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UvVOoD

Hemostaza je proces krevniho sraZzeni nezbytny pro zivot, zabranujici ztratam
krve diky tvorbé srazenin v poSkozenych sténach krevnich cév (William & Gagong,
2005). Jedna se o komplexni, pfesné regulovany proces, ktery v poranéném misté
dokaze zastavit krvaceni. Pokud je ale krevni feciSté neporuSené, proces hemostazy
udrzuje tekutost krve. Na tomto procesu se podili mnoho slozek a mechanismti, které
Hlavnimi slozkami podilejicich se na procesu hemostazy jsou krevni desticky, cévy a
plazmatické faktory, ale tento systém je ovlivnén také slozkami, které jsou ptitomny
v krvi a vnitini strané cévy (leukocyty, cervené krvinky, lipidy, bilkoviny atd.) (Penka
& Slavickova, 2011). Hemostaza je slozena z nékolika déji, které bézi soucasné. Jeden
Z nich se nazyva hemokoagulace. V tomto procesu se aktivuji hlavné koagula¢ni faktory
a tvoii se pevné fibrinova zatka. Finalni reakci v hemokoagulaci je fibrinolyza, ktera je
dulezita k rozpusténi fibrinové zatky a obnovuje cévni sténu za zachovani krevniho
recisté (Wiliam & Gagong, 2005). Pro spravnou fluiditu krve je dalezitd hemostaticka
rovnovaha, kterd se zprostfedkovand slozkami hemostatického déje, adhezivnimi
molekulami a specifickymi proteiny, které se vazi na membranu cévni stény. Jestlize je
tato rovnovaha porusSena, muze to vést ke vzniku krvacivych stavii nebo naopak ke
staviim nadmé&rného sraZzeni neboli trombofiliim (Slechtova, 2007).

Jednim z mnoha patofyziologickych stav, ktery mize porusenim hemostatické
rovnovahy nastat je antifosfolipidovy syndrom (APS), ktery je charakterizovan
klinickymi projevy ve formé trombo6z nebo reprodukénich ztrat a sou€asné pritomnosti
antifosfolipidovych protilatek (APA). Antifosfolipidové protilatky je skupina
autoprotilatek, které jsou zaméfeny na makromolekuly véazajici se na negativné nabity
fosfolipidovy povrch. Tyto fosfolipidové povrchy ptisobi v koagulaénich reakcich jako
katalytické povrchy pro koagulacni faktory. Vazba APA na fosfolipidovy povrch
riznych bunéénych struktur mize mit za nasledek i aktivaci funkce buiky a tim zvysit
riziko vzniku trombo6z nebo poruch reprodukéniho systému.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace se pomoci méfeni generace trombinu
snazime identifikovat rizikovost jednotlivych typli a zavaznost vyskytu protilatek pro
klinickou manifestaci APS ve formé trombotickych a t€hotenskych komplikaci. K tomu
je vyuzita korelace vysledkli trombin generacniho testu a zavaznost vyskytu
vySetfovanych antifosfolipidovych protilatek (anti-kardiolipiny, anti-f, glykoprotein I,

lupus antikoagulans).
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CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit vliv antifosfolipidovych protilatek jako
jednoho z faktortt ovliviujicich aktivaci koagulacniho systému na globalni testy
hemostazy, které monitoruji kliCovy enzym hemostazy- trombin. Pro analyzu byl pouzit

soubor pacientli s prokazanymi antifosfolipidovymi protilatkami razného typu.
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TEORETICKA CAST

1 HEMOSTAZA

Hemostdza je proces krevniho srdZeni nezbytny pro zivot, zabraiujici ztratam
krve diky tvorbé srazenin v poSkozenych sténach krevnich cév (William & Gagong,
2005). Jedna se o komplexni, piesné regulovany proces, ktery v poranéném misté
dokéze zastavit krvaceni. Pokud je ale krevni feCiSt¢ neporusené, proces hemostazy
udrzuje tekutost krve. Na tomto procesu se podili mnoho slozek a mechanismt, které
maji rizné inianiciaéni mechanismy s pozitivnimi a negativnimi zpétnymi vazbami.
Hlavnimi slozkami podilejicich se na procesu hemostazy jsou krevni desticky, cévy a
plazmatické faktory, ale tento systém je ovlivnén také slozkami, které jsou pritomny
v krvi a vnitini strané cévy (leukocyty, ¢ervené krvinky, lipidy, bilkoviny atd.) (Penka
& Slavickova, 2011). Hemostaza je slozena z nékolika déji, které bézi soucasné. Jeden
Z nich se nazyvéa hemokoagulace. V tomto procesu se aktivuji hlavn€ koagulaéni faktory
a tvofi se pevné fibrinova zatka. Finalni reakci v hemokoagulaci je fibrinolyza, ktera je
dilezita k rozpusténi fibrinové zatky a obnovuje cévni sténu za zachovani krevniho
fe¢isté (Wiliam & Gagong, 2005). Pro spravnou fluiditu krve je dulezita hemostaticka
rovnovaha, kterd se zprostfedkovand slozkami hemostatického déje, adhezivnimi
molekulami a specifickymi proteiny, které se vazi na membranu cévni stény. Jestlize je
tato rovnovaha porusena, mize to vést ke vzniku krvacivych stavii nebo naopak ke

staviim nadmé&rmého sraZeni neboli trombofiliim (Slechtova, 2007).

1.1 Primarni hemostaza

Primérni hemostaza je proces, jehoz cilem je tvorba primarni hemostatické zatky,
kterd pti poruSeni celistvosti cévni stény uzavird misto poranéni a zastavuje krvaceni
(Levy- Toledano et al., 1997). V primarni hemostaze hraji kli¢ovou roli trombocyty a
v sekundarni hemostaze je hlavni d& tvorba trombinu, ktery vede k polymerizaci
fibrinogenu. Tyto dva déje se prolinaji a tvoii jeden celek. Hemostaticky dé&j je ukoncen
fibrinolyzou tj. d¢j umoznujici rozpusténi trombu, nasledné obnoveni poskozené Casti a
jeji funkéni pritok. Timto déjem dochazi k vyvolani procesi, které vedou k proliferaci

poskozené tkan¢ a tudiz k uplnému zhojeni cévy (Pecka, 2004).
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1.1.1 Cévy, cévni sténa

Cévy, krom¢ kapilar, jsou tvotfeny tfivrstvou strukturou v podob¢ intimy, medie a
adventicie. Intima je tvofena jednovrstevnou vystelkou endotelidlnich bunck, které
spojuje polysacharidova intracelularni matrix a obklopuje bazalni membrana, ktera je
syntetizovana fibroblasty a endoteliemi. Vrstva nachazejici se pod bazalni membranou
se nazyva extracelularni matrix (ECM), jejimiz hlavnimi bunkami jsou fibroblasty a
hladké svalové bunky.

Subendotel se do fyziologického kontaktu dostava s Krvi jen pii poranéni, kdy je
velmi trombogenni a hned aktivuje vSechny systémy hemostazy. Mezi nejvyznamnéjsi
hemostatické slozky subendotelu patii tkanovy faktor (TF) a kolagen (Penka &
Slavickova, 2011).

1.2 Krevni desti¢ky- trombocyty

Krevni desti¢ky se fadi mezi krevni elementy, jejichz pramér je mezi 2 - 4um a
ptiblizné jich cirkuluje v krvi 300 000 na 1 pl krve. Na jejich povrchu se nachazi
receptory pro kolagen, fibrinogen a von Willebrandiv faktor, ktery tvoii soucast cévni
stény. V cytoplazmé krevnich desti¢ek jsou dva typy granul. Prvni granula jsou tzv.
denzni, ktera je slozena ze serotoninu, adenonuklotidii a adenosindifosfatu (ADP).
Druha granula se nazyvaji alfa granula a ta jsou tvofena srazecimi faktory a
destickovym rustovym faktorem (PDGF) (Penka & Slavi¢kova, 2012; Vojacek & Maly,
2004).

Podstatou funkce trombocytl je schopnost interagovat s poskozenou sténou cévy
doprovazena adhezi, aktivaci a agregaci téchto trombocytl za vzniku primarni
hemostatické zatky. Jakmile dojde k poranéni cévy, dochazi k aktivaci receptort
desticek s kolagenem, von Willebrandovym faktorem a lamininem. Po spojeni desti¢ek
s kolagenem se desticky aktivuji a za€nou ménit svij tvar. Této aktivace se U€astni tzv.
proagregac¢ni pusobky (ADP, fibrinogen, tromboxan A2). Nasleduje hromadéni a
spojovani desticek. Tomuto procesu se fika tzv. agregace. Pro vyvolani agregace je
nutnd pfitomnost a zapojeni mnoha latek napft. adrenalin, trombin, kolagen, kyselina
arachidonova, ADP z denznich granul trombocyti a dalsich. Diky své schopnosti
reaktibility stahuji zatku a tim dochazi ke zpevnéni za pomoci kontraktibilnich bilkovin,
které se nachdzi v membrané. V membrané dochazi zarovenl také ke kontaktu
plazmatickych faktorti (Penka & Slavickova, 2011; Sakalova et.al, 2010; Slechtova,
2007).
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2 HEMOKOAGULACE

Hemokoagulace je proces navazujici na hemostazu, ktery zahrnuje kaskadu
enzymatickych reakci vedoucich k zastaveni krvaceni. Principem hemokoagulace je
vznik nerozpustného fibrinového vldkna, jehoz funkci je zpevilovat primarni
destickovou zatku. Fibrinové vldkno je vytvofeno Stépenim fibrinogenu trombinem.
Existuji dva zptsoby pro aktivaci koagula¢ni kaskady, které se nazyvaji vnitini a vnéjsi
cesta. Tyto dva procesy se pozdéji spojuji a spolecné piisobi pfi aktivaci faktoru X za
vzniku dulezitého trombinu (Slechtové, 2007; Penka & Slavickova, 2011; Kankova,
2003).

Hemokoagulace je doprovazena fadou koagulacnich faktorii, jejichz syntéza
probihd v jatrech a mnoho z nich potiebuje ke své syntéze vitamin K. Tyto faktory jsou
oznacovany fimskymi ¢islicemi postupné dle jejich objeveni, pokud jsou v aktivni
formé, pridava se pismeno ,,a“. Oznaceni tedy nesouvisi s jejich postupnym piisobenim

(Trojan, 2003; Pecka, 2004; Baklaja et al., 2008).

2.1 Koagula¢ni faktory

Vétsina koagulacnich faktort (kromé faktoru I a II) se nachai v plazmé v nizkych
koncentracich. Krom¢ tkanového faktoru se v plazmé vSechny faktory vyskytuji
Vv podobé proenzymu a pro spravnou funkci vyzaduji proteolytické Sté€peni, jehoz
vysledkem je vznik koagulaéné aktivniho enzymu z piivodniho proenzymu. Béhem
svého plisobeni v procesu krevniho srdzeni faktory méni svou strukturu, kdy v pocatku
se jedna o glykoproteiny charakteru proenzymu a kofaktora (Pecka, 2004).

Zakladnimi koagula¢nimi faktory dle Pecka (2004), Matyskova et al. (1999),
Achneck et al. (2010), Penka et al. (2011), Thompson et al.(1977), Schloesser et al.
(1977), Hu et al. (1998) jsou:

o Fibrinogen (Faktor 1) je glykoprotein, nachazejici se v plazmé i v granulich
krevnich desti¢ek. Strukturu molekuly tvoii dimer, na kterém se nachézi tfi
rozdilné pary polypeptidovych fetézch a, B, a A vzdjemné spojené disulfidickymi
mustky. Fibrinogen ve své struktufe obsahuje tii vazebna mista pro Ca* ionty.
Jestlize se na vSechny tfi pozice navaze Ca?*, fibrinogen nepodléhd Stépeni
plazminem.

o Protrombin (Faktor Il) je zafazovan do skupiny serinovych proteaz, které se

podobaji trypsinu. Pomoci Ca®" se vaZe na negativné nabité PL (fosfolipidy),
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kde je protrombinazou $tépen na aktivni formu o trombin. Je tvofen v jatrech a
Vjeho aktivni formé ma kromé enzymatické funkce také neenzymatickou.
V procesu koagulacni kaskady se trombin zacastiiuje nejen Stépeni fibrinogenu,
ale také katalyzuje tfi skupiny reakci, jejichz pusobeni vede k regulaci tvorby
koagula (aktivace bungk, posileni koagulace a zabranéni ptiliSnému srazent).
Tkanovy faktor (Faktor 1ll) se fadi mezi integralni transmembranovy
glykoprotein. K plnéni své funkce neni potieba zadna proteolyticka modifikace,
takze je syntetizovan pln¢ funkcni. Svou bilkovinou slozkou je spojen s PL a
tato vazba je nutna pro prokoagulacni aktivitu. Pro zahéjeni koagulace je nutna
tvorba komplexu tkafiového faktoru s FVII nebo FVIII za pfitomnosti Ca®".
Slouzi také jako buné¢ny receptor pro FVIIL.

Kalcium (Faktor IV) je nezbytny pii procesu karbonylace gama gliomového
zbytku, diky kterému je faktor schopen vazby na PL a Ca?".

Proakcelerin (Faktor V) je tvofen v jatrech a megakaryocytech, nachazi se
Vv plazmé a granulich krevnich desti¢ek. Plusobi jako kofaktor krevniho srazZeni,
ale ani v aktivni form¢ se nechova jako enzym. K aktivaci faktoru V jsou nutné
vapenaté ionty, které jej stabilizuji. Jeho slozeni se podoba faktoru VIII.
Prokonvertin (Faktor VII) je syntetizovan v jatrech a jeho dulezitym zdrojem
jsou aktivované makrofagy nebo monocyty. Ma proteolytickou vlastnost a jeho
schopnosti je stépit faktor X. Jeho aktivita se zvySuje v t€hotenstvi a vékem.
Antihemofilicky faktor A (Faktor VIII) je faktor cirkulujici v plazmé navazan na
von Willebrandiv faktor (VWF). Je syntetizovan jak v plazmé, tak 1 ve slezing,
ledvinach, slinivce a uzlinach. Jeho hladina se zvySuje pifi zanétech, stresu ¢i
chronickych infekci. Pfi plsobeni trombinu dochéazi k limitovanému S$té€peni
FVIIL.

Christmas faktor (Faktor 1X) je aktivovan FXIa a FVIla. Jeho aktivni forma ma
strukturu podobnou trypsinu a je enzymaticky aktivni v komplexu zvaném
tenka, kterd dale aktivuje FX na Xa. Za pfitomnosti vapenatych iontl spolu
s fosfolipidy je faktor IX schopny zpétné aktivace FVII na Vlla.

Faktor Stuarta-Powerové (Faktor X) je pfitomny v séru a tvofen v jatrech jako
dvoutetézcovy GP. Jeho aktivace je spusSténa tenkou nebo komplexem FVIla-
TF. Ve své aktivni formé Xa in vitro je nejmocnéjsim aktivatorem faktoru VII.
Plasma tromboplastin antecedent (Faktor XIl) je faktor cirkulujici v krvi

v podobé zymogenu (proenzymu) serinové proteazy. Cirkuluje jako monodimer,
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ktery je sloZzeny ze dvou identickych fetézci a navazan v komplexu
s vysokomolekuldrnim kinikogenem (HMWK). Jeho aktivace je zahajena
limitovanou proteolyzou FXIIa, FVIla a trypsinem. Za piitomnosti negativnich
PL je schopen zpétné aktivace FXI na FXIa.

Hagemaniv faktor (Faktor XII) je slozeny z té¢zkého a lehkého fetézce. Nachazi
se vplazmé 1 séru, kde je aktivovan pii kontaktu se subendotelovymi
strukturami napft. pfi poranéni nebo proteazami. Zvysena hladina tohoto faktoru
je u zen po menopauze nebo v téhotenstvi. Mimo koagulaci zasahuje také do
imunologickych systém.

Fibrin stabilizujici faktor (Faktor XIII) neboli transglutaminaza je slozen ze
dvou pari rozdilnych polypeptidi (A a B fetézec). Je to jediny koagulaéni
enzym, ktery ve svém aktivnim mist¢ obsahuje cystein. Pisobenim na rozpustny
fibrin méni nekovalentni vazby na pevné kovalentni. Vyznamnou ulohu hraje
Vv procesu hemostaze, hojeni ran a pii udrzeni t€hotenstvi.

Vysokomolekularni kininogen (HMWK) je plazmaticky protein, ktery uvoliiuje
bradykininy (vazoaktivni peptidy). Jeho syntéza probihd v jatrech a endotelu
pupecnikovych zil. Vaze se na neutrofily a buiiky endotelu vedle aktivovanych
trombocytl. Diky tomuto faktoru se na aktivni povrchy navazi i PK a FXIL.
Fletcheriv faktor (Prekalikrein) je gamaglobulin syntetizovany v jatrech a v
plazm¢ je pfitomen ve vazbé na HMWK. Je sloZen zté¢Zkého a dvou typi
lehkych fetézcl. Jeho aktivace je zplsobena faktorem Xlla nebo XIIf na a-
kalikrein (KA), ktery aktivuje FXII a ten zvySuje uvoliiovani kinint

zZ kininogentl.

2.2 Vnéjsi cesta koagulace

K iniciaci vn&j$i cesty hemokoagulace dochdzi velmi brzy po poskozeni cévni

stény. Tato hemokoagula¢ni kaskdda je spusténa po kontaktu TF s voln€ kolujicim

FVlla v misté¢ poSkozeni. TF je exprimovan buiikami subendotelidlnich struktur a pfi

cirkulaci v krvi jsou za jeho zdroj povazovany monocyty. Vazbou FVIla a TF vznika

komplex, ktery je zprostiedkovan diky Ca®* a destickovym fosfolipidim se nazyva

tzv.tetramerni komplex neboli vnéjsi tenasa. Vznikla tenasa poté §tépi vazbu Arg-lle FX

a vznika men$i mnozstvi dvoutetézcové serinové proteazy FXa (Murray, 2002; Baklaja

et al., 2008; Slechtova, 2007; Colvin, 2004).
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Aktivovany FX spolu se svym kofaktorem FVa, destikovymi fosfolipidy a Ca®*
vstupuji do komplexu aktivatoru protrombinu neboli protrombinazy. Protrombinaza
nasledn¢ konvertuje pfeménu malého mnozstvi protrombinu na trombin, ktery svym
mnozstvim neni schopen rozstépit dostacujici kvantum fibrinogenu, ale naopak je
schopen aktivace koagulacniho faktoru V vnéjsi drahy, faktor VIII a XI vnitini drahy a
krevni desticky. Aktivace faktoru XI vnitini cesty komplexem TF a FVIIa vnéjsi cesty
je dulezitou interakci mezi vnéjsi a vnitini cestou. Tuto fazi v procesu hemokoagulace
muzeme nazyvat jako iniciace.

Pfi vzniku komplexu vnéjsi tendzy a protrombinazy dochazi k aktivaci inhibitoru
tkanového faktoru (TFPI). Jelikoz je piisobeni komplexu vnéjsi tenasy vazéno na
povrch bunék, které exprimuji TF, zplisobuje v tomto systému aktivace inhibici TF po
navazani TFPI. Nastdva pokracovani hemokoagulacni kaskady pouze vnitini cestou,
tzv.ampifikadni a propaga¢ni fazi (Slechtové, 2007; Baklaja et al., 2008; Trojan, 2003;
Colvin, 2004).

2.3 Vnitini cesta koagulace

V pocatku vnitini cesty koagulace dochazi k zakladnimu kontaktu desti¢kovych
fosfolipidii s negativné nabitym povrchem, coZ jsou struktury obnazené pii poSkozeni
nebo poranéni stény cév. V této fazi jsou zapojeny ctyfi koagulaéni faktory ( FXII, FIX,
FX, FXI ), které interaguji snabitym povrchem, dale Ca®, prekalikrein a
vysokomolekularni kininogen (HMWK). Tato kaskada déja probihajici ve vnitfnim
systému se nazyva kontaktni faze. Prib&h kontaktni faze neni zcela znam, ale je
predpokladan molekulovy pribéh, pfi kterém po kontaktu se subendotelem FXII méni
svoji konformaci a stava se pfistupnym pro kalikrein. Do faze vstupuje HMWK, jehoz
tiloha spogiva v prenosu prekalikreinu a FXI do mista reakce (Slechtova, 2007; Murray,
2002; Colvin, 2004; Baklaja et al., 2008; Pecka, 2004; Trojan, 2003).

Béhem styku s negativné nabitym povrchem je vyvolana autoaktivace faktoru XII,
ktery aktivuje prekalikrein na kalikrein, a ten déle reciprocné aktivuje dalsi FXII. Timto
systémem je tvoreno dostacujici mnozstvi FXIla pro rychlou aktivaci FXI, ktery ve své
aktivni form¢ za pfitomnosti vapenatych iontii aktivuje FIX na FIXa. Malé mnoZstvi
trombinu vzniklého cestou vnéjsi tenasy a protrombinazy zpisobi dalsi aktivace, a to
faktoru XI, FIX a hlavné kofaktoru FVIII vnitiniho prostiedi. Aktivovany FIX v

komplexu se svym kofaktorem FVIIa, Ca®* a destickovymi fosfolipidy tvoii tetramerni
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komplex, coz je vnitini tenasa, kterd néasledné Stépi vazbe Arg-lle FX a vnika FXa.
Hlavni koagula¢ni faktor Xa je touto vnitini tenasou generovan v dostate¢ném mnozstvi
pro pokracovani ve spolecné cesté koagulacni kaskady (Trojan, 2003; Pecka, 2004,
Murray, 2002; Slechtova, 2007; Baklaja et al., 2008).

2.4 Spolecna cesta koagulace

Spole¢na cesta zahrnuje vnitini a vnéjsi systém hemokoagula¢ni kaskady. Faktor
Xa, ktery je vytvoren vnéjs$i nebo vnitini cestou, v této cesté aktivuje protrombin na
trombin. Tato aktivace vede ke vzniku protrombinazy, ale je k tomu potfeba vazba
faktoru Xa s ostatnimi slozkami jako je FVa, Ca®" a desti¢kové fosfolipidy.

Trombin, ktery je generovan protrombinazou, aktivuje tvorbu hemostatické zatky
pfeménou fibrinogenu na nerozpustny fibrin a aktivuje také FXIII za ptitomnosti
vapenatych iontti. Trombin specificky $tépi molekulu fibrinogenu, ktera se sklada ze tii
riznych part polypeptidovych fetézci v aminotermindlnim misté¢ a-a B-fetézcii za
uvolnovani dvojice malych fibrinopeptidit A a B. Tohoto d¢je se fetézce A neticastni. Po
odstranéni  fibrinopeptidi  z molekuly  fibrinogenu dojde ke  zpfistupnéni
komplementarnich mist molekul fibrin-monomerd a nasledné probihd spontanni
polymerace pomoci nekovalentnich vazeb a vznika fibrin-polymer.

Fibrin-polymer neni zcela stabilni a mize depolymerovat. Stabilizace nastava v
pfitomnosti Ca?* faktorem XIIIa, ktery tvoii kovalentni vazby mezi fetézci sousednim
molekul A fetézcl. Po stabilizaci je fibrin elasticky, nerozpustny, pevny a odolny vuci
pusobeni fibrolytickych ¢inidel. Sit' fibrinovych vldken je podkladem pro zpevnéni
primarni hemostatické zatky a vytvaii finalni trombus (Pecka, 2004; Baklaja et al.,
2008; Trojan, 2003; Slechtova, 2007; Murray, 2002; Colvin, 2004).
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Obrazek 1 Schéma koagulacni kaskady

Prevzato a upraveno z: http://eclinpath.com/hemostasis/physiology/coagulation-cascade-new-
model/

2.5 Systém prirozenych inhibitori

Ptirozené inhibitory jsou oznacovany jako regulacni proteiny, které jsou dulezité
Vv procesu krevniho srazeni. Jejich funkci je dosahnout rovnovazného stavu, tj. regulovat
mnozstvi vytvofenych enzymi vi¢i mnozZstvi, které je inaktivovano. Déle zabranuji
nekontrolovatelnému srazeni krve a tim udrzuji koagula¢ni rovnovéhu. Pfirozené

inhibitory mohou pusobit v koagulac¢ni kaskadé¢ jak vnitini, tak vnéjsi cestou (Penka et

al., 2011; Pecka, 2004).
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2.5.1 Serpiny

Dle Pecky (2004) jsou serpiny zafazeny do skupiny inhibitort serinovych proteaz
a jsou povazovany vétSinou za nespecifické inhibitory. V jatrech jsou serpin-serinové
komplexy po uvolnéni do cirkulace zachytdvany pomoci serpinovych receptorti. Jedna
se o dulezité regulacni faktory, které maji pro organismus pii nadmérném Sté€peni u
nekterych patologickych stavli vazné nasledky.

Serpiny rozliSujeme do téchto skupin:

o Antitrombin (AT) je jednofetézcovy glykoprotein akutni faze, ktery se
vyskytuje extravaskuldrné. Jeho defekty (vrozené i ziskané) jsou spojeny
S nejvyssim rizikem hyperkoagulac¢nich stavli. AT plisobi hlavné na endotelu,
je inhibitorem pro trombin a ma Sirokou antiproteazovou aktivitu. Sam je
schopen pomalu inhibovat faktor Xa, Ila, ale také IXa, ale to jen za
ptitomnosti heparinu jako kofaktoru.

o Heparin kofaktor II (HCII) md mnohem mén¢ klinicky vyznam nez AT.
Jednd se o specificky inhibitor trombinu, jehoZ aktivace probihd za
fyziologickych i patologickych podminek, a to pfevazné dermatanfulfatem,
ale i hepariny.

o C1 inhibitor (C1-INH) je nemocnéjsim inhibitorem faktort kontaktu, ktery je
schopen inhibice plazminu a nejvice zasahuje do systému komplementu
(Cls). Jeho syntéza probiha v jatrech, kde dochazi k uvolnovani v pribéhu

aktivace desti¢ek (Penka et al., 2011; Penka & Bulikova, 2009).

2.5.2 Systém proteinu C

Systém proteinu C je pfirozend antikoagulaéni cesta, kterd reguluje tvorbu
trombinu, a to schopnosti $tépit faktor Va a VIIla. Pomoci antikoagulacnich a
protizanétlivych vlastnosti moduluje obranu organizmu na cizi stimulus (Penka et al.,
2011). Systém je tvofen témito slozkami:

o Protein C (PC) je tvofen v hepatocytech a jeho aktivace probiha na povrchu
endotelu. Pii aktivaci pusobi jako kofaktor reakce specificky receptor
trombinu, trombomodulin (TM). Aktivovany protein C (APC) ma v plazmé
vcelku dlouhy polocas rozpadu. Jeho aktivace mulze byt také zajiSténa

faktorem Xa navazanym na TM V pfitomnosti negativné nabitych PL.

Inhibitorem proteinu C je PCI a a3- antitrypsin.
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o Protein S (PS) je jednofetézovy glykoprotein, ktery je ulozen v endotelu a o

granulach krevnich desti¢ek. Jeho tvorba probihd za ucasti vitaminu
K v jatrech. V plazmé se nachazi asi ze 40% ve volné formé, zbytek je vazan.
Ve volné formé je protein S kofaktorem PC a podporuje vazbu APC
k fosfolipidovym povrchim desti¢ek. Dalsi funkci je schopnost specificky
inhibovat aktivitu TF.

C4b vazajici protein (C4bBP) je regulacni protein cesty komplementu. Je
slozen z 6-7 a fetézcl a B fetézce, kdy pouze forma s P fetézcem dokéze vazat
protein S, ktery umoziuje vazby C4bBP na povrch bunék.

Trombomodulin (TM) je integralni transmembranovy glykoprotein, jehoz
pfitomnost je vzdy na cévnim endotelu, na ktery se vaze trombin.
V hemostaze ma tii zpusoby pusobeni: kofaktor pro aktivaci PC trombinem,
za pritomnosti galaktozaminoglykanu v molekule urychluje inaktivaci
trombinu antitrombinem a inhibuje proteolytické pisobeni trombinu.
Endotelialni receptor pro protein C (EPCR) je transmembranovy protein,
ktery sniZzuje antikoagulacni vlastnosti APC, ale naopak zvySuje aktivaci

proteinu C na endotelu (Pecka, 2004; Penka et al.,2011).

2.5.3 Kuniny

Kuniny jsou zafazovany do inhibitorli protedz obsahujici strukturu zvanou

Kunitzova doména v molekule. Do této skupiny inhibitorQ patfi napt. nexin protedz II a

inhibitor zevni koagula¢ni cesty (TFPI), ktery cirkuluje v plazmé, kde je vdzan na

lipoproteiny s nizkou hmotnosti (LDL). TFPI ptimo inhibuje faktor Xa a urychleni

reakce zprostiedkovava heparin (Penka & Slavickova, 2011).

2.5.4 Nespecifické inhibitory

Nespecifické inhibitory jsou inhibitory jakychkoliv protedz souvisejici nejen

Vv systému koagulace.

Dle Pecky (2004) a Penky & Slavi¢kové (2011) se zde fadi:

a, —makroglobulin: je tvofen z mnoha bun¢k v¢etné hepatocytti a makrofagi
V jatrech. Je pfitomny jak v plazmé, tak i mimo cévni systém. Jeho specificka
schopnost spoc¢iva v inhibici proteazy vSech tiid, déale tvorba komplexu

s proteolytickymi enzymy plazmy, leukocyti a bakterii. Pfi svém ptlisobeni
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molekula a, —makroglobulinu zméni svou konformaci, obklopi molekulu
enzymu a zabrani navazani substratu do aktivniho mista cilového enzymu.
C-1 inhibitor: glykoprotein syntetizovan v jatrech a uvolilovan pfi aktivaci
desticek. Inhibuje faktor XlIla, XIa a kalikrein a zasahuje do systému
komplementu. Za ptitomnosti heparinu jeho Gc¢inek zesiluje.

as-antitrypsin: syntetizovan v jatrech, jeho vlastnosti je inhibice faktoru Xa a
pusobi, jako pomérn¢ silny inhibitor aktivovaného proteinu C. Hlavni roli

hraje pfi inhibici proteaz slinivky bfisni a bilych krvinek.
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3 PATOFYZIOLOGIE HEMOSTAZY

Za normalnich podminek proces hemostaza, jak bylo jiz popsadno, zajiStuje
spravnou tekutost krve v cévnim fecisti. Jakmile dojde k poruseni cévni stény,
zabranuje krvaceni krevnim srazenim. Spravnéd funkce cévni stény, krevnich desticek,
koagula¢niho a fibrinolytického systému je projevem tzv. hemostatické rovnovahy.
Rovnovaha je za fyziologickych podminek udrzovana a to tak, ze je zabranéno vétSimu
rozsahu krevni ztraty a naopak co nejvice zamezeno spontanni intravaskularni
trombotizacemi. Pokud je tato rovnovaha narusena, dochazi ke vzniku krvacivych a
trombotickych stavi, coz mizeme oznacovat jako ziskané poruchy krevniho srazeni

(Baklaja et al., 2008; Pecka, 2004; VVokurka, 2008).

3.1 Hemofilie

Hemofilie se fadi mezi vzacné, dédicné onemocnéni, které je spjato s pohlavnim
chromosomem X. RozliSujeme dva typy hemofilie: hemofilie A je zplisobena defektem
faktoru VIII a hemofilie B faktorem IX. Ob¢ skupiny se projevuji sklonem ke krvaceni,
zpusobené vrozenym defektem koagulacniho faktoru. Chorobou trpi hlavné muzi, zeny
jsou pienasecky, ale nemocné mohou byt jen tehdy, kdyz maji Turnertiv syndrom (Xh),
nebo maji postizeny oba chromosomy (XhXh). Hemofilie je nemoc, ktera se vyskytuje
trombinu, vytvorené koagulaénim mechanismem, neni dostate¢né pro vytvoreni kvalitni
fibrinové zatky, tim padem krvaceni neni uplné zastaveno (Penka & Slavickova, 2011,

Smejkal et al., 2017).

3.2 Trombofilie

Defekt hemostazy, ktery je oznacovan jako trombofilie, je pfi¢inou vysokého
sklonu k trombdze. Vrozena forma této choroby se vyskytuje az 5x vice nez hemofilie.
Pfi¢in vzniku trombofilie mize byt nékolik: defekt inhibitori krevniho srazeni,
reologické faktory ovliviiujici krevni tok, porucha faktorii koagula¢ni kaskady (FVII,

FVIII, fibrinogen) atd (Penka & Bulikova, 2009; Penka & Slavickova, 2011).
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Trombofilie mize byt dle Penka et al. (2001) také vyvolana fadou chorobnych
stavi, jako jsou:
o onemocnéni jater
o endokrinni choroby- diabetes mellitus, Cushingtiv syndrom
o hematologické malignity
o koagulacni a fibrinolytické abnormality- nefroticky syndrom, malignity

o choroby autoimunity- Behcetova choroba, ulcerézni kolitida

3.3 Tromboéza

Trombdza je proces, pii kterém dochdzi k tvorbé krevni sraZeniny (trombus)
V cévnim systému. Vznikly trombus se déli do dvou skupin dle toho, v jakém fecisti
vznikd, tedy arterialni a zilni. Pfi arteridlni tromboze hraji vétsi ulohu krevni desticky,
které tuto chorobu zptisobuji. Nejdiive zaénou v misté poranéni stény tepny adherovat,
nasleduje shromazd’ovani v misté poranéné cévy (agregacni faze), poté nastava
propagace trombu a vyslednym krokem je maturace trombu. Mezi nejvétsi rizikové
faktory vzniku arterialni trombozy jsou diabetes mellitus, obezita, koufeni, hypertenze a
hypercholesterolemie (Vojacek & Maly, 2004; Folsh et al., 2003; Pecka, 2004; Baklaja
et al., 2008).

Zilni trombdza je zptisobena nejéastéji hyperkoagulaci, kdy se tromby bohaté na
fibrin a cervené krvinky tvofi zejména v Zilnim systému dolnich koncetin. Tromby
nejdiive n¢jakou dobu setrvavaji v misté svého vzniku, poté se dle hemodynamickych
podminek mohou uvolnit a proudit krvi jako emboly. Rizik pro vznik vendzni trombozy
je mnoho, ale mezi nejcastéjsi rizika se fadi maligni onemocnéni a gravidita, poskozeny

endotel, chirurgické zakroky (Mackman, 2008; Baklaja et al., 2008; Pecka, 2004).

3.4 Nespecifické inhibitory

Nespecifické inhibitory tvoii heterogenni skupina protilatek, které ovliviluji
celkové prokoagulacni ale i antikoagulacni procesy hemostazy. Jejich funkce nespociva
V piisobeni jen proti jednomu koagula¢nimu faktoru, ale jsou zaméfeny komplexné na
celé déje hemostazy (Penka & Slavickova, 2011). Jednou ze skupin, ktera tvofi nejvetsi
cast, jsou antifosfolipidové protilatky (APA). Patii sem skupina autoprotilatek nebo
zktizené reagujicich aloprotilatek, jejichz cilené misto piisobeni je rlzny antigen s

riznym vyznamem. Ty skupiny APA, které souviseji s antifosfolipidovy syndromem
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jsou vétSinou autoprotilatky, které jsou zaméfeny na makromolekuly vazané na
negativné nabity fosfolipidovy povrch. Konkrétné sem patii protilatky proti [o-
glykoproteinu I, trombomodulinu, proteinu S, C, protrombinu, TF, faktorim kontaktni
faze, fosfolipaze a dalsim. APA mohou souviset také s chorobou srde¢nich chlopni,
nefropatii nebo trombocytopenii (Bartkova, 2010; Bulikova & Penka, 2006; Penka &
Slavickova, 2011).

Z pohledu diagnozy APS se rozdéluji antifosfolipidové protilatky do tfi skupin:

o protilatky proti kardiolipinii (ACLA)

o protilatky proti B,-glykoproteinu I (antif,-GPI)

o lupus antikoagulant (LPA)

ELISA metodami Ize diagnostikovat skupinu ACLA a antif3,-GPI. Skupina LPA
je diagnostikovana diky jejich vlastnosti ovlivnit krevni srazeni, které jsou zavislé na
fosfolipidech (Penka & Slavickova, 2011).

Protilatky proti  kardiolipinum = antikardiolipinové protilatky (ACLA):
Kardiolipin je mitochondridlni fosfolipid z hovéziho srdce. Tato skupina protilatek se
déli do trid 19gG nebo IgM (Roubey, 1994).

Protilatky proti Br-glykoproteinu I (antifi,-GP1): Stejné jako predchozi skupina se
déli do tfid IgG nebo IgM. Bo-glykoprotein I= primarnim cilovym antigenem je
apolipoprotein, ktery je rozpoznavam APA. Radi se do skupiny plazmatickych proteinti
s afinitou na molekuly s fosfolipidovym povrchem (Rand, 2007). Své vazebné misto
nachazi na negativné nabitém povrchu a receptorech na povrchu bunék. Molekula
proteinu cirkuluje v plazmé a je spojovana hlavné s rizikem vzniku trombdzy. Jeho
stavebni kostru tvofi 326 aminokyselin a je rozdélen do péti domén. Ctyfi domény jsou
totozné a kazda je sestavena z 60 AK, patda doména obsahuje navic 6 AK a C-konec
molekuly je obohacen o 19 AK, které vytvoii na doméné velkou negativné nabitou ¢ast.
Tu poté vyuzivaji negativné nabité fosfolipidy jako vazebné misto. Choroby vznikajici
trombotickymi komplikacemi jsou zptisobeny vice protilatkami proti 3,-glykoproteinu I,
které jsou namifeny proti epitopu, ktery se nachézi na prvni doméné nez na ostatnich
doménach (Keeling et al., 2012; Agar et al., 2010).

Lupus antikoagulant (LPA): Do této skupiny zahrnujeme heterogenni APA,
ovliviiyjici fosfolipid-dependentni koagulaéni reakce in vitro. Jsou ve spojeni
s koagulacnimi testy zavislych na fosfolipidech, které jsou napiiklad trombinovy test

(TT), tromboplastinovy test (APTT), kaolinovy test (KCT) nebo test Russelovy zmije

27



(dRVVT). APA se spolecné s koagulaénimi faktory ptetahuje o negativné nabité
fosfolipidy, které v koagulacnich reakcich plsobi jako katalytické povrchy. To pfi
koagulacnich testech zptisobi prodlouzeni konecnych ¢ast. Proto se LA chova in vitro
jako inhibitor koagulace, ktery neni specificky proti zadnému uréitému koagula¢nimu
faktoru. Z klinického pohledu je proto zavadéjici oznaceni ,antikoagulant”. Pojem
»lupus® také neni ptesny, protoze LPA se nevyskytuji jen u pacientii se SLE (systémovy
lupus erythematodes) a pacienti detekovani na SLE nemusi byt naopak pozitivni na
LPA (Hirmerova, 2010).

3.4.1 Mechanismy pusobeni antifosfolipidovych protilatek

Jsou studovany dva zékladni mechanizmy plsobeni APA. Prvnim je plisobeni na
Kinetiku fosfolipid-dependentnich reakci, druhym je pisobeni na funkéni nastaveni
¢astic nebo bun¢k (trombocyty, monocyty, neurony, fibroblasty, endotelie, aj.). APA
mohou také svym pusobenim ovlivnit komplementovy systém, inhibovat fibrinolyzu
nebo mohou blokovat antitrombotické vlastnosti anexinu V. Ve vysledku vSechny

zminéné procesy vedou K protrombotickym, proateromatéznim nebo  také

-----

wrwe

na bunécné struktury, jako jsou receptory. Timto pisobenim muze dojit k aktivaci
bunék, nepfimému zasahu do reakci tykajicich se imunity nebo nastane jind funk¢ni
zmena. V patofyziologii se tyto zmény nejspiSe vyskytuji u reprodukénich ztrat nebo

neurologickych projevu (Bulikova & Penka, 2006).
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Tabulka 1 Mechanismy piisobeni antifosfolipidovych protilatek

B2-glykoprotein | Inhibice aktivace PC, inhibice inaktivace FVa a FVIII cestou
APC/PS, inhibice aktivace fibrinolyza komplexem FXII/PK,
potenciace aktivace trombocytil, inhibice aktivace AT mediované
heparan sulfatem, potenciace tvorby FXa na trombocytech, snizeni

volného PS cestou inhibice interakce [,-glykoprotein | a C4-vazajici

protein
Anti-trombin/ Anti- Vazba na trombinem aktivované desticky, inhibice uvolnéni
protrombin prostacyklinu pod vlivem trombinu, inhibice aktivace PC
Anti- protein C Inhibice inaktivace FVa a FVIlla cestou APC/PS, inhibice aktivace
proteinu C
Anti- protein S Inhibice inaktivace FVa a FVIlla cestou APC/PS
Anti- fosfolipaza A, Inhibice produkce prostacyklinu z endotelialnich bunék

Anti- trombomodulin Inhibice aktivace PC

Anti- heparan- sulfat Inhibice aktivace AT mediované heparan sulfatem

cévni steny

Anti-anexin V Ovlivnéni funkce placentarniho antikoagulaéniho proteinu 1 (anexin
V) tvorbou komplexti, blokaci nebo odstranénim anexinu V z jeho

ptirozenych mist nachazejicich se v placenté

Prevzato a upraveno dle: Penka & Slavickova (2011)

3.4.1.1 Mechanismus pisobeni antifosfolipidovych protilatek pri

vzniku krvacivych stavi

Ptitomnost APA nemusi mit za nasledek jen trombotickou tendenci, ale 1
trombocytopatii, nebo ptitomnosti specifickych inhibitort krevniho sraZeni. Sekundarni
hypotrombinémie je zplUsobena tvorbou komplext, které vytvaii APA vazbou na
molekulu faktoru II, konkrétné na nefunk¢ni misto. Vzniklé komplexy jsou z cirkulace
odstranovany, diky ¢emuz dochazi ke snizeni hladiny protrombinu zvysSenou clearence
komplexit APA+ protrombinu. Rozhodujici je poté v klinickém obraze krvaciva diatéza.
Hladina protrombinu miiZe nasledné¢ dosdhnout az na hodnoty, pfi kterych mohou nastat
provokované (krvaceni po drobnych trazech ¢i operacich, silné menstruacni krvacent)

nebo 1 spontdnni projevy krvaceni. Pfi této situaci je dilezité sledovat aktivitu
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protrombinového ¢asu podle Quicka. Prodluzovani protrombinového casu nastdva
pouze Vv ptitomnosti druhotného snizeni faktoru II s antifosfolipidovymi protilatkami. U
APS nebyva trombocytopenie vyznamna. APA svou vazbou na krevni desticky nasedne
na funk¢ni mista a tim dojde ke spusSténi funkcéni poruchy trombocytii (Bulikova &

Penka, 2006; Bulikova et al.,2012).

3.4.1.2 Mechanismus pisobeni antifosfolipidovych protilatek pri

vzniku trombocytopenie

Mezi jedny z dulezitych mechanizmu pisobeni APA se fadi progresivni aktivace
krevnich desticek, ke které dochdzi po vazbé antifosfolipidovych protilatek na jejich
povrch. V 90. letech 20. stoleti bylo pfedpokladano, Ze se na mirn¢ aktivované
trombocyty, produkujici negativné nabité fosfolipidy, vazi imunitni komplexy tvorené
APA a B,-GP |. Touto vazbou je spuSténa dalSi aktivace, tvorba mikropartikuli,
rozsifeni fosfolipidového povrchu s naslednou zvysenou produkei trombinu. Aktivace
desticek a vazbou B,-GP | vznika dimericka struktura, ktera je potfebna pro pusobeni
komplext antif,-GP I/ B,-GP | (Bulikova et al., 2010a). Molekula ,-GP I mize uvolnit
kationovy protein destiCkovy faktor 4 a tim zvySuje na povrchu krevnich desti¢ek
tvorbu patogennich imunitnich komplexti (Giannakopoulos et al., 2013). .-
glykoprotein | muze interagovat sreceptorem GPIb/IX/V, jehoz podjednotkou je
destickovy glykoprotein Iba, a také s receptorem pro apolipoprotein E, coz je receptor
pro lipoproteiny s nizkou denzitou. Vazbou protilatek proti B-GP I na B-GP | se
pfemosti tyto receptory a disledkem je zesileni aktivace uz mirné aktivovanych
krevnich desticek, zvySeni pfilnavosti desticek a produkce tromboxanu A2
(Giannakopoulos et al., 2013).

Pficiny vzniku trombocytopenie za pfitomnosti APA  jsou rdzné.
Nejpravdépodobnéjsi pricinou trombocytopenie je zvySend spotieba trombocytil, kterd
je spusténa ruznymi zpusoby. Spotieba trombocytli mize byt spusténa také dusledkem
aktivace a pfemény trombocytli v mikropartikule, které obsahuji fosfolipidy a zvysuji

protrombotické sklony (Bulikova et al., 2010a).
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3.4.2 Laboratorni diagnostika antifosfolipidovych protilatek
Antifosfolipidové  protilatky jsou zafazovany do heterogenni skupiny
autoprotilatek s riznymi cilovymi antigeny. Jejich charakteristikou je ndklonnost
K trombozam v krevnim fecisti a ztratam v reprodukénim systému. APA se ve vztahu k
diagnostice antifosfolipidového syndromu (APS) nazyvaji autoprotilatky, které jsou
zamé&feny proti makromolekuldrnim latkdm vazanym na negativné nabité, vétSinou
fosfolipidové povrchy (Penka & Slavickova, 2011). Fosfolipidy jsou fazeny mezi
polarni lipidy, které se svou cCasti organizuji do bunécné membrany. Pro infekcni
nemoci jsou protilatky ve tfidé IgM, protilatky vyskytujici se Vv patogenetickych
mechanismech APS jsou hlavné ve tfidé¢ IgG a IgM, taktéZ se mohou vyskytovat ve
tride IgA, ale ty nejsou zahrnovany do kritérii pro diagnézu APS. Tyto protilatky jsou
naméfeny proti fosfolipidiim s negativné nabitym povrchem (napft. kardiolipin, kyselina
fosfatidova, fosfatidyl serinu, fosfatidyl inositolu). Aby se APA navazaly, potiebuje
pfitomnost proteinového kofaktoru, kterym je v nejcastéjSim ptipadé Po-glykoprotein I,
také trombomodulin, protein S a C, faktory kontaktni faze, protrombin, fosfolipaza A2,

tkanovy faktor, anexin V a mnoho dalsich latek (Krejsek, 2004).
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3.4.2.1 Laboratorni diagnostika lupus antikoagulans (LLA)

Principem diagnostiky APS je prtikaz antifosfolipidovych protilatek. Nutnost
pozitivity testl je minimalné¢ dvakrat v casovém odstupu Sesti a vice tydnt. Tyto
diagnostické testy lze rozdélit podle zpuisobu detekce APA na koagulacni testy (detekce
lupus antikoagulans) a stanoveni antigenu metodou ELISA (protilatky proti
kardiolipidiim a B,-glykoproteinu I) (Hlusi & Krcova, 2003).

Vysetfeni lupus antikoalugans je daleko slozitéjsi, nez prikaz protilatek proti
kardiolipinu a B,-glykoproteinu I. Pti vySetieni LPA se musi velmi rychle zpracovavat
plazma (do hodiny) na bezdestickovou plazmu specialnimi centrifugac¢nimi metodami a
tim neni umoZnéna diagnostika pii zasilani vzorkl do centralnich laboratofi. Je dileZité,
aby byla plazma bezdestiCkova, protoze trombocyty ovliviiuji vySetfeni. Jestlize
zpracovani plazmy trva déle nez hodinu, vysledky mohou byt ovlivnény vyvazanim
inhibitoru na desticky a jejich fosfolipidy a dochazi k odstranéni tohoto komplexu
béhem pfipravy plazmy. Vysledky poté mohou byt faleSné negativni. Dal$i postup je
urc¢en metodikou Mezinarodni spole¢nosti pro trombdzu a hemostazu= postup zalozen
na prikazu prodlouZzeni testu, které je zavislé na fosfolipidech (jsou pouzity minimalné
dva screeningové testy), kdy k jeho zkraceni nedochazi po pridavku normalni plazmy a
test je upravovan piidavanim fosfolipida. Je také dilezité kontrolovat a odliSovat rizné
dalsi vlivy, jako jsou specificky inhibitor a heparin. Pfi tomto kroku diagnostiky
dochazi k uzké spolupraci mezi odesilajicim lékafem a laboratofi vySetifujici vzorek
(Bulikova & Penka, 2006).

Pod nazev lupus antikoagulans fadime imunoglobuliny téidy IgG, IgM nebo IgA,
které jsou zapojeny do hemokoagulace in vivo. Jde o zvlastni laboratorni fenomén,
ktery neni pfimo detekovatelny jako specificky analyt. Patii sem ty APA, které in vitro
koreluji s koagulacnimi testy, které jsou zavislé na fosfolipidech. Negativné nabité
fosfolipidy, slouZi pro ATP a koagula¢ni faktory jako katalytické povrchy, a proto o né
mezi sebou soupeti. Diky témto povrchiim dochéazi k prodluzovani vyslednych cast u
koagula¢nich testli, mezi které patii kaolinovy test (KCT), tromboplastinovy test
(@PTT), test s jedem Russelovy zmije (ARVVT) a reptilazovy test. In vitro tedy lupus
antikoagulans plsobi jako inhibitor koagulace, ktery ale neni specificky ke konkrétnimu

faktoru (Hirmerova, 2010).
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Pti stanoveni LPA nastavaji komplikace, protoze neexistuje 100% citlivy
screeningovy test. Identifikaci lupus antikoagulans Ize stanovit dle Penka et al. (2011)
pomoci:

1. Screeningové testy = testy citlivé na LPA v zavislosti na fosfolipidech

2. Korekéni testy = prikaz pfitomnosti inhibitoru (ovlivnéni heparinem,

vylouceni defektu faktoru)

3. Konfirmacni testy = prukaz zavislosti LPA (inhibitoru) na fosfolipidech

Screeningové testy

Princip téchto testii spociva v zdvislosti na fosfolipidech a citlivosti na lupus
antikoagulans. Mezi nejcastéji pouZivané screeningové testy patii APTT a dRVVT
s jedem Russelovy zmije, ktery aktivuje v pritomnosti Ca®* a fosfolipidi faktor X. Méng
Casto se vyuziva kaolinovy cas, ktery je vhodny u téhotnych zen a reptilazovy testu. U
vSech tesi je pritomnost LPA identifikovana na zakladé prodlouzeného koagula¢niho
Casu. Jelikoz je u téchto testl snizend citlivost, musi byt provedeny minimalné dva
screeningove testy zajiStujici prikaz prodlouzeného koagula¢niho casu. Po ptidani
normalni plazmy a fosfolipidii mlize nastat, ze se Cas nezkrati. V tomto piipad¢ je nutné
test korigovat a rozliSovat ptisobeni dalSich faktorti, jako je specificky inhibitor nebo
heparin.

Na zavér jsou testy vyhodnocovany dle namétfeného koagula¢niho casu (v
sekundach) a poméru (R=Ratio) ¢asu testované plazmy proti ¢asu kontrolni (norméalni)

plazmy (Penka & Bulikova, 2009).

o Aktivovany parcialni tromboplastinovy test (aPTT)

Test fadime mezi zékladni koagulaéni testy, které maji za ulohu monitorovat
vnitini koagula¢ni systém, hlavné faktory VII, IX, XI, XII a prekalikrein. Nejdiive se
k vySetfované plazmé piida parcialni tromboplastin (kefalin) a Ca** (chlorid véapenaty) a
tim dochéazi v plazmé chudé na desticky K aktivaci vnitini cesty koagulace. Jestlize
chceme aktivaci zrychlit, pfiddvame aktivator, kterym je naptiklad polyfenoly, kaolin
nebo kiemicitany. V ptipad¢€, ze v plazmé detekovana ptitomnost protilatek typu lupus
antikoagulans, Ize pozorovat prodlouzenikoagula¢niho ¢asu. Koagula¢ni ¢as kontrolni
(normalni) plazmy z koagulometru se odecte od Casu vySetfované plazmy. Vysledky
aPTT jsou prezentovany v sekundach a v prubéhu testu se méii Cas, ktery je nutny ke

spusténi koagulace v jednotkach Ratio ( R= Cas testované plazmy/ kontrolni plazmy).
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Prodlouzeny APTT-LA ¢as nemusi byt vzdy zptisoben pfitomnosti protilatek LPA, ale
také napiiklad pfitomnosti heparinu, specifického inhibitoru, dysfirbrinogenémie a

deficit koagula¢nich faktori (Penka & Slavi¢kova, 2011; Pecka, 2010).

o Tests jeden Russelovy zmije (dRVVT)

Test s jedem Russelovy zmije (fedény) je screeningovy test vyuzivany k detekci
protilatek typu LPA. Po piidani jedu Russelovy zmije k testované plazmé¢ dojde za
piitomnosti Ca®* a fosfolipidii k aktivaci faktoru X. Aktivovana forma faktoru poté
aktivuje pfeménu protrombinu na trombin, ktery nasledné aktivuje pfeménu fibrinogenu
na fibrin az na polymerovany fibrin (Pecka, 2010). Z koagulometru se odecte koagulacni
¢as normalni (kontrolni) plazmy od vySetfované plazmy a vypocitd se pomér R

(fyziologické hodnoty R=0,80-1,20).

o Kaolinovy test (KCT)

Jedna se o0 aPTT bez piidavku aktivatoru, je velmi citlivy na mnoZstvi trombocytl
vplazmé a vyuziva se hlavné u tehotnych Zen. Jakmile nastane prodlouzeni
koagula¢niho Casu, je nutné ke korekci s normalni plazmou pfistupovat v poméru 1:1.
Vysetieni je dilezité zhotovit hned po smiseni nebo po la 2 hodinové inkubaci. Pokud

se koagula¢ni ¢as nezkrati, mizeme indukovat pfitomnost LPA v organismu.

o Reptilazovy test

Reptilazovy test vyuziva reptilazy (jed hada Bothrops atrox), ktery ma podobnou
aktivitu jako trombin, ale srozdilem, Ze plsobeni reptilaizy neni ovlivnéno dal§im
vlivem, jako je heparin. Diky tomu je reptilazovy test vyuZzivan ke zjiSténi vlivu

heparinu na prodlouzené aPTT a TT (Penka et al., 2014).

Korek¢ni testy (smésné testy)

Pomoci téchto testli 1ze prokazat pfitomnost inhibitoru, a to v piipade, Ze jsou
pozitivni screeningové testy, resp. pii poméru ¢ast testované a normalni plazmy vétsi
nez 1,2. Umoziuji zjistit, jestli je prodlouZzeni koagulaéniho Casu zplsobeno vlivem
inhibitoru, heparinu nebo defektem faktort. Principem je sledovani korekce
prodlouzenych c¢asi normalni plazmou ve smési vySetiované a normdlni plazmy
v poméru 1:1 u testd, které byly ve screeningu prodlouzeny (nejcastéji aPTT) (Bulikova

& Penka, 2006; Penka et al., 2001).

34



Konfirmaéni testy

Tyto testy se vyuzivaji jen tehdy, kdyz ve smésnych testech nedojde ke korekci
prodlouzeného Casu. Vyuziva se stanoveni na zakladé¢ aPTT a dRVVT testl, jejichz
principem je zvySend koncentraci fosfolipidii s naslednym prikazem fosfolipidové
zavislosti inhibitoru. Jestlize je LPA detekovan ve vySe zminénych testech, dojde ke
zvyseni koncentrace fosfolipidi a nasledné k neutralizaci LPA. Vysledkem je zkraceni
koagulacnich cast.

Pod konfirmacni testy patii destiCkovy neutralizac¢ni test (PNP), testy s hadimi
jedy- textarinovy Cas (test zavisly na PL) a sarinovy ¢as (nezavisly na PL), které jsou
vyhodnocovany jako pomér ¢ast textarin/ekarin, neboli ¢as Screen/Cas confirm/Cas.
Jako cut-off pro pozitivitu protilatekjsou stnoveny vétsinou moméry nad 1,2 (nutno
zptesnit hodnocenim 99% percentilu). Testy nejsou moc propagovany a doporucovany,
protoze neexistuji zadné standardizované principy komercnich testd (Bulikova & Penka,
2006).

o Destickovy neutralizacni test (PNP)

PNP fadime mezi konfirmacni testy pro diagnostiku LPA. Princip zavisi na
neutralizaci inhibitord typu LPA pomoci fosfolipidi krevni desticek a diky tomu
dochazi ke zkraceni casu aPTT. Ziskavat fosfolipidy trombocytl 1ze dvéma zptisoby, a
to promyvanim krevnich desticek s kalciovym ionoforem nebo opakovanym zmraZenim
a rozmrazenym, pii ¢emZ dochdzi k vystavovani aniontovych fosfolipidii na povrSich

trombocytl. Pro korekci koagulac¢nich ¢ast je nutna pritomnost LPA (Pecka, 2010).

Pro detekci lupus antikoagulans byl pouzit koagula¢ni analyzator ACL TOP 750
CTS. Pristroj je vysoce vykonny a je schopny méfit koagulacni, chromogenni a
imunologické testy. Mezi jeho funkce patii kontrola integrity vzorku pted analyzou
(naplnéni odbérovych zkumavek), detekce pfitomnosti srazeniny v odbérové zkumavce
a hodnoceni stupné hemolyzy. Princip spociva v méfeni a zaznamendvani doby, ktera je

potiebna ke sraZeni vzorku plazmy.
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Obrazek 3 Koagulacni analyzator ACL TOP 750 CTS

Prevzato z: https:/lwww.instrumentationlaboratory.com/en/acl-top-family-series

3.4.2.2 Laboratorni diagnostika kardiolipinovych protilitek a
protilatek proti p,-GP |

Detekce protilatek proti kardiolipinu a protilatek proti B,-glykoproteinu se provadi
pomoci chemiluminiscen¢nich testi nebo ELISA metodik (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (Mikyakis et al., 2006). Jsou zalozeny na principu sendvicové
techniky. Test ELISA se provadi pokrytim desti¢ky a to bud’ B,-glykoproteinem, nebo
aniontovym fosfolipidovym kardiolipinem, poté se piida pacientova ziedéna (1:50)
plasma a na zavér se prida sekundarné¢ znaCena protilatka, ktera umozni zobrazit
mnozstvi navazanych isotopti IgG a IgM (Lakos et al., 2012) protilatek. Mikrotitracni
desticky pro ELISA metodu se pouzivaji dvojiho typu, s vysokou citlivosti (ozafené) a
nizkou citlivosti. V pfipad¢ detekce antikardiolipinovych protilatek se detekuji ty
protilatky, které se vazi ptimo na kardiolipin a ostatni aniontové fosfolipidy. Detekuji se
také autoprotilatky, které se vazi na PBo-GP I, jehoz povrch byl pokryt aniontovym
fosfolipidem (Passam & Kirilis, 2004). V diagnostice APS je anti- B,-GP | ELISA vice
citliva nez antikardiolipinova ELISA, protoze pfii reakci jsou nejdiive detekovany
nespecifické protilatky, které vznikly pfi¢inou riznych infekci a jsou pfitomny v plazmé
jednotlivce (Hun tet al., 1992). Aby se pfedeslo problémim v rozliSovani mezi
nespecifickymi protilaitkami a APS-relevantnimi autoprotildtkami, které koreluji
s infekci, je potfeba otestovat APA opakovang, a to alesponl 6 tydnli od doby prukazu
pozitivity pacienta. S nejvétsi pravdépodobnosti opakované pozitivni autoprotilatky
znaci ptibuznost k antifosfolipidovému syndromu. ACLA ELISA nejspise vice detekuje
autoprotilatky, které jsou spojeny s APS, nez anti-B2-GP | ELISA a LA testy (Mikyakis et
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al.,, 2006). Testovani APA je vcelku jednoducha metoda, kterou pouziva mnoho
laboratofi. Nevyhodou je Spatna standardizace, nejasnosti v ,cut-off“ rozhrani a
vysledky mezi komercéné dodavanymi diagnostickymi sety jsou heterogenni. Proto se
doporucuje podle mezinarodnich klinickych kriterii velmi peclivé hodnoceni vysledki a
opakovani vySetieni (Bulikova & Penka, 2006). Chyba v diagnéze APS miize byt u
pacienti, u kterych je zjistén syfilis, leptospirdza, lymska borelidza, jejichz projevem je
zvysSena hladina ACLA, kterd u téchto infekci neni spojena s rizikem trombotickych

komplikaci (Rand, 2003).

Autoimmune antiphosphalipid antibodies

Anti-B,,-GPI
antibody
o~

/9_9\ /_\ /e_\_' Cardiolipin

}— Solid phase
(plastic well)

Infection-related antiphospholipid antibodies

Antiphospholipid
l b’ antibody
N LN £ £ — Cardiolipin

f __}— Solid phase
(plastic well)

Obrazek 4 Detekce antifosfolipidovych protilatek pomoci metody ELISA

Prevzato od: Hanly, CMAJ (2003)

Jestlize pretrvavaji zvySené hladiny APL protilatek, mohou byt spojeny se
zvySenym rizikem Zilniho trombembolismu a porodnickymi komplikacemi. Toto
spojeni definuje laboratorni Cast kritérii pro Antifosfolipidovy syndrom, které¢ poprvé
navrhl Harris v roce 1987. Testy pro stanoveni protilatek proti ACLA (tiidy IgG, IgM),
anti-po-glykoproteinu I (tfidy IgG, IgM) a protilatek proti lupus antikoagulans jsou
definovany v kritériich pro diagnostiku APS dle International Committee for the
diagnosis of APS, ktery je definoval v Sapporu v roce 2006.

Testy pro diagnostiku ACLA a anti- B,-glykoproteinu I obsahuji f2-glykoprotein |
na pevné fazi. Bp-glykoprotein I pfitomny v plazmé je také nazyvan jako apolipoprotein
H, jeho molekulovd hmotnost je 44 kDa a obsahuje 5 domén. Patd doména obsahuje

seskupeni pozitivné nabitych aminokyselin, kterd umoZznuje vazbu aniontovych
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fosfolipidii. Byly navrzeny dvé hlavni teorie, vysvétlujici mechanismus, kterym ACLA
a anti-B,-glykoprotein I antifosfolipidové protilatky rozpoznavaji B,GPI. Prvni teorie je
toho nazoru, ze protiladtka musi byt navazana na dvé molekuly BoGPI, aby ziskala
zvySenou aviditu. Druha teorie “kryptického epitopu se domniva, ze ACLA a anti-
B2GPI antifosfolipidovy epitop je vystaven pouze tehdy, pokud se navaze na B,GPI
negativné nabity povrch nebo negativné nabitou molekulu, jako je kardiolipin. Epitop se
nachdzi v doméné 1.

Anti- B,GPI IgG/IgM test je chemiluminiscenéni dvoukrokova imunoanalyzy,
ktera je slozena z magnetickych ¢astic potazenych lidskym ocisténym B,GPI, ktery je
zachycovan ze vzorku, pokud jsou pfitomny anti- B,GPI antifosfolipidové protilatky. Po
inkubaci, magnetické separaci a promyvacim kroku se pfida indikator, ktery je tvofen
protilatkou proti lidskému IgG/IgM znacenou izoluminolem. Poté se indikator miiZe
vazat k Casticim se zachycenym anti- B2GPI. Po inkubaci se pfidaji ¢inidla spoustéjici
luminiscen¢ni reakci a emitované svétlo je méfeno jako relativni svételné jednotky
(RLUs) pomoci ACL Bio-Flash optického syst¢ému. RLUs jsou piimo umérné
koncentraci anti- B,GPI ve vzorku. Tento test je stejny i pro anti-kardiolipin 1gG/IgM

Pro detekci anti-kardiolipinovych a anti-p, glykoproteinovych protilatek byl
pouzit chemiluminiscenéni analyzator Bio-flash. Tento plné automatizovany pfistroj
méfi protilatky v lidské citratové plazmé a séru, pomaha pii diagnostice trombotickych
poruch, které souviseji s primarnim a sekundarnim antifosfolipidovym syndromem

Vv souvislosti a jinymi klinickymi a laboratornimi nalezy.

oAy

Obrazek 5 Koagulacni analyzator Bio-Flash

Prevzato z: https://www.inovadx.com/bio-flashr
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3.4.2.3 Globalni testy

Testy vyuzivajici se k vySetieni funkce trombocytl v rdmci primarni hemostazy
Penka & Bulikova, 2009). Jsou ukazatelem celkového projevu hemostazy, které skenuji
globalni funkce desticek, patii sem:

o Doba Kkrvaceni, krvacivost= test primarni hemostazy, jehoz citlivost neni
vysokd. Podstatou je méieni Casu, za kter¢ho dochazi v misté fezu ¢i vpichu
v kiizi k zastavé krvaceni. Doba krvaceni muze byt ovlivnéna nékterymi
latkami jako napiiklad kortikoidy (prodluzuji dobu krvaceni) a salicylaty
(zkracuji dobu krvaceni). Jestlize je DK prodlouzena, miize to znacit rizné
poruchy, jako je von Willebrandova choroba, trombocytopatie (funkéni
porucha trombocytll), poruchy cévni stény atd (MatySkova et al., 1999; Edgar
Faber et al.,2012).

o Test konzumpce protrombinu= patii mezi nespecifické a malo citlivé
globalni testy. Principem je stanoveni mnoZstvi protrombinu, ktery zlistane
po vysrdzeni krve v séru pii optimalnich podminkéch. Béhem srazeni se
vétSina protrombinu pifeméiiuje na trombin a cca 10-20% protrombinu
zustava v séru. K opaku dochazi pti koagulacnich poruchach, kdy velké
mnozstvi nespotiebovaného protrombinu zlstava v séru. Zbytek protrombinu
Ize pfeménit na trombin pfidanim Ca®* a tromboplastinu k vysetfovanému
séru a vznikly trombin ma za nasledek $tépeni zevné dodaného fibrinogenu na
fibrin. Pfi vySetfeni se identifikuje mnozstvi a funkce protrombinu
vV hemostaze a také se sleduje aktivita nebo kvantita koagulacnich sloZek, ke
kterym dochazi pred pfeménou protrombinu na trombin (Pecka, 2004; Faber
etal., 2012).

o Trombelastografie (TEG)= technika zachycujici kvantitativni a kvalitativni
zmeny, které jsou charakteristické pro tvorbu krevniho koagula jeho zavislost
ristu na case. V posledni dob&€ je pouzivan automaticky rotaéni
trombelastograf, jehoz podstatou je méetfeni celkové funkce srazeni plné krve
(Sakalova et al., 2010). Ziskame kiivku, ktera sleduje kazdou fazi srazeni
plné krve zpisobené piidavkem CaCl, K vySetfovanému vzorku. VSe je
zvizualizovéano svételnym paprskem. Touto metodou se vySetfuji jen zdvazné
hemostatické defekty (Penka et al.,2003; Matyskova et al.,1999).

o Trombin genera¢ni test (TGT)= globalni funkéni test, ktery analyzuje a
monitoruje systém hemostazy. Pro méfeni je pouZivan specidlni pfistroj-
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fluorometr. Plazma pro vySetfeni se pouziva citrdtovd a je chuda nebo
obohacena trombocyty. Principem testu je sledovani tvorby trombinu v Case,
ktera nas prabézné¢ informuje o aktualnim obrazu hemostazy. Iniciace
trombinu je spjata s ptisobenim vné&jsi tenasy a po navazani TFPI na TF
dochdzi k utlumeni této cesty a do generace trombinu se zapojuje vnitini
tenasa. VSechny procesy jsou doprovazeny pfitomnosti negativné nabitych
fosfolipidl a Ca®". Reakce je zpusobena diky fluorogenniho substratu po
aktivaci koagula¢niho systému. Fluorogenni substrat je vznikajicim
trombinem $§tépen na fluorofor (7amino-4-methylkumarin) vysilajici
fluorescencni signal, ktery je zaznamendvan fluorescencnim detektorem.
Vznikly signdl je prevadén na aktudlni koncentraci trombinu (nM) v podobé
kalibra¢ni kiivky, jejiz aktualizace je vzdy pii zméné Sarze substratu
S pouzitim trombinového kalibratoru (smés o zndmé hodnoté enzymové
aktivity) (Penka et al, 2014). Me&t se fluorescence produktu
aminomethylkumarinu pii vlnové délce 390/460 nm, jehoZ vznik spociva v
pfeméné fluorogenniho substratu ptisobenim trombinu. Kalibraéni kiivka je
charakterizovana dle Penka et al., (2014) a Pecka (2010) n¢kolika body:
= Lag time (min)= cas od zacatku aktivace do prvni detekce generace
= Time to peak (min)= ¢as vyjadiujici vytvofeni maximalni koncentrace
trombinu.
= Peak trombin (nM)= hodnota pro nejvyssi koncentraci trombinu.
» AUC (plocha pod krivkou) (nM.min)= celkové mnozstvi vytvorené¢ho
trombinu.
= Slope/velocity (nM/min)=sklon/strmost kiivky. Rychlost formace
trombinu na minutu.

= |nactivation phase= faze, pfti které postupné klesa tvorba trombinu
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Obrazek 6 Graf trombin generacniho testu- tvorba trombinu

Prevzato a upraveno dle: Pecka (2010)

TGT test je vklinice vyuzivan pro sledovani 1é¢by pacientd s trombotickym
onemocnénim. Snaha ziskat celkovy obraz krvacivé tendence u pacientll s diagnézou
vysokého rizika krvaceni. Taktéz se pouzivd ke sledovani antikoagulacni 1écby
(hepariny, kumariny) a substitu¢ni 1é¢by u pacientd s hemofilii a von Willebrandovou
chorobou (Penka & Bulikova, 2009; Penka & Slavickova, 2011).

Stanoveni generace trombinu se provadi na koagula¢nim analyzatoru Ceveron®
Alpha. Jedna se o plné automatizovany pfistroj, ktery je vybaven fluorescencnim
modulem, umisténym nad kyvetovym rotorem. Tento analyzator umoziiuje kromé
zékladnich testli (koagula¢ni, turbidimetrické,chromogenni) také fluorogenni testy.
Pracuje s emisni vinovou délkou 465 nm a excita¢ni vinovou délkou 360 nm. Zakladni
sloZzky analyzatoru: fluorescenc¢ni modul, rotor se vzorky, rotor s reak¢nimi kyvetami,
¢tecka carovych kodd, promyvaci zafizeni, monitor, chlazeny prostor na reagencie,

sérové a reagencni pipetory.
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Obrazek 7 Koagulacni analyzator Ceveron® Alpha

Prevzato z: https://www.technoclone.com/en/instruments/ceveronr-alpha

3.4.2.3.1 Vliv antikoagula¢ni 1écby (warfarin) na globalni test TGT
Warfarin patfti do skupiny kumarinovych derivatd, které se pouzivaji
v antikoagulacni 1écbé k zabranéni karboxylace gama glutamovych N termindlnich
zbytkli aminokyselin proenzymui faktorli protrombinového komplexu. Dévkovani
warfarinu se vztahuje K jeho delsimu biologickému polocasu 2-3 dny a je podavan 1x
denné. Antikoagulacni 1é¢ba zabranuje tvorbé trombinu, ktery nasledné zvySuje tvorbu
fibrinu (vznik trombu). Jak jiz bylo zminéno vySe, TGT test umoznuje méfit generaci
trombinu v ¢ase. Trombin hraje kli¢ovou roli v systému koagulace, ovliviiuje rizné
inhibi¢ni a zpétnovazebné smycky a miZe mit prokoagulacni, ale i antikoagulacni
vlastnosti. Jeho pfeména je rozhodujici pro pevnou fibrinovou sit. Pfi nevhodné
generaci trombinu mutze dochazet k patologickym staviim, jako jsou krvacivé a
trombotické onemocnéni (Butenas et al., 1999; Berntorp & Salvagno, 2008). Lze tedy
predpokladat, ze u pacientll 1é¢enych warfarinem bude kiivka TGT testu a hodnoty

generace trombinu pozménény.
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3.5 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom je popisovan jako klinicky projev hyperkoagulacniho
stavu, ktery je doprovéazen pfitomnosti antifosfolipidovych protilatek. APS vznikd bud’
samostatné, nebo disledkem autoimunitniho onemocnéni. Z klinického hlediska je APS
charakterizovan riznymi projevy, jako jsou opakované arteridlni ¢i vendzni trombozy,
reproduk¢ni komplikace a trvaly vyskyt antifosfolipidovych protilatek. Syndrom je také
nazyvan jako Hughesiiv syndrom, kdy svou slozitosti patii pod rtizné¢ medicinské obory
(Hirmerova, 2010, Bulikovda & Penka, 2006). APS se vyskytuje predevSim u lidi
smladym az stfednim vékem, u Zen je 2-5x Cast¢j$i nez u muzi. Vyskyt APS je
odhadovan piiblizné na 5 ptipadi na 100 000 osob za rok (Gomez- Puerta, 2014).

Pii klasifikaci je tfeba se zaméfit na zplsob vzniku APS. Pokud vznikne bez
znamé pri¢iny a bez spojeni sjinym chorobnym procesem, je zafazovan mezi
autoimunitni choroby a oznacovan jako primarni. Jestlize je diagnostikovan u pacientli
S jinym onemocnénim, jako je napf. maligni onemocnéni, SLE, a infekce, je oznaCovan
jako sekundérni (Carsons, 2004).

Z pohledu diagndzy se kritéria pro APS déli na klinické a laboratorni. Pro urceni
diagnozy je nutné splnit nejméné jedno klinické a jedno laboratorni kritérium. Dle
Penka et al. (2009) zde patfi:

o Klinick4 kritéria
= Tromboza- jeden nebo vice projevu arteridlni nebo venozni trombozy,
poptipad¢ trombdzy malé cévy lokalizované v jakékoliv tkédni ¢i
organu.
= Poruchy téhotenstvi- nékolik nevysvétlitelnych potrati mofologicky
normalniho porodu v/po 12 tydnu gravidity. N&kolik pted¢asnych
porodi morfologicky normélnich novorozencii v obdobi pied 34.
tydnem gravidity z diivodu eklampsie nebo placentarni insuficience.
Ne&kolik nevysvétlitelnych naslednych potrati pred 10. tydnem
t€hotenstvi.
o Laboratorni kritéria
* LPA- musi byt prokdzan v plazmé vicekrat, a to alespoii po 12 a vice
tydnd. Jsou provedeny screeningové, korek¢éni a konfirmacni testy.
Detekce se fidi podle doporuceni Mezinarodni spolecnosti pro

trombdzu a hemostazu (ISTH)
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ACLA- priikaz v séru ¢i plazmé v ¢asovém rozmezi 12 a vice tydnd.
Me¢teni je provedeno standardizovanym typem ELISA metody.
Vyskyt IgG nebo IgM izotopli ve stfednim nebo vysokém titru
protilatek.

Anti- B,GPI- prikaz v séru ¢i plazmé spolu s IgG a IgM izotopy
v ¢asovém odstupu 12 a vice tydnli. Méfeni je provedeno ELISA

metodou.
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4 STATISTIKA

Pti porovnavani dvou skupin v hodnotach kvantitativniho znaku, se nejdiive musi
ovefit, zda maji hodnoty kvantitativniho znaku v obou porovnavanych skupinach
normalni distribuci. Pro ovéfeni se pouziva test Shapiro-Wilk, coz je jednovybérovy
test, jehoz vysledkem je potvrzeni ¢i zamitnuti nulové hypotézy, Ze dosazené hodnoty
pochézi z normalniho rozdéleni. V ptipad¢€, kdy v jedné nebo obou skupinach nejsou
hodnoty kvantitativniho znaku normalné distribuovany, pouZije se k porovnani skupin
Mann-Whitney U test a také Spearmanova korela¢ni analyza. Mann-Whitney U test je
neparametricky test, ktery je nezavisly na rozlozeni proménné.

Statisticka analyza byla provedena na Ustavu 1ékaiské biofyziky FN UPOL, data
zpracovala Mgr. Jana Zapletalova, Dr. za vyuziti software SPSS verze 22. Zavislost
mezi jednotlivymi koagula¢nimi parametry byla posuzovana pomoci Spearmanovy
korela¢ni analyzy. Mann-Whitney U test byl pouzit pro analyzu zéavislosti mezi
pozitivitou sledovanych markerd a TGT t, TGT max a TGT E. K testu normalni
distribuce byl pouzit test Shapiro-Wilk. VSechny testy byly délany na hladiné
signifikance 0,05.
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EXPERIMENTALNI CAST

1 MATERIAL A PRISTROJE
o Analyzator ACL TOP 750 CTS (Instrumentation laboratory, Milano, Italie)

o Analyzator Bio-Flash (Instrumentation laboratory, Milano, Italie)

o Analyzator Ceveron® Alpha (Technoclone Herstellung von Diagnostika und
Arzneimitteln GmbH, Viden, Rakousko)

o Stolni centrifuga 5424 (Eppendorf)

o Zkumavky a jehly VACUETTE ® s obsahem 3,2% citratu sodného (Greiner
Bio-One, Kremsmiinster, Rakousko)

o Automatické pipety 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 pl (Eppendorf AG,
Hamburk, Némecko)

o Kyveta ACL TOP

o Kyveta Bio-Flash

o Laboratorni plast a sklo

o Ledni¢ky (4-8°C) a mrazici boxy (-20°C, -80°C)

o Biologicky termostat BT 120 (LAB systém)

1.1 Biologicky material

o Nesrazliva krev s piidavkem citratu sodného (pomér 1:10)

o Kalibra¢ni a kontrolni plazma
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2 DIAGNOSTIKA A REAGENCIE
o Destilovana voda
o CaCl; (25 mmol/l)
o ACLTOP750CTS

Lac Screen

Lac Confirm

Platelet neutralizing reagent
Rinse solution ACL TOP

o Bio-Flash

aCL 1gG, IgM, beta-2-GPI IgG, IgM, Domain | kartridge
aCL IgG, IgM, beta-2-GPI IgG, IgM, Domain I kalibrator 1
aCL 1gG, IgM, beta-2-GPI IgG, IgM, Domain I kalibrator 2
aCL 1gG, IgM, beta-2-GPI IgG, IgM, Domain | kontrola 1
aCL 1gG, IgM, beta-2-GPI IgG, IgM, Domain | kontrola 2

Rinse Solution Bio-Flash

o Ceveron® Alpha

TGA TECHNOTHROMBIN CALIBRATOR- 1nM trombinovy
kalibrator
Vysetiovaci kit TECHNOTROMBIN® TGA
» LOW RC TECHNTROMBIN TGA- 5 pM rekombina¢ni lidsky
tkanovy faktor (rhTF), nizka koncentrace fosfolipidovych micel,
pufr Tris-Hepes-NaCl
» REACTION BUF TECHNOTROMBIN  TGA-  Tris
(tris(hydroxymethyl)methylamin)- Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazin-ethansulfonova kyselina)- NaCl pufr, hovézi sérovy
albumin
» SUB TECHNOTROMBIN TGA- 1 mM fluorogenni peptidovy
substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC
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3 PREANALYTICKA CAST

3.1 Odbér vzorku

Pted zahdjenim jakékoliv antitrombotické 1écby nebo v definovaném casovém
odstupu po pieruseni je nutné¢ provést odbér vzorku. Pfi odbéru se musi pracovat co
nejSetrnéji, aby se zabranilo uvolnéni aktivacnich latek. Pouzivany material je odebiran
do umélohmotnych nebo silikonovanych sklenénych zkumavek do 0,0109 M citratu
sodného v poméru 1 dil citratu na 9 dilu krve.

Jelikoz jsou vysledky koagulacnich testii zavislé na poméru Ca®* jontd a Ca*
chelata¢niho roztoku, je nutné optimalizovat mnozstvi citratu sodného v odbérovce u

pacientt, ktefi maji nizky hematokrit (< 0,25). Optimalizace je provedena dle vzorce:

o (100-Hct) ,
ml citratu sodného= —— = * ml odebrané krve
(595—Hct)

3.2 Zpracovani vzorku-centrifugace

Naplnénou zkumavku jemné, ale potadné promichame. Optimalni centrifugace
probihd pti 2500 G po dobu 10 minut pii 25°C. Centrifugace se jesté jedenkrat opakuje,
aby vySetfovand plazma obsahovala co nejmensi mnozstvi trombocytl (< 10 G/1) a tim

se zamezilo vyskyt falesné negativnich vysledkd.

3.3 Uchovani vzorku

Vzorek je nutné zpracovat nejpozdéji do 2 hodin od odbéru, aby se vysledky
mohly povazovat za hodnotitelné. Oddélena plazma se mize napipetovat po aliquotech
a zamrazit pii -20°C. Zamrazeni by mélo byt provedeno co nejrychleji, neni doporuceno
opctovné rozmrazovani a zamrazovani. Idedlni podminky pro dlouhodobé&jsi zamraZeni
je pii -80°C nebo v tekutém dusiku pii -179°C .

Pted vySetfenim se musi vzorky rozpustit pii 37°C ve vodni lazni po dobu 5

minut, a to do té doby, az je plazma uplné zhomogenizovana.
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4 VYSETROVANY SOUBOR PACIENTU

Tato studie byla provedena na souboru vzorkt, u kterych byla zjisténa pfitomnost
lupoidnich antikoagulancii a antifosfolipidovych protilatek (protilatky proti kardiolipinu
a PBo-glykoproteinu I). Skupina vySetfovanych zahrnovala 85 pacientti, z nichz 64 bylo
zen (75%) a 21 muzl (25%). Primérny veék u zen byl 36,5 let a u muzl 40 let. U vSech
pacienti byl proveden trombin generacni test, ktery nas informoval o aktudlni
koncentraci trombinu ve vzorku v zavislosti na Case. Nasledné byla zjiStovana

vzajemna korelace jednotlivych vysetfovanych markerti spolu s vysledky TGT.
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5 LABORATORNI METODY

5.1 Vybér pacienti
Tato studie byla provedena na souboru krevnich vzorkd od 85 pacienti s
detekovanou pozitivitou antikardiolipinovych protilatek, kteti byli poslani do nasi

laboratoie. Vzorky citratové plazmy byly okamzité¢ analyzovany nebo uloZeny pii

teploté -80 ° C pro CLIA.

5.2 Odbér krve

Odbér krve se provadi v jedné vakuové zkumavce za pouziti jehly Vacuette®
(Greiner Bio-One, Viden, Rakousko) s pufrovanym roztokem obsahujicim citrat sodny
v koncentraci 0,109 mol / 1 (3,2%). Vakuovy systém zajist'uje zachovani poméru kKrve a
antikoagulans v pozadovaném pomeéru 1:10. Pak byla krev peclivé promichana ve
zkumavce tim, ze nabérovka byla n¢kolikrat jemné¢ otoCena vzhlru a transportovana do
laboratote. Pak byl vzorek centrifugovan dvakrat po dobu 10 minut pti 3000 g, horni
vrstva aspiratu 0,5 ml plazmy chudé na desticky (PPP) byla zmraZzena a skladovana pii
teploté -80 ° C, dokud nebylo provedeno CLIA stanoveni. Pro vlastni analyzu byl

vzorek rozmrazen v termostatu pii 37 © C po dobu 20 minut.

5.3 Identifikace lupus antikoagulans

Protilatky typu lupus antikoagulans byla detekovany dvéma testy zavislymi na

fosfolipidech aPTT-SP (Werfen, Milano, Italie) a dRVVT (Werfen, Milano, Italie).

5.4 ldentifikace ACLA a anti-B, glykoprotein |

ACLA a anti-p, glykoprotein | véetné¢ D1 anti- B,GPI protilatek byly méteny
pomoci CLIA souprav (Werfen, Barcelona, Spanélsko). Vysledky jsou vyjadieny v U /
ml. Metoda CLIA byla provadéna na random access analyzatoru BioFlash (Werfen,
Barcelona, Spanélsko), metodikou pouzivajici dvoukrokovou imunoanalyzu zaloZenou
na principu chemiluminiscence. Komplex B,GPI nebo kardiolipin / B,GPI se pouziva k
potazeni magnetickych ¢astic a lidsky anti-lgG nebo anti-IgM je oznacen konjugatem.
Béhem prvni inkubace se specifické protilatky prezentované ve vzorku, v kalibratorech

nebo v kontrolach vdZou na pevnou fazi. Béhem druhé inkubace reagoval konjugat s
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protilaitkami zachycenymi na pevné fazi. Po kazdé inkubaci se material, ktery neni
vazéan pevnou fazi, odstrani odsatim a opakovanym promytim.

Mnozstvi znaceného konjugatu vazaného na pevnou fazi se vyhodnocuje
chemiluminiscenc¢ni reakci a méii se svételnym signalem. Generovany signal, méfeny v
RLU (Relative Light Units), indikuje koncentraci specifickych protilatek pfitomnych ve
vzorku. Pro ACLA IgG nebo IgM jsou koncentrace kalibratord vyjadieny v U / ml (U =
jednotky) a kalibrovany proti referen¢nimu séru ,,Harris“. Pro anti-B,GPI IgG nebo IgM
jsou koncentrace kalibratora vyjaditeny v U / ml a kalibrovany proti internimu
referenénimu standardu, ktery neni dale specifikovan vyrobcem.

Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat (kalibratory, kontroly, referencni populace
a vzorky pacientll). Stanovili jsme interni mezni hodnoty s pouzZitim 50 zdravych
dobrovolnikii metodou percentild (99.). Materidl kontroly kvality poskytovany
vyrobcem byl analyzovan v kazdém cyklu.

Kontrolni sada APS IgM nebo IgG poskytuje pozitivni kontrolu ptfipravenou k
pouziti, kde zname mnozstvi protilatek ACLA nebo anti- B,GPI a negativni kontrolu
obsahujici normalni lidské sérum. V dlsledku pozitivnich kontrol byly hodnoceny

nepiesné charakteristiky.

5.5 Trombin generacni test (TGT)

Meéteni generace trombinu bylo provedeno na automatickém fluorogennim
koagulometru Ceveron Alpha (Technoclone, Viden,, Rakousko) za pouziti
diagnostickych souprav Technotrombin (Technoclone, Viden, Rakousko).

Princip méfeni trombinové generace vychdzi z postaveni trombinu v koagulacnim
procesu, kde pfedstavuje centralni enzym. Trombin zajiStuje aktivaci krevniho sraZeni,
zarovenn ale v pokrocilych fazich procesu zprosttedkovavd samotnou inhibici
hemostatickych pochodi, hraje vyznamnou roli v mezibunééné signalizaci, ovliviiuje
fibrinolyzu a zanétlivé procesy. Uvedené funkce jsou realizovany skrze plejadu
enzymatickych reakci, které vyzaduji tésnou koordinaci. V fadé reakci vystupuje
trombin jako enzymaticky substrat, jindy pusobi jako kofaktor. Jeho iloha v hemostaze
je multifunk¢ni, obcas 1 bivalentni. Monitorovani tvorby trombinu se jevi jako vhodny
postup pro globalni vysetieni funkce hemostazy.

Principem pouzivaného méfeni je in vitro monitorace vzniku trombinu v plasmé

po aktivaci koagulacni kaskady tkanovym faktorem (TF). Reakce probihd za ucasti
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negativng nabitych fosfolipidi a Ca®". Generovany trombin §t&pi chromogenni nebo
fluorogenni substrat, ktery je odpovidajici metodou detekovan. Nevyhodou
chromogennich substrati je jejich pomalejsi Stépeni trombinem, nizsi afinita k trombinu
a potieba blokace vzniku fibrinu ve vySetfované plasmé. Pouziti fluorogenniho
substratu je vhodnéj$i navic i proto, ze generovany fluorogenni signdl neni rusen
vznikajici srazeninou ani pfitomnosti trombocyta.

Vysledkem meéteni je kiivka odrdzejici aktudlni kapacitu systému pro generaci
trombinu, ktera je charakterizovana tfemi hlavnimi parametry: dobou do nastupu
generace trombinu (lag faze), maximalni koncentraci trombinu (peak) a plochou pod
kfivkou, odrazejici celkové mnozstvi vzniklého trombinu (endogenni trombinovy

potencial, ETP).
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6 VYSLEDKY

V této kapitole je vySetiovany soubor 85 pacienti shrnut v tabulce, kde jsou
uvedena namétené data jednotlivych testll na pritomnost sledovanych protilatek spolu s
jejich pozitivitou (Cervena barva) ¢i negativitou. Vysledky trombin generac¢niho testu
jsou taktéz pridany do tabulky a nasledné byla vyhodnocovana korelace mezi
hodnotami TGT a hodnotami protilatek, které byly naméfeny koagula¢nimi testy. PO
ziskani vSech dat byli pacienti rozdéleni na zaklad¢ poctu pozitivit ve vySetfovanych

markerech.

Tabulka 2 Hodnoty APA u vSech vysetiovanych pacientii.

. Anti-Kardiolipiny Anti-B-2 glykoprotein TGT
oslo LPA | AcAIgG | ACAIgM | Doména1
pacienta g g oména B2 1gG B2Igm TGTt | TGTmax | TGTE
(U/ml) (U/ml) (Cu/mil) (U/ml) (U/ml) (min) (nM) (nM)

1 Negat. 41,1 3,5 3,7 6,9 3,5 11,7 9 180,4
2 Pozit. 16,8 10,1 <3,6 180,1 6 9,5 42,6 774,5
3 Negat. 57,7 2,3 43,8 6,6 19 4,1 221,5 2924
4 Pozit. 485,1 6 4673 2052,2 9,2 5,4 258,3 3169,6
5 Pozit. 132,9 109,3 99,6 800,9 116,2 4,9 380,3 3359,9
6 Pozit. 566,5 4 5787 2805,2 5 6,3 254,8 2911,1
7 Pozit. 3,5 127,5 <36 34,5 83,1 4,9 309 2740,1
8 Pozit. 16,2 48,7 26,8 70,7 21,5 5,4 281,9 3327,1
9 Pozit. 667,1 69,1 1185,9 3834,5 70,7 5 250,1 2960,7
10 Pozit. 56,6 4,8 15,1 154,6 15,1 4,4 405,6 3244,9
11 Negat. 100,6 2,8 18,1 13,9 2,1 4,9 194,6 2525,9
12 Pozit. 1336,7 17,5 >1380,3 >6100 25,5 6,6 190,1 2442,9
13 Pozit. 35,5 4,2 7,5 <6,4 19 5,6 270,3 2860,2
14 Pozit. 1292 7,7 449,6 >6100 14,1 5 188,4 2241,2
15 Pozit. 62,7 49 350,1 7,1 19 7,9 120 2070,9
16 Pozit. 745,3 16,4 1139,8 4342,4 12,7 6,4 114,8 1983,6
17 Pozit. 43,2 78,7 40,7 70,1 28,7 5 171,8 2503,5
18 Pozit. 145,6 9 45 635,9 6 5 166,3 2265,7
19 Pozit. 1115,2 235,9 49,2 <6100 422 11 46,3 822,6
20 Pozit. 125,2 96,7 84,8 573,2 116 5,5 176,7 2335
21 Pozit. 81,6 4 155,7 459,4 <11 12,3 28,7 467,5
22 Pozit. 728,5 60,8 1377 4125,2 60,3 5,8 223,4 1736,2
23 Pozit. 58,5 110,9 34,7 8 16,3 4,8 2219 3005,7
24 Pozit. 102,4 4,5 253,9 170,8 6,5 11,7 28 494,4
25 Pozit. 119 14,8 128,4 378,4 22,3 5,4 145 1963,7
26 Pozit. 97,3 84,3 76,8 536 167,2 51 292,7 2868,8
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27 Pozit. 199,2 90,8 308 479 157,2 7,5 82,6 1027,2
28 Pozit. 674,2 53,9 1561,5 3511,2 56,4 4,4 280,5 3064

29 Pozit. 73,8 76,7 23,4 171,2 219,9 8,4 72 964,2
30 Pozit. 491,4 29,7 777,5 2628,7 35,8 4,8 368,3 3405,1
31 Pozit. 110,7 6 8 167 <11 3,7 550,4 3461

32 Pozit. 56,6 4,8 15,1 154,6 3,5 5,2 327,2 2802,5
33 Pozit. 93,5 76 82,8 611,8 159,8 4,6 403,7 3308,4
34 Pozit. 429,8 53 765,2 2903,9 <11 9,6 29,6 424

35 Pozit. 3551 10,4 2031,8 14952 23,9 6,2 233,4 2363,3
36 Negat. 52,8 34 32,7 22,7 1,7 34 461,2 3399,8
37 Pozit. 863 56,1 429,5 3688,8 84 8,7 67 947,8
38 Pozit. 97,3 84,3 76,8 536 167,2 4,5 430,9 3619,7
39 Pozit. 1186,4 38,8 253,1 >6100 52,4 9,4 147,7 2140,4
40 Pozit. 564,1 7 5608,9 2087,2 15,9 5,7 398,8 3598,2
41 Pozit. 11,9 412,8 26,2 38,1 400,4 3,5 685,8 3892,1
42 Negat. 31,8 5,4 <3,6 <6,4 9,9 3,8 637 4101,7
43 Pozit. 107,1 29 62,7 216,8 43,2 3,8 497,8 3532,5
44 Pozit. 211,2 20,9 177 888,2 39,1 5 190,2 1740,2
45 Negat. 33 50,3 <3,6 <6,4 90,9 4,1 312,5 2650,6
46 Negat. 5,4 45,2 <3,6 8,4 25,5 3,1 676,9 4313

47 Negat. 51,5 4,9 24,6 265,7 3,4 4,5 217,2 2737,5
48 Negat. 41,6 74,4 5,5 161,2 187,5 3,6 578,7 3651,6
49 Pozit. 1075,2 37,4 298,1 5714,6 44,3 8,9 79,7 1581,7
50 Pozit. 8,6 2 8,8 55,5 1,8 4,2 366,2 3421,8
51 Pozit. 55,7 99,9 4,5 8,9 192,2 6,6 255 2762,9
52 Negat. 6,4 73,4 <3,6 <6,4 2,2 4,2 381 3283,2
53 Negat. 34,4 5,4 <3,6 <6,4 <11 4,4 309,3 3169,1
54 Negat. 143,8 4 85,1 401,7 3,7 4,1 383,5 3075,1
55 Pozit. 235,3 21,1 72,1 1154,4 38,5 5 314,8 2697,8
56 Pozit. 47,4 27,4 20,3 35,7 10,9 4,8 378,8 3502,7
57 Pozit. 2011,4 10 .>1380,3 >6100 10,9 5,7 384,3 3210,2
58 Pozit. 23,1 3,7 52 61,3 3,5 5,1 116 1067,8
59 Pozit. 107,2 27,4 68 197,5 41,4 4,1 424,7 3231

60 Negat. 65,3 3,8 90,8 305,5 1,2 4,4 436,8 3646,9
61 Pozit. 1058,9 168,9 43,5 >6100 399,1 5,8 115,5 1224,6
62 Pozit. 9,7 326 31,1 37,9 266,1 4,1 371,8 2768,7
63 Pozit. 58,5 110,9 34,7 8 16,3 3,9 4243 3332,5
64 Pozit. 568 83,2 713,6 2308,2 82,4 4 380,3 3313,9
65 Negat. 143,8 4 85,1 401,7 3,7 4,2 331,2 3018,6
66 Negat. 58,6 2,7 28,5 8 2 5,9 156,6 2203,2
67 Pozit. 966,2 428,2 568,7 >6100 342,4 7,5 60 1362,2
68 Pozit. 187,6 16 157,2 717,7 20,4 20,7 5,5 74,6

69 Pozit. 1336,7 17,5 >1380,3 >6100 25,5 17,4 1,6 19,7

70 Pozit. 679,1 61,5 1351,1 3917,5 51,6 4,6 332,1 3515,1
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71 Pozit. 2,9 4,8 59,2 <6,4 1,3 4,1 495,3 3688,2
72 Pozit. 29,2 4,7 31,2 17,4 1,2 3,8 316,3 3059,3
73 Pozit. 70,1 35,6 36,7 204,2 52,2 4,5 343,5 3208,9
74 Pozit. 34,8 3,5 26,2 6,7 <11 3,8 438,1 3394,5
75 Pozit. 1115,2 235,9 49,2 >6100 422 6,4 153,7 1595,2
76 Pozit. 56,6 156,9 66,7 348,4 74,2 5,8 338,5 3552

77 Negat. 52,8 3,4 32,7 22,7 1,7 3,7 340,2 3145,2
78 Pozit. 1075,2 37,4 298,1 5714,6 44,3 7,8 154,2 2284,4
79 Pozit. 22,7 3,5 51,6 50,7 1,2 3,8 385,2 3092,5
80 Negat. 49,8 3,9 27 115,3 2,9 33 541,3 3455,8
81 Pozit. 47,4 27,4 20,3 35,7 10,9 3,7 687,6 3903,2
82 Pozit. 2011,4 10 >1380,3 | .>6100 10,9 4,9 332,2 2888,9
83 Pozit. 23,1 3,7 52 61,3 3,5 4,7 113,6 1025,1
84 Negat. 65,3 3,8 90,8 305,5 1,2 4,1 4203 3544,4
85 Pozit. 107,2 27,4 68 197,5 41,4 3,4 561,1 3438,2

Vysvetlivky: LPA- lupus antikoagulans, TGT t- ¢as do zahdjeni generace trombinu, TGT max-
maximdlni koncentrace generovaného trombinu, TGT E- celkova plocha pod kiivkou vyjadiujici

celkové mnozstvi generovaného trombinu

Zavazinost pozitivity vyskytu protilatek

i 1/3 pozit.
H 2/3 pozit.

i 3/3 pozit.

Obrazek 8 Procentudlni zastoupeni vsech vysetiovanych pacientit, rozdélenych podle poctu
pozitivit ve sledovanych protilatkach (LPA, anti-kardiolipiny, anti- S,-glykoprotein I).

Vysvetlivky:1/3  pozit. (singlepozitivni)- pacienti pozitivni jen vjedné ze tii sledovanych

protilatek
2/3 pozit. (doublepozitivni)- pacienti pozitivni ve dvou ze t¥i sledovanych protilatek
3/3 pozit. (triplepozitivni)- pacienti pozitivni ve vSech trech sledovanych
protilatkach
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V grafu na obrazku 8 jsou pacienti rozdeleni podle poctu pozitivit ve tfech

vysSetfovanych markerech (LPA, anti-kardiolipiny, anti-p,-glykoprotein I). Nejvétsi

skupinu (68%) tvofi pacienti, jejichZz pozitivita byla prokazana u vSech tii markeru.

Nejmensi byla naopak skupina pacientt (8%), kteti byli pozitivni jen v jedné protilatce.

6.1 Grafické a statistické hodnoceni vysledki

Tabulka 3 Statisticky vyhodnocena korelace mezi LPA a hodnotami trombin generacniho testu
za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 4 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
LPA Correlation Coefficient 0,362 -0,257 -0,243
p 0,001 0,018 0,025

Tabulka 4 Statistické hodnoceni souboru pozitivnich a negativnich pacientii na LPA a jejich
vzajemna korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu.

LPA pozitivita Mann-
0 1 Whitney
list 4 Median | min max Median min max U test p
TGT t (min) 4.1 3,1 11,7 51 3,4 20,7 0,0003
TGT max (nM) 361 9,0 677 258 1,6 688 0,027
TGT E ("M) 3157 | 180 | 4313 | 2803 20 | 3903 | (o34
22 Pacienti 1é¢eni Warfarinem
®
o ®
16 1 y =0,9737x + 4,0877
~ 14 - R2=0,0615
=
E 12
= 10 -
O
- g -
6 4
4 .
2 4
0 T T T T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 45 5 5,5 6
LPA

Obrazek 9 Grafické zndzornéni vzdjemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
nameérenymi hodnotami LPA a TGT t.
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Obrazek 10 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namérenymi hodnotami LPA a TGT max.
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Obrazek 11 Grafické zndazornéni vzdjemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami LPA a TGT E.
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Tabulka 5 Statisticky vyhodnocena korelace mezi ACA IgG a hodnotami trombin generacniho
testu za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 5 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
ACA IgG . -
Correlation Coefficient 0,497 -0,371 -0,355
(U/ml)
p <0,0001 0,0005 0,001

Tabulka 6 Statistické hodnoceni souboru pozitivnich a negativnich pacientii na ACA IgG a
Jjejich vzdjemnd korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu.

ACA 1gG pozitivita Mann-
0 1 Whitney U
. ] ; ] ] test p
list5 Median min max Median min max
TGT t (min) 4,2 3,1 9,5 50 3,3 20,7 0,093
TGT max (nM) 366 42,6 686 264 1,6 688 0,107
TGT E (nM) 3327 775 4313 2879 20 4102 0,072
22
20 - .
18 y = 0.0012x + 5.3859 .
16 | R? = 0.0567
__ 14 -
= .
ot .
5 lo * ¢ *
g @ . L 2 . .
6 - — e’ v *
= o
2 .
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 2000 3400 3600
ACA 1gG (U/ml)

Obrazek 12 Grafické zndzornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namérenymi hodnotami ACA IgG a TGT ¢.
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Obrazek 13 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namérenymi hodnotami ACA IgG a TGT max.
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Obrazek 14 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami ACA IgG a TGT E.
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Tabulka 7 Statisticky vyhodnocena korelace mezi ACA IgM a hodnotami trombin generacniho
testu za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 6 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
ACA IgM Correlation Coefficient 0,143 -0,032 -0,012
(Uiml)
b 0,192 0,771 0,914

Tabulka 8 Statistické hodnoceni souboru pozitivnich a negativnich pacientii na ACA IgM a

Jjejich vzdjemnda korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu

ACA IgM pozitivita Mann-
0 1 Whitney
list 6 Median min max Median min max U test p
TGT t (min) 50 3,3 20,7 49 3,1 11,0 0,748
TGT max (nM) 258 1,6 637 311 46,3 688 0,351
TGT E (nM) 2889 20 4102 2983 823 4313 0,292
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Obrazek 15 Grafické zndazornéni vzdjemné korelace a porovnani vysledkii pacientii
namérenymi hodnotami ACA IgM a TGT t.
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Obrazek 16 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namérenymi hodnotami ACA IgM a TGT max.
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Obrazek 17 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami ACA IgM a TGT E.
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Tabulka 9 Statisticky vyhodnocena korelace mezi Doménou 1 a hodnotami trombin
generacniho testu za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 7 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
Doména 1 Correlation Coefficient 0,411 -0,289 -0,234
(CU/ml)
p 0,0001 0,007 0,031

Tabulka 10 Statistické hodnoceni pro soubor pozitivnich a negativnich pacientii na Doménu 1
a jejich vzdjemna korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu

Doména 1 pozitivita Mann-
0 1 Whitney
list 7 Median | min max Median min max Utestp
TGT t (min) 4,4 3,1 11,7 51 3,4 12,3 0,045
TGT max (nM) 320 9,0 677 223 28,0 686 0,047
TGT E (nM) 3015 180 4313 2718 424 3892 0,141
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Obrazek 18 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacienti

namérenymi hodnotami Domény 1 a TGT .
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Obrazek 19 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namérenymi hodnotami Domény 1 a TGT max.
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Obrazek 20 Grafické zndazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami Domény 1 a TGT E.
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Tabulka 11 Statisticky vyhodnocena korelace mezi anti-$,GP1 1gG a hodnotami trombin
generacniho testu za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 8 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
Beta2 IgG . -
(U/ml) Correlation Coefficient 0,493 -0,352 -0,331
p <0,0001 0,001 0,002

Tabulka 12 Statistické hodnoceni souboru pozitivnich a negativnich pacientii na anti-f3,GPI
IgG a a jejich vzdjemna korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu.

Beta2 IgG pozitivita Mann-
0 1 Whitney
. . . . . Utestp
list 8 Median min max Median min max
TGT t (min) 42 31 | 11,7 5,0 33 20,7 0,116
TGT max (nM) 309 9,0 677 287 1,6 688 0.429
TGT E (nM) 3006 180 4313 2879 20 3903 0334
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18 - y =-0,0162x + 6,5139
16 - R2=0,0189
g 14 -
Ewr 1o “ ®
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Obrazek 21 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami anti-f5,GP1 1gG a TGT t.
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Obrazek 22 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namerenymi hodnotami anti-$,GP1 1gG a TGT max.
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Obrazek 23 Grafické zndzornéni vzdjemné korelace a porovndni vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami anti-f,GP1 1gG a TGT E.

65



Tabulka 13 Statisticky vyhodnocena korelace mezi anti-f,GP1 1gG a hodnotami trombin

generacniho testu za pouziti Spearmanovy korelacni analyzy

TGT max
list 9 TGT t (min) (nM) TGT E (nM)
Beta2 IgM | o0 relation Coefficient 0,207 -0,101 -0,110
(Uiml)
b 0,058 0,360 0,317

Tabulka 14 Statistické hodnoceni souboru pozitivnich a negativnich pacientit na anti
IgM a a jejich vzajemna korelace s hodnotami TGT za pouziti Mann-Whitney U testu.

-B,GPI

Beta2 IgM pozitivita Mann-
0 1 Whitney
list9 Median min max Median min max Utestp
TGT t (min) 4.8 3,3 12,3 5,0 3,1 20,7 0,136
TGT max (nM) 322 9,0 688 281 1,6 686 0,365
TGT E (nM) 3039 180 4102 2740 20 4313 0,342
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Obrazek 24 Grafické zndzornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientii s
namérenymi hodnotami anti-f,GP1 IgM a TGT t.
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Obrazek 25 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit s
namerenymi hodnotami anti-f,GP1 IgM a TGT max.
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Obrazek 26 Grafické znazornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacienti s
namérenymi hodnotami anti-f,GP1 IgM a TGT E.

67



7 DISKUZE

Spravny prubéh hemostdzy je charakterizovan dynamickou rovnovahou mezi
prokoagula¢nimi a antikoagulacnimi slozkami. V dne$ni dob& se potencial této
rovnovahy K posunu v reakci na podnét nejdiive hodnoti méfenim jednoho nebo vice
faktorti a poté se predpovida, jaky ucinek nebo aktivita téchto faktorti bude mit na
potencial celého systému pro generovani trombinu. Pro klinickou manifestaci APS je
tieba identifikovat rizikovosti jednotlivych typu a zavaznost vyskytu protilatek (ACLA,
anti- B2GPIl, LPA) vcetné jejich struktury. Nékolik studii popsalo souvislost mezi
nerovnovahou parametrtit TGT a rizikem vzniku trombotické manifestace APS. V roce
2010 Pengo et al. prokazali, Ze triple pozitivni (pozitivni ve tfech sledovanych
protilatkach) pacienti nesli vétSi riziko manifestace trombotickych i téhotenskych
komplikaci. V dal$ich studiich bylo prokézano, ze LPA je silnym rizikovym faktorem
pro vznik trombozy ve srovnani s jakoukoliv jinou APA (Galli et al., 2003). Z hlediska
posouzeni vlivu struktury protilatek se jevi odlisné riziko manifestace trombotickych
komplikaci u protilatek proti doméné I a proti doméné V. Dievana-Verdoold et al.
(2011) prokazali v experimentalni praci uspésné klonovani protilatek B,GPI s pozitivni
Doménou 1 B,GPl a pozitivni LPA aktivitou. Pfi posuzovani generace trombinu
pomoci kalibrované automatizované trombografie pak prokazali, Ze prodlouzeni ¢asu je
ovlivnéno ptitomnosti protilatek proti foGPI a taktéZ protilatek LPA pozitivnich v testu
dRVVT a aPTT. Oproti tomu Durigutto et al. (2019) neprokazal na mysich modelech
rizikovost protilatek proti doméné V. Tyto poznatky jsou v souladu s nasimi vysledky,
kdy jsme nalezli pomoci Mann-Whitney U testu pozitivni korelaci mezi nalezem
protilatek LPA a prodlouZenym ¢asem do prvni generace trombinu (p=0,003), sniZzenym
maximem tvorby trombinu (p=0,027) a snizenou celkovou generaci trombinu
(p=0,034). Signifikantni vysledky byly taktéz prokazany Mann-Whitney U testem u
pozitivnich protilatek Domény 1- B, GPI a prodlouzeného ¢asu do prvni generace
trombinu (p=0,045) a maximalni koncentrace generovaného trombinu (p=0,047).

Vysledky méfeni generace trombinu v naSem souboru pacientii z klinického
hlediska jsou také v souladu s praci Slavik et al. (2017), kde byla nalezena pozitivni
korelace nalezu Domény 1- B, GPI protilatek s klinickou manifestaci APS. Oproti tomu
kardiolipinové protilatky nevykazovaly signifikantni korelaci s generaci trombinu (1gG

p=0,093, IgM p= 0,748), maximalni koncentraci generované¢ho trombinu (IgG p=0,107,
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IgM p=0,351) a celkovou generaci trombinu (IgG p=0,072, IgM p=0,292). Z toho je

patrné, Ze typ protilatek ovliviiuje klinickou manifestaci APS.
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8 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vyuziti kombinace standardizovanych testi prukazu
protilaitek Snovou funkéni metodou generace trombinu, jako klicového enzymu
iniciujiciho vznik trombu. Pro zhodnoceni bylo vyuzito chemi-luminiscen¢nich testi na
stanoveni ACLA a anti-f, GPI a klasickych koagula¢nich testi pro diagnostiku LPA a
jejich korelace s trombin genera¢nim testem, jako metodou poskytujici nejblizsi obraz
in vivo situace pisobeni protilatek.

Vysledkem nasi praci byl prikaz signifikantni zavislost struktury protilatek (typu
LPA a Doména 1- B, GPI) s generaci trombinu, coz podporuje diskutovanou hypotézu o
korelaci struktury protilatek a klinické manifestaci trombotickych komplikaci u APS.

Z tohoto divodu se domnivame, Ze trombin generacni test by mohl byt vhodnym
nastrojem pro diagnostiku pacienti ohrozenych manifestaci APS ve formé

trombotickych komplikaci.
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