CLC 2-012 nove upr 17.2.2012 7:37 Str. 76 $ 3
/

POvodni prace

Prevalence trombofilnich mutaci FV Leiden,
protrombinu G20210A a PAI-1 4G/5G

a jejich vzdjemnych kombinaci v souboru
1450 zdravych osob stfedniho véku
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(vysledky real-time PCR analyzy FRET)
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SOUHRN

Vychodisko. Faktor V Leiden (G1691A) ¢& mutace genu pro protrombin FIl G20210A jsou nezdvislé rizikové faktory Zilni tromboézy
a kombinovany vyskyt genotypu 4G/4G PAI-1 jesté toto riziko zvy3uje.

Cil. Primarnim cilem bylo zjistit frekvenci minoritnich alel a genotypd FVL, FIl G20210A a PAI-1 4G/5G u zdravych osob kavkazské rasy v Praze
a v regionu strednich Cech. Druhotnym cilem bylo zjistit vyskyt jejich vzéjemnych kombinaci.

Metody. Genotypizace byla provedena u 1450 zdravych osob (dércd krve, 981 muzd a 469 zen) pomoci robotické izolace DNA a ndslednou
amplifikaci PCR s analyzou kfivky tani (Light Cycler 480 System, Roche).

Vysledky. Frekvence minoritnich alel mutaci FV Leiden a FIl G20210A byla 4,5 %, respektive 1,3 %. Frekvence alely 4G PAI-1 byla 55,9 %.
Frekvence genotypt byly: GG 91,10 %, GA 8,83 % a AA 0,07 % pro FV Leiden; GG 97,38 %, GA 2,55 % a AA 0,07 % pro FIl G20210A
a 4G/4G 30,69 %, 4G/5G 50,34 % a 5G/5G 18,97 % pro PAI-1. U obou pohlavi se tyto frekvence nelisily. Kombinace heterozygotni mutace
Fil s heferozygotni mutaci FV Leiden se vyskytovala v 0,14 %. Kombinace genotypu PAI-1 4G/ 4G s heterozygotni mutaci FV Leiden se vyskytovala
v 2,83 % a s heterozygotni mutaci Fll v 0,62 %.

Zavéry. Zjisténé frekvence genotypt a dlel potvrzuiji relativné vysokou prevalenci hereditérnich trombofilii v Ceské republice.

Kli¢ova slova: FV Leiden, FIl G20210A, PAI-1 4G/5G, genotyp, dlely, prevalence.

SUMMARY

Kvasnicka J, Hajkové J, Bobéikova P, Kvasnicka T, Duskova D, Poletinové S, Kieferové V. Prevalence of thrombophilic mutations of FV Leiden,
prothrombin G20210A and PAI-1 4G/5G and their combinations in a group of 1,450 healthy middle-aged individuals in the Prague and
Central Bohemian regions (results of FRET real-time PCR assay)
Background. Factor V Leiden (G1691A) and prothrombin gene (FIl G20210A) mutations are independent risk factors of venous thrombosis and
this risk is further increased by the combined genotype 4G/4G PAI-1.
Aim. The primary objective was to identify the frequency of mutations of minor alleles and genotypes of FVL, Fil G20210A and PAI-1 4G/5G
in healthy Caucasians in the Prague and Central Bohemia regions. The secondary objective was to identify the occurrence of their mutual
combinations.
Method. Genotyping was performed in 1,450 healthy individuals (blood donors, 981 men and 469 women) using robotic DNA isolation and
subsequent PCR and melting curve analysis (Light Cycler 480 System, Roche).
Results. The minor allele frequencies in FV Leiden and FIl G20210A mutations were 4.5 % and 1.3% respectively. The frequency of the 4G
PAI-1 allele was 55.9%. The genotype frequencies were as follows: GG 91.10%, GA 8.83% and AA 0.07% for FV Leiden; GG 97.38%,
GA 2.55% and AA 0.07% for FIl G20210A and 4G/ 4G 30.69%, 4G/5G 50.34% and 5G/5G 18.97% for PAI-1. No differences in these
frequencies were found between the genders. The occurrence of the combined heterozygous Fll and heterozygous FV Leiden mutations was
0.14%. The PAI-1 4G/ 4G genotype was combined with the heterozygous FV Leiden mutation in 2.83% of cases and with the heterozygous
FIl mutation in 0.62% of cases.
Conclusions. The found frequencies of genotypes and alleles confirm
a relatively high prevalence of hereditary thrombophilia in the
Czech Republic.
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uvob

V Evropé v soucasné dobé& umira stale asi 500 000 osob
ro¢né na komplikace tromboembolické nemoci (TEN) presto,
Ze se jedna o onemocnéni, kterému jiz Ize zabranit vhodnou
profylaxi. Také incidence tohoto onemocnéni je stale vyso-
ka. Béhem 1 roku dochdazi k vyskytu 148 pfipadu zilni trom-
bézy a 95 pfipadl plicni embolie v pfepoétu na kazdych
100 000 obyvatel (1). Vysoky vyskyt TEN dokladaji i dalSi vel-
ké epidemiologické studie (2, 3) a tento nepfiznivy stav se pfi-
li§ neméni (4).

V Ceské republice s 10,5 miliony obyvatel zatim nemame
k dispozici pfesna statisticka ¢Cisla a vychazime proto z kvali-
fikovanych odhadd Puchmayera s Roztocilem (5) a Chocho-
ly (6), ktefi uvadéji, ze ro¢né je zde diagnostikovano asi
15 000 az 25 000 pfipadl Zilni trombdzy.

Dnes jiz neni pochyb, Ze se v etiopatogenezi TEN neu-
platiuje jen jeden faktor, ale Ze se jedna o onemocnéni mul-
tifaktorialni (7). Jde o interakci mezi rdznymi environmen-
talnimi faktory (jako je trauma, hormonélni 1é¢ba, gravidita
aj.) a vlivy genetickymi (8). Pfi ureni vySe rizika vzniku zil-
niho tromboembolismu spojeného s vyskytem genetickych
mutaci Ize vychazet z vysledk(l zatim nejrozsahlejsi meta-
analytické studie Gohila et al. (9). Zahrnuje vysledky 173
studii provedenych celkem u 22 000 nemocnych s TEN
a u 37 000 kontrolnich osob, ve kterych bylo vySetfovano
28 polymorfismi 21 genu spojovanych s trombofilii. Riziko
vzniku TEN je zde vyhodnoceno na zakladé vypoctu O.R.
(pomér Sanci, angl. odds ratio) a tzv. populaéniho atributiv-
niho rizika P.A.R. (population attributable risk), které jsou
povazovany za nejvhodnéjsi ukazatele (10) rizika vzniku
onemocnéni v populaci. Pro osoby evropského puvodu zde
byla zjisténa pro heterozygotni mutaci FV Leiden G1691A
(dale FVL) hodnota O.R. ve vyS$i 4,93 a hodnota P.A.R.
17,0 %. Pro homozygoty FVL bylo stanoveno O.R. 9,6. Pro
osoby s heterozygotni mutaci genu pro protrombin
G20210A (dale mFll) bylo vypocteno O.R. ve vysi 3,7 a hod-
nota P.A.R. 6,2 %. Ze sledovanych 28 polymorfism{ splfio-
val kritérium stfedné vysokého rizika TEN, to je O.R. > 1,5
(11, 12), vedle FVL a mFll jesté polymorfismus genu inhi-
bitoru aktivatoru plazminogenu PAI-1 4G/5G s O.R. 1,62
a hodnotou P.A.R. 30,1 %.

VyS8§i riziko vzniku TEN nez FVL, mFIl nebo PAI-1 4G vy-
volava sice dédi¢ny vyskyt deficitu nebo dysfunkce pfiroze-
nych inhibitord koagulace antitrombinu (AT), proteinu C (PC)
a proteinu S (PS) (7-20x), ale jejich prevalence je v populaci
velmi nizka (dohromady jen asi 1 %) (13). Navic se tyto trom-
bofilni stavy vyskytuji jen mezi ¢leny urcitych rodin. To pak
spolu s velkym mnozZstvim jiz zjisténych polymorfismud v ge-
nech AT, PC a PS (fadové stovky) limituje vyznam jejich ge-
netického stanoveni pro epidemiologické ucely (14). Preva-
lence téchto trombofilnich stavl se proto uréuje jen na zakladé
stanoveni aktivity nebo koncentrace antigenu AT, PC nebo PS.

Cilem nasi studie bylo zjistit frekvenci genotypu a alel trom-
bofilnich mutaci spojenych s klinicky vyznamnym rizikem vzni-
ku TEN (OR > 1,5) v nasi populaci u zdravych osob stfedniho
véku 18-60 let. Z té by pak jiz bylo mozné vychazet pfi hledani
optimalni strategie zamérené na snizeni incidence TEN u rizi-
kovych skupin obyvatelstva. Vybrany byly tyto tfi polymorfis-
my — FV Leiden G1691A, protrombin G20210A a PAI-1 4G/5G.

Ke vzniku mutace FV Leiden vede bodova mutace genu ko-
agula¢niho faktoru V, ktery je umistén na 1. choromozomu
v oblasti 1923. V jeho 10. exonu v pozici 1691 zde dochazi
k zaméné nukleotidu guaninu G za adenin A (G1691A,
rs6025). Ta pak pfi syntéze proteinu F5 zplisobi zaménu ami-
nokyseliny arginin (R) za glutamin (Q) v pozici 506 (FV: Q506)
(15). Podle mista objevu je tato mutace nazvana FV Leiden.
ZpUsobi, ze aktivovany FV Leiden je rezistentni vici proteo-
lytickému Stépeni aktivovanym PC. Po vytvofeni trombinu
a aktivaci PC pak nedojde k u¢inné zpétné vazebné inhibici
koagula¢niho procesu a tvorba trombinu proto dale ¢astecné
pretrvava (jedna se o tzv. APC rezistenci). K hyperkoagulaci
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pfispiva i to, ze FV Leiden neni na rozdil od fyziologického FV
zpUsobily podilet se s dalSim pfirozenym inhibitorem koagu-
lace PS i na inaktivaci aktivovaného FVIII2.

Mutace G20210A genu protrombinu, ktery je lokalizovan na
11. chromozomu v oblasti 11p11-q12, je opét bodovou mutaci
se zaménou nukleotidu guaninu G za adenin A v pozici 20210
(FIl G20210A, rs1799963) v neprekladané oblasti 3’ konce, kte-
ra je spojena s poruchou kontroly translace mRNA a tvorbou
vétsiho mnozstvi funkéniho protrombinu (> 1,15 U/ml) (16,17).

Polymorfismus genu PAI-1 (synonymum serpin E1) 4G/5G
(-675 4G/5G, rs1799889) souvisi s deleci nebo inzerci guani-
nu G v pozici -675 v promotorové oblasti genu PAI-1, ktery je
lokalizovan v oblasti chromozomu 7g21.3-g22. Alela 4G (s de-
leci guaninu) vede ke zvy$enému pfepisu genu PAI-1, protoze
ztraci represorovou funkci, a tim i ke zvySeni produkce inhibi-
toru aktivatoru plazminogenu typu 1 (PAI-1). Alela 5G (s inser-
c¢i guaninu) naopak represorovou funkci plni. Osoby s genoty-
pem 4G/4G pak maji hladinu plazmatického PAI-1 0 25 % vySsi
nez homozygoti s genotypem 5G/5G a pfi zatézi u nich dochazi
k vy8&i inhibici aktivity aktivatoru plazminogenu, a tim i ke sni-
zeni fibrinolyzy, coz souvisi s naslednou trombofilii (18).

Tab. 1. Zakladni charakteristiky studované populace

Charakteristika

Evpropsky puvod — pocet jedinctl (%) | 1450 (100)
Vék, roky

primér (SD) 34,9 (9,5)
median 33,0
mezikvartilové rozpéti 28,0-40,0
Télesna hmotnost, kg

primér (SD) 80,0 (14,2)
median 80,0
mezikvartilové rozpéti 70,0-89,0
Vyska, cm

primér (SD) 177,2 (8,9)
median 178,0
mezikvartilové rozpéti 170,0-183,0
Index télesné hmotnosti (BMI), kg/m?

primér (SD) 25,5 (3,7)
median 25,1
mezikvartilové rozpéti 22,9-27,7
Muzi — pocet jedincu (%) 981 (67,7)
Zeny — pocet jedinctl (%) 469 (32,3)
Systolicky krevni tlak, mm Hg

primér (SD) 119,1 (10,9)
median 120,0
mezikvartilové rozpéti 110,0-130,0
Diastolicky krevni tlak, mm Hg

primér (SD) 75,4 (8,6)
median 70,0
mezikvartilové rozpéti 70,0-80,0
Krevni skupina — pocet jedincl (%)

A 578 (40,2)
B 260 (18,1)
AB 105 (7,3)
0 495 (34,4)
Koufreni — pocet jedincl (%)

kurak 276 (19,0)
exkurak 22 (1,5)
nekurak 1152 (79,5)
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SOUBOR NEMOCNYCH A POUZITE METODY
Vybér souboru zdravych osob ve véku 18-60 let

Do studie bylo nahodnym vybérem zafazeno celkem 1450
anonymnich darcu krve z fakultniho transfuzniho oddéleni Vse-
obecné fakultni nemocnice v Praze. VySetfeni bylo provede-
no v ramci studie VZ MZO VFN 2005 Diagnostika a Ié¢ba ge-
neticky podminénych poruch Il schvalené etickou komisi
1. lékarskeé fakulty UK a VSeobecné fakultni nemocnice v Pra-
ze. Vsichni byli evropského plivodu a pochazeli z oblasti més-
ta Prahy nebo Stfedogeského kraje Ceské republiky. Dalsi de-
mografické udaje o této kohorté jsou uvedeny v tabulce 1.

Genetické testy

Vysetfeni polymorfismd

Genomova DNA (deoxyribonukleova kyselina) byla extra-
hovana z leukocytd periferni krve a izolovana pomoci MagNA
Pure LC Nucleic Acid Extraction system™ se soupravou
MagNA Pure DNA Isolation Kit I™ (vSe Roche Diagnostics,
Mannheim, Némecko) podle navodu vyrobce. Vstupni a vy-
stupni objemy vzorku byly nastaveny na 100 ml. DNA byla izo-
lovana podle protokolu MagNA Pure High-Performance DNA
Extraction™.

Sledované mutace byly stanoveny pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) nasledované analyzou kfivky tani se
specifickymi fluorescenéné znacenymi hybridiza¢nimi son-
dami v procesu FRET (fluorescence resonance energy tran-
sfer). Vysetfeni bylo provedeno na pfistroji LightCycler® 480
System s pouzitim kit LC® 480 Genotyping Master (vée Ro-
che Diagnostics, Mannheim, Némecko) podle instrukci vy-
robce.

Tab. 2. Pouzité primery a sondy

%

Sekvencné specifické primery a fluorescenéné znacené
sondy byly navrzeny ve spolupraci s firmou TIB MOLBIOL
(Berlin, Némecko), kde byly také na zakazku pfipraveny. Pri-
mery byly pouzity v 0,4 uM koncentraci a fluorescenéni son-
dy v 0,1 uM, resp. 0,3 uM koncentraci. Reakce probéhla v pro-
stfedi Mg?+ kationtl. V tabulce 2 jsou uvedeny sekvence
pouzitych primerd a sond a v tabulce 3 jsou uvedeny para-
metry provedenych PCR. V8echna tato vySetieni byla prove-
dena v molekularné biologické laboratofi Trombotického cent-
ra VFN v Praze a spliuji kritéria spolehlivosti pfi pravidelné
externi kontrole provadéné instituci INSTAND (Dusseldorf,
Némecko).

Statistické testy

Ke stanoveni odchylky od Hardy-Weinbergova zakona
(p > 0,05) byl pouzit x>-test. Vzhledem k nizkému procentni-
mu zastoupeni homozygotnich mutaci jsme pouzili pfesné&jsi
variantu — exact test — ke stanoveni HWE pro rozlozeni poly-
morfismud FV Leiden a Fll G20210A. Interval 95% spolehlivosti
byl kalkulovan metodou dle Walda. Rozdily mezi zastoupenim
genotypl a frekvenci alel mezi muzi a zenami byly vyhodno-
ceny opét x2-testem.

K vypoctu byl pouzit statisticky program SAS, verze 9.2
(SAS Institute, NC, USA) s genetickym souborem.

VYSLEDKY

Urcené genotypy a frekvence alel FVL, mFll a PAI-1 4G/5G
v celém souboru a poté zvlast u Zen a muzu jsou uvedeny v ta-
bulkach 4, 5 a 6. VSechny splfiovaly pozadavky Hardy-Wein-

Faktor V Leiden
Primery FVR 5'- TJCCCAgTgCTTAACAAQACCA — 3°
FVL 5- CTTgAAggAAATgCCCCATTA - 3
Sondy Sensor wt 5'- ggCgAggAATACAQQTAT-FL — 3¢
FV Anchor 5‘- LCRed640-TgTCCTTgAAgTAACCTTTCAgAAATTCTg-PH -3
Faktor Il G20210A
Primery F2F 5'- CCgCTggTATCAAATggg - 3
F2R 5- CCAgTAQTATTACTggCTCTTCCTg — 3°
Sondy F2 wt 5- CTCAgCgAgCCTCAATg-FL — 3
F2 640 5‘- LCRed640- TCCCAgTgCTATTCATgggC -PH -3¢
PAI-1 4G/5G
Primery PAI-1 F 5'-AgCCAgACAAggTTgTTgACAC-3’
PAI-1 R 5’- CAgAggACTCTTggTCTTTCCC-3’
Sondy PAI-1 Probe 5’- TJACTCCCCCACQTgTCC-FL — 3
PAI-1 Anchor 5’- LCRed640-CCTgCTACCgAggAAggTgg -PH -3

Tab. 3. Parametry PCR reakce

Faktor V Leiden Faktor Il G20210A PAI-1 4G/5G
Denaturace 30s95°C 30s95°C 45595 °C
0s95°C 0s95°C 0s95°C
Amplifikace — 45 cyklu 10s55°C 10s55°C 10s 57 °C
10s72°C 5s72°C 7s72°C
60 s 95 °C
0s95°C 30s55°C 0s95°C
Analyza kfivek tani 60 s 40 °C 30s45°C 60 s 45 °C
0,1°C/sna75°C 120 s 40°C 0,1 °C/sna 75 °C
0,1 °C/s na 70 °C
Chlazeni 40 °C 40 °C 40 °C
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Tab. 4. Frekvence genotypu a alel ve sledované ¢eské populaci

Genotyp (%) | Rizikova Frekvence alel
8 95% limit spolehlivosti
Chromozom Gen SNP dbSNP ID (n = 1450) alela ( P ) HWE
P qd
. GG | GA | AA G = 0,955 A =0,045 _
1923 F5 (Leiden) | G1691A | rs6025 91.10| 8.83 | 0.07 A (0.947-0.962) | 0.038-0.053) P =0,3525
GG | GA | AA G =0,987 A =0,013 _
11p11-12qg F2 G20210A | rs1799963 97.38| 2.55 | 0,07 A (0,982-0,991) | (0,009-0,018) P =0,2289
5G5G [5G4G |[4G4G 4G = 0,559 5G = 0,441 _
7921.3-g22 SERPIN E1 | 4G/5G rs1799889 18,97 50,34 30,69 4G (0,541-0,576) | (0,424-0,459) P =0,4255
Tab. 5. Frekvence genotyp( a alel ve sledované ¢eské populaci (muzi)
Muzi
F— Frekvence alel (95% limit
enotyp spolehlivosti
Gen SNP dbSNP ID (%) (n = 981) p ) HWE
PP q
. G = 0,955 A =0,045 _
F5 (Leiden) | G1691A | rs6025 GG 91,03 GA 8,87 AA 0,10 (0.945-0.964) | (0.036-0,055) P=0,7119
G =0,987 A=0,013 _
F2 G20210A | rs1799963 GG 97,45 GA 2,55 AA 0,00 (0,982-0,992) | (0,008-0,018) P =1,0000
4G = 0,560 5G = 0,440 _
SERPINE1 4G/5G rs1799889| 5G5G 18,86 5G4G 50,36 4G4G 30,78 (0,541-0,581) | (0,420-0,459) P =0,4973
Tab. 6. Frekvence genotypu a alel ve sledované ¢eské populaci (zeny)
Zeny
F— Frekvence alel
enotyp 95% limit spolehlivosti
Gen SNP dbSNP ID (%) (n = 469) (95% p ) HWE
P q
. G = 0,956 A = 0,044 _
F5 (Leiden) G1691A rs6025 GG 91,26 GA 8,74 AA 0,00 (0,942-0,968) | (0,032-0,058) P =1,0000
G =0,985 A =0,015 _
F2 G20210A rs1799963 GG 97,23 GA 2,56 AA 0,21 (0,977-0,993) | (0,008-0,024) P = 0,0953
4G = 0,557 | 5G = 0,444 ~
SERPINE1 4G/5G rs1799889 5G5G 19,19 | 5G4G 50,32 | 4G4G 30,49 (0,521-0.590) | (0,410-0,479) P =0,6742
Tab. 7. Prevalence kombinaci sledovanych mutaci
Mutace — kombinace Pocet % (n = 1450)
FVL + Fll G20210A celkem 0,14
muzi 0,14
zeny 0
Mutace — kombinace Pocet % (n = 1450) Podil z FVL pozitivhich %
FVL + PAI-1 4G/4G celkem 41 2,83 31,78 (n = 129)
muzi 26 1,79 29,55 (n = 88)
Zeny 15 1,03 36,59 (n = 41)
Mutace — kombinace Pocet % (n = 1450) Podil z Fll G20210A pozitivnich %
FIl G20210A + PAI-1 4G/4G celkem 0,62 23,68 (n = 38)
muzi 0,41 24,00 (n = 25)
zeny 0,21 23,08 (n =13)

Pozn.: Symboly gend, rs ¢&isla, SNP typy a ¢isla chromozom( vychazeji z National Center for Biotechnology Information build 37.1.

bergovy rovnovahy. V tabulce 7 jsou pak uvedeny prevalen-
ce kombinaci sledovanych mutaci.

DISKUZE

Je jiz znamo, ze o prevalenci mutace FVL a mutace
FIl G20210A rozhoduje pfedevsim etnicky plvod zkoumané

CASOPIS LEKARU CESKYCH 201

populace. V rozsahlé epidemiologické studii provedené
ve Spojenych statech americkych byl heterozygotni vyskyt
mutace FVL zjistén u osob evropského plvodu v 5,27 %,
u osob latinsko-amerického plivodu v 2,21 %, u americkych
¢ernochu v 1,23 %, u osob indianského plivodu v 1,25 % a jen
0,45 % u osob asijského plvodu. Podobné nizky, respektive
nulovy, byl u neevropské populace zjistén i vyskyt mutace
FIl G 20210A (19).

To, Zze se obé mutace vyskytuji pfevazné jen u kavkazské
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rasy, dokumentuji vysledky i dalSi studie zamérené jiz na ce-
losvétovy prizkum jejich vyskytu (20). Napfiklad v Japonsku
se tyto mutace nevyskytuji vibec — ani u zdravych osob ani
u nemocnych s zilni trombdzou (21).

Predpoklada se proto, ze obé trombofilni mutace vznikly
v Evropé pfiblizné pred vice nez 20 000 az 24 000 lety (22).
Pro své nositele pfedstavovaly svym zplsobem uréité vyho-
dy. Chrani napfiklad pfed vy$§im krvdcenim pfi porodu (23)
a snad i proti infekcim (24).

V evropské populaci kolisa vyskyt heterozygotd FVL me-
zi 2-15 % (25, 26) a FIl G20210A mezi 1-5 % (27). V rliz-
nych regionech Evropy jsou tedy nachazeny pomérné velké
rozdily patrné diky migraci obyvatel v mlad$i dobé kamen-
né a poté. Napfiklad ve Francii s primérnou prevalenci he-
terozygotll FVL 3,84 % je vy$Si vyskyt této mutace na se-
veru a vychodé proti jihu a zdpadu zemé (28). Velmi nizky
je tfeba vyskyt FVL v Baskicku (29), kde k migraci v neolitu
nedoslo, a také v oblasti Nimes na jihu Francie (30) s migraci
obyvatel z Afriky. Jsou v8ak vyjimky. V jizni Italii byla zase
nalezena pomérné vysoka prevalence heterozygotll FVL
a Fll G20210A — 9,5 %, resp. 5,7 % (31). Zde je zase pred-
pokladana migrace z jinych oblasti kolem Stfedozemniho
more.

Ve Slovenské republice, se kterou tvofila Ceska republika
do roku 1993 jeden stat, a kde Ize pfedpokladat podobné slo-
Zeni populace slovanského plvodu, je udavana prevalence
asi 4 % heterozygot FVL (32). V Némecku byla zjiSténa pre-
valence heterozygotd FVL 7,8 % a heterozygotl FIl G20210A
3,5 % (33). Je zde v3ak potfeba pocitat s nerovhomérnym ge-
ografickym vyskytem FVL v ose sever — jih, s vy$§im poctem
FVL na jihu. Napfiklad heterozygotll FVL je v Bavorsku nalé-
zano 7,8 %, v Drazdanech jen 3,0 % (34, 35).

Pokud zvolime z epidemiologického hlediska vhodnéjsi uka-
zatel — to je frekvenci mutovanych alel, ta se v okolnich sta-
tech pohybuje mezi 1,6—-4 %, pokud se jedna o FVL, resp. ale-
luF51691A, a kolem 1 % pro frekvenci mutace FlI, resp. alely
F2 20210A. V Polsku byla u novorozenct zjisténa frekvenci
alely F5 1691A ve 2,2 % a u zdravych osob stfedniho véku
v 1,6 % (36). V Némecku je zjisténa frekvence alely F5 1691A
3,9 % a mutace F2 20210A 1,8 % (33). Stejné frekvence by-
ly zjistény i v sousednim Rakousku — 3,9% vyskyt alely
F5 A1691 a 1,8% vyskyt alely F2 20210A) (37).

V Ceské republice byly zatim publikovany nalezy preva-
lence nosi¢stvi jednotlivych hlavnich trombofilnich mutaci
u zdravych osob az na vyjimky v pomérné malych soubo-
rech do 500 jedincd. VétSinou nejsou také uvadény udaje
o provedeni testu Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Prvni uda-
je o prevalenci mutace FVL ve zdravé populaci darct krve
uvadi v roce 1998 Matyskova et al. (38). V souboru 244 dar-
cu krve z Prahy bylo nalezeno 6,5 % heterozygotl FVL, z to-
ho mezi zenami 8,2 % heterozygotl a mezi muzi 4,92 %
(frekvence mutované alely 4,1 %). Nepfimé udaje o preva-
lenci mutace FVL ve VychodoCeském kraji pak o rok pozdéji
uvadi i Dulicek et al. (39). Publikuje 1,6% vyskyt rezisten-
ce na aktivovany protein C (APC-R) uréeny v roce 1996 ko-
agulaénim testem v souboru 500 zdravych osob — darcu kr-
ve — s tim, Ze u nosi¢d FVL se APC-R vyskytuje v 90 %.
Tento Udaj 0 mozné prevalenci FVL ve vychodnich Cechach
je tedy v porovnani s vy$e uvedenym udajem o vyskytu FVL
pomérné nizky. V roce 1999 jsou Hrachovinovou et al. (40)
uvedeny i prvni udaje o zastoupeni mutace FIl G20210A
v ¢eské populaci — 3,4 % heterozygotl. V roce 2000 Pase-
ka et al. (41) publikuje udaj o 6,5% prevalenci FVL, nyni
v souboru 448 zZen uzivajicich hormonalni kontracepci. Dal-
§i udaje o frekvenci heterozygott FVL a Fll G20210A pub-
likuje v roce 2005 Rausova et al. (42). V neselektované po-
pulaci ¢eskych novorozencl z oblasti Praha a Stfedo¢esky
kraj nachazi v 5 % mutaci FVL a v 1,5 % mutaci
Fll G20210A.

Vyskyt homozygotni mutace PAI-1 4G/4G je v evropskeé po-
pulaci pomérné velmi rozSifen. Napfiklad v Némecku je di-
stribuce homozygotd 4G/4G 29,4 %, heterozygotd 4G/5G
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48,2 % a ,wild type“ genotypu 5G/5G 22,3 % s frekvenci va-
riantni alely 4G ve vySi az 57,6 % (33). Dle Asselbergse et
al. (43) je zde rozdil v zastoupeni genotypud podle pohlavi. Vys-
8i prevalenci genotypu 4G/4G nachazeji u zen (28,1 %) nez
u muzl (18 %). Udaje o prevalenci polymorfismu PAI-1 v Ce-
chach byly zatim uvedeny ve dvou studiich. V roce 2002 Buc-
kova et al. (44) uvadéji ve skupiné zdravych osob frekvenci
genotypl PAI-1 4G/4G 28,5 %, PAI-1 4G/5G 44,6 % a PAI-1
5G/5G 26,9 %. Jejich studie vSak byla zaméfena na zjisténi
vztahu vyskytu variantniho polymorfismu 4G/4G s alergii, kte-
ry zde potvrdili. Tato asociace se zatim nejasnym vysvétlenim
mechanismu U¢inku PAI-1 v etiologii alergickych chorob byla
popsana i v dalsich studiich (45, 46). Dal&i udaje o prevalen-
ci genotypu PAI-1 u zdravych osob v Ceské republice publi-
kuji v roce 2010 Hubacek et al. (47). U muzl (n 1191) na-
chazeji zastoupeni varianty 4G/4G v 29,7 %, heterozygotl
bylo 49,7 % a genotyp 5G/5G se vyskytoval ve 20,6 %. U Zen
(n 1368) zjistuji zastoupeni variantniho polymorfismu 4G/4G
ve 31,8 %, heterozygotl 4G/5G bylo 46,6 % a v 21,6 % zjis-
tili genotyp 5G/5G. Frekvence u Zen ale nesplfiovaly pozada-
vek Hardyho-Weinbergovy rovnovahy (p = 0,03). Tato studie
byla provedena za ucelem zjisténi asociace polymorfismu
PAI-1 s vyskytem akutniho koronarniho syndromu, kterou
vSak nepotvrdila.

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze prevalence jak mutace FVL,
tak i mFll a PAI-1 se u zdravych osob v regionu Praha a stfed-
ni Cechy pfili§ nelisi od Gdajd citovanych vyse, jak v Cechach,
tak i v sousednim Némecku a Rakousku, s vyjimkou udaj
o prevalenci FVL, resp. vyskytu rezistence vici aktivované-
mu proteinu C ve vychodnich Cechach. Na Slovensku se véak
zda byt prevalence FVL ponékud nizS§i, podobné je tomu
i v Polsku. Nizsi prevalence FVL v populaci zdravych osob —
3,5 % heterozygotl — byla zjisténa smérem dale na vychod —
na Ukrajiné (48). Zda tyto udaje souvisi s hypotézou o vzni-
ku, a proto vy$§i akumulaci nosi¢t FVL ve stfedni Evropé (49),
v8ak zatim nelze potvrdit. Nejvys$i zastoupeni heterozygotu
FVL bylo totiz zjisténo v jiznim Svédsku (11 %) (26) a v Liba-
nonu (14,2 %), dale v Syrii (13,6 %), na Kypru (13,4 %) a v Jor-
dansku (12,3 %) (50).

Klinicky vyznam mutaci FVL a FIl G20210A v etiopatoge-
nezi TEN, popfipadé trombotickych komplikaci v gravidité, byl
jiz opakované potvrzen (51) a neni o tom sporu. Zatim vSak
nebyla nalezena shoda o vlivu téchto mutaci, a to i v homo-
zygotnim nebo kombinovaném vyskytu pfi rekurenci TEN,
véetné doporuceni k dlouhodobé antikoagulaéni 1é¢bé po pro-
délané TEN u homozygotl nebo v pfipadé nalezu kombino-
vaného vyskytu FVL a mutace FIl G20210A (52-55). Patrné
je pfi urCeni vySe rizika opakovani TEN tfeba vychazet z na-
lezu dalSich rizikovych faktord véetné rodinné anamnézy, po-
hlavi (u muzl je riziko rekurence vy$si), zda se jednalo o plic-
ni embolii anebo dle vySe hladiny D-dimeru. Zkousi se
i skérovaci model (56), ktery tato rizika vyhodnocuje a stano-
vuje pravdépodobnost rekurence TEN.

Alela 4G je spojena s vySSi hladinou inhibitoru aktivatoru
zvy8uije riziko vzniku intravaskularni tromboézy v Zilnim, ale
i v arteridInim systému (57, 58). Plsobi vSak spiSe jako dalsi
pfidatny faktor jinych vrozenych trombofilii, které v jejich pro-
trombogennim U¢inku podporuje (59, 60). Selhani spontanni
trombolyzy po vzniku zilni trombdzy a jeji rezistence u nosi-
¢l alely 4G je nyni nazyvano jako syndrom PAI-1/4G (61). In-
hibitor aktivatoru plazminogenu PAI-1 je v8ak proteinem akut-
ni faze a jeho syntéza v jatrech, endotelu nebo v tukové tkani
zavisi mimo vlivu uvedené mutace i na aktivité celé rady hor-
mon0 jako inzulinu, glukokortikoidll a katecholamin(, aktivité
zanétlivych cytokind IL-1 beta, TNF-alfa nebo IL-6, ¢i na den-
ni dobé nebo 1é¢bé statiny (62). Z téchto divodl a pro po-
mérné nizké riziko vzniku TEN (O.R. 1,62), jak bylo uvedeno
vyse, se zatim genetické vySetfeni polymorfismu PAI-1 4G/5G
v praxi neprovadi. V konsenzu péti odbornych spole¢nosti (63)
k provadéni genetickych vySetfeni pro uréeni rizika vzniku
TEN je v Ceské republice doporuéeno v indikovanych situa-
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provadét v praxi pouze vyS$etfeni trombofilnich mutaci
a FIl G20210A.
védeckého hlediska je vSak zajimavé, ze vSechny tfi mu-

tace, FV Leiden, mutace FIl G20210A i PAI-1 4G, jsou téz spo-

jova

ny s vyskytem aterotrombotickych komplikaci v koronar-

nich tepnach (64). Sumarni vySe O.R. zjisténa na zakladée

pool

ované studie vysledkd 32 metaanalyz 965 individualnich

studii uvedenych v databazi epidemiologie lidského genomu
(HUGE) neni sice velika, ale je statisticky vyznamna, a vede
tedy i k pfehodnoceni stavajicich predstav o jejich vylu¢né ro-
li v patogenezi zilni TEN. Pro mutaci F2 G20210A bylo vypo-

éten

o sumarni O.R. 1,31, pro mutaci FVL O.R. 1,17 a pro va-

riantu PAI-1 4G O.R. 1,06. Navic byla nyni nalezena souvislost
i s vy88im vyskytem ischemického iktu (65). Z tohoto hlediska
se tedy jedna pfi vySe urcené vysSi prevalenci FVL, mutace
FIl G20210A a PAI-1 4G/4G v nasi populaci o dalsi dlleZity po-
znatek pro vyzkum v epidemiologii téchto zavaznych chorob.

Zkratky

APC-R — aktivovany protein C

dbSNP — databaze SNP

F2 — koagulaéni faktor Il, protrombin

F5 — koagulaéni faktor V

FVL —V Leiden faktor

HWE — Hardy-Weinbergovo equilibrium

O.R. — odds ratio (pomér Sanci)

p — frekvence ,major” alely

P.A.R. — population attributable risk
(populaéni atributivni riziko)

PCR — polymerazova retézova reakce
(polymerase chain reaction)

q — frekvence ,minor* alely

rs — reference SNP ID

SERPIN E1 — serpin peptidase inhibitor, clade E

(inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1))

SNP — single nucleotide polymorphism
TEN — tromboembolicka nemoc
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