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UVOD

se o velice slozity proces, ktery se sklada z n¢kolika fazi — primarni hemostazy, kdy nastava
aktivace koagula¢niho systému, sekundarni hemostazy, kdy dochazi k vlastnimi krevnimu
srazeni a nasledné fibrinolyzy, pii které dochéazi k degradaci vzniklé srazeniny, aby se
zabranilo vzniku trombo6zy. Klicovou roli v procesu krevniho srdZeni hraje trombin, ktery je
dilezity jak v aktivaci fibrinogenu a trombocytl, tak v aktivaci trombomodulinu
kontrolujiciho fibrinolyzy a s antitrombotickymi proteiny C a S tlumi koagula¢ni kaskadu
inaktivaci koagula¢nich faktord.

Mezi patofyziologické stavy hemostdzy patii antifosfolipidoy syndrom (APS), coz
je autoimunitni onemocnéni, které je charakterizovano trombotickymi komplikacemi jak
v arteridlnim, tak v Zilnim fecisti. Mezi dalsi typické projevy se fadi opakované potraceni,
nedonoseni plodu nebo te€zkd preeklampsie. Pficinou vzniku tohoto onemocnéni je
autoimunni produkce protilatek proti fosfolipidiim, které jsou zaméteny na makromolekuly
vazajici se na negativné nabity povrch fosfolipidii. Fosfolipidy maji za kol jednak udrzovat
strukturu plazmatické membrany ve funkénim stavu a jednak je nutna jejich pfitomnost ve
vn¢jSich, vnitinich 1 spole¢nych krocich aktivace koagulace. Tyto antifosfolipidové
protilatky jsou heterogenni skupinou autoprotilatek, které jsou charakterizovany nachylnosti

k trombdzam v Zilnim, tepenném ¢i mikrocirkularnim fecisti a reprodukénimi ztratami.
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CILE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit trombogenni potencial jednotlivych druhti
antifosfolipidovych protilatek, pro coz je nutny vyvoj metody, kterd by dovolila zhodnotit
tento potencidl. V ramci tohoto cile byla optimalizovana globalni koagulacni metoda
umoziujici hodnoceni trombogenniho potencidlu, kterou je trombin generac¢ni test. V rdmci
optimalizace této metody pro vySetfeni pacientl s antifosfolipidovymi protilatkami byla
provedena optimalizace koncentrace fosfolipidi jako klicové komponenty této reakce pro
vySetieni pacientll s antifosfolipidovymi protildtkami. Nasledné byla ovétena hypotéza na

souboru pacientll s pozitivnim nalezem jednotlivych typt protilatek.
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TEORETICKA CAST

1 HEMOSTAZA

Hemostaza je schopnost organismu zastavit krvaceni po poranéni a zabranit ztraté
krve uzavienim defektu cévni stény. Jedna se o schopnost zabezpecit tekutost krve a jeji
plynulé proudéni neporusenym krevnim fecistém. Zakladnimi slozkami hemostdzy jsou
krevni desticky, cévni sténa a systém plazmatickych proteinil, zahrnujici plazmatické
faktory, inhibitory koagulace a slozky fibrinolyzy. Tyto slozky jsou za fyziologickych
okolnosti udrzované v rovnovaze a pokud nastane porucha nékteré z nich, mize vzniknout
patologické krvaceni, nebo naopak intravaskuldrni tromboéza (Sakalova et al., 2010).

Hemostaza se sklada znékolika d&jt, jez probihaji soucasné. Jednim znich je
hemokoagulace, pfi které se aktivuji koagulaéni faktory a spolu s generaci trombinu vznika
fibrinové koagulum, ptedstavujici definitivni hemostatickou zatku. Konecnou fazi je
fibrinolyza, kterd degraduje zatku svym fibrinolytickym systémem a obnovuje tak cévni

sténu (Penka et al., 2014).

1.1 Primarni hemostaza

Priméarni hemostdza je proces tvorby agregatu krevnich desti¢ek, tedy primdrni
fibrinové zatky, ktera uzavira naruiené misto cévni stény a zastavuje tak krvaceni. Uastni
se ji krevni desticky a cévni slozka. Pii poranéni cévy dochézi k vazokonstrikci (zzeni)
cévy a k adhezi trombocytl na mista s porusenym endotelem. Adheze desticek spolecné
s aktivaci receptorti zajiStuje aktivaci krevnich desticek, které¢ nasledné za¢nou agregovat
(shlukovat) a dochézi tak ke vzniku primarni destickové srazeniny. V primarni hemostaze
hraji dilezitou roli krevni desti¢ky, zatimco v sekunddrni hemostaze je dilezita tvorba
trombinu, kterd vede k vytvoreni fibrinogenu. Oba tyto déje tvoii jeden diilezity celek, ktery
je zakoncen fibrinolyzou, umoznujici rozpusténi trombu, naslednou proliferaci poskozenych

tkani a celkovym zahojenim poskozené cévy (Pecka, 2004).
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1.1.1 Cévni slozka

Cévni sténa spolu s endotelidlnimi bunikami hraje dilezitou ulohu v procesu
hemostazy. Endotelové buniky (EB) zajist'uji nesrazlivost cévni stény svou tcasti na tvorbé
bazalni membrany a extracelularniho matrix, které tvofi ochranny obal oddé€lujici
hemostatické slozky krve od reaktivnich subendotelovych struktur. Dalsi funkci EB je
schopnost udrzet trombocyty v neaktivnim stavu a branit tak jejich adhezi na cévni sténu.

Pti poruse endotelu dochazi k odkryti pojiva, kde nejvyznamnéj$imi hemostatickymi

slozkami subendotelu je tkanovy faktor (TF) a kolagen (Penka et al., 2014).

1.1.2 Krevni desti¢ky

Krevni desticky (tzv. trombocyty) jsou bezjaderné utvary o priméru kolem 3 pum, je
jich pfiblizn¢ 300 000 na 1 pl krve a jejich zivotnost je 8-12 dni. Trombocyty se tvofi
v kostni dieni odStépovanim z velkych bun¢k (megakaryocytl), které vznikaji opakovanym
délenim jader bez déleni bun€k. DestiCkova membrana je tvofena plazmatickym obalem,
glykokalyxem, ktery dale obsahuje glykoproteiny a glykolipidy, jez jsou soucasti
povrchovych receptort. Dulezitymi receptory jsou adhezivni glykoproteinové receptory
(integriny), receptory pro aktivatory trombocytll (trombin, kolagen, tromboxan A,,
epinefrin, ADP, serotonin), receptory pro inhibitory agregace trombocytl (prostacykliny
a prostaglandiny E, D). Tato membrana se tedy skldda z proteinti a dvojvrstvy lipida
(fosfolipidl a cholesterolu). Fosfolipidy maji za normalnich okolnosti na povrch orientovany
neutralni fosfatidylcholin a sfingomyelin, na vnitini stranu elektronegativni fosfatidylserin
a fosfatidyletanolamin (Sakalova et al., 2010).

Hlavni funkei krevni desticky je tvorba primarni fibrinové zatky, ktera zacina adhezi
krevnich desticek k receptoriim kolagennich vldken bazalni membrany cévni stény. To je
umoznéno vzajemnou interakci mezi receptorem kolagenu bazalni membrany, receptorem
membrany krevni desticky (lamininem) a von Willebrandovym faktorem. Nasledn¢ dochazi
k agregaci desticek, tedy vzajemnému shlukovani. Zatimco je adheze indukovdna mensim
mnozstvim adenosin difosfatu (ADP), agregace je navozena velkym mnozstvim ADP.
K agregaci jsou zapotiebi i dalsi latky, pfedevSim trombin, adrenalin, kyselina arachidonova
a kolagen. Dalsi funkci trombocytl je schopnost stazenim fibrinové zatky s ndslednym
zacelenim a zpevnénim poskozeného mista, diky pfitomnosti kontraktibilnich bilkovin

v destickové membrané (Penka et al., 2012).
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1.2 HEMOKOAGULACE

Hemokoagulace je soubor reakci, navazujici na hemostazu, ktery zahrnuje kaskadu
enzymatickych reakci vedoucich k tplné zéastavé krvaceni. Hlavnim principem je vznik
nerozpustného fibrinu, ktery se vytvari za i¢elem zpevnit primarni hemostatickou zatku. Na
zacatku reakce je fibrinogen, ktery je pfeméilovan pusobenim proteolytického enzymu
trombinu na monomer fibrinu. Néasledné¢ se tyto monomery fibrinu propojuji svymi
kovalentnimi vazbami ptisobenim aktivovaného faktoru XIII a vznika nerozpustny fibrin.
Fibrin vytvaii vldknitou sit’, kterd zachycuje krevni buiiky az do vzniku krevni srazeniny,
tzv. konecné fibrinové zatky. Diky jeji retraktibilit¢ dochazi ke stazeni okrajii rany
a vyslednému hojeni (Sussman, 1992).

Koagulacni kaskéda se dle zpiisobu aktivace déli na vnitini a vnéjsi cestu. Tyto cesty
se poté spojuji po vytvoreni komplexu tkdniového faktoru s FVIIa, ktery aktivuje FX na FXa
za vzniku protrombinu z protrombindzy a naslednému vytvofeni dilezitého trombinu
Trombin je kli¢ovym enzymem koagulacniho systému, ktery ma dilezité funkce, jako je
aktivace krevnich desti¢ek a pfeména fibrinogenu na fibrinovou sit’. (Penka et al., 2011).

Hemokoagulace se ucastni koagula¢ni faktory (viz tabulka ¢.1) a jejich inhibitory.
Mezi inhibitory koagula¢nich faktort patii antitrombin, systém trombomodulinu, proteinu
C a S a inhibitor cesty tkanového faktoru. Koagulacni faktory, jeZ jsou syntetizovany
v jatrech, se oznacuji fimskymi Cisly dle doby objeveni. VSechny koagula¢ni faktory jsou

v krvi v neaktivni formé& a po aktivaci se oznacuji indexem ,,a“, napt. FXa (Pecka, 2004).

Tabulka 1 Piehled koagulacnich faktorii — prevzato a upraveno od Kittnar et al. (2011)

Koagulaé¢ni faktor Synonymum

Fibrinogen Faktor I

Protrombin Faktor II

Tkanovy faktor Faktor III, tkanovy tromboplastin

Vépenaté ionty

Faktor IV

Faktor V Proakcelerin, labilni faktor
Faktor VII Prokonvertin, stabilni faktor
Faktor VIII Antihemofilicky faktor A

Faktor IX Christmas faktor

Faktor X Stuart-Prowertv faktor

Faktor XI Plasma tromboplastin antecedent
Faktor XII Hagemantv faktor

Faktor XIII Fibrin stabilizujici faktor
Prekalikrein Fletcheriv faktor

Vysokomolekularni kininogen

Fitzgeraldiv faktor, HMWK
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1.2.1 Koagulaéni faktory

VSechny koagulacni faktory jsou za normalnich okolnosti v krevni plazmé

v neaktivni formé jako proenzymy, které jsou St€peny na aktivni formy, enzymy. Koagulacni

faktory jsou syntetizovany v jatrech a k né¢kterym je zapotiebi vitamin K (FII, FVII, FIX

a FX jsou K dependentni), protoze je nezbytny pro karboxylaci y-glutamového zbytku.

Bez karboxylace neni faktor schopny vazat fosfolipidy a vapenaté ionty Ca®* (Penka et al.,

2011). Mezi zékladni koagulacni faktory dle Pecka (2004), Penka et al., (2011) patii:

Fibrinogen (faktor I) je plazmaticky protein syntetizovany v jatrech, nachazejici
se jak v plazmé, tak v a-granulich trombocyti. Molekula fibrinogenu tvofi dimer
sloZzeny ze tfi parti polypeptidovych fetézcl a, B ay. V procesu hemokoagulace
je pusobenim enzymu trombinu odstépen fibrinopeptid A a vznikd monomer
fibrinu. Fibrinové vlakno obsahuje tii vazebna mista pro Ca?*. Jsou-li tato mista
obsazena, nedochazi ke §tépeni fibrinogenu plazminem.

Protrombin (faktor 1) je K dependentni faktor, k jehoz syntéze v jatrech je
zapotiebi vitamin K. Diky Ca?" se vaze na negativné nabité fosfolipidy, kde je
pomoci protrombinazy pfemeénovan na trombin (FIla). Tato aktivni forma,
trombin, jeZ ma velky vyznam v procesu koagulace, §tépi fibrinogen na fibrin,
aktivuje FV, FVIIL, FIX, FXIII a aktivuje krevni desticky.

Tkanovy faktor (faktor III, TF) je glykoprotein, ktery je soucdsti membran
endoplazmatického retikula. Za normélnich okolnosti se TF na krevnich buiikach
nevyskytuje. Po kontaktu s krvi vytvaii TF spolu s FVIIa v pfitomnosti Ca** na
fosfolipidovém povrchu komplex, ktery poté zpiisobi pteménu FX na FXa. Je
tedy nezbytny pro zahdjeni pfemény trombinu na aktivni trombin tvorbou
komplexu s koagula¢nimi FVII a FVIla. Tkanovy faktor hraje dtleZitou roli pii
vzniku trombotickych nemoci a hyperkoagulacnich stavi, dale se uplatituje pii
zanétech, ristu a metastazovani nadorq.

Kalcium (faktor IV) zprostiedkovava ptipojeni y-karboxylové skupiny kyseliny

glutamové na membranové fosfolipidy u faktorti zavislych na vitaminu K.
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Proakcelerin (faktor V) je glykoprotein vznikajici v jatrech a megakaryocytech
a snadno se vaze na povrch membran bunck. Na rozdil od vétSiny ostatnich
koagula¢nich faktorli neni enzymaticky aktivni, ale funguje jako kofaktor. Svym
slozenim se podoba FVIII. Faktor V je aktivovan proteolyzou trombinem a FXa
za piitomnosti Ca?*. Jeho deficit mize zplsobit krvacivé stavy, mutace (napf.
faktor V Leiden), které nasledné mohou vést k tromboze.

Prokonvertin (faktor VII) je glykoprotein vznikajici v jatrech, ktery je v procesu
koagulace Stépen na aktivni serinovou protedzu FVIIa. K aktivaci dochazi za
pfitomnosti trombinu, nebo FIXa, FXa a FXla. Jeho aktivni forma spolu
s tkdnovym faktorem vytvaii komplex na negativnim fosfolipidovém povrchu
bunék, ktery katalyzuje pfeménu FIX na FIXa a faktoru FX na FXa. Jeho aktivita
se zvySuje s vékem a v téhotenstvi.

Antihemofilicky faktor A (faktor VIII) je plazmaticky kofaktor v plazmé vazany
na von Willebrandtv faktor (vVWF). Pti kontaktu s negativné nabitymi fosfolipidy
se FVIII z této vazby uvolni. Na molekule FVIII se zpfistupni vazebné misto pro
fosfolipidy, které je ve vazbé s vVWF skryté. Faktor VIII je trombinem nebo FXa
aktivovan na FVIIIa, ktery nasledné vytvoii komplex s FIXa, Ca?" a fosfolipidy,
ktery aktivuje FX na FXa. Pokles hladiny FVIII sledujeme pfi vrozenych
poruchach (napt. hemofilie A, von Willebrandova choroba) a naopak zvysenou
hladinu nalézdme v plazmé pfi zanétech, infekcich a stresu.

Christmas faktor (faktor IX) je glykoprotein tfadici se mezi K dependentni
faktory. K aktivaci dochazi bud’ pomoci FXIa nebo komplexem FVIIa spole¢né
s TF, fosfolipidy (PL) a vapenatymi ionty, ktery nasledné aktivuje FX na FXa
pro pfeménu protrombinu na trombin. Deficit tohoto faktoru ptisobi hemofilii B.
Stuart-Prowertiv faktor (faktor X) je tvofen v jatrech za ucasti vitaminu K.
Aktivace FX na FXa probiha v pfitomnosti komplexu ozna¢ovanym jako vnitini
tenaza (FIXa, FVIIIa spolu s Ca?" a fosfolipidy), nebo komplexu vnéjsi tenaza
(FVIIa, TF spolu s Ca?>" a fosfolipidy). Faktor Xa S$t&pi peptidové vazby
protrombinu za vniku aktivniho trombinu jen pokud je FXa vazan s FVa
v komplexu protrombinaza.

Plasma tromboplastin antecedent (faktor XI) je glykoprotein, ktery se nachazi
v krvi v neaktivni formé jako proenzym serinové protedzy. Je aktivovan
proteolyzou FXIla za pfitomnosti vysokomolekularniho kininogenu (HMWK)
a negativn¢ nabitych fosfolipidd, dale je pak mozna aktivace i FVIla, trombinem

a trypsinem.
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o Hagemaniiv faktor (faktor XII) vznika v jatrech a patfi mezi serinové proteazy.
Koluje jak v plazmé, tak v séru. Aktivuje se kontaktem se subendotelidlnimi
strukturami pfi poSkozeni povrchu cévy. ZvySenou hladinu FXII nachézime
u zen po menopauze a v téhotenstvi.

e Fibrin stabilizujici faktor (faktor XIII) neboli transglutaminaza se nachazi jak
v krevni plazmé, kde je vdzan na molekulu fibrinogenu, tak v trombocytech,
megakaryocytech, monocytech, v placent¢ a v jatrech. K aktivaci FXIII na
FXIIla je dulezity trombin za piitomnosti Ca** jako kofaktoru. Po aktivaci
trombinem vytvati FXIIla kiiZzové vazby mezi fibrinovymi molekulami a vznika
tak nerozpustna srazenina. Faktor XIIla ovliviiuje hojeni ran a ma velky vyznam
1 pfi udrzeni plodu v dobé té¢hotenstvi.

o Fletcheruv faktor (prekalikrein) je bilkovina ucastnici se koagulace spolecné
s FXII a vysokomolekularnim kininogenem (HMWK). Je syntetizovén v jatrech
a slinivce bfisni. Prekalikrein je aktivovan FXIIa na kalikrein, ktery aktivuje FXII
a umoziuje tak uvoliovani kininli z kininogenti (napt. bradykinin). Dtsledkem
je ovlivnéni krevniho tlaku a krevni srazlivosti.

o Vysokomolekularni kininogen (HMWK) je plazmaticky protein vznikajici
v jatrech a v endotelu pupecnikovych zil. Spole¢né s FXII a prekalikreinem se

ucastni koagulace a zanétu.

1.2.2 Vnéjsi cesta koagulace

Vnéjsi cesta je pro zahdjeni koagulacni kaskady vyznamnéjsi, pfi¢emz vnitini cesta
ji dopliuje ¢i zesiluje. Vnéjsi cesta je aktivovana poranénim cévni stény, ¢imz dochazi
k uvolnéni tkanového faktoru do krve. Komplex TF s lipoproteiny se vaze na FVII, ¢imz jej
aktivuje a ma tak dvé moznosti ptisobeni. Bud’ aktivuje FIX na FIXa a zasahuje tak do vnitini
cesty koagulace, nebo za pritomnosti Ca?" a desti¢kovych fosfolipidt vytvari tzv. vné&jsi
tenazu (komplex TF, FVIIa, PL, Ca?"), ktera nasledné aktivuje FX na FXa. Takto aktivovany
FX se ihned navaze na fosfolipidy TF a s pomoci FV vytvareji aktivator protrombinu. Tento
aktivator za pfitomnosti Ca?" pfeméiuje protrombin na trombin. Trombin nasledné aktivuje

dalsi molekuly FV a ty pak ovliviiuji pfeménu FX na jeho aktivni formu (Kittnar, 2011).
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1.2.3 Vnitini cesta koagulace

Vnitini cesta je aktivovana po kontaktu krve, resp. faktoru XII s negativné nabitym
povrchem — s kolagenem z endotelu v misté poranéni. Odhaleni kolagenu vede jak k aktivaci
FXII, tak k uvolnéni fosfolipidii z trombocytt, jez obsahuji tkanovy faktor. Aktivovany FXII
S$tépi FXI za vzniku FXIa, k ¢emuZ je nezbytna ptitomnost vysokomolekularniho kininogenu
(HMWK), Ca*" a prekalikreinu. Faktor XIa poté aktivuje FIX, ktery spolu s FVIIIa
a destickovymi fosfolipidy aktivuje FX. Nasledné aktivovany FX spolu s FVa, Ca?*
a destickovymi fosfolipidy vytvafeji aktivator protrombinu, ktery se podili na pfeméné

protrombinu na trombin (Kittnar, 2011; Pecka, 2004; Slechtova, 2007).

1.2.4 Spolec¢na cesta koagulace

Spole¢na cesta koagulace zahrnuje vnéj$i a vnitini systém koagulaéni kaskady. Po
vytvofeni aktivatoru protrombinu vnéj$i 1 vnitini cestou dochazi k pteméné protrombinu
(FII) na trombin (FIIa), ktera je katalyzovana FXa, FVa a Ca®" ionty. Tato aktivace vede ke
vzniku protrombinazy. Vznikly trombin zajiStuje pfeménu FI (rozpustny fibrinogen) na Fla
(nerozpustny fibrin). Z fibrinogenu je nejprve odstépen fibrinopeptid A a B, ¢imz vznikaji
fibrinové monomery, dimery, trimery atd. Poté fibrin stabilizujici faktor vytvoii vazby mezi

fibrinovymi vlakny a dava vznik husté nerozpustné fibrinové sité. Vytvaii se tak primarni

hemostaticka zatka a proces krevniho srazeni je u konce (glechtové, 2007; Penka, 2011).

Vhnitini cesta Zevni cesta
XII, HMWK Xa
PKa Vila
IXa poranéni
l TF
XTI — 5 Xla | l /
| o
X Vila
IX . » IXa
h PL
VIII —5— VIa ca
PL
Xa protrombin
PL
trombin
Ca?'
Xilla XIII

fibrinogen * ¥ 5 fibrin

Obrazek 2 Schéma koagulacni kaskady
Prevzato a upraveno dle: Penka et al. (2011)
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1.2.5 Prirozené inhibitory koagulace

Soucasn¢ se zahajenim koagulace jsou aktivovany i tzv. pfirozené inhibitory
koagulace. Ty se podileji na regulaci koagula¢ni kaskady tak, Zze kontroluji generaci
trombinu a brani nekontrolovatelnému sraZzeni krve mimo misto poranéni. Takto udrzuji
rovnovahu mezi mnoZzstvim vytvofenych a inaktivovanych enzymd. Patii k nim plazmatické
proteiny a inhibitory plisobici na povrchu endotelu. Pfirozené inhibitory koagulace ptisobi
v koagulacni kaskad¢ jak vnitini, tak vnéjsi cestou (Kvasnicka, 2003; Penka et al., 2011;
Kubisz et al., 2006).

Mezi zakladni pfirozené inhibitory koagulace dle Penka et al. (2011); Kvasnicka
(2003); Sakalova et al. (2010) a Kubisz et al. (2006) patii:

Antitrombin (AT) je jednofetézcovy glykoprotein syntetizovany v jatrech
a endotelovych bunkach. Patii mezi serpiny, jejichz tkolem je inhibovat serinové protedzy.
Antitrombin vadze trombin, FIXa, FXa, FXla a FXIIa, s t¢mito faktory tvofi ireverzibilni
komplexy a tim brani jejich uplatnéni v koagulaci. Inhibi¢ni aktivitu AT je mozné zesilit
zménou jeho konformace vazbou na heparin.

Heparin kofaktor II (HCII) je inhibitorem trombinu (FIla), jez je syntetizovan
v mastocytech a ma mnohem mensi klinicky vyznam nez antitrombin. Stejné jako AT
vytvaii komplexy s trombinem. Jeho U€inek je urychlovan heparinem a predev§im
dermatansulfatem.

C1 inhibitor (C1INH) patii opét mezi serpiny a jedna se o inhibitor Cla slozky
komplementu a faktorti kontaktu (FXIla, FXIa a kalikrein). Syntéza probihd v jatrech
a je uvolilovan v pribehu aktivace desticek.

Systém proteinu C je tvofen vitamin K-dependentnimi proteiny (protein C a jeho
kofaktor protein S), trombomodulinem (TM), receptorem pro endotelovy protein C (EPCR)
a inhibitorem aktivovaného proteinu C. Tento systém je aktivovan vazbou trombinu na TM
v ptitomnosti Ca?* za tvorby komplexu trombin-trombomodulin. Takto vytvoreny komplex
inhibuje aktivitu trombinu a zdrovenl zajiStuje aktivaci proteinu C na aktivovany protein C
(APC). Za ptitomnosti jeho kofaktoru, proteinu S, inhibuje FVIIla a FVa. Pokud je ovSem
molekula FV zmutovana (FV Leiden), nedochazi k jeji vazbé na APC a vznika trombofilie.

Inhibitor cesty tkanového faktoru (TFPI) je produkovéan endotelovymi bunikami
a pfi poranéni se jeho hladina zvySuje. Vaze se na FXa a tim inhibuje jeho katalytickou roli
v koagulacni kaskadé. Cirkuluje v plazmé, kde je vétSinou navazéan na lipoproteiny o nizké
hmotnosti (LDL), v malém mnoZzstvi je vazan i na trombocyty, které jej uvoliiuji po stimulaci

trombinem.

21



2 PATOFYZIOLOGIE HEMOSTAZY

Hemostdza je schopnost organismu zastavit krvaceni a zaroven schopnost udrzet
tekutost krve v neporuseném cévnim feciSti. V pfipadé naruseni cévni stény dochazi
k postupné zastaveé krvéceni, diky rovnovdze mezi krevnimi destiCkami, plazmatickymi
faktory a jejich inhibitory. V momenté naruSeni této rovnovdhy muize dochézet

ke krvacivym ¢i trombotickym staviim (Pecka, 2004; Vokurka, 2008).

2.1 Krvacivé stavy

Krvacivé stavy jsou charakterizovany spontdnnimi krvacivymi projevy nebo
krvacenim. Vznikaji po naruseni hemostatické rovnovahy dasledkem poruchy
hemostatickych mechanismii. K témto mechanismiim fadime: funkce cévni stény

a trombocytl, plazmaticky koagulacni systém a fibrinolyticky systém (Pecka, 2004).

2.1.1 Trombocytopenie

Trombocytopenie je nejCastéjsi poruchou srazeni krve a nejcastéjsSi pricinou
krvaceni. Jedna se o snizeny pocet trombocytid v periferni krvi. Nachéazi se pfi
hematologickych a onkologickych onemocnéni, pfi onemocnéni jater a sleziny, ale 1 pfi
infek¢nich chorobach. Pricinou mize byt snizena tvorba trombocytil v kostni dieni, imunitné
zpusobené zrychlené odbourdvani trombocytt, splenomegalie (zvétSeni sleziny) ¢i nafedéni
krve. Vyskytuji se kozni a slizni¢ni projevy ve forme¢ modfin a purpur (teckovité krvaceni
do kize ¢&i sliznic). Casté je i krvaceni z dasni, nosu, Zeny mivaji siln&j§i menstruaéni
krvaceni a dochdzi k vyraznému krvéaceni béhem chirurgickych vykona (Sakalova et al.,

2010).

2.1.2 Trombocytopatie

Trombocytopatie nastava pii nedostate¢né funkci krevnich desticek, a to bud
s normalnim, pfipadné lehce snizenym ¢i zvySenym poctem trombocytii. Mohou byt vrozené
1 ziskané. Vrozené trombocytopatie jsou velmi vzacné a vétSinou se projevuji koznim
a slizni¢nim krvacenim. Naopak ziskané trombocytopatie vznikaji druhotné jako nésledek
poruchy, jez ovliviluje funkci krevnich desticek. Krvacivé projevy ziskanych

trombocytopenii nejsou moc vyrazné a 1é€ba nebyva nutna (Pecka, 2004).

22



2.1.3 Koagulopatie

Koagulopatie jsou krvacivé stavy, které vznikaji pfi nedostatku jednoho nebo
nékolika koagulac¢nich faktor ¢i pii zvySenych hladinadch inhibitord. Projevuji se
spontannim krvacenim do klize a tkani. Stanovi se pfimym vySetfenim hladiny faktort a pti

1é¢be se podavaji krevni derivaty (Pecka, 2004).

2.1.3.1 Hemofilie

Hemofilie se tadi mezi dédicné krvacivé choroby a je jednou z nejcastéjSich
vrozenych poruch krevni srazlivosti. Jsou charakterizované spontannimi, opakovanymi
krvacivymi stavy. Bez spravné 1écby vede krvaceni do kloubii a svali ke vzniku
degenerativnich kloubnich zmén. Pfi tvorbé primarni zatky selhavéa sekundarni hemostaza
nedostatkem piislusného koagula¢niho faktoru a dochdzi tak ke zpomaleni zastavy krvaceni.
RozliSujeme typ hemofilie A a hemofilie B. Hemofilii A zplisobuje nedostatek FVIII,
hemofilii B zptsobuje nedostatek FIX. Z klinického hlediska se onemocnéni rozdéluje na
hemofilii lehkou, stfedné t¢Zkou a tézkou. Dédi¢nost je vdzana na pohlavni chromozom X,
tudiz jsou postizeni pfedeviim muzi nez Zeny. Zeny jsou pienadecky a mohou mit hemofilii
v piipadé, Ze se u nich vyskytuje Turneriv syndrom. Dé¢ti krvaceji obvykle méné nez
dospéli. Hemofilie se 1€¢i substituéni metodou nahrazenim nedostatecného faktoru (Kubisz

etal., 2011; Penka et al., 2011).

2.2 Trombofilni stavy

Trombofilie je stav charakterizovany zvySenym rizikem vzniku nadmérné krevni
srazeniny. Pfedstavuji opacny piipad krvacivych stavi, u kterych se hemostatickd rovnovaha
narusuje v opacném sméru. Pfiinou téchto stavii byva poruSeni cévni stény, Spatné slozeni
a funkce krve. Krevni srazenina neboli trombus muze vzniknout kdekoliv v téle, napf.
v hluboké zile na dolni konceting (hluboka zilni trombdza), v koronarni tepné (tepenna
trombo6za) nebo se Cast srazeniny muze utrhnout a ucpat tepnu tfeba v plicich (plicni
embolie). Nejvyznamnéjsi klinickou manifestaci trombofilie je Zilni trombdza (Penka et al.,
2009; Pecka, 2004). Mezi ziskané trombofilni stavy fadime antifosfolipidovy syndrom
(viz kapitola 3).
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2.3 Trombotické stavy

Tromboza je proces, pfi kterém dochdzi ke vzniku krevni srazeniny (trombu)
v cévnim systému a muize nastat jak v Zilnim (vendéznim) tak arteridlnim fecisti. Pfi¢inami
vzniku Zilni trombdzy muze byt: sniZzena hladina inhibitord krevniho sraZzeni, tnik tkaiiového
faktoru do krevniho ob&hu, zpomaleni cirkulace krve zilnim fecistém, hluboké a rozsahlé
poskozeni krevnich kapilar nebo rozpad cévniho endotelu vyvolany bakteriemi, ¢i jinymi
toxiny. Mezi rizikové faktory Zilni trombdzy patii obezita, vétsi chirurgické operace, vyssi
veék, imobilizace, koufeni, nadorova onemocnéni ¢i t€hotenstvi.

Pii arteridlni tromboze dochéazi k akutnimu uzavéru, ktery pfichazi velmi néhle.
Uzéavérem krevniho proudu vznikd hypoxie, to mize vést k ischemii az k nekroze. Pti¢inou
uzavieni krevniho proudu je embolizace, bud’ srde¢nim trombem, ktery vznikl pfi infarktu
myokardu, srdecnim selhdni ¢i onemocnénim chlopni, nebo embolus mize mit piivod
v aterosklerotickém platu, ktery se odlomi a vtomto mist¢ zplisobi akutni uzavér.
Rizikovymi faktory arteridlni trombdzy jsou vySs$i vek, koufeni, vysoky krevni tlak,

hypercholesterolémie ¢i diabetes mellitus (Andél, Gregor et al., 2001; Pecka, 2004).

Embolus

Normalni prutok krve Hluboka zilni trombodza

Obrazek 3 Schéma vzniku hluboké Zilni trombozy
Prevzato a upraveno z: http://rshaheenvascular.com/specialty/deep-venous-thrombosis-dvt/
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3 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je autoimunitni onemocnéni, které se manifestuje
trombotickymi komplikacemi jak v arteridlnim, tak v Zilnim fecisti vcetné té¢hotenskych
komplikaci, jako je potraceni, nedonoSeni plodu nebo té€zké preeklampsie. Jde o jeden
z nejcastejSich trombofilnich stavi.

Pfi¢inou vzniku syndromu je autoimunni produkce antifosfolipidovych protilatek
(APLA). Tyto latky vytazuji fosfolipidy z funkce v ramci koagulacnich procesii a zasahuji
tak do procesu krevniho sraZeni, kdy vysledkem tohoto plsobeni byva stav zvany
trombofilie (Pecka, 2004; Hirmerova 2010). U pacientii je onemocnéni charakterizovano
protilatkami typu lupus antikoagulans (LA) a protilatkami proti kardiolipinu (ACLA) resp.
B2 glykoproteinu I. Tyto antifosfolipidové protilatky musi byt laboratorné¢ opakované
prokdzany (minimalni odstup 12 tydni) — bud’ koagulacnimi testy (LA) nebo
imunometodami (ACLA). Patofyziologicky se protilatky projevuji potlacenim inhibi¢ni
cesty proteinu C, coz vede k manifestaci trombotickych komplikaci.

Antifosfolipidovy syndrom se vétSinou vyskytuje u lidi ve stfednim az star§im véku,
vyskytuje se 2-5x Castéji u zen nez u muzl. Vyskyt APS se odhaduje pfiblizné 5 ptipadl na
100 000 osob/rok (Gomez-Puerta, 2014).

U pacientt s antifosfolipidovym syndromem se nachdzeji trombozy cév a/nebo poruchy
gravidity. V krvi jsou p¥itomné antifosfolipidové protilatky. Zilni tromboézy u APS se
nejcasteji diagnostikuji v dolnich koncetinéch jako hluboké Zzilni trombdzy, nebo vznika
plicni embolie. OvSem trombdzy se mohou vyskytovat v celém Zzilnim systému, napf.
arteridlni tromboza u APS je nejcastéjSi v mozkovych arteriich, kde zpisobuje cévni
mozkovou piihodu (Kelling aj., 2012). Nejcastéjsi klinické manifestace jsou znadzornény
v tabulce ¢.2.

Méné¢ casty je i katastroficky antifosfolipidovy syndrom (CAPS), ktery byva spojovéan
s rozsadhlou trombotickou chorobou doprovazenou multiorganovym selhanim s vysokou

mortalitou (Asherson et al., 2003).
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Tabulka 2 Nejcastejsi klinické manifestace APS — prevzato a upraveno dle Hlusi aj. (2003)

Hluboké nebo povrchové koncetinové zily, axilarni, rendlni zily

. Migren6zni stavy, tranzitorni ischemie, cévni mozkova ptihoda, epilepsie, sclerosis multiplex, chorea,
Neurologie . \
multiinfarktova demence

Trombozy véncitych tepen s ICHS, infarkt myokardu, plicni hypertenze, kardiomyopatie

Gastroenterologie Buddtv-Chiariho syndrom, tromboézy jaternich zil, ischemie stfevni

_ Glomerularni trombdzy, trombotickd mikroangiopatie, maligni hypertenze

Endokrinologie Adrenalni trombdzy a Addisonova choroba

SLE-like syndrom, vaskulitis

Dermatologie Sneddontiv syndrom, kozni ulcerace, Raynaudiv fenomén, tfistivé hemoragie

Arterialni nebo zilni okluze, aneurysmata, vaskulitis, akutni rendlni nekrozy, neuropatie optického nervu

Hematologie Trombocytopenie

Kostni nekrozy, postoperativni trombdzy

Transplantace Orgénové rejekce
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3.1 Klasifikace a diagnéoza APS

Pokud se APS vyskytne bez spojeni s dal§im chorobnym procesem, je oznacovan jako
primarni, zatimco sekundarni APS se vyskytuje u lidi s jinymi autoimunitnimi chorobami,
jako je napf. systémovy lupus erythematodes (SLE), maligni onemocnéni ¢i infekce — viz
tabulka ¢.3 (Carsons, 2004).

Diagnosticka kritéria pro antifosfolipidovy syndrom se déli na klinicka a laboratorni,
k diagnoze je pak nutné splnéni nejméné jednoho klinického a jednoho laboratorniho
kritéria. Dle Penka et al. (2009) zde patfi:

e Klinicka kritéria
o Trombdza
= Jedna ¢i vice klinickych projevil arteridlni ¢i venozni trombdzy,
pfipadné trombo6zy malé cévy v jakékoli tkani ¢i organu
o Porucha téhotenstvi
= Jedno ¢i vice nevyjasnénych umrti morfologicky normalniho
plodu v nebo po 10. tydnu gravidity
= Jedno ¢i vice pfedcasnych narozeni morfologicky normalniho
novorozence pied 34. tydnem téhotenstvi zdivodu t&zké
preeklampsie nebo placentarni insuficience
* Tii nebo vice nevysvétlitelnych spontdnnich potrati pted
10. tydnem gravidity
e Laboratorni kritéria
o Lupus antikoagulans
» V plazmé prokazéan vickrat v ¢asovém odstupu 12 a vice tydnt
= Detekovan dle doporuceni Mezinarodni spolecnosti pro trombdzu
a hemostazu (ISTH)
=  Musi byt provedeny screeningové, korekeni a konfirmacni testy
o ACLA
* Musi byt prokazany v séru ¢i plazmé vickrat v casovém odstupu
12 a vice tydnit ELISA metodami
= Vyskyt izotypt IgG ¢i IgM ve stiednim a vysokém titru protilatek
o Antif-GP I
* Musi byt prokazany v séru ¢i plazmé vickrat v casovém odstupu

12 a vice tydnti ELISA metodou
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Tabulka 3 Onemocnéni provazena vyskytem antifosfolipidovych protilatek — prevzato a upraveno dle Penka (2005)

SLE

RA
psoriaticka artritida
Sjogreniiv syndrom

sklerodermie
Behcethova choroba
vaskulitidy
polymyalgie
Crohnova choroba
diabetes mellitus

AITHA

Karcinomy (plice, ledviny, prostata, délozni
¢ipek, ktize, mo¢ovy méchyft, stievo, jicen,)

thymom
melanom
lymfom
leukémie
myeloproliferace

Waldenstromova makroglobulinémie
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fenothiaziny

prokainamid
interferon
interleukin 2
chinin/chinidin
hydralazin

estrogenni
kontraceptiva

kyselina valproova
streptomycin
penicilin

propranolol

renalni

malarie L,
selhani

syfilis
lepra
tuberkuldza
borelidza

salmonela

mykoplazmové
infekce

streptokoky
stafylokoky
hepatitidy

HIV



3.2 Lécba antifosfolipidového syndromu

Idealni lécba pacientii s APS je neustadlym pfedmétem diskuzi, jelikoz se jedna

o vzacné se vyskytujici autoimunitni onemocnéni a je velice obtizné provést studie na tak

malém poctu pacient s APS. Dulezita je pfedevSim primarni prevence, kdy v tivahu jsou

nasledujici postupy dle Bulikova & Penka (2009); Malickovéa & Fucikova (2001):

o Zddnd trvald lécba

(@)

(@)

Pacientiim je doporuceno vyvarovat se dalSich rizikovych faktord, jako
napf. koufeni, obezita ¢i oralni kontracepce

Kratkodoba antitrombotickd profylaxe obvykle nizkomolekuldrnim
heparinem je zavedena pfi dal§im navyseni trombofilniho rizika — operace,
urazy ¢i imobilizace

Nemocni by méli byt peclivé monitorovani

o Kyselina acetylsalicylova (ASA)

(@)

Patii k nejcastéji pouzivané 1écbé APS pomoci nizkych davek aspirinu
(75-100 mg denng)

Mechanismus ucinku ASA spocivd v blokaci cyklooxygenazy a tim
pferuseni syntézy tromboxanu Az v trombocytech a v kone¢né fazi inhibice

jedné z hlavnich cest aktivace trombocytl

o Antikoagulancia

(@)

Nejvétsi roli ma heparin, ktery se uziva predevS§im pii akutnich
tromboembolickych piithodach a obvykle po jeho podani nasleduje
nékolikamé&si¢ni 1é¢ba warfarinem

Utinek heparinu zavisi na vazb& na plazmaticky heparinovy kofaktor —
antitrombin III (ATIII), ktery inhibuje aktivovany trombin a nasledné
blokuje preménu fibrinogenu na fibrin

Warfarin je 1€k, jehoz ucinek je zaloZeny na blokaci t¢inku vitaminu K
v organismu, vitamin K je dilezity pro tvorbu vitamin K dependentnich

koagulacnich faktort

Specidlni postup terapie se provadi u gravidnich zen s APS. Nejucinnéjsi 1écbou se

zde ukazaly vysoké davky intraven6znich imunoglobulint, kdy u asi 85 % téhotnych zen

doslo k porodu zdravého plodu bez rustové retardace. Tato terapie je finanéné naroc¢na, kdy

se u jedné Zeny pohybuje ve statisicich korun. U téhotnych Zen se pfi 1écbé vyuzivaji také

vy$si davky kortikosteroidd, které ovSsem vedou k Castéj$im predcasnym porodim.
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3.3 Antifosfolipidové protilatky

Antifosfolipidové protilatky jsou heterogenni skupinou autoprotilatek, jez jsou
charakterizovany nachylnosti k tromb6zadm v zilnim, tepenném ¢i mikrocirkuldrnim fecisti
a reprodukénimi ztratami. Ty znich, které maji vztah k antifosfolipidovému syndromu
(APS), rozpoznavaji epitopy proteinii vazajicich se na negativné nabité fosfolipidové
povrchy, jako jsou P2-glykoprotein I (B2GPI), protrombin, faktor V, protein C a S,
trombomodulin, anexin V, vysoko- i nizkomolekularni kininogen a komplex FVII/FVIla.
Fosfolipidy jsou poléarni lipidy, které se ¢asti formuji do bunééné membrany (viz obrazek
¢.4). Negativné nabitymi fosfolipidy jsou fosfatidylserin, fosfatidylinositol, kyselina
fosfatidova a kardiolipin, zatimco fosfatidylcholin je neutralné nabity a fosfatidyletanolamin
dipolarni. Fosfolipidy maji za kol jednak udrzovat strukturu plazmatické membrany ve
funkénim stavu a jednak je nutnd jejich pfitomnost ve vnéjsich, vnitinich i spolecnych
krocich aktivace koagulace (Penka & Bulikova, 2009; Krejsek, 2004).

Antifosfolipidové protilatky se vyskytuji ve tfidich imunoglobulinii IgG a IgM,
mohou se ovSem vyskytovat i ve tfid¢ IgA, které ale nejsou diagnostickymi kritérii APS

(Bartkové, 2010).
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Obrdazek 4 Schéma molekuly fosfolipidu — prevzato od ALBERTS a kol. (1998)
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3.3.1 Rozdéleni antifosfolipidovych protiliatek dle metody detekce

Z diagnostického hlediska APS rozdélujeme antifosfolipidové protilatky na tii velké
skupiny:

e Protilatky proti kardiolipinim (ACLA)

e Protilatky proti B2-glykoproteinu I (antif2-GP I)

e Lupus antikoagulans (LA)

Pomoci ELISA metod mlzeme diagnostikovat antikardiolipinové protilatky
a protilatky proti B2-glykoproteinu I. Lupus antikoagulans se diagnostikuji na zakladé jejich
schopnosti ovliviiovat reakce krevniho srdzeni, jez je zavislé na fosfolipidech, tzv.

koagulacni reakce (Penka et al., 2011).

Protilatky proti kardiolipiniim (antikardiolipinové protilatky = ACLA)

Antikardiolipinové protilatky fadime do tfid IgG nebo IgM. Kardiolipin je
mitochondridlni fosfolipid z hovéziho srdce (Roubey, 1994). Pokladaji se za slabsi rizikovy
faktor trombozy nez LA a stejné jako s Zilni tromboézou byvaji spojené s infarktem myokardu

(Sakalova et al., 2010).

Protilatky proti pr-glykoproteinu I (antif>-GP 1)

Stejné jako predchozi skupina protilatek se fadi do tiidy IgG nebo IgM. Je znamo, ze
Ba-glykoprotein 1 je hlavnim cilovym antigenem, jez rozpozndvaji antifosfolipidové
protilatky (Rand, 2007). Zastupuje tak funkci tzv. plazmatického kofaktoru a pomoci néj se
antifosfolipidové protilatky vazi na fosfolipidové povrchy. Molekula B2-GP I je sestavena
z 326 aminokyselin (AMK) a je rozdélena do 5 homolognich domén. Prvni ¢tyfi domény
jsou identické, kdy kazda z nich obsahuje 60 AMK s velkym obsahem tryptofanu, cysteinu
odpovédna za vazbu na negativné nabity fosfolipid (Agar et al., 2010). Nejvice jsou
spojovany s trombo6zou. Choroby, které vznikaji trombotickymi komplikacemi, jsou
zplisobeny vice protilatkami proti B2-GP I, které jsou namifeny proti epitopu, jez se nachazi

na prvni doméné (Keeling et al., 2012).
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Lupus antikoagulans

Timto terminem se vyznacuji imunoglobuliny (IgG a IgM), kter¢ zasahuji do procesu
hemokoagulace in vivo. In vitro se projevuje jako koagulopatie v testech zavislych na
tromboplastinu, ale in vivo miZze jako soucast APS paradoxné zvySovat koagulaci
a predisponovat tak k tromboze. Jedna se o skupinu protilatek, které soutézi s koagulacnimi
faktory o negativné nabité fosfolipidy, které funguji jako katalytické povrchy a dochazi tak
k prodlouzeni vyslednych cast pifi koagulacnich testech, napi. aktivovany parcidlni
tromboplastinovy test (aPTT), trombinovy test (TT), kaolinovy test (KCT), reptilazovy test
(RT) nebo test sjedem Russelovy zmije (ARVVT). Pojem ,lupus® neni Uplné ptesny,
protoze LA se nenachazi pouze u pacientli s SLE a naopak pacienti s SLE nemusi byt na LA

pozitivni (Sakalova et al., 2010; Hirmerova, 2010).

3.3.2 Mechanismus piisobeni antifosfolipidovych protilatek

Piisobeni antifosfolipidovych protilitek mizeme rozdélit na dva zdkladni
mechanismy. Mezi prvni mechanismus fadime APLA, které ovliviuji kinetiku reakci
zavislych na fosfolipidech, druhym mechanismem ovliviiuji funkéni nastaveni ¢astic nebo
bun¢k (trombocytli, monocytil, neutrofilli, fibroblastl atd.). Antifosfolipidové protilatky
také mohou svym plsobenim ovlivnit komplementovy systém, inhibovat fibrinolyzy, nebo
dohazi k blokaci antitrombotické funkce anexinu V (viz tabulka €. 4). VSechny tyto procesy

-----

k riznym klinickym manifestacim (Bulikova et al., 2012).

Pti ptsobeni APLA dochéazi v organismu ke zméndm, které nevznikaji z diivodu
trombozy, ale tyto autoprotilatky plsobi pfimo na rizné bunécné struktury (receptory).
Takto dochazi k aktivaci buniky, nepfimému zasahu do imunitnich reakci ¢i vznikne jina
funkéni zména. Tato zména se v patofyziologii pravdépodobné tyka reprodukénich ztrat

nebo nékterych neurologickych projevti (Bulikova & Penka, 2006).
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Tabulka 4 Mechanismy piisobeni APLA — prevzato a upraveno dle Penka et al., 2009)

Protilatka

Pusobeni

B2-glykoprotein I

Inhibice aktivace PC, inhibice inaktivace Fva a FVIII cestou
APC/PS, inhibice aktivace fibrinolyzy komplexem FXII/PK,
inhibice aktivace AT mediované heparan sulfatem, potenciace
aktivace trombocytll, potenciace tvorby Fxa na trombocytech,
snizeni volného PS cestou inhibice interakce 32-glykoproteinu
I a C4 vazajici protein

Anti-trombin/anti-
protrombin

Vazba na trombinem aktivované desticky, inhibice uvolnéni
prostacyklinu pod vlivem trombinu, inhibice aktivace PC

Anti-protein C

Inhibice inaktivace Fva a FVIIla cestou APC/PS, inhibice
aktivace proteinu C

Anti-protein S

Inhibice inaktivace Fva a FVIlla cestou APC/PS

Anti-fosfolipaza A»

Inhibice produkce prostacyklinu z endotelidlnich bunék

Anti-trombomodulin

Inhibice aktivace PC

Anti-heparan-sulfat cévni

sty Inhibice aktivace AT mediované heparan sulfatem

Ovlivnéni funkce placentarniho antikoagulacniho proteinu I
(anexinu V) tvorbou komplexi, blokovanim nebo odstranénim
anexinu V z jeho pfirozenych mist v placenté

Anti-anexin V

PC — protein C; PS — protein S; F — faktor; APC — aktivovany protein C; AT — antitrombin,
PK — prekalikrein

3.3.3 Laboratorni diagnostika antifosfolipidovych protilatek
3.3.3.1 Diagnostika lupus antikoagulans

K laboratorni diagnostice LA se vyuziva schopnosti APLA in vitro prodluzovat
koagulac¢ni testy zavislé na fosfolipidech. Testy musi byt pozitivni dvakrat v odstupu Sesti a
vice tydnt. Diagnostické testy APLA muzeme rozlisit dle zptisobu detekce na koagulacni
testy (pro LA) a na ELISA metody (ACLA a antif2-GP I). Koagulac¢ni testy jsou mnohem
komplikovanéjsi nez testovani protilatek proti kardiolipinu a PB2-glykoproteinu I, protoze
vySetfeni LA vyZaduje rychlé zpracovani plazmy (do hodiny) na bezdestickovou plazmu
pomoci centrifuganich metod a je tak znemoznéna diagnostika vzorkii do centralnich
laboratofi. Plazma musi byt bezdestickova, protoze krevni desticky snizuji APC-pomér
(podil hodnoty aPTT vySetfované plazmy za a bez ptitomnosti exogenniho APC). Pokud
plazma nebyva zpracovana do hodiny, vysledky mohou byt zkresleny vyvdzanim inhibitoru
na trombocyty a jejich fosfolipidy. Vysledky pak mohou byt falesné negativni (Hlusi et al.,
2003; Bulikova & Penka, 2006).
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Diagnéza LA se potvrzuje p vice nez 12 tydnech od prvniho pozitivniho vysledku.
Vylou¢i se tak prechodné APLA, které jsou casto pifitomny u sekundarnich infekci ¢i
u jiného akutniho onemocnéni (Sangle et al., 2011).

V diagnostice LA se pouzivaji screeningové, korekéni a konfirmacni testy, kdy se
vySetieni ptimo idi nasledujicimi principy dle Penka et al. (2011), Sakalova et al. (2010):

1. Screeningové testy — prukaz patologie testli zavislych na fosfolipidech
2. Korekcni testy (tzv. smésné testy) — prukaz inhibitoru (vylouceni defektu faktoru,
ovlivnéni heparinem atd.)

3. Konfirmacni testy — prukaz fosfolipidové zavislosti inhibitoru

Screeningové testy

Principem screeningovych testl je zavislost na fosfolipidech a citlivost na LA. Mezi
tyto nejcast&jsi testy patii aPTT, dRVVT s jedem Russelovy zmije, jeZ za piitomnosti Ca?*
a fosfolipidl aktivuje FX. Déle pak méné vyuzivanym screeningovym testem je kaolinovy
Cas, ktery se pouziva u t€hotnych Zen a v neposledni fad¢ i reptilazovy test. U vSech testl je
pfitomnost inhibitoru typu LA identifikovana na zdklad€ prodlouzeného koagula¢niho ¢asu.
Je nutné provést minimalné dva screeningové testy zajistujici prodlouzeni koagulacniho
Casu, protoze tyto testy vykazuji nizkou citlivost. Pokud se po pfidani normalni plazmy
a fosfolipidi nezkrati Cas, je potieba odlisit pisobeni dalSich faktort, jakymi jsou specificky
inhibitor nebo heparin. Screeningové testy se vyhodnocuji pomoci naméteného
koagula¢niho c¢asu (v sekundach) a poméru (R=Ratio) cCasu testované plazmy k Casu

kontrolni (normalni) plazmy (Penka & Bulikova, 2009).

o Aktivovany parcialni tromboplastinovy test (aPTT)

Jedna se o zakladni koagulacni test, ktery ma za tikol monitorovat vnitini koagulacni
systém, predevsim FVII, FIX, FXI, FVIII a prekalikrein. Nejprve se k vySetfované plazmé
piida parcialni tromboplastin (kefalin) a Ca®" (chlorid vapenaty) a dochazi tak k aktivaci
koagula¢niho systému vnitini cestou. Pro urychleni aktivace je pfidavan aktivator, a to
nejcasteji kaolin, kemicitany nebo polyfenoly. Vysledek se vyjadfuje v sekundach (norma
25-35 s) za ktery dojde ke koagulaci a v jednotkéch Ratio (R = ¢as testované plazmy/ Cas
kontrolni plazmy — norma = 0,8-1,2). Tento vysledek je prodlouZeny pii vrozenych ¢i
ziskanych defektech faktort XII, XI, IX a VII, HMWK, prekalikreinu, specifickych
inhibitorech a nespecificky je prodlouzeny u APLA typu LA. Pfi u¢inné antikoagula¢ni
1¢cbé heparinem je vysledkem hodnota R = 1,8-2,0 (Penka et al., 2011; Sakalova et al.,
2010).
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o Tests jedem Russelovy zmije (dRVVT)

Je jednim ze screeningovych testd, ktery je Siroce vyuzivan v klinickych
laboratofich. Nejvice je pfinosny pro diagnostiku LA a jeho pozitivita je spojena s vyS$$im
rizikem trombozy (Pengo et al., 2009). Vysoka citlivost dRVVT testu k LA je dédna
snizenym obsahem fosfolipidli a v pfitomnosti protilatek typu LA dochazi k vyraznému
prodlouzeni koagulac¢niho ¢asu. Je tomu tak, protoze enzym, jez je obsazen v jedu Russelovy
zmije, v pritomnosti fosfolipidd, kalciovych iontd, protrombinu a FV piimo aktivuje FX.
Aktivovany FX nasledné za pfitomnosti kefalinu §tépi protrombin na trombin, ktery aktivuje
pfeménu fibrinogenu na fibrin, ¢imz dochdzi ke vzniku fibrinové sraZeniny. Lupus

antikoagulans prodluzuje srazeci ¢as dRVVT (Pecka, 2010).

e Kaolinovy test (KCT)

Dalsi z méné¢ Castych screeningovych testil je KCT, kdy se jednd v podstaté o aPTT
bez ptfidavku aktivatoru. Jeho velice citlivy na mnozstvi krevnich desticek v plazmé
a pouziva se predevsim u t€¢hotnych zen. V ptipad¢ prodlouzeni koagula¢niho ¢asu dochazi
ke korekci normalni plazmou v poméru 1:1 a vySetfeni se musi provést ihned po smiseni
nebo maximalné po 1-2 hodinové inkubaci. Pokud nedojde ke zkraceni koagula¢niho Casu,

jedné se pravdépodobné o pfitomnost LA v organismu.

e Reptilazovy test

Jednoduchy test, ktery v citratové plazmé méii rychlost pfemény fibrinogenu na
fibrin po pfidani reptilazy. Reptildza je hadi jed (Bothrops atrox), ktery vykazuje podobnou
aktivitu jako trombin. Na rozdil od né& vSak jeji plsobeni neni ovlivnéno piitomnosti
heparinu, a proto se vyuziva ke zjisténi vlivu heparinu na prodlouzené aPTT a TT (Sakalova

etal., 2010).

Korekcni testy (smésné testy)

Smésné testy se pouZzivaji k potvrzeni pfitomnosti inhibitoru typu LA, pokud jsou
prodlouzené screeningové testy (tzn., pomér Casu testované plazmy k ¢asu normalu je vétsi
nez 1,2). Zahrnuji aPTT i dRVVT testy. Testovani se provadi se smési pacientovy a normalni
plazmy v poméru 1:1, proto v n€kterych literaturach nachdzime korekéni testy zvané jako
smésné testy. Ve vysledku ani po pfidani stejného mnozstvi normalni plazmy k plazmé
pacienta nedochazi ke zkraceni prodlouzenych koagula¢nich ¢ast. Prodlouzeni vyslednych

wrwe

faktorii nebo defektem faktort (Bulikova & Penka, 2006; Tripodi et al., 2011).
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Konfirma¢éni testy

Provadi se tehdy, pokud nedochazi ke korekci prodlouzenych casti ve smésnych
testech, za pouziti vy$siho obsahu fosfolipidi, neutralizaci destickovymi fosfolipidy nebo za
pouziti reagencie nezavislé na LA. Pokud je LA prokazan v piedchozich testech, zvysi se
koncentrace fosfolipidl, dochazi k neutralizaci LA a ke zkraceni koagula¢nich ¢ast (Penka
& Bulikova, 2009).

Mezi konfirmacni testy patii destiCkovy neutralizacni test (PNP — Platelet
Neutralisation Procedure) nebo HNP testy (Hexagonal Phospolipid Neutralisation), které
jsou na bazi aPTT vyuzivajici schopnost PL v hexagondlni fazi vazat LA.

Pokud je konfirmaéni test pozitivni, potvrzuje pfitomnost inhibitoru typu LA. Také
lze vyuzit testl s hadimi jedy, jako napf. textarinovy Cas (zavisly na PL) a ekarinovy cas
(nezavisly na PL, ureny pouze k vylou€eni vlivu heparinu). Nasledn¢ se vyhodnocuje
pomér Casu textarin/ekarin, tedy Cas screen/Cas confirm s referenéni mezi do 1,2 (Penka et

al., 2011).

o Destickovy neutralizacni test (PNP)

Jedna se o konfirmacni test, ktery je pouzivan k diagnostice LA, jehoZ principem je
schopnost PL krevnich desticek neutralizovat inhibitory typu LA a tim zkracovat ¢as aPTT.
Fosfolipidy trombocytl lze ziskat bud’ promytim trombocytl s kalciovym ionoforem ¢i
opakovanym zmraZenim a rozmrazenim, ¢imz dochdzi k vystavovani aniontovych PL na
povrsich krevnich desti¢ek. Ke zkraceni koagulac¢nich €asti dochazi, pokud je ptitomny LA

(Pecka, 2010).
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3.3.3.2 Diagnostika kardiolipinovych protilatek a protilatek proti f2-GP I

Pro laboratorni stanoveni hladin IgG a IgM antikardiolipinovych protilatek
a protilatek proti Bo-GP I se pouzivaji chemiluminiscenéni ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) testy (Miyakis et al., 2006). Jedna se o tzv. sendvicovou techniku,
kdy se nejprve ELISA desticka pokryje bud’ 2-GP I nebo aniontovym fosfolipidovym
kardiolipinem. Poté se pfida sérum pacienta v predem uréeném fedéni (1:50) a nasledné se
aplikuje sekundarné znacena protilatka, kterd tak umozni navéazani izotypt IgG nebo IgM
(Lakos et al., 2012). Mikrotitracni ELISA desti¢ky se pouzivaji dvojiho typu, jednak jsou to
ozéfené (vysoce citlivé) destiCky a desticky s citlivosti nizkou. V ptipadé detekce protilatek
proti kardiolipinim se dokazuje pfitomnost protilatek, které se vazi ptfimo na kardiolipin
a dalsi aniontové PL. Detekovany jsou i protilatky, které se vazi na 2-GP I, jezZ byl potaZen
na povrchu aniontového PL (Passam & Krilis, 2004). Teoreticky je antikardiolipinova
ELISA mén¢ specifictéjsi nez anti-B2-GP 1 ELISA z divodu, Ze ACLA ELISA detekuje
nespecifické protilatky, které jsou v plazmé disledkem raznych infekei (Hunt et al., 1992).

Testovani téchto APLA je pomérné jednoduché, které je vyuzivino mnoha
laboratofemi. Mezi hlavni nevyhody této metody patii nizka specifita, nejasnost v ur¢ovani
,cut off“ rozhrani, heterogenita vysledki mezi komeréné doddvanymi diagnostickymi sety,
a pfedevS§im se tato metoda Spatn¢ standardizuje. Proto se na zdkladé mezinarodnich
diagnostickych kritérii provadi opakované testovani (Bulikova & Penka, 2006). Chybna
diagn6za APS miiZe nastat u pacienti, ktefi maji zvySenou hladinu ACLA (napf. syfilis ¢i
lymské borelidza). U téchto infekci mizeme nalézt zvySenou hladinu ACLA, ale nebyva

spojovana s rizikem vzniku trombéz (Rand, 2003).
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Obrazek 5 Tvorba komplexi APLA/B2-GP I a jejich vazba na fosfolipidovy povrch — prevzato od
Hirmerova(2010)

Vytvofeny komplex, ktery ma vysokou afinitu k PL povrchu, touto vazbou zabrafiuje navazani
koagulac¢nich faktord na stejny povrch — dochdzi k inhibici koagulace, a tedy k fenoménu ,lupus
antikoagulans®.
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3.3.4 Nové globalni testy

V nedavné dobé se zacaly pouZivat testy pro vySetfeni celkové hemokoagulacni
funkce, které jsou schopné odhalit celkové snizeny nebo zvySeny trombogenni potencial
krve. Tyto testy jsou zalozeny na principech klasickych koagula¢nich vySetteni, ovSem navic
vyuzivaji 1 nejnov§js$i techniky. Patfi knim napf. trombin generacni test (TGT),
tromboelastografie (TEG) nebo koagula¢ni vlnové analyza. Klasické koagulaéni testy jako
aPTT ¢i dRVVT méfi ¢as do zacatku koagulaéniho procesu, nové techniky jsou zaloZeny na
kvantitativnim méfeni priibéhu celého procesu srdzeni, pfiCemz odrazeji pomér mezi

plsobenim prokoagulac¢nich a antikoagulac¢nich procest (Sakalova et al., 2010).

3.3.4.1 Trombin generacni test

Test generace trombinu (TGT) je novd metoda vySetfeni koagulace z pohledu celé
koagulacni kaskady. Je zalozena na fluorimetrickém stanoveni generace trombinu v Case.
Hlavni vyhodou je, ze se komplexni koagulace d4 vySetfit nezavisle na poctu trombocytl
v plazmé¢ i nezavisle na hladin¢ tkanového faktoru. Test je Siroce vyuzivan v klinickém
vyzkumu k méfeni globalniho trombogenniho potencialu pii poruchach srazlivosti krve.

Trombin, jez je aktivni formou protrombinu, hraje dulezitou roli v koagulaci, kde
mimo jiné funkce plisobi jak prokoagulacné, tak antikoagula¢né. Proto vyuzivame TGT,
ktery je vykonnym néstrojem pro ziskéani celkové informace pribéhu hemostazy. Principem
metody je méfeni, kdy se k plazmé pacienta ptida fluorogenni substrat, ktery je po aktivaci
koagula¢ni kaskady preménén vznikajicim trombinem na fluorofor za ptitomnosti
fosfolipidii, tkanového faktoru a Ca?*. Vysledny signal je kontinualné zaznamenavan
fluorometrem a nasledné¢ vyhodnocen pfisluSnym softwarem. Piesnéji se tedy méfi
fluorescence produktu aminometylkumarinu pii vinové délce 390/460 nm (excitace/emise),
ktery vznika pfeménou fluorogenniho substratu ptisobenim trombinu (Baglin, 2005; Hemker

et al., 2004).
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Obrdazek 6 Prichod paprsku reakcni kyvetou
Prevzato z http://'www.technoclone.com/pdfifolder/files/TGAO0IE.012 Technothrombin TGA.pdf

Vysledkem tohoto testu je trombinogram, graf zavislosti koncentrace trombinu
v plazmé pacienta (v nM) na ¢ase (v min). Dle Pecka (2010) a Penka et al. (2014) z n¢j
mizeme vycist nékolik ditlezitych hodnot:
o Lag time (min) = Cas do vytvoreni detekovatelné koncentrace trombinu (iniciacni faze)
o Time to peak (min) = as do dosazeni maximalni koncentrace trombinu
o Peak (nM) = maximalni dosazena koncentrace trombinu

o AUC (plocha pod kiivkou) = celkové mnozstvi vytvorené¢ho trombinu

o VI (Velocity index) = rychlost narlstu generace trombinu

Lag time
- Time to peak
< Peak height
=3
z
=
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£
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e
= Area under the curve (ETP)
N — —
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T T T | |
0 10 20 30 40 50
Time (min)

Obrazek 7 Trombinogram — zavislost mnozstvi trombinu na case
Prevzato z https://academic.oup.com/clinchem/article/62/5/699/5611759
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EXPERIMENTALNI CAST

1 PRISTROJE A MATERIAL

o Koagulacni analyzator Ceveron® Alpha, Technoclone, Rakousko — plné
automatizovany moderni pfistroj, na kterém je mozné provadét koagulacni,
chromogenni, turbidimetrické a fluorometrické méfeni. Vestavény fluorescencni
reader pracuje s excitacni vinovou délkou 360 nm a emisni vinovou délkou 465 nm.

o Automatické pipety 1000 ul — Eppendorf AG, Hamburg, Némecko

o Lednicky (4-8 °C) a mrazici boxy (-20 °C, -80 °C)

o Laboratorni sklo a plastové stojanky

o Krevni plazma chudé na krevni desticky

2 DIAGNOSTIKA A REAGENCIE

o Destilovana voda
o Roztok CaCl — 25 mM
o VysSetfovaci kit Technotrombin TGA, Technoclone, Rakousko — soubor reagencii
pro fluorescencni méfeni generace trombinu v plazmé po aktivaci koagulacni
kaskady prostfednictvim smési fosfolipidi a tkanového faktoru
= LOW RC Technotrombin TGA — 5 pM rekombinaéni lidsky tkanovy
faktor snegativné nabitymi fosfolipidy (nizkd koncentrace
fosfolipidovych micel)
= Reaction BUF Technotrombin TGA — reakéni pufr
= SUB Technotrombin TGA — 1 mM fluorogenni peptidovy substrat
Z-Gly-Gly-Arg-AMC
o TGA Technotrombin calibrator — 1nM trombinovy kalibrator

o Ceveron promyvaci roztok
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3 PREANALYTICKA FAZE
3.1 Odbér vzorku

Nejprve byly vzorky krve odebrany do zkumavek, ve kterych se nachdzelo nesrazlivé
¢inidlo, tedy citrat sodny. Vzhledem k tomu, Ze jsou vysledky koagula¢nich testl zavislé na
poméru Ca?" iontd a Ca*' chelataniho roztoku, je nutné provést optimalizaci mnoZstvi

citratu sodného v odbérovce dle vzorce:

o, i (100 — Hct)
ml citratu sodného = ——— = x ml odebrané krve
(595 — Hct)

Odebrany vzorek musi byt patfiéne oznacen Stitkem s celkovou identifikaci pacienta,

tj. pfijmeni, jméno a rodné ¢islo pacienta.

3.2 Zpracovani vzorku (centrifugace)

Jednotlivé vzorky pacientil jsou ndsledné zcentrifugovany, aby se odstranily krevni
buniky od plazmy. Centrifugace probihd 15-20 minut pfi 2500-3000 g pro ziskéni plazmy
chudé na krevni desticky. Pro co nejmensi obsazené mnozstvi trombocyti v plazmé

(< 10 G/1) se centrifugace opakuje, abychom piedesli vzniku falesné negativnim vysledkiim.

3.3 Uchovani vzorku

Ziskanou plazmu pacientl je nutné zpracovat nejpozdéji do 2 hodin od separace pro
co nejidedlné;si vysledky, ptipadné jde odd€lend plazma v aliquotech uchovat a zamrazit pti
-20°C. Neni doporuc¢ovano opétovné zmrazovani a rozmrazovani vzorkd. Pred vySetfenim
je tteba vzorek vytemperovat v termostatu (vodni ldzni) pii teploté 37 °C po dobu 5 minut,

aby mohlo dojit k naslednému méfeni a stanoveni.

3.4 Vlastni méreni — priprava reagencii

Reagencie byly nejprve rozpustény v pozadovaném mnozstvi destilované vody
(viz tabulka €. 5). Po uplném rozpusténi byly reagencie vloZzeny na své ptesné pozice do

pfistroje Ceveron Alpha a pfipraveny k pouziti.

Tabulka 5 Priprava reagencii na TGT

Reagencie Mnozstvi vody (ml)
SUB Technotrombin TGA 3
Reaction BUF Technotrombin TGA
RC LOW Technotrombin TGA 1
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4 SOUBOR PACIENTU

Tato préace byla postavena na souboru pacientli s podezienim na pfitomnost lupoidnich
antikoagulancii a antifosfolipidovych protilatek, tedy protilatek proti kardiolipinu
a Po-glykoproteinu I. Bylo hodnoceno 152 pacientil, z toho 121 Zen a 31 muzi. Zeny mély
pramérny veék 48 let, zatimco pramérny vék muzi byl o 10 let vyssi. U vSech pacientl byl
proveden trombin generacni test pomoci fluorogenni detekce vznikajiciho trombinu za
aktivace ruznych typid a koncentraci fosfolipidii. Nésledné byla zjiStovana vzdjemna
korelace jednotlivych vysetfovanych antifosfolipidovych protilatek spolu s vysledky

trombin generacniho testu.
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5 METODIKA

Tato diplomova prace navazuje na Bc. praci, kde jsem detailn¢ vySetfovala

kardiolipinové protilatky a protilatky proti B2-glykoproteinu I.

5.1 Trombin generacni test

Trombin generacni test (TGT) se fadi mezi globalni funk¢ni testy analyzujici
a moniturujici systém hemostazy za pouziti specialniho fluorometru. Pii samotném vysetfeni
se pouziva citratova plazma, ktera je chuda nebo bohata na krevni desticky.

Trombin, jez je aktivni formou protrombinu, je velice dulezity pfi aktivaci krevniho
srazeni, zaroven je zprostfedkovatelem inhibice hemostatickych pochodii a uplatituje se
1 v mezibun&tné signalizaci, fibrinolyzy a zanétlivych procesech.

Pro méfeni se vyuziva pln¢ automaticky a kompaktni ptistroj Ceveron Alpha od firmy
Technoclone, Rakousko, méfici koagulaci zhlediska celkové koagulacni kaskady.
Principem TGT testu je sledovani tvorby trombinu v ¢ase na zéklad¢ aktivace koagulacni
kaskady lidskym tkanovym faktorem (TF), které nas informuje o aktudlnim obrazu
hemostazy. Reakce probiha za i¢asti negativné nabitych fosfolipidii a Ca?*. Princip samotné
metody spocivd v méteni fluorescence produktu aminometylkumadinu, ktery se vytvari
pfeménou fluorogenniho substratu plsobenim trombinu. Fluorescence je vyvolana
dopadajicim monochromatickym zatenim o vlnové délce 360 nm, které vyvola emisi zafeni
o vlnové délce 460 nm. Toto zafeni je poté snimano detektory. Ve skutecnosti neni
fluorogenni signal pfimo umérny aktivité trombinu (zavisi napf. na barvé plazmy), proto je
nutné pouzivat trombinovy kalibrator. Jedna se o modifikovany trombin, ktery je schopen
pfeménovat fluorogenni substrat a ve vysledku se sam koagulaéni kaskady neti¢astni.

Vysledkem tohoto métenti je kiivka — trombinogram, ktery popisuje generaci trombinu
v Case ve srazejici se plazmé. Tato kiivka je charakterizovana tfemi hlavnimi parametry: lag
faze (doba do nastupu generace trombinu), peak (maximalni koncentraci trombinu)
a plochou pod kiivkou, kterd vyjadiuje celkové mnozstvi vzniklého trombinu. Pfi nevhodné
generaci trombinu tak miZze dochazet k patologickym stavim, tzn. krvacivym

a trombotickym onemocnénim.
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6 VYSLEDKY
6.1 Optimalizace metody

Vysledky optimalizace metody trombin genera¢niho testu je znazornéno na
nasledujicich tfech grafech, kde jsou uvedena data jednotlivych parametrti pro negativni
a rizné (n€kolikanasobné) pozitivni pacienty. Na vSech nésledujicich grafech mizeme vidét,
ze hodnoty triple pozitivnich pacientii jsou jednoznacné vys$si nez u kontrolnich pacientt.
Double a single pozitivni pacienti maji pak sestupné hodnoty vzhledem ke kontrolnim
pacientiim. Pouze na obrazku ¢.8 u méteného parametru Lag time vidime, Ze s postupn¢ se
zvySujici koncentraci se zkracuje ¢as do vytvofeni prvni generace trombinu, zatimco na

dal$ich dvou grafech se hodnoty téméf nevychyluji.
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Single pozitivni pacient ¢.2 mDouble pozitivni pacient  mTriple pozitivni pacient

Obrazek 8 Grafické zndzornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkai pacientit mezi riiznymi koncentracemi
fosfolipidii s nameérenymi hodnotami TGTt
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Obrazek 9 Grafické zndzornéni vzajemné korelace a porovnani vysledkii pacientit mezi riiznymi koncentracemi
fosfolipidii s namerenymi hodnotami TGTm
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Obrazek 10 Grafické znazornéni vzdjemné korelace a porovnani vysledkii pacientit mezi riznymi
koncentracemi fosfolipidii s namérenymi hodnotami TGTe

6.2 Mérené hodnoty pacientii

V této kapitole je vySetfovany soubor 152 pacientll se suspekci na pritomnost
sledovanych protilatek shrnut v tabulce, kde jsou uvedena namétfend data jednotlivych testl
véetné pozitivity (Cervené) ¢i negativity. Taktéz se v tabulce nachazi vysledky
optimalizované metody trombin genera¢niho testu. VSechny vzorky pacientli pro méfeni
trombin genera¢niho testu byly odebrany v rozmezi duben—ijen 2019. Po ziskani vSech
namétenych hodnot byli pacienti rozdéleni na zdkladé poctu pozitivit ve vySetfovanych
parametrech. Nésledné jsou hodnoty graficky zndzornény a porovnany na zékladé dvou
raznych koncentraci fosfolipidi spolu s kontrolnimi, single, double a triple pozitivnimi
pacienty. Nejvétsi rozdily byly vidény mezi kontrolnimi a triple pozitivnimi pacienty u
parametru Lag time, u kterych se tento ¢as s postupné zvysujici se koncentraci zkracoval

témeéf o polovinu.
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Tabulka 6 Hodnoty antifosfolipidovych protilatek u vSech testovanych pacientii

Vzorek Antikardiolipiny Anti-B- . TGT
9 glykoprotein
Cislo K ¢ LA
pacienta (‘";\c{‘;“oro?e ACLA ACLA | B2IgG |B2IgM | TGT t | TGT max | TGT e
P > IgG (U/ml) |IgM (U/ml) | (U/ml) | (U/ml) | (min) (nM) (nM)
@®05@2)
1 . 8,3 113,2 21342
1 negativ. 3,6 4.7 <64 <1,1
2 48 49,6 | 1076,1
1 . 10,2 22,7 684,6
2 negativ. 5,9 2,1 9,8 <1,1
5 5,4 33,6 718,2
1 ) 16,8 3,5 59,6
3 negativ. 5,9 2,1 9,8 <1,1
2 7,0 12,7 293,6
1 ) 8,0 59,8 867,3
4 negativ. <2,6 1,8 <64 <1,1
2 44 66,8 880,9
1 ) 7,5 51,2 11389
5 negativ. 5,7 2,6 <64 <1,1
2 42 74,7 1173,0
1 ) 8,5 34,7 863,4
6 negativ. <2,6 5,3 <64 2,6
2 3,9 66,4 1012,9
1 . 8,7 17,4 531,1
7 negativ. 11,2 3,9 514 1,7
2 5,3 35,6 816,9
1 . 8,1 47,7 804,6
8 negativ. <2,6 5,3 <64 2,6
2 5,3 56,3 701,7
1 ) 5,3 128,7 11843
9 negativ. <2,6 5,3 <6,4 2,6
2 4,6 44,7 698,1
1 ) ) 10,7 28,3 719,0
10 negativ. 5,6 117,6 6,4 199,0
2 5,8 45,0 874,6
1 ) 10,4 16,1 436,6
11 negativ. 5,6 4.7 6,4 1,8
2 5,0 44,7 953,8
1 . 13,0 51,8 1192,0
12 pozitiv. 89,6 53 4471 2.3
2 7,0 74,0 13434
1 . 10,2 113,4 21419
13 negativ. 49 2,8 <64 <1,1
2 6,4 130,5 19883
1 . 8,2 150,1 2306,3
14 negativ. 49 2,8 <64 <1,1
2 48 147,5 2239,6
1 ) 10,7 114,3 21739
15 negativ. <2,6 6,9 <64 3,8
2 6,3 107,4 21477
1 . 9,5 159,3 2639,1
16 negativ. <2,6 6,9 <64 3,8
2 5,5 2253 28442
1 . 11,1 106,7 2063,3
17 negativ. <2,6 6,9 <64 <1,1
2 6,2 153,1 2065,4
1 . 9,1 70,7 1567,7
18 negativ. 6,3 2,3 <64 1,2
2 5,0 131,7 1953,7
1 . 7,8 236,8 2875,6
19 pozitiv. 2,9 6,5 7,1 1,3
2 5,1 187,2 27754
1 . 5,5 209,6 2628,3
20 negativ. 23,5 3,5 6,7 1,2
2 3,1 201,5 2698.,4
1 ) 7,2 189,5 2338,7
21 negativ. 9,5 2,5 <64 <1,1
2 5,7 113,8 1744,5
1 . 10,9 138,7 | 22494
22 pozitiv. 4 2.5 <6,4 <11
2 7,0 146,7 2131,0
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1 . 12,1 42,0 909,5
23 negativ. 8,2 7,3 27,2 8,6

2 5,6 57,9 840,9

1 . 8,7 122,3 2001,4
24 negativ. 2.8 2.5 <6,4 2.5

2 5,1 147,7 1891,9

1 ) ] 6,9 41,5 873,9
25 negativ. 7,7 29,6 7,3 5,8

2 4,0 56,8 769,2

1 ) 10,2 344 806,4
26 negativ. 2,6 5,6 <6,4 5,6

2 5,9 40,1 641,1

1 . 9,2 118,7 1768,5
27 negativ. 6,3 2,0 7,2 2,0

2 5,8 45,1 1225,5

1 . 7,7 133,6 2179,1
28 negativ. 9,1 4.0 9,6 <1,1

2 4,6 116,4 1767,2

1 . 12,9 17,4 427,1
29 pozitiv. <2,6 89,8 <6,4 4,0

2 7,8 31,2 727,1

1 . 11,0 6,8 146,2
30 pozitiv. 15,1 4.0 30,4 <1,1

2 8,0 24,5 574,1

1 o 6,0 20,9 549,6
31 pozitiv. 6,9 78,1 7,2 1,2

2 2,5 52,0 1079,1

1 . 10,0 82,4 1443.4
32 negativ. 3,7 1,2 <64 <1,1

2 49 69,8 1117,7

1 ) 9,4 63,7 1330,4
33 negativ. 3,8 6,1 <6,4 33

2 6,0 73,3 1181,6

1 . 11,5 48,2 1258,0
34 negativ. 13,4 41,3 6,7 2,9

2 6,9 58,2 1440,4

1 . 10,8 60,2 1166,2
35 negativ. 4,5 4.6 7,9 <1,1

2 5,5 112,9 1280,0

1 . 5,2 218,1 2103,6
36 negativ. 34 9,6 8,1 32

2 4.5 92,6 1565,7

1 o 10,2 44,0 1021,7
37 pozitiv. 9,4 334 23,5 6,4

2 5,5 86,8 1399,2

1 ) 9,2 34,3 759,4
38 negativ. 42 2.8 <6,4 <1,1

2 49 36,9 723,5

1 . 10,6 22,8 548,6
39 negativ. 43,8 2,6 116,4 <11

2 5,2 54,6 1004,4

1 . 7,0 103,0 1414,6
40 negativ. <2,6 2,6 <6,4 <1,1

2 4.5 122,6 1494,6

1 . 43 2344 1909.,4
41 negativ. 9 2,2 7,8 <1,1

2 2,5 367,1 2026,5

1 . 10,2 275,8 2212,5
42 negativ. 9,9 1,7 <64 <1,1

2 5,1 331,1 2238,5

1 ) 8,0 56,5 854,5
43 negativ. <2,6 1,3 <6,4 <1,1

2 5,5 62,5 847,0

1 . 8,5 68,6 1087,7
44 negativ. 3,5 42 <6,4 <1,1

2 4.4 98,0 1221,8

1 . 7,6 74,6 1372,2
45 negativ. 3,5 43 <6,4 <1,1

2 4,6 92,0 1350,1

1 ) 8,7 70,2 1392,4
46 negativ. 445 34 <6,4 <1,1

2 49 80,0 1249,2
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1 . 49 379,2 2863,1
47 negativ. 16 43 40,7 <1,1

2 2,5 530,9 211,7

1 . 12,8 177,8 21479
48 negativ. 3,6 5,2 <6,4 1,6

2 5,9 328,4 2305,8

1 . 8,4 675,3 3148,1
49 negativ. 4,1 2,1 <6,4 1,6

2 42 546,9 2956,5

1 . 5,0 297,6 3293,1
50 negativ. 3,6 1,3 <6,4 <1,1

2 29 409,5 3087,3

1 . 3,5 383,6 3099,8
51 negativ. 4.6 1,7 <64 <1,1

2 2,1 451,4 2828,3

1 o 5,9 263,0 3137,5
52 pozitiv. 8.5 2,1 <6,4 <1,1

2 2,5 486,4 3312,0

1 . 7,6 387,9 2502,0
53 negativ. 17,2 1,1 <64 <1,1

2 3,8 335,1 2539.,8

1 . 9,5 116,5 2198,6
54 pozitiv. 25,9 77,3 9,7 63,4

2 43 208,2 2523,1

1 . 10,4 452.6 3067,2
55 negativ. 3,5 2,0 <6,4 <1,1

2 4.8 430,9 2802,0

1 . 42 3873 3126,6
56 negativ. 3,5 2,0 <6,4 <1,1

2 3,6 362,8 2640,8

1 . 5,8 245,6 2449.6
57 negativ. 15,8 <1,0 8,9 <1,1

2 3,5 209,1 2351,6

1 ) 49 2292 2438.,8
58 negativ. 8,4 59,4 8,9 95,0

2 3,2 362,8 2296,2

1 . 8,9 263,1 1674,9
59 negativ. 7,7 1,6 8,9 <1,1

2 5,3 299.,2 1548,5

1 . 9,8 77,8 1475,6
60 negativ. 9,3 9,4 <64 9,6

2 3,9 168,0 1725,1

1 . 6,7 167,1 2480,6
61 negativ. 53 1,5 <6,4 <1,1

2 3,2 143,7 22749

1 . 7,1 133,3 2216,8
62 negativ. 8,6 2.5 <6,4 <1,1

2 3,7 240,1 25204

1 . 7,6 103,1 1938,6
63 negativ. 98,7 2,9 7,4 2,2

2 4,1 131,8 1893,9

1 ] 7,1 273,1 2644,7
64 negativ. 5,7 8,9 9,0 4,1

2 3,6 321,4 2644,7

1 . 10,1 186,7 1903,1
65 negativ. 9,1 2,4 <64 <1,1

2 49 213,1 1867,5

1 . 9,8 168,8 2390,6
66 negativ. 12,7 2,4 32,9 <1,1

2 4.5 176,4 2370,6

1 . 7,9 129,5 2139,3
67 negativ. 2,7 6,1 <64 1,4

2 3,9 178,7 2120,4

1 . 9,2 387,1 3465,2
68 negativ. 9,8 43 <64 <1,1

2 5,1 531,1 3608,2

1 . 11,2 207,6 2649,5
69 negativ. 16,8 2,2 <6,4 <11

2 6,2 250,5 2681,3

1 ) 7,8 2144 29435
70 negativ. 4,5 9,3 <64 <1,1

2 4,1 261,4 2951,1
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1 . 9,3 172,5 2661,1
71 negativ. <2,6 1,7 <64 <1,1

2 5,4 2229 2749,5

1 . 7,7 138,9 2313,1
72 negativ. <2,6 1,7 <64 <1,1

2 4,1 168,3 2509,1

1 . 11,8 432 9443
73 pozitiv. <2,6 1,7 <64 <1,1

2 5,3 144,1 2096,1

1 . 8,2 479,3 3729,4
74 negativ. 3,1 1,7 <64 <1,1

2 4,1 523,8 3487,2

1 . 7,2 346,5 3826,3
75 negativ. 6,7 1,1 <64 <1,1

2 3,9 4239 3561,4

1 . 7,3 77,5 924,3
76 negativ. 5,4 2,4 7,2 <1,1

2 3,7 91,4 873,5

1 . 9,5 2245 3011,4
77 negativ. 49 1,7 <64 <1,1

2 4.8 196,9 2978.,6

1 . 7,7 132,1 2617,7
78 negativ. 5,1 2.8 <6,4 1,2

2 4.5 130,9 2741,8

1 . 8,5 215,4 3312,6
79 pozitiv. <2,6 1,0 <6,4 <1,1

2 5,6 364,1 36582

1 . 11,1 143,5 2863,1
80 pozitiv. 4.5 4.6 <6,4 2,4

2 6,4 360,6 3274,8

1 . 9,1 196,9 2987,8
81 negativ. 49 4.0 <64 3,3

2 6,2 175,1 2985,8

1 ) 7,9 386,3 3990,5
82 negativ. 6,7 5,0 <64 1,4

2 5,5 405,7 3829,6

1 . 7,3 142,7 2427,1
83 negativ. 32 2,7 9,7 1,3

2 48 156,5 2183,3

1 . 8,7 3245 3128,7
84 negativ. 7,9 2,8 7,1 <1,1

2 3,5 278,1 3067,8

1 . 7,1 358,4 26943
85 negativ. 2,7 4,1 <64 1,4

2 4,1 356,9 2786,8

1 . 8,9 181,8 22344
86 pozitiv. 2,7 4,1 <64 1,4

2 42 406,8 2649,1

1 . 6,7 189,5 1836,8
87 negativ. 2,7 4,1 <64 1,4

2 4,6 116,9 1718,8

1 ) 7,7 601,8 2981,3
88 negativ. 2,7 4,1 <64 1,4

2 3,5 380,3 2298.5

1 . 9,6 136,2 2061,6
89 pozitiv. 5,5 2,6 <6,4 <1,1

2 6,6 132,1 2003,8

1 . 6,8 592,6 3847,2
90 negativ. 4.4 1,1 <6,4 <1,1

2 3,6 509,3 3485,1

1 . 10,5 591,7 2931,2
91 negativ. 36,2 5,9 6,5 <11

2 49 598,1 3262,4

1 . 9,3 291,1 3013,2
92 negativ. 15,5 3,3 6,9 1,6

2 4,1 258,1 2762,6

1 . 7,1 182,1 2858,6
93 negativ. 34 1,1 9,1 <1,1

2 42 203,4 2774,1

1 ) 7,5 118,1 1147,6
94 negativ. <2,6 1,9 6,5 <1,1

2 4,6 142,2 1267,3
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1 . 8,2 220,1 3041,9
95 negativ. 3,5 <1,0 <6,4 <1,1

2 49 2492 3293,5

1 . 7,1 356,6 2880,2
96 pozitiv. 6,1 2.5 <6,4 <1,1

2 3,9 326,9 2691,4

1 . 8,1 251,8 | 3051,8
97 pozitiv. 6,1 2.5 <6,4 <1,1

2 4,6 282,1 33334

1 . 5,8 456,2 3627,1
98 negativ. 8,8 3,2 <6,4 1,5

2 29 402,1 3892,1

1 . 9,2 610,9 4073,1
99 negativ. 8,0 3,1 <6,4 <1,1

2 4.8 490,6 4007,4

1 . 8,6 470,3 3746,5
100 pozitiv. 5,1 2,0 <6,4 <1,1

2 5,1 398,1 3844,1

1 . 9,3 365,8 29473
101 pozitiv. 3,9 6,4 <64 3,0

2 5,7 419,6 3172,3

1 . 9,6 181,8 2315,6
102 negativ. 3,9 6,4 <64 3,0

2 4.5 208,8 25922

1 . 10,3 198.9 2888,1
103 negativ. 76,8 4,3 510,1 2,0

2 5,1 203,6 2978,1

1 . 7,6 336,9 24334
104 negativ. 8,4 34 <6,4 1,2

2 3,9 480,1 3023,2

1 . 9,4 438,5 3756,8
105 pozitiv. <2,6 2,2 <6,4 1,6

2 43 605,7 3693,6

1 ) 6,1 605,5 4302,5
106 negativ. 7,3 1,4 <64 <1,1

2 42 701,9 4627,7

1 . 5,1 631,9 4016,8
107 negativ. 9,8 34 <6,4 1,6

2 3,7 608,3 3989.,4

1 . 10,2 172,2 2712,6
108 pozitiv. 7,2 26,3 7,7 2,1

2 5,9 151,6 2629.,8

1 . 6,1 581,7 3804,2
109 negativ. 472 2,7 <64 <1,1

2 3,7 557,7 3727,1

1 . 9,6 191,4 2169,5
110 pozitiv. 6,1 3,1 9,5 1,8

2 5,6 166,9 2295,2

1 . 6,3 347,1 3466,1
111 negativ. 6,1 3,1 9,5 1,8

2 3,9 355,7 3477.,4

1 ) 8,3 178,1 2847,8
112 negativ. 11,9 10,9 38,0 14,7

2 4.5 271,5 3207,6

1 . 10,1 699,5 | 3820,4
113 pozitiv. 3,7 2,2 6,6 <1,1

2 5,3 353,6 3254,8

1 . 6,6 395,6 3141,8
114 negativ. 2,9 2,6 7,2 <1,1

2 3,8 2927 3044,1

1 . 6,3 199,8 2074,8
115 negativ. 7,4 2,7 8,9 <1,1

2 3,5 2354 24722

1 . 7,1 210,5 3200,6
116 negativ. 7,4 2,7 8,9 <1,1

2 42 590,5 4204,3

1 . 9,2 416,4 5636,2
117 pozitiv. 2,8 2,3 <6,4 <1,1

2 5,9 489.4 4987,8

1 ) 9,0 147,6 1894,5
118 negativ. 2,8 2,3 <6,4 <11

2 3,7 243.8 2351,7
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1 . 11,2 76,5 1221,4
119 pozitiv. 32 5,9 <64 1,3

2 7,1 82,3 1329,3

1 . 5,4 433,1 3605,2
120 negativ. <2,6 2,4 <6,4 <11

2 3,1 398,6 3598,1

1 . 5,1 3943 3019,1
121 negativ. 6,8 5,5 <6,4 <11

2 3,2 406,2 3179,8

1 . 5,9 764,1 4192,1
122 negativ. 6,8 5,5 <6,4 <11

2 3,4 841,1 4689,9

1 . 9,5 205,3 2869,7
123 negativ. 37,4 7,4 <64 3,7

2 5,3 251,5 3098,1

1 o 11,1 70,8 1477,2
124 pozitiv. 3,3 1,7 <64 <1,1

2 7,1 80,1 1675,1

1 . 8,4 348,1 3503,8
125 negativ. 49 3,6 7,4 4,7

2 4,6 540,6 44143

1 . 7,1 260,3 3598,9
126 negativ. 7,6 4,8 <6,4 2,3

2 4,7 181,3 2282,1

1 . 6,5 318,1 3441,5
127 negativ. 7,6 4.8 <64 2.3

2 42 390,1 3833,6

1 . 8,4 212,3 3156,8
128 negativ. 7,6 4,8 <6,4 2,3

2 5,6 256,1 3476,6

1 . 9,8 197,3 25114
129 pozitiv. 142,2 30,3 308,0 33,7

2 6,6 122,1 2004,8

1 ) 8,7 206,1 3264,7
130 negativ. 7,8 2,6 <6,4 <11

2 5,4 279,1 34729

1 . 8,9 174,5 2234,6
131 negativ. 7,8 2,6 <6,4 <11

2 5,1 196,2 2458.8

1 . 10,7 177,2 | 2567,1
132 pozitiv. 3,5 1,1 <6,4 <1,1

2 5,5 201,6 2636,9

1 . 7,5 131,1 2197,7
133 negativ. 3,5 1,1 <6,4 <11

2 4,1 213,9 2581,8

1 . 8,1 197,3 2615,6
134 negativ. 3,6 2,2 <6,4 1,2

2 5,1 220,4 2662,3

1 . 7,7 122,1 2078,1
135 negativ. 3,6 2,2 <6,4 1,2

2 4,1 172,1 2359,1

1 ) 7,2 179,1 2211,9
136 negativ. 3,0 2,6 <6,4 1,2

2 42 220,8 24233

1 . 9,9 114,9 1919,9
137 negativ. 3,0 2,6 <6,4 1,2

2 49 195,5 2338,8

1 . 8,3 148.,4 2017,6
138 negativ. <2,6 3,7 <64 1,3

2 42 246,6 2516,4

1 . 6,8 352,5 2795,1
139 negativ. <2,6 3,7 <6,4 1,3

2 4,1 291,1 2931,1

1 . 6,7 2622 25233
140 negativ. 3,6 3,9 <64 <1,1

2 3,9 398.,8 2891,3

1 . 6,9 340,3 32263
141 negativ. 3,7 49 9,9 2,7

2 4,0 363,5 3398,1
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1 . 7,3 169,6 23973
142 negativ. 3,7 49 9,9 2,7

2 4,6 215,9 25412

1 . 10,2 178,2 | 22142
143 pozitiv. 9,7 49 34,1 2,6

2 5,6 247,1 2486,9

1 ) 5,8 4521 3447,1
144 negativ. 8,9 42 <6,4 <1,1

2 3,9 452,0 3940,1

1 . 7,1 211,4 2552,1
145 negativ. 19,0 2,3 <6,4 <1,1

2 4,1 208,6 2580.,9

1 . 7,3 398.,4 3679,4
146 negativ. 8,9 42 <64 <1,1

2 4,5 347,1 3063,2

1 . 9,5 107,1 14744
147 negativ. 2,8 1,7 <6,4 1,6

2 5,9 137,4 1778,1

1 . 7,9 207,9 | 27555
148 pozitiv. 2,8 1,7 <6,4 1,6

2 49 2921 3328,7

1 ) 6,2 382,6 3165,9
149 negativ. 2,6 2,8 6,4 2,6

2 3,7 358,3 3428,7

1 . 9,1 503,9 3258.4
150 pozitiv. 2,6 9,1 6,4 5,1

2 5,2 525,1 38293

1 . 5,7 541,6 33594
151 negativ. 2,6 9,1 6,4 5,1

2 3,3 619,6 3718,7

1 ) 8,4 227,8 2940,7
152 negativ. 3,1 1,9 <6,4 <1,1

2 49 319,9 3461,9

Vysvetlivky: LA — lupus antikoagulans, TGTt — cas do vytvoreni prvni generace trombinu,
TGT max — maximalni koncentrace generovaného trombinu, TGTe — celkova plocha pod
krivkou vyjadrujici celkové mnozZstvi generovaného trombinu

3%

m Kontrolni pacienti
m Single pozitivni pacienti
® Double pozitivni pacienti

® Triple pozitivni pacienti

Obrdzek 11 Procentualni zastoupeni viech pacientu rozdélenych na zdakladé pozitivity ve sledovanych protildatkach

Na obrazku 11 jsou pacienti rozdéleni na zdkladé¢ poctu pozitivit ve tfech
vySetiovanych markerech (LA, antikardiolipiny a anti-f2-glykoprotein I). Nejvétsi skupinu
pacientil tvoii kontrolni (negativni) pacienti (70 %), ktefi nebyli pozitivni ani v jedné
protilatce. Naopak nejmensi skupinu (3 %) tvofili pacienti, u kterych byla prokazana
pozitivita u vSech tii markert.
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6.3 Grafické hodnoceni vysledkii
Vysledky jsou graficky znazornény a porovnany mezi sebou na zdklad¢ rozdilnych

koncentraci fosfolipidii u kazdého parametru trombin genera¢niho testu zvIast'.
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Obrazek 12 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientit v zavislosti nizsi koncentrace fosfolipidii (0,06 pM)
na TGTt
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Obrazek 13 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientit v zavislosti vys$si koncentrace fosfolipidii (0,5 pM)
na TGTt
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Obrazek 14 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientii v zavislosti nizst koncentrace fosfolipidii (0,06 pM)
na TGT max
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Obrazek 15 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientit v zavislosti vys$si koncentrace fosfolipidii (0,5 pM)
na TGT max
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Obrazek 17 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientit v zavislosti nizsi koncentrace fosfolipidii (0,06 pM)
na TGTe
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Obrazek 16 Zastoupeni kontrolnich a pozitivnich pacientit v zavislosti vys$si koncentrace fosfolipidii (0,5 pM)
na TGTe
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7 DISKUZE

Cilem bylo stanovit zavaznost trombogenniho potencidlu jednotlivych druhi
antifosfolipidovych protilatek na souboru pacientl s pozitivnim nalezem APLA. Metoda,
kterd byla pro tento cil zoptimalizovana, vychazi z trombin generac¢niho testu. Optimalizace
metody probihala na kontrolnich a pozitivnich pacientech, kde byly korelovany 3 zésadni
parametry TGA (tLag, Peak a AUC) v zavislosti na pouzité koncentraci fosfolipidl. Pro
vyvoj této metody byla pouzita Skala riznych koncentraci fosfolipida (0,0625-0,5 nM) pro
vSechny 3 parametry. Parametr ¢asu poskytoval nejvyssi rozdily pti koncentraci 0,0625 nM,
proto se jevi jako nejcitlivéjsi. Zatim ani jedna z praci Zuily et al., (2012), Sciascia et al.,
(2016), Sheng et al., (2001), Sakai et al., (2009), Hanly et al., (2003), Efthymiou et al., (2015)
neuvadi zaddnou optimalizaci této metody pro single, double a triple pozitivni pacienty.
Vysledky této optimalizace ndm poukazuji na vyrazné prodluzovani ¢asu do zac¢atku nastupu
generace trombinu (tLag) u pozitivnich pacientd v nizkych koncentracich fosfolipidd,
zatimco zbylé dva parametry se nejevi jako signifikantni. U kontrolnich pacientl rozdil
nebyl az tak patrny, zatimco u triple pozitivnich (pozitivni ve tfech sledovanych
protilatkach) pacienti se tLag se zvySujici se koncentraci vyrazné zkracoval. Existuje zna¢ny
pocet studii, které tvrdi, Ze pozménéna generace trombinu muize vést k hemoragickym c¢i
trombotickym onemocnénim (Baglin, 2005), protoZe ¢im méné trombinu se vytvoii, tim
mensi je riziko vzniku téchto onemocnéni.

Nasledné byla tato hypotéza ovéfena na celkovém souboru 152 pacientil, v némz se
nachdzeli jak kontrolni (70 %), single (21 %), double (6 %), tak triple (3 %) pozitivni
pacienti. Nejvice se dle naSi optimalizace projevil parametr Casu do zacatku nastupu
generace trombinu, ktery se zkracoval postupné se zvysujici se koncentraci fosfolipidi.
pozdéji, ale je stejné velkd a vygeneruje se stejné mnozstvi trombinu. Nejvice byl
zaznamenan rozdil v generaci trombinu u triple pozitivnich pacientil, jejichz hodnoty
dosahovaly vyssich hodnot, nez double a single pozitivni pacienti. Stejné€ jako Pengo et al.,
vroce 2010, mohu fici, Ze triple pozitivni pacienti maji nejvétsi riziko manifestace

trombotickych i t€hotenskych komplikaci.
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8 ZAVER

Optimalizace metody trombin generacniho testu pro detekci trombogenniho
potencialu na souboru pacientli vedla ke zlepSeni pouze parametru Lag time trombin
genera¢niho Casu, kde se nam podafilo rozlisit pacienty podle rizikovosti. Tento parametr se
jevil nejvice signifikantnim, protoze se pii zvysujici se koncentraci zkracoval, a to predevsim
u triple pozitivnich pacientil, kde byl rozdil vidét nejvice.

Hypotézu jsme ovéfili na souboru 152 pacientli s prokazanymi protilatkami, kde se
parametr Lag time se zvySujici se koncentraci signifikantné zkracoval. Nejvétsi rozdil byl
zaznamenan u triple pozitivnich pacientt, jejichz hodnoty dosahovaly vyssich hodnot, nez
u double a single pozitivnich pacientd.

Vyuziti optimalizované metody pro monitoraci rizika vzniku trombembolické

komplikace, bude vyzadovat dlouhodobé;jsi klinické sledovani tohoto souboru pacientt.
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