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Seznam pouzitych zkratek

ACR - pomér albumin kreatinin
APC - aktivovany protein C

APTT - activated partial tromboplastine time- aktivovany parcialni tromboplastinovy

Cas

AT - antitrombin

a2M - a2- antimakrobulin

DM - diabetes mellitus

EID - electro immuno diffusion- elektroimunodifuze

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

EOPET - early onset preeclampsia- ¢asna forma preeklampsie

ETP - endogenni potencialni trombinu

Fll - faktor Il
FVIII - faktor VIII
F IX - faktor IX
FX - faktor X
FXI - faktor Xl
FXII - faktor XII
FXIII - faktor XIII

GDM - gestacni diabetes mellitus
HbA1 - glykovany hemoglobin
HLA - human leukocyte antigen

HMWK - High Molecular Weight kininogen - vysokomolekularni kininogen



LIA - Liquid Immuno Assay

LMWH - low molecular weight heparin - nizkomolekularni heparin
LOPET- late onset preeclampsia- pozdni forma preeklampsie
MHC - major histocompatibily complex

NO - oxid dusnaty

PAI - plasminogen activator inhibitor- inhibitor aktivatoru plazminogenu
PAR - protease activated receptor

PC - protein C

PCR - polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce
PE - plicni embolie

PGI - 2- prostacyklin

PPP - platelet poor plasma- plazma chuda na destiCky

PRP - platelet rich plasma- plazma bohata na desticky

PS - protein S

PT - protrombinovy ¢as

TAFI - thrombin activatable fibrinolysis inhibitor- trombinem aktivovany inhibitor

fibrinolyzy

TF - tissue factor- tkanovy faktor

TFPI - tissue factor pathway inhibitor - inhibitor tkanového faktoru
TGT- trombin generacni test

TGTe - plocha pod kfivkou

TGTm - maximalni generace trombinu

TGTt - ¢as od nastupu generace trombinu, lag faze



t-PA - tkanovy aktivator plazminogenu

tPA - tkanovy aktivator plazminogenu

TXA - tromboxan

VTE - venous thromboembolism - Zilni tromboembolismus

vWF - von Willebrand@v faktor



1. Uvod

Dobfre fungujici hemostaza je zavisla na vzajemném fungovani koagulacnich faktort
a zaroven na ¢innosti inhibitord koagulace a fibrinolytickém systému. Ve fyziologicky
probihajici gravidit¢ je rovnovaha téchto systému posunuta smérem Kk
hyperkoagulaci, coz je nejmarkantnéjSi v dobé tésné pfed porodem a po porodu.
Navrat k normalu nastava nejdfive za 4 tydny po porodu. Béhem téhotenstvi dochazi
k progresivnimu narustu hladiny faktort V, VII, VIII, IX, X, Xll, von Willebrandova
faktoru a fibrinogenu. Faktor X| klesa béhem celého téhotenstvi. Bé&hem gravidity
dochazi k aktivaci koagulace a simultanné se zvySuje fibronolyza bez organove
dysfunkce. Nej¢astéji uzivané hodnoceni funkce koagulaéniho systému je zalozeno
na meéfeni tradi¢nich koagula¢nich ¢asul jako je aktivovany parcialni tromboplastinovy
Cas (APTT), protrombinovy test (PT) nebo jejich alternativy, které sleduji
v laboratornich podminkach dobu od =zahajeni koagulacni reakce do vytvoreni
fibrinové srazeniny. Tyto testy jsou vhodné k orientaCnimu zhodnoceni pfipadného
rizika krvaceni nebo k monitorovani pfislusné antikoagulacni terapie. K hodnoceni
trombotického stavu je uzit nelze. Zavedené laboratorni koagula¢ni metody vzdy
postihuji pouze €ast hemostatického systému a neodrazeji vztah plazmatickych a
bunécnych slozek. Stanoveni trombinu se jevi jako metoda vhodna k posouzeni

globalni funkce hemostazy a zachyceni jejich zmén béhem gravidity.
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2. Hemostaticky systém

Hemostaza je integralni soucasti nespecifické obrany organismu, je Uzce provazana
se systémy iniciujicimi a modulujicimi pochody zanétu a imunologické obranné
mechanismy. Zakladnim ukolem je zajiStovat v cirkulaci stav tzv. fluidokoagulaéni
rovnhovahy. Jde o vysoce dynamicky proces. Zakladnimi clanky hemostatického
systému jsou enzymatické kaskady a jejich inhibitory, cévni sténa a celularni soucasti
krve (1).

Funkci hemostatického systému je zajisténi integrity cévniho fecisté a kontinualni
cirkulace krve. PoSkozeni cévni stény spousti sérii proces, jejichz cilem je omezeni
krevni ztraty a zaroven také obnoveni fungovani cévniho fecisté. Hemostaza je
systém, ktery funguje na zakladé interakci mezi cévni sténou, krevnimi destickami,
koagulacni a zaroven fibrinolytickou kaskadou. Prvnim krokem pfi poSkozeni cévni
stény je vazokonstrikce, poté desticky adheruji k obnazenym vlaknim kolagenu,
nasleduje agregace a formace primarni desti¢kové zatky. Koagulacni déje stabilizuji
primarni zatku formaci fibrinu. Po obnoveni endotelu dochazi k lyze fibrinového

trombu a tim obnoveni normalniho krevniho toku (2).

Hemostaza 4 faze:

1) Reflexni vazokonstrikce

2) Adheze, aktivace a agregace destiCek
3) Hemokoagulace

4) Trombolyza a reparace poskozeni

2.1. Cévni sténa

Ma schopnost vazokonstrikce. Je mistem interakce jednotlivych slozek systému

hemostazy. Je zdrojem a zasobarnou nékterych faktoru, inhibitord a dalSich latek

vvvvvv

endotel a subendotelové struktury. Intaktni endotelialni bunka brani adhezi

trombocytu a jejich aktivaci kontroluje riznymi mechanismy:
* Vytvafi bariéru mezi krvi a tkanémi.
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» Syntetizuje prostacyklin (PGI- 2), ktery stabilizuje desticky.

» Trvale uvoliiuje NO- oxid dusny, ktery tlumi aktivaci krevnich desti¢ek pomoci

cyklického guanosinmonofosfatu.

* Produkuje endonukleazy.

» Vytvafi negativni elektrostaticky naboj, ktery nedovoli negativhé nabitym

trombocytum pfilnout k endotelu (3).

Endotel ovlivhuje hemostatické procesy

« Cestou aktivace proteinu C.

» Tvorbou heparansulfatd, proteoglykanu- potencuji u€inek antitrombinu.

* Uvolnénim TFPI (tissue factor pathway inhibitor- inhibitor tkanoveho faktoru)

z endotelovych bunék (3).

Proces vazokonstrikce pfi poranéni cévy a nasledna adheze trombocytl v misté

poruSeného endotelu se nazyva primarni hemostaza a probiha v fadech sekund. V

dalSim pribéhu se v fadech minut generuje trombin a vznika fibrinové koagulum,

které predstavuje definitivni hemostatickou zatku, ktera je pak degradovana

fibrinolytickym systémem (4).

Tab. Endotelové faktory modulujici hemostazu upraveno dle Penka M., Krvaceni. (1)

protrombotické plsobeni

antitrombotické plsobeni

tkanovy faktor (TF)

TFPI (tissue factor pathway inhibitor)

von Willebranduv faktor (VWF)

vW protéza (metabolizuje vVWF)

PAI-1

t-PA

tromboxan TXA2

prostacyklin PGI-2

platelet activating factor (PAF)

NO

trombinovy receptor - PAR

(protease activated receptor)

trombomodulin

heparinazy

glykosaminoglykany (heparansulfat)

selektiny, cytoadhezivni molekuly

down regulation téchto molekul

cytokiny

antagonisté, down- regulace receptort
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2.2. Bunécné populace

Z hemostazeologického hlediska jde hlavné o trombocyty. Za patologickych stavd,
zvlasté hyperkoagulacnich, nabyvaji na vyznamu i granulocyty, monocyty,

makrofagy, lymfocyty i erytrocyty.

Zakladni funkce destiCek:

* Adheze k defektim cévni stény.

* Agregace s uvoliovaci reakci, kdy sekretorové mediatory pozitivni zpétnou
vazbou dale podporuji lokalni hemostazu.

* Interakce s faktory a inhibitory koagula¢ni kaskady v komplexech s fosfolipidy
a Ca?ll.

* Retrakce koagula.

* Vyznamna ucast v imunitnich pochodech (zanét, rozvoj aterosklerozy).

* Ne zcela jasnym mechanismem udrzuji integritu endotelu (1).

2.3. Plazmaticky koagulaéni systém

Plazmaticky koagulaéni systém predstavuje skupinu dé&ji, které vedou ke vzniku
nerozpustného fibrinu. Krevni srazeni je dano predevsim interakci mezi systémem
krevnich destiCek, systémem plazmatickych koagulacnich faktorll, systémem
inhibitord krevniho srazeni, fibrinolyzou a cévni sténou. Vétsina koagulaénich faktor(
jsou proteiny produkované jatry. Nékteré potfebuji k syntéze vitamin K. VétSina
koagula¢nich faktorl se nachazi v plazmé ve velmi nizkych koncentracich (mimo
fibrinogen a protrombin). Pomérné velka skupina faktort (faktory Il, VII, IX, X, XI, XII
a prekalikrein) patfi do skupiny serinovych proteaz. Jejich aktivni misto obsahuje
serin. Svou Cinnosti (tzv. parcialni proteolyza) dokazi Stépit a zaroven aktivovat dalSi
koagulaéni faktory. Za jeden z hlavnich cilu koagulaéni kaskady muzeme povazovat
pfeménu rozpustného plazmatického proteinu fibrinogenu na nerozpustny fibrin

(katalyzuje trombin), ktery nasledné vytvafi vysoce odolnou fibrinovou sit (3).

Koagulaéni systém lze historicky a schematicky rozdélit na zevni a vnitfni. Oba

systémy se mohou vzajemné aktivovat, nedaji se vSak od sebe oddélovat (obr.1).
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Schématicky mizeme v procesu hemokoagulace definovat dveé faze:

1) Aktivace faktoru Il (protrombinu) na trombin — muze probihat vnitfni &i zevni

cestou, obé cesty se spojuji v misté faktoru X.

K vnéjsSi cesté aktivace protrombinu dochazi pfi poruSe celistvosti cév pfi kontaktu
s tkafiovym faktorem. Pfi aktivaci vnitfni cesty vétSinu neni porusena celistvost cév,

aktivace nastava pfi kontaktu se subendotelovymi strukturami.

2) Spole¢na Cast — tvorba nerozpustného fibrinu z fibrinogenu a stabilizace fibrinové

sité.

vnéjsi cesta vnitini cesta

poskozeni tkané obnazeni endotelu

e ~—
tkanovy faktor Xlla X

Vila ‘
PL

Xla <+——XI

Ca?*
IXa —-t— IX desticky
tvma. PL, Ca2*
\ |
X = Xa
X
Va, PL, Ca?*
Ca2*
Il = |la =

Xllla

{

fibrinogen —— fibrin ——» stabilizovany fibrin

Obrazek 1: Schéma zevniho a vnitfniho koagula¢niho systému, pfevzato z:

http://fblt.cz/wp-content/uploads/2013/12/Kapitola-05-04-031.jpg
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2.3.1. Vnéjsi (extrinsic) systém

K aktivaci vnéjSiho (extrinsic) systému dochazi v okamZzZiku expozice tkanovému
faktoru (TF), ktery je uvolnén do krve pfi poranéni tkané&, a/nebo je exprimovan
aktivovanymi leukocyty a endoteliemi (fibrocyty, myocyty aj.). Dochazi k vazbé FVlla
volné cirkulujiciho v plazmé na TF. Vytvoreny komplex aktivuje FXa, ktery spolecné
s FVa vstupuje do komplexu protrombinazy a konvertuje pfeménu protrombinu na
trombin. Vznikly trombin aktivuje tvorbu fibrinu z fibrinogenu. Fibrinové monomery
polymeruji za pomoci FXllla, ktery stabilizuje fibrinovou srazeninu provazanim a a y

fetézcu fibrinu za vzniku nerozpustného homopolymeru fibrinu (3).

Mechanismu aktivace Vlla neni zcela jasna, pfedpoklada se, Ze v krvi cirkuluje urcité
stopové mnozstvi FVlla, které po navazani TF jednak aktivuje FX a dale muaze

autokatalyzovat dalSi preménu FVII na FVlla (1).

2.3.2. Vnitini (intrinsic) systém

K aktivaci vnitiniho systému dochazi pomoci negativné nabitych povrchu (5). Takto
se aktivuje faktor Xl na formu Xlla in vivo napfiklad kontaktem s kolagenem,
bunéénymi fragmenty, bakterialnimi endotoxiny. In vitro to mize byt napfiklad: sklo,
kaolin, azbest. FXlla dale aktivuje faktory Xl a IX, pfic¢emz béhem této kaskadovité
reakce dochazi k amplifikaci (zesileni) vyvolavajiciho efektu a k aktivaci faktord V a
VIIIl. F IXa a Vllla tvofi tenazu, ktera generuje dostate¢né mnozstvi FXa a ten
spoleCné s faktorem Va v komplexu protrombinazy konvertuje protrombin na trombin.
Vznikly trombin aktivuje pfeménu fibrinogenu na fibrin. Fibrinové monomery
polymeruji a vznikly polymer se stabilizuje FXIlla, ktera je aktivovan trombinem a

vznika tak nerozpustny fibrin (3).

Zevni a vnitfni tenazovy komplex tedy aktivuje faktor X na FXa, dochazi tak
k vytvofeni komplexu protrombinazy- jde o komplex FXa+FVa navazany na
fosfolipidy. Protrombinaza aktivuje protrombin odstépenim fragmentt F1+2 a

pfemeénuje jej na aktivni trombin (1).
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Ukonceni generace trombinu je zplusobeno antitrombinem (AT), ktery se vaze na
trombin nebo kovalentni vazbou vytvofi komplex s FXa. Navazanim trombinu na
trombomodulin je regulovana koagulace pomoci pfemény proteinu C do jeho aktivni
formy (APC). Nasledné APC inaktivuje FV a FVIIl spoleéné se svym kofaktorem
proteinem S. Po obnoveni poSkozené tkané dochazi k degradaci krevni srazeniny.
Plasminogen a tkanovy aktivator plasminogenu tPA se vazi na fibrinova vlakna a
nasleduje formace plazminu. Plazmin lyzuje trombus. Nadbyte¢na tvorba plazminu je
fizena mnozstvim jeho inhibitor(: a1- antitrypsine, a2- antiplazmin, C1 -inhibitor, AT,
a2- antimakrobulin (a2M). Kontinualni degradaci fibrinu vznikaji nové produkty lyzy
fibrinu, jejichz tvorba vede k dalSi formaci plazminu. Tato stimulace je pak inhibovana
aktivaci trombin aktivovaného inhibitoru fibrinolyzy (TAFI) (2). Spravna funkce
hemostatického systému vyZzaduje udrzeni rovnovahy mezi jeho prokoagulaénimi a
antikoagulaénimi slozkami. Jejich vychyleni jednim nebo druhym smérem vede
k hypokoagulaénimu nebo naopak hyperkoagulacnimu stavu, které se klinicky

projevuje krvacenim nebo naopak trombotickymi komplikacemi.

Blood coagulation in vivo

platelets
Initiation phase amplification phase
TF (tissue factor) Vi IX
. l (eTHR)
(aTHR) < Xla< Xl
—>  TF-Vlla——s
« (aTHR)
| Xa (APC)
' Villa «VIII
activated platelets (aTHR)
Y Xa| rapc)
2% [ Va—V B
(aTHR)
prothrombin S THROMEIN
stabilised, fibrin < y fibrinogen
cross-linked

fibrin clot

Xllia: =Xl
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Obrazek 2. Schéma koagulace in vivo. Pfevzato z:

http://en.wikipedia.org/wiki/Coagulation#mediaviewer/File:Coagulation in vivo.png

2.3.3 Trifazovy model hemostazy

Klasicka kaskadova teorie se ukazala jako méné vyhovujici v souvislosti
s pfibyvanim znalosti o hemostaze. Zjistilo se, Ze vcelku pfesné odrazi procesy in
vitro, procesy in vivo jsou vSak dynamictéjSi. V souCasnosti je pfijiman tfifazovy
model hemostazy. Podle této teorie mizeme rozliit tfi dynamické faze- iniciace,

amplifikace, propagace.

1. Faze iniciace - je zahajena expresi TF v misté poranéni, zanétem, neoplazii apod.
Molekuly faktor Vlla se navazi na TF a tento komplex (TF/ FVIla) potom aktivuje
faktor IX na faktor IXa, faktor X na faktor Xa. Faktor Xa aktivuje dalSi molekuly
faktoru VIl a pusobenim na protrombin generuje vznik malého mnozstvi trombinu,
které slouzi ke zpétnovazebnému prudkému zvySeni a tvorbé vétSiho mnozstvi

trombinu ve fazi amplifikace.

2. Faze amplifikace- trombin aktivuje FXI na FXla, FVIIl na FVllla a FV na FVa.
FXa aktivuje dalSi molekuly FIX na FlIXa. Trombin dale aktivuje trombocyty a
leukocyty, €imz jsou na povrchu jejich membrany exprimovany negativné nabité
molekuly fosfolipidd, na které se navazou aktivované faktory 1Xa, Vllla a Va. Trombin
navic aktivuje i endotelie v nejbliz§im okoli poranéni a zpusobi tak preladéni do
.prokoagulacni faze“. Konecnym vysledkem amplifikacni faze je vznik vétSiho
mnozstvi trombinu a vytvofeni reak&nich povrchd s navazanymi molekulami
aktivovanych faktord pro kompletaci vicemolekulovych komplext vnitini tenazy a

protrombinazy (1) (3).

3. Faze propagace- dochazi k vazbé FX na komplex FIXa a FVllla (vnitini tenaza).
Aktivovany faktor Xa pak vytvofi s FVa komplex protrombinazy, ktery po navazani
molekuly protrombinu z ni od$tépi aktivacni fragment F1+2 a zpUsobi tak jeji aktivaci
na trombin. MnozZstvi trombinu, vytvofeného ve fazi propagace, jiz dostacuje
k pfeméné fibrinogenu na fibrin. Nestabilni solulibilni fibrin je stabilizovan pusobenim
FXlla (1) (3).
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Negativné nabité fosfolipidy, které jsou aktivovany trombocyty, hraji dllezitou roli
v koagulaci. Na jejich povrchu dochazi ke kompletaci kliCovych komplexUd- vnitini a
zevni tenazy, protrombinazy a komplexu protein C/protein S. Na tyto komplexy se
pak jako na receptory navazuji dalSi substraty — FX, protrombin, FVllla a FVa.
Negativné nabité fosfolipidy tak jednak urychluji reakce mezi serinovymi protézami a

jejich substraty, dale pak lokalizuji hemostatickou reakci do mist, kde je ji tfeba (1)

(3).

Hemokoagulaé€ni procesy

Xl Xua Vnitfni systém TFPI  Zevni systém
TF
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Agregace desti¢ek -
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PAI-1
t-PA DD(FDP)
Fibrinolyza

Obrazek 3. Hemokoagulaéni procesy Prevzato z https://slideplayer.cz/slide/2667728/
(Penka)
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3. VySetrovaci metody hemostazy

3.1. Hodnoceni funkce hemostazy podle principt stanoveni
3.1.1. Koagulaéni metody

Slozky koagulacniho systému jsou pfitomny v plazmé vétSinou v neaktivni formé jako
proenzymy- zymogeny. Pro zahdjeni procesu srazeni je nutné in vitro proenzymy
aktivovat aktivatory. Aktivatory se déli do tfi skupin: nefyziologické (kaolin),
fyziologické (tkariové extrakty nebo Cisténé a rekombinantni aktivované fyziologické
faktory) a specifické (zmiji jedy). Enzymatické cesty (zejména oblast serinovych
proteaz) vyzaduji nejen aktivované faktory, ale i aktivované kofaktory, fosfolipidy a
vapnikové ionty. Jedna se o komplexni, vétSinou velmi nestabilni smési, jejichz
systémy se daji jen velmi obtizné standardizovat. Techniky koagulaCnich vySetfeni
spocCivaji v méfeni Casu reakce od jejiho spusténi az po vytvofeni koagula nebo
fibrinového vlakna. Naméfené Casy se porovnavaji s €asy normalni kontrolni plazmy

v komercnim provedeni. Detekce je vizualni, opticka, elektricka, magneticka (3).

3. 1. 2. Zakalové (nefelometrické, turbidimetrické) metody

Jsou fotooptické metody. VySetfuji zakaleni vzorku pfi tvorbé koagula nebo

destickového agregat pfi reakci antigen- protilatky.

» Nefelometrie: zjiStuje mnozstvi zafeni rozptyleného na koloidnich &asticich ve
sméru kolmém na dopadajici paprsek.

 Turbidimetrie: zjiStuje zménu optické hustoty po priichodu systémem.

Detekuje se opticka hustota rozptyleného svétla prochazejiciho méfici kyvetou a

dopadajici na detektor (3).

3. 1. 3. Spektrofotometrické metody

Stanovuji intenzitu zabarveni (absorbance), ke kterému dochazi v disledku Stépeni

chromogenniho substratu. Detekce: spektrofotometrické stanoveni (6).
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3. 1. 4. Imunochemické metody

Monitoruji reakci antigen protilatky, ktera je rGznymi zpUsoby zviditeInéna (6).

a) ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)- ke stanoveni antigenu

se pouziva protilatka znacena enzymem. Detekce enzymatické aktivity se

provadi pfidanim chromogenniho substratu, ktery je Stépen za vzniku

barevného Stépného produktu, sleduje se intenzita zbarveni. Detekce

spektrofotometrickym stanovenim bareného produktu.

b) EID (elektroimunodifuze)- vySetfovany antigen reaguje s protilatkou

v pfitomnosti gelu. Vznika precipitaCni peak, jehoz délka je pfimo umérné

koncentraci antigenu. Detekce probiha elektroforézou.

c) LIA (Liquid Immuno Assay) - protilatka je navazana na latexoveé Castice,

po pfidani antigenu dochazi k zeslabeni prichodu svétla (snizeni

absorbance).

d) RIA (radioimunolanalyza)- pouziva protilatku se znacenym radionuklidem.

Detekce Citatem zafeni gama.

e) Aglutinaéni metody- jsou semikvantitativni statimovené metody

umozAujici pozorovani aglutinace viditelnych ¢astic (Cervené krvinky, latex)

s navazanou protilatkou proti vySetfovanému antigenu. Vizualné se

odecitaji (6).

3.1.5. Gelifikacni testy

Snadno polymerizujici slozky (napf. monomer fibrinu) v pfitomnosti nékterych latek

vyrazné polymeruji, pfipadné tvofi komplexy. V plazmé se pak detekuji vlocCky,

vlakna nebo viditelny gel (6).

3.1.6. Pratokova cytometrie

Je vyuzivana ke stanoveni receptorli, nebo ostatnich antigent na povrchu bunék.

Tato metoda umoznuje rozliSit aktivované a neaktivované bunky a vyuziva se hlavné
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v hematoonkologii. Detekce se provadi specialnim stanovenim pomoci pratokového

cytometru, vyuzivajici znacenych monoklonalnich protilatek (6).
3.1.7. PCR (polymerazova fetézova reakce)

Je vyuzivana k identifikaci mutaci nékterych slozek hemostatického systému jako
jsou FV Leiden, protrombin 20210 a dalsi (3).

3.2. Rozdéleni koagulaénich testu

Globalni testy - popisuji cely srazeci systém.
Skupinové testy - zachycuiji ur€itou ¢ast koagulace.

Specifické testy - stanovuji jednotlivé slozky systému koagulaénich faktoru, primarni

hemostazy, pfirozenych inhibitord a fibrinolyzy (6).

3.2.1. Globalni hemostatické testy

OrientaCni testy popisujici cely srazeci systém (6). Kvyhodnoceni funkce
hemostatického systému byla navrzena fada testu, z nichz se mnohé v klinické praxi
neprosadily napf. doba srazZlivosti nativni krve, doba krvacivosti v rdznych
modifikacich. Tyto metody jsou zatizeny velkou chybou a jsou obtizné

standardizovatelné (3).

Tromboelastografie je metoda nepfimého sledovani tvorby trombinu, pfi které je
analyzovana plna krev. Thromboelastograf zachycuje kvantitavni udaje, které
charakterizuji tvorbu krevni srazeniny, jeji pevnost, stabilitu, schopnost retrakce
(velmi dobfe popisuji nékteré defekty jako napf. hypo- nebo hyperkoagulace,
trombocytopenie) (3). Tento test je vhodny hlavné pro urgentni medicinu a pfipadné

ke sledovani efektu substitu¢ni [éCby.

Vysetreni celkového hemostatického potencialu - overall hemostatic potential
assay je test monitorujici formace fibrinu pomoci méreni opacity reakéniho produktu.
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Test je zaloZzen na spektrofotometrické registraci agregace fibrinu v plazmé chudé na
proteiny (PPP) ktera obsahuje malé mnozstvi exogenniho trombinu, aktivatoru

plazminogenu a kalcia (7).

Trombin generaéni test (TGT) méfi individualni kapacitu pro generaci trombinu
v plné krvi nebo vplasmé. Mlze byt proto ve srovnani s konvencnimi testy
potencialné uziteCnéjsi tim, ze odrazi hemoragicky nebo tromboticky klinicky fenotyp

(snizena nebo zvySena generace trombinu) (8).

3.2.2. Skupinové testy

Popisuji urCitou ¢ast koagulacniho déje. Tyto testy se pouZzivaji k hodnoceni rizika
krvaceni nebo pfi sledovani ucinku antikoagulacni lécby. Nejsou vhodné

k posuzovani trombotického stavu.

Tromboplastinovy test, Quicklv test, protrombinovy test (PT) - zakladni
koagulacni test zevniho koagulacniho systému- cesta aktivace protrombinu na
trombin pomoci faktord II, V, VII, X a fibrinogenu. Méfi se ¢€as do vytvoreni

fibrinového viakna (6).

Aktivovany parcialni tromboplastinovy €as (APTT) - zakladni koagulaéni test
vnitiniho koagulaéniho systému pfemeény protrombinu na trombin VIII, 1X, XI, XII,

prekalikrein a HMWK (vysokomolekularni kininogen).

Trombinovy €as (TT) - hodnoti Stépeni fibrinogenu trombinem bez ucasti dalSich

koagulacénich faktoru (6).

3.2.3. Specifické testy

Do této skupiny laboratornich vySetfeni patfi testy slouzici ke kvantitativnimu, pfip.
kvalitativnimu  stanoveni jednotlivych sloZzek koagulacnich faktord, primarni
hemostazy, pfirozenych inhibitor a slozek fibrinolytického systému. VySetfuje se jimi
i pfitomnost nespecifickych (antifosfolipidové protilatky) nebo specifickych inhibitoru

krevniho srazeni. Patfi sem i molekularné genetické testy, které se pouzivaji k
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vySetfeni vrozenych trombofilnich dispozic, jako jsou mutace faktoru V Leiden nebo

protrombinova mutace (6).
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4. Trombin

V roce 1872 popsal Alexander Schmidt trombin jako enzym konvertujici fibrinogen ve
fibrin a pojmenoval jej ,fibrinferment® (9). Trombin je aktivovana forma protrombinu,
neboli faktoru Il (FIl) (10). Gen trombinu je lokalizovan na 11chromozému (11p11-q
12) (11). Protrombin je slozeny z 532 aminokyselin. Vznika v jatrech za pfitomnosti
vitaminu K. Molekulova hmotnost protrombinu je 72 kDa (trombin 37 kDa), biologicky
polocas je 48 hodin. Koncentrace v plazmé: 100-200 mg/l, 1,4 umol/l. Trombin (FIl) je
aktivovan Nall ionty. Jedna se o enzym ze skupiny serinovych proteaz, coz jsou
hydrolytické enzymy, které katalyzuji $tépeni peptidické vazby, tedy vazby C-N (3).
Patfi dale do rodiny chymotripsinli, coz je velka skupina enzymu( vyskytujici se
v organismu na vice mistech a ucastni se napf. traveni, bunécné imunity, oplodnéni
a embryonalniho vyvoje. Do zahajeni procesu koagulace je Fll v neaktivni formé, ze
které je Stépen enzymem vzniklym po zahajeni koagulaéni kaskady tzv.

protrombinazovym komplexem.

4.1. Stavba trombinu

V aktivni formé se sklada ze dvou polypetidovych fetézcu: lehkého A fetézec
tvofenych z 36 amikokyselinovych zbytk( a tézkého B fetézce, ktery je delSi a ma
259 aminokyselinovych zbytku. Tyto Fetézce jsou spojeny kovalentni vazbou
disulfidickymi mustky. Aktivovany trombin S$tépi kazdy polypeptidovy fetézec s
pofadim aminokyselin Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser mezi zbytky aminokyselin arginin a
glycin. Tato vlastnost Stépeni fibrinogenu a aktivaci faktoru VIII mu umoznuje
aktivovat koagulaéni faktory V, VII, XI a XllI; fibrinolyticky inhibitor (TAFI) a proteazou
aktivované receptory PAR1 a PAR4. Efektivnost téchto reakci zvySi vazba
sodikového iontu (Na+) na specifické, Na-vazebné misto v trombinu. Celkové
trombin Stépi dvanact rGznych substratl za asistence péti kofaktor (12)(13). Jsou
znamé i nasobné formy trombinu — alfa, beta a gama trombin. Beta a gama formy
v8ak maji mnohem nizSi biologickou aktivitu pfi pfeméné fibrinogenu. Funkéni misto
alfa-trombinu, oblast pribéhu chemické reakce (tzv. katalytické misto) se sklada z

trojice aminokyselinovych zbytk( a to histidinu 365, kyseliny asparagové 419 a serinu
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527, které jsou ve vzajemné blizkosti (12). Jednou z nejzajimavéjSich véci na
trombinu je jeho interakce s Na+ ionty. Toto spojeni je nezbytné pro efektivni Stépeni
fibrinogenu a aktivaci faktord V, VIl a Xl, které hraji centralni roli v generaci trombinu
a v koagula¢ni kaskadé. Sodikové ionty nejsou nezbytné pro aktivaci proteinu C, coz
ukazuje, Zze Na+ podporuji pouze prokoagulacni vlastnosti trombinu. Spojeni s Na+
pfeménuje trombin na vysoce aktivni formu. Byly popsany pfipady hluboké Zzilni
trombozy v asociaci s hypernatrémii u pacientU s diabetem (14).
StarSi studie vedly k zavéru, Zze A-fetézec neni nutny pro funkci trombinu, avSak
cilené mutace v genu pro A-fetézec navodily téZzké krvaceni. Tyto funkéni defekty
protrombinu byly pfipsany porucham prestavby a zpracovani faktorem Xa. UpIné
odstranéni A-fetézce zruSenim jeho disulfidickych vazeb s B-fetézcem vede k
denaturaci B-fetézce a tim i ke ztraté jeho aktivity. Z toho vyplyva, Zze A-fetézec se
svymi specifickymi disulfidickymi mustky je nevyhnutny pro konformacni stabilitu
trombinu (13).

4.2. Pfeména protrombinu na trombin

320 23 vzniku meizotrombinu. Faktor Xa dale

Faktor Xa $tépi protrombin v misté Arg
t&pi meizotrombin v mist& Arg " a dochazi k uvolnéni fragmentu Fl a F2, sou¢asné
a- trombin Stépi meizotrombin:

« v misté& Arg "*°: oddéli se fragment 1 a fragment 2

« v misté Arg %4 : se §tépi maly fragment s N koncem (272- 284).

Trombin vznikajici touto cestou se nazyva a -trombin. DalSim Stépenim B fetézce
trombinu autoproteolyzou nebo trypsinem vznikaji p trombin (fetézec B se Stépi

v misté Arg 71 nebo 73 na Bl a B2 fetézec) a y trombin (B2 fetézec se dale Stépi

v misté Arg 154 na B5 a B4 fetézce) (3).
4.3. Funkce trombinu

Trombin pusobi jak koagulacné, tak i inhibicné.

vvvvvv

« Stépi fibrinogen na fibrin

* limitovanou proteolyzou aktivuje faktory V a VIli
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» aktivuje faktory IX a XIlI

* je vyznamnym aktivatorem krevnich desticek

* na endotelu posiluje tvorbu a sekreci tkafiového aktivatoru plazminigenu ( t-PA)

* po navazani na trombomodulin aktivuje protein C a TAFI (thrombin activable
fibrinolytic inhibitor), ktery je nezbytny k normalni rezistenci fibrinové zatky.

Trombin se dale uplatfiuje i v procesech zanétu a hojeni (3).

Je také dulezity pfi embryonalni vaskularnim vyvoji, angiogenezi, revaskularizaci,

neurodegeneraci a neuroprotekci (obr.4) (15).
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Obr. 4: Centralni role trombinu v hemostaze (pfevzato z J Thromb Haemost, Crawley
J., The central role of thrombin in hemostasis) Prokoagulacni, antikoagulacni,
prozanétlivé, protizanétlivé a anti-fibrinolytické pasobeni trombinu. (PAR — proteazou
aktivovany receptor, TM — trombomodulin, GAG - glykosaminoglykany, TAFI —

trombinem aktivovatelny

inhibitor

fibrinolyzy,

Gp

destiCkovy povrchovy

glykoproteinovy receptor, HCIl — heparin kofaktor Il, C5a — slozka komplementu
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4.4. Méreni generace trombinu

Filozofie méfeni trombinové generace vychazi z postaveni trombinu v koagulaénim
procesu, kde predstavuje centralni enzym. Trombin zajiStuje aktivaci krevniho
srazeni, zaroven ale v pokroc€ilych fazich procesu zprostfedkovava samotnou inhibici
hemostatickych pochodu, hraje vyznamnou roli v mezibuné&éné 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 uloha
v hemostaze je multifunkéni, obCas i bivalentni. Historicky se k posuzovani
koagulace pouzivaji Sirce rozsSifené testy jak PT, nebo APTT, jejichz interpretace ma
celou fadu uskali: nejsou fyziologické, posuzuji jen ¢ast koagulaéni kaskady, maji jen
velmi slabou korelaci s klinikou, napf. PT nebo APTT je prodlouzeno, coz
neznamena, Ze lze pfedpovédét riziko krvaceni. Na jejich zakladé nelze vyselektovat
protromboticky stav (16). K vySetfeni funkce trombinu jsou k dispozici testy jako TAT
(trombin antitrombin komplex), protrombinové fragmenty 1+2 ( F1+2), fibrinopeptid A.
Tyto metody udavaji mnozstvi vzniklého trombinu v dany okamzik, nevypovidaji vSak

o celkovém hemostatickém potencialu materialu (17).

Pfi pouziti tromboelastografu probiha méfeni pomoci mechanického detekéniho
systému. Méfi se zména elasticity béhem formace krevni srazeniny, vysledkem je
kfivka, na které hodnotime startovaci Cas, kinetiku formace trombu a maximalni
amplitudu (6). DalSi moznosti je méfeni turbidity béhem tvorby krevni sraZeniny-
vysledkem je kfivka trombogramu (18). Tato metoda vSak ukazuje tvorbu trombinu
nepfimo, a jeji vyuZiti je tim limitovano.

Trombin generaéni test muze byt proveden dvéma zplsoby. Prvni pouziva manualni
testovani v danych Casovych intervalech béhem srazeni krve nebo plazmy, jehoz

vysledkem je koncentrace trombinu (19).

Druhou moznosti jsou kontinualni metody, kdy je celkové mnozstvi trombinu méfeno
zménami v optické denzité pfi pfeméné chromogenniho nebo fluorogenniho

substratu béhem tvorby trombinu ve sledovaném vzorku (20).
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4.5. Historie trombin generaéniho testu — TGT

V roce 1953 publikovali R. Macfarlane a R. Biggsova test, kdy pouzili plnou krev ve
sklenénych zkumavkach. Ztéchto zkumavek vzorky odebirali v minutovych
intervalech, aktivitu trombinu testovali pfidanim fibrinogenu. Trombin se vytvofil
béhem 4-5minut velmi nahle, poté doslo k vyraznému narlstu koncentrace trombinu.
Na zakladé svych pozorovani usuzovali, ze dochazi ke zpozdéni a teprve poté je
vytvoren tromboplastin. Z téchto vysledku bylo pozdéji dedukovano, ze faze zpozdeéni
je jakysi ochranny mechanismus k prevenci intravaskularni koagulace (21).Tato
metoda byla poté zjednoduSena az o mnoho let pozdéji Hemkerem, ktery pfiSel
s testem uzivajicim chromogenni substrat. Endogenni trombogenni potenciall (ETP)
je termin pouzity Hemkerem (22). Timto testem, bylo vySetfovano celkové mnozstvi
trombinu za pouziti chromogenniho substratu. Bézné je trombin inaktivovan
antitrombinem a a2- makroglobulinem a zatimco trombin po navazani na antitrombin
je nereaktivni, trombin ve vazbé& na a2-makroglobulin si zachovava aktivitu po vazbé
na chromogenni substrat. Principem dnes pouzivanych automatizovanych méfeni je
in vitro monitorace vzniku trombinu v plasmé po aktivaci koagulaéni kaskady
tkanovym faktorem (TF). Reakce probiha za ucasti negativné nabitych fosfolipidi a
Ca?*. TF a koncentrace fosfolipidu je pouzivan v rliznych koncentracich v zavislosti
na typu pouzivané plasmy a charakteru vySetfeni (by-passova Iécba u hemofilikd,
trombofilni stav, antikoagulacni 1é&ba). Generovany trombin $tépi chromogenni nebo
fluorogenni substrat, ktery je odpovidajici metodou detekovan. Nevyhodou
chromogennich substratd je jejich pomalejSi Stépeni trombinem, nizSi afinita
k trombinu a potfeba blokace vzniku fibrinu ve vySetfované plasmé. Pouziti
fluorogenniho substratu je vhodné&jsi navic i proto, Ze generovany fluorogenni signal
neni rusen vznikajici srazeninou ani pritomnosti trombocytu (8). Vysledkem méreni je
kfivka odrazejici aktualni kapacitu systému pro generaci trombinu, ktera je
charakterizovana tfemi hlavnimi parametry: dobou do nastupu generace trombinu
(lag time, TGTt), maximalni koncentraci trombinu (Peak, Cmax, TGTm) a plochou
pod kfivkou odrazejici celkové mnozstvi vzniklého trombinu (endogenni
trombogenni potencial, ETP, TGTe) a inaktivacni fazi. K vySetfeni Ize pouzit
plasmu chudou na desticky (PPP) nebo plasmu na desticky bohatou (PRP).

Z technického hlediska béhem vyvoje vznikla fada variant testu, pouzivajicich rizné
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koncentrace tkanového faktoru a fosfolipidl, pfidani inhibitoru kontaktni faze nebo
trombomodulinu (23) (24) (25) (26) (22) (27) ( obr. 5).

4.6. Technické moznosti stanoveni TGT

V souCasné dobé jsou komeréné dostupné dva druhy TGT, které pouzivaji
fluorogenni substrat. Prvni metodou je kalibrovany automatizovany trombin
generacni test (CAT) (Thrombinoscope B.V., Maastricht, The Netherlands), vyvijeny
v kolektivu prof. Hemkera od poloviny osmdesatych let. (22)(27)(28)(29)(30). Druhou
moznosti je Technothrombin® TGA assay (Technoclone, Vienna, Austria) (31)
(32).Dosavadni zkuSenosti prokazaly dostateCnou intralaboratorni reproducibilitu

s intra- i inter-assay koeficientem variace pod 10% v PPP i PRP (33).
Z hlediska metodiky testu bylo popsano nékolik jeho variant vyuzivajicich:

1. Rozdilné koncentrace TF jako koagulaéniho iniciatoru testu (24) (25).

2. Rozdilné koncentrace prokoagula¢né pusobicich fosfolipidl (26) (16).

3. P¥idani inhibitoru kontaktni faze pfi méfeni u stavu s nizkou generaci
trombinu (hemofilie) (23) (25).

4. Pfidani trombomodulinu nebo aktivovaného proteinu C, ktery zvySuje
senzitivitu testu pfi deficitu proteint C, proteinu S nebo APC-rezistenci.
(34) (35).
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4.7. Moznosti pouziti TGT v praxi

TGT dava ojedinélou moznost zkoumat mechanismy koagulace, které nebyly dosud

zcela objasnény.
Cirhéza

Chronické onemocnéni jater, které je spojeno s poklesem vSech prokoagulacnich
faktord (kromé F VIII a von Willebrandova faktoru, které se zvySuji) (36). Tyto zmény
vedou k prodouzeni PT a APTT nad fyziologickou hranici. PT a APTT byly po dlouhé
roky pouzivany k posouzeni rizika krvaceni. PT bylo pouzivano k ureni hranice pro
podani Cerstvé mrazené plazmy a také pfi posuzovani nutnosti substituce
koagulacnimi faktory pfi feSeni krvaceni, nebo k preventivhimu podavani pred

operacnimi vykony. Diky pouziti TGT bylo zjisténo, Zze u pacientu s cirhdzou dochazi
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k sou¢anému poklesu jak prokoagulacnich faktoru, tak i antikoagulaéné plsobiciho
proteinu C a antitrombinu. Diky tomu rovnovaha zustava zachovana. Mnozstvi
generovaného trombinu, pfi pouziti TGT s inkorporovanym trombomodulinem (je
aktivovan protein C) je normalni (37). Na zakladé téchto zjisténi nelze PT pouzivat
jako spolehlivy test pfi posuzovani rizika krvaceni u pacientd s cirhozou a nelze tedy
na zakladé hladiny PT urCovat nutnost podani plazmy a koagulacnich faktora. Pfi
pouziti TGT je samoziejmé& snizeno riziko  komplikaci  spojenych
s nadbyte€nym podanim plazmy a rekombinacniho F Vlla (37). Tyto vysledku
umoznuji zmeénu pfistupu k pacientim s cirhozou a trombdézou portalnich Zil, u

kterych byla donedavna Ié¢ba LMWH kontraindikovana (38).

Hemofilie
Pacienti s deficitem F VIII musi byt substituovani koncentratem FVIII. Adekvatni
mnozstvi FVIII je stanovovano na zakladé rizika krvaceni dle charakteru planovaného
operacniho vykonu.
U pacientl s hemofilii byla prokazana jednoznacna zavislost koagulaéni aktivity FVIII
a peaku i ETP generace trombinu (26)(39). Uvedené parametry se zfetelné liSi u
zdravych lidi a u pacientd sriznou tizi hemofilie. U hemofilickych pacientl
s pfitomnosti inhibitoru FVIII nelze k monitoraci substituéni bypassové terapie
konvencni testy vabec pouzit. Pouziti trombin generac¢niho testu se proto potencialné
jevi jako velmi vyhodné.
Santagostino ve své praci prokazal, ze pacienti s VIII <1 IU/dL se zavaznou formou
hemofilie vykazuji rozdilné fenotypy krvaceni i pfes stejnou hladinu FVIII. U pacientd
s mensim krvacenim byla prokazana vyssi hladina trombinu (40).
Z dosavadnich zkuSenosti vyplyva moznost pouziti testu pro lepSi monitoraci

substitucni terapie, nez jakou poskytuje méreni aktivity koagulacniho faktoru (41).

Zilni tromboembolismus
U pacientl s hlubokou Zilni tromb6zou nebo plicni embolii je optimalni doba trvani
antikoagulacni terapie stanovovana na zakladé posouzeni rizika a benefitu u
jednotlivych pacientid. Podle nékterych studii je mozna predpovéd predikce

rekurence TEN pfihod pfi pouziti TGT v kombinaci vySetfeni D- dimer( (42).
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TGT se jevi slibné i v monitorovani ucinnosti antikoagulacni |éCby u peroralnich

antikoagulancii, heparinu, nizkomolekularniho heparinu, nebo fondaparinuxu. Tyto

Vv,
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5. Protein C

Spole¢né s antitrombinem (AT) a inhibitorem tkanového faktoru (tissue factor
pathway inhibitor - TFPI) je systém proteinu C nejucinnéjSim inhibi¢nim systémem
hemostazy. Systém proteinu C je tvofen proteinem C, proteinem Sa
trombomodulinem

Protein C je vitamin K dependentni protein, ktery je proenzymem serinové proteazy.
Protein C tvofi kliC¢ovou sloZkou pfirozené antikoagulacni cesty, ktera je aktivovana
na povrchu endotelu trombinem navazanym na trombomodulin, vznika tak aktivovana
forma proteinu C (APC). APC v pfitomnosti fosfolipidd a Ca 2(] iontl proteolyticky
Stépi a tim inaktivuje FVa FVllla. Inhibice téchto faktor( vede k blokaci nebo mensi
produkci komplexd tenazy a protrombinazy (3). Deficit proteinu C muize byt
detekovan chromogenni nebo koagula¢ni metodou. Koagulaéni metody mohou davat
faleSné vysoké vysledky v pfitomnosti pfimych inhibitord trombinu, proto se dnes
takfka vyhradné pouziva chromogenni metoda (43)(44). Deficit proteinu C je
asociovan s vyskytem opakovanych zilnich trombo6z a plicnich embolii, specialné u
mladych lidi. Ziskané deficity proteinu C jsou spojeny s jaternimi chorobami, oralni
antikoagulacni 1éEbou a disseminovanou intravaskularni koagulaci.

V kitu je protein C aktivovan in vitro proteinovou frakci ziskanou z jedu zmije
Agkistrodon contortrix contortrix. Stanoveni proteinu C je zalozeno na amidolytické
metodé vyuzivajici chromogenni substrat. Metoda sestava ze dvou kroku:

1. Inkubace plasmy s protein C aktivatorem.

2. Kvantifikace aktivovaného proteinu C se syntetickym chromogennim substratem.
Uvolnény p-nitroanilin je monitorovan pfi 405 nm, jeho hladina je pfimo umérna
mnozstvi proteinu C v plasmé.

Normalni hodnoty: Protein C-72 — 146%.
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6. Protein S

Protein S (PS) je vitamin K dependentni protein, ktery vznika v jatrech a také
v endotelidlnich burikach a megakaryocytech. Pfevazna €ast proteinu S je ulozena v
krevnich destickach a vendotelu. Odkud muze byt uvolnén plsobenim
protrombinazy a tenazy. Protein S je kofaktorem proteinu C.

V plasmé jsou pfitomny dvé formy proteinu S: volny protein S (40 %) a protein S
spojeny s komplementem C4-bBP (C4 bound binding protein) (60 %). Tyto dvé
formy jsou v dynamické rovnovaze. Vazana forma proteinu S inhibuje FXa. Volna
forma se navic vaze na faktory V, Va, VIIl. Vyvazanim na tyto faktory blokuje PS
vznik tenazy a protrombinazy a inhibuje aktivaci FXa a trombinu, v mensi mife i FVIII
(3).

Deficit proteinu S mize byt vrozeny nebo ziskany. Ziskané deficity muzeme sledovat
v pribéhu téhotenstvi, uzivani oralni antikoagulac¢ni 1éEby, hormonalni kontracepce,
pfi jaternich poSkozenich, u pfed€asné narozenych novorozencll a v fadé dalSich
pfipadu. Deficit proteinu S je spojen s vysokym rizikem Zzilniho trombembolismu
hlavné u mladych lidi. U vrozenych téZzkych defektl se objevuji trombotické

komlikace uz v détském véku.

IL Test Free Protein S stanovuje pfitomnost volného proteinu S pomoci méreni
turbidity vznikajici aglutinaci dvou latexovych reagencii. Volny protein S absorbovany
na latex spousti aglutinacni reakci s druhou latexovou reagencii, ktera obsahuje
monoklonalni protilatku citlivou na lidsky protein S. Stupen aglutinace je pak pfimo

umeérny koncentraci volného proteinu S ve vzorku.

Normalni hodnoty: Volny protein S

Muzi 69 — 128.8 %

Zeny 53.2-109.1 %

Zeny pod 47 let 51.1-108.7 %

Zeny nad 46 let 51.3 -109.6 %

Zeny pod 46 let 54.2 —109.6 % - s hormonalni kontracepci

Je jasné patrné, Ze hodnoty jsou zavislé na pohlavi a pouze lehce na hormonalnim

stavu. Vék u zen nema vliv na vysledky.
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7. Antitrombin

viwv s

je schopna neutralizovat u€inek trombinu. NepUsobi v8ak okamzité, ale ma opozdény
ucinék (15-30 minut). Deficit AT je spojen s vysokym rizikem tromboembolické

nemoci (3).

Stanoveni hladiny antitrombinu muize byt vyuZito pro detekci nasledujicich
patologickych situaci:

- vrozené deficity

- ziskané stavy jako jsou diseminovana intravaskularni koagulace, pankreatitida,
tézka jaterni selhani, sepse a polytraumata.

Stanoveni antitrombinu je zalozeno na vySetfeni pomoci trombinu a chromogenniho
substratu. K vySetfované plazmé je pfidavan specificky chromogenni substrat, ktery
je Stépen trombinem. Intenzita zbarveni je pfimo umérna mnozstvi zbytkového
trombinu a nepfimo umérna mnozstvi antitrombinu ve vzorku. Metoda je specificka
pro AT a neni ovlivnéna heparin kofaktorem Il. Normalni hodnoty nejsou zavislé na
pohlavi a pohybuji se vrozmezi od 80%- 120%. Niz8i hladiny jsou u déti a

novorozencu. Kritickou hodnotou je 30%.
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8. Faktor VIl

Stanoveni F VIII pomoci lidské deficitni plasmy jako substratu slouzi pro stanoveni
defektu faktoru VIII na zakladé aktivovaného parcialniho tromboplastinového €asu
(APPT). Deficit faktoru VIII mize byt zpisoben vrozenou poruchou jako je hemofilie
A (deficit faktoru VIII) nebo muze byt zpisoben sekundarné v duasledku jaterniho
poskozeni nebo disseminované intravaskularni koagulace. Abnormality vnitfniho
koagula¢niho systému jsou stanovany na zakladé modifikovaného APPT. Plasma
pacienta je pfedfedéna a pfidana k plasmé deficitni na stanovovany faktor. Korekce
koagula¢niho ¢asu deficitni plasmy je pfimo umérna koncentraci (aktivité %) faktoru v
plasmé pacienta, jenz je odectena z kalibra¢ni kfivky.

Normalni hodnoty 50 — 150 %.

Kongenitalni defekt F VIII je pfi€inou hemofilie A, coZ je gonosomalné recesivné
dédi¢né onemocnéni zpusobujici tézka krvaceni. Zavaznost krvaceni je spojena s
hladinou F VIII. Pacienti s hemofilii A jsou rozdélovani dle aktivity F VIII do tfi
kategorii: pod 1 % - téZka hemofilie, mezi 1 — 4 % stfedni hemofilie a mezi 5 - 25 %
lehka hemofilie. Snizené hladiny F VIII mohou byt také v disledku von Willebrandovy
nemoci nebo jako sekundarni dusledek jaternich poSkozeni nebo disseminované
intravaskularni koagulace. VysSi hladiny F VIII nad 150 % pFedstavuji lehké
trombofilni riziko, které se zvySuje o 0,1 s kazdymi dalSimi 10 % aktivity nad tuto
hodnotu. Faktor VIII je reaktant akutni faze a zvySeni hladiny je pozorovano pfi
zvySeném stresu, po operacich a u zanétlivych stavd. ZvySené hladiny jsou

zjistovany také pfi narozeni a béhem téhotenstvi (45) (46).
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9. Hemostaza v gravidité

Béhem fyziologického téhotenstvi dochazi k hormonalné podminénym zménam
hemostazy. Méni se pocet krevnich elementl a faktorl koagula¢ni kaskady, jejichz
aktivita je v dusledku gravidity vyrazné ovlivnéna. V disledku téchto zmén stoupa
pfedevsSim riziko tromboembolie. BEhem gravidity nedochazi k vyraznym zménam
v poCtu trombocytu, vétSina autord se shoduje na mirném poklesu jejich hladiny ve
tfetim trimestru téhotenstvi, koncetrace vSak nedosahuji dolni hranice fyziologického
rozmezi.

Castym t&hotenskym nalezem je anémie. V prab&hu gravidity sice dochazi k narlistu
celkového objemu erytrocytd asi o 18%, ale pfirdstek plazmy je vyrazné vyssi. Diky
tomu dochazi k poklesu hematokritu i mnozstvi hemoglobinu. Mirny stupen anémie
tak nachazime asi u 30% téhotnych ve tfetim trimestru.

Celkovy pocet leukocytl roste, podili se na tom predevSim rostouci hladina
neutrofild. Ve Ill. trimestru bézné leukocytosa dosahuje hodnot kolem 15x10 [1 (47).
Slozity hemostaticky a fibrinolyticky systém je téhotenstvim ovlivnén prokoagulaéné.
Fibrinolyticka aktivita je snizena o vice nez 50% (47).

Tendence k hyperkoagulaénimu stavu se v prubéhu gravidity nejvyznameji projevuje
porodu je kontrakce uterinnich svall. K navratu koagulaénich parametrid do

puvodniho stavu pfed porodem dochazi do 4 -6 tydnu po porodu (48).

9.1. Koagulac¢ni faktory v gravidité

Béhem gravidity dochazi k progresivnimu narustu hladin faktort V, VII, VIII, IX, X, XII.
Vzrusta i mnozstvi von Willebrandova faktoru (VWF) a fibrinogenu. Tyto zmény jsou
nejvyraznéjsi ve tfetim trimestru gravidity (49) (50) (51) (52) (48) (53).

Faktor Il a IX bud mirné narustaji, nebo zlstavaji beze zmén. Naopak jedinym
faktorem, u kterého dochazi k poklesu, je faktor Xl (48). Mnozstvi tkariového faktoru

je béhem normalniho téhotenstvi nezménéno (54).
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9.2. Inhibitory koagulace v gravidité

Hladiny AT a proteinu C zUstavaji béhem gravidity konstantni, nebo mirné snizené.
(50)(51)(52) (48) (53)(55).

Inhibitor proteinu C klesa a sniZuje se i hladina volného proteinu S. Nizka hladina
proteinu S byva pfitomna az 8 tydnu po porodu (53). TFPI stoupa béhem normalni
gravidity (54). Trombomodulin, ktery je zodpovédny za aktivaci PC trombinem

narlista béhem gravidity (56).

9.3. Fibrinolyza v gravidité

Fibrinolyticka aktivita béhem téhotenstvi klesa a zlstava nizka i béhem porodu.
K normalu se pak vraci kratce po porodu.

ZvySuje se aktivita fibrinolytickych inhibitord. Plazminogen ve své neaktivni formé
stoupa v gravidité, jednak snizenou spotiebou a také zvySenou tvorbou. Tkanovy
aktivator plazminogenu klesa (57).

ZvySuje se hladina PAI-1, ktery je produkovan endotelidlnimi bunikami. V gravidité
dochazi k vzestupu PAI-2, ktery je ve velkém mnozstvi produkovan placentou.
Soucasné s tim postupné klesa i hladina tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA).
Béhem porodu dochazi ke spotfebovani krevnich destiCek a koagulaénich faktor(
vCetné fibrinogenu. Fibrinolyza se po porodu zvySuje a mlze vést ke zvySené hladiné
D-dimera. Nékteré zmény v hemostaze, které probihaji v gravidité, se vraci do
normalu béhem 4-6 tydn po porodu. Pocet destiCek a hladina volného proteinu S
mohou byt zménény déle. Hemostaza by proto neméla byt vySetfovana dfive, nez za
3 mésice po porodu, nebo po zastavé laktace. Po porodu dochazi k rychlému
poklesu PAI-1, PAI-2, nicméné byla prokazana pfitomnost PAI-2 i 8 mésict po
porodu. Alfa 2 antiplazmin, urokinaza, inhibitor kallikreinu se zvySuje za 6 tydnd po
porodu (48) (tab. 2).
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Tab. 2 Zmény hemostazy v gravidité, upraveno podel Brenner, B. (2004).
Haemostatic changes in pregnancy (49).

Vzestup Pokles Beze zmény
Prokoagulacni faktory [, V, VII, VIII, IX, X XI
Antikoagulaéni faktory Solulibilni TM PS PC
Adhezivni proteiny vWF
Fibrinolytické proteiny PAI-1, PAI-2 t- PA TAFI
Mikropartikule a
MP APLA
antifosfolipidové protilatky

Lokalni zmény placenty TF TFPI

9.4. Koagulaéni testy v gravidité

Bézné testy i nové metody vySetfovani hemostazy ukazuji na hyperkoagulaci v
téhotenstvi. V gravidité dochazi k narustu rezistence aktivovaného proteinu C, je
mirné& snizeny aktivovany parcialni tromboplastinovy c¢as, zvySuje se pocet
protrombinovych komplexd, PT je v gravidité niz§i nez 0,9. Méfeni €asu krvacivosti
neni graviditou ovlivnéno.

Protrombinové fragmenty 1+2 (F1+2) jsou uvolfiovany z protrombinu béhem jeho
aktivace faktorem Xa, proto jsou F1+2 specifickymi indikatory mnozstvi
generovaného trombinu a jsou tedy sensitivnimi markery aktivace koagulace. Jinym
vhodnym markerem koagululace v gravidité je trombin antitrombin komplex (TAT),
ktery je tvofen pfi inhibici vzniklého trombinu navazanim antitrombinu. F1+2 i TAT
béhem gravidity progresivné narlstaji a dokazuji, ze in vivo je bé&éhem gravidity

generovano Vétsi nez malé mnozstvi trombinu (58) (59).

Dalsim testem, ktery je schopen postihnout zmény koagulace v gravidité je calibrated
automated thrombogram (CAT), ktery je testem pro ovéfeni endogenniho
trombogenniho potencialu. Tento test ukazuje, Ze v gravidité je zvySena kapacita k

formovani trombinu (59).
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9.5. Zilni trombéza v gravidité

Hluboka zZilni tromb6éza (VTE- venous thromboembolism) stale jednou
0,5-3,0 z 1000 téhotnych. Riziko vyskytu této komplikace v gravidité a puerperiu
oproti netéhotnym Zenam je pfiblizné 4-5 nasobné, v Sestinedéli dokonce az 20-
nasobné. V obdobi gravidity je frekvence vyskytu ve vSech trimestrech pfiblizné
stejna(60).

Stanoveni spravné diagndzy hluboké Zzilni trombdzy je obtizné vzhledem ke
zménam, které prodélavaji téhotné Zeny jako napf. vazodilatace, edémy dolnich
koncCetin, zvétSeni intravaskularniho objemu.

Nastésti vzacnou komplikaci je plicni embolie (PE), ktera postihuje vice jak 2 rodicky
na 100 000 Zzivé narozenych déti (60). Nediagnostikovana ¢i pozdé rozpoznana
hluboka Zilni trombb6za s sebou nese az 25% riziko plicni embdlie (PE) a zhruba 15%
riziko materské mortality, pokud zUstane neléena. Stanoveni spravné diagndézy zilni
trombdzy snizuje morbiditu PE na 1- 3% (61).

Vyznamnymi rizikovymi faktory jsou vék nad 35 let, trombofilie, systémovy lupus,
onemocnéni srdce, obezita, iontova a a tekutinova dysbalance, postapartalni
infekce, transfuze, afroamericka rasa (62).

U vice jako 50% PE se nedafi zjistit zdroj trombu a mnoho pacientek s VTE ma
klinicky némou PE (63). NejcastéjSi lokalizace vzniku VTE v té€hotenstvi je podobna,
ale ne totozna jako u netéhotnych. Béhem gravidity se v 72% objevuje VTE
v ileofemoralnich zilach, u netéhotnych je nejCastéjSim zdrojem trombu oblast
poplitedalnich cév. V postpartalnim obdobi se lokalizace VTE méni a v 50% se

objevuje v poplitalnich vénach (64).

Stanoveni diagndzy zilni trombdzy na zakladé laboratornich vySetieni je vzhledem ke
zménam v hemostaze v gravidité obtizné. Diagnoza hluboké Zilni trombosy je
stanovovana na zakladé klinického vySetfeni a zobrazovacich metod.

D- dimery jsou zvySeny nejvice ve Il. a lll. trimestru (65). Elevovano je i mnozstvi
komplexu trombin- antitrombin a mnozstvi proteinu S klesa. Bézné pouzivané
vySetieni D-dimerq, které je uziteCné na zakladé své negativni prediktivni vypovédi je
v téhotentsvi nepouzitelné, protoZze D- dimery jsou elevovany i ve fyziologické

gravidité. Jen néktera z laboratornich vySetfeni jsou pouZitelnd spiSe k ovéreni
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podezieni na VTE a vyselektovani pacientek ohrozenych VTE. Hladina AT je
snizena (norma 85-125%) na stupefn korespondujici se zavaznosti Zilniho
tromboembolismu z divodu tvorby komplexu trombin- antitrombin. VySetifeni AT je
ukazatelem ucinosti terapie heparinem, nelze jej bohuzel pouzit jako diagnosticky
test.

Zajimavym poznatkem je, Ze jedinci s krevni skupinou 0 maji snizené riziko VTE na

polovinu, pfiemz vysvétleni tohoto jevu je nejasné (66) (67).
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10. Diabetes mellitus a hemostaza

Gestacni diabetes mellitus (GDM) je porucha metabolismu glukézy rizného stupné,
ktera se objevi v t&€hotenstvi a spontanné odezni v pribéhu Sestinedéli. V téhotenstvi
muze byt kromé& GDM zachycen také tzv. zjevny diabetes mellitus (dale také DM),
ktery splfiuje diagnosticka kritéria diabetu platna pro vSeobecnou populaci (glykemie
nalacno = 7,0 mmol/l a/nebo ve 120. min oGTT = 11,1 mmol/l) a zpravidla pfetrvava
i po Sestinedéli. PéCe otéhotné Zeny se zjevnym diabetem je shodna s péci

o téhotné Zeny s pregestacnim diabetem (68).

Diebetes mellitus je prookoagulaéni stav. 80% vSech pacientd s diabetem typu lI
umira na stavy spojené s trombdzou. 75% téchto umrti se vyskytuje v souvislosti
s kardiovaskularnimi komplikacemi, o zbyvajici procenta se déli cerebrovaskularni
pfihody a trombotické komplikace periferniho cévniho zasobeni. Hlavnim divodem je
abnormalni stav cévniho endotelu u diabetikd, ktery je u zdravych lidi primarni
ochranou pred trombo6zou. Abnormalni stav endotelu hraje nezpochybnitelnou roli
v aktivaci krevnich destiCek a koagulacnich faktort. Obrazem téchto zmén je tvorba
zvySeného mnozstvi trombin-antitrombin komplexd. PFi vySetfeni je zjiStovana i
elevace protrombinovych fragmentll 1+2. Hladiny plazmatickych koagulacnich
faktoru jako fibrinogen, FVII, FVIII, F Xl, F XIl, kallikrein a von Willebrandtv faktor
jsou u diabetiki zvySené. Naopak hladina antikoagulatné pusobiciho proteinu C
klesa. Také fibrinolyticky systém je relativné inhibovan diky abnormalni tvorbé
krevniho koagula, které je pak resistentni vic¢i degradaci. PAI-1 je u diabetiku
zvysSeny. V plazmé je zvySené mnozstvi agregovanych krevnich destiCek, je
potencovana agregace trombocytu za pusobeni jejich agonistl, zvySuje se sila, se
kterou dochazi ke kontrakci desticek. Hyperaktivita krevnich desiCek je prokazatelna i
diky zvySeni faktorl uvolnénych z krevnich destiCek pfi jejich aktivaci, jako je beta-
tromboglobulin, destiCkovy faktor 4 a tromboxane B. Pravdépodobnym divodem

téchto zmén je hyperinzulinémie a hyperglykémie (69).

Ve studii Tripodiho pfi sledovani diabetikd 1l. typu byla méfena hladina

prokoagulac¢nich a antikoagulaéni faktord konvenénimi testy a porovnavana

42



s generaci trombinu. V této studii bylo zjiSténo, Ze pfi pouziti konvenénich testu se
vysledky neliSily od kontrolni skupiny, naopak pokud se k vySetfeni plazmy diabetikd
[I. typu pouzil trombin generacni test, byl ve skupin€ nemocnych nalezen
signifikantné vySSi peak generace trombinu. V této studii bylo potvrzeno, Ze plazma
diabetik(l Il typu obsahuje vétSi mnozstvi prokoagulacnich faktori, coz odpovida

zvySenému riziku aterosklerozy a VTE (70).

V Sowersové studii bylo vySetfeno 30 Zen. U pacientek s gestaCnim diabetem byla
zjisténa snizena fibrinolyticka aktivita. Gestacni diabetiCky mély vyssi hladinu PAI-1
nez zdravé zeny. U diabetiCek t€hotnych i netéhotnych byl zjistén kratsi TGT, nez u
kontrolni skupiny. Snizeni AT u téhotnych, téhotnych diabeticek a diabetiCek bylo
v korelaci s hladinou glykémie a s hodnotami HbA1, z ehoz vyplyva, Ze pfisné

dodrzovani diety muze ovliviiovat hyperkoagulaéni stav (71).
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11. Preeklampsie

Preeklampsie je pro téhotenstvi specifické, multiorganové onemocnéni nejasné
etiologie. NejCastéji je charakterizovana jako hypertenze po 20. tydnu téhotenstvi,
doprovazené signifikatni proteinurii. Za signifikantni proteinurii v téhotenstvi
povazujeme ztratu bilkovin moci = 0,3 g/24 hodin (dUCB) nebo hodnotu pomeéru

albumin/kreatinin v jednom vzorku moci = 30 mg/mmol (ACR)

V souCasnosti je preeklampsie definovana jako onemocnéni dvou zakladnich

charakteristik: abnormalni placentace a endotelialni dysfunkce (47).

Preeklampsie byla a zlstava jednou z hlavnich pfi€in matefské i novorozenecké
mortality a morbidity, postihujici celosvétové 5-7% gravidit. Je druhou nejCasté;Si
pFiCinou matefské mortality (72) (73).

11.1. Klasifikace preeklampsie dle nastupu onemocnéni

V soucCasné klinické praxi se za zasadni povazuje déléni preeklampsie podle doby

nastupu onemocnéni.

11.1.1. Casna forma preeklampsie

Vyskyt preeklampsie prfed 34 tydnem gravidity se hodnoti jako Casna forma
onemocnéni-early onset (EOPET). Tato forma onemocnéni je spojena s vysSi
morbiditou matek a asi 4x vySSim rizikem intrauterinniho umrti plodd v dalSim

pribéhu onemocnéni.
Porucha fetoplacentarni jednotky, ktera je Casto spojena s:

- dysfunkci placenty

- intrauterinni rastovou restrikci plodu

- snizenym objemem placentarni tkané

- abnormalnimi nalezy pratokd na uterinnich a umbilikalnich cévach pfi

dopplerovském vySetieni
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- zavaznou matefskou i neonatalni mortalitou a morbiditou (47).

11.1.2. Pozdni forma preeklampsie

Je preeklampsie s vyskytem onemocnéni po 34. tydnu gravidity. Pozdni forma - late
onset forma (LOPET) tvofi 80% vSech pfipadi onemocnéni. Novorozenci se rodi
s odpovidajici vahou bez znamek rastové restrikce. Nebyvaji pfitomny zmény
pritoku umbilikalnimi artériemi. Rizikovou skupinou Zen pro vznik late onset
preeklampsie jsou diabeti¢ky, obézni Zeny, Zeny s kardiovaskularnim onemocnénim

a zeny s viceCetnym téhotenstvim (47).

VétSinou vznika na podkladé chronického onemocnéni matky, je spojena s:
- normalnim objemem placentarni tkané
- fyziologickym ristem plodu i normalni porodni hmotnosti novorozence
- fyziologickym nalezem prutoku pfi dopplerovském vySetieni

- pFiznivou prognézou pro matku i plod

U 80-90% pfipadu preeklampsie se jedna o Cisté maternalni syndrom, kdy se rodi
eutrofické plody (47).

Na zakladé sledovani dopplerometrickych parametrd se objevily studie, které byly
schopny se 100% pFesnosti pfedpovédét IUGR, ale jen s 33% jistotou preeklampsii.
To vedlo Huppertze k domnénce, zda odliSnost mezi asnou a pozdni formou netkvi
ve spojeni s IUGR, ponévadz dalSi pfiznaky jako hypertenze a proteinurie jsou
shodné (74).

11.2. Etiologie preeklampsie

Etiopatogeneza preeklampsie je pfedmétem intenzivniho zkoumani a predpoklada
se multifaktorialni etiologie. Preeklampsie se vyviji pouze v téhotenstvi, neni vSak
nutna pfitomnost plodu. Ackoli hraje placenta kli€ovou roli v rozvoji preeklampsie, jeji
nastup, zavaznost a progrese je signifikantné ovlivnéna matefskou odpovédi na

proteiny a placentarni faktory uvolfiované placentou (75).

Kombinace placentarnich faktorl a vnimavosti matefského organismu ma kli¢ovou

roli v na¢asovani nastupu onemocnéni, jeho progresi a zavaznosti. Stale nebyla
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ukon€ena a vyjasnéna diskuse, zda ma Casna a pozdni forma onemocnéni stejnou
etiologii (75). V nedavno vydané praci byla vyslovena hypotéza zalozena na
kardiovaskularni predispozici zen s preeklampsii, ze které vyplyva, ze pokud dojde
k selhani kardiovaskularnich adaptacnich zmén na téhotenstvi, mize dojit ke vzniku
preeklampsie. V jinych publikacich byl popsan vznik preeklampsie u normalné
vytvarené placenty u zen citlivych ke vzniku preeklampsie (74) (76). Podle tohoto
noveho konceptu je za vznik preeklampsie zodpovédna porucha adaptace
kardiovaskularniho systému, nikoli placentarni faktory. Nicméné tuto hypotézu bude

nutno podrobit dalSimu zkoumani (77).

11.2.1. Placentace

Pfi normalnim vyvoji placenty dochazi kinvazi cytotrofoblastu do matefskych
spiralnich cév a nahradé hladkych svalovych bunék téchto cév. Nahrada hladkych
svalovych vlaken je naprosto kliCovym okamzikem. U zdravych té&hotnych zen
dochazi ke zvétSeni priméru spiralnich artérii ctyfnasobné, cévy ztraci svou hladkou
svalovinu a vnitfni elastickou laminu. Nizkoodporové cévy zasahuji az do vnitini
tretiny myometria a nejsou schopny vazokonstrikce (47). Tento stav se nazyva
remodeling artérii, zaCina na konci prvniho trimestru a konci kolem 18. - 20. tydne
gestace (47). Jako jednoznacnou pfi€inu vzniku preeklampsie je pfijimana porucha
tvorby placenty vedouci k hypoxii, oxidativnimu stresu a placentarnim infarktim.
Spiralni artérie, coz jsou konecné artérie, které omyvaji intervilézni prostor jsou
pfitomny jen u fyziologickych gravidit. Pro tyto cévy je typické, Ze hladké svalové
bunky jsou nahrazeny fibrinoidni matrix s vnofenymi bufikami, o kterych se
pfedpokladalo, ze maji svlij puvod v trofoblastu. U pacientek s preeklampsii nebyly
spiralni artérie nalezeny, ale byly pfitomny bézné arterialni struktury, které neprosly
remodelingem. V téchto artériich zUstala zachovana hladka svalovina, ktera je

schopna reagovat vazokonstrikcné a tim redukovat tok krve do placenty (47).
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11.2.2. Dysfunkce endotelu a cirkulujicich faktort

Endotel je vrstva bunék, ktera je umisténa na luminalnim povrchu cév a spolu
s bufikami hladkého svalstva a fibroblasty tvozi cévni sténu. Dnes je jiz znamo, ze
buriky endotelu mohou tvofit velké mnozZstvi biologicky aktivnich latek. Endotel je
v rozsahu tvorby téchto plsobkl nejvétSim apokrinnim, parakrinnim a endokrinnim
organem lidského organismu. Endotelové bunky maji vyraznou organovou specifitu a
dokonce se liSi v jednotlivych segmentech cév jednoho organu. Za fyziologickych
okolnosti nejsou endotelové buriky pfimo ve styku s proudici krvi, ale jsou pokryty
vrstvou glykokalyxu, coz je ochranna vrstva branici neucelné aktivaci endotelu (47).
Intaktni endotel ma za fyziologickych podminek silny inhibicni efekt na krevni srazeni
prostfednictvim faktord, které exprimuji na svém povrchu. Kli€ovymi produkty jsou
oxid dusnaty, prostacyklin, trombomodulin, TFPI, které se spoluucastni na optimalni
perfuzi tkani (47). Endotelové bunky maiji na svém provrchu fadu receptort, kterymi
pfijimaji hemodynamické signaly a humoralni pusobky (receptory cytokinu, ristovych
faktoru, bakterialnich substanci, angiotensinu, F I, Fll, FV, FIX, FX). Na zakladé
téchto podmétl dojde k aktivaci endotelu, coz vede k uvolfovani Fady produktd,
kterymi endotelové bunky Fidi vazomotoriku (cévni tonus, krevni tlak, perfuzi organu),
koagulaci (adhezi a agregaci trombocytl, aktivaci koagulacni kaskady a fibrinolyzy),
udrzovani reologickych vlastnosti krve a také zanétlivou reakci (migraci chemotaxi
leukocytll, monocytll a makrofagl, fagocytozu, cévni permeabilitu (47) (3).
Generalizovana dysfunkce endotelu je pfi¢inou klinickych projevl preeklampsie a
HELLP syndromu.

11.2.3. Porucha imunologicka adaptace

Imunologicka teorie je v souvislosti debatami o etiologii preeklampsie jednou
Z nejcastéji zminovanych. Podle ni je porucha tolerance ke Stépu, ktery obsahuje cizi,
otcovsky antigen, provazena zpomalenim invaze trofoblastu do myometria a
nastartovanim kaskady zmén vedoucich ve svém dusledku ke vzniku preklampsie,
tzn. poruseni remodelace cév a oxidativnimu stresu. Abnormalni matefska imunitni

odpovéd je nejspiSe reakci na fetalni antigeny otcovského plvodu. Preeklampsie
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postihuje Castéji primipary nez Zeny, které jiz byly téhotné. Protektivni uc€inek

multiparity vSak zanika se zménou partnera (78).

Podle zakonlU tkanové transplantace by mély fetalni aloantigeny kodované
polymorfnimi geny zdédénymi od otce vyvolavat po implantaci blastocysty do délozni
stény matefskou imunitni odpovéd. Ddalezitym faktorem urlujicim antigenicitu
zarodku je exprese MHC (major histocompatibility komplex) molekul, které jsou
typické pro vSechny savce. Schopnost individualni tolerance placentarni tkané je
podminéna expresi neobvyklych typd MHC 1. tfidy. NejvétSi pozornost je upfena
v souCasnosti na HLA-G ( human leukocyte antigen). Pfitomnost HLA-G
pravdépodobné hraje podstatnou roli v navozeni matefské tolerance plodu, nebot’ je
zodpovédna za ochranu trofoblastu pfed cytotoxicitou zprostfedkovanou NK bunkami
(natural killer) decidui (47).

Pfesny mechanismus, ktery fidi invazi trofoblastu je zatim bohuzel neobjasnén.

11.2.4. Genetické faktory

O genetické predispozici neni vzhledem k rodinnému vyskytu pochyb. Zatimco riziko
vzniku preeklampsie je v bézné populaci 5 %, pak u dcer preeklamptickych matek je
riziko 4-5x vy8Si a u sester je aZz 8x vysSSi. Zda se nepravdépodobné, Zze by se na
patogenezi preeklampsie podilel pouze jeden gen. Jednim z dalSich faktord by mohl
byt genotyp plodu. Mezi geny, u jejichz polymorfismd, je snaha prokazat vliv na
patogenezi preeklampsie patfi geny pro koagulaéni faktory, pro TNF a, endotelovou
syntézu NO, lipoproteinovou lipazu. Bylo popsano nékolik teorii, mimo jiné lokus
matefské nachylnosti na chromosomu 2p13, defekt NADH ubichinonreduktazy
vedouci k vySSi produkci superoxidu. Geneticky podminénym predispozi¢nim
faktorem tak mdze byt i mutace genl pro proteiny regulujici funkci komplementu.

Pfedmétem vyzkumu je i mitochondrialni dédi¢nost a shoda v HLA (47).
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11.3. Preeklampsie — dvoustuprnové onemocnéni

Model vzniku preeklampsie ve 2 stupnich byl vysloven v 90. letech Redmanem (78).
Z toho, co dosud o preeklampsii vime, neni jasné, pro¢ redukce placentarni prefuze
vede ke vzniku preeklampsie jen u nékterych Zzen a jaky je mechanismus pfechodu

mezi stadiem 1 a 2.

12.3.1. Prvni stadium

V tomto pojeti je pfiCinou vzniku preeklampsie zhorSena placentarni perfuze, diky
které dochazi ke tvorbé velkého mnozZstvi pusobku, které vstupuji do matefské

cirkulace a mohou zpusobit rozsahlou dysfunkci endotelu.

12.3.2. Druhé stadium

Je pfechodem do klinické manifestace pfiznakl u Zzeny a jedna se o multiorganové
postizeni organismu. Pokles perfuze vede ke vzniku vazospasmdu, k aktivaci
koagulacni kaskady, k tvorb& mikrotrombu, okluzi cév a uniku intravaskularni tekutiny
do extravaskularniho prostoru. K vazokonstrikci dochazi diky zvySené senzitivité
k vazoaktivnim latkam. Centralni poruchou, ktera vede k témto zménam je dysfunkce
endotelu.

Klicovy moment- pfechod 1 stadia do 2 stadia

Co je vyvolavajici pri€inou pfechodu mezi témito dvéma stupni?

Snizena perfaze placentou neni jedinym faktorem vedoucim ke vzniku preeklampsie.
Ke vzniku preeklampsie tedy nestaci jen redukce perfuze placentou, ale spolupodili
se genetické, behavioralni a enviromentalni vlivy. Mnohé ze symptomd, které vedou
ke vzniku preeklampsie jsou shodné s rizikovymi faktory kardiovaskularnich chorob.
Jako spojovaci ¢lanek bylo oznaceno nékolik toxinG vznikajici v placenté vcetné
cytokinu, antiangiogennich faktord a mikropartikuli syncitiotrofoblastu. Za spojovaci
¢lanek byl povazovan i oxidativni stres, za vzniku reaktivnich metabolitd kysliku, jez
nasledné aktivuji neutrofily a monocyty, angiogenni faktory, cytokiny (47).
Pfedpoklada se, Ze kabnormalni placentaci dochazi jesSté pfed dokon€enim

remodelace cév zasobujicich placentu na zakladé placentarnich proteind, které jsou
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uvolfiovany do obéhu dlouho pfed 10. - 20. tydnem gravidity, kdy teprve dochazi
k hluboké invazi trofoblastu a pfeméné cév (79). Podle Huppertze by k abnormalnimu
vyvoji mélo dochazet v obdobi diferenciace trofoblastu moruly, nebo pozdé&ji pfi

pfeméné trofoblastu do cytrotrofoblastu a syncytiotrofoblastu.

11.4. Hemostaza a preeklampsie

Alterace hemokoagulacniho systému se podili na etiologii i na klinickych projevech u
preeklampsie. Zeny s klinickymi projevy preeklampsie jsou ohroZeny Zilni
tromboembolii i moznym rozvojem diseminované intravaskularni koagulopatie.
Excesivni uteroplacentarni trombo6za hraje roli v placentarni ischémii, kterou je
preeklampsie charakteristicka. Pfi detailnim porovnani markerd hemostazy u zZen
s preeklampsii a zdravych rodiCek byly nalezeny ¢etné zmény (80). U preeklampsie
byla zjisténa zvySena konzumpce faktoru VIII a vysSi obrat fibrinogenu. K dalSim
zménam patfi vysSi hladiny komplexu trombin- antitrombin, protrombinovych faktord
1+2, FDP, D-dimerl, rozpustného fibrinu. VSechny tyto zmény znaci, ze u zen
s preeklampsii je vysSi tendence ke generaci trombinu. Co se tyCe fibrinolytické
aktivity, je potvrzeno, Ze dochazi k signifikantni redukci PAI-2, coz je pravdépodobné
odrazem placentarni insuficience. U zen s preeklampsii nalézame také signifikantni
narlst tkanového plazminogenu, ktery je pravdépodobné odrazem tkarnové
dysfunkce. Hladiny proteinl C a Sjsou snizené. VétSina z dostupnych vysledku
vychazi z vySetfeni periferni krve, potencialné by vSak mél mit vétsi vyznam odbér

krve z uteroplacentarniho fecisté (81).

Bonnar et al. v sérii studii odebirali periferni krev a vzorky krve z uterinnich Zil pfi
cisarském fezu (82)(81). Demonstrovali tak, ze hladiny PAI- 1 byli vy$si a PAI-2
nizsi v uterinnich zilach u téhotenstvi komplikovanych preeklampsii. Pfi porovnani
periferni krve a krve z uterinnich Zil zjistili, Ze hladiny trombin- antitrombin komplexu,
solulibilniho fibrinu, FDP, D-dimery, plasmin- a2- antiplazmin komplexu jsou vySsi
v uterinnich cévach nez v periferni krvi. Krev z uterinnich Zil Zen s preeklampsii méla

také nizSi hladinu solulibilniho fibrinu.

Dle dalSich nékolika studii, byla u pacientek s preeklampsii prokazana zvysSena
hladina markeru tvorby trombinu jako protrombinové fragmenty 1+2 (F1+2), trombin
antitrombin komplexy (TAT)(83) (84)(85)(86).
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Dal8i z moznosti je pouziti kalibrovaného automatického thrombographu (CAT) jenz
vyvinul Hemker et al. (16). ETP kvantifikuje enzymatickou aktivitu trombinu v plazmé
a umoznuje hodnoceni prokoagulaéni a antikoagulacnich plsobku, zatimco TAT a

F1+2 jsou indikatory probihajici generace trombinu v plazmé (16).

Ve studii Rosenkranzové a kol. bylo potvrzeno signifikantni ETP u Zzen s preeklampsii
(87). Jednalo se o zZeny vySetfené ve Illl. trimestru. PFi pouziti kontinualniho
monitoringu generace trombinu u Zen s preeklampsii, byl zjistén signifikantni vzestup
ETP, TTP - Cas k dosazeni peaku byl u téchto pacientek signifikantné prodlouzen,
ale nenasly se signifikantni odchylky v peaku trombinu nebo v lag timu. Pfi pouZiti
F1+2 a TAT se potvrdilo jejich zvySeni u Zen s preeklampsii oproti kontrolni skupiné.
| podle téchto vysledku je mozné predpokladat, Ze Zzeny s preeklampsii maji potencial
k tvorbé vétSiho mnozstvi trombinu (87) (83) (84) (85) (86).
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12. Hypertenze v gravidité

V gravidité rozjiSujeme preexistujici/chronickou hypertenzi. Jedna se o hypertenzni
chorobu zjisténou prfed téhotenstvim, nebo hypertenzi diagnostikovanou pfed 20.
tydnem téhotenstvi, nebo je to hypertenze zjisténa v téhotenstvi a perzistujici déle
nez 6-8 tydnl po porodu. Délime ji na esencialni (neznamé etiologie) a sekundarni
(nefrogenni  hypertenze, renovaskularni hypertenze, endokrinni hypertenze,
hypertenze z neurogenni¢h pfiCin, hypertenze pfi koarktaci aorty, polékova
hypertenze apod.).

Druhou skupinou je gestacni hypertenze - hypertenze bez signifikantni proteinurie,
vznikajici po 20. tydnu téhotenstvi.

Chronicka preexistujici i gestaéni hypertenze jsou vyznamnym predisponujicim
faktorem pro vznik preeklampsie, tyto Zeny maji az 5x vysSi riziko rozvoje této

komplikace oproti normotenznim gravidnim (47).
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13. Vlastni vyzkumny projekt

13.1. Cil prace

Cilem prace byla analyza dynamiky zmén pfimé generace trombinu u zdravych
téhotnych v prabéhu jednotlivych trimestrd v porovnani s téhotnymi, léCenymi pro
chronickou hypertenzi, diabetes mellitus a preeklampsii. Trombin generacni test byl
vybran pro svou centralni roli v procesu koagulace. Jeho zmény v prubéhu
téhotenstvni by mohly lépe zachytit jiz znamé posuny v hemostaze souvisejici

s probihajicim téhotenstvim.

13.2. Pracovni hypotéza

Pfedpokladem je, Ze by u gravidnich Zen s preeklampsii, hypertenzi a diabetem
mellitem ve srovnani se zdravymi t€hotnymi zenami mohlo dochazet k vy$si generaci
trombinu v dasledku synergického pusobeni jednotlivych trombofilnich rizikovych
faktord. Timto testem vyselektovana rizikova skupina Zen by mohla vyrazné
profitovat z pfisnéjSi dispenzarizace a eventualni preventivni terapie profylaktickymi
davkami LMWH a mohlo by tak dojit ke snizeni matefské a perinatalni morbidity a

mortality.

13.3. Charakteristika souboru

Soubor tvofily jak zdravé téhotné zeny, zafazené do prvni skupiny a prospektivné
sledované v poradné pro fyziologickou graviditu na Porodnicko gynekologické klinice
FN Olomouc, tak Zeny s rizikovymi faktory (hypertenze, diabetes mellitus) a dale
téhotné, u kterych se v priibéhu téhotenstvi vyvinula preeklampsie a/ nebo gestacni
diabetes, které byly zafazeny do druhé skupiny a sledovany v poradné pro rizikovou
graviditu na Porodnicko gynekologické klinice FN Olomouc.

VSechny pacientky podepsaly informovany souhlas pfed zafazenim do studie. Prvni
odbér vendzni krve probihal na zaCatku gravidity, do konce |. trimestru, v dobé
standardnich téhotenskych odbért. Druhy odbér jsme provadéli v obdobi mezi 24. -

28. tydnem. Treti vzorek potom mezi 36. - 40. tydnem. Ziskané krevni vzorky byly
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nasledné zpracovany v koagulacni laboratofi Hemato-onkologické kliniky FN
Olomouc. Z krevnich vzorkl jsme vySetfovali protein C a S, antitrombin, F Il a FVIII.
Generace trombinu byla stanovovana trombin generacnim testem.

Tato vyzkumna prace probihala v ramci grantu Interni grantové agentury Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky, registraéniho &isla NS10319-3/2009 s nazvem
,Dynamika zmén pfimé generace trombinu béhem fyziologické a patologické

“ v v

gravidity” feSitele Doc. MUDr. Martina Prochazky, PhD.

13.3.1. Dotaznik

U vSech pacientek zafazenych do studie byl vypInén dotaznik zjiStujici
sociodemografické parametry, anamnestické udaje, antropometrické a behavioralni

faktory a vysledky gravidity.

Sociodemografické parametry:
1. Vék 2. Vzdélani 3. Rodinny stav

Gynekologicka anamnéza:
1. Porody: rok: vaha: gestacnityden:  komplikace:
2. Potraty: rok: gestacni tyden:  komplikace:

3. Menstruaéni cyklus : délka cyklu: délka krvaceni:

Antropometrické parametry:

1. Vaha pred téhotenstvim 2. Vahovy pfirstek v téhotenstvi 3. BMI

Behavioralni faktory:
1. Koufeni (pocCet cigaret/ den) 2. Alkohol 3. Abuzus drog

Osobni anamnéza:

1. Hypertenze pfed téhotenstvim

2. Anamnéza trombembolické nemoci
3. Diabetes mellitus

4. Onemocnéni stitné zlazy
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5. Jind onemocnéni:
6. Medikace:

Fetalni parametry:

1. Jedno Ci viceCetné téhotenstvi 2. Vyvojova vada 3. Rustova retardace

Informovany souhlas

Pani: Narozena:

Souhlasim se zafazenim do studie organizované Porodnicko - gynekologickou
klinikou a Hemato-onkologickou klinikou FN a LF UP Olomouc. Jedna se o praci
zaméfenou na zjisténi vyskytu poruch krevniho srazeni u nékterych komplikaci
téhotenstvi. VySetfeni se provede odbérem a naslednym zpracovanim Zzilni krve,
ktera Vam bude odebrana soucasné s béznymi téhotenskymi odbéry a dale mezi 24.
- 28. a 36. - 40. tydnem. Soucasti vyzkumu je i kratky pfilozeny dotaznik, ktery s
Vami vyplnime. Pokud budete mit zajem, pisemné Vas seznamime s vysledky
nalezu.

Potvrzuji, Ze mne MUDr. seznamil/a s podminkami ucasti ve
studii. Souhlasim, aby mé udaje byly pouzity pro ucely vyhodnoceni studie a
publikaci vysledku. Byla jsem seznamena s moznosti ze studie kdykoliv vystoupit a

ukonCit tak svoji uCast.

13.4. Statistické metody
Veskeré kalkulace byly provedeny za pomoci SPSS software (Statistical Package for

the Social Sciences Inc., Chicago, USA). Pro analyzy byl pouzit student(yv test,

chi-squared test a Fischeruv exaktni test.
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13. 5. Laboratorni vysetreni

VSechny ziskané krevni vzorky byly nasledné zpracovany v koagulacni laboratofi
Hemato- onkologickeé kliniky FN a LF UP Olomouc.

Trombin generacni test

Odbér krve — periferni zZilni krev byla odebrana do zkumavek s 3,2% citratem
sodnym. Vzorek byl nasledné za laboratorni teploty centrifugovan 10 min. pfi 3000xg.
Ziskana horni frakce (plazma chuda na desticky — PPP) byla rozdélena do stejnych
davek a uchovavana pfi -70 °C do doby analyzy.

Pro vySetfeni trombin generacniho testu byl pouzit kit TECHNOTHROMBIN® TGA
(Technoclone, Rakousko) na pIné automatickém analyzatoru Ceveron® Alpha
(Technoclone, Rakousko). Generace trombinu v méfeném vzorku byla iniciovana
7,16 pM rekombinantniho tkanového faktoru (rTF) resuspendovaného v 0,32 uM
fosfolipidovych micel (obsah fosfatidylcholinu 2,56 uM a fosfatidylserinu 0,64 pM).
Vlastni stanoveni bylo provadéno nasledovné: K 40 ul vzorku PPP bylo pfidano 20 pl
TRIS pufru a15 pl 71,6 pM rTF s 3,2 uM fosfolipidovych micel. Nasledné bylo
pfidano 25 pl fluorogenniho substratu Z-G-G-RAMC a vlastni reakce byla zahajena
35 pl 25 mM CaCl,. Kalibrace stanoveni byla provadéna na standard trombinu ~800
nmol. Z tohoto standardu byly pfipraveny kalibracni body s koncentraci ~200, ~400
a ~800 nmol. Z téchto fedéni byla provedena méreni dle nasledujiciho protokolu. Do
reakce bylo pipetovano 90 pl pfislusné nafedéného standardu trombinu. DalSi postup
byl identicky jako v pfipadé vzorku. Vlastni integrovany fluorescencni reader pracuje
s excitani vinovou délkou 360 nm aemisni vinovou délkou 465 nm. Detekci
fluorescence provadi v minutovych intervalech po dobu 60 min. pfi 37 °C.
Vyhodnoceni vysledkd bylo automaticky provadéno pomoci software Ceveron PC-
SW ver. 1.4., kdy primarné mérené referencni fluorescen¢ni jednotky (RFU) byly
pomoci kalibracni kfivky pfevedeny na aktualni koncentraci trombinu ve vzorku.
Jednotlivé parametry TGT (lag faze — TGTt, max. generace trombinu — TGTm,

plocha pod kfivkou TGTe) byly ziskany derivaci z naméfené kfivky.

VySetfeni proteinu C, proteinu S, antitrombinu, hladiny F Il a F VIII bylo provedeno

standardizovanymi metodami dle SOP FNOI.

56



13.6. Vysledky

V obdobi let 2008-2011 byly analyzovany krevni vzorky celkem 303 zdravych
téhotnych zafazenych do prvni skupiny. Tyto téhotné mély negativni osobni a
bezvyznamnou rodinnou anamnézu. 215 Zen, tj. 71% byly primipary, 60 Zen, tj. 20%
byly sekundipary, 28 Zen, tj. 6 procent byly tercipary. Primérny vék téhotnych Zen
byl 28,6 let (£3,8 let). Primérna hmotnost rodiCek na zaCatku gravidity byla 63,6 kg
(7,8 kg). Primérny vahovy pfirastek ¢inil 12,03 kg (£3,4 kg), prGmérna vyska
rodi¢ek byla 168 cm (4,6 cm).

Z celkového poctu 303 Zen se u 18 (6%) vyvinul leh&i az stfedné tézky stupen
preeklampsie nebo HELLP syndrom s rlznou tizi klinické manifestace. 23 rodicek
bylo zafazeno do studie ve lll. trimestru pfi manifestaci preeklampsie. 20 rodiek
(6,6%) porodilo pfed€asné pred ukoncenym 37. tydnem gravidity. 3 téhotenstvi
(0,9%) byla ukonCena z genetické indikace pro vrozenou vadu plodu. Kompletni

protokol studie (odbéry ve vSech tfech trimestrech) tedy absolvovalo 280 téhotnych.

Ve druhé skupiné jsme vysSetfili v jednotlivych trimestrech celkem 108 téhotnych zen
s rizikovymi faktory a to 15 téhotnych s chronickou hypertenzi, 40 gestacnich
diabetiCek a 30 téhotnych Zen s diabetem I. typu. Dale bylo do studie zafazeno 23
rodi¢ek az v prabéhu lll. trimestru pfi manifestaci preeklampsie.

DalSi parametry jsou shrnuty v tabulkach 3-5.

Tabulka €. 3 Pocty pacientek zafazenych do studie v jednotlivych kategoriich.

Pocet vySetirenych Zarazeno ve lll. trim. Nezahrnuto do hodnoceni
Fyziologické téhotenstvi 303 0 23
Preeklampsie 41 23 0
Chronicka hypertenze 15 0 0
Diabetes - preexistujici 30 0 0
Gestacni diabetes 40 40 0
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Tabulka €.4 Parita pacientek v jednotlivych kategoriich.

Parita l. Il lll. a vice
Fyziologické téhotenstvi 215(71%) 60(20%) 28(6%)
Preeklampsie 37(90%) 4 (10%) 0 (0%)
Chronicka hypertenze 5(33%) 8(54%) 2(13%)
Diabetes - preexistujici 12(40%) 14(47%) 4(13%)
Gestacni diabetes 21(52,5%) 12(30%) 7(17,5%)

Skladba souboru u fyziologickych téhotenstvi je ovlivnéna zastoupenim prvorodicek
v prenatalnich poradnach porodnicko - gynekologické kliniky FN Olomouc. Druho- a
vicerodi¢ky jsou povazovany z hlediska prenatalni pé€e za méné rizikové a zUstavaji
delSi dobu v pécdi obvodnich gynekologu. VysSi podil prvorodiCek ve skupiné
téhotnych s preeklampsii je dan charakterem onemocnéni, resp. parita je
povazovana za jeden z rizikovych faktorl. V ostatnich kategoriich je pomér statisticky

nevyznamny.

Tabulka €. 5 Gestacni vék a parametry matek a plodu.

Vék Gestacni stafi (tydny) | Hmotnost matky (kg) | Novorozenec (g)
Fyziologické téhotenstvi |28,6 38,5 63,6 (£7,8) 3350
Preeklampsie 31,0 37,4 71,1 (x10,1) 2950
Chronicka hypertenze 31,3 38,0 69,2 (£8,7) 3010
Diabetes - preexistujici 27,8 37,1 68,7 (£6,5) 3120
Gestacni diabetes 26,5 38,2 73,2 (8,2) 3590

Niz8i vaha novorozencl matek s preeklampsii (p<0,01) je dana nutnosti elektivniho
ukon€eni téhotenstvi stéZkou preeklampsii ¢i syndromem HELLP v nizSich
gestacnich tydnech s ohledem na zdravi matky ¢&i plodu. Statisticky vys$Si hmotnost u
novorozencl matek s gestanim diabetem zase dana vy3Sim podilem déti

s diabetickou makrozomii.
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Laboratorni hodnoty u fyziologické gravidity

Tabulka €. 6 Porovnani analyzy trombin generaéniho testu v jednotlivych trimestrech

u fyziologické gravidity.

Lag time 25-75 percentil
l. trimestr 2,9 2,6 - 3,1
Il. trimestr 2,8 24-29
lll. trimestr 2,7 2,3-2,8
ETP 25-75 percentil
l. trimestr 2010 1980 — 2280
Il. trimestr 2250 2015 — 2448
lll. trimestr 2611 2168 — 2732
Peak 25-75 percentil
l. trimestr 451 420 - 470
Il. trimestr 522 499 — 548
lll. trimestr 578 525 - 609

Graf €.1 Lag time u fyziologické gravidity

Lag time

| Lag time

l.trimestr I. trimestr Il Trimestr
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Graf €. 2 ETP u fyziologické gravidity.
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Graf €. 3 Peak u fyziologické gravidity.
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Tabulka €. 7 Koagulaéni parametry v jednotlivych trimestrech.

Faktor Il | Faktor VIII Protein C | Protein S | Antitrombin
l. trimestr 95 112 110 73 96
Il. trimestr |110 143 98 61 105
lll. trimestr | 136 178 102 49 102
Graf €. 4 Koagulagni parametry v jednotlivych trimestrech.
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Vysledky hodnoceni generace trombinu u fyziologickych gravidit odpovidaji udajum
v literatufe. Lag time, tedy doba do zacatku tvorby trombinu zlstava po celou dobu
téhotenstvi stabilni a vysledky, resp. rozdily nejsou statisticky signifikantni. ETP
(endogenni potencial trombinu nebo plocha pod kfivkou) odpovidajici mnozstvi
aktivovaného trombinu v prabéhu téhotenstvi roste. Signifikantni narlst jsme
pozorovali v rozdilech mezi |. a lll. trimestrem. Podobné Peak, neboli maximalni
hodnota koncentrace trombinu, vytvafi signifikantni rozdil mezi I. a lll. trimestrem.

ETP a Peak tedy v pribéhu t&hotenstvi signifikantné narustaji, Lag time se neméni.

Hodnoty ostatnich koagulacnich parametrl jsou uvedeny v tabulce €. 7 a grafu €. 4.

Pozorovali jsme signifikantni narast faktoru Il. a VIIl. a dale pokles volného proteinu
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S. U proteinu C doSlo rovnéz k poklesu, rozdil vSak nebyl signifikantni, nesignifikantni

zmeény jsme zaznamenali také u antitrombinu.

Laboratorni hodnoty u rizikovych skupin: Preeklampsie a chronicka hypertenze

Tabulka & 8 TGT u fyziologické gravidity, preeklampsie a chronické hypertenze,

srovnani ve lll. trimestru.

Fyziologické téhotenstvi | Preeklampsie

Chronicka hypertenze

ETP 2611 2920 2700
Lag time |2,7 2,4 2,6
Peak 578 668 590

Graf €. 5 Lag time u fyziologické gravidity, preeklampsie a chronické hypertenze:

srovnani ve lll. trimestru.
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Graf €. 6 ETP u fyziologické gravidity, preeklampsie a chronické hypertenze:

srovnani ve lll. trimestru.
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Graf & 7 Peak u fyziologické gravidity, preeklampsie a chronické hypertenze:

srovnani ve lll. trimestru.
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Tabulka €. 9 Ostatni koagula¢ni parametry u fyziologické gravidity, preeklampsie a

chronické hypertenze: srovnani ve lll. trimestru.

Faktor Il |Faktor VIl | Protein C |Protein S Antitrombin
Fyziologické téhotenstvi | 136 178 102 49 102
Preeklampsie 152 193 91 38 71
Chronicka hypertenze 145 185 95 35 85

Graf €. 8 Ostatni koagulaéni parametry u fyziologické gravidity, preeklampsie a

chronické hypertenze: srovnani ve lll. trimestru.
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Tabulka ¢. 10 Porovnani parametrd TGT v I. a Il. trimestru u fyziologickych gravidit a

téhotenstvi, u nichz se ve tfetim trimestru vyvinula preeklampsie /n=18/.

1. trimestr
Fyziologicka gravidita
Preeklampsie - median p<0,01
(median)
ETP 2010 2015 NS
Lag time 2,9 2,8 NS
Peak 451 462 NS
Il. trimestr
Fyziologicka gravidita
Preeklampsie - median p<0,01
(median)
ETP 2250 2180 NS
Lag time 2,8 2,8 NS
Peak 522 510 NS

Ze tfi hodnocenych parametrd Lag time, ETP a Peak jsme zaznamenali signifikantni
rozdily pfi porovnani fyziologickych téhotenstvi a téhotenstvi s preeklampsii (tabulka
€. 8 a graf 5-7) ve v8ech parametrech pfi statistické hladiné p<0,01, u té€hotenstvi
s chronickou hypertenzi vSak tyto rozdily statisticky vyznamné nebyly. Zajimavé je
porovnani 18 téhotnych, u nichz se ve Ill. trimestru vyvinula preeklampsie,
s hodnotami sledovanych parametrd vI. a |l trimestru s ostatnimi t&hotnymi
s fyziologickou graviditou, kdy nebyly shledany statisticky signifikantni rozdily.
(tabulka €. 10). Vysledky svédci pro aktivaci koagulace az v pozdnich fazich
téhotenstvi. Vysledky jsou vSak ovlivnény vyraznou Kklinickou variabilitou

onemocnéni. U tézkych, resp. Casnych preeklampsii tato aktivace i signifikantni
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rozdily nastupuji podstatné drive. Tyto zmény v koagulaénim systému jsou signalnimi
procesy pro ischemické procesy poruSeni endotelu, jez nasledné aktivuji dalSi

patofyziologické procesy.

PFiCina aktivace koagulace je komplexni. Z ostatnich parametrd jsme pfi srovnani
fyziologickych téhotenstvi a téhotenstvi, u kterych se vyvinula preeklamspie ve lll.
trimestru zaznamenali vyznamny vzestup faktor Il a VIII, pokles volného proteinu
S i antitrombinu. (p<0,01) U chronické hypertenze doSlo k podobnym zménam,

vysledky vSak kromé proteinu S a antitrombinu nebyly statisticky vyznamné.

Laboratorni hodnoty gestac¢ni diabetes mellitus a preexistujici diabetes

mellitus

v

Tabulka €. 11 TGT u fyziologické gravidity a té€hotenstvi s diabetem mellitem- Ill.

trimestr.
Fyziologické téhotenstvi |Diabetes preexistujici | Gestacni diabetes
ETP 2611 2720 2660
Lag time |2,7 2,6 2,6
Peak 578 585 563

Graf €. 9 Lag time u fyziologické gravidity a téhotenstvi s diabetem.
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Graf €. 10 ETP u fyziologické gravidity a téhotenstvi s diabetem.
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Graf €. 11 Peak u fyziologické gravidity a t€hotenstvi s diabetem.
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Tabulka €. 12 Ostatni koagulaéni parametry u fyziologické gravidity a t&€hotenstvi
s diabetem.

Faktor Il Faktor VIl | Protein C |Protein S |Antitrombin
Fyziologické téhotenstvi | 136 178 102 49 102
Diabetes preexistujici 145 185 89 45 85
Gestacni diabetes 142 169 110 48 105
Graf. 12 Ostatni koagulacni parametry u fyziologické gravidity a téhotenstvi

s diabetem.
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PFi vyhodnoceni parametri TGT u téhotenstvi diabetiCek jsme zaznamenali tendenci

ke zkraceni Lag time, narGstu ETP i Peak, rozdily vSak nedosahovaly statisticky

vyznamnych hodnot. U &tyf pacientek s gestacnim diabetem doSlo k rozvoji tézké

preeklampsie. Pfi podrobnéjSi analyze této podskupiny byly jiz rozdily vyznamné.

SveédcCi to o vyznamnéjSi podilu preeklampsie na celkové aktivaci koagulace. Pfi

analyze ostatnich koagulacnich parametrl jsme nalezli signifikantni zmény u

téhotnych s preexistujicim diabetem v porovnani s fyziologickymi t&€hotnymi u faktoru

VIII, proteinu C a antitrombinu (tabulka €. 12 a graf . 12).
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14. Diskuze

Dobfe fungujici hemostaza zavisi na vyvazené interakci mezi mnoha
prokoagulaénimi a inhibicnimi faktory koagula¢niho a fibrinolytického systému.
Béhem normalniho téhotenstvi je tato rovnovaha vychylena na stranu
hyperkoagulace. Tento rozdil je jesté vyraznéjSi v obdobi posledniho trimestru a
tésné po porodu. Navrat k urovni prfed téhotenstvim trva pfiblizné Ctyfi tydny. V
téhotenstvi a pfedevsim v peripartalnim a postpartalnim obdobi je az 50- nasobné

zvysené riziko VTE oproti netéhotné populaci (88).

Béhem téhotenstvi progresivné vzrlsta hladina faktord VII, VIII, IX, X, XIlI, dale také
stoupa hladina fibrinogenu a von Willebrandova faktoru, jehoz hodnoty jsou na svém
maximu v obdobi kolem porodu (49)(89). Faktor V se zvySuje v Casné fazi
téhotenstvi, s naslednym mirnym poklesem a stabilizaci drovné v prabéhu
téhotenstvi, zatimco faktor Xl v pribéhu téhotenstvi klesa. U protrombinu (faktor 1)
bylo referovano jak progresivni zvySeni hladiny, tak statisticky bezvyznamné zmény
urovné. U antikoagulacnich faktoru, jako je antitrombin a protein C a které hraji
kritickou roli béhem gravidity, zUstava hladina stabilni (49). Protein S je v plazmé
pfitomen ve dvou formach: funkéni volny protein S a inaktivni protein S v komplexu
s C4B vazicim proteinem. Béhem gravidity dochazi k vzestupu C4B proteinu a
postupnému poklesu volného proteinu S, coz také mulze pfispivat k vzniklému

hyperkoagulacnimu stavu (49) (89).

Fibrinolyza je snizena, ale navraci se k normalu kratce po porodu (49). Aktivita t-PA
(tissue plasminogen activator) v gravidité klesa (49) (89). PfiCinou této zmény je
jednak vzestup inhibitoru aktivatoru plasminogenu-1 (plasminogen activator inhibitor-
1), ale hlavné vzestup inhibitoru aktivatoru plasminogenu-2 (plasminogen activator
inhibitor-2), ktery je syntetizovan placentou. Navrat k normalu nastava taktéz
v poporodnim obdobi(49)(58).

Konvenéni globalni testy jako jsou protrombinovy €as (PT) a aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢€as (aPTT) nezachycuji odpovidajicim zplsobem tento

hyperkoagulacni stav.

D- dimery jsou senzitivnim, nikoli vSak specifickym markerem koagulace a nasledné

fibrinolyzy. Od roku 1987, kdy byl poprvé popsan vzestup D- dimeru v gravidité, byly
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v nékolika publikacich diskutovany rozdily v hladiné D-dimer( ve fyziologické a
v rizikové gravidité (90) (91)(92)(93). Protrombinové fragmenty 1+2 (F1+2) a komplex
trombin-antitrombin TAT jsou dalSimi senzitivnimi i specifickymi markery koagulace
(89)(59). Protrombinové fragmenty 1+2 (F 1+2) jsou uvolfiovany z protrombinu
béhem aktivace faktorem Xa, proto F1+2 koncentrace je svym zpUsobem specificky
indikator vytvofeného mnozstvi trombinu a nasledné také senzitivni marker aktivace
koagulace. Hladiny téchtd plsobku kolisaji s vékem, u Zen v reprodukénim véku
zustavaji konstantni. (94), ale béhem gravidity také stoupaji (95) (96) (97).

Komplexy monomeru fibrinu (FMC) jsou pouzivany k monitorovani proteolytické
aktivity pfi pfeméné fibrinogenu trombinem na fibrin. Jsou proto také nepfimym

markerem funkce trombinu (98) (99).

Dal8i metodou, jak Ize verifikovat generaci trombinu, je kalibrovana automaticka
trombografie, ktera byla popsana Hemkerem (30). Vyhoda této metody je, ze vznik
trombinu mdze byt monitorovan automaticky v cyklech az sto vzork( za hodinu.
Vysledny trombogram zachycuje cely proces iniciace, amplifikace, propagace a
ukonceni koagulace. Vizualni vysledek, respektive plocha pod kfivkou, pfedstavuje
endogenni potencial trombinu (ETP), ktery koreluje s hyperkoagulacnimi stavy a
odhaluje individualni riziko vzniku hluboké Zilni trombdzy. ETP kvantifikuje
enzymatickou aktivitu trombinu a umoziuje detekci vlivu jednotlivych

prokoagulaénich a antikoagula¢nich pusobkl na tvorbu trombinu.

V prospektivni studii zaméfené na aktivaci koagulaéniho a fibrinolytického systému u
zdravych téhotnych prokazala Rosenkranz a kolektiv signifikatni narist endogenniho
potencialu trombinu a také maximalnich hodnot (Peak) tvorby trombinu v prabéhu
jednotlivych trimestrd (87), avSak C€as do iniciace (Lag time) se v jednotlivych
trimestrech statisticky neliSil. Podobné vysledky jsme zaznamenali i v naSi studii.
Z ostatnich koagula¢nich parametrd jsme potvrdili signifikatni vzestup faktora Il a VIII

a kontinualni pokles volného proteinu S.

V souCasné dobé stale, mimo nékolik malo publikovanych studii, pfetrvava
nedostatek dat tykajici se generace trombinu v gravidité. V jedné ze studii bylo
zdokumentovano, Ze ETP zuUstavd nezménén béhem gravidity, pfi pouZiti
defibrinované plazmy a velmi vysokych hladin TF (100). V dal$i studii byl prokazan
signifikantni narust generace trombinu pfi pouziti CAT a TF 5pM (87). Dargaud a Joly
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v svych studiich dokladaji vzestup ETP a Peaku trombinu v ¢asné gravidité (101)
(88). Dle jejich vysledku, na rozdil od nasich, se zda, zZe na zacatku t€hotenstvi dojde
k vzestupu generace trombinu a v pribéhu gravidity se jeho hodnoty jiz dale neméni,
na rozdil od ostatnich markerl aktivace koagulace. Rozdilné vysledky jsou dany
pravdépodobné rozdilnou metodikou, kdy napf. ve studii Joly a kol. byl odebiran
pouze jen jeden vzorek krve za téhotenstvi, nebyly tedy porovnany hodnoty

generace trombinu b&hem jednotlivych trimestra.

Rosenkranz et al. prokazala ve své praci korelaci mezi parametry vysledkt trombin

generacniho testu a elevaci F1+2 a TAT (58).

Chowdary a kol. dokladaji moznost lepSiho monitorovani pacientek Ié¢enych LMWH
v gravidité pfi pouziti TGT, které odhali poddavkované pacientky, bézné vySetfované
a sledované na zakladé hladin anti-Xa. Efektivita LMWH muze byt ovlivhéna
hyperkoagulacnim stavem doprovazejicim graviditu. Anti-Xa nepfimo vysSetfi hladinu
LMWH, zatimco TGA spociva v pfimém vySetfeni koagulaéni kapacity plazmy a

zahrnuje jak farmakologické pro- a antikoagulanty, tak i ty pfirozené (102).

Metoda vySetfeni endogenniho potencialu trombinu byla vyuzita rovnéz k detekci
hyperkoagulacniho stavu u nékterych téhotenskych patologii. Preeklampsie
pfedstavuje multisystémové onemocnéni, které se objevuje ve druhé poloviné
téhotenstvi a je charakterizovano abnormailni cévni odpovédi na patologickou invazi
trofoblastd. ZvySeny cévni odpor a dysfunkce endotelu jsou hlavnim
patofyziologickym dusledkem této abnormalni placentace. Komplikace postihuje
zhruba 2 — 7 % téhotnych a je jednou z hlavnich pfiin matefskych umrti na celém
svété. Ve srovnani s fyziologickym téhotenstvim dochazi k jesté vétsi aktivaci
hemostatického systému a to v€etné zvySené generace trombinu. V nasi studii jsme
porovnavali vysledky trombin generacniho testu u skupiny téhotnych s puvodné
fyziologickym téhotenstvim, u nichz se vyvinula preeklampsie a také vysledky
téhotnych preeklampticek zarfazenych az ve tretim trimestru. Rovnéz jsme
porovnavali vysledky testu u skupiny téhotnych s chronickou formou hypertenze bez
pfitomnosti proteinurie. Ve shodé s literaturou jsme potvrdili signifikatné vySsi
aktivaci generace trombinu u t€hotnych s preeklampsii (103). Lze tedy shrnout, Ze ve
tretim trimestru v dobé& manifestniho onemocnéni maji téhotné s preeklampsii

signifikantné vysSi ETP v porovnani s fyziologickym té&hotenstvim. Té&hotné
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s chronickou hypertenzi rovnéz vykazuji mirny narlst aktivace trombinu, tyto
vysledky vSak nejsou statisticky signifikatni. VySetfeni trombogramu v prvnim a
druhém trimestru u zen, u nichz se pozdéji vyvinula preeklampsie, nevykazalo
statisticky vyznamné rozdily oproti vySetfeni trombogramu u skupiny pacientek
s fyziologickou graviditou, nelze jej tedy vyuZzit v tomto pfipadé jako prediktivni, ale

jako pouze vysoce specificky diagnosticky test.

V recentni praci Ereze a kol. byla porovnana generace trombinu u Zen
s preeklampsii, normalnim téhotenstvim a téhotenstvim s malym plodem bez
preeklampsie (SGA, small for gestational age). Vysledkem je zjiSténi, ze pacientky
s preeklampsii maji delSi ¢as nastupu generace trombinu a generuji vétsi mnozstvi
trombinu v porovnani se skupinou SGA, coz je dulezité pfi vyselektovani skupiny
pacientek profitujicich z podani LMWH (104).

V souladu s literarnimi udaji jsme u zen s inzulin- dependentnim diabetem prokazali
aktivaci koagulace (71). Skupina s klinicky manifestnim diabetem I. typu zahrnovala
velmi heterogenni stadia onemocnéni od velmi tézkych stavli s trvanim zakladniho
onemocnéni > 20 let az po téhotné s Cerstvé diagnostikovanym diabetem. P¥i
statistickém vyhodnoceni Ize v priméru u této skupiny pozorovat narust jak ETP, tak
peaku. Pfi podrobnégjsi analyze jednotlivych pfipadl jsme vSak zjistili korelaci se
stupném cévniho poskozeni, respektive délkou trvani onemocnéni. U gestacnich
diabeti¢ek rovnéz doslo k mirnému narlistu ETP a peaku. Vyhodnoceni je vsak, jak
jsme jiz uvedli ve vysledkové c¢asti, ovlivnéno rozvojem preeklampsie u casti
téhotnych ztéto skupiny. V literature je aktivace koagulace vysvétlovana
signifikantné nizSi hladinou antitrombinu tento pokles je statisticky vyznamny jak
oproti netéhotnym Zenam, tak zdravym téhotnym (71). V naSem souboru jsme nalezli
statisticky vyznamny pokles AT u téhotnych s preexistujicim diabetem mellitem ve

srovnani s fyziologickou graviditou.
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15. Zaveér

Jiz dlouha léta je snaha nahradit PT a APTT specifi¢téjSimi testy, které umozni
presnéjSi monitorovani hemokoagulacnich poruch, trombotickych komplikaci. Jednim
z téchto testd, ktery pomohl lepSimu pochopeni koagulace v raznych klinickych
podminkach je TGT. TGT je potencialné uziteCnym testem pro sledovani a IéCbu
hemoragickych onemocnéni, jako je hemofilie, k monitoraci antikoagulacni terapie,
ke stanoveni rizika rekurence VTE, Cimz tento test umoznuje individualizaci

antikoagulacni terapie (105).

Klinicka aplikace tohoto testu doposud narazi na problematiku standardizace a
mezilaboratorni variability. Standardizace protokolu, reagenci a normalizace vysledku

by mohla minimalizovat v budoucnosti tyto problémy.

VySetfeni trombogramu v prvnim a druhém trimestru u Zen, u nichZz se pozdéji
vyvinula preeklampsie, nevykazalo statisticky vyznamné rozdily oproti vySetreni
trombogramu u skupiny pacientek s fyziologickou graviditou, nelze jej tedy vyuzit

v tomto pfipadé jako prediktivni, ale jako pouze vysoce specificky diagnosticky test.

Mezi ostatnimi koagulaénimi faktory jsme nalezli signifikantni vzestup faktord Il a
VIII., pokles volného proteinu S i antitrombinu pfi srovnani fyziologickych téhotenstvi
a téhotenstvi, u kterych se vyvinula preeklamspie ve lll. trimestru. Tyto zmény jsme
nalezli i ve skupiné téhotnych s preexistujicim diabetem mellitem v porovnani

s fyziologickymi téhotnymi a to u faktoru VIII, proteinu C a antitrombinu.
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17. Souhrn

17.1. Cil prace

Cilem vlastniho vyzkumného projektu byla analyza dynamiky zmén pfimé generace
trombinu u zdravych téhotnych v pribéhu jednotlivych trimestrd v porovnani
s téhotnymi 1éCenymi pro chronickou hypertenzi, diabetes mellitus a preeklampsii.
Trombin generacni test byl vybran pro svou centralni roli v procesu koagulace. Jeho
zmény v prubéhu téhotenstvi by mohly Iépe zachytit jiz znamé posuny v hemostaze

souvisejici s probihajicim téhotenstvim.

17.2 Typ studie

Prospektivni studie

17.3. Kliéova slova

Trombin generacni test, hemostaza, téhotenstvi, preeklampsie, hypertenze, diabetes

mellitus.

17.4. Metodika

17.4.1. Zarazeni pacientek

Soubor tvofily jak zdravé téhotné zeny, zafazené do prvni skupiny a prospektivné
sledované v poradné pro fyziologickou graviditu na Porodnicko-gynekologické klinice
FN Olomouc, tak Zeny s rizikovymi faktory (hypertenze, diabetes mellitus) a dale
téhotné, u kterych se v pribéhu téhotenstvi vyvinula preeklampsie a nebo gestacni
diabetes. Tyto zZeny byly zafazeny do druhé skupiny a sledovany v poradné pro
rizikovou graviditu na Porodnicko- gynekologické klinice FN Olomouc.

VSechny pacientky podepsaly pfed zafazenim do studie informovany souhlas. Prvni
odbér vendzni krve probihal na zafatku gravidity, do konce |I. trimestru, v dobé

standardnich téhotenskych odbéri. Druhy odbér jsme provadéli v obdobi mezi 24. -
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28. tydnem, tfeti vzorek potom mezi 36. - 40. tydnem. Ziskané krevni vzorky byly
nasledné zpracovany v koagulaCni laboratofi Hemato-onkologické kliniky FN
Olomouc. Z krevnich vzorkd jsme vySetfovali protein C a S, antitrombin, FVIII a FII.

Generace trombinu byla stanovovana trombin generacnim testem.

17.4.2. Laboratorni vySetreni

V koagulac¢ni laboratofi Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc byly vySetfeny dale
uvedené parametry nasledujicimi technikami: Generace trombinu byla stanovovana
plné automaticky pomoci kitu (Technothrombin TGA, Technoclone, Vienna, Austria)
a analyzatoru Ceveron Alpha (Technoclone, Vienna, Austria). VySetfeni proteinu C,
proteinu S, faktoru Il a VIl a antitrombinu bylo provedeno podle standardizovanych
protokolt dle SOP FNOI.

17.5. Vysledky

V obdobi let 2008-2011 byly analyzovany krevni vzorky celkem 303 zdravych
téhotnych zafazenych do prvni skupiny. Tyto téhotné mély negativni osobni a
rodinnou anamnézu. Z celkového poctu 303 Zen se u 18 (6%) vyvinul lehky az
stfedné tézky stupen preeklampsie nebo HELLP syndrom sruznou tizi klinické
manifestace. 20 rodiCek (6,6%) porodilo pfed€asné a nebyl u nich proveden odbér ve
[ll. trimestru. 3 té€hotenstvi (0,9%) byla ukonena z genetické indikace pro vrozenou
vadu plodu. Kompletni protokol studie (odbéry ve vSech tfech trimestrech) tedy
absolvovalo 280 téhotnych.

Ve druhé skupiné jsme vysSetfili v jednotlivych trimestrech celkem 108 Zen. 85
téhotnych Zen s rizikovymi faktory bylo vySetfeno ve vSech trimestrech (15 téhotnych
s chronickou hypertenzi, 40 gestaCnich diabetiCek a 30 téhotnych Zen s diabetem |I.
typu) a dale bylo do studie zafazeno 23 rodi¢ek az v prabéhu Ill. trimestru pfi

manifestaci preeklampsie

Vysledky souboru fyziologicka gravidita

Lag time zustava po celou dobu téhotenstvi stabilni a vysledky, resp. rozdily nejsou

statisticky signifikantni. ETP odpovidajici mnozstvi aktivovaného trombinu v pribéhu
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téhotenstvi roste. Signifikantni narlst jsme pozorovali v rozdilech mezi I. a lll.
trimestrem. Podobné Peak, neboli maximalni hodnota koncentrace trombinu vytvari
signifikantni rozdil mezi I. a Ill. trimestrem. ETP a Peak tedy v prabéhu téhotenstvi

signifikantné narlstaji, Lag time se neméni.

Pozorovali jsme signifikantni nartst faktoru Il a VIII a dale pokles volného proteinu S.

U proteinu C a antitrombinu nedoslo k signifikantnim zmé&nam.

Vysledky souboru preeklampsie a chronicka hypertenze

Z hodnocenych parametri Lag time, ETP a Peak jsme zaznamenali signifikantni
rozdily pfi porovnani fyziologickych téhotenstvi a téhotenstvi s preeklampsii pfi
statistické hladiné p<0,01 u ETP a Peak. U téhotenstvi s chronickou hypertenzi vSak
tyto rozdily vyznamné nebyly. Zajimaveé je porovnani 18 téhotnych, u nichz se ve lll.
trimestru vyvinula preeklampsie. PFi porovnani vysledka TGT této skupiny pacientek
v l. a ll. trimestru, s ostatnimi téhotnymi s fyziologickou graviditou nebyly prokazany
statististicky vyznamné rozdily. Ve |Ill. trimestru doSlo naopak ke statisticky
vyznamnému vzestupu faktora Il a VIII, poklesu volného proteinu S i antitrombinu. U
chronické hypertenze doslo k podobnym zménam, vysledky vSak kromé proteinu S a

antitrombinu nebyly statisticky vyznamné.

Tyto vysledky svédCi pro aktivaci koagulace az v pozdnich fazich téhotenstvi.
Vysledky jsou vSak ovlivnény vyraznou klinickou variabilitou onemocnéni. U tézkych,
resp. Casnych preeklampsii tato aktivace i signifikantni rozdily mohou nastupovat

podstatné dfive.

Vysledky souboru preexistujici diabetes a gestacni diabetes

PFi vyhodnoceni parametril TGT u téhotenstvi diabeti¢ek jsme zaznamenali zkraceni
Lag time, narust ETP i Peak oproti skupiné téhotnych zen s fyziologickou graviditou,
rozdily vSak nedosahovaly statisticky vyznamnych hodnot. U Ctyf pacientek

s gestacnim diabetem doSlo k rozvoji téZké preeklampsie. Pfi podrobnéjsi analyze
této podskupiny byly jiz rozdily vyznamné. Svédc¢i to o vyznamnéjSim podilu

preeklampsie na celkové aktivaci koagulace. Pfi analyze ostatnich koagulacnich
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parametrl jsme nalezli signifikantni zmény pouze ve skupiné téhotnych

s preexistujicim diabetem mellitem a to u faktoru VIII, proteinu C a antitrombinu.

17.6. Zavér

Trombin generacni test je uziteCnym nastrojem a indikatorem celkového
koagulaéniho potencialu plazmy. V pribéhu téhotenstvi dochazi k signifikantnim
zménam vV generaci trombinu a tyto zmény jsou nejvyraznéjsi ve Ill. trimestru
gravidity a u pacientek s preeklampsii. VySetfeni trombogramu v I. a Il. trimestru u
téhotnych Zen, u nichz se pozdéji vyvinula preeklampsie vSak nevykazalo statisticky
vyznamny rozdil oproti zenam s fyziologickym pribéhem téhotenstvi. Vzhledem
k tomu, Ze k signifikantnim zménam dochazi az ve lll. trimestru, nelze jej tedy vyuzit

v tomto pfipadé jako prediktivni, ale pouze jako diagnosticky test.
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18. Summary

18.1. Aim of the study

The aim of the research project was to analyze the changes in thrombin in healthy
pregnancies during each trimester compared to pregnant women treated for chronic
hypertension, diabetes mellitus and preeclampsia. The thrombin generation test was
chosen for its central role in the coagulation process. Its changes during pregnancy
could better capture the already known shifts in hemostasis associated with ongoing

pregnancy.

18.2. Type of the study

Prospective study

18.3. Key words

Thrombin generation test, hemostasis, pregnancy, preeclampsia, hypertension,

diabetes mellitus.

18.4. Materials and methods

First group consisted of healthy women, prospectively followed up in a counseling
center for pregnancy in the University Hospital Olomouc.

The second group included patients with known risk factors: hypertension,
gestational diabetes, type 1 diabetes.

A venous blood sample was taken in the 1st trimestr, 2nd trimestr (between 24-28th
week) and 3rd trimestr ( between 36th- 40th week).

All patients signed an informed consent before enroliment to the study.

The blood samples were examined in the coagulation laboratory of the Hemato-
oncological Clinic of the University Hospital Olomouc. The following parameters

were examined in the coagulation laboratory of the Department of Hematology of the
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Faculty Hospital and Faculty of Medicine, Palacky University in Olomouc: Thrombin
generation was determined fully automatically using a kit (Technothrombin TGA,
Technoclone, Vienna, Austria) and a Ceveron Alpha analyzer (Technoclone, Vienna,
Austria). Protein C, Protein S, F Il, F VIl and Antithrombin was examined by
standardized protocol SOP FNOI.

18.5. Results

In the period 2008-2011, blood samples from 303 healthy pregnant women were
analyzed. The patients in this group had a negative personal and family history. Of
the total number of 303 women, a mild to moderate degree of preeclampsia or
HELLP syndrome with varying severity of clinical manifestations were developed in
18 women (6%). 20 mothers (6.6%) gave birth prematurely before the 37th week of
pregnancy. 3 pregnancies (0.9%) were terminated from the genetic indication. Thus,
the complete study protocol (sampling in all three trimesters) was completed by 280
pregnant women.

In the second group, 15 pregnant women with chronic hypertension, 40 pregnant
women with gestational diabetes mellitus and 30 pregnant women with type |
diabetes melitus. 23 mothers were enrolled in 3rd trimester do to manifestation of

preeclampsia.

Results of group I: women with normal pregnancy

Lag time remains stable throughout pregnancy and the differences are not
statistically significant. ETP (endogenous thrombin potential or area under the curve)
corresponding amount of activated thrombin increases during pregnancy. A
significant increase was observed between 1st and 3rd trimester. Peak (maximum
thrombin concentration) shows a significant difference between 1st and 3rd trimester.
Thus, ETP and Peak increase significantly during pregnancy, Lag time does not
change. We observed a significant increase in factor Il and VIII. and, further, the
decrease in free S protein. The changes in protein C and Antithrombin was not

significant.
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Results of women with preeclampsia and chronic hypertension

In Lag time, ETP and Peak parameters we observed statistically significant changes
when comparing physiological pregnancies and pregnancies with preeclampsia at a
statistical level p <0.01. On the other hand, the changes between physiological
pregnancies and pregnancies with chronic hypertension were not significant.

18 pregnant women, who developed preeclampsia in the 3rd trimestr did not show
statistically significant changes in TGT in the 1st and 2nd trimester in comparison
with physiological pregnancies. In the contrary in the 3rd trimester, there was a
significant increase in factors Il and VIII, decrease in free protein S and antithrombin.
Similar changes occurred in pregnancies with chronic hypertension, but the results
were not statistically significant except for protein S and antithrombin. However, the
results are influenced by significant clinical variability of the disease. For early
preeclampsia, this activation and significant changes in TGT could occur earlier. The

results thus suggest activation of coagulation only in the late stages of pregnancy.

Results of women with gestational diabetes and type | diabetes

When evaluating TGT parameters in pregnant women with diabetes, Lag time was
shortened, ETP and Peak increased, however, the differences did not reach
statistically significant values. Four patiens with gestational diabetes developed
preeclampsia. In a more detailed analysis of this subgroup, changes were already
significant. This suggests a more significant proportion of preeclampsia in overall
coagulation activation. When analyzing other coagulation parameters, we found
significant changes in pregnant women with preexisting type | diabetes compared to

physiological pregnancies in factor VIII, protein C and antithrombin.

18.6. Conclusion

Thrombin generation test is a useful tool and indicator of total plasma coagulation
potential. Significant changes in TGT occur during the pregnancy and the most
significant changes develop in the 3rd trimester. This significant changes can be also
seen in the group of patients with preeclampsia. The examination of thrombogram in

pregnant women in 1st and 2nd trimester, who later developed preeclampsia did not
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show a statistically significant changes and therefore this test cannot be used as a

predictive, but only as a diagnostic test.
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