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1. Uvod

Hemostaza je Zivotné dulezity proces, pfi kterém se organismus snazi zastavit
krvaceni pfi sou¢asném udrZeni tekutosti krve v krevnim obé&hu. Jedna se o slozity
mechanismus, za ktery je pfedevSim zodpovédna endotelova cévni vystelka, krevni
elementy — krevni desti¢ky, Cervené krvinky, bilé krvinky a plazmaticky koagula¢ni
systém (Obr.1).

Vzhledem ke komplexnosti celého systému je nezbytna pfisnd regulace s mnoha
kontrolnimi mechanismy, aby byla zajiSténa rovnovaha mezi sklonem ke krvaceni

(hypokoagulace) a ke zvySenému srazeni (hyperkoagulace) (Slechtova, 2007).

2. Teoreticka cast

2.1 Hemostaticky systém

Hemostaza zahrnuje 4 propojené déje
1. Reakce cév v misté poranéni (vazokonstrikce)
2. Cinnost krevnich desti¢ek (aktivace, adheze a agregace)
3. Hemokoagulace (pusobeni plazmatickych faktord koncici vytvofenim
nerozpustného fibrinu)
4. Fibrinolyza (Trojan et al., 2003)

PROCESY POSKOZENI ENDOTELU
1
A SUBENDOTEL
kolagen, mikrofibrily
CEVA TROMBOCYTY I PLAZMATICKE FAKTORY
i I I
vazokonstrikce aktivace aktivace
krev.desti¢ek koagulace
N0 T T
S primami adheze TF-FVlla
©
] . [T
é sekundami zména tvaru + IXa
|5 uvoliovaci reakce Xa
o 1
a agreigace trombin
!

. nerozpustny fibrin
destlékovly trombus |

retrakce
_____ Y e DEFINIVNITROMBUS | ___]
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S ROZPUSTENI TROMBU
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aktivace pfirozenych inhibitori

Obrazek 1: Systémy krevniho srézeni  (upraveno dle MatySkova et al., 1999)



2.1.1 Reakce cév v mist é poran éni (vazokonstrikce)

PFi poranéni dochazi k velmi rychlé a pfechodné vazokonstrikci. Ta je zpUsobena
nejen odezvou poranéné cévy, ale i vazokonstrikénimi reflexy sousednich cév
a vazokonstrik&né puasobicimi latkami — tromboxan A2 (derivat kyseliny arachidonové)

a serotonin (Trojan et al., 2003).

2.1.2 Cinnost krevnich desti éek

Primarni funkci krevnich destiCek pfi poranéni je vytvofeni provizorni hemostatické
zatky (bily trombus). Desticky cirkulujici v krevnim Fecisti maji diskoidni tvar a jsou

velice citlivé na zmény prostiedi.

PFi poranéni cévy dojde k obnaZzeni subendotelu (kolagen), na ktery adheruji za
pomoci von Willebrandova faktoru a glykoproteinu I. Adhezi dojde k jejich aktivaci-
zméneé tvaru a vzniku pseudopodii. Sou€asné s tim dochazi k tvorbé malého mnoZzstvi
trombinu a vyplaveni dalSich stimulujicich latek (z delta granuli desti¢ek) podporujici

jejich agregaci.

Podminkou agregace destiCek je pfitomnost specifického komplexu, ktery je zavisly
na Ca?*, GP llb/llla a fibrinogenu. Fibrinogen pusobi jako mediator, jehoZ dimerické
molekuly se vazi na aktivované desticky a takto vytvafi sit fibrinovych vlaken
pokryvajici primarni destiCkovou zatku. Z delta granuli a membran destiCek jsou
uvolhovany stimulaéni latky (tromboxan A,, ADP, trombospodin), které podporuji
a usnadruji agregaci. Za€ina se tvofit bily trombus = primarni zatka (Mann, 1997;
Trojan et al., 2003).

2.1.3 Hemokoagulace

Hemokoagulace neboli srazeni krve je kaskada enzymatickych reakci, pfi nichz

dochézi k aktivaci proenzymu (neaktivni formy) na enzymy (aktivni formy).

Cilem je pfeména fibrinogenu na nerozpustny polymer fibrin G€inkem enzymu
trombinu. Tohoto procesu se zuc€astiuje mnoho plazmatickych faktord (Tab.1),
fosfolipidd (PL) a iontd, které jsou pfitomny v krevni plazmé (MatySkovéa et al., 1999;
Slechtova, 2007).

10



Tabulka 1: Plazmatické faktory |  (upraveno dle MatySkova et al., 1999)

Néazev D¥ivéjsi ozna €eni Zkratka
Faktor | Fibrinogen Fl
Faktor Il Protrombin Fll
Tkarnovy faktor Tromboplastin TF
Faktor V Proakcelerin FV
Faktor VI Prokonvertin F Vi
Faktor VIII Antihemofilicky globulin F Vil
Faktor IX Antihemofilicky faktor FIX
Faktor X Stuart-Prowerav faktor F X
Faktor XI Rosenthallv faktor F Xl
Faktor XII Hagemanuv faktor F Xl
Faktor XIlII Faktor stabilizujici fibrin F Xl
Prekalikrein Fletcheruv faktor PK
Vysokomolekularni kininogen Fitzgeraldiv faktor HMWK
Von Willebranduv faktor VWF
Plazminogen PLG
Tkanovy aktivator plazminogenu tPA
Urokinasa uPA

Plazmatické faktory mizZeme rozdélit do 3 skupin: koagulaéni faktory, faktory

fibrinolytické a pfirozené inhibitory krevniho srazeni.

Z biochemického hlediska jsou déleny do 5 tfid:

1. Zymogeny serinovych proteas, které se aktivuji béhem koagulace
(F X1, X1, X, VI, X, 1)

2. Kofaktory
(F VI, V, TF)
Fibrinogen
Transglutaminasa , ktera stabilizuje fibrinovou sraZzeninu
(F XI1)
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5. Regulaéni a jiné proteiny

(protein C, protein S, trombomodulin) (Murray et al.,2002)

Syntéza plazmatickych faktord probihd v jatrech. U nékterych probihd jen
v pfitomnosti vitaminu K. Kromé& TF cirkuluji vplazmé ve formé& proenzymu
a k pfeméné na aktivni formu musi byt proteolyticky Stépeny pfedchozim enzymem.
Aktivitu proteolytickych enzym( reguluji pfirozené inhibitory (Tab.2), které jejich
proteolytickou aktivitu sniZzuji. Zpétnovazebnymi mechanismy tak udrzuji cely systém

v rovnovéaze (Slechtova, 2007).

Tabulka 2: Plazmatické faktory Il (upraveno dle MatySkova et al., 1999)

Nazev Zkratka
Antitrombin 111 AT I
Heparin kofaktor II HC I
ar-makroglobulin a, MG
C1l-inhibitor C1INH
aj-antitrypsin a;AT
oy-antiplazmin AP

Inhibitor aktivatoru plazminogenu 1 PAI-1

Inhibitor aktivatoru plazminogenu 2 PAI-2

Tkanovy faktor inhibitor TFPI
Protein C PC
Protein S PS
Trombomodulin ™
Inhibitor aktivovaného PC IAPC

2.1.3.1 Koagula €éni kaskada

Moderni teorie krevniho srdZeni povazuje tento déj jako komplexni, nicméné pro jeho
vysvétleni je stale uzivana starsi teorie koagulaéni kaskady zaloZzené na jejim déleni
dle systému aktivace. Koagula¢ni kaskada je podle zpusobu aktivace délena na
PRIMARNI SYSTEM AKTIVACE (dfive vné&jsi systém) a PRIDATNY SYSTEM
AKTIVACE (vnitfni systém) (Obr.2).

Primarni systém aktivace se spousti vytvofenim komplexu TF a F Vlla. F Vlla je

glykoprotein, ktery v malém mnozZstvi cirkuluje v plazmé. Vytvofeny komplex za ucasti

+

destiékovych PL a Ca #* aktivuje F X na F Xa.
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Sougasné vznika komplex vnéjsi tenasa F IXa—F Vllla—PL-Ca **. Po aktivaci F Xa
dochézi ke vzniku protrombinasového komplexu (F Xa—F Va-PL-Ca®"). Protrombinasa
aktivuje pfeménu protrombinu na trombin. Vzniklé mnoZstvi trombinu neni vSak
schopné aktivovat pfeménu fibrinogenu na fibrin. Dochézi tak pouze ke zpétné aktivaci
F Xl, F IX, kofaktory F VIII, F V a krevnich desti¢ek. Béhem toho procesu dochéazi
k aktivaci inhibitoru tkanového faktoru (TFPI). TFPI se navaze na TF, ktery je

uvolfhovan z povrchu bunék a primarni systém je zablokovan.

Pridatny systém aktivace se spousti zpétnymi mechanismy. F 1Xa vytvaii s F Vllia,
PL a Ca ** komplex vnitfni tenasu (F IXa—F Vlla—PL -Ca #*). Po aktivaci F X, dochéazi jiz
k dostateéné preméné protrombinu na trombin (Schenone et al., 2004; Slechtova,
2007).

Trombin je jedinym enzymem, ktery je schopen aktivovat pfeménu fibrinogenu na
fibrin. Je to serinova proteasa, ktera hydrolyzuje 4 Arg-Gly vazby mezi fibrinopeptidy
a a a B Castmi v fetézcich Aa a Bp fibrinogenu. Uvolnénim fibrinopeptidu A (FPA)
a fibrinopeptidu B (FPB) dochazi ktvorbé fibrinovych monomer(. Odstranéni
fibrinopeptidd vede k odkryti vazebnych mist, které umoziuji spontanni polymerizaci
na rozpustny fibrinovy polymer. Pusobenim F Xllla, vysoce specifické
transglutaminasy, vznikaji pevné pficné peptidové vazby mezi amidovymi skupinami
glutaminu a e-aminoskupinami lysinovych zbytkd. Vytvari se tak nerozpustné koagulum
(Murray et al., 2002).

Koagulaéni systém ZLevni cesta ) Aktivace ———=
Inhibitor Inhibice

—_—
Thkifinwf faktor  thifioviho ;
Vaitini cesta - = fktorm Inaktivace — — — &
7 .« Elicavé slozky
HBW kininogen, Prekalikrein b OFX
FZIla cs  |ae—TF i
i Fia FVIla ;
PF3, Cd"
Protrombin
r - )
Antitrombin | I;I‘rP'dEn 5
b Fize ' | Protein C inbibitor
PCI;S APC 4= Trypsin inhibitor
. TM e2-makroglobulin
Tromhin —*= TM —=
Trombin
Fihrinolyticky systém ot
u-FA
PART———» i P
| Fihrin 2203 Firin 1 Fiorinogen
. Monomer
Flazminogen Plamnin —w»
% i
| FOP
Plazmin inhibitor |

Obrazek 2: Koagula ¢éni kaskada (upraveno dle Axelsson, 1995)
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2.1.4 Fibrinolyza

Fibrinolyza je poslednim stupném koagula¢ni kaskady. Je to fyziologicka odpovéd
organismu a jejim cilem je lyza stabilniho fibrinového koagula. Kli€¢ovym enzymem pfi
rozpousténi srazeniny je plazmin, ktery vznika aktivaci plazminogenu (PLG). Aktivace
probiha jak krevni cestou tak pomoci tkanovych aktivatord. PLG se navaze na
koagulum a pfitomnymi aktivatory (kalikrein, F Xla, tPA, uPA) dochazi k pfeméné na
plazmin, nastava proteolyza koagula a inaktivace plazminu. Aby nemohlo dojit
k nekontrolované proteolyze, je cely tento mechanismus regulovan inhibitory - inhibitor
aktivatoru  plazminogenu, ay-antiplazmin a trombinem aktivovany inhibitor

plazminogenu (Slechtova, 2007).

2.2 Poruchy hemostazy a hemokoagulace

Mohou byt vyvolany jak poruchami destiCek, tak i nedostatkem nékterého
z koagula¢nich faktord. Tyto stavy mohou byt vrozené nebo ziskané a mohou byt
déleny dle klinické manifestace na choroby se zvySenym krvacenim (hypokoagulace)
a na poruchy, pfi kterych dochazi ke zvySenému srézeni (hyperkoagulace, trombofilie)
(MatySkova et al., 1999).

2.2.1 Hypokoagula €éni stavy

Zahrnuji skupinu onemocnéni, u kterych vznikad nadmérné krvaceni bud spontanné
nebo na zé&kladé nedmérného podnétu. Mohou byt vrozené &i ziskané. Vznikaji
v disledku poruch hemostatickych mechanismu: z destiCkovych pfi¢in, z poruch
plazmatické faze koagulacniho systému - koagulopatie, z poruch funkce cévni stény -
vaskulopatie, nasledkem intravaskularni koagulace - konzumpéni koagulopatie
(Kubitsz et al.,2006).

Vrozené poruchy krevniho srazeni

Vznikaji v disledku deficitu nebo nedostate¢né funkce nékterého z faktorl, které
vedou ke krvacivym pfihodam. VétSinou se vyskytuje porucha jednoho faktoru, mize

v3ak dochazet i ke kombinaci poruch. NejcastéjSi chorobou z této skupiny je hemofilie.

1. Hemofilie
2. Von Willebrandova choroba
3. Ostatni krvacivé stavy

» nedostatek F XI

» nedostatek F VII

» nedostatek F X

» nedostatek F XIlI
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» nedostatek FV
» nedostatek F Il
4. Kombinované defekty
» defekt FV a Vil
( MatySkova et al., 1999; Penka et al.,1994)

Ziskané poruchy krevniho srazeni

VétSinou se projevuji v disledku jiného onemocnéni. PFi ziskanych poruchach

dochazi ke kombinaci poruch jednotlivych faktoru.

1. Ziskané inhibitory
Toto autoimunitni onemocnéni vznikda v disledku pfitomnosti protilatek (zvlasté
y- globulind) v plazmé. Jsou namifené bud proti jednotlivym koagulaénim faktoram
(F VIIL, V, IX, XIlI,) tj. SPECIFICKE INHIBITORY nebo reaguji s imunokomplexy vazbou
na negativné nabité fosfolipidy (Lupus antikoagulans) - NESPECIFICKE INHIBITORY.
PFitomnost ziskanych inhibitord krevniho srazeni je provazeno nej¢astéji tézkymi

krvacivymi stavy, vzacné je spojeno s vyskytem trombdz.

Nedostatek vitaminu K

Jaterni postizeni

Nadorova onemocnéni

Paraproteinemie

Sepse

Urémie (Bulikova et al., 2008; MatySkova et al., 1999)

S A T

2.2.2 Hyperkoagula €ni stavy

Trombofilie je ziskand nebo vrozena porucha hemostatického systému, pfi které
dochézi ke zvySeni prokoagula¢ni aktivity v krvi vedouci ke vzniku trombu. Trombdza
jako pfiznak mdze byt spojena jak s fadou chorob (napf. rakovina), tak i u€inkem Iéku

(hormonalni antikoncepce) nebo stavem (gravidita) (Heit, 2007).

Zilni tromboembolickd nemoc

Nej¢astéjSim klinickym projevem trombofilnich stavu je zilni tromboembolicka nemoc.
Vzhledem ktomu, Ze se na jejim vzniku podileji jak faktory vrozené, tak ziskané

i obecné, jde o onemocnéni multifaktorialni.

Vyskytuje se idiopaticky (spontanné) nebo jako komplikace po chirurgickych
zakrocich. Vznika v disledku nerovnovahy mezi prokoagulaénimi, antikoagulaénimi

a fibrinolytickymi mechanismy. Mezi typické pfiznaky patfi bolestivost na dolnich
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koncetinach, otok, zména barvy koncetiny. Pokud je spojena s plicni embolii projevuje

se soucasné bolest na hrudniku a dusnost (Geerts et al., 2001).

Trombofilie

Z hlediska etiologie muzeme trombofilii délit na:

> Vrozenou
» Ziskanou
> SmiSenou

Vrozené trombofilni stavy

Znamky trombofilnich vrozenych stavu:
» Zilni trombozy pred 45. rokem véku
opakované Zilni trombdzy
jasna rodinnad anamnéza tromboembolickych pfihod
trombo6za v neobvyklé lokalizaci

opakované pfed¢asné ukoncena gravidita

YV V V V V

trombo6za vznikla pfi ucinné antikoagulaéni leé€bé (Kessler 2006)

NejCastéjSi pricina tromboembolickych stavi je mutace FV (Leiden G 1691 A) a FlI
(G 20210 A). Dalsimi méné Castymi pfi¢inami jsou deficience antitrombinu 11l (ATIII),
proteinu C (PC), proteinu S (PS), plazminogenu a zvySena hladina F VIII. Dédi¢ny
poklad mohou mit zvySené hladiny FVIII, FIX, FXI a fibrinogenu (Tab.3).

FV Leiden (G 1691 A) — jedn& se o bodovou mutaci v exonu 10 genu kodujicim F V,
kde v pofadi nukleotidd dochézi k zaméné guanosinu (G) za adenosin (A) (G 1691 A)
a poté k substituci aminokyseliny argininu (Arg) za glutamin (GIn) v misté 506
(Obr. 3). Vlivem mutace zaniké Stépné misto pro protein C a takto je sniZzena inaktivace

F Va aktivovanym PC.

FV O 506 (Leiden) FV
LAA CGA
Arp-Gln - Gly Arp-Arg - Gly

Obrazek 3: Mutace F V Leiden (upraveno dle Pecka, 2004)
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FIl protrombin (G 20210 A)- jednd se o bodovou mutaci vexonu 5 genu
lokalizovaném na 11. chromozomu, kde dochazi k substituci G za A (G 20210 A).
To vede ke zvySeni exprese genu pro Fll a takto je zvySena aktivita a koncentrace
protrombinu. (Poort ,1997)

Tabulka 3: P fehled vrozenych trombofilii  (upraveno dle Kessler, 2006)

Deficience inhibitor 4
AT Il

PC

PS

Mutace FV (APCR)

F V Leiden

F V Cambridge
Ostatni

Protrombin 20210A

Disfibrinogenemie

Ziskané trombofilni stavy (Tab.4)

Mezi typické faktory patfi vék nad 45 let, obezita, imobilizace, hormonalni lé¢ba,

téhotenstvi, myeloproliferativhi onemocnéni a trombocytemie, malignita ¢i koufeni.

Tabulka 4: P fehled ziskanych trombofilii  (upraveno dle Kessler, 2006)

Antifosfolipidovy syndrom
Maligni nadory
Myeloproliferativni onemocnéni
» polycytemia vera
» esencialni trombocytopemie
» priméarni myelofibréza v prolifera¢ni fazi
Sekundarni trombocytdza
Autoimunni choroby
Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie
Nefroticky syndrom
Obezita
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SmiSené trombofilni stavy (Tab.5)

Vznik téchto poruch je spojen s fadou rizikovych faktord a to jak vrozenych, tak

ziskanych. VétSinou reaguji spole¢né, a tim se jejich Gcinek scit4. (Kessler, 2006)

Tabulka 5: P fehled trombofilii smiSené etiologie  (upraveno dle Kessler, 2006)

Hyperhomocysteinemie
» mutace MTHFR C677T, A1298C
» nedostatek vitaminu B12, kys. listové
Ziskana APC rezistence
F VI
» familiarni, asociovany s krevni skupinou jinou nez 0
» protein akutni faze
FIX

Fibrinogen

2.3 Latky ovliv aujici hemokoagulaci

Cilem plOsobeni téchto latek je upravit rovnovahu prokoagulacnich

a antikoagulacnich procesl v organismu (Kubisz, 2006).

2.3.1 Hemostatika

Latky, které zabranuji nadmérnému krvaceni. Jsou pouzivany i k zastavé normalniho

krvaceni pfi poranénich €i chirurgickych zékrocich.

> Latky obsahujici KREVNI PRODUKTY
Systémova hemostatika- Iéky obsahuji koagula¢ni faktory (VII, VIII, IX, XII), fibrin
nebo lidsky trombin

Mistni hemostatika- aplikuji se pfimo na poranéni. Patfi sem zmrazena plasma,
kolagen nebo Zelatina

» VITAMIN K
Pfi jeho nedostatku dochazi k tvorbé nefunkénich plazmatickych faktord (PIVKA),
které nejsou schopny udrZzet rovnovadhu mezi prokoagulacnimi a antikoagulaénimi
mechanismy.
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> ETAMSYLAT
Synteticka latka, ktera zvySuje interakci mezi endotelem a krevnimi destiCkami.
Vzhledem ktomu, Ze nemd& vliv na vazokonstrikci, fibrinolyzu ani na aktivitu
plazmatickych koagulaénich faktorl, je pouzZivana pouze Kk zastavé kapilarniho
krvaceni (Hynie, 2001; Kvétina et al., 2009; SUKL, 16/ 082/70-C)

2.3.2 Antitrombotika

Antitrombotika jsou latky, které tlumi nezadouci nadmérnou aktivaci koagulace

popfipadé rozpousti jiz vznikly trombus (Kubisz, 2006).
Déli se :
ANTIKOAGULANCIA

Zabranuji vzniku trombu tim, Ze ovliviuji tvorbu a G¢inky plazmatickych faktor(.

Omezuji generaci trombinu a tim i pfeménu fibrinogenu na fibrin. Avsak jiz vytvofeny

trombus ovlivnit nedokazi, nemaji totiz fibrinolytickou aktivitu.
Inhibice koagulace mlze byt zprostfedkovana riznymi mechanismy:

» inhibici inicidlni faze koagulace (inhibitory TF, inhibitory ostatnich koagulaénich
faktor()

» zamezeni pfemény protrombinu na trombin (inhibitory F 1Xa a F Xa)

A\ 4

blokada G&inku trombinu (pfimé a nepfimé inhibitory trombinu)

» podpora pfirozené antikoagulaéni odpovédi organismu (rekombinantni PC,
rekombinantni trombomodulin, antitrombin)

» omezeni tvorby faktort zavislych na vitaminu K (antagonisté vit. K)

(Kvétina et al., 2009; Pecka, 2004)

Pfima antikoagulancia

Inhibuji koagulaci za pomoci antitrombinu 11l (AT IlI) pfimou vazbou na koagula¢ni

enzymy.

Nefrakciovany heparin (Unfrakcioned heparin — UFH)

UFH je heterogenni smés polysacharidd o molekulové hmotnosti 3000 az 30 000 Da.
Komplex UFH-AT Ill inaktivuje jak trombin tak i Fadu aktivovanych koagulaénich
faktorG- F Xa, I1Xa, Xla a Xlla. Kvazbé na AT Il je nutna unikatni sekvence

pentasacharidd. Pouze jedna tfetina podané davky heparinu se navaze na AT lIl.

Nevyhodou UFH je schopnost vazby nejen na plazmatické proteiny, povrch
endotelialnich bunék, ale i na trombocyty, kdy muze dochazet k inhibici jejich

agregace.
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Nizkomolekularni heparin (Low molecular weight hepa  rin - LMWH)

LMWH se ziskava chemickou nebo enzymatickou depolymeraci UFH. Vznikaji tak
fetézce o molekulové hmotnosti v rozmezi 4500 az 5000 Da. V porovnani s UFH ma
LMWH sniZzenou schopnost inaktivovat trombin. Je to v disledku kratSich Fetézcu,
které nedokdZi soucasné vazat AT Ill a trombin. Pentasacharidova sekvence
zprostfedkovavajici vazbu mezi LMWH a AT 1l se totiZz vyskytuje méné nez u jedné
tfetiny molekul LMWH. Na druhé strané vytvoreny komplex LMWH s AT Il podporuje

inhibici F Xa a dochazi tak k vyraznému sniZzeni generace trombinu.

Depolymeraci se redukuje schopnost vazat se na plazmatické proteiny a povrchy
bunék. Tato shiZzena vazba zvySuje jak plazmaticky polocas, tak i lepSi odhad G&inku
vzhledem k podané davce (Hirsh et al.,2001; Pecka, 2004).

Nepfima antikoagulancia

Pusobenim téchto latek dochazi k inaktivaci jaterni syntézy plazmaticky faktord,
jejichz tvorba je zavisla na pritomnosti vitaminu K (F Il, VII, 1X, X, PC a PS). Jako
peroralni antikoagulancia se pouzivA dikumarinovy derivat etylbiskumacetéat

(Pelentan) anebo derivat monokumarinu warfarin sodny (Warfarin)

Warfarin sodny je racemickd smés dvou optickych isomerd R a S. Zatimco
antikoagulaéni GCinek warfarinu se projevi do dvou dnd od zahdjeni IéChy,
antitrombotické ucinky se projevi az po 6 dnech IéCby. Nevyhodou pfi uzivani warfarinu
je mozné ovlivnéni uzivanim jinych Iéku, pfijmu vitaminu K v potravé a jeho vstfebavani
ve stfevé. Proto je v pribéhu antikoagula¢ni terapie nutnd pravidelna kontrola INR,

aby nemohlo dojit k poddavkovani ¢i pfedavkovani.

Mechanismus U €inku warfarinu

Antikoagula¢ni plsobeni se odehrava v endoplazmatickém retikulu jater, kde
dochézi k tvorbé hydrochinonové (aktivni) formy vitaminu K. Pfi tzv. cyklu vitaminu K
probihd preména 2,3 - epoxidovych produktd karboxylacni reakce za katalyzy
2,3 - epoxidreduktasy na chinonovou formu vitaminu K, ktera je poté pomoci NADPH
redukovana na hydrochinon a tak je cely cyklus pro regeneraci vitaminu K uzavien
(Obr.4). Warfarin inhibuje enzym epoxidreduktasu a tim nedochazi k tvorbé
hydrochinonové formy vitaminu K, ktera je nezbytna pro tvorbu aktivnich plazmatickych

faktor( (y- karboxyglutamatovych zbytk( ) (Hirsh et al.,1995; Hynie, 2001).
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WARFARIN

Vitamin K
hydrochinon

SH SH

giutamatove

MaDiP zhytky

Chiron
reduktasa
Witamin K-dependentni

bl karbaxylasa

Vitamin K

Witamin K-dependentni
reduktasa y- karboxyglutamatoyve

zhytk
Vitamin K viky

G =g WARFARIN epoxid

bl

SH SH

bl

Obrazek 4: P asobeni warfarinu v cyklu vitaminu K

(upraveno dle http://Ipi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins/vitaminK/kcycle.html)

PROTIDESTICKOVE LEKY

Inhibuji aktivitu krevnich desti¢ek, brani vzniku trombu a ostatnich funkci desticek.

Mechanismy ucinku jednotlivych protidesti¢kovych latek:

» zabrana adheze desti¢ek na subendotel

» blokada aktivacnich mechanisma

» inhibice agregace krevnich destic¢ek

» inhibice uvolnéni intracelularnich latek

NejpouzivangjSimi latkami jsou kyselina acetylsalicylova, kterd inhibuje

oxygenasu, sulfinpyrazon a indobufen, coz jsou - inhibitory dalSich produktd kyseliny
arachidonové, tiklopidin - pfimy inhibitor agregace krevnich desti¢ek, dipyridamol -
inhibitor degradace cAMP v krevnich desti¢kach (Kubisz, 2006).

TROMBOLYTIKA

Cilem téchto latek je rozpusténi vzniklého trombu. K odstranéni trombu se

predevsim pouZzivaji 1éCiva s fybrinolytickym tcinkem.

Fibrinolytika
Jejich pusobeni vede k degradaci fibrinu a nasledné trombolyze.

Mechanismy ucinku:
» aktivace plazminogenu na plazmin
» degradace fibrinu
» trombolyza
>

rekanalizace cév
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Aktivatory pfemény plazminogenu na plazmin jsou urokinasa a tPA (pfimé
aktivatory). Déle je mozZzné aktivace tzv. proaktivatory jako je streptokinasa. Vznikly
plazmin je nespecificky proteolyticky enzym, ktery degraduje fibrinovou srazeninu
a nékteré koagulaéni faktory. V3echna fibrinolytika - streptokinasa, urokinasa,
alteplasa a reteplasa jsou aplikovany intraven6zné nebo intraarterialné (Hynie, 2001,
Kvétina et al., 2009).

2.4 Laboratorni vySet Feni hemostazy

Pro béZzna stanoveni se ve vétdiné laboratofi vyuzivaji koagulacni testy. Ty jsou
zaloZzeny na principu stanoveni ¢asu potfebného k vytvofeni fibrinovych vléken,
meéfeného od okamziku odebrani krve nebo pfidani startovaci reagencie

k testovanému vzorku (MatySkova et al., 1999).

Koagula¢ni testy délime:
1. Skupinové - odliSeni poruch vnéjSiho a vnitfniho systému a pfemény
fibrinogenu
Globalni (nespecifické) - postihuji koagulaci krve v jejim celku, pouze orientaéni

3. Specifické - vySetfeni jednotlivych plazmatickych faktord (Penka et al.,1994)

2.4.1 Skupinové testy

Vzhledem ke komplexnosti celého hemostatického systému zahrnujici pFisnou
regulaci s mnoha kontrolnimi mechanismy, neni mozné zajistit zobrazeni jeho
celkového stavu. Jednotlivé laboratorni testy jsou schopny zobrazovat vZzdy jen Cast
koagulaéniho systému. Zakladni skupinové testy : aktivovany tromboplastinovy ¢as
aPPT, protrombinovy ¢as PT (Quicklv) a trombinovy ¢as TT, monitoruji pouze prvni
fazi hemostatického systému resp. ¢as do vzniku koagula. V této fazi je generovano
jen 5 % z celkového fyziologického mnoZstvi formovaného trombinu. Proto tyto testy
nejsou schopny zachytit projevy spojené s hyperkoagulaci. Ani informace ziskané
z jinych testd, jako je kvalitativni &i kvantitativni stanoveni koagulaé¢nich faktor( anebo
aktivity plazmatického systému, nemohou slouZit k posouzeni celkového stavu
hemostatického systému, protoZze neexistuje jednoduchy vztah mezi koncentraci

faktoru a celkovou funkci systému (Hemker et al., 2006; Veen et al., 2008).

2.4.2 Globalni testy

VyuZzitelnost globalnich testd v klinické praxi je v sou€asnosti minimélni. Metody, jez
mély posoudit celkovou hemostatickou funkci organismu, jsou pro svou nepiesnost

a nespecificnost z velké ¢asti nahrazovany testy skupinovymi. Stale vyuZivana je
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metoda nepfimé monitorace generace trombinu — trombelastografie (TEG). Princip
TEG je zalozen na monitoraci viskozity krve béhem hemokoagulace. Vysledna
tromboelastograficka kfivka odrazi dynamické zmény v jednotlivych fazich srazeni.
| kdyZz tato metoda ma mnoho vyhod (napf. stanoveni z plné krve nebo rychlost
stanoveni), jako presnéjSi a klinicky pfijatelngjSi se jevi test zalozeny na méfeni

kinetiky generace trombinu (Reikvam et al., 2009).

2.5 Méfeni generace trombinu

Mé&rFeni generace trombinu bylo poprvé popsano vroce 1953 hned dvéma
skupinami - Macflarne & Biggs, Pitney & Dacie. Metoda byla zpocatku obtizné

proveditelnd a méla vysokou variabilitu (Veen et al., 2008).

O 30 let pozdégji byla prof. Hemkerem a jeho kolegy vyvinuta automatickd metoda,
ktera snizila nepfesnost testu a umoZziovala jednoduSsi pouZiti, ¢imZz bylo méfeni

zrychleno a usnadnéno (Hemker et al., 1986).

2.5.1 Role trombinu v hemostaze

Trombin hraje kli€ovou roli v procesu krevniho srézeni. Krevni sraZeni ovliviiuje
nejen svou schopnosti rychlé generace, ale také enzymatickym ucinkem na vétSinu
faktord v koagula¢ni kaskadé. V misté cévniho poranéni trombin zajiStuje aktivaci
krevniho srézeni, zéroven je ale schopen pomoci odpovédnych proteas cely
mechanismus zastavit. MUZe tedy pUsobit jak prokoagulacnég, tak antikoagulatné. Ma
multifunkéni schopnosti, kterymi ovliviiuje celkovy proces hemostazy. Vedle pfemény
fibrinogenu na fibrin je schopen zajistit jak aktivaci kofaktorl F V a F VIII (pomoci
zpétné vazby), tak i jejich degradaci. Aktivuje F Xlll i F IX a zaroven je Géinnym
induktorem aktivace krevnich desti¢ek. Na endotelu posiluje tvorbu a sekreci tPA
a dalSich latek. Po vazbé na TM aktivuje PC na aktivni formu (APC) a poté jiZ nemlze

zasahnout do procesu srazeni krve.

Nadmérna ¢i nedostate¢na tvorba trombinu vede k poruSeni rovnovahy hemostazy.
Proto mozZnost sledovani kinetiky jeho generace je vhodné fe3eni jak posoudit funkci

celého hemostatického systému (Baglin, 2005; Crawley et al., 2007).

2.5.2 Moznosti m éfeni generace

Pfi méfeni generace trombinu musime brat v Gvahu zasadni rozdil mezi méfenim

generace trombinu in-vivo a in-vitro.
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Méfeni generace trombin in-vivo je zaloZeno na stanoveni markerld generace
trombinu, jako jsou protrombinové fragmenty 1 a 2 ( Fi.), komplex trombin -

antitrombin nebo fibrinopeptid A (Baglin, 2005).

Méfeni in-vitro (ve zkumavce) je zaloZeno na stanoveni endogenniho potencialu
AUC (ETP), coz je celkové mnoZstvi trombinu, které je plazma v dany okamZzik
schopna vygenerovat (Hemker at al, 1986). Tato metoda iniciuje generaci trombinu
pridanim aktivatoru k rekalcifikované plazmé. Reakce probiha za pfitomnosti negativhé
nabitych PL zpusobujicich v pfitomnosti trombinu Stépeni chromogenniho nebo

fluorogenniho substratu (Veen et al., 2008).

Technika vyuZivajici chromogenni substrat se provadi v defibrinované plazmé, coz
neni nutné u fluorogenniho substratu, ktery mize byt stejné dobre vyuzit jak v plazmé
na desti¢ky bohaté (PRP), tak i chudé (PPP) (Hemker et al, 2000; Ramjee, 2000).
Vysledné parametry kfivky generace trombinu jsou odrazem individualni schopnosti
generace trombinu, a tedy i pravdépodobnosti rozvoje spontanniho nebo vyvolaného

krvaceni nebo trombozy (Baglin, 2005).

2.5.3 Technické parametry TGA

V pfipadé metod, které maji byt pfijaty do bé&Zné laboratorni praxe je tfeba, aby byly

reprodukovatelné, standardizované a pomérné snadno proveditelné.

V sou€asné dobé jsou dostupné dva komeréni fluorogenni testy, kalibrovany
automatizovany trombin generacni test (CAT) (Thrombinoscope B.V., Maastricht,
The Netherlands) a Technothrombin® TGA assay (Technoclone, Vienna, Austria).
Doposud publikované studie potvrzuji dostate¢nou intralaboratorni reprodukovatelnost

sintra - a inter - assay koeficientem variace < 10% v PPP i PRP.

Mezilaboratorni variabilita je zavisla na standardizaci reagencii a metodice. Zavedeni
novych reagencii nebo pouze jinych Sarzi mdZe predstavovat vyznamnou zménu
variability, vyZadujici rekalibraci testu nebo zménu referenniho rozmezi. Zménou
analytickych podminek - zména koncentrace TF, PL nebo substratu muzeme docilit
zvySeni citlivosti testu. Pro dosahnuti spolehlivych vysledkl jsou velmi dalezité i pre-
analytické podminky - jako jsou napf. odbér krve, jeji uchovavani nebo preprava.
Vzhledem ktémto skute¢nostem je mezilaboratorni srovnavani vysledk( alespon

prozatim problematické (Hemker et al., 2003).
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2.5.4 Vyuziti TGA v Klinické praxi

ZjednoduSeni a lepSi reprodukovatelnost méfeni generace trombinu vedla ke
zvysSeni vyuZziti TGA v laboratofich. Vysledné parametry kfivky, zvliasté hodnota AUC,
mohou byt vyuZity pfi hodnoceni krvacivych &i trombotickych rizik anebo v pfipadé
posuzovani efektivity Ié€by antitrombotiky ¢i hemostatiky (Obr.5).

Méfené parametry TGA:

» INR- mezinarodni normalizovany pomér, nutny pro vyjadfovani vysledka PT
u pacientl lé€enych kumariny

INR= [ty/t]"
t,, ty- Casy pacienta a kontroly

ISI - mezinarodni index citlivosti, ktery vyjadfuje citlivost pouZitého

tromboplastinu k mezinarodnimu standardnimu tromboplastinu

» tLag [min] - ¢as do zaCatku generace trombinu, referenéni rozmezi 2,3 -
5,1 min

» tPeak [min] - Cas od zacatku generace trombinu po jeho maximalni
koncentraci, referen¢ni rozmezi 6,2 - 9,8 min.

» mPeak [nM] - maximalni koncentrace vygenerovaného trombinu, referencni
rozmezi 21,7- 214,8 nM

» AUC [nM] = endogenni potenciél (ETP) - celkové mnoZstvi vygenerovaného
trombinu, referenéni rozmezi 1014- 1949 nM

AVARVA
A DD

¢as [min]

trombin [nM]

Obrazek 5: ProdlouZeni inicia €ni faze p fi spravném nastaveni antikoagula €ni |é by
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Z dostupnych Gdaju vyplyva, Ze zvySeni generace trombinu je spojeno
s trombofilnimi stavy zpusobenymi napf. mutaci F V Leiden (R506Q), F Il (protrombin
G 20210 A) tak i vrozenymi deficity PC, PS a antitrombinu (Luddington, Baglin, 2004;
Hirsh, 1995).

Naproti tomu nékolik studii o hemofilii prokazalo korelaci mezi koagula¢ni aktivitou
FVIl (F IX) a AUC i peaku generace trombinu (Chantarangkul et al, 2003).
Soucasné dochézi i k dobrému rozliSeni hodnot AUC a peaku generace trombinu mezi
zdravymi osobami a pacienty s riznym stupném zavaznosti hemofilie (Luddington,
Baglin, 2004). Celkova generace trombinu vSak u dédiénych krvacivych poruch
vykazuje vyznamné rozdily mezi pacienty se stejnym defektem, které pretrvavaji i po

léCbé. To otevird moZznost individualni I€éCby zaloZzené na generaci trombinu.

Trombin generacni test neni tedy jen nastrojem pro lepSi pochopeni jednotlivych fazi
hemokoagulace, ale je i moZnou cestou monitorace hypokoagulaénich i

hyperkoagulaénich stavi popfipadé jejich prevence (Veen et al., 2008).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Cile experimentalni ¢asti

V sou€asné dobé existuje mnoho typl antitrombotik s rozliSnymi mechanismy
acinku. Warfarin spolu s heparinem vSak patfi k nejpouzivanéjSim antikoagulantam.
Jejich plsobeni bylo doposud mozné monitorovat pouze pomoci aPPT a PT testd. Ty
vSak plné neodrézeji fyziologické procesy pfi hemokoagulaci. Proto bylo nutné vyvinout
takovy test, ktery by byl schopen monitorovat celkovou funkci hemostazy a zaroven by
byl citlivy ke vS8em typdm antikoagulantt. Hlavnim cilem experimentélni ¢asti bylo
posoudit moznosti vyuZiti TGA pfi hodnoceni efektivity antikoagulaéni 1éCby. Jednotlivé
naméfené parametry (tLag - €as do zaCatku generace trombinu, tPeak - ¢as od
zaCatku generace trombinu po jeho maximalni koncentraci, mPeak - maximalni
koncentrace vygenerovaného trombinu, AUC - celkové mnoZstvi vygenerovaného
trombinu) byly srovnavany s hodnotou INR (mezinarodni normalizovany pomér)

vypodtenou z Quickova testu.

V druhé casti prace byl monitorovan vliv hemostatické léCby na mnoZstvi
generovaného trombinu u pacienta se zavaznou krvacivou poruchou, kterou byla

pritomnost specifického inhibitoru.

3.2 Material a metody

3.2.1 Pristrojoveé vybaveni

» Centrifugy Eppendorf 5700, Eppendorf GmbH ,Hamburg, Némecko

» Automatické pipety Eppendorf Research, Eppendorf GmbH Hamburg,
Némecko

» Koagula¢ni analyzator Ceveron® Alpha, Technoclone, Rakousko - je plné
automatizovany pfistroj vybaveny fluorescenénim modulem, ktery umoZziuje
kromé zékladnich koagula¢nich, chromogennich, turbidimetrickych testd
také testy fluorogenni. Integrovany fluorescenéni modul je umistény nad
kyvetovym rotorem a pracuje s excitacni vinovou délkou 360 nm a emisni
vinovou délkou 465 nm (Obr.6).
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Z&kladni ¢asti automatického analyzatoru:
rotor s reakénimi kyvetami (1)

rotor se vzorky (2)

fluorescenéni modul (3)

chlazeny prostor na reagencie (4)

sérové a reagencni pipetory (5)

¢tecka ¢arovych kédu (6)

promyvaci zatizeni (7)

monitor (8)

Software Ceveron PC - vyhodnoceni vysledkl verzi SW 1.4

Obréazek 6: Koagula €ni analyzator Ceveron® Alpha

(upraveno dle http://www.technoclone.com/pdf/folder/files/ TGAO01E.012_Technothrombin
TGA.pdf)

3.2.2 Material

» plazma chuda na desti¢ky ziskana centrifugaci (3 min pfi 4440 g) odbéru Zzilni
krve do 3,2 % citratu sodném v poméru 1:9

» VysSetifovaci kit TECHNOTROMBIN® TGA, Technoclone, Rakousko
SUB TECHNOTROMBIN TGA — 1 mM fluorogenni peptidovy substrat Z-Gly-
Gly-Arg-AMC
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REACTION BUF TECHNOTROMBIN TGA - pufr Tris (tris(hydroxymethyl)
methylamin) - HEPES (4 - (2 - hydroxyethyl) - 1 - piperazin - ethansulfonova
kyselina) - NaCl, hovézi sérovy albumin
LOW RC TECHNOTROMBIN TGA -5 pM rekombinantni lidsky tkarnovy faktor
(rhTF), nizka koncentrace fosfolipidovych micel, pufr Tris - HEPES - NaCl,
pouziva se k monitoraci bypassové l|éEby rekombinantnim F Vila, méfeni
trombofilnich a krvacivych tendenci
RB TECHNOTROMBIN TGA — 2 pM rhTF, nizka koncentrace fosfolipidovych
micel, pufr Tris - HEPES - NaCl, pouZiva se pfi monitoraci bypassové 1éCby
pfipravky obsahujicimi koncentrat aktivovaného protrombinového komplexu
(FEIBA)
CacCl; (25 mmol/l)

» TGA TECHNOTHROMBIN CALIBRATOR- 1 mM trombinovy kalibrator, pufr
Tris - HEPES - NaCl, hovézi sérovy albumin

> Destilovana voda

3.2.3 Princip metody

Pro experimentalni &ast byl pouZzit kompaktni a plné automatizovany koagulacni
analyzator Ceveron® Alpha a vy3etiovaci kit TECHNOTROMBIN® TGA .

Metoda je zaloZena na méfeni generace trombinu v plazmé chudé na destiCky
prostfednictvim fluorogenniho substratu po aktivaci koagula¢ni kaskady TF. Iniciace
trombinu je spojena s pasobenim vnéjSi tenasy. Po navazani TFPI na TF dochazi
k utlumeni této cesty a dochazi ke generaci trombinu za pomoci vnitfni tenasy. VSe
probiha v pFitomnosti negativné nabitych PL a Ca **. Vznikly trombin Stépi fluorogenni
substrat na fluorofor (7-amino-4-methylkumarin), jehoZz signél je zaznamenavan
(Obr.7). Fluorescenéni signdl je zachycen fluorescenénim detektorem, ktery prevadi

primarni namérené referencni fluorescenéni jednotky (RFU) do pocitace.
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Obréazek 7: Princip TGA

(upraveno dle http://www.technoclone.com/pdf/folder/files/TGAO01E.012_Technothrombin
TGA.pdf)

3.2.3.1 Fluorescen é€ni signal

Fluorescence, fosforescence a chemiluminiscence patfi pod obecnou luminiscencni

techniku. Jsou zaloZeny na principu emise zéfeni.

PFi fluorescenci dochazi k absorpci zafeni v ultrafialové oblasti spektra a to vede
k excitaci elektronu (resp. molekuly) ze zakladniho stavu do vySSich elektronovych
vibra¢nich stavl. V disledku srazek s ostatnimi molekulami dochazi rychle ke ztratam

muze dostat bud emisi fotonl - z&fivy pfechod, a nebo vnitfni konverzi (vibra¢ni

relaxace), kdy odevzdana energie rozvibruje molekulu - nezéfivy pfechod.

Pfi analyze vzorku vychazi zfluorescenéniho modulu (zdroj zafeni) excitaéni
paprsek o vinové délce 360 nm. Dochazi k excitaci molekul fluoroforu a nasledné

fluorescenéni emisi. Emisni zafeni (465 nm) je sledovano UV-senzorem pod uhlem 90°
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pres filtr, ktery selektuje zafeni o pozadované vinové délce. Poté dochazi ke

zpracovani a vyhodnoceni signalu (Obr.8) (McGown, Nithipatikom, 2000).

UAV-Emiiter [380 rum]

- ®

J::umrxe
L4
LV-Sensor
A M Fiker
Haating Dlock

Obrazek 8: Pr Gichod paprsku reak €ni kyvetou

(upraveno dle http://www.technoclone.com/pdf/folder/files/ TGAO01E.012_Technothrombin
TGA.pdf)

3.2.3.2 Vyhodnoceni

Primarné mérfené referencni fluorescenéni jednotky (RFU) jsou pomoci kalibraéni
kfivky pfevadény na aktualni koncentrace trombinu ve vzorku. Derivaci je ziskana
kfivka zavislosti koncentrace trombinu na ¢ase (Obr.9). Je charakterizovana : lag fazi -
¢as do zacatku generace trombinu, slope - rychlost nartstu generace, peak- maximalni
koncentraci trombinu, endogennim potencidlem (AUC nebo ETP ) - plocha pod kfivkou

charakterizujici celkové mnoZstvi generovaného trombinu, inaktivacni fazi .

400=

150 o Peak thrombin

ol Slope

250+ Area under the
curve (ETP)

i

150-

rikd

Lag time
100 =

Obréazek 9: Trombin genera ¢éni kfivka (Veen et al., 2008)
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3.2.4 Kalibra €éni kFivka

Aby naméfené RFU mohly byt pfevedeny na aktualni koncentraci trombinu v plazmé,
je nutné sestrojit kalibracni kfivku. Kalibraéni kfivka zavislosti RFU na koncentraci
trombinu mé& linearni charakter (Obr.10). Je ziskana na zakladé méfeni zfedénych
vzorkd trombinového kalibratoru. Kalibrace se provadi pouze jednou na danou SarZi
reagencii.

[RFU / min] % .
10 S

 |®zE31400
B0.00-F - m e mmm e

A00,00-|--
450,00-| -
400,00-|--
360,00-|--
300,00-F--
260,00-|--
200,00-}--
160,00 -
100,00} -

0,00--

'Y

000 - T 3 Y - , . 4
J00n 50,00 100,00 180,00 200,00 250,00 300,00 350,00 400,00 [ni]

Obrazek 10: Kalibra €ni kFivka

3.2.4.1 Priprava reagencii a koncentra ¢€nich bod U

Jednotlivé reagencie byly rozpustény v poZzadovaném mnozstvi destilované vody
(Tab.6). Po fadném rozpusténi byly nacteny pomoci ¢arového kédu (uveden na kazdé
reagencii) koagulaénim analyzatorem. Tim se jednak zajisti spravna pozice dané
reagencie v prostoru analyzatoru, a jednak je zamezeno pouZiti reagencii po ekspiraci.
Poté jsou analyzatorem automaticky vytvoreny koncentracni body (Tab.7) a dochazi ke

generaci kalibraéni kfivky.
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Tabulka 6: P Fiprava reagencii k sestrojeni kalibra  éni kfivky

Reagencie Destilovana voda [ml]
TGA TECHNOTHROMBIN CALIBRATOR 0,50

REACTION BUF TECHNOTROMBIN TGA 1,00

SUB TECHNOTROMBIN TGA 3,00

CaCl, -

Tabulka 7: Koncentra €ni body trombin/reak ¢&ni pufr

. _ L Koncentrace
Pomér trombin/reak ¢€ni pufr _
trombinu [nM]

11 432,00
1:2 216,00
1:10 43,20
1:100 4,320

3.2.4.2 Méreni

Z kazdého koncentracniho bodu trombinového kalibratoru bylo pro stanoveni odebrano
90 pl standardu trombinu. K jednotlivym vzorkdm bylo pfidano 40 pl fluorogenniho
substratu (SUB TECHNOTHROMBIN TGA). Samotna reakce byla iniciovana 25 pl
CacCl,. Detekce fluorescence byla provadéna v jednominutovych intervalech po dobu

10 min pfi 37 T. M éfeni probihalo v dubletu.
3.3 Vlastni m éreni

3.3.1 Soubor pacient

Soubor byl tvofen pacienty uZivajicimi antikoagulacni 1é¢bu. Vzorky Zilni krve byly
vybrany na zakladé anamnézy jednotlivych pacientll bez ohledu na pohlavi a vék. Do
souboru byli zafazeni pacienti s tromboembolickymi komplikacemi &i rizikovymi faktory
s riznym trombogennim potencialem. Lécba byla vétSinou zahajena podavanim
LMWH poté nasledovala lécba dikumariny — warfarin, kdy byly odebirany vzorky pro

stanoveni TGA.

Déle byl do souboru zafazen pacient s pfitomnosti specifického inhibitoru, ktery byl
lé€en pro zavazné krvacivé komplikace. Kontrola substituéni (NovoSeven) a eradikacni

lé€by inhibitoru koagulace, ktery se u tohoto pacienta idiopaticky vyvinul pomoci TGA
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metody predstavuje jedinou mozZnost, jak efektivné kontrolovat uac€inek léCby

a soucasné riziko krvaceni.

3.3.2 Priprava vzork

Zilni krev byla odebrana do zkumavek obsahujicich 3,2 % citratu sodného. Vzorek
byl poté za laboratorni teploty centrifugovan 3 minuty pfi 4440 g. Ziskana plazma
chuda na desticky (PPP) byla rozdélena do mikrozkumavek Eppendorf a nasledné
probéhla analyza. Pokud analyza nemohla probéhnout ihned, byl vzorek zamrazen
a uchovavan pfi — 70 € do doby vySetieni. Takto uchovany vzorek musel byt pfed

analyzou rozmrazen v termostatu pfi 37 C.

3.3.3 Priprava reagencii

Postup pfipravy reagencii k samotnému méfeni (Tab.8) je shodny s pfipravou

reagencii k sestrojeni kalibracni kfivky (viz.3.2.4.1).

Tabulka 8: P Fiprava reagencii

Reagencie Destilovana
voda[ml]

SUB TECHNOTROMBIN TGA 3,00

REACTION BUF

TECHNOTROMBIN TGA 1,00

LOW RC TECHNOTROMBIN TGA

(RB TECHNOTROMBIN TGA) 1,00

CacCl, -

3.3.4 Méreni

» Pacienti na warfarinu

K40 pl vzorku PPP bylo pfiddno 20 pl reakéniho pufru (REACTION BUF
TECHNOTHROMBIN TGA) a 15 pl TF snegativné nabitymi PL (LOW RC
TECHNOTHROMBIN TGA). Poté bylo pfidano 25 pl fluorogenniho substratu (SUB
TECHNOTHROMBIN TGA). Samotna rekce byla spusténa 35 ul CacCl,.

» Pacient s p fitomnosti specifického inhibitoru

K40 ul vzorku PPP bylo pfidano 20 pl reakéniho pufru (REACTION BUF
TECHNOTHROMBIN TGA) a 15 uyl TF snegativné nabitymi PL (RB
TECHNOTHROMBIN TGA). Poté bylo pfidano 25 pl fluorogenniho substratu (SUB
TECHNOTHROMBIN TGA). Samotna rekce byla spusténa 35 ul CaCl,,
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V obou pfipadech bylo méfeni provadéno v dubletu. Detekce fluorescenéniho
signélu probihala v jednominutovych intervalech po dobu 60 min. Poté byly hodnoty
pomoci softwaru Ceveron PC - SW ver. 1.4. a kalibracni kfivky pfevedeny na aktudlni
koncentraci trombinu ve vzorku. Vyhodnoceni jednotlivych parametrd TGA bylo

provedeno derivaci namérené kFivky.
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4. Vysledky a diskuse

Trombin generalni test byl pouZzit u 49 pacientu lé¢enych warfarinem a u 1 pacienta
s pfitomnosti specifického inhibitoru. U pacientt na warfarinu byly jednotlivé parametry

TGA srovnavany s hodnotou INR Quickova testu.

U pacienta s pfitomnosti specifického inhibitoru byl pomoci TGA dlouhodobé

monitorovan vliv substituéni a eradika¢ni Ié€by na mnozZstvi generovaného trombinu.

» Pacienti na warfarinu
V Tab.9 jsou uvedeny naméfené parametry TGA pacientd lé€enych warfarinem.

Celkem bylo 49 vzork( u nichz byly méfeny hodnoty INR, tLag, tPeak, mPeak a AUC.

Pfi spravném nastaveni antikoagulacni |é¢by by se hodnota INR méla pohybovat
v terapeutickém rozmezi (2,0-3,5), coz odpovida prodlouzZeni iniciaCni faze trombin
generacni kfivky a prodlouzeni tPeak. Je-li hodnota INR nizsi zvySuje se riziko
trombozy (sniZzeni: tLag, tPeak; zvySeni: mPeak a AUC) . Naopak je-li hodnota INR
nad terapeutickym rozmezim zvySuje se riziko krvaceni (zvySeni: tLag, tPeak;

shizeni: mPeak a AUC)

Z vypoctu korelagniho koeficientu byla prokdzana pozitivni korelace tLag (0,81855)
atPeak (0,70152) s hodnotou INR. Naopak negativni korelace AUC (-0,57052)
a mPeak (-0,46115) s hodnotou INR.

Vysledky nékterych pacientd se stejnou hodnotou INR mohou dosahovat
vyznamnych rozdilu TGA parametrd, zvlasté pak hodnoty mPeak a AUC. MoZnou

pFi¢inou mohou byt odchylky v hemostatickém procesu (viz. vzorky 7 a 8).

Kfivka zavislosti INR na tLag a INR na tPeak m& linearni charakter. S rostouci
hodnotou INR dochazi k prodlouzeni ¢asl tLag a tPeak (Obr. 11, 12). Kfivka zavislosti
INR na mPeak a INR na AUC ma hyperbolicky charakter s podstatné vyssi
variabilitou. Nad terapeutickym rozmezim INR doch&zi k vyznamnému sniZzeni mPeak
a AUC (Obr. 13, 14).
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Tabulka 9: Nam éfené parametry TGA pacient U na warfarinu

Vzorek INR tLag [min] tPeak [min] mPeak [nM] AUC [nM]
1 3,49 9,70 20,50 27,10 551,30
2 2,83 7,60 15,10 38,60 739,20
3 3,40 4,80 10,10 209,80 2148,60
4 3,29 10,20 21,90 29,20 605,50
5 3,45 10,10 22,30 31,10 710,30
6 2,77 7,40 14,70 52,90 911,90
7 3,64 9,00 19,50 44,40 876,20
8 3,64 15,40 20,30 22,00 409,10
9 10,42 29,40 41,10 9,90 107,30
10 8,49 9,80 14,90 54,40 557,40
11 5,33 7,00 13,10 84,20 877,30
12 4,32 9,30 18,40 26,10 398,00
13 3,73 7,40 14,60 42,30 625,10
14 2,99 5,60 10,40 46,90 511,90
15 2,50 3,50 7,20 122,70 925,10
16 2,06 3,60 7,90 144,00 1239,30
17 1,05 3,70 8,50 103,60 914,60
18 2,20 2,30 8,00 274,50 2559,50
19 1,16 1,10 7,60 142,00 1406,60
20 1,11 1,70 10,50 133,40 1753,30
21 1,11 1,10 8,80 129,40 1729,50
22 1,83 4,90 13,40 45,30 818,80
23 1,12 1,20 7,60 178,30 1963,70
24 1,71 5,90 9,20 39,10 743,40
25 1,09 1,30 9,80 121,80 1665,40
26 1,17 1,50 10,80 111,20 1764,60
27 1,09 1,70 9,20 103,50 1023,40
28 3,06 1,70 10,10 127,70 1668,50
29 1,13 0,80 6,50 206,50 2068,90
30 1,16 0,80 7,20 129,60 1527,60
31 4,05 10,06 25,50 24,00 564,30
32 4,02 8,70 17,30 33,10 512,70
33 4,06 11,40 23,80 22,80 486,20
34 3,00 10,20 17,70 29,00 619,70
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Vzorek INR tLag [min] tPeak [min] mPeak [nM] AUC [nM]

35 3,12 3,50 11,50 121,20 1879,30
36 2,10 4,60 15,10 62,60 1184,50
37 2,08 6,70 18,10 56,50 1263,00
38 1,05 0,90 4,70 376,10 2483,60
39 1,08 1,70 8,30 297,50 2847,20
40 1,03 3,10 10,50 169,50 2088,70
41 9,68 12,80 21,00 23,70 335,00
42 3,87 5,70 8,40 50,10 559,00
43 1,46 1,90 9,50 32,20 838,00
44 2,09 4,30 7,00 44,50 648,00
45 3,88 7,30 9,80 45,60 535,00
46 2,88 7,30 12,70 33,10 436,00
47 3,56 7,00 10,20 30,00 814,00
48 151 1,90 9,60 79,40 1229,00
49 2,36 4,30 6,80 58,90 706,00
KORELACE 0,81855 0,70152 -0,46115 -0,57052

Zavislost INR na tLag

INR

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
tLag [min]

Obrazek 11: Zavislost INR na tLag
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Zavislost INR na tPeak
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Obrazek 12: Zavislost INR na tPeak

Zavislost INR na mPeak
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Obrazek 13: Zavislost INR na mPeak
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Zavislost INR na AUC
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Obrazek 14: Zavislost INR na AUC

> Pacient s inhibitorem

U pacienta byly opakované méfeny parametry tLag, tPeak, mPeak a AUC (Tab.10)

Bé&hem IéCby byl sledovan jak vliv inhibitoru, tak U€inek substitu¢ni a eradikaéni [éCby.

Pfitomny inhibitor ovliviioval prokoagulaéni aktivitu FVIII, kdy do3lo kjeho
vyznamnému sniZzeni a tedy i vyraznému snizeni generace trombinu (Obr.15). To
dokazuji naméfené parametry TGA ze dne 24.11.09 (pfed IéCbou), kdy jsou
prodlouZzeny Casy tLag, tPeak a hodnoty mPeak, AUC jsou vyrazné snizeny. Po
zahdjeni 1éCby cytostatiky — 1500 mg Cyklofosfamidu a rekombinantnim F Vila — 1,2
mg NovoSeven dochazi k poZadovanému sniZeni tLag, tPeak a naopak ke zvySeni
mPeak, AUC. Poté byla indikovana kombinovana l|é¢ba cytostatiky - 1500 mg
Cyklofosfamidu a imunoglobuliny — 30 mg Gammagard. Vlivem eradikacni |éCby
dochéazi k vyznamnému zvySeni parametrd mPeak a AUC, naopak ke sniZzeni hodnot

tLag a tPeak, coZ vypovida o uspésné eliminaci inhibitoru.

Sledovanim parametru AUC béhem Iécby vznikla kfivka zavislosti koncentrace

trombinu na indikované |1é¢bé (Obr.16)

Tabulka 10: Parametry TGA u pacienta se specifickym inhibitorem

Cas[dny] tLag [min] tPeak [min] mPeak [nM] AUC [nM]

24.11.09* 11,00 22,60 7,20 112,60
24.11.09 8,20 10,90 23,40 387,80
25.11.09 12,60 26,70 3,00 32,90
28.11.09 9,80 42,20 15,50 267,60
2.12.09 18,90 42,20 4,60 55,80
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Cas[dny] tLag [min] tPeak [min] mPeak [nM] AUC [nM]

3.12.09 7,00 35,10 21,30 546,50
4.12.09 7,60 24,30 48,70 974,70
7.12.09 7,30 27,90 61,70 1100,10
16.12.09 7,70 12,90 95,10 787,70
21.12.09 7,20 16,50 83,20 1370,50

* pfed zahdjenim IéCby

* o 3
ent} = E Fentimin
2800 o : 110,00
notmalnd trombin
3600 frnd b
gereradni kirvla 100,00
3400 5 oy
m— {rombin gerneradni
GRILL kfivka s pitomnosti -
2000 inthibitong a0 00
2200
2600 g0
ey i, 80,00
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1800 A a0.00
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Ao Ao '\
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Obréazek 15: Trombin genera ¢€ni kf¥ivka 4.12. 2009
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5. Zaver

Ucinek antikoagulaéni lééby u pacientd lééenych warfarinem byl posuzovan
srovnavanim parametrd TGA s INR. Prvotnim ukazatelem u&inné, popf. nedcinné
antikoagulacni 1é¢by byla hodnota INR. Terapeutické rozmezi je staveno individuélng,
avSak ve vétSiné indikaci se pohybuje v rozmezi 2-3,5. Pfi hodnotach pod
terapeutickym rozmezim se zvySuje riziko vzniku trombézy naopak pfi hodnotach
vysSich, se zvySuje riziko krvaceni. Z hodnoceni jednotlivych parametrd vyplyva, ze
parametry tLag a tPeak pozitivné koreluji s hodnotou INR a kfivky zavislosti danych
parametrd na INR maji linearni charakter. Naopak mPeak a AUC negativné koreluji

s hodnotou INR a kfivka zavislosti danych parametrd ma hyperbolicky charakter.

Lécba pacienta s inhibitorem méla dva hlavni cile. Prvnim bylo potlaeni krvaceni
(eliminace klinickych projevd) pomoci rFVila, druhym byla eliminace inhibitoru vlivem

eradikacni Ié¢by, kdy byla kombinovana Ié¢ba cytostatiky a imunoglobuliny.

LéCba byla zahajena 1500 mg Cyklofosfamidu, ktery potlacil autoimunitni reakci
a 1,2 mg NovoSeven, ktery aktivuje proces srdzeni pomoci rFVlla. Poté byla zah4jena
[é€ba imunoglobuliny - Gammagard (30mg). Vlivem eradikacni léCby tak doSlo
k eliminaci inhibitoru a vyznamnému zvySeni celkové koncentrace trombinu. To je
podloZzeno i srovnanim nameéfenych parametrd TGA béhem celé lécby, kdy doSlo

k vyznamnému zvySeni mPeak , AUC a naopak ke sniZeni tLag a tPeak.

Z vysledkd tedy vyplyva, Ze TGA je vhodnym nastrojem pro posuzovani efektivity
léCby jak hemostatiky, tak antitrombotiky. AvSak i pfes nesporné vyhody je nutné
podotknout, Ze TGA vyZaduje dalSi standardizaci, a proto jim zatim neni mozné

nahradit tradi¢ni koagulacni testy.
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Pouzité zkratky

a,;AT aj-antitrypsin

a,AP oy-antiplazmin

a,MG a,-makroglobulin

aPPT aktivovany tromboplastinovy ¢as

AT 1l antitrombin

AUC celkové mnoZstvi vygenerovaného
trombinu

C1INH C1l-inhibitor

Fl faktor |

Fll faktor Il

F IX faktor IX

FV faktor V

F Vi faktor VII

F VI faktor VIII

F X faktor X

F Xl faktor XI

F Xl faktor XII

F Xl faktor XIlI

GP glykoprotein

HC I heparin kofaktor I

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-
ethansulfonova kyselina

HMWK vysokomolekularni kininogen

IAPC inhibitor aktivovaného proteinu C

INR mezinarodni normalizovany pomér

LMWH nizkomolekularni heparin

mPeak maximalni koncentrace vygenerovaného
trombinu

PAI-1 inhibitor aktivatoru plazminogenu 1

PAI-2 inhibitor aktivatoru plazminogenu 2

PC protein C

PIVKA proteiny tvofené v nepfitomnosti

vitaminu K

a7



PK prekalikrein

PL fosfolipidy

PLG plazminogen

PPP plazma chudé na desti¢ky

PRP plazma bohata na desticky

PS protein S

PT protrombinovy ¢as

rF Vlla aktivovany rekombinantni faktor VII
RFU referencni fluorescenéni jednotka
rhTF rekombinantni lidsky tkanovy faktor
TEG trombelastografie

TF tkanovy faktor

TFPI tkanovy faktor inhibitor

tLag ¢as do zacatku generace trombinu
™ trombomodulin

tPA tkanovy aktivator plazminogenu
tPeak ¢as od zacéatku generace trombinu po

jeho maximalni koncentraci

TRIS tris(hydroxymethyl)methylamin
UFH nefrakciovany heparin

uPA urokinasa

VWF von Willebrand(v faktor
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