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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFLP
APA
APC
APS
ART
AT
CBS
FV
FVa
FVIII
FVilla
FVL
FXa
HAK
Hcy
HHcy

HUS

ITP

MTHFR
PE
PT

RPL

akutni steat6za jater v t¢hotenstvi
antifosfolipidové protilatky (antiphospholipid antibodies)
aktivovany protein C
antifosfolipidovy syndrom
technologie asistované reprodukce
antitrombin

cystatin beta-syntetaza

faktor V

aktivovana forma faktoruV

faktor VIII

aktivovand forma faktoru VIII
faktor V Leiden (Leidenska mutace)
aktivovand forma faktoru X
hormonalni antikoncepce
homocystein

hyperhomocysteiné mie
hemolyticko-uremicky syndrom
hlubok4 Zilni trombdza

imunitni trombocytopenie

lupus antikoagulans
methylentetrahydrofolat reduktaza
preeklampsie

protrombin

opakované spontanni potraty (recurent pregnancy loss)



SLG
tHcy
TEN
TMA

TTP

Spole¢nost I¢karské genetiky
celkova hladina homocysteinu
tromboembolicka nemoc
trombotické mikroangiopatie

imunitni trombocytopenickd purpura



UvVOoD

Rika se, Ze tdhotenstvi je nejitastnéj$im obdobi v Zivoté kazdé Zeny. Vé&iim, Ze
s timto vyrokem budou souhlasit ptedev§im ty z nas, které si timto procesem prosly bez
vétSich ptidruzenych problémi. OvSem ne kazdd Zena ma to Stésti Existuje nespocet
moznych komplikaci, které se mohou a nemusi v prib&hu gravidity ¢i po jejim skonceni
objevit, a to at’ uz jde o nemoznost ot¢hotnét, o (opakované) spontanni potraty, o rizné
syndromy ¢i o poruchy funkei jednotlivych organii. V naprosté vétSiné pripadti maji takovéto
komplikace stejného jmenovatele — trombofilni stavy a trombofilni mutace, které jsou

V prevenci problémového nebo netispéSné zakonceného t€hotenstvi aktudlnim tématem.

V teoretické ¢asti mé prace se primarné¢ zameétuji na hojné probirané polymorfismy
vklicovem enzymu regulujicim cyklus kyseliny listové, tzv. methylentetrahydrofolat
reduktaza. Nadale udavam uceleny prehled nejcastéjsich defektti hemostatického systému v
téhotenstvi, které byvaji spjaty S vrozenou (Leidenskd mutace, mutace v genu pro
protrombin G20210A), ziskanou (antifosfolipidovy syndrom) ¢i smiSenou (deficit proteind
koagula¢ni kaskady) trombofilii. Krom¢ obecnych informaci a incidenci jednotlivych poruch
také praci doplnuji o t€hotenské komplikace a jejich moznou souvislost S vySe uvedenymi

poruchami.

Experimentalni ¢ast je zpracovana jako optimalizace metody multiplex RFLP-PCR
zroku 2007, ktera umoznuji hromadnou detekci polymorfismu C677T venzymu
methylentetrahydrofolat reduktaza a mutacich v genech pro koagula¢ni faktory V (Leidenska
mutace) a Il (protrombin G20210A).



1 METHYLENTETRAHYDROFOLAT REDUKTAZA

Methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR) je klicovym enzymem regulujicim

cyklus kyseliny listové (folatu) v pfimé zivislosti na metabolismu homocysteinu (Hcey),
(Leclerc et al., 2000; Rodriguez-Guillén et al., 2009).

1.1 METABOLISMUS HOMOCYSTEINU

Homocystein je aminokyselinou, ktera pfi normalnim sav¢im metabolismu vznika pti
preméné methioninu na cystein (Homocystein. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online];
Pokormny & Minarik, 2013). Tento proces vzniku homocysteinu nazyvame transmetylaci
(Obr. 1) a dochdzi k nému ve vétSin¢ bunck lidského organismu, zatimco odbouravani, které
je mozné provadét dvéma procesy (transsulfurace na cystein a remetylace na methionin),
probiha ptedev§im v jaternich a ledvinovych bunkach (Pokorny & Minarik, 2013). Enzym
MTHFR se mna celém kolobéhu podili jakozto katalyzator konverze 5,10 -
methylentetrahydrofolatu na 5 — methyltetrahydrofolat, ktery je hlavni formou folatu
Vv lidském organismu a ktery slouzi jako donor uhliku pii remetylaci Hcy na methionin.
Folaty vSak neslouzi jen jako darci monokarbonti pfi metylaci Hcy, ale také pfi mnohych
jinych metabolickych reakci jako jsou syntéza nukleotidl, neurotransmiterti proteini a

fosfolipidu (Cao et al., 2012; Hickey et al., 2013; Yang et al., 2014).

Transmetylace

Transsulfurace
Methioninovy
cyklus ﬁ

Remetylace

Fosfatovy
cyklus

MTHFR

THF: tetrahydrofolat; MTHF R: N-5, N-10-metylentetrahydrofolat reduktaza

Obr. 1: Schéma metabolismu homocysteinu (pfevzato a upraveno dle Pokorny & Minarik, 2013).



1.2 POLYMORFISMY V GENU PRO MTHFR

V genu pro MTHFR, ktery je lokalizovan na chromozomu 1, na kratkém raménku (p)
na pozici 36.6 (Rodriguez-Guillén et al., 2009; Yang et al., 20014), bylo doposud nalezeno
34 vzacnych mutaci a 9 béznych polymorfismt (Leclerc et al., 2000), coz je oznaceni pro
stav, kdy v populaci pro uréity znak existuji minimalné dvé genetické varianty a zaroven
frekvence vyskytu dané varianty Vtéto populaci piekracuje 1 % (Polymorfismus. In:

WikiSkripta [online]).

V piipadé dvou nejcastéji studovanych mutaci v genu pro MTHFR - C677T a
A1298C se frekvence vyskytu v bélosské populaci udava v rozmezi 30 — 55 % pro C677T
heterozygota, 40 — 45 % A1298C heterozygota, 4 — 25 % pro C677T mutovaného
homozygota a 10 — 12 % pro A1298C mutovaného homozygota (vice Tab. I), (MDL

[online]).

Tab. I: Procentualni zastoupeni mutaci MTHFR v jednotlivych svétovych populacich (pfevzato a
upraveno dle MDL [online]).

FREKVENCE MUTACI V GENU MTHFR [%]

ETNIKUM WILD TYPE HETEROZYGOT MUTOVANY
HOMOZYGOT HOMOZYGOT

MTHFR C677T

Africké 78 20 2

Asijské 30 - 60 35— 50 3-20

Bélo¥ské 30-55 40 - 50 4-25

Hispanské 20 - 45 40 — 50 20 - 30
MTHFR A1298C

Africké 65 30 3

Asijské 50 — 65 30— 45 2-4

Bélosské 45-50 40-45 10-12

Hispanské 50 - 65 25— 35 2-6



KOMBINOVANY HETEROZYGOT

(varianty C677T / A1298C)
Africké 4
Asijské 14-15
Bélosské 15-23
Hispanské 15

1.2.1 MTHFR C677T

Nejznaméjsi a vdne$ni dobé nejstudovanéjsi missense mutaci v genu MTHFR je
mutace C677T, ktera byla poprvé objevena vroce 1994 (Goyette et al.). Mutace MTHFR
C677T je velice Casta, v evropské populaci se vyskytuje v 10 — 16 % (Lockwood & Wendel,
2010).

Ke vzniku této mutace dochazi nasledkem substituce baze C (cytosin) za T (tyrosin)
vpozici 677 nukleotidového fetézce, coz zpusobi vznik alaninového zbytku namisto
valinového na pozici 226 aminokyselinového fetézce (Wang et al., 2013; Prochazka et al.,
2003). Tento jev je pak pticinou vzniku termolabilni formy enzymu s redukovanou aktivitou,
kdy dochazi ke snizené pfeméné homocysteinu na methionin a to znamena vyssi naichylnost
k ukladani homocysteinu v krvi a naslednému vzniku tromb6z (Wang et al., 2013; Cao et al.,
2012; Prochazka et al., 2003). Nositelé heterozygotni formy (677CT) maji tuto aktivitu
redukovanou o zhruba 35 % a u homozygotnich forem (677TT) mohou tyto hodnoty
dosahovat 50 — 70 % (Tab. I1), (Cao et al., 2012; Rodriguez-Guillén et al., 2009; van der Put
et al., 1998).

Tab. Il: Procentualni aktivita enzymu MTHFR vychazejici ze vztahti mezi jednotlivymi genotypy
(adaje prevzaty z van der Put etal., 1998).

677CT 677TT

GENOTYP 677CC et rozygot homozygot

1298AA 100 % 66 % 25 %

1298AC 83 % 48 % i
heterozygot

1298CC 0 ) i
homozygot 31 %

pozn.: data oznacené symbolem ,,—* nebyla analyzovana



O

Varianta C677T je povazovana za nejbéznéj§i  genetickou  pfic¢inu
hyperhomocysteinémie (viz 2.1.3) a homocystinurie (Leclerc et al., 2000; Lockwood &
Wendel, 2010).

Homocystinurie je porucha s autozomalné recesivni dédiCnosti vyznadujici se
deficitem cystatin beta-syntetazy (CBS), (Honzik, 2009 [online]; Leeda et al., 1998; Orendac
et al., 2000), ktery se podili na pfeméné methioninu na cystein, kdy se krom¢ methioninu
vtéle hromadi i toxicky homocystein. Vyskyt je udavan azna 1 z 15 000 narozenych déti,
v Ceské republice to tedy odpovida zhruba 2 — 3 novym ptipadiim roéné. Mezi piiznaky patii
postizeni Ctyf organovych soustav — oka, skeletu, cévniho endotelu a centralni nervové

soustavy (Honzik, 2009 [online]).

1.2.2 MTHFR A1298C

Méné studovana ale pfesto vyznamna mutace A1298C objevend roku 1998 (van der
Put et al.) vznikda zAménou pavodni baze A (adenin) za C (cytosin) na pozici 1298
nukleotidového fetézce a to ma za nasledek zaménu kyseliny glutamatové za alanin
v aminokyselinovém fetézci (Yang et al., 2014). Ptitomnost tohoto polymorfismu je

v evropské populaci stanovena na 4 — 6 % (Lockwood & Wendel, 2010).

Podobn¢ jako polymorfismu C677T i polymorfismus A1298C redukuje aktivitu
enzymu MTHFR (Tab. II), a¢koliv ne v takové mife. Zatimco u heterozygotni formy 677CT
funguje enzym MTHFR jen ze zhruba 66 %, u heterozygotni formy 1298 AC je jeho aktivita
83%. Rozdil mezi aktivitou enzymu MTHFR u homozygotnich forem obou polymorfismii
pak neni tak markantni a pohybuje se kolem 70 % (van der Put et al., 1998).



2 TROMBOFILNI STAVY A TROMBOFILIE

T¢hotenstvi pro Zenské télo predstavuje mimotradné slozitou hemostatickou vyzvu,
protoze pravé hemostaticky syst¢ém hraje podstatnou roli ve vSech tfech zikladnich fazich
reprodukce, kterymi jsou ovulace, implantace a placentace, a také pti porodu nového jedince

(Lockwood & Wendel, 2010; Sergiet al., 2015).

Dilezitost hemostatického systému vychdzi zpotfeby dostate€ného ob&hu krve
vplacent¢ (Lockwood & Wendel, 2010; Sergi et al., 2015). Ovsem té¢hotenstvi vyvolava
mnoho fyziologickych zmén, coZ miize negativné ovlivnit i pravdépodobnost vyskytu krevni
srazeniny (Karatas et al., 2014; Tanaka et al., 2015).

Trombofilie je vrozend €i ziskand porucha hemostatického mechanismu, ktera je
charakterizovana zvySenou nachylnosti ke krevnimu srazeni a trombotizaci (vzniku krevni
srazeniny). Predispozice ke zrodu krevni srazeniny mize vznikat v disledku plsobeni

genetickych faktortt ¢i ziskanych zmén v mechanismu srdzeni krve, anebo nejCastéji
vzajemnou interakci obou téchto faktord (Tab. I11), (Khan & Dickerman, 2012; Poul, 2006;
Prochazka et al., 2004).

Tab. I11: Vrozené a ziskané trombofilni poruchy (ptevzato a upraveno dle Bick, 2002).

VROZENE I ZISKANE
FORMY
deficit antitrombinu

VROZENE FORMY ZISKANE FORMY

APC rezistence antifosfolipidové protilatky

= mutace faktoru V Leiden deficit kofaktoru 1 = antikardiolipinové

= mutace faktoru protilatky

deficit proteinu C

V Cambridge = Lupus antikoagulanty
deficit proteinu S .
= mutace faktoru V Hong P = podskupina
Kong deficit plasminogenu antifosfolipidovych
= mutace faktoru V HR2 dals{ deficity fibrinolytického protilatek
" mutace protrombinu systému myeloproliferativni
G20210A -
onemocneni

deficit faktoru XII (Hagemantv
faktor)

dysfibrinogenémie

Troussealv syndrom



hyperhomocysteinémie
defekt krevnich desticek

= Wein-Penzinguv efekt
= syndrom lepivych desti¢ek

2.1 TROMBOFILIE VROZENA

Vrozenou formou rozumime genetické predispozice K rozvoji trombofilie. Ta se
projevi, kdyz vrozeny faktor, jako naptiklad deficit proteinu C, interaguje s dalsi vrozenou
nebo ziskanou slozkou pfed samotnym propuknutim nemoci. Homozygotni forma nebo
kombinace dvou ¢i vice heterozygotnich abnormalnich faktord muze vést az k zjevnym

trombotickym porucham u 0sob jiz v raném véku (Khan & Dickerman, 2012).

Existuje silné spojeni mezi vrozenou trombofilii a tromboembolickou nemoci (TEN,
kapitola 2.4), a proto je detekce trombofilnich mutaci logickym krokem v prevenci této
nemoci. Stale ale zlstava otazkou, zdali by méla byt vrozena trombofilie spojovana
S neptiznivymi vysledky téhotenstvi v dusledku trombozy v uteroplacentarni cirkulaci, tedy
ve spojitosti se spontdnnimi potraty, preeklampsii, ristovou destrikci plodu ¢i placentarni
abrupci. A ackoliv stale neexistuji uspokojiva tvrzeni podporujici tuto spojitost, ¢etnost
testovani t€¢hotnych Zzen vtéto souvislosti se v dne$ni dobé stale zvySuje (Lockwood &
Wendel, 2010).

2.1.1 FAKTOR V LEIDEN

Leidenska mutace (mutace faktoru V) je nejznaméj$im a nejéastéjSim genetickym
defektem a vrozenym rizikovym faktorem tromb6zy objevujicim se v bé&lo§ské populaci
(Prochazka et al., 2004), a to vrozmezi 2 — 15 % (Kjellberg et al., 2010). V evropské
populaci je vyskyt odhadnut na zhruba 5 %, zatimco u africkych ¢ernocht, Cinant, Japonct
a dalich Asijct prakticky chybi. U Afroamericant se pak vyskytuje ve 3 % (Lockwood &
Wendel, 2010).

Jednda se o autozomaln¢ dominantné dédiénou bodovou mutaci v genu pro
hemokoagula¢ni faktor V. Vznika substituci nukleotidu G (guaninu) za A (adenin) na pozici
1691 (exon 10) v genu pro faktor V, diky ¢emuz dochazik substituci aminokyseliny argininu
za glutamin v peptidickém fetézci. Tento proces ma za nasledek vznik rezistence faktoruV k
aktivovanému proteinu C (tzv. APC rezistence, APC-R; vice kapitola 2.3.1), ktery je
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potiebny pro degradaci faktoru V a VIII. Tim dochazi k ovlivnéni hemokoagulace, protoze
protein C ztraci funkci pfirozeného inhibitoru koagula¢ni kaskady (EGAPP Working Group,
2011; Leidenska mutace In: Wikiskripta [online]; Lindgvist & Dahlback, 2008; Sergi et al.,
2015; Prochazka et al., 2004; Urbankova et al., 2002).

U o0sob spocate¢ni epizodou tromboembolické nemoci (TEN) se vyskyt FVL
pohybuje v rozmezi 15 — 20 % (EGAPP Working Group, 2011), ve 20 — 40 % u pacientl
s zilni trombozou a aZ u60 % pacientek, kterym je diagnostikovdna trombdoza b&hem
t¢hotenstvi (Sergi et al., 2015). Nicméné riziko toho, Ze t€hotnou heterozygotni nosicku FVL
bez piedchoziho vyskytu TEN ¢i t¢hotnou heterozygotku s pozitivnim vyskytem TEN pied
50. rokem veéku u ptibuzného v ptimé linii prvniho stupné (napiiklad matka a dcera) postihne
TEN, je stanoveno pouze na 0,3 %. Toto riziko ale stoupa nejméné na 17 % u t€hotnych
homozygotnich nosicek, které samy mély jiz v minulosti problémy s TEN nebo se problémy
objevily i u jinych rodinnych pfislusnik. U téhotnych homozygotek bez piedchoziho
vyskytu TEN u nich samotnych ¢i u prvostupniového piibuzného v ptimé linii se riziko

pohybuje vrozmezil — 2 % (Tab. 1V.), (Lockwood & Wendel, 2010).

Tab. 1V: Riziko vyskytu TEN v obecné populaci a u t€hotnych Zen s Leidenskou mutaci - S historii
TEN a bez piedchoziho vyskytu TEN (tdaje prevzaty z Lockwood & Wendel, 2010).

PREVALENCE TEN BEZ POZITIVNI  ZASTOUPENI
GENOTYP V OBECNE PREDCHOZIHO HISTORIE VSECH TEN
POPULACI (%) VYSKYTU (%) TEN (%) (%)
HETEROZYGOT 1-15 <03 10 40
HOMOZYGOT <1 1-2 17 2

2.1.2 PROTROMBIN G20210A

Druhou nejrozsitengjsi trombofilni mutaci objevenou roku 1996 (Poort et al), kterou
fadime mezi zdédéné rizikové faktory pro TEN, je bodova mutace genu pro protrombin
(faktor I1), (Bosler et al., 2006).

V hemokoagulacni kaskad¢ slouzi protrombin, jehoz gen je lokalizovan na 11.

chromozomu (11p11.2), (Bosler et al., 2006; Gao & Tao, 2014; Meeks & Abshire, 2008),



jako prekurzor trombinu, ktery je K-dependentnim vitaminem, ktery slouzi k pfeméné
fibrinogenu na fibrin (Bosler et al., 2006; Meeks & Abshire, 2008).

Deficit faktoru Il je tedy vzacna autozomalné dédi¢na porucha koagulace, ktera se
vyskytuyje ve zhruba 40 znimych mutacich (Meeks & Abshire, 2008). Tou nejzndmé&jsi a
nejCastéji studovanou mutaci je mutace G20210A. Ta se ve zdravé beélosské populaci
vyskytuje u zhruba 2 % osob, zatimco u osob s historii zilni trombdzy stoupa vyskyt az na
6 % (Flaujac et al., 2007). U evropské populace je ptitomna zhruba ve 3 % a je pfi¢inou az
17 % pripadd TEN vprubéhu gravidity. Podobné¢ jako u faktoru V Leiden se
pravdépodobnost toho, Ze nosi¢ku této mutace postihne TEN v pribéhu t€hotenstvi, zvySuje
¢i snizuje v zavislosti na predchozim vyskytu TEN, bud'to vrodin¢ ¢i u téhotné zeny
samotné. V piipad€¢, kdy se TEN nevyskytla ani u pacientky ani u zddného jejiho
prvostupniového piibuzného pred 50. rokem veku, se pravdépodobnost zrodu TEN pohybuje
pod 0,5 %, vopaéném piipadé toto riziko piekracuje 10% hranici. U homozygotek pro
protrombinovou mutaci G20210A bez pifedchoziho vyskytu TEN se tato hranice pohybuje
vrozmezi 2 — 3 %, zatimco pozitivni historie zna¢i vyrazné zvysené riziko rozvoje TEN

Vv téhotenstvi (Tab. V), (Lockwood & Wendel, 2010).

Tab. V: Riziko vzniku TEN v obecné populaci a u t€hotnych zen s mutaci v genu pro protrombin
G20210A - s historii TEN a bez predchoziho vyskytu TEN (udaje prevzaty z Lockwood & Wendel,
2010).

PREVALENCE TEN BEZ POZITIVNI  ZASTOUPENI
GENOTYP V OBECNE PREDCHOZIHO HISTORIE VSECH TEN
POPULACI (%) VYSKYTU (%) TEN (%) (%)
HETEROZYGOT 2-5 <05 > 10 17
HOMOZYGOT <1 2-3 > 17 05

V populaci se ale vyskytuje i kombinace mutaci G20210A a faktoru V Leiden, ktera
sice neni tak Casta (Tab. VI), jelikozje pfitomna pouze u zhruba 1 ¢loveka z 10 000, ale nese
s sebou synergeticky hyperkoagula¢ni uc¢inek téchto dvou mutaci (Lockwood & Wendel,
2010; Ziakas et al., 2015). To ve své podstat¢ znamena, Ze se riziko projevu

tromboembolické nemoci u pacientek bez jejiho predchoziho vyskytu i vrodiné pohybuje
vrozmezi 4 — 5 % (Lockwood & Wendel, 2010).



Tab. VI: Riziko vzniku TEN v obecné populaci a u téhotnych zen s mutacemi v genu pro faktor V a
v genu pro protrombin G20210A - s historii TEN a bez predchoziho vyskytu TEN (tdaje prevzaty
z Lockwood & Wendel, 2010).

PREVALENCE TEN BEZ POZITIVNI ZASTOUPENI
GENOTYP V OBECNE PREDCHOZIHO HISTORIE VSECH TEN
POPULACI (%) VYSKYTU (%) TEN (%) (%)
DVOIITY
0,01 47 > 20 1-3
HETEROZYGOT

2.1.3 HYPERHOMOCYSTEINEMIE

Hyperhomocysteinémii (HHcy) lze definovat jako zvysenou hladinu homocysteinu
(Hcy) nad referencni hodnoty, které se liSi v zavislosti na véku, pohlavi, zpusobech vyzivy,
etnické prislusnosti aj. Na konci dvacatého stoleti se jako horni hranice uréujici HHcy
pouzivala hladina tHcy (soucet koncentraci vSech redukovanych a oxidovanych forem
homocysteinu v krevni plazm¢) 12 pmol/l, ktera je v dneSni dobé povazovana spiSe za
normalni nalez. Fyziologicky se tHcy pohybuje vrozmezi od 5 — 15 pmol/l, pfiemz
pacientovi s hodnotami vys$§imi nez 15 pmol/l Ize jiz diagnostikovat HHcy (Hyanek et al.,
2009; Pokorny & Minarik, 2013). U fyziologickych t¢hotenstvi nachiazime jedny
z nejnizSich hodnot tHey (2 - 5 pmol/1), (Hickey et al., 2012; Pokorny & Minarik, 2013).

HHcy miZeme rozdélit dle hladiny tHecy v krvi na mirnou, sttedné téZkou a téZkou
(Tab. VII). Mirna a sttedné t€7ka HHcy jsou obvykle zptisobené nedostatkem vitaminu B6,
B12 nebo kyseliny listové v potravé. Vitaminy B jsou totiz kofaktory jednotlivych reakci
potiebnych k odbouravani homocysteinu v lidském téle (viz Obr. 1), takze pfi nedostatku
téchto vitamini nemohou takové reakce probihat, a proto dochazi k hromadéni Hcy. TéZka
forma HHcy je pak nejcastéji zplisobovana vrozenymi defekty gent pro klicové enzymy
metabolismu Hcy, ale lze ji pozorovat i u chronického selhdni ledvin ¢i vitaminového

deficitu (Hyanek et al., 2009; Pokorny & Minarik, 2013).
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Tab. VII: Stupné hyperhomocysteinémie (pievzato a upraveno dle Pokorny & Minarik, 2013).

STUPEN
B pmol/l
HYPERHOMOCYSTEINEMIE
mirna hyperhomocysteinémie 15-30
stiedné té¢zka hyperhomocysteinémie 30— 100
tézka hyperhomocyste inémie nad 100

Diky svym toxickym u€inkiim na metabolismus je akumulace Hcy v t€hotenstvi
velice nebezpecnd. Jeho akumulaci je v organismu vyvolan oxidaéni stres, ktery se muze
projevit zvySenou nachylnosti k mnoha chorobam. Oxidaci homocysteinu vznika peroxid
vodiku, ze kter¢ho se uvoliluje vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, ktery napada
predev§im mastné kyseliny. To vede k poskozovani bunéénych membran, lipoproteind,
trombocytl, leukocyti a organel vcytoplazmé, jako mitochondrie, endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat. ZvIasté citlivé na oxidacni stres jsou pak endotelidlni bunky, ve
kterych nemuze probihat transsulfurace, to vede k endotelialni dysfunkci kvuli nadbytku
homocysteinu. Podobné citlivé jsou i oocyty, ve kterych mize v takovém pitipadé probihat

pouze remetylace homocysteinu na methionin (Pokorny & Minarik, 2013).

Bylo prokdzano, ze suplementace kyselinou listovou tfi mésice pfed ot¢hotnénim a
pak v pribehu prvniho trimestru t¢hotenstvi snizuje u plodu riziko vzniku defekt neurdlni
trubice a jinych vrozenych vad (Leeda et al., 1998; Stransky & Rysava, 2010; Vollset et al.,
2000), coz ma za nasledek snizovani hladiny homocysteinu v krvi (Leeda et al., 1998),
nikoliv snizovani hyperhomocysteinémie, jak bylo diive mylné interpretovano (Bultas,

2009).

2.2 TROMBOFILIE ZISKANA

Defekty proteini C, S ¢i AT nemuseji souviset jen s vrozenou trombofilii. Jsou-li tyto
faktory ziskané, mohou stit i u zrodu ziskanych trombofilii. Ty se vpopulaci vyskytuji

stejné Casto jako vrozené formy (Bick, 2002).
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2.2.1 ANTIFOSFOLIPIDOVY SYNDROM

Fosfolipidy jsou zdkladni sloZkou kazdé bunééné membrany. Jsou uspotfadany do
dvou wvrstev. Kazdy z fosfolipidii je tvofen z glycerolové hlavicky, kterd je pripevnéna
k dvéma fetézcum esterifikovanych mastnych kyselin (jedna nasycena a druha nenasycenad),
(Carp, 2014). Antifosfolipidové protilatky jsou heterogenni fosfolipidy na povrchu krevnich
desti¢ek a vaskularniho endotelu (Subrt et al., 2007). Jsou heterogenni skupinou protilatek,
ktera je siln¢ spojovana s trombofilii (Bick, 2003; Bulikova & Crha, 2004;). Lze je podle
metody detekce délit na lupus antikoagulant (LA), antikardiolipinové protilatky (ACLA),
antifosfolipidové nebo anti B,-glykoprotein I-ové (Bulikova & Crha, 2004).

Laboratornim kritériem je prikaz alespon jedné zvySe uvedenych protilatek
V minimalnim ¢asovém odstupu 12 tydni mezi analyzami (Miyakis et al., 2006; Nytrova et
al., 2009). Pozitivni vyskyt APA je tedy mozné detekovat i u jinak zdravého jedince jako
ndhodny ndlez. Nejcastéji vSak byvaji prokazovany po prodélanych infekcich, jde tedy pouze
o docasny stav (Bulikovd & Penka, 2005). U té¢hotnych Zen miZeme graviditu brat jako

»specialni Sanci na klinickou manifestaci nemocnych s APA (Bulikova & Crha, 2004).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je zivot ohroZujici autoimunitni porucha koagulace
(nejCastéji ziskand), jejimi charakteristickymi projevy mohou byt arteridlni ¢i vendzni
mikrocirkulaéni trombdza (popiipadé¢ oba typy nardz), ptitomnost antifosfolipidovych
protilatek a téhotenské komplikace, mezi které¢ fadime napiiklad recidivujici spontanni
potraty (a to jak rané, tak i pozdni), naddle nitrod€loZni retardace ristu plodu, pfedcasny
porod, abrupce placenty, hypertenzi zpisobenou té€hotenstvim, HELLP syndrom,
trombocytopenii ¢i uteroplacentarni insuficienci (nedostateCnost placenty a jejiho
matetfského cévniho zasobeni pochazejiciho z délohy (Bick, 2002; Bulikova & Penka, 2005;
Carp, 2014; Hanouana et al., 2013; Hlusi & Krc¢ova, 2003; Nytrova et al., 2009; Prochazka
et al., 2004; Subrt et al., 2008; Uteroplacentarni insufience [online]). V pribéhu poslednich
par desetileti bylo prokdzino, Zze APS je syst¢movym onemocnénim, které potencidlné
postihuje téméi kazdou organovou soustavu v lidském téle. Jako u jinych autoimunitnich
onemocnéni ani u APS nelze hledat Zddnou specifickou pfi¢inu vzniku, protoze jde o

vysledek environmentalnich, hormonalnich a genetickych faktort (Carp, 2014).

RozliSujeme APS primarni a sekundarni. O sekundarnim APS hovofime tehdy, je-li
APS az projevem jinych chorob (cerebrovaskularni, srdeéni, infekéni, renalni Cci

dermatologické onemocnéni), a o primarnim ve chvilich, kdy se pfiznaky projevuji
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osamocené bez piitomnosti jiného onemocnéni (Carp, 2014; Subrt et al., 2008). U 1 %
ptipadi s APS miZze dochdzet k velice vzicné komplikaci, k tzv. katastrofalnimu APS, ktery
je charakteristicky multiorganovym selhdnim v disledku vzniku malych zilnich trombéz

spojenych s trombotickymi mikroangiopatiemi (Vviz kapitola 3.3.1), (Hanouana et al., 2013).

2.3 TROMBOFILIE SMISENA

2.3.1 DEFICIT PROTEINU C

Protein C patii mezi K-dependentni proteiny (zavislost na vitaminu K) a jeho
neaktivovana forma je spole¢né s proteinem S tvofena v jatrech (Protein C. In: Wikiskripta
[online]). Deficit proteinu C je spojovan s vice nez 160 riznymi mutacemi, které¢ davaji
vznik velice variabilnim fenotypim. Prevalence této poruchy je stanovena na 0,2 — 0,3 %
(Lockwood & Wendel, 2010) a jeji nositelé maji 7x zvySené riziko vzniku hluboké Zilni

tromb6zy oproti normalni populaci.

Aktivovand forma proteinu C (APC) hraje st€Zejni roli v hemokoagulaénim
mechanismu (Obr. 2). SlouZi jako inhibitor zajist'ujici zpétnovazebnou kontrolu aktivace
jednotlivych faktord koagula¢ni kaskady (Prochazka et al., 2004), takze je-1i FV aktivovan
trombinem ¢i faktorem Xa (FXa), vznikd prokoagula¢ni FVa. Tato aktivovana forma pak
pusobi jako kofaktor FXa a hraje svou roli i pfi aktivaci protrombinu (Urbankova et al.,
2002). Bez ptitomnosti mutace v genu pro faktor V (Leidenska mutace) je proto mozné
stimulovat degradaci FVIlla za pomoci aktivovanému proteinu C. Ovsem diky pfitomnosti
mutace je tato schopnost ztracena, takze maji nositelé mutace FVL snizeny u¢inek degradace
jak inaktivované (i) formy faktoru FVIIL, tak té aktivované (a), coz vede ke zvySené
nachylnosti ke krevnimu srazeni a naslednému vzniku krevni srazeniny (Lindqvist &
Dahlbiack, 2008). Nicmén¢ tento fakt lze posuzovat i pozitivnim zplisobem, protoze
napiiklad pfi porodech pak dochazi ke snizené ztratovosti krve (Kjellberg et al., 2010), coz
podporuje myslenku toho, ze tyto mutace mohou byt svym zplisobem i evoluéni vyhodou

(Lindqvist & Dahlbéck, 2008).
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Poskozeni tkané Prokoagulacni funkce

Koagulaéni faktor Antikoagulacni funkce

Xla
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IX « IXa
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X Xa APC
» FV » Fia™*™ — FVi
Ir _-\. Protein C _T_. APC
Protrombin Trombin .
Thrombomodulin
Poskozena than Heposkozena than
v
Fibrinogen Fibrin
a= aktivevany, i = inaktivevany, APC = aktivevany protein C

*Tenazovy komplex
* Protrombinazovy koemplex

Obr. 2: Schéma koagula¢ni kaskady (ptevzato a upraveno dle Lindqvist & Dahlbdck, 2008).

2.3.2 DEFICIT PROTEINU S

Podobn¢ jako protein C i protein S patii mezi K-dependentni proteiny. Jakozto
kofaktor aktivovaného proteinu C, se kterym vytvari komplex, spole¢n¢ inhibuji koagula¢ni
systém (Obr. 2), pfedevs§im faktory V a VIl (Bick, 2002; Protein C. In: Wikiskripta [online];
Protein S. In: Wikiskripta [online]).

Obecné se da tici, Ze deficit proteinu S ma dva plivodce (umlceny gen ¢i mutaci),
ktef'i redukuji mnozstvi volného proteinu S v plazmé a jeho aktivitu. U nositeli této poruchy
je riziko vzniku hluboké zilni trombdzy az 10x vyssi oproti zdravé populaci (Lockwood &
Wendel, 2010; Urbankova et al., 2002). Existuji i pfipady, kdy se tento deficit vyskytuje
vV homozygotni formé, ale ta se projevi, podobné€ jako homozygotni forma deficitu faktoru C,
vaznou trombdozou a/nebo smrtelnym neonatdlnim onemocnénim purpura fulminans

(Lockwood & Wendel, 2010; Marlar & Neumann, 1990; Urbankova et al., 2002)

2.4 TROMBOEMBOLICKA NEMOC (TEN)

Tromboembolickou nemoci (TEN; Zilni tromboembolismus) se rozumi hluboka Zzilni

tromb6za a plicni embolie, a to jako dva rizné projevy stejného onemocnéni (Kadlec &
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Sktickova, 2008; Poul, 2006). V obecné populaci je vyskyt TEN uddvan do hodnoty 1 z
1 000 osob, ale jelikoZ je rozvoj této nemoci limitovan vékem, u osob nad 75 let je vyskyt
udavan zhruba jako 1 ze 100 osob, u osob mladsich 40 let je pak tento vyskyt ¢ini 1 z 10 000
osob (Brithov4, 2011). U gravidnich Zen je pak riziko TEN podle Skalické (2002) az 5x
vys$i a podle Poula (2006) dokonce 6X az 10x vyS$i nez u net€hotnych zen stejné vékové
kategorie. Zilni tromboembolicka pithoda tedy postihuje vice nez 1 z1 000 tdhotnych Zen,
pricemz plicni embolie je nejcastejsi priCinou mortality v t€¢hotenstvi (Poul, 2006).
Tromboembolismus je proces, pfi kterém se za jistych podminek vytvoii uvniti cévy
trombus (krevni srazenina), ktery nasledné putuje cévnim feCiSt€ém, a pravé tato putujici
krevni srazenina mtize byt pficinou uzavieni dalsi cévy (embolizace), (Kadlec & Skiickova,

2008).
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Tab. VIII: Prevalence jednotlivych trombofilii u pacientek s TEN v t€hotenstvi, relativni riziko TEN
v tehotenstvi u trombofilnich pacientek vztazeno k riziku netéhotnych Zen bez trombofilie a
pravdépodobnost s t¢hotenstvim spojené TEN na 1 000 gravidit u jednotlivych trombofilii (pfevzato
a upraveno dle Poul, 2006).

PREVALENCE U PRAVDEPODOBNOST
W 4 *
TROMBOEILIE TEHOTNYCH S VOR TENV . TEN NA
TEHOTENSTVI
TEN 1000 GRAVIDIT
Mutace faktoru V Leiden 20— 46 5-16 2-3
heterozygotni
Mutace faktoru V Leiden 2-4 20-40 40
homozygotni
Mutace protrombinu 6— 26 3-15 3-5
G20210A
Dvojité heterozygotni pro 7-9 9 - 107 10-50
FVLaPGM
Deficit proteinu S 1-12 2-3 1-3
Deficit proteinu C 2-14 4-7 1-9
Deficit antitrombinu 1-19 7— 64 4333
Zvysena hladina f. VIII 18 4-5 2-3

*OR je zkratkou pro Odds Ratio

pozn.: Velké rozpéti u nékterych hodnot je podminéno relativné malymi soubory u nékterych

trombofilii a riizné nastavenymi kritérii pro deficit.

Jiz vroce 1856 ptredlozil némecky Iékar Rudolf Virchow hypotézu, ve které
vysvétlovat etiologii plicni embolie, coz vedlo k pochopeni 3 primarnich pfi¢in vendzni a
arteridlni trombdzy: souasné pusobeni aktivace koagulace, krevni srazeniny a poskozeni
cévni stény. Tuto tzv. Virchowovu trias dale dopliluji ziskané 1 vrozené rizikové faktory,
mezi které mohou patfit v¢k nad 40 let, operace, trauma, imobilizace, infekce, nicméné
rizikovym faktorem je i sama anamnéza prodélané HZT, ale té7 gravidita a uZzivani

hormonalni antikoncepce (HAK), (Brihova, 2011; Khan & Dickerman, 2012; Poul, 2006).
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Mezi jednu z nejspecifictéjsi rizikovych skupin patfi zeny vreprodukénim véku.
Pravé ony jsou vystaveny zvySenému riziku diky uzivani HAK, substitu¢ni terapii estrogeny,
1écbé antiestrogeny, t¢hotenstvim a Sestinedéli. Diky projevim trombotickych piihod nejen
klasickym zpUsobem, ale Casto praveé skrze rizné t€hotenské komplikace (samovolny potrat,
abrupce placenty, precklampsie) ma pro tuto problematiku gravidita zvlastni klinicky
vyznam (Brihova, 2011; Poul, 2006). Tento vyznam podtrhuji stdle vice probirané
trombofilni mutace (faktor V Leiden a protrombin G20210A), které podle recentnich dat
hraji vyznamnou roli v rozvoje TEN u téhotnych, zatimco polymorfismy MTHFR ne
(Lockwood & Wendel, 2010; Ziakas et al., 2015)

2.4.1 HLUBOKA ZILNi TROMBOZA

Zilni trombdza je onemocnénim, které se vyskytuje pomérné asto a u kterého riziko
vyskytu stoupa s vékem. Odhadovana incidence v populaci je stanovena zhruba na 160 — 180
ptipadt na 100 000 obyvatel za 1 rok (Broulikova, 2007).

Hluboka Zilni trombéza (HZT) je onemocnénim, pii kterém dochazi ke vzniku
trombti v hlubokych zilach. V béZné populaci je incidence tohoto onemocnéni odhadovana
na 3-4 piipady na 1000 osob za 1 rok (Kadlec & Skii¢kova, 2008). Prevalence HZT
v pfedporodnim obdobi u Zen do 35 let je zhruba 0,06 % a 0,12 % u Zen nad 35 let.
V poporodnim obdobi se HZT vyskytuje v0,03 % piipadti v mladsi vékové skupiné a
0,07 % v té starsi (Skalicka, 2002).

HZT nejéastéji postihuje hluboké Zily dolnich koncetin (Kadlec & Skiickova, 2008),
ale ve zhruba 1 — 2 % zcelkového pocétu vSech tromboz muze dojit ke vzniku tromba i

v hlubokych Zilach hornich kongetin, oviem jiné lokality vzniku HZT jsou povaZovany za

velice neobvyklé (Broulikova, 2007).

2.4.2 PLICNI EMBOLIE

Plicni embolie je t€Zko diagnostikovatelnou a Zzivot ohrozujici nemoci, ktera patii
mezi nejzavazndj§i komplikace HZT (Broulikova, 2007; Kadlec & Skiickova, 2008). Ve
vyspélych zemich svéta patii mezi nejéastéjsi pri¢iny mortality v t¢hotenstvi (Leung et al.,
2012).

Nedavné studie (Kline et al., 2015; Meng et al., 2015) pfichazeji se zavéry, Ze

t¢hotenstvi vyrazné nezvysSuje riziko rozvoje plicni embolie u t€hotnych zen. Meng et al.
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(2015) uvadi, Ze plicni embolie se vyskytuje zhruba u3 z 10 000 t¢hotnych zen, ale riziko se
zvysuje V obdobi dvou tydnl po porodu, a to azdo takové miry, ze 70 % TEN asociovanych

s t¢hotenstvim se objevuji pravé v tomto obdobi (Meng et al., 2015).
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3 DALSI KOMPLIKACE V TEHOTENSTVI

Gravidita s sebou nese mnoho pfidruzenych komplikaci, které se mohou objevit jiz

na samém pocatku ¢i v jejim v pribéhu a mizou ¢i nemusi pfimo souviset s trombofilii.

3.1 OPAKOVANE SPONTANNI POTRATY

Termin spontanni potrat lze popsat jako netspéSné téhotenstvi, které je ukonceno
umrtim ¢i vypuzenim embrya (Vv pozd¢j$im stadiu gravidity oznacovaném jako plod), (Carp,
2014). Obecné uznavana definice formulovana Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO,
t¢z SZO) udava, ze embryo ¢iplod by mélo vazit méné nez 500 g, coz koresponduje s jeho
stafim zhruba do 20. tydne t€hotenstvi, aby se jednalo o potrat. OvSem v nékterych studiich
jsou jako (spontdnni) potraty nespravné 0znacovany i situace, kdy se narodi dit€ jiz mrtvé

nebo i situace, kdy piedCasné umira novorozenec (Carp, 2014).

Abychom mohli mluvit o opakovanych spontannich potratech (RPL), je nutné vytycit
sispodni hranici poctu potratl, od které mizeme tento termin zavést. To tedy znamena, Ze
stav, kdy Zena ztrati 3 a vice (2 3) t€hotenstvi trvajicich do jejich 20. tydne, lze oznacit jako
opakované spontanni potraty (Carp, 2014; Ocak et al., 2013). Dulezité je ale uvédomit si, Ze
vkazdé zemi mohou byt pravidla pro urCeni této diagndézy nastavena jinak (Carp, 2014).
Napiiklad odborna komise z American Society for Reproductive Medicine (Practice
comittee of the American society for reproductive medicine, 2013) definovala opakované
spontanni potraty jiz jako ztratu = 2 t¢hotenstvi. Baumann et al. (2013) pak ve své studii
zachazeji jeste do vétSich podrobnosti, kdyz do vybéru studijni skupiny zatazuji pouze zeny,
které potratily souvisle vice nez dvakrat se stejnym partnerem. Je tedy mozné setkavat se

S rliznymi alternativami této definice napfi¢ odbornymi publikacemi.

Opakované spontanni potraty postihuji 1 % vSech zen. Pokud si ale pro svou definici
zvolime druhou moznost formulace, tedy ze se jedna o dve a vice aborci, jejich podil vzroste

z1% aznab % (Baumannet al., 2013; Karatas et al., 2014).

Duvody pro ztratu gravidity jsou multifaktorialni zalezitosti (Baumann et al., 2013),
jejiz pti¢inou mohou byt napiiklad etiologické faktory jako endokrinologické problémy,
délozni malformace, chromozomalni abnormality rodi¢t ¢i plod(, autoimunitni onemocnéni
a v mnoha pripadech trombofilni stavy. Nanestésti u zhruba 40 — 60 % piipadli nejsou zjevné
pticiny detekovateIné (Baumann et al., 2013; Ocak et al., 2013).
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3.1.1 RIZIKOVE FAKTORY

I to, zdali bude Zenské vajicko oplozeno muzskou spermii, zdali se po splynuti téchto
pohlavnich bunék oplozené vajicko nasledné spravné vyryhuje ¢i zdali v priibéhu vyvoje
embrya/plodu nedojde K riznorodym téZkostem, je pfedem i ve svém prub&hu ovlivnéno
rizikovymi faktory. NejdulezitéjSimi a naneStésti i t€mi nejzavaznéjSimi rizikovymi Ciniteli
jsou ty neovlivnitelné. Do této skupiny miizeme zatfadit matCinu a ve sv€ podstaté i otcovu
genetickou vybavu (Rodriguez-Guillén et al., 2009). Rodinna anamnéza je pii jakékoliv
nasledné diagnostice klicovou. Do zna¢né miry se na riziku vzniku obtizi podili i Zivotni

styl.

TROMBOFILNI MUTACE A POLYMORFISMY ENZYMU MTHFR

Napii¢ odbornymi studiemi zkoumajicimi u¢inek trombofilnich mutaci na opakované
spontanni potraty se vyskytuji rozporupIné nazory. Né&které z nich podporyji myslenku, Ze i
tyto mutace mohou v uvedené problematice hrat ur¢itou roli (Goodman et al., 2006), jiné to
naopak vyvraceji (Karatas et al., 20014; Ocak et al., 20013). Baumann et al. (2013) tento
nesoulad vysvétluji zpsobem, kterym jsou vybirdny studijni a kontrolni skupiny, kdy jsou

vybirana a spolecn€ posuzovana jina etnika, coz logicky usti v nespravné vysledky.

Podle rozsahlé meta-analyzy z roku 2014 (Yang et al.) ovliviiuji oba nejstudovanéjsi
polymorfismu C677T a Al1298C enzymu MTHFR mozny vyskyt spontdnniho potratu.
Piivodcem miize byt podle jejich zavérl nejen materndlni genetickd vybava, ale i ta sternalni.
U polymorfismu C677T je toto spojeni vyznamné piedevSim v homozygotni konstituci
(CC). | Goodman et al. (2006) také potvrzuji negativni vliv polymorfismu C677T a mutaci
pro koagula¢ni faktory Il a V.

POCET PREDCHOZICH POTRATU

Témeét vSechny studie zabyvajici se spontannimi potraty vykazuji nezanedbatelné
zvySujici se riziko naslednych potratli v ndvaznosti na pocet potratti predchozich (Carp,
2014). Jinymi slovy feceno, ¢im vice potratii Zena v minulosti prodéla, tim vyss$i je u ni

nebezpeci, ze ho prodé¢la znovu.

Carp (2014) s odkazem na pouzité studie ve své knize udava, ze Sance, Z¢ se Zenam
s nelé¢enymi spontdnnimi potraty narodi dit€ Zivé, se u téch se tftemi, Ctyimi a vice neZ péti

pohybuje kolem 42 — 86 %, 41 — 72 % a 23 — 51 %. Podstatna variabilita v jednotlivych
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procentualnich zastoupenich se pak da pravdépodobné ptitknout casu, kdy byla jednotliva
t¢hotenstvi prokdzana. Existuji totiz vyzkumy, ve kterych jsou pacientky nabadany, aby sva
t€hotenstvi hlasily 2-3 dny po zpozdéni menstruace. To ve svém disledku zpusobi, ze do
studie jsou zapoCitdvany 1 preklinické ztraty tehotenstvi (v€etné tzv. biochemického
téhotenstvi, viz vyse), tudiz je pacientkim v dobé pozorovani diagnostikovana zvySena
ztratovost ploda (41,7 %), ale na druhou stranu nizkéd frekvence vyskytu ,net¢hotenstvi
(14,7 %). Naproti tomu ve studiich, ve kterych jsou pacientky instruovany upozornit na své
tehotenstvi v obdobi mezi 6. az 7. gestacnim tydnem a je jim nabizena standardni lékaiska
péce, je frekvence vyskytu ,net€¢hotenstvi® vyrazné vyssi (38,3 — 55,6 %) a ztratovost plodi

pak vyrazné nizsi (11,1 — 14,4 %).

MATCIN VEK

Dalsim velice dulezitym aspektem je i samotny vék matky. Z dlouhodobého hlediska
mize i ten souviset s po¢tem piedchozich potratli, protoze se ¢im dal star$i zeny snazi
poprvé otéhotnét v pokrodilejsim véku. Nicméné podle zavért danské studie z let 1978 —
1992 zahrnyjici pfes 600 000 pacientek jsou zvySenym rizikem vyskytu RPL postihovany
v souvislosti s vékem spiSe Zeny po 40. roku Zivota. To podtrhyji ziskané vysledky, které
tikaji, ze frekvence vyskytu RPL u Zen ve véku 31 — 35 let byla téméf identicka s t€mi ve
veku 36 — 39 let (38 — 40 %), ale u pacientek v letech 40 — 44 tato frekvence stoupla na
70 %. Proto Carp (2014) doporucuje v budoucich studiich na toto téma kompletovat jak
studijni, tak kontrolni skupiny pacientek Zenami v obdobném véku a roz€lenit je nejlépe na
ty pfed a po 40. roku zivota. Z téchto vysledkl tedy jasné¢ vyplyva neblahd tloha matcina
véku, jez se radikalné zvy$uje pravé v tomto obdobi. Spatny vybér pacientek tedy miize

vnaset rozporupIné vysledky a z nich plynouci chybné zavéry.

PARTNERSKA SPECIFITA

V mnohych studiich zabyvajicich se vlivem partnerské specifity na RPL se
predpoklada, ze pravé ta je podstatnym faktorem ovliviiujici vysledek téhotenstvi
Klasickym ptiklad dokladajici tuto skuteCnost je partnerské sdileni hlavniho
histokompatibilnitho komplexu (HLA), ktery rozezndva vlastni od cizorodého, tudiz bylo
vyvijejici se embryo odmitnuto matéinym télem, které produkuje HLA protilatky a jiné
blokujici protilatky. Nicméné partnerska specifita je stale neprozkoumanou oblasti (Carp,
2014).
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ASOCIACE S PORODNICTVIM

Neni prekvapenim, Ze se U Zen trpicich recidivujicimi spontdnnimi potraty vyskytuje
zvysené riziko vyskytu ijinych gynekologickych komplikaci v prib¢hu té¢hotenstvi, a to pfed
1 po sérii spontannich potratl. To podle Carpa (2014) dokazuji 1 mnohé studie, které mimo
jiné poukazuji i na fakt, ze samy takové zeny se mohly narodit s vyrazné¢ niz§i porodni

vahou.

3.1.2 POTRATOVOST UPLYNULYCH LET V CESKE REPUBLICE

O evidenci kazdoro¢nich bilanci poétd potratli Se u nas v republice stard Ustav
zdravotnickych informaci a statistik Ceské republiky (nadale jen UZIS CR). Data pro své
statistiky cerpa z Narodniho registru reprodukéniho zdravi, ve kterém jsou slouCeny
stavajici Narodni registr rodicek, Narodni registr novorozencli, Narodni registr vrozenych
vad, Narodni registr potratii a Narodni registr asistované reprodukce do jednotného systému
za UCelem zjednoduseni administrativni naro¢nosti a lepsi koordinace, provazanosti a

hodnoceni kvality poskytované péée v oblasti reprodukéniho zdravi (UZIS CR [online]).

Vyvoj poétu potratii v Ceské republice (Tab. IX a Obr. 3) prochdzel béhem let 1960 —
2000 stiidavymi poklesy a naslednymi nartsty, které svych maximalnich hodnot dosahovaly
v 80. letech (UZIS CR, 2001). Od roku 2008 pak pocet potratti trvale klesa (UZIS CR,
2014). Vétsina zpozorovanych zmén je mimo jiné dusledkem zmén v legislativnich
opatfenich. Napiiklad poklesy poctu potrati v letech 1962 a 1973 souvisely s piisnéjSimi
predpisy v jejich provadéni a se zavedenim vyznamnych pronatalnich opatfeni. Po zruSeni
interrupCnich komisi v roce 1986 sice pocet potratti vzrostl, tento jev vSak nemél dlouhého
trvani, coz bylo pfedpokladem pro jejich zruSeni. Jiz po téech letech zacaly poéty potratl
klesat. V 90. letech byl tento pokles velmi prudky s postupnou zpomalujici tendenci. Jako
hlavni pfi¢iny tohoto pozitivniho vyvoje jsou udavany jednak rozSifreni vSech moznych typt
antikoncepci, vétsi seberealizace mladych lidi, mensi podpora statu poskytovana détem a
také zavedeni poplatku za provedeni potratu jiného neZ ze zdravotnich davoda (UZIS CR,
2001). V dubnu roku 2012 pak doslo ke zmén¢ zdkona v Gi¢innosti sledovani potrati. Od 1.
dubna 2012 jsou tedy déti narozené bez znamek Zivota s porodni hmotnosti mezi 500 g az
1 000 g, popiipade déti narozené v obdobi mezi 22. az 28. gesta¢nim tydnem, povazovany za

mrtvé narozené (UZIS CR, 2014).
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Nejstézejnejsimi daty pro danou problematiku jsou bezpochyby pocty samovolnych
potratil, které maji v porovnani s celkovym poétem potratl stale vzriistajici tendenci. V roce
2013 ¢inil podil samovolnych potrati 36,3 %, coz je nejvyssi zaznamenana hodnota od roku
1990, kdy tento podil dosahoval ,pouze 11,72 %. Tento trend souvisi nejen s rostoucim
poctem chténych a planovanych t¢hotenstvi, kdy je rodiCovstvi ¢im dal tim ¢astéji odkladano
az do vyssiho veéku, ale také s genetickym profilem Zen a muzl. Je proto dulezit¢ uvédomit
si, ze s rostoucim veékem zeny stoupd také riziko samovolného potratu. To zdiraziuji i
nashromazdéna data zroku 2013, kdy bylo evidovano 31,5 % zen starSich 35 let, které
prodélaly samovolny potrat, coz se t¢émef rovnalo tietiné zcelkového poctu samovolnych

potratii pro dany rok (UZIS CR, 2014).
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Ta}b. IX: Vyvoj poctu potrati Ceskych obfanek a cizinek v CR v letech 1990—2013 (tidaje pievzaty
z UZIS CR, 2014).

Rok Samovolné Uméla pferuSeni t&hotenstvi Mimod¢l.  ostatni celkem  ztoho
potraty téhotenstvi cizinky
miniinterupce jind celkem z toho ze
leglni zdr.
divodu

1990 14772 87933 21428 109 361 9504 1907 15 126 055 2361
1991 13 986 84713 19568 104 281 891 1764 23 120054 1266
1992 13420 77 586 16 618 94 204 10 314 1696 4 109 324 880

1993 13228 57 939 12 696 70 635 15873 1579 4 85 446 1409
1994 11109 46 609 8 227 54 836 13 217 1478 11 67 434 1334
1995 10571 41735 7796 49 531 11 838 1476 12 61 590 1447
1996 10 296 40333 7753 48 086 11 036 1560 20 59 962 1778
1997 10 392 37 882 7140 45 022 9709 1552 7 56 973 2002
1998 11128 35762 7207 42 959 8 896 1555 12 55 654 2 356
1999 11173 32579 6 803 39382 7756 1536 12 52103 2634
2000 11 300 28 418 6 205 34623 6472 1432 15 47 370 2476
2001 11116 26 253 6 275 32528 6 019 1411 2 45 057 2576
2002 11 256 25147 5995 31142 5606 1321 24 43743 2751
2003 11 660 23325 5973 29298 5385 1288 58 42 304 2660
2004 12 402 21715 5959 27574 4597 1339 9 41 324 2254
2005 12 245 20519 5934 26 453 4678 1324 1 40023 2238
2006 13 326 19 537 5815 25352 4779 1278 3 39 959 2285
2007 14 102 19 201 6213 25414 4789 1401 - 40917 2 658
2008 14 273 19 343 6417 25760 4 569 1413 - 41 446 3252
2009 14 629 18 211 6425 24 636 4567 1263 - 40528 3020
2010 13981 17 797 6 201 23998 4423 1287 7 39273 2659
2011 13 637 17701 6 354 24 055 4400 1172 - 38 864 2571
2012 13516 16 768 6 264 23032 4 488 1186 - 37734 2319
2013 13 708 16 439 6275 22714 4 350 1265 - 37687 2171
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Obr. 3: Vyvoj po¢tu potratii dle druhu v CR v letech 1995-2013 (pievzato z UZIS CR, 2014).

3.2 HYPERTENZE

Hypertenze (vysoky krevni tlak), jejiz prevalence se vpribéhu poslednich let
dramaticky zvysila (ovliviiuje 15 — 20 % dospélé populace na zipad€), je vyznamnym
rizkovym faktorem u mnoha zavaznych onemocnéni, jako jsou mrtvice, kardiovaskularni
poruchy ¢i selhani ledvin (Mom & Ka, 2005; Yang et al., 2014). Setkavame se s ni i
v prubéhu téhotenstvi, pfedevS§im u primigravidit a v té¢hotenstvich s novym partnerem
(Kovacs & Briggs, 2015), kdy se vyskytuje zhruba v 6 — 8 % piipadl, diky ¢emuz jsou
syndromy, které podminuje, nejbéznéjSimi zdravotnimi komplikacemi tohoto obdobi
(Dagdeviren et al., 2014). Diky tomu mizeme hypertenzi oznacit za hojnou pfi¢inu nejen
umrti matky a plodu, ale vkone¢ném disledku mize byt fatdlni i pro novorozence
(Dagdeviren et al., 2014; Wang et al., 2013).

Na rozvoj hypertenze pusobi jak genetické, environmentalni, tak demografické
faktory, které mezi sebou vzajemné interaguji. Soucasné dilkkazy dokonce nasvédcuji tomu,
7ze 30 — 50 % zaznamenanych kolisani hladin krevniho tlaku mize byt pfi¢itino pravé
genetickym Cinitelim. Tato tvrzeni ale vsouCasné dob& nejsou podlozena piihodnymi

studiemi (Mom & Ka, 2005; Wang et al., 2013; Yang et al., 2014).
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Je dulezité uvédomit si, ze krevni tlak v pribéhu t€¢hotenstvi neustale kolisa, a to jak
u hypertenznich pacientek, tak 1 u t€ch normotenznich. V prib&hu druhého trimestru
dokonce klesd na niz§i hodnoty nez pred otéhotnénim, ptficemz nejnizSich hodnot je
dosazeno zhruba v polovingé gravidity. Ve tfetim trimestru se pak tlak vraci k hodnotam pied
t€hotenstvim (Citkova, 2007). Diky tomuto rtiznorodému kolisani hodnot krevniho tlaku se

vtehotenstvi S hypertenzi setkdvame ve 4 zikladnich typech (Tab. X), pficemz

vvvvvv

jeho zacatkem) a gestacni hypertenze (vznika v prubéhu t€hotenstvi, nejc¢astéjipo 20. tydnu),
(Cifkova, 2007; Kovacs & Briggs, 2015).

Tab. X: Klasifikace hypertenze v t€¢hotenstvi (pfevzato a upraveno dle Cifkova, 2007).

|. Preexistujici hy pe rtenze

predchazejici graviditu nebo diagnostikovand pted 20. tydnem te€hotenstvi, vétSinou

pretrvava déle nez 42 dni po porodu; miZe byt provazena proteinurii:
1. esencialni
2. sekundarni

I1. Gestacni hypertenze

vznika v prub&hu téhotenstvi, nejc¢asteji po 20. tydnu, ve vétsSing ptipadl vymizi do 42 dnti

po porodu

1. bez proteinurie — ,hypertenze indukovana t€hotenstvim®, , tranzientni hypertenze*

a ,,neproteinurickd hypertenze*

2. s proteinurii odpovida definici ,preeklampsie®, ,preeklampticka toxémie* a

Hfoxémie*
II1. Preexistujici hypertenze + ,,naroubovani“ gesta¢ni hypertenze s proteinurii

IV. Hypertenze neklasifikovatelna pred naroze nim

Ptidiagnostice jakkoliv zivazné hypertenze je nezbytné nutna v€asna antihypertenzni
lécba a profylaxe (ochrana pted urcitou nemoci). Nékteré piipady mohou byt natolik vazné,
7e vyzaduji pted¢asny porod (Dagdeviren et al., 2014), kdy odrozeni placenty zastavuje dalsi
progres nemoci a zabranuje tak neStastnému konci t€hotenstvi. OvSem piedcasny porod s
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sebou nese 1 jistd rizika. Za prvé, predéasné¢ narozené dit€¢ je vice nachylné k neonatdlnim
komplikacim a za druhé, umélé vyvolani porodu mize zvysit potfebu zakonéit takovy pokus
sekci (cisatskym fezem). Z téchto duvodu je klicové zvladnout celou situaci s rozvahou a
rozhodnout, zdali podstoupit rizika predCasného porodu nebo pokracovat v téhotenstvi

(Broekhuijsen et al., 2015).

Podle vysledkti z meta-analyzy z roku 2014 (Yang et al.), ktera se zabyva souvislosti
mezi jednotlivymi polymorfismy enzymu MTHFR s hypertenzi a s hypertenzi v t¢hotenstvi,
existuje spojitost mezi polymorfismem C677T a hypertenzi i hypertenzi v t¢hotenstvi.
Spojitost s polymorfismem A1298C vsak byla vyvracena. Se stejnymi zavéry prisli v roce

2004 i Kosmas et al.

3.2.1 PREEKLAMPSIE

Preeklampsie (PE) je multisysttmovou poruchou s neznamou etiologii, ktera je
povazovana za nejnebezpecnéjSi gestacni formu hypertenze (Citkova, 2007; Kovacs &
Briggs, 2015; Dagdeviren et al., 2014) postihujici 10 — 14 % primipar (prvorodicek) a 5 —
7 % multipar (Prochazka et al., 2003).

Preeklampsie se obvykle objevuje po 20. tydnu t€hotenstvi, nejcastéji u primigravidit,
ale existyje zvysené riziko rozvoje tohoto syndromu v dalSich téhotenstvich i1 u Zen, kterym
byla preeklampsie diagnostikovana jiz v minulosti. Nalezneme ale i fadu dalSich rizikovych
faktorti, jako jsou viceCetnd t€hotenstvi, pozitivni rodinna anamnéza preeklampsie,

preexistujici hypertenze, diabetes a jiné (Cifkova et al., 2007).

Navzdory tomu, Ze existuje nepfeberné mnozstvi studii zamétujicich se na PE,
etiologie této nemoci neni stale jasné vymezena a pro spravné pochopeni a naslednou
diagnostiku je potfeba ji objasnit a ucelit (Wang et al., 2013). Ztohoto diivodu muizeme
diagnostiku preeklampsie obecné povazovat za velmi obtizny tkol, ackoliv existuji jisté
symptomy a naznaky, které lze povazovat za ukazatele zivaznosti tohoto onemocnéni.
Krom¢ zvySeného krevniho tlaku (systolicky krevni tlak >160 mm Hg, diastolicky krevni
tlak >110mm Hg) se vyznacduje piitomnosti vétsiho mnozstvi bilkoviny v moci - proteinurii
shodnotami >3,5 @24 h, snizenim rendlnich funkci (kreatinin >120 pmol/l),
trombocytopenii (poget desticek <100 x 10%/1) nebo prikazem hemolytické anémie, hepatélni
léze, plicnim edémem a neurologickymi poruchami (Cifkova, 2007; Kovacs & Briggs,
2015).
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Preeklampsie byva nejcastéji spojovana s polymorfismy enzymu MTHFR, i kdyz
v soutasné dobé byva toto spojeni spise vyvracovano (Jadskeldinena et al., 2006; Kaiser et
al., 2001; Prochazka et al., 2003). Nalezneme ale i studie potvrzujici spojitost této
t¢hotenské komplikace nejen s polymorfismy C677T a A1298C, ale i s Leidenskou mutaci
(Grandone et al., 1997; Salimi et al., 2015). Prochazka et al. (2003) ovSem vyvraceji
souvislost s polymorfismy MTHFR a mutaci FII, pfiklanéji se ale k zavérim jinych studii
(Dizon-Townson et al., 1996; Benedetto et al., 2002), ze vyskyt preeklampsie v t€hotenstvi
ovliviiuje mutace FVL. Benedetto et al. (2002) pak ptichazeji se zavéry, Ze obé trombofilni

mutace pro koagula¢ni faktory Il a V mohou byt pfi¢inou preeklampsie.

3.2.2 EKLAMPSIE

Eklampsie je jednim z moznych pokradujicich stadii navazujici na preeklampsii
kon¢icim v nekterych piipadech az smrti. Tento syndrom se vyznacuje kieCemi t€¢hotné Zzeny
vduisledku hypertenzni  encefalopatie  (onemocnéni mozku), (Citkova, 2007;
Eklampsie, In: Wikiskripta [online]). Vysledkem zlepSené prenatalni péce je snizeni poctu
pripadtl, kdy se eklampsie v pribéhu téhotenstvi vyskytla, odhadem na 1 z2 000 porodu

vV Evrop¢ a Severni Americe (Cifkova, 2007).

3.2.3 HELLP SYNDROM

HELLP syndrom (Hemolysis = rozpad krvinek; Elevated Liver enzymes = zvySeni
jaternich enzymti; Low Platelet count = pokles krevnich desti¢ek) piedstavuje zavaznou
formu preeklampsie, jeZ se projevuje jaternim selhanim a zhorSenim trombocytopenie (Viz
kapitola 3.3) za pritomnosti pouze mirné ¢i stfedni hypertenze. Nejvétsi komplikaci tohoto
syndromu, kterd mulze nastat, je ruptura jater, ktera je piiCinou vysoké mortality

(Cifkova, 2007).

3.3 TROMBOCYTOPENIE

Trombocytopenii je nazyvan nedostate¢ny pocet trombocytt (krevnich destiek)
s hladinou < 100 x 10%/1 krve, pii¢emz hodnoty zdravého jedince se pohybuji v rozmezi 150
- 400 x 10%/1 krve. Tento stav miZe mit dva paivodce - bud’ se tvori nedostatedné mnoZstvi
trombocytt v kostni dfeni, nebo tyto jiz vytvorené a uvolnéné krevni desticky predCasné

zanikaji (Kozak, 2012). Je tedy mozné se strombocytopenii setkavat u pacientd, ktefi
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podstupuji chemoterapii ¢i radiaéni E¢bu rakoviny, nebo je jejich kostni dfeni napadena

nadorem (Bick, 2002).

v

rozdil od trombocytopenie vrozené tou castéjSi formou, byva primarni imunitni
trombocytopenie (ITP) zplsobena autoprotilatkami proti trombocytim. Diagndza primarniho
typu je tézko stanovitelnd. Pro jeji dosazeni je zapotfebi aplikovat tzv. vyluCovaci metod u,
kdy nejdiive vylou¢ime alespont ty nejobvyklejsi pii€iny trombocytopenie a az poté je
piijatelné diagnostikovat pravé primarni ITP. Nanestésti v dne$Sni dobé neexistuyje zadny
prukazny test, ktery by snadno odhalil tento typ nemoci. EXistuje ale i sekundarni ITP, ktera
byva spojend s jinymi chorobami, nejcastéji doprovazi nékteré infekce ¢i jina autoimunitni
onemocnéni. Vzacné se dokonce mize vyskytovat i trombocytopenie vrozena, ktera je obcas

sdruzena i1 s dal§imi vrozenymi odchylkami (Kozak, 2012).

Ucelit si rozdé€leni jednotlivych trombocytopenii dle mechanismu jejich vzniku je

mozné v nasledyjicim grafu (Obr. 4).
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Obr. 4: Rozd&leni trombocytopenii podle mechanismu vzniku® (pfevzato a upraveno dle Kozak,
2012).

LPLT =pocet krevnich desticek
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3.3.1 TROMBOCYTOPENIE V TEHOTENSTVI

Trombocytopenie provazejici t€hotenstvi, kterou lze pozorovat u7 — 12 % zen, s nim
miiZze ¢i nemusi piimo souviset. V drtivé vétSin¢ pifpadii se jednd o benigni formu, tzv.
ohrozuje zivot matky i plodu. V takovou chvili je nutnd diagnostika a v€asné zahajeni
terapie. Je ale mozné setkat se 1 s faleSné pozitivni trombocytopenii, tzv.
pseudotrombocytopenii, ktera je diagnostikovatelna in vitro a neodrazi skute¢ny stav poctu
trombocytt v Krvi pacientky. Tento jev nastava diky piitomnosti protilatek zavislych na
protisrazlivému roztoku (EDTA), diky kterému dochazi ke shlukovani desticek ve
Zzkumavce. K posouzeni shlukovani lze pouzit mikroskop, pod kterym se prohlédne natér
periferni krve. Jednoduchou metodou detekce redlného poctu trombocyti v krvi je vySetieni
krve odebrané do jiného protisrazlivého roztoku (Adamkova In: Trombocytopenie [online];
Simkovi¢, 2013).

Tab. XI: Rozdéleni trombocytopenii dle zavislosti na t€hotenstvi (prevzato a upraveno dle Kozak,
2012)

SPECIFICKA PRO , , . )
. , NEZAVISLA NA TEHOTENSTVI
TEHOTENSTVI
] Systémovy lupus
Preeklampsie Trombotické mikroangiopatie

erytematodes

Diseminovana intravaskularni )
HELLP syndrom Virova onemocnéni
koagulace (DIC)

Akutni steatdza jater Onemocnéni kostni diené Hypersplenismus

Poruchy vyZzivy

GESTACNI TROMBOCYTOPENIE
Gestac¢ni trombocytopenie postihuje az 7 % gravidnich Zen, zejména pak ve IIL
trimestru. VétSinou se vSak jedna o lehkou formu trombocytopenie s poctem krevnich

destitek kolem 110 — 150 x 10%1 krve, jejichz podet je pred nebo na samém polatku

t¢hotenstvi v norm¢. Krom¢ monitorovani poctu trombocytli neni potieba zadna specidlni
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lécba (Adamkova In: Trombocytopenie [online]), protoze neni zvySeno riziko krvaceni ani

riziko rozvoje trombocytopenie u plodu (Gumulec et al., 2010).

IMUNITNI TROMBOCYTOPENIE

v

trombocytopenie (ITP), které se obycejne objevuje jiz v prvnich dvou trimestrech t€hotenstvi
(Simkovi¢, 2013). To miiZze byt zplisobeno mimo jiné i tim, Ze t&hotné Zeny s ITP mivaji
zpravidla pozitivni anamnézu trombocytopenie jest¢ pied otéhotnénim (Gumulec et al.,
2010).

Pokles poctu trombocyti byva u této formy vyraznéjsi nez u jinych, obvykle se
hranice pohybuje pod 50 x 10%/1 krve. V t&hotenstvi se ale s poklesem krevnich desti¢ek pod
100 x 10%/1 krve setkavame vyjimeéns a to zhruba u 1 % Zen, pfisemz pouze u 3 % z tohoto

1 % lze jako pii¢inu povazovat ITP (Simkovig, 2013).

Toto onemocnéni se mize projevit bud’ v disledku tvorby autoprotilatek namitenych
nejcastéji  proti destickovym glykoproteinim, a to diky relativnimu nedostatku
trombopoetinu vedouci k porusené tvorbé trombocytt, ¢i Vdusledku alterace mechanismi

bunééné a humoralni imunity (Gumulec et al., 2010).

TROMBOTICKE MIKROANGIOPATIE

Trombotické mikroangiopatie (TMA) piedstavuji syndrom, ktery je pfiznacny
vyskytem trombli v cévach rlznych organtli, akutni hemolytickou anémii, poSkozenim
erytrocytli (schistocyty) a trombocytopenii v periferni krvi (Honsova, 2008). Kromé
hypertenznich syndrom@i, mezi které fadime preeklampsii a HELLP syndrom, do této
kategorie spadaji i imunitni trombocytopenicka purpura (TTP), postpartalni hemolyticko-
uremicky syndrom (HUS) a akutni steatoza jater (AFLP), (Gumulec et al., 2010).

Imunitni trombocytopenicka purpura

TTP je vzacnym zivot-ohroZujicim multisystémovym onemocnénim projevujicim se
pétici ptiznakli: hemolytickou anémii, jez je zpUsobena piedCasnym rozpadem erytrocytd,
trombocytopenii, neurologickymi projevy, poruchami funkce ledvin a horeCkou. Krom¢ jiz

vySe zminéné anémie a trombocytopenie, které jsou pritomny vzdy, se ve vétSin¢ pripadl
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nemuseji vyskytovat ostatni pfiznaky (Adamkova In: Trombocytopenie [online]; Delmas et
al., 2015).

Pti¢inou TTP je porucha Stépeni velkych multimert von Willebrandova faktoru, coz
je glykoprotein tcastnici se reakce krevnich desticek (druhda cast hemostatického
mechanizmu), (von Willebrandiv faktor In: Wikiskripta [online]). To ma za nasledek
hyperagregaci (zvySené¢ shlukovani) destiCek s tvorbou malych sraZzenin (mikrotrombu),
které poskozuji hlavné mozek a ledviny. | proto je nezbytna rapidni diagnostika a nasledna
lé¢ba, v opacném piipade totiz odklad adekvatni terapie (vyménna plazmaferéza zahajena
béhem prvnich 24 hodin) ptedstavuje pro pacientku zvySené riziko zhorSeni daliho vyvoje

nemoci (Gumulec et al., 2010).

TTP neni pro t€hotenstvi specifickou komplikaci, ipfesto je jeji incidence zvySend az
na 10 % a to obvykle pted 24. tydnem t€hotenstvi, ovSem V piipad¢ rozvoje TTP mohou

ptidruzené projevy nastat ve tfetim trimestru nebo postpartalné (po porodu), (Gumulec et al.,
2010).

Postpartalni he moly ticko-ure micky syndrom
Postpartalni hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) se projevuje az postpartalné a je
kombinaci hemolytické anemie, trombocytopenie a rizného stupné¢ poskozeni ledvin, a to

vSe zpravidla u primipar (Adamkova In: Trombocytopenie [online]; Gumulec et al., 2010).

Akutni steatéza jater v téhotenstvi

Akutni steatdoza jater v t€hotenstvi (AFLP) postihuje pacientky vyhradné v pribéhu
t¢hotenstvi a to zhruba v 0,01 % ze vSech t¢hotenstvi vobdobi mezi 30. a 38. tydnem.
Existuji ale i zaiznamy o vyskytu jiz ve 26. tydnu (Adamkova In: Trombocytopenie [online];
Gumulec et al., 2010).

AFLP je ptfiznacna tim, Ze mezi symptomy patii slabost, malatnost, neklid, nauzea
(pocit na zvraceni), bolesti v pravém podzebii ¢i nadbiisku, dusnost, zhorSujici se Zloutenka
a nékdy 1 mentalni poruchy. Podle laboratornich vysledkii 1z ALFP diagnostikovat diky
zvysené hladiné jaternich testd, minerdlnimu rozvratu, anemii a samozejmé

trombocytopenii (Adamkova In: Trombocytopenie [online]; Gumulec et al., 2010).
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3.3.2 POLEKOVA TROMBOCYTOPENIE

Polékova trombocytopenie neni vyhradné syndromem postihujici t€hotné Zeny, ale
vyskytyje se i u ostatnich farmakologicky lé¢enych pacientl. Recidivé se d4 snadno zabranit
ukon¢enim podavani Iéku, ktery mohl stav vyvolat bud'to zhruba 1 — 2 tydny od zacatku
uzivani nebo ndhle po jednotlivé davce Iku, ktery byl v minulosti uzivin obcasné, a
vyvarovat se jeho opakovanému podavani v budoucnu. Pro tucely snadné diagnostiky
polékové trombocytopenie ¢i v lepSim piipadé k vyhnuti se moznym komplikacim byla
vytvofena neustale aktualizovana databaze® Kka s potencidlem rozvoje polékové

trombocytopenie (Gumulec et al., 2010).

? databaze dostupna na internetové adrese www.ouhsc.edu/platelets/
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4 KLINICKA UVAZENI A DOPORUCENI

Béhem nékolika poslednich let bylo provedeno nespocet studii zkoumajicich vliv
mutace koagulacnich faktorit V a Il a polymorfismi enzymu MTHFR na nemoci a stavy
komplikujici téhotenstvi. Vysledky jednotlivych studii jsou ale mnohdy protichiidné a
nepfesvédcivé, at’ uz z divodu nesourodého vybéru studijnich a kontrolnich skupin nebo
kvali malému poctu zkoumanych vzorki (YYang et al., 2014). A pravé to spole¢né s velkou
prevalenci v evropské populaci vrha stin na testovani polymorfismi enzymu MTHFR v

souvislosti s pfedchdzenim moznych t¢hotenskych komplikacia TEN.

Zda testovat ¢i netestovat na trombofilii spojenou s téhotenstvim je tedy patrné
sporné. Lockwood & Wendel (2010) nedoporucuji testovat Zeny, které prodélaly spontanni
potrat ¢i abrupci placenty. Ackoliv mizeme nalézat jistou spojitost, neexistuji dostacujici
klinické dikazy o tom, Ze piedporodni profylaxe zabrani opétovnému vyskytu téchto
komplikaci (Lockwood & Wendel, 2010). V roce 2010 (Kvasnicka) vySlo doporuceni, ve
kterém byl kladen dlraz na testovani mutaci V Leiden G1691A a protrombin G20210A,
které maji zasadni klinicky vyznam pro problematiku tromboembolické nemoci. I pfes znéni
tohoto doporuceni jsou spolecné¢ s vySe uvedenymi trombofilnimi mutacemi rutinné
vySetfovany 1 polymorfismy MTHFR. Proto v roce 2014 doporucila Spolecnost I€kaiské
genetiky (SLG) na zakladé mezinarodniho doporuceni American College of Medical
Genetics (Hickey et al., 2013) netestovat tyto polymorfismy v souvislosti s TEN (Spole¢nost
lékarské genetiky, 2014).
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5 CILE EXPERIMENTALNI CASTI

Cilem praktické ¢asti prace bylo zoptimalizovat metodu ,Primer-engineered
multiplex PCR—RFLP for detection of MTHFR C677T, prothrombin G20210A and factor V
Leiden mutations* (Koksal et al., 2007) pro pouziti v podminkach genetické laboratote

Genlabs.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 IZOLACE DNA

Ke genetickému vysetieni byly pouzity vzorky, které poskytla Mgr. Dagmar
Bystfickd, Ph.D. z genetické laboratofe Genlabs. Jednalo se bud'to o DNA izolovanou
zbukdlniho stéru ¢i zperiferni krve. Vzorky byly odebirdny po pfedchozim ziskani

informovaného souhlasu k vySetieni trombofilnich mutacia K pouziti k védeckym téelim.

Samotna izolace DNA byla provedena dle protokola (PP3_GL 001 _C) a
(PP5_GL_001_C) sestavenych pro potieby genetické laboratofe Genlabs (Pfilohy 1 a 2). Pii
izolaci DNA byly pouzity nasledujici reagencie v uvedeném mnozstvi (Tab. XII a Tab.
XI).

Tab. XlI: Reagencie a jejich potiebné mnozstvi k izolaci DNA z bukalniho stéru dle protokolu
PP3_GL_001_C.

REAGENCIE OBJEM (ul)
Lysis buffer 500
Proteinkinase K 20
Capture buffer CT 500
Re-hydration buffer TE 150

Tab. XlIl: Reagencie a jejich potfebné mnozstvi k izolaci DNA z periferni krve dle protokolu
PP3_GL_001_C.

REAGENCIE OBJEM (ul)
Plna krev 300
RBC Lysis Buffer 1 000
GB Lysis Buffer 100
96% etanol 200
W1 Buffer 400
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Wash Buffer 600

Elution Buffer 100

6.2 PRIMERY

K amplifikaci DN A byly pouzity ptevzaté primery (Tab. XIII) z prace Koksal et al.
(2007). Tyto primery byly navreny za pomoci programu PRIMER 3.0° dostupného online.
Pro kontrolu specifity primerii byl pouzit program ,, BLAST“* a pro hypotetické vysledky
RFLP NEBcutter V2.0°. Potiebné tii pary primerti dodala spole¢nost Elisabeth Pharmacon.

Tab. XIV: Ptehled pouzitych primeri, PCR produkt — predpokladana velikost amplifikovaného
useku (udaje prevzaty z Koksal et al., 2007).

PCR
NAZEV PRIMERU PRODUKT SEKVENCE S5 — 3’
(bp)
F: ACATCGCCTCTGGGCTAATA
FAKTORYV LEIDEN 169
R: TTGAAGGAAATGCCCCATTA
F: ATGGGGTGAAGGCTGTGACC
PROTROMBIN 221
R: AGCACTGGGAGCATTGAGCCT
F: CCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTCAGG
MTHFR C677T 96

R: CAAAGAAAAGCTGCGTGATGAGAAAGAG

pozn.: F — forwardovy/soubézny primer — ve sméru transkripce, R — reverzni/zpétny primer —

proti smért transkripce

6.3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Izolovana DNA byla amplifikovana pomoci duplex PCR (FVL + PT G20210A).

% dostupné z http://workbench.sdsc.edu
* dostupné z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
® dostupné z http://tools.neb.conVNEBcutter2
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Pro amplifikaci byly pouzity dva rizné reakéni kity MyTaq'™ HS Red DNA
polymerase (BIOLINE, LabMark) a PCR Master Mix gb Basic (Generi Biotech). Vysledky
této optimalizace v praci nejsou uvedeny, ale v ptipadé¢ druhého zminéného kitu nedoslo
k soucasné amplifikaci obou o¢ekavanych PCR produktt pro FV i FII, amplifikovan byl
pouze PCR produkt odpovidajici FII. Pro dalsi optimalizaci byla vybrana amplifika¢ni
souprava MyTaq™ HS Red DNA polymerase (BIOLINE, LabMark). PCR byla provedena
Vv gradientovém termocykleru (Multigene, Labnet) dle zoptimalizovaného ¢asové-teplotniho
profilu (Tab. XVI), kdy kazdy vzorek obsahoval 4U MyTaq DNA polymerase, 1xMyTaq
Red Reaction Buffer, 40 pmol + 40 pmol primert FVL (reverse a forward), 20 pmol + 20
pmol primertt PT (reverse a forward), pfiblizné 60 — 100 ng DNA a vysledny objem byl
doplnén pomoci sterilni HoO do celkového objemu 50 pl (Tab. XV). Reakce probéhla po
pocatecni denaturaci DNA (94 °C — 5 min) v 35 cyklech pfi teplotach 95 °C — 45s, 60 °C —
45sa 72 °C —45s a s findlni extenzi 72 °C — 10 min.

Tab. XV: Slozeni reakéni smési pro multiplex PCR.

REAGENCIE OBJEM (ul)
MyTag DNA polymerase 0,8 (4U)
Crystal 10x TBE Buffer 10
Primery FVL 1+ 1 (40 pmol)
Primery PT 05+0,5
DNA 2 (60 — 100 ng)
H,O 33,2
CELKOVY OBJEM REAKCE 50 pl

pozn.: dva udané objemy u kolonky primery zna¢i mnozstvi pro forward a reverse
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Tab. XVI: Teplotné - ¢asovy profil amplifikace.

o TEPLOTA
OPAKOVANI DOBA
(°C)
DENATURACE - 94 5 min
ANNEALING 94 45 s
35x 95 45 s
60 45s
ELONGACE - 72 10 min

6.4 GELOVA ELEKTROFOREZA

Po dokon¢eni PCR reakce byly pritomnost a velikost amplikonii ovéfeny pomoci
elektroforetické separace na 4% agarézovém gelu pii 135V (elektroforéza - Advance,
Mupid-One). Pokud byly pfitomny fragmenty o velikosti 169 bp (protrombin) a 221 bp
(FVL), bylo provedeno Stépeni enzymem Mnll a vysledek separovan na 4% agar6zovém

gelu.

6.5 STEPENI ENZYMEM Mnll

Vysledné PCR produkty (20 pl) byly $t€pen enzymem Mnll (BioLabs). Restrikéni
$tépeni prob&hlo béhem inkubace PCR produktu pii 37 °C pies noc. Stépené fragmenty byly

elektroforeticky separovany pti 135V na 4% agar6zovém gelu po dobu nejméné 15 minut.

Tab. XVII: Pouzité reagencie nutné ke $t€peni PCR produkti pomoci enzymu Mnll.

REAGENCIE OBJEM (ul)
PCR produkt 20
Enzym Mnll 2 (10V)
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Nastépené PCR produkty byly porovnavany se schematickym znidzornénim profilt

Stépeni enzymem Mnll (Obr. 5).

wildtype mutant
77 bp ¥ 19bp 96 bp
MTHFR
- 17 bp¥ 37 bp ¥ 115 bp 170p ¥ 152 bp
192 bp ‘ 29 bp 221 bp

Prothrombin

Obr. 5: Schematické znazornéni profila $t€peni enzymem Mnll u wild type a mutantnich
alel amplikonit MTHFR C677T, FVL a protrombinu G20210A (ptevzato z Koksal et al.,
2007).
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7 VYSLEDKY

Po nezdarech soptimalizaci metody multiplex RFLP-PCR jsme se ptiklonily

k moznosti optimalizovat tuto metodu pouze pro dvé trombofilni mutace ze tii, a to faktort
Il (protrombin G2010A) a V (Leiden).

K optimalizaci reakéniho protokolu byl pouzit jeden vzorek z periferni krve a jeden
vzorek zbukalniho stéru, timto se owvefily dvé ruzné matrice DNA. Po dokonéeni
amplifikace pomoci duplex RFLP-PCR byly vysledné produkty elektroforeticky separovany
na 4% agar6zovém gelu (Obr. 6) a zaroven zkontrolovany velikosti amplikonti pro FVL (169
bp) a PT G20210A (221 bp).

21p —
169 tp —

Obr. 6: Nestépené PCR produkty o velikosti 169 bp (FVL) a 221 bp (protrombin) na 4%
agarozovém gelu, kdy byly analyzovany rizné matrice DNA (DNA ziskana z periferni krve a DNA
ziskana z bukalniho stéru): 1. marker, 2. nestépeny PCR produkt (DNA izolovana z periferni krve), 3.
nestépeny PCR produkt (DNA izolovand z bukdlniho stéru), 4. nestépeny PCR produkt (DNA
izolovana z periferni krve) s DMSO, 5. kolonka nestépeny PCR produkt (DNA izolovana
Z bukd Iniho stéru) DMSO a 6. kolonka negativni kontrola.
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PCR produkty byly poté $tépeny enzymem Mnll.

Obr. 7: Duplex RFLP-PCR analyza pro FVL a protrombin G20210A na 4% agarézovém gelu: 1.
marker, 2. nestépeny PCR produkt (DNA z periferni krve), 3. §tépeny produkt PCR (DNA z periferni
krve) — FVL wild-type a PT wild-type, 4. nestépeny PCR produkt (DNA z bukalniho stéru), 5.
kolonka stépeny PCR produkt (DNA z bukalniho stéru) — FVL wild-type a PT heterozygot.

Podafilo se nam zoptimalizovat metodu duplex RFLP-PCR jak pro vzorky DNA
odizolovanych z bukalniho stéru, tak i pro ty z periferni krve.
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8 DISKUZE

8.1 UVODNI PROBLEMATIKA

8.1.1 HEMOSTAZA A HEMOKOAGULACE

Obecné je vznik krevnich srazenin zptsobeny postupnou aktivaci srazecich faktort
(hemokoagula¢ni kaskada; Obr. 2), diky ¢emuz dochazi k pfeméné¢ fibronogenu na
nerozpustny fibrin, coz je kliCovym déjem hemokoagulace. Ta je sou€dsti souhrnného
procesu zvanym hemostdza, ktery zabranuje ztratdm krve pii poskozeni krevnich cév
(Hemokoagulace. In: Wikiskripta [online]). Ale i hemostaticky mechanismus mize podléhat
vrozenym ¢i ziskanym porucham. Tou nejcastéjsi poruchou charakteristickou zvysenou
nachylnosti ke krevnimu srazeni a trombotizaci (vzniku krevni sraZeniny), bud’to v dusledku
pusobeni genetickych faktord ¢i zmén Vv mechanismu srazeni krve, poptipadé vzijemnou
interakci obou z nich, je trombofilie (Khan & Dickerman, 2012; Poul, 2006; Prochazka et
al., 2004). Jejim nejcastejsim klinickym projevem je tzv. tromboembolicka nemoc (TEN),
ktera se vyskytuje u vice nez 50 % 0sob s nékterou ze znamych trombofilii (Poul, 2006).
Prida-li se k ni jesté dalsi rizikovy faktor v podobé téhotenstvi, jez vyvolava nespocet
fyziologickych zmén (Karatas et al., 2014; Tanaka et al., 2015), mize dochazet ke vzniku
neocekavanych komplikaci ohrozujici nejen zivot pacientky, ale i zivot plodu. V tuto chvili
se tedy tlak na psychiku Zeny bezesporu stuptiuje, protoze pokud neni rozvoj takové
komplikace podchycen véas, v drtivé vétSiné dochazi k fatdlnim nasledkim v podob& smirti

matky a/nebo plodu, poptipadé novorozence.

8.1.2 VYZN AM TROMBOFILNICH MUTACI V REPRODUKCI

Trombofilni mutace byvaji vCeské republice stile vice sklofiovany predevsim
vsouvislosti s hormonalni antikoncepci a téhotenskymi komplikacemi — hlavné se
spontannimi potraty. Obecné povédomi o téchto mutacich ovSem neni prili§ velké. Ja sama
jsem se s timto terminem poprvé setkala az v dobé, kdy jsem zacala shanét podklady pro
svou praci Dnes uz vim, ze trombofilni mutace v ¢ele s mutacemi pro koagulacni faktory
V (Leiden) a Il (protrombin) a polymorfismy enzymu methylentatrahydrofolat reduktaza
(MTHFR) lze povazovat za rizikové faktory pro vznk mnoha onemocnéni (nejen) v

téhotenstvi.
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Ackoliv je toto téma stale aktualngjsi, existuje ptili§ mnoho studii, které si navzajem
protifeci v tom, zdali dand mutace ma ¢i nema vliv na ur€itou t¢hotenskou komplikaci. Proto
se védci uchyluji k tvorbam rozsdhlych meta-analyz, které si za sviij cil kladou vytvoreni
uceleného ndzoru na studovanou problematiku. Ale i jejich Gsudky mnohdy nebyvaji
jednotnym shrnutim sjasné vymezenymi zavery. To mize mit pii¢inu v nejednotnych
designech zahrnutych studii, kdy autofi vybiraji nesourodé¢ studijni a kontrolni skupiny
(Baumann et al., 2013) a/nebo nejsou-1i obé tyto skupiny dostate¢né obsahlé. I ptes vysledky
studii popirajicich souvislost trombofilnich mutaci s problematikou t¢hotenskych komplikaci
a nejednoznanych zavéri meta-analyz lze soudit, ze tyto genetické rizikové faktory

spole¢né s témi environmentdInimi ovliviuji graviditu u kazdé t€hotné zeny individuaIng.

8.1.3 GENETICKE TESTOVANI POLYMORFISMU MTHFR

Genetické testovani v populaci velice Castych polymorfismii enzymu MTHFR
vsouvislosti s trombofilii a téhotenskymi komplikacemi nebyva vdne$Sni dobé
doporu¢ovano u nas i ve svété. Mezi dliivody pro¢ netestovat patii velké procentudlni
zastoupeni v populaci, coz zakonité zvySuje vyskyt u jednotlivych rizikovych skupin, tedy i
u t€hotnych Zen, a zatim stale neurcita souvislost s t€hotensk ymi komplikacemi i ptes mnohé
snahy tyto vztahy objasnit. Stale ale existuje tendence, a to i po vydani doporuceni SGL
(Spole¢nost Iékaiské genetiky, 2014), vySetfovat polymorfismy MTHFR jako soucast
velkého balicku trombofilnich mutaci (FVL, protrombin, MTHFR C677T a A1298C) a
jejich detekce patii 1 mezi napli mezilaboratorni kontroly kvality pfi stanovovani

genetickych trombo filnich markert.

Jak je patrné z tabulky shrnujici procentudIni aktivitu enzymu MTHFR vychazejici ze
vztahil mezi jednotlivymi genotypy (Tab. II, kapitola 1.2.1), data pro slozeného homozygota
TT/CC nebyla analyzovana a ani o ném neexistuji dtkazy (Hanson et al., 2001; Weisberg et
al., 1998). Moznym duvodem je naprosta neexistence takové varianty v populaci, protoze
procentudlni aktivita enzymu MTHFR by se u takového jedince odhadem pohybovala kolem
0. To by mohlo patrné vést k selekci takového jedince jiz vraném pocatku téhotenstvi
v podob¢ spontanniho potratu ¢i zamlklého téhotenstvi. Na druhou stranu v roce 1998 nebyla
analyzovana ani data pro nosice genotyptt CC/CT a AC/TT, ackoliv dnes uz vime, ze takovi

jedince jsou Zivotaschopni.
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8.1.4 METODY DETEKCE TROMBOFILNICH MUTACI V CESKE A
SLOVENSKE REPUBLICE

Existuje relativné velké mnozstvi metod slouzicich k detekci trombofilnich mutaci,
které jsou pouzivané v laboratofich po celé Ceské a Slovenské republice. Mezi posledni
dostupnou mezilaboratorni kontrolu kvality patfi ta zdubna 2015 (Hrachovinova, 2015),
ktera shrnuje mozné metody detekci trombofilnich mutaci a jejich procentualni zastoupeni
napii¢ laboratofemi (Tab. XVIII), které se testovani zucastnily. Z celkového poctu 36
laboratofi, které odeslaly wvysledky, pouzivda 36 % metodu alelické diskriminace
s fluorescencni detekci, 27 % alelové specifickou PCR s rtiznou detekci, 20 % klasickou
RFLP-PCR, 13 % real-time PCR, 5,5 % HRM analyzu a u 3 % probiha testovani pomoci

hybridiza¢ni metodiky na membrané (Hrachovinova, 2015).

Tab. XVIII: Procentualni zastoupeni metod pouzivanych k detekci trombofilnich mutaci na tzemi
CR a SR (udaje prevzaty z Hrachovinova, 2015).

METODA METODICKE ZASTOUPENI (%)

metoda alelické diskriminace s fluorescenéni

detekei %
alelove specificka PCR s rtiznou detekci 27
RFLP-PCR 20
real-time PCR 13
HRM analyza 55
hybridizacni metodika na membrané 3

8.2 EXPERIMENTALNI CAST

Hlavnim cilem experimentalni ¢ast bylo zoptimalizovani metody multiplex RFLP-
PCR pro polymorfismus C677T a mutace faktoru V (FVL) a faktoru Il (protrombin
G20210A). Optimalizace se ovsem nezdatila dle ocekavani. I pfes nescetné pokusy ziskat v
samostatné PCR reakci pro polymorfismus enzymu MTHFR C677T (tedy S jednim parem
primertl) amplikon o velikosti 96 bp (viz Obr. 6) jsme pii prvnich pokusech neziskali viibec
zadny produkt. Pti dal§ich pokusech jsme stdle ziskavaly nespecificky PCR produkt. Mezi
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mozné pficiny tohoto jevu lze zatadit rozdilné validované a kalibrované laboratorni pfistroje,
odliSné podminky panujici pfi provadéni pokust a pfedevsim pak liSici se reagencie. Pii
naSich snahach o optimalizaci studované metody byl pouzit bud’to PCR Master Mix gb Basic
(Generi Biotech) ¢i amplifikaéni souprava MyTaq"™ HS Red DNA polymerase (BIOLINE,
LabMark), ktera byla nakonec vybrana pro dalsi optimalizaci. Tento kit obsahoval pfedem
nadefinované mnozstvi ANTPs (5 mM) a MgCl, (15 mM). Naproti tomu v ptivodni studii
autofi zoptimalizovali mnozstvi téchto dvou uvedenych reagencii v zavislosti na vysledcich
PCR. Dal§im ptijatelnym vysvétlenim netispéchu amplifikace MTHFR fragmentu miize byt i
design nadefinovanych primert. Po nezdarech jsme tedy pfistoupily ,ppouze k optimalizaci
duplex RFLP-PCR pro mutace v genech faktort II (protrombin) a V (Leiden) s tim, Ze
multiplex RFL-PCR bude naplni daKi spoluprace.

Nestépeny produkt o velikosti 221 bp (FII) byl krasné viditelny jak u bukalniho stéru,
tak i u vzorku DNA odizolované z periferni krve jiz u niz$i koncentrace primert. Na druhou
stranu i s nestépenym PCR produktem mutace V Leiden (169 bp) jsme zpocatku nemély
Stésti. Musely jsme optimalizovat koncentraci primertt FVL z pocatecnich 20 pmol (reverse
a forvard) na 40 pmol (reverse a forvard), pivodni pomér koncentraci jednotlivych primert 1:2
uvedeny ve zdrojové publikaci byl zachovan. Z vysledku duplex PCR je patrna preferen¢ni
amplifikace PCR produktu odpovidajicimu FII (obr. 7).
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9 ZAVER

Prevalence trombofilnich mutaci v Cele s mutacemi pro koagulacni faktory II
(protrombin G20210A) a V (Leidenska mutace) a polymorfismi enzymu MTHFR (C677T a
A1298C) stale stoupad ziejmé v souvislosti s moznostmi testovani téchto mutaci. Zvysuje se
tim 1 vyskyt t€hotenskych komplikaci v ¢ele s opakovanymi spontdnnimi potraty. Ackoliv se
objevuji odborné nazory, které odepiraji trombofilnim mutacim a polymorfismiim souvislost

s t¢hotenskymi komplikacemi, vétSina publikovanych studii pfichdzi s opa¢nymi zavery.

V této praci jsem snazila poskytnout uceleny prehled polymorfismii enzymu MTHFR
a trombofilnich stavii a mutaci a jejich mozny vliv na t¢hotenské komplikace. Zabyvala jsem
se predev§im obecnou definici a prevalenci mutacia poruch patficich do zédkladnich skupin
trombofilie (vrozena, ziskand a smiSenda). V druhé casti shrnuji nejcastéjSi t€hotenske

komplikace a jejich moznou souvislost s trombofilnimi mutacemi.

V experimentdlni ¢asti se ndm podatilo Caste¢né zoptimalizovat metodu multiplex
RFLP-PCR detekujici soucasné polymorfismus MTHFR C677T a mutaci FV Leiden a
mutaci v protrombinovém genu G20210A pro vzorky DNA odizolované z periferni krve 1 z

bukalniho stéru.

48



10 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1. BAUMANN, K.; BEUTER-WINKLER, P.; HACKETHAL, A.; STROWITZKI, T.; TOTH, B.;
BOHLMANN, M. (2013): Maternal factor V Leiden and prothrombin mutations do not seem to
contribute to the occurrence of two or more than two consecutive miscarriages in Caucasian patients.
American Journal of Reproductive Immunology. 70: 518 — 521. ISSN 1600-0897.

2. BICK, R. (2003): Antiphospholipid thrombosis syndromes. Hematology/Oncology Clinics of
North America. 17(1): 115 — 147. ISSN 0889-8588.

3. BICK, R. (2002): Disorders of thrombosis and hemostasis: Clinical and laboratory practice.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins. ISBN 0-397-51690-8.

4. BENEDETTO, CH.; MAROZIO, L.; SALTON, L; MAULA, V.; CHIEPPA, G.;
MASSOBRIO, M. (2002): Factor V Leiden and factor 11 G20210A in preeclampsia and HELLP
syndrome. Acta Obstetricia et Gynecologica Scandinavica. 81: 1095 — 1100. ISSN 1600-0412.

5.BOSLER, D.; MATTSON, J.; CRISAN, D. (2006): Phenotypic heterogeneity in patients with
homozygous prothrombin 20210AA genotype. The Journal of Molecular Diagnostics. 8(4): 420 —
425. ISSN 1525-1578.

6. BROEKHUIJSEN, K.; VAN BAAREN, G.; VANPAMPUS, M.; GANZEVOORT, W.;
SIKKEMA, J.; WOISKI, M.; OUDNK, M.; BLOEMENKAMP, K.; SCHEEPERS, H.; BREMER,
H.; RIUNDERS, R.; VAN LOON, A.; PERQUIN, D.; SPORKEN, J.; PAPATSONIS, D; VAN
HUIZEN, M.; VREDEVOOGD, C.; BRONS, J.; KAPLAN, M.; VAN KAAM, A.; GROEN, H;;
PORATH, M.; VAN DEN BERG, P.; MOL, B.; FRANSSEN, M.; LANGENVELD, J. (2015):
Immediate delivery versus expectant monitoring for hypertensive disorders of pregnancy between 34
and 37 weeks of gestation (HYPITAT-II): an open-label, randomised controlled trial. The Lancet.
385(9986): 2492 — 2501. ISSN 0140-6736.

7.BROULIKOVA, A. (2007): Lé¢ba akutni Zilni trombézy. Interni medicina pro praxi. 9(12):
548 — 551. ISSN 1212-7299.

8. BRUHOVA, H. (2011): Hlubok4 Zilni trombdza u mladych Zen (poznamky pro praktické
ekate). Medicina Pro Praxi. 8(2): 83 — 85. ISSN 1803-5310. Dostupné z:
http://www.solen.cz/pdfs/med/2011/02/09. pdf

9. BULIKOVA, A.; CRHA, I. (2004): Antifosfolipidové protilatky a antifosfolipidovy syndrom
V porodnictvi. Prakticka gynekologie. 1: 6 — 10. ISSN 1211-6645.

49


http://www.solen.cz/pdfs/med/2011/02/09.pdf

10. BULIKOVA, A.; PENKA, M. (2005): Antifosfolipidovy syndrom — diagnostika a 1é¢ba.
Vnitini lékarstvi. 51(7&8): 809 — 817. ISSN 1801-7592.

11. BULTAS, J. (2009): Neskakejme na $pek vitaminové lobby. Medical Tribune. 35. Dostupné

z: http//www.tribune.cz/clanek/15890-neskakejme-na-spek-vitaminove- lobby

12. CAOQ, Y.; XU, J.; ZHANG, Z.; HUANG, X.; ZHANG, A.; WANG, J.; ZHEN, Q.; FU, L,;
DU, J. (2012): Association study between methylenetetrahydrofolate reductase polymorphisms and
unexplained recurrent pregnancy loss: A meta-analysis. Gene. 514: 105 — 111. ISSN 0378-1119.

13. CARP, H. J. A. (2014): Recurrent pregnancy loss: Causes, controversies, and treatment.
Vyd. 2. Boca Raton (Florida): CRC Press. ISBN 978148221614 1.

14. CIFKOVA, R. (2007): Lé¢ba hypertenze v téhotenstvi. Remedia. 17(3): 258 — 262. ISSN
0862—-8947.

15. DAGDEVIREN, H.; CANKAYA, A.; CENGIZ, H; TOMBUL, T.; KANAWATI, A.;
SUZEN CAYPINAR, S.; EKIN, M. (2014): Maternal and neonatal outcomes of women with
preeclampsia and eclampsia at a Tertiary care center. The Medical Bulletin of Haseki Training and
Research Hospital. 53: 143 — 146. ISSN 1302-0072.

16. DELMAS, Y.; HELOU, S.; CHABANIER, P.; RYMAN, A.; FANNY PELLUARD, F.;
CARLES, D.; BOISSEAU, P.; VEYRADIER, A.; HOROVITZ, J.; COPPO, P.; COMBE, CH.
(2015): Incidence of obstetrical thrombotic thrombocytopenic purpura in a retrospective study within
thrombocytopenic pregnant women. A difficult diagnosis and a treatable Disease. BMC Pregnancy
and Childbirth. 15: 137. ISSN 1471-2393.

17. DIZON-TOWNSON, D. S.; NELSON, L. M.; EASTON, K.; WARD, K. (1996): The factor V
Leiden mutation may predispose women to severe preeclampsia. American Journal of Obstetrics and
Gynecology. 175( 4): 902 — 905. ISSN 0002-9378.

18. EGAPP Working Group (2011): Recommendation from the EGAPP Working Group: Routine
testing for Factor V Leiden (R506Q) and prothrombin (20210G>A) mutations in adults with a history
of idiopathic velus thromboembolism and thein adult family members. Genetics in Medicine. 13(1):
67 — 76. ISSN 1098-3600.

19. FLAUJAC, C.; CONARD, J.; HORELLOU, M. H.; LE FLEM, L.; SAMAMA, M. M. (2007):

Atypical mutations of the prothrombin gene at positions 20 209 and 20 218, and a novel mutation at

50


http://www.tribune.cz/clanek/15890-neskakejme-na-spek-vitaminove-lobby

position 20 219. Report on 10 patients. The Journal of Thrombosis and Haemostasis. 5(5): 1064 —
1068. ISSN 1538-7836.

20. GAO, H.; TAO, F. (2014): Prothrombin G20210A mutation is associated with recurrent
pregnancy loss: A systematic review and meta-analysis update. Thrombosis Research. 135(2): 339 —
346. ISSN 0049-3848.

21. GOODMAN, C. S.; Coulam, C. B.; Jeyendran, R. S.; Acosta, V. A.; Roussev, R. (2006):
Which thrombophilic gene mutations are risk factors for recurrent pregnancy loss? American Journal
of Reproductive Immunology. 56: 230 — 236. ISSN 0165-0378.

22. GOYETTE, P.; SUMNER, J. S.; MILOS, R.; DUNCAN, A. M. V.; ROSENBLATT,D. S;
MATTHEWS, R. G.; ROZEN, R. (1994): Human methylenetetrahydrofolate reductase: isolation of
cDNA, mapping and mutation identification. Nature Genetics. 7: 195 — 200. ISSN 1061-4036.

23. GRANDONE, E.; MARGAGLIONE, M.; COLAIZZO, D.; CAPPUCCI, G.; PALADINI, D.;
MARTINELLI, P.; MONTANARO, S.; PAVONE, G.; DI MINNO, G. (1997): Factor V Leiden, C >
T MTHFR polymorphism and genetic susceptibility to preeclampsia. Thrombosis and Haemostasis.
77(6): 1052 — 1054. ISSN 1538 — 7836.

24. GUMULEC, J.; SIMETKA, O.; PROCHAZKA, M. (2010): DiferenciaIni diagnostika
trombocytopenie v téhotenstvi. In: Trombocytopenie [online]. © 2013. ISSN 1804-8382. [cit. 2015-
07-29]. Dostupné z: http://trombocytopenie.cz/clanek.php?id=15&tab=lekar

25. HANOUNA, G.; MOREL, N.; HUONG, D. L. T.; JOSSELIN, L.; VAUTHIER-BROUZES,
D.; SAADOUN, D.; KETTANEH, A.; LEVESQUE, K.; LE GUERN, V.; GOFFINET, F.;
CARBONNE, B.; AMOURA, Z.; PIETTE, J.; NIZARD, J.; COSTEDOAT-CHALUMEAU, N.
(2013): Catastrophic antiphospholipid syndrome and pregnancy: an experience of 13 cases.
Rheumatology. 52: 1635 — 1641. ISSN 0315-162X.

26. HANSON, N. Q.; ARAS, O.; YANG, F.; TSAIA, M. Y. (2001): C677T and A1298C
polymorphisms of the methylenetetrahydrofolate reductase gene: Incidence and effect of combined
genotypes on plasma fasting and post-methionine load homocysteine in vascular disease. Clinical
Chemistry. 47(4): 661 — 666. ISSN 0009-9147.

27. HICKEY, S. E.; CURRY, C. J.; TORIELLO, H. V. (2013): ACMG Practice Guideline:
lack of evidence for MTHFR polymorphism testing. Genetics in Medicine. 315(2): 153 —
156. ISSN 1098-3600.

51


http://trombocytopenie.cz/clanek.php?id=15&tab=lekar

28. HLUSI, A.; KRCOVA, V. (2003): Antifosfolipidovy syndrom. Interni medicina pro praxi. 9:
20 — 28. ISSN 1212—7299.

29. HONSOVA, E. (2008): Trombotické mikroangiopatie: Tromboticka trombocytopenicka
purpura (TTP) a hemolyticko-uremicky syndrom (HUS). Morfologie, diferencia Ini diagnéza a
patogeneze. Cesko-slovenskd patologie. 44(3): 54 — 58. ISSN 1210-7875.

30. HRACHOVINOVA, 1. (2015): Vysledky mezilaboratorni kontroly kvality — stanoveni

vrozenych genetickych trombofilnich markerii. Praha.

31. HYANEK, J.; DUBSKA, L.; PEJZZNOCHOVA, H.; PEHAL, F.; VAINGATOVA, S.;
MARTINIKOVA, V. (2009): Hyperhomocyste inémie — nepoznané, nepoznatelné a zanedbané
(homocyste in — uzite¢ny marker methyla¢nich poruch z deficitu holotranskobalaminu a folatu).
Klinicka biochemie a metabolismus. 17(38): 83 — 92. ISSN 1210-7921.

32. JAASKELAINENA, E.; KESKI-NISULAA, L.; TOIVONENA, S.; ROMPPANENB, E-L.;
HELISALMICD, S.; PUNNONENB, K.; HEINONENA, S. (2006): MTHFR C677T Polymorphism
is Not Associated with Placental Abruption or Preeclampsia in Finnish Women. Hypertension in
Pregnancy. 25(2): 73 — 80. ISSN 1064—1955.

33. KADLEC, B.; SKRICKOVA, J. (2008): Diagnostika a 16¢ba vendzni trombéozy. Medicina pro
praxi. 5(2): 54 — 58. ISSN 1214-8687.

34. KAISER, T.; BRENNECKE, S. P.; MOSES, E. K. (2001): C677T Methylenetetrahydrofolate
reductase polymorphism is not a risk factor for pre-eclampsia/eclampsia among Australian women.
Human Heredity. 21(1 - 2): 20 — 2. ISSN 0001-5652.

35. KARATAS, A.; EROZ, R.; ALBAYRAK, M.; OZLU, T.; CAKMAK, B.; KESKIN, F.
(2014): Evaluation of chromosomal abnormalities and common trombophilic mutations in cases with
reccurent miscarriage. African Health science. 14 (1): 216 — 222. ISSN 1680-6905.

36. KHAN, S.; DICKERMAN, J. D. (2012): Hereditary thrombophilia. Thrombosis Journal.
4(15): 1 - 17. ISSN 1477-9560.

37. KIELLBERG, U.; VAN ROOIJEN, M.; BREMME, K.; HELLGREN, M. (2010): Factor
V Leiden station and pregnancy — related complications. American Journal of Obstetrics &
Gynecology. 203(5): 469. ISSN 0002—9378.

52



38. KLINE, J. A.; KABRHEL, CH. (2015): Emergency ecalution for pulmonary embolism,
part 1: Clinical factors that increase risk. The Journal of Emergency Medicine. 48(6): 771 — 780.
ISSN 0736-4679.

39. KOKSAL, V.; BARIS, I.; ETLIK, O. (2007): Primer-engineered multiplex PCR—RFLP for
detection of MTHFR C677T, prothrombin G20210A and factor V Leiden mutations. Experimental
and Molecular Pathology. 83: 1 — 3. ISSN 0014-4800.

40. KOSMAS, I. P.; TATSIONI, A; IOANNIDIS, J. P. (2004): Association of C677T
polymorphism in the methylenetetrahydrofolate reductase gene with hypertension in pregnancy and
pre-eclampsia: a meta-analysis. Journal of Hypertension. 22(9):1655 — 1662. ISSN 0263-6352.

41. KOVACS. G.; BRIGGS, G. (2015): Lectures in Obstetrics, Gynaecology and Women'’s
Health. Svycarsko: Springer International Publishing. ISBN 978—3-319-14862-5.

42. KOZAK, T. (2012): Primdrni Imunitni Trombocytopenie (ITP). Vyd. 2. Praha: We Make
Media, s. r. 0. ISBN 978-80-87339-10-7.

43. KVASNICKA, J. (2010): Doporuéeny postup pro indikaci molekularné genetickych vysetfeni
v ramci diagnostiky trombofilnich stavii v zilnim systému. Vnitini Lékarstvi. 56(12): 1. ISSN 0042—
773X

44, LECLERC, D.; SIBANI, S.; ROZEN, R. (2000): Molecular biology of
mehylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and overview of mutations/polymorphisms. Madame
Curie Bioscience Database [Internet]. ISBN 1-58707-217-8.

45. LEEDA, M.; RIYAZI, N.; DEVRIES, J. I.P.; JAKOBS, C.; VAN GEIJN, H.P.; DEKKER,
G. A. (1998): Effects of folic acid and vitamin B, supplementation on women with
hyperhomocysteinemia and a history of preeclampsia or fetal growth restriction. American Journal of
Obstetric & Gynecology. 179(1): 135 — 139. ISSN 0002-9378.

46. LEUNG, A. N.; BULL, T. M.; JAESCHKE, R.; LOCKWOOD, CH. J.; BOISELLE, P.M;
HURWITZ, L. M.; JAMES, A. H.; MCCULLOUGH, L. B.; MENDA, Y.; PAIDAS, M. J.; ROYAL,
H. D.; TAPSON, V. F.; WINER-MURAM, H. T.; CHERVENAK, F. A.; CODY D. D.; MCNITT-
GRAY, M. F.; STAVE, C.D.; TUTTLE, B. D.; ATS/STR COMMITTEE ON PULMONARY
EMBOLISM INPREGNANCY (2012): American thoracic society documents: an official American
thoracic society/society of thoracic radiology clinical practice guideline-evaluation of suspected
pulmonary embolism in pregnancy. Radiology. 262(2): 635 — 646. ISSN 0720-048X.

53



47. LINDQVIST, P. G.; DAHLBACK, B. (2008): Carriership of factor V Leiden and
evolutionary selection advantage. Current Medicinal Chemistry. 15(15): 1541 — 1544, ISSN 1875
533X.

48. LOCKWOOD, CH. J.; WENDEL, K. A. (2010): ACOG Practice Bulletin No. 138: Inherited
thrombophilias in pregnancy. Obstetrics & Gynecology. 122(3): 706 — 17. ISSN 0029-7844.

49. MARLAR, R. A.; NEUMANN, A. (1990): Neonatal purpura fulminans due to homozygous
protein C or protein S deficiencies. Seminars In Thrombosis And Hemostasis. 16(4): 299 — 3009.
ISSN 1098-9064.

50. MEEKS, S. L.; ABSHIRE, T. C. (2008): Abnormalities of prothrombin: a review of the
pathophysiology, diagnosis, and treatment. Haemophilia. 14: 1159 — 1163. ISSN 1365-2516.

51. MENG, K.; HUB, X,; PENG, X.; ZHANG, Z. (2015): Incidence of venous thromboembolism
during pregnancy and the puerperium: a systematic review and meta-analysis. The Journal of
Maternal-Fetal & Neonatal Medicine. 28(3): 245 — 253. ISSN 1476-7058.

52. MIYAKIS, S.; LOCKSHIN, M. D.; CERVERA, R. (2006): International consensus statement
on an update of the classification criteria for definite antiphospholipid syndrome (APS). Journal of
Thrombosis and Haemostasis. 4: 295 — 306. ISSN 1538-7836.

53. MOM, T.; KA, A. B. (2005): Genetic variations related to hypertension: a review. Journal of
Human Hypertension. 19: 7 — 19. ISSN 0950-9240.

54. NYTROVA, P.; KALISTOVA, H.; IVANA KOVAROVA, I.; ROTH, J. (2009):
Antifosfolipidovy syndrom aneb syndrom, jenz miize napodobit roztrousenou sklerézu. Neurologie
pro praxi. 10(1): 54 — 57. ISSN 1213-1814.

55. OCAK, Z.; OZLU, T.; OZYURT, O. (2013): Association of recurrent pregnancy loss with
chromosomal abnormalities and hereditary thrombophilias. African Health Sciences. 13(2): 447 —
452. ISSN 1680-6905.

56. ORENDAC, M. (2000): Klinicky obraz homocystinurie z deficitu cystathionin B-syntazy u
devatenacti Eeskych a slovenskych pacientii. Casopis lékafii ceskych. 16: 500 — 507. ISSN 0008—
7335.

57. POKORNY, M.; MINARIK, J. (2013): Negativni vliv hyperhomocysteinémie na lidskou
reprodukcia moznosti jeji korekce suplementaci vitaminy skupiny B. New EU Magazine of
Medicine. 1 —2: 23 — 29. ISSN 1802-1298.

54



58. POUL, H. (2006): Trombofilni stavy vyznamné v patogenezi Zilni tromboembolické nemoci.
Doporueni pro klinickou praxi. Sekce pro trombézu a hemostizu Ceské hematologické spolecnosti
Ceské Iekarské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné. Dostupné z:
http//www.thrombosis.cz/sources/Guide lines-Trombofilie_STH_111062.pdf

59. POORT, S. R.; ROSENDAAL, F. R.; REITSMA, P. H.; BERTINA, R. M. (1996): A common
genetic variation in the 3'-untranslated region of the prothrombin gene is associated with elevated
plasma prothrombin levels and an increase in venous thrombosis. Blood. 88(10): 3698 — 3703. ISSN
3698-703.

60. PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE
MEDICINE (2013): Definitions of infertility and reccurent pregnancy loss: a comittee opinion.
Fertility and sterility. 99(1): 63. ISSN 0015-0282.

61. PROCHAZKA, M.; PROCHAZKOVA, J.; LUBUSKY, M.; SLAVIK, L. (2004): Trombofilni
stavy v porodnictvi— 1. ¢ast. Prakticka gynekologie. 4(4): 12 — 16. ISSN 1211-6645.

62. PROCHAZKA, M.; KRCOVA, V.; PROCHAZKOVA, J.; LUBUSKY, M. (2003):
Tromboembolicka nemoc v porodnictvi. Praktickd gynekologie. 6(3): 9 — 13. ISSN 121-6645.

63. RODRIGUEZ-GUILLEN, M.; TORRES-SANCHEZ, L.; CHEN, J.; GALVAN-PORTILLO,
M.; BLANCO-MUNOZ, J.; ARACELY ANAYA, M.; SILVA-ZOLEZZI, 1.; HERNANDEZ-
VALERO, M.; LOPEZ-CARRILLO, L. (2009): Maternal MTHFR polymorphisms and risk of
spontaneous abortion. Salud Publica de México. 51(1): 19 — 25. ISSN 0036-3634.

64. SALIMI, S.; SARAVANI, M.; YAGHMAEI, M.; FAZLALI, Z.; MOKHTARI, M.;
NAGHAVI, A.; FARAJIAN-MASHHADI, F. (2015): The early-onset preeclampsia is associated
with MTHFR and FVL polymorphisms. Archives of Gynecology and Obstetrics. 291(6): 1303 —
1312. ISSN 0932-0067.

65. SERGI, C.; JISHI, T. A.; WALKER, M. (2015): Factor V Leiden mutation in women with
early recurrent pregnancy loss: a meta-analysis and systematic review of the causal association.
Archives of Gynecology and Obstetrics. 291(3): 671 — 679. ISSN 0932—0067.

66. SKALICKA, L.; CHOCHOLA, M.; MRAZEK, V.; VAREJKA, P.; JIRAT, S.; HELLER, S.:
URBANKOVA, J.; ASCHERMANN, M.; KARETOVA, D. (2002): Trombéza a t&hotenstvi.
Kardiologicka revue. 4: 273 — 275. ISSN 2336-2898.

55


http://www.thrombosis.cz/sources/Guidelines-Trombofilie_STH_III062.pdf

67. SPOLECNOST LEKARSKE GENETIKY (2014): Validace mezindrodnich doporucent
American College of Medical Genetics ze strany nasi odborné spolecnosti ohledné vySetreni variant
v genu MTHFR u trombofilnich stavi. Praha. Dostupné z: http://www.slg.cz/2014/testovani-

polymorfismu-mthfr

68. STRANSKY, M.; RYSAVA (2010): Fyziologie a patafyziologie vyZivy. Jihoéeska univerzita
v Ceskych Budgjovicich. ISBN: 978-80-7394-241-0.

69. SIMKOVIC, M. (2013): ITP v tdhotenstvi. In: Trombocytopenie [online]. © 2013. ISSN
1804-8382. [cit. 2015-07-2]. Dostupné z: http://trombocytopenie.cz/clanek.php? id=15&tab=pacient

70. SUBRT, I.; ULCOVA-GALLOVA, Z.; BIBKOVA, K.; MICANOVA, Z.; HEINALOVA, M;
CERNA, M.; HRADECKY, L.; NOVOTNY, Z. (2008): Recurrent pregnancy loss and frequency of
Eight Antiphospfolipid Antibodies and Genetic Thrombophilic Factors in Czech Women. American
Journal of Reproductive Immunology. 59(3): 193 — 200. ISSN 1600-0897.

71. TANAKA, H.; KATSURAGI, S.; OSATO, K.; HASEGAWA,, J.; NAKATA, M.;
MURAKOSHI, T.; YOSHIMATSU, J.; SEKIZAWA, A.; KANAYAMA, N.; ISHIWATA, I,
IKEDA, T. (2015): Increase in maternal death-related venous thromboembolism during pregnancy in
Japan (2010-2013). Circulation Journal. 79(6): 1357 — 1362. ISSN 1524-4539.

72. URBANKOVA, J.: CHOCHOLA, M.; VAREJKA, P.: SKALICKA, L.; JIRAT, S.; HELLER,
S.; KARETOVA, D.; ASCHERMANN, M. (2002): Hyperkoagulaéni stav a hluboka Zilni tromboza.
Kardiologickd revue. 4: 282 - 285. ISSN 2336-2898.

73. USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACI A STATISTIK CR. Narodni registr asistované
reprodukce (2014) : Asistovand reprodukce v Ceské republice v roce 2012, Vypracoval REZABEK,
K. Praha 2: UZIS CR, NRAR. ISBN 978-80-7472-117-5. Dostupné také z:
http//uzis.cz/publikace/asistovana-reprodukce-ceske-republice-2012

74. USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACT A STATISTIK CR (2001). Potraty 2000.
Praha 2: UZIS CR, NRAR. ISBN 80-7280-048-5. Dostupné také z http://uzis.cz/publikace/potraty-
2000

75. USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACI A STATISTIK CR (2014). Potraty v roce
2013. Praha 2: UZIS CR, NRAR. ISBN 978-8-7472—142—7. Dostupné také z
http://uzis.cz/publikace/potraty-2013

56


http://trombocytopenie.cz/clanek.php?id=15&tab=pacient
http://uzis.cz/publikace/asistovana-reprodukce-ceske-republice-2012

76. VAN DER PUT, N.; GABREE, F.; STEVENS, E. M. B.; SMEITINK, J. A. M.; TRIJBELS,
F.J. M.,; ESKES, T. K. A B.; VAN DEN HEUVEL, L. P.; BLOM, H. J. (1998): A second common
mutation in the methylenetetrahydrofolate reductase gene: An additional risk factor for neural-tube
defects? American Journal of Human Genetics. 62:1044 — 1051. ISSN 0002-9297.

77.VOLLSET, S. E.; REFSUM, H.; IRGENS, L. M.; MORK EMBLEM, B.; TVERDAL, A.;
GJESSING, H. K.; BIORKE MONSEN, A. L.; MAGNE UELAND, P. (2000): Plasma total
homocyste ine, pregnancy complications, and averse pregnancy outcomes: the Hordaland
Homocysteine Study. The American Journal of Clinical Nutrition. 71: 962 — 968. ISSN 0002—-9165.

78. WANG, X.; WU, H.; QIU, X. (2013): Methylentetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene
C677T polymorphism and risk of preeclampsia: An updated meta-analysis based on 51 studies.
Archives of Medical Research. 44(3): 159 — 168. ISSN 0188-44009.

79. WEISBERG, I.; TRAN, P.; CHRISTENSEN, B.; SIBANI, S.; ROZEN, R. (1998): A second
genetic polymorphism in methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) associated with decreased
enzyme activity. Molecular Genetics and Metabolism. 64(3): 169 — 172. ISSN 1096-7192.

80. YANG, B.; FAN, S.; ZHI, X; LI, Y.; LIU, Y.; WANG, D.; HE, M.; HOU, Y .; ZHENG, Q.;
SUN, G. (2014): Associations of MTHFR gene polymorphisms with hypertension and hypertension
in pregnancy: A metaanalysis from 114 studies with 15411 cases and 21970 controls. Archives of
Gynecology and Obstetrics. 9(2): 874 — 897. ISSN 0932—-0067.

81. ZIAKAS,P.; POULOU, L. S.; PAVLOU, M.; ZINTZARAS, E. (2015): Thrombophilia and
venous thromboembolism in pregnancy: A meta-analysis of genetic risk. European Journal of
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology. 191: 106 — 111. ISSN 1872—-7654.

INTERNETOVE ZDROJE

1. ADAMKOVA, L. P¥i¢iny trombocytopenie v t&hotenstvi. In: Trombocytopenie [online].
© 2013. ISSN 1804 — 8382. [cit. 2015-07-29]. Dostupné z:
http://trombocytopenie.cz/clanek.php?id=10&tab=pacient

2. Eklampsie. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on 30. 11. 2014
[cit. 2015-10-26]. Dostupné z: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Eklampsie

3. Homocystein. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. St. Petersburg (Florida):
Wikipedia Foundation, 11. 12. 2006, last modified on 3. 4. 2015 [cit. 2015-07-08]. Dostupné z:
https //cs.wikipedia.org/wiki/Homocystein/

57


http://trombocytopenie.cz/clanek.php?id=10&tab=pacient

4. HONZIK, T. (2009): Homocystinurie. In: Ndrodni sdruzeni PKU ajinych dédicnych
metabolickych poruch [online]. © 2009 — 2015. [cit. 2015-10-11]. Dostupné z:
http //www.nspku.cz/nemoc i’homocystinurie.html

5. Hemokoagulace. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on 1. 24.
2015 [cit. 2015-11-29]. Dostupné z: http://www.wikiskr ipta.eu/index.php/Hemokoagulace

6. Leidenska mutace. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on 7.
12. 2014 [cit. 2015-08-05]. Dostupné z: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Le idenska_mutace/

7. MDL. Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR). In: Molecular Diagnostics
Laboratories [online]. © 2014. [cit. 2015-09-22]. Dostupné z: http//www.mdI-
labs.com/providers/tests/mthfr

8. Polymorfismus. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on
30. 11. 2014 [cit. 2015-06-05]. Dostupné z: http//www.wikiskripta.eu/index.php/Polymorfismus

9. Protein C. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on 30. 05. 2015
[cit. 2015-08-05]. Dostupné z: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protein_C

10. Protein S. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified on 30. 05. 2015
[cit. 2015-08-05]. Dostupné z: http://www.wikiskr ipta.eu/index.php/Protein_S

11. USTAV ZDRAVOTNICKYCH INFORMACI A STATISTIK CR. Nérodni registr
reprodukéniho zdravi. In: Uzis.cz [online]. © 2010 — 2015 [cit. 2015-09-04]. Dostupné z:

http //www.uzis.cz/registry/narodni-zdravotni-registry/nr-reprodukcniho- zdravi

12. Uteroplacentarni insuficience. In: Velky lékarsky slovnik [online]. © 2008 —. [cit. 2015-08-
27]. Dostupné z: http://lekarske.slovniky.cz/pojem/uteroplacentarni-insuficience

13. von Willebrandtv faktor. In: Wikiskripta [online]. © 2008 -. ISSN 18046517. last modified
on 26. 01. 2015 [cit. 2015-08-03]. Dostupné z:
http//www.wikiskripta.eu/index.php/\VVon_Willebranduv_faktor/

58


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Leidenska_mutace/
http://www.mdl-labs.com/providers/tests/mthfr
http://www.mdl-labs.com/providers/tests/mthfr
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Polymorfismus
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protein_C
http://www.uzis.cz/registry/narodni-zdravotni-registry/nr-reprodukcniho-zdravi

11 SEZNAM TABULEK

Tab. I: Procentualni zastoupeni mutaci MTHFR v jednotlivych svétovych populacich (pfevzato a
upraveno dle MDL [ONINE])....c.vviieeiiiii et e e e e e e et a e e et aaee e e 3

Tab. I1: Procentualni aktivita enzymu MTHFR vychazejici ze vztahti mezi jednotlivymi genotypy
(tdaje pievzaty z van der Put etal., 1998).........ccoiiiiiiiiiiiiiee e 4

Tab. I11: Vrozené a ziskané trombofilni poruchy (pievzato a upraveno dle Bick, 2002). .................. 6

Tab. 1V: Riziko vyskytu TEN v obecné populaci a u t€hotnych Zen s Leidenskou mutaci - S historii
TEN a bez piedchoziho vyskytu TEN (tdaje prevzaty z Lockwood & Wendel, 2010). ...........ccee.... 8

Tab. V: Riziko vzniku TEN v obecné populaci a u t€hotnych Zzen s mutaci v genu pro protrombin
G20210A - s historii TEN a bez predchoziho vyskytu TEN (udaje prevzaty z Lockwood & Wendel,
70 10 ) T PSR PP PR OPTPRPPR 9

Tab. VI: Riziko vzniku TEN v obecné populaci a u t€hotnych zen s mutacemi v genu pro faktor V a
v genu pro protrombin G20210A - s historii TEN a bez pfedchoziho vyskytu TEN (tdaje pievzaty
Z Lockwood & Wendel, 2010). ... .uviii oot 10

Tab. VII: Stupné hyperhomocysteinémie (pfevzato a upraveno dle Pokorny & Minarik, 2013)...... 11

Tab. VIII: Prevalence jednotlivych trombofilii u pacientek s TEN v t€hotenstvi, relativni riziko TEN
v t¢hotenstvi u trombofilnich pacientek vztazeno k riziku net€¢hotnych zen bez trombofilie a
pravdépodobnost s t¢hotenstvim spojené TEN na 1 000 gravidit u jednotlivych trombofilii (pievzato

a upraveno dle Poul, 2006). .......ccuuiieeiiiee et 16

Tab. IX: Vyvoj poétu potratil Eeskych ob&anek a cizinek v CR v letech 1990-2013 (tdaje pievzaty
ZUZIS CR,2014).c...ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt 24

Tab. X: Klasifikace hypertenze v té¢hotenstvi (pfevzato a upraveno dle Cifkova, 2007).................. 26

Tab. XI: Rozdéleni trombocytopenii dle zavislosti na t€hotenstvi (pfevzato a upraveno dle Kozak,

Tab. XlI: Reagencie a jejich potiebné mnozstvi k izolaci DNA z bukalniho stéru dle protokolu
o T I 001 PSPPSRSO 37

Tab. XIII: Reagencie a jejich potiebné mnozstvi k izolaci DNA z periferni krve dle protokolu
PP 3 UGL_00L_C. oottt etttk ettt ettt ekttt n e neenae e nne s 37

Tab. XIV: Ptehled pouzitych primert, PCR produkt — ptredpokladana velikost amplifikovaného
useku (udaje prevzaty z Koksal et al., 2007)........ooiiiiiiiieeiiiie e 38

Tab. XV: Slozeni reakéni smési pro multipleX PCR........ccoviiiiiiiiiiiiii e 39

59



Tab. XVI: Teplotng - ¢asovy profil amplifikace. ..........c.ceiiuviiiiiiiiiiiiiiiic e 40
Tab. XVII: Pouzité reagencie nutné ke $t€peni PCR produktl pomoci enzymu Mnll.................... 40

Tab. XVIII: Procentualni zastoupeni metod pouzivanych k detekci trombofilnich mutaci na tizemi

CR a SR (tdaje pievzaty z Hrachovinova, 2015). .........c.ccovevvroeieeieieieeieeeeeeeeeeseeeeeeee e, 46

60



12 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Schéma metabolismu homocyste inu (pfevzato a upraveno dle Pokorny & Minarik, 2013).... 2
Obr. 2: Schéma koagula¢ni kaskady (pfevzato a upraveno dle Lindqvist & Dahlback, 2008). ........ 14
Obr. 3: Vyvoj poétu potratii dle druhu v CR v letech 1995-2013 (pievzato z UZIS CR, 2014)....... 25

Obr. 4: Rozdéleni trombocytopenii podle mechanismu vzniku (ptevzato a upraveno dle Kozak,
2002 it E bbbt R bt oAbt e b et bttt e e b e e e nreas 30

Obr. 5: Schematické znazornéni profilti $t€épeni enzymem Mnll u wild type a mutantnich alel

amplikont MTHFR C677T, FVL a protrombinu G20210A (ptevzato z Koksal et al., 2007)............ 41

Obr. 6: Nestépené PCR produkty o velikosti 169 bp (FVL) a 221 bp (protrombin) na 4%
agarozovém gelu, kdy byly analyzovany rizné matrice DNA (DNA ziskana z periferni krve a DNA

ZiSKana Z DUKAINTNO STETUL). v.vuvvvuvriiiiiiiiiiiiiiiiisieitatiiaraieirar b s 42

Obr. 7: Duplex RFLP-PCR analyza pro FVL a protrombin G20210A na 4% agarézovém gelu. ..... 43

61



13 PRILOHA

Priloha 1: Protokol izolace genomové DNA z bukalniho stéru (DNA Isohelix DNA Isolation Kit:
DDK-3/DDK-50).

Izolace genomové DNA z bukalniho stéru (DNA Isohelix DNA Isolation
kit: DDK-3/DDK-50)

Pouzité zkratky:

RT - pokojova teplota
PK — Proteindza K

CT - Capture buffer
TE — Re-hydration buffer TE

Reagencie a jejich skladovani:

Lysis buffer LS skladovat pti pokojové teploté
Proteinase K skladovat pii -20 °C

Capture buffer CT skladovat pii pokojové teploté
Re-hydration buffer TE skladovat pfi pokojové teploté

Pred zacatkem prace si pro jeden vzorek pfipravit 3 1,5 ml mikrozkumavky. Nastavit suchou lazeni na
60°C. PK vyndat z mrazdku a nechat roztat pii pokojové teploté. V piipadé ze se v PK objevi jemny bily
prasek, je tteba zkumavku pfed pouzitim zvortexovat.

Pracovni postup:

- napipetovat 500 pul LS do zkumavky s tamponem s bukalnim stérem
- pfidat 20 ul PK

- kratce vortexovat a zcentrifugovat

(takto stabilizovana DNA lze skladovat po dobu alespon 3,5 roku)

- inkubovat hodinu p#i 60°C

- kratce vortexovat a zcentrifugovat

- v ptipadé€, Ze je pro dalsi postup vyzadovana jednofetézcova DNA, nastavit suchou lazeii na 80°C (viz
nize)

- pfepipetovat 400 pl vzorku do 1,5 ml mikro zkumavky

- tampon otocit tak, aby byl vzhliru nohama (tzn. ty¢ka tamponu se opird o dno zkumavky)
- kratce zcentrifugovat

- pfepipetovat supernatant k jizodebranym 400 pl vzorku

- ptidat 500 pl CT

- kratce vortexovat
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- zkumavku zcentrifugovat pfi 13 tis. ot/min 7 min

- opatrné odstranit supernatant (nesmi dojit k naruseni pelety DNA)
- kratce zcentrifugovat

- odebrat opatmé v§echen zbyly supernatant

- kpeleté DNA pridat 150 ul TE (v pfipadé, Ze je potfeba vyssikoncentrace DNA, 1ze objem zmenS§it az na
objem 30 pul)

- nechat inkubovat po dobu 5 min pii RT (déle v ptipad€ pouziti mensiho objemu TE)
- kratce vortexovat
- zkumavku zcentrifugovat pfi 13 tis. ot/min po dobu 2 min
- odebrat supernatant do nové 1,5 ml zkumavky
(v ptipad¢, Ze je pro dal$i postup vyzadovana jednofetézcova DNA
- inkubace pii 80°C po dobu 5 min
- kratce vortexovat a zcentrifugovat

- DNA ulozit do krabi¢ky v mrazicimboxu

Priloha 2: Protokol izolace genomové DNA z plné krve (Genomic DNA Mini Kit).

Izolace genomové DNA z pIné krve (Genomic DNA Mini Kit)
Pouzité zkratky:
RT - pokojova teplota

x g =rcf (relativni odstfediva sila)

Reagencie a jejich skladovani:

96% ethanol - skladuje se v lednici. Zasobniroztok se skladuje pii RT.
GT Buffer - skladuje se pii RT.

W1 Buffer - skladuje se pfi RT.

Wash Buffer - dle navodu vyrobce se ke koncentratu Wash Buffer ptida 100 ml 96% etanolu, skladuje se pfi
RT.

Elution Buffer - skladuje se pfi RT, pfed kazdy m pouZzitim vytemperovat pozadovany objemna 60°C.

RBC Lysis Buffer - skladuje se pti RT.

Spotfebni material:

GD Column — kolonky, jsou sou¢asti kitu, skladuji se pti RT.
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2 ml Collection Tube — sbémé zkumavky bez vi¢ka, jsou soudasti kitu, skladuji se pti RT.
1,5 ml mikrozkumavky — nejsou sougasti kitu, skladuji se pti RT (SK47, SK71).

Spicky a rukavice

Pracovni postup:

- napipetovat 300 pl plné krve do oznac¢ené 1,5 ml mikrozkumavky

- ptidat 900 pl RBC Lysis Buffer, promichat pfevracenim v ruce NEVORTEXOVAT!!!)
- inkubovat 10 min. pfi RT

- centrifugovat 5 min. pfi 3000 x g (rpm) GL07, odstranit supernatant, ponechat peletu
- piidat 100 ul RBC Lysis Buffer a resuspendovat peletu

- ptidat 200 ul GB Buffer, zvortexovat a kratce stocit

-inkubovat 10 — 15 min. v termostatu pii 60°C, ly zit je projasnény

- béhem inkubace pfevratit zkumavku kazdé 3 min.

- pridat 200 pl 96% etanolu (je v lednici)

- vortexovat 10 s, kratce centrifugovat (stolni centrifuga)

- ptelit nebo piepipetovat obsah mikrozkumavky (lyzat) na kolonku (GD Column), kterd je vlozena do Cisté
sbémé zkumavky (2 ml Collection Tube)

- kolonku se sbémou zkumavkou centrifugovat pii 14 - 16 tis. xg po dobu 5 min.

- pfendat kolonku do nové sbémé zkumavky a pouzitou sbérnou zkumavku s tekutinou vyhodit
- na kolonku napipetovat 400 ul W1 Buffer

- kolonku se sbémou zkumavkou centrifugovat pii 14 - 16 tis. xg/ 30 s

- ze sbémé zkumavky vylit tekutinu a kolonku do ni vratit

- na kolonku ptidat 600 pl Wash Buffer

- kolonku se sbémou zkumavkou centrifugovat pii 14 - 16 tis. xg/ 30 s

- ze sbémé zkumavky vylit tekutinu a kolonku do ni vratit

- ,,suchou® kolonku se sbérmou zkumavkou zcentrifugovat pfi 14 - 16 tis. x g po dobu 3 min.

- zkontrolovat kolonku zda je suché, pokud ne - opakovat ptede§lou centrifugaci, dokud kolonka nebude tpIné
sucha
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- suchou kolonku pfesunout do pfipravené ¢isté 1,5 ml mikro zkumavky fadné oznacené Stitkem
(jméno a p¥ijmeni klienta, rodné ¢&islo, LIC vzorku, datum izo lace, inicidly toho, kdo izolaci
provedl)

- pfimo na filtr kolonky pfidat 100 pl Elution Buffer (vytemperovaného na 60°C)

- inkubovat nejméné 3 min. pti RT

- kolonku s oznac¢enou 1,5 ml mikro zkumavkou zcentrifugovat pfi 14 - 16 tis. xg po dobu 30's
- zmétit koncentraci DNA dle PP2 GL 001 C Mg¢feni koncentrace nukleovych kyselin.

- DNA ulozit do lednice pro pozdé&j$ipouziti (max. 24 hodin) nebo do mraziciho boxu (-20°C),

ve kterém je DNA archivovana (plastova krabi¢ka s napisem DNA v zorky).
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