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Trombofilni stavy

Za trombofilni stav povazujeme zvysenou tendenci ke vzniku tromboz a jejich recidivam. Trombofilie mtize byt
dédicna ¢i ziskana, ptipadné kombinované etiologie. Jejich nejvyznamnéjsi klinickou manifestaci je tromboembolicka
nemoc (hluboka Zilni trombdza a plicni embolie).

Kit ELUCIGENE™ TRP-F je ur¢en pro molekularné genetickou diagnostiku mutaci podilejicich se na vzniku
hereditarni trombofilie. Patii k nim Leidenska mutace v genu pro faktor V, mutace 20210G>A ve 3 'netranslatované
oblasti genu pro koagula¢ni faktor II a polymorfismus 677C>T v genu pro metylentetrahydrofolatreduktazu (MTHFR).
Leidenska mutace v genu pro faktor V (1691G>A, R506Q, OMIM 612309.0001) patii mezi ¢asté hereditarni
trombofilni predispozice (populaéni frekvence v evropské populaci asi 5 %). Leidenskd mutace v genu pro faktor V ma
za nasledek vznik molekuly koagula¢niho faktoru se zaménou aminokyseliny argininu za glutamin v konzervovaném
Stépném misté pro antikoagulacné ptisobici aktivovany protein C. Nosici této mutace v heterozygotni konstituci maji 5-
10x zvysené riziko hluboké zilni trombo6zy, homozygoti maji 50-100% zvySené riziko. Nicmén¢ absolutni celozivotni
riziko je nizké — jen asi 10 %, vétsina heterozygoti tak prozije zivot bez jakékoliv trombotické komplikace.

Mutace 20210G>A ve 3 'nekodujici oblasti genu pro protrombin (koagula¢ni faktor I, OMIM 176930.0009) ma
populaéni frekvenci v CR asi 2 %, a patii mezi vyznamné protrombogenni hereditarni rizikové faktory. V heterozygotni
konstituci zvySuje riziko hluboké Zilni trombozy piiblizné 2,8x a cévni mozkové piihody cca 1,4%. Velmi vzacna
homozygotni konstituce je spojena s mnohonasobné zvysenym rizikem trombozy.

Polymorfismus 677C>T (Ala222Val) v genu pro metylentetrahydrofolatreduktazu (MTHFR, OMIM 607093.0003)
je asociovan s vyssi termolabilitou tohoto enzymu a tim i jeho snizenou aktivitou. M4 velmi vysokou populaéni
frekvenci v CR (asi 35 %) a diskutabilni vliv — velmi mirné zvysujici riziko trombozy pii normalnim pifjmu kyseliny
listové a normalni hladiné homocysteinu v séru.

Polymorfismus 1298A>C (Glu429Ala) v genu pro metylentetrahydrofolatreduktazu (MTHFR, OMIM
607093.0004) vede rovnéz k nizsi aktivité tohoto enzymu, zvlasté u homozygotl pro tuto variantu, piipadné u
slozenych heterozygotti s polymorfismem 677C>T.

Inhibitor aktivatoru plasminogenu — 1 (PAI-1) je dilezitym inhibitorem fibrinolytického systému, primarnim
inhibitorem plasminogenového aktivatoru v plasmé, rychle inaktivujicim jak tkafiovy plasminogenovy aktivator (t-PA),
tak urokinazovy typ plasminogenového aktivatoru (u-PA). Gen pro PAI-1 ma n&kolik polymorfismt, véetné 4G/5G
delece/inzerce guaninu 675 bp od zacatku promotoru. Polymorfismus 4G/5G ovlivituje vazbu nuklearnich proteinu,
které se ucastni regulace PAI-1 genové transkripce, s vy$si trovni PAI-1 syntézy asociované s 4G/5G genotypem.
Poprvé byl tento polymorfismus popsan Dawsonem v roce 1993. Polymorfismus 4G/5G byl intenzivné studovan,
prevalence 4G alely byla vyssi u chorob jako napf. onemocnéni koronarnich artérii, meningokokovy septicky sok,
osteonekroza, tézka pre-eklampsie, typ 2 — diabeticka nefropatie, plicni tromboembolismus a arterialni trombdza
asociovana s deficienci proteinu S. Naopak 5G alela byla asociovana s familiarni formou abdominalniho aortalniho
aneurysmatu. Pfitomnost 4G alely miize (signifikantn€) zvysit riziko trombdzy, nejvyssi riziko vSak ptedstavuje pro
pacienty s trombdzou vnitinich organt, pfedevsim s trombozou portalni zily.

Indikacéni kritéria

1. Pfed zahajenim kombinované peroralni hormonalni kontracepce a/nebo hormonalni substitu¢ni lécby
estrogeny ( HRT) u Zen s pozitivni osobni anamnézou prodélané TEN, nebo s pozitivni rodinnou anamnézou
vyskytu TEN u pfibuznych prvniho stupné (matky, otce, vlastnich sourozenct a déti probanda).

délce antikoagulacni 1éCby.

3. U zen po opakovanych 3 potratech v 1. trimestru gravidity, nebo u kazdé ztraty plodu po tomto obdobi
gravidity.

4. U téhotnych Zen s pozitivni osobni nebo rodinnou anamnézou prodélané TEN (viz bod 1), nebo pfi tézkych
formach preeklampsie, retardaci plodu ¢i po abrupci placenty.

5. Jiné indikace po vySetieni v trombotickém centru.

Pozn. pii pozitivnim zachytu uvedenych mutaci je vhodné provést tato vySetieni i u ptibuznych prvniho stupné, pokud
se u nich vyskytuji dalsi rizika spojena s trombofilii. U déti ale az po 12 letech jejich veéku, pokud k tomu nejsou jiné
davody.
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Analytické metody

Metoda

Detekované mutace/polymorfismy

Stanoveni trombofilnich markeré pomoci kitu Elucigene TRP-F FI1 20210G>A, FV 1691G>A/R506Q, MTHFR 677C>T

(CE IVD kit)

Stanoveni trombofilnich markerti pomoci PCR reakce, digesce MTHFR 1298A>C, PAI-1 4G/5G

restrikéni endonukleasou a analyzy v agar6zovém gelu

Doby odezvy vzorkii
Doby odezvy vzorku
Metoda (pracovni dny)
Bézné Statim
Trombofilni markery pomoci kitu Elucigene TRP-F (CE IVD Kkit) 15 10
MTHFR 1298 A>C pomoci PCR reakce, digesce restrikéni endonukleasou a analyzy v
agar6zovém gelu 25 10
PAI-1 4G/5G pomoci PCR reakce, digesce restrikéni endonukleasou a analyzy v
agar6zovém gelu
Kontaktni Pozadavky na vzorek Odkazy
informace

Oddéleni lékaiské

molekularni genetiky Izolovana DNA — 50-300 ng/pl v mnozstvi 20-30 pl

UBLG 2. LF UK a FN
Mqtol
V Uvalu 84, Praha 5,

150 06 Vzorek oznacit minimalné jménem, piijmenim a rodnym ¢islem

pacienta a datem odbéru vzorku.

Centralni pFijem
vzorkii:

Po—-Pa

7:30h — 14.30h

Krev —5-10 ml do K;EDTA (novorozenci 1 ml, déti 1-2 ml)

Transport vzorku co nejdiive, (nejpozdeji do 3 hodin po odbéru) ve vhodnych nadobach, boxech ¢i stojanech pii obycejné
teploté. Dlouhodoby transport vyzaduje termostabilni pfepravky zamezujici znehodnoceni vzorku mrazem nebo teplem

(chladici vlozky). Zadanky ulozit zvlast do igelitovych desek.
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