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Souhrn

Cilem studie bylo stanovit frekvence osmi antifosfolipidovych protilatek (aPL)
a vybranych genetickych trombofilnich faktort a jejich vzajemny vztah u pacientek
s opakovanymi t¢hotenskymi  ztrdtami (recurrent pregnancy loss, RPL)
a U kontrolniho souboru zdravych Zen.

K detekci protilatek proti  fosfatidyl-L-serinu, fosfatidylethanolaminu,
fosfatidylinositolu, fosfatidyl-DL-glycerolu, kyselin¢ fosfatidové, annexinu V,
kardiolipinu a beta2-GPI jsme vyuzili metodu ELISA. Trombofilni mutace faktor V
Leiden (F5 G1691A), F Il G20210A a varianty MTHFR C677T a MTHFR A1298C
jsme stanovili metodou analyzy kiivky tani PCR produktu na podkladé
rezonancniho pienosu fluorescenc¢ni energie (FRET). K detekci variant PAIl
(-675)4G/5G, PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ R255H byla zvolena
standardni metoda PCR-RFLP. Ze ziskanych dat jsme vykalkulovali distribuce
genotypl a alelické frekvence jednotlivych variant. Shodu sledovaného souboru
a kontrol a vztah mezi ptitomnosti aPL a potencialnich trombofilnich faktori jsme
testovali chi-kvadrat testem a Fisherovym exaktnim testem.

Vysledky studie ukazuji signifikantné¢ zvysenou frekvenci aPL proti
fosfatidylinositolu ve sledovaném souboru (17 — 19,6 % Vv zavislosti na poctu RPL)
a fosfatidyl-L-serinu (18 — 25 %). Pievazovaly protilatky ve tfidé IgG. V 96 % byl
ptitomen alespon jeden rizikovy faktor (aPL pozitivita nebo trombofilni faktor). aPL
a trombofilni faktory byly soucasné ptitomny U 43 % Zen ve sledovaném souboru.
Ve skupiné Zen se 3 a vice RPL jsme pozorovali statisticky vyznamnou korelaci
mezi aPL pozitivitou a trombofilnim stavem. V dalsi ¢asti studie jsme prokazali
statisticky vysoce vyznamnou korelaci mezi RPL a PAIL1 (-675)4G/4G genotypem.
Korelace mezi PAILl (-675)4G alelou a pfitomnosti aPL u pacientek s RPL nebyla
pozorovana. Také asociaci mezi sledovanymi variantami genu PROZ a RPL nebo
mezi mutaci PROZ R255H a piitomnosti aPL se nam nepodatilo prokazat.

Antifosfolipidové protilatky a genetické trombofilni faktory jsou predmétem
vyzkumu pro svoji potencialni roli dtlezitého rizikového faktoru v patogenezi RPL.
Dalsi studie pfitomnosti autoprotilatek proti riznym fosfolipidim a genetickych
trombofilnich faktorii mohou vést k odhaleni novych biomarkert, vyuZitelnych
v managementu RPL.



Summary

The aim of presented study was to compare frequencies of eight
antiphospholipid antibodies (aPL) in serum and assorted genetic thrombophilic
factors and their mutual relation in patients with recurrent pregnancy loss (RPL) and
controls.

Enzyme-linked immunosorbent assay was used for detection of aPL against
phosphatidyl-L-serine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol,
phosphatidyl-DL-glycerol, phosphatidic acid, annexin V, cardiolipin, and beta2-
GPI. Thrombophilic mutations factor V Leiden (F5 G1691A), F Il G20210A, and
MTHFR C677T and A1298C variants were determined using a melting curve
analysis of the PCR amplification product detected by the fluorescence resonance
energy transfer (FRET). PAI1 (-675)4G/5G, PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G
and PROZ R255H variants were determined using standard PCR-RFLP method.
Genotypes distribution and allelic frequencies were calculated. Correlation between
aPL and thrombophilic factors was tested by chi-square and Fisher exact test.

Our results showed significantly increased prevalence of aPL against
phosphatidylinositol (17 - 19.6 % dependent on number of spontaneous
miscarriages) and against phosphatidyl-L-serine (18-25 %). aPL in 1gG prevailed.
In 96 % of studied group we found at least one risk factor (either aPL positivity or
thrombophilic factor). Both aPL and thrombophilic factors were present in 43 % of
women with RPL. In the group of women with 3 or more RPLs, strong positive
correlation of aPL positivity and thrombophilic status was observed. Statistically
highly significant correlation between RPL and PAILl (-675)4G/4G genotype was
found. We observed no relation between PAIL (-675)4G/5G polymorphism and the
presence of antiphospholipid antibodies in RPL patients. Finally, no statistically
significant association between either RPL and PROZ gene variants or PROZ
R255H mutation and aPL were proven.

Antiphospholipid antibodies and genetic thrombophilic factors are subjected to
research as possible important risk factors in the pathogenesis of RPL. More studies
for the presence of autoantibodies against various kinds of phospholipids and
genetic thrombophilic factors are recommended in order to establish new
biomarkers usable for appropriate management in RPL cases.
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1 Uvod

Poruchy lidské reprodukce patii k vyznamnym medicinskym problémim. Pro
svilj vyznam jsou i pfedmétem zvlastniho programu vyzkumu lidské reprodukce
(The Special Programme of Research in Human Reproduction) Svétové
zdravotnické organizace, ktery mimo jiné oblasti zahrnuje i vyzkum sexualniho
areprodukéniho zdravi Zzen, muzd amladistvych avyzkum neplodnosti
a opakovanych té¢hotenskych ztrat.

Opakované téhotenské ztraty jsou komplexnim déjem, ktery je vysledkem
interakce mnoha etiologickych faktorti vnitinich a vnéjsich, dédi¢nych i ziskanych.
Kromé& prokazanych pri¢in opakovanych téhotenskych =ztrat, jako jsou
chromosomalni aberace, anatomické anomalie vnitiniho genitalu, endokrinologicka
onemocnéni a klasicka forma antifosfolipidového syndromu, patii k intenzivné
zkoumanym oblastem i problematika dalSich pravdépodobnych a moznych pficin
opakovanych téhotenskych ztrat (hematologickych pficin, infekénich pficin,
alloimunitnich i autoimunitnich a imunogenetickych faktord, poruch vybéru embrya
i faktort zivotniho stylu). Mezi témito zvazovanymi pfi¢inami hraji vyznamnou roli
pozitivita antifosfolipidovych protilatek (porodnicky antifosfolipidovy syndrom)
a pritomnost geneticky podminénych trombofilnich faktort.

Dosud publikované studie, zabyvajici se roli antifosfolipidovych protilatek
a genetickych trombofilii u pacientek s opakovanymi téhotenskymi ztratami,
zkoumaly kazdy z uvedenych rizikovych faktorii oddélené. Na rozdil od nich se
predkladand prace krom& studia prevalence antifosfolipidovych protilatek
a n¢kterych geneticky podminénych trombofilnich faktorti zabyva i otazkou jejich
vzajemného vztahu.

Poznani etiologie opakovanych téhotenskych ztrat mize v konecném duisledku
vést k nalezeni novych efektivnich biomarkerti, a tim umoznit zavadéni u¢innych
postupt k 1é¢bé tohoto frekventniho onemocnéni, vysoce stresujiciho t€¢hotné, jejich
partnery i oSetfujici 1ékafe. Prispét ktomu svymi zavéry si klade za cil
I predkladana prace.
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2 Cil prace

Piedkladana prace byla v souladu s dlouhodobym vyzkumnym zaméfenim
zacastnénych pracovist’ navrzena jako retrospektivni studie piipada a kontrol (case-
control study) a zaméfena na stanoveni vybranych imunologickych a genetickych
trombofilnich faktori U Zen s diagndzou opakovanych idiopatickych téhotenskych
ztrat v péci ambulance reprodukéni imunologie Gynekologicko-porodnické kliniky
nebo ambulance Ustavu 1ékai'ské genetiky LF UK a FN Plzen.

Studie byla roz¢lenéna do tii ¢asti.

V prvni ¢asti byly v rdmci imunologické analyzy stanoveny hladiny osmi
antifosfolipidovych protilatek. Geneticka analyza v prvni ¢asti zahrnovala stanoveni
klasickych mutaci genti pro proteiny hemokoagula¢niho systému - mutace G1691A
v genu pro koagulaéni faktor V (faktor V Leiden), mutace v genu pro faktor Il
(protrombin) G20210A a doplnéna byla stanovenim dvou potencidlné
trombogennich variant v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu MTHFR
C677T a MTHFR A1298C.

Ve druhé cCasti  genetickd analyza zahrnovala stanoveni dalSiho
z protrombotickych faktori pusobiciho v oblasti fibrinolytického systému -
inzeréniho/dele¢niho  polymorfismu 4G/5G v genu pro inhibitor aktivatoru
plazminogenu 1 (PAIL (-675)4G/5G).

Ve tieti Casti byla studie doplnéna stanovenim dosud madlo studovanych
variant v genu pro protein Z - PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ
R255H.

Jako cile prace bylo stanoveno:

1. porovnani vyskytu antifosfolipidovych protilatek a sledovanych trombofilnich
mutaci u sledovaného souboru a zdravych kontrol

2. zhodnoceni korelace soucasného vyskytu antifosfolipidovych protilatek
a trombofilnich mutaci u sledovaného souboru

3. publikace vysledkd v impaktovaném periodiku
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3 Soucasny stav poznani

3.1 Sterilita (neplodnost) a infertilita

Poruchy lidské reprodukce patii v soucasné dobé k vyznamnym medicinskym
problémiim. Vzhledem ke svému vyznamu se staly pfedmétem zvlastniho programu
vyzkumu lidské reprodukce (The Special Programme of Research in Human
Reproduction) Svétové zdravotnické organizace, zahijeného jiz vroce 1972.
V soucasné dobé program zahrnuje vyzkum v nésledujicich oblastech: sexudlni
a reprodukéni zdravi Zen, muza a mladistvych; zdravi matky a novorozence; infekce
reproduk¢niho Gstroji a sexualné pienosné infekce (véetné HIV/AIDS); planovani
rodi¢ovstvi; neplodnost; kriminalni potraty; sexualni zdravi; screening karcinomu
délozniho hrdla v rozvojovych zemich a problematiku genderovych a reprodukénich
prav. Dalsi aktivity programu smétuji k rozvoji mezinarodni spoluprace na podpote
lidské reprodukce vcetné prvniho Globalniho strategického planu reprodukcéniho
zdravi WHO a akéniho programu ,,Reprodukéni zdravi pro vSechny do roku 2015%
Mezinarodni konference 0 populaci a rozvoji Popula¢niho fondu OSN [Benagiano,
2012].

Terminologie uzivana v anglickojazy¢né a ¢eské odborné literatuie se odlisuje.
V Ceské republice se pro stav, kdy se paru nedaii spontanné otshotnét do jednoho
roku pravidelnych nechranénych stykid, pouZivd termin sterilita (neplodnost).
Termin infertilita je pouzivan pro stav, kdy je par schopen spontanni koncepce, ale
zena neni opakované schopna donosit zivy plod. V anglosaské literatuie je oproti
tomu termin infertility pouzivdn pro onemocnéni, které postihuje reprodukéni
systém a zabrafiuje Uspésnému otéhotnéni (a v podstaté tedy odpovida vyse
uvedenému terminu sterilita). Pro stav, kdy zena neni opakované schopna donosit
zivy plod, jsou vyuzivany terminy opakované tc¢hotenské ztraty (recurrent
pregnancy loss, RPL), ptipadné opakované fetalni ztraty (recurrent fetal loss).

Svétova zdravotnickd organizace definuje neplodnost jako ,,onemocnéni
reprodukéniho systému definované neschopnosti dosdhnout klinické gravidity po 12
nebo vice mésicich pravidelnych nechranénych pohlavnich styki* [Zegers, 2009].

American Society for Reproductive Medicine vroce 2013 stanovila
nasledujici definice:

Neplodnost je onemocnéni, definované neschopnosti ispéSného oté¢hotnéni po

12 nebo vice mésicich vhodné Casovanych, nechranénych pohlavnich stykl nebo po
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terapeutické inseminaci semenem darce. Casnéjsi zhodnoceni stavu a 1é¢ba mohou
byt opravnéné na zaklad€ anamnestickych 0daji a klinického vySetfeni, u zen nad
35 let véku je vhodné k nim pfistoupit jiz po 6 mésicich.

Opakované téhotenské ztraty jsou onemocnéni odliSné od neplodnosti
a definované dvéma avice neuspéSnymi graviditami. Peclivé pirezkoumani
a zhodnoceni potieby specifické péce vSak vyzaduje kazda t€¢hotenska ztrata, u které
neni znama jeji pficina.

Pro tc¢ely hodnoceni a 1€¢by neplodnosti nebo opakovanych téhotenskych ztrat
je t€hotenstvi definovano jako klinické téhotenstvi dokumentované ultrazvukovym

nalezem nebo vysledkem histopatologického vysetfeni [ASRM, 2013].

3.1.1 Téhotenské ztraty

Ztrata téhotenstvi je pro pacientku ilékafe vysoce stresujici udalost, ktera
miiZe nastat v ¢asném i pozdnim obdobi. Casna téhotenska ztrata je definovana jako
ztrata t€hotenstvi do 20. tydne gravidity nebo 0 hmotnosti plodu mensi nez 500 g.
Tehotenska ztrata, ktera nastala po prikazu zvysSené hladiny lidského choriového
gonadotropinu, ale nebylo mozné ji ovéfit ultrasonografickym vySetfenim nebo
histopatologickym nalezem, je oznacovana jako ztrata biochemické gravidity.
Klinickd ztrita gravidity (spontanni potrat) vyZaduje ultrasonografické ¢i
histopatologické ovétfeni existence gravidity a déli se na Casny spontdnni potrat
(pted 12. t. gravidity) a pozdni spontanni potrat (12 — 20. t. gravidity). VétSina
autorii se shoduje vtom, ze ektopické a molarni gravidity nejsou mezi Casné
téhotenské ztraty zahrnovany. Od 20. t. gravidity je uzivan termin fetalni ztrata
[Farquharson, 2005].

Vzhledem k tomu, ze lidska reprodukce je vysoce neefektivni proces, je Casna
téhotenska ztrata nejCastéjsi poruchou lidské gravidity, ktera postihuje az 75 %
téhotnych. Skutecnd frekvence Casnych t€hotenskych ztrat dosahuje asi 50 %. Vice
nez 30 % fertilizovanych oocytli je vSak ztraceno do doby implantace a vétSina
téchto ztrdt neni rozpoznana aZena je vniméd jako opozdénou, nckdy silng;si
menstruaci. Z rozpoznanych gravidit potom asi 15 % konc¢i spontdnnim potratem
nebo ektopickou graviditou [Wilcox, 1988].
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3.1.2 Izolovany spontanni potrat

Etiologie spontanniho potratu je multifaktoridlni, pfi¢inami jsou faktory
maternalni, fetalni i paternalni (andrologické).

Nejcastéjsi pricinou spontanniho potratu jsou vrozené chromosomalni aberace,
které¢ zplisobuji asi 50 — 70 % vSech spontannich potratli. Jednd se zejména
0 chromosomalni aneuploidie [Jacobs, 1987; Hodes-Wertz, 2012]. Vyskytuji se
pievazné u starSich téhotnych, protoze s vékem roste pravdépodobnost de novo
chromosomalnich aberaci, a to nejen numerickych, ale i strukturnich. Karyotypizace
produktl koncepce piedstavuje dilezity prognosticky faktor, protoze prikaz
de novo chromosomalni aberace jako pfi¢iny ztraty gravidity znamena
pravdépodobnost uspéchu v dal§im te¢hotenstvi vyssi nez 75 % [Hogge, 2003].

Z dalSich maternalnich pfiin spontannich aborti l1ze jmenovat anatomické
zmény reprodukénich organti (délohy a délozniho hrdla), endokrinologické poruchy
(napf. insuficience Zlutého téliska), onemocnéni imunitniho systému, chronicka ¢i
tézka akutni infek¢ni onemocnéni, onkologickd onemocnéni, mechanicka traumata,
intoxikace, psychické faktory a dalsi [Allison, 2009].

3.2 Habitualni potraceni a opakované téhotenské ztraty

Striktni definice habitualniho potraceni predpoklada tii nasledné te€hotenské
ztraty stejného partnerského paru s80% rizikem dalsiho spontanniho potratu
[Stephenson, 1996]. Dnes vime, ze riziko spontanniho abortu se sice zvySuje
s poctem téhotenskych ztrat, ale nartist se postupné zpomaluje a ziidka prevysi
40 -50 %. U dosud nerodivsich zen je riziko neuspésné gravidity po jedné ztraté
pfiblizné 15 %, po dvou nésledujicich ztratach jiz asi 30 % a po tiech ztratach roste
jiz pouze nevyznamné na asi 33 %. Také Zena, ktera porodila zivé dité, ma riziko
spontanniho potratu v budoucich t€hotenstvich asi 30 % iv piipadé, ze diive
prodélala né€kolik spontannich aborti. Podle soucasnych poznatkti je proto
doporuceno zvazit diagnostiku a intervenci jiz u pacientek se dvéma nasledujicimi
téhotenskymi ztratami, zejména pokud Zena dosud nikdy neporodila zivé dit¢ nebo
je star$i 35 let [Ford, 2009]. Tento pfistup se odrazi také v redefinici pojmu
opakovanych téhotenskych ztrat, jak bylo uvedeno vyse [ASRM, 2013].

Klinicky rozpoznatelné opakované t¢hotenské ztraty postihuji asi 1 — 2 % Zen,
po pfi¢teni biochemickych ztrat vSak jejich frekvence stoupa az na 2 — 3 %. Jejich
frekvence je tedy vyssi nez nahodna, aproto lze piedpokladat, Ze se jedna
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0 definované onemocnéni s fadou prokdzanych i moznych pfic¢in. Tyto pfi¢iny se
lisi od pfi¢in izolovanych tchotenskych ztrat a zistavaji vzhledem k vysoké
zakladni frekvenci téchto t€hotenskych ztrat a nekonsistenci definice RPL v riznych
studiich kontroverznim tématem. Mezi obecné uznavané piic¢iny ¢asnych RPL patii
chromosomalni aberace [Hogge, 2003; Stephenson, 2006], anatomické abnormity
délohy [Saravelos, 2008], antifosfolipidovy syndrom (APS) [Ruiz-Irastorza, 2010],
nékteré dalsi trombofilni stavy [Rey, 2003], endokrinologické poruchy, zejména
nelécené thyreopatie a neléceny diabetes [Arredondo, 2006]. Maly pocet obecné
uznavanych pii¢in RPL, pro které lze stanovit postupy vySetfeni a terapie zaloZené
podle pravidel mediciny zalozené na dikazech (evidence based medicine, EBM),
pokryva pouze asi 50 % ptipadt [Jauniaux, 2006], v soucasnosti je vSak piredmétem
vyzkumu cela fada dalSich pravdépodobnych ¢i mozny pfi¢in RPL [ASRM, 2012;
Larsen, 2013]. Pichled piic¢in opakovanych téhotenskych ztrat podava tabulka 3-1.

Tab. 3-1 Mozné pri¢iny opakovanych ¢asnych téhotenskych ztrat (RPL) -
- upraveno podle Kwak-Kim [2009], ASRM [2012]

Priciny Onemocnéni

anatomické leiomyomy

uterinni anomalie: uterus septus, uterus didelphys, uterus bicornis
expozice diethylstilbestrolu in utero

primarni defekt endometria

Ashermantiv syndrom

endokrinologické |hyperthyredza a hypothyreoza
diabetes mellitus a inzulinova resistence
hypersekrece LH, androgenti, hyperprolaktinémie

syndrom polycystickych ovarii

hematologické trombofilie (dédi¢né/ziskané)

srpkovitd anémie

imunologické
- autoimunni antifosfolipidovy syndrom
autoimunni thyreoiditis
revmatoidni arthritis

systémovy lupus erythematodes

Sjogrenova choroba, psoriaza, celiakie, Behcetova choroba
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autoimunni trombocytopenicka purpura
autoimunni hemolytickd anémie
myasthenia gravis

IgM gamapatie

- alloimunni Rhesus, ABO inkompatibilita
HLA
genetické vyvazené translokace

chromosomalni inverze

polymorfismy genii pro HLA-G

nepravidelna inaktivace X

polymorfismy gent pro cytokiny (napt. TNFA, IFN-y, IL-18, I1L-4,
IL-6, IL-10, TGFB)

vyZiva hyperhomocysteinémie, deficit folatl, deficit vitaminu B12

zivotni styl obezita

alkohol, koufeni

infekéni Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum,

Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae
Cytomegalovirus, parvovirus B19

Toxoplasma gondii

3.2.1 Chromosomalni pri¢iny RPL

Na rozdil od sporadickych tehotenskych ztrat jsou asi 2 — 4 % RPL asociovédna
S nosi¢stvim vyvazenych strukturnich chromosomalnich aberaci u rodi¢t. Nejcastéji
se jednd o0vyvazené translokace autosomi a Robertsonské translokace,
zachycovany jsou idalsi typy piestaveb jako inverze, inzerce ataké piipady
mozaicismu. Pfi prikazu parentalni aberace je indikovano genetické poradenstvi
a obvykle doporucovana prenatalni diagnostika vzhledem k riziku nevyvazeného
karyotypu uplodu v dalsi gravidité. Velké studie pard s RPL avyvazenymi
translokacemi vsak uvadéji riziko nevyvazené translokace U potomku nizsi nez 1 %,
tedy riziko srovnatelné s rizikem invazivniho prenatilniho vySetfeni [Franssen,
2006]. Pravdépodobnost dalsi uspésné gravidity U parii s vyvazenymi translokacemi

piesahuje 80 %. V nékterych ptipadech obav Zeny z komplikaci invazivniho
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vySetteni proto také ziistava oteviena moZnost konzervativniho postupu,
zaméfeného na  vySetfeni dalSich moznych pfi¢in RPL apodptirnou péci.
V nékterych pripadech s vysokym rizikem viabilniho plodu snevyvazenou
translokaci mize byt invazivni prenatalni diagnostika nahrazena in vitro fertilizaci
s naslednou preimplantacni genetickou diagnostikou. Vyuziti darcovskych gamet je
indikovano v ptipad¢ genetickych anomalii vedoucich vzdy k aneuploidii, tj. napf.

U Robertsonskych translokaci homolognich chromosomi [Franssen 2011].

3.2.2 Anatomické pri¢iny RPL

Anatomické pfiCiny zpasobuji asi 10 — 15 % RPL. Predpokladd se, Ze
k t¢hotenské ztrat¢ dochazi na podkladé poruchy vaskularizace endometria, coz
vede Kk abnormalni placentaci. Potencialni pficinou RPL proto mize byt jakakoli
anomalie délohy, kterd narusuje cévni zdsobeni endometria. Mezi né€ patii vrozené
anomalie délohy, intrauterinni adheze a délozni leilomyomy.

Ackoli jsou vrozené anomadlie délohy spojovany spiSe s pozdnimi
téhotenskymi ztratami a predCasnym porodem, hraji svoji roli iV ¢asnych RPL.
Nejtésnéjsi vztah s RPL byl zjistén u uterus septus, s rizikem spontanni t€hotenskeé
ztraty nad 70 % [Lin, 2004]. Dalsi anomalie Miillerskych vyvodi jako uterus
bicornis a uterus didelphys jsou spojovany pouze s malym nartistem rizika RPL
[Raga, 1997]. Intrauterinni adheze, né&kdy asociované s Ashermanovym
syndromem, mohou vyznamn¢ ovliviiovat implantaci a vést k Casnym téhotenskym
ztratdm. Také intramurdlni leiomyomy vétsi nez 5 cm a submukoézni leiomyomy
jakékoli velikosti zvysuji riziko RPL [Bajekal, 2000].

3.2.3 Endokrinologické pri¢iny RPL

Syndrom polycystickych ovarii (PCOS), diabetes mellitus, thyreopatie,
hyperprolaktinémie a defekty lutealni faze jsou spojovany s asi 17 — 20 % piipada
RPL [Ford 2009].

Existuje obecny konsensus k vySetfeni maternalnich thyreopatii a diabetes
mellitus, protoze neléena tato onemocnéni prokazatelné¢ zvysuji frekvenci nejen
téhotenskych ztrat, ale i vyvojovych postizeni plodu. V piipadé dobrého fizeni 1écby
vsak K rizikovym faktorim RPL nepatii [ASRM, 2012].

PCOS je frekventnim onemocnénim zen v reprodukénim véku. Pii vyuziti
striktnich diagnostickych kritérii se jeho prevalence uzen s RPL odhaduje na
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8 — 10 % [Cocksedge, 2009]. S RPL je spojovan mechanismy hyperandrogenismu,
obezity ainzulinové resistence. Vhodnou a nendkladnou metodou pocatecni
intervence u zen s PCOS je snizeni hmotnosti [Larsen, 2013].

Vysoké hladiny prolaktinu mohou inhibovat sekreci progesteronu a vést
k poskozeni endometria. Udrzeni normalni hladiny prolaktinu Vv gravidité proto
muze byt dualezité. Role hyperprolaktinémie VvV RPL vSak zistdva nejasna
[Arredondo, 2006].

Jako mechanismus defekti lutealni faze byla tradicné navrhovéana
nedostate¢na produkce progesteronu Zlutym téliskem vedouci k poruse vyzravani
endometria, neumoziujici placentaci. Dnes je skutecnd role insuficience Zlutého
téliska predmétem diskuze a biopsie endometria z této indikace jsou indikovany

pouze vzéacné [Ford, 2009].

3.2.4 Imunologické a imunogenetické priciny RPL

Protoze reprodukce ma zisadni vyznam pro zachovéani druhu a fétus neni
geneticky identicky s matkou, je pravdépodobné, ze vyvojem vznikla ftada
redundantnich imunotoleran¢nich procesi, které v gravidité brani odmitnuti plodu.
Dosud bylo navrzeno vice nez deset takovychto mechanismu a predpoklada se, ze
teprve porucha vice mechanismi soucasné¢ vede ke sporadickym i opakovanych
téhotenskym ztratam [Thellin, 2000].

Kromé antifosfolipidovych protilatek, jejichz problematika bude rozebrana
pozd¢ji, je vztah jinych autoprotildtek a RPL ziejmé slaby. Nékteré studie prokazuji
asociaci antithyreoidedlnich protilatek s vyssi frekvenci t€hotenskych ztrat. Zda ma
toto zjiSteéni dopad na osud budouci gravidity a mize vést ke vzniku RPL, vSak neni
prokazano [Arredondo, 2006; Stagnaro-Green, 2004].

Jednou ze zvazovanych pfi¢in RPL jsou maternalni alloimunni protilatky proti
antigenim embrya ¢i fétu, kddovanych paternalnimi alelami. Pfedpoklada se jejich
ucinek proti trofoblastu nebo pfimo proti tkanim fétu. Byla také vyslovena
hypotéza, ze tvorba téchto protilatek s poctem tehotenskych ztrat roste navzdory
rostoucimu titru protildtek ochrannych. Tvorbu blokujicich protilatek miize dale
omezovat shoda mezi te€hotnou aotcem plodu vHLA znacich adal§im
diskutovanym faktorem, snizujicim pravdépodobnost uspésné gravidity, je
ptitomnost protilatek primarné zamétenych proti spermiim [Ul¢ova-Gallova, 2006].

NejpresveédCiveéjsim  dikazem vyznamu funkci imunitniho  systému

u sporadickych  t€hotenskych  ztrat 1RPL  jsou studie  maternalnich
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imunogenetickych biomarkerii spojovanych s dysregulaci imunitni odpovédi
v gravidité. Prikladem mize byt maternalni homozygotie pro 14 bp inzerci v genu
pro HLA-G, pfenasecstvi alel HLA systému predisponujicich k imunitni odpovédi
proti histokompatibilnim antigenim pfitomnym na embryich s muzskym
genotypem, specifickd kombinace maternalnich receptort natural killer (NK) bunék
a HLA-C genotypu embrya, ktera vede k imunitni reakce proti trofoblastu, nebo
pfitomnost urcitych alel genu pro manézu vazajici lektin, ovliviiujici produkci
cytokini ur¢enych k odklizeni apoptotickych bunék trofoblastu [Beaman, 2012;
Larsen, 2013].

Jinym faktorem studovanym v souvislosti s RPL jsou funkce asouhra
imunokompetentnich bunék periferni krve a endometria v mist¢ implantace - NK
bun€k, makrofagi aThl, Th2 aThl7 lymfocyti. Délozni NK bunky jsou
prevladajici populaci leukocyti v endometriu v dobé¢ implantace ana pocatku
gravidity a v koordinaci s dalsimi imunokompetentnimi bunkami jsou povazovany
za regulatory invaze trofoblastu a angiogeneze. Také jejich piesna funkce je vsak
stale diskutovana a prognosticky vyznam jejich poctu ¢i funkce je nejisty [Kwak-
Kim, 2009]. Z toho divodu by také s vyjimkou klinickych studii neméla byt Zenam
na podkladé vysledkt testt NK bunék nabizena imunosupresivni 1é¢ba [Larsen,
2013].

Dalsi studie popisuji zvySené hladiny markeri zanétu a cytokini jako
interleukin 1, tumor necrosis factor o nebo interferon y nejen u sporadickych
téhotenskych ztrat, ale i U zen s RPL. Také vyznam toho zjisténi zistava predmétem
diskuze [Calleja-Agius, 2012].

3.2.5 Porucha vybéru embrya jako pri¢ina RPL

Recentni in vitro studie zaméfené na interakci embrya s deciduou demonstruyji,
ze decidualizované endometridlni stromalni buiniky (endometrial stromal cells, ESC)
funguji jako senzory pfijimajici smés embryonalnich signalnich molekul a jsou
schopny vybéru embrya pro implantaci na zaklad¢ jeho kvality [Teklenburg, 2010].
ESC u Zen s RPL také exprimuji nizsi hladiny endometridlniho mucinu 1 a vykazuji
abnormalni reakci pifi decidualizaci, charakterizovanou snizenou produkci
prolaktinu azvysenou expresi prokineticinu 1. DalSim dikazem mutze byt
zachovand migrace ESC pacientek s RPL v pfitomnosti chromozomalné
abnormalniho embrya, tedy v situaci, kdy jsou ESC fertilnich Zen zcela inhibovany

[Larsen, 2013]. Vyznam téchto pozorovani musi byt dale objasnén, ale mohl by
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pfedstavovat prvni experimentalni dikazy hypotézy formulované plvodné
Quenbym [2002], Ze Zeny s RPL umoziuji implantaci nekvalitnich embryi, ktera
pieZzivaji aZ do doby klinického t&€hotenstvi, misto aby byla ztracena ve stadiu

biochemické gravidity.

3.2.6 Infekéni priciny RPL

Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, chlamydia, Listeria
monocytogenes, Toxoplasma gondii, virus rubeoly, lidsky virus herpes simplex
(HSV) ingktera dalSi vzacnéjsi agens jsou zachycovana ve vaginalnich
a cervikalnich stérech aséru ZzZen se sporadickymi tchotenskymi ztratami
[Stephenson, 1996]. Neexistuji vSak presvédciva data, ze tyto infekce zplsobuji
RPL. Rutinni vySetfeni téchto infekci U Zen s RPL neni indikovano [ASRM, 2012].

3.2.7 Faktory zivotniho stylu jako pfi¢ina RPL

Ve stfedu pozornosti Zen s RPL jsou také faktory Zivotniho stylu jako napft.
vyziva, kontrola hmotnosti, fyzickd aktivita, uzivani 1éciv, alkoholu, kofeinu,
rekreacnich drog, koufeni, expozice chemikaliim z pracovniho a Zivotniho prostredi
[Homan, 2007].

Ackoli se t¢hotnym zenam alkohol nedoporucuje, prokazuje Andersen [2012],
ze 45 % z dotazovanych 100 000 Zen pozivalo alkohol v gravidité a Ze mnozstvi nad
3 standardni jednotky alkoholického napoje tydné v prvnim trimestru gravidity
zvySuje riziko téhotenské ztraty. Oproti tomu piijem kofeinu zvySuje riziko
t€hotenskych ztrat teprve nad hranici 7 salkti denné [Bech, 2005].

Nezadouci ucinky koufeni v pozdéjsich stadiich gravidity jsou povazovéany za
prokézané [Larsen, 2013]. Nikotin funguje jako mohutny vasokonstriktor a také
dalsi slozky pevné faze (cigaretovy dehet) i plynné faze (cigaretovy koui) obsahuji
velké mnozstvi toxinll a volnych radikall, které mohou vést k oxidaénimu stresu
fétu [Agarwal, 2012]. Koufeni je povazovano za rizikovy faktor izolovanych
studie zahrnujici vice nez 28 000 gravidit asociaci koufeni se spontannim potratem
neprokézala [ Wisborg, 2003].

Obezita je vyznamnym faktorem, zavislym na Zivotnim stylu a spojovanym
s mnoha komplikacemi téhotenstvi, véetné sporadickych téhotenskych ztrat i RPL.

Zatimco riziko sporadické ztraty téhotenstvi je prokazatelné zvySeno U t€hotnych
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s BMI > 25 kg.m’z, Vv ptipadé RPL bylo signifikantni zvyseni rizika demonstrovano
pouze u t¢hotnych s BMI > 30 kg.m™ [Metwally, 2010]

3.2.8 Idiopatické RPL

Opakované téhotenské ztraty z nezjiSténé ptiiny bezpochyby piedstavuji
obrovskou psychologickou zatéz pro postizené pary a pii naslednych vySetfenich
a peci 0 dalsi te¢hotenstvi je nutny velmi citlivy ptistup [Brier, 2004]. Nejefektivnéjsi
terapeutickou metodou u idiopatického RPL se proto stava podrobné prekoncepcni
poradenstvi a psychologicka podpora na specializovaném pracovisti. U partt s RPL
vede prokazatelné k nardstu GspéSnych gravidit [Brigham, 1999], ptestoze uspéchy
ptipisované aplikaci metody ,,nézné péce* (,,tender loving care*) publikované Stray-
Pedersen [1984] zatim zistavaji nereprodukovany.

3.3 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je autoimunitni onemocnéni vedouci ke
vzniku ziskaného trombofilniho stavu. Je charakterizovdn arteridlni a vendzni
trombozou [Hirmerova, 2010], komplikacemi gravidity (¢asné I pozdni t€hotenské
ztraty, intrauterinni riistova retardace plodu, prematurita, hypertenze, preeklampsie,
HELLP, uteroplacentarni insuficience, abrupce placenty) a pfitomnosti
antifosfolipidovych protilatek [Mclntyre, 2003; Kwak, 1994; Ulcova-Gallova,
2005b; Shoenfeld, 2006]. APS se muze vyskytovat jako sekundarni pfi jinych
onemocnénich (napf. cerebrovaskularnich, kardialnich, rendlnich, infekcnich,
onkologickych, dermatologickych, revmatickych a psychiatrickych) nebo se
objevuje jako primarni onemocnéni [Cervera, 2002]. Antifosfolipidové protilatky
jsou autoprotilatky namifené proti negativné nabitym fosfolipidovym molekulam,
tvoficim vnitini vrstvu biologickych membran, plazmatickym proteinim
a komplextim protein-fosfolipid. [Mackworth-Young, 2004]. Nejcastéjsi epitopy,
proti kterym jsou antifosfolipidové protilatky namifeny, jsou kardiolipin, kyselina
fosfatidova, fosfatidylethanolamin, fosfatidyl-DL-glycerol, fosfatidylinositol,
fosphatidyl-L-serin, beta-2-glykoprotein | a annexin V. Frekvence vyskytu sérovych
aPL ve fyziologickych téhotenstvich se odhaduje na 2 % [Shapiro, 1994; Ruiz-
Irastorza, 2010].

Prevalence APS v obecné populaci je asi 3 — 5 % [Cervera, 2002]. Je

prokazatelné asociovan S RPL a odhaduje se, Ze je pfitomen asi U 15 % Zen
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s casnymi RPL. Revidovana diagnosticka kritéria APS piijata v Sydney v roce 2006
shrnuje tabulka 3-2.

Tab. 3-2 - Diagnosticka kritéria antifosfolipidového syndromu -

- podle Miyakis [2006]

K potvrzeni diagnozy APS musi byt splnéno alesponn jedno klinické a jedno

laboratorni kritérium.

Klinicka Kkritéria

1. Nejméné jedna potvrzend vaskularni trombodza (vendzni, arteridlni nebo
kapilarni)
2. Komplikace gravidity

e Nejméné 1 téhotenskd ztrata po 10. tydnu gravidity bez morfologické poruchy
plodu (vylou¢eno ultrasonografickym vySetfenim nebo vysetienim plodu)
e Nejméné 1 predCasny porod (< 34. t. gravidity) nasledkem preeklampsie nebo
placentarni insuficience
e Nejméné 3 nésledné téhotenské ztraty pred 10. t. gravidity (po vylouceni
materndlnich anatomickych malformaci, hormonélnich poruch a maternalnich
I paternalnich chromosomalnich aberaci)
Laboratorni kritéria
(alesporni 2x pozitivni vysledek s odstupem nejméné 12 tydni)
1. Pozitivni plazmaticky lupus antikoagulans, stanoveny dle doporuceni
Mezinarodni spolec¢nosti pro trombdzu a hemostazu
2. Pozitivni plazmatické hladiny antikardiolipinovych protilatek ve ttidé IgG
nebo IgM (nad 99. percentilem, stanoveno standardnim ELISA testem)
3. Pozitivni plazmatické hladiny protilatek proti beta-2-glykoproteinu I ve tfidé

IgG nebo IgM (nad 40 GPL/MPL* nebo nad 99. percentilem, stanoveno standardnim
ELISA testem)

Pozn.: * 1 GPL/MPL = 1 pg.ml™

Mechanismy, kterymi APS vede k RPL, nejsou dosud kompletné vysvétleny.
Patogeneze APS zahrnuje aktivaci bunék endotelu, monocyti, trombocytd, inhibici
piirozenych antikoagula¢nich drah proteinu S a annexinu V, aktivaci komplementu
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ainhibici fibrinolytického systému cestou aktivace inhibitoru aktivatoru
plazminogenu 1, protilaitek proti annexinu V aprotilatek proti beta-2-
glykoproteinu I [Krone, 2010].

Kompletni laboratorni vySetfovaci schéma RPL by mélo zahrnovat nejméné
vySetfeni lupus antikoagulans a antikardiolipinovych protilatek. V ptipadé splnéni
diagnostickych kritérii APS se U jinak zdravych zen (nepfitomnost systémového
autoimunitniho onemocnéni jako systémovy lupus erythematodes, nepfitomnost
trombozy v osobni anamnéze) v gravidit¢ doporucuje 1écba nizkymi dadvkami
kyseliny acetylsalicylové (low dose aspirin; LDA) a profylaktické podavani
nizkomolekularniho heparinu (low-molecular-weight heparin; LMWH). Podavani
LDA by mélo byt zahijeno pied koncepci nebo alespont po prikazu gravidity,
podavani LMWH po prikazu gravidity [Derksen, 2008; ASRM 2012].

Stanoveni dalSich antifosfolipidovych protilatek relevantnich ke vzniku RPL
je velmi diskutovanou oblasti. S vyjimkou stanoveni lupus antikoagulans,
antikardiolipinovych protilatek a protilatek proti beta-2-glykoproteinu I, fosfatidyl-
L-serinu a annexinu V jsou vysetiovaci metody slab¢ standardizovany a hodnoceni
jejich podilu na etiologii RPL proto vyzaduje dalsi studie [ASRM, 2012].

Antifosfolipidové protilatky jsou vSak jednoznacné spojeny s RPL a dalSimi
komplikacemi gravidity. Laboratorni ndlezy u APS v gravidité se vyznamné li§i od
jeho klasické formy. Mnoho Zen s RPL a pozitivnimi aPL tedy nespliiuje soucasna
diagnosticka kritéria APS. Divodem milZze byt aktivace jinych, spiSe
imunopatogenetickych nez tromboembolickych mechanismt (napt. aPL indukovana
aktivace komplementu, vedouci k pfimému poskozeni fétu, porucha angiogeneze ve
smyslu abnormalni endovaskuldrni invaze trofoblastu do decidualnich cév [Girardi,
2004; Sebire, 2002]. To nasledné také ovliviiuje ucinnost 1é¢by LMWH v prevenci
RPL. Kwak-Kim [2013] zduraziuje urgentni potifebu novych diagnostickych kritérii
porodnického APS avyzkum novych terapeutickych pfistupi k tomuto

komplexnimu problému.

3.4 Dédi¢né trombofilie jako pFri¢ina RPL

Dédi¢né trombofilni faktory, stejn¢ jako kombinace dédicnych a ziskanych
trombofilnich faktorti jsou Casté, vice nez 15 % indoevropské populace nese alespon
jeden dédi¢ny trombofilni faktor. Dédi¢né trombofilni faktory mohou predisponovat
k mikrotrombozam zejména trofoblastu a placenty, avést tak k zadvaznym

komplikacim prabéhu gravidity véetné RPL.
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Autosomaln¢é dominantné dédicné deficity antitrombinu, proteinu C a proteinu
S jsou velmi vzacné avzhledem K nizké prevalenci jsou nalézany jen ojedinéle,
spise jako pfi¢ina zavaznych pozdnich komplikaci gravidity [Greer, 2003].

Nejcastéji vySetfované dédicné trombofilni faktory, oznacované také jako
klasické trombofilni mutace, jsou Leidenskd mutace genu pro koagulacni faktor V,
mutace genu pro koagulaéni faktor II (protrombin) G20210A a polymorfismy genu
pro methylentetrahydrofolat reduktaizu MTHFR C677T a A1298C. Prace studujici
asociaci dédi¢nych trombofilnich faktorti s RPL dochazeji k rozpornym vysledkiim.
Nekteti autofi asociaci s RPL neprokazuji [Abbate, 2002; Makino, 2004], jini
dochazeji k zavéru, Ze ptitomnost rizikovych trombofilnich faktori vedoucich
k sekundarnimu hyperkoagula¢nimu stavu vykazuje silnou asociaci s komplikacemi
gravidity v¢etné RPL [Kutteh, 2006; Goodman, 2006].

Tab. 3-3 — Experimentalni panel trombofilnich mutaci pro identifikaci rizika RPL

podle Goodman [2006], Coulam [2009]

[a—

Faktor V Leiden (G1691A]
Faktor V R2 (H1299R)

Faktor 11 (protrombin) G20210A
Faktor X111 V34L
Beta-fibrinogen G(-455)A

PAIL (-675)4G/5G

HPAL a/b (L33P)

MTHFR C677T

MTHFR A1298C

A A B R T

Kromé uvedenych faktorti je pfedmétem vyzkumu fada dalSich genovych
mutaci  a polymorfismii  ajejich kombinaci, které ovliviiyjici  funkce
hemokoagula¢niho systém a/nebo fibrinolytického systému avedou tak
k hyperkoagula¢nimu stavu [Wolf, 2003; Yenicesu, 2010; Jeddi-Tehrani, 2010,
2011; Bennett; 2012]. Nejcastéji je potencialni asociace dédicnych trombofilii
a RPL zalozena na teorii poruchy vyvoje placenty zptisobené mikrotrombdzami.
Vzhledem ke studiim prokazujicim, ze krev matky zac¢ind proudit interviléznimi

prostory placenty asi od 10. tydne gravidity, je 1épe pfijimana spojitost mezi
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dédicnymi trombofiliemi a RPL po 10. tydnu gravidity nez u obdobnych udélosti
pied 10. tydnem. Skutecnost, Ze pienos Zivin z krve matky do fetalnich tkani zavisi
na prutoku krve déloZznimi cévnim feciStém a mize byt ovlivnén zde probihajicimi
trombotickymi udalostmi, vSak piipousti roli dédi¢nych trombofilii jako pficiny
téhotenskych ztrat v kazdém obdobi gestace [Ford, 2009].

Velké prospektivni studie vSak dosud asociaci dédi¢nych trombofilii a RPL
neprokazaly [Dizon-Townson, 2005; Silver, 2010].

Ptehled zakladnich informaci o trombofilnich mutacich testovanych v rdmci
predkladané prace shrnuji nasledujici oddily [OMIM, 2013].

3.4.1 Leidenska mutace genu pro koagulacni faktor V

Koagulaéni faktor V

MIM 612309

Alternativni nazvy; symboly:

Kofaktor proteinu C

Kofaktor aktivovaného proteinu C

APC kofaktor

Labilni faktor

Symbol genu schvaleny HGNC: F5

Cytogeneticky lokus: 1q24.2

Genomické sourradnice (GRCh37): 1:169,481,191 - 169,555,768

Gen F5 koduje koagulacni faktor V, plazmaticky glykoprotein o velikosti
330 kD, ktery se vyskytuje v krevnim ob&hu s malou nebo nulovou aktivitou.
Faktor V je trombinem (F2, MIM 176930), ktery z neaktivni formy vytvati tézky
a lehky fetézec vzajemné spojeny vapenatymi ionty, konvertovan na aktivni formu -
faktor Va. Faktor V je zakladnim proteinem koagula¢niho systému a pasobi jako
kofaktor pro konverzi protrombinu na trombin pomoci faktoru Xa (F10,
MIM 613872). Cripe v roce 1992 zjistil, Ze gen F5 obsahuje 25 exont.

Alelicka varianta 612309.0001: trombofilie na podkladé faktoru V Leiden
F5 G1691A; ARG506GLN; R506Q; dbSNP:rs6025

HGYVS schvaleny nazev: F5: c.1691G>A

Tato mutace je v publikacich tradicné oznacovana jako faktor V Leiden

(FV Leiden) a tento nazev je uzivan i vV textu prace.
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Trombofilie

Faktor Va je inaktivovan aktivovanym proteinem C (PROC, MIM 612283).
Za uréitych okolnosti vS8ak mize byt vuéi této inaktivaci rezistentni a tento stav se
oznacuje jako APC rezistence. V rodin¢ s trombofilii zpiisobenou APC rezistenci
Bertina [1994] identifikoval heterozygotni mutaci R506Q genu F5, zpusobenou
substituci z G na A v pozici 1691 genu.

Varianta byla oznacena nazvem faktor V Leiden podle mésta v Nizozemsku,
kde v té dob¢ piusobil. Dalsim vySetfenim vétsiho souboru pacientti identifikoval
stejnou mutaci u 56 z 64 pacienti s APC rezistenci. Mutace byla u Sesti pacientl

homozygotni.

>gnl |dbSNP|rs6025 rs=6025|pos=501]1len=1001|taxid=9606|mol="genomic"

CGGGGCCTGT CGGGGGGGGG GGGTGGGGGG

ATGGGTGCAG

AGTATAATTT

TATTATCATG

CAGTTCAACC

TTAACAAGAC

GAGCAGATCC

R

AGGAATACAG

TGGCTAAATA

TTCTTTTTTT

TGTCTTAGTT

ATCAAATGGG

AGCTCTTTAC

AGAGACATAG

CACACCAACA

AAAAAAAATA

AAATAACTTT

AGGGGAAACC

CATACTACAG

CTGGACAGGC

GTATTTTGTC

ATGGGGCATT

TTTTTTGTCT

TCAAATTCCA

TAATAACCCT

CAGTCTTTGC

TTCCTAGTGA

TGACACATGT

AAAATAAAAG

GCAAATGAAA

TATACTTATA

TGACGTGGAC

CTTGAAGTAA

TCCTTCAAGA

TGTCTATTTT

GGTCTGTTGG

CCTAAAAATG

TATTTTTAGA

CGGGGGGAGG

ATACATATGT

AATTCCTTTT

ACAATTTTGA

AGTGGAACAT

ATCATGAGAG

CCTTTCAGAA

GAACAGTAAT

TATCAGTACC

TATTGGATGT

TTACAGGTCT

GACCTGCAAT

GATAGCATTA

AACAAACCTG

GCAATATTAA

ATATATTTTC

CTTAGAGTTT

ACATCGCCTC

ATTCTGAGAA

TGTCAAGTAG

ATCACTGCCG

GTTGAGCAAG

GTTTGGGGGT

AGGGAGACAG

GGAGATATAC

CACGTTGTGC

TTGGTTCCAG

TTTCAGGCAG

GATGAACCCA

TGGGCTAATA

TTTCTTCTGG

TCCTTTTTAG

AAGGCAAGTC

TTGATTAGCC

TCAGTGAGAT

AGGAGAGATT

CTAATGTTAA

ACATGTACCC

CGAAAGCTTA

GAACAACACC

CAGAAAATGA

GGACTACTTC

CTAGAACATG

CACCAGTGTG

TAGAGTGTGA

TTTCCTAATT

ACCATCTGGT

CTCTGAAAGC

Obr. 3-1 — Mutace faktor V Leiden v sekvenci genu F5 -
- podle NCBI [dbSNP, 2013]

TGACAAGTTA

TAGAACTTAA

TTTATTTATT

ATGATCAGAG

TGCCCAGTGC

TAATCTGTAA

TTAGGTCTCC

ATAACATTTA

TAACATATTT

TCTTCCTTTT

AAAAGTATAA

AACCAAATTT

Brenner vroce 1996 publikoval pozorovani dvou pacientek se zavaznou
komplikaci preeklampsie, syndromem HELLP (hemolyza, zvySené jaterni enzymy

anizky pocet krevnich desticek), které nesly heterozygotni genotyp faktoru
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V Leiden. Nalez této mutace naznaCoval, Ze patogeneze HELLP syndromu miiZe
byt spojena s trombotickym procesem.

Opakované ztraty téhotenstvi

Ve studii 67 Zen s prvni epizodou nevysvétlitelné pozdni fetdlni ztraty (Gmrti
plodu po 20. tydnu t€hotenstvi) a u 232 zen, které mély jedno nebo vice normalnich
téhotenstvi, Martinelli vroce 2000 zjistil, ze faktor V Leiden i mutace
protrombinového genu G20210A byly spojeny s piibliznym ztrojnadsobenim rizika
pozdni ztraty plodu.

Zivelin v roce 2006 prokazal founder effect faktoru V Leiden (tj. skuteCnost,
ze vznikl jedinou muta¢ni udalosti v minulosti) a odhadl jeho stafi na 21340 Ilet.
Vyslovil také hypotézu, Ze k jejimu rozsifeni v dobé posledni doby ledové v Evropé
doslo proto, Ze podobné jako protrombinovd mutace G20120A svému nosici
poskytovala selektivni vyhodu sniZenim umrtnosti z poporodniho a pourazového
krvaceni.

Frekvence vyskytu faktoru V Leiden v kavkazoidni populaci kolisa - je
uvadéna vrozmezi mezi 4 — 8 %. Rausova [2005] stanovila frekvenci faktoru
V Leiden v ceské populaci na 5 %. V nekavkazoidnich populacich je faktor
V extrémné vzacny.

Utinek faktoru V Leiden miZe byt potencovan piitomnosti dalsich
trombofilnich mutaci. Naptiklad Kemkes-Matthes [2005] publikovala pozorovani,
ze pritomnost heterozygotni nebo homozygotni mutace R225H v exonu 8 genu pro
protein Z je spojena s vyssi frekvenci tromboembolickych komplikaci u pacienti
nesoucich faktor V Leiden. Ve studii 134 nosi¢u faktoru V Leiden byla mutace
R225H nalezena v 11 (14,4 %) ze 76 pacienti s tromboembolii a pouze u 3 (5,1 %)

z 58 pacientl, ktefi tromboembolické piihody neméli.
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3.4.2 Mutace G20210A genu pro koagulaéni faktor I1

MIM 176930

Koagulaéni faktor 11

Alternativni nazvy; symboly:

Trombin

Protrombin

Faktor 11

Symbol genu schvaleny HGNC: F2

Cytogeneticky lokus: 11p11.2

Genomické souradnice (GRCh37): 11:46,740,742 - 46,761,055

Gen F2 koduje koagulacni faktor II (EC 3.4.21.5), protrombin, vitamin
K-dependentni glykoprotein syntetizovany v jatrech v neaktivni form¢. Protrombin
je aktivovan na trombin serinovou proteazou - faktorem Xa (F10; MIM 613872) za
ptitomnosti fosfolipidi, vapniku a faktoru Va (F5, MIM 612309). Aktivovany
enzym hraje dtlezitou roli v hemostaze a patogenezi trombozy: Vv procesu tvorby
krevnich srazenin méni fibrinogen (MIM 134820) na fibrin, stimuluje agregaci
krevnich desti¢ek a aktivuje koagulaéni faktory V, VIII (F8, MIM 300841) a XIllII
(F13A1, MIM 134570). Trombin také zpétné inhibuje koagulaci aktivaci proteinu C
(PROC, MIM 612283).

Gen pro protrombin obsahuje 14 exond ama asi 21 kb. Gen obsahuje
30 repetitivnich Alu sekvenci a 2 Kpn sekvence, které tvoii asi 40 % genu.

Alelicka varianta 176930.0009: trombofilie nasledkem poruchy produkce
protrombinu

HGYVS schvaleny nazev: F2: g.20210G>A

Tato mutace je v publikacich tradi¢n¢ oznacovana F II G20210A (protrombin
G20210A) a tento nazev je uzivan v textu prace.

Trombofilie

Poort vroce 1996 publikoval, Zze mutace v 3" nepiekladané oblasti
protrombinového genu G20210A je spojena se zvySenou plazmatickou hladinou
protrombinu a vede ke zvySenému riziku zilni trombdzy. Zaména byla nalezena
u 18 % probandi rodin s trombo6zou, U 6 % nahodné vybranych pacienti s hlubokou

zilni trombdzou ave 2 % u zdravych kontrol. Mutace je dle jinych autorti také
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spojena se Ctyfndsobnym zvySenim rizika infarktu myokardu U Zen, zatimco U muzt
se riziko se zvySuje 1,5krat. Kromé trombdzy je mutace G20210A spojovana
I s rizikem cévnich mozkovych ptihod a Budd-Chiariho syndromu.

Rosendaal v roce 1998 uvadi prevalenci v jizni Evropé 3 %, téméi dvakrat
vy$$i nez v severni Evropé (1,7 %). Zivelin v roce 1998 stanovil founder effect také
u polymorfismu G20210A a vyslovil hypotézu, ze vzhledem K absenci ¢i velmi
nizké frekvenci polymorfismu v nekavkazoidnich populacich doslo k mutaéni
udalosti az po divergenci kavkazoidni subpopulace od ostatnich.

Opakované téhotenské ztraty

Pihusch [2001] studoval koagula¢ni faktory u 102 pacient s RPL a zjistil, Ze
heterozygotni mutace G20210A byla asociovana s ¢asnymi RPL (p = 0,027,
OR 8,5).

Homo sapiens coagulation factor II (thrombin) (F2), NCBI RefSeqg NG 008953.1

25021 ctgatgtgac cttgaacttg actctattgg aaacctcatc tttcttcttc agagcccctt

25081

25141

25201

25261

25321

25381

25441

25501

25561

taacaaccgc
gaaatatggc
tcagtttgga
aattattttt
R

cctca
atgctcccag
ggataaagaa
ggctgaggtg
ccagcctggg

agggccaggt

tggtatcaaa
ttctacacac

gagtaggggyg

gtgtttctaa

tgctattcat
gacttaagaa
ggaggatcgce
tgacagagtg

gagaggaaag

tgggcatcgt
atgtgttccg
ccactcatat

aactatggtt

gggcagctct
tccaccacct
ttgagcccag
agaccctgtc

atggcaggtt

ctcatggggt
cctgaagaag
tctgggctcce

cccaataaaa

ctgggctcag
ggtgcacgct
gaggtggagg
ccaaaagaat

gaatttacag

gaaggctgtg
tggatacaga
tggaaccaat

gtgactctca

gaagagccag
ggtagtccga
ctgcagtgag
ccactatcta

gcattaaaga

accgggatgg

aggtcattga
cccgtgaaag

gcga

taatactact
gcactcggga
ccactgcacc
tcttcagagce

tgttccaccc

Obr. 3-2 — Mutace G20210A v sekvenci genu F2 — podle NCBI [RefSeq, 2013]
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3.43 Mutace C67/T aA1298C genu pro

reduktazu

MIM 607093
5,10-methylentetrahydrofolat reduktaza

Symbol genu schvialeny HGNC: MTHFR
Cytogeneticky lokus: 1p36.22
Genomické souradnice (GRCh37): 1:11,845,786 - 11,866,159

Methylentetrahydrofolat

tetrahydrofolatu na 5-methyltetrahydrofolétu, ktery tvofi kosubstrat pro remethylaci

homocysteinu na methionin.

reduktaza katalyzuje

methylentetrahydrofolat

pfeménu  5,10-methylen-

Alelicka varianta 607093.0003: MTHFR termolabilni polymorfismus
MTHFR C677T, ALA222VAL ; dbSNP:rs1801133
HGYVS schvaleny nazev: MTHFR: ¢.677C>T

Tato mutace je v publikacich tradicné oznacovana MTHFR C677T a tento

nazev je uzivan Vv textu prace.

>gnl|dbSNP|rs1801133

rs=1801133|pos=501|1en=1001|taxid=9606 |mol="genomic" |class=snplalleles="C/T" |build=138|sus

pect=?|GMAF=A:707:0.3246|clinsig=non-pathogenic

TGGGAGTTTG GAGCAATCCA CCCCCACTCT TGGAACTGGG CTCTGAGCCA

AGCATATCAG

CCCAAAGCAG

TGACTGTCAT

GGAGAAGGTG

Y

CGATTTCATC

CTTGCCCCAT

ACCGCACCGT

CCAGAACTTG

TTGAGGGGTT

TCATGAGCCC

AGGACTCTCT

CCCTATTGGC

TCTGCGGGAG

ATCACGCAGC

CGTCCCCGGG

CCTCGCACAG

CACAGCGTTG

TGTTGTACTT

AGCCACTCAC

CTGCCCAGTC

AGGTTACCCC

TTTTCTTTGA

ATCTTTCCCA

GCTGGGGGCT

CTTGGCCACC

TGGCCAACAA

TGTTTTAGTT

CCTGTGGTCT

AAAGGCCACC

GGCTGACACA

TCCAGGTGAG

CTGGGTGGAG

CCATTTTGGT

GCATCACCAA

CAGGCTGTGC

CTTCATCCCT

CCGAAGCAGG

TTCTTCCGCT

GGGCCCAGGA

TGCTGAGTTC

TACCTCTAAT

AAGGGATTCT

CCTCCCCTGA

TGTGCTGTTG

CGCCTTGAAC

GAGCTTTGAG

TTGTGAAGGC

GAGCCCATAA

GCTGAGTTCT

TTTCCCCCCA

AATTCTCATT

GAGTCATCTC

GAAGGTGCAA

AGGTGGAGGC

GCTGACCTGA

ATGCACCGAC

GCTCCCTCCA

TCCCAGATCT

AAACCCAGCA

ACAAATCCTG

TGGGGTCAGA

GATCAGAGCC

CAGCCTCTCC

AGCACTTGAA

ATGGGCATCA

CCCCACTCTC

CCTCTCAGGT

ACAGTGTCTG

CTTAAATCAG

Obr. 3-3 — Mutace C677T v sekvenci genu MTHFR — podle NCBI [dbSNP, 2013]
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Frosst v roce 1995 jako prvni identifikoval mutaci genu MTHFR C677T, ktera
vede k zaméné Ala222Val (A222V). Frekvence mutované alely v obecné populaci
¢ini kolem 0,38. Mutace V heterozygotnim nebo homozygotnim stavu koreluje se
zvySenou termolabilitou a snizenou aktivitou enzymu. Jedinci homozygotni pro
mutaci C677T maji vyznamné zvySené plazmatické hladiny homocysteinu, a to
zejména V podminkach deficitu folatu. Mutace MTHFR C677T proto mize
pfedstavovat vyznamny geneticky rizikovy faktor cévniho onemocnéni.

Klerk vroce 2002 provedl metaanalyzu rizika vzniku ischemické choroby
srdecni souvisejici S pritomnosti polymorfismu C677T a dospél k zaveru, ze jedinci
s genotypem 677TT maji vyznamné vyssi riziko vzniku ischemické choroby srdecni
zejména v podminkéch nedostate¢ného ptisunu folatu.

V komplexni metaanalyze 22 case-control studii zahrnujicich 3387 dospélych
pacientl Casas Vvroce 2004 zjistil statisticky vyznamnou souvislost mezi
ischemickymi cévnimi mozkovymi ptihodami a polymorfismem C677T (OR 1,24).

Defekty neuralni trubice

Christensen jiz v roce 1999 uvedl polymorfismus genu MTHFR C677T jako
prvni geneticky rizikovy faktor pro defekty neurdlni trubice stanoveny na
molekularni Grovni, tento objev pozdé&ji vedl K rozsifeni suplemetace folatu na
populaéni trovni (fortifikace potravin) nebo formou cilené prekoncepcni péce.

Keijzer v roce 2002 uvadi hyperhomocysteinémii zpisobenou mutaci MTHFR
C677T afaktor V Leiden jako nezavislé rizikové faktory pro recidivujici zilni
trombozy.

Asociace polymorfismu MTHFR C677T s mnoha dal§imi onemocnénimi, jako
jsou hypertenze, okluze retinalni arterie, Downiv syndrom, kancerogeneze, deprese,
schizofrenie, migrény, glaukom a v gynekologicko-porodnické péci riziko
preeklampsie a RPL je pfedmétem mnoha studii.

Hradecky [2009] neprokazal na souboru 55 Zen s preeklampsii asociaci
s variantami MTHFR C677T ani A1298C.

Alelicka varianta 607093.0004: MTHFR termolabilni polymorfismus
MTHFR A1298C, GLU429ALA; dbSNP:rs1801131

HGYVS schvileny nazev: MTHFR: ¢.1298A>C

Tato mutace je v publikacich tradi¢né oznacovana MTHFR C1298T a tento

nazev je uzivan Vv textu prace.
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Van der Put vroce 1998 identifikoval dal$i polymorfismus genu MTHFR
A1298C, vedouci k zaméne Glu429Ala (E429A) v predpokladané regulacni oblasti
genu MTHFR.

Homozygotni ani heterozygotni zdména A1298C neni spojena S vysSimi
plazmatickymi koncentracemi homocysteinu ani
heterozygoti C677T/A1298C ma vSak za nasledek funk¢ni zmény podobné tém,

folatu. Genotyp slozenych

které byly pozorovany u homozygotti 677TT.

>gnl|dbSNP|rs1801131

rs=1801131|pos=501|1en=1001|taxid=9606|mol="genomic" |class=snplalleles="A/C"|build=138]|sus

pect=?|GMAF=G:496:0.2277|clinsig=other

TCCGGCTCCC TCTAGCCAAT
CGCCCACCCC AAGCGCCGAG
AGGAGTGGGA CGAGTTCCCT
GGGAGGGCAG AAGAAGTTTG
CATGTGGTGG CACTGCCCTC
GCCTTTGGGG AGCTGAAGGA
GGAGGAGCTG ACCAGTGAAG
M

AAGTGTCTTT GAAGTCTTCG
GGACCCTGGT TCATCCCCTG
CCTCCCCTCC ATGCTGTGGA
AGACAGGCTG GGTCTTTGTT
CTCTCCCAGG TGACTTGCCT
GGTGAACCGC CAGGGCATCC

GGGGCCCCAG CGGGGGCTAT

CCCTTGTCTC

AGGAAGATGT

AACGGCCGCT

CATGCTTGTG

TGTCAGGAGT

CTACTACCTC

TTCTTTACCT

CCCCTGGCCT

CATGGCAAAG

GGGGGCCGTG

GCCCTGGAAC

TCACCATCAA

AATTCTCTGT

ACGTCCCATC

GGTGAGGGCC

GTTGACCTGG

GTGCCCTGAC

TTCTACCTGA

CTCGGGAGAA

GACCCCAGCT

GGAGAAGGGT

AGAGGGACTC

GATGAGCCCC

CTCACAGCCC

CCCCATCCTC

TTCTGGGCCT

TGCAGACCTT

GAGGAGTCAG

CTCTGGGCAC

AGAGCAAGTC

CCAAACCGGA

GCAGGCCAGG

AAGTTGGGAG

AGGGTGCCAA

TGGCGGCTGA

AACATCAACG

ACCCAGGCGT

CCAGACCAAA

CCTTGCAAAT

GGGCAGAATT

CCCTCTGCCA

CCCCAAGGAG

ATGGTCACAA

CTGCGGGGCT

ACCTCCACCT

ACCTGATGGT

GACCAGCCTG

GGAAGCCGTC

CCCCTACCCT

GAGTTACATC

ACATCTTTGT

TACAGGAATG

GGGGCAATTC

GAGCTGCTGA

AGTGAGTGAT

GTGACTTCCC

GGAAGGGCTT

CGCCCCAGCC

CTGAAGGAGG

CTCCGACCCC

GGGCTCTCAG

TACCGTACCC

TCTTGGGAGC

GCCTCCTGGG

CTCTTCCCCT

AGATGTGGGG

GCTGGAGTGG

CATCCTGTGC

AGGGAGGCAA

AGCTCACCGT

AGCTGCTGCG

ATCGTGGGCT

Obr. 3-4 — Mutace A1298C v sekvenci genu MTHFR — podle NCBI [dbSNP, 2013]

Zetterberg vroce 2002 vyslovil hypotézu, ze ipolymorfismus MTHFR
A1298C muze byt rizikovym faktorem Vv pribéhu embryogeneze, kdy jsou vysoké
pozadavky na hladinu kyseliny listové.

Z4dna z autorovi znamych studii dosud jednoznaéné neprokazala asociaci
polymorfismu MTHFR A1298C s komplikacemi gravidity, ale vzhledem
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K hypotetickym rizikim slozenych heterozygoti C677T/A1298C a propojeni
vySetfovaci metodiky bylo jeho stanoveni zatfazeno do ptedkladané prace.

3.4.4 Mutace (-675)4G/5G genu pro inhibitor aktivatoru plazminogenu 1

MIM 173360

Serpin E1 (nexin)

Alternativni nazvy; symboly:

Inhibitor aktivatoru plazminogenu 1; PAI1

Inhibitor endotelidlniho aktivatoru plazminogenu

Symbol genu schvaleny HGNC: SERPINE1

Cytogeneticky lokus: 7q22.1

Genomické souiradnice (GRCh37): 7:100,770,369 - 100,782,546 (NCBI)

Gen SERPINE1 koéduje endotelialni PAI-1 (PAI1), protein ze skupiny
inhibitord serinovych proteaz, ktery inhibuje tkanovy aktivator plazminogenu
(PLAT, MIM 173370) a aktivator plazminogenu urokinazového typu (PLAU, MIM
191840). Protein ma velikost 47,2 kD anapadnou strukturni podobnost
s angiotenzinogenem, alfa-1-antitrypsinem a antitrombinem IIl. PLAT aPLAU
proteolyticky aktivuji plazminogen na plazmin, ktery odbourava fibrinové
srazeniny. SERPINE1 tak negativné reguluje fibrinolyzu a zpomaluje rozpousténi
krevnich srazenin.

Loskutoff v roce 1987 zjistil, ze gen SERPINEI je velky ptiblizné¢ 12,2 kb
a obsahuje 9 exoni. Vzacné deletorni mutace genu vyznamné snizuji hladiny PAI-1

a vedou ke ztraté regulace fibrinolyzy a hemoragické diatéze.

Alelicka varianta 173360.0002: Modulator transkripce inhibitoru
aktivatoru plazminogenu 1

Serpine 1bp DEL/INS, PAIL1 4G/5G

Tato mutace je v publikacich tradi¢né oznacovana PAIl (-675)4G/5G a tento
nazev je uzivan v textu prace.

Dawson v roce 1993 ukazal, ze zvySena plazmaticka hladina PAI-1 asociuje
s 1bp inzerénim/dele¢nim polymorfismem guaninu (4G/5G) v promotoru genu
PAILl. 4G alela je spojena s vyssi transkripci PAIl. Alela 5G krom¢ aktivatoru
transkripce vaze na prekryvajicim se vazebném misté také represorovy protein.
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V piipadé alely 4G je nemoZnost vazby represoru spojena se zvySenou bazalni

urovni transkripce.

Homo sapiens chromosome 7,

Region:

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

accactgctc
cacaccctgc
tgtgtctgga
aagtgaaact
ggtcccgtte
gttgacacaa
G/GG
agtcagccg
tgtatcatcg
ttgggcccaa
tggctgttgg

caccgggtgg

cacagaatct
aaacctgcca
ggaagaggat
tacacgttgg
agccaccacc

gagagccctc

gaggcggccg
gtcctagaca
gctgggccca

acagccctgg

complete sequence.

100769000..100782000

atcggtcact
tgaattgaca
aaaggacaag
tctcctgttt

accccaccceca

aggggcacag

ggcacatggc
gacaaaacct
ggaggaggga

gggaaaactt

cttcctcccece
ctctgtttct
ctgccccaag
ccttaccaag
gcacacctcc

agagagtctg

agggatgagg
agacaatcac
ggggcgctcet

ccacgttttg

tcaccccecett
atccctttte
tcctagcggg
cttttaccat

aacctcagcc

gacacgtggg

gaaagaccaa
gtggctggcet
ttcctggagg

atggaggtta

gccctaaaag
cccttgtgtce
cagctcgaag
ggtaacccct

agacaaggtt

gagtcctctg
gcatgccctg
tggtccagag

tctttgataa

961 ctccacagtg acctggttcg ccaaaggaaa agcaggcaac gtgagctgtt ttttttttct

Obr. 3-5 — Mutace (-675)4G/5G v sekvenci genu PAIL - podle NCBI [RefSeq, 2013]

Prevalence 4G alely byla vyznamné vyssi U pacientti S infarktem myokardu
pied dosazenim véku 45 let (alelickd frekvence 0,63) neZz u populacni kontroly
(alelicka frekvence 0,53) [Eriksson, 1995]. Margaglione [1998] publikoval zvySené
riziko rodového vyskytu ischemické choroby srde¢ni U homozygotl pro 4G alelu
(OR 1,62). Frekvence alely 4G byla neobvykle vysoka v rodech s vyskytem obezity
a hypercholesterolémie.

Z komplikaci gravidity hodnotil Yamada v roce 2000 vztah mezi preeklampsii
a PAIl 4G/5G. Frekvence homozygotti 4G byla vyznamné vys$i oproti kontrolam.
Dossenbach-Glaninger (2003) publikovala na malém souboru 47 zen s RPL asociaci
4G/4G homozygotniho genotypu s RPL.
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3.4.5 Mutace intron F G79A, A(-13)G a R255H genu pro protein Z

MIM 176895

Protein Z; PROZ

Alternativni nazvy; symboly:

PZ

Symbol genu schvaleny HGNC: PROZ

Cytogeneticky lokus: 13q34

Genomické souiradnice (GRCh37): 13:113,812,967 - 113,826,697 (NCBI)

Protein Z (PZ) je vitamin K-dependentni plazmaticky protein, jehoz funkci je
v komplexu s protein Z-dependentnim inhibitorem proteaz (SERPINEA10, ZPI,
MIM 605271) inhibovat aktivovany koagulacni faktor Xa. Nizké hladiny PZ a ZPI
vedou Kk vyznamnému protrombotickému stavu [Broze, 1984; Broze 2001].
Struktura proteinu Z je podobna jako u faktora VII (F7, MIM 613878), IX (F9,
MIM 300746), X (F10, MIM 613872) aproteinu C (PROC, MIM 612283).
Fujimaki [1998] urcil velikost genu PROZ 14 kb a identifikoval 9 exont, véetné
jednoho alternativniho.

U clovéka je PZ charakterizovan neobvykle Sirokou distribuci Vv plazmé
a vyznamnym poklesem hladin po podani warfarinu. Zd4 se, ze izolovany deficit PZ
nepredstavuje samostatny rizikovy faktor venozni trombozy a mozkové ischemie
[Yin, 2000; Vasse, 2001], ale jako kofaktor zvySuje jeji riziko Vv pfitomnosti jinych
znamych rizikovych faktorG jako FV Leiden, faktor Il G20210A nebo
hyperhomocysteinémie [Kemkes-Matthes, 2002]. Gris [2002] popsal deficit
proteinu Z i u ¢asnych téhotenskych ztrat.

Alelické varianty

Protein Z patii kméné prozkoumanym kofaktorim hemokoagulac¢niho
systému. Publikovanych studii, zkoumajicich vztah mutaci genu PROZ a hladiny
PZ, je velmi malo [Le Cam-Duchez, 2009]. Na zaklad¢ literarni reSerSe byly
identifikovany tfi nejcastéjsi alelické varianty ovliviiujici funkci proteinu Z a
zatazeny do predkladané prace. Varianty jsou V praci oznaCovany V souladu
s pfedchozimi publikacemi.

Lichy [2004] pozoroval vyznamné nizsi frekvenci mutace v 6. intronu genu
PROZ G79A v souboru nemocnych Sischemickou cévni mozkovou piithodou

a formuloval hypotézu, Ze A alela uvedeného polymorfismu ptedstavuje protektivni
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faktor cévni trombozy CNS. Stejnou asociaci na malém souboru zen s RPL pozdé&ji

publikovala Dossenbach-Glaninger [2008].

>gnl |dbSNP|rs3024735|allelePos=501|totallen=1001|taxid=9606]|

snpclass=1|alleles="'A/G' |mol=Genomic|build=138

CATCCTCCTT

CGACTCAGAA

TTCTGTCACT

GTTTAACTCC

TTATAATGGT

ATATTCGCTG

GTGCCTGCGG

AGGTAACAGA

ATTTCCTAAA

R

ACAACTAAGT

TATTCACACT

TATTTACAGC

CAGAACATAA

TACTTTGTTC

TGGCTGGTTT

TCAATCTGTC

TCCTGGGCAC

CCTTCTGTAG

GGTGGTCCGC

AGTGCTTGCT

AGTCTGTGTG

TAGTACCATA

AGAAGGCGCT

GGTGCTGACC

GCGCTCTCCG

TAGAAATGTT

GAATCAGGCA

TCCAACCATG

CCCCAAGACC

GCATCTCAAA

ACTAAATTTC

AGAAGTTAAC

ACCCAGCCTG

AAGCGCTTTC

TACTGGGTGA

GTCTCCACGC

CGGACCACTC

TCTGTGAATT

GACGGAATTA

GATTTTTATT

TCTGAGAAGC

CGTGCTTCAA

TCCTGACTTT

TTCTAATGCC

TTTCCTCTGC

ATCTCTGCTC

TCTAGTTTGG

CATTCATTTG

GAGTGCAGTG

CCTGCCTCCA

AGCCCGCGGA

TGGAGCAATG

TGAGCTAAAC

ACTGCACATT

TGCAACGGTT

CTCATGTTGC

GTGCACCGGA

TTTATTGTTA

GATGGGCTAC

GAGTTCATAA

AGTTCCAAAC

TCGGCTGCTG

CATTCATTTT

TTTTTGGTTT

GTCCAGTCCC

CCTCCTGAGT

TTTGTGATAA

GCCATGCTAG

CATGAGTGCT

CATCAGCATT

AACACCATAG

TGCCGCAAAT

TCTACAGGAC

TGACTTTCAC

TGACTGCACT

CTAATACAAA

TGTTACCAAT

GCCTGGCATT

TGTTCTCCTT

GTTTTTTTTG

GGCTCACTGC

AGCTGGGATT

GCAGTTGCCA

AAAGTGCAGT

GTGAGGGGTG

AAGGATAAGA

ACAGAGTCCG

GCAGACCAGT

CTCCCGTGGC

CTCACTTGTC

GACCAACCTC

AGGACAGCAT

GTCATTTTCT

CTAGCTTTGT

TTCCCCTCCT

AGATGGAGTC

AACCTCTGCC

ACAGGAATGT

Obr. 3-6 — Mutace v intronu F G79A v sekvenci genu PROZ -
- podle NCBI [dbSNP, 2013]

Ve stejném souboru nemocnych s ischemickou cévni mozkovou piihodou
Lichy [2004] zkoumal frekvenci substituci PROZ A(-13)G v promotorové oblasti
genu bez prikazu asociace Sonemocnénim. Studie frekvence této mutace
v souvislosti s RPL nebo s jinymi komplikacemi gravidity nebyla literarni resersi
nalezena.
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Homo sapiens chromosome 13,

NCBI RefSeq: NC 000013.10,

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

nebyla tato studie nikdy replikovana a neexistuji ani tdaje u vyskytu mutace PROZ

cactatttgg
ccttctttece
tttctgtgta
cagtgctgtg
ccttccacct
gggtcctctg
gggaagcaca
cctggacttt

R

cccttcececcg
atcctcctgce
ttccacacac
tccccagggce
tgcacctgct
agccttcacc
cagctgcaca

ggctgtgttt

REGION:

ctttctccecct
tttccctecece
acctagaacg
ctatctcacc
gcctttacct
gttcatttct
ggtcgtgccce

gtagccctgt

ctc cgggtgggaa tggcaggctg

cgtcccactg
taggcatctg
gtggatttgt
cttaattccc
tgatagtgtc
gggattcagce
gcctgggttg

tgggcagaga

Obr. 3-1 — Mutace A(-13)G genu PROZ - podle NCBI [RefSeq, 2013]

Kemkes-Matthes [2005] identifikovala v souboru nemocnych s hlubokou Zzilni
trombozou substituci R255H v exonu 8 genu PROZ. Mutace byla zachycena ve
14,4 %

Hladiny proteinu Z mezi soubory se vyznamné neliSily. Podle dostupnych zdroja

ctccagggcc
gcttacctgt
agatgaggct
ctgaaaaagc
acttggggtc
cgggaaaggc
ggcattggac

gagccttggc

R255H u zen s RPL.

tggtcctggt
ctgttgtgcc
ttttccagga
tgtttggatc
ctcccaagag
¢ggggagagg
gaggggaggyg

caggccagcec

cctcecctcecce
tcactcccte
taagctgcat
tccattgacc
tctgttctct
ctgcctggcece
cgaggctcct

cccagce

cctcgceccectce
tgtgctgtgt
gccagaggag
tttatcattt
atgcccaaat
ggagggggaa

ggtggggcag

aggaatgccc

37

GRCh37.pl3 Primary Assembly,

113812506..113813465

tccecttectt
ctgtctcttt
gtgactttgt
acacacgggc
gtctccctaa
tcaaacagaa

gctgccggceca

catcgtgtgg
ctttcttgac
ccctgagtgce
ggtgacaagt
ggaaagaagc
agggggagga
gctgagccca

agtcttgagt

ttctccectt
ccctegttet
ctgtcccgcece
atgggtgcca
atatctccca
aacgtcagga

cctccceccag

agccctcagg
tcggtccatg
ccagactagt
atttgggaca
ctgtgtgcag
gtggggggag
gactgcaatg

caggagacat

souboru nemocnych oproti 5,1 % U kontrol bez trombotické piihody.




Homo sapiens protein Z, vitamin K-dependent plasma glycoprotein (PROZ), mRNA.
NCBI RefSeq: NM 003891.1
541 tgagaagcgt gcaccggatc tacaggacct cccgtggcag gtaaagttaa caaattccga
601 aggaaaagac ttctgtggtg gtgttataat acgggaaaat tttgtactga caacagcaaa
661 atgttcactg ttacacagga atattactgt aaaaacatat tttaacagaa cgagccaaga
721 cccgctgatg atcaagataa cgcacgtcca tgtgcacatg cggtatgacg cggacgcggg
781 ggagaatgac ctgtcactgc tggagctgga gtggcccatc cagtgcccag gtgcggggct
841 ccccgtgtgc acccctgaga aagacttcgce tgagcacctc ctcatccc
R
c gcaccagggg
901 cctcctcagce ggctgggcac gcaatggcac tgacctgggc aactcgctga ccacgcggcc
961 tgtcacactt gtggaggggg aggagtgcgg gcaggtcctg aatgtgactg tcaccaccag
1021 gacctactgt gagagaagca gcgtggcggc catgcactgg atggatggaa gtgtggtcac
1081 cagagaacac agaggctcct ggtttctcac gggggtcctg ggctcgcagc cagtaggagg
1141 gcaggctcac atggtccttg tcaccaaggt ctccaggtac tcactctggt ttaaacagat

1201 catgaactaa ctgaaactca gctagccaga atgaacaaca caaccggaag cgggattcca

Obr. 3-8 — Mutace R255H v sekvenci genu PROZ - podle NCBI [RefSeq, 2013]

3.5 Genetické priciny RPL - budouci sméry

Dnesni klinicka praxe spoléha na vySetfovani nékolika faktord asociovanych
se zvySenym rizikem RPL. Mezi né patii chromosomalni aberace rodict
a maternalni anatomické, endokrinologické, imunologické a trombofilni poruchy
[Kwak-Kim, 2009; Tang, 2010; ASRM, 2012]. Krom¢ studii dalSich relevantnich
faktori souvisejicich se Zivotnim prostfedim a Zivotnim stylem sili také dikazy, ze
RPL ma vyznamnou genetickou predispozici [Rull, 2012]. To je v souladu
S pivodnim pozorovanim 2 — 7krat zvySené prevalence RPL mezi ptibuznymi
prvniho stupné ve srovnani s obecnou populaci [Christiansen, 1996]. Neddvno
publikovana celogenomova studie sourozeneckych pari s idiopatickym RPL
potvrdila heterogenitu ptispivajicich genetickych faktort [Kolte, 2010].

Genetické a genomické studie RPL mohou sledovat tii hlavni cile:
1. identifikovat DNA ¢i RNA markery s pifimou prediktivni hodnotou pro riziko
opakovanych téhotenskych ztrat vySetfovaného paru; 2. mapovat genové nebo

proteinové expresni profily, metabolické drahy a genové sité; 3. z vysledku
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provedenych studii identifikovat nové lokusy kodujici nové klinicky vyuZitelné
neinvazivni biomarkery. Tyto biomarkery Christiansen [2008] klasifikuje do tii
skupin: 1. varianty asociované¢ s nadmérnou imunitni odpovédi a autoimunitou;
2. varianty svyznamem pro vnimavost k inzulinu aandrogenim a 3. varianty
asociované s trombofilii.

objektu: zena, muz, fétus a placenta. V genetickém ¢i genomickém kontextu to
znamena moznost testovat tii rizné genomy (matka, otec, fétus/placenta) a Ctyti
epigenomy (odlisSné pro fétus a placentu). Idealni studie by tedy méla zahrnovat
vySetfeni obou partneri dobie definovaného paru s RPL, stejné jako produktu
koncepce netispésné gravidity a pripadného zive rozeného ditéte stejného paru (jako
vnitini kontroly). Dosud publikované na hypotéze zalozené studie vice nez 90
kandidatnich gent mély v tomto sméru vyznamna omezeni a neprokazaly asociaci
sledovaného polymorfismu s RPL, ptfipadné se vysledky nepodafilo replikovat na
naslednych studiich nebo v riznych studiich vykazovaly opacné vysledky [Rull,
2012].

Vzhledem k omezenim na hypotéze zalozenych studii muze budoucnost
spocivat v hypothesis-free celogenomovych asociac¢nich studiich umoznénych
novymi technologiemi mikroarrayi a sekvenovani nové generace. Hlavni obtizi
zlustava ziskani dostatecného poctu dobie definovanych ptipadi RPL, potfebného
vzhledem Kk vyznamné heterogenité sledovaného fenotypu [Eichler, 2010]. Prvni
studie 26 euploidnich produktl koncepce ze spontannich potrati zaméfena na
prikaz variant poctu kopii (CNV) riznych usekli genetického materiadlit metodou
aCGH zachytila 11 unikatnich CNV, véetné 86 kb duplikace genu TIMP2 a 72 kb
delece genu CTNNAJ3. Oba tyto geny jsou imprintovany a maternalné exprimovany
Vv placenté [Rajcan-Separovic, 2010]. Dalsi studie mapujici bézné CNV prokazuje
zvySenou prevalenci 52 kb duplikace na chromosomu 5 u danskych a estonskych
part s RPL [Nagirnaja, 2011].

Tyto pilotni studie upozoriiuji na mozny smér vyzkumu vzacnych i béznych
CNV jako rizikovych faktori RPL aukazuji, Ze budouci sméry vyzkumu
biomarkert RPL budou zédviset na integraci alternativnich piistupti (DNA varianty,
genova a proteinova exprese, epigenetickd regulace) ana Siroké spolupraci sité
vyzkumnych center a klinickych pracovist, poskytujicich péc¢i parim s RPL [Rull,
2012].
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Technologie sekvenovani ptisti generace mohou produkovat velké mnoZstvi
sekvenacnich dat svelmi malymi ndaklady. Fechtel [2011] na ptikladu
,hemostaseomu®, tj. souboru 109 genli aktivnich v hemokoagula¢nim
a fibrinolytickém systému, demonstruje metodicky piistup ke studiu genovych
variant, které mohou zpisobit onemocnéni u jedinci, jejichz hemostaticka
rovnovaha je vychylena k hypokoagulatnimu nebo protrombotickému fenotypu.
Lotta [2012] publikoval velkou studii 186 hemostatickych a prozanétlivych gend.
Dosud vSak chybi dostate¢na informatick4 podpora, takze je velmi obtizné objemy
ziskanych dat efektivné interpretovat.
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4 Vlastni reSeni a vysledky

4.1 Studovany soubor a metody

4.1.1 Soubor

Sledovany soubor tvofilo 206 Zen ve véku 24 — 45 let (median 32 roky) se
2 — 8 RPL, které¢ dosud nikdy neporodily. U zadné ze sledovanych Zen nebyla
prokdzéana jind moZna pti¢ina RPL jako vrozené chromosomalni aberace, vrozené ¢i
ziskané anomalie reprodukénich organt, infekéni a endokrinologickd onemocnéni.
Zeny zafazené do studie také mély negativni anamnézu genitalnich infekei,
trombocytopenie a klinického autoimunniho onemocnéni a nikdy neprodélaly Zilni
ani tepennou trombozu.

Vzhledem ktomu, Ze definice RPL neni jasn¢ stanovena, rozd¢lili jsme
pacientky do dvou skupin se dvéma RPL (112 Zen) a tfemi a vice RPL (94 Zen).
Vsechny zeny byly v péci poradny reprodukéni imunologie Gynekologicko-
porodnické kliniky nebo ambulance Ustavu lékaiské genetiky LF UK a FN Plzefi

Do kontrolni skupiny bylo zatazeno osmdesat ¢tyti zdravych, fertilnich zen ve
veéku 27 - 41 let (median 33 roky), které uspé$né porodily jedno nebo dvé déti.
V dobé studie nebyly téhotné aneuzivaly zadné léky vcetné piipadné oralni
kontracepce.

Vzorky srazlivé krve pro imunologickou analyzu a EDTA krve pro genetickou
analyzu byly skladovany pii — 18 °C az do vySetfeni.

Genetickd analyza byla UspéSné¢ provedena v prvni fazi studie u 206
sledovanych Zen a 62 kontrol, ve druhé casti studie u 157 sledovanych Zen a 74
kontrol. Ve tfeti, posledni Casti studie byla genetickd analyza Uspésné provedena
u 170 sledovanych Zen a 74 kontrol.

Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Plzni a Interni
grantovou agenturou Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky. Kazd4 ti¢astnice

podepsala informovany souhlas se studii.

4.1.2 Imunologické analyzy

Pro detekci aPL proti kyselin¢ fosfatidové, fosfatidylethanolaminu,
fosfatidylinositolu, fosfatidyl-DL-glycerolu a fosfatidyl-L-serinu byla pouzita
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metoda ELISA s in-house pfipravenymi soupravami. Polystyrénové mikrotitracni
desticky byl pokryty 50 ul fosfolipidu rozpusténého v 1 ml methanolu a ponechany
pfes noc vyschnout pii teplot¢ 4 °C. DestiCky byly poté blokovany roztokem
fetalniho teleciho séra v 1 M pufru TBS (250mM Tris s 1.5M NaCl) po dobu 30 min
pii laboratorni teploté. Nasledné byly desticky vymyty blokovacim pufrem
(Na,CO3, NaHCO3, NaNj3, pH 9,6). Sérum pacientek a kontrol (vzdy v dubletech)
bylo nafedéno 1: 50 v TBS s 10 % fetalniho séra a naneseno do reagencnich jamek.
Desticky byly inkubovany 2 hod pii laboratorni teploté¢ a néasledné Skrat promyty
TBS s50,05% Tween 20. Potom bylo do jamek pfidano 50 upl s peroxydazou
konjugované protilatky proti lidskému imunoglobulinu 19gG, IgA nebo IgM
a desticky byly inkubovany 1 hod pfi laboratorni teploté¢ anasledné opét Skrat
promyty v TBS-Tween s 0,05 % Tween 20. Do kazdé jamky bylo pfidano 50 pl
roztoku substratu a inkubovano ve tmé& 30 min pii laboratorni teploté. Poté byla
reakce zastavena pifidanim 50 pl 2 M kyseliny sirové. Optickd denzita byla
stanovena skenerem Titertek Multiscan MCC/340 (Flow Laboratories, London, UK)
pii vinové délce 492 nm. K odecteni pozadi byla pouzita séra vSech pfislusnych
pacientek viedéni 1:50 v identickych mikrotitraénich destickach pokrytych
methanolem, ale bez fosfolipidu.

Tab. 4-1 - Cut-off hodnoty pro in-house ELISA ke stanoveni aPL v OD

aPL proti tiida 3SD 95. percentil
kyseling fosfatidové 19G 0,113 0,142
IgM 0,138 0,151
fosfatidylethanolaminu 1gG 0,199 0,184
igM 0,111 0,101
fosfatidyl-DL-glycerolu I9G 0,228 0,200
IgM 0,225 0,252
fosfatidylinositolu IgG 0,199 0,188
IgM 0,151 0,149
fosfatidyl-L-serinu IgG 0,120 0,134
IgM 0,192 0,183
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Pouzity byly tyto fosfolipidy: kyselina fosfatidova, fosfatidyl-L-serin,
fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidyl-DL-glycerol (Sigma, St. Louis,
MO, USA). Cut-off hodnoty pro jednotlivé aPL a izotypy jsme stanovili na Grovni
3SD nebo 95. percentilu kalkulovaného softwarem Statgraphics (Statpoint
Technologies Inc., Warrenton, VA, USA).

Pro detekci dalSich aPL protilatek byly pouzity komerc¢ni ELISA soupravy:
anti-annexin V (Szabo-Scandic HandelsgmbH & Co KG, Vienna, Austria), anti-
beta2-GPl (Immunotech, Praha, Ceska republika), anti-kardiolipin (Organtec
Diagnostika GmbH, Mainz, Germany).

Tab. 4-2 - Cut-off hodnoty pro komeréni ELISA ke stanoveni aPL

aPL proti tiida IU.ml*
annexinu V IgG 0
beta-2-glykoproteinu | 1gG 20

IgA 10
kardiolipinu IgG 10

IgM 7

Stanoveni pozitivnich hladin aPL bylo opakovano po 3 mésicich k potvrzeni
diagnézy APS.

4.1.3 Genetické analyzy

Izolace genomické DNA

Vzorky genomické DNA pro vSechny analyzy jsme izolovali z EDTA plné
krve za pouziti standardnich izola¢nich souprav Qiagen Blood Isolation Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) a Blood Isolation Kit (Macherey-Nagel GmbH, Diiren,
Germany) podle protokolu vyrobce.

Izola¢ni soupravy vyuZzivaji principu adsorpcni chromatografie. Po odstranéni
erytrocytii lyzaénim pufrem a destrukci proteinové komponenty vzorku pomoci
proteazy je lyzat prenesen do mikrokolonky, ve které dojde k adsorpci DNA na
membranu. Vhodna koncentrace ionti ahodnota pH pfitom brani zachyceni

kontaminujicich produktd. Nasleduje promyti kolonky dvéma riznymi pufry, které
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dale optimalizuje c¢istotu DNA, aniz by naruSilo jeji vazbu na silikdtovou
membranu. Izolace je zakonCena eluci vzorku DNA elu¢nim pufrem do vhodné
mikrozkumavky. Vzorky byly ulozeny pti — 18 °C az do doby analyzy.

Leidenska mutace genu pro faktor V (F5 G1691A)

Genotyp faktoru V Leiden byl stanoven in-house metodou analyzy kiivky tani
PCR produktu detekované rezonan¢nim pienosem fluorescencni energie
(Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET). Metoda detekuje zménu
fluorescenéniho signalu dvojice oligonukleotidovych sond znacenych fluoroforem
a zhasedlem. Sondy jsou komplementarni ke dvéma tésné vedle sebe poloZzenym
sekvencim detekovaného PCR produktu. Ve fazi annealingu obou sond zhasedlo
potlacuje fluorescenéni signal fluoroforu, pii teplotni denaturaci dochézi
k opétovnému nartistu signalu. Sila vazby sondy v misté DNA varianty je ovlivnéna
stupném komplementarity. V podminkach netplné komplementarity (mismatch)
jedné z alel dochazi k poruseni vazby pii nizsi teploté¢ nez u plné¢ komplementarni
alely a analyzator je schopen odliSit dva rizné vrcholy nartstu fluorescenéniho
signalu zdravé (wild-type) a mutované alely.

Sekvence oligonukleotidovych primert:

Forward primer: 5’-CCCCATTATTTAGCCAGGAG-3'

Reverse primer: 5’ -ATGAGAGACATCGCCTCTGG-3’

Sekvence oligonukleotidovych sond:

Sonda 1: 5’ -AGATCCCTGGACAGGCAAGGAATA-FAM-3’

Sonda 2: 5’ -Cy5-GGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAG-Phos-3’

PCR reakce probihala v reak¢nim objemu 25 ul s vyslednymi koncentracemi:
forward primer 1200 nM, reverse primer 120 nM, sonda 1 isonda 2 140 nM,
nukleotidy 200 uM, 2 U Tag DNA polymerazy v 1x reakénim pufru s 3 mM MgCl,
a pridavkem 5 % DMSO, 30 ng genomické DNA.

Teplotni profil PCR reakce: pocate¢ni denaturace 95 °C/2 min, 38 cykla
(94 °C/15 s, 54 °C/20 s, 72 °C/10 s), denaturace 95 °C/1 min, renaturace
50 °C/1 min a analyza teploty tani PCR produktu 50 - 80 °C s krokem 1 °C/3 s.
Teplotni vrchol zdravé alely cca 60 °C, vrchol mutované alely cca 66 °C.
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Obr. 4-1 - Analyza krivky tani PCR produktu - faktor V Leiden

Mutace genu pro methyletetrahydrofolat reduktazu C677T a A1298C

Genotypy MTHFR C677T aAl1298C byly stanoveny in-house metodou
analyzy kiivky tani PCR produktu detekované rezonancnim ptfenosem fluorescencni
energie (Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET), upravenou dle
Nakamury [2002].

MTHFR C677T
Sekvence oligonukleotidovych primeri:

Forward primer: 5" -TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3’
Reverse primer: 5 -TGATGCCCATGTCGGTGC-3°

Sekvence oligonukleotidovych sond:

Sonda 1: 5 -TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT-6-FAM-3"
Sonda 2: 5" -Cy5-CGGGAGCCGATTTCATCAT-Phos-3"

PCR reakce probihala v reak¢nim objemu 25 ul s vyslednymi koncentracemi:
forward primer 80 nM, reverse primer 480 nM, sonda 1 i sonda?2 150 nM,
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nukleotidd 200 pM, 2 U Taq DNA polymerazy Vv Ix reakénim pufru s 2,5 mM
MgCl; a ptidavkem 5 % DMSO, 60 ng genomické DNA.

Teplotni profil PCR reakce: pocate¢ni denaturace 95 °C/2 min, 38 cykld
(94 °C/10 s, 55 °C/20 s, 72 °C/10 s), denaturace 95 °C/45 s, renaturace 40 °C/20 s
a analyza teploty tini PCR produktu 45 - 71 °C s krokem 1 °C/2 s,

Teplotni vrchol mutované alely cca 54 °C, vrchol zdravé alely cca 63 °C.

dF/dt

Obr. 4-2 - Analyza k¥ivky tani PCR produktu - MTHFR C677T

MTHFR A1298C
Sekvence oligonukleotidovych primeri:

Forward primer: 5 -CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC-3°
Reverse primer: 5 -CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3°

Sekvence oligonukleotidovych sond:

Sonda 1:5 -AAGGAGGAGCTGCTGAAGATGTGGGGGGAGGAGCT-JOE-3"

Sonda 2:5"-LCRed705-ACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGA-Phos-3"
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PCR reakce probihala v reakénim objemu 25 pl s vyslednymi koncentracemi:
forward primer 80 nM, reverse primer 480 nM, sonda 1 isonda 2 300 nM,
nukleotidy 200 uM, 1,75 U Taq DNA polymerazy v 1x reakénim pufru s 2,5 mM
MgCl; a ptidavkem 5 % DMSO, 60 ng genomické DNA.

Teplotni profil PCR reakce: pocate¢ni denaturace 95 °C/2 min, 38 cykld
(95°C/10 s, 55 °C/20 s, 72 °C/10 s), denaturace 95 °C/45 s, renaturace 40 °C/20
a analyza teploty tani PCR produktu 55 - 75 °C s krokem 1 °C/2 s.

Teplotni vrchol mutované alely cca 59 °C, vrchol zdravé alely cca 63 °C.
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Obr. 4-3 - Analyza k¥ivky tani PCR produktu - MTHFR A1298C

Vsechny uvedené FRET analyzy byly provedeny Vv genetickém analyzéatoru
pro PCR v realném case Rotor-Gene 2000 (Corbett-Research, Sydney, Australia).
Dodavatelé fluoroforem znac¢enych FRET sond: Biosearch Technologies, Novato,
CA, USA a Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Kazdy b&¢h zahrnoval pozitivni
a NTC kontrolu.
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Mutace genu pro faktor 11 G20210A

Genotyp mutace genu pro faktor 11 G20210A byl stanoven za pouziti komeréni
diagnosticke soupravy pro PCR kvantifikaci v realném ¢ase QGENEFII (Institute of
Applied Biotechnologies Inc., Praha, Ceska republika) podle protokolu vyrobce.

Sekvence oligonukleotidovych primerii asond vyrobce neuvadi. Teplotni
profil PCR reakce: pocate¢ni denaturace 95 °C/8 min, 40 cykld (95 °C/20 s,
60 °C/60 s), detekce fluorescenéniho signdlu amplifika¢nich produkti v realném
¢ase v pribchu amplifikace.

Analyzy byly provedeny v genetickém analyzatoru pro PCR v redlném case
Rotor-Gene 2000 (Corbett-Research, Sydney, Australia). Kazdy bé&h zahrnoval
pozitivni @ NTC kontrolu.
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Obr. 4-4 - Analyza kiivky tani PCR produktu — faktor 11 G20210A

Inzeréné/dele¢ni polymorfismus PAI1 (-675)4G/5G
Genotyp inzeréniho/deleéniho polymorfismu PAIL (-675)4G/5G byl stanoven
modifikovanou metodou PCR-RFLP podle Margaglione [1997]. V ptvodni

publikaci je v uvedené sekvenci uvedena dalsi zaména nukleotidu (krom¢ ptivodni
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vytvarejici $tépné misto pro restrikéni endonukleazu BslI) oproti databazi
GeneBank (gi:189579, J03836.1). Z tohoto divodu byla sekvence forward primeru
modifikovana tak, aby odpovidala referen¢ni sekvenci.

Oligonukleotidové primery:

PATI1l forward: 5 -CACAGAGAGAGTCTGGCCACG-3°

PATI1l reverse: 5 -CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3

PCR reakce probihala v reakénim objemu 25 pl skoncentraci primerQ
570 nM, nukleotidd 200 uM, 1,75 U Taq DNA polymerazy (Red Taq Polymerase,
Sigma—Aldrich, MO, USA) v 1x Red Taq reakénim pufru s 1,1uM MgCl, a 60 ng
genomické DNA.

Teplotni profil PCR reakce: podate¢ni denaturace 94 °C/3 min, 40 cykld
(94 °C/20s, 56 °C/20 s, 72 °C/20 s) a zavéreéna extenze PCR produktu 72 °C/5 min.

Vysledny PCR produkt byl Stépen restrikéni endonukleazou Bsll podle
protokolu vyrobce (Fermentas Thermofisher Scientific, MA, USA). Fragmenty byly
vizualizovany na 3% agar6zovém gelu znaceném GelRed. Alela (-675)5G byla
detekovana podle fragmentu velikosti 77 bp, alela (-675)4G podle produktu
velikosti 98 bp.

Mutace PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G, PROZ R255H
Genotypy polymorfismii genu pro protein Z - PROZ intron F G79A, PROZ
A(-13)G a PROZ R255H byly stanoveny klasickou metodou PCR-RFLP.

Oligonukleotidové primery:

G79A - forward: 5 -TAACACCATAGACAGAGTCCGATATTCGC-3"
G79A - reverse: 5" -ATGAACTCGGCATTAGAACATGGTTGGAA-3"
Al3G - forward: 5" -GGGTCCTCTGAGCCTTCACCGTTCATTT-3"
Al3G - reverse: 5" -CAGGCACAACAGACAGGTAAGCCAGATG-3"
R255H - forward: 5" -GAACGAGCCAAGACCCGCTGATGATCAAGA-3’
R255H - reverse: 5" -CGCTGAGGAGGCCCCTGGCG-3"

PCR reakce probihaly zvlast' pro kazdy par primert v celkovém reakénim
objemu 25ul. Vsechny PCR reakéni smési mély stejné koncentrace: primery
280 nM, nukleotidy 200 uM, 1,25 U Taq DNA polymerazy (Red Taq Polymerase,
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Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) v 1x Red Taq reakénim pufru s 1,1uM MgCl,
a60 ng genomické DNA. Pro mutace G79A and R255H bylo nutné zvysit
koncentraci hotec¢natych iontt ptidanim 0,5 pl 25mM MgCl,,

PCR reakce ke stanoveni vSech tii mutaci probihaly pfi stejném teplotnim
profilu: pogate¢ni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykl (95 °C/1 min, 65 °C/1 min,
72 °C/1 min) a zavére¢na extenze PCR produktu 72 °C/7 min. Velikost ziskanych
PCR produkti ¢inila 320 bp (intron F G79A), 272 bp pro variantu A(-13)G a 204 bp
(R255H).

PCR produkt byl $tépen piisluSnymi restrikénimi endonukledzami: KspAl pro
mutaci int. F G79A a Hhal pro mutace A(-13)G a R255H podle protokolu vyrobce
(Fermentas Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Fragmenty byly
vizualizovany na 2,5% agar6zovém gelu znaceném GelRed. Alela int. F 79A byla
Stépena do dvou fragmenti 0 velikosti 221 bp a 99 bp, alela (-13)G do fragmenti
157 bp a 115 bp a alela 255H do fragmentt 184 bp a 20 bp.

Vsechny PCR-RFLP reakce byly provedeny na PCR cyklerech T-personal
(Biometra GmbH, Goettingen, Germany) nebo Veriti (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Kazdy béh zahrnoval pozitivni a NTC kontrolu.

M/M W/W WIM

G "I T 320
—> - 221

2k

Obr. 4-5 — Ukazka vysledku RFLP analyzy na agarézovém gelu -
- PROZ intron F G79A

50



4.1.4 Statisticka analyza

Ze ziskanych dat byly kalkulovany frekvence vyskytu aPL, alelické frekvence
sledovanych genovych variant a distribuce genotypi. Pro ucely statistického
hodnoceni v prvni ¢asti studie (vySetieni aPL a klasickych trombofilnich mutaci)
byly definovany nésledujici pojmy: trombofilni faktor (TF) — pfitomnost jakékoli
mutované alely sledovanych genll a trombofilni stav (TS) — pfitomnost mutace FV
Leiden vV heterozygotnim nebo homozygotnim stavu, mutace FII G20210A
v heterozygotnim nebo homozygotnim stavu, MTHFR C677T nebo A1298C
V homozygotnim stavu, sloZzena heterozygotie MTHFR 677T/1298C nebo jakéakoli
kombinace vySe uvedenych genotypu. Shoda sledovaného souboru a kontrol
a korelace mezi aPL a trombofilnimi faktory byly testovany chi-kvadrat testem
a Fisherovym exaktnim testem. Hladinu vyznamnosti p<0,05 jsme povazovali za
statisticky vyznamnou. Ke statistické analyze jsme pouzili software NCSSjr.
(NCSS, Kaysville, UT, USA).

4.2 Vysledky

4.2.1 Antifosfolipidové protilatky a trombofilni mutace

Vysledky prvni ¢asti  studie prokdzaly vysoky vyskyt aPL proti
fosfatidylinositolu (17 % pozitivnich pacientek se 2 RPLa téméf 20 % ve skupiné
3avice RPL) aproti fosfatidyl-L-serinu (25 % pozitivnich pacientek se 2 RPL
a 19 % ve skupiné se 3 a vice RPL), jak znazoriiuje tabulka 4-3.

Pievazovaly protilatky ve tfidé¢ IgG. V kontrolni skupiné pouze Ctyii zeny
vykazovaly velmi nizké nesignifikantni hladiny protilatek: dvé aPL proti
kardiolipinu ve tfidé IgM a po jedné aPL proti fosfatidyl-DL-glycerolu, respektive
beta2-GPI.
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Tab. 4-3 - Frekvence vyskytu sérovych aPL u 112 pacientek se dvéma RPL,

94 pacientek se 3-8 RPL a u zdravych kontrol

2 RPL (n=112) |3 -8 RPL (n=94) | kontroly (n=84)
aPL proti: téida |n % n % n %
kyseling fosfatidové lgG |9 8,0 7 7,4 0 0

IgM (3 2 0 0 0 0
fosfatidylethanolaminu  |19G |11 98 |8 8,5 0 0
IgM 2 1,1 0 0 0 0
fosfatidyl-DL-glycerolu |[19G |2 18 |5 5.3 1 1.2
IgM |1 05 |0 0 0 0
fosfatidylinositolu 1gG |16 17 22 196* |0 0
IgM |1 05 |1 3,5 0 0
fosfatidyl-L-serinu 1gG |28 25* |17 18 0 0
IgM 2 0,5 1 3,5 0 0
kardiolipinu 1gG |8 45 |3 10,3 0 0
IgM |1 11 {0 0 4 4.8
beta-2-glykoproteinu | [19A |10 89 |3 2 1 1,2
IgG  |[1 05 |0 0 0 0
annexinu V 19G 5 4.5 7 7.4 0 0
Pozn.: * p<0,01
Grafické znazornéni frekvence sledovanych antifosfolipidovych protilatek

V sledovaném souboru a u kontrol viz Pfiloha 9.2.

Trombofilni mutace

Alelické frekvence a distribuci genotypt klasickych trombofilnich mutaci

u 206 pacientek se dvéma az osmi RPL uvadi tabulka 4-4. Alelické frekvence ve

skupiné¢ se 2 RPL i ve skupin¢ se 3 — 8 RPL se vyznamné nelisily od hodnot

zjisténych u kontrol ani od frekvenci udavanych pro b&znou populaci Ceské
republiky [RauSova, 2005; Vesela, 2005]. Také u distribuce genotypi sledovanych

mutaci jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnimu souboru ve
skupiné se 2 RPL ani se 3 — 8 RPL.
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Frekvence aPL v TS pozitivnich anegativnich skupindch jsou uvedeny
v tabulce 4-5. Ve skupin¢ se 3 avice RPL byly ze 43 aPL pozitivnich Zzen 24 TS
pozitivni a 19 TS negativnich. Oproti tomu z 51 aPL negativnich Zen bylo pouze
15 TS pozitivnich a 36 TS negativnich. Ve skupiné 3 — 8 RPL jsme tak pozorovali
silnou pozitivni korelaci aPL pozitivity a trombofilniho stavu (p <0,01). Tento
vysledek se ve skupiné se 2 RPL neopakoval.

Tab. 4-5 - Distribuce osmi antifosfolipidovych protilatek a trombofilniho stavu (TS)
u 206 pacientek s RPL

3-8RPL 2 RPL
(n=94) (n=112)
aPL aPL aPL aPL
pozitivni negativni pozitivni negativni
TSpoz. |24 15 p<0,01 29 25 p=0,37
TSneg. |19 36 36 22

V souboru vsech sledovanych 206 pacientek 50 % vykazovalo pozitivitu
alespont jedné antifosfolipidové protilatky a utémét 90 % byl pfitomen alesponi
jeden trombofilni faktor. Soucasny vyskyt aPL a alespont jednoho trombofilniho
faktoru byl pozorovan u 43 % pacientek. Pouze u osmi pacientek s RPL nebyl
ptitomen zadny rizikovy faktor. V kontrolnim souboru bylo pouze 6 % Zen aPL
pozitivnich, coz je statisticky vyznamné niz$i hodnota v porovnani se skupinou
pacientek s RPL (p<0,01), zatimco frekvence pozitivity trombofilnich faktord se od
skupiny pacientek statisticky nelisila (tabulka 4-6).

Tab. 4-6 - Kodistribuce aPL a trombofilnich faktora (TF) u 206 pacientek s RPL

2 — 8 RPL (n=206) kontroly (n=62)
n % n %
aPL 103* 50,0 4* 6,5
TF 183 88,8 56 90,3
aPLiTF 89 43,2 3 4.8
zadny faktor 8 3,8 5 8,1

Pozn.: * p<0,01
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4.2.2 Antifosfolipidové protilatky a PAIL (-675)4G

Frekvenci alely PAIL (-675)4G a distribuci genotypt ve skupiné 157 pacientek
se dvéma az osmi RPL a a v souboru 74 zdravych kontrol ukazuje tabulka 4-7. Alela
PAI1 4G byla pozorovana u 134 (85 %) ze 157 sledovanych zen a u 64 (87 %) ze
74 kontrol, coz odpovidalo kalkulované alelické frekvenci 0,607 a 0,500. V skupiné
S RPL vsSak bylo zachyceno 59 (38 %) 4G/4G homozygotli oproti pouhym
10 (14 %) v souboru kontrol, distribuce genotypt byla statisticky vysoce vyznamné
odlisna (p<0,0005).

Tab. 4-7 - Distribuce genotypi a alelicka frekvence PAIL (-675)4G/5G
u 157 pacientek s RPL a 74 kontrol

2 -8 RPL (n=157) kontroly (n=74)
alelicka W/ W/ M/ |n alelicka W/ W/ M/ |n alelicka
varianta W M |M frekvence |W |M |M frekvence
PAIL (-675)4G (23 |75 |59 * 193 0,615 10 |54 |10* |74 |0,500

Pozn: * p<0,0005

Frekvence pozitivnich aPL ve skupiné s homozygotnim 4G/4G genotypem
oproti Zenam s jinym genotypem uvadi tabulka 4-8. Ve skupin¢ Zen s 3 — 8 RPL
mélo z 26 4G/4G pozitivnich Zen 15 pozitivni a 11 negativni nalez aPL, zatimco
u celkem 43 4G/5G heterozygott a 5G/5G homozygota byly 21 aPL pozitivni a 22
aPL negativni. Podobny nalez jsme ucinili ve skupin€ se 2 RPL, kdy z 33 4G/4G
pozitivnich zen bylo 17 aPL pozitivnich a 16 aPL negativnich, zatimco u celkem
55 4G/5G heterozygoti a 5G/5G homozygota byly 31 aPL pozitivni a24 aPL
negativni. Korelace mezi PAIl (-675)4G/4G homozygotnim genotypem
a pozitivitou aPL nebyla zjisténa.

Tab. 4-8 - Distribuce osmi aPL a PAI1 (-675)4G/4G genotypu u 157 pacientek s RPL

3-8 RPL (n=69) 2 RPL (n=88)
PAIL (-675) |aPL aPL aPL aPL
4G/4G pozitivni | negativni pozitivni negativni
pozitivni 15 11 p=0,480 17 16 p=0,660
negativni 21 22 31 24
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4.2.3 Mutace v genu PROZ

Distribuce genotypti a alelické frekvence sledovanych mutaci genu PROZ
a alelické frekvence v souboru 170 Zen s 2 — 8 RPL jsou uvedeny v tabulce 4-9.
Alelické frekvence mutaci PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ R255H
a distribuce genotypi v souboru sledovanych Zen s RPL se statisticky vyznamné
neliSily od hodnot kontrolniho souboru. Pfi testovani mutace PROZ R255H byl
zachycen trend k vys$simu zastoupeni mutované alely 255H ve sledovaném souboru
(p=0,060).

Tab. 4-9 - Distribuce genotypi a alelické frekvence mutaci PROZ
u 170 pacientek se 2 — 8 RPL a 74 kontrol

2 -8 RPL (n=170) kontroly (n=74)
alelicka W/ W/ M/ |n alelicka  |W/ |W/ |[M/|n alelicka
varianta W M |[M frekvence |[W |M |M frekvence

PROZ
int. F G79A  |105 |60 |5 70 0,206 37 |31 |6 |43 0,291

A(-13)G 138 |31 |1 33 0,097 67 |6 1 |8 0,054

R255H 142 127 |1 29 0,085 70 (4 0 |4 0,027

Vzhledem k tomuto zachycenému trendu jsme testovali také vztah pozitivnich
aPL a mutace PROZ R255H vV heterozygotnim ¢i homozygotnim stavu (tabulka
4-10). Korelace mezi ptitomnosti mutace PROZ R255H nebyla zjisténa ve skupiné
Zen se 2 RPL ani ve skupiné se 3 — 8 RPL.

Tab. 4-10 - Distribuce osmi aPL a mutace PROZ R255H u 170 pacientek s RPL

3-8 RPL (n=78) 2 RPL (n=92)
PROZ R255H |aPL aPL aPL aPL
pozitivni | negativni pozitivni negativni
pozitivni 6 7 p=0,542 10 5 p=0,276
negativni 36 29 39 38
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5 Diskuze

5.1 aPL, klasické trombofilni mutace a RPL

Ve fyziologické gravidité je imunitni systém organismu téhotné konfrontovan
s velkym poctem autoimunnich i alloimunnich antigeni apro uspé$ny prub¢h
gravidity musi byt jeho ¢innost modulovana. Imunologické a zejména autoimunitni
mechanismy téhotenskych ztrat jsou podrobné studovany fadou autorit [Mclntyre,
2003; Kwak, 1994; Ul¢ova-Gallova, 2005b; Shoenfeld, 2006; Mackworth-Young,
2004]. Ptitomnost antifosfolipidovych protilatek jako znamky autoimunitni
dysfunkce u klinicky asymptomatickych pacientek je povazovana za jednu z piicin
reprodukéniho selhani anéktefi autofi predpokladali imunologickou etiologii
idiopatickych téhotenskych ztrat az v 80 % ptipadi [Coulam, 1997].

Antifosfolipidové protilatky v gravidit¢ Uc¢inkuji fadou patogenetickych
mechanismti. Centralni role byla pfisuzovana mikrotromboze, kdy interakce
antifosfolipidovych protilatek s endotelialnimi bunikami a trombocyty vede k poruse
cévniho zasobeni na podkladé placentarnich trombodz. Novéjsi studie se zaméiuyi
mimo jiné i na novy mechanismus vzniku arterialni trombozy decidualnich cév na
podkladé prokoagula¢ni aktivity monoklonalni antifosfolipidové protilatky CIC15
[Poindron, 2011]. Dalsimi navrhovanymi mechanismy jsou odstranéni annexinu
V z povrchu trofoblastu, vedouci k odhaleni prokoagula¢niho povrchu [Rand,
1997], abnormalni endovaskularni invaze trofoblastu do deciduélnich cév [Sebire,
2002], aPL indukovana aktivace komplementu, vedouci k poskozeni fétu [Girardi,
2004]. Vyznam annexinu V zddrazinuje istudie popisujici téméf Ctyfnasobné
(OR 3,88) zvyseni rizika RPL u nosic¢ek haplotypu M2 promotorové oblasti genu
pro annexin V [Bogdanova, 2007].

Navrzeny byly idal$i mechanismy: pfima vazba aPL v misté implantace
k trofoblastu  anebo  k placentarnim  antigenim,  vytvafejici ~ moznost
netrombotického poskozeni fétu [Shapiro, 1994; Mackworth-Young, 2004].

V prvni ¢asti predkladané studie jsme testovali rozsifeny panel osmi aPL. Ve
sledovaném souboru zen s RPL byla prokazana pfitomnost alespont jedné aPL
v 50 % oproti 6,5 % u zen kontrolniho souboru. Tento rozdil je statisticky vysoce
vyznamny a odpovidd hypotéze, ze ptritomnost antifosfolipidovych protilatek je
rizikovym faktorem RPL.
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Nejvyssi frekvence byla zachycena u protilatky proti fosfatidyl-L-serinu ve
tiideé IgG (25 % ve skupiné se 2 RPL a 18 % ve skupiné se 3 — 8 RPL oproti 0 %
vV kontrolni skuping; p<0,01). Druhym statisticky vyznamnym nalezem byla
frekvence protilatky proti fosfatidylinositolu ve tiidé I1gG (17 % ve skupiné se 2
RPL a 19,6 % ve skupiné se 3 — 8 RPL oproti 0 % v kontrolni skuping; p<0,01).
Tento nalez je v souladu s diive publikovanymi daty. Na rozdil od protilatek proti
kardiolipinu, pfedstavujicimu smés riznych antigennich epitopi, které mohou
vykazovat zkiiZzenou reaktivitu, mize byt vysokd hladina jednotlivych aPL
vyznamnym markerem latentniho autoimunitniho procesu [Ul¢ova-Gallova, 2005a].

Castym piedmétem vyzkumu jsou i protilatky proti beta-2-glykoproteinu |I.
Jedna se o protein vytvarejici komplexy s tkanovymi fosfolipidy, ktery v in vitro
pokusech vykazuje schopnost inhibovat vnitini hemokoagula¢ni systém. Ne&kteri
autofi navrhovali vyuziti testu pfitomnosti protilatek proti beta2-GPl jako
prognostického faktoru porodnického APS, jeho senzitivita je vSak niz$i nez
ptitomnost jednotlivych protilatek proti fosfolipidim samotnym [Franklin, 2000].
V nasem soubory byly protilatky proti beta2-GPI ve tfid¢ IgA zachyceny pouze ve
2 % ve skupiné s 3 — 8 RPL a Vv 8,9 % ve skupiné se 2 RPL. Tyto hodnoty nebyly
statisticky vyznamné odlisné proti zdravym kontrolam (1,2 %).

Pozornosti autora neunikla relativné vysokda souhrnnd frekvence aPL
Vv kontrolnim souboru zdravych Zen - 6,5 %. Tato hodnota je vyssi nez obvykle
udavana bazalni frekvence kolem 2 % uzdravych Zen [Ruiz-lrastorza, 2010].
Jednalo se 0nizké hodnoty béznych aPL u ¢tyf subjektd (jedenkrat aPL proti
kardiolipinu ve tidé¢ IgM, dvakrat proti beta2-GPI a jedenkrat proti fosfatidyl-DL-
glycerolu, vzdy ve tfid¢ IgG). Tento néalez neni statisticky vyznamny akromé
mozné nespecifické reaktivity aPL proti kardiolipinu jej Ize nejpravdépodobné;ji
vysvétlit relativné malou velikosti kontrolniho souboru.

Nazor, Ze mutace genid kddujicich proteiny aktivni v hemokoagula¢nim
systtmu (napit. FV Leiden, faktor II G20210A, faktor XIII V34L, vzacné
dominantni mutace v genech pro antitrombin |[ll, protein C aprotein S)
a fibrinolytickém systému (napi. PAIl (-675)4G/5G) jsou pficinou dédicné
trombofilie a mohou ptedstavovat rizikovy faktor RPL, protoze prohlubuji
piirozeny hyperkoagulac¢ni stav organismu té¢hotné Zeny v oblasti kontaktu matky
a fétu, je obecné pfijiman [Abbate, 2002; Coulam, 2006; Kutteh, 2006]. Nedavna
studie vice nez 90 genovych mutaci a polymorfismt, do které byly zahrnuty i geny
vyse uvedenych systémut vSak jejich vztah s RPL jednoznaéné neprokéazala [Rull,

2012].
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Leidenska mutace genu pro koagulacni faktor V je povaZovéana za nejCasté;si
dominantni mutaci vedouci K hyperkoagulaénimu stavu v kavkazoidni populaci. Jeji
vztah K pozdnim fetdlnim ztratdm je povazovan za prokazany, vztah k Casnym
téhotenskym ztratam a RPL néktefi autofi nepotvrdili [Abbate, 2002]. Recentni
metaanalyza publikované literatury [Bradley, 2012] vSak prokazuje vysokou
analytickou senzitivitu a specificitu genetického testovani FV Leiden a zvySené
riziko RPL u jejich nosicek (OR 2,02, resp 1,93 v prifezovych a longitudinalnich
studiich). Dobife dokumentovana je také synergistickd role FV Leiden s dal§imi
dédiénymi i environmentalnimi rizikovymi faktory, indukujicimi hyperkoagulacni
stav [Kutteh; 2006].

Vztah mezi heterozygotnim nosi¢stvim mutace faktoru Il G20210A a RPL
zlstava predmétem diskuze zvlasté pro jeji nizkou frekvenci v obecné populaci i ve
sledovanych souborech Zen s RPL [Abbate, 2002; Coulam, 2006]. Také zde
integrace vysledkli velkého poctu studii posiluje ndzor, ze ptitomnost mutace F Il
G20210A zvysuje riziko RPL s obdobnym pomérem Sanci jako u Leidenské mutace
[Bradley, 2012].

Dalsim v minulosti podrobné studovanym faktorem jsou polymorfismy genu
pro methylentetrahydrofolat reduktazu C677T a A1298C. Varianta MTHFR C677T
je vyznamnym determinantem hyperhomocysteinémie a plazmatickych koncentraci
folathi v Ceské populaci. V homozygotnim stavu je spojovana s rizikem arteridlni
a kapilarni trombozy [Vesela, 2005]. Vztah heterozygotniho, ale i homozygotniho
genotypu MTHFR C677T a RPL je diskutabilni, n¢které priafezové studie uvadéji
korelaci v souborech zen s RPL oproti kontrolam [Coulam, 2006], vétSina autord
vSak jejich asociaci s RPL odmitd. Varianta MTHFR A1298C neovliviiuje
vyznamné hladiny folatl a jeji vztah k RPL neni prokdzan [Makino, 2004].

V nasi studii nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi frekvenci
Ctyf klasickych trombofilnich mutaci (faktor V Leiden, faktor II G20210A, MTHFR
C677T a A1298C) mezi sledovanym souborem 206 zen s 2 — 8 RPL a souborem
zdravych kontrol. Zjisténé alelické frekvence a distribuce genotypi se neodliSovaly
od zdravych kontrol ani od obecnych frekvenci stanovenych pro ¢eskou populaci
[Rausova, 2005; Vesela 2005]. Tento vysledek neni vzhledem k Siroké variabilité
vysledkt publikovanych studii v rozporu s dosavadnim stavem poznani a pfispiva
k nazoru, Ze testovani vSech klasickych trombofilnich mutaci neni ve vySetfovacim
schématu pacientek s RPL jednoznaénym piinosem. V soucasnosti uplatiované
spoleéné doporudeni Ceské spoleénosti pro trombézu a hemostazu a Spole¢nosti
lékatské genetiky Ceské lékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné

59



ke genetickému testovani trombofilnich mutaci omezuje indikaci testovani U Zen
s opakovanymi té¢hotenskymi ztratami pouze na faktor V Leiden a mutaci faktor Il
G20210A, a to pouze u Zen se tiemi a vice ztratami [Kvasnicka, 2010].

Za nejzajimavéjsi zjisSténi prvni ¢asti nasi studie povaZzujeme pozorovani
vztahu mezi vyskytem trombofilniho stavu a pozitivitou antifosfolipidovych
protilatek. Vzhledem ke slabym asociacim vyvolavajicich faktorti a RPL se obecné
pfedpoklada multifaktorialni model etiologie RPL [Christiansen, 2008] a ve studiich
je Casto volena cesta zvySovani poctu testovanych genetickych mutaci [Coulam,
2006]. Pokud je vsak autorovi prace znamo, zadna publikovana studie se dosud
nezabyvala vzajemnym vztahem aPL a trombofilnich mutaci u pacientek s RPL.

Vysledky nasi studie ukazaly, ze 96 % zZen ze sledovaného souboru bylo
pozitivnich bud’ z hlediska ptitomnosti nékteré aPL, nebo nékterého ze sledovanych
trombofilnich faktor. Kombinace obou faktori byla pfitomna u43 % Zen.
Frekvence genotypil, které patii mezi obecné pifijimané trombofilni stavy (napf.
faktor V Leiden a mutace faktoru Il G20210A v heterozygotnim i homozygotnim
stavu ¢i homozygotni genotyp MTHFR 677TT) byla ve sledovaném souboru
zachycena u 93 zen (45 %). Statistickou analyzou byla zjisténa vysoce pozitivni
korelace mezi ptitomnosti aPL a pozitivnim trombofilnim stavem ve skupiné s 3 — 8
RPL. aPL atrombofilni mutace tedy nemusi pfedstavovat skuteéné nezavislé
faktory v multifaktorialnim modelu RPL. To by mohlo byt vysvétleno naptiklad
mechanismem opakovanych mikrotrombdz, vznikajicich na podkladé dédicného
trombofilniho stavu avedoucich ke vzniku nekréz, prezentujicich antigeny
fosfolipidiit bunécnych membran a souvisejicich proteini imunitnimu systému,
reagujicimu zvySenou tvorbou aPL. Korelace mezi hladinami aPL a pfitomnosti
dédi¢nych trombofilii by mohla dale oslabovat potiebu genetického testovani u zen
S RPL a zvySovat vyznam vySetfeni imunologickych. Bez dalSich studii, které by
toto pozorovani potvrdily ¢i vyvratily, vSak zstdva navrzend tivaha na urovni
domnének.

5.2 Polymorfismus PAI1 (-675)4G/5G a RPL

Z proteini aktivnich ve fibrinolytickém systému patii inhibitor aktivatoru
plazminogenu 1 Kk nejvice studovanym. V genu PAIl bylo nalezeno nékolik
funk¢nich polymorfismti, které jsou jasné¢ spojeny se zvySenou expresi genu,

zvySenou hladinou proteinu PAI-1 a zvySenym rizikem trombdz, zv1asté u pacientl
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s dalSimi protrombotickymi faktory, napf. klasickymi dédi€énymi trombofiliemi
[Tsantes, 2008].

Také v gravidité je fyziologicky prokoagulaéni stav zprostfedkovan nejen
narustem hladin hemokoagula¢nich faktort, ale i omezenim fibrinolyzy. Placenta si
vSak zachovava v zajmu cévniho zasobeni plodu normalni fibrinolytickou funkei,
kterda mtize byt v pfipadé zmény hladin PAI-1 naruSena. [Kruithof, 1987; Glueck,
2001]. Homozygotni genotyp 4G/4G polymorfismu PAIl (-675)4G/5G vede ke
zvySeni hladiny proteinu PAI-1 az o 25 % [Lane, 2000].

Glueck [2001] publikoval zvysenou frekvenci PAI1 4G/4G genotypu (OR 2,0)
V souboru 94 zen spozdnimi komplikacemi gravidity, jini autofi tento ndlez
nepotvrdili [Wolf, 2003]. Jako prvni oznacila genotyp PAIl 4G/4G za rizikovy
faktor RPL Dossenbach-Glaninger [2003].

Také vysledky naSi studie prokazuji statisticky vyznamnou asociaci
homozygotniho genotypu PAI1 4G/4G s RPL. Ve skupiné s RPL bylo zachyceno
59 38 %) 4G/4G homozygoti oproti pouhym 10 (14 %) v souboru kontrol
(p<0,0005). Také vysledky dalsich nové¢jsich studii naznacuji, Ze asociace PAIl
4G/4G genotypu s RPL je silna [Jeddi-Tehrani, 2011; Ozdemir, 2012]. Vyznam
tohoto polymorfismu jako rizikového faktoru pro poruchu fibrinolyzy zdaraznila
I metaanalyza studii zahrnujici 126525 pacienti s trombotickou piihodou [Fechtel,
2011].

Ackoli v nasem souboru byla zjisténa vysoka frekvence aPL i homozygotniho
genotypu PAIl 4G/4G, analyza neprokazala mezi t€émito dvéma faktory statisticky
vyznamnou asociaci. Na rozdil od vySe uvedené teorie indukce tvorby protilatek
mikrotrombdzami by zde mohl diivod spocivat ve funkci proteinu PAI-1 ve
fibrinolytickém, nikoli hemokoagula¢nim systému. Studie spojitosti aPL pozitivity
a polymorfismu PAI1 (-675)4G/5G u téhotnych neexistuji. Honig [2010] popsal
izolovany pfipad pacientky se ¢tyfmi potraty ve druhém trimestru gravidity, u které
kromé& PAIl 4G/4G genotypu nebyl nalezen zadny rizikovy faktor. V dalsi gravidité
u pacientky doslo k rozvoji porodnického APS.

5.3 Mutace PROZ a RPL

Studie mutaci genu pro protein Z predstavuji relativné novou problematiku
a snizena hladina proteinu Z je povazovana piedevsim za kofaktor jinych znamych
trombofilnich faktort jako FV Leiden, F Il G20210A nebo hyperhomocysteinémie.
Nékteré publikace spojuji deficit PZ s komplikacemi gravidity, jako jsou Casné
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téhotenské ztraty a pred¢asny porod [Doérner, 2005; Effraimidou, 2009], i s rizikem
arterialnich trombo6z u antifosfolipidového syndromu [Paidas, 2005; Vasse, 2008].

Problematické se zda zachyceni vztahu mezi hladinou cirkulujiciho proteinu Z
a genetickymi variantami PROZ [El-Hamid, 2011]. Topalidou [2009] potvrdil
asociaci hladiny proteinu Z, ale nikoli pfitomnosti mutace PROZ intron F G79A
S RPL. Provedena literdrni reSerSe nenalezla studie, zabyvajici se vztahem
vySetfovanych mutaci genu PROZ A(-13)G a R255H a RPL. V soucasné dob¢ se
pozornost presouva ina gen pro dalsi protein, s kterym protein Z vytvaii funkéni
komplex, protein Z-dependentni inhibitor proteaz (SERPINEA10, ZPI). AlShaikh
[2012] ukdzal, Ze deletorni mutace R67X a V303X genu ZPI vyznamné asociuji
s RPL.

V nami sledovaném souboru nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi
alelickymi frekvencemi ani distribuci genotypt sledovanych mutaci PROZ intron F
G79A, PROZ A(-13)G ani PROZ R255H mezi sledovanym souborem Zen s RPL
a kontrolnim souborem. Pozorovany trend k vyS$Simu zastoupeni mutace PROZ
R255H ve sledovaném souboru by mohl naznacovat jeji asociaci s RPL
a pozorovani bude tfeba ovéfit na vétsSim souboru pacientek. Také vztah mezi
ptitomnosti mutace PROZ R255H a pozitivitou aPL se nam ve sledovaném souboru
prokazat nepodafilo.

5.4 Prinosy a omezeni prace, budouci sméry vyzkumu

Imunologickd ¢ast studie t&€zi z Sirokého laboratorniho zazemi jedine¢nych
in-house metodik, které ve sledovaném souboru umoznily testovani Sirokého

panelu antifosfolipidovych protildtek. V budoucnosti 1ze piedpokladat dalsi
zvySovani vyznamu laboratornich testd zamétenych na pfimé stanoveni genovych
produktti (proteint) a funkénich testd, které pii znalosti patofyziologie studovaného
problému na urovni funkénich drah a siti mohou s mensimi naklady zajistit vysokou
klinickou validitu vysetfovaci metody.

Lze také predpokladat dalsi rozSifovani spektra vySetfovanych protilatek proti
novym antigenim jako napiiklad aPL proti mitochondridlnimu kardiolipinu,
kyselin¢ lyso(bis)fosfatidové nebo vimentinu [Alessandri, 2011]. Prekvapivym, ale
do komplexnosti problematiky zapadajicim zjiSténim byl také zachyt autoprotilatek
proti proteinu Z v souboru Zen s RPL [Sater, 2011].

Omezeni genetické Casti studie spocivaji Vv relativné nizkém poctu

vySetfovanych faktorti na relativné malém souboru. Jedna z moznosti budouciho
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vyzkumu se zda byt rozSifeni studia vyskytu mutaci genu PROZ, zvlast¢ mutace
R255H, na vétsi soubor Zen sRPL, které by mohlo umoznit potvrzeni
pozorovaneho trendu a pritkaz asociace téchto mutaci s RPL.

Souvisejicim omezenim genetické Casti studie je do¢asna nemoznost technicky
udrzet tempo s extrémné rychlym vyvojem poznéani a technickych pftistupi ke
studovanému problému. Od doby planovani studie, zalozené na testovani malého
poctu vybranych dlouho znamych inovéji popsanych genovych mutaci
a polymorfismi, doslo v oblasti technologie genetického testovani k obrovskému
pokroku.

Nastup technologie vyzkumu genomickych variant na principu arrayCGH
a sekvenovani pfisti generace a rychly rozvoj informatickych néstrojii umoziujicich
rychlé vySetfeni celych individudlnich genomt, proteomi, metabolomii @ mutomil,
efektivni konstrukci celogenomovych asocia¢nich studii i nenakladnou organizaci
rozsahlych metaanalyz digitalné uloZenych dat pravdépodobné v blizké budoucnosti
umozni odhaleni sloZitych zavislosti, které - po ovéteni dalSimi metodami — pfispéji
k ziskani novych detailnich poznatk o etiologii a patogenezi fady onemocnéni,
k vyhledavani novych biomarkerti a zavadéni novych efektivnich terapeutickych

postupd.
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6 Zavéry

Z vysledkl ptedkladané prace na souboru pacientek s opakovanymi
téhotenskymi ztratami 1ze vyvodit nésledujici zavery:

1. cast

e prokazali jsme statisticky vyznamné zvySeni hladin plazmatické
protilatky proti fosfatidyl-L-serinu ve tfid¢ 1gG (p<0,01)

e prokazali jsme statisticky vyznamné zvySeni hladin plazmatické
protilatky proti fosfatidylinositolu ve tfidé IgG (p<0,01)

e neprokazali jsme zmény v alelickych frekvencich a distribuci
genotypu vySetfovanych klasickych trombofilnich mutaci

e prokazali jsme vysoce pozitivni korelaci mezi klasickym geneticky
podminénym  trombofilnim  stavem  apozitivnimi  hladinami
antifosfolipidovych protilatek ve skupiné se 3 — 8 RPL (p<0,01)

2. cast

e prokazali jsme statisticky vysoce vyznamné zvySeni frekvence
homozygotniho genotypu 4G/4G polymorfismu PAI1(-675)4G/5G
(p<0,0005)

e neprokazali jsme korelaci mezi distribuci homozygotniho genotypu
4G/4G polymorfismu PAIL(-675)4G/5G a pozitivnimi  hladinami
antifosfolipidovych protilatek

3. cast

e neprokazali jsme zmény v alelickych frekvencich a distribuci
genotypt vysetfovanych mutaci genu PROZ

e neprokazali jsme vztah mezi pfitomnosti mutace PROZ R255H
V heterozygotnim nebo homozygotnim stavu a pozitivnimi hladinami

antifosfolipidovych protilatek

Na zaklad¢ zjistenych vysledki se domnivame, ze je mozné doporucit
vySetieni rozsifeného panelu antifosfolipidovych protilatek v rdmci specializované
péce o Zeny s opakovanymi Casnymi téhotenskymi ztratami.

Vysledky studie nepotvrzuji vhodnost rutinniho genetického testovani
klasickych trombofilnich mutaci, tj. nejen polymorfismi MTHFR C677T
aAl298C, ale ani mutaci faktor V Leiden afaktor 1l G20210A u zen
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s opakovanymi téhotenskymi ztratami. Je vhodné dodrzovat konzervativni ptistup
k problematice genetického testovani trombofilnich stavi, stanoveny spoleénym
doporu¢enim Ceské spolednosti pro trombdzu a hemostazu a Spolecnosti 1ékaiské
genetiky Ceské 1ékatské spoleénosti Jana Evangelisty Purkyné.

Testovani piitomnosti homozygotniho genotypu PAILl (-675)4G/4G by dle
autorova nazoru mohlo byt vyuzito vV ramci komplexni péce 0 Zeny s opakovanymi
casnymi t€hotenskymi ztratami ve specializovanych centrech.

Vhodnost testovani sledovanych mutaci genu pro protein Zu Zen
s opakovanymi Casnymi téhotenskymi ztratami V rutinni praxi vysledky prace
nepotvrdily, jedna se vsak o slibnou oblast, vyzadujici dalsi vyzkum.

Vysledky studie byly zvetfejnény ve dvou publikacich v impaktovaném
periodiku (viz ptiloha 9.3) a jsou zakladem dalSich dosud nepublikovanych praci.

Stanovené cile predkladané prace tedy byly splnény.
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9 Prilohy

9.1 Mezinarodni kody nukleotidi a aminokyselin podle IUPAC

A adenin

C cytosin

G guanin

T (nebo U) thymin (nebo uracil)
R Anebo G

Y CneboT

S G nebo C

w Anebo T

K GneboT

M Anebo C

B CneboGnebo T
D AneboGnebo T
H Anebo Cnebo T
V Anebo C nebo G
N jakakoli baze

. nebo - mezera

A Ala alanin

C Cys cystein

D Asp kyselina asparagova

E Glu kyselina glutamova

F Phe fenylalanin

G Gly glycin

H His histidin

I lle isoleucin

K Lys lysin

L Leu leucin

M Met methionin

N Asn asparagin

P Pro prolin

Q Gln glutamin

R Arg arginin

S Ser serin

T Thr threonin

\Y/ Val valin

W Trp tryptofan

Y Tyr tyrosin
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9.2 Graf distribuce sledovanych aPL v souboru 206 Zen s 2 — 8 RPL

25,0
*
20,0 +
*
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@2 RPL
W3-8 RLP
10,04 O Controls
5,0+
0,0 ¥
1gG IgM 19G IgM 1gG IgM 19G IgM 19G IgM I9G IgM IgA 1gG
ph acid ph ethanol DL glycerol ph inositol L - serin cardiolipin beta2 GP nnexinn
\

Pozn.: * p<0,01,

aPL proti kyselin¢ fosfatidové, fosfatidyletanolu, fosfatidyl-DL-glycerolu,
fosfatidylinositolu, fosfatidyl-L-serinu, kardiolipinu a annexinu V

9.3 Publikované prace
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