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Hereditarni trombofilie — jeden z modelli molekularni mediciny
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SOUHRN

Trombotické komplikace jsou multifaktorialni povahy a na jejich vzniku se podileji jak dédi¢né, tak ziskané rizikove
faktory. Nyni jsou jiz znamy mnohé genetické abnormality, které se podileji na zvySeném riziku trombofilie. Jejich
kombinace — pfitomnost vice nez jednoho rizikového faktoru — zvySuji riziko jesté vyznamnéji. Proces hemostazy
vyzaduje rovnovazny stav mezi prokoagula¢nimi a antikoagulac¢nimi faktory. Prvnimi popsanymi genetickymi protrombo-
tickymi rizikovymi faktory byly deficity pfirozené se vyskytujicich antikoagulaénich proteind, antitrombinu I, proteinu
C a proteinu S, které vS8ak patfi mezi vzacnéjsi rizikové faktory, s vyraznou genetickou heterogenitou. V sou¢asné dobé
se pozornost obraci spiSe k relativné ¢asto se vyskytujicim polymorfismim, jako jsou faktor V-Leiden a protrombinova
mutace FIIG20210A, které vyrazné ovliviuji riziko trombdzy. Hemostaticky systém se nyni intenzivné studuje a jsou
popisovany dalsi polymorfismy. Souéasnou vyzvou je proto ,translace” vyzkumnych poznatkd ku prospéchu pacient
s trombotickymi komplikacemi adekvatnim vyuzitim téchto dat v klinické praxi.
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SUMMARY

Rausova E., Hadacova |., Macek M.: Hereditary Thrombophilia: One of the Models of Molecular Medicine
Thrombotic comlications are multifactorial disorders, with both hereditary and acquired risk factors. It is now clear that
there are many genetic abnormalities that have an impact on increased risk of thrombophilia, and the cummulative
presence of more than 1 abnormality further increases the risk of thrombosis. In hemostasis, there is a balance between
procoagulant factors and natural anticoagulant proteins. The first genetic thrombotic disorders described were defi-
ciencies of the natural anticoagulants, such as antithrombin, protein C, and protein S, but these abnormalities are rare,
and are caused by many different mutations. More recently, single alleles that are relatively common in the general
population have been described in procoagulant factors, such as factor V-Leiden and prothrombin mutation FIl G20210A
have an impact on increased risk for venous thrombosis. As more scientific scrutiny has been focused on the hemosta-
tic system, further polymorphisms have been described. Thus, the current challenge is to transform this knowledge into
the benefit for thrombophilic patients.
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Uvod

V klinické mediciné 20. stoleti bylo genetické testo-
vani vyuzivano dosud spiSe sporadicky, a to pfevazné
pro diagnostiku monogennich chorob. Nyné&;jsi rychly roz-
voj védeckého poznani — v navaznosti na ohlaSeni do-
konceni projektu sekvenace lidského genomu konsor-
ciem Human Genome Project v roce 2000 a nasledny
nastup tzv. postgenomické mediciny — umozni léka-
fim vSech obord vyuzit tyto poznatky v kazdodenni
praxi(1).

Hereditarni trombofilie — vrozené rizikové faktory maji
podil na vzniku trombdzy ve vendznim nizkotlakém fe-
Cisti s naslednou trombembolickou chorobou. Nékteré
z nich maji souvislost se vznikem trombotickych kom-
plikaci v arterialnim systému a se vznikem tého-
tenskych komplikaci — opakovanych spontannich po-
trath ve 2. trimestru gravidity, porod{i mrtvych plodi
bez jiné vyvolavajici pficiny, tézké intrauterinni ristove
retardace plodu, preeklampsie a abrupce placenty.

Ziskané rizikové faktory (tab. 1) se podileji na vzni-
ku trombofilnich komplikaci stejnou mérou jako heredi-
tarni (tab. 2). Trombofilie tak vytvari vhodny model multi-
faktorialni patogeneze chorob cévniho systému. Cilem

tohoto pfehledného ¢lanku je proto poskytnout struény
souhrn informaci o hereditarni trombofilii Iékafim a ji-
nym odbornym pracovnikiim ve zdravotnictvi.

Table 1. Acquired risk factors

Antiphospholipid syndrome, Lupus anticoagulant

Chronic systemic inflammatory disorders

Nephrotic syndrome

TTP, PNH

Sepsis, DIC

Trauma

Surgery

Central venous line

Pregnancy

Oral contraceptives

Hormone therapy

Malignancy

Age

Obesity

Hyperhomocysteinemia
Used abbreviations: TTP — thrombotic thrombocytopenic purpura,
PNH — paroxysomal nocturnal haemoglobinuria, DIC — dissemina-
ted intravascular coagulation.
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Table 2. Hereditary risk factors

Polymorphism/mutation Phenotype Association Association
with venous with arterial
thrombosis thrombosis

Coagulation and anticoagulation proteins

Factor V Leiden: 1691G - A(Arg506Gin)* APC resistance risk factor possible

Factor V Cambridge: Arg 306Thr APC resistance insignificant insignificant

Factor V Hong Kong: Arg306Gly APC resistance insignificant insignificant

Factor V HR2 haplotype APC resistance insignificant insignificant

Thrombomodulin 1418C - T(Ala455Val) proliferation varicose transformation  possible

Thrombomodulin 33G - A in association with Ala455Val

EPCR 23 bp insertion in exon 3 loss of the function insignificant insignificant

Mutation in the gene for protein C* level/func. PC risk factor insignificant

Mutation in the gene for protein S* level/func. PS risk factor insignificant

Mutation in the gene for ATIII* level/func. ATIII risk factor insignificant

Prothrombin 20210G - A* elevated FlI risk factor possible

Fibrinogen-148C - T in the BB promoter elevated fibrinogen insignificant insignificant

Fibrinogen 455G - A in the BB elevated fibrinogen insignificant insignificant

Factor VII Arg353Gin low FVII insignificant protective

Factor VIl H7H7 low FVII insignificant protective

Factor XlII A subunit Val34Leu enhanced activity protective protective

Fibrinolysis

PAI-1 4G/5G del/ins elevated PAI-1 possible possible

Plasminogen Ala600Thr reduced activity unknown unknown

Plasminogen, Ser572Pro reduced level unknown unknown

TPA-7351C/T elevated TPA unknown possible

TAFI 1542C - G; 505G - A low TAFI insignificant possible

Metabolism of homocysteine

Cystathionine beta-synthase 833C = T homocysteinemia insignificant insignificant

Cystathionine beta-synthase ins 68 bp homocysteinemia insignificant insignificant

MTHFR 677C - T homocysteinemia insignificant insignificant

MTHFR 1298A - C homocysteinemia insignificant insignificant

Platelet surface antigens

GP Ill Leu 33Pro enhanced activation unknown unknown

GP Iba VNTR unknown unknown unknown

GP Iba 3550C -~ T unknown unknown unknown

GP la/lla a2 1498A - G elevated antigen unknown unknown

Thrombin receptor PAR-1 5061 — D unknown protective unknown

Used abbreviations: G — guanine, A — adenine, C — cytosine, T — thymine, Arg — arginine, GIn — glutamine, Thr — threonine, Gly — glycine,
Ala — alanine, Val — valine, APC — activated protein C, EPCR — endothelial cell protein C receptor, FIl — factor I, prothrombin, FXIII — factor
FXIIl, FVII — factor FVII, homocysteine, VNTR — variable nucleotide tandem repeat, PAI-1 — Plasminogen-activator inhibitor-1, TPA —
Tissue-Type plasminogen activator, TAFI — thrombin activatable fibrinolysis inhibitor, MTHFR — methylenetetrahydrofolate reductase,
GP — glycoprotein, PAR-1 — protease-activated receptor-1, func. — function.

*Important risk factors.
Risk factors with unknown or small importance.

Fyziologie hemostazy

PFi poruSeni cévni stény vznika béhem nékolika mi-
nut primarni destickova zatka. Tato zatka je kfehka
a rozpusti se, pokud neni zpevnéna fibrinovou siti. Nor-
malni tvorba destiCkové zatky je zavisla na dostatec-
ném poctu a funkci krevnich desticek. Koagulaéni sys-
tém je zodpovédny za tvorbu fibrinové sité, ktera stabi-
lizuje destickovou zatku a pfeméni ji na pevné koagu-
lum. Pfi poSkozeni cévni stény pfichazi krev do kon-
taktu s tkanovym faktorem (TF). Faktor VII (FVII) se

vaze na TF a tim se aktivuje. Komplex FVII-TF aktivu-
je F IX a X. Tato cesta se nazyva zevni koagulacni sys-
tém. Vnitfni koagulaéni systém je pro hemostazu in vi-
vo méne dulezity. Tato cesta je zahajena kontaktem
s cizim povrchem, coz vede k aktivaci FXII. FXII akti-
vuje F Xl a ten déale FIX. Dalsi faze koagulace je pro
obé cesty spole¢na. FIX a FX pfeméni Fll (protrombin)
na jeho aktivni formu trombin. Trombin aktivuje zpétné
FXI a soucasné FV a FVIII, ty jsou pak akceleratory
FIX a FX.Tato faze vede ke vzniku dostate¢ného mnoz-
stvi trombinu, ktery je odpovédny za pfeménu fibrino-
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genu na fibrin. Definitivni fibrinové koagulum pak vzni-
ka pusobenim FXIII, ten je rovnéz aktivovan trombi-
nem. K aktivaci faktoru Il, VII, IX a X dochazi na povr-
chu desti¢ek za pfitomnosti Ca?* iontd a tim je koagu-
lagni proces situovan prave do mista poranéni. Trombin
je klicovy hemostaticky protein. Pfemériuje fibrinogen
na fibrin, aktivuje koagulaéni faktory a vyznamné se
podili na aktivaci desticek.

Na povrchu endotelu se trombin vaze na trombo-
modulin, ¢imz se Ucastni aktivace koagula¢niho inhibi-
toru — proteinu C (2).

Soucasné s aktivaci koagulaéniho systému se ak-
koagulaéni inhibitor, jeho aktivita je zamérena proti akti-
vovanym faktordm X, trombinu a také F XII, XI a IX.
Reakce je urychlovana v pfitomnosti heparinu. DalS$imi
dulezitymi inhibitory jsou protein C a protein S. Protein
C je aktivovan komplexem trombin-trombomodulin na
povrchu endotelu a inhibuje faktory Va a VI, protein
S pusobi jako kofaktor proteinu C. Inhibitor zevni cesty
koagulace (extrinsic pathway inhibitor — EPI) vytvari
komplex s FX, ktery pak efektivné inhibuje komplex
TF-FVII a tim brani aktivaci koagulace. Fibrinolyticky
systém Stépi vzniklé fibrinové koagulum za vzniku fib-
rin degradacnich produktud. Aktivatory fibrinolyzy pre-
ménuji neaktivni plazminogen na aktivni plazmin. Této
aktivaci brani inhibitory fibrinolyzy. K fibrinolytickym akti-
vatorlim patfi tkafnovy aktivator plazminogenu (t-PA)
a urokinaza (u-PA). Pro inhibici fibrinolyzy jsou dilezité
a-2-antiplazmin, tkanové inhibitory aktivatoru plazmi-
nogenu (PAI-1, PAI-2 ) a trombinem aktivovany inhibi-
tor fibrinolyzy (TAFI) (3).

Zvysene riziko trombdzy je zpUsobeno abnormali-
tami vaskularniho systému, komponenty koagulaéni
kaskady i rheologickymi mechanismy krve (Virchowo-
va trias). Nyni se toto témér 150 let znamé paradigma
tfisti, a to zasluhou asociac¢nich studii na — soucasny-
mi technikami dosud nestanovitelnou — kombinaci zis-
kanych a genetickych rizikovych variant, které posti-
huji uvedené zakladni mechanismy. U kazdého jedince
se v momentu vzniku trombotické komplikace uplat-
fuji unikatni, vzajemné se potencujici kombinace zis-
kanych a dédi¢nych rizikovych faktor(l. Nékteré riziko-
vé faktory jsou vzhledem k prokazatelnému efektu na
individualni rizika trombo6zy bézné stanovovany mole-
kularné genetickymi, hemokoagulaénimi nebo bioche-
mickymi laboratofemi; zavedeni jinych do klinické pra-
xe dosud narazi na vyraznou variabilitu vysledkl aso-
ciaCnich studii. Z hlediska miry zvySeného rizika
trombozy — ve vztahu s jednotlivymi rizikovymi faktory
— jsou jejich rozdilné zavéry dany predevsSim rozdily
v populacénich frekvencich mezi jednotlivymi etnicky-
mi a geografickymi celky studovanych populaci, veli-
kosti studovanych populaénich vzork(, pfitomnosti
ostatnich rizikovych faktord, napf. koufeni, hyperten-
ze, obezity, diabetu a hladin lipid( a variabilitou defino-
vani fenotypu trombofilie. Dosud byly identifikovany de-
sitky polymorfismu, které se liSi v prediktivni hodnoté
testu, v moznostech podle vysledku vySetfeni sméro-
vat prevenci Ci terapii a v osobnich a sociélnich dopa-
dech vysetieni (4).

Klasifikace hereditarni trombofilie

1. Rizikové faktory s prokdzanym vlivem na rozvoj
trombembolické choroby
Mutace FV-Leiden

Mutace v genu pro koagula¢ni faktor V lokalizova-
ném na chromosomu 1923, ktery kdduje kli€ovy enzym
hemostazy, proakcelerin — mutace FV-Leiden byla po-
psana v roce 1993 Dahlbackem u pacientu s rezistenci
k aktivovanému proteinu C (5, 6). Mutace je bodova, na
pozici 1691 dochazi k zaméné baze guaninu za adenin,
coz vede k zdméné aminokyseliny na vysoce konzervo-
vaném Stépném misté pro protein C (arginin za gluta-
min, R506Q). Popula¢ni frekvence této mutace u nese-
lektované populace ¢eskych novorozencl byla stano-
vena 5%. Tato frekvence odpovida evropskému etniku.
Vznika mirny hyperkoagula¢ni stav, dany prodlouzenym
plsobenim aktivovaného faktoru Va. Screeningovy test
APC rezistence, s diluci pacientovy plazmy ve faktor
V deficitni plazmé, zachyti vice nez 95 % jedincd, u kte-
rych nasledné specifickym molekularné genetickym vy-
Setfenim prokazeme nosicstvi Leidenské mutace (7, 8).
Molekularné genetického vysetieni je v ramci CR do-
stupné ve vice nez 14 laboratofich (Udaje Narodni refe-
rencni laboratofe pro DNA diagnostiku:
http://www.uhkt.cz/lab_a_vysetreni/nr_lab_dna_diag).

Protrombinova mutace FIIG20210A

Protrombinova mutace Fll G20210A v genu pro fak-
tor Il, protrombin lokalizovany na chromosomu 11p11-
-q12 byla identifikovana Poortem v roce 1996 (9). Mu-
tace se nachazi ve 3’ netranslatované oblasti genu. Patfi
mezi gain-of-function mutace (mutace zisku funkce)
zvySujici efektivitu Stépeni pre-mRNA; nasledné dochazi
k akumulaci mRNA a jeji translaci do podoby koagu-
la¢niho proteinu (10). Frekvence této mutace u skupiny
¢eskych novorozenct byla 1,5%. Screeningovy test pou-
hym stanovenim aktivity koagulaéniho faktoru Il neni
dostate¢ny vzhledem k pouze mirné elevaci protrombi-
nu vyzadujici specifické stanoveni hladiny, které neni
v ramci hemokoagulacnich laboratofi bézné dostupné.
Tato mutace je detekovatelna molekularné geneticky-
mi metodami a je soucasti rutinniho screeningového pa-
nelu 14 laboratofi v CR (Udaje Narodni referenéni labo-
ratofe pro DNA diagnostiku).

Deficity pfirozené se vyskytujicich antikoagulac¢nich
proteint C, S a AT Il jsou po genetické strance vyso-
ce heterogenni, viz databaze mutaci v téchto genech
(dostupné na:
http://www.uwcm.ac.uk/uwem/mg/hgmd0.html). Tyto
trombofilni poruchy jsou autosomalné dominantné dé-
di¢né. Jejich stanoveni je mozné hemokoagula¢nimi me-
todami zalozenymi na méfeni hladiny pfislusného anti-
genu nebo jeho funkéni aktivity.

Deficit proteinu C

Protein C je vitamin K — dependentni serinova pro-
teindza inhibujici koagula¢ni systém inaktivaci faktoru
Va a Vllla. Rozlisuji se 2 typy toho deficitu. Typ | — sni-
zena hladina proteinu C a vzacny typ Il — normalini hla-
diny, snizena funkéni aktivita. Vyskytuje se v obecné
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populaci u 0,2-0,4 %. Gen kodujici protein C je lokali-
zovan na chromosomu 2q13-q14. Pravidelné aktuali-
zovana databaze mutaci v tomto genu obsahuje 232
mutaci v proteinu C a potvrzuje zna¢nou genetickou he-
terogenitu s vyskytem unikatnich mutaci v jednotlivych
rodinach. Genetickym vy$etfenim se v CR zabyva
Ustav hematologie a krevni transfuze (11, 12).

Deficit proteinu S

Protein S je vitamin K dependentni kofaktor protei-
nu C. Za normalnich okolnosti je 70 % proteinu
S v plazmé vazano na C4BP, koagulacné aktivni je je-
ho volna frakce. RozliSujeme 3. typy deficitu:
Typ |.— snizeni antigenu proteinu S i jeho volné slozky.

Typ Il. — dysfunkéni protein s normalni plazmatickou
hladinou.
Typ lll. — snizena hladina volného proteinu S. Vyskytu-

je se v obecné populaci mezi 0,1-1 % jedincl. Gen
pro protein S je lokalizovany na chromosomu 3p11.1-
-q11.2. Mutace jsou unikatni pro jednotlivé rodiny.
Dosud bylo popsano 157 mutaci. Genetickym vy-
Setfenim zabyva Ustav hematologie a krevni transfu-
ze (www.uhkt.cz) (13).

Deficit antitrombinu Il
Protein inaktivuje serinové proteazy Xla, IXa, Xa
a trombin jejich pfimou vazbou. Heparin tuto reakci zvy-
Suje asi 1000krat. Vyskytuje se u 0,02 % jedincll. Roz-
liSujeme 2. typy:
Typ I. — snizeni syntézy antitrombinu.
Typ Il. — normalni hladiny dysfunkéniho proteinu, ktery
se rozdéluje do dvou podtypu:
1. RS typ — s mutaci v protrombinu, ktera vede k je-
ho dysfunkci v jeho reaktivnim misté (RS).
2. HBS typ — s mutaci, ktera negativné ovliviiuje
vazbu antitrombinu s heparinem.
Typ Ill. se uplatiiuje pfi nedostate¢né odpovédi na he-
parin, chybi receptor pro heparin, hladina i ostatni funk-
ce AT Ill je normalni. Mutaci v tomto genu bylo dosud
popsano 156 (14).

2. Polymorfismy a mutace s mensim nebo spornym vii-
vem na mechanismy hemokoagulace a aterosklerozy

V genu pro faktor V byly kromé jiz zminéné mutace
FV-Leiden popsany mutace s minimalnim klinickym do-
padem a nizkou popula¢ni frekvenci. Faktor V Cambrid-
ge (Arg306Thr), faktor V Hong Kong (Arg306Gly) a Fak-
tor V HR2 haplotyp vedou k mirné APC rezistenci. VSech-
ny tyto molekularné definované rizikove faktory Ize za-
chytit screeningovym testem APC-rezistence. Moleku-
larnégenetické vySetieni neni v ramci CR k dispozici
(15-18).

Trombomodulin je membranovy antikoagulaéni pro-
tein s kofaktorovou funkci v trombinem zprostfedkované
aktivaci proteinu C. Polymorfismus v genu pro trombo-
modulin 1418C - T (Ala 455 Val) a promotorovy poly-
morfismus — 33G - A, ktery je s pfedchozim ve vaz-
bé ovliviuji varikdzni pfestavbu zil a mirné zvysuji rizi-
ko arterialni trombdzy (19). EPCR je transmembranovy
receptor pro protein C s vysokou expresi v endotelu vel-
kych cév. Nasledkem vlozeni 23bp v exonu 3 genu pro

EPCR vznika protein postradajici extracelularni trans-
membranovou doménu a cytoplazmaticky konec, coz
vede ke snizenému antikoagulaénimu vlivu proteinu C.
Klinicky efekt je snad vyznamnéjsi u arterialni trombo-
zy, nicméné celkove je dosud vzhledem k nedostatku
dat povazovany za nevyznamny (20).

Polymorfismy v genu pro beta-fibrinogen byly spo-
jovany se zvySenymi hladinami fibrinogenu a koronar-
ni chorobou. Zaména G — A na pozici—455 promoteru
genu pro fibrinogen s frekvenci alely A 0.20 nebyla ne-
zavislym prediktorem ischemické choroby srdecni v Co-
penhagen City Heart Study (21). DalSi polymorfismus
v tomto genu je lokalizovan v sekvenci blizké IL-6. Sku-
pina pacientd s T/T genotypem méla vyssi index ate-
rosklerdzy karotid oproti C/C a C/T skupinam genoty-
pu. Tento genotyp byl spolu s apolipoproteinem B (odds
ratio [OR], 1.17/10 mg/dL), vékem (OR, 2.46/10 let),
spotfebou tabaku (OR, 1.03/1000 g), plazmatickou hla-
dinou fibrinogenu (OR, 1.05/10 mg/dL) a srde¢ni choro-
bou (OR, 1.80) nezavislym prediktorem aterosklerézy
(OR, 6.17) ve stfednim a vysokém véku (22).

Vysoka plazmaticka hladina koagulacni faktoru VII
je spojovana s ischemickou srde¢ni chorobou. Gene-
ticke rizikové faktory ovliviiujici hladinu faktoru VII, napf.
nosici polymorfismu v genu pro faktor VII Arg353Gin,
ktery vede ke snizeni jeho hladiny (FVlic, -20,7 %,
p < 0,001) i hladiny aktivovaného cirkulujiciho faktoru
VIl (FVlla, -32,7 %, p = 0,03), méli ve srovnani s ho-
mozygotnimi jedinci pro normalni alely Arg353/Arg353
az 0 72 % snizené riziko vzniku trombotickych kompli-
kaci pfi katetrizacnich vykonech na koronarnich arte-
riich (23). Pacienti s GIn 353/GIn 353 na obou alelach
a H7H7 genotypem maji snizené riziko infarktu myo-
kardu (OR 0,08 a 0,22). RR genotyp faktoru VIl na po-
zici 353 (Arg353/Arg353) je asociovan s nejvyssim ri-
zikem. Polymorfismy v hypervariabilni oblasti 4, kom-
binované H7H5 a HEH5 genotypy, byly spojovany s nej-
vys§imi riziky ve srovnani s H6H6, H6H7 a H7H7 ge-
notypy (24). Koagulaéni faktor XIll katalyzuje vzajem-
nou vazbu molekul fibrinu. Polymorfismus v podjednotce
A, ktery vede k zaméné aminokyseliny leucinu za va-
lin (FXIIA, Val34Leu), byl asociovan se snizenym rizi-
kem koronarni choroby. Nicméné v prospektivni studii
tento trend nebyl potvrzen. Frekvence genotypu FXIIIA
Leu34Leu u pacientl s plicnim trombembolismem byla
ve srovnani se zdravymi jedinci 4,5 % oproti 8,8 %,
(OR 0,5), coz potvrzuje protektivni vliv i pro trombo-
tické komplikace ve ven6znim fecisti (25, 26).

Poruchy ve fibrinolytické aktivité, jako je napf. zvy-
Sena hladina inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-I),
byly spojovany se zvySenym rizikem koronarni choro-
by a infarktu myokardu. Homozygotni 4G/4G alela ins/
del varianty promotoru PAI-I je nezavislym rizikovym
faktorem koronarni choroby. 4G/4G genotyp byl také
asociovan se zvySenym rizikem trombo6zy u pacient
s hlubokou zilni trombdézou v&etné idiopatické. (OR 2,85,
OR 3,1) PAI-1 4G/5G polymorfismus tak zfejmé zvy-
Suje trombotické riziko ovlivnénim exprese genu pro
PAI-1 (27, 28). Tkanovy aktivator plazminogenu (tissue
plasminogen activator — TPA) je primarnim mediatorem
intravaskularni fibrinolyzy. Uvolnéni TPA je ovlivnéno
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polymorfismem genu —7351C/T. TT genotyp byl nejsil-
néji asociovan s lakunarnim typem ischemické cévni
mozkové pfihody (OR 2,7) (29). Trombinem aktivova-
telny inhibitor fibrinolyzy (TAFI) snizuje vazbu plazmi-
nogenu na povrch fibrinu. Plazmaticke hladiny TAFI jsou
ovlivnény polymorfismy ve 3' netranslatované oblasti
genu pro TAFI (G505A a C1542G). ZvySena hladina Ag
TAFI byla asociovana se snizenim rizika infarktu myo-
kardu(OR 0,55). Pacienti s infarktem myokardu méli niz-
Si hladiny TAFI Ag a vySSi podil alel vedoucich ke sni-
zeni této hladiny (+1542C > G; 505G > A). Nejnizsi hla-
diny TAFI maji homozygoti pro +1542GG polymorfismus.
Kombinace genotypu 505AA a +1542CC byla pfitomna
u 13 pacientt s pediatrickou trombdzou s nejvyssi hla-
dinou TAFI. Tyto polymorfismy vSak v této sestavé ne-
predstavovaly zvySené riziko trombotické komplikace
(30, 31).

Vysoka hladina homocysteinu — hyperhomocystei-
némie — byla prokézana jako nezavisly rizikovy faktor
pro hlubokou zilni trombdzu, stejné jako pro arterialni
cévni trombotické a aterosklerotické zmény. Poly-
morfismy v genu pro metylentetrahydrofolatreduktazu
(MTHFR) 677 C - Ta 1298 A - C jsou soucasti rutin-
nich vySetfovacich panell ,trombofilnich mutaci*, acko-
liv u zdravého jedince s normalnim pfijmem vitaminu sku-
piny B je jejich efekt na celkové trombofilni riziko za nor-
malnich okolnosti maly. Termolabilni varianta enzymu
MTHFR vznikla nasledkem mutace (677C - T) v ho-
mozygotni formé — mutace je pfitomna na obou alelach
genu, byla asociovana s mirné zvySenymi hladinami ho-
mocysteinu; u populaci kavkazského plvodu byla popsa-
numezi5 a 15 %. Je spojovana s pred¢asnou ateroskle-
rézou a cévnimi téhotenskymi komplikacemi. Tyto nale-
zy vSak nebyly potvrzeny metaanalyzou dat (36). Za-
kladnim screeningovym testem, ktery pfedchazi mole-
kularné genetické vySetfeni, by tak mélo byt stanoveni
hladiny homocysteinu, popf. hladin kyseliny listove a vi-
taminu B, ,. Mutace v genu kodujicim enzym cystathio-
ninbetasyntazu vedou v homozygotnim stavu k homo-
cystinurii, metabolické vadé spojené extrémni elevaci
hladin homocysteinu s vlivem na pfed¢asné tromboticke
komplikace a defekty pojivové tkané a kostnim abnormi-
tam. Mutace 833T - C a ins 68 bp v genu pro cystathio-
ninbetasyntazu byly v heterozygotnim stavu také aso-
ciovany s mirnou elevaci homocysteinu a mohou pred-
stavovat riziko pro vaskularni chorobu (32-35).

V genu pro destickovy glykoprotein llla se zhruba
u 15 % kavkazské populace nachazi ¢asta mutace ve-
douci k zaméné prolinu za leucin na pozici 33
(Leu33Pro). Tato mutace zfejmé zvySuije citlivost k ak-
tivaci destiCek a snizuje antiagrega¢ni odpovéed na aspi-
rin (39). Normalni alela s leucinem na pozici 33 je ozna-
Covana PLA' (HPA-1a), mutovana s prolinem na pozici
33 PL2 (HPA-1b). Homozygoti pro tuto mutaci PLA% PLA2
maji zvysené riziko postransfuzni purpury a neonatalni
trombocytopenie. Alela PL*? byla také asociovana
s vySS8im rizikem koronarni choroby: ve skupiné paci-
entd s PL*?polymorfismem bylo (OR 2,8) s jesté silngj-
$im vlivem u jedinct mladsich 60 let (OR 6,2) (37, 38).

V genech kédujich nékteré dalsi destiCkove povrcho-
vé antigeny byly v posledni dobé nékterymi studiemi

asociovany se zvySenym rizikem koronarni choroby
a predcasné aterosklerozy dalsi polymorfismy. VNTR 39
bp polymorfismus v genu pro GP Iba, polymorfismus
3550C - T vedouci k zaméné Thr145Met, zaména 807C
- T v genu pro a2 peptid GP la/lla a polymorfismus na
pozici 1648A — G v genu pro a2 peptid GP la/lll. DalSi
studie jsou v8ak nutné k ovéfeni jejich efektu. Tri poly-
morfismy v genu pro receptor 1 aktivovany proteazami
byly pfedmétem studie velké skupiny pacientl s trom-
boembolismem (PATHROS). Dva z nich byly v 5' regu-
laéni oblasti: zaména C — T na pozici 1426 (—1426 C/T),
vloZeni 13-bp vlozeni —506 5'-CGGCCGC-GGGAAG-3'
(506 1I/D, kde | znagi vlozeni /inserci/ a D deleci). Treti
byl polymorfismus v oblasti intervening sequence (IVS)
A - T 14 pb pfed zacatkem exonu 2 (IVS-14 A/T). Dis-
tribuce téchto 3 polymorfism(i se véak u pacientl a kont-
rol neliila. Nicméné alela | byla u muzu protektivni (OR:
0,52). U homozygotu pro tento polymorfismus byla také
signifikantné snizena hladina protrombinovych fragmen-
1 1+2(40—-42).

Funkéni model klasifikace

Geneticka porucha mize byt zpdsobena tzv. muta-
cemi ztraty funkce (loss-of-function mutation) pfiroze-
nych antikoagula¢nich faktord, nebo naopak mutacemi
zisku — funkce (gain-of-function mutations) prokoagu-
lacnich faktord, abnormalitami vedoucimi ke snizené
fibrinolyze nebo ke snizeni destickové funkce spojené
s jejich zvySenou aktivaci. Mezi mutace ztraty funkce
patfi mutace vedouci k nedostate¢né hladiné nebo
k funkénim defektiim antikoagula¢nich protein(i — pro-
teinu C, proteinu S a antitrombinu lll. Mezi mutace zis-
ku funkce patfi napf. protrombinova FIIG20210A
a Leidenska mutace FV-L.

Hereditarni trombofilie v internich oborech

Kazuistika: 18letéa divka v prdbéhu nemocnicni lé¢-
by hemofilové sepse prodélala levostrannou ileofemo-
ralni trombozu. Pfi podrobném vySetfeni byla zjisténa
rezistence k aktivovanému proteinu C na podkladé no-
si¢stvi Leidenské mutace v heterozygotni konstituci,
v akutnim stadiu rovnéz snizena aktivita proteinu
S (38 %) a hrani¢ni hodnota proteinu C (67 %), pozitiv-
ni byly antikardiolipinové protilatky ve tfidé 1gG. Pa-
cientka byla Ié¢ena nizkomolekularnim heparinem, za
hospitalizace byla pfevedena na warfarin, na kterém je
celkové 3 roky; pfi kontrolni dopplerovské sonografii
zjiSténa patrna rekanalizace, terapie ukon¢ena. Pacient-
ka byla ponechana na pouze na terapii Vessel Due.
V kontrolnich odbérech byla aktivita proteinu S jiz nor-
malni, protein C zUstal pfi doIni hranici normy (61 %).
U pacientky je patrny rozvoj posttrombotického synd-
romu — veneektazie v levém tfisle a podbfisSku. Pacient-
ka je trvale na antikoagulaéni [é¢bé vzhledem ke zjis-
téné kombinaci rizikovych faktort.

Trombembolické choroba (HZT — hluboka Zilni trombé-
za a PE — plicni embolie) s incidenci pfesahujici 1 na
1000 obyvatel je treti nejcastéjsi kardiovaskularni one-
mocnéni. Ma tendenci k rekurenci pfiblizné u 1/3 pa-
cientl. Za nezavislé prediktory jeji rekurence jsou po-
vazovany vysSi vék, obezita, neoplazma a imobiliza-
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ce. U tretiny pacientd se do 20 let od primarni trombdzy
vyvine posttromboticky syndrom (44). U této indikacni
skupiny pacientt prokazujeme mutaci FV-Leiden u 20 %
pacientd, a az u 40 % pacientl s rekurentni nebo fami-
liarni formou trombembolismu. Pfitomnost mutace FV-
-Leiden v heterozygotnim stavu — mutace pfitomna na
jedné alele genu zvysuje celozivotné 8krat riziko hlubo-
ké trombdzy; v homozygotnim stavu je mutace pfitom-
na na obou alelach genu dokonce az 80krat (45).
Protrombinovou mutaci detekujeme témér u 7-16 %
jedincli s ven6znim trombembolismem. Riziko spojené
s vyskytem této mutace v heterozygotni konstituci od-
povida asi 2-5nasobnému navyseni rizika. Oba riziko-
vé faktory vykazuji multiplikativni efekt na riziko trombo-
tickych komplikaci ve spojeni s ostatnimi rizikovymi
faktory.

Deficity antikoagula¢nich proteind prokazujeme asi
u 8-13 % pacientll s ven6znim trombembolismem. Vy-
Setfeni je vhodné opakovat s odstupem od akutniho stavu
pred definitivnim uzavienim diagnézy hereditarniho de-
ficitu proteinu C, proteinu S a antitrombinu lll. Nej¢ast§ji
jsou detekovany deficity proteinu C ve 3,7—4,8 % a pro-
teinu S u 2,3-4,3 %. U homozygotl pro protein C vzni-
ka fatalni neonatalni purpura fulminans.

Méné cCasty deficit AT Il 1. typu je z pohledu aso-
ciovaného navyseni rizika nejvyznamnéjSim rizikovym
faktorem a nachazime ho u 1,9-4,3 % pacientl. Rizi-
ko vzniku trombdzy/rok u heterozygotl pro deficit AT
Il je 0,87—1,6 %, zatimco u nosi¢l mutace FV-Leiden
odpovida 0,25-0,45 %. U protrombinové mutace je uda-
vano riziko 0,55 %, u deficitu proteinu C mezi 0,43 az
0,72 % a u proteinu S mezi 0,5-1,65 % (46).

Hereditarni trombofilie v gynekologii a porodnictvi

Kazuistika z praxe ambulantniho gynekologa: 33le-
ta pacientka zjistuje téhotenstvi a navstévuje ambu-
lanci svého gynekologa v ramci vstupniho vySetreni.
V jeji osobni anamnéze se objevuje udaj o epizodé hlu-
boké Zilni trombdzy pred 5 lety, v dobé kdy pacientka
brala hormonalni antikoncepci. V rodinné anamnéze byl
nalezen udaj o epizodé hluboké Zilni trombdzy u mat-
ky pacientky v téhotenstvi a dale bylo jedno téhoten-
stvi matky zakon&eno porodem mrtvého plodu ve
30. tydnu gravidity. V ramci diferencialni diagnozy lé-
kaf zvazoval hereditarni trombofilii, jako pficinu téchto
komplikaci a odeslal krev pacientky do specializované
laboratofe ke screeningovému molekularné genetické-
mu vySetfeni mutace FV-Leiden a FIl — protrombin
G20210A. U pacientky bylo potvrzeno nosi¢stvi muta-
ce FV-Leiden — heterozygozita pro tuto mutaci (jako
u pfiblizné 6 % Stfedoevropanl) predisponujici
k trombotickym komplikacim. Na zékladé tohoto zjis-
téni a udaje o estrogen-related trombembolismu, byla
profylakticky zahajena subkutanni aplikace nizkomo-
lekularniho heparinu. Téhotenstvi probéhlo bez kompli-
kaci a pacientka se stala matkou zdravého ditéte naro-
zeného v terminu.

Hluboka Zilni trombdza v téhotenstvi je vétSinou lo-
kalizovana v levé ileofemoralni Zile. Incidence HZT/PE
v gravidité je 0,5-3,0 na 1000 téhotenstvi. Pacientky
s deficity PC, PS nebo antitrombinu Il maji az 8krat

vy8§i riziko HZT/PE. Nosi¢ky mutace FV-Leiden maiji
asi 16krat vysSi riziko, u nosi¢ek protrombinové muta-
ce FIl G20210A je riziko 10krat vyssi, u koinheritance
obou mutaci FV-Leiden a FIl G20210A je riziko az
100krat vysSi (47—49).

Hereditarni trombofilie zvySuije riziko téhotenske ztra-
ty, a to pfedevSim u pozdnich téhotenskych ztrat a po-
rod mrtvého plodu. Heterozygocie pro mutaci FV-Lei-
den dvojnasobné zvySuije riziko porodu mrtvého plodu
po 28. tydnu gestace, deficit antitrombinu 5,2krat, defi-
cit proteinu C 2,3krat a deficit proteinu S 3,3krat, u pa-
cientek s kombinovanymi hereditarnimi rizikovymi fak-
tory dokonce 14,3krat. Ve studii provedené Kupfermin-
cem byly pacientky s téhotenskymi komplikacemi —
preklampsii, intrauterinni rdstovou retardaci plodu,
abrupci placenty a porodem mrtvého plodu—v 52 % he-
terozygotky pro mutaci FV-Leiden, FIl G20210A nebo
homozygoty pro mutaci C677T v genu pro MTHFR oproti
17 % u kontrol (50, 51).

Screening hereditarni trombofilie
K zadoucimu snizeni incidence vSech trombofilnich

komplikaci, ke zlepSeni pfezivani a k prevenci rekurence

trombdzy je potfeba rizikové pacienty spravné rozpoz-
nat a adekvatné Iécit. K tomu ucelu byly odbornymi spo-
le€¢nostmi vypracovany doporucené postupy.

V ramci screeningového algoritmu vySetfeni here-
ditarni trombofilie, které se pouziva v soucasné dobg,
je po stanoveni aktivit antikoagulaénich proteind —
antitrombinu, proteinu C a proteinu S — doporuceno pro-
vedeni testu APC rezistence a v pfipadé jeho pozitivi-
ty doplnéni molekularné genetickym vySetfenim FV-
-Leiden a protrombinové mutace. VySetfeni poly-
morfism{ v metylentetrahydrofolatreduktaze je doporu-
¢eno pouze u pacientu s vysokou hladinou homocystei-
nu. U arterialni trombdzy prozatim muaze byt pfinosné
stanoveni hladiny fibrinogenu a homocysteinu, ale ne-
ni dosud doporucovano rutinni vySetfeni genetickych
rizikovych polymorfismd v genech zucastrujicich se
fibrinolyzy nebo tzv. destickovych polymorfismd.
Tento screening hereditarni trombofilie je doporucen:
a) u pacientd s rekurentnim trombembolismem;

b) u pacientt s plicni embolii ve véku pod 50 let;

€) u pacientu s idiopatickou hlubokou zilni trombézou
v jakémkoliv véku;

d) u pacientl s trombdzou v neobvyklé lokalizaci — Zilni
splavy, zily ve splanchnické oblasti, horni konceti-
ny;

e) u pacientl s trombembolii v jakémkoliv véku a s pfi-
buznym prvniho stupné, ktery prodélal HZT/PE ve
véku do 50 let;

f) u pacientek s HZT/PE ve vztahu k t&hotenstvi, Ses-
tinedéli, hormonalni antikoncepci;

g) u zen s nevysvétlitelnou téhotenskou ztratou ve Il
a lll. trimestru;

h) u asymtomatickych prvostupnovych pfibuznych pa-
cientll s potvrzenou hereditarni trombofilii po patfic-
né konzultaci.

Testovani je kontroverzni:

a) u mladych Zen, kufaCek s infarktem myokardu ve
véku do 50 let;
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b) u pacientl nad 50 let véku s prvni idiopatickou hlu-
bokou zZilni trombdzou bez nadorového onemocnéni
nebo centralniho Zilni katétru;

c) u pacientl s prvni epizodou HZT/PE ve vztahu k ta-
moxifenu nebo SERM (specificky modulator estro-
genového receptoru);

d) uvybranych Zen s nevysvétlitelnou tézkou preklam-
sii, abrupci placenty a téZkou intrauterinni rlistovou
retardaci plodu.

Testovani neni doporuéeno jako:

a) skreeningovy test v obecné nerizikové populaci;

b) rutinni test v téhotenstvi;

c) rutinni test pfed predpisem antikoncepce, hormo-
nalni terapie;

d) prenatalnitest, novorozenecky test, test u asympto-
matickych déti;

e) rutinni test u arterialni trombdzy.

Zaver

Z predchozich kapitol vyplyvaji nékteré obecné plat-
né vztahy mezi asociovanymi polymorfismy a vznikem
arterialni a vendzni trombdzy. Ukazuje se, ze vendzni
trombdza je nejsilngji asociovana s genetickymi poru-
chami, které poSkozuji funkci pfirozenych antikoagu-
lacnich protein(, diky hlavni roli venostazy pfi vzniku
vendzniho trombu. PFi vzniku aterosklerdzy, ktera je nej-
Castéji podkladem trombdzy v arterialnim Fecisti, se
uplatriuji mechanismy zahrnuijici dysregulaci v lipidovém
spektru a bunécné proliferace, takze genetické vlivy
ovliviujici jeji vznik jsou pravdépodobné komplexnéjsi
nez u venozni trombdzy. Nicméné vzhledem k tomu, ze
ateroskleréza postihuje pfedevsim vysokotlaké artérie,
je logicke, ze koagulaéni proteiny a desti¢koveé glykopro-
teiny hraji v tomto procesu vyznamnou ulohu.

K jiz popsanym polymorfismim stale pfibyvaji po-
lymorfismy s moznym efektem na rizika trombdzy.
V klinické praxi pouzivané rutinni screeningove diagnos-
tické panely hereditarni trombofilie vSak zahrnuji pou-
ze polymorfismy, u kterych cost-efektivita testu a kli-
nicky pfinos spliuji alespor zakladni pravidla eviden-
ce based medicine.

Molekularnégenetické vySetfeni vyuzivana rutinné
v CR Ize nalézt v databazi referenéni laboratofe pro DNA
diagnostiku na strankach Ustavu hematologie a krevni
transfuze:
(http://www.cz/lab_a_vysetreni/nr_lab_dna_diagn).

Na zakladé zadosti informovanych Iékafd, ktefi po-
drobné genetické vySetfeni budou schopni pfevadét do
zlepSeni terapeutického a preventivniho pfistupu k pa-
cientlim, budou v diagnostickych laboratofich zavadé-
ny metody umoznujici rychle a pfesné testovat simul-
tanné velké mnozstvi rizikovych polymorfismu. Tato oce-
kavani muaze splnit DNA ,chipova“ technologie s auto-
matizovanou interpretaci vysledk( indikujicimu Iékafi
nebo pacientlim z pfesné definovanych indika¢nich sku-
pin zalozena na metaanalyzach populacné specifickych
dat. Tato data vSak dosud nejsou k dispozici. Nicméng,
pfichod chipové technologie do klinické praxe je otaz-
kou pfistich let.
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