou na faktor VIII ovliviiuje aktivaci
faktoru X, konkrétné ji dokéze zpomalit. Od proteinu C se 1isi biologickym polocasem, ktery
ma protein S nékolikandsobné delsi (az 60 hodin). K vySetieni je vyuzivana koagulacni
metoda. Pro stanoveni antigenu, nejcastéji metodou ELISA, je zjiSténa hodnota volného i
celkového proteinu S. Referenéni meze jsou odlisné v zavislosti na pohlavi. U zen se aktivita
pohybuje v rozmezi 50 az 140 %, u muzu je ptiblizné o 10 az 15 % vyssi. U obou pohlavi
dochazi ke zvySovani aktivity sveékem jedince. V gravidité¢ fyziologicky dochazi

k vyraznému snizeni aktivity volné i vazané formy obou proteint (o 30 az 60 %). (61, 73)
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4. Terapie

Cilem antitrombotické 1é¢by je zabranéni rastu krevni srazeniny a prevence proti vzniku

posttrombotického syndromu a plicni embolie. Terapii mizeme z funkéniho hlediska

rozdélit nasledovné:

Antikoagulacni 1é¢ba — ovliviiuje u€inky trombinu, ktery sehrava roli v pfeméné
fibrinogenu na fibrin, dochazi k prodluzovani koagulac¢nich ¢asl, sniZeni
koagula¢niho potencialu a doprovazi ji zvysené riziko krvaceni

Antitromboticka 1ééba — zabranuje vznikani nadbytecného mnozstvi trombinu,
nedochézi ke snizeni hemokoagulaéniho potencialu a prodluzovani ¢asti koagulace
Antiagregacni (antitrombocytarni) 1é¢ba — ovlivituje procesy priméarni hemostazy,
sehrava dilezitou roli zejména u tepennych okluzi

Trombolyticka 1é€ba — jejim hlavnim cilem je rychly a efektivni zasah u masivnich
trombotickych uzaveéri nebo embolizaénich piihod, kdy dochézi k rozpusténi krevni
srazeniny, které s sebou nese riziko krvaceni

Substitu¢ni 1é¢ba — podstatou je ndhrada snizeného objemu antitrombinu nebo
proteinu C

Kombinovana lé¢ba — sklada se ze dvou a vice vySe zminénych 1é¢ebnych postupti
Reologicka 1é¢ba — ovliviiuje pratok krve, v zavislosti na okolnostech mize mit

antiagregacni i sekundarni antikoagula¢ni Gi€inky, jedna se o okrajovou oblast terapie
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4.1.Nefrakcionovany heparin

Heparin fadime mezi nejstar$i a nejrozSifenéjsi antikoagulancia. Antikoagulacni 1écba
spociva v podavani zvySenych davek nefrakcionovaného heparinu (UFH) ve formé zejména
intravenozni infuze. Cilem je prodlouzit aPTT (1,5 az 2x). Podani heparinu vede neptimo
k rozpusténi  krevnich srazenin a ptredchdzi jejich vzniku. Nastup cinku
vysokomolekularniho heparinu je velice rychly. Pii zvoleni nespravného davkovani mize
dochazet ke zvySené krvacivosti. Protamin je hlavnim antidotem heparinu, pokud dojde
k podani 1 mg této latky, je zneutralizovano pfiblizné stejné mnozstvi heparinu (1 mg/100
jednotek). Heparinizace mtze probihat kratkodobé ¢i dlouhodobé. V pribéhu je
kontrolovana hladina antitrombinu. Pokud by aktivita klesla na nizkou hodnotu, miZze dojit
k tzv. heparinové rezistenci, kdy pfi podani vysoké davky léc¢iva nedochazi k pozadované
odezve.

Hlavnimi vedlej$imi u¢inky heparinu je zvysena krvacivost, ve vzacnéjsich ptipadech byla
pozorovana trombocytopenie, osteoporoza, alopecie a v neposledni fadé mtze dochdzet
k alergickym reakcim. Mezi kratkodobé nezadouci Uc¢inky, které se mohou vyskytnout po
aplikaci, fadime paleni v mist¢ vpichu nebo bolest hlavy. UFH neprochazi placentarni
bariérou, proto je jeho pouziti ve spravném mnozstvi pro plod bezpecné. Lécivo je
eliminovano zejména v jatrech a v mensim mnozstvim dochézi k jeho vylucovani ledvinami.

(61, 62, 63)

4.2 Nizkomolekularni hepariny

V téhotenstvi je mozné zah4jit 1écbu nefrakcionovanymi hepariny nebo nizkomolekularnimi
frakcionovanymi hepariny (LMWH). V soucasné dob¢ jsou castéji vyuzivany
nizkomolekularni hepariny, vzhledem k vétSimu komfortu subkutanniho podéani injekci 1x
nebo 2x denng, u kterého neni nutnd kazdodenni monitorizace u¢innosti terapie. V piipade
nutnosti ovéteni ucinnosti 1écby lze sledovat hladinu anti-Xa v krvi. Dal§i neopomenutelnou
vyhodou je mén¢ nezddoucich ucinkii (zejména nizsi riziko krvéaceni). V porovnani s UFH
jsou nizkomolekuldrni hepariny ekonomicky vyhodnéjsi. Méné se vdzou na plazmatické
bilkoviny a endotelie, tudiz maji lepSi biologickou vyuzitelnost nez nefrakcionované
hepariny, které se vdzou na makrofagy a bunky endotelu, ¢imz dochazi k jejich rychlejsimu
vymizeni z krevni cirkulace. Davkovani zdvisi na vySce, hmotnosti pacientky, pribéhu

téhotenstvi a renalni funkeci.
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Pokud jsou nizkomolekuldrni hepariny podavany z preventivnich divodi, je terapeuticka
davka 2x az 4x nizs8i, nez v pfipad€, ze jsou indikovany k 1écbé. Nizkomolekuldrnich
heparinovych preparatii je zndmo mnoho, lisi se molekulovou hmotnosti, dostupnosti pii
podkozni aplikaci, plazmatickym poloCasem atd. Mezi jedny z nejrozsifenéjSich
nizkomolekularnich heparint patii naptiklad dalteparin, enoxaparin, nadroparin, tinzaparin,

reviparin, bemiparin. (61, 63, 64, 65)

Tabulka 1V: Prehled a davkovani nizkomolekuldrnich heparinii (61) Nizkomolekularni
neboli frakciované hepariny pusobi v rané fazi srazeni krve. Principem je vazba spolu s
s antitrombinem na faktor Xa. Podavaji se nejcastéji subkutanné do bricha. Strida se vpich
na levé a prave strané, vyhybame se oblasti pupku. Ddavkovani se miiZe v zavislosti na dalsich
pridruzenych faktorech, popripadeé dalsich zdravotnich komplikacich [isit, proto je vzdy
nutnd konzultace s oSetrujicim lékarem.

; Obchodni nazev Davka Cetnost
Generikum
dalteparin Fragmin 200 anti-Xa j./kg Ix denné
enoxaparin Clexane 100 anti-Xa j./kg 2x denné
nadroparin Fraxiparine 90 anti-Xa j./kg 2x denné
tinzaparin Innohep 175 anti-Xa j./kg Ix denné
reviparin Clivarin 75 anti-Xa j./kg 2x denn¢
bemiparin Zibor 175 anti-Xa j./kg Ix denné

4.3 . Kumariny

Po porodu je pacientce Casto predepisovan warfarin. Jedna se o kumarinovy derivat pfimo
zasahujici v cyklu vitaminu K. Pisobi jako kompetitivni inhibitor vitamin-K-2,3 epoxid
reduktazy.

Kumariny délime na kratkodob¢ a dlouhodobé ptisobici. Dlouhodobé ptisobici latky jsou
vyhodnéjsi, kvili mensimu kolisdni u¢inkd a méné komplikovanému zpisobu davkovani.
Kumariny jsou piedepisovany po ptedchozi heparinizaci nebo soubézné s ni, kdy ob¢ 1é€iva
uzivame soucasné po dobu péti dnti. Pti jeho uzivani miize Zena bez omezeni kojit, jelikoz
latka prechazi do mateiského mléka v minimalnim mnozstvi. Uginnost terapie monitorujeme
pomoci protrombinového ¢asu. Kromé nejznaméjsiho kumarinového piipravku — warfarinu
(Warfarin) je na trhu k dispozici naptiklad: acenokumarol (Sintrom), fluindion (Previscan)

nebo fenprokumon (Marcoumar). (66, 3)
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4.4.Porod

U rodicek s trombofilnim stavem, u kterych byla vramci diagnostiky ptfedepsana
antitrombotickd terapie, je nutnd zvySena kontrola a péce beéhem té€hotenstvi, porodu, i
Sestined¢li. Nad sestavovanim porodniho planu by se mél podilet a spolupracovat tym
tvofeny odborniky z oblasti porodnictvi, anesteziologie a hematologie. T¢hotnd Zena je
vystavena situaci, kdy jeji zivot miize ohrozit zdvazné krvaceni béhem porodu, v piipad¢, ze
uziva antikoagulacni 1é€bu, zaroven je zde riziko vzniku tromboembolickych komplikaci,
pokud je léCba vysazena. Ve vétSin€ pripadd dochdzi k umélému vyvolani vaginalniho
porodu (indukci) nebo pldnovanému cisaiskému fezu. Postup, ktery je zvolen se lisi
v zavislosti na jednotlivych pracovistich a individudlnimu piistupu k pacientce a jeji
komplexni diagnéze.

Dle dostupnych studii se u 3 % operovanych Zen, které podstoupily cisarsky fez vyskytuje
zilni trombdza. U vaginalniho porodu je riziko vyskytu nizsi (0,08-1,2 %). Anesteziolog
pfedem s rodi¢kou prodiskutuje porodni anestezii a analgezii, zaroven by ji mél poucit o
moznych komplikacich, jako je napfiklad vznik epidurdlniho hematomu po aplikaci
epidurdlniho anestetika. Tato komplikace se vyskytuje v malém poctu ptipadii (1 ptipad ze
150 000 aplikovanych anestezii), ovSem v ptipadé, ze ke vzniku hematomu dojde, jedna se
o velice zdvazny problém, ktery ma trvalé neurologické nésledky. Pokud dojde ke
spontdnnimu porodu, Zena musi okamzité pferusit antikoagulaéni 1écbu. U planovanych
porodil je podavani terapeutickych ddvek LMWH pieruseno 24 hodin pted porodem (pied
pfipadnym podanim epiduralni anestezie). U profylaktickych davek LMWH staci pterusit
uzivani 10-12 hodin ptfed porodem. Uzivani UHF intravendzné staci pierusit ~ 4-6 hodin
pted porodem, pokud jsou davky podavany subkutanni cestou, je vhodné prerusit podavani
12 hodin pred porodem (pfi planovani vyuziti epidurdlni anestezie by mél byt casovy odstup
dvakrat delsi). Pfed samotnym porodem a po vysazeni antitrombotické terapie dochazi ke
kontrole hodnot aPTT, jehoz hodnota musi byt v norm¢. Pokud neni jisté, kdy doslo
k posledni davce antikoagulancie, stanovuje se hladina heparinu, podle které je nasledné
zvolen nebo upraven porodni plan. U porodu Zeny trpici trombotickymi stavy by mé¢l byt
pfitomen hematolog. 6-12 hodin po porodu jsou opét nasazeny profylaktické davky LMWH.
K obnoveni terapeutickych davek dochazi 24 hodin po porodu. Casové udaje se mohou lisit
v disledku pribéhu porodu (vaginalni porod/cisaisky fez, aplikace epidurdlni anestezie).

(67,68)
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4.5.Péce behem Sestinedéli

Po porodu je zena podrobena Castym lékafskym kontroldm z diivodu mnohondsobné
zvySeného rizika TEN béhem Sestinedéli. Po porodu dochézi 2x az 5x ¢astéji ke vzniku TEN
nez pred porodem. Riziko vzniku ovliviiuji zejména komplikace, které pii porodu mohly
nastat (napf. poporodni krvéaceni, rozsdhl¢ poranéni porodnich cest, mrtvorozenost,
imobilizace del$i nez 72 hodin, poporodni infekce), dale také vék rodicky, zvySeny index
télesné hmotnosti, koufeni nebo hypertenze. Tromboembolickd nemoc je nejcastéjsi
pfi¢inou matetské mortality. Vzhledem k manifestaci TEN nejcastéji jako hluboké zilni
trombdzy obvykle postihujici levou dolni koncetinu je doporuceno po celou dobu Sestined¢€li
pokracovat s uzivanim antikoagula¢ni 1écby (LMWH) nebo pievedeni pacientky na
Warfarin. Obnoveni dadvek heparinti je mozné zahajit tfi hodiny po porodu.

DalSim preventivnim opatfenim, které¢ muize Iékat doporucit je mechanickad profylaxe —

bandaz pomoci elastickych kompresnich puncoch. (69, 70, 71)
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5. Zaver

Bakalafska prace se zamétuje na problematiku trombofilnich mutaci a jejich vliv na pribéh
téhotenstvi. Prace je sloZena z teoretické Casti, ktera se zabyva fyziologii krevniho sraZeni a
nasledné i patologickymi zménami, které u mutantnich jedinct nastdvaji. Popisuje
nejrozsirenéjsi trombofilni mutace, které postihuji fadu lidi napfi¢ generacemi, rasami i
kontinenty. Detailn¢ se vénuje zejména diagnostice za pomoci genetickych vysetfovacich
metod, které se dostavaji do popiedi. Dale je vénovana pozornost terapii, ktera prokazatelné
prispiva k bezpecnéjSimu prubéhu téhotenstvi i porodu. Zaveérecnd Cast se zabyva péci
béhem porodu a Sestinedéli. Poukazuje na fakt, Zze porodem riziko vzniku trombo6zy nemizi,
naopak se mize vlivem zvolenych postupt v pribéhu porodu zvySovat.

Cilem mé bakalaiské prace bylo popsat problematiku trombofilie béhem gravidity. Zabyvat
se studiemi a vyzkumy, které se zaméfuji na miru zvySeni rizika pro t€hotné Zeny
s diagnostikovanou trombofilni mutaci. V pribéhu reserSe na toto téma jsem dospéla
k ndzoru, Ze fada zen neni o trombofilii a rizicich, které s sebou piinasi dostate¢né
informovéana. Dle mych osobnich zkuSenosti mohou byt divodem rozporuplné ndzory 1ékaiti
na tuto problematiku. I pfestoze je plicni embolie jednou z nejcastéjSich pficin matetské
mortality béhem porodu, genetické vySetfeni neni stale bézné¢ podstupovano. Mira rizika
vzniku trombl je ovlivnéna fadou faktorl, jednim z nejvyznamnéjSich je hormondlni
antikoncepce, kterou v soucasné dobé uziva téméf polovina zen, aniz by o tomto faktu védéla
a podstoupila by pied nasazenim antikoncepce genetické vySetfeni. V ptipad¢ vcasné
diagnostiky zen trpicich trombofilni mutaci, by mohl byt uplatiiovan specificky pfistup,
ktery béhem téhotenstvi, porodu a Sestinedéli vyzaduji nebo nasazena terapie, kterd i pies
mozné nezadouci uc€inky, zahrnujici i riziko krvaceni béhem porodu, je prokazatelné ucinna.
Je uzite¢né o tomto riziku védeét, brat jej v potaz a podstoupit vcas genetické vySetieni, ale
porod s sebou piinasi fadu dalSich, Casto i zavaznéjsich komplikaci, a dle mého nazoru neni
dobré se celé téhotenstvi stresovat pfipadnymi obtizemi, které mohou nastat. Samotné
psychické rozpolozeni a mira stresu ma dle dostupnych studii na priibéh porodu zna¢ny vliv.
V soucasné dob¢ se zajem zen o informace tykajici se porodu rapidné zvysuje. Zaroven se
zajmem o informace se zvySuje i mnozstvi vyzkumt zabyvajicich se trombofilii. VE&im, ze
v budoucnu podstoupi mnohem vice lidi genetické vySetfeni a budou tak moci predchazet
rizikim, které trombdza, nejen pro t€hotné Zeny, predstavuje. Rychla a dostupna diagnostika
muze pomoci s profylaxi, dokonce ve spojeni se spravné zvolenou terapii zachranit zZivot,

v ptipadé te¢hotné Zeny i Zivoty.
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