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Abstrakt 

Přirozené inhibitory koagulace jsou významnou regulační složkou hemostázy. 

Vzhledem k množství funkcí nejen v regulaci hemostázy jsme se v této práci zaměřili 

konkrétně na protein S (PS) a práci jsme rozdělili do tří dílčích částí. Cílem první části 

bylo nalézt kauzální mutace v genu PROS1 u kohorty pacientů s vrozeným deficitem 

PS pomocí Sangerova sekvenování a metody MLPA (multiplex ligation-dependent 

probe amplification). Deficit PS je významným známým rizikovým faktorem pro 

vznik žilní trombózy, nicméně vzhledem k struktuře PS lze formulovat hypotézu, že 

mutace v určitých částí PS budou rizikovější než v jiných. Proto jsme dále analyzovali 

vliv polohy mutace na riziko trombózy u v této kohortě pacientů s vrozeným deficitem 

PS. V druhé části práce bylo naším cílem popsat pozorované získané deficity PS u 

kohorty pacientů Ústavu hematologie a krevní transfuze Praha s hematologickými 

malignitami. Na závěr ve třetí části bylo cílem ověřit stabilitu PS a dalších 

koagulačních parametrů v podmínkách zmražené plazmy, což má důležitý přesah jak 

do každodenní laboratorní praxe, tak pro diagnostiku deficitu PS. 

 Kauzální mutace v genu PROS1 byla nalezena u 73/79 (92 %) pacientů. Celkem 

bylo identifikováno 34 různých mutací, z nichž 15 nebylo dosud popsáno. Výskyt 

mutací nevykazuje soustředění v žádné oblasti genu.  Velkou deleci metodou MLPA 

jsme identifikovali u 3 rodin (7 %), což odpovídá výskytu delecí popsanému v 

literatuře. Dále jsme zjistili, že poloha mutace v SHBG (sex-hormone binding 

globulin) doméně PS je nezávislým rizikovým faktorem pro vznik trombózy a pacienti 

s těmito mutacemi také prodělali trombózu v mladším věku. U pacientů se získaným 

deficitem se aktivita PS signifikantně lišila mezi skupinami podle diagnózy 

s největším podílem patologických hodnot u pacientů s akutní myelomonocytární 

leukémií. V poslední části práce jsme prokázali dostatečnou stabilitu všech 

sledovaných parametrů včetně proteinu S, pokud byly uchovávány alespoň při -80 °C 

a zmražení probíhalo šokově. Při těchto podmínkách byly sledované parametry stabilní 

po dobu 6 měsíců, kromě krátkodobé anomálie na začátku skladování, kdy APTT, PS 

aktivita a PS volný antigen byly zvýšené nad nejistotu metody a po určité době se 

vrátily na úroveň výsledků z čerstvé plazmy (pouze vzorky skladované při -80 °C a 

méně). 
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 Tato práce potvrzuje význam PS a jeho molekulární diagnostiky pro lepší odhad 

rizika trombózy u pacientů s vrozeným deficitem a zároveň ukazuje, jakým směrem 

by mohly být v budoucnu zaměřeny studie tohoto multifunkčního přirozeného 

inhibitoru koagulace.  

Klíčová slova: Protein S, přirozené inhibitory koagulace, žilní tromboembolismus, 

SHBG doména, deficit proteinu S, riziko trombózy 
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Abstract 

Physiological anticoagulants play a significant regulatory role in hemostasis. Due to 

numerous functions not only in hemostasis regulation, we focused specifically on 

protein S (PS) in this work, which we divided into three parts. The aim of the first part 

was to identify causal mutations in the PROS1 gene in a cohort of patients with 

inherited PS deficiency using Sanger sequencing and multiplex ligation-dependent 

probe amplification (MLPA). PS deficiency is a significant known risk factor for 

venous thrombosis; however, considering the structure of PS, we hypothesized that 

mutations in certain parts of PS would carry larger thrombotic risk than in others. 

Therefore, we further analyzed the influence of mutation position on thrombosis risk 

in this cohort of patients with inherited PS deficiency. In the second part of the work, 

our goal was to describe the observed acquired PS deficiencies in a cohort of patients 

from the Institute of Hematology and Blood Transfusion in Prague with hematological 

malignancies. Finally, in the third part, the aim was to verify the stability of PS and 

other coagulation parameters in frozen plasma conditions, which has important 

implications for both daily laboratory practice and the diagnosis of PS deficiency. 

 Causal mutations in the PROS1 gene were found in 73/79 (92%) patients. A total 

of 34 different mutations were identified, 15 of which had not been described 

previously. The distribution of mutations does not show clustering in any region of the 

gene. We identified a large deletion using the MLPA method in 3 families (7%), 

corresponding to the occurrence of deletions described in the literature. Furthermore, 

we found that the mutation location in the sex-hormone binding globulin (SHBG) 

domain of PS is an independent risk factor for thrombosis, and patients with these 

mutations also experienced thrombosis at a younger age. In patients with acquired 

deficiency, PS activity significantly differed between groups according to diagnosis, 

with the highest proportion of pathological values observed in patients with acute 

myelomonocytic leukemia. In the last part of the work, we demonstrated sufficient 

stability of all monitored parameters, including protein S, if stored at least at -80°C 

and snap-frozen. Under these conditions, the monitored parameters remained stable 

for 6 months, except for short-term anomalies at the beginning of storage, when APTT, 

PS activity, and free PS antigen were elevated above the method's uncertainty and 
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eventually returned to the level of results from fresh plasma (only samples stored 

at -80°C or lower). 

 This work confirms the significance of PS and its molecular diagnostics for 

better thrombosis risk estimation in patients with inherited deficiency and indicates 

future directions for studies of this multifunctional physiological coagulation inhibitor. 

Keywords: Protein S, physiological anticoagulants, venous thromboembolism, SHBG 

domain, protein S deficiency, thrombotic risk 
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Seznam zkratek 
Ag – antigen, množství 

APC – aktivovaný protein C (activated protein C) 

APTT – aktivovaný parciální tromboplastinový test (activated partial thromboplastin 

time) 

AT – antitrombin (antithrombin) 

BCR/ABL – fúzní gen protoonkogenu ABL s genem BCR, tzv. Filadelfský chromozom 

C1-inh – C1-esterázový inhibitor (C1-esterase inhibitor) 

C3b – fragment b složky komplementu C3 

C4b – fragment b složky komplementu C4 

C4BP – C4 vazebný protein (C4 binding protein) 

cDNA – komplementární DNA syntetizovaná podle mRNA (complementary DNA) 

CI – interval spolehlivosti (confidence interval) 

CO2 – oxid uhličitý (carbon dioxide) 

COVID-19 – koronavirové onemocnění 2019 (coronavirus disease 2019) 

CV – variační koeficient (coefficient of variation) 

dbSNP – databáze jednonukleotidových polymorfismů (single nucleotid polymorhism 

database) 

DIC – diseminovaná intravaskulární koagulopatie (disseminated vascular coagulopathy) 

DVT – hluboká žilní trombóza (deep vein thrombosis) 

EGF – epidermální růstový faktor (epidermal growth factor) 

F… – faktor (koagulační faktor), římské číslice označují konkrétní faktor 

F…a – aktivovaná forma koagulačního faktoru, římské číslice označují konkrétní faktor 

FAB – French-American-British klasifikace leukémií 

FPS – volný antigen PS (free protein S antigen) 

Gas6 – Growth Arrest Specific protein 6 

HBS – vazebné místo pro heparin (heparin-binding site) 

HCII – heparinový kofaktor II (heparin cofactor II) 

HGMD – The Human Gene Mutation Database 

HIF1 – hypoxií indukovaný faktor 1 (hypoxia-induced factor 1) 

HIV – virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus) 

χ2 – chí kvadrátový test (chi-square test) 

IL-6 – interleukin 6 
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IQR – interkvartilní rozptyl (interquartile range) 

ISTH – International Society of Thrombosis and Hemostasis 

K1, K2, K3 – Kunitz domény TFPI-α 

KO – knock-out 

LG – laminin G 

MLPA – multiplex ligation-dependent probe amplification 

NCBI – National Center for Biotechnology Information 

NF-κB – nukleární faktor kappa B (nuclear factor kappa B) 

NGS – sekvenování nové generace (next-generation sequencing) 

NO – oxid dusnatý (nitric oxide) 

OR – odds ratio 

PC – protein C 

PE – plicní embolie (pulmonary embolism) 

PS – protein S 

PSD – deficit proteinu S (protein S deficiency) 

PZ – protein Z 

RS – reakční místo (reactive site) 

RTK – receptorová tyrosin kináza (receptor tyrosin kinase) 

SERPINy – rodina inhibitorů serinových proteáz (serine protease inhibitors) 

SHBG – globulin vážící pohlavní hormony (sex hormone-binding globulin) 

SLE – systémový lupus erytematodes (systemic lupus erytematodes) 

SVT – povrchová žilní trombóza (surface vein thrombosis) 

TAFI – trombinem aktivovaný inhibitor fibrinolýzy (thrombin activared fibrinolysis 

inhibitor) 

TAM – rodina tyrosinkinázových receptorů Tyro-3, Axl, Mer 

TAMR – TAM receptorové kinázy 

TF – tkáňový faktor (tissue factor) 

TFPI – inhibitor cesty tkáňového faktoru (tissue factor pathway inhibitor) 

TLR – toll-like receptor  

TM – trombomodulin (thrombomodulin) 

TSR – trombin senzitivní oblast PS (thrombin sensitive region) 

ÚHKT – Ústav Hematologie a Krevní Transfuze 

VTE – žilní tromboembolismus (venous thromboembolism) 
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1. Teoretický úvod 

1.1 Regulace hemostázy 

Hemostáza je proces, který udržuje integritu krevního oběhu při poranění. Zástava 

krvácení je při fyziologických podmínkách pečlivě regulována jak prokoagulačními, 

tak antikoagulačními a fibrinolytickými mechanismy. Pro řádné fungování tohoto 

procesu jsou nezbytné buněčné povrchy, především povrchy krevních destiček a 

endotelových buněk, stejně jako koagulační proteiny obsažené v plazmě. Interakce 

mezi aktivovanými krevními destičkami a koagulačními proteiny spolu s integrovanou 

amplifikací koagulační kaskády vedou k hemostatické reakci, která probíhá rychle (v 

řádu minut) a je lokalizována na místě poranění.  

 Cévní stěna je důležitým účastníkem a také regulátorem hemostázy. Probíhají 

zde mechanismy zodpovídající za první linii obrany proti vzniku trombózy, jako je 

syntéza oxidu dusnatého (NO) a prostacyklinu (Ignarro et al. 1987). Po poranění cévní 

stěny jsou kolagen a tkáňový faktor (TF) odhaleny proudu krve, což nastartuje jednak 

aktivaci a akumulaci destiček na místo poranění, a přes cestu tkáňového faktoru také 

generaci trombinu. Tato prvotní expozice je důležitým stimulem a proto je endoteliální 

dysfunkce jedním z hlavních rizikových faktorů trombózy (Lerman a Zeiher 2005). 

 Klasický model koagulace byl kategorizován na vnější cestu (iniciovanou 

TF/FVIIa), vnitřní cestu (iniciovanou kontaktem s negativně nabitými povrchy) a 

cestu společnou, která pokračuje od aktivace FX. Tento systém byl takto rozčleněn 

podle chování plazmatických koagulačních faktorů in vitro, nicméně jedná se o 

rozdělení umělé a nedostatečně popisující děje probíhající in vivo. 

 Aktuální model koagulace je založen na umístění na buněčném povrchu a 

zahrnuje tři fáze: iniciační, amplifikační a propagační. Tyto fáze se částečně 

překrývají. Proces koagulace začíná na buňkách s exponovaným TF a na povrchu 

aktivovaných destiček. V iniciační fázi jsou tyto buňky (a jejich části, tzv. 

mikropartikule) vystaveny koagulačním faktorům v oběhu. Dále jsou rekrutovány 

destičky, které se aktivují a adherují na místo poranění (De Caterina et al. 2013). TF 

tvoří komplex s FVIIa, který cirkuluje v plazmě částečně v aktivované formě. Tento 

komplex pak za přítomnosti vápníku rychle aktivuje FIX na FIXa a FX na FXa, což 
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vygeneruje stopové množství trombinu. V amplifikační fázi toto malé množství 

trombinu slouží jako signál pro další aktivaci destiček a současně jako induktor pro 

jejich agregaci. Na povrchu destiček trombin lokálně aktivuje FV, FVIII a FXI. 

V propagační fázi pak FVIIIa na destičkovém povrchu vytvoří komplex s FIXa 

(tenáza) a FVa s FXa (protrombináza), které významně urychlují tvorbu FXa, 

respektive trombinu. FXa vázaný na FVa je chráněný proti inhibici jak pomocí TFPI, 

tak antitrombinu (viz dále). Až v této propagační fázi vzniká dostatečné množství 

trombinu, aby mohl být fibrinogen přeměněn na nerozpustnou fibrinovou síť. Tato 

amplifikační kaskáda má potenciál vytvořit až 1000 molekul trombinu na jednu 

molekulu FXa. Trombin zároveň funguje ve zpětnovazebné smyčce, kdy sám zvyšuje 

svoji tvorbu pomocí aktivace FXI a kofaktorů FV a FVIII. Je také důležitý pro vznik 

pevné fibrinové sítě, neboť aktivuje FXIII (transglutaminázu), který stabilizuje 

vzniklou sraženinu crosslinkováním fibrinových vláken kovalentní vazbou. Trombin 

také aktivuje TAFI (trombinem aktivovaný inhibitor fibrinolýzy), čímž zabraňuje 

předčasné fibrinolýze. 

 Pokud patologické procesy překonají regulační mechanismy hemostázy, vede to 

k nadbytečné tvorbě trombinu a vzniku trombózy, která vede k zánětu cév a poškození 

tkání (Furie a Furie 2008). Naštěstí k tomu obvykle nedochází, neboť koagulace je 

regulována řadou mechanismů: rozředěním prokoagulantů v proudu krve, eliminací 

aktivovaných faktorů retikuloendoteliálním systémem (převážně v játrech), a regulací 

aktivovaných prokoagulantů a krevních destiček pomocí přirozených 

antikoagulačních drah a současně působící fibrinolýzy. Většina těchto regulačních 

systémů je také lokalizována na površích vaskulárních endoteliálních buněk a 

aktivovaných destiček, což umožňuje souběžné působení prokoagulačních i 

antikoagulačních mechanismů přímo v místě poškození. (Lane et al. 2005).  

 Trombóza je jedním z nejčastějších příčin úmrtí ve vyspělém světě. Dělí se podle 

lokalizace na arteriální a žilní trombózu, ta pak dále na povrchovou (SVT) a hlubokou 

žilní trombózu (DVT). Pokud se patologický trombus uvolní a zablokuje plicní oběh 

nebo mikrocirkulaci jiného orgánu (např. mozku), mluvíme o embolii, souhrnně se 

tomuto stavu pak říká žilní tromboembolismus (VTE). Rizikových faktorů, které 

přispívají ke vzniku trombózy je velké množství a dají se rozdělit na vrozené a získané. 

Vrozenými rizikovými faktory jsou například mutace FV Leiden, mutace protrombinu 
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G20210A, deficit antitrombinu, proteinu C nebo proteinu S (Mateo et al. 1997; 

Margaglione et al. 1998; Crowther a Kelton 2003; Dahlbäck 2008). Mezi nejčastější 

získané rizikové faktory patří například předchozí anamnéza trombózy, recentní 

chirurgický výkon, infekce, přítomnost centrálního žilního katetru, trauma, dlouhá 

imobilizace, nádorová onemocnění, těhotenství, myeloproliferativní syndrom, užívání 

orálních kontraceptiv, antifosfolipidový syndrom a další (Martinelli 2001; Heit et al. 

2002; Ocak et al. 2013). U většiny pacientů, kteří prodělají VTE je přítomen více než 

jeden rizikový faktor zároveň, například při hospitalizaci po ortopedické operaci, která 

vede k delší imobilizaci, přičemž nejčastějším spouštěčem trombózy je probíhající 

akutní infekce (Rogers et al. 2012). 

1.2  Přirozené inhibitory koagulačních faktorů 

Tato dizertační práce je zaměřená na přirozené inhibitory koagulace, jejichž popis a 

funkce jsou předmětem této kapitoly. Přirozené inhibitory se podle cílové fáze účinku 

mohou rozčlenit do několika skupin. 

Inhibitory iniciační fáze koagulace: 

• TFPI (Tissue factor pathway inhibitor, Inhibitor cesty tkáňového faktoru) – 

TFPI je inhibitor serinových proteáz, který obsahuje Kunitz domény, což jsou 

evolučně konzervované domény bohaté na cysteiny (Mast 2016; Mishra 2020). 

Tento antikoagulační protein působí v počáteční fázi koagulace dvěma způsoby, a 

to zablokováním aktivity komplexu TF-FVIIa a přímou inhibicí FXa. Obě tyto 

aktivity jsou významně amplifikovány vazbou Proteinu S na molekulu TFPI (viz 

dále). Je primárně syntetizován endotelem. TFPI cirkuluje v plazmě ve volné 

formě (TFPI-α), která tvoří 10-20 % celkového plazmatického TFPI, a ve zkrácené 

formě (TFPI-β) vázané na lipoproteiny s nízkou hustotou a na povrchové 

glykosaminoglykany endotelu, která tvoří ~80 % celkového plazmatického TFPI. 

Plazmatická koncentrace TFPI se zvyšuje po intravenózním podání heparinu díky 

uvolňování endoteliálního TFPI-β, což může přispívat k antitrombotickým 

účinkům heparinu. Nicméně většina antikoagulačního potenciálu leží ve volné 

formě TFPI-α, která obsahuje domény schopné vázat své kofaktory: Protein S a 

FV (Maroney a Mast 2015). 
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• C1 esterázový inhibitor – C1-inh je členem rodiny inhibitorů serinových proteáz 

(SERPINy). Je syntetizován v játrech. C1-inh inhibuje FXIIa, FXIa a prekalikrein, 

a také primárně komplementové proteázy C1r a C1s. 

Inhibitory amplifikační fáze koagulace: 

• Aktivovaný Protein C (APC) – Dráha proteinu C je významný zpětnovazebný 

mechanismus tlumící tvorbu trombinu v amplifikační a propagační fázi koagulace. 

Protein C je vitamin K-dependentní enzym syntetizovaný v játrech. V plazmě 

cirkuluje jako zymogen a je aktivován trombinem vázaným na trombomodulin 

(TM), integrální membránový protein na povrchu endoteliálních buněk. Trombin 

svojí vazbou na TM projde drastickou změnou substrátové specifity: ztrácí 

všechny své prokoagulační funkce (např. aktivaci krevních destiček, přeměnu 

fibrinogenu na fibrin) a místo toho získává schopnost aktivovat protein C (Esmon 

et al. 1982). Zároveň je díky vazbě na endoteliální povrch přes TM tato změna 

specificity lokalizovaná přímo do místa vzniku sraženiny. Primární úlohou APC je 

inaktivovat FVa a FVIIIa, které jsou nezbytné pro účinnou tvorbu trombinu, 

respektive aktivaci FX (Clouse a Comp 1986). Inhibiční účinek APC je zesílen 

jeho kofaktorem proteinem S, vitamin K-dependentním glykoproteinem (viz dále). 

Faktor Va je nejprve velmi rychle štěpen pomocí APC na Arg506 a poté už 

pomaleji na Arg306 a Arg679. Štěpení peptidové vazby na Arg506 způsobuje 

odhalení míst štěpení na Arg306 a Arg679. FV štěpený na pozici 506 zároveň 

slouží jako kofaktor spolu s proteinem S pro další štěpení FVa a FVIIIa. Vrozený 

nebo získaný nedostatek proteinu C může vést k trombofilii (zvýšený sklon k 

trombóze).  

• Protein S (PS) – Protein S (pojmenován po Seattlu ve státě Washington, kde byl 

poprvé izolován) cirkuluje ve dvou formách. Ve volné formě je aktivní jako 

antikoagulant; ve vázané formě je v komplexu s C4b vazebným proteinem (C4BP) 

systému komplementu, resp. jeho izoformou která obsahuje β podjednotku, a je 

převážně neaktivní. C4b vazebný protein je reaktant akutní fáze, jehož koncentrace 

se zvyšuje při zánětlivých stavech; v důsledku toho je za těchto podmínek snížena 

aktivita volného proteinu S, čímž se zvyšuje riziko trombózy. Protein S má široké 

spektrum funkcí, ať už antikoagulačních nebo jiných, které budou detailněji 
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popsány v dalším textu. Vrozený nebo získaný nedostatek proteinu S může taktéž 

vést k trombofilii.  

Inhibitory propagační fáze koagulace: 

• Antitrombin – AT je nejvýznamnějším z rodiny inhibitorů serinových proteáz 

(SERPINy) zasahujících v procesu koagulace. Představuje přibližně 80 % veškeré 

inhibiční aktivity plazmy na trombin (Perry 1994). Neutralizuje většinu enzymů 

koagulační kaskády: primárně trombin (FIIa) a FXa, dále pak v menší míře FIXa, 

FXIa a FXIIa tím, že s nimi tvoří ekvimolární, ireverzibilní komplexy. AT má dvě 

aktivní místa, reakční centrum (Arg393-Ser394) a vazebné místo pro heparin 

umístěné na N-konci proteinu. Antikoagulační aktivita AT je amplifikována 

heparansulfátem (glykosaminoglykan nacházející se na endoteliálních površích), 

obsahující pentasacharidovou sekvenci, která zprostředkovává jeho vazbu na AT. 

Vazba endogenních (nebo exogenních) heparinů na vazebné místo heparinu na AT 

vyvolá konformační změnu, čímž jej „aktivuje“ a urychlí jeho inaktivaci srážecích 

faktorů 1000 až 4000krát. (Marcum et al. 1984) Celý povrch vaskulárního systému 

je pokryt endoteliálními buňkami, které jsou potaženy aktivovaným AT a 

připraveny k rychlé inaktivaci jakéhokoli přebytku trombinu v celkovém oběhu. 

Potenciál tohoto systému je umocněn zejména v mikrocirkulaci, ve které může být 

1 ml krve vystaven až 5000 cm2 povrchu endotelu. 

• Heparin kofaktor II (HCII) – HCII je inhibitor serinových proteáz kódovaný 

genem SERPIND1, patří tedy do stejné rodiny proteinů jako antitrombin a 

alfa-1-antitrypsin (Tollefsen et al. 1982). HCII je silným inhibitorem trombinu, ale 

oproti antitrombinu vykazuje jen velmi malou inhibiční aktivitu vůči FXa. Jeho 

deficit nezpůsobuje trombofilii, nicméně má velkou roli v udržování homeostázy 

a jeho hladiny a tím inhibiční potenciál trombinu se zvyšují v graviditě. 

• Protein Z (PZ) – slouží jako kofaktor pro inhibici faktoru Xa inhibitorem proteáz 

závislým na proteinu Z (ZPI). ZPI je člen rodiny inhibitorů serinových proteáz 

(SERPINů), který obsahuje ve svém reakčním centru tyrosin. PZ cirkuluje v 

plazmě v komplexu se ZPI. Inhibice faktoru Xa pomocí ZPI v přítomnosti 

fosfolipidů a Ca2+ je urychlena až 1000krát při současné vazbě PZ, ale ZPI také 

inhibuje faktor XIa v procesu, který nevyžaduje PZ, fosfolipidy nebo Ca2+ (G. J. 

Broze 2001). 
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 Další text bude věnován převážně proteinu S (PS), vzhledem k jeho množství 

funkcí jak v regulaci hemostázy, tak jeho signalizační a regulační funkce mimo 

hemostázu. 

1.3  Struktura proteinu S 

Protein S je vitamin K-dependentní jednořetězcový glykoprotein o hmotnosti přibližně 

75 kDa, jehož preproprotein obsahuje 676 aminokyselin a finální funkční protein po 

všech post-translačních modifikacích obsahuje 635 aminokyselin. PS je kódován 

genem PROS1, který se nachází v blízkosti centromery na chromozomu 3 v oblasti 

3q11.2 (Watkins et al. 1988). Gen PROS1 obsahuje 15 exonů (16 s alternativním 

transkriptem), které kódují jednotlivé domény PS (Schmidel et al. 1990).  

 Plazmatický PS je syntetizován převážně hepatocyty (Biron-Andréani et al. 

2010), dále endoteliálními buňkami (Fair et al. 1986), megakaryocyty (Ogura et al. 

1987), Leydigovými buňkami (Malm et al. 1994) a také osteoblasty (Maillard et al. 

1992).  V plazmě cirkuluje v koncentraci ~20-25 µg/ml (300-350 nmol/L), přičemž až 

2,5 % z tohoto množství je lokalizováno v alfa granulích destiček, kde se vyskytuje PS 

syntetizovaný výlučně megakaryocyty. 

 Jako všechny vitamin K-dependentní proteiny tak i PS pro svou biologickou 

aktivitu vyžaduje karboxylaci glutamátových (Glu) zbytků. Tento proces zabezpečuje 

γ-glutamylkarboxyláza, která s pomocí redukované formy vitaminu K provádí adici 

CO2 molekuly ke γ-uhlíku kyseliny glutamové, čímž vzniká γ-karboxyglutamátový 

(Gla) zbytek na N-konci proteinu (Furie et al. 1999). Oblast obsahující více Gla zbytků 

se nazývá Gla doména. Ta umožňuje proteinu vazbu vápenatých iontů a tím 

zprostředkovává vazbu na fosfolipidové povrchy.  

 Exon 1 kóduje signální peptid (ak 1–24) a exon 2 propeptid (ak 25–41), které 

jsou oba proteolytickým štěpením odstraněny před sekrecí proteinu. Finální 

sekretovaný protein obsahuje již zmíněnou N-terminální Gla doménu (ak 42–86) 

kódovanou exony 2 a 3, která je klíčová pro vazbu proteinu na negativně nabité 

fosfolipidové povrchy. Tato vazba vyžaduje konformační změnu Gla domény 

způsobenou navázáním Ca2+ iontů, která odhalí hydrofobní strukturu umožňující 

pevnější a stabilnější vazbu na fosfolipidy (Stenflo 1999). 
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 Exon 4 kóduje trombin senzitivní oblast (ak 87–113) obsahující místa, která 

mohou být štěpena trombinem a FXa. Tato trombin senzitivní oblast (TSR) je bohatá 

na cysteinové zbytky tvořící disulfidové můstky a umožňující formaci smyčky, která 

stabilizuje sousední Gla doménu (Giri et al. 1998). Štěpení PS trombinem/FXa v této 

oblasti vede ke ztrátě jeho APC-kofaktorové antikoagulační aktivity (Dahlbäck et al. 

1986; Long et al. 1998), nicméně jeho afinita k fosfolipidovým povrchům zůstává 

zachována (Borgel et al. 2001). Vliv štěpení na TFPI-kofaktorovou funkci nebyl dosud 

objasněn. Štěpení PS pomocí FXa je významně inhibováno v přítomnosti FVa a může 

být dalším ze způsobů, kterými FVa přispívá k regulaci koagulace po iniciační fázi.  

 Další oblast obsahuje čtyři epidermal growth factor (EGF)-like domény, což jsou 

evolučně konzervované domény nacházející se ve velkém množství plazmatických 

proteinů a v extracelulárních částech membránových receptorů. Tato oblast je 

kódována exony 5–8 (ak 114–283). Ve třech z EGF-like domén byly zmapovány 

oblasti obsahující vazebná místa pro Ca2+ ionty, které po navázání způsobují v těchto 

doménách konformační změnu a tím zesilují antikoagulační funkce PS (Dahlbäck et 

al. 1990). Bylo dříve popsáno, že afinita k Ca2+ je podmíněna právě přítomností 

několika tandemově se opakujících EGF-like domén, což naznačuje, že domény 

navzájem amplifikují svoji vazebnou afinitu k Ca2+. 

 Naopak C-terminální oblast je unikátní pro PS v rámci plazmatických vitamin 

K-dependentních proteinů. Exony 9–15 (ak 284–676) kódují C-terminální oblast, která 

se nazývá SHBG-like (sex hormone-binding globulin) oblast. Ta se skládá ze dvou 

laminin-G-like (LG) domén, které se vyskytují u některých multidoménových proteinů 

extracelulární matrix a bazální laminy jako jsou laminin, perlecan a agrin, nebo také 

signálních plazmatických proteinů, např. Gas6 a SHBG. V této oblasti je několik 

důležitých N-glykosylačních míst, které ovlivňují biologický poločas PS a jejich 

mutace vedou k deficitu PS (D. Lu et al. 1997). SHBG-like oblast je kriticky důležitá 

pro mnoho proteinových interakcí. Nachází se zde vazebná oblast pro C4BP; PS se 

váže na β-podjednotku C4BP v ekvimolárním množství s afinitou ~0.1 nmol/L 

(Schwalbe et al. 1990). Přesné aminokyseliny, které zprostředkovávají vazbu 

v molekule PS nejsou známy, nicméně bylo prokázáno, že na interakci se podílí obě 

LG domény (Linse et al. 1997; Fernández et al. 1998). Dále se zde nachází vazebná 

místa pro TFPIα, konkrétně v LG1 doméně (Reglińska-Matveyev et al. 2014; Somajo 
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et al. 2015). Tyto dvě vazebné oblasti se pravděpodobně částečně překrývají a bylo 

potvrzeno, že vazba PS na C4BP blokuje afinitu k TFPIα (Teraz-Orosz et al. 2022) a 

tím i tuto kofaktorovou funkci PS. 

1.4  APC-kofaktorová funkce PS 

Mechanismus inhibice tvorby trombinu pomocí APC v propagační fázi koagulace je 

popsán výše. Protein S je pro tuto funkci nezbytným kofaktorem. V jeho přítomnosti 

je proteolýza FVa na Arg306 urychlena 20-30krát, zatímco na Arg506 pouze 1-5krát 

(Rosing et al. 1995). Přesný mechanismus urychlení reakce za přítomnosti PS však 

není dosud objasněn. Celý proces je lokalizován na fosfolipidových površích, je tedy 

obtížné jej nasimulovat tak, aby stericky odpovídal tomu, jak probíhá in vivo. Jedním 

z možných mechanismů je schopnost PS zvyšovat afinitu APC k fosfolipidům (Walker 

1981), přičemž v kombinaci s FVa je tato afinita zvýšena ještě více (Smirnov et al. 

1998). Bylo dokonce prokázáno, že toto zvýšení afinity je ve funkčních testech dáno 

větším dílem přítomností FVa než PS, jde tedy v podstatě o zpětnovazebnou regulační 

smyčku inaktivace FVa (Gierula et al. 2019). Pro interakci PS s APC jsou důležité 

především proximální domény PS (Gla-TSR-EGF1-EGF2) (Ahnström et al. 2011; 

Andersson et al. 2010; Mille-Baker et al. 2003), stejně tak pro tvorbu inhibičního 

komplexu APC-PS-FVa, která je nutná pro efektivní štěpení FVa.  

 Proteolýza FVIIIa je v přítomnosti PS urychlena pouze mírně (1,5krát). Nicméně 

zde se uplatňuje FV (v neaktivní podobě), který se chová jako synergistický kofaktor 

a spolu s PS urychluje inaktivaci FVIIIa. Tyto dva kofaktory společně urychlují 

štěpení až 11krát (Váradi et al. 1996). Kofaktorová funkce FV je také zvýšena 

předchozím štěpením APC na Arg506. Na rozdíl od APC-kofaktorové funkce PS ve 

zprostředkování štěpení FVa, pro tuto synergistickou kofaktorovou inaktivaci FVIIIa 

je důležitý především SBHG-region PS, kde bylo identifikováno místo interakce s FV 

(Nyberg et al. 1998). PS vázané na C4BP má výrazně sníženou APC-kofaktorovou 

funkci jak pro inaktivaci FVa tak FVIIIa. C4BP jednak stericky ztěžuje vazbu PS do 

inaktivačního komplexu a dále blokuje svou vazbou na SHBG-like oblast místa 

interakce PS s FV (Nyberg et al. 1998). 
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1.5  TFPI-α kofaktorová funkce PS 

Další funkcí PS je jeho kofaktorová úloha v aktivitě TFPI, který reguluje vnější cestu 

aktivace koagulace. TFPI inhibuje přímo FXa a blokuje aktivaci FX a FIX skrz tvorbu 

komplexu TF/FVIIa/FXa/TFPI. Tuto aktivitu vykazuje pouze volná celořetězcová 

izoforma TFPIα, protože oproti zkrácené TFPI-β izoformě obsahuje tři Kunitz domény 

(K1, K2 a K3) v distální části proteinu a zásaditý C-terminální konec. U TFPI-β je tato 

distální část nahrazena glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvou, která ho 

lokalizuje na povrch endotelových buněk (George J. Broze a Girard 2012). TFPI-α 

tvoří 10-20 % z celkové plazmatické hladiny TFPI (1,4-2,5 nmol/L) a také je 

uvolňován z destiček po jejich aktivaci. PS je kofaktorem výhradně TFPI-α 

(plazmatického i destičkového), protože k této funkci vyžaduje vazbu na K3 doménu 

TFPI. PS urychluje přímou inhibici FXa 4-10krát (Tilman M. Hackeng et al. 2006), 

což je vzhledem k velmi nízké koncentraci TFPI-α kritické. Vazbou na PS se totiž 

inhibiční konstanta TFPI-α pro FXa dostane na hodnotu, kdy už je schopen vázat 

substrát. PS zároveň slouží jako kofaktor TFPI-α v inhibici TF-FVIIa komplexu a jím 

zprostředkované tvorby FXa a FIXa, tuto inhibici urychluje cca 9krát (Peraramelli et 

al. 2014). Přesný mechanismus, kterým PS urychluje inhibiční aktivitu TFPI-α není 

znám, nicméně jsou data ukazující na roli PS v lokalizaci komplexu na fosfolipidové 

povrchy s navázaným FXa (Wood et al. 2014). 

 Hladina TFPI-α v plazmě je asociována s hladinou PS, kdy pacienti s deficitem 

volného PS vykazují zároveň snížené hladiny TFPI-α. Bylo prokázáno, že TFPI-α 

cirkuluje v plazmě vázaný na PS s vysokou afinitou (Castoldi, Simioni, et al. 2010). 

PS vázaný na C4BP je také z této vazby blokován, vzhledem k tomu, že vazebná místa 

pro TFPI se nachází v SHBG-like oblasti PS, konkrétně v LG1 doméně. 

 V recentních studiích bylo objeveno, že PS není jediným kofaktorem TFPI-α. 

FV (ne FVa) hraje v inhibici pomocí TFPI také významnou roli, kde působí jako 

synergistický kofaktor s PS a zároveň také váže volné TFPI-α v plazmě a tím 

zpomaluje jeho odbourávání (Wood et al. 2017). Kromě pomáhání v přímé inhibici 

FXa lokalizací na fosfolipidové povrchy, PS a FV dokážou také synergisticky 

urychlovat inhibici tvorby protrombinázy vlivem TFPI-α. Stejnou funkci jako FV, ale 

s až 100krát vyšší afinitou, vykazuje izoforma FV nazývaná FV-short, která vzniká 
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alternativním splicingem způsobujícím vystřižení velké části B-domény FV. Tato 

izoforma byla objevena v souvislosti s mutacemi v genu pro FV způsobujícími 

onemocnění East Texas bleeding disorder, kde je tato izoforma více exprimována a 

způsobuje cca 10násobné zvýšení hladiny TFPI-α v plazmě. Nicméně izoforma FV-

short se v malém množství vyskytuje i u zdravých jedinců v koncentraci, která přesně 

odpovídá koncentraci TFPI-α v plazmě, což ukazuje na jejich interakci (Vincent et al. 

2013). Tato interakce ale nebyla experimentálně potvrzena kvůli tomu, že neexistuje 

metoda specifická pouze pro FV-short. Také není jasné, jak toto pozorování zapadá do 

předchozích dat o interakci volného TFPI-α a PS v plazmě.  

 Kromě APC a TFPI kofaktorových funkcí byla u PS objevena i nezávislá 

antikoagulační funkce, kdy PS přímo inhibuje aktivitu protrombinázy a vnitřní tenázy 

(Chattopadhyay et al. 2012; van Wijnen et al. 1996; T. M. Hackeng et al. 1994). Tato 

inhibiční aktivita není ovlivněna vazbou PS na C4BP, naopak vázaný vykazuje 

efektivnější inhibici než volný PS (Heeb et al. 2004). Inhibice je zprostředkována 

především Gla doménou a TSR oblastí, důležitá je pro tuto aktivitu také vazba Zn2+ 

iontů na molekulu PS (Fernandes et al. 2010). 

1.6  Role Proteinu S v imunitní odpovědi 

Protein S má primárně antikoagulační funkci, ale bylo objeveno že v určitých situacích 

plní také signalizační funkci. PS byl identifikován jako ligand pro unikátní 

receptorovou rodinu tyrosinkináz označovanou jako TAM (Tyro-3, Axl, Mer) (Lemke 

a Rothlin 2008). Receptor tyrosin kinázy (RTK) jsou typy receptorů obsahující tyrosin 

kinázové podjednotky, a vazbou ligandu na extracelulární část dochází k jejich 

dimerizaci a aktivaci kinázové aktivity. RTK regulují množství buněčných procesů od 

diferenciace až po buněčnou smrt. TAM receptorové kinázy (TAMR) jsou 

exprimované v mnoha buněčných typech, např. buňky imunitní (dendritické a NK 

buňky, makrofágy), nervové, reprodukčního systému (Sertoliho buňky varlat), 

v retinálních epitelových buňkách a v buňkách vaskulární hladké svaloviny a 

v endotelu. Dalším ligandem pro TAMR je Gas6 (growth-arrest-specific 6), což je 

glykoprotein s vysokou homologií s PS (∼44 % aminokyselin a stejné doménové 

uspořádání, postrádá TSR oblast), ale nevykazující jinou než signalizační funkci (Stitt 

et al. 1995). Důležitá je homologie C-terminální SHBG-like oblasti, která je nezbytná 

pro vazbu a aktivaci TAMR (Sasaki et al. 2002). 
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 TAM receptory jsou důležitými inhibitory vrozené imunity, což bylo prokázáno 

na myších s knockoutovanými (KO) TAMR geny. Tyto myši měly sníženou 

zánětlivou reakci zprostředkovanou makrofágy a dendritickými buňkami (Rothlin et 

al. 2007). U těchto myší byla také pozorována větší frekvence výskytu a vážnější 

průběh různých autoimunitních stavů (chronický zánět, infiltrace lymfocytů ve všech 

tkáních, vysoká hladina cirkulujících protilátek a příznaky syndromu podobnému 

systémovému lupusu). To naznačuje signifikantní tlumivý vliv TAMR signalizace na 

regulaci TLR (toll-like receptory) a jimi indukovanou tvorbu cytokinů (Q. Lu a Lemke 

2001). 

 Je několik důkazů pro roli PS jako negativního regulátoru zánětu. PS 

signifikantně snižuje aktivaci dendritických buněk přes TLR signalizaci (Rothlin et al. 

2007). Dále bylo prokázáno, že PS výrazně snižuje expresi prozánětlivých cytokinů u 

wild-type makrofágů stimulovaných LPS (lipopolysacharidem) oproti makrofágům 

bez TAMR (Deng et al. 2012). Hladiny PS jsou snížené například u pacientů se SLE 

(systémový lupus erytematodes), u nich je také větší výskyt anti-PS protilátek (Keeling 

et al. 1990; Song et al. 2000), nebo u pacientů s chronickými zánětlivými 

onemocněními střev, kde byly hladiny významně nižší než u zdravých kontrol 

(Kempton et al. 2001; Aadland et al. 1992; Koutroubakis et al. 2000). Tato data ukazují 

na důležitost PS/Mer/P13/Akt/NF-κB signalizační osy v down-regulaci transkripce 

prozánětlivých cytokinů v makrofázích a dendritických buňkách.  

1.6.1 Role proteinu S v apoptóze 

Apoptóza (programovaná buněčná smrt) je mechanismus, kterým se organismus 

kontrolovaně zbavuje starých a opotřebovaných buněk. Odstraňování apoptotických 

buněk je důležité pro prevenci uvolňování toxických a imunogenních zbytků do okolí 

a tím limitování nekontrolovaného šíření zánětu. Toto odstraňování je úlohou 

fagocytujících buněk, především tkáňových makrofágů (deCathelineau a Henson 

2003). TAM receptorové kinázy v této funkci hrají významnou roli, neboť jejich vazba 

na PS zprostředkovává rozpoznávání apoptotických tělísek makrofágy. Buňky 

prodělávající apoptózu exprimují na svém povrchu fosfatidylserin, na který se váže PS 

skrz Gla doménu. TAMR na fagocytujících buňkách rozpoznává přes N-terminální 

imunoglobulinovou doménu SHBG-like oblast PS a způsobí tím aktivaci fagocytární 
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aktivity (Anderson et al. 2003). Tato funkce se zdá být dílem převážně Mer RTK (Scott 

et al. 2001). 

 Dalším možným mechanismem, jak PS může pomáhat při odstraňování 

apoptotických tělísek je přes komplement. PS vázaný na β-podjednotku C4BP nijak 

neovlivňuje jeho schopnost vázat C4b/C3b na jeho α-podjednotky. U vázaného PS je 

však stále přístupná Gla doména, která je schopná vázat negativně nabité fosfolipidy 

a existuje hypotéza, že PS tímto umožňuje komplementovému systému lokalizaci na 

membránové povrchy, například cílené na fosfatidylserin apoptotických a 

nekrotických buněk (Dahlbäck 2011; Schwalbe et al. 1990; Dahlbäck 2018). Nicméně 

proti tomu jde zjištění, že PS-C4BP vázané na povrch buněk může také vázat C4b a 

lokálně tím inhibovat fagocytózu zprostředkovanou komplementem (Kask et al. 2004). 

1.7  Role proteinu S v integritě endotelu 

PS a Gas6 jsou syntetizovány v endotelových buňkách v buňkách cévní hladké 

svaloviny (Fair et al. 1986; Benzakour a Kanthou 2000). Důležitost PS v regulaci 

vaskulogeneze a angiogeneze byla prokázána fenotypem myší s KO PROS1 -/-, u 

kterých byla objevena kromě letální koagulopatie také vaskulární dysgeneze, 

způsobená defektním vývojem cévního systému z primární cévní sítě, a dále narušení 

hematoencefalické bariéry s poškozením mozku (Saller et al. 2009; Burstyn-Cohen et 

al. 2009). Přesný mechanismus regulace není znám, nicméně pravděpodobně do něj 

zasahuje osa PS/Axl a PS/Mer, které regulují vaskulogenezi. 

 Recentní studie dále ukazují, že PS hraje důležitou roli v ochraně integrity 

hematoencefalické bariéry přes Tyro3 a sfingosin-1-fosfátový receptor v mozkovém 

endotelu a zmírňuje poškození v důsledku hypoxie a ischemie (Zhu et al. 2010). 

PS/Tyro3 dráha zde ve výsledku snižuje proapototické působení vyvolané ischemií a 

tím ochraňuje neurony před poškozením (Zhong et al. 2010). 

1.8  Protein S v karcinogenezi a metastatickém procesu 

Nádorové buňky jsou v neustálém a komplexním kontaktu se svým okolím, tedy 

nádorovým mikroprostředím, koagulačním systémem, destičkami a cévním 

endotelem. Důležitost provázanosti mezi nádorem a hemostatickým systémem je 
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známa už přes 150 let, a od té doby se nastřádalo velké množství klinických dat, která 

ukazují, že pacienti s pokročilým a metastatickým nádorovým onemocněním mají 

zvýšené riziko trombotických chorob, embolie či diseminované intravaskulární 

koagulopatie (DIC) (Varki 2007). Diagnóza malignity společně s trombózou (až do 1 

roku mezi diagnózami) je asociována s vyšším stupněm malignity a horší prognózou 

(Falanga et al. 2012). 

 Fyziologická role PS v karcinogenezi byla podpořena velkým množstvím studií. 

PS je exprimován v mnoha různých typech lidských nádorových buněk, například u 

lymfomů (Anderson et al. 2003), plicních karcinomů (Wimmel et al. 1999), 

papilárních karcinomů štítné žlázy (Chung et al. 2012) a high-grade karcinomů 

prostaty (Saraon et al. 2012). U karcinomu prostaty je PS over-exprimován až při 

vyšších stádiích onemocnění a přidání lidského PS k buňkám karcinomu prostaty 

navíc zvýšilo jejich migrační a metastatický potenciál v porovnání s neošetřenými 

buňkami (Saraon et al. 2012). 

 Několik studií také doložilo že i TAMR jsou ve velkém množství lidských 

malignit over-exprimovány a hrají důležitou roli v migraci, invazi a metastáze 

selektivní modulací exprese aktinu a molekul zprostředkovávající buněčnou adhezi 

(Linger et al. 2008). I přes to není jasné, jak v těchto případech PS aktivuje TAMR 

signalizaci a čím konkrétně ovlivňuje mobilitu buněk. 

1.9  Vrozený deficit proteinu S 

Deficit proteinu S (PS deficiency, PSD) byl poprvé popsán u rodiny s opakovanými 

těžkými žilními trombózami v roce 1984 (H. P. Schwarz et al. 1984). Existence 

deficitu proteinu S je přímým důkazem ukazující jeho důležitost v regulaci generace 

trombinu. Vrozený PSD je vzácné autosomálně dominantně dědičné onemocnění a 

v heterozygotní formě vede ke zvýšenému riziku žilního tromboembolismu (VTE) i 

v mladším věku. Vrozený PSD je častější ve východoasijské populaci než v kavkazské 

populaci (frekvence výskytu ~0,03–0,13 % v Evropě (ten Kate a van der Meer 2008) 

a ~0,48–0,63 % v japonské populaci (Adachi 2005)). U pacientů s trombózou je 

odhadovaná prevalence PSD kolem 2-5 % a u pacientů selektovaných pouze 

z trombofilních rodin je to pak 2-13 % (Seligsohn a Lubetsky 2001). Nosiči 
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homozygotní nebo dvojité heterozygotní mutace se mohou projevit už v raném dětství 

masivní koagulopatií až purpurou fulminans s nutností substituční terapie.  

 Vrozený deficit proteinu S se rozděluje podle fenotypu do tří typů. Typ I 

(kvantitativní), kde jsou snížené hodnoty volné i celkové formy PS, typ II 

(kvalitativní), kde je snížena pouze APC-kofaktorová aktivita PS a množství volné i 

celkové formy je v normálním rozmezí, a typ III (smíšený), kde je snížené množství 

volné frakce, ale celkové množství je zachováno. V literatuře je popsáno mnoho 

případů, kdy stejná mutace způsobuje fenotypy I a III v jedné rodině, přičemž typ III 

se v těchto rodinách častěji objevuje u starších pacientů (Castoldi, Maurissen, et al. 

2010). Volný antigen PS je doporučován jako screeningová metoda oproti aktivitě PS, 

nicméně pokud je používán výhradně volný antigen, může docházet 

k poddiagnostikování funkčních deficitů PS (Bereczky et al. 2016). Naopak screening 

pouze stanovením aktivity PS také není vhodný, protože ne všechny jsou ale spolehlivé 

vzhledem k interferencím, například přítomnosti FV Leiden. 

 Je známo velké množství různých typů mutací v genu PROS1 způsobujících 

PSD, nicméně oficiální databáze ISTH vydala poslední aktualizaci před více než 20 

lety (Gandrille et al. 2000), množství známých mutací v literatuře objevených od té 

doby bude tedy výrazně vyšší. Například ve volně dostupné databázi mutací HGMD 

(The human gene mutation database) (Stenson et al. 2017) je k datu prosince 2023 

uvedeno 509 známých mutací v genu PROS1. Většina pacientů je zachycena 

trombofilním screeningem po prodělané trombóze nebo plicní embolii (PE), 

preemptivní screening se provádí pouze u gravidních osob nebo při pozitivní rodinné 

anamnéze. Limitací laboratorního vyšetření jsou možné interference způsobené 

antikoagulační léčbou a preanalytickými faktory (Persson et al. 2003). Existují i 

polymorfismy v genu PROS1 které mohou ovlivňovat hladinu PS, nicméně většinou 

nezpůsobují zvýšené riziko trombózy. Nejčastějším polymorfismem v kavkazské 

populaci je PS Heerlen (záměna S501P), která snižuje hladinu volného PS, nicméně 

jeho vliv na riziko trombózy je sporný (Bertina et al. 1990; Suchon et al. 2017). 

V japonské populaci je nejčastějším polymorfismem PS Tokushima (záměna K196E), 

která je rizikovým faktorem pro žilní trombózu (Miyata et al. 2009). 

 V literatuře je také známo velké množství případů, kdy u pacientů s PSD bez 

nalezené mutace byly objeveny velké delece nebo duplikace. Segregační analýzou 
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byly tyto změny nepřímo odhaleny i při negativitě PCR a poté potvrzeny metodou 

MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification). Tato metoda se osvědčila 

jako výborný prvek screeningu u pacientů, kde se nepodařilo nalézt mutaci i přes 

zjevný vrozený původ onemocnění (segregace PSD v rodině). Prevalence velkých 

delecí/duplikací u pacientů s PSD je reportována různě a je uváděna mezi 5 % 

(Alhenc-Gelas et al. 2016) a 10 % (Castoldi, Maurissen, et al. 2010), u 

vyselektovaných pacientů s PSD bez nalezené bodové mutace to pak může být až 33 % 

(Pintao et al. 2009). 

1.10  Získaný deficit proteinu S 

Hladina proteinu S je ovlivněna různými faktory a jejich kombinace může vést až ke 

klinicky vyjádřenému deficitu PS. Získaný deficit je častější než vrozený, je proto 

nutné testy na hladiny PS opakovat alespoň s tříměsíčním odstupem po prvním záchytu 

pro odlišení krátkodobých vlivů. 

 Protein S je fyziologicky snížen v graviditě, nejvíce ve třetím trimestru, protože 

jeho tvorba je down-regulována hladinou estrogenů, konkrétně 17-beta-estradiolu 

(Suzuki et al. 2010). Stejným principem je ovlivněna hladina PS u osob užívajících 

kombinovaná orální kontraceptiva obsahující estrogen. Naopak u kontraceptiv 

obsahujících pouze některé typy progestinu je hladina PS zvýšena (Hughes et al. 

2007). Celkové PS roste s věkem, a u žen navíc PS stoupá díky klesající produkci 

estrogenů po menopauze (Ellery et al. 2018). 

 Dále je pozorováno významné snížení hladin PS u nefrotického syndromu, kdy 

dochází se zvýšeným ztrátám volné frakce PS ledvinami. Pak může být hladina PS 

snížena při léčbě vitamin-K antagonisty (např. warfarin), také akutně po trombotické 

příhodě nebo při DIC, kdy dochází k jeho konzumpci. Snížení hladiny PS bylo také 

pozorováno u mnohočetného myelomu (Deitcher et al. 1996) a u některých virových 

onemocnění. Získaný deficit PS je relativně častou komplikací infekcí HIV-1 (Sim et 

al. 2022; Stahl et al. 1993), varicella (Nguyên et al. 1994), dengue (Wills et al. 2002) 

a také SARS-CoV-2 (Stoichitoiu et al. 2020). U HIV-1 pacientů je deficit PS 

nejčastější koagulační abnormalitou, objevuje se až u 76 % pacientů a koreluje se 

sníženým počtem T-lymfocytů a progresí do syndromu získaného imunodeficitu 

(Bissuel et al. 1992). U případů HIV, varicelly, mnohočetného myelomu a leukémie 
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(Miljić et al. 2000) byla také vzácně popsána tvorba anti-PS autoprotilátek, které 

způsobují zvýšený clearance PS a způsobují těžké trombózy. 

 Deficit PS u pacientů s COVID-19 byl pozorován vícero studiemi, které 

potvrdily korelaci přítomné koagulopatie s tíží onemocnění a horším outcomem 

(Stoichitoiu et al. 2020; Baicus et al. 2021; White et al. 2021). Možných mechanismů, 

kterými může COVID-19 způsobovat deficit PS je několik. Nejpravděpodobnějším 

mechanismem je jeho zvýšená konzumpce díky obecně protrombotickému stavu při 

těžkém COVID-19. To podporuje pozorování konzumpce většiny koagulačních 

faktorů a fibrinogenu (Devreese 2021). COVID-19 je také asociován s lokální a 

systémovou zánětlivou odpovědí, což zahrnuje dysregulaci PS/Gas6-TAM RTK osy a 

aktivaci až hyperaktivaci komplementu. V recentních studiích bylo ukázáno, že jednak 

koncentrace Gas6 a AxlTK byly zvýšeny u pacientů s horším outcomem (Morales et 

al. 2021), a zároveň koncentrace volné MerTK byla snížena u pacientů s rychlejším 

odezněním nemoci (Tonello et al. 2022). PS zde sledován nebyl, nicméně jeho role 

jako ligand obou RTK je zde také důležitá. Dále díky hyperaktivaci komplementu, 

který je hlavní hnací silou trombózy a zánětu při COVID-19, lze předpokládat i větší 

konzumpci volného PS díky zvýšenému vychytávání C4BP komplexů na membrány 

apoptotických buněk a obecně větší vychytávání PS na různé proteiny se kterými při 

tomto vysoce zánětlivém stavu interaguje (Sim a Wood 2022). 

 Dalším mechanismem deplece PS při onemocnění COVID-19 může být jeho 

přímé štěpení enzymy SARS-CoV-2 virionu. Virus syntetizuje několik cysteinových 

proteáz a jedna z nich, papain-like proteáza, byla in vitro schopná štěpit PS. Ruzicka 

et al. identifikovali možné štěpné místo v LG1 doméně, což by mělo za následek 

odštěpení ~80 % SHBG-like oblasti PS a tím znemožnění většiny funkcí PS (Ruzicka 

2020). Nicméně není jasné, jestli toto štěpení probíhá in vivo, protože ošetření PS 

poolovaným sérem obsahujícím tuto proteázu neukázalo detekovatelné štěpné 

produkty (Reynolds et al. 2021). 

 Dalším mechanismem může být snížená syntéza. Bylo prokázáno, že hypoxie a 

interleukin-6 (IL-6) downregulují syntézu PS v játrech, díky zvýšené stabilizaci 

transkripčního faktoru HIF1 (hypoxia-induced factor 1), který snižuje expresi PS (Pilli 

et al. 2018; Chatterjee et al. 2020). Také byla nalezena výrazně snížená exprese PS a 
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dalších antikoagulačních a fibrinolytických faktorů přímo v alveolech plic pacientů 

s COVID-19 (Mast et al. 2021). 

2. Cíle práce 

Z přirozených inhibitorů koagulačních faktorů jsme se v této práci zaměřili na 

protein S, především kvůli jeho širokému spektru funkcí a jeho významu v diagnostice 

trombofilií. Konkrétní cíle práce jsou:  

• Nalezení kauzálních mutací u kohorty pacientů s vrozeným deficitem PS. 

• Na základě nalezených mutací popsat genotyp a fenotyp pacientů s vrozeným 

deficitem PS v České republice a zjistit, zda se liší v porovnání s evropskou a 

světovou populací. 

• Stanovit vliv polohy mutace (SHBG oblast vs. non-SHBG) na riziko trombózy 

u těchto pacientů. 

• Popsat pozorované získané deficity PS u kohorty pacientů ÚHKT Praha 

s hematologickou malignitou v akutní fázi onemocnění a zanalyzovat, jak se 

lišila aktivita PS v závislosti na diagnóze.  

• Ověřit stabilitu PS a dalších koagulačních parametrů v podmínkách zmražené 

plazmy. 

3. Experimentální část 

3.1  Materiál a metody 

Detailní popis metod a materiálů použitých v této práci je obsažen v sekcích Materiál 

a metody vložených publikací. Zde je uveden pouze výčet použitých metod: 

• Stanovení aktivity proteinu S v plazmě – Publikace I a II 

• Stanovení volné formy proteinu S – Publikace I a II 

• Stanovení celkového množství proteinu S – Publikace I  

• Aktivovaný parciální tromboplastinový čas (APTT), protrombinový čas (PT), 

stanovení aktivity fibrinogenu, antitrombinu, faktoru VIII, stanovení množství 

D-Dimerů a fibrin/fibrinogen degradačních produktů v plazmě, 

ethanol-gelifikační test – Publikace II 



 30 

• Izolace DNA – Publikace I 

• Polymerázová řetězová reakce (PCR) – Publikace I 

• Sangerovo sekvenování – Publikace I 

• MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) – Publikace I 

• Statistická analýza – Publikace I a II 

 Vzhledem k přítomnosti vysoce homologního pseudogenu PROS2 (PROSP) na 

stejném lokusu jako PROS1 jsme museli před sekvenováním potvrdit, zda došlo 

k amplifikaci správného produktu. Toho bylo dosaženo zejména designem primerů, 

které u všech exonů obsahovaly sekvence unikátní pro PROS1. Účinnost tohoto kroku 

jsme verifikovali pomocí restrikčního štěpení amplifikovaného produktu enzymy, 

které měly restrikční místo buď pouze v genu PROS1, nebo pouze v pseudogenu. 

Tímto jsme předešli riziku ko-amplifikace obou genů. Pro predikci kauzální povahy 

nově objevených mutací jsme použili několik volně dostupných predikčních softwarů: 

Polyphen-2 (Adzhubei et al. 2013), PMut (López-Ferrando et al. 2017), 

MutationTaster2 (J. M. Schwarz et al. 2014), PROVEAN (Choi et al. 2012), 

SNPs&GO (Capriotti et al. 2013), HOPE (Venselaar et al. 2010) a VarSome (Kopanos 

et al. 2019). Pro splicingové mutace byl navíc použit program „Splice site prediction 

by Neural Network“ (Reese et al. 1997). Mutace byla označena jako patogenní, když 

alespoň 5 ze 7 použitých predikčních softwarů vyhodnotilo mutaci jako „disease-

causing“, tedy kauzální pro deficit PS. 

3.2  Shrnutí výsledků 

3.2.1 Přehled publikací a podíl práce doktoranda 

Publikace I: 

Fenclova Tereza, Matyskova Miloslava, Provaznikova Dana, Marecek Frantisek, 

Geierova Vera, Kovarova-Kudrnova Zuzana, Hrachovinova Ingrid. The impact of 

PROS1 mutation position on thrombotic risk in protein S-deficient patients. 

Research and practice in thrombosis and haemostasis. 2023 May 24;7(4):100194.  

doi: 10.1016/j.rpth.2023.100194. 

IF2023 = 4,6 
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Podíl doktoranda na práci: 

Měření hladiny a aktivity PS, genetická analýza, statistická analýza a příprava 

publikace. 

Publikace II: 

Fenclova Tereza, Marecek Frantisek, Hrachovinova Ingrid. Effects of frozen storage 

conditions and freezing rate on the stability of coagulation proteins in human 

plasma. Blood coagulation and fibrinolysis. 2023 Sep 1;34(6):377-384.  

doi: 10.1097/MBC.0000000000001239. 

IF2022 = 1,1 

Podíl doktoranda na práci: 

Příprava testované dárcovské plazmy, provádění koagulačních vyšetření, statistická 

analýza a příprava publikace. 

 

3.2.2 Genetika vrozeného deficitu PS  

V naší kohortě pacientů s vrozeným deficitem PS byla nalezena kauzální mutace u 

73/79 (92 %) pacientů a bylo nalezeno celkem 34 různých mutací, z toho 15 nebylo 

dosud v literatuře popsáno (přehled mutací viz tabulka 1 a 2). Z nalezených mutací 

bylo 14 nesmyslných (nonsense) mutací (4 frame shift – posun čtecího rámce, 4 

záměny za stop kodon, 6 sestřihových (splicingových)) a 19 záměnných (missense) 

mutací. Velká delece zahrnující exony 1-15 genu PROS1 byla nalezena metodou 

MLPA u 3 ze 43 rodin (7 %). Všechny nalezené mutace byly v heterozygotní formě. 

Ve dvou rodinách byly nalezeny současně dvě patogenní heterozygotní mutace 

lokalizované na stejné alele (dle společné segregace mutací v rodině), nejednalo se 

tedy o dvojité heterozygoty. 
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Tabulka 1: Přehled námi nově nalezených mutací, které nebyly dosud popsány 

v literatuře, ISTH databázi mutací, nebo ve volně dostupných databázích jako jsou 

NCBI dbSNP databáze a HGMD – The Human Gene Mutation Database. Uvedené 

hladiny PS představují probanda nebo u rodin se smíšeným fenotypem příbuzného 

s daným fenotypem. 

Číslo 

rodiny 
Mutace: p. cDNA: het.c. Místo 

PSD 

typ 

PS aktivita  

[M:65-140%; 

F:50-140%] 

PS Free Ag 

[M:70-148%; 

F:50-134%] 

PS Total Ag 

[M:75-140%; 

F:60-140%] 

Predikce 

29 Met1Ile 3G>C Ex1 I 26 4 32 patogenní 

5 Ser28Phefs*11 82dupT Ex2 I 34 24 49 patogenní 

28 Cys113Ser 338G>C Ex4 III 35 36 61 patogenní 

12, 13 Cys171Trp 513C>G Ex6 I 40 52 43 patogenní 

21 Gln173Lys 517C>A Ex6 III 23 31 62 patogenní 

19 Cys228* 684C>A Ex7 I 22 22 39 patogenní 

38 Glu304* 910G>T Ex9 I 20 34 32 patogenní 

41 IVS9+5G>A 965+5G>A In9 I 52 57 45 patogenní 

37 Pro416Alafs*22 1244dupA Ex11 I 27 29 49 patogenní 

17 Leu446Arg 
1336_1337del

insAG 
Ex12 I 27 16 24 patogenní 

35 Ala525Thr 1573G>A Ex13 I 27 17 30 patogenní 

4 IVS13+1 G>T 1644+1G>T In13 
I 

III 

11 

18 

6 

8 

24 

110 
patogenní 

3, 36 Gly621Asp 1862G>A Ex14 - 29 - - patogenní 

23 
Asp624Metfs*9 

(skipping Ex14) 
1645_1870del 

Ex14, 

In14 
I 34 28 62 -  

42 Asp652Gly 1955A>G Ex15 III - 20 60 patogenní 

Mutace byla označena jako patogenní, když alespoň 5 ze 7 použitých predikčních softwarů 

vyhodnotilo mutaci jako „disease-causing“, tedy kauzální pro deficit PS. 
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Tabulka 2: Přehled nalezených mutací, které jsou již známy v literatuře nebo volně 

dostupných databázích. Uvedené hladiny PS představují probanda nebo u rodin se 

smíšeným fenotypem příbuzného s daným fenotypem. 

Číslo 

rodiny 
Mutace: p. cDNA: het.c. Místo 

PSD 

typ 

PS aktivita  

[M:65-140%; 

F:50-140%] 

PS Free Ag 

[M:70-148%; 

F:50-134%] 

PS Total Ag 

[M:75-140%; 

F:60-140%] 

10† Glu67Ala 200A>C Ex2 I 32 30 48 

18 Thr78Met 233C>T Ex2 II 38 68 56 

43 IVS2+5G>A 234+5G>A In2 I 57 62 55 

39 Trp149* 446G>A Ex5 I 36 10 43 

6 Cys186Tyr 557 G>A Ex6 I 17 66 75 

11, 20, 22 Cys226Ser 676 T>A Ex7 I 46 61 56 

40 Tyr234Cys 701A>G Ex7 I 25 48 42 

14 IVS8-1G>A 728-1G>A In7 II 41 80 75 

16 Cys267Ser 800G>C Ex8 I 24 31 47 

9†, 10† Gly272Arg 814G>A Ex8 I 30 28 49 

2, 24, 27 Trp383Arg 1147T>C Ex10 I 24 21 43 

34 IVS10+1G>A 1155+1G>A In10 - 27 - - 

25, 33 IVS10+5G>A 1155+5G>A In10 - 25 - - 

30 Trp506* 1517G>A Ex13 - 29 - - 

1 Arg515Cys 1543C>T Ex13 
I 

III 

8 

11 

<10 

13 

18 

88 

9† Ser547Ilefs*9 1638dupA Ex13 I 26 25 50 

31 Thr617Ile 1850C>T Ex14 - 30 - - 

8, 26 Cys639Tyr 1916G>A Ex15 I 24 29 37 

7, 15, 32 - 
Delece ex. 

1-15ǂ 
Ex1-15 I 18 15 34 

† Tyto rodiny mají mutaci Gly272Arg dohromady s druhou patogenní mutací na stejné alele. 

ǂ Velká delece nalezená metodou MLPA. 

 Tabulky nalezených mutací neobsahují nalezené polymorfismy (SNP = single 

nucleotid polymorphism), které byly predikčními metodami vyhodnoceny jako 

benigní a vyskytovaly se u velkého procenta vyšetřovaných pacientů. Patří mezi ně 

námi nově nalezená varianta p.Val669Phe a už dříve popsaná synonymní varianta 

p.Pro667= (c.2001A>G), která je v populaci běžná a nezpůsobuje snížení hladiny PS 

(Castaman et al. 2007). 
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 U pacientů jsme prováděli sekvenační analýzu Sangerovou metodou paralelně 

s metodou MLPA vzhledem k očekávaným vyšším frekvencím velkých delecí, 

nicméně neobjevil se žádný případ potvrzené souběžné velké delece a kauzální bodové 

mutace. V jednom případě jsme metodou MLPA zachytili u pacienta s mutací 

c.200A>C (p.Glu67Ala) pozitivitu pro deleci exonu 2, ale zde se jednalo o interferenci, 

jelikož mutace se nachází na pozici nasedání próby pro exon 2. Výrobce udává, že 

pokud se takové interference vyskytnou, může být ve výsledné fragmentační analýze 

ovlivněna výška píku a toto nesprávně vyhodnoceno jako delece, i když ve skutečnosti 

jde pouze o nedostatečnou ligaci próby pro daný exon. Proto je důležité zároveň 

s analýzou MLPA provádět sekvenační analýzu celého genu pro vyloučení možných 

interferencí. 

 Většina nalezených mutací se u pacientů projevila fenotypem PSD typu I nebo 

smíšeným fenotypem I/III. Pouze dva pacienti vykazovali PSD typu II, z toho u 

jednoho byla nalezena mutace (p.Thr78Met), která byla už dříve spojována 

s fenotypem typu II (Rezende, Lane, Mille-Baker, et al. 2002; Alhenc-Gelas et al. 

2010). Druhý pacient má splicingovou mutaci v intronu 7 (c.728-1G>A), která byla 

popsána v databázi ClinVar, ale její vliv na funkci PS je nejasný. 

3.2.3 Vliv polohy mutace v PROS1 na riziko trombózy 

V publikaci I jsme se zabývali zhodnocením vlivu polohy záměnné (missense) mutace 

na riziko trombózy u pacientů s vrozeným deficitem PS. Kohortu pacientů s vrozeným 

PSD a nalezenou mutací jsme rozdělili do skupin podle polohy mutace na SHBG a 

non-SHBG, vzhledem k důležitosti této oblasti PS v jeho různých funkcích a vazbách 

na další proteiny. Zahrnuti byli pouze pacienti se záměnami (missense mutace), 

protože u ostatních typů mutací (frame-shift, záměny za stop kodon, splicingové, 

delece) je převažujícím fenotypem ztráta exprese, a tedy snížení syntézy, zatímco u 

záměnných mutací fenotyp není jasný.  

 Mezi SHBG a non-SHBG skupinami nebyl významný rozdíl ve věku ani pohlaví 

pacientů. Pacienti, kteří prodělali trombózu měli častěji mutaci v SHBG oblasti než 

mimo tuto oblast (69 % vs. 31,8 %; p = 0,008). Naopak se významněji nelišila míra 

pacientů, kteří prodělali trombózu v závislosti na přítomnosti mutace FV Leiden (31 % 

vs. 18,2 %; p = 0,30) a to i přes výrazně vyšší zastoupení v SHBG skupině (44,4 % vs. 
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4,2 %, p = 0,001), což naznačuje, že samotný FVL nebyl nezávislým rizikovým 

faktorem. Zároveň diverzita mutací uvnitř skupin byla dostatečná vzhledem k výskytu 

trombózy napříč skupinami, ani v jedné skupině nepřevažovala jedna mutace v počtu 

pacientů (5 různých mutací v SHBG skupině vs. 8 různých mutací v non-SHBG). 

 Multivariantní regresní analýzou těchto dvou skupin jsme prokázali, že poloha 

mutací v SHBG oblasti PS byla nezávislým rizikovým faktorem pro trombózu (OR 

5,17, CI 1,29 – 20,65). Pacienti v SHBG skupině měli také nižší aktivitu PS (medián 

27 %, IQR 20-29,5 vs. medián 37,5 %, IQR 25,8-44,3) a hladinu volného antigenu 

(medián 19 %, IQR 10-23 vs. medián 49,5 %, IQR 31-52,8) a zároveň se u nich 

trombóza objevovala v mladším věku (Obrázek 1, p = 0,018). 

Podrobnosti viz Publikace I. 

 

Obrázek 1: Kaplan-Meierova křivka intervalu do výskytu první trombózy u pacienta. 

Skupina pacientů s mutací v SHBG oblasti (tečkovaná čára) má kratší interval do 

výskytu trombózy, tedy se u nich vyskytuje v mladším věku, než u pacientů 

s mutacemi v non-SHBG oblasti (plná čára). 
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3.2.4 Získaný deficit PS u hematoonkologických pacientů 

Screening trombofilních rizikových faktorů je standardním postupem při příjmu 

pacientů na lůžkové oddělení a jednotku intenzivní hematologické péče na ÚHKT 

Praha. Provedli jsme centrovou retrospektivní analýzu, do které jsme zařadili všechny 

pacienty poprvé hospitalizované s hematoonkologickou malignitou v období mezi 

3.1.2013 a 31.12.2023. Následně jsme vyřadili všechny pacienty s nízkými hladinami 

proteinu C nebo jiných koagulačních faktorů, tedy pacienty s konzumpční 

koagulopatií, syntetickou jaterní dysfunkcí nebo dalšími stavy charakterizovanými 

globální poruchou koagulace. Finálně bylo do analýzy zahrnuto 1878 pacientů z čehož 

46 pacientů mělo ve vstupním trombofilním screeningu izolovanou patologickou 

aktivitu PS (<50 %). U těchto pacientů bylo také ve follow-upu potvrzeno, že se jedná 

o získaný deficit. Pokud follow-up nebyl možný z důvodu úmrtí pacienta nebo 

nemožnosti opakovat vyšetření PS z jiných důvodů, byla získaná povaha deficitu 

ověřena z předchozích vyšetření a z rodinné anamnézy. 

 Diagnózy pozorované u pacientů s patologickou aktivitou PS byly rozděleny do 

těchto skupin: 1) C920 – Akutní myeloblastická leukemie, 2) C925 – Akutní 

myelomonocytická leukemie, 3) C930 – Akutní monoblastická/monocytická 

leukemie, 4) C910 – Akutní lymfoblastická leukemie, 5) C921 – Chronická myeloidní 

leukemie (CML), BCR/ABL-pozitivní, 6) ostatní myelo/lymfoproliferativní 

onemocnění (např. polycytemia vera, primární myelofibróza, akutní promyelocytární 

leukémie, myelodysplastický syndrom, chronická lymfatická leukémie, jiné neurčené 

leukémie, atd.). 

 V analýze bylo zjištěno, že se mezi danými skupinách onemocnění významně 

lišily jak absolutní hodnota PS aktivity (p <0.001; Kruskal-Wallis test; Obrázek 2), tak 

proporce pacientů s patologickými hodnotami (p <0.001; χ2 test; Tabulka 3). Vůbec 

nejvyšší zastoupení pacientů s izolovanou patologickou PS aktivitou bylo ve skupině 

pacientů s akutní myelomonocytickou leukemii (37,5 %). Nepoměrné zastoupení 

pacientů s izolovaným získaným PS deficitem je demonstrováno na Obrázku 3, kdy 

pacienti s myelomonocytickou leukemii tvořili nejmenší skupinu pacientů, ale 

současně zaujímali významnou proporci ze všech patologických měření.  
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Tabulka 3: Porovnání skupin pacientů a podíl pacientů s patologickou aktivitou PS 

napříč definovanými skupinami diagnóz.  

Diagnóza C920 (1) C925 (2) C930 (3) C910 (4) C921 (5) Ostatní (6) Celkem 

Počet pacientů 380 16 22 132 167 1161 1878 

Počet s PS <50 % 10 6 1 9 14 6 46 

Aktivita PS [%] 
(medián, IQR) 

86 
(68-102) 

82 
(40-105) 

74 
(57-85) 

84 
(63-102) 

77 
(64-100) 

91 
(76-107) 

88 
(72-105) 

Podíl PS <50 v % 2,6 37,5 4,5 6,8 8,4 0,5 2,4 

IQR – interkvartilní rozptyl (interquartile range) 

 

Obrázek 2: Zobrazení hodnot aktivity PS v hodnocených skupinách diagnóz. 

Krabicový graf rozděluje data do kvartilů, střední dělení představuje medián a 

zvýrazněné body odlehlé hodnoty. 1) C920 – Akutní myeloblastická leukemie, 2) 

C925 – Akutní myelomonocytická leukemie, 3) C930 – Akutní 

monoblastická/monocytická leukemie, 4) C910 – Akutní lymfoblastická leukemie, 5) 

[%
] 

3 1 2 4 5 6 
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C921 – Chronická myeloidní leukemie (CML), BCR/ABL-pozitivní, 6) ostatní 

myelo/lymfoproliferativní onemocnění. 

 

Obrázek 3: Zastoupení patologické aktivity PS napříč skupinami pacientů. Modře 

jsou znázorněny procentuální proporce pacientů s normální PS aktivitou 

v jednotlivých skupinách počítané ze všech pacientů s normální PS aktivitou. Zeleně 

jsou znázorněny proporce pacientů s patologickou PS aktivitou (<50 %) v jednotlivých 

skupinách počítané ze všech pacientů s patologickou PS aktivitou. Součet jednotlivých 

sloupců je roven 100 % v rámci jedné barvy (tedy modré nebo zelené). 1) C920 – 

Akutní myeloblastická leukemie, 2) C925 – Akutní myelomonocytická leukemie, 3) 

C930 – Akutní monoblastická/monocytická leukemie, 4) C910 – Akutní 

lymfoblastická leukemie, 5) C921 – Chronická myeloidní leukemie (CML), 

BCR/ABL-pozitivní, 6) ostatní myelo/lymfoproliferativní onemocnění. 

1 2 3 4 5 6 
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3.2.5 Stabilita PS a dalších koagulačních parametrů ve zmražené plazmě 

Standardizované a kvalitní skladování zmražených vzorků je důležité jednak pro 

správné stanovení výsledku a také pro spolehlivou mezilaboratorní návaznost. Cílem 

analýzy popsané v publikaci II bylo jednak krátkodobé skladování, protože 

v hematologických laboratořích většinou nejsou speciální metodiky analyzovány 

z čerstvé plazmy ale z plazmy zmražené a uchovávané do doby, než bude stanovení 

provedeno. A dále také dlouhodobé skladování, zejména pro použití zmražené plazmy 

jako kontrolního materiálu. Vzhledem ke složité laboratorní diagnostice trombofilií 

obecně a PS konkrétně jsme vytipovali několik koagulačních parametrů, kterými jsme 

sledovali stabilitu biologických funkcí v čase v plazmě zmražené za různých 

podmínek. Sledovaná plazma byla rozdělena do skupin dle následujícího schématu:  

• A) plazma zmražená a uchovávaná v 1ml kryozkumavkách ponořených 

v tekutém dusíku (šokové zmražení)  

• B) plazma zmražená a uchovávaná v 1ml kryozkumavkách v mrazáku při 

teplotě -80 °C  

• C) plazma zmražená a uchovávaná v 1,8ml kryozkumavkách v mrazáku při 

teplotě -80 °C v horizontální poloze (větší plocha hladiny) 

• K) plazma zmražená v 1ml kryozkumavkách v lázni se suchým ledem (šokové 

zmražení) a uchovávaná v mrazáku při -40 °C 

• L) plazma zmražená a uchovávaná v 1ml kryozkumavkách v mrazáku 

při -40 °C na dně mrazáku (stabilní teplota) 

• M) plazma zmražená a uchovávaná v 1ml kryozkumavkách v mrazáku 

při -40 °C u víka mrazáku (fluktuující teplota) 

 Ve vzorcích směsné normální plazmy jsme prokázali dlouhodobou stabilitu po 

dobu maximálně 6 měsíců pro FVIII a PS, respektive 12 měsíců pro APTT, PT, 

fibrinogen a antitrombin, pokud byly uchovávány alespoň při -80 °C a zmražení 

probíhalo šokově. Ideálním způsobem skladování bylo ponoření v tekutém dusíku (až 

12 měsíců pro FVIII), nicméně tato metoda skladování není pro laboratoře běžně 

dostupná.  

 APTT vykazovalo anomálii, kdy v období 14 dnů po zmražení byly hodnoty 

testu zvýšené nad interval nejistoty metody (>1 CV) a po uplynutí tohoto období se 
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vrátily do hodnot, které odpovídaly měření z čerstvé nemražené plazmy. Toto zvýšení 

má potenciál ovlivnit analýzy, které jsou závislé na APTT, například lupus 

antikoagulant. Dále také byly zvýšené obě stanovení PS (aktivita a volný antigen) nad 

nejistotu metody během prvních dvou měsíců skladování ve všech teplotách (včetně 

kapalného dusíku), ale aktivita PS začala klesat po uplynutí 2 měsíců, zatímco PS 

antigen zůstal zvýšený. Toto zvýšení má potenciál ovlivnit výsledky pacientů, 

nicméně v tomto experimentu nebyly sledovány vzorky pacientů s PSD a sledované 

hodnoty normální plazmy se nevychýlily mimo kontrolní rozmezí. Vzhledem k tomu, 

že bylo vychýlení pozorováno u všech sledovaných teplot skladování, jde 

pravděpodobně o vliv samotného zmražení plazmy.  

Podrobnosti viz Publikace II.  
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3.3  Publikace I 
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3.4  Publikace II 

 



 51 



 52 



 53 



 54 



 55 



 56 



 57 

 

  



 58 

4. Diskuze 

4.1  Mutační profil 

V naší kohortě pacientů s vrozeným deficitem PS jsme nalezli kauzální mutaci u 92 % 

pacientů. Bylo nalezeno celkem 34 různých mutací, z toho 15 nebylo dosud v literatuře 

popsáno. Mutační profil byl podobný jako byl reportován v předchozích studiích, s 

mutacemi všech typů rozptýlenými po celém genu (García de Frutos et al. 2007). Profil 

mutací v našem souboru z České republiky se významně nelišil od ostatních studií (viz 

obrázek 4). Nenalezli jsme ani jeden z vyjmenovaných frekventovaných 

polymorfismů. 

 

 

Obrázek 4: Porovnání mutačního profilu několika populací s naším souborem 

pacientů na schématu genu PROS1. Německo (Caspers et al. 2012), Francie (Alhenc-

Gelas et al. 2016), Japonsko (Adachi 2005; Miyata et al. 2009). 

4.2  Míra detekce mutací 

V literatuře je několik příkladů různé míry detekce mutací v závislosti na selekci 

pacientů, zejména podle hladin FPS. Například ve dvou velkých evropských studiích 

byla reportována detekce mutací 75 % (Caspers et al. 2012) respektive 94 % (Alhenc-

Gelas et al. 2016) pro hladinu FPS pod 25 %. Naopak pro hladiny FPS 25-55 % byla 

míra detekce mutací 29% (Caspers et al. 2012) resp. 34% (Alhenc-Gelas et al. 2016). 
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Hodnota FPS 25 % byla v těchto studiích vybrána, protože obecně pacienti s nižšími 

hodnotami mají vyšší riziko trombózy (Alhenc-Gelas et al. 2016). Jiné studie uvádějí 

celkové míry detekce bez ohledu na hladinu FPS například 61% (Duebgen et al. 2012) 

nebo 92% (Espinosa-Parrilla et al. 1999), v druhém případě byli ale selektováni 

pacienti pouze s PSD typu I. Tato rozmanitost by částečně mohla být vysvětlena 

různými populacemi a tedy velikostmi vzorku pacientů, poměry mužů a žen a 

především rozdíly v selekci pacientů. Vyšší míra detekce mutací je výrazně posílena 

přísnějším výběrem pacientů a strategií testování. Proto aby bylo genetické vyšetření 

dostatečně efektivní, je důležité provádět důkladnou laboratorní diagnostiku a korelaci 

s rodinnou anamnézou před jeho zahájením. Míra detekce mutací v našem souboru 

pacientů byla 92 %, pravděpodobně díky přísnější selekci pacientů na základě 

anamnézy a léčby. 

 Doporučení k vyšetřování deficitu PS se různí. Například je uváděno, že FPS je 

lepší screeningová metoda oproti aktivitě PS, nicméně pokud je používán výhradně 

volný antigen, dochází k poddiagnostikování funkčních deficitů PS (typ II). Nicméně, 

sice je k dispozici velké množství reagencií ke stanovení aktivity PS, ne všechny jsou 

ale spolehlivé vzhledem k interferencím, například přítomnosti FV Leiden. Dále je 

taky nutné vyvinout metody pro stanovení aktivity PS jako kofaktoru TFPI, tyto jsou 

zatím odkázány na složité a často nedostupné výzkumné metodiky. Proto je spolehlivá 

laboratorní diagnostika PS složitá a často dochází k misdiagnostikování deficitu PS a 

zbytečnému genetickému vyšetření. Dokud nebude na trhu spolehlivá screeningová 

metoda citlivá na všechny typy PSD, je nutné diagnostiku provádět pečlivě a vždy 

zahrnovat anamnézu a historii pacienta a prozkoumat možné interference. Na druhou 

stranu genetické vyšetření v době sekvenování nové generace (NGS) již není tak 

obtížně dostupné jak tomu bylo v minulosti a proto je v případě nejasného fenotypu a 

rizikových pacientů stále možnost použít molekulárně genetické metody pro 

definitivní diagnózu (Bereczky et al. 2016). 

4.3  Vliv typu mutace na hladinu PS 

Pacienti s velkými delecemi a nonsense mutacemi měli výrazně nižší PS aktivitu a 

hladiny FPS než ostatní pacienti s PSD typu I s missense mutací. Nonsense mutace 

obecně vedou k těžším deficitům (García de Frutos et al. 2007; Rezende, Lane, Zöller, 

et al. 2002) a obvykle způsobují PSD prostřednictvím redukce syntézy. Naopak dopad 
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missense mutací je různý, sahající od velmi nízkých hodnot PS s nestabilním nebo 

chybně složeným mutovaným proteinem až po vyšší hodnoty a mírnější fenotyp v 

důsledku různých účinků na expresi a aktivitu PS nebo snížený poločas (Denis et al. 

2005). 

4.4  Fenotyp nově zachycených mutací 

 U nově nalezených mutací jsme se na základě predikčních softwarů, povahy 

mutací a také mutací již popsaných na stejném místě pokusili vysvětlit fenotyp u 

daných pacientů. Nové mutace p.Ser28Phefs*11, p.Cys228*, p.Glu304* a 

p.Pro416Alafs*22 způsobují PSD typu I, což odpovídá mechanismu introdukce 

předčasného stop kodonu a zastavení syntézy. U těchto mutací se exprimuje protein 

pouze ze zdravé alely, což odpovídá spíše těžkému fenotypu PSD s velmi nízkými 

hladinami PS. 

 Záměna c.965+5G>A na začátku intronu 9 vede k abnormálnímu splicingu 

tohoto intronu a vzniku abnormálního produktu. Nicméně hladiny PS u pacienta 

s touto mutací jsou hraniční, jedná se tedy o lehký deficit. Vlastnosti mutovaného 

proteinu nebo zda tato mutace způsobuje alternativní splicing nebyly prozkoumány. 

 Nová substituce c.1644+1G>T vede k abnormálnímu splicingu v místě začátku 

intronu 13 a tedy vzniku abnormálního, pravděpodobně nefunkčního proteinu. Rodina 

nesoucí tuto novou mutaci měla smíšený fenotyp I/III, a hladiny PS a FPS byly u 

pacientů extrémně nízké (viz Tabulka 2) (Simmonds et al. 1997). Zajímavé je, že 

indexový pacient a další člen této rodiny trpí zároveň osteoporózou, to odpovídá již 

dříve reportovaným případům pacientů s těžkým deficitem PS s nižší hustotou kostní 

hmoty a osteopenií (Pan et al. 1990). Jeden z pacientů ve studii Pan et al. měl také 

PSD typu III s normálními celkovými hladinami PS a výrazně sníženým množstvím 

volného PS. Je známo, že se protein S syntetizuje v osteoblastech (Maillard et al. 1992) 

a má spolu s dalšími vitamin K-dependentními proteiny vliv na regulaci tvorby kostní 

hmoty a remodelaci kosti (Zhang et al. 2024). Deficit těchto proteinů může tedy přispět 

k vyššímu riziku pro osteoporózu (Cirovic et al. 2024). 

 Poslední z nových nonsense mutací byla delece části exonu 14 a začátku intronu 

14 (c.1645_1870del), která způsobuje vystřižení exonu 14 během splicingu, což vede 
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k PSD typu I. Vystřižení exonu 14 jsme u tohoto pacienta potvrdili na úrovni cDNA. 

Mutace tohoto štěpného místa byla již hlášena v (D’Andrea et al. 2003), kde byl 

mutován pouze první nukleotid intronu 14, což ale také vedlo k vystřižení exonu 14, 

tedy ke stejnému fenotypu.  

 Substituce p.Met1Ile znamená, že je změněn iniciační kodon, a tedy u 

mutovaného produktu neproběhne translace, což odpovídá velmi nízkým hladinám PS 

u této rodiny. Tato mutace je sice technicky missense, ale prakticky se jedná o 

nonsense mutaci s absencí proteinového produktu. 

 Mutace p.Cys171Trp byla nalezena ve dvou nepříbuzných rodinách. Tato 

mutace byla spojena s deficitem PS typu I u našich pacientů, nicméně hodnoty byly 

kolem 45 % (viz tabulka 1). Kvůli tomu, že jde o substituci cysteinu, existuje vysoká 

pravděpodobnost narušení terciární struktury chybějícím disulfidickým můstkem 

v EGF2 doméně. Substituce cysteinu je přítomna také u mutace p.Cys113Ser, která 

byla nalezena u rodiny s typem III. Další mutace p.Gln173Lys byla také nalezena u 

jedné rodiny s PSD typu III.  

 Nová mutace p.Leu446Arg sestává ze záměny dvou nukleotidů (CT>AG) u 

pacienta s PSD typu I. Po vyšetření členů rodiny jsme potvrdili, že se obě záměny 

nacházejí na jedné alele vzhledem ke společné segregaci. 

 Mutace p.Ala525Thr vnáší polární hydrofilní zbytek na místo hydrofobního, má 

tedy potenciál narušit strukturu této oblasti. Vzhledem k velmi nízkým hladinám PS 

pacienta tato mutace pravděpodobně způsobuje poruchu struktury, která vyústí 

v degradaci proteinu. 

 Další z nových mutací je p.Gly621Asp, kde se záměnou glycinu za aspartát 

vnáší hydrofilní zbytek do hydrofobní oblasti proteinu (-LGGLP-), což destabilizuje 

strukturu tohoto regionu, a také je tímto porušena vazba PS k FXa a FVa (Somajo et 

al. 2015). Podobným způsobem ale obráceně se pravděpodobně projevuje mutace 

p.Asp652Gly, kde je naopak vnášen hydrofobní zbytek místo hydrofilního. 
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4.5  Vliv polohy mutace na riziko trombózy 

Hypotéza, že umístění mutace způsobuje různé poruchy, a tedy i rozdílné riziko 

trombózy nebyla v kontextu přirozených inhibitorů koagulace formulována poprvé. 

Zajímavým příkladem je zde antitrombin, kde poloha mutace v genu SERPINC1 

určuje typ a funkční prezentaci deficitu. Deficit antitrombinu se dělí podle hladin AT 

v plazmě na typ I (kvantitativní), kdy je snížen AT antigen a aktivita v poměru 1:1, a 

typ II (kvalitativní), kde je antigen vyšší než aktivita a jedná se o funkční deficit. Typ 

II se pak dále dělí podle typu funkčního deficitu, které korelují s polohou mutace. Typ 

IIa jsou mutace reakčního místa (reactive site – RS), IIb zahrnuje mutace vazného 

místa pro heparin (heparin binding site – HBS) a nakonec typ IIc neboli pleiotropní 

zahrnující mutace, které ovlivňují jak reakční místo, tak vazbu na heparin. Nicméně 

klinická prezentace pacientů je velmi heterogenní a hladiny aktivity a antigenu nemusí 

odpovídat fenotypu některých mutací (Corral et al. 2018). Riziko trombózy je taky 

velmi heterogenní v závislosti na typu a poloze mutace (Alhenc-Gelas et al. 2017). 

 U PS jsme prokázali, že hladiny aktivity a volného antigenu PS jsou významně 

nižší u pacientů s mutací v SHBG-like oblasti PS v porovnání s mutacemi 

v non-SHBG (Gla-EGF4) oblasti (Fenclova et al. 2023). Pacienti s mutacemi 

v SHBG-like oblasti mají také vyšší riziko trombózy a v průměru prodělají trombózu 

v mladším věku. To může být vysvětleno několika způsoby. Za prvé, SHBG-like 

oblast PS je důležitá pro funkci PS jako kofaktoru APC a kritická pro TFPI-α aktivitu. 

Tím, že zatím nejsou dostupné metody specifické pouze pro TFPI-α kofaktorovou 

aktivitu PS nelze vyloučit, že u pacientů s těmito mutacemi bude tato aktivita ještě 

nižší, než APC-kofaktorová aktivita, která je měřena standardně. Dokonce se uvažuje 

o upřesnění a rozšíření klasifikace PSD typu II tak jako je tomu u antitrombinu, tedy 

typ II-APC, kde je přítomen pouze deficit APC-kofaktorové funkce, typ II-TFPI, u 

kterého je deficit pouze TFPI-kofaktorové funkce a typ II-pleiotropní, kde jsou 

postiženy obě kofaktorové funkce (Brinkman et al. 2021). Tato klasifikace je zatím 

hypotetická, vzhledem k nedostupnosti komerčních metod pro stanovení TFPI-

kofaktorové aktivity PS. V budoucnu by tato klasifikace mohla přinést lepší 

porozumění rizikům plynoucím z různých mutací PS. 
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 Za druhé, snížená hladina volného PS může vést také ke snížené hladině TFPI-α 

v plazmě, jelikož tyto dva proteiny (spolu s FV-short) spolu v plazmě tvoří komplex a 

PS zvyšuje poločas TFPI-α v plazmě, a tedy i jeho bioavailabilitu. Toto může vést 

k dalšímu zvýšení rizika trombózy. Nicméně tento mechanismus bude logicky 

přítomen i u skupiny s mutacemi v jiné části proteinu jen díky snížené hladině volného 

PS. Tento efekt může být zvýšen u mutovaných proteinů s poruchou vazby TFPI-α 

oproti mutovaným proteinům s mutací mimo toho vazné místo (LG1 doména). 

 Dalším důvodem může být snížená vazba volného PS na C4BP, pokud mutace 

zasahuje do oblasti v SHBG doméně, kde dochází k vazbě na β-podjednotku C4BP. 

Tím může být u mutovaných forem PS které se dostanou do plazmy snížený poločas a 

tím celkově nižší hladina než u mutací, které toto nezpůsobují (He et al. 1997). Dále 

také může jít o interferenci ve stanovení volného antigenu PS. Vzhledem k tomu, že 

se jedná o vazbu monoklonální protilátky proti PS v místě, které je u vázané formy 

zablokované C4BP, tato vazba protilátky může teoreticky být také ovlivněna, pokud 

bude tato oblast významně pozměněna přítomnou mutací. 

4.6  Získaný deficit PS 

Zanalyzovali jsme kohortu pacientů se získaným deficitem PS, kteří byli přijati do 

péče na ÚHKT Praha s aktivní hematologickou malignitou. Zjistili jsme, že se u těchto 

pacientů významně lišila jak absolutní PS aktivita, tak zastoupení pacientů 

s patologickými hodnotami PS aktivity napříč spektrem sledovaných diagnóz.  

Znatelně největší procento patologických pacientů z celku skupiny měla skupina s 

diagnózou C925 – Akutní myelomonocytická leukemie (dle FAB klasifikace leukémií 

AML M4). 

 U těchto pacientů jde o izolovaný deficit PS s normálním PC a ostatními 

parametry koagulace (kromě FVIII a fibrinogenu, které se v akutní fázi naopak 

zvyšují), nejde tedy o konzumpční koagulopatii. V literatuře jsou případy izolovaných 

deficitů PS například u různých virových onemocnění jako jsou HIV a syndromu 

získaného imunodeficitu (Bissuel et al. 1992) nebo varicelly. U těchto případů, a také 

vzácně u mnohočetného myelomu a leukémie (Miljić et al. 2000) byla popsána tvorba 

anti-PS autoprotilátek, které vychytávají PS do imunokomplexů a dochází k jeho 

degradaci. Dále byl deficit PS popsán u onemocnění COVID-19, nicméně není jasné, 
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jakým mechanismem ke snížení dochází. Vzhledem k vysokému procentu pacientů 

s deficitem ve skupině s diagnózou akutní myelomonocytické leukémie je možné, že 

se zde projevuje zvýšené vychytávání PS TAM receptory, které se vyskytují na 

buňkách monocytární řady a na makrofázích. Nicméně není známo, zda i tyto blastické 

elementy exprimují TAMR a v jaké míře. Over-exprese této rodiny receptorů a také 

Gas6 byla potvrzena u několika maligních onemocnění i u akutní myeloidní leukémie 

(Whitman et al. 2014), což tuto hypotézu podporuje. V budoucnosti však bude potřeba 

tento vztah prokázat experimentálně na buněčných liniích. Další výzkum by mohl být 

také zaměřen na zjištění, zda u této skupiny pacientů snížená aktivita PS koreluje 

s vyšším výskytem trombotických příhod nebo s horší prognózou onemocnění.  

4.7  Vliv mražení na stabilitu PS při skladování plazmy 

Diagnostika trombofilií a konkrétně proteinu S je závislá na kvalitě analyzovaného 

materiálu. Cílem této části studie bylo tedy ověření stability proteinu S a dalších 

koagulačních parametrů v podmínkách zmražené plazmy. Jako optimální podmínky 

dlouhodobého skladování plazmy se ukázalo být ponoření v tekutém dusíku nebo 

skladování při -80 °C a méně. V těchto podmínkách byla plazma použitelná pro 

spolehlivé stanovení základních parametrů koagulace, antitrombinu, FVIII, PS aktivity 

a volného antigenu po dobu až 6 měsíců.  

 Anomálie přítomná na začátku skladovacího období u APTT byla už v minulosti 

pozorována v krátkodobých studiích, nicméně je možné, že se v těchto studiích 

projevila aktivace destiček po rozmražení plazmy, vzhledem k tomu, že vzorky nebyly 

před zmražením centrifugovány dvakrát (Rao et al. 2000; Awad et al. 2006). Dvojitá 

centrifugace je doporučená pro vzorky plazmy určené ke zmražení pro všechny 

koagulační analýzy, největší vliv zbytkových destiček je ale právě na APTT, což se 

nejčastěji pozoruje arteficiálním prodloužením časů APTT při stanovení lupus 

antikoagulant, které je na to obzvlášť citlivé. V naší studii obsahovala plazma před 

zmražením <10 × 103/μl destiček, což odpovídá doporučení. Nicméně je možné, že i 

toto stopové množství destiček stačí k tomu, aby při krátkodobém zmražení přežily a 

po rozmražení a jejich rozpadu způsobily prodloužení APTT. Stejný mechanismus 

mohl mít za následek i zvýšení PS aktivity a volného antigenu. PS je syntetizován také 

v megakaryocytech a ve zralých destičkách je v alfa-granulích obsaženo až 2,5 % 

plazmatické hladiny PS. Proti tomu jde zdánlivě skutečnost, že hladiny PS aktivity 
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začaly po 2 měsících skladování klesat. Nicméně v literatuře bylo ukázáno, že PS 

aktivita po tomto iniciálním nárůstu později klesá při dlouhodobém skladování 

(Woodhams et al. 2001) a je tedy možné, že i přes toto zvýšení naměřených hodnot 

způsobené vylitím PS z destiček dochází k degradaci PS aktivity jak volně v plazmě, 

tak v destičkovém poolu a výsledná změřená aktivita je součtem těchto protichůdných 

vlivů. Dále volný antigen PS zůstal zvýšený po celé období skladování, tedy 

pravděpodobně nedochází k rozpadu proteinu, pouze snižování jeho antikoagulační 

funkce. V naší studii jsme tento nárůst pozorovali u všech skladovaných vzorků 

plazmy, mezi skupinami se lišila pouze doba, po které začala PS aktivita klesat. Toto 

arteficiální zvýšení hodnot PS nad nejistotu metody i přes dodržení preanalytických 

doporučení a dosažení minimálního počtu zbytkových destiček ve zpracované plazmě 

má potenciál ovlivnit výsledky trombofilního screeningu pacientů. Nicméně je velmi 

málo pravděpodobné, že toto ovlivnění dosáhne klinické významnosti, vzhledem 

k tomu že i při určování referenčního rozmezí těchto metod je pravděpodobně 

vycházeno ze zmražených vzorků. Obranou proti těmto preanalytickým vlivům je 

důsledné dodržování doporučených postupů jak při přípravě a analýze vzorků, tak při 

hodnocení výsledků klinickým pracovníkem. Pro stanovení deficitu PS je nutné, aby 

byly hodnoty PS snížené v opakovaných vyšetřeních s odstupem alespoň tří měsíců, 

po vyloučení vlivů léčby, hormonálních vlivů a akutních stavů. I přes potenciál 

arteficiálního zvýšení aktivity a volného antigenu PS ze zmražené plazmy toto zvýšení 

není tak extrémní, aby zakrylo přítomný deficit PS. U pacientů s hraničními hodnotami 

je vhodné měření opakovat s odstupem pro vyloučení dalších vlivů a přihlížet zejména 

k anamnéze jak osobní, tak rodinné. 

5. Závěr 

V této práci jsme charakterizovali genotyp a fenotyp kohorty pacientů s vrozeným 

deficitem proteinu S v České republice. Tato populace se významně nelišila od 

ostatních popsaných kohort v evropských a světových studiích. U pacientů s vrozeným 

deficitem PS jsme prokázali, že poloha mutace v SHBG-like oblasti PS představuje 

rizikový faktor hluboké žilní trombózy a jejího vzniku v mladším věku. 

 Dále jsme analýzou kohorty pacientů se získaným deficitem PS a aktivním 

hematoonkologickým onemocněním zjistili, že aktivita PS se signifikantně lišila mezi 
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skupinami podle diagnózy s největším podílem patologických hodnot u pacientů 

s akutní myelomonocytární leukémií.  

 Prokázali jsme dostatečnou stabilitu všech sledovaných parametrů včetně 

proteinu S, pokud byly uchovávány alespoň při -80 °C a zmražení probíhalo šokově. 

Výsledky APTT, PS aktivity a PS volného antigenu vykazovali krátkodobou anomálii, 

kdy se zvýšily nad nejistotu metody ve všech skupinách hned od začátku sledovaného 

období a po určité době se vrátily na úroveň výsledků z čerstvé plazmy (u vzorků 

uchovávaných při -80 °C a méně). Tato studie potvrzuje důležitost dodržování 

správných preanalytických postupů zejména u speciálních vyšetření koagulace jako je 

PS, jelikož tyto metody jsou velmi citlivé a jakékoliv prodlení v měření nebo 

nesprávná manipulace se vzorky či reagenciemi v kombinaci s možným arteficiálním 

zvýšením hodnot z důvodu zmražení vzorku mohou vyústit v chybný výsledek. 

 Tato práce potvrzuje význam PS a jeho molekulární diagnostiky pro lepší odhad 

rizika trombózy u pacientů s vrozeným deficitem a zároveň ukazuje, jakým směrem 

by mohly být v budoucnu zaměřeny studie tohoto multifunkčního přirozeného 

inhibitoru koagulace. 
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