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Souhrn 

Cílem studie bylo stanovit frekvence osmi antifosfolipidových protilátek (aPL) 

a vybraných genetických trombofilních faktorů a jejich vzájemný vztah u pacientek 

s opakovanými těhotenskými ztrátami (recurrent pregnancy loss, RPL) 

a u kontrolního souboru zdravých žen. 

K detekci protilátek proti fosfatidyl-L-serinu, fosfatidylethanolaminu, 

fosfatidylinositolu, fosfatidyl-DL-glycerolu, kyselině fosfatidové, annexinu V, 

kardiolipinu a beta2-GPI jsme využili metodu ELISA. Trombofilní mutace faktor V 

Leiden (F5 G1691A), F II G20210A a varianty MTHFR C677T a MTHFR A1298C 

jsme stanovili metodou analýzy křivky tání PCR produktu na podkladě 

rezonančního přenosu fluorescenční energie (FRET). K detekci variant PAI1  

(-675)4G/5G, PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ R255H byla zvolena 

standardní metoda PCR-RFLP. Ze získaných dat jsme vykalkulovali distribuce 

genotypů a alelické frekvence jednotlivých variant. Shodu sledovaného souboru 

a kontrol a vztah mezi přítomností aPL a potenciálních trombofilních faktorů jsme 

testovali chí-kvadrát testem a Fisherovým exaktním testem. 

Výsledky studie ukazují signifikantně zvýšenou frekvenci aPL proti 

fosfatidylinositolu ve sledovaném souboru (17 – 19,6 % v závislosti na počtu RPL) 

a fosfatidyl-L-serinu (18 – 25 %). Převažovaly protilátky ve třídě IgG. V 96 % byl 

přítomen alespoň jeden rizikový faktor (aPL pozitivita nebo trombofilní faktor). aPL 

a trombofilní faktory byly současně přítomny u 43 % žen ve sledovaném souboru. 

Ve skupině žen se 3 a více RPL jsme pozorovali statisticky významnou korelaci 

mezi aPL pozitivitou a trombofilním stavem. V další části studie jsme prokázali 

statisticky vysoce významnou korelaci mezi RPL a PAI1 (-675)4G/4G genotypem. 

Korelace mezi PAI1 (-675)4G alelou a přítomností aPL u pacientek s RPL nebyla 

pozorována. Také asociaci mezi sledovanými variantami genu PROZ a RPL nebo 

mezi mutací PROZ R255H a přítomností aPL se nám nepodařilo prokázat. 

Antifosfolipidové protilátky a genetické trombofilní faktory jsou předmětem 

výzkumu pro svoji potenciální roli důležitého rizikového faktoru v patogenezi RPL. 

Další studie přítomnosti autoprotilátek proti různým fosfolipidům a genetických 

trombofilních faktorů mohou vést k odhalení nových biomarkerů, využitelných 

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 II 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 IgG 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 PAI1 (-675)4G/4G genotype was 

found. We observed no relation between PAI1 (-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 Úvod  

Poruchy lidské reprodukce patří k významným medicínským problémům. Pro 

svůj význam jsou i předmětem zvláštního programu výzkumu lidské reprodukce 

(The Special Programme of Research in Human Reproduction) Světové 

zdravotnické organizace, který mimo jiné oblasti zahrnuje i výzkum sexuálního 

a reprodukčního zdraví žen, mužů a mladistvých a výzkum neplodnosti 

a opakovaných těhotenských ztrát. 

Opakované těhotenské ztráty jsou komplexním dějem, který je výsledkem 

interakce mnoha etiologických faktorů vnitřních a vnějších, dědičných i získaných. 

Kromě prokázaných příčin opakovaných těhotenských ztrát, jako jsou 

chromosomální aberace, anatomické anomálie vnitřního genitálu, endokrinologická 

onemocnění a klasická forma antifosfolipidového syndromu, patří k intenzivně 

zkoumaným oblastem i problematika dalších pravděpodobných a možných příčin 

opakovaných těhotenských ztrát (hematologických příčin, infekčních příčin, 

alloimunitních i autoimunitních a imunogenetických faktorů, poruch výběru embrya 

i faktorů životního stylu). Mezi těmito zvažovanými příčinami hrají významnou roli 

pozitivita antifosfolipidových protilátek (porodnický antifosfolipidový syndrom) 

a přítomnost geneticky podmíněných trombofilních faktorů. 

Dosud publikované studie, zabývající se rolí antifosfolipidových protilátek 

a genetických trombofilií u pacientek s opakovanými těhotenskými ztrátami, 

zkoumaly každý z uvedených rizikových faktorů odděleně. Na rozdíl od nich se 

předkládaná práce kromě studia prevalence antifosfolipidových protilátek 

a některých geneticky podmíněných trombofilních faktorů zabývá i otázkou jejich 

vzájemného vztahu. 

Poznání etiologie opakovaných těhotenských ztrát může v konečném důsledku 

vést k nalezení nových efektivních biomarkerů, a tím umožnit zavádění účinných 

postupů k léčbě tohoto frekventního onemocnění, vysoce stresujícího těhotné, jejich 

partnery i ošetřující lékaře. Přispět k tomu svými závěry si klade za cíl 

i předkládaná práce.  
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2 Cíl práce 

Předkládaná práce byla v souladu s dlouhodobým výzkumným zaměřením 

zúčastněných pracovišť navržena jako retrospektivní studie případů a kontrol (case-

control study) a zaměřena na stanovení vybraných imunologických a genetických 

trombofilních faktorů u žen s diagnózou opakovaných idiopatických těhotenských 

ztrát v péči ambulance reprodukční imunologie Gynekologicko-porodnické kliniky 

nebo ambulance Ústavu lékařské genetiky LF UK a FN Plzeň. 

Studie byla rozčleněna do tří částí. 

V první části byly v rámci imunologické analýzy stanoveny hladiny osmi 

antifosfolipidových protilátek. Genetická analýza v první části zahrnovala stanovení 

klasických mutací genů pro proteiny hemokoagulačního systému - mutace G1691A 

v genu pro koagulační faktor V (faktor V Leiden), mutace v genu pro faktor II 

(protrombin) G20210A  a doplněna byla stanovením dvou potenciálně 

trombogenních variant v genu pro methylentetrahydrofolát reduktázu MTHFR 

C677T a MTHFR A1298C. 

Ve druhé části genetická analýza zahrnovala stanovení dalšího 

z protrombotických faktorů působícího v oblasti fibrinolytického systému - 

inzerčního/delečního polymorfismu 4G/5G v genu pro inhibitor aktivátoru 

plazminogenu 1 (PAI1 (-675)4G/5G). 

Ve třetí části byla studie doplněna stanovením dosud  málo studovaných 

variant v genu pro protein Z - PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ 

R255H. 

Jako cíle práce bylo stanoveno: 

1. porovnání výskytu antifosfolipidových protilátek a sledovaných trombofilních 

mutací u sledovaného souboru a zdravých kontrol 

2. zhodnocení korelace současného výskytu antifosfolipidových protilátek 

a trombofilních mutací u sledovaného souboru 

3. publikace výsledků v impaktovaném periodiku 
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3 Současný stav poznání 

3.1 Sterilita (neplodnost) a infertilita 

Poruchy lidské reprodukce patří v současné době k významným medicínským 

problémům. Vzhledem ke svému významu se staly předmětem zvláštního programu 

výzkumu lidské reprodukce (The Special Programme of Research in Human 

Reproduction) Světové zdravotnické organizace, zahájeného již v roce 1972. 

V současné době program zahrnuje výzkum v následujících oblastech: sexuální 

a reprodukční zdraví žen, mužů a mladistvých; zdraví matky a novorozence; infekce 

reprodukčního ústrojí a sexuálně přenosné infekce (včetně HIV/AIDS); plánování 

rodičovství; neplodnost; kriminální potraty; sexuální zdraví; screening karcinomu 

děložního hrdla v rozvojových zemích a problematiku genderových a reprodukčních 

práv. Další aktivity programu směřují k rozvoji mezinárodní spolupráce na podpoře 

lidské reprodukce včetně prvního Globálního strategického plánu reprodukčního 

zdraví WHO a akčního programu „Reprodukční zdraví pro všechny do roku 2015“ 

Mezinárodní konference o populaci a rozvoji Populačního fondu OSN [Benagiano, 

2012]. 

Terminologie užívaná v anglickojazyčné a české odborné literatuře se odlišuje. 

V České republice se pro stav, kdy se páru nedaří spontánně otěhotnět do jednoho 

roku pravidelných nechráněných styků, používá termín sterilita (neplodnost). 

Termín infertilita je používán pro stav, kdy je pár schopen spontánní koncepce, ale 

žena není opakovaně schopna donosit živý plod. V anglosaské literatuře je oproti 

tomu termín infertility používán pro onemocnění, které postihuje reprodukční 

systém a zabraňuje úspěšnému otěhotnění (a v podstatě tedy odpovídá výše 

uvedenému termínu sterilita). Pro stav, kdy žena není opakovaně schopna donosit 

živý plod, jsou využívány termíny opakované těhotenské ztráty (recurrent 

pregnancy loss, RPL), případně opakované fetální ztráty (recurrent fetal loss). 

Světová zdravotnická organizace definuje neplodnost jako „onemocnění 

reprodukčního systému definované neschopností dosáhnout klinické gravidity po 12 

nebo více měsících pravidelných nechráněných pohlavních styků“ [Zegers, 2009]. 

American Society for Reproductive Medicine v roce 2013 stanovila 

následující definice: 

Neplodnost je onemocnění, definované neschopností úspěšného otěhotnění po 

12 nebo více měsících vhodně časovaných, nechráněných pohlavních styků nebo po 
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terapeutické inseminaci semenem dárce. Časnější zhodnocení stavu a léčba mohou 

být oprávněné na základě anamnestických údajů a klinického vyšetření, u žen nad 

35 let věku je vhodné k nim přistoupit již po 6 měsících. 

Opakované těhotenské ztráty jsou onemocnění odlišné od neplodnosti 

a definované dvěma a více neúspěšnými graviditami. Pečlivé přezkoumání 

a zhodnocení potřeby specifické péče však vyžaduje každá těhotenská ztráta, u které 

není známa její příčina.  

Pro účely hodnocení a léčby neplodnosti nebo opakovaných těhotenských ztrát 

je těhotenství definováno jako klinické těhotenství dokumentované ultrazvukovým 

nálezem nebo výsledkem histopatologického vyšetření [ASRM, 2013]. 

3.1.1 Těhotenské ztráty 

Ztráta těhotenství je pro pacientku i lékaře vysoce stresující událost, která 

může nastat v časném i pozdním období. Časná těhotenská ztráta je definována jako 

ztráta těhotenství do 20. týdne gravidity nebo o hmotnosti plodu menší než 500 g. 

Těhotenská ztráta, která nastala po průkazu zvýšené hladiny lidského choriového 

gonadotropinu, ale nebylo možné ji ověřit ultrasonografickým vyšetřením nebo 

histopatologickým nálezem,  je označována jako ztráta biochemické gravidity. 

Klinická ztráta gravidity (spontánní potrat) vyžaduje ultrasonografické či 

histopatologické ověření existence gravidity a dělí se na časný spontánní potrat 

(před 12. t. gravidity) a pozdní spontánní potrat (12 – 20. t. gravidity). Většina 

autorů se shoduje v tom, že ektopické a molární gravidity nejsou mezi časné 

těhotenské ztráty zahrnovány. Od 20. t. gravidity je užíván termín fetální ztráta 

[Farquharson, 2005]. 

Vzhledem k tomu, že lidská reprodukce je vysoce neefektivní proces, je časná 

těhotenská ztráta nejčastější poruchou lidské gravidity, která postihuje až 75 % 

těhotných. Skutečná frekvence časných těhotenských ztrát dosahuje asi 50 %. Více 

než 30 % fertilizovaných oocytů je však ztraceno do doby implantace a většina 

těchto ztrát není rozpoznána a žena je vnímá jako opožděnou, někdy silnější 

menstruaci. Z rozpoznaných gravidit potom asi 15 % končí spontánním potratem 

nebo ektopickou graviditou [Wilcox, 1988]. 
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3.1.2 Izolovaný spontánní potrat 

Etiologie spontánního potratu je multifaktoriální, příčinami jsou faktory 

maternální, fetální i paternální (andrologické). 

Nejčastější příčinou spontánního potratu jsou vrozené chromosomální aberace, 

které způsobují asi 50 – 70 % všech spontánních potratů. Jedná se zejména 

o chromosomální aneuploidie [Jacobs, 1987; Hodes-Wertz, 2012]. Vyskytují se 

převážně u starších těhotných, protože s věkem roste pravděpodobnost de novo 

chromosomálních aberací, a to nejen numerických, ale i strukturních. Karyotypizace 

produktů koncepce představuje důležitý prognostický faktor, protože průkaz 

de novo chromosomální aberace jako příčiny ztráty gravidity znamená 

pravděpodobnost úspěchu v dalším těhotenství vyšší než 75 % [Hogge, 2003]. 

Z dalších maternálních příčin spontánních abortů lze jmenovat anatomické 

změny reprodukčních orgánů (dělohy a děložního hrdla), endokrinologické poruchy 

(např. insuficience žlutého tělíska), onemocnění imunitního systému, chronická či 

těžká akutní infekční onemocnění, onkologická onemocnění, mechanická traumata, 

intoxikace, psychické faktory a další [Allison, 2009]. 

3.2 Habituální potrácení a opakované těhotenské ztráty 

Striktní definice habituálního potrácení předpokládá tři následné těhotenské 

ztráty stejného partnerského páru s 80% rizikem dalšího spontánního potratu 

[Stephenson, 1996]. Dnes víme, že riziko spontánního abortu se sice zvyšuje 

s počtem těhotenských ztrát, ale nárůst se postupně zpomaluje a zřídka převýší  

40 –50 %. U dosud nerodivších žen je riziko neúspěšné gravidity po jedné ztrátě 

přibližně 15 %, po dvou následujících ztrátách již asi 30 % a po třech ztrátách roste 

již pouze nevýznamně na asi 33 %. Také žena, která porodila živé dítě, má riziko 

spontánního potratu v budoucích těhotenstvích asi 30 % i v případě, že dříve 

prodělala několik spontánních abortů. Podle současných poznatků je proto 

doporučeno zvážit diagnostiku a intervenci již u pacientek se dvěma následujícími 

těhotenskými ztrátami, zejména pokud žena dosud nikdy neporodila živé dítě nebo 

je starší 35 let [Ford, 2009]. Tento přístup se odráží také v redefinici pojmu 

opakovaných těhotenských ztrát, jak bylo uvedeno výše [ASRM, 2013]. 

Klinicky rozpoznatelné opakované těhotenské ztráty postihují asi 1 – 2 % žen, 

po přičtení biochemických ztrát však jejich frekvence stoupá až na 2 – 3 %. Jejich 

frekvence je tedy vyšší než náhodná, a proto lze předpokládat, že se jedná 
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o definované onemocnění s řadou prokázaných i možných příčin. Tyto příčiny se 

liší od příčin izolovaných těhotenských ztrát a zůstávají vzhledem k vysoké 

základní frekvenci těchto těhotenských ztrát a nekonsistenci definice RPL v různých 

studiích kontroverzním tématem. Mezi obecně uznávané příčiny časných RPL patří 

chromosomální aberace [Hogge, 2003; Stephenson, 2006], anatomické abnormity 

dělohy [Saravelos, 2008], antifosfolipidový syndrom (APS) [Ruiz-Irastorza, 2010], 

některé další trombofilní stavy [Rey, 2003], endokrinologické poruchy, zejména 

neléčené thyreopatie a neléčený diabetes [Arredondo, 2006]. Malý počet obecně 

uznávaných příčin RPL, pro které lze stanovit postupy vyšetření a terapie založené 

podle pravidel medicíny založené na důkazech (evidence based medicine, EBM), 

pokrývá pouze asi 50 % případů [Jauniaux, 2006], v současnosti je však předmětem 

výzkumu celá řada dalších pravděpodobných či možný příčin RPL [ASRM, 2012; 

Larsen, 2013]. Přehled příčin opakovaných těhotenských ztrát podává tabulka 3-1. 
 

Tab. 3-1 Možné příčiny opakovaných časných těhotenských ztrát (RPL) - 

- upraveno podle Kwak-Kim [2009], ASRM [2012]  

Příčiny Onemocnění 

anatomické leiomyomy 

 uterinní anomálie: uterus septus, uterus didelphys, uterus bicornis 

 expozice diethylstilbestrolu in utero 

 primární defekt endometria 

 Ashermanův syndrom 

endokrinologické hyperthyreóza a hypothyreóza 

 diabetes mellitus a inzulínová resistence 

 hypersekrece LH, androgenů, hyperprolaktinémie 

 syndrom polycystických ovarií 

hematologické trombofilie (dědičné/získané) 

 srpkovitá anémie 

imunologické 

- autoimunní 

 

antifosfolipidový syndrom 

 autoimunní thyreoiditis 

 revmatoidní arthritis 

 systémový lupus erythematodes 

 Sjögrenova choroba, psoriáza, celiakie, Behçetova choroba 
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 autoimunní trombocytopenická purpura 

 autoimunní hemolytická anémie 

 myasthenia gravis 

 IgM gamapatie 

- alloimunní Rhesus, AB0 inkompatibilita 

 HLA 

genetické vyvážené translokace 

 chromosomální inverze 

 polymorfismy genů pro HLA-G 

 nepravidelná inaktivace X 

 polymorfismy genů pro cytokiny (např. TNFA, IFN-γ, IL-1β, IL-4, 

IL-6, IL-10, TGFB) 

výživa hyperhomocysteinémie, deficit folátů, deficit vitaminu B12 

životní styl obezita 

 alkohol, kouření 

infekční Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma 

urealyticum,  

 Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae 

 Cytomegalovirus, parvovirus B19 

 Toxoplasma gondii 

 

3.2.1 Chromosomální příčiny RPL 

Na rozdíl od sporadických těhotenských ztrát jsou asi 2 – 4 % RPL asociována 

s nosičstvím vyvážených strukturních chromosomálních aberací u rodičů. Nejčastěji 

se jedná o vyvážené translokace autosomů a Robertsonské translokace, 

zachycovány jsou i další typy přestaveb jako inverze, inzerce a také případy 

mozaicismu. Při průkazu parentální aberace je indikováno genetické poradenství 

a obvykle doporučována prenatální diagnostika vzhledem k riziku nevyváženého 

karyotypu u plodu v další graviditě. Velké studie párů s RPL a vyváženými 

translokacemi však uvádějí riziko nevyvážené translokace u potomků nižší než 1 %, 

tedy riziko srovnatelné s rizikem invazivního prenatálního vyšetření [Franssen, 

2006]. Pravděpodobnost další úspěšné gravidity u párů s vyváženými translokacemi 

přesahuje 80 %. V některých případech obav ženy z komplikací invazivního 
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vyšetření proto také zůstává otevřena možnost konzervativního postupu, 

zaměřeného na  vyšetření dalších možných příčin RPL a podpůrnou péči. 

V některých případech s vysokým rizikem viabilního plodu s nevyváženou 

translokací může být invazivní prenatální diagnostika nahrazena in vitro fertilizací 

s následnou preimplantační genetickou diagnostikou. Využití dárcovských gamet je 

indikováno v případě genetických anomálií vedoucích vždy k aneuploidii, tj. např. 

u Robertsonských translokací homologních chromosomů [Franssen 2011]. 

3.2.2 Anatomické příčiny RPL 

Anatomické příčiny způsobují asi 10 – 15 % RPL. Předpokládá se, že 

k těhotenské ztrátě dochází na podkladě poruchy vaskularizace endometria, což 

vede k abnormální placentaci. Potenciální příčinou RPL proto může být jakákoli 

anomálie dělohy, která narušuje cévní zásobení endometria. Mezi ně patří vrozené 

anomálie dělohy, intrauterinní adheze a děložní leiomyomy. 

Ačkoli jsou vrozené anomálie dělohy spojovány spíše s pozdními 

těhotenskými ztrátami a předčasným porodem, hrají svoji roli i v časných RPL. 

Nejtěsnější vztah s RPL byl zjištěn u uterus septus, s rizikem spontánní těhotenské 

ztráty nad 70 % [Lin, 2004]. Další anomálie Müllerských vývodů jako uterus 

bicornis a uterus didelphys jsou spojovány pouze s malým nárůstem rizika RPL 

[Raga, 1997]. Intrauterinní adheze, někdy asociované s Ashermanovým 

syndromem, mohou významně ovlivňovat implantaci a vést k časným těhotenským 

ztrátám. Také intramurální leiomyomy větší než 5 cm a submukózní leiomyomy 

jakékoli velikosti zvyšují riziko RPL [Bajekal, 2000]. 

3.2.3 Endokrinologické příčiny RPL 

Syndrom polycystických ovarií (PCOS), diabetes mellitus, thyreopatie, 

hyperprolaktinémie a defekty luteální fáze jsou spojovány s asi 17 – 20 % případů 

RPL [Ford 2009]. 

Existuje obecný konsensus k vyšetření maternálních thyreopatií a diabetes 

mellitus, protože neléčena tato onemocnění prokazatelně zvyšují frekvenci nejen 

těhotenských ztrát, ale i vývojových postižení plodu. V případě dobrého řízení léčby 

však k rizikovým faktorům RPL nepatří [ASRM, 2012]. 

PCOS je frekventním onemocněním žen v reprodukčním věku. Při využití 

striktních diagnostických kritérií se jeho prevalence u žen s RPL odhaduje na  
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8 – 10 % [Cocksedge, 2009]. S RPL je spojován mechanismy hyperandrogenismu, 

obezity a inzulínové resistence. Vhodnou a nenákladnou metodou počáteční 

intervence u žen s PCOS je snížení hmotnosti [Larsen, 2013]. 

Vysoké hladiny prolaktinu mohou inhibovat sekreci progesteronu a vést 

k poškození endometria. Udržení normální hladiny prolaktinu v graviditě proto 

může být důležité. Role hyperprolaktinémie v RPL však zůstává nejasná 

[Arredondo, 2006]. 

Jako mechanismus defektů luteální fáze byla tradičně navrhována 

nedostatečná produkce progesteronu žlutým tělískem vedoucí k poruše vyzrávání 

endometria, neumožňující placentaci. Dnes je skutečná role insuficience žlutého 

tělíska předmětem diskuze a biopsie endometria z této indikace jsou indikovány 

pouze vzácně [Ford, 2009]. 

3.2.4 Imunologické a imunogenetické příčiny RPL 

Protože reprodukce má zásadní význam pro zachování druhu a fétus není 

geneticky identický s matkou, je pravděpodobné, že vývojem vznikla řada 

redundantních imunotolerančních procesů, které v graviditě brání odmítnutí plodu. 

Dosud bylo navrženo více než deset takovýchto mechanismů a předpokládá se, že 

teprve porucha více mechanismů současně vede ke sporadickým i opakovaných 

těhotenským ztrátám [Thellin, 2000]. 

Kromě antifosfolipidových protilátek, jejichž problematika bude rozebrána 

později, je vztah jiných autoprotilátek a RPL zřejmě slabý. Některé studie prokazují 

asociaci antithyreoideálních protilátek s vyšší frekvencí těhotenských ztrát. Zda má 

toto zjištění dopad na osud budoucí gravidity a může vést ke vzniku RPL, však není 

prokázáno [Arredondo, 2006; Stagnaro-Green, 2004].  

Jednou ze zvažovaných příčin RPL jsou maternální alloimunní protilátky proti 

antigenům embrya či fétu, kódovaných paternálními alelami. Předpokládá se jejich 

účinek proti trofoblastu nebo přímo proti tkáním fétu. Byla také vyslovena 

hypotéza, že tvorba těchto protilátek s počtem těhotenských ztrát roste navzdory 

rostoucímu titru protilátek ochranných. Tvorbu blokujících protilátek může dále 

omezovat shoda mezi těhotnou a otcem plodu v HLA znacích a dalším 

diskutovaným faktorem, snižujícím pravděpodobnost úspěšné gravidity, je 

přítomnost protilátek primárně zaměřených proti spermiím [Ulčová-Gallová, 2006]. 

Nejpřesvědčivějším důkazem významu funkcí imunitního systému 

u sporadických těhotenských ztrát i RPL jsou studie maternálních 
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imunogenetických biomarkerů spojovaných s dysregulací imunitní odpovědi 

v graviditě.  Příkladem může být maternální homozygotie pro 14 bp inzerci v genu 

pro HLA-G, přenašečství alel HLA systému predisponujících k imunitní odpovědi 

proti histokompatibilním antigenům přítomným na embryích s mužským 

genotypem, specifická kombinace maternálních receptorů natural killer (NK) buněk 

a HLA-C genotypu embrya, která vede k imunitní reakce proti trofoblastu, nebo 

přítomnost určitých alel genu pro manózu vázající lektin, ovlivňující produkci 

cytokinů určených k odklízení apoptotických buněk trofoblastu [Beaman, 2012; 

Larsen, 2013]. 

Jiným faktorem studovaným v souvislosti s RPL jsou funkce a souhra 

imunokompetentních buněk periferní krve a endometria v místě implantace - NK 

buněk, makrofágů a Th1, Th2 a Th17 lymfocytů. Děložní NK buňky jsou 

převládající populací leukocytů v endometriu v době implantace a na počátku 

gravidity a v koordinaci s dalšími imunokompetentními buňkami jsou považovány 

za regulátory invaze trofoblastu a angiogeneze. Také jejich přesná funkce je však 

stále diskutována a prognostický význam jejich počtu či funkce je nejistý [Kwak-

Kim, 2009]. Z toho důvodu by také s výjimkou klinických studií neměla být ženám 

na podkladě výsledků testů NK buněk nabízena imunosupresivní léčba [Larsen, 

2013]. 

Další studie popisují zvýšené hladiny markerů zánětu a cytokinů jako 

interleukin 1, tumor necrosis factor α nebo interferon γ nejen u sporadických 

těhotenských ztrát, ale i u žen s RPL. Také význam toho zjištění zůstává předmětem 

diskuze [Calleja-Agius, 2012]. 

3.2.5 Porucha výběru embrya jako příčina RPL 

Recentní in vitro studie zaměřené na interakci embrya s deciduou demonstrují, 

že decidualizované endometriální stromální buňky (endometrial stromal cells, ESC) 

fungují jako senzory přijímající směs embryonálních signálních molekul a jsou 

schopny výběru embrya pro implantaci na základě jeho kvality [Teklenburg, 2010]. 

ESC u žen s RPL také exprimují nižší hladiny endometriálního mucinu 1 a vykazují 

abnormální reakci při decidualizaci, charakterizovanou sníženou produkcí 

prolaktinu a zvýšenou expresí prokineticinu 1. Dalším důkazem může být 

zachovaná migrace ESC pacientek s RPL v přítomnosti chromozomálně 

abnormálního embrya, tedy v situaci, kdy jsou ESC fertilních žen zcela inhibovány 

[Larsen, 2013]. Význam těchto pozorování musí být dále objasněn, ale mohl by 
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představovat první experimentální důkazy hypotézy formulované původně 

Quenbym [2002], že ženy s RPL umožňují implantaci nekvalitních embryí, která 

přežívají až do doby klinického těhotenství, místo aby byla ztracena ve stádiu 

biochemické gravidity. 

3.2.6 Infekční příčiny RPL 

Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, chlamydia, Listeria 

monocytogenes, Toxoplasma gondii, virus rubeoly, lidský virus herpes simplex 

(HSV) i některá další vzácnější agens jsou zachycována ve vaginálních 

a cervikálních stěrech a séru žen se sporadickými těhotenskými ztrátami 

[Stephenson, 1996]. Neexistují však přesvědčivá data, že tyto infekce způsobují 

RPL. Rutinní vyšetření těchto infekcí u žen s RPL není indikováno [ASRM, 2012]. 

3.2.7 Faktory životního stylu jako příčina RPL 

Ve středu pozornosti žen s RPL jsou také faktory životního stylu jako např. 

výživa, kontrola hmotnosti, fyzická aktivita, užívání léčiv, alkoholu, kofeinu, 

rekreačních drog, kouření, expozice chemikáliím z pracovního a životního prostředí 

[Homan, 2007]. 

Ačkoli se těhotným ženám alkohol nedoporučuje, prokazuje Andersen [2012], 

že 45 % z dotazovaných 100 000 žen požívalo alkohol v graviditě a že množství nad 

3 standardní jednotky alkoholického nápoje týdně v prvním trimestru gravidity 

zvyšuje riziko těhotenské ztráty. Oproti tomu příjem kofeinu zvyšuje riziko 

těhotenských ztrát teprve nad hranicí 7 šálků denně [Bech, 2005]. 

Nežádoucí účinky kouření v pozdějších stadiích gravidity jsou považovány za 

prokázané [Larsen, 2013]. Nikotin funguje jako mohutný vasokonstriktor a také 

další složky pevné fáze (cigaretový dehet) i plynné fáze (cigaretový kouř) obsahují 

velké množství toxinů a volných radikálů, které mohou vést k oxidačnímu stresu 

fétu [Agarwal, 2012]. Kouření je považováno za rizikový faktor izolovaných 

těhotenských ztrát i RPL [Saravelos, 2011]. V rozporu s tím dřívější prospektivní 

studie zahrnující více než 28 000 gravidit asociaci kouření se spontánním potratem 

neprokázala [Wisborg, 2003]. 

Obezita je významným faktorem, závislým na životním stylu a spojovaným 

s mnoha komplikacemi těhotenství, včetně sporadických těhotenských ztrát i RPL. 

Zatímco riziko sporadické ztráty těhotenství je prokazatelně zvýšeno u těhotných 
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s BMI ≥ 25 kg.m
-2

, v případě RPL bylo signifikantní zvýšení rizika demonstrováno 

pouze u těhotných s BMI ≥ 30 kg.m
-2

 [Metwally, 2010] 

3.2.8 Idiopatické RPL 

Opakované těhotenské ztráty z nezjištěné příčiny bezpochyby představují 

obrovskou psychologickou zátěž pro postižené páry a při následných vyšetřeních 

a péči o další těhotenství je nutný velmi citlivý přístup [Brier, 2004]. Nejefektivnější 

terapeutickou metodou u idiopatického RPL se proto stává podrobné prekoncepční 

poradenství a psychologická podpora na specializovaném pracovišti. U párů s RPL 

vede prokazatelně k nárůstu úspěšných gravidit [Brigham, 1999], přestože úspěchy 

připisované aplikaci metody „něžné péče“ („tender loving care“) publikované Stray-

Pedersen [1984] zatím zůstávají nereprodukovány. 

3.3 Antifosfolipidový syndrom 

Antifosfolipidový syndrom (APS) je autoimunitní onemocnění vedoucí ke 

vzniku získaného trombofilního stavu. Je charakterizován arteriální a venózní 

trombózou [Hirmerova, 2010], komplikacemi gravidity (časné i pozdní těhotenské 

ztráty, intrauterinní růstová retardace plodu, prematurita, hypertenze, preeklampsie, 

HELLP, uteroplacentární insuficience, abrupce placenty) a přítomností 

antifosfolipidových protilátek [McIntyre, 2003; Kwak, 1994; Ulčová-Gallová, 

2005b; Shoenfeld, 2006]. APS se může vyskytovat jako sekundární při jiných 

onemocněních (např. cerebrovaskulárních, kardiálních, renálních, infekčních, 

onkologických, dermatologických, revmatických a psychiatrických) nebo se 

objevuje jako primární onemocnění [Cervera, 2002]. Antifosfolipidové protilátky 

jsou autoprotilátky namířené proti negativně nabitým fosfolipidovým molekulám, 

tvořícím vnitřní vrstvu biologických membrán, plazmatickým proteinům 

a komplexům protein-fosfolipid. [Mackworth-Young, 2004]. Nejčastější epitopy, 

proti kterým jsou antifosfolipidové protilátky namířeny, jsou kardiolipin, kyselina 

fosfatidová, fosfatidylethanolamin, fosfatidyl-DL-glycerol, fosfatidylinositol, 

fosphatidyl-L-serin, beta-2-glykoprotein I a annexin V. Frekvence výskytu sérových 

aPL ve fyziologických těhotenstvích se odhaduje na 2 % [Shapiro, 1994; Ruiz-

Irastorza, 2010]. 

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

prokazatelně asociován s RPL a odhaduje se, že je přítomen asi u 15 % žen 
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s časnými RPL. Revidovaná diagnostická kritéria APS přijatá v Sydney v roce 2006 

shrnuje tabulka 3-2. 

 

Tab. 3-2 - Diagnostická kritéria antifosfolipidového syndromu - 

- podle Miyakis [2006] 

K potvrzení diagnózy APS musí být splněno alespoň jedno klinické a jedno 

laboratorní kritérium. 

Klinická kritéria 

 Nejméně jedna potvrzená vaskulární trombóza (venózní, arteriální nebo 

kapilární) 

 Komplikace gravidity 

 Nejméně 1 těhotenská ztráta po 10. týdnu gravidity bez morfologické poruchy 

plodu (vyloučeno ultrasonografickým vyšetřením nebo vyšetřením plodu) 

 Nejméně 1 předčasný porod (< 34. t. gravidity) následkem preeklampsie nebo 

placentární insuficience 

 Nejméně 3 následné těhotenské ztráty před 10. t. gravidity (po vyloučení 

maternálních anatomických malformací, hormonálních poruch a maternálních 

i paternálních chromosomálních aberací) 

Laboratorní kritéria  

(alespoň 2x pozitivní výsledek s odstupem nejméně 12 týdnů) 

1. Pozitivní plazmatický lupus antikoagulans, stanovený dle doporučení 

Mezinárodní společnosti pro trombózu a hemostázu 

2. Pozitivní plazmatické hladiny antikardiolipinových protilátek ve třídě IgG 

nebo IgM (nad 99. percentilem, stanoveno standardním ELISA testem) 

3. Pozitivní plazmatické hladiny protilátek proti beta-2-glykoproteinu I ve třídě 

IgG nebo IgM (nad 40 GPL/MPL* nebo nad 99. percentilem, stanoveno standardním 

ELISA testem) 

Pozn.: * 1 GPL/MPL = 1 µg.ml
-1

 

 

Mechanismy, kterými APS vede k RPL, nejsou dosud kompletně vysvětleny. 

Patogeneze APS zahrnuje aktivaci buněk endotelu, monocytů, trombocytů, inhibici 

přirozených antikoagulačních drah proteinu S a annexinu V, aktivaci komplementu 
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a inhibici fibrinolytického systému cestou aktivace inhibitoru aktivátoru 

plazminogenu 1, protilátek proti annexinu V a protilátek proti beta-2-

glykoproteinu I [Krone, 2010]. 

Kompletní laboratorní vyšetřovací schéma RPL by mělo zahrnovat nejméně 

vyšetření lupus antikoagulans a antikardiolipinových protilátek. V případě splnění 

diagnostických kritérií APS se u jinak zdravých žen (nepřítomnost systémového 

autoimunitního onemocnění jako systémový lupus erythematodes, nepřítomnost 

trombózy v osobní anamnéze) v graviditě doporučuje léčba nízkými dávkami 

kyseliny acetylsalicylové (low dose aspirin; LDA) a profylaktické podávání 

nízkomolekulárního heparinu (low-molecular-weight heparin; LMWH). Podávání 

LDA by mělo být zahájeno před koncepcí nebo alespoň po průkazu gravidity, 

podávání LMWH po průkazu gravidity [Derksen, 2008; ASRM 2012]. 

Stanovení dalších antifosfolipidových protilátek relevantních ke vzniku RPL 

je velmi diskutovanou oblastí. S výjimkou stanovení lupus antikoagulans, 

antikardiolipinových protilátek a protilátek proti beta-2-glykoproteinu I, fosfatidyl-

L-serinu a annexinu V jsou vyšetřovací metody slabě standardizovány a hodnocení 

jejich podílu na etiologii RPL proto vyžaduje další studie [ASRM, 2012]. 

Antifosfolipidové protilátky jsou však jednoznačně spojeny s RPL a dalšími 

komplikacemi gravidity. Laboratorní nálezy u APS v graviditě se významně liší od 

jeho klasické formy. Mnoho žen s RPL a pozitivními aPL tedy nesplňuje současná 

diagnostická kritéria APS. Důvodem může být aktivace jiných, spíše 

imunopatogenetických než tromboembolických mechanismů (např. aPL indukovaná 

aktivace komplementu, vedoucí k přímému poškození fétu, porucha angiogeneze ve 

smyslu abnormální endovaskulární invaze trofoblastu do deciduálních cév [Girardi, 

2004; Sebire, 2002]. To následně také ovlivňuje účinnost léčby LMWH v prevenci 

RPL. Kwak-Kim [2013] zdůrazňuje urgentní potřebu nových diagnostických kritérií 

porodnického APS a výzkum nových terapeutických přístupů k tomuto 

komplexnímu problému. 

3.4 Dědičné trombofilie jako příčina RPL 

Dědičné trombofilní faktory, stejně jako kombinace dědičných a získaných 

trombofilních faktorů jsou časté, více než 15 % indoevropské populace nese alespoň 

jeden dědičný trombofilní faktor. Dědičné trombofilní faktory mohou predisponovat 

k mikrotrombózám zejména trofoblastu a placenty, a vést tak k závažným 

komplikacím průběhu gravidity včetně RPL. 
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Autosomálně dominantně dědičné deficity antitrombinu, proteinu C a proteinu 

S jsou velmi vzácné a vzhledem k nízké prevalenci jsou nalézány jen ojediněle, 

spíše jako příčina závažných pozdních komplikací gravidity [Greer, 2003]. 

Nejčastěji vyšetřované dědičné trombofilní faktory, označované také jako  

klasické trombofilní mutace, jsou Leidenská mutace genu pro koagulační faktor V, 

mutace genu pro koagulační faktor II (protrombin) G20210A a polymorfismy genu 

pro methylentetrahydrofolát reduktázu MTHFR C677T a A1298C. Práce studující 

asociaci dědičných trombofilních faktorů s RPL docházejí k rozporným výsledkům. 

Někteří autoři asociaci s RPL neprokazují [Abbate, 2002; Makino, 2004], jiní 

docházejí k závěru, že přítomnost rizikových trombofilních faktorů vedoucích 

k sekundárnímu hyperkoagulačnímu stavu vykazuje silnou asociaci s komplikacemi 

gravidity včetně RPL [Kutteh, 2006; Goodman, 2006]. 

 

Tab. 3-3 – Experimentální panel trombofilních mutací pro identifikaci rizika RPL 

podle Goodman [2006], Coulam [2009] 

 Faktor V Leiden (G1691A] 

 Faktor V R2 (H1299R) 

 Faktor II (protrombin) G20210A 

 Faktor XIII V34L 

 Beta-fibrinogen G(-455)A 

 PAI1 (-675)4G/5G 

 HPA1 a/b (L33P) 

 MTHFR C677T 

 MTHFR A1298C 

 

Kromě uvedených faktorů je předmětem výzkumu řada dalších genových 

mutací a polymorfismů a jejich kombinací, které ovlivňující funkce 

hemokoagulačního systém a/nebo fibrinolytického systému a vedou tak 

k hyperkoagulačnímu stavu [Wolf, 2003; Yenicesu, 2010; Jeddi-Tehrani, 2010, 

2011; Bennett; 2012]. Nejčastěji je potenciální asociace dědičných trombofilií 

a RPL založena na teorii poruchy vývoje placenty způsobené mikrotrombózami. 

Vzhledem ke studiím prokazujícím, že krev matky začíná proudit intervilózními 

prostory placenty asi od 10. týdne gravidity, je lépe přijímána spojitost mezi 
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dědičnými trombofiliemi a RPL po 10. týdnu gravidity než u obdobných událostí 

před 10. týdnem. Skutečnost, že přenos živin z krve matky do fetálních tkání závisí 

na průtoku krve děložními cévním řečištěm a může být ovlivněn zde probíhajícími 

trombotickými událostmi, však připouští roli dědičných trombofilií jako příčiny 

těhotenských ztrát v každém období gestace [Ford, 2009]. 

Velké prospektivní studie však dosud asociaci dědičných trombofilií a RPL 

neprokázaly [Dizon-Townson, 2005; Silver, 2010]. 

Přehled základních informací o trombofilních mutacích testovaných v rámci 

předkládané práce shrnují následující oddíly [OMIM, 2013]. 

3.4.1 Leidenská mutace genu pro koagulační faktor V 

Koagulační faktor V 

MIM 612309 

Alternativní názvy; symboly: 

Kofaktor proteinu C 

Kofaktor aktivovaného proteinu C 

APC kofaktor 

Labilní faktor 

Symbol genu schválený HGNC: F5 

Cytogenetický lokus: 1q24.2 

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

 

Gen F5 kóduje koagulační faktor V, plazmatický glykoprotein o velikosti 

330 kD, který se vyskytuje v krevním oběhu s malou nebo nulovou aktivitou. 

Faktor V je trombinem (F2, MIM 176930), který z neaktivní formy vytváří těžký 

a lehký řetězec vzájemně spojený vápenatými ionty, konvertován na aktivní formu - 

faktor Va. Faktor V je základním proteinem koagulačního systému a působí jako 

kofaktor pro konverzi protrombinu na trombin pomocí faktoru Xa (F10, 

MIM 613872). Cripe v roce 1992 zjistil, že gen F5 obsahuje 25 exonů. 

 

Alelická varianta 612309.0001: trombofilie na podkladě faktoru V Leiden 

F5 G1691A; ARG506GLN; R506Q; dbSNP:rs6025 

HGVS schválený název: F5: c.1691G>A 

Tato mutace je v publikacích tradičně označována jako faktor V Leiden 

(FV Leiden) a tento název je užíván i v textu práce. 
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Trombofilie 

Faktor Va je inaktivován aktivovaným proteinem C (PROC, MIM 612283). 

Za určitých okolností však může být vůči této inaktivaci rezistentní a tento stav se 

označuje jako APC rezistence. V rodině s trombofilií způsobenou APC rezistencí 

Bertina [1994] identifikoval heterozygotní mutaci R506Q genu F5, způsobenou 

substitucí z G na A v pozici 1691 genu.  

Varianta byla označena názvem faktor V Leiden podle města v Nizozemsku, 

kde v té době působil. Dalším vyšetřením většího souboru pacientů identifikoval 

stejnou mutaci u 56 z 64 pacientů s APC rezistencí. Mutace byla u šesti pacientů 

homozygotní. 

 

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

CGGGGCCTGT CGGGGGGGGG GGGTGGGGGG CGGGGGGAGG GATAGCATTA GGAGATATAC CTAATGTTAA TGACAAGTTA 

ATGGGTGCAG CACACCAACA TGACACATGT ATACATATGT AACAAACCTG CACGTTGTGC ACATGTACCC TAGAACTTAA 

AGTATAATTT AAAAAAAATA AAAATAAAAG AATTCCTTTT GCAATATTAA TTGGTTCCAG CGAAAGCTTA TTTATTTATT 

TATTATCATG AAATAACTTT GCAAATGAAA ACAATTTTGA ATATATTTTC TTTCAGGCAG GAACAACACC ATGATCAGAG 

CAGTTCAACC AGGGGAAACC TATACTTATA AGTGGAACAT CTTAGAGTTT GATGAACCCA CAGAAAATGA TGCCCAGTGC 

TTAACAAGAC CATACTACAG TGACGTGGAC ATCATGAGAG ACATCGCCTC TGGGCTAATA GGACTACTTC TAATCTGTAA 

GAGCAGATCC CTGGACAGGC 

R 

AGGAATACAG GTATTTTGTC CTTGAAGTAA CCTTTCAGAA ATTCTGAGAA TTTCTTCTGG CTAGAACATG TTAGGTCTCC 

TGGCTAAATA ATGGGGCATT TCCTTCAAGA GAACAGTAAT TGTCAAGTAG TCCTTTTTAG CACCAGTGTG ATAACATTTA 

TTCTTTTTTT TTTTTTGTCT TGTCTATTTT TATCAGTACC ATCACTGCCG AAGGCAAGTC TAGAGTGTGA TAACATATTT 

TGTCTTAGTT TCAAATTCCA GGTCTGTTGG TATTGGATGT GTTGAGCAAG TTGATTAGCC TTTCCTAATT TCTTCCTTTT 

ATCAAATGGG TAATAACCCT CCTAAAAATG TTACAGGTCT GTTTGGGGGT TCAGTGAGAT ACCATCTGGT AAAAGTATAA 

AGCTCTTTAC CAGTCTTTGC TATTTTTAGA GACCTGCAAT AGGGAGACAG AGGAGAGATT CTCTGAAAGC AACCAAATTT 

AGAGACATAG TTCCTAGTGA 

Obr. 3-1 – Mutace faktor V Leiden v sekvenci genu F5 - 

 - podle NCBI [dbSNP, 2013] 

Brenner v roce 1996 publikoval pozorování dvou pacientek se závažnou 

komplikací preeklampsie, syndromem HELLP (hemolýza, zvýšené jaterní enzymy 

a nízký počet krevních destiček),  které nesly heterozygotní genotyp faktoru 
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V Leiden. Nález této mutace naznačoval, že patogeneze HELLP syndromu může 

být spojena s trombotickým procesem. 

 

Opakované ztráty těhotenství 

Ve studii 67 žen s první epizodou nevysvětlitelné pozdní fetální ztráty (úmrtí 

plodu po 20. týdnu těhotenství) a u 232 žen, které měly jedno nebo více normálních 

těhotenství, Martinelli v roce 2000 zjistil, že faktor V Leiden i mutace 

protrombinového genu G20210A byly spojeny s přibližným ztrojnásobením rizika 

pozdní ztráty plodu. 

 

Zivelin v roce 2006 prokázal founder effect faktoru V Leiden (tj. skutečnost, 

že vznikl jedinou mutační událostí v minulosti) a odhadl jeho stáří na 21340 let. 

Vyslovil také hypotézu, že k jejímu rozšíření v době poslední doby ledové v Evropě 

došlo proto, že podobně jako protrombinová mutace G20120A svému nosiči 

poskytovala selektivní výhodu snížením úmrtnosti z poporodního a poúrazového 

krvácení. 

Frekvence výskytu faktoru V Leiden v kavkazoidní populaci kolísá - je 

uváděna v rozmezí mezi 4 – 8 %. Raušová [2005] stanovila frekvenci faktoru 

V Leiden v české populaci na 5 %. V nekavkazoidních populacích je faktor 

V extrémně vzácný.  

Účinek faktoru V Leiden může být potencován přítomností dalších 

trombofilních mutací. Například Kemkes-Matthes [2005] publikovala pozorování, 

že přítomnost heterozygotní nebo homozygotní mutace R225H v exonu 8 genu pro 

protein Z je spojena s vyšší frekvencí tromboembolických komplikací u pacientů 

nesoucích faktor V Leiden. Ve studii 134 nosičů faktoru V Leiden byla mutace 

R225H nalezena v 11 (14,4 %) ze 76 pacientů s tromboembolií a pouze u 3 (5,1 %) 

z 58 pacientů, kteří tromboembolické příhody neměli.  
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3.4.2 Mutace G20210A genu pro koagulační faktor II 

MIM 176930 

Koagulační faktor II 

Alternativní názvy; symboly: 

Trombin 

Protrombin 

Faktor II 

Symbol genu schválený HGNC: F2 

Cytogenetický lokus: 11p11.2 

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

 

Gen F2 kóduje koagulační faktor II (EC 3.4.21.5), protrombin, vitamin 

 K-dependentní glykoprotein syntetizovaný v játrech v neaktivní formě. Protrombin 

je aktivován na trombin serinovou proteázou - faktorem Xa (F10; MIM 613872) za 

přítomnosti fosfolipidů, vápníku a faktoru Va (F5, MIM 612309). Aktivovaný 

enzym hraje důležitou roli v hemostáze a patogenezi trombózy: v procesu tvorby 

krevních sraženin mění fibrinogen (MIM 134820) na fibrin, stimuluje agregaci 

krevních destiček a aktivuje koagulační faktory V, VIII (F8, MIM 300841) a XIII 

(F13A1, MIM 134570). Trombin také zpětně inhibuje koagulaci aktivací proteinu C 

(PROC, MIM 612283). 

Gen pro protrombin obsahuje 14 exonů a má asi 21 kb. Gen obsahuje 

30 repetitivních Alu sekvencí a 2 Kpn sekvence, které tvoří asi 40 % genu. 

 

Alelická varianta 176930.0009: trombofilie následkem poruchy produkce 

protrombinu 

HGVS schválený název: F2: g.20210G>A 

Tato mutace je v publikacích tradičně označována F II G20210A (protrombin 

G20210A) a tento název je užíván v textu práce. 

 

Trombofilie 

Poort v roce 1996 publikoval, že mutace v 3´ nepřekládané oblasti 

protrombinového genu G20210A je spojena se zvýšenou plazmatickou hladinou 

protrombinu a vede ke zvýšenému riziku žilní trombózy. Záměna byla nalezena 

u 18 % probandů rodin s trombózou, u 6 % náhodně vybraných pacientů s hlubokou 

žilní trombózou a ve 2 % u zdravých kontrol. Mutace je dle jiných autorů také 
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spojena se čtyřnásobným zvýšením rizika infarktu myokardu u žen, zatímco u mužů 

se riziko se zvyšuje 1,5krát. Kromě trombózy je mutace G20210A spojována 

i s rizikem cévních mozkových příhod a Budd-Chiariho syndromu. 

Rosendaal v roce 1998 uvádí prevalenci v jižní Evropě 3 %, téměř dvakrát 

vyšší než v severní Evropě (1,7 %). Zivelin v roce 1998 stanovil founder effect také 

u polymorfismu G20210A a vyslovil hypotézu, že vzhledem k absenci či velmi 

nízké frekvenci polymorfismu v nekavkazoidních populacích došlo k mutační 

události až po divergenci kavkazoidní subpopulace od ostatních. 

 

Opakované těhotenské ztráty 

Pihusch [2001] studoval koagulační faktory u 102 pacientů s RPL a zjistil, že 

heterozygotní mutace G20210A byla asociována s časnými RPL (p = 0,027, 

OR 8,5). 

 

Homo sapiens coagulation factor II (thrombin) (F2), NCBI RefSeq NG_008953.1 

25021 ctgatgtgac cttgaacttg actctattgg aaacctcatc tttcttcttc agagcccctt 

25081 taacaaccgc tggtatcaaa tgggcatcgt ctcatggggt gaaggctgtg accgggatgg 

25141 gaaatatggc ttctacacac atgtgttccg cctgaagaag tggatacaga aggtcattga 

25201 tcagtttgga gagtaggggg ccactcatat tctgggctcc tggaaccaat cccgtgaaag 

25261 aattattttt gtgtttctaa aactatggtt cccaataaaa gtgactctca gcga 

      R 

      cctca 

25321 atgctcccag tgctattcat gggcagctct ctgggctcag gaagagccag taatactact 

25381 ggataaagaa gacttaagaa tccaccacct ggtgcacgct ggtagtccga gcactcggga 

25441 ggctgaggtg ggaggatcgc ttgagcccag gaggtggagg ctgcagtgag ccactgcacc 

25501 ccagcctggg tgacagagtg agaccctgtc ccaaaagaat ccactatcta tcttcagagc 

25561 agggccaggt gagaggaaag atggcaggtt gaatttacag gcattaaaga tgttccaccc 

Obr. 3-2 – Mutace G20210A v sekvenci genu F2 – podle NCBI [RefSeq, 2013] 
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3.4.3 Mutace C677T a A1298C genu pro methylentetrahydrofolát 

reduktázu 

MIM 607093 

5,10-methylentetrahydrofolát reduktáza 

Symbol genu schválený HGNC: MTHFR 

Cytogenetický lokus: 1p36.22 

Genomické souřadnice (GRCh37): 1:11,845,786 - 11,866,159 

 

Methylentetrahydrofolát reduktáza katalyzuje přeměnu 5,10-methylen-

tetrahydrofolátu na 5-methyltetrahydrofolátu, který tvoří kosubstrát pro remethylaci 

homocysteinu na methionin. 

 

Alelická varianta 607093.0003: MTHFR termolabilní polymorfismus 

MTHFR C677T, ALA222VAL; dbSNP:rs1801133 

HGVS schválený název: MTHFR: c.677C>T 

Tato mutace je v publikacích tradičně označována MTHFR C677T a tento 

název je užíván v textu práce. 

 

>gnl|dbSNP|rs1801133 

rs=1801133|pos=501|len=1001|taxid=9606|mol="genomic"|class=snp|alleles="C/T"|build=138|sus

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

TGGGAGTTTG GAGCAATCCA CCCCCACTCT TGGAACTGGG CTCTGAGCCA CCTCCCCTGA GAGTCATCTC TGGGGTCAGA 

AGCATATCAG TCATGAGCCC AGCCACTCAC TGTTTTAGTT CAGGCTGTGC TGTGCTGTTG GAAGGTGCAA GATCAGAGCC 

CCCAAAGCAG AGGACTCTCT CTGCCCAGTC CCTGTGGTCT CTTCATCCCT CGCCTTGAAC AGGTGGAGGC CAGCCTCTCC 

TGACTGTCAT CCCTATTGGC AGGTTACCCC AAAGGCCACC CCGAAGCAGG GAGCTTTGAG GCTGACCTGA AGCACTTGAA 

GGAGAAGGTG TCTGCGGGAG 

Y 

CGATTTCATC ATCACGCAGC TTTTCTTTGA GGCTGACACA TTCTTCCGCT TTGTGAAGGC ATGCACCGAC ATGGGCATCA 

CTTGCCCCAT CGTCCCCGGG ATCTTTCCCA TCCAGGTGAG GGGCCCAGGA GAGCCCATAA GCTCCCTCCA CCCCACTCTC 

ACCGCACCGT CCTCGCACAG GCTGGGGGCT CTGGGTGGAG TGCTGAGTTC GCTGAGTTCT TCCCAGATCT CCTCTCAGGT 

CCAGAACTTG CACAGCGTTG CTTGGCCACC CCATTTTGGT TACCTCTAAT TTTCCCCCCA AAACCCAGCA ACAGTGTCTG 

TTGAGGGGTT TGTTGTACTT TGGCCAACAA GCATCACCAA AAGGGATTCT AATTCTCATT ACAAATCCTG CTTAAATCAG 

Obr. 3-3 – Mutace C677T v sekvenci genu MTHFR – podle NCBI [dbSNP, 2013] 
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Frosst v roce 1995 jako první identifikoval mutaci genu MTHFR C677T, která 

vede k záměně Ala222Val (A222V). Frekvence mutované alely v obecné populaci 

činí kolem 0,38. Mutace v heterozygotním nebo homozygotním stavu koreluje se 

zvýšenou termolabilitou a sníženou aktivitou enzymu. Jedinci homozygotní pro 

mutaci C677T mají významně zvýšené plazmatické hladiny homocysteinu, a to 

zejména v podmínkách deficitu folátu. Mutace MTHFR C677T proto může 

představovat významný genetický rizikový faktor cévního onemocnění. 

Klerk v roce 2002 provedl metaanalýzu rizika vzniku ischemické choroby 

srdeční související s přítomností polymorfismu C677T a dospěl k závěru, že jedinci 

s genotypem 677TT mají významně vyšší riziko vzniku ischemické choroby srdeční 

zejména v podmínkách nedostatečného přísunu folátu. 

V komplexní metaanalýze 22 case-control studií zahrnujících 3387 dospělých 

pacientů Casas v roce 2004 zjistil statisticky významnou souvislost mezi 

ischemickými cévními mozkovými příhodami a polymorfismem C677T (OR 1,24). 

 

Defekty neurální trubice 

Christensen již v roce 1999 uvedl polymorfismus genu MTHFR C677T jako 

první genetický rizikový faktor pro defekty neurální trubice stanovený na 

molekulární úrovni, tento objev později vedl k rozšíření suplemetace folátu na 

populační úrovni (fortifikace potravin) nebo formou cílené prekoncepční péče. 

Keijzer v roce 2002 uvádí hyperhomocysteinémii způsobenou mutací MTHFR 

C677T a faktor V Leiden jako nezávislé rizikové faktory pro recidivující žilní 

trombózy. 

Asociace polymorfismu MTHFR C677T s mnoha dalšími onemocněními, jako 

jsou hypertenze, okluze retinální arterie, Downův syndrom, kancerogeneze, deprese, 

schizofrenie, migrény, glaukom a v gynekologicko-porodnické péči riziko 

preeklampsie a RPL je předmětem mnoha studií. 

Hradecký [2009] neprokázal na souboru 55 žen s preeklampsií asociaci 

s variantami MTHFR  C677T ani A1298C. 

 

Alelická varianta 607093.0004: MTHFR termolabilní polymorfismus 

MTHFR A1298C, GLU429ALA; dbSNP:rs1801131 

HGVS schválený název: MTHFR: c.1298A>C 

Tato mutace je v publikacích tradičně označována MTHFR C1298T a tento 

název je užíván v textu práce. 
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Van der Put v roce 1998 identifikoval další polymorfismus genu MTHFR 

A1298C, vedoucí k záměně Glu429Ala (E429A) v předpokládané regulační oblasti 

genu MTHFR. 

Homozygotní ani heterozygotní záměna A1298C není spojena s vyššími 

plazmatickými koncentracemi homocysteinu ani folátu. Genotyp složených 

heterozygotů C677T/A1298C má však za následek funkční změny podobné těm, 

které byly pozorovány u homozygotů 677TT. 

 

>gnl|dbSNP|rs1801131 

rs=1801131|pos=501|len=1001|taxid=9606|mol="genomic"|class=snp|alleles="A/C"|build=138|sus

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

TCCGGCTCCC TCTAGCCAAT CCCTTGTCTC AATTCTCTGT CCCCATCCTC ACCCAGGCGT CCCCTACCCT GGGCTCTCAG 

CGCCCACCCC AAGCGCCGAG AGGAAGATGT ACGTCCCATC TTCTGGGCCT CCAGACCAAA GAGTTACATC TACCGTACCC 

AGGAGTGGGA CGAGTTCCCT AACGGCCGCT GGTGAGGGCC TGCAGACCTT CCTTGCAAAT ACATCTTTGT TCTTGGGAGC 

GGGAGGGCAG AAGAAGTTTG CATGCTTGTG GTTGACCTGG GAGGAGTCAG GGGCAGAATT TACAGGAATG GCCTCCTGGG 

CATGTGGTGG CACTGCCCTC TGTCAGGAGT GTGCCCTGAC CTCTGGGCAC CCCTCTGCCA GGGGCAATTC CTCTTCCCCT 

GCCTTTGGGG AGCTGAAGGA CTACTACCTC TTCTACCTGA AGAGCAAGTC CCCCAAGGAG GAGCTGCTGA AGATGTGGGG 

GGAGGAGCTG ACCAGTGAAG 

M 

AAGTGTCTTT GAAGTCTTCG TTCTTTACCT CTCGGGAGAA CCAAACCGGA ATGGTCACAA AGTGAGTGAT GCTGGAGTGG 

GGACCCTGGT TCATCCCCTG CCCCTGGCCT GACCCCAGCT GCAGGCCAGG CTGCGGGGCT GTGACTTCCC CATCCTGTGC 

CCTCCCCTCC ATGCTGTGGA CATGGCAAAG GGAGAAGGGT AAGTTGGGAG ACCTCCACCT GGAAGGGCTT AGGGAGGCAA 

AGACAGGCTG GGTCTTTGTT GGGGGCCGTG AGAGGGACTC AGGGTGCCAA ACCTGATGGT CGCCCCAGCC AGCTCACCGT 

CTCTCCCAGG TGACTTGCCT GCCCTGGAAC GATGAGCCCC TGGCGGCTGA GACCAGCCTG CTGAAGGAGG AGCTGCTGCG 

GGTGAACCGC CAGGGCATCC TCACCATCAA CTCACAGCCC AACATCAACG GGAAGCCGTC CTCCGACCCC ATCGTGGGCT 

GGGGCCCCAG CGGGGGCTAT 

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

 

Zetterberg v roce 2002 vyslovil hypotézu, že i polymorfismus MTHFR 

A1298C může být rizikovým faktorem v průběhu embryogeneze, kdy jsou vysoké 

požadavky na hladinu kyseliny listové. 

Žádná z autorovi známých studií dosud jednoznačně neprokázala asociaci 

polymorfismu MTHFR A1298C s komplikacemi gravidity, ale vzhledem 
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k hypotetickým rizikům složených heterozygotů C677T/A1298C a propojení 

vyšetřovací metodiky bylo jeho stanovení zařazeno do předkládané práce. 

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

MIM 173360 

Serpin E1 (nexin) 

Alternativní názvy; symboly: 

Inhibitor aktivátoru plazminogenu 1; PAI1 

Inhibitor endoteliálního aktivátoru plazminogenu 

Symbol genu schválený HGNC: SERPINE1 

Cytogenetický lokus: 7q22.1 

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

 

Gen SERPINE1 kóduje endoteliální PAI-1 (PAI1), protein ze skupiny 

inhibitorů serinových proteáz, který inhibuje tkáňový aktivátor plazminogenu 

(PLAT, MIM 173370) a aktivátor plazminogenu urokinázového typu (PLAU, MIM 

191840). Protein má velikost 47,2 kD a nápadnou strukturní podobnost 

s angiotenzinogenem, alfa-1-antitrypsinem a antitrombinem III. PLAT a PLAU 

proteolyticky aktivují plazminogen na plazmin, který odbourává fibrinové 

sraženiny. SERPINE1 tak negativně reguluje fibrinolýzu a zpomaluje rozpouštění 

krevních sraženin. 

Loskutoff v roce 1987 zjistil, že gen SERPINE1 je velký přibližně 12,2 kb 

a obsahuje 9 exonů. Vzácné deletorní mutace genu významně snižují hladiny PAI-1 

a vedou ke ztrátě regulace fibrinolýzy a hemoragické diatéze. 

 

Alelická varianta 173360.0002: Modulátor transkripce inhibitoru 

aktivátoru plazminogenu 1 

Serpine 1bp DEL/INS, PAI1 4G/5G 

Tato mutace je v publikacích tradičně označována PAI1 (-675)4G/5G a tento 

název je užíván v textu práce. 

Dawson v roce 1993 ukázal, že zvýšená plazmatická hladina PAI-1 asociuje 

s 1bp inzerčním/delečním polymorfismem guaninu (4G/5G) v promotoru genu 

PAI1. 4G alela je spojena s vyšší transkripcí PAI1. Alela 5G kromě aktivátoru 

transkripce váže na překrývajícím se vazebném místě také represorový protein. 
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V případě alely 4G je nemožnost vazby represoru spojena se zvýšenou bazální 

úrovní transkripce. 

 

Homo sapiens chromosome 7, complete sequence. 

Region: 100769000..100782000 

 

361 accactgctc cacagaatct atcggtcact cttcctcccc tcaccccctt gccctaaaag 

421 cacaccctgc aaacctgcca tgaattgaca ctctgtttct atcccttttc cccttgtgtc 

481 tgtgtctgga ggaagaggat aaaggacaag ctgccccaag tcctagcggg cagctcgaag 

541 aagtgaaact tacacgttgg tctcctgttt ccttaccaag cttttaccat ggtaacccct 

601 ggtcccgttc agccaccacc accccaccca gcacacctcc aacctcagcc agacaaggtt 

661 gttgacacaa gagagccctc aggggcacag agagagtctg gacacgtggg 

    G/GG 

    agtcagccg 

721 tgtatcatcg gaggcggccg ggcacatggc agggatgagg gaaagaccaa gagtcctctg 

781 ttgggcccaa gtcctagaca gacaaaacct agacaatcac gtggctggct gcatgccctg 

841 tggctgttgg gctgggccca ggaggaggga ggggcgctct ttcctggagg tggtccagag 

901 caccgggtgg acagccctgg gggaaaactt ccacgttttg atggaggtta tctttgataa 

961 ctccacagtg acctggttcg ccaaaggaaa agcaggcaac gtgagctgtt ttttttttct 

Obr. 3-5 – Mutace (-675)4G/5G v sekvenci genu PAI1 - podle NCBI [RefSeq, 2013] 

 

Prevalence 4G alely byla významně vyšší u pacientů s infarktem myokardu 

před dosažením věku 45 let (alelická frekvence 0,63) než u populační kontroly 

(alelická frekvence 0,53) [Eriksson, 1995]. Margaglione [1998] publikoval zvýšené 

riziko rodového výskytu ischemické choroby srdeční u homozygotů pro 4G alelu 

(OR 1,62). Frekvence alely 4G byla neobvykle vysoká v rodech s výskytem obezity 

a hypercholesterolémie. 

Z komplikací gravidity hodnotil Yamada v roce 2000 vztah mezi preeklampsií 

a PAI1 4G/5G. Frekvence homozygotů 4G byla významně vyšší oproti kontrolám. 

Dossenbach-Glaninger (2003) publikovala na malém souboru 47 žen s RPL asociaci 

4G/4G homozygotního 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 

Alternativní názvy; symboly: 

PZ 

Symbol genu schválený HGNC: PROZ 

Cytogenetický lokus: 13q34 

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

 

Protein Z (PZ) je vitamin K-dependentní plazmatický protein, jehož funkcí je 

v komplexu s protein Z-dependentním inhibitorem proteáz (SERPINEA10, ZPI, 

MIM 605271) inhibovat aktivovaný koagulační faktor Xa. Nízké hladiny PZ a ZPI 

vedou k významnému protrombotickému stavu [Broze, 1984; Broze 2001]. 

Struktura proteinu Z je podobná jako u faktorů VII (F7, MIM 613878), IX (F9, 

MIM 300746), X (F10, MIM 613872) a proteinu C (PROC, MIM 612283). 

Fujimaki [1998] určil velikost genu PROZ 14 kb a identifikoval 9 exonů, včetně 

jednoho alternativního. 

U člověka je PZ charakterizován neobvykle širokou distribucí v plazmě 

a významným poklesem hladin po podání warfarinu. Zdá se, že izolovaný deficit PZ 

nepředstavuje samostatný rizikový faktor venózní trombózy a mozkové ischemie 

[Yin, 2000; Vasse, 2001], ale jako kofaktor zvyšuje její riziko v přítomnosti jiných 

známých rizikových faktorů jako FV Leiden, faktor II G20210A nebo 

hyperhomocysteinémie [Kemkes-Matthes, 2002]. Gris [2002] popsal deficit 

proteinu Z i u časných těhotenských ztrát.  

 

Alelické varianty 

Protein Z patří k méně prozkoumaným kofaktorům hemokoagulačního 

systému. Publikovaných studií, zkoumajících vztah mutací genu PROZ a hladiny 

PZ, je velmi málo [Le Cam-Duchez, 2009]. Na základě literární rešerše byly 

identifikovány tři nejčastější alelické varianty ovlivňující funkci proteinu Z a 

zařazeny do předkládané práce. Varianty jsou v práci označovány v souladu 

s předchozími publikacemi. 

Lichy [2004] pozoroval významně nižší frekvenci mutace v 6. intronu genu 

PROZ G79A v souboru nemocných s ischemickou cévní mozkovou příhodou 

a formuloval hypotézu, že A alela uvedeného polymorfismu představuje protektivní 
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faktor cévní trombózy CNS. Stejnou asociaci na malém souboru žen s RPL později 

publikovala Dossenbach-Glaninger [2008]. 

 

>gnl|dbSNP|rs3024735|allelePos=501|totalLen=1001|taxid=9606| 

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

 CATCCTCCTT CCTTCTGTAG TACTGGGTGA AGCCCGCGGA TTTGTGATAA GCAGTTGCCA 

 CGACTCAGAA GGTGGTCCGC GTCTCCACGC TGGAGCAATG GCCATGCTAG AAAGTGCAGT 

 TTCTGTCACT AGTGCTTGCT CGGACCACTC TGAGCTAAAC CATGAGTGCT GTGAGGGGTG 

 GTTTAACTCC AGTCTGTGTG TCTGTGAATT ACTGCACATT CATCAGCATT AAGGATAAGA 

 TTATAATGGT TAGTACCATA GACGGAATTA TGCAACGGTT AACACCATAG ACAGAGTCCG 

 ATATTCGCTG AGAAGGCGCT GATTTTTATT CTCATGTTGC TGCCGCAAAT GCAGACCAGT 

 GTGCCTGCGG GGTGCTGACC TCTGAGAAGC GTGCACCGGA TCTACAGGAC CTCCCGTGGC 

 AGGTAACAGA GCGCTCTCCG CGTGCTTCAA TTTATTGTTA TGACTTTCAC CTCACTTGTC 

 ATTTCCTAAA TAGAAATGTT 

 R 

 ACAACTAAGT GAATCAGGCA TCCTGACTTT GATGGGCTAC TGACTGCACT GACCAACCTC 

 TATTCACACT TCCAACCATG TTCTAATGCC GAGTTCATAA CTAATACAAA AGGACAGCAT 

 TATTTACAGC CCCCAAGACC TTTCCTCTGC AGTTCCAAAC TGTTACCAAT GTCATTTTCT 

 CAGAACATAA GCATCTCAAA ATCTCTGCTC TCGGCTGCTG GCCTGGCATT CTAGCTTTGT 

 TACTTTGTTC ACTAAATTTC TCTAGTTTGG CATTCATTTT TGTTCTCCTT TTCCCCTCCT 

 TGGCTGGTTT AGAAGTTAAC CATTCATTTG TTTTTGGTTT GTTTTTTTTG AGATGGAGTC 

 TCAATCTGTC ACCCAGCCTG GAGTGCAGTG GTCCAGTCCC GGCTCACTGC AACCTCTGCC 

 TCCTGGGCAC AAGCGCTTTC CCTGCCTCCA CCTCCTGAGT AGCTGGGATT ACAGGAATGT 

Obr. 3-6 – Mutace v intronu F G79A v sekvenci genu PROZ - 

- podle NCBI [dbSNP, 2013] 

 

Ve stejném souboru nemocných s ischemickou cévní mozkovou příhodou 

Lichy [2004] zkoumal frekvenci substituci PROZ A(-13)G v promotorové oblasti 

genu bez průkazu asociace s onemocněním. Studie frekvence této mutace 

v souvislosti s RPL nebo s jinými komplikacemi gravidity nebyla literární rešerší 

nalezena. 

  



37 

 

Homo sapiens chromosome 13, GRCh37.p13 Primary Assembly, 

NCBI RefSeq: NC_000013.10, REGION: 113812506..113813465 

 

1   cactatttgg cccttccccg ctttctccct cctccctccc tcccttcctt ttctcccctt 

61  ccttctttcc atcctcctgc tttccctccc tcactccctc ctgtctcttt ccctcgttct 

121 tttctgtgta ttccacacac acctagaacg taagctgcat gtgactttgt ctgtcccgcc 

181 cagtgctgtg tccccagggc ctatctcacc tccattgacc acacacgggc atgggtgcca 

241 ccttccacct tgcacctgct gcctttacct tctgttctct gtctccctaa atatctccca 

301 gggtcctctg agccttcacc gttcatttct ctgcctggcc tcaaacagaa aacgtcagga 

361 gggaagcaca cagctgcaca ggtcgtgccc cgaggctcct gctgccggca cctcccccag 

421 cctggacttt ggctgtgttt gtagccctgt cccagc 

    R 

    ctc cgggtgggaa tggcaggctg 

481 cgtcccactg ctccagggcc tggtcctggt cctcgccctc catcgtgtgg agccctcagg 

541 taggcatctg gcttacctgt ctgttgtgcc tgtgctgtgt ctttcttgac tcggtccatg 

601 gtggatttgt agatgaggct ttttccagga gccagaggag ccctgagtgc ccagactagt 

661 cttaattccc ctgaaaaagc tgtttggatc tttatcattt ggtgacaagt atttgggaca 

721 tgatagtgtc acttggggtc ctcccaagag atgcccaaat ggaaagaagc ctgtgtgcag 

781 gggattcagc cgggaaaggc cggggagagg ggagggggaa agggggagga gtggggggag 

841 gcctgggttg ggcattggac gaggggaggg ggtggggcag gctgagccca gactgcaatg 

901 tgggcagaga gagccttggc caggccagcc aggaatgccc agtcttgagt caggagacat 

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

 

Kemkes-Matthes [2005] identifikovala v souboru nemocných s hlubokou žilní 

trombózou substituci R255H v exonu 8 genu PROZ. Mutace byla zachycena ve 

14,4 %  souboru nemocných oproti 5,1 % u kontrol bez trombotické příhody. 

Hladiny proteinu Z mezi soubory se významně nelišily. Podle dostupných zdrojů 

nebyla tato studie nikdy replikována a neexistují ani údaje u výskytu mutace PROZ 

R255H u žen s RPL. 
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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 aagacttcgc tgagcacctc ctcatccc 

     R 

     c gcaccagggg 

 901 cctcctcagc 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 příčiny RPL - budoucí směry 

Dnešní klinická praxe spoléhá na vyšetřování několika faktorů asociovaných 

se zvýšeným rizikem RPL. Mezi ně patří chromosomální aberace rodičů 

a maternální anatomické, endokrinologické, imunologické a trombofilní poruchy 

[Kwak-Kim, 2009; Tang, 2010; ASRM, 2012]. Kromě studií dalších relevantních 

faktorů souvisejících se životním prostředím a životním stylem sílí také důkazy, že 

RPL má významnou genetickou predispozici [Rull, 2012]. To je v souladu 

s původním pozorováním 2 – 7krát zvýšené prevalence RPL mezi příbuznými 

prvního stupně ve srovnání s obecnou populací [Christiansen, 1996]. Nedávno 

publikovaná celogenomová studie sourozeneckých párů s idiopatickým RPL 

potvrdila heterogenitu přispívajících genetických faktorů [Kolte, 2010]. 

Genetické a genomické studie RPL mohou sledovat tři hlavní cíle: 

1. identifikovat DNA či RNA markery s přímou prediktivní hodnotou pro riziko 

opakovaných těhotenských ztrát vyšetřovaného páru; 2. mapovat genové nebo 

proteinové expresní profily, metabolické dráhy a genové sítě; 3. z výsledku 
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provedených studií identifikovat nové lokusy kódující nové klinicky využitelné 

neinvazivní biomarkery. Tyto biomarkery Christiansen [2008] klasifikuje do tří 

skupin: 1. varianty asociované s nadměrnou imunitní odpovědí a autoimunitou; 

2. varianty s významem pro vnímavost k inzulínu a androgenům a 3. varianty 

asociované s trombofilií. 

Jednou z nejobtížnějších otázek výzkumu genetiky RPL je výběr studovaného 

objektu: žena, muž, fétus a placenta. V genetickém či genomickém kontextu to 

znamená možnost testovat tři různé genomy (matka, otec, fétus/placenta) a čtyři 

epigenomy (odlišné pro fétus a placentu). Ideální studie by tedy měla zahrnovat 

vyšetření obou partnerů dobře definovaného páru s RPL, stejně jako produktu 

koncepce neúspěšné gravidity a případného živě rozeného dítěte stejného páru (jako 

vnitřní kontroly). Dosud publikované na hypotéze založené studie více než 90 

kandidátních genů měly v tomto směru významná omezení a neprokázaly asociaci 

sledovaného polymorfismu s RPL, případně se výsledky nepodařilo replikovat na 

následných studiích nebo v různých studiích vykazovaly opačné výsledky [Rull, 

2012]. 

Vzhledem k omezením na hypotéze založených studií může budoucnost 

spočívat v hypothesis-free celogenomových asociačních studiích umožněných 

novými technologiemi mikroarrayí a sekvenování nové generace. Hlavní obtíží 

zůstává získání dostatečného počtu dobře definovaných případů RPL, potřebného 

vzhledem k významné heterogenitě sledovaného fenotypu [Eichler, 2010]. První 

studie 26 euploidních produktů koncepce ze spontánních potratů zaměřená na 

průkaz variant počtu kopií (CNV) různých úseků genetického materiálů metodou 

aCGH zachytila 11 unikátních CNV, včetně 86 kb duplikace genu TIMP2 a 72 kb 

delece genu CTNNA3. Oba tyto geny jsou imprintovány a maternálně exprimovány 

v placentě [Rajcan-Separovic, 2010]. Další studie mapující běžné CNV prokazuje 

zvýšenou prevalenci 52 kb duplikace na chromosomu 5 u dánských a estonských 

párů s RPL [Nagirnaja, 2011]. 

Tyto pilotní studie upozorňují na možný směr výzkumu vzácných i běžných 

CNV jako rizikových faktorů RPL a ukazují, že budoucí směry výzkumu 

biomarkerů RPL budou záviset na integraci alternativních přístupů (DNA varianty, 

genová a proteinová exprese, epigenetická regulace) a na široké spolupráci sítě 

výzkumných center a klinických pracovišť, poskytujících péči párům s RPL [Rull, 

2012]. 
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Technologie sekvenování příští generace mohou produkovat velké množství 

sekvenačních dat s velmi malými náklady. Fechtel [2011] na příkladu 

„hemostaseomu“, tj. souboru 109 genů aktivních v hemokoagulačním 

a fibrinolytickém systému, demonstruje metodický přístup ke studiu genových 

variant, které mohou způsobit onemocnění u jedinců, jejichž hemostatická 

rovnováha je vychýlena k hypokoagulačnímu nebo protrombotickému fenotypu. 

Lotta [2012] publikoval velkou studii 186 hemostatických a prozánětlivých genů. 

Dosud však chybí dostatečná informatická podpora, takže je velmi obtížné objemy 

získaných dat efektivně interpretovat. 
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4 Vlastní řešení a výsledky 

4.1 Studovaný soubor a metody 

4.1.1 Soubor 

Sledovaný soubor tvořilo 206 žen ve věku 24 – 45 let (medián 32 roky) se  

2 – 8 RPL, které dosud nikdy neporodily. U žádné ze sledovaných žen nebyla 

prokázána jiná možná příčina RPL jako vrozené chromosomální aberace, vrozené či 

získané anomálie reprodukčních orgánů, infekční a endokrinologická onemocnění. 

Ženy zařazené do studie také měly negativní anamnézu genitálních infekcí, 

trombocytopenie a klinického autoimunního onemocnění a nikdy neprodělaly žilní 

ani tepennou trombózu. 

Vzhledem k tomu, že definice RPL není jasně stanovena, rozdělili jsme 

pacientky do dvou skupin se dvěma RPL (112 žen) a třemi a více RPL (94 žen). 

Všechny ženy byly v péči poradny reprodukční imunologie Gynekologicko-

porodnické kliniky nebo ambulance Ústavu lékařské genetiky LF UK a FN Plzeň 

Do kontrolní skupiny bylo zařazeno osmdesát čtyři zdravých, fertilních žen ve 

věku 27 - 41 let (medián 33 roky), které úspěšně porodily jedno nebo dvě děti. 

V době studie nebyly těhotné a neužívaly žádné léky včetně případné orální 

kontracepce. 

Vzorky srážlivé krve pro imunologickou analýzu a EDTA krve pro genetickou 

analýzu byly skladovány při – 18 °C až do vyšetření. 

Genetická analýza byla úspěšně provedena v první fázi studie u 206 

sledovaných žen a 62 kontrol, ve druhé části studie u 157 sledovaných žen a 74 

kontrol. Ve třetí, poslední části studie byla genetická analýza úspěšně provedena 

u 170 sledovaných žen a 74 kontrol. 

Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice v Plzni a Interní 

grantovou agenturou Ministerstva zdravotnictví České republiky. Každá účastnice 

podepsala informovaný souhlas se studií. 

4.1.2 Imunologické analýzy 

Pro detekci aPL proti kyselině fosfatidové, fosfatidylethanolaminu, 

fosfatidylinositolu, fosfatidyl-DL-glycerolu a fosfatidyl-L-serinu byla použita 
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metoda ELISA s in-house připravenými soupravami. Polystyrénové mikrotitrační 

destičky byl pokryty 50 μl fosfolipidu rozpuštěného v 1 ml methanolu a ponechány 

přes noc vyschnout při teplotě 4 ˚C. Destičky byly poté blokovány roztokem 

fetálního telecího séra v 1 M pufru TBS (250mM Tris s 1.5M NaCl) po dobu 30 min 

při laboratorní teplotě. Následně byly destičky vymyty blokovacím pufrem 

(Na2CO3, NaHCO3, NaN3, pH 9,6). Sérum pacientek a kontrol (vždy v dubletech) 

bylo naředěno 1: 50 v TBS s 10 % fetálního séra a naneseno do reagenčních jamek. 

Destičky byly inkubovány 2 hod při laboratorní teplotě a následně 5krát promyty 

TBS s 0,05% Tween 20. Potom bylo do jamek přidáno 50 μl s peroxydázou 

konjugované protilátky proti lidskému imunoglobulinu IgG, IgA nebo IgM 

a destičky byly inkubovány 1 hod při laboratorní teplotě a následně opět 5krát 

promyty v TBS-Tween s 0,05 % Tween 20. Do každé jamky bylo přidáno 50 μl 

roztoku substrátu a inkubováno ve tmě 30 min při laboratorní teplotě. Poté byla 

reakce zastavena přidáním 50 μl 2 M kyseliny sírové. Optická denzita byla 

stanovena skenerem Titertek Multiscan MCC/340 (Flow Laboratories, London, UK) 

při vlnové délce 492 nm. K odečtení pozadí byla použita séra všech příslušných 

pacientek v ředění 1:50 v identických mikrotitračních destičkách pokrytých 

methanolem, ale bez fosfolipidu. 

 

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

aPL proti třída 3 SD  95. percentil 

kyselině fosfatidové IgG 0,113 0,142 

IgM 0,138 0,151 

fosfatidylethanolaminu IgG 0,199 0,184 

IgM 0,111 0,101 

fosfatidyl-DL-glycerolu IgG 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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Použity byly tyto fosfolipidy: kyselina fosfatidová, fosfatidyl-L-serin, 

fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, fosfatidyl-DL-glycerol (Sigma, St. Louis, 

MO, USA). Cut-off hodnoty pro jednotlivé aPL a izotypy jsme stanovili na úrovni 

3 SD nebo 95. percentilu kalkulovaného softwarem Statgraphics (Statpoint 

Technologies Inc., Warrenton, VA, USA). 

Pro detekci dalších aPL protilátek byly použity komerční ELISA soupravy: 

anti-annexin V (Szabo-Scandic HandelsgmbH & Co KG, Vienna, Austria), anti-

beta2-GPI (Immunotech, Praha, Česká republika), anti-kardiolipin (Organtec 

Diagnostika GmbH, Mainz, Germany). 

 

Tab. 4-2 - Cut-off hodnoty pro komerční ELISA ke stanovení aPL 

aPL proti třída IU.ml
-1

  

annexinu V IgG 0 

beta-2-glykoproteinu I IgG 20 

IgA 10 

kardiolipinu IgG 10 

IgM 7 

 

Stanovení pozitivních hladin aPL bylo opakováno po 3 měsících k potvrzení 

diagnózy APS. 

4.1.3 Genetické analýzy 

Izolace genomické DNA 

Vzorky genomické DNA pro všechny analýzy jsme izolovali z EDTA plné 

krve za použití standardních izolačních souprav Qiagen Blood Isolation Kit (Qiagen 

GmbH, Hilden, Germany) a Blood Isolation Kit (Macherey-Nagel GmbH, Düren, 

Germany) podle protokolu výrobce. 

Izolační soupravy využívají principu adsorpční chromatografie. Po odstranění 

erytrocytů lyzačním pufrem a destrukci proteinové komponenty vzorku pomocí 

proteázy je lyzát přenesen do mikrokolonky, ve které dojde k adsorpci DNA na 

membránu. Vhodná koncentrace iontů a hodnota pH přitom brání zachycení 

kontaminujících produktů. Následuje promytí kolonky dvěma různými pufry, které 
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dále optimalizuje čistotu DNA, aniž by narušilo její vazbu na silikátovou 

membránu. Izolace je zakončena elucí vzorku DNA elučním pufrem do vhodné 

mikrozkumavky. Vzorky byly uloženy při – 18 °C až do doby analýzy. 

 

Leidenská mutace genu pro faktor V (F5 G1691A) 

 

Genotyp faktoru V Leiden byl stanoven in-house metodou analýzy křivky tání 

PCR produktu detekované rezonančním přenosem fluorescenční energie 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET). Metoda detekuje změnu 

fluorescenčního signálu dvojice oligonukleotidových sond značených fluoroforem 

a zhášedlem. Sondy jsou komplementární ke dvěma těsně vedle sebe položeným 

sekvencím detekovaného PCR produktu. Ve fázi annealingu obou sond zhášedlo 

potlačuje fluorescenční signál fluoroforu, při teplotní denaturaci dochází 

k opětovnému nárůstu signálu. Síla vazby sondy v místě DNA varianty je ovlivněna 

stupněm komplementarity. V podmínkách neúplné komplementarity (mismatch) 

jedné z alel dochází k porušení vazby při nižší teplotě než u plně komplementární 

alely a analyzátor je schopen odlišit dva různé vrcholy nárůstu fluorescenčního 

signálu zdravé (wild-type) a mutované alely.       

 

Sekvence oligonukleotidových primerů: 

Forward primer: 5’-CCCCATTATTTAGCCAGGAG-3’ 

Reverse primer: 5’-ATGAGAGACATCGCCTCTGG-3’ 

 

Sekvence oligonukleotidových sond: 

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

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

 

PCR reakce probíhala v reakčním objemu 25 μl s výslednými koncentracemi: 

forward primer 1200 nM, reverse primer 120 nM, sonda 1 i sonda 2 140 nM, 

nukleotidy 200 μM, 2 U Taq DNA polymerázy v 1x reakčním pufru s 3 mM MgCl2 

a přídavkem 5 % DMSO, 30 ng genomické DNA. 

Teplotní profil PCR reakce: počáteční denaturace 95 °C/2 min, 38 cyklů 

(94 °C/15 s, 54 °C/20 s, 72 °C/10 s), denaturace 95 °C/1 min, renaturace 

50 °C/1 min a analýza teploty tání PCR produktu 50 - 80 °C s krokem 1 °C/3 s. 

Teplotní vrchol zdravé alely cca 60 °C, vrchol mutované alely cca 66 °C.  



45 

 

 

Mutace genu pro methyletetrahydrofolát reduktázu C677T a A1298C 

Genotypy MTHFR C677T a A1298C byly stanoveny in-house metodou 

analýzy křivky tání PCR produktu detekované rezonančním přenosem fluorescenční 

energie (Fluorescence Resonance Energy Transfer; FRET), upravenou dle 

Nakamury [2002]. 

 

MTHFR C677T 

Sekvence oligonukleotidových primerů: 

Forward primer: 5´-TGGCAGGTTACCCCAAAGG-3´ 

Reverse primer: 5´-TGATGCCCATGTCGGTGC-3´ 

Sekvence oligonukleotidových sond: 

Sonda 1: 5´–TGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCT–6-FAM–3´ 

Sonda 2: 5´–Cy5–CGGGAGCCGATTTCATCAT–Phos–3´ 

PCR reakce probíhala v reakčním objemu 25 μl s výslednými koncentracemi: 

forward primer 80 nM, reverse primer 480 nM, sonda 1 i sonda 2 150 nM, 

Obr. 4-1 - Analýza křivky tání PCR produktu - faktor V Leiden 
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nukleotidů 200 μM, 2 U Taq DNA polymerázy v 1x reakčním pufru s 2,5 mM 

MgCl2 a přídavkem 5 % DMSO, 60 ng genomické DNA. 

Teplotní profil PCR reakce: počáteční denaturace 95 
o
C/2 min, 38 cyklů 

(94 
o
C/10 s, 55 

o
C/20 s, 72 

o
C/10 s), denaturace 95 

o
C/45 s, renaturace 40 

o
C/20 s 

a analýza teploty tání PCR produktu 45 - 71 
o
C s krokem 1 

o
C/2 s. 

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

 

 

MTHFR A1298C 

Sekvence oligonukleotidových primerů: 

Forward primer: 5´-CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC-3´ 

Reverse primer: 5´-CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG-3´ 

Sekvence oligonukleotidových sond: 

Sonda 1: 5´–AAGGAGGAGCTGCTGAAGATGTGGGGGGAGGAGCT–JOE-3´ 

Sonda 2: 5´–LCRed705-ACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGA–Phos-3´ 

Obr. 4-2 - Analýza křivky tání PCR produktu - MTHFR C677T 
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PCR reakce probíhala v reakčním objemu 25 μl s výslednými koncentracemi: 

forward primer 80 nM, reverse primer 480 nM, sonda 1 i sonda 2 300 nM, 

nukleotidy 200 μM, 1,75 U Taq DNA polymerázy v 1x reakčním pufru s 2,5 mM 

MgCl2 a přídavkem 5 % DMSO, 60 ng genomické DNA. 

Teplotní profil PCR reakce: počáteční denaturace 95 
o
C/2 min, 38 cyklů 

(95 
o
C/10 s, 55 

o
C/20 s, 72 

o
C/10 s), denaturace 95 

o
C/45 s, renaturace 40 

o
C/20 

a analýza teploty tání PCR produktu 55 - 75 
o
C s krokem 1 

o
C/2 s. 

Teplotní vrchol mutované alely cca 59 °C, vrchol zdravé alely cca 63 °C. 

 

 

Všechny uvedené FRET analýzy byly provedeny v genetickém analyzátoru 

pro PCR v reálném čase Rotor-Gene 2000 (Corbett-Research, Sydney, Australia). 

Dodavatelé fluoroforem značených FRET sond: Biosearch Technologies, Novato, 

CA, USA a Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Každý běh zahrnoval pozitivní 

a NTC kontrolu. 

 

  

Obr. 4-3 - Analýza křivky tání PCR produktu - MTHFR A1298C 
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Mutace genu pro faktor II G20210A 

Genotyp mutace genu pro faktor II G20210A byl stanoven za použití komerční 

diagnostické soupravy pro PCR kvantifikaci v reálném čase QGENEFII (Institute of 

Applied Biotechnologies Inc., Praha, Česká republika) podle protokolu výrobce.  

Sekvence oligonukleotidových primerů a sond výrobce neuvádí. Teplotní 

profil PCR reakce: počáteční denaturace 95 
o
C/8 min, 40 cyklů (95 

o
C/20 s, 

60 
o
C/60 s), detekce fluorescenčního signálu amplifikačních produktů v reálném 

čase v průběhu amplifikace. 

Analýzy byly provedeny v genetickém analyzátoru pro PCR v reálném čase 

Rotor-Gene 2000 (Corbett-Research, Sydney, Australia). Každý běh zahrnoval 

pozitivní a NTC kontrolu. 

 

 

Inzerčně/deleční polymorfismus PAI1 (-675)4G/5G 

Genotyp inzerčního/delečního polymorfismu PAI1 (-675)4G/5G byl stanoven 

modifikovanou metodou PCR-RFLP podle Margaglione [1997]. V původní 

publikaci je v uvedené sekvenci uvedena další záměna nukleotidu (kromě původní 

Obr. 4-4 - Analýza křivky tání PCR produktu – faktor II G20210A 
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vytvářející štěpné místo pro restrikční endonukleázu BslI) oproti databázi 

GeneBank (gi:189579, J03836.1). Z tohoto důvodu byla sekvence forward primeru 

modifikována tak, aby odpovídala referenční sekvenci. 

 

Oligonukleotidové primery: 

PAI1 forward: 5´-CACAGAGAGAGTCTGGCCACG-3´ 

PAI1 reverse: 5´-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3 

 

PCR reakce probíhala v reakčním objemu 25 μl s koncentrací primerů 

570  nM, nukleotidů 200 μM, 1,75 U Taq DNA polymerázy (Red Taq Polymerase,  

Sigma–Aldrich, MO, USA) v 1x Red Taq reakčním pufru s 1,1µM MgCl2 a 60 ng 

genomické DNA. 

Teplotní profil PCR reakce: počáteční denaturace 94 
o
C/3 min, 40 cyklů 

(94 
o
C/20 s, 56 

o
C/20 s, 72 

o
C/20 s) a závěrečná extenze PCR produktu 72 

o
C/5 min. 

Výsledný PCR produkt byl štěpen restrikční endonukleázou BslI podle 

protokolu výrobce (Fermentas Thermofisher Scientific, MA, USA). Fragmenty byly 

vizualizovány na 3% agarózovém gelu značeném GelRed. Alela (-675)5G byla 

detekována 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 polymorfismů 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´ 

A13G - forward: 5´-GGGTCCTCTGAGCCTTCACCGTTCATTT-3´ 

A13G - reverse:  5´-CAGGCACAACAGACAGGTAAGCCAGATG-3´ 

R255H – forward: 5´-GAACGAGCCAAGACCCGCTGATGATCAAGA-3´ 

R255H – reverse: 5´-CGCTGAGGAGGCCCCTGGCG-3´ 

PCR reakce probíhaly zvlášť pro každý pár primerů v celkovém reakčním 

objemu 25µl. Všechny PCR reakční směsi měly stejné koncentrace: primery 

280 nM, nukleotidy 200 µM, 1,25 U Taq DNA polymerázy (Red Taq Polymerase, 
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Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, USA) v 1x Red Taq reakčním pufru s 1,1µM MgCl2 

a 60 ng genomické DNA. Pro mutace G79A and R255H bylo nutné zvýšit 

koncentraci hořečnatých iontů přidáním 0,5 µl 25mM MgCl2. 

PCR reakce ke stanovení všech tří mutací probíhaly při stejném teplotním 

profilu: počáteční denaturace 95 
o
C/3 min, 35 cyklů (95 

o
C/1 min, 65 

o
C/1 min, 

72 
o
C/1 min) a závěrečná extenze PCR produktu 72 

o
C/7 min. Velikost získaných 

PCR produktů činila 320 bp (intron F G79A), 272 bp pro variantu A(-13)G a 204 bp 

(R255H). 

PCR produkt byl štěpen příslušnými restrikčními endonukleázami: KspAI pro 

mutaci int. F G79A a HhaI pro mutace A(-13)G a R255H podle protokolu výrobce 

(Fermentas Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Fragmenty byly 

vizualizovány na 2,5% agarózovém gelu značeném GelRed. Alela int. F 79A byla 

štěpena do dvou fragmentů o velikosti 221 bp a 99 bp, alela (-13)G do fragmentů 

157 bp a 115 bp a alela 255H do fragmentů 184 bp a 20 bp.  

Všechny PCR-RFLP reakce byly provedeny na PCR cyklerech T-personal 

(Biometra GmbH, Goettingen, Germany) nebo Veriti (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). Každý běh zahrnoval pozitivní a NTC kontrolu. 

 

Obr. 4-5 – Ukázka výsledku RFLP analýzy na agarózovém gelu - 

- PROZ intron F G79A 
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4.1.4 Statistická analýza 

Ze získaných dat byly kalkulovány frekvence výskytu aPL, alelické frekvence 

sledovaných genových variant a distribuce genotypů. Pro účely statistického 

hodnocení v první části studie (vyšetření aPL a klasických trombofilních mutací) 

byly definovány následující pojmy: trombofilní faktor (TF) – přítomnost jakékoli 

mutované alely sledovaných genů a trombofilní stav (TS) – přítomnost mutace FV 

Leiden v heterozygotním nebo homozygotním stavu, mutace FII G20210A 

v heterozygotním nebo homozygotním stavu, MTHFR C677T nebo A1298C 

v homozygotním stavu, složená heterozygotie MTHFR 677T/1298C nebo jakákoli 

kombinace výše uvedených genotypů. Shoda sledovaného souboru a kontrol 

a korelace mezi aPL a trombofilními faktory byly testovány chí-kvadrát testem 

a Fisherovým exaktním testem. Hladinu významnosti p<0,05 jsme považovali za 

statisticky významnou. Ke statistické analýze jsme použili software NCSSjr. 

(NCSS, Kaysville, UT, USA). 

4.2 Výsledky 

4.2.1 Antifosfolipidové protilátky a trombofilní mutace 

Výsledky první části studie prokázaly vysoký výskyt aPL proti 

fosfatidylinositolu (17 % pozitivních pacientek se 2 RPLa téměř 20 % ve skupině 

3 a více RPL) a proti fosfatidyl-L-serinu (25 % pozitivních pacientek se 2 RPL 

a 19 % ve skupině se 3 a více RPL), jak znázorňuje tabulka 4-3. 

Převažovaly protilátky ve třídě IgG. V kontrolní skupině pouze čtyři ženy 

vykazovaly velmi nízké nesignifikantní hladiny protilátek: dvě aPL proti 

kardiolipinu ve třídě IgM a po jedné aPL proti fosfatidyl-DL-glycerolu, respektive 

beta2-GPI. 
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Tab. 4-3 - Frekvence výskytu sérových aPL u 112 pacientek se dvěma RPL, 

94 pacientek se 3 – 8 RPL a u zdravých kontrol 

    2 RPL (n=112) 3 – 8 RPL (n=94) kontroly (n=84) 

aPL proti: třída  n % n % n % 

kyselině fosfatidové 

  

IgG 9 8,0 7 7,4 0 0 

IgM 3 2 0 0 0 0 

fosfatidylethanolaminu 

  

IgG 11 9,8 8 8,5 0 0 

IgM 2 1,1 0 0 0 0 

fosfatidyl-DL-glycerolu 

  

IgG 2 1.8 5 5.3 1 1,2 

IgM 1 0,5 0 0 0 0 

fosfatidylinositolu 

  

IgG 16 17 22 19,6 * 0 0 

IgM 1 0,5 1 3,5 0 0 

fosfatidyl-L-serinu 

  

IgG 28 25 * 17 18 0 0 

IgM 2 0,5 1 3,5 0 0 

kardiolipinu 

  

IgG 8 4,5 3 10,3 0 0 

IgM 1 1,1 0 0 4 4,8 

beta-2-glykoproteinu I 

  

IgA 10 8.9 3 2 1 1,2 

IgG 1 0,5 0 0 0 0 

annexinu V IgG 5 4.5 7 7.4 0 0 

Pozn.: * p<0,01        

 

Grafické znázornění frekvence sledovaných antifosfolipidových protilátek 

v sledovaném souboru a u kontrol viz Příloha 9.2. 

 

Trombofilní mutace 

Alelické frekvence a distribuci genotypů klasických trombofilních mutací 

u 206 pacientek se dvěma až osmi RPL uvádí tabulka 4-4. Alelické frekvence ve 

skupině se 2 RPL i ve skupině se 3 – 8 RPL se významně nelišily od hodnot 

zjištěných u kontrol ani od frekvencí udávaných pro běžnou populaci České 

republiky [Raušová, 2005; Veselá, 2005]. Také u distribuce genotypů sledovaných 

mutací jsme nezjistili statisticky významný rozdíl oproti kontrolnímu souboru ve 

skupině se 2 RPL ani se 3 – 8 RPL. 
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Frekvence aPL v TS pozitivních a negativních skupinách jsou uvedeny 

v tabulce 4-5. Ve skupině se 3 a více RPL byly ze 43 aPL pozitivních žen 24 TS 

pozitivní a 19 TS negativních. Oproti tomu z 51 aPL negativních žen bylo pouze 

15 TS pozitivních a 36 TS negativních. Ve skupině 3 – 8 RPL jsme tak pozorovali 

silnou pozitivní korelaci aPL pozitivity a trombofilního stavu (p <0,01). Tento 

výsledek se ve skupině se 2 RPL neopakoval. 

 

Tab. 4-5 - Distribuce osmi antifosfolipidových protilátek a trombofilního stavu (TS)  

u 206 pacientek s RPL 

 3 – 8 RPL 

(n=94) 

  2 RPL 

(n=112) 

  

 aPL 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 aPL 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 

TS poz.  24 15 p<0,01 29 25 p=0,37 

TS neg.  19 36  36 22  

 

V souboru všech sledovaných 206 pacientek 50 % vykazovalo pozitivitu 

alespoň jedné antifosfolipidové protilátky a u téměř 90 % byl přítomen alespoň 

jeden trombofilní faktor. Současný výskyt aPL a alespoň jednoho trombofilního 

faktoru byl pozorován u 43 % pacientek. Pouze u osmi pacientek s RPL nebyl 

přítomen žádný rizikový faktor. V kontrolním souboru bylo pouze 6 % žen aPL 

pozitivních, což je statisticky významně nižší hodnota v porovnání se skupinou 

pacientek s RPL (p<0,01), zatímco frekvence pozitivity trombofilních faktorů se od 

skupiny pacientek statisticky nelišila (tabulka 4-6). 

 

Tab. 4-6 - Kodistribuce aPL a trombofilních faktorů (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 

aPL i TF 89 43,2 3 4,8 

žádný faktor 8 3,8 5 8,1 

Pozn.: * p<0,01     
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4.2.2 Antifosfolipidové protilátky a PAI1 (-675)4G 

Frekvenci alely PAI1 (-675)4G a distribuci genotypů ve skupině 157 pacientek 

se dvěma až osmi RPL a a v souboru 74 zdravých kontrol ukazuje tabulka 4-7. Alela 

PAI1 4G byla pozorována u 134 (85 %) ze 157 sledovaných žen a u 64 (87 %) ze 

74 kontrol, což odpovídalo kalkulované alelické frekvenci 0,607 a 0,500. V skupině 

s RPL však bylo zachyceno 59 (38 %) 4G/4G homozygotů oproti pouhým 

10 (14 %) v souboru kontrol, distribuce genotypů byla statisticky vysoce významně 

odlišná (p<0,0005). 

 

Tab. 4-7 - Distribuce genotypů a alelická frekvence PAI1 (-675)4G/5G 

u 157 pacientek s RPL a 74 kontrol 

 2 – 8 RPL (n=157) kontroly (n=74) 

alelická 

varianta 
W/

W 
W/

M 
M/ 

M 
n alelická 

frekvence 
W/

W 
W/

M 
M/ 

M 
n alelická 

frekvence 

PAI1 (-675)4G 23 75 59 * 193 0,615 10 54 10 * 74 0,500 

Pozn: * p<0,0005          

Frekvence pozitivních aPL ve skupině s homozygotním 4G/4G genotypem 

oproti ženám s jiným genotypem uvádí tabulka 4-8. Ve skupině žen s 3 – 8 RPL 

mělo z 26 4G/4G pozitivních žen 15 pozitivní a 11 negativní nález aPL, zatímco 

u celkem 43 4G/5G heterozygotů a 5G/5G homozygotů byly 21 aPL pozitivní a 22 

aPL negativní. Podobný nález jsme učinili ve skupině se 2 RPL, kdy z 33 4G/4G 

pozitivních žen bylo 17 aPL pozitivních a 16 aPL negativních, zatímco u celkem 

55 4G/5G heterozygotů a 5G/5G homozygotů byly 31 aPL pozitivní a 24 aPL 

negativní. Korelace mezi PAI1 (-675)4G/4G homozygotním genotypem 

a pozitivitou aPL nebyla zjištěna. 

 

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)  

PAI1 (-675) 

4G/4G 

aPL 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 aPL 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 

pozitivní  15 11 p=0,480 17 16 p=0,660 

negativní  21 22  31 24  
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4.2.3 Mutace v genu PROZ 

Distribuce genotypů a alelické frekvence sledovaných mutací genu PROZ 

a alelické frekvence v souboru 170 žen s 2 – 8 RPL jsou uvedeny v tabulce 4-9. 

Alelické frekvence mutací PROZ intron F G79A, PROZ A(-13)G a PROZ R255H 

a distribuce genotypů v souboru sledovaných žen s RPL se statisticky významně 

nelišily od hodnot kontrolního souboru. Při testování mutace PROZ R255H byl 

zachycen trend k vyššímu zastoupení mutované alely 255H ve sledovaném souboru 

(p=0,060). 

 

Tab. 4-9 - Distribuce genotypů a alelické frekvence mutací PROZ 

u 170 pacientek se 2 – 8 RPL a 74 kontrol 

 2 – 8 RPL (n=170) kontroly (n=74) 

alelická 

varianta 

PROZ 

W/ 

W 

W/

M 

M/ 

M 

n alelická 

frekvence 

W/

W 

W/

M 

M/ 

M 

n alelická 

frekvence 

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 27 1 29 0,085 70 4 0 4 0,027 

 

Vzhledem k tomuto zachycenému trendu jsme testovali také vztah pozitivních 

aPL a mutace PROZ R255H v heterozygotním či homozygotním stavu (tabulka 

 4-10). Korelace mezi přítomností mutace PROZ R255H nebyla zjištěna ve skupině 

žen se 2 RPL ani ve skupině 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 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 aPL 

pozitivní 

aPL 

negativní 

 

pozitivní  6 7 p=0,542 10 5 p=0,276 

negativní  36 29  39 38  
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5 Diskuze 

5.1 aPL, klasické trombofilní mutace a RPL 

Ve fyziologické graviditě je imunitní systém organismu těhotné konfrontován 

s velkým počtem autoimunních i alloimunních antigenů a pro úspěšný průběh 

gravidity musí být jeho činnost modulována. Imunologické a zejména autoimunitní 

mechanismy těhotenských ztrát jsou podrobně studovány řadou autorů [McIntyre, 

2003; Kwak, 1994; Ulčová-Gallová, 2005b; Shoenfeld, 2006; Mackworth-Young, 

2004]. Přítomnost antifosfolipidových protilátek jako známky autoimunitní 

dysfunkce u klinicky asymptomatických pacientek je považována za jednu z příčin 

reprodukčního selhání a někteří autoři předpokládali imunologickou etiologii 

idiopatických těhotenských ztrát až v 80 % případů [Coulam, 1997]. 

Antifosfolipidové protilátky v graviditě účinkují řadou patogenetických 

mechanismů. Centrální role byla přisuzována mikrotrombóze, kdy interakce 

antifosfolipidových protilátek s endoteliálními buňkami a trombocyty vede k poruše 

cévního zásobení na podkladě placentárních trombóz. Novější studie se zaměřují 

mimo jiné i na nový mechanismus vzniku arteriální trombózy deciduálních cév na 

podkladě prokoagulační aktivity monoklonální antifosfolipidové protilátky CIC15 

[Poindron, 2011]. Dalšími navrhovanými mechanismy jsou odstranění annexinu 

V z povrchu trofoblastu, vedoucí k odhalení prokoagulačního povrchu [Rand, 

1997], abnormální endovaskulární invaze trofoblastu do deciduálních cév [Sebire, 

2002], aPL indukovaná aktivace komplementu, vedoucí k poškození fétu [Girardi, 

2004].  Význam annexinu V zdůrazňuje i studie popisující téměř čtyřnásobné 

(OR 3,88) zvýšení rizika RPL u nosiček haplotypu M2 promotorové oblasti genu 

pro annexin V [Bogdanova, 2007]. 

Navrženy byly i další mechanismy: přímá vazba aPL v místě implantace 

k trofoblastu anebo k placentárním antigenům, vytvářející možnost 

netrombotického poškození fétu [Shapiro, 1994; Mackworth-Young, 2004]. 

V první části předkládané studie jsme testovali rozšířený panel osmi aPL. Ve 

sledovaném souboru žen s RPL byla prokázána přítomnost alespoň jedné aPL 

v 50 % oproti 6,5 % u žen kontrolního souboru. Tento rozdíl je statisticky vysoce 

významný a odpovídá hypotéze, že přítomnost antifosfolipidových protilátek je 

rizikovým faktorem RPL. 
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Nejvyšší frekvence byla zachycena u protilátky proti fosfatidyl-L-serinu ve 

třídě IgG (25 % ve skupině se 2 RPL a 18 % ve skupině se 3 – 8 RPL oproti 0 % 

v kontrolní skupině; p<0,01). Druhým statisticky významným nálezem byla 

frekvence protilátky proti fosfatidylinositolu ve třídě IgG (17 % ve skupině se 2 

RPL a 19,6 % ve skupině se 3 – 8 RPL oproti 0 % v kontrolní skupině; p<0,01). 

Tento nález je v souladu s dříve publikovanými daty. Na rozdíl od protilátek proti 

kardiolipinu, představujícímu směs různých antigenních epitopů, které mohou 

vykazovat zkříženou reaktivitu, může být vysoká hladina jednotlivých aPL 

významným markerem latentního autoimunitního procesu [Ulčová-Gallová, 2005a]. 

Častým předmětem výzkumu jsou i protilátky proti beta-2-glykoproteinu I. 

Jedná se o protein vytvářející komplexy s tkáňovými fosfolipidy, který v in vitro 

pokusech vykazuje schopnost inhibovat vnitřní hemokoagulační systém. Někteří 

autoři navrhovali využití testu přítomnosti protilátek proti beta2-GPI jako 

prognostického faktoru porodnického APS, jeho  senzitivita je však nižší než 

přítomnost jednotlivých protilátek proti fosfolipidům samotným [Franklin, 2000]. 

V našem soubory byly protilátky proti beta2-GPI ve třídě IgA zachyceny  pouze ve 

2 % ve skupině s 3 – 8 RPL a v 8,9 % ve skupině se 2 RPL. Tyto hodnoty nebyly 

statisticky významně odlišné proti zdravým kontrolám (1,2 %).   

Pozornosti autora neunikla relativně vysoká souhrnná frekvence aPL 

v kontrolním souboru zdravých žen  - 6,5 %. Tato hodnota je vyšší než obvykle 

udávaná bazální frekvence kolem 2 % u zdravých žen [Ruiz-Irastorza, 2010]. 

Jednalo se o nízké hodnoty běžných aPL u čtyř subjektů (jedenkrát aPL proti 

kardiolipinu ve třídě IgM, dvakrát proti beta2-GPI a jedenkrát proti fosfatidyl-DL-

glycerolu, vždy ve třídě IgG). Tento nález není statisticky významný a kromě 

možné nespecifické reaktivity aPL proti kardiolipinu jej lze nejpravděpodobněji 

vysvětlit relativně malou velikostí kontrolního souboru. 

Názor, že mutace genů kódujících proteiny aktivní v hemokoagulačním 

systému (např. FV Leiden, faktor II G20210A, faktor XIII V34L, vzácné 

dominantní mutace v genech pro antitrombin III, protein C a protein S) 

a fibrinolytickém systému (např. PAI1 (-675)4G/5G) jsou příčinou dědičné 

trombofilie a mohou představovat rizikový faktor RPL, protože prohlubují 

přirozený hyperkoagulační stav organismu těhotné ženy v oblasti kontaktu matky 

a fétu, je obecně přijímán [Abbate, 2002; Coulam, 2006; Kutteh, 2006]. Nedávná 

studie více než 90 genových mutací a polymorfismů, do které byly zahrnuty i geny 

výše uvedených systémů však jejich vztah s RPL jednoznačně neprokázala [Rull, 

2012]. 
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Leidenská mutace genu pro koagulační faktor V je považována za nejčastější 

dominantní mutaci vedoucí k hyperkoagulačnímu stavu v kavkazoidní populaci. Její 

vztah k pozdním fetálním ztrátám je považován za prokázaný, vztah k časným 

těhotenským ztrátám a RPL někteří autoři nepotvrdili [Abbate, 2002]. Recentní 

metaanalýza publikované literatury [Bradley, 2012] však prokazuje vysokou 

analytickou senzitivitu a specificitu genetického testování FV Leiden a zvýšené 

riziko RPL u jejích nosiček (OR 2,02, resp 1,93 v průřezových a longitudinálních 

studiích). Dobře dokumentována je také synergistická role FV Leiden s dalšími 

dědičnými i environmentálními rizikovými faktory, indukujícími hyperkoagulační 

stav [Kutteh; 2006]. 

Vztah mezi heterozygotním nosičstvím mutace faktoru II G20210A a RPL 

zůstává předmětem diskuze zvláště pro její nízkou frekvenci v obecné populaci i ve 

sledovaných souborech žen s RPL [Abbate, 2002; Coulam, 2006]. Také zde 

integrace výsledků velkého počtu studií posiluje názor, že přítomnost mutace F II 

G20210A zvyšuje riziko RPL s obdobným poměrem šancí jako u Leidenské mutace 

[Bradley, 2012]. 

Dalším v minulosti podrobně studovaným faktorem jsou polymorfismy genu 

pro methylentetrahydrofolát reduktázu C677T a  A1298C. Varianta MTHFR C677T 

je významným determinantem hyperhomocysteinémie a plazmatických koncentrací 

folátů v české populaci. V homozygotním stavu je spojována s rizikem arteriální 

a kapilární trombózy [Veselá, 2005]. Vztah heterozygotního, ale i homozygotního 

genotypu MTHFR C677T a RPL je diskutabilní, některé průřezové studie uvádějí 

korelaci v souborech žen s RPL oproti kontrolám [Coulam, 2006], většina autorů 

však jejich asociaci s RPL odmítá. Varianta MTHFR A1298C neovlivňuje 

významně hladiny folátů a její vztah k RPL není prokázán [Makino, 2004]. 

V naší studii nebyly prokázány statisticky významné rozdíly mezi frekvencí 

čtyř klasických trombofilních mutací (faktor V Leiden, faktor II G20210A, MTHFR 

C677T a A1298C) mezi sledovaným souborem 206 žen s 2 – 8 RPL a souborem 

zdravých kontrol. Zjištěné alelické frekvence a distribuce genotypů se neodlišovaly 

od zdravých kontrol ani od obecných frekvencí stanovených pro českou populaci 

[Raušová, 2005; Veselá 2005]. Tento výsledek není vzhledem k široké variabilitě 

výsledků publikovaných studií v rozporu s dosavadním stavem poznání a přispívá 

k názoru, že testování všech klasických trombofilních mutací není ve vyšetřovacím 

schématu pacientek s RPL jednoznačným přínosem. V současnosti uplatňované 

společné doporučení České společnosti pro trombózu a hemostázu a Společnosti 

lékařské genetiky České lékařské společnosti Jana Evangelisty Purkyně 
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ke genetickému testování trombofilních mutací omezuje indikaci testování u žen 

s opakovanými těhotenskými ztrátami pouze na faktor V Leiden a mutaci faktor II 

G20210A, a to pouze u žen se třemi a více ztrátami [Kvasnička, 2010]. 

Za nejzajímavější zjištění první části naší studie považujeme pozorování 

vztahu mezi výskytem trombofilního stavu a pozitivitou antifosfolipidových 

protilátek. Vzhledem ke slabým asociacím vyvolávajících faktorů a RPL se obecně 

předpokládá multifaktoriální model etiologie RPL [Christiansen, 2008] a ve studiích 

je často volena cesta zvyšování počtu testovaných genetických mutací [Coulam, 

2006]. Pokud je však autorovi práce známo, žádná publikovaná studie se dosud 

nezabývala vzájemným vztahem aPL a trombofilních mutací u pacientek s RPL. 

Výsledky naší studie ukázaly, že 96 % žen ze sledovaného souboru bylo 

pozitivních buď z hlediska přítomnosti některé aPL, nebo některého ze sledovaných 

trombofilních faktorů. Kombinace obou faktorů byla přítomna u 43 % žen. 

Frekvence genotypů, které patří mezi obecně přijímané trombofilní stavy (např. 

faktor V Leiden a mutace faktoru II G20210A v heterozygotním i homozygotním 

stavu či homozygotní genotyp MTHFR 677TT) byla ve sledovaném souboru 

zachycena u 93 žen (45 %). Statistickou analýzou byla zjištěna vysoce pozitivní 

korelace mezi přítomností aPL a pozitivním trombofilním stavem ve skupině s 3 – 8 

RPL. aPL a trombofilní mutace tedy nemusí představovat skutečně nezávislé 

faktory v multifaktoriálním modelu RPL. To by mohlo být vysvětleno například 

mechanismem opakovaných mikrotrombóz, vznikajících na podkladě dědičného 

trombofilního stavu a vedoucích ke vzniku nekróz, prezentujících antigeny 

fosfolipidů buněčných membrán a souvisejících proteinů imunitnímu systému, 

reagujícímu zvýšenou tvorbou aPL. Korelace mezi hladinami aPL a přítomností 

dědičných trombofilií by mohla dále oslabovat potřebu genetického testování u žen 

s RPL a zvyšovat význam vyšetření imunologických. Bez dalších studií, které by 

toto pozorování potvrdily či vyvrátily, však zůstává navržená úvaha na úrovni 

domněnek. 

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

Z proteinů aktivních ve fibrinolytickém systému patří inhibitor aktivátoru 

plazminogenu 1 k nejvíce studovaným. V genu PAI1 bylo nalezeno několik 

funkčních polymorfismů, které jsou jasně spojeny se zvýšenou expresí genu, 

zvýšenou hladinou proteinu PAI-1 a zvýšeným rizikem trombóz, zvláště u pacientů 
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s dalšími protrombotickými faktory, např. klasickými dědičnými trombofiliemi 

[Tsantes, 2008]. 

Také v graviditě je fyziologický prokoagulační stav zprostředkován nejen 

nárůstem hladin hemokoagulačních faktorů, ale i omezením fibrinolýzy. Placenta si 

však zachovává v zájmu cévního zásobení plodu normální fibrinolytickou funkci, 

která může být v případě změny hladin PAI-1 narušena. [Kruithof, 1987; Glueck, 

2001]. Homozygotní genotyp 4G/4G polymorfismu PAI1 (-675)4G/5G vede ke 

zvýšení hladiny proteinu PAI-1 až o 25 % [Lane, 2000]. 

Glueck [2001] publikoval zvýšenou frekvenci PAI1 4G/4G genotypu (OR 2,0) 

v souboru 94 žen s pozdními komplikacemi gravidity, jiní autoři tento nález 

nepotvrdili [Wolf, 2003].
 
Jako první označila genotyp PAI1 4G/4G za rizikový 

faktor RPL Dossenbach-Glaninger [2003]. 

Také výsledky naší studie prokazují statisticky významnou asociaci 

homozygotního genotypu PAI1 4G/4G s RPL. Ve skupině s RPL bylo zachyceno 

59 (38 %) 4G/4G homozygotů oproti pouhým 10 (14 %) v souboru kontrol 

(p<0,0005). Také výsledky dalších novějších studií naznačují, že asociace PAI1 

4G/4G genotypu s RPL je silná  [Jeddi-Tehrani, 2011; Ozdemir, 2012]. Význam 

tohoto polymorfismu jako rizikového faktoru pro poruchu fibrinolýzy zdůraznila 

i metaanalýza studií zahrnující 126525 pacientů s trombotickou příhodou [Fechtel, 

2011]. 

Ačkoli v našem souboru byla zjištěna vysoká frekvence aPL i homozygotního 

genotypu PAI1 4G/4G, analýza neprokázala mezi těmito dvěma faktory statisticky 

významnou asociaci. Na rozdíl od výše uvedené teorie indukce tvorby protilátek 

mikrotrombózami by zde mohl důvod spočívat ve funkci proteinu PAI-1 ve 

fibrinolytickém, nikoli hemokoagulačním systému. Studie spojitosti aPL pozitivity 

a polymorfismu PAI1 (-675)4G/5G u těhotných neexistují. Honig [2010] popsal 

izolovaný případ pacientky se čtyřmi potraty ve druhém trimestru gravidity, u které 

kromě PAI1 4G/4G genotypu nebyl nalezen žádný rizikový faktor. V další graviditě 

u pacientky došlo k rozvoji porodnického APS. 

5.3 Mutace PROZ a RPL 

Studie mutací genu pro protein Z představují relativně novou problematiku 

a snížená hladina proteinu Z je považována především za kofaktor jiných známých 

trombofilních faktorů jako FV Leiden, F II G20210A nebo hyperhomocysteinémie. 

Některé publikace spojují deficit PZ s komplikacemi gravidity, jako jsou časné 
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těhotenské ztráty a předčasný porod [Dörner, 2005; Effraimidou, 2009], i s rizikem 

arteriálních trombóz u antifosfolipidového syndromu [Paidas, 2005; Vasse, 2008]. 

Problematické se zdá zachycení vztahu mezi hladinou cirkulujícího proteinu Z 

a genetickými variantami PROZ [El-Hamid, 2011]. Topalidou [2009] potvrdil 

asociaci  hladiny proteinu Z, ale nikoli přítomnosti mutace PROZ intron F G79A 

s RPL. Provedená literární rešerše nenalezla studie, zabývající se vztahem 

vyšetřovaných mutací genu PROZ A(-13)G a R255H a RPL. V současné době se 

pozornost přesouvá i na gen pro další protein, s kterým protein Z vytváří funkční 

komplex, protein Z-dependentní inhibitor proteáz (SERPINEA10, ZPI). AlShaikh 

[2012] ukázal, že deletorní mutace R67X a V303X genu ZPI významně asociují 

s RPL. 

V námi sledovaném souboru nebyl prokázán statisticky významný rozdíl mezi 

alelickými frekvencemi ani distribucí genotypů sledovaných mutací PROZ intron F 

G79A, PROZ A(-13)G ani PROZ R255H mezi sledovaným souborem žen s RPL 

a kontrolním souborem. Pozorovaný trend k vyššímu zastoupení mutace PROZ 

R255H ve sledovaném souboru by mohl naznačovat její asociaci s RPL 

a pozorování bude třeba ověřit na větším souboru pacientek. Také vztah mezi 

přítomností mutace PROZ R255H a pozitivitou aPL se nám ve sledovaném souboru 

prokázat nepodařilo. 

5.4 Přínosy a omezení práce, budoucí směry výzkumu 

Imunologická část studie těží z širokého laboratorního zázemí jedinečných 

 in-house metodik, které ve sledovaném souboru umožnily testování širokého 

panelu antifosfolipidových protilátek. V budoucnosti lze předpokládat další 

zvýšování významu laboratorních testů zaměřených na přímé stanovení genových 

produktů (proteinů) a funkčních testů, které při znalosti patofyziologie studovaného 

problému na úrovni funkčních drah a sítí mohou s menšími náklady zajistit vysokou 

klinickou validitu vyšetřovací metody. 

Lze také předpokládat další rozšiřování spektra vyšetřovaných protilátek proti 

novým antigenům jako například aPL proti mitochondriálnímu kardiolipinu, 

kyselině lyso(bis)fosfatidové nebo vimentinu [Alessandri, 2011]. Překvapivým, ale 

do komplexnosti problematiky zapadajícím zjištěním byl také záchyt autoprotilátek 

proti proteinu Z v souboru žen s RPL [Sater, 2011]. 

Omezení genetické části studie spočívají v relativně nízkém počtu 

vyšetřovaných faktorů na relativně malém souboru. Jedna z možností budoucího 
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výzkumu se zdá být rozšíření studia výskytu mutací genu PROZ, zvláště mutace 

R255H, na větší soubor žen s RPL, které by mohlo umožnit potvrzení 

pozorovaného trendu a průkaz asociace těchto mutací s RPL. 

Souvisejícím omezením genetické části studie je dočasná nemožnost technicky 

udržet tempo s extrémně rychlým vývojem poznání a technických přístupů ke 

studovanému problému. Od doby plánování studie, založené na testování malého 

počtu vybraných dlouho známých i nověji popsaných genových mutací 

a polymorfismů, došlo v oblasti technologie genetického testování k obrovskému 

pokroku. 

Nástup technologie výzkumu genomických variant na principu arrayCGH 

a sekvenování příští generace a rychlý rozvoj informatických nástrojů umožňujících 

rychlé vyšetření celých individuálních genomů, proteomů, metabolomů a mutomů, 

efektivní konstrukci celogenomových asociačních studií i nenákladnou organizaci 

rozsáhlých metaanalýz digitálně uložených dat pravděpodobně v blízké budoucnosti 

umožní odhalení složitých závislostí, které - po ověření dalšími metodami – přispějí 

k získání nových detailních poznatků o etiologii a patogenezi řady onemocnění, 

k vyhledávání nových biomarkerů a zavádění nových efektivních terapeutických 

postupů. 
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6 Závěry 

Z výsledků předkládané práce na souboru pacientek s opakovanými 

těhotenskými ztrátami lze vyvodit následující závěry: 

 část 

 prokázali jsme statisticky významné zvýšení hladin plazmatické 

protilátky proti fosfatidyl-L-serinu ve třídě IgG (p<0,01) 

 prokázali jsme statisticky významné zvýšení hladin plazmatické 

protilátky proti fosfatidylinositolu ve třídě IgG (p<0,01) 

 neprokázali jsme změny v alelických frekvencích a distribuci 

genotypů vyšetřovaných klasických trombofilních mutací 

 prokázali jsme vysoce pozitivní korelaci mezi klasickým geneticky 

podmíněným trombofilním stavem a pozitivními hladinami 

antifosfolipidových protilátek ve skupině se 3 – 8 RPL (p<0,01) 

 část 

 prokázali jsme statisticky vysoce významné zvýšení frekvence 

homozygotního genotypu 4G/4G polymorfismu PAI1(-675)4G/5G 

(p<0,0005) 

 neprokázali jsme korelaci mezi distribucí homozygotního genotypu 

4G/4G polymorfismu PAI1(-675)4G/5G a pozitivními hladinami 

antifosfolipidových protilátek 

 část 

 neprokázali jsme změny v alelických frekvencích a distribuci 

genotypů vyšetřovaných mutací genu PROZ  

 neprokázali jsme vztah mezi přítomností mutace PROZ R255H 

v heterozygotním nebo homozygotním stavu a pozitivními hladinami 

antifosfolipidových protilátek 

 

Na základě zjištěných výsledků se domníváme, že je možné doporučit 

vyšetření rozšířeného panelu antifosfolipidových protilátek v rámci specializované 

péče o ženy s opakovanými časnými těhotenskými ztrátami.  

Výsledky studie nepotvrzují vhodnost rutinního genetického testování 

klasických trombofilních mutací, tj. nejen polymorfismů MTHFR C677T 

a A1298C, ale ani mutací faktor V Leiden a faktor II G20210A u žen 
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s opakovanými těhotenskými ztrátami. Je vhodné dodržovat konzervativní přístup 

k problematice genetického testování trombofilních stavů, stanovený společným 

doporučením České společnosti pro trombózu a hemostázu a Společnosti lékařské 

genetiky České lékařské společnosti Jana Evangelisty Purkyně.  

Testování přítomnosti homozygotního genotypu PAI1 (-675)4G/4G by dle 

autorova názoru mohlo být využito v rámci komplexní péče o ženy s opakovanými 

časnými těhotenskými ztrátami ve specializovaných centrech.  

Vhodnost testování sledovaných mutací genu pro protein Z u žen 

s opakovanými časnými těhotenskými ztrátami v rutinní praxi výsledky práce 

nepotvrdily, jedná se však o slibnou oblast, vyžadující další výzkum. 

Výsledky studie byly zveřejněny ve dvou publikacích v impaktovaném 

periodiku (viz příloha 9.3) a jsou základem dalších dosud nepublikovaných prací. 

Stanovené cíle předkládané práce tedy byly splněny.  
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9 Přílohy 

9.1 Mezinárodní kódy nukleotidů a aminokyselin podle IUPAC 

A adenin 

C cytosin 

G guanin 

T (nebo U) thymin (nebo uracil) 

R A nebo G 

Y C nebo T 

S G nebo C 

W A nebo T 

K G nebo T 

M A nebo C 

B C nebo G nebo T 

D A nebo G nebo T 

H A nebo C nebo T 

V A nebo C nebo G 

N jakákoli báze 

. nebo - mezera 

 

A Ala alanin 

C Cys cystein 

D Asp kyselina asparagová 

E Glu kyselina glutamová 

F Phe fenylalanin 

G Gly glycin 

H His histidin 

I Ile 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 

V Val valin 

W Trp tryptofan 

Y Tyr tyrosin 
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9.2 Graf distribuce sledovaných aPL v souboru 206 žen s 2 – 8 RPL 
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Pozn.: * p<0,01;  

aPL proti kyselině fosfatidové, fosfatidyletanolu, fosfatidyl-DL-glycerolu, 

fosfatidylinositolu, fosfatidyl-L-serinu, kardiolipinu a annexinu V 
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