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Abstrakt

Tématem prace je Leidenova mutace vyznam a zplisob vySetfeni. Prace se
zabyva frekvenci vyskytu FV Leidenské mutace ve vzorcich vySetfovanych v centru

laboratorni mediciny BioLab, spol. s. r. 0., Klatovy.

Trombofilie (nebo-li hyperkoagula¢ni stav) je vrozena nebo ziskana porucha
hemostatického mechanizmu, kterda je spjata se zvySenym rizikem vzniku tromboz.
Nejvyznamnéj$Sim a také nejcastéjSim projevem trombofilie je vendzni nebo-li Zilni
tromboembolizmus. Tento pojem zahrnuje jak hlubokou zilni trombodzu, tak plicni

embolii a na jejim vzniku se vzdy podili n€kolik faktord, ziskanych ¢i vrozenych.

Mutace faktoru V byla popsana roku 1993 jako rezistence na aktivovany protein
C (APC- rezistence). Je nejcastéjs§i vrozenou trombofilii bilé rasy a vyskytuje se az u
40% pacientl, u kterych byla diagnostikovana tromboembolie. Leidenskd mutace v
genu pro faktor V je nejéastéjsi genetickou predispozici k trombdzam. Riziko vzniku
zilniho tromboembolismu se li§i podle toho jednali-li se o heterozygotniho ¢i
homozygotniho nosi¢e. Heterozygotni jedinci maji 7x vyS§i riziko vzniku  Zilni
trombozy a homozygoti maji toto riziko vy$si az 80x%.  Prevalence FV Leidenské

mutace se ve svété pohybuje od 0 do 15 %.

APC- rezistence je zpusobena bodovou mutaci v polynukleotidovém fetézci
genu pro faktor V. Zde dojde k zdméné v poradi nukleotidi, a to dusikaté baze guaninu
za adenin na pozici 1691 (G1691A). Takto vznikly triplet koduje v pozici 506 na misto
aminokyseliny argininu — Arg, R, glutamin — Gln, Q (R506Q) . To zptsobi odolnost
aktivniho faktoru V vii¢i proteinu C, ktery ho ma inaktivovat. Faktor V tedy ztstava dal
prokoagulaéni a tak roste tvorba trombinu a spole¢né s nim riziko tromboembolické

nemoci.

Cilem prace bylo shrnuti souasnych poznatki na téma FV Leidenské mutace-
vyznam a zpusob vySetfeni, analyzovat vzorky plné krve pacientli vySetfovanych na
prenaSeCstvi Leidenské mutace v centru laboratorni mediciny BioLab, spol. s. r. o.

Klatovy a nasledné vyhodnotit a interpretovat zjisténé vysledky.



Ptenasecstvi FV Leidenské mutace bylo sledovano u souboru pacienti obou
pohlavi pochazejicich z Plzefiského a Usteckého kraje za pomoci metody Real-time
PCR. Z celkového poctu 169 vysetfenych pacientii bylo ziskdno 111 vzorkii od zen a 58
vzorkd od muzi. Mezi Zenami bylo nalezeno 21 heterozygotnich nosicek (18,9 %) a 1
homozygotni nosi¢ka (0,9 %) FV Leidenské mutace. V rdmci muzské populace byl
zjistén vyskyt 17 heterozygotii (29,3 %). Zadny z muzi nebyl nositelem homozygotniho
genotypu FV Leidenské mutace. Prestoze byli muzi dvakrat ¢ast€jSimi nosi¢i zminéné
mutace, nebyl statistickymi analyzami prokazéan vliv pohlavi na ptenos FV Leidenské

mutace (P=0,2).



Abstract

The subject of this thesis is Leiden mutation, its signification and methods of
examination. This work deals with frequency of occurrence F V Leiden mutation in
samples of examinants in the centre of laboratory medicine BioLab, spol. s. r. 0., in

Klatovy.

Thrombophilia (hypercoagulation) is a genetic or acquired failure of hemostatic
mechanistic system, which is connected with increased risk of the occurrence of
thrombosis. The most important and the most frequent effect of thrombophilia is the
venous thromboembolism. This concept means both deep venous thrombosis and/or
pulmonary embolism and their development is always caused by several factors which

are genetic or acquired.

Mutation of factor V was described in 1993 as the resistance against activated
protein (so called APC-resistance). It occurs most commonly as a genetic thrombophilia
of white race where it can be found in 40% of patients with diagnosed
thromboembolism. Leiden mutation in a gene for factor V is the most frequent
predisposition for thrombosis. The risk of development of venous thromboembolism
differs according as the fact if it is a heterozygotic or homozygotic carrier.
Heterozygotic individuals are 7 times more riskly as for the development of venous
thrombosis while the risk level in homozygotic individuals is 80 times. The rate of

prevalence of FV Leiden mutation in the world ranges from 0 to 15 %.

APC- resistance is caused by point mutation in the polynucleotide chain of a
gene for factor V. Here it concerns the exchange of the nucleotide sequence respectively
nitrogen basis of guanine and adenine for the position 1691 (G1691A). It creates a
triplet which codes in position 506 in the place of amino acid arginine -Arg, R,
glutamine -GlIn, Q(R506Q). It causes resistance of the active factor V against protein C,
which is to inactivate it. The factor V stays henceforth pro- coagulative and thus the

creation of thrombin increases together with the risk of thromboembolic disease.



The goal of this thesis was summarising of research findings related to the
focused theme Leiden mutation, its signification and methods of examination, analyze
whole blood samples of patients examined at Leiden mutation carrier status in the center
of Laboratory Medicine BioLab, spol. s. r. 0. in Klatovy and in consequence and then
evaluate and interpret the results of the found out results.

Carrier of FV Leiden mutation was observed in a group of patients of both sexes
coming from Plzeii and Usti nad Labem region using real-time PCR. Of the 169 patients
examined 111 samples were obtained from women and 58 samples from men. Among
women there were found 21 heterozygous carriers (18.9%) and 1 homozygous carrier of
(0.9%) FV Leiden mutation. The male population was observed incidence of 17
heterozygotes (29.3%). None of the men did not hold the homozygous genotype FV
Leiden mutation. Although the men were twice as frequent carriers of that mutation was
not statistical analyzes demonstrated the effect of gender on the transfer FV Leiden
mutation (P = 0.2).
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Seznam pouzitych zkratek

A —adenin

APC — aktivovany protein C

Arg —arginin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FlI- FXIII — koagula¢ni faktory

Fla- FXIlla — aktivované koagulac¢ni faktory

FRET — fluorescence resonance energy transfer

G — guanin

GIn — glutamin

HMWK — vysokomolekularni kininogen

kDa — kilo Dalton

MTHFR — methylentetrahydrofolatreduktaza

PAIL1 — plazminogen aktivator 1

PCR — polymeréazova fetézova reakce (polymerase chaine reaction)
PCR- RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt (Restriction fragment length
polymorphism)

PLG — plazminogen

PKK — prekalikrein

Q - glutamin

R - arginin

TAF1 — trombinem aktivovatelny inhibitor fibrinolyzy

TEN — tromboembolickd nemoc

tPA — tkanovy aktivator plazminogenu (tissue-type plasminogen activator)
uPa — urokinase-type plasminogen aktivator

VTE — Zilni tromboembolie
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Uvod
Trombofilie je vrozend nebo ziskana porucha hemostatického mechanismu, ktera
je spjata se zvySenym rizikem vzniku trombdz. NejcastéjSim projevem trombofilie je

zilni tromboembolie (VTE).

Mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéjsi vrozené trombofilie se fadi APC (aktivovany
protein C) rezistence, ktera je zpusobena bodovou mutaci v polynukleotidovém fetézci
genu pro faktor V. Zde dojde k zaméné v potadi nukleotidi, a to dusikaté baze guaninu
za adenin na pozici 1691 (G1691A). Takto vznikly triplet koduje v pozici 506 na misto
aminokyseliny argininu — Arg, R, glutamin — GIn, Q (R506Q). To zptsobi odolnost
aktivniho faktoru V vici proteinu C, ktery ho ma inaktivovat. Faktor V tedy zustava dal
prokoagulaéni a tak roste tvorba trombinu a spole¢né s nim riziko tromboembolické

nemoci.

Riziko vzniku zilniho tromboembolismu se 1i$i podle heterozygotni ¢&i
homozygotni formy mutace. Heterozygoti maji 7x a homozygoti 80x vyssi riziko

vzniku VTE.

Prevalence FV Leidenské mutace se ve svété pohybuje v rozmezi 0-15 %. V
Ceské republice se prevalence pohybuje okolo 5 % a je diagnostikovana az u 40 %
pacientli s VTE. Znalost nositelstvi FV Leidenské mutace mize velmi ovlivnit 1é¢bu a
prevenci zilni trombozy, lécbu téhotenskych komplikaci a rozhodnout o uzivani

hormonalni antikoncepce.

Tato prace se vénuje vyskytu FV Leidenské mutace u pacientli z Plzeniského a

Usteckého kraje a vlivu pohlavi na prenaseéstvi FV Leidenské mutace.



1. Soucasny stav

1.1 Hemostaza

Hemostéaza, nebo- li zastava krvaceni, je zivotné dilezity d¢j bez jehoz existence
by pfi porusSeni celistvosti cévni stény doslo ke krevnim ztratdm a v kone¢ném disledku
az k organovym selhanim. Hemostaza je souhra nékolika d&ju a hraje v ni roli cela fada
Cinitelt. Cely proces je mozné rozdélit do 4 déji: vazokonstrikce, Cinnost krevnich

desti¢ek, hemokoagulace, fibrinolyza (Kittnar et al. 2011 ,Trojan et al. 2003).

Pti vazokonstrikei dochdzi k zzeni cév, aby se co nejvice minimalizovala ztrata
krve. K zZeni cév dochdzi jednak mechanicky, utlakem krve opustéjici krevni feciste a
jednak kontrakci svalové vrstvy cévni stény, ke které dochazi diky uvolnéni

chemickych latek pii poskozeni tkané (Kittnar et al. 2011).

Cinnosti krevnich desti¢ek vznikd v misté poranéni tzv. primarni krevni zatka.
Desticky se vazi na kolagen, ktery se odhali pfi poranéni cévy, adhezi jsou aktivovany a
méni svij tvar. Vlivem trombinu, ktery se v malém mnoZstvi vytvofil sraZenim krve,
dochazi k agregaci desticek. Na aktivované destiCky se vaze fibrinogen a vznika jiz
zminovana primarni krevni zatka. Tato zatka se muze jeSte rozplynout a odplout krvi a
tak je nutné, aby se vytvofila definitivni zatka z nerozpustné fibrinové sité. K tomu
dojde rozpadem desticek a uvolnénim obsahu jejich granul do okoli. Uvolnéné latky

nastartuji koagulac¢ni kaskadu a nastava proces hemokoagulace (Trojan et al. 2003).

1.1.1 Hemokoagulace

Hemokoagulace je srazeni krve, kterého se ucastni bunééné i plazmatické
systémy, které jsou piitomné v krvi a cévni sténé. Jednd se o mechanismus, ktery
udrzuje rovnovahu mezi krvacenim a krevni srdzlivosti. Cilem hemokoagulace je

vytvofeni nerozpustné fibrinové sité, tedy pfeména fibrinogenu na fibrin (Rehak 2011).

Latky ucastnici se procesu hemokoagulace jsou nazyvany koagula¢nimi faktory

(Tabulka 1). Jedna se pfevazné o glykoproteiny, které béhem krevniho srazeni



prodélavaji strukturdlni zmény (Pecka 2004). VétSina koagulacnich faktord je
syntetizovana v jatrech, u nékterych faktorti za spoluptisobeni vitaminu K. Vyjma
tkanového faktoru, vSechny koagulacni faktory cirkuluji v krevni plazmé v neaktivni
formé¢ (proenzymy, zymogeny) a ke své aktivaci vyzaduji proteolytické Sté€peni za
vzniku koagulaéné aktivniho enzymu (Pecka 2004, Slechtova 2007). Jednotlivé faktory
jsou oznacovany fimskymi Cislicemi, podle ¢asové posloupnosti jak byly objeveny.
Soucasné byla ponechéana i1 nékterd jejich synonyma. Aktivované formy se dale oznacuji

indexem a (pi. FV — FVa) (Pecka 2004).



Tabulka 1: Pfehled hemokoagula¢nich faktord, jejich synonyma a funkce

Hemokoagulaéni faktor

Synonymum Funkce/aktivuje
krevni koagulum,
fibrinogen faktor | ptevod signald,
aktivace trombocytl
fibrinogen, FV,
protrombin faktor Il VXX,
trombocyty, protein C
tkéovy faktor faktor III, tkéfiovy zahajuje koagula¢ni

tromboplastin

kaskadu

aktivace a stabilizace

vapenaté ionty faktor IV FV
faktor V proakcelerin, labilni faktor kofaktor g Irll aktivaci
faktor VII prokonvertin, stabilni faktor FX, IX
faktor V111 antihemofilicky faktor A kofaktor g(l aktivaci
faktor IX antihemofilicky faktor B FX
faktor X Stuarttiv- Proweruv faktor Fil, Vv, VII
FIX, XII, Aa fetézec
faktor XI antihemofilicky faktor C fibrinogenu, HMWK
plazminogen
faktor XII Hagemantv faktor FX, HMW.K’
prekalikrein
faktor XI1I fibrin- stabilizujici faktor stabilizuje fibrin
rekalikrein Fletchertv faktor

F XII a stépi HMWK

Zdroj: Penka a Tesarovad 2011, Kittnar et al. 2011
pozndmka: HMWK- vysokomolekuldrni kininogen, F- faktor
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1.1.1.1 Koagulacni kaskada

Koagula¢ni kaskada je kaskadovité aktivovany systém, ktery lze rozdé€lit na
vnéjsi, vnitini a spolecny koagulacni systém. Tyto systémy se vzajemné prolinaji a

nelze je proto od sebe striktné oddélit (Penka 2009) (Obrazek 1).

Obrazek 1: Schéma koagula¢niho Systému

Contact activation (intrinsic) pathway Tissue factor
Damaged (extrinsic) pathway
surface

l Trauma
. 1 TFPI
XII  XIIa P
> N VIIa VII
XI XIa - VIII
4 /_\ » |Tissue factor «—Trauma
IXa VIIIa
/——\ /\ Antithrombin
Prothrombin > Thrombm Common
) Va (IZa) Py
V R /’\
) Fibrinogen Fibrin
- (1) (Ia) v
Active Protein C 1)(1110 XIII
Protein S
. ” Cross-linked
Protein C + fibrin clot

thrombomodulin

Zdroj: http://www.tumblr.com/tagged/coagulation%20cascade

Vnéjsi koagulacni cesta

Vnéj$i koagulacni cesta je zahajena kontaktem krevni plazmy s tkanovym

faktorem. Tkanovy faktor se uvolni po poruseni cévni stény (Kittnar et al. 2011). Tento
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faktor se vyskytuje na povrchu mimocévnich bun¢k a je to komplex fosfolipoidli a
lipoproteinti (Rehak 2011). Tkanovy faktor je kofaktorem faktoru VII a aktivuje ho na
Vlla. Spolecné za ptitomnosti vapenatych ionti aktivuji faktor X. Aktivovany faktor X
(Xa) spolecné s faktorem V tvofi aktivator protrombinu a za pfitomnosti vapenatych
iontl je tento aktivator schopen zajistit pfeménu protrombinu na trombin. Trombin pak
aktivuje dalsi molekuly faktoru V. Va dale podporuje pfeménu faktoru X na Xa a cely

proces je takto kvantifikovan ( Penka a Tesafova 2011, Kittnar et al. 2011).

Vnitrni koagulacni cesta

Vnitini koagulacni cesta zaCina kontaktem negativné nabitého povrchu, jakym je tfeba
kolagen, s faktorem XII, ktery je diky tomu aktivovan. Kolagen dale vede k odhaleni
fosfolipidli z trombocyti. Tyto fosfolipidy obsahuji komplex, ktery je nazyvan
destickovym faktorem. Pisobenim kalikreinu a prekalikreinu je $tépen faktor XI a tim
vznika jeho aktivni forma XlIa. Faktorem Xla je dale aktivovan faktor IX a také dochazi
ke Stépeni kininogenu na bradykinin, coZ je latka s vazodilataénimi U¢inky. Faktor [Xa
spolecné s faktorem VIIIa aktivuje faktor X. U faktoru X kon¢i vnitini 1 vné&jsi
koagula¢ni cesta a za¢ina zde tzv. spoleéna koagulaéni cesta (Kittnar et al. 2011, Rehak

2011)

Spolecnd koagulacni cesta

Tato cesta zaCind aktivaci faktoru X. Faktor Xa spolecné s faktorem V za ucasti
vapenatych iontll tvoii jiz zminovany aktivator protrombinu. Trombin je stézejnim

enzymem celého koagula¢niho systému (Rehak 2011, Trojan et al. 2003).

Trombin preménuje fibrinogen na fibrin a také aktivuje faktor V, VIII a XIII. Vaze se
na protein trombomodulin na membrané endotelovych bun¢k a tak umoznuje aktivovat

hlavni antikoagula¢ni protein C (Trojan et al. 2003).
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1.1.1.2 Protein C (PC)

Protein C je glykoprotein, ktery je zavisly na vitaminu K a je tvofen v jatrech
(Penka a Tesafova 2011,Maly 2004). Jeho hlavni funkci je inaktivace aktivovanych
faktorti V a VIIIL. Inhibitory jsou alfal- antitrypsin a inhibitor aktivovaného proteinu C.

Spole¢n¢ s proteinem S, trombomodulinem, inhibitorem aktivovaného proteinu C a
receptorem pro protein C na endotelu tvoii tzv. systém proteinu C (Penka a Tesafova
2011). Protein C je aktivovan na aktivovany protein C (APC) trombomodulinem, ktery
je navazan na trombinu. U¢inek trombinu se po navazani trombomodulinu stavé
antitrombotickym (Maly 2004). Cely tento systém ma za tkol inaktivovat Va a VIlla
Stépenim jejich peptidovych vazeb. Faktor Va je Stepen v mistech Arg 306, Arg 506 a
Arg 679 a faktor VIlla je $tépen v mistech Arg 336 a Arg 562 (Dahlback 2008). Systém

C je rovnéz zapojeny do zanétlivé reakce (Penka a Tesafova 2011).

1.1.1.3 Faktor V

Faktor V (proakcelerin) byl objeven ve 40. letech 20. stoleti, jeho aktivni forma
byla nejprve oznacena jako faktor VI, pozdé&ji byla piejmenovana na Va (Maly 2004). Je
to protein o vysoké molekulové hmotnosti (330 kDa) (Dahlback 2008). 80% tohoto
faktoru cirkuluje v plazmé a zbylych 20% je v krevnich destickach (Duckers et al.
2009). Minimalni aktivita nezbytna k zastavé krvaceni je 10-15%. Pro jeho aktivaci jsou

nezbytné ionty vapniku, které jej zaroven stabilizuji (Pecka 2004).

Sklada se ze tfi A domén, z jedné dlouhé B domény a ze dvou C domén, které se
nachdzi v tomto usporadani: A1- A2- A3- B- C1- C2. Pti aktivaci koagula¢ni kaskady je
faktor V Stepen v mistech Arg709, Argl018 a Argl545, v téchto mistech se odstrani B
doména a uvolni se faktor Va, ktery se sklada z t€zkého A1- A2 (105 kDa) fetézce a z
lehkého fetézce A3- C1- C2 (71-74 kDa) (Duckers et al. 2009).
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1.1.2 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyza je v dynamické rovnovaze s koagulatnim systémem (Marek et al.
2010). Fibrinolyza je fyziologicka, vysoce kontrolovana odpovéd organismu na tvorbu
fibrinovych srazenin (Penka a Tesafova 2011). Jejim ukolem je zabranit nadmérnému

hromadéni fibrinu v krevnim fecisti (Colman et al. 2006) (Obrazek 2).

Obrazek 2: Schéma fibrinolyzy

Tissue plasminogean
activator (tFA) -

e,
T ﬂm‘x PLASMINOGEN
e
Plagminogan achivalor A 1 Factor Xla, Xlla
inhibitor T & 2 B Kallikrain
._H__.-'
v " PLASMIN w__
Urokanase = L3 - ga-gnfiplasmin

"n

™ ao=macroglobulin

FIBRIN 2% FIBRIN DEGRADATION
4 T FRODUCTS

fibrinolysis inhibitor

Zdroj http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fibrinolysis.png:

Jedna se o slozitou sit’ aktivatori a inhibitorGi propojenou sérii pozitivnich a
negativnich vazeb (Penka 2009). Ustiednim faktorem fibrinolyzy je zymogen

plazminogen, ktery je syntetizovan v jatrech a je St€pen na plazmin, pomoci aktivatort
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plazminu. Hlavnimi aktivatory plazminu jsou: tPA (tissue-type plasminogen activator) v
cévnim fecCisti, uvolnény ze stresového endotelu a uPA (urokinase-type plasminogen
activator) extravaskularné, ktera se aktivuje z proenzymu prourokinazy (Marek et al.
2010, Penka 2009, Waisman et al. 2003). Plazminogen muze byt také aktivovan vnitini
cestou pies koagulacni faktor XII spolecné s vysokomolekuldrnim kininogenem a

prekalikreinem (Penka 2009).

Fibrinolyza ma stejné¢ jako hemokoagulace své inhibitory, které brani
nadbytecné proteolytické aktivité plazminu. Hlavnimi inhibitory fibrinolyzy jsou: PAI-

1, ap-antiplazmin a TAFI (Marek et al. 2010)

15



Tabulka 2: Pfehled aktivatori a inhibitort fibrinolyzy

Nazev ZKkratky Funkce
) hlavni fibrinolyticky
plazminogen PLG
proenzym
) _ hlavni inhibitor
ap-antiplazmin az AP (PI)

plazminogenu

. . hlavni aktivator PLG v
tkanovy aktivator tPA(tissue-type
. . ] extravaskularnim
plazminogenu plasminogen activator
prostoru
UPA (urokinase-type hlavni aktivator PLG v

urokinaza

plasminogen activator)

extracelularnim prostoru

plasminogen aktivator 1 PAI-1 hlavni inhibitor tPA au
odstépuje z fibrinu
molekuly Lysin a
trombinem aktivovatelny o
TAFI Arginin, tim blokuje
infibitor fibrinolyzy )
vazbu tPA i PLG na
fibrin
faktor XII+
aktivatory PLG vnitini
vysokomolekularni FXII, HMWK, PKK
cestou

kininogen+ prekalikrein

Zdroj: Penka a Tesarova 2011

16




1.2 Trombofilie

Trombofilie (nebo-li hyperkoagulacni stav) je vrozena nebo ziskana porucha
hemostatického mechanismu, kterd je spjata se zvySenym rizikem vzniku trombodz
(Kessler 2006, Penka et al. 2009). Je to zvySena nachylnost ke tvorbé trombti, nebo- li
krevnich srazenin, v zilach nebo arteriich (Kvasnicka 2003). Tento sklon k tvorbé
krevnich srazenin muze byt geneticky podminén nebo ziskan béhem Zivota.
NejvyznamnéjSim a také nejcastéj§im projevem trombofilie je vendzni nebo-li Zilni
tromboembolismus. Tento pojem zahrnuje jak hlubokou zilni trombdzu, tak plicni
embolii (Kessler 2006). Na vzniku tromboembolické nemoci (TEN) se vzdy podili
nékolik faktord, ziskanych ¢i vrozenych. V roce 1856 Virchow prisel se tfemi
zakladnimi faktory ovliviiujicimi vznik tromboembolické nemoci, dnes nazyvany jako
Virchowova triada (Dahlback 2008). Jsou to: poSkozeni cévni stény, hyperkoagulaéni

stav a staza, nebo- li zpomaleni, toku krve (O” rourke et al. 2010).

Riziko TEN je rizné pro dané trombofilni stavy. U homozygotnich mutaci je
riziko vys$i neZ u heterozygotnich. Kombinaci vice faktorti se relativni riziko TEN
samoziejmé¢ zvySuje. Relativni riziko se vypocCitdva a vychazi zrodinnych a
populacnich studii. Riziko prvni tromboembolické nemoci je pomérné dobie
zmapovano na rozdil od rekurence TEN po antikoagula¢ni 1é¢b&. Riziko prvni

tromboembolické nemoci je 2-3 z 1000 ro¢né u zapadni populace (Poul 2006).

1.2.1 Ziskané trombofilie

Mezi ziskané nebo- i sekundarni rizikové faktory zplsobujici trombofilii patii
vek, imobilizace, chirurgicky vykon, trauma, stav po prodélané tromboze, obezita,
paréza koncetin, malignita, koufeni, varixy dolnich koncetin, oralni kontracepce, 1écba
estrogeny, te€hotenstvi i Sestinedéli (Urbankova et al. 2002). Dalsi z téchto rizikovych
faktori je antifosfolipidovy syndrom, autoimunitni choroby, zavazné respiracni

onemocnéni, chronické stfevni zanéty, nefroticky syndrom, sekundarni trombocytdza,
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paroxyzmalni o¢ni hemoglobinurie, myeloproliferativni onemocnéni, srde¢ni

nedostateénost NYHA III a IV (Poul 2006, Kessler 2006).

1.2.2 Geneticky podminéné trombofilie

Mezi nejvyznamnéjsi a nejcastéjsi vrozené trombofilie se fadi APC rezistence,
kterd je zplsobena mutaci faktoru V (FV Leiden nebo FV Cambridge). Dale mutace
protrombinu 20210A, deficit proteinu C nebo S a antitrombinu, dysfibrinogenemie,
homozygotni homocystinurie, sticky platelet syndrom, srpkovita anemie (Kvasnicka

2003, Kessler 2006).

Nékteré trombofilie nelze jednoznacné zaradit ani do jedné z téchto dvou skupin,
a proto se oznacuji jako smisSené. Do této skupiny se fadi zvySena hladina faktoru VIII,
ktera je podminéna familiarn€¢ a jedinec musi mit jinou krevni skupinu nez 0, nebo
vyskytuje- li se FVIII jako protein akutni faze. Dale sem patii hyperhomocysteinemie,
ktera je podminéna mutaci MTHFR (methylentetrahydrofolatreduktaza) C677T nebo
A1298C, nedostatkem vitaminu Bg, B1, nebo kyseliny listové. Dale se do této skupiny
fadi zvySena hladina fibrinogenu a faktoru IX.(Poul 2006)

1.2.2.1 FV Leidenska mutace

V roce 1993 Dahlback a kolektiv popsal rezistenci na aktivovany protein C
(APC rezistence), ktera je zpisobena bodovou mutaci v polynukleotidovém fetézci genu
pro faktor V (Rausova et al. 2005). Nazev Leidenska mutace je odvozen od mista jeho
objevu, nizozemského mésta Leiden (Penka a Tesafova 2011). Leidenska mutace v

genu pro faktor V je nej€astejsi genetickou predispozici k trombdzam (Kreidy 2012).

Gen pro faktor V je lokalizovan na prvnim chromozomu 1q21- 25 a zahrnuje
25 exond a 24 intront (Penka a Tesatova 2011, Duckers et al. 2009). Dochazi zde k

zamén¢ guaninu za adenin na pozici 1691. To vede k zdméné aminokyseliny v §t€pném
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misté pro protein C Arg 506. Aminokyselina arginin je zaménéna za glutamin (R506Q)
(Rausova et al. 2005).

Tato zdména zptisobi ztratu Stépného mista Arg 506 v aktivovaném faktoru V a
tim zkomplikuje i nasledna $tépeni v mistech 306 a 679 (Penka a Tesafova 2011)
(Obrazek 3). Dale je také narusena jeho funkce jako kofaktoru aktivovaného proteinu C
pii $tépeni faktoru VIIIa (Penka 2009). To znamena, Ze faktor V se stava odolng&jsi vici
proteinu C, ktery ho ma inaktivovat a jeho rozpad je az 10x pomalejsi (Penka a
Tesatfova 2011). Tim padem pokracuje tvorba trombinu a a dochéazi ke zvySeni rizika

vzniku tromboembolismu (Penka 2009).

Obrazek 3: Aktivace a degradace FV a FV Leiden

FV protein PE=re s aias —r==) [mmes S o2 Jhe

Al A2 B8 A3 C1 C2
709 1018 lla, Xa 1545
Fva [ S 1 o'} : Em——
306 *APC
FVi Ty &0 s R S |

Normal FV (R506) gees: GAC AGG CGA GGAATA  FV Leiden (0505) gene:  GAC AGG CAA GGA ATA
moemal peotein; Asp Arg Arg Gy lle mutated protein: Asp  Arg  Gin e

APC APC

Zdroj: Dahlback 2008

Riziko vzniku zilniho tromboembolismu se lisi podle toho jednali-li se o
heterozygotniho ¢i homozygotniho nosi¢e (Hrachovinova). Heterozygoti maji 7x vyssi
riziko vzniku zilni trombdzy a homozygoti maji toto riziko az 80x vyssi (Urbankova et
al. 2002). Dodnes byly popsany jesté neékteré mutace vedouci k APC rezistenci a to
faktor V Cambridge a faktor V Hong Kong (Penka 2009).
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Leidenska mutace je spole¢n¢ s mutaci faktoru II G20210A nejcastéjsi vrozenou
trombofilii u bélochu (Alfirevic et al. 2010) a je diagnostikovana az u 40 % pacientt, u
kterych se vyskytla tromboembolie (Wilmer, Stocker and Kolde 2004). Vyskyt
Leidenské mutace ve svété se pohybuje od 0 % do 15 % (Kreidy 2012). U Africant,
Asiatl, Eskymakii a bélocht jizni Evropy se tato mutace nevyskytuje témer vibec.
Nejvyssi vyskyt je ve vychodnim stfedomoii a to v Recku (13,4 %), Syrii(13,6 %) a
Jordansku(12,3 %). V Turecku je vyskyt také pomérné vysoky a to 7,4 % (Noha et el.
2000,Kreidy 2012). Naprosto nejvyssi prevalence Leidenské mutace byla zjisténa v
Libanonu 14,4 % (Kreidy 2012). Podle studie Noha et al. (2000) mohla Leidenska
mutace vzniknout pravé ve vychodni Evropé. V CR je prevalence kolem 5 % (Poul
2006).

1.2.2.1.1 Klinické projevy tromboembolismu u FV Leidenské mutace

U mnoha jedincii s mutaci FV Leiden se trombo6za nikdy neobjevi. Jeji klinické

projevy jsou ovlivnény fadou faktort:

1) pocet alel FVLeiden (heterozygot, homozygot)

Riziko vzniku tromboembolie je u heterozygotnich nosic¢t 7x vys$s$i nez u
zdravych jedincti. U homozygotnich nosi¢l FV Leidenské mutace je riziko vyssi az
80x. U homozygotnich nosicii je riziko tromboembolizmu vyss§i u pacientd mladsiho

véku (Kujovich 2010).
2) koexistence genetickych abnormalit

Riziko tromboembolie je vyssi vyskytnou- li se spole¢né s mutaci faktoru V
Leiden dalsi vrozené trombofilie. Dle studie Emmerich et al. (2001) heterozygot FV

Leiden + heterozygot protrombin 20210A, patiici mezi nejcastéj$i mutace, zvySuje
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riziko vzniku trombozy 20-ti nasobn€. To dokladad multiplikacni efekt vice faktord na

celkové riziko vzniku trombozy (Kujovich 2010).

Rizito VTE je trojnasobné vyssi u pacientii s FV Leidenskou mutaci v jejichz
roding se vyskytla tromboza. Pétinasobné vyssi u pacientii v jejichz rodin€ se vyskytla
tromboza pied dosazenim 50-ti let. Osmnactinasobné vyssi u téch v jejichz rodiné se

vyskytla trombdza u dvou a vice ptibuznych (Kujovich 2010).
3) ziskané trombofilni poruchy

Ziskanych predispozic k trombofiliim ve spojitosti s FV Leidenskou mutaci je

cela fada. Hormonalni antikoncepce a t€hotenstvi patii mezi ty nejcastejsi.

Hormonalni antikoncepce

Uzivani hormonalni antikoncepce zvySuje riziko TEN 4 nasobné pfida-li se k tomu
heterozygotni forma FV Leidenské mutace je toto riziko 30-ti nasobné (Grody 2007). U
homozygoti je riziko az 100 nasobné. Zilni tromboembolie se vyskytuje u 20-60 %
nosicek heterozygotni formy Leidenské mutace uzivajicich hormonalni antikoncepci.

Riziko vzniku trombozy také zalezi na sloZeni antikoncepce (Kujovich 2010).

Tehotenstvi a Sestinedeéli

Tehotenstvi a Sestinedéli patii mezi ziskané rizikové faktory vzniku trombdzy.
V dobé tchotenstvi se vyrazné zvysi hladina nékterych koagulaénich faktort a to:
faktoru 11, VII, VIII, X a XII a fibrinogenu. Hladina faktoru V a faktoru IX zdstava
stejnd. Od 2. trimestru je pozorovana snizena hladina proteinu S a také proteinu C, ktera
se nazyva ziskanou rezistenci k proteinu C ((Prochazka et al. 2004). Tlak zvétSené
délohy na péanevni zily vede ke zpomaleni toku krve. V téhotenstvi nastava Zzilni

hypertenze, a to vede ke Spatné funkci cévni stény v panevnim fecisti (Poul 2006).
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Timto jsou splnény vSechny tifi Virchowovy faktory pro vznik tromboembolické

nemaci.

Plicni embolie je nejcastéjsi pti¢inou tmrti v té¢hotenstvi a zilni tromboembolie
postihuje 1 zenu z 1000 téhotnych. Riziko vzniku tromboembolie je u téhotnych 6x az
10x vy$8i nez u net€hotnych Zen a po porodu se toto riziko jesté mirné zvysuje (Poul
2006). Pokud se k tomu vyskytne jesté dalsi rizikovy faktor, vznik tromboembolické

ptihody se dale navysuje.

Trombotickd ptihoda vSak casto komplikuje pribéh téhotenstvi, a to témito
obtizemi: rekurentnimi t€hotenskymi ztratami, predéasnym porodem, ¢asnym rozvojem
preeklampsie, abrupci placenty ¢i placentdrni insuficienci a riistovou retardaci plodu,

vcetng nitrodélozni smrti plodu (Carp et al. 2002, Kupferminc 2003).

1.2.2.1.2 Indikace k vySeti'eni pienasecstvi FV Leidenské mutace
Vysetteni na FV Leidenskou mutaci se doporucuje v téchto ptipadech:
e kazda zilni trombdza ve v€ku pod 50 let

e 7Zilni trombza v nezvyklych mistech ( jaterni, mezenterické¢, mozkové

cévy)
e trombdza u t€hotnych Zen nebo u Zen uZivajici hormonalni antikoncepci
e 7ilni tromboza a silna rodinnd anamnéza trombotického onemocnéni
e pfibuzni osob s Zilni trombdzou pod 50 let véku

e infarkt myokardu u zen kurakt pod 50 let véku

22



Nekteré indikace by mély byt zvazeni specialistou:

e 7ilni trombdza ve veéku nad 50 let, mimo piipadi kdy je pfitomno maligni

onemocnéni

e piibuzni osob, u kterych je znama pfitomnost FV Leidenské mutace

planuji- li t¢hotenstvi ¢1 uzivani hormonalni antikoncepce

e 7eny s opakujici se potraty, s nevysvétlitelnou tézkou preeklampsii,
abrupci placenty, nitrodéloznim zpomalenim ristu nebo narozenim

mrtvého ditéte

(Grody et al. 2007)

1.3 Molekularné genetické metody pouZivané k detekci pienaSecCstvi Leidenské

mutace

K detekci mutace FV Leiden jsou pouzivany metody zaloZené na polymerazové
fetézové reakci (Hrachovinova). Polymerazova fetézova reakce umoziuje namnozeni

specifického useku DNA (Penka a Tesafova 2011).

1.3.1 PCR- RFLP

PCR- RFLP nebo-li polymorfismus délky restrikénich fragmentd je metoda
pouzivana pro typizaci useku cilové DNA. Tato metoda je zavisla na volbé primert. V
jeji zavislosti pak mtiZe byt provedena analyza jakéhokoliv genu. Usek DNA se zmnozi
za urcitych podminek pomoci primerti, které se ptipojuji ke koncovym oblastem.
Vysledkem jsou namnozené useky o stejné délce, které se urcuji pomoci elektroforézy.
Ty jsou S$tépeny restrikéni endonukleazou a znovu elektroforeticky analyzovany.

Vzorky jsou pak rozdéleny na zaklad¢ podobnosti spekter fragmentii namnozené DNA
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(Smarda et al. 2005). Do nedavné doby byla detekce FV Leidenské mutace zaloZena na

této metodice.

1.3.2 PCR- reverzni hybridizace

Pii pouziti této metody je nejprve provedena klasickd PCR, pii které je
namnozen Usek DNA, ve kterém je pfedpoklddand mutace. Nésleduje hybridizace DNA
se sondou, kterd je imobilizovadna na nitrocelul6zové membrané a dojde k vazbé mezi
vzorkem a sondou. Na stripech je sonda jak pro wild type alelu, tak pro mutovanou
alelu, aby bylo mozné rozlisit zdravého jedince, heterozygota nebo homozygota . Na

tuto metodu jsou vétSinou pouzivany komeréné vyrabéné Kity (Horak et al. 2010).

1.3.3 Real-time PCR

Tato metoda se stava v laboratofich oblibenou vzhledem k dostupnosti komeréné

vyrabénych kitl, jejichz pouziti je komfortnéjsi, rychlejsi a financné ne tolik narocné.

Real time PCR je zaloZena na sledovani pribéhu reakce. Umoziuje kvantifikaci
sekvence nové vzniklé DNA, a proto je fazena mezi kvantitavni metodu polymerazové
fetézové reakce (Q-PCR). K jejimu zjistovani se vyuZzivaji barviva, které maji zvySenou
schopnost vmezeteni se do dvouretézcové DNA. K tomuto se pouziva napiiklad barvivo
SYBR Green. Castgji se viak vyuzivaji fluorescenéné znadené jednofetézcové
oligonukleotidové sondy. Sondy hydroliza¢ni nebo-li TagMan sondy a FRET sondy.
Tyto sondy se navazou na analyzovanou sekvenci namnozené DNA ohrani¢ené primery
(Penka a Tesafova 2011, Dorak 2006).

Sondy se pouzivaji k rozliSeni mezi mutantni alelou a takzvanou wild- type
alelou, coz je alela zdrava, bez pfitomnosti mutace. Jestlize je nartst fluorescence
Vv kanalu identifikujici wild type alelu, ale v kanalu pro mutantni alelu neni, je vzorek

oznacen jako wild-type. Pokud je nartst fluorescence v kandlu identifikujici mutantni
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alelu, ale v kanalu pro alelu wild-type neni, je tento vzorek oznacen jako mutantni.
Jestlize je nartst fluorescence v obou kandlech je tento vzorek oznafen jako

heterozygotni (Bustin 2005).

1.3.3.1 TagMan sondy

Jsou to oligonukleotidy, které jsou delSi nez primery a maji pfiblizn€ o 10° C
vyssi teplotu tani. Jsou znaceny dvémi riznymi fluoresceiny. Jeden je navazan na 5’
konci. Ten se nazyva ,,reportér'* a na 3" konci je navazan tzv. ,,zhase¢’’, nebo-li tlumi¢
(Smarda et al. 2005). Reportér, po ozafeni, vyzafuje energii s kratsi vinovou délkou.
Naopak zhase¢ vyzatuje energii s delsi vinovou délkou. Tag DNA polymeraza, ktera
provadi prodluzovani fetézce od primeru k sondé, a diky schopnosti odbouravat fetézce
nukleovych kyselin od 5” konce, postupné §té€pi navazanou sondu. Tak se fluoresceiny
dostanou do kontaktu a zhase¢ prestane pohlcovat energii excitovanou reportérem. Tim
dojde k nartistu fluorescence, ktera odpovidd vyzarenému svétlu rozstépené sondy

(Penka a Tesatova 2011, Bustin 2005).

1.3.3.2 FRET sondy

Tyto sondy vyuzivaji pfenos energie fluorescenéni rezonanci mezi sondami.
Jsou pouzivany ve dvojici a kazda z nich je komplementarni k urcité sekvenci cilové
DNA v tésné blizkosti, obvykle s dvounukleotidovou mezerou. Jedna sonda ma na svém
3’konci navazany donorovy fluorofor a druha ma na svém 5’konci navazany
akceptorovy fluorofor. Donor po vybuzeni pfenasi enenrgii na akceptor druhé sondy a

ta emituje fluorescenci, ktera je zaznamenavana ptistrojem (Pavlik 2004).

Pro tyto metody byly vyvinuty specialni ptistroje tzv. termocyklery, které sleduji
amplifikaci v prib&hu celé reakce. Pfistroj po kazdém cyklu zméfi velikost vyzareného
svétla fluorascen¢nimi barvivy. MnoZstvi fluorescence odpovidd mnoZstvi produktu.

Termocykler ukazuje mnozstvi fluorescence v realném cCase. Kvantifikace se provadi
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pomoci amplifikaéni kiivky vynesenim naméfené fluorescence oproti piisluSnému
cyklu PCR. Tyto kiivky jsou vyhodnocovany a stanovi se hodnota C; coZ je tzv.
threshold. Treshold udava pocet cykli, ve kterém doslo k vyznamnému naristu
fluorescence. U detekce genové mutace se provadi relativni kvantifikace, kde jsou

zmény vyjadieny pomérem ke kontrolnimu vzorku (Penka a Tesafova 2011).
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2. Cil prace

Cilem prace bylo shrnout soucasné poznatky na téma Leidenska mutace-
vyznam a zpusob vySetfeni, analyzovat vzorky plné krve pacientli vySetfovanych na
prenaSeCstvi Leidenské mutace v centru laboratorni mediciny BioLab, spol. s. r. o.

Klatovy a nasledné vyhodnotit a interpretovat zjisténé vysledky.
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3. Material a metody

Laboratorni ¢ast mé bakalaiské prace probihala v centru laboratorni mediciny
BioLab, spol. s. r. 0., Klatovy. Vyzkum probihal od prosince 2011 do bfezna 2012.
V pribéhu téchto ¢ty mésict bylo na FV Leidenskou mutaci v centru zanalyzovano
169 vzorki. Z toho bylo 111 Zen a 58 muz. Vzorky pacientti pochazeli z Usteckého a

Plzeniského kraje.

Ke kazdému vzorku byl ziskdn informovany souhlas pacienta s genetickym

laboratornim vysetfenim. (Ptiloha 1)

3.1 Bezpecnost prace a spravnd laboratorni praxe

Pfi praci s biologickym materidlem musi kazdy pracovnik v oblasti vySetfeni
dodrzovat bezpecnostni pokyny a dodrzovat zasady spravné laboratorni praxe.

Zpracovavany material je povazovan za potencionaln¢ infekcni.
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Bezpecnostni opatieni:
1. V laboratofi je nepiipustné jist, pit, koufit a uchovavat jidlo.
2. Pfipraci je nutné pouzivat ochranné pracovni pomicky.
3. S materidlem je tieba zachdzet jako s potencialné infekénim materidlem.

4, Dodrzovat postupy, které jsou uvedené v BezpecCnostnich listech roztokli a

chemikalii.

5. Vesker¢ kroky je nutné provadét za zvysSené opatrnosti a respektovat pokyny
Bezpecnosti prace s karcinogennimi a teratogennimi latkami. (zdroj: Laboratof

Centra lékatské genetiky s.r.0.)

Pii ptfevzeti vzorku laboratofi je nutné fadné zkontrolovat oznaceni odbérovych
zkumavek se zadankou o vySetfeni. Vzorek musi byt f4dné oznacen a zaevidovén do

databaze DNA.

3.2 Odbér biologického materidalu

PIna krev byla pacientim odebirana v riiznych ambulancich v mnozstvi cca 3ml
do odbérové soupravy. Thned po odbéru byla sanitnim vozem dovezena do laboratote
centra laboratorni mediciny BioLab, spol. s. r. 0., Klatovy. Po pfevzeti laboratofi byla
krev zkontrolovédna a zaevidovéana. Plna krev byla uchovavana v chladni¢ce pii teploté

4°C a po zpracovani byla zlikvidovana v souladu s ptedpisy.

3.3 Izolace DNA

K izolaci genomické DNA z plné krve byl pouZit QuickGene DNA whole blood
kit S od spolecnosti FUJIFILM.
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Reagencie

proteaza (EDB)
lyzacni pufr (LDB)
promyvaci pufr (WDB)
eluéni pufr (CDB)

96% etanol

destilovana voda

Spotiebni a pomocny material

mikrozkumavky (1,5 ml)
sbérné zkumavky

kolonky se silikagelem

Vybaveni

ptistroj QuickGene
mikropipeta + Spicky
vortex

stojanek na zkumavky
termoblok

centrifuga
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Do mikrozkumavky bylo napipetovano 30 ul protedzy a k tomu bylo ptidano
200 ul krve. Poté bylo pfidano 250 ul lyza¢niho pufru. Diky protedze a lyzacnimu pufru
dojde klyze bunék. Cely obsah zkumavky byl cca 20 s vortexovan a poté
zcentrifugovan. Dal$im krokem byla inkubace mikrozkumavky v termobloku, ktery byl
zahtaty na 56°C, po dobu 2 min. Po vyjmuti z termobloku bylo pfiddno 250 ul 96%

etanolu, ktery vysrazi DNA. Zkumavka byla jesté jednou zvortexovana.

Lyzat byl poté cely prepipetovan do kolonky se silikagelem a vlozen do pfistroje
Quick- Gene Mini80. Po zapnuti pfistroje byl lyzat pod tlakem piesan pfes membranu
se silikagelem. Dale bylo do kolonky napipetovano 750 pl promyvaciho roztoku a
pomoci pristroje opét presato. Tento postup byl jesté dvakrat zopakovan. Po promyty
byla kolonka na pfistroji pfendana do elu¢ni pozice, kde musi byt umisténa nova
mikrozkumavka. Do kolonky bylo napipetovano 100 pl elu¢niho pufru a opét pod
tlakem piesato do mikrozkumavky. V mikrozkumavce byla obsaZena genomicka DNA.
DNA byla zamrazena na -20°C. Po nahromadéni 15- 20 vzorkl byla provedena real-

time PCR.

3.4 Real-time PCR

Reagencie

e mastermix GeneProof V Leiden PCR kit od spole¢nosti GeneProof

Spottebni material

e mikrozkumavky (1, 5 ml)
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Vybaveni
e sterilni box
e mikropipeta+ Spicky
e Termocykler RotorGene 3000

e chladici blok

Mikrozkumavky byly nejprve vlozeny do chladiciho bloku. Dale bylo do
mikrozkumavek napipetovano 18 pl mastermixu a k tomu 2 ul DNA. Do kazdého béhu
musela byt také zafazena negativni a pozitivni kontrola. Jako negativni kontrola se
pouzila destilovand voda misto DNA. Pro pozitivni kontrolu byl pouzit vzorek, u
kterého jiz byl detekovan FV Leidenska mutace. Po napipetovani vSech vzorkd, byly
mikrozkumavky pfendany do kotouce vyjmutého z termocycleru, pokud nebyl kotouc
cely zaplnén mikrozkumavkami se vzorky, musel byt doplnén prazdnymi, kvili
vyvazeni. Poté byly mikrozkumavky zajistény prstencem. Dal§im krokem bylo pfendani
kotouce do termocycleru. Po zajiSténi kotouce v termocycleru byla spusténa samotna

analyza.
Amplifikace probihala 82 minut v tomto teplotnim profilu:
e pocatecni denaturace na 95°C 10 min
e 40 cykli ve 3 krocich: denaturace 95° C 10 s
annealing 64° C 20 s
elongace 72° C 20 s
3.4.1 Vyhodnoceni

Vystupem analyzy byla amplifikaéni kiivka, kterd uvadi zavislost fluorescence

na poctu cykli. Vyhodnoceni vzorkl bylo provedeno softwarem Rotor-Gene 6. Odecet
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fluorescence byl provadén pti 530 nm v kanédlu JOE, pro mutovanou alelu a pti 470 nm

V kanalu FAM, pro zdravou alelu (Obrazek 4).

Obrazek 4: Graf zavislosti fluorescence na poctu cyklt

0,3

neg. kontrola
wild type
homozygot

03

T

(=]
[
b

=]
o

Morm. Fluora.
_D
-

=]

(=]
=
o

=

i

Zdroj: BioLab Klatovy spol. s. r. 0.

Pfi zachytu homozygotniho nosi¢e byl proveden novy kontrolni odbér krve a

nasledna analyza DNA.

3.5 Statistickda analyza

Vztahy mezi vyskytem heterozygotni a homozygotni formy FV Leidenské
mutace V zavislosti na pohlavi byly analyzovany pomoci programu Epi Info (TM)
7.1.1.14 (Centers for Disease Control and Prevention, USA). Pro vyhodnoceni
jednotlivych proménnych byl pouzit chi-kvadrat test.
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4. Vysledky

Pro praktickou ¢ast bakalaiské prace bylo analyzovano 169 vzorku. Z toho bylo
111 vzorkt od Zen a 58 vzorkt od muzd. 50% vzorkd pochazelo z Usteckého kraje a

50% z Plzenského kraje.

Mezi zenami byl nejcastéjsi vyskyt heterozygotni formy FV Leidenské mutace u
zen ve veku 54-63 let a u zen starSich 74 let. Z 15 zen ve véku 54-63 let byla u 1/3
zjiSténa tato forma mutace. Ze tii zen, starSich 74 let, byla tato forma zjiSténa u 2/3.
Homozygotni forma FV Leidenské mutace byla zaznamenéana jedna, a to u 40- ti leté

zeny (Tabulka 1).

Tabulka 1: Vyskyt heterozygotni a homozygotni formy FV Leidenské mutace u Zen

Vv zavislosti na véku pacientky

VEK (roky) Wild type Heterozygot Homozygot
14-23 16 4 0
24-33 19 2 0
34-43 17 3 1
44-53 19 4 0
54-63 10 5 0
64-73 7 1 0
74< 1 2 0
Celkem 89 21 1
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U muzli nebyla zaznamenana homozygotni forma FV Leidenské mutace.
Heterozygotni forma byla nej¢astéji prokazana u muzt mladého véku od 14- ti do 23
let, témét 1/2 vySetfovanych méla tuto mutaci. Naopak nulovy vyskyt byl u muza

sttedniho veku. (Tabulka 2)

Tabulka 2: Vyskyt heterozygotni a homozygotni formy FV Leidenské mutace u Zen

Vv zavislosti na véku pacienta

VEK (roky) Wild type Heterozygot Homozygot
14-23 7 6 0
24-33 6 2 0
34-43 5 2 0
44-53 6 0 0
54-63 7 3 0
64-73 6 4 0
74< 4 0 0
Celkem 41 17 0

Ze 111 vzorkd od zZen bylo zaznamenéno 21 heterozygotnich nositelek, coz
odpovida 18,9 % a 1 homozygotni nositelka (0,9 %).

Mezi 58 muzi bylo zaznamenano 17 heterozygotnich nosicti, coz odpovida 29,3
% a z4dny homozygot.
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Statistickd analyza neprokazala vliv pohlavi na pienasecstvi FV Leidenské
mutace (y° = 1,44; d.f. = 1; p = 0,23), prestoze v populaci muzii byl zjistén 2x East&jsi
vyskyt heterozygott (graf 1).

Graf 1: Frekvence genotypu FL Leidenské mutace v zavislosti na pohlavi
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Vyskyt heterozygoti dohromady u vSech vySetfovanych byl 22,5 % a vyskyt
homozygott 0,6 % (graf 2)
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Graf 2: Procentudlni vyjadieni genotypizace vSech analyzovanych vzorki
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| Wild type
M Heterozygot

B Homozygot
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5. Diskuze

FV Leidenska mutace patfi mezi nejcastéj$i vrozené trombofilie u bilé rasy a
znalost nositelstvi této mutace muze velmi ovlivnit 1écbu a prevenci zilni trombdzy,
1é¢bu t€hotenskych komplikaci a rozhodnout o uzivani hormonalni antikoncepce (Grody
et al. 2007). K detekci FV Leidenské mutace se bézné uzivaji molekularné-biologické
metody zalozené na amplifikaci DNA. Dle studie Loew et al. (2005) mtze byt FV
Leidenska mutace ziskéna transplantaci jater. V ptipad¢ podezieni je pak nutné provést
molekularné-biologicky test u darce tkané. Na pracovisti centra laboratorni mediciny

BioLab, spol. s. r. 0., Klatovy se vyuziva metoda Real-time PCR.

Nézory na provadéni testd se znacné liSi. Podle Grody et al. (2007) by bylo
uzite¢né provadét testy u vSech pacientl se zvySenym rizikem recidivy. Simioni et al.
(1997) a Ridker et al. (1995) uvadéji zvysené riziko u heterozygotnich nosict FV
Leidenské mutace. Naopak Eichinger et al. (1997) a Hyers et al. (1998) nezjistili zadnou
souvislost mezi rizikem recidivy trombdzy a nosicstvim heterozygotni formy mutace.
Podle Hyers et al. (1998) by méla byt u pacientl s recidivujici trombdzou zahajena
celozivotni antikoagulacni terapie, bez ohledu na genetické predispozice. CeloZivotni
antikoagulacni terapie by méla byt také zahdjena u vSech homozygotnich nosic¢i FV
Leidenské mutace (Bauer 1995). Pied zahajenim antikoagulaéni profylaxe je vSak nutné
zvazit riziko mozného krvaceni (Gitter et al. 1995). Znalost nositelstvi FV Leidenské
mutace miZze byt velmi uZite¢na v obdobi téhotenstvi, kdyZ dochdzi k opakovanym
ztratdm plodu a dal§im nevysvétlitelnym komplikacim. Pfesto se rutinni screening u
té¢hotnych Zen nedoporucuje. Testovani by mély byt podrobeny pouze Zeny
s opakovanymi ztratami plodu a Zeny s anamnézou tromboembolizmu v rodiné (Grody
et al. 2007). Zahajeni spravné antikoagulacni terapie, mize témto Zendm umoZnit

donoSeni plodu bez vétSich komplikaci (Ridker et al. 1998).

Nekteti 1¢kati jsou pro zavedeni vySetieni na prenaSec¢stvi FV Leidenské mutace
u Zen, které zvazuji hormonalni antikoncepci. Na druhé strané je vSak velka nadkladovost
vySetfeni u tak velké populace. Nehledé na to, ze zeny s FV Leidenskou mutaci by se

musely spolehnout na jiné formy antikoncepce, vétSinou méné Ucinné, tim by se zvysil
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pocet te¢hotenstvi a naslednych moznych téhotenskych komplikaci (Grody 2007). Aby
se zabranilo jednomu umrti na zaklad¢ tromboembolie spojené s uzivanim hormonalni
antikoncepce u nosicek FV Leidenské mutace musely by byt podle Vandenbroucke

(1996) vysetreny az 2 000000 Zen.

Dle studie Kreidy (2012) se FV Leidenskd mutace nejcastéji vyskytuje u
obyvatel Libanonu, tedy na vychodu Evropy, a to ve 14,4%. Naopak Schroder et al.
(1996) uvadi vyskyt u némecké populace, tedy ve stfedni Evropé kam se fadi také
Ceska Republika, kolem 6 %. Obdobné¢ vysledky, 4,5 % prevalenci FV Leidenské
mutace Vv Ceské populaci, uvadi ve své studii Kvasnicka et al. (2012). Ve srovnani
suvedenymi studiemi jsme prokazali né€kolikanasobné vyssi vyskyt (22,5 %) FV
Leidenské mutace u testované skupiny pacienti. Tento rozdil byl pravdépodobné
zpiisoben odliSnou skupinou vySetfovanych vzorkl. Kvasni¢ka a Schroder zkoumali
prevalenci u zdravé populace, kdezto v této praci byla pouzita skupina pacientd s
podezienim na FV Leidenskou mutaci. Podle nékterych studii je u pacientd s trombdzou
vyskyt kolem 16-29 % (Alfirevic 2009, Honzdk 1999). CoZ by odpovidalo mym

hodnotam.

Dle studie Aryurachai et al. (2012) je pienaSecstvi FV Leidenské mutace zavislé
na muzském pohlavi. Statistickd analyza vysledkl zjisténych v této studii neprokazala
vliv pohlavi na pienaSestvi FV Leidenské mutace (y° = 1,44; d.f. = 1; p = 0,23),
prestoze v populaci muzl byl zjistén 2x cCastéjsi vyskyt heterozygoti. Ke stejnému
zaveéru doSel ve své studii Noha et al. (2000). Noha et al. (2000) prokazal cetnost
vyskytu homozygotni formy FV Leidenské mutace 0,6 % v Libanonu. Vysledky této
prace prokdzaly 1 homozygotniho nosi¢e FV Leidenské mutace, tedy 0,6% vyskyt
z testované skupiny. Pfestoze udaje o vyskytu homozygotnich nosicli se napadné
shoduji, nelze na zaklad¢ jediného zachyceného piipadu konstatovat zadné hlubsi
zavéry. Navic Kvasnicka et al. (2012) prokazal pouze 0,07% vyskyt homozygotnich
nosi¢ii FV Leidenské mutace v Ceské republice. Jeho analyza viak probihala u zdravé

populace.
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6. Zavér
I. V pribéhu zpracovavani této prace jsem se seznamila s postupy a metodami

vyuzivanymi k analyze FV Leidenské mutace.

I1. Mezi muzi byl nejcastéjsi vyskyt FV Leidenské mutace u pacient ve véku 14-43

let.

[1l. Mezi Zenami byl nejcastéj$i vyskyt FV Leidenské mutace zaznamenan u

pacientek ve véku 54-63 let a u starSich 74 let.

IV. Nebyl prokazan vliv pohlavi na prenasecstvi FV Leidenské mutace ve sledované

skupiné pacientd.

V. Celkova prevalence FV Leidenské mutace v testované skupiné byla vyrazné

vy$$i, nez je republikovy primeér.
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9. Prilohy
Ptiloha 1: Souhlas vySetfované/ho (zdkonného zastupce) s genetickym laboratornim

vySetienim
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Souhlas vySetfované/ho (zakonného zastupce) s genetickym laboratornim vy3etienim

(Pro potfeby laboratofe se poskytuje Iékafem potvrzena kopie tohoto dokumentu)

JMENO R [T ][]z
UEEL GENETICKEHO LABORATORNIHO VYSETRENI (viz pfehled zadni strana) Dg

Ovéreni/potvrzeni diagnozy nemoci | Zjisténi predispozice pro nemoc | | Zjisténi pfenaseéstvi pro nemoc ]

Zjisténi nemoci u plodu [ | Jiny divod:

A. Prohlaseni Iékare

= Prohladuji, Ze jsem vySetfované/mu (zakonnému zastupci vySetfovaného) jasné a srozumitelné vysvétlil/a
Uuéel, povahu, pfedpokladany prospéch, nasledky i moZna rizika vy3e uvedeného genetického laboratorniho
vySetfeni.

*  RovnéZ jsem vysetfovanou osobu seznamil/a s moznymi vysledky a s disledky toho, Ze by vySetfeni nebylo
mozno za vySe uvedenym ucelem provést (nezdafilo by se) nebo by nemélo potiebnou vypovidaci schopnost
pro naplnéni sledovaného uéelu.

»  Seznamil/a jsem vy3etfovanou osobu (zakonného zastupce) i s moZnymi riziky a dusledky v pFipadé
odmitnuti tohoto vySetfeni.

= Vysledky laboratorniho vy3etfeni budou divérné a nebudou bez souhlasu vysetiované osoby/zakonného
zastupce sdélovany tieti strané, pokud platné pravni pfedpisy neuréuji jinak.

Jméno lékaie :
Datum

B. Prohlaseni vySetiované osoby

=  Potvrzuji, Ze mi bylo poskytnuto genetické poradenstvi ke genetickému laboratornimu vy3etfeni za ucelem
jak uvedeno shora. V&e mi bylo sdéleno a vysvétleno jasné a srozumitelné.

=  MéE&l/a jsem moZnost v8e si fadné, v klidu a v dostateé¢né poskytnutém ¢ase zvaZit, mél/a jsem mozZnost se
|ékale zeptat na ve, co jsem povaZoval/a za pro mne podstatné a potfebné védét a probrat s nim vie, éemu
jsem nerozumeél/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpovéd.

Za Ucelem vyse uvedenym souhlasim s odbérem dale uvedeného vzorku krve a s provedenim
molekularné genetickych vysetreni (zjisténi pfitomnosti mutace ¢i polymorfismu) pro chorobu:

Faktor V. (Leiden) ] Faktor Il (20210) [ MTHFR (677,1298) [] Cysticka fibréza (delF508) [
Gilbertavsyn. [ H. hemochromatéza (282, 63) ] Metabolismus warfarinu (CYP2C9, VKORC1) [

Dale si preji nasledujici:
Abych s vysledky byl(a) [] nebyl(a) (] seznamen(a) (vybranou variantu oznaéte)
Aby o vysledku byly informovany nasledujici 0soby: ... .. e

Rozhodl (a) jsem, Ze se vzorkem DNA bude po ukoncéeni testovani naloZzeno takto:

] vzorek bude skladovan (max. 1 rok). Nové analyzy mohou byt provedeny pouze po mém novém souhlasu.

L] Vzorek bude ihned zlikvidovan s tim rizikem, Ze nebude jiz mozné dany vysledek ovéfit ani provést dali nova
vySetieni ku prospé&chu mému &i mé rodiny.

Na zakladé tohoto pouceni prohlasuji, ze souhlasim s odbérem pfislusného vzorku krve a s provedenim
vySe popsaného genetického laboratorniho vysetreni s podminkami jak uvedeny vyse a jsem si védom,
Ze svij souhlas mohu kdykoliv odvolat.

Vztah K VY8t OVaNE OS0bE . . e

Tento informovany souhlas je vyhotoven ve dvou stejnopisech, z nichZ jeden obdrZi vysetfovana osoba
(zakonny zastupce) a druhy informujici lékafr.
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