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Souhrn: Molekuldrné genetické metody pronikly do oblasti vySetfovani trombofilnich stava v 90. letech minulého stoleti s prvnimi ob-
jevy inhibitor(l koagulace - antitrombinu Il (AT IIl), proteinu C (PC) a proteinu S (PS). Velkého rozsiteni dosahly s objevem molekuldrni
pticiny APC rezistence v roce 1994 prof. Bertinou. V soucasné dobé je vyuzivana celd skupina molekularné genetickych marker( s jasné
prokdzanym rizikem trombofilie - mutace F V Leiden 506R/Q, mutace protrombinu (F II) 20210G/A, mutace metylentetrahydrofolat
reduktdzy (MTHFR) 677C/T v homozygotni formé, mutace inhibitoru plazminogen aktivatoru (PAI-1) 4G/5G, mutace jednotlivych inhi-
bitord koagulace a pak fada polymorfizmd, jejichzZ riziko je diskutovano - F Xl Val34leu, desti¢kové glykoproteiny, endotelidlni protein C
receptor a trombomodulin. Z metodologického hlediska jsou viechny metody postaveny na bazi polymerdzové fetézové reakce (PCR),
nicméné v posledni dobé prosly pfekotnym vyvojem, ktery umoznil zna¢né sniZenf jejich pracnosti. V sou¢asné dobé se pouZiva Stépeni
produktt PCR pomoci restrikénich endonukledz, real time PCR a také multiplex PCR metod. Druhou oblastf, kde se vyuZiva molekuldrné
genetickych metod, je studium patofyziologie jednotlivych procesti. Zde byl v posledni dobé ucinén nejvétsi pokrok na poli rezistence na
aktivovany protein C (APC rezistence). Ackoli se v 90. letech minulého stoleti podafilo jednoznaéné prokazat genetickou pt¥icinu APC
rezistence, stéle se nezdafilo vysvétlit klinickou réiznorodost exprese tohoto stavu. Obdobnad situace byla u protrombinové mutace, kde az
posledni vyzkumy nastinily mozny mechanizmus exprese genetickych zmén do samotného koagula¢niho mechanizmu. Z hlediska dalsiho
vyvoje molekuldrné genetickych metod je jasny p¥iklon ke komplexnimu porozuménf patofyziologickych stavii a odklon od hledénf jednot-
livych defektdl se stale mensim relativnim rizikem vzniku trombdzy.
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Molecular methods in thrombophilic states diagnostics

Summary: Molecular genetic methods passed into the field of investigation of thrombophilic states in 90th years of last century, along
with the first discoveries of coagulation inhibitors (AT IlI, protein C and protein S). They have acquired a widespread use above all with
the detection of the molecular basis of activated protein C (APC) resistance in 1994 by prof. Bertina. At the present time, a wide range
of molecular genetic markers, linked with a clearly documented increased risk of thrombophilia are adapted. They include mutations of
factor V Leiden 506R/Q, of protrombin 20210G/A, MTHFR 677C/T in homozygous form, mutation of PAI-1 4G/5G, mutations of dif-
ferent coagulation inhibitors and finally a range of polymorphisms with still not precisely defined increased risk for thrombophilia (F XIlI
Val34leu, platelets glycopeproteins, endothelial protein C receptor and trombomodulin). From the methodological viewpoint, all these
techniques are based on the principle polymerase chain reaction (PCR). In the last period of time, however there was a rapid evolution,
allowing a significant improvement in their laboriousness. Nowadays, splitting with the aid of restriction endonucleases, real time PCR or
allel specific primers for PCR. The second, where molecular genetic methods are currently under use, is pathophysiological investigation
of the single coagulation processes. Here, in a fact, most significant progress has been in the field of APC resistance made elucidation.
Although still in the 90th years of the past century the genetical cause of these coagulation disturbance was unequivocally documented its
clinically heterozygous appears not yet fully understood at the moment. Similarly, in prothrombin mutation, only the latest investigations
have outlined the probable mechanism of expression. Concerning the future evolution of molecular genetic methods, there can be ob-
served a clear cut tendency to better understanding the pathophysiologic cause of thrombophilia in comparison with the searching for
new coagulation defects which consecutively bear lesser a relative risk of thrombosis.
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Uvod

Molekuldrné genetické metody dovo-
luji objasnit genetické p¥iciny v tomto
ptipadé trombofilnich stavi. Jiz od sa-
motného pocatku diagnostiky trombo-
filnich stavd, ktery vychazel ze studia
rodin s vysokym vyskytem trombotic-
kych komplikaci, bylozftejmé, Ze se jednd
v fadé ptipadli o geneticky podminéné
hereditarni dominantné dédi¢né stavy.
Jiz u prvnich rodin s vyskytem deficitu
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AT lll byly popsédny genetické p¥iciny to-
hoto defektu. Takto bylo u AT III po-
psano na 150 pfi¢innych mutaci.
Molekuldrné genetické metody pro-
nikly do oblasti screeningového vyset-
fovani trombofilnich stavti v 90. letech
minulého stoleti s prvnimi objevy in-
hibitor koagulace (AT Ill, proteinu C
aproteinu S). Velkého rozsiteni dosahly
s objevem molekularni p¥ic¢iny APC re-
zistence v roce 1994 prof. Bertinou.

Pres veskeré rozsiteni téchto metod
byly v nasledujicich letech objevovany de-
fekty na molekuldrni drovni se stdle men-
$im rizikem pro vznik trombdzy, coz je
patrné z obr. 1. Pfesto aZ do konce minu-
[ého stoleti existovala jasna predstava, Ze
pouze zjistén{ veskerych genetickych pfi-
¢in trombofilie povede k celkovému ob-
jasnéni genetického rizika trombofilie.

V soucdasné dobé je patrny odklon od
této predstavy a stdle vétsi pozornost
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Obr. 1. Grafické vyjadreni prevalence a rizika jednotlivych trombofilnich defekti

s ¢asovym vyjadrenim doby objeveni [1].

je vénovédna objasnéni komplexn{ pa-
tofyziologie koagulace na molekuldrn{
drovni.

FV Leiden

Mezi bilou populaci je faktor V Lei-
den (faktor V 1691G-A) nejcastéjsi ge-
neticky defekt zplsobujici trombdzu
[1-6]. Mutace faktoru V byla poprvé
popsana v roce 1994 Bertinou a spolu-
pracovniky na univerzitnim pracovisti
v Leidenu [7], na zadkladé nélezu rezis-
tence na aktivovany protein C (APC),
ktera byla poprvé popsana v roce
1993 [8].
v bilé populaci mezi 2a 15% [1]. Hete-

Frekvence vyskytu kolisd

rozygotni forma faktoru V Leiden zvy-
Suje riziko trombdzy 3-8krat [1,9,10],
naproti tomu homozygotni postiZzen{
predstavuje az 80ndsobné riziko [11]
Zilnf trombézy.

FaktorV Leiden se vyskytuje u 20 % pa-
cientl s zilnf trombdzou [2,9] a u vice
nez 1/2 proband( u vybranych rodin
s trombofilii. To znamenad, Ze predsta-
vuje nejc¢astéjsi genetickou abnormalitu
u pacient(l s trombdzou.

Protrombin 20210A

Mutacev 3’-neptepisované oblasti pro-
trombinového genu v pozici 20210 G-A
je spojena se zvySenou hladinou pro-
trombinu a soudasné predstavuje zvy-
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Sené riziko vzniku trombdzy [12]. Tato
mutace byla popsana ve vysoké preva-
lenci (18%) v rodinadch s trombdézou
av 6,2% u pacientl s prvni trombé-
zou [12].

Mechanizmus pisobeni mutace v po-
zici 20210 G-A protrombinového genu
je vysvétlovan tim, Ze tato mutace pod-
mifiuje zvySeni hladiny protrombinu,
coz vede ke zvySeni rizika trombdzy
[12]. Vyskyt mutace v bilé populaci ko-
lisd okolo 2% s mnoha geografickymi
variacemi, pricemz vyskyt mutace je
vy83i v jizni nez v severni Evropé [13]. To
zplsobuje zna¢né rozdily mezi pracemi
udavajicimi vyskyt této mutace v popu-
laci a relativn{ riziko mutace pro vznik
trombdzy. Napt. v severni Evropé je vy-
skyt 2% (obdobné jako v ¢eské popu-
laci) [14] s relativnim rizikem okolo 2,
zatimco v katalanské oblasti Spanél-
ska je prevalence 6,5% [15] a relativni
riziko 2, coz predstavuje vice nez 6%
vsech trombotickych pfihod.

Hyperhomocysteinemie

Lehce zvysené hladiny homocysteinu
jsou spojeny se zvySenym rizikem trom-
bézy [16-18]. Dvé studie provddéné
na nerozdélené skupiné pacientli ukd-
zaly, Zze hladina 18,5 pmol/l u 5%
(resp. 10%) jedinct vede k dvojnédsob-
nému zvyseni rizika trombdzy [17-19].
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Z toho plyne, Ze hyperhomocysteine-
mie predstavuje 5-10% viech trombo-
tickych p¥ihod.
Hyperhomocysteinemie muZe vznik-
nout na zakladé genetickych nebo zis-
kanych dispozic [20]. Mezi ziskané
dispozice patii zejména nizky prijem
vitamind (B, B,,, kyseliny listové),
ktery vede ke zvySeni hladiny homo-
cysteinu [21,22]. Mezi genetické mi-
Zeme poditat velmi raritni deficit
cystathion-B-syntetdzy, jejiz homozy-
gotni forma predstavuje klasickou hy-
perhomocysteinemii s velmi vysokymi
hladinami [23], a naopak velmi ¢astou
variantu genu metyltetrahydrofoldtre-
duktdazy (MTHFR), kterd vede k termo-
labilni varianté enzymu s lehce zvy3e-
nou hladinou homocysteinu [24-26].
V soucasné dobé neni jednoznacné
stanovena pffma spojitost mezi varian-
tou MTHFR 677TT, zvySenou hladinou
homocysteinu a rizikem vzniku trom-

bézy [27].

Antitrombin Il

Familiarni deficit antitrombinu 11l po-
prvé popsal Egebergvroce 1965 [28-30].
Jiz tato prvni prace ukdzala, Ze defekt
antitrombinu Il je podstatné zavaz-
néjsi rizikovy faktor pro vznik trombdzy
nez defekty proteind C a S, pficemz
vétsina pacientli ma manifestaci klinic-
kych projevti do 25 let véku [29,31]. To
se netykd zmény heparinového vazeb-
ného mista, kterd se vyskytuje ¢asto,
ale v heterozygotni formé nepredsta-
vuje riziko [31].

Na zdkladé rozséhlé studie bylo sta-
noveno trombotické riziko deficitu an-
titrombinu Il jako 5ndsobné, coz vy-
chazi z 1,1% vyskytu deficitu ve skupiné
pacient( s zilni trombdzou oproti 0,2%
vyskytu v kontrolni skupiné [32]. Dalsi
prace uvadi vyskyt deficitu antitrom-
binu Il v rozmezi 1-0,5% [28]. Mezi
4 000 zdravymi darci byl deficit anti-
trombinu Il nalezenv0,02%[33]. Tato
data ukazuji, Ze defekt antitrombinu Il
je velmi raritnim postizenim, nicméné
je mozné konstatovat, Ze se jednd o vy-
soce rizikovy faktor pro vznik trombdzy,
coz je patrné ze srovndni prevalence
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tohoto defektu u pacient( s Zilni trom-
bézou a u zdravych darcd (1% oproti
0,02%), coz ukazuje na 50krat vyssi ri-
ziko u pacientl s deficitem antitrom-
binu Ill. | pFes toto vysoké riziko pred-
stavuje deficit antitrombinu Il pouze
1% vsech trombotickych stavd.

Z hlediska pFi¢in mohou byt defi-
city antitrombinu 11l klasifikovany do
2 skupin: vrozené a ziskané. Vrozené
deficity jsou charakterizovany snize-
nou hladinou antigenu antitrombinu
I1l, snizenou aktivitou antitrombinu
Il nebo kombinaci obou téchto para-
metr(. Tyto deficity maji pfic¢inu v dé-
di¢né poruse syntézy antitrombinu Il
nebo v syntéze mutantni molekuly an-
titrombinu. Poruchy jsou autozomalné
dominantné dédic¢né.

Vrozené deficity antitrombinu Il
jsou rozdéleny do dvou zakladnich
typt. Typ |, kvantitativni nedostatek
antitrombinu Ill, je charakterizovan
paralelnim snizenim aktivity i antigenu
antitrombinu lll. Porucha je tedy ve sni-
Zené rychlosti syntézy antitrombinu IlI.
Tento defekt ptedstavuje 80-90%
viech defektd antitrombinu Ill, p¥i-
¢emz hladiny antitrombinu Il jsou sni-
Zeny na 50-70% normalnich hodnot.
Typ Il, funkéni defekt antitrombinu 111,
je charakterizovan nesouladem mezi
koncentraci antigenu a funkéni akti-
vitou antitrombinu Ill. Hladina anti-
genu je tedy normalni, ale je porusena
funkénost molekul. Zde mdzeme zafa-
dit typy antitrombinu se sniZzenou afi-
nitou k heparinu (AT Il ,,Budapest”,
AT 11l ,Milano®, AT Ill ,Tokyo*), déle
typy se snizenou schopnosti inaktivace
serinovych protedz (AT Il ,Northwick
Park®, AT Il ,,Glasgow®) a také typy
s porusenou schopnosti vazby na he-
parin (AT lll ,Tours®, AT Il ,,Rouen).
Typ Ill je charakterizovan syntézou ab-
normélnich molekul antitrombinu I,
kdy je snizena hladina pod fyziologic-
kou mez (AT Ill ,Johanesburg®, AT Il
»Budapest 2¢, AT lll ,,Utah®).

Do dnesni doby bylo popsano okolo
stovky mutantnich forem molekul
AT 11l [34,35]. Zavadéni podrobnéjsi
klasifikace deficitd antitrombinu Il na-
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rdzi na velmi nizkou frekvenci tohoto
postizeni.

Ziskané deficity se mohou vyskyto-
vat jednak u fyziologickych stav(i (napft.
u novorozencl, v pokrocilém téhoten-
stv) a ddle u fady onemocnéni a pred-
stavuji zdvazny problém. P¥i¢inou
deficitu mdzZe byt sniZzend syntéza an-
titrombinu Il (u jaterni cirhézy, |é¢by
asparagindzou), zvySené ztraty AT Il
(gastrointestinalni choroby, nefroticky
syndrom) a v neposledni fadé zvysena
konzumpce AT III (disseminovand in-
travaskuldrni koagulace u traumat,
sepsi, popalenin, tUzehu a pooperac-
nich stavi).

Protein C

V roce 1981 upozornily prvni prace na
zvy3ené riziko vzniku trombézy u pa-
cientd s heterozygotnim deficitem pro-
teinu C [36,37]. Nebyl stanoven rozdil
mezi pacienty s raznym typem defi-
citu (I nebo I1) a zdkladni mutaci. Tyto
studie upozornily, Ze velkd vétsina pa-
cientd ma manifestaci klinickych pro-
jevil trombdzy jiz v mladém véku [38].
Soucasné je pozoruhodné, Ze u nékte-
rych nemocnych se vyskytuje i APC re-
sistence jako dalsi faktor zvysujici riziko
trombdzy [39].

Vyskyt deficitu proteinu C u pacientd
s trombdzou analyzovaly 3 velké studie
[40-42]. Ve v8ech byl stanoven vyskyt
deficitu proteinu C 3%. Pfi srovnani
s kontroln{ skupinou bylo stanoveno
také relativni trombotické riziko de-
ficitu proteinu C, které ¢inf 6,5 [42].
Prevalence 0,2% vyskytu ve zdravé po-
pulaci byla stanovena na zédkladé ob-
sahlé studie [36]. Tato prevalence
v populaci, kombinovana viak s vy-
sokym rizikem trombogenicity, zna-
mend 1-2% podil deficith proteinu C
na viech trombofilnich stavech.

Gen zpUsobujici deficit proteinu C je
dédén autozomdalné dominantné. De-
fekt se klinicky projevuje tromboembo-
lickou nemoci typu superfacidlni trom-
boflebitidy a juvenilnf{ Zilni trombdzy.

Z hlediska diferenciace jsou zndmy
dva typy deficitd proteinu C: kvanti-
tativni (snizeni antigenu proteinu C)

a funkéni. Funkéni deficity proteinu C
mohou byt zplsobeny fadou mu-
taci. Do dnesni doby bylo popsano na
160 rozdilnych mutaci [44]. Heterozy-
gotni postizeni defektem proteinu C je
spojeno se 7ndsobné zvysenym rizikem
trombdzy.

Protein S

Protein S je dtlezitym antikoagula¢-
nim proteinem, ktery plisobi jako ne-
enzymaticky kofaktor APC pfi inakti-
vaci faktord Va a Vllla. Laboratorni
screening deficitd proteinu S je kom-
plikovan faktem, Ze protein S cirkuluje
v krevnim obéhu ve dvou formach [45].
Volny protein S, ktery ptsobi jako ko-
faktor APC, predstavuje asi 40 % celko-
vého mnozstvi proteinu S.

Deficity proteinu S mdZeme rozdé-
lit na 3 zakladni formy. Typ | je cha-
rakterizovan snizenim celkového pro-
teinu S nejcastéji v disledku snizené
syntézy, typ |l je charakteristicky snize-
nym aktivity proteinu S a lll typ se snize-
nou hladinou volného proteinu S s nor-
malni aktivitou celkového proteinu S.

Vétdinu deficitd ptedstavuje typ |
nebo smés typl | a lll. Do soucasné
doby bylo popsdno velmi malo p¥i-
padl deficitd proteinu S typu Il. Pre-
valence deficitll proteinu S predstavuje
1-2% pacientd s hlubokou zilni trom-
bézou a 6% rodin s trombofilii. Z ge-
netického hlediska bylo dosud po-
psano 70 odlisnych mutaci v genu pro
protein S.

Patofyziologie pisobeni

mutace F V Leiden

Z hlediska patofyziologie koagulaénich
reakei hraje F V klicovou roli jak v pro-
koagula¢ni, tak antikoagulaéni kaskadé
procest. V aktivované formé slouzi
jako kofaktor F Xa v protrombinézo-
vém komplexu, ktery takto katalyzuje
pfeménu protrombinu na trombin.
V neaktivované formé slouzi F V jako
kofaktor APC v regulaci aktivity F Vllla.
Tato dvoji role umozriuje F V pfi gene-
tickych a ziskanych defektech ovlivrio-
vat manifestaci téchto poruch do he-
moragické nebo trombotické formy
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Obr. 2. Schematické znazornéni struktury F V (pFevzato z prace Segers K., Dahlbick B, Nicolaes G. Coagulation factor V
and thrombophilia: Background and mechanisms).

[46,47]. Pro objasnéni této manifes-
tace je nutné presné poznat prokoagu-
la¢ni a antikoagula¢ni formu F V.

Gen kédujici lidsky faktor V méd veli-
kost ptiblizné 80 kb a je lokalizovan na
dlouhém rameni chromozomu I. Jak je
patrné z obr. 2, gen sestava z 25 exondl
a 24 intronl [46], které se transkribujf
do 6,8 kB mRNA, jez kéduje retézec
2 224 aminokyselinovych zbytkd s 28 ami-
nokyselinami signalniho peptidu. Tento
peptid je pak odstranén pfi prechodu do
endoplazmatického retikula.

Takto vzniklé molekuly F V jsou p¥i-
tomné v plazmé jako jednoretézcovy
glykoprotein v koncentraci 21 nM
[48] (20-25% F V je déle skladovano
v a granulich trombocytl) [49]. FV se-
stavd z A1-A2-B-A3-C1-C2 domén
s totoznou organizaéni strukturou,
jako ma F VIII. A domény FV a F VIII
vykazuji zna¢nou homologii a maji p¥i-
blizné ve 40 % totozné sekvence.

Maturace F V obsahuje extenzivnf
post-ribozomélni modulaci. V po-
sledni dobé se studie zamé¥ily zejména
na N-glykosylaci. Bylo studovano
37 glykosylaénich mist a jejich vliv na
strukturu a funkei kofaktordl. Rozdilna
glykosylace C2 domény vede ke tvorbé
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dvou rozdilnych variant F V, nazva-
nych FV, a FV,. Obé varianty cirkuluji
v plazmé v poméru 33 : 67 (FV,/FV,).
Tyto dvé varianty disponuji rozdilnymi
vlastnostmi (pro- a antikoagulaénimi)
a v modelovych ptipadech se také cho-
vaji rozdilné [50].

Prokoagula¢ni funkce F Va
Neaktivovany F V ma malou pro-
koagula¢ni aktivitu az do doby akti-
vace malym mnozstvim trombinu nebo
F Xa prostrednictvim $tépeni v mistech
Arg709, Arg1018 a Arg1545. Aktivaci
vznikla molekula F Va je heterodimer
[51].

Na rozdil od FV, F Va zvySuje F Xa
aktivovanou p¥eménu protrombinu
v protrombindzovém komplexu. Lze
predpokladat, Ze vystépend B-doména
alostericky inhibuje vazbu F V v aktiv-
nim misté F Xa [52].

Mechanizmus, jakym F Va plisobf na
F Xa, nenf pIné zndm. Na zakladé po-
slednich pracf Ize predpokladat, Ze F Va
zvySuje vazebnou afinitu F Xa k fosfoli-
pidim pfiblizné 100krat. Soucasné se
podafilo prokazat, ze F Va v protrom-
bindzovém komplexu neméni vazebné
misto F Xa, ale Ze zvy3uje afinitu pro-

trombindzového komplexu k protrom-
binu a zajidtuje nardst vazebnych mist.

F Va kofaktorovd aktivita je balanco-
vana prostirednictvim APC, ktery F Va
proteolyticky $tépi v mistech Arg306,
Arg506 a Arg679 tézkého retézce, pii-
¢emz nejslabsi inaktivace je prostred-
nictvim Stépeni v misté Arg679. Dle
poslednich poznatkl jsou navrzeny
2 patofyziologické modely Stépeni F Va.
Prvni model predpoklada preferenéni
Stépeni v misté Arg506 nasledované
Stépenim v misté Arg306. Alternativné
moize byt F Va inaktivovdan pf¥mo 3té-
penim v misté Arg306. Stépeni v misté

FV Leiden
R306  RS06
i ¢ % 09
NH, ( Al ( A2 Q
1546 s 219
A3 C1 | C2 COOH

Obr. 3. Prokoagulaéni struktura FV
(prevzato z prace Segers K, Dahl-
back B, Nicolaes G. Coagulation fac-
tor V and thrombophilia: Background
and mechanisms).
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Obr. 4. Antikoagulaénf struktura F V (pFevzato z prace Segers K., Dahlbidck B, Nicolaes G. Coagulation factor V and
thrombophilia: Background and mechanisms).

Arg506 téz snizuje afinitu F Va k F Xa,
zatimco $tépeni v misté Arg306 zpUlso-
buje plnou inaktivaci F Va [53].

Antikoagula¢ni funkce F Va
Kromé prokoagula¢ni funkce disponuje
F Va i antikoagulaéni funkci, a to v pii-
padé aktivace APC. V tomto pfipadé
stimuluje proteolytické Stépeni F VIII
[54]. Tento model dokazuji poslednf
experimentalni prace, kdy byla p¥idav-
kem cisténého F V obnovena funkce
APC jak u zdravych pacient(, tak u ro-
din s Leidenskou mutaci. Experimenty
vyuZivaly mé¥enf generace trombinu.
Pokud tedy pozadujeme po FV an-
tikoagulaéni funkci, musi byt $tépen
v pozici Arg506. Na rozdil od APC
zprosttedkovaného Stépeni v mistech
Arg306 a Arg679, které nevykazuje an-
tikoagulaénf aktivitu.

FV a trombofilie

Takto popsané cesty aktivace FV ndm
ukazuji na balancovan( pro antikoagu-
la¢nf aktivity faktoru V a jeji vyznam
pro udrzeni hemostatické rovnovéhy.

Vliv mutace FV Leiden na
prokoagulaéni a antikoagulacni
formuFV

APC rezistence je in vitro popsany fe-
nomén, ktery je charakterizovan sla-

306

bou antikoagulaéni odpovédi na
APC v plazmé. Takto snizend citlivost
k APC vede k nedostate¢né regulaci
tvorby trombinu. Takto je APC rezis-
tence asociovdna se zvySenym rizikem
vzniku trombdzy. APC rezistence je az
v 90% ptipadl spojovdna s mutaci
FV Leiden.

Mutace F V Leiden zdsadné ovliv-
nuje pro- a antikoagulaénf rovnovahu
F Va. Leidenska mutace, kterd je p¥i-
¢inou zaniku $tépného mista Arg506,
ndm zplsobuje nedostate¢né snizenf
prokoagula¢ni aktivity F Va, coz ndm
vysvétluje prokoagulaénf stavy u nosi-
telt Leidenské mutace [55]. Nicméné
posledni prace ukézaly, ze PS a F Xa
mohou kompletné eliminovat vlivy
APC zprostiedkované inkativace F Va
a F Vllla. Takto lze uspokojivé vysvét-
lit u¢inek nizkomolekuldrnich heparind
v prevenci tromboembolické choroby
u nosi¢t mutace FV Leiden.

Objeveni druhé cesty pasobeni F Va,
kdy prosttednictvim APC slouzi jako
kofaktor p¥i proteolytickém Stépenf
F VIII, ndm pomfze vysvétlit vliv Lei-
denské mutace. Jelikoz FV s leidenskou
mutaci nedisponuje $tépnym mistem
v pozici Arg506, nemUze vznikat anti-
koagula¢ni forma F Vac a takto je vyka-
zovéna slaba kofaktorova aktivita APC
pti proteolyze F VIII.

Avsak nejen genetické defekty mo-
hou vysvétlovat patologické ptsobent
APC rezistence v nékterych p¥ipadech.
V posledni dobé byl popsan také vyskyt
inhibitord proti FV, coz také muze zvy-
Sovat expresi APC rezistence. K vyvoji
inhibitord proti FV staéi malé mnoz-
stvi bovinniho trombinu, ktery je p¥i-
davan do derivatd fibrinogenu ziska-
nych z kryoprecipitdtu [56].

Objasnéni podrobné patogeneze pu-
sobeni FV Leiden vede k zavéru, Ze pro
vysvétleni klinické exprese trombofil-
niho stavu je nejduleZitéjsi oziejméni
interakce alespori jedné geneticky pod-
minéné trombofilie s jednim a vice zis-
kanymi stavy.

F1120210G/A

Trombin hraje kli¢ovou roli v regu-
laci koagula¢ni kaskddy, jelikoZ intera-
guje jako prokoagula¢ni enzym a inte-
raguje s aktivovanymi faktory XII, XI,
VIII, V a také trombinem aktivovanym
inhibitorem fibrinolyzy (TAFI) a hlavné
stépi fibrinogen na fibrin.

Rozhodujici role trombinu v regu-
laci hemostazy je ilustrovdana pravé
na pfpadu protrombinové mutace
20210 G/A. Tato mutace je pricinou
zvy$ené koncentrace protrombinu
v plazmé a takto predisponuje nosice
ke vzniku trombdzy.
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Obr. 5. Schematické zndzornéni aktivace F V na prokoagula¢ni a antikoagula¢ni formu (pfevzato z prace Segers K., Dahl-
back B, Nicolaes G. Coagulation factor V and thrombophilia: Background and mechanisms).

F 11 20210A mutace je lokalizovana
v 3’netranslatované oblasti (3’UTR)
do protrombinové mRNA, kde je vét-
Sina téchto pozic pre-mRNA endonu-
kleolyticky $tépend a polyadenylovana.
Molekuldrni mechanizmus mutace byl
dosud vysvétlovan zlepsenim funkce
3’ukonéovéni, coz zvySuje rozpozna-
vani $tépného mista protrombinu
a akumulaci 3’korektné ukoncené
mRNA v cytoplazmé a takto podpote-
nou syntézu proteinu [57,58].

Nicméné posledni prace zabyvajici se
mutacemi v blizkosti mista 20210 uka-
zaly, Ze tento predpoklad ne zcela vy-
svétluje celou situaci. Danckwardtovi
et al se totiz podatilo prokdzat u 2 pa-
cientdl, ktefi prodélali trombotickou
komplikaci v mladém véku, mutaci F II
20221T. PF¥i podrobném studiu mo-
deld pasobenf vlivu této mutace na
$tépné misto v pozici 20210 autofi nej-
drive prokazali, Ze mutace F I 20210G
ma nejvétsi pozitivni vliv na mRNA ex-
presi (2,15krat ndsobek normalniho
stavu), dale majf pozitivni vliv i zdmény
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F Il 20210C a F Il 20210T (1,4krat
a 1,5krdt). Z tohoto ddvodu autofi
provedli fadu experimentd k objasnénf
patofyziologické exprese téchto zmén.
Po radé experimentt se podafilo pro-
kdzat, ze mutace F Il 20221T je zaji-
mavd, jelikoZ lezi 11 part bazi od mista
20210 v lemujici oblasti genu (FS). Spe-
cifita a efektivita prodluzovani 3’ konce
mRNA je zavisld na vazbé multiprotei-
nového komplexu. Proto je dtlezité po-
znat funkci v tésné oblasti kolem $tép-
ného mista. V kompetitivni studii byl
porovnavan vliv mutaci F Il 20210C
a F 11 20210T s protrombogenni mutaci
F II 20210G a vliv mutace F Il 20221T
v oblasti blizké tomuto Stépnému mistu.
Bylo prokdzano, ze mutace F Il
20221T (pravé na modelech $tépného
mista 20210 s mutaci C a T) zvy3uje
efektivitu prodluZzovani 3’ konce mRNA
stejné jako mutace F 11 20210A, coz de-
monstruje, Ze mutace v FS oblasti mdze
ovlivnit prodluzovani 3’ konce FII.
Systematickd analyza 3’ prodluZo-
vani F Il odhalila neobvyklou strukturu

pozménéné sekvence, kterd zajistuje
vyvézenost tvorby F II. Autofi takto de-
monstruji, Zze poruchy F Il jak ve Stép-
ném misté, tak v blizké oblasti stépného
mista predisponuji ke klinické manifes-
taci mutace. Takto ozfejména funkce
mutace F Il 20221T predstavuje prvni
mutaci spojenou s trombofilif v uri-
din bohaté oblasti, kterd nenf prepiso-
vana do mRNA. TudiZ pro jeji diagnos-
tiku neni mozné pouzit RT PCR metod,
ale mus{ byt provadéna diagnostika na
bazi genomické DNA.

Prace byla podpotena z grantu IGA MZ
NR-9282/2007.
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