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Abstrakt

Ptirozené inhibitory koagulace jsou vyznamnou regulac¢ni slozkou hemostazy. Vzhledem k
mnozstvi funkci nejen v regulaci hemostazy jsme se v této praci zamefili konkrétné na protein
S (PS) a praci jsme rozdélili do tii dil¢ich ¢asti. Cilem prvni ¢asti bylo nalézt kauzalni mutace
v genu PROS! u kohorty pacientli s vrozenym deficitem PS pomoci Sangerova sekvenovani a
metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification). Deficit PS je vyznamnym
znamym rizikovym faktorem pro vznik Zilni trombdzy, nicméné vzhledem k struktute PS 1ze
formulovat hypotézu, ze mutace v urcitych casti PS budou rizikovéjsi nez v jinych. Proto jsme
dale analyzovali vliv polohy mutace na riziko trombo6zy u v této kohorté pacientli s vrozenym
deficitem PS. V druhé casti prace bylo nasim cilem popsat pozorované ziskané deficity PS u
kohorty pacientti Ustavu hematologie a krevni transfuze Praha s hematologickymi malignitami.
Na zavér ve tieti ¢asti bylo cilem ovéfit stabilitu PS a dalSich koagulac¢nich parametrti v
podminkach zmrazené plazmy, coz ma dilezity pfesah jak do kaZzdodenni laboratorni praxe, tak
pro diagnostiku deficitu PS.

Kauzalni mutace v genu PROS! byla nalezena u 73/79 (92 %) pacientii. Celkem bylo
identifikovano 34 riiznych mutaci, z nichz 15 nebylo dosud popsano. Vyskyt mutaci nevykazuje
soustiedéni v zadné oblasti genu. Velkou deleci metodou MLPA jsme identifikovali u 3 rodin
(7 %), coz odpovida vyskytu deleci popsanému v literatute. Déle jsme zjistili, Ze poloha mutace
v SHBG (sex-hormone binding globulin) doméné PS je nezavislym rizikovym faktorem pro
vznik trombozy a pacienti s témito mutacemi také prodélali tromboézu v mladSim veéku. U
pacientll se ziskanym deficitem se aktivita PS signifikantné liSila mezi skupinami podle
diagnozy s nejvétsim podilem patologickych hodnot u pacient s akutni myelomonocytarni
leukémii. V posledni ¢asti prace jsme prokazali dostatecnou stabilitu vSech sledovanych
parametri véetné proteinu S, pokud byly uchovavany alespoii pii -80 °C a zmrazeni probihalo
Sokové. Pii téchto podminkach byly sledované parametry stabilni po dobu 6 mésict, kromé
kratkodobé anomadlie na zacatku skladovani, kdy APTT, PS aktivita a PS volny antigen byly
zvySené nad nejistotu metody a po urcité dobé se vratily na troven vysledkl z Cerstvé plazmy
(pouze vzorky skladované pii -80 °C a méng¢).

Tato prace potvrzuje vyznam PS a jeho molekularni diagnostiky pro lepsi odhad rizika
trombozy u pacientli s vrozenym deficitem a zdroven ukazuje, jakym smérem by mohly byt v
budoucnu zaméfeny studie tohoto multifunkéniho pfirozeného inhibitoru koagulace.



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 PROSI 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 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.

1. Uvod

Trombdza je jednim z nejCastéjSich pficin umrti ve vyspélém svete. DEli se podle lokalizace na
arterialni a Zilni trombozu, ta pak dale na povrchovou (SVT) a hlubokou Zilni trombdozu (DVT).
Pokud se patologicky trombus uvolni a zablokuje plicni obéh nebo mikrocirkulaci jiného
organu (napt. mozku), mluvime o embolii, souhrnné se tomuto stavu pak ftikd Zzilni
tromboembolismus (VTE). Rizikovych faktort, které ptispivaji ke vzniku trombozy je velké
mnozstvi a daji se rozdélit na vrozené a ziskané. Vrozenymi rizikovymi faktory jsou napiiklad
mutace FV Leiden, mutace protrombinu G20210A, nebo deficit pfirozenych inhibitori
koagulace, jako jsou antitrombin, protein C nebo protein S (Mateo et al. 1997; Margaglione et
al. 1998; Crowther a Kelton 2003; Dahlbédck 2008).

Tato prace je zaméfend na protein S (PS), vzhledem k jeho mnozstvi funkci jak v regulaci
hemostazy, tak jeho signaliza¢ni a dal$i funkce mimo hemostazu. Protein S je vitamin K-
dependentni jednotetézcovy glykoprotein o hmotnosti pfiblizn€¢ 75 kDa. PS je koédovan genem



PROSI, ktery obsahuje 15 exonti (16 s alternativnim transkriptem) kodujici jednotlivé domény
PS (Schmidel et al. 1990). Protein S cirkuluje ve dvou formach. Ve volné formé je aktivni jako
antikoagulant; ve vazané form¢ je v komplexu s C4b vazebnym proteinem (C4BP) systému
komplementu, resp. jeho izoformou ktera obsahuje B podjednotku, a je ptfevazné neaktivni.
Vrozeny nebo ziskany nedostatek proteinu S je rizikovym faktorem pro trombozu.

Plazmaticky PS je syntetizovan pievazné hepatocyty, dale endotelidlnimi bunkami,
megakaryocyty, Leydigovymi buiikami a také osteoblasty. V plazmé cirkuluje v koncentraci
~20-25 pg/ml (300-350 nmol/L), ptfi¢emz az 2,5 % z tohoto mnozstvi je lokalizovano v alfa
granulich destic¢ek, kde se vyskytuje PS syntetizované vylu¢né¢ megakaryocyty.

Protein S ma né€kolik primarnich funkci. Za prvé je kofaktorem aktivovaného proteinu C
v jeho Stépeni FVa a FVIlla, tyto reakce by bez PS byly fadové pomalejsi nebo zcela
nedostacujici. Dalsi funkci PS je jeho kofaktorova uloha v aktivit¢ TFPI, ktery reguluje vnéjsi
cestu aktivace koagulace. PS urychluje pfimou inhibici FXa a zaroven slouzi jako kofaktor
TFPI-a v inhibici TF-FVIla komplexu a jim zprostfedkované tvorby FXa a FIXa (Hackeng et
al. 2006). Jak pro APC, tak pro TFPI-kofaktorovou funkci je kritickou oblast PS nazyvana
SHBG-like doména, kde zaroveil dochézi k vazbé na C4BP. Kromé& APC a TFPI kofaktorovych
funkci byla u PS objevena 1 nezévisla antikoagulac¢ni funkce, kdy PS pfimo inhibuje aktivitu
protrombindzy a vnitini tendzy (Chattopadhyay et al. 2012). Tato inhibi¢ni aktivita jako jedina
neni ovlivnéna vazbou PS na C4BP.

Protein S ma primarn¢ antikoagulacni funkci, ale bylo objeveno ze v urcitych situacich plni
také signaliza¢ni funkci. PS byl identifikovan jako ligand pro unikétni receptorovou rodinu
tyrosinkindz oznacovanou jako TAM (Tyro-3, Axl, Mer) (Lemke a Rothlin 2008). Dal$im
ligandem pro TAMR je Gas6 (growth-arrest-specific 6), coZz je glykoprotein s vysokou
homologii s PS, ale nevykazujici jinou nez signalizacni funkci (Stitt et al. 1995). Dulezita je
homologie C-terminalni SHBG-like oblasti, kterd je nezbytna pro vazbu a aktivaci TAMR
(Sasaki et al. 2002). TAM receptorové kinazy (TAMR) jsou exprimované v mnoha buné¢nych
typech, napt. buniky imunitni (dendritické a NK buiiky, makrofagy), nervové, reprodukéniho
systému, v retindlnich epitelovych buiikkach a v bunkdch vaskuldrni hladké svaloviny a
v endotelu. Od toho se odviji mnoZstvi signaliza¢nich a regulac¢nich funkci, které je PS schopen
vykonavat jako ligand téchto receptorti. Je nckolik dikaz pro roli PS jako negativniho
regulatoru zanétu, zejména prostrednictvim down-regulace transkripce prozanétlivych cytokinti
v makrofazich a dendritickych buiikach. PS dale také zprosttedkovava rozpoznavani
apoptotickych télisek makrofadgy. Buniky prodélavajici apoptézu exprimuji na svém povrchu
fosfatidylserin, na ktery se vaze PS skrz Gla doménu. TAMR na fagocytujicich bunkéch
rozpoznava pies N-terminalni imunoglobulinovou doménu SHBG-like oblast PS a zplisobi tim
aktivaci fagocytarni aktivity (Anderson et al. 2003). PS/TAM signalizace ma také dulezité
funkce ve vaskulogenezi a integrité¢ endotelu, nddorovém mikroprostiedi a metastatickém
procesu.

Vrozeny deficit proteinu S (PSD) je vzadcné autosomalné dominantné dédicné onemocnéni
a v heterozygotni formé vede ke zvySenému riziku zilniho tromboembolismu (VTE) i
v mlads$im véku. Vrozeny PSD je Castéjsi ve vychodoasijské populaci nez v kavkazské populaci
(frekvence vyskytu ~0,03-0,13 % v Evropé€ (ten Kate a van der Meer 2008) a ~0,48-0,63 %
v japonské populaci (Adachi 2005)).

Protein S je fyziologicky sniZen v gravidité, nejvice ve tfetim trimestru, dale u osob
uzivajicich kombinovana oralni kontraceptiva obsahujici estrogen. SniZzeni hladin PS bylo
pozorovano také u nefrotického syndromu, pfi 1écbé vitamin-K antagonisty (napt. warfarin),
také akutné po trombotické piihodé nebo pii DIC, kdy dochazi k jeho konzumpci. SniZeni



hladiny PS bylo také pozorovano u mnohocetného myelomu (Deitcher et al. 1996) a u nékterych
virovych onemocnéni véetné HIV (Sim et al. 2022) a COVID-19 (Stoichitoiu et al. 2020).

Diagnostika deficitu PS, jak vrozeného, tak ziskaného, ma sva uskali a komplikace.
Vrozeny deficit proteinu S se rozdéluje podle fenotypu do tii typt. Typ I (kvantitativni), kde
jsou snizené hodnoty volné i celkové formy PS, typ II (kvalitativni), kde je snizena pouze APC-
kofaktorova aktivita PS a mnozstvi volné i celkové formy je v normélnim rozmezi, a typ III
(smisSeny), kde je snizené mnozstvi volné frakce, ale celkové mnozstvi je zachovéano. Zatim
neni dostupné vysetfeni TFPI-kofaktorové aktivity PS, diky kterému by mohla byt klasifikace
deficitu PS upfesnéna. Volny antigen PS je doporucovén jako screeningova metoda oproti
aktivité¢ PS, nicméné pokud je pouzivan vyhradné volny antigen, dochézi k poddiagnostikovani
funkcnich deficitt PS (typ II) (Bereczky et al. 2016). Naopak screening pouze stanovenim
aktivity PS také neni vhodny, protoze ne vSechny jsou ale spolehlivé vzhledem k interferencim,
napftiklad pfitomnosti FV Leiden.

2. Hypotézy a cile prace
Z ptirozenych inhibitorti koagulacnich faktorti jsme se v této praci zaméfili na protein S,
ptedevsim kvili jeho Sirokému spektru funkci a jeho vyznamu v diagnostice trombofilii.
Konkrétni cile prace jsou:

e Nalezeni kauzalnich mutaci u kohorty pacientli s vrozenym deficitem PS.

e Na zaklad¢ nalezenych mutaci popsat genotyp a fenotyp pacientli s vrozenym deficitem
proteinu S v Ceské republice a zjistit, zda se 1i$i v porovnani s evropskou a svétovou
populaci.

e Stanovit vliv polohy mutace (SHBG oblast vs. non-SHBG) na riziko trombozy u téchto
pacientil.

e Popsat pozorované ziskané deficity PS u kohorty pacientt UHKT Praha s
hematologickou malignitou v akutni f4zi onemocnéni a zanalyzovat, jak se liSila aktivita
PS v zavislosti na diagnoze.

e Ov¢rit stabilitu proteinu S a dalSich koagulacnich parametrii v podminkach zmrazené
plazmy.

3. Material a metodika
Stanoveni PS

Koagulac¢ni aktivita PS byla stanovena kitem STA-Staclot Protein S assay (Diagnostica Stago)
a volny antigen PS pomoci kitu STA Liatest Free Protein S (Diagnostica Stago). Celkovy
antigen PS byl analyzovan imunoelektroforézou s pouZzitim polyklonalnich krali¢ich anti-PS
protilatek (A0384, Dako Denmark). Pro urceni stability vlastnosti zmraZené plazmy byly
pouzity nasledujici metody: aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT), protrombinovy
cas (PT), stanoveni aktivity fibrinogenu, antitrombinu, faktoru VIII, stanoveni mnoZzstvi
D-Dimerti a fibrin/fibrinogen degradacnich produktli v plazmé, ethanol gelifika¢ni test.

Genetika vrozeného deficitu PS

Pro studijni populaci byli vybrani pacienti s opakované nizkymi hodnotami PS aktivity a/nebo
volného a celkového antigenu PS. M¢feni aktivity a hladiny PS je soucasti trombofilniho
screeningu v souvislosti s prodélanou trombozou, rizikovym stavem pacienta nebo pozitivni
rodinnou anamnézou. U té€chto indexovych pacientd a u dalSich €lend rodiny (pokud byli
dostupni) jsme vySetiili kromé PS také ostatni trombofilni markery (antitrombin, protein C,



zvysSeny FVIII, mutace FV Leiden a protrombin G20210A). Dale u nich byl vyloucen vliv
antikoagulacni nebo hormonalni 1é¢by, nefroticky syndrom, recentné prodéland trombdza nebo
gravidita, testovani bylo v téchto ptipadech odlozeno. Pro genetickou analyzu bylo indikovano
45 indexovych pacientd a 34 blizkych piibuznych, celkem jsme tedy vysettili 79 pacientq.

U indikovanych pacientii jsme izolovali genomovou DNA zplné krve. Provedli jsme
analyzu vSech exonti genu PROS! pomoci Sangerova sekvenovani a metody MLPA. Pro
predikci kauzalni povahy nové objevenych mutaci jsme pouzili nékolik volné dostupnych
predikénich softwart.

Statisticka analyza

Pro stanoveni, zda poloha mutace ovliviiuje riziko trombdzy jsme pouzili multivariantni
logistickou regresi. Tento model zahrnoval krom¢ hlavni proménné (poloha mutace v SHBG
doméng¢) také vek, pohlavi a pritomnost mutace FV Leiden. Pro analyzu, zda poloha mutace
ovliviiuje vek, kdy se u pacienta tromboza projevi jsme pouzili Kaplan-Meierovu kiivku preziti
a log-rank test. Pro analyzu rozdill aktivity PS mezi skupinami pacientil se ziskanym deficitem
PS jsme pouzili Kruskal-Wallis test; pro zhodnoceni proporce pacientli s patologickymi
hodnotami jsme pouzili y* (chi kvadratovy) test.

4. Vysledky a diskuze

Genetika vrozeného deficitu PS

V nasi kohorté¢ pacientll s vrozenym deficitem PS byla nalezena kauzdlni mutace u 73/79
(92 %) pacientli a celkem 34 riznych mutaci, z toho 15 nebylo dosud v literatuie popsano (viz
tabulka 1). Velka delece zahrnujici exony 1-15 genu PROSI metodou MLPA byla nalezena u
3 ze 43 rodin (7 %). VSechny nalezené mutace byly v heterozygotni formé&. Pacienty
s vrozenym PSD a nalezenou mutaci jsme rozdélili do skupin podle polohy mutace na SHBG a
non-SHBG, vzhledem k dulezitosti této oblasti PS v jeho rGznych funkcich a vazbach na dalsi
proteiny. Zahrnuti byli pouze pacienti se zaménami (missense mutace), protoze u ostatnich typt
mutaci (frame-shift, zimény za stop kodon, splicingové mutace a delece) je pfevazujicim
fenotypem ztrata exprese, a tedy snizeni syntézy, zatimco u zdménnych mutaci fenotyp neni
jasny.
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Obrazek 1: Porovnani mutac¢niho profilu rtiznych populaci s ¢eskou na schématu genu PROS|.



Tabulka 1: Piehled nové nalezenych mutaci, které nebyly dosud popsany v literatutre, ISTH
databazi mutaci, nebo ve voln¢ dostupnych databézich jako jsou NCBI dbSNP databaze a
HGMD — The Human Gene Mutation Database. Uvedené hladiny PS piedstavuji probanda nebo
u rodin se smiSenym fenotypem piibuzného s danym fenotypem.

PS aktivita PS Free Ag PS Total Ag

Cislo PSD
o Mutace: p. cDNA: het.c. Misto ’ [M:65-140%; [M:70-148%; [M:75-140%; Predikce
rodin p
y Y F:50-140%] F:50-134%)] F:60-140%)]
29 Met1lle 3G>C Ex1 I 26 4 32 patogenni
5 Ser28Phefs*11 82dupT Ex2 I 34 24 49 patogenni
28 Cys113Ser 338G>C Ex4 [ 35 36 61 patogenni
12,13 Cys171Trp 513C>G Ex6 I 40 52 43 patogenni
21 GIn173Lys 517C>A Ex6 [ 23 31 62 patogenni
19 Cys228* 684C>A Ex7 I 22 22 39 patogenni
38 Glu304* 910G>T Ex9 I 20 34 32 patogenni
41 IVS9+5G>A 965+5G>A  In9 I 52 57 45 patogenni
37 Pro416Alafs*22 1244dupA Ex11 I 27 29 49 patogenni
1336_1337del
17 Leud446Arg Ex12 I 27 16 24 patogenni
insAG
35 Ala525Thr 1573G>A Ex13 I 27 17 30 patogenni
I 11 6 24
4 IVS13+1 G>T  1644+1G>T In13 patogenni
1] 18 8 110
3, 36 Gly621Asp 1862G>A Ex14 - 29 - - patogenni
Asp624Metfs*9 Ex14,
23 1645_1870del I 34 28 62 -
(skipping Ex14) In14
42 Asp652Gly 1955A>G Ex15 I - 20 60 patogenni

Mutace byla oznagena jako patogenni, kdyz alespori 5 ze 7 pouzitych predikénich softwar(
vyhodnotilo mutaci jako ,disease-causing®, tedy kauzalni pro deficit PS.

Mutaéni profil byl podobny jako byl reportovan v ptedchozich studiich (viz obrazek 1), s
mutacemi vSech typll rozptylenymi po celém genu (Garcia de Frutos et al. 2007). V literatufe
je n€kolik ptikladl rizné miry detekce mutaci v zavislosti na selekci pacientti, zejména podle
hladin FPS. Vys§i mira detekce mutaci je vyrazné posilena piisnéjSim vybérem pacientd a
strategii testovani. Proto aby bylo genetické vySetieni dostatené efektivni, je diilezité provadét
diikladnou laboratorni diagnostiku a korelaci s rodinnou anamnézou pied jeho zahdjenim. Mira
detekce mutaci v naSem souboru pacientll byla 92 %, pravdépodobné diky piisnéjsi selekci
pacientil na zaklad¢ anamnézy a 1&cby.

Doporuceni k vySetrovani deficitu PS se rizni. Napiiklad je uvadéno, Zze volny antigen PS
je lepsi screeningova metoda oproti aktivité PS, nicméné pokud je pouzivan vyhradné€ volny
antigen, dochazi k poddiagnostikovani funkénich deficitt PS (typ II). Nicméné, sice je
k dispozici velké mnozstvi reagencii ke stanoveni aktivity PS, ne vSechny jsou ale spolehlivé
vzhledem k interferencim, naptiklad pfitomnosti FV Leiden. Dale je taky nutné vyvinout
metody pro stanoveni aktivity PS jako kofaktoru TFPI, tyto jsou zatim odk4zany na slozité a
¢asto nedostupné vyzkumné metodiky. Dokud nebude na trhu spolehliva screeningova metoda



citliva na vSechny typy PSD, je nutné diagnostiku provadét peclivé a vzdy zahrnovat anamnézu
a historii pacienta a prozkoumat mozné interference. Na druhou stranu genetické vySetieni
v dob¢ sekvenovani nové generace (NGS) jiz neni tak obtizn¢ dostupné jak tomu bylo
v minulosti a proto je v ptipad¢ nejasného fenotypu a rizikovych pacientt stdle moznost pouzit
molekularné genetické metody pro definitivni diagnézu (Bereczky et al. 2016).

Vliv polohy mutace na riziko trombozy

Mezi SHBG a non-SHBG skupinami nebyl vyznamny rozdil ve véku ani pohlavi pacientt.
Pacienti, ktefi prodélali trombdzu méli Castéji mutaci v SHBG oblasti neZ mimo tuto oblast
(69 % vs. 31,8 %; p = 0,008). Naopak se vyznamnéji neliSila mira pacientd, kteti prodé€lali
trombdzu v zavislosti na ptitomnosti mutace FV Leiden (31 % vs. 18,2 %; p = 0,30) a to 1 ptes
vyrazné vyssi zastoupeni v SHBG skupiné (44,4 % vs. 4,2 %, p = 0,001), coz naznacuje, ze
samotny FVL nebyl nezavislym rizikovym faktorem.

Multivariantni regresni analyzou téchto dvou skupin jsme prokazali, ze poloha mutaci
v SHBG oblasti PS byla nezavislym rizikovym faktorem pro trombozu (OR 5,17, CI
1,29 — 20,65). Pacienti v SHBG skupiné méli také nizsi aktivitu PS (median 27 %, IQR 20-29,5
vs. median 37,5 %, IQR 25,8-44,3) a hladinu volného antigenu (median 19 %, IQR 10-23 vs.
medidn 49,5 %, IQR 31-52,8) a zdroven se u nich trombo6za objevovala v mlad§im véku
(obrazek 2, p=0,018).

Thrombosis-free interval in patients in
the SHBG group vs. non-SHBG group
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Obrazek 2: Kaplan-Meierova kiivka intervalu do vyskytu prvni tromboézy u pacienta. Skupina
pacientil s mutaci v SHBG oblasti (teCkovana ¢ara) ma kratsi interval do vyskytu trombozy,
tedy se u nich vyskytuje v mladsim véku, nez u pacientli s mutacemi v non-SHBG oblasti (plné
cara).



Hypotéza, ze umisténi mutace zplisobuje rtizné poruchy, a tedy i rozdilné riziko trombdzy
nebyla v kontextu pfirozenych inhibitorti koagulace formulovdna poprvé. Zajimavym
piikladem je zde antitrombin, kde poloha mutace v genu SERPINCI urcuje typ a funkcéni
prezentaci deficitu.

U PS jsme prokazali, ze hladiny aktivity a volného antigenu PS jsou vyznamné nizsi u
pacientd s mutaci v SHBG-like oblasti PS v porovnani s mutacemi v Gla-EGF4 oblasti
(Fenclova et al. 2023). Pacienti s mutacemi v SHBG-like oblasti maji také vyssi riziko
trombozy a v primeéru prodélaji trombozu v mladsim véku. To muze byt vysvétleno nékolika
zpusoby. Za prvé, SHBG-like oblast PS je dilezita pro funkci PS jako kofaktoru APC a kriticka
pro TFPI-a aktivitu. Tim, Ze zatim nejsou dostupné metody specifick¢ pouze pro TFPI-a
kofaktorovou aktivitu PS nelze vyloucit, Ze u pacientil s t¢mito mutacemi bude tato aktivita
jesté nizsi, nez APC-kofaktorova aktivita, ktera je méiena standardné€. Za druhé, snizena hladina
volného PS muize vést také ke snizené hladin€ TFPI-a v plazmé, jelikoz tyto dva proteiny (spolu
s FV-short) spolu v plazmé tvoti komplex a PS zvySuje polocas TFPI-a v plazmé, a tedy i jeho
bioavailabilitu. Toto mize vést k dalSimu zvyseni rizika trombdzy. Dal§im divodem muze byt
snizend vazba volného PS na C4BP, pokud mutace zasahuje do oblasti v SHBG doméné, kde
dochazi k vazbé na B-podjednotku C4BP. Tim muize byt u mutovanych forem PS které se
dostanou do plazmy snizeny polocas a tim celkové niz$i hladina nez u mutaci, které toto
nezpusobuji (He et al. 1997).

Ziskany deficit PS u hematoonkologickych pacienti

Provedli jsme centrovou retrospektivni analyzu, do které jsme zatadili vSechny pacienty poprvé
hospitalizované s hematoonkologickou diagnézou v obdobi mezi 3.1.2013 a 31.12.2023.
Nésledné jsme vytadili vSechny pacienty s nizkymi hladinami proteinu C nebo jinych
koagulacnich faktort, tedy pacienty s konzump¢ni koagulopatii, syntetickou jaterni dysfunkci
nebo dal§imi stavy charakterizovanymi globalni poruchou koagulace. Finalné bylo do analyzy
zahrnuto 1878 pacientll z ¢ehoz 46 pacienti mélo ve vstupnim trombofilnim screeningu
izolovanou patologickou aktivitu PS (<50 %).

Diagnozy pozorované u pacientd s patologickou aktivitou PS byly rozdéleny do téchto
skupin: 1) C920 — Akutni myeloblastickd leukemie, 2) C925 — Akutni myelomonocyticka
leukemie, 3) C930 — Akutni monoblastickd/monocytickd leukemie, 4) C910 — Akutni
lymfoblastickd leukemie, 5) C921 — Chronicka myeloidni leukemie (CML), BCR/ABL-
pozitivni, 6) ostatni myelo/lymfoproliferativni onemocnéni (napt. polycytemia vera, primarni
myelofibroza, akutni promyelocytarni leukémie, myelodysplasticky syndrom, chronicka
lymfatické leukémie, jiné neurcené leukémie, atd.).

V analyze bylo zjisténo, Ze se mezi danymi skupinach onemocnéni vyznamné liSily jak
absolutni hodnota PS aktivity (p <0.001; Kruskal-Wallis test, obrazek 3), tak proporce pacientt
s patologickymi hodnotami (p <0.001; y? test, obrazek 4). Viibec nejvyssi zastoupeni pacientti
s izolovanou patologickou PS aktivitou bylo ve skupiné pacientl s akutni myelomonocytickou
leukemii (37,5 %). Nepomérné zastoupeni pacientl s izolovanym ziskanym PS deficitem je
demonstrovano na obrazku 4, kdy pacienti s myelomonocytickou leukemii tvofili nejmensi
skupinu pacienttl, ale soucasné zaujimali vyznamnou proporci ze vSech patologickych méfeni.
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Obrazek 3: Zobrazeni hodnot aktivity PS v hodnocenych skupindch diagnoz. Krabicovy graf

rozdéluje data do kvartili, stfedni déleni pfedstavuje medidn a zvyraznéné body odlehlé
hodnoty.
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Obrazek 4: Zastoupeni patologické aktivity PS napti¢ skupinami pacientd. Modfe jsou
znazornény procentudlni proporce pacientil s normalni PS aktivitou v jednotlivych skupinach
pocitané ze vSech pacient s normalni PS aktivitou. Zelen¢ jsou znazornény proporce pacienti
s patologickou PS aktivitou (<50 %) v jednotlivych skupindch pocitané ze vSech pacientl
s patologickou PS aktivitou.

U téchto pacientli jde o izolovany deficit PS s normalnim PC a ostatnimi parametry
koagulace (krom¢& FVIII a fibrinogenu, které se v akutni fazi naopak zvysuji), nejde tedy o
konzumpcéni koagulopatii. U mnohocetného myelomu a leukémie (Milji¢ et al. 2000) byla
popsana tvorba anti-PS autoprotilatek, které vychytavaji PS do imunokomplexii a dochazi
k jeho degradaci. Autoprotilatky jsme u této kohorty pacientil nesledovali, nicméné mohl by to
byt jeden z mechanismi snizeni PS v akutni fazi choroby. Vzhledem k vysokému procentu
pacientl s deficitem ve skupiné s diagndzou akutni myelomonocytické leukémie je také mozné,
ze se zde projevuje zvysSené vychytavani PS TAM receptory, které se vyskytuji na buiikach
monocytarni fady a na makrofazich. Nicméné neni zndmo, zda i tyto blastické elementy
exprimuji TAMR a v jaké mife. Over-exprese této rodiny receptort a také Gas6 byla potvrzena
u nékolika malignich onemocnéni i u akutni myeloidni leukémie (Whitman et al. 2014), coz
tuto hypotézu podporuje. V budoucnosti vSak bude potieba tento vztah prokazat
experimentalné na bunécnych liniich.
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Stabilita PS a dalSich koagula¢nich parametru ve zmrazZené plazmé

Ve vzorcich smésné normalni plazmy jsme prokazali dlouhodobou stabilitu po dobu maximalné
6 mésicti pro FVIII a PS, respektive 12 mésicti pro APTT, PT, fibrinogen a antitrombin, pokud
byly uchovavany alesponn pii -80 °C a zmrazeni probihalo Sokové. Idedlnim zplsobem
skladovani bylo ponofeni v tekutém dusiku (az 12 mésict pro FVIII), nicméné tato metoda
skladovani neni pro laboratofe bézn¢ dostupna.

APTT vykazovalo anomalii, kdy v obdobi 14 dnii po zmrazeni byly hodnoty testu zvysené
nad interval nejistoty metody (>1 CV) a po uplynuti tohoto obdobi se vratily do hodnot, které
odpovidaly méfeni z Cerstvé nemrazené plazmy. Toto zvySeni ma potencial ovlivnit analyzy,
které jsou zavislé na APTT, naptiklad lupus antikoagulant. Dale také byly zvysené obé¢
stanoveni PS (aktivita a volny antigen) nad nejistotu metody béhem prvnich dvou mésict
skladovani ve vSech teplotach (vcetn¢ kapalné¢ho dusiku), ale aktivita PS zacala klesat po
uplynuti 2 mésicl, zatimco PS antigen ziistal zvyseny.

Anomalie pfitomna na zacatku skladovaciho obdobi u APTT byla uz v minulosti
pozorovana v kratkodobych studiich, nicméné je mozné, Ze se v téchto studiich projevila
aktivace desticek po rozmrazeni plazmy, vzhledem k tomu, ze vzorky nebyly pfed zmrazenim
centrifugovany dvakrat (Rao et al. 2000; Awad et al. 2006). Dvojita centrifugace je doporuc¢ena
pro vzorky plazmy uréené ke zmrazeni pro vSechny koagulac¢ni analyzy, nejvétsi vliv
zbytkovych desticek je ale pravé na APTT, coz se nejcastéji pozoruje arteficialnim
prodlouzenim ¢astt APTT pfi stanoveni lupus antikoagulant, které je na to obzvlast’ citlivé.
V nasi studii obsahovala plazma pred zmraZenim <10 x 103/pl desti¢ek, coz odpovida
doporuceni. Nicméné je mozné, ze i toto stopové mnozstvi desticek staci k tomu, aby pii
kratkodobém zmraZeni ptezily a po rozmrazeni a jejich rozpadu zplsobily prodlouzeni APTT.
Stejny mechanismus mohl mit za nasledek i zvyseni PS aktivity a volného antigenu. PS je
syntetizovan také v megakaryocytech a ve zralych desti¢kach je v alfa-granulich obsazeno az
2,5 % plazmatické hladiny PS. Proti tomu jde zdanlivé skutecnost, Ze hladiny PS aktivity zacaly
po 2 mésicich skladovani klesat. Nicméné v literatuie bylo ukazano, Ze PS aktivita po tomto
inicialnim nartstu pozd¢ji klesa pii dlouhodobém skladovani (Woodhams et al. 2001) a je tedy
mozné, ze 1 pres toto zvySeni namefenych hodnot zplsobené vylitim PS z desticek dochazi
k degradaci PS aktivity jak voln€ v plazmé, tak v destickovém poolu a vysledna zmétena
aktivita je souctem téchto protichtidnych vliva.

5. Zavéry

V této praci jsme charakterizovali genotyp a fenotyp kohorty pacientii s vrozenym deficitem
proteinu S v Ceské republice. Tato populace se vyznamné neligila od ostatnich popsanych
kohort v evropskych a svétovych studiich. U pacientd s vrozenym deficitem PS jsme prokazali,
ze poloha mutace v SHBG-like oblasti PS piedstavuje rizikovy faktor hluboké Zilni trombozy
a jejiho vzniku v mladsim veku.

Dale jsme analyzou kohorty pacienti se ziskanym deficitem PS a aktivnim
hematoonkologickym onemocnénim zjistili, Ze aktivita PS se signifikantné liSila mezi
skupinami podle diagndzy s nejvétsim podilem patologickych hodnot u pacienti s akutni
myelomonocytarni leukémii.

Prokazali jsme dostatecnou stabilitu vSech sledovanych parametrii véetné€ proteinu S, pokud
byly uchovavany alespon pfi -80 °C a zmrazeni probihalo Sokové. Vysledky APTT, PS aktivity
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a PS volného antigenu vykazovali kratkodobou anomalii, kdy se zvysily nad nejistotu metody
ve vSech skupinach hned od zacatku sledovaného obdobi a po urcité dob¢ se vratily na Groven
vysledki z Cerstvé plazmy (u vzorkli uchovavanych pii -80 °C a méné). Tato studie potvrzuje
dilezitost dodrzovani spravnych preanalytickych postupti zejména u specialnich vySetfeni
koagulace jako je PS, jelikoz tyto metody jsou velmi citlivé a jakékoliv prodleni v méfeni nebo
nespravnd manipulace se vzorky ¢i reagenciemi v kombinaci s moznym arteficidlnim zvySenim

hodnot z diivodu zmrazeni vzorku mohou vyustit v chybny vysledek.

Tato prace potvrzuje vyznam PS a jeho molekularni diagnostiky pro lepsi odhad rizika
trombozy u pacientil s vrozenym deficitem a zaroven ukazuje, jakym smérem by mohly byt

v budoucnu zaméieny studie tohoto multifunkéniho ptirozeného inhibitoru koagulace.
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