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Annotation

Venous thrombosis is a multifactorial disease frequently related to the interaction of genetic
and acquired factors. The inherited thrombophilia does not always appear, but in certain
situations can be life threatening. This danger is especially for women who use hormonal
contraception or plan to become pregnant.

This work focuses on the frequency occurrence of factor V Leiden and prothrombin
G20210A mutations by patients in a hospital of Ceske Budejovice. Acquired frequencies are
compared with the values given in the literature. Another point of the study is devoted to the
examination of women before prescribing contraception. It is evident from the acquired data
that gynecologists do not investigate women so completely and there is potentially possible

leakage of women affected by inherited thrombophilia.
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Uvod a cil prace

Lidsky organismus je velice slozity systém, jehoz spravné fungovani kolisa na tenké
hranici. Pokud dojde k ptfekroceni této pomyslné hranice, na$ organismus onemocni. Jedno
takové prekroCeni zpusobuji 1 hyperkoagulac¢ni stavy, které naruSuji rovnovahu mezi
aktiva¢nimi a inhibi¢nimi procesy hemokoagulace.

Vrozené trombofilie nas doprovazi cely zivot, pficemz vétSina lidi o jejich pfitomnosti
viibec nevi, ale mohou pifedstavovat ,,¢asovanou bombu®, a to hlavné u zen. Samy o sob&
nepiredstavuji néjak vyrazné nebezpeci vzniku krevni srazeniny resp. trombu, ale spole¢né se
ziskanymi rizikovymi stavy se jejich riziko az nékolikanasobné zvySuje. Napiiklad s v€kem
se frekvence vyskytu prvni tromboembolické nemoci zvySuje az 10x a u velkych operaci to
mize byt az 200x vice (Beran 2006). T¢hotenstvi a hormonalni antikoncepce, dnes velmi
rozsifend mezi zenami plodného véku, predstavuji zvysené riziko.

Vysledkem téchto stavl je krevni sraZenina, kterd nejcastéji vznika v zilach dolnich
koncCetin. Pokud inhibi¢ni systém hemokoagulace a fibrinolyticky systém spravné funguji,
velka ¢ast srazenin se sama rozpusti, pokud jsou tyto systémy naruSeny, muze trombus
nartst do velkych rozméru a nasledné embolizovat (Kvasni¢ka 2003).

Az u 2% pacienti s hlubokou Zilni tromb6zou miZe dojit ke komplikaci plicni embolii. I
pfes moderni progresivni medicinu, velké procento pacientd s plicni embolii umira
(Urbankova et al. 2002).

Proto se tato prace zabyva hlavné vrozenymi hyperkoagula¢nimi stavy, jejichz vyskyt
¢lovék nijak neovlivni. Prvnim cilem této prace je osvojit si stanoveni nejcastéjSich
genetickych pficin hyperkoagulace, jimiz jsou Leidenska mutace a mutace protrombinu.
Soucasn¢ chce prace porovnat frekvence vyskytu téchto mutaci u pacientt Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. (dale jen nemocnice) S obecné stanovenymi frekvencemi v odborné
literature.

Dalsim cilem je zpracovat data ziskana z dotazniku, ktery zjistuje zodpovédnost
gynekologt pii piedepisovani peroralni kombinované antikoncepce (COC) a chovani Zen
pfi jejim uzivani. Zavérem prace je vytvoren navrh racionalniho postupu pro predepisovani
COC.



1 Tromboembolicka nemoc

Tromboembolicka nemoc (TEN) je multifaktorialni onemocnéni, na jehoz vzniku se
podili jak vrozené, tak i ziskané dlouhodobé ¢i kratkodobé faktory (Poul 2006).
Nejpodstatnéjsi klinickou manifestaci trombofilie je vendzni tromboembolizmus (Kessler
2006). Pod TEN fadime hlubokou Zilni trombo6zu a plicni embolii. V primyslovych zemich

je jednou z hlavnich pfi¢in smrti, které ro¢né podlehne vice lidi nez AIDS (Musil 2009).

1.1 Tromboza

Tromboza je typické oznaceni pro nitrocévni krevni srazeni, jejimz vysledkem je
tvorba trombu neboli krevni srazeniny (Pecka 2004).

Trombotické stavy a piedevsim zilni trombdza je velice ¢asté onemocnéni. Neni proto
divu, Ze jiz ve starovéku se o toto onemocnéni zajimali ve svych spisech ucenci, jako byl
Claudius Galén. Ten jako prvni pouZil slovo trombus k pojmenovani nitrocévni sraZeniny a
1é¢il toto onemocnéni pijavicemi (Kvasnicka 2003).

V roce 1856 némecky lékat Rudolf Virchow popsal zilni trombozu a mechanismus jejiho
vzniku, ktery oznac¢ujeme jako Virchowova trias:
* porucha cévni stény
» zpomaleni krevniho toku
= naruSeni funkce nebo koncentrace koagula¢nich faktor a jejich inhibitorti neboli
trombofilni stavy.
Tyto tii koncepce jsou brany jako obecné pficiny vzniku trombozy a plati dodnes (Vojacek

2004).

Trombo6zu mizeme rozdélit na 2 druhy podle mista a mechanismu trombotizace:

1. Hluboka zilni trombdéza — z Wirchowova trias se na ni podileji hlavné 2 faktory,
prvni z nich je zastava Zilniho proudéni, nebo jeho zpomaleni. A hyperkoagulace
neboli trombofilie, ktera je zpisobena nedostate¢nou funkci, nebo uplnou dysfunkci
plazmatickych koagulac¢nich faktorti, nebo selhanim inhibitorti, je druhym Cinitelem.

2. Arteridlni trombdza — ta ma odliSny spoustéci mechanismus. Zde nejde o koagulaéni
faktory, ale o aterosklerotické poskozeni stény tepny, pii které se spousti agregace
krevnich desticek. Vznikd bily trombus. U tohoto typu jde hlavné o dlouhodobé
dispozice (Kvasnic¢ka 2003).



Presumpce incidence tohoto onemocnéni v populaci se uvadi 1/1000. U déti je
vyrazné niz8i, podle registru zroku 1994 se odhaduje na 0,07/10000. Riziko vzniku
trombozy tedy stoupa s v€kem, napiiklad u lidi nad 75 let je riziko téméf u kazdé sté osoby.
Nejcastéjsim mistem vyskytu trombozy jsou hluboké zily dolnich koncetin. Dale se mutize
vyskytnout i v zilach hornich koncetin, mozku, oka nebo v mezenterialni zile (Urbankova et
al. 2002).

Venozni trombodza se klinicky projevuje otokem koncetiny, cukavou nebo tlakovou
bolesti v oblasti ucpani, bledosti nebo naopak modrofialovym zbarvenim zpiisobenym
nedostatenym okysli¢ovanim krve (cyandza). Také ji provazi zrychleny puls, zvySena
teplota a zrychlena srdeéni ¢innost (tachykardie).

Ne vzdy se trombodza klinicky projevi, V nékterych pifipadech byva néma a poté se
manifestuje embolizaci do nékterych dilezitych cév, jako jsou napiiklad cévy plic

(Kvasnicka 2003).

1.2 Plicni embolie

Plicni embolie je Cast¢ a zavazné onemocnéni, 1 pfes vysoky zachyt, ktery cini
napiiklad ve Francii kolem 100 000 ptipadi, v Anglii 65 000 a v Italii pfes 60 000 pacientu,
je jeho diagnoza velkym problémem a vysoké procento pacientil je hospitalizovano s jinym
onemocnénim jako bronchopneumonie (Kvasni¢ka 2003). Tato ¢isla jsou pouze orientacni,
opravdovy vyskyt je ve skuteCnosti mnohem vysSi. Existuji studie, které pomoci
systematického plicniho scanu u pacienti s hlubokou Zzilni tromboézou odhalily 40-50%
vyskyt plicni embolie (Widimsky 2007).

Podle studie ICOPER z roku 1999 je 0,5 — 2% hluboké zilni trombozy doprovazeno
akutni plicni embolii, pficemz 11% pacienti, kteti prodélali akutni plicni embolii, umiréd do
14 dni od ptihody a dalSich 17% umird do 3 mésici. Tato vysoka cisla jsou vysledkem
v€asného nerozpoznani zilni trombdzy nebo uz vzniklé plicni embolie. Mortalita se zvySuje 1
u pacientti s rekurentni embolii, kdy 33,7% nemocnych zemielo do 14 dnt od znovu
projeveni nemoci a 46,8% zemfelo do 3 mésici (Kvasni¢ka 2003).

Obecné lze fict, ze se plicni embolie vyskytuje nejéastéji ve véku od 60 let. Bohuzel
tento vek se mize vyrazné snizit u zen uzivajicich peroralni antikoncepci, ktera pfinasi az 3x
vyssi riziko incidence Zilni trombdzy, a tim je ovlivnéna i incidence plicni embolie (Vojacek
2004).



2 Fyziologie krevniho srazeni

Predpokladem plynulé cirkulace je fluidita krve. Hlavnim piedpokladem fluidity je
celistvd a nesmaciva vnitini strana cév, neboli tunica intima, slozend z bunék endotelu
(Ledvina et al. 2006). Celistvost cévniho systému je zabezpecena spolupraci mezi cévni
sténou, trombocyty a plazmatickymi bilkovinami obsahujici koagula¢ni faktory a jejich
inhibitory.

Jestlize dojde k poranéni cévni stény, nastartuje se proces hemokoagulace (Kessler
2006). Hemokoagulacni proces je tvofeny kaskddou enzymatickych reakci. Tato kaskada
vede k aktivaci koagulace a tvorbé trombu v misté, kde je céva narusena tak, aby se zamezilo
vétsim ztratam krve a zastavilo se krvaceni (Urbankova et al. 2002). Nasledné také spousti
inhibitory koagulace, jejichz hlavnim tkolem je pomoci zpétné vazby kontrolovat krevni
srazeni uvnité cévniho lumenu tak, aby nedoslo k uzavieni cévy nebo Sifeni srazeni mimo
poranénou oblast. Zamérem tohoto slozitého mechanismu je vytvofit nerozpustné fibrinové
sit€, pomoci nichZ dojde k zastaveni krvaceni (Prochazka et al. 2004).

Vétsina koagulacnich faktorl se fadi mezi glykoproteiny syntetizované v jatrech (Pecka
2004). Jsou v neaktivni formé jako proenzymy v krevni plazmé, vyjma tkanového faktoru.
K jejich aktivaci je zapotiebi proteolytické §tépeni. Tyto koagulaéné aktivni faktory znacime
pfidanim indexu ,,a“ za jejich ¢iselné oznaceni (Poul 2006).

Koagulaé¢ni inhibitory patii do antikoagula¢niho procesu (Obr. 1). Jejich funkce spociva
Vv zabranéni pfiliSnému rustu krevni srazeniny. Pii nepfitomnosti nebo nefunkénosti inhibitort
dochazi k nadmérnému rastu trombu, coz vede k uzavieni cévy a nepratoku krve. Koagulacni
faktory jsou vétSinou glykoproteinové povahy. Antitrombin, jako nejdulezitéjsi inhibitor spolu
s proteinem C a S jsou obsazeny v plazmé jako plazmatické proteiny. Inhibitor cesty tkanového

faktoru - TFPI a trombomodulin ptsobi spole¢né na povrchu endotelu (Kvasnic¢ka 2003).
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Obr. 1: Vliv inhibitord v koagulaéni kaskad¢ (pievzato z thrombosisadviser).

Koagulaéni kaskada

Jde o slozity a ptesné regulovany mechanismus, jehoz regulaci zajistuje mnoho
aktivacnich a inhibi¢nich procest. Takto hemokoagulace udrZzuje rovnovahu mezi
krvacivosti (hemoragii) a zvySenym srazenim (hyperkoagula¢ni stavy) (Matyskova et al.
1999).

Bily trombus, jemuz se také fikd primarni hemostatickd zatka, je tvofen hlavné
trombocyty. V hemostaze na né&j navazuje plazmaticky koagulacni systém (Obr. 2). Ten se
rozdé€luje na vnitini, vnéj$i a spole€nou cestu. Spolecnad cesta zacina Stépenim faktoru X
(Stuartiv-Proweruv faktor) na aktivovanou formu Xa (Pecka 2004). Xa spole¢né s Va
(aktivovany proakcelerin), Ca" ionty, fosfolipidy a fosfatidylseriny vytvoii komplex -
protrombinazu - konvertujici protrombin na trombin (Rees et al.

1995). Vznikly trombin katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin. Fibrinové monomery
spontanné polymeruji a vznikly polymer se stabilizuje na FXllla — vznikd nerozpustny
fibrin. Po vytvofeni fibrinové zatky se k tomuto komplikovanému dé&ji ptidava jesté

fibrinolyticky systém, ktery je zodpovédny za lyzu fibrinového koagula (Pecka 2004).



VNITRNI CESTA
kontakt s PK, HAWK ——» XII. —J» XITa

! )

VNEJSI CESTA

@—P XIa Vile 44— @
I l ——» &) 4+— x
IXa x. zevni tendza
— VIIIa | ca.PL
ol G
X — Ca, PL
vnitfni tendza protrombindza

IXa, VIIIa, Ca, PL Ca,PL protrombin —P@i-
Xa, Va, PL, Ca l

fibrinogen ——J» fibrin (monomér)
2FPA, 2FPB +

fibrin (polymér)
—>

zesit'ovani fibrinu

Obr. 2: Plazmaticka koagula¢ni kaskada.

Nov¢jsi pohled rozdéluje hemokoagulaci na tii faze podle narastu tvorby trombinu (Obr. 3).
1. Prvni faze je oznacovana jako zahajovaci. V této fazi dochazi k aktivaci trombinu
tkanovymi faktory Vlla, X a IX.
2. Druhé amplifika¢ni faze koagulace urychluje proces pomoci faktora V, VIII a XI.
3. Posledni propagacni faze se zucastiuje velka vétSina faktort (F lla, F 1Xa, F Xa,
F Xla, F Va a F Vllla). Dohromady jesté zvySuji mnoZstvi trombinu, ktery méni

fibrinogen na fibrinovou sraZeninu (Kvasnicka 2003).
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3 Hyperkoagulaéni stavy

Ve svété zdravotnictvi je mnoho definic trombofilie. Nejjednoduseji lze fici, Ze je to
zvySend predispozice k tromboze. Jinak se d4 oznacit jako vrozena nebo ziskana porucha
srazeni krve, ktera je patofyziologicky a statisticky asociovand se zvySenym rizikem
trombozy. Pfedchazi vlastni tvorbé krevni srazeniny (Kessler 2006). Hyperkoagulaéni stavy,
jak jiz bylo fe€eno, zvysuji riziko vzniku hlavné hluboké Zilni trombdzy. Rozlisuji se na
vrozené (genetické) a ziskané (Kvasnicka 2003).

U 20-30% nemocnych s prvni piithodou hluboké Zilni tromboézy je mozné mezi
ptibuznymi najit alespon jednoho, ktery trpi stejnou vrozenou trombofilii (Urbankova et al.
2002). Jednim z hlavnich ziskanych faktorti jsou velké chirurgické operace, a to hlavné
ortopedické, jako je ndhrada kyc¢elniho kloubu, riizna poranéni, srde¢ni selhani, dlouhodoba
imobilizace, pii které dochazi ke staze, a maligni nadorova onemocnéni, jez maji za nasledek
kompresi zil, @ mohou uvolfiovat tromboplastin (Widimsky 2007). Do této skupiny patii
také obezita, kieCové Zily, t€hotenstvi, obdobi Sestined¢€li, antikoncepéni prevence, koufeni, a
to hlavné u Zen, a hormonalni substituce (Pecka 2004). Veliké riziko S sebou nese také
zavadéni riznych katetrti, port, elektrod a stimula¢nich systémi do horni duté zily a
srdecnich ¢asti. Cizorody material uloZeny v cévnim systému, zvlasté pak v blizkosti srdce a
plic. Rizikem je také jiz prodélana zilni trombdza nebo antifosfolipidovy syndrom,
myeloproliferativni onemocnéni a v neposledni fadé nefroticky syndrom (Widimsky 2007).

Do této skupiny se velmi Casto fadi 1 vék. Toto zafazeni vSak neni Gplné piesné,
nebot’ stoupajici veék je fyziologicky proces, kterému nemiizeme nijak zabranit. Jako
rizikovy se oznaCuje veék nad 45 let, kdy dochazi fyziologicky k dilataci Zil, coZ ma za
nasledek zpomaleni toku az stazu krve. Také dochazi ke sniZzeni fibrinolytické aktivity
(Kessler 2006).

3.1 Vrozené hyperkoagulacni stavy

Na rozdil od ziskanych rizikovych faktori ty genetické ohrozuji cely lidsky Zivot a nelze je
odstranit (Urbankova et al. 2002). Vrozené trombofilie neznamenaji bezprostfedni riziko
trombozy. Je spousta lidi, ktefi t€mito nemocemi trpi a nevédi o nich, a pokud se neptidaji

dal$i napiiklad ziskané trombofilie, ¢asto se nemoc ani neprojevi. Jsou ale situace, kdy je



dobré védet, zda ma ¢lovek predispozice Kk tvorbé srazenin. Témito Situacemi jsou napiiklad

operace, téhotenstvi nebo uzivani hormonalni antikoncepce.

V prevalenci vrozenych trombofilii je fada odchylek, a to i u jednotlivych etnik.

Nejtypictéjsi je Leidenska mutace, ktera se v Asii, Africe a u obyvatel ptivodni Ameriky

témet nevyskytuje (Poul 2006). Zastoupeni vrozenych trombofilii v populaci a u pacientl

s zilni trombo6zou ukazuje tabulka 1.

Tabulka 1: Zastoupeni vrozenych trombofilii v populaci a u pacient s zilni trombo6zou

(ptevzato z Vojacek 2004)

Hyperkoagulacni faktor

% Vv populaci

% u pacientti s TEN

Riziko hluboké Zilni

trombozy

mutace faktoru V Leiden 3-15 20-40 5 - 10x vyssi
mutace PT 20210A 2-5 618 3x vyssi

defekt proteinu C 0,2-04 3 8 — 10x vyssi
defekt proteinu S 0,03-0,13 1-2 5x vyssi
defekt antitrombinu 0,02 - 0,05 1-2 50x vyssi

Vysvetlivky: PT = protrombin

O pacientech s trombofilii mluvime, pokud spliuji alespon jedno z téchto kritérii (Obr. 4).
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Obr. 4: Kritéria pro pacienty s vysokou pravdépodobnosti zachytu trombofilie.




Nejvice ohrozeni jsou pacienti, ktefi jiz v minulosti prodélali zilni tromboembolickou nemoc
(TEN) bez zjevné pfiCiny, anebo pfic¢ina vyvolavajici TEN nebyla odstranéna a nadale

ohrozuje zdravi pacienta jako napiiklad maligni nador (Kessler 2006).

Protein C

Protein C (PC) byl izolovan vr. 1976 p. Stefano. Byl popsan jako jednofetézcovy
plazmaticky glykoprotein, jenz se nasledné $tépi na dvojfetézcovy a jehoz koncentrace
Vv plazmé ¢ini 4-5mg/l. Je tvofen v jatrech a v mensi mife i endotelu (Stefano et al. 1996).
Patfi mezi vitamin K-dependentni plasma-antikoagula¢ni proteiny, nebot’ jeho tvorba je
zavisla na vitaminu K (Pecka 2004).

K aktivaci proteinu C dochazi hlavné na povrchu cévni stény. Trombin se zde vaze
na trombomodulin, ¢imz sam o sob¢& sice ztraci svou aktivacni schopnost v koagulacni
kaskad¢, ale diky spojeni se svym receptorem aktivuje protein C. Komplex trombinu
s trombomodulinem zvySuje aktivaéni proces az 2000x (Pecka 2004). Aktivovany protein C
(APC) je soulasti systému proteinu C, spolecn& s proteinem S, fosfolipidy a ionty Ca*".
Dohromady tvofi nejucinnéj$i inhibi¢ni systém hemostazy, jehoz funkci je inaktivovat
aktivované faktory Va a VIIla (Penka et al. 2011). Inaktivace faktord je dosazena
sekvenénim St€penim jejich peptidovych vazeb. Napiiklad plazmaticky Va je Stépen
v oblasti Arg 506, coz odkryje dalsi §t€pna mista Arg 306 a Arg 679. Timto zanikne vazebné

misto pro Xa a faktor V je jiz pro koagulacni proces nepotiebny. Faktor VIlla je rozstépen

podobné v mistech Arg 336 a Arg 562 (Dahlback et al. 2008).

Faktor V

Faktor V jinak nazyvan jako proakcelerin je rozhodujici protein v procesu krevniho srazeni.
Cirkuluje v krevni plazmé a v mensi mife je zastoupen v alfa granulich krevnich desticek.
Jedna se o jednofetézcovy glykoprotein vznikajici v jatrech a megakaryocytech (Pecka
2004).

Ma zasadni funkci jak prokoagulacni, tak antikoagulacni. Soucésti jeho funkce je
snadné navazani na povrchy bunéénych membran a spolecné s faktorem Xa a dalSimi
komponenty tvofit komplex protrombinaza. Tento komplex $tépi protrombin na trombin.

Aktivace FV probih4 za pritomnosti Ca®* iontd, kdy se faktor §tépi na t&zky (Al a A2) a



lehky fetézec (A3, Cl1, C2). Struktura domén faktoru Va je vidét na obrazku 5., svou
strukturou je podobny F VIII (Segers et al. 2007).
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Obr. 5: Struktura molekuly faktoru Va (Ptevzato z Segers et al. 2007).

3.1.1 Rezistence na aktivovany protein C (APC-R)

APC rezistence je charakterizovana jako uplna rezistence nebo nedostatecna citlivost faktoru
V na aktivovany protein C (Kenneth et al. 1995). Takova snizena citlivost na APC vede k
nedostate¢né regulaci produkce trombinu. Jako takova je APC rezistence spojena se
zvySsenym rizikem vzniku tromboéz (Slavik 2013). Je uznavana jako hlavni geneticky
rizikovy faktor pro vznik Zilni tromboembolické nemoci, nebot’ byva zjisténa az u 60%
pacientt s touto chorobou.(Dahlback et al. 1996). Nejcastéjsi pii¢inou vrozené rezistence je
bodova mutace v genu faktoru V Leiden, pficemz u 2% muize mit vliv i mutace faktoru
V Cambridge (Pecka 2004).

5%), kde nejsou presné znamé pii¢iny APC-R. Diky tomu je pro laboratofe vyhodné
stanovovat fenotyp i genotyp trombofilie, kde se odhali pivod tohoto hyperkoagula¢niho
stavu (Hudecek et al. 1999). Princip stanoveni fenotypu neboli samotné APC rezistence je
zalozen na prodlouzeni koagula¢niho ¢asu vySetfované plazmy v pfitomnosti aktivovaného
proteinu C a vapnikovych ionti. Celé stanoveni je podstatné zaloZené na prodlouzeném Casu
a PPT. Pokud je rezistence touto specialni koagulaéni metodou potvrzena, je plazma

pacienta dale vySetfena na genotyp, kde se snejvétsi pravdépodobnosti potvrdi metodou
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PCR mutace FV Leiden (Castoldi et al. 2004). Potvrzeni FV Leiden pomoci PCR se provadi
1 kvili tzv. ziskané rezistenci, kterd neni zptisobena FV, ale je ovlivnéna onemocnénim lupus
anticoagulant, antikoagula¢ni 1é¢bou, naptiklad heparinem, téhotenstvim, hormonalnimi
kontraceptivy, koncentraci proteinu S snizenou pod 20%, zvySenim hladiny faktoru VIII nad
200% nebo antagonisti vitaminu K (Penka et al. 2011).

3.1.2 Mutace faktoru V Leiden

Mutace byla poprvé interpretovana vroce 1994 profesorem R. M. Bertinem a jeho
spolupracovniky, na zakladé objevu APC-R na université v Leidenu (Slavik et al. 2008). Gen
pro faktor V je lokalizovan na prvnim chromozomu 1q21- q25 a zahrnuje 25 exontl a 24 intronti
s celkovou velikosti 80 kb (Penka et al. 2011). Mutace FV Leiden je zpusobena bodovou
mutaci v kodonu 506 (F V G1691A). Ta vyvolava pii syntéze faktoru V zaménu
aminokyseliny argininu v pozici 506 za glycin (F V R 506Q), ktera zpisobi, ze vytvofeny F
V Leiden je rezistentni vuci Stépeni aktivovanym PC (Kvasnicka 2004).

Jak je patrné z analyzy haplotypt homozygotnich jedinct, je tato mutace jiz velmi
stara a jeji vznik se odhaduje pfiblizné na 18 000 let pred nasim letopoctem (Slavik et al.
2008). Prevalence faktoru V Leiden se vyrazné lisi u jednotlivych etnik (Kessler 2006).
Nejvetsi procento tvori beéloSskad populace, u které se uvadi 3-7% prevalence. Zcela odlisna
frekvence a vyrazné nizs$i vyskyt je u AfriCant, Asiatd, Eskymakt a ptivodnich obyvatel
Severni Ameriky. V USA se prevalence uvadi v praméru kolem 5%, za to v Evropé jsou
staty jako Spanélsko a Italie, kde prevalence &ini nepatrné 2% a naopak ve Svédsku
piesahuje i 15% (Urbankova et al. 2002).

Dikaz o tom, Ze tato mutace je jednou z nejvyznamngjSich ve vzniku TEN, nam
udava prevalence u pacientll, kteti prodélali prvni tromboembolickou ptihodu. U téchto lidi
byla prokazana az ve 20% ptipadi. U nemocnych postizenych rekurentni formou dosahuje
az 52% (Poul 2006). Vétsinu nemocnych s Leidenskou mutaci tvoti heterozygotni jedinci, a
to az v 99%. U téchto lidi se udava relativni riziko prvni epizody TEN 0 5-8x vyssi nez u lidi
bez trombofilie. To bezprostiedné neznamena, Ze nosi¢ tohoto genu bude trpét TEN, ta se
vetSinou projevi az po prispéni dalsiho rizikového faktoru. U homozygotnich nosict je toto
riziko o poznani vyssi, uvadi se az 80x, v této situaci je vhodné, aby pacient pristoupil
K preventivnim opatfenim. Ackoliv je relativni riziko prvni epizody TEN dobie
zdokumentované, tidaje o vlivech trombofilii na rekurenci TEN jsou zatim spiSe orientacni

(Kessler 2006).
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3.1.3 Mutace protrombinu

Na zakladé nedavného vyzkumu fizeného Poortem V roce 1996 byl zjistén dal§i vrozeny
defekt, jenz ma za nasledek zvySené srazeni krve. Zakladem této studie bylo vySetieni 28
probandii s osobni nebo vrodiné se vyskytujici zilni tromboézou, u kterych nebyly
detekovany jiz znamé trombofilie (Poort et al. 1996). Jejich gen pro protrombin byl
osekventovan v 5" 1 v 3" nepfepisovatelné oblasti (UTR) polymerazovou fetézovou reakci.
Bylo zjisténo, ze porucha je spojena s bodovou mutaci v 3- UTR oblasti mRNA. Ptesnéji je
to oblast 20210, kde misto fyziologického guaninu je adenin. Tato mutace je spojena se
zvySenou produkci protrombinu a jako takova predstavuje zvysené riziko rozvoje trombdzy
(Slavik et al. 2008).

V soucasnosti se tvrdi, ze mutace ovliviiuje proces polyadenylace, ktera pfidava na
MRNA protrombinu poly (A) konec, ktery zajiStuje stabilitu molekuly a ochranuje ji pied
pfedcasnou degradaci. Diky tomu se mRNA protrombinu vice translatuje, coz zvySuje jeji
koncentraci v krvi nad 130% (Poort et al. 1996). Protrombin je stejn¢ jako FV syntetizovan
V jatrech, ale na rozdil od mutovaného proakcelerinu jsou jeho funkce zcela v normalu. Je
Stépen faktorem Xa v misté¢ Arg 320 a Arg 271 na meizotrombin a dal$im $tépenim se z n¢j
stava nejprve o — trombin,  — trombin a poté kone¢na verze y — trombin, jehoz funkce je
Stépeni fibrinogenu na fibrin (Pecka 2004).

Stejné jako to bylo u mutace FV Leiden, je tento defekt malo zaznamenavan u lidi
afrického a asijského ptvodu. V kavkazské populaci se vyskytuje ptiblizné u 2% (Slavik et
al. 2008). Prevalence se vyrazné zvySuje U lidi, ktefi maji v rodinné anamnéze vyskyt
tromboembolické nemoci. U takto ohrozenych lidi je pravdépodobnost vyskytu 18% a u lidi
s prvni atakou trombozy je to 6,2% (Kessler 2006).

U této mutace je riziko prvni ataky Zilni trombdzy zvySeno ptiblizné 3x. Toto riziko
vyrazné¢ nariistd u Zen béhem te¢hotenstvi, porodu a v Sestinedéli. Samoziejmé riziko nartista i
Vv pfitomnosti dalSich vrozenych hyperkoagulac¢nich stavii, v tomto piipadé jde hlavné o
mutaci FV Leiden (Stefano et al. 1996). Protrombinové mutace mutze také ovlivnit riziko

arterialni trombdzy, ale toto zjisténi neni zatim zcela potvrzeno (Slavik et al. 2008).

3.1.4 Deficit antitrombinu

Antitrombin Il (AT ) je v jatrech syntetizovany plazmovy a-2-glykoprotein, ktery je z velké
¢asti zodpovédny za udrzovani tekutosti krve. Jednd se o nejucinngjsi pfirozeny inhibitor
serinovych protedz v téle, ktery je schopny inaktivovat trombin, ale také dalsi koagulacni
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faktory jako faktor Xa, Xla, Xlla a IXa (Kvasnicka 2003). Inaktivace probiha
stechiometricky vytvofenym komplexem AT s aktivni protedzou v poméru 1:1. Rychlost
vzniku komplexu je ovlivnéna navazanim heparinu, ktery mnohonasobné zvysuje
neutraliza¢ni aktivitu AT (Poul 2006).

U dospélych se funkéni aktivita pohybuje jiz od 80% a vySe. U novorozencl a
kojencti asi do 3 mésicii je pfirozené¢ nizs§i koncentrace AT kolem 50-60% V porovnani
s dospélymi. Tato snizena hodnota je vSak kompenzovana nadbytkem a-2-makroglobulinem
(Zapletal 2012).

Musime ovSem rozeznat snizenou koncentraci AT u nedonoSenych novorozenct
zpuisobenou bakteridlni nebo virovou infekei, ta mize vést k trombotickym komplikacim 1
fatalnim koncum (Kvasni¢ka 2003). Tento nedostatek antitrombinu byl poprvé publikovan
vroce 1965 panem Egebergem (Urbankova et al. 2002). Je to vzacné autozomalné
dominantni onemocnéni s nizkou prevalenci v populaci - asi jen u 0,02% (Bertina 2001).
,Gen pro antitrombin je lokalizovan v 1 chromozomu v oblasti q23-g25, ma 7 exont a 6
intrond* (Kvasnic¢ka 2003). Mutace zpusobujici nedostatek antitrombinu se vyskytuji po celé
délce genu (Vojacek 2004). Defekt je spojen s vaznym prabéhem tromboembolické nemoci,
pficemz bylo prokdzano az 50x vyssi riziko vzniku ideopatické hluboké zilni trombozy,
tento fakt ukazuje i vyskyt deficitu u lidi postizenych trombdzou, kde se projevuje u 1%
pacientu (Slavik et al. 2013).

k trombdze dochazi bez zjevné pficiny nebo v disledku lehkého poranéni. U Zen se mize
projevit az v téhotenstvi. Proto je dulezité stanoveni deficitu hlavné u Zen uzivajicich
antikoncepci a s rodinnym vyskytem tromboembolické nemoci. Pfedev$im antikoncepce
s obsahem estrogenu je vysoce rizikovy faktor, nebot’ jesté vice snizuje hladinu antitrombinu
vtéle. Nebezpeli predstavuje 1 Casto rekurentni forma trombozy (Koliba 2007).

Rozeznédvame dva typy dédicného nedostatku antitrombinu. Deficit antitrombinu I.
typu se vyznacuje sniZzenou koncentraci a soucasné snizenou ¢innosti tohoto proteoglykanu.
Tento typ lze prokazat vysetienim funkce a detekci antigenu antitrombinu ELISA testem.
Deficit antitrombinu 1l. typu je charakterizovany pouze nedostatecnou funkci (Slavik et al.
2013).

Mnohem ¢astéji nez vrozeny defekt stanovujeme ziskany. Ten je zptsoben hlavné

jaternim onemocnénim naptiklad cirh6zou, dale také medikamentozni terapii nebo zvysenou

wrwe

13



3.1.5 Deficit proteinu C

Dalsi mutace, malo rozsitena, se nazyva deficit proteinu C. Jedna se 0 autozomalné
dominantni mutaci zpusobujici v kojeneckém véku ,,purpuru fulminans®, jez mtze vyustit
v umrti jedince, nebo u dospé€lych pacientti 1é¢enych dikumarolovanymi antikoagulanciemi
se Casto projevi jako ischemicka nekroza kize (Prochazka 2004). Podili se také na vzniku
zilni trombdzy, a Casto i v neobvyklém misté jako jsou horni koncetiny. Ze 70% je vznik
trombdzy spontanni, to znamend, ze zde nemusi byt vliv jiného rizikového faktoru jako je
antikoncepce nebo t¢hotenstvi (Vojacek 2004). Neméné diilezita je také skutecnost, Ze
postiZeni touto mutaci maji velmi ¢asto rekurentni formu tromboembolické nemoci.

Deficit proteinu C se d€li na dva typy. Jako typ I se oznaCuje snizena koncentrace
proteinu C, typ Il se vyznaCuje proteinovou dysfunkci. Tato charakteristika je pouze
dopliikova, nebot’ oba typy se projevuji fenotypové stejné. Tak je tomu i u homozygotnich a
heterozygotnich  jedinct, ktefti nejsou rozdilni vsile projevu nebo cetnosti
tromboembolickych piihod (Slavik et al. 2008). Nedostacujici kvantita ¢i kvalita tohoto K-
dependentniho glykoproteinu je zplisobena hlavné mutaci, poptfipadé mutacemi genu pro
protein C. Doposud bylo objeveno na 160 mutaci, které jsou piekladany do jeho molekuly.
Ne vSechny mutace jsou plivodci hyperkoagulacnich stavli, nékteré mohou byt klinicky
néme.

Jako hyperkoagulacni stav byla tato mutace prezentovana v roce 1981 panem
Griffinem a jeho spolupracovniky (Goldenberg et al. 2008). Prevalence ve zdravé populaci
stejné jako u deficitu antithrombinu nebo proteinu S je pomérné mala - jen ve 0,2%. Podle
nékolika studii ukazuje vyskyt u 0sob jiz trpicich trombdzou 3% zastoupeni (Slavik et al.
2008).

3.1.6 Deficit proteinu S

Protein S (PS) je dulezitou slozkou systému proteinu C. V tomto komplexu ma roli
kofaktoru aktivovaného proteinu C, ¢imz zvySuje jeho degradacni schopnosti (Dahlback
1991). V disledku toho miZe systém pusobit antikoagulaéné a proteolyticky $tépit faktory
Vaa Vllla.

Tento jednofetézcovy glykoprotein se syntetizuje jako vétSina plazmatickych
bilkovin v jatrech (Pecka 2004). Zeny maji fyziologicky vy$s§i koncentraci celkového
proteinu v krvi neZ muzi, a to skoro 0 15%. Diky zvySenému vyplavovani estrogenu dochazi

fyziologicky k poklesu proteinu S v téhotenstvi (Kvasni¢ka 2010). Koncentrace obvykle
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s vékem mirn€ stoupa. V cévnim systému se objevuji dvé formy tohoto proteinu. Az 60%
proteinu je v téle vazano do komplexu se slozkou komplementu C4-bBP zbylych 40% je ve
formé volné plazmatické bilkoviny (Dahlback 1991). Antikoagula¢ni funkce neni
zprostifedkovana pouze PS v komplexu s APC. Jeho volna i viazana forma ma sama o sobé
inhibi¢ni aktivitu. Vaze se na nékteré faktory v koagula¢ni kaskad¢, a tim je blokuje. Jeho
aktivita je fizena trombinem, ktery ho mutize inaktivovat rozSt€penim (Pecka 2004).

Vice nez 220 mutaci bylo popsano v genu PROS 1, jenz je umistén na dlouhém
raménku 3. chromozomu (Beauchamp et al. 2004). Vétsina z téchto mutaci zptisobuje zménu
v aminokyselindch proteinu S, coz narusuje jeho schopnost kofaktoru. Podle uc¢inku mutace
se d¢li deficit do ti subtypti. Prvni se vyznacuje poklesem koncentrace proteinu S, dal§i ma
nedostate¢nou aktivitu a u posledniho subtypu sice stanovujeme normalni hladinu celkového
proteinu, ale koncentrace volného je snizend diky zvySené vazebné aktivité. NejCasteji se
vyskytuje pravé tieti subtyp (Slavicek et al. 2008). Prevalence tohoto deficitu je podobna
jako u deficitu proteinu C, a to 0,1-1,0% v normalni populaci. U pacientd s zilni trombdzou
se objevuje u 1-5% (Kvasnicka 2010).

3.2 Ziskané hyperkoagulacni stavy

Mezi ziskané rizikové faktory pro vznik trombozy fadi mnoho riznych faktorti a stavi.
Samy o sobé vétSinou nezplsobuji sraZeni krve, ale mohou se pfipojit k vrozenym
trombofiliim, kde pak nékolikandsobné zvySuji riziko nemoci. Toto riziko jest¢ dale stoupa
s poétem piidruzenych ziskanych stavii. Zeny jsou ziskanymi faktory ovlivnény vice, nebot’
jsou ve svém Zivoté Casto vystaveny nckolika specifickym situacim, jako je téhotenstvi,
hormondlni substituce a uzivani hormondalni antikoncepce. Proto témto faktorim prace

vénuje vetsi pozornost.

3.2.1 Téhotenstvi

U té€hotnych Zen jsou splnény vSechny tfi Virchowovy trias (Poul 2006). Diky zvétSujicimu
se plodu stoupa tlak na okolni zily, coz vede ke zpomaleni toku krve, k cemuz se jeste
pridava fyziologicka téhotenska hyperkoagulace (Kvasnicka 2003). Ta je ovlivnéna
estrogenem, ktery zvySuje hladinu nékterych koagulacnich faktort, soucasné prispiva k
vzestupu koncentrace inhibitort fibrinolyzy a také dochazi k poklesu hladiny proteinu C a S
(Urbankova et al. 2002). Zvysenou hladinu nékterych inhibitord podporuje svoji syntézou i
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placenta (Kvasni¢ka 2003). Témito zménami se té€lo gravidni zeny fyziologicky chrani pted
zvysenou ztratou krve pii porodu (Urbankova et al. 2002). U zen s dédicné podminénou
trombofilii to vSak mlze znamenat vétsi riziko trombotické piihody, kterou mimo zilniho
tromboembolismu doprovazi ¢asto i zdvazné komplikace jako samovolny potrat, porod
mrtvého plodu, retardace nitrodélozniho ristu, predasné odlouceni placenty nebo
preeklampsie (Poul 2006).

Riziko vendzniho tromboembolismu (VTE) je u t€hotnych Zen 6 - 10 krat vyssi nez u
stejné starych netéhotnych Zen a postihuje 1 z 1000 gravidnich pacientek (Kessler 2006).
Plicni embolie pifedstavuje nejcastéjsi pii¢inu mortaliti v t€hotenstvi a Sestinedéli (Poul
2006). Riziko VTE je dale ovlivnéné vékem, etnikou, obezitou a samoziejmé vrozenymi
hyperkoagulaénimy stavy (Kessler 2006). Souvislost VTE s nékterymi trombofiliemi je

popsana Vv tabulce 2.

Tabulka 2: Riziko VTE u téhotnych Zen s trombofilii (pfevzato — Kessler 2006)

prevalence u relativni riziko pravdépodobnost
Trombofilie tehotnych s VTE Vv t€hotenstvi VTE/ 1000 gravidit
heterozygotni f.
V Leiden 20— 46 5-16 2-3
homozygotni f.
V Leiden 2-4 20—-40 40
heterozygotni Pro
20210A 6—26 3-15 3-5
smiSeny heterozygot f.
V Leiden + Pro 20210A 7-9 9-107 10-50
deficit antitrombinu 1-19 7—-64 4 — 333
deficit proteinu C 2-14 4-7 1-9
deficit proteinu S 1-12 2-3 1-3

3.2.2 Hormonalni antikoncepce

Do zivota vétSiny modernich Zen patii neodmyslitelné antikoncepce. Existuje mnoho
antikoncepcnich metod, ale hormonalni antikoncepce respektive hormonalni kombinovana
antikoncepce (COC) je u nas nejpouzivanéjsi a také patii mezi nejvice diskutované rizikové

faktory tromboembolické nemoci (Koliba 2007).
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Podle nynéjsich odhadi ji uziva vice nez 100 miliond zen po celém svéte (Dulicek et
al. 2002). U nas ji uziva ptiblizné 34% zen v plodném obdobi zivota (Koliba 2007). COC a
jeji spojitost se zvySenym rizikem vendzniho tromboembolismu (VTE) je znamé uz vice nez
40 let (Dulicek et al. 2002). Poprvé tento vztah popsal pan Jordan na pfipadu zdravotni
sestry, u které se projevila plicni embolie po nasazeni COC. Schopnost COC zptisobit vznik
trombozy byla poté potvrzena velkou spoustou studii (Smirova et al. 2002). Tyto komplikace
byly piipisovany velkému mnozstvi estrogenu (ethinylestradiol — EED) vV preparatech
(Dulicek et al. 2002). Nasledovalo pokusné snizovani estrogenu v pilulkich az na
koncentraci 50 pg EED, pficemz opravdu doslo ke sniZeni rizika VTE. DalSim snizovani
koncentrace EED jiz tento jev nebyl sledovan (Hadacova 2012). Rozdéleni hormonalni

antikoncepce popisuje tabulka 3.

Tabulka 3: Rozdé€leni hormonalni antikoncepce podle davky estrogenu (pfevzato z Dulicek
et al. 2002)

typ preparatu obsah estrogenu obsah progestinu

nortestosteron, norethisteron,

preparat 1. Generace 50-100 pg lynestrenol

preparaty 2. Generace levonorgestrel (LNG)

3040 pg

preparaty 3. Generace desogestrel, gestoden

20-30 pg

Diky velké studii WHO v roce 1995 bylo potvrzeno, ze EED neni jedinou pfic¢inou
zvySeného rizika VTE. Na tomto riziku se podili 1 pfitomnost progestinu a jeho typ
v antikoncepcnich ptipravcich (Poulter et al. 1995). U uzivatelek hormonalni antikoncepce
se obecné uvadi zvysené riziko VTE 2x az 4x vys$i v porovnani se zenami neuZzivajicimi
tyto pilulky. Riziko je zavislé na typu preparatu a netyka se Cisté gestagennich pfipravki
(Seifert et al. 2013). Rozdilnym vlivim preparatd odliSné generace se vénoval pan
Middeldorp ajeho tym v praci Effect on coagulation of levonorgestrel — and desogestrel.
Vysledky porovnavani jednotlivych preparati byly ohromujici (Middeldorp et al. 2000).
Preparaty 3. generace byly totiz uvadény na trh s ptivlastkem ,,velmi bezpecné s minimem

nezadoucich metabolickych G¢inka“ (Smirové et al. 2002), pfi¢emz ve studii Middeldorp
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uvadi 2x vétsi riziko VTE nez je tomu U preparatd 2. Generace (Dulicek et al. 2002).
Rozdilnost ve vyskytu VTE ukazuje tabulka 4.

Tabulka 4: Incidence VTE u zen uzivajici rizné generace antikoncepce (pievzato Dulicek et
al. 2002).

Vek typ antikoncepce incidence
15-45 let bez antikoncepce 0,5/10 000
15-45 let COC 2. generace 2 /10000
15-45 let COC 3. generace 3-4/10000

Riziko VTE je dale zavislé na dob¢ uzivani antikoncepce. Rozdily jsou ukazany v tabulce 5.

Tabulka 5: Zavislost rizika VTE na dobé uzivani COC v porovnani se zenami bez COC
(pfevzato Dulicek et al. 2002)

prvni rok uzivani 5,1x vétsi iziko VTE
od1.05. let 2,5x vétsi riziko VTE
po 5. roce 2,1x vétsi riziko VTE

Hormonalni antikoncepce a hyperkoaguléni stavy

Riziko vniku VTE u zdravych Zen uzivajicich hormonalni antikoncepci bylo zminéno jiz
vySe. Tato rizika jsou samoziejmé odliSna resp. zvySena u Zen s trombofilnim stavem. ,,
»wJednotlivé trombofilni stavy se liSi jak svoji frekvenci vyskytu v populaci, tak svym
trombofilnim u¢inkem. Napftiklad heterozygotni Leidenska mutace u uzivatelek hormonalni
antikoncepce zvysuje riziko aZz 35x a u mutace protrombinu 16x vice nez u Zen bez COC

(Dulicek et al. 2002).
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4 Material a metodika

Cilem této prace je:

— zjistit frekvence vyskytu mutace pro faktor V Leiden a mutace protrombinu
G20210A u pacientti nemocnice Ceské Budé&jovice a.s. (dale jen nemocnice).
Soucasti tohoto cile bylo osvojeni postuptl pouzivanych pii vySetiovani téchto
deficitl a nasledné zpracovani vysledki.

— porovnat vypoctené frekvence S hodnotami udavanymi v odbornych publikacich.

— zpracovat a vyhodnotit data ziskana z dotazniku a vytvofit racionalni navrh pro

piedepisovani hormonalni.

4.1 Preanalyticka ¢ast vySetieni

Pacienti navstévujici hematologickou ambulanci nemocnice s podezienim na trombofilni
stavy byli vysetieni na zaklad¢ doporuceni od svého praktického 1ékaie ¢i gynekologa.
Vzorek krve nejprve projde hematologickym oddé€lenim, kde se stanovuji zdkladni
hemokoagula¢ni vysetieni. Poté je odeslan do laboratofe molekularni biologie a genetiky
nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. (ddle jen geneticka laboratot), kde se stanovuje mutace
G20210A pro protrombin. V piipadé pozitivni nebo hrani¢ni hodnoty APC rezistence je

vzorek vySetfen 1 na mutaci G1691A FV Leiden.

Vysetiovani pacienti
V roce 2013 navstivilo hematologické oddéleni nemocnice 735 pacientil s zadosti o zékladni
hemokoagulac¢ni vySetfeni. Tato prace se zamé&fuje hlavné na pacienty s vySetfenim APC
rezistence, kterych bylo 528. Od ledna 2013 do srpna 2013 byly na oddéleni vysledky
interpretovany pomoci casu, ktery se meéfil do vzniku prvniho fibrinového vlakna. Na
genetiku byly posilané vzorky s ¢asem pod 110 sekund. Od zafi 2013 byl za vysledek
povazovan vypocet poméru dvou méfeni a kazdy vzorek byl bez ohledu na vysledek zaslan
na genetické vySetieni.

Ve stejném obdobi genetickd laboratot vySetiila 1087 pacientl na mutaci faktoru FV

Leiden a 835 na mutaci protrombinu G20210A.
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Odbér a priprava biologického materialu

Krev byla odebirana do vakuovych zkumavek s obsahem 3,5% citratu sodného, ktery slouzi
jako antikoagula¢ni ¢inidlo vazici se na kalcium (BD Diagnostics 2004). Nejlépe do 2 hodin
od odbéru musi byt krev centrifugovand, a to podle typu vysSetieni. Centrifugaci se odd¢li
frakce krvinek od dekalcifikované plazmy. Nasledné je plazma odpipetovana, oznacena a

pouzita ke stanoveni.

4.2 Oddéleni hematologie

Zakladni hemokoagulaéni vySetieni obsahuji stanoveni APC rezistence, Lupus antikoagulant
a funk¢ni hladiny proteinu C, S a antitrombinu III. K témto vySetfenim patii 1 screeningové
testy prothrombinového ¢asu (PT) a aktivovaného parcialniho tromboplastinového ¢asu

@PTT).

APC rezistence

Jde o obménu aPTT testu, jehoz principem je méfeni aktivovaného parcidlniho
tromboplastinového ¢asu s pritomnosti APC a bez pritomnosti APC. Robustnost a
specifi¢nost je zvySena eliminaci rusivych vlivii v koagulacni kaskadé. Toho je docileno
pfidanim insuficientni plazmy pro FV do plazmy vySetfované.

Vzorek plazmy je poté inkubovan pii 37 °C s hadim jedem. Pfi prvnim méfeni se
spousti koagulace pfidanim aktivovaného proteinu C s Ca ionty obsazenymi ve slou¢eniné
CaCly. V druhém jsou ptidany pouze ionty Ca. IThned po spusténi koagulace je méfen Cas do
vzniku prvniho fibrinového vlékna.

Vysledek je vyjadien bud’ ¢asem potiebny k vytvoteni prvniho fibrinového vlékna,
nebo vypoctem pomeéru dvou méfeni:

APC rezistence = Casu aPTT s APC / ¢asu aPTT bez APC.

Za pozitivni vysledek Ize brat bud’ ¢as mensi nez 90 sekund pficemz Seda zona je ohrani¢ena
gasem 90 az 110 sekund nebo hodnotou poméru < 1,2. Seda zoéna je rozmezi, které je pro
kazdou laboratoi individualni. Toto rozmezi nevykazuje patologické hodnoty, ale je zde
zvysena pravdépodobnost zachytu dédi¢ného deficitu proto 1 tyto vzorky jsou posilané na

genetické vySetteni.
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4.3 Oddéleni genetiky

Bézné pouzivané molekularné-biologické metody pro detekci bodové mutace G1691A FV
Leiden a mutace G20210A pro protrombin jsou zalozeny na amplifikaci specifického
cilového mista DNA polymerazovou fetézovou reakci. Pro toto stanoveni je zapotiebi Cista

DNA.

Izolace genomové DNA z plné krve.

V genetické laboratofi nemocnice je pouzivand metoda Genomic DNA Mini Kit. Tento
postup je jednoduchy a efektivni pro ziskani purifikované DNA ze vzorku. Izolace je
zaloZena na jednoduchém procesu 1yzy bunék a uchyceni DNA na kolonce.

Chaotropni soli obsazené v lyza¢nim roztoku rozrusuji intramolekularni vodikové vazby
mezi dusikatymi bazemi DNA, ¢imz ji denaturuji. Pro eliminaci bilkovin se do vzorku ptida
96% etanol, ktery zajisti jejich precipitaci. Inkubace a centrifugace vzorku jest¢ 1épe
pomohou tomuto procesu. Znecist'ujici latky jsou z roztoku odstranény promyvacim pufrem.

.....

zpracovana DNA ma piiblizn¢ 20-30 kb a je vhodna pro pouziti v PCR (Geneaid, ©2008).

Stanoveni mutace genu pro faktor V Leiden a genu G20210A pro protrombin metodou
PCR v realném case.

Vysetfeni metodou PCR klade vysoké naroky na cistotu DNA. Tu lze méfit pifimou
fotometrii, pficemz jeji absorpcni maximum je 260 nm. Pfi této vinové délce absorbuji i
nékteré bilkoviny, proto Cistotu DNA zjistime pomoci vztahu Agso/Azso, jehoZz hodnota pro
idealni ¢istou DNA ¢ini 1,8.

PCR je cyklickd reakce slouzici k amplifikaci urcitého tseku molekuly DNA. Je
provadéna v mikrozkumavce, ve které je obsazen vzorek templatové dsDNA s cilovou
sekvenci. Do zkumavky se dale pfidava roztok SuperHot master mix od firmy Bioron
obsahujici DNA polymerazu, PCR puft, ¢tyfi druhy dNTP a kofaktor MgCl2. Roztok se

doplni smési specifickych primerd a sond (Bioron, [b.r.]).
Pro mutaci Leiden se pouziva smés dvou primert o délce 22 nukleotidi:

LO 5'- ACC CAC AGAAAATGATGCCCAG-3’
L1 5-TGC CCC ATT ATT TAGCCAGGAG -3’
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Smés pro prothrombin obsahovala 4 primery o délce 20, 22 a 24 nukleotidu:
P1A 5- TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC - 3’

P1B 5- ATAGCAGTG GGAGCATTG AAGC -3’

P2A 5°- GAC CCT GTC TCA AAA ATA AAT AAA -3’

PAB 5-GTG ACCAAATGG CTT TCC AG - 3’

Takto pfipravend reak¢ni smes se pfipravuje pro pocet vzorkil plus dvé pozitivni a jednu
negativni kontrolu amplifikace, které kontroluji citlivost reakce. Pro pozitivni kontroly jsou
vybrany DNA pozitivnich pacientli pro faktor V Leiden nebo G20210A pro protrombin.
Prvni je mutantniho homozygota (+/+), druha obsahuje DNA heterozygota (+/-) (Fialova et
al. 2012).

Vlastni amplifikace a detekce probiha v pfistroji Rotor-Gene Q. Kde je vzorek

opakované vystaven ménicim se teplotam podle teplotniho profilu ukazaného v tabulce 6.

Tabulka 6: Teplotni profil pro PCR. (pfevzato z Fialova et al. 2012)

Denaturace 94 °C 4min
Denaturace 94 °C 30s
Annealing 62 °C 30s
35x
Elongace 72 °C 60 s
Extenze 72 °C 10 min

Pocatecni denaturace je nezbytnd pro rozruseni teplatové DNA a uvolnéni vazebnych mist
pro nasednuti specifickych primerti. Poté nasleduje nékolikanasobné opakujici se cyklus
obsahujici tfi faze. Denaturaci, kterd slouzi k rozd€leni dsDNA na dvé ss molekuly.
Annealing, vtéto fazi se snizi teplota na 62 °C a dojde k navazani primerd k jejich
komplementarnim sekvencim na ssDNA. Ve fazi elongace se teplota zahtfeje na 72 °C, pfi
které zacne pracovat DNA polymerdza prodluZujici vldkno DNA od primeru do konce
templatu prostrednictvim volnych DTP obsazenych v master mixu. Nové vytvofeny fetézec
slouzi jako templat pro dal$i cyklus. Timto zpGsobem vznika za kratkou dobu obrovské
mnozstvi kopii DNA (Bustin 2004) .

Pfistroj Rotor-Gene Q je vybaven softwarem, ktery automaticky detekuje florescenci

amplikont. Pomoci kanalt Yellow a Green jsou vyhodnocovany tii typy. Wild type neboli
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nemutovany gen, je rozpozndn pouze Yellow kanalem, naopak Green kanal detekuje
mutovany gen a pokud je fluorescence méfena v obou kandlech jednd se o heterozygota
(Scheinost 2012). Ptiklady, interpretace a vysledky jednotlivych mutaci jsou ukazany

v obrazku6a?.

B{ Scatter Analysis - Cycling A.Green, Cycling A.Yellow (Page 1)

| Reports... 44} Graph Results §8 Genotypes... || g Dynamic Tube | g Slope Correct i Ianore First | [¥] Outlier Removal... ke Save Defaults

Cycling & Green - No Markers
o |Cycling & velow - Circles

Modré - Wild type (-/-)
81 Zelena - Heterozygot ( +/-)

Cervena - Mutant (+/+)

Norm. Fluoro.
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Obr 6. Interpretace vysledkd mutace V Leiden softwarem Rotor-Gene Q.

ﬂ Scatter Analysis - Cycling A.Green, Cycling A.Yellow {Page 1)
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Obr. 7: Interpretace vysledkt mutace G20210A pro prothrombin softwarem Rotor-Gene Q.

Kazda provedend analyza je zkontrolovdna a vyhodnocena kvalifikovanym pracovnikem.
Nasledn¢ jsou vysledky ulozeny na pevném disku, zapsany do laboratorniho informac¢niho
systtmu OpenLIMS, vytis§tény a predany genetikovi ke klinické interpretaci
(Scheinost 2012).
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4.4 Dotaznik

Dotaznik byl do této prace zafazen za uCelem rozsifeni pohledu na problematiku peroralni
hormonalni antikoncepce (HA). Cilem bylo jednak porovnat ptfedesly a soucasny postup
ptedepisovani HA, jednak zmény v uzivani HA u rGzné starych zen. Zamétuje se hlavné na
to, jaké voli gynekologové postupy pii posuzovani zavaznosti rizika trombozy, a za jakych

podminek doporucuji zenam genetické vySetfeni.
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5 Vysledky

Data ziskana z laboratornich vySeti‘eni

V roce 2013 bylo v genetické laboratofi vySetfeno 1087 pacientti na mutaci faktoru
FV Leiden a 835 na mutaci protrombinu G20210A. Z vysledki vySetieni byly vypocitané
frekvence vyskytu jednotlivych mutaci.

Pacienti byli vysetfeni Vramci piedopera¢niho vySetieni, v téhotenstvi nebo na
zaklad¢ podezieni na dédi¢nou trombofilii. Pozadavky na stanoveni faktoru V Leiden a na
mutaci protrombinu byly zaslany nejen z oddéleni hematologie, ale i z ostatnich oddéleni a
od soukromych lékar.

Celkové bylo vysetfeno 1087 pacientll na mutaci faktoru FV Leiden. Z toho Zeny
byly zastoupeny v 686 a muzi v 401 ptipadech. Pozitivni vysledek byl v 19.5%, to znamena
212 pacientli. Homozygotni formu mutace zdédilo 0.5% vysetiovanych a heterozygotni
forma byla prokazana v 19% ptipadi.

Zastoupeni mutace u zen a muzl je znazornéno na obrazku 8.

WZeny Bmuzi

73

5

homozygot heterozygot
Obr. 8: Rozdilnost zastoupeni pohlavi mutace faktoru V Leiden u pacienti vySetfovanych

Vv genetické laboratofi.

Stanoveni mutace protrombinu G20210A bylo provadéno u 296 muza a 543 Zen. Pozitivni
vysledek byl potvrzen v 5.75%, to znamend u 48 pacienti. Homozygotni forma mutace byla
u 0.1% vySetfovanych a heterozygotni forma byla prokazana v 5.6% ptipada.

Zastoupeni mutace u zen a muzl je znazornéno na obrazku 9.
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W zeny muzi
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homozygot heterozygot

Obr. 9: Rozdilnost zastoupeni pohlavi mutace protrombinu G20210A u pacienti

vySetfovanych v genetické laboratofi.

Frekvence vyskytu mutaci byly vypocitany i z dat ziskanych na hematologickém oddéleni.
Vzorky byly zasldny na vySetfeni mutace FV Leiden az po stanoveni APC rezistence. Od
ledna do srpna roku 2013 to byly vzorky s vysledkem < 110 sekund. Od zati 2013 byly na
genetické vySetteni zaslany vSechny vzorky bez ohledu na vysledek APC rezistence.

Stanoveni mutace FV Leiden bylo provedeno u 201 pacientl
hematologického oddéleni. Pocet vzorkli zen byl 142 a muzi 59. V 71 ptipadech neboli
v 34.8% se potvrdila pozitivita. Homozygotni forma byla zjisténa u 1% a heterozygotni
u 34%.

Zastoupeni mutace u Zen a muZzl je znadzornéno na obrazku 10.

W zeny muzi

19

2

homozygot heterozygot

Obr. 10: Rozdilnost zastoupeni pohlavi mutace faktoru V Leiden u pacientt

hematologického oddé€leni nemocnice.
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Zavislost pozitivni mutace FV Leiden na vysledku APC rezistence byla stanovena pouze u
vzorkd métfenych od ledna do srpna 2013. Vysledky jsou rozdéleny na Sedou zénu, tim je
myslen ¢as mezi 110 a 90 sekund a pozitivni APC rezistenci neboli ¢asem pod 90 sekund.

V daném obdobi bylo vysetfeno 528 osob na APC rezistenci. Pozitivni vysledek, tedy
¢as pod 90 sekund, se objevil u 163 pacientd. Tento pocet tvoii 31% z celkového poctu
vySetfovanych. V Sedé¢ zoné se nachdzelo 30 pacientli. Potvrzeni mutace FV Leiden je

ukazano na obrazku 11. a 12.

M pozitivni FV Leiden negativni FV Leiden
56
- .
SEDA ZONA APCRPOD 90 SEC.

Obr. 11: Pozitivni vysledek mutace FV Leiden u pacientti s APC rezistenci pod 110 sekund.

M pozitivni FV Leiden negativni FV Leiden
34%
. -
SEDA ZONA APCRPOD 90 SEC.

Obr. 12: Rozdilnost ve frekvenci vyskytu pozitvniho vysledku mutace FV Leiden v Sedé

z6né a pozitivni APC rezistenci.
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Vsechny vzorky hematologického oddéleni s pozadavkem na zékladni hemokoagulaéni
vySetieni byly poslany na stanoveni dédi¢né mutace protrombinu G20210A. Tito pacienti
byli pozitivni pfiblizné ve 3%. Ze 734 vzorku, které tvotilo 438 zen a 296 muzu bylo 24
pozitivnich. Homozygot byl potvrzen pouze v jednom piipadé.

Zastoupeni mutace u zen a muzl je zndzornéno na obrazku 13.

M zeny muzi

1
|

homozygot heterozygot

Obr. 13: Rozdilnost zastoupeni pohlavi mutace protrombinu G20210A u pacienti

hematologického oddéleni nemocnice.

Tyto frekvence byly dale porovnavany s obecné uznavanymi frekvencemi v odborné

literatufe.

Data z dotazniku

Postupem dotaznikového Setfeni byly ziskdny informace od ndhodné€ vybranych
respondentek v obdobi leden-tinor roku 2014. VSechny spliovaly tyto pozadavky: vék 19 az
59 let, zadna respondentka se nepohybovala ve zdravotnickém prostiedi a vSechny byly
potencialn¢ zdravé. Data byla sbirana v prachatickém okrese prostfednictvim jednoduchych
uzavienych otazek. Dotaznik je vloZeny v ptiloze €. 1.

Celkem se dotaznikové akce Gicastnilo 82 Zen. Sest z nich ve véku 36 a nad 40 nikdy
neuzivalo peroralni hormondlni antikoncepci ani ji nechtélo nikdy ptfedepsat. Tyto Zeny
nebyly nikdy vySetfované na genetické mutace a gynekolog je nikdy neobeznamil s
rizikovymi faktory vzniku trombdz. Téchto Sest Zen nebylo zatfazeno do dalSich analyz.

Zeny, které uzivaly nebo uzivaji HA, byly rozdéleny do dvou kategorii podle véku.
Cilem tohoto rozdéleni bylo porovnani starSi a mladsi generace v otdzce délky uzivani HA a

dobé jejiho prvniho predepsani (Tab. 7).
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Tabulka 7: Primérny vek prvniho ptfedepsani HA a primérna doba uzivani HA u

respondentek.

Celkovy pocet Pr’umervny Vek, , Priimérna doba
respondentek prvniho predepsani uSivani HA
uzivajici HA HA

Zeny ve véku ]
od 19 do 34 let 38 19 let 7 rokii
Zeny ve véku

od 35 do 59 let 38 31 let 10.5 roku

Dalsi analyzy rozdé€lily Zeny podle doby uzivani HA, coZ umoznilo posoudit, zjistovani
klinickych kritérii pottebnych k piedepsani HA v ramci nékolika generaci.

Pti predepisovani hormonalni antikoncepce je nutno zeny informovat o moznych
rizikovych faktorech. U dotazovanych se tak stalo pouze v 65% pftipadd, z ¢ehoZ vypliva, Ze
kazda tieti Zena nebyla informovana. Zeny uzivajici HA vice nez 10 let byly informovany
pouze v 47% (Obr. 14). PtestoZe jsou rizika popsana v kazdém piibalovém letdku, nemél by
na toto 1ékar spoléhat.

| informoval neinformoval

65%

53%

47%

35%

zeny uzivajici HA méné nez 10 let zeny uzivajici HA 10 a vice let

Obr. 14: Cetnost Zen, které byly informované gynekologem o rizikovych faktorech uzivéani
kombinované hormondlni antikoncepce.

Mezi informace, které jsou potiebné k vyhodnoceni rizika trombdzy pii uzivani HA, patii

vvvvvv

anamnéza (Obr. 15 a 16), ktera pomiiZe pti zvazovani indikace vysetieni vrozenych
trombofilnich faktorii. Obecné rizikové faktory maji pii stratifikaci rizika minimalné stejnou

vahu jako vrozené.
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U dotazovanych se objevila trombdza v osobni anamnéze dvakrat, a to u 36leté a 39leté

zeny, a pouze jedna z nich dostala od Iékafe doporuceni k vysetfeni dédi¢nych trombofilii.

minformoval se neinformoval se
54%
53%
47%
46%
zeny uzivajici HA méné nez 10 let zeny uzivajici HA 10 a vice let

Obr. 15: Cetnost Zen, které byly gynekologem tazany na vyskyt trombozy v osobni
anamnéze.

minformoval se neinformoval se
0,
61% 63%
0,
35% 37%
zeny uzivajici HA méné nez 10 let zeny uzivajici HA 10 a vice let

Obr. 16: Cetnost Zen, které byly gynekologem tazany na vyskyt trombozy v rodinné
anamnéze.
V rodiné byva trombdza dilezita hlavné u blizkych ptibuznych, tim jsou mysleni rodice a
sourozenci. Ze 76 respondentek mélo 15 blizkych pfibuznych postiZzeno srazenim krve.

Dalsi faktor, na ktery je nutno se zaméfit, je koufeni. Nebot koufeni spolecné
suzivanim HA a pfitomnosti dédicného defektu tvoii vyznamné predispozice k tvorbé

krevni srazeniny. Respondentky byly na otazku kouteni tdzany nejéastéji (Obr. 17).
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minformoval se neinformoval se

73%
67%

33%
27%

zeny uzivajici HA méné nez 10 let zeny uzivajici HA 10 a vice let

Obr. 17: Cetnost Zen, které byly gynekologem tazany na kouteni.

Mezi nejvice opomijené kritérium patfilo vySetieni zil dolnich koncetin (Obr. 18)

W vysetril nevysetril
85%
80%
20%
= -
Zeny uzivajici HA méné nez 10 let Zeny uzivajici HA 10 a vice let

Obr. 18: Cetnost zen, kterym gynekolog vysetiil pohledem i pohmatem Zily dolnich

kongetin.

Na zaklad¢ zjisténych obecnych rizikovych faktort, by mél 1ékat posoudit, zda Zenu

doporucit na genetické vySetieni. Stanoveni vrozeného hyperkoagula¢niho stavu by mélo byt

indikovano, pokud jsou ptfitomny alesponi dva znaky definujici klinickou trombofilii.

Dotazované Zeny dostaly doporuceni v 11 ptipadech (tab. 8), z nich pouze 2 maji

vyskyt trombozy u blizkych piibuznych. Ze zbylych 13 zen, které maji vyskyt tohoto

onemocnéni u blizkych ptibuznych, nedostala doporuceni zadna.

Nekteré Zeny vysetreni podstoupily 1 bez doporuceni. Z téchto 4 probantek 2 mély

vyskyt trombozy u rodict. U jedné se potvrdil pozitivni vysledek.
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Tabulka 8: Zastoupeni pozitivnich a negativnich vysledkl u Zen vySetifovanych na genetické

pficiny vzniku trombozy.

Celkovy podet Podstoupeni Pozitivni Pozitivni
vySetieni vysledek vysledek v %
Zeny
S doporucenim 11 9 3 33%
gynekologa
Zeny bez
doporuceni 4 4 1 25%
gynekologa
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6 Diskuze

Mutace koagula¢niho faktoru V Leiden a protrombinu G20210A jsou nejvice frekventované
deficity zptsobujici zvysené riziko tvorby krevni srazeniny. Podle Grody at al. (2001) je
ptitomnost hlavné Leidenské mutace podstatna u osob, které cekd velkéd operace nebo u Zen,
které mély komplikace v t€hotenstvi, potrat nebo pozitivni rodinnou anamnézu.

Podle Kesslera (2006) a Kvasni¢ky (2003) by mély byt na hyperkoagula¢ni stavy
vysetfeny 0S0by se zilnim tromboembolizmem v neobvyklé lokalizaci nebo pred 45. rokem
zivota, osoby s pozitivni rodinnou anamnézou u ptimych ptibuznych, zeny, které prodélaly
rekurentni spontanni potrat a 0S0by s vrozenou trombofilii v rodiné.

Frekvence v této praci byly spoditany z dat ziskanych z laboratoie molekularni
biologie a genetiky a z oddéleni klinické hematologie nemocnice Ceské Budgjovice a.s.

K detekci Leidenské mutace byla pouzita metoda Real-time PCR.

Podle Bertina (2001) je prevalence mutace FV Leiden ve zdravé populaci 3%. Podobné
vysledky uvadi ve své praci i Kvasnicka et al. (2012), ktery se zaméfuje na populaci v Ceské
republice. Vojacek (2004) ve své knize udava zastoupeni této mutace ve velkém rozmezi,
které ¢ini od 3 do 15%. Stejné rozmezi uvadi ve své praci i Slavik (2008). Zastoupeni
homozygotl a heterozygoti ukazal ve své praci Rosendaal (1995), ktery stanovil frekvenci
homozygotli 0.5% a heterozygoti 18%. O néco nizsi jsou vysledky studie Noha Irani-
Hakime (2000), ktery udava frekvenci heterozygoti 14% a homozygoti 0.5%. Z dat
ziskanych z genetické laboratofe byla vypoctena frekvence vyskytu Leidenské mutace
19.5%. Ztoho homozygoti byli v 0.5% a heterozygoti se vyskytovali v 19%. Frekvence
pozitivni mutace FV Leiden nahematologickém oddéleni byla né&kolikandsobné vyssi
(34.8%), pticemz homozygoti tvofili 1% a heterozygoti 34%. Ve srovnani s uvedenymi
studiemi jsou mnou vypoctené frekvence razantné vyssi. Tyto hodnoty lze vysvétlit
rozdilnou skupinou testovanych pacientli. Na rozdil od piedeSlych studii, které se
zamétovaly na zdravou populaci, v hematologické i genetické laboratoii se testovaly hlavné
osoby s predpokladanym vyskytem dédi¢né tormbofilie.

Druhym vySetfovanym dédicnym deficitem byla mutace protrombinu G20210A.
V praci Poorta et al. (1996) a Bertina (2001) je hodnota prevalence 2.3%. Vojacek (2004)
udava rozmezi mezi 2% - 5%. Poort (1996) a De Stefano et al. (1998) vyhodnotili ve svych
studiich 0% zastoupeni homozygotniho genotypu a De Stefano et al. (1998) jesté vyhodnotil
zastoupeni heterozygotti 2.5%. Obecné jsou vSak homozygoti udavani v 0.0.14% (Poort et

al. 1996). M¢ frekvence z genetické laboratofe odpovidaji 5.7% prevalenci. Homozygotni
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genotyp je zastoupen v 0.1% a heterozygotni v 5.6%. V hematologické laboratofi je zachyt 0
néco mensi a vice se blizi predeslym vyzkumum (3.3%). Homozygot se vyskytuje u 0.1%
pacientt a heterozygot u 3.2%.

Je zajimavé, Ze mnou vypoctena prevalence vyskytu mutace FV Leiden je vyssi u

pacientd poslanych na genetické vySetfeni z hematologického oddéleni, ale u mutace
protrombinu G20210A je to naopak. Domnivam se, ze je to dusledek lepsi specifikace
pacientl vySetifovanych na mutaci FV Leiden. Tito pacienti jsou totiz nejprve testovani na
APC rezistenci, ktera je fenotypem pravé mutace FV Leiden. Pokud se jejich vysledek
nachazi v Sedé zoné nebo je pozitivni, posila se na genetické vysetfeni, kde se ve vétsing
piipadi mutace prokaze. Vzorky testované na mutaci protrombinu nejsou vySetiované
zadnym predeslym stanovenim.
APC rezistence je fenotypovy projev mutace FV Leiden. Avsak jsou piipady, kdy je APC
rezistence fyziologicka, a presto se Leidenska mutace potvrdi. To byva hlavné u hrani¢nich
hodnot. A naopak jsou ptipady, kdy je APC rezistence pozitivni a dédi¢ny deficit se
nepotvrdi.

Hematologické oddéleni do srpna 2013 povazovalo za pozitivni vysledek APC
rezistence ¢as pod 90 sekund. Pro zachyceni i téch pacientd, ktefi maji APC rezistenci
v norm¢ a mohli by mit i pfesto Leidenskou mutaci, byla vytvotena tzv. Seda zona. Toto
rozmezi Si kazda laboratot urcuje sama podle vlastnich zkusenosti. Hematologické oddéleni
ji ma nastavenou na 90 az 110 sekund. Data, ktera byla zpracovana, potvrzuji, Zze zadny
vzorek testovany na APC rezistenci s vysledkem nad 110 sekund nebyl postizen dédi¢nou
mutaci FV Leiden. Pficemz v Sedé zoné se potvrdila pozitivita mutace Leiden v 36% a u
vysledkd pod 90 sekund v 66%.

Od zafi 2013 byla zménéna interpretace vysledkt. Vysledkem je nyni pomér
Casti dvou meéfeni. Zde je pozitivita ur¢ena hodnotou < 2.1. U téchto vysledkt dosud neni
stanovena seda zona a na genetické vySetieni jsou posilany vSechny vzorky, coz je i finanéné
naro¢né. Ze zpracovanych dat jsem vytvorila navrh pro sedou zoénu, ktera by mohla byt
v rozmezi 1.21 — 1.43. Vzhledem k malému poctu vysetfovanych 0sob je vsak toto rozmezi
nedostacujici. Pfedpokladam, ze pti dlouhodobéjsim meéteni by se vyskytlo nekolik vzorkd,
které by mély vysledek APC rezistence vyssi nez 1.43, a presto by mély potvrzenou
Leidenskou mutaci.

Dotaznik byl do této prace zafazen za ucelem rozSifeni pohledu na danou
problematiku. Nebot’ i pies skutecnost, ze zvySuje srazeni krve a spadd mezi vyznamné

rizikové faktory trombozy, patii v souCasné dobé neodmysliteln¢ do Zivota vétSiny Zzen.
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Vzdyt pouze v Ceské republice vroce 2013 uzivalo hormonalni antikoncepci podle
vyzkumu UZIS (2013) 52% zen ve fertilnim veku (15-49 let).

Dotaznik se zamétoval na dislednost gynekologii pii predepisovani hormondlni
antikoncepce. V prvni otazce jsem se zajimala o délku uzivani HA a v€k, kdy uzivatelky
poprvé pozadaly o jeji predepsani. V primémém véku prvniho predepsani HA byl velky
rozdil. U mladsi generace (19-34 let) zen byl primérny v€k prvniho predepsani 19 let, starsi
generace mela tuto hranici posunutou o vice nez deset let (31 let). Toto zjisténi prikladam
faktu, ze diive nebyla HA tak dostupna jako dnes, a také podminky, které musela Zena
spliiovat, byly pfisn¢jsi. Napiiklad povinné jaterni testy u kazdé zeny zadajici o HA a
alespon jedno ispésné t€hotenstvi (Gstni sdéleni gynekologa).

Dale jsem se informovala, zda byly zeny obeznameny s rizikovymi faktory pted
predepsanim HA a zda se tizany na osobni a rodinnou anamnézu, ktera je v indikaci
vrozenych trombofilii kli¢ovd. U mnou dotazovanych Zen se gynekolog ptal na osobni
anamnézu pouze v 54% piipadi u mlad$i generace a ve 47% u star$i generace.
S informovanosti na rodinnou anamnézu na tom byly obé generace podobné, pouze
v necelych 40%. Tento pocet je podle mého nazoru nedostadujici. V Ceské republice se
udavd 1 ptipad venozniho tromboembolizmu na 1000 obyvatel (Dulicek 2013), u
dotazovanych probantek se tromboza u blizkych ptibuznych vyskytla u kazdé paté zeny.

Ze 76 zen podstoupilo vySetieni vrozenych trombofilii jen 15. Z nich pouze 3 mély

trombozu v rodinné nebo osobni anamnéze, 8 dostalo doporuceni na zéklad¢ jinych
predispozic a 4 zeny Se nechaly vysetfit bez doporuéeni 1ékate. Z téchto 15 Zen byla vrozena
trombofilie potvrzena ve 4 pripadech, to je 27%.
Data ziskana z dotazniku ukazuji, Ze je stale velké procento Zen, které nebyly informované o
rizikovych faktorech uzivani HA nebo nebyly dotazované na zékladni otdzky spojené
s predepsanim antikoncepce. Mezi nimi je i velky pocet Zen, které by mohly mit genetické
predispozice ke zvySené tvorbé krevni sraZeniny, a pifesto nebyly vySetfeny na vrozené
trombofilie.

Pravée problematika indikace vySetfeni vrozenych trombofilnich faktorli je v soucasné
dobé tématem mnoha diskuzi. N&kteti se ptiklani ke screeningovému vySetieni téchto stavd,
druzi jsou naopak odptrci. Ja se piiklanim ke stran¢€ odptrcii sreeningového vysetieni. Podle
mého nazoru, pokud se gynekologové budou dusledné informovat na vSechny rizikové
faktory a peclivé zvazovat geneticka vySetfeni, nebude potieba kazdou zenu preventivné

testovat.
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Z dat ziskanych pomoci dotazniku je patrné, ze vek uZzivatelek antikoncepce se razantné
snizil. Lze ptedpokladat, Ze dnes jiz nejsou vyjimkou 15leté divky uzivajici HA. Pii pohledu
na dalsi ziskané informace je patrné, ze postupy gynekologii nejsou idealni, avSak i1 pii
spravném postupu nemusi byt zjiStény vSechny potiebné informace jako naptiklad rodinna
anamnéza. Pro zlepSeni této situace by podle mého ndzoru bylo vhodnéjsi zaméfit se na
Zeny samotné a to hlavné na mladé divky, které teprve zvazuji uzivani HA. U téch je totiz
nejvice pravdépodobné, Ze nebudou dostate¢né informované o nemocech v rodiné nebo
rizicich HA. Proto se domnivam, ze by se t¢tma HA mélo byt vice probirat napiiklad v ramci
sexualni vychovy na zékladnich Skolach. V hodinach by poté mély divky moznost ziskat
dotaznik, kde by byly shrnuty otdzky, na které se 1ékar pii predepisovani bude ptat. Divka by
pak jednodusSe zjistila potiebné informace a vyplnila je do dotazniku, ktery by poté predala
svému gynekologovi. Timto zplsobem by se piedeslo neznalosti dillezitych informaci pro

stanoveni rizika hyperkoagulacnich stavi.
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7 Zavér

— V pribéhu zpracovani této prace jsem si osvojila postupy analyzy mutace faktoru
V Leiden a mutace protrombinu G20210A

— Stanovila jsem frekvence téchto mutaci u vzorkd poslanych do laboratoie
molekularni biologie a genetiky a U pacientii oddéleni hematologie.

— Prevalence mutaci testovanych skupin jsou vyssi nez v odborné literature.

— Data ziskana s dotazniku ukazuji na nedostatecné vySetteni rizikovych faktort pred
predepsanim HA.

— Pro zlepseni komunikace mezi pacientkou a gynekologem bych doporucovala
vytvoftit kratky dotaznik, ktery by byl dostupny naptiklad na internetu. Na zdkladé
tohoto dotazniku by gynekolog stanovil riziko vzniku trombdzy a néasledné pak Zenu
doporucil na dalsi vysetfeni.

— Vramci vySetieni hyperkoagulaénich stavii by mélo byt stanoveni proteinu C a S,

APC rezistence a v neposledni fadé mutace FV Leiden a protrombin A20210G.
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9 Prilohy

Dotaznik
Zdravim Vas milé Zeny,
Jjmenuji se Iva Cernd a jsem studentkou 3.rocniku oboru biomedicinsky laboratorni technik. Prosim Vés o
vyplnéni tohoto dotazniku, ktery mi bude podkladem pro vyzkum mé bakaldrskeé prace, ve které se zabyvam
vlivem antikoncepce na vznik tromboz ( zvysené srazeni krve, které ma za nasledek napr. plicni embolii ).
Vyplnénim dotazniku mi pomiizete zjistit zodpovédnost gynekologii viici Vam a informovanost Zen o rizikovych
faktorech tohoto onemocnéni. Dotaznik je anonymni.
HA = hormonalni antikoncepce

1) Jaky je Vas vek?...
2) Uzivate nebo jste nékdy uzivala hormondlni antikoncepci?  Ano  / Ne

3) Pokud byla odpovéd Ano ( odpovidejte na dalsi otazky poctem rokli nebo mésicii ):
¢ Jak dlouho jste HA brala dohromady?
e Pokud jste méla v brani prestavky delsi nez 3 mésice kolik jich pfiblizné bylo ?
o Jak dlouha byla nejdelsi prestavka ( ptiblizné ) ?
o Jaka byla nejdelsi doba brani HA bez prestavky ( ptiblizné )

4) Informoval Vas gynekolog o rizikovych faktorech hormonalni antikoncepce? Ano / Ne

5) Informoval se Vas gynekolog:
o Zda jste prodélala trombozu? Ano / Ne

e Zda mate v rodinné anamnéze trombozu? Ano / Ne
e Zda kouftite? Ano / Ne

o Vysetiil pohledem a pohmatem Zily na dolnich kon¢etinach? ~ Ano/ Ne

6) Prodélala jste nékdy trombozu? Ano / Ne
7) Prodélal nékdo v rodiné tromb6ézu? Ano / Ne
8) Pokud ano, kdo? (zakrouzkuj skupinu) - rodice, sourozenci, déti

- teta, stryc, bratranci a sestfenice ...

9) Bylo Vam nékdy doporuceno doktorem laboratorni vysetieni na srazlivost krve? Ano / Ne
10) Podstoupila jste nékdy toto vySetieni? Ano / Ne
11) Pokud Ano vysledek byl negativni nebo  pozitivni ?

12) Rizikové faktory; zaskrtnéte co je (\ ) a co neni ( x ) rizikovym faktorem pro vznik trombozy:
( prosim bez napovédy internetu a jinych informaénich zdroja )

Operace ...... Sadrova fixace ......
Téhotenstvi ...... Polytraumata ......

Zaludeéni vied ...... Hormonalni antikoncepce ......
Upoutani na lizko ...... Oties mozku ......

DéKuji za Vas ¢as.
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