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Molekularné genetické vysetreni vybranych
sekvencnich variant genl asociovanych s rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni

FV (Leiden, R2)
Fll-protrombin (G20210A)
MTHFR (C677T, A1298C)
B-fibrinogen (-455G>A)
FXIII (V34L)

PAI-1 (4G/5G)

GPllla (L33P)
ApoB(R3500Q)

ApoE E2/E3/E4

ACE (I/D)

Kardiovaskularni choroba (CVD) je obecné pouzivanym terminem pro onemocnéni srdce a
cévniho systému. K dnesnimu dni je znam velky pocet genetickych zmén, u nichz byla bud
prokdzana, nebo se prfedpoklada spojitost se vznikem kardiovaskularnich onemocnéni. V
kombinaci s dal$imi rizikovymi faktory, jak negenetickymi (koufeni, nadvaha, dietni ndvyky, vék,
nedostatecny pohybovy rezim, pozitivni amamnéza), tak genetickymi (soucasna pfitomnost vice
mutaci ¢i polymorfism( najednou), se riziko rozvoje choroby dale zvysuje. Genetickd predispozice
k CVD muze byt zplsobena vyskytem mutaci a polymorfism( v celé fadé gent kédujicich proteiny
Ucastnicich se predevsim procesu srazeni krve (koagulaéni faktory), fibrinolyzy, regulace krevniho
tlaku, ale také metabolismu lipidG a homocysteinu. Mutace v téchto genech mohou byt pfi¢inou
celozivotné zvySeného rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Mezi kandidatni geny,
jejichz urcité sekvencni varianty mohou byt asociovany s rozvojem CVD, patfi geny pro:

koagula¢ni faktor V (FV)

faktor Il (protrombin)

faktor X1l (FXIII)

5,10 — metylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR)
angiotensin konvertujici enzym (ACE)

B - fibrinogen (FGB)

desti¢kovy glykoprotein llla (GPIlla)

inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI - 1)
apolipoprotein B (Apo B) a apolipoprotein E (Apo E)
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Koagulac¢ni faktor V — FV (Leiden, Cambridge a R2
mutace)

(OMIM 227400)
Faktor V je kofaktorem pro pfeménu protrombinu na trombin.

Leidenska mutace ve faktoru V: G1691A nebo také Arg506GIn (R506Q), tato mutace postihuje
kriticka Stépna mista proteinu s naslednym ovlivnénim jeho aktivity. Relativni riziko vzniku
trombdz hlubokych Zil je u heterozygotnich prenasect 5 — 10 x vyssi nez u bézné populace, u
homozygotl je toto riziko az 80 x vyssi.

R2 mutace ve faktoru V: A4070G nebo také His1299Arg (H1299R). FV R2 zvysuije riziko Zilni
trombozy zvlasté ve spojeni s Leidenskou mutaci (uvadi se az 10x vyssi riziko trombdzy), rovnéz
se uvadi, ze pramérny vék prvni tromboembolické pfihody je o 6 let nizsi u jedinc, ktefi jsou
heterozygoti pro FV Leiden a FV R2.

Koagulaéni faktor Il = FIl protrombin (mutace G20210A)

(OMIM 176930)
Protrombin je inaktivnim prekurzorem trombinu.

Mutace G20210A je asociovana se zvySenou hladinou protrombinu. Heterozygotni prenaseci maji
0 30 % zvySenou hladinu plazmatického protrombinu a 2-3x vyssi riziko trombdzy hlubokych zil. S
uvedenou mutaci je rovnéz spojovano zvysené riziko vzniku mozkové a hluboké zilni trombozy,
plicni embolie. Riziko dale narlsta predevsim v téhotenstvi, operativnich zakrocich, imobilizaci,
koureni, obezité atd.

Enzym metylentetrahydrofolat reduktazu - MTHFR
(C677T, A1298C)

(OMIM 607093)
MTHFR se Ucastni regulace metabolismu homocysteinu.

Heterozygoti a homozygoti nesouci uvedené sekvencni varianty mivaji redukovanou aktivitu
tohoto enzymu (homozygoti nesouci mutaci C677T maji cca 30% aktivitu enzymu MTHFR oproti
jedincm bez mutace), kterd m(ize vést k hyperhomocysteinémii (OMIM 236250), ktera patfi mezi
rizikové faktory kardio- a cerebrovaskularnich chorob, rovnéz vysoka hladina homocysteinu mize
vést k defektlim neurdlni trubice béhem prenatalniho vyvoje.
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Koagulaéni faktor XIII = FXIII (V34L)

(OMIM 134570)

Faktor XIII hraje duleZitou roli pfi stabilizaci krevnich srazenin diky schopnosti sesitovat fibrinova
vlakna (uc¢inkem aktivovaného faktoru XIII (FXIlla) a v pfitomnosti Ca2+ dochazi k tvorbé pevnych
pricnych vazeb mezi jednotlivymi vlakny fibrinu a vytvari se tak trojrozmérna sit stabilniho,
mechanicky odolného nerozpustného fibrinu) Polymorfismus V34L (Val34Leu) v genu FXIII se
vyskytuje zhruba u 23 % kavkazské populace; V34L zplisobuje pred¢asné vycerpani
pozménéného proteinu z krevniho obéhu, coz snizuje tvorbu nerozpustného fibrinu a tak maze
mit antitromboticky efekt.

Desti¢kovy glykoprotein Il — GPIlla (L33P)

(OMIM +173 470)

Integrin beta-3 gen (ITGB3) kdduje glykoprotein llla (GPIlla), podjednotku destickového
membranového receptorového komplexu GPIIb/GPllla

Komplex GPIIb/GPllla fidi shlukovani desticek, nebot funguje jako receptor pro fibrinogen (také
pro fibronektin a von Willebrand(v faktor).

Sekvencni varianta L33P: zaména tyminu (T) za cytosin (C) v nukleotidové pozici 1565 genu
GPllla, tato zdména nukleotidu zplsobuje zdménu aminokyseliny leucinu (L) za prolin (P) v pozici
33 proteinu.

NejCastéjsi varianta genu nesouciho v pozici 33 proteinu GPllla aminokyselinu leucin je znama
pod oznacenim Pl A1 (HPA - 1a).

Varianta genu nesouciho v pozici 33 proteinu GPllla aminokyselinu prolin je znama pod
oznacenim Pl A2 (HPA - 1b), touto zaménou dochazi ke zménam v prostorovému usporadani
proteinu.

Frekvence vyskytu PI(A2) je zhruba 15% v béloSské populaci.

Varianta Pl (A2) mize zvySovat riziko tromboembolickych komplikaci u korondrni srde¢ni
choroby, rovnéz byla pozorovana vyssi frekvence vyskytu této varianty u rodin s ¢etnymi infarkty
myokardu.

Spolecny vyskyt varianty 4G v genu pro PAI-1 a PI(A2) muze zvySovat riziko infarktu myokardu.
L33P je také zodpovédna za neonatalni alloimunitni trombocytopeniia postransfizni purpuru.

Angiotensin konvertujici enzym — ACE (polymorfismus
/D)

(OMIM +106180)

ACE preméniuje angiotensin | na angiotensin Il hraje dilezitou roli v regulaci krevniho tlaku.
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Hladina ACE v plazmé se mize u zdravych osob liSit az pétindsobné; uvadi se,ze az 50 % této
variability je zplisobeno uvedenym polymorfismem.

Frekvence vyskytu DD genotypu se v celkové populaci uvadi 27 %.

Genotyp D/D genotyp je spojen vyssi hladinou ACE v séru a rizikem vzniku ischemické choroby
srdecni (ICHS).

B-fibrinogen — FGB (-455G>A)
(OMIM 134830)

Fibrinogen je plasmaticky glykoprotein — molekulu tvofi dimer slozeny z fetézct q, B, y
(kddovanymi tfemi riznymi geny)

Fibrin je dllezity pro vazbu krevnich desti¢ek; mutace -455 G—A: zdména guaninu (G) za adenin
(A) v pozici -455 promotorové oblasti genu kodujiciho FGB

Mutace je asociovana se zvySenou hladinou plasmatického fibrinogenu u obou pohlavi a tato
vys$sSi koncentrace v krvi byva spojovana i s nékterymi chorobami napf. cerebrovaskularnimi.

Inhibitor aktivatoru plazminogenu — PAI-1 (4G/5G)

(OMIM 173360)
PAI-1 je soucasti fibrinolytického systému a hraje dilezitou roli v kontrole koagulace.

Vaze se na tkanovy plasminogen a inhibuje aktivaci plasminogenu.

Polymorfismus 4G/5G: jedna se o deleci/inzerci jednoho guanosinu (G) v pozici -675 v
promotorové oblasti genu PAI-1. 4G alela je asociovana se zvySenou transkripci genu PAI-1 a
zvySenou hladinou plasmatického PAI-1 proteinu. Homozygoti s genotypem 4G/4G maji hladinu
plasmatického PAI-1 0 25% vy$si nez homozygoti s genotypem 5G/5G. Vyssi hladina
plasmatického PAI-1 je asociovana s progresi koronarniho syndromu a rozvojem infarktu
myokardu. U téhotnych Zen s genotypem 4G/4G je pozorovan vyssi vyskyt komplikaci b&hem
téhotenstvi.

Apoliporotein B — ApoB (R3500Q)
(OMIM 107730)
Uskutecnuije transport lipidd v séru ve formé lipoproteinovych komplext (LDL).

ApoB ma kliovy vyznam pro vazbu na LDL receptory.
Gen ApoB koéduje dvé formy apolipoproteinu (jedna forma je syntetizovana v hepatocytech (ApoB-
100) a druha v epitelidlnich stfevnich burikach (ApoB 48).
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Sekvenéni varianta R3500Q: zdména guaninu (G) za adenin (A) v nukleotidové sekvenci na pozici
10708 genu kddujiciho ApoB, tato zaména nukleotidu zplisobuje zdménu aminokyseliny argininu
(R) za glutamin (Q) v pozici 3500 proteinu. Pro spravnou funkci proteinu je nutné spravné slozeni
proteinu — nutnd vzajemna interakce argininu (R) v pozici 3500 a tryptofanu v pozici 4369
proteinové sekvence — mutace R3500Q ma za nasledek nespravné slozeni proteinu a tim i snizeni
vazebné schopnosti pro LDL receptor, coz ma za ndsledek zvyseni hladiny na cholesterol
bohatych LDL ¢astic. Frekvence této mutace se v kavkazské populaci pohybuje v rozmezi 1:500 -
1:700.

Defekt ApoB-100 je pficinou hypercholesterolemie (tzv. FDB- familiarni defekt apolipoproteinu-B -
autozomalné dominantniho onemocnéni).

Apoliporotein E — ApoE (E2/E3/E4)

(OMIM 107741)

Protein podilejici se na transportu, skladovani a metabolismu cholesterolu.

€4 — existuje tedy 6 moznych genotypU: 3/3, 4/3, 3/2, 4/4, 4/2 a 2/2- sefazeny od nejcastéjsiho
po nejméné Casty).

Jednotlivé izoformy se lisi ve dvou mistech v aminokyselinové sekvenci (v pozici 112 a 158) E2
ma v proteinu na obou pozicich cystein, E3 ma v sekvenci proteinu cystein a arginin, E4 ma v
proteinové sekvenci na obou pozicich arginin.

NejCastéji vyskytujici se alelou je alela €3.

Alela €4 je spojovana se zvySenou hladinou plasmatického cholesterolu a tim i zvySenym rizikem
ICHS.

Rovnéz mnohé studie ukazuji, ze alela €4 je spojena s vyssim rizikem rozvoje Alzheimerovy
choroby (AD) a snizenim priimérného véku zac¢atku choroby (~65% pacientl s AD nese alespon
jednu alelu €4 a 12-15% jsou homozygoti nesoci alelu €4/ €4, v bézné populaci je frekvence
homozygotl nesoucich alelu €4 ~ 1-3%).

Alela €2 ma nizsi afinitu pro LDL receptor a je asociovana s hyperlipoproteinemii typu ll.

V nasi laboratofi vySetfované mutace a polymorfismy:

v genu pro koagulaéni fakor V — FV Leiden — (R506Q) — FV R2 — (H1299R)
v genu pro faktor Il = FIl (protrombin) — G20210A

v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR) — C677T, A1298C
v genu pro faktor XIII (FXIII) — V34L

v genu pro angiotensin konvertujici enzym (ACE) - Ins/Del

v genu pro B- fibrinogen (FGB) — -455 G>A

v genu pro destickovy glykoprotein llla (GPllla) — L33P

v genu pro inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI -1) — 4G/5G (-675delG)
v genu pro apolipoprotein B (Apo B) - R3500Q

v genu pro apolipoprotein E (Apo E) — E2/E3/E4
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Material pro vysetreni:

= 5mlvendzni krve odebrané do EDTA (krev s heparinem nelze pouzit!), oznacené
minimalné dvéma identifikacnimi symboly: jménem a datem narozeni (nebo rodnym
¢islem pacienta)

= vyizolovana DNA rozpusténa ve vodé nebo TE pufru, fadné oznacena 2 identifikaCnimi
symboly — jménem a rodnym Cislem pacienta

= prilozena zadanka specifikujici druh pozadovaného vysSetreni a obsahujici nezbytné udaje
o pacientovi a informovany souhlas pacienta s pozadovanym vysetifenim

Metoda detekce:

Multiplex polymeréazova fetézové reakce (PCR) s naslednou reverzni hybridizaci — kity CVD
StripAssayTM, CVD StripAssay TTM(ViennalLab).

Transport vzorku do laboratore:

Zajistén svozem CGB laboratore a.s. Vice info zde...

Délka trvani vySetieni a zplsob vydani zavérecné zpravy:

= pozadované vySetreni a vydani zavérecné zpravy je realizovano do 7-10 pracovnich dnt
po prevzeti vzorku

= v pfipadé vzorku s oznacenim STATIM je vySetfeni a vydani zavérecné zpravy provedeno
do 2-3 pracovnich dnl po prevzeti vzorku

= zavérecné zpravy o vysledku jsou z laboratore zasilany pisemné pouze zadavateli
vySetreni — |ékafi, opravnénému indikovat vySetreni



