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2. Uvod a cil prace

Hemokoagulace je slozity komplexni proces zahringktivacni i inhibicni procesy,
které jsou vzajemihv rovnovaze. Porucha této rovnovahy vede k hypmgutaci (zvyseny
srazlivy stav krve) nebo k hemoragii (krvacivy 9gtaHyperkoaguléni stavy, neboli
trombofilie, jejichz pi¢inou je posunuti firozené rovnovahy sénem k prokoaguknim
procesim, jsou spojeny s vyssim rizikem Zzilni trombdzyl§éinkova et al. 2001). Trombofilie
je tedy stav, kdy je v cévnim systému zvySena wottomhi. Trombofilie gedchazi
vlastnimu procesu trombotizace (Kvaa 2003a).

Pojem trombofilie j&asto chapan pouze jako sklon k Zilni trombdze. Keia faktory
pro Zilni trombézu secasti liSi od rizik pro trombdzy tepeodstatou Zilni trombozy je
vytvoieni krevni srazeniny (= trombu), ktera zcela nebet&€né vypliuje vnitek Zily.
Akutni nebezp& predstavuje uvoléni trombu a jeho doputovani az do plicni tepny
(= embolie plicni tepny) —akdy az se smrtelnym koncem. V dlouhod@im vyhledu nize
Zilni trombdza poSkodit tzv. Zilni chlopm givodit trvalé potize, nap otoky, bércové #edy
(Chochola et al. 2000). Vznik trombozyiie ovlivnit fada faktod jako je nap. poSkozeni
Zilni s€ny, zpomaleni proudu Zilni krve, zvySeni krevnizbv@sti atd.

Ke klinické manifestaci trombodzy je nezbytndtpmnost &chto a dalSich rizikovych faktor
souwasre (Rosendaal 1999, Penka et al. 2001). Velasto nalézame v rodindch s vysokym
vyskytem tromboembolické nemoci kombinace jak vnyoé (jsou popsanyetné rodiny se
sowasnym vyskytem defektu AT Ill, P& PS a FV Leiden), tak ziskanych fakiqPenka et
al. 2001). Vrozené, ale ickteré ziskané faktory tromboézy Ize prokazat ponspeicialnich
laboratornich vySégni. Jednim zthto zgisohi je vySeteni na lupus antikoagulans, coz jsou
protilatky proti fosfolipichm, které zfsobuji z¥tSenou srazlivost krve vedouci pégd

k trombozam.

Z vySe uvedenychiugrodi bylo hlavnim cilem této bakakké prace provést vy$ehi
na lupus antikoagulans s potimzim na hyperkoagulai stav a optimalizovat toto vyseni.
DalSim cilem bylo zmapovat ziskané hyperkoatnilastavy v populaci a popsat jejich

vyznam ve vztahu k tromboze.



3. Hyperkoaqulaéni (trombofilni) stavy

Hyperkoagulani stavy, také nazyvané trombofilie anebo protrotické onemoceni,
jsou onemockni, ktera zvysSuji nebezpievendzniho a arterialniho tromboembolismu (Mant
et al. 2006).

Nazev trombus (thrombos) jako oZpai pro nitrocévni krevni sraZzeninu pouzivali jiz
stai Rekové a jeho autorstvi sélgada Galénovi (130-200). Ucelena koncepce vzmiuni
trombozy byla popsana az vroce 1856meckym patologem profesorem Rudolfem
vystihuje tzv. Virchowova triada: 1. stdza krve pomaleni obhu krve, které zfsobuje
zvySeni viskozity krve a zakoncentrovani koaguoieh faktofi v daném mist 2. poragni
cévni s¢ny — naruseni vystelky cévy aktivuje systémy hedmsta 3. hyperkoagulai stav —
defekty systérin hemostazy (Stehlik 2001).

Podle mista vzniku rozthjeme trombdzy na arterialni (tepenné) a vendozihif
(Stehlik 2001). B Zilni trombdze dominuje fedevsSim zastava protd krve a
hyperkoagulace, ke které dochati gktivaci plazmatickych koagutaich faktofi a selhani
funkce jejich pirozenych inhibitofi v krevni plazmi a cévni siné. Fxi vzniku arterialni
trombdzy se oft v jejim paétku diky prudce proudici krvi uptatje aktivace a agregace
krevnich destiek a dysfunkce endotelu, kterd je vesitSie pripadi vyvolana
aterosklerotickym procesentiganitu cévni stny (Kvasntka 2003b, Yee et al. 2001, Ross
1993).

Hyperkoagulani stavy nizeme rozdlit na primérni (vrozené) a sekundarni (ziskané).
Mezi sekundarni hyperkoagdld stavy radime &hotenstvi, nepohyblivost, trauma,
postoperani stavy, uzivani hormonalni antikoncepce, antdiysidovy syndrom,
hyperhomocystenémie a jiné chorobné stavy. K pmindr hyperkoaguknim stawm
muzeme pifadit deficit antitrombinu 1, deficit proteinu C 8§, faktor V Leiden, mutaci
protrombinu, hyperhomocysteinémii, dysfibinogéraiySenou hladinu faktoru VIII, deficit
faktoru Xl a poruchy vzniku plasminu (Barger a kyr2000).

Hyperkoagulani stavy rozdluieme ale také z hlediska patofyziologie Zilni
trombo6zy.(Obr.1) (Kvasika 2003a):



TROMBOFILIE

DEFEKTY piirozenych patologie koagulaénich JINE
inhibitor( faktord

antitrombin zvysena hladina dysproteinemie poruchy lipid. metabol.
protein C Fwvil FV Leiden = cholesterol
protein S fibrinogen PT20210A — lipoprotein (a)
(TFPI, TM, FIX, X, Xl hyperhomocysteinemie
PAL tPA ad.) Fll, VI vrozené
vrozené ziskané  ? vrozené 7 ziskané -€— dysfibrinogenemie vrozené  ziskané

Obr. 1: Rozdéleni trombofilie (piFevzato z Penka et al. 2001)
TFPI — inhibitor zevni cesty tkévého faktoru, TM — trombomodulin, PAI — inhibitor
aktivatoru plazminogenu, tPA — tiGgvy aktivator plazminogenu, PT — protrombin

3.1. Trombofilie pri zvySené koncentraci koagul&nich faktora

Zvysena produkce koagulasich faktofi a inhibitofi fibrinolyzy je u rekterych jediné
podmiréna geneticky (Kvastika 2003a). Redpoklada se, Ze mutac#ghusného genu vede k
poruSe translace na uUrovni mMRNA. Ta pakisgbi nekontrolovatelny ippis mMRNA a
nadbyténou tvorbu pislusného proteinu (Cazzola a Skoda 2000).

3.1.1. ZvySeni hladiny protrombinu

Protrombin je krevni protein, ktery je za faiti i hemokoagulaci. Nazyva se také
faktor Il. (Varga a Moll 2004). Protrombin je prekor trombinu v koagulmi kaskad.
Trombin je zapdtbi @i premené fibrinogenu na fibrin, ktery je primarnim cilemadgulani
kaskady (Obr. 2). Molekularni hmotnost protrombijeu72 kDa (Henriksen et al. 1998).
Mutace v genu pro protrombin (FIl 20210A mutacelalyyopsana v roce 1996 jakeéditné
onemocgni (Poort et al. 1996). Je to autozomalni dominammutace (Varga a Moll 2004).
Mutace FIl 20210A je lokalizovana v genu pro faktbrGen pro faktor Il se nachazi na
chromozomu 11pll - gq12, ma 14 ewam celkovou délku 21 kb (Poort et al. 1996). Tato
mutace je zfisobena zagnou nukleotidu G za A v kodonu 20210 (Pollak eé02, Zivelin
et al. 2006). Nachazi se ve 3'netranslatované igiassu (Zivelin et al. 2006, Gehring et al.
2001) a pai mezi mutace zisku funkce (gain-of-function mudareysujici efektivitu Stpeni
pre-mRNA. Nasledh dochazi k akumulaci mRNA a jeji translaci do podébagul&niho
faktoru (Gehring et al. 2001). Mutace u postizenjatinadi je spojena se zvySenou produkci
protrombinu a zvySenym rizikem trombozy (Urbankeval. 2002).



3.1.2. ZvySeni hladiny faktoru VIII

Faktor VIl je sowasti vnitniho koagulaniho systému. Spolu s F 1Xa, fosfolipidy a
vapenatymi ionty aktivuje FXa. Je to glykoproteimoieny v jatrech, slezin RES a
ledvinach. V plazm je vazan na von Willebradd faktor, z vazby se uvblije kontaktem
s fosfolipidy nebo trombinem (Lenting et al.199&en pro faktor VIII je umigh na
dlouhém raménku X chromozomu a jeho velikost je KBQ(Gitschier et al. 1984). Gen pro
faktor VIl se sklada z 26 exdnkteré kdduji polypeptidickyettzec o 2351 aminokyselinach
(Vehar et al. 1984). Snizeni hladiny faktoru vedéemkofili a zvySeni vede naopak

k zvySenému riziku trombozy. Faktor VIII je protem akutni faze hemostazy.

3.1.3. Hyperfibrinogemie (zvySeni hladiny fibrinogeu)

Fibrinogen, koagukmi faktor I, je 340 kD velky rozpustny glykoproteiktery se
bézne vyskytuje v krevni plazgh a je gitomen v granulich krevnich destk. Pati mezi
klicové proteiny hemokoagulaceiastni se agregace deésk, ovliviiuje viskozitu plazmy a
pati mezi proteiny akutni faze. Je jakétSina koagulénich faktof syntetizovany v jatrech
(Richterova a Gumulec 2007). Molekulu fibrinogeruoit dimer, ktery se sklada zeit
rozdilnych pai polypeptidickych retézci o, p a y. Retdzce jsou vzajemn vazané
disulfidickymi vazbami v blizkosti koricamindetézci (Gorkun et al. 1997, Siebenlist et al.
2005). Jednotlivérettzce fibrinogenu jsou kodovanyemi miznymi geny nactvrtém
chromosomu v oblasti q28.¢lZitou roli v udrzeni struktury fibrinogenu hrajig* ionty
(Richterova a Gumulec 2007, Siebenlist et al. 200Byperfibrinogemie (zvySeni
fibrinogenu) je rizikovym faktorem pro Zilni i art@lni trombo6zu, mMze byt vSak spjata i
s vySS8im ¥kem anebo zatem (Kvasnika 2003a).

3.1.4. ZvySeni hladiny ostatnich faktoi
Taktéz ostatni faktory mohou bytiginou trombofilie. Jejich zvySena hladina neni

tak vyznamna jako u faktdiz zmirgnych, proto zde nebudou jednodliuvedeny.

3.2. Trombofilie pri porusené requlaci hemokoaqulace

Dalsi gicinou trombofilie je nedostatekekterého z firozenych inhibitoé koagulace
anebo porucha jeho funkce. Jedna se zejména atylefibibitort koagulace, nap deficit

antitrombinu, deficit proteinu C, deficit proteifuatd. (Kvasrika 2003a).



3.2.1. Deficit antitrombinu

Je to jedntetzcovy glykoprotein ze skupiny alfa2-globulinTvoii se v jatrech a v menSim
mnoZstvi i v ledvinach a plicicltasténé i v endotelidlnich bikach (Kacerovsky et al.
2004). Sklada se ze 432 aminokyselin a jeho madekulhmotnost je 58-65 kDa. Je to
nejdilezit¢jSi fyziologicky inhibitor serinovych protedz a mntdavni Ulohu pi regulaci
hemostatické rovnovahy. AT Il inhibuje koagtmé proces tim, Ze vyvazuje trombin a jiné
plazmatické proteazy, jako jsou aktivované faktd¥a, Xa, Xla, Xlla, za vzniku
ireverzibilniho komplexu (Devraj-Kizuk et al. 1988)a aktivni misto AT Ill se navaze
heparin a urychli vznikéthto komplex. Bez gitomnosti heparinu vznikaji tyto komplexy
pomalu. Heparin katalyzuje reakci antitrombin - tpéza, aniz by sam byl spebovan.
Jakmile se vytvii komplex antitrombin - proteaza, heparin se tiuf a vaze se s dalSim
antitrombinem (HeejS et al. 2003).

Gen pro antitrombin je lokalizovan na prvnim chrammu (g23 - 25), ma sedm
exoni a Sesintrond. V oblasti¢tvrtého intronu byly nalezeny dva polymorfizmy. Efititu
antitrombinu typu | bylo zji$nho 92 fiznych mutaci (ve 12 % se jedna o delece v oblasti
5’konce) (Beauchamp et al. 2000).

Deficit antitrombinu byl poprvé popsan v roce 196§ebergem (1965). Vrozeny
deficit antitrombinu je predispozici pro ven6znbrboembolismus (Bayston et al. 1999),
vyskytuje se v poru asi 1:5 000 osob. @lpohlavi jsou fiblizn¢ stejré zastoupena. &li se

autozomala dominanti (Kacerovsky et al. 2004).

3.2.2. Deficit proteinu C

Protein C je vitamin K-dependentni glykoproteirmolekularni hmotnosti 62 kDa,
ktery cirkuluje v plazma jako inaktivni zymogen (proenzym, neaktivni predair enzymu)
v koncentraci 4ul/ml (Bauer et al. 1988). Neaktivovana forma proteije tvdena d¥ma
polypeptidovymiretézci (lehky a ¢zky), propojenymi disulfidickymi ristky (Katsumi et al.
1996). Aktivace proteinu probiha na povrchu endéaii@kch burk navazanym
k trombomodulinu. Aktivace probihaépenim, které odhali aktivni efektorové domény pro
kofaktory V a VIII. Vznika tzv. aktivovany protei@ (APC). APC proteolyticky 8pi a tim
inaktivuje na membrannavazané plazmatické faktory neenzymovéheopdu (faktor Va a
Villa), coz vede kzn&ému zpomaleni aktivovaného koagwino procesu. Ennost
Stpeni vyraz® zvySuje spolugast proteinu S, ktery lokalizuje protein C na fdigidové
povrchy (Bauer et al. 1988, Katsumi et al. 1996) 8ual. 2003).
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Deficit proteinu C je spojovan se Zilni tromboz@auer et al. 1988, Koeleman et al.
1994) a poprvé byl popsan v roce 1981 Griffinem8)9 Deficit ¢i dysfunkce proteinu C
jsou zpisobeny mutacemi v genu pro protein CGicAto mutaci bylo popsano asi 160
(Kvasnitka 2003a). Protein C je kddovan genem unignh na druhém chromozomu v pozici
2013-9g21. Jeho velikost je 11,6 kb a zahrnuje 9n&xa nichz prvni neni translatovan
(Gandrille et al. 1995). Protein C se&ddl autosomalkh dominantg (Koeleman et al. 1994,
Gandrille et al. 1995).

3.2.3. Deficit proteinu S

Protein S je vitamin K-dependentni plasmatickykglyrotein (Dahlback 1995, Heeb
et al. 1989) o molekularni hmotnosti 70 kDa (Rezerad al. 2004). Syntéza proteinu
S probiha hlavé v hepatocytech, dale pak v megakaryocytech, ehdoieh buikach,
osteoblastech atd. (Dahlback 1991). Protein Silezdy kofaktor proteinu Cipjeho aktivaci
na aktivovany protein C (APC) a napomahé inaktifakioni Va a VIII (Simmonds et al.
1998). V krvi koluje ve dvou formach a to jako wplprotein S nebo v komplexu s C4b-
vazajicim (C4b-binding) proteinem (Zéller et al9%3.

Deficit proteinu S je spojovan se Zzilnim tromboetdgmem (Koster et al. 1995,
Kvasnicka 2003a, Zoller et al. 1995) a poprvé byl popsdaoce 1984 Schwarzem et al.
(1984).

Protein S se @li autozomalé dominant&. Geny pro protein S @izeme rozdlit na
dv¢ skupiny — aktivni gen a pseudogen (Rezende @08R, Simmonds et al. 1996). Aktivni
gen (PROS1) je umisty pobliz centromeryétiho chromozomu v oblasti 3q11 (Schmidel et
al. 1990). Tento gen obsahuje 15 ekxoRseudogen (PROS2 nebo PROSP) se nachéazi na
tretim chromozomu v oblasti 3p21. Kodujici oblagthto 2 gen jsou z 97 % podobné.
(Rezende et al. 2002, Simmonds et al. 1996)

3.3. Trombofilie pri dysfunkci nebo nedostatku gkterych koaqulaénich faktorw

3.3.1. Dysfibrinogémie

Poruchy fibrinogenu jsou obvykle gobeny genetickymi mutacemi, které maji za
nasledek nizkou hladinu proteinu (hypofibrinogémieebo abnormalni molekulu
(dysfibrinogémie) (Dear et al. 2007). Dysfibrinogemrmize byt vyvolana mutacemi véeth
genechietézci Aa, B, vy, které dohromady two molekulu fibrinogenu. Zatim bylo nalezeno
260 riznych druti kongenitalni dysfibrinogémie a u 100 z nich byj&tZna mutace DNA,

piepisu MRNA nebo syntézy proteinu.
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U dysfibrinogemii spojenych s trombofilii je naléaazngéna molekuly fibrinogenu
v oblasti C-terminalnicl€asti Ax a y fetzci nebo v oblasti N-terminalniasti fetézce B3.
Vyskyt dysfibrinogemii v populaci je velice nizkygtSinou je omezen néleny rodiny
probanda (Kvastka 2003a).

3.4. Trombofilie pri metabolickych poruchéach

3.4.1. Hyperhomocysteinemie

Homocystein (Hcy) je neesencialni sirnd aminokyseliktera je meziproduktem
metabolické pemény methioninu (Met) na cystein (Cys). V biologickydekutinach je
piitomen volny nebo vazany na krevni bilkovinyigbupilova a Estoupil 2002).

Hyperhomocystenémie je multifaktorialni metaboliakéemocsni (Vlachova 2004,
Lijfering et al. 2007, Kluijtmans et al. 2003) potné genetickymi a exogennimi vlivy a
vlivy provazejicitadu chorobnych stév(Vlachova 2004, Kluijtmans et al. 2003). Vysoka
hladina Hcy je rizikovym faktorem trombo6zy (Martlheet al. 2003), kardiovaskularnich
onemoceni, komplikaci v ¢hotenstvi atd. (Dayal et al. 2006, Fokkema et@0.32.

Metabolismus Hcy je zavisly na folatech a vitamuad®&endentnich enzymechein:
cystationp syntazy (CBS) (Dayal et al. 2006). Metabolismusy Hgrobiha d¥ma
metabolickymi drahami — remetylai drdha a transsulfumai drdha (Obr. 3). V remetylai
draze je Hcy pemenén na methionin. Tato reakce vyZaduje kyselinu Visto(folat) a vitamin
B12. Metylova skupina sei@gnese na Hcy z metylentetrahydrofolatéinkem methion
syntézy, kterou ma kobalamin jako prostetickou skupK této reakci dochaziigdevsim
v jatrech, ledvinaAch a mozku. Zbytek homocysteirktery neni remetylovan se
transslulfuruje. Transsulfuai draha je zavisla narippmnosti aktivni formy vitaminu B6.
V této reakci kondenzuje Hcy se serinem na cysiatidReakce je katalyzovana cystation-
syntazou (CBS), jejiz aktivita je zavisla na akiiviormé vitaminu B6 jako kofaktoru.

Transsulfurani dréha je ireverzibilni (Vlachové 2004, Refsunale2004).
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3.4.2. ZvySeni koncentrace lipoproteinu (a)

Lipoprotein (a) [Lp(a)] je plazmaticky lipoprotei@zakladem jeho struktury je micela
lipoproteinu nizké hustoty (LDL), ktera je disulftdou kovalentni vazbou spojena s
glykoproteinem apolipoproteinu (a) (Sorb&eska 1999).

ZvySeni Lp(a) je spojeno s protifibrinolytickym aopterogenim vlivem (Kvastka
2003a).Lp(a) svou molekulovou strukturou v podgtatipovida LDL apolipoproteinu, ale lisi
se postrannimietézci, které jsou do velké miry homologni s plazmigogm. Obsazenim
endotelovych receptdrpro plazminogen je pak vyvolavan protrombotickgvsfVogel et al.

1999). Lp(a) inhibuje f#msnu plazminogenu na plazmin (Sorb&eska 1999).

3.4.3. Hyperlipidémie

Predominantni &inek hyperlipidémie je zvySeni trombotického poiéhc plazmy,
ktery dava vznik zvySujicimu se nebegpschemické srdmi choroby. Trigliceridy fitomné
v plazne jsou hydrolyzovany lipazou a volné mastné kyse|sou pak transportovany skrz
endotel. Karboxylova skupina mastnych kyselin da@daggativni naboj lipidovyniasticim.
Povrch ¥chto negativay nabitych¢astic se stavd dobrym mistem pro aktivaci faktoruaX
proteini kontaktni faze. V normalnimiipact je tento @inek minimalizovan neutralizaci
negativié nabitych¢astic pozitivie nabitymi lipidy vazajici proteiny jakp2-glykoprotein | a
anexin V. Fibrinolyticka cesta je tedy stimulové&oato aktivaci kontaktni faze (Seghatchian
et al 1996).

Podobi, jako jiz zmirkny F XIl, funguje i F VII. Koagulani aktivita F VII je

piibuzna triglyceridm VLDL (lipoproteiny o velmi nizké hustét castic plazmatickych
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lipoproteini (Mitropoulos et al. 1989). ZvySena hladirghto faktofi, jak jiz vime, niize

vést k trombdzam.

3.4.4. Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus (lidav cukrovka) je chronické onemaari metabolismu glukosy
zpisobené poruchou tvorby inzulinu ve slinivcéSbi. Projevuje se zvySenou hladinou
glukosy v krvi. Zarovés vSak postihuje i hospottni s ostatnimi Zivinami a oviiuje tak
celkow premenu latek v organismu.

Diabetes mellitus podporuje vychyleni hemostazy presgch prokoaguléniho
systému. PoSkozeni endotelu cévringtvede k endotelidlni dysfunkci. £my bazalni
membrany, jeji obnaZenitipdeskvamaci endotelu a glykace krevnich prdieiede k
uvolovani prokoaguknich faktoii a zvySuje koagutai pohotovost. U diabetikse zvySuje
hladina fibrinogenu a faktoru VII a VIII a vista viskozita krve. ZvySena hladina
koagul&nich faktofi zvySuje agregabilitu erytroayt (Berkova a Berka 2003). Riziko
trombdzy je tedy u diabetikzvySené a zahrnuje velké i malé arterie (Seghetobi al. 1996).
U prokoagulani stawi u diabetiki nalézame jak zsmy adhezivity tak i agregace krevnich
destEéek nap. tromby koronarnich artérii jsou bohaté na dkgti na rozdil od tromip

vendznich (Jaskova-Zdarskéa 2005).

3.4.5. Nefroticky syndrom

Nefroticky syndrom je souborem Klinickych a laboraich giznaki vznikajicich v
dusledku vyrazgjSich ztrat bilkovin m& pii primarnich a sekundarnich onemach
glomeruti (Monhart 2001).Nefroticky syndrom je charakterizovan velkou (néfrioou)
proteinurii (u dosflych > 3,5 g/24 hodin, u & > 40 mg/m), hypoproteinémii,
hypalbuminémii, hyperlipidémii a perifernimi otofysava et al. 2005, Tas2002).

Pricinou nefrotického syndromu je zvySena permeabgitanerularni kapilarni shy
pro makromolekuly, zfsobena z@nami struktury glomerularni bazalni membrany nebo
podocyti a membrany mezi pedicelami podac{RySava et al. 2005).

Nefroticky syndrom ohroZuje nemocné zejména svynomplikacemi, tj.
trombotickou diatézou (Zilnimi a mé&rtasto i arterialnimi trombozami, s rizikem plicni
embolie), infeknimi komplikacemi a akcelerovanou ateroskler6zaatirdco trombotické a
infekéni komplikace se mohou vyvinout i u velmi kratceajfciho nefrotického syndromu,
akcelerovana aterosklerdza je poussledkem léta trvajiciho nefrotického syndromu, kter

neni mozné dostates terapeuticky ovlivnit (Tega2002).
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4. Ziskané hyperkoagul&ni stavy

Ziskané poruchy srazeni krve se objevuji v sousisl® jinym onemocinim
(predevSim s jaternimi poruchami, nadorovym oneréoicn apod.) (MatySkova et al. 1999).
U ziskanych poruch krevniho srédZzeni vznikaji mrebtmé odchylky (na rozdil od vrozenych
krvacivych nebo trombotickych stéy postihujici obvykle vice systémhemostazy — tedy
pro- i antikoagulani faktory, systém primarni hemostagyibrinolyzy. Klinicka manifestace
pak vznika dalSim vychylenim n®&vnastolené ,rovnovahy“ novym poeem (nap.
oper&nim vykonem, virézou apod.)fipemz mohou byt sa@asré pritomny jak trombotické,
tak i krvacivé komplikace, nebo naopaiepézi bd’ krvacenici trombdzy (Penka et al.2001,
MatySkova et al. 1999).

Ziskané nedostatkyfijpozenych inhibitoii nebyvaji ¥tSinou izolované, jsokasto
doprovazeny poruchou koagtidch faktofi. V klinickém stavu potom zalezi na tom, ktera
porucha pevlddne. Obeachmohou byt ziskané defekty avbdu (Penka et al. 2001):

a) snizené syntézy — jaterni onemanfyziologicky novorozenec
b) zvySené spatby — DIC, TEN, operace, velka poéai septicky Sok
) zvySene ztraty — nefroticky syndrom, ascites

d) z jiné giciny — €hotenstvi, oralni kontraceptiva

Mezi ziskané stavy, které zvysSuiji riziko troimipati predevsim poSkozeni endotelove
vystelky cévg-srde&niho systému. Dochazi Kmu nefastji aterosklerotickymi zrénami,
porargnim a zawtem (endokarditis, phlebitis). DalSim ziskanym @akin, ktery zvySuje
riziko vzniku tromhi, je zpomaleni mitoku krve i srde&nim selhani, hypervisk6znim
syndromu, imobilizaci, mistnichigkazkach odtoku krve z tk&rti vzniku turbulentniho
prouckni, kdy ¢ast krve déle setrvava naciiém mist (aktivované koagutai faktory jsou
z obthu odstraovany edevsSim § prachodu krve jatry). Jinym ziskanym faktorem je
trombocyt6za (esencialni trombocytémie nebo stawy gplenektomii) a patologicka
piitomnost tkédového faktoru v cirkulaci (nadorova onemeéei) endotoxémie, sepse,
porareéni, porod, velké operace). Poskozeni jatefimnosti zmisobuje nejen nedostatek
prokoagulanich faktofi, ale i nedostatek antikoagtfdch faktofi a snizené odstiavani
aktivovanych prokoagutaich faktoii. (Netas et al. 2003).
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4.1. Fyziologické stavy a komplikace by
4.1.1. \Bk
Riziko trombo6zy vyznamh stoupa sé&kem. U osob do 40 let serqupoklada

incidence zilni tromboembolie 1:10 000, u lidi rnégllet se vyskytuje &etnosti 1:100 osob
(Maly et al. 2006).

Neni zcela jasné, co nejvice tBpbuje zavislost Zilni trombdzy naéku.
Nejprav@&podobrji jde o kombinaci snizeni mobility, poklesu svaéto napti, zvySeni
morbidity a znén sgény cévni. K Zilnim tromboemboliim zavislym naku mizeme péitat i
ty, které vznikly pi hormonalni terapii u postmenopauzalnich Zen.¢kem také stoupa

koncentrace koagutaich faktofi, predevsim faktoru VI, Il a IX (Maly et al. 2006).

4.1.2. Téhotenstvi a obdobi po porodu

Téhotenstvi a Sestinéll jsou obdobim s vySSim rizikem tromboembolickénoei
(TEN), kterd je ve vysflych zemich jednou z hlavnicligin matéské morbidity a mortality
(Skalicka et al. 2002, Prochazka et al. 199@hotenstvi pedstavuje 5x &sSi riziko vzniku
TEN ve srovnani se stejnowkovou skupinou Zen n#totnych.(Pabinger et al. 2005,
Skalicka et al. 2002). Nejrizik@gi obdobi pro vznik trombozyfedstavuje posledni trimestr,
porod atasné poporodni obdobi.

V téhotenstvi se TEN manifestuje nejen klasickymisgbem, ale i komplikacemi
t¢hotenstvi jako je samovolny potrat, porod mrtvéladp, retardace intrauterinnih@stu,
predcasné abrupce placenty a preeklampsie (Poul 2006).

NejvyrazrgjSi rizikovy faktor v gravidi& predstavuje zpomaleni krevniho toku v
dusledku fyziologickych zrén v thotenstvi. Ty zahrnuji mimo jiné vazodilataci a Zewi
cévni kapacity. Nemalou ¢rou ke zvySenému vyskytu Zilni trombozy dndtnych pispiva
tlak zwtSujici se dlohy a porodnické faktory zahrnujici dlouho trvajldid na kizku v
praibéhu #hotenstvi a Sestineld, opera&ni porody, &ké krvaceni, sepse, multiparita a
pokrasily veék matky. Thotenstvi je rové¢ spojeno s vyraznymi zZami hladin
koagul&nich faktofi a aktivity fibrinolytického systému (Prochazkaaét1999).

4.1.3. Podavani estrogeahnvéetné peroralni antikoncepce
Pohlavni Zenské hormony, estrogenyfipettemicky ke steroidnim hormam, které
snadno prochazeji b&&mnou membranou aidgobi fimo na genovou expresi v hidmém

jadre. Jejich dinky jsou mnohostranné (Rokyta 2000).
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Estrogeny jsou dnesgvazrie uzivany v substiitni I&bé a hormonalni antikoncepci.
Hormonalni antikoncepce (HA) je nedilnou &asti Zivota moderni Zzeny (Smirova et al.
2002) a je uzivana vice nez sty miliony Zen pomes&te (Dulicek et al. 2002). M&adu
pozitivnich, ale i negativnich¢inka. Jednim ze zavaznycliiakia HA je jeji protrombogenni
vliv. Je zvySeno relativni riziko tepenné i Zzilniombdzy. Hormonalni kombinovana
antikoncepce ovliuje jak koaguléni faktory (estrogeny stimuluji proteosyntézu
v hepatocytech, proto dochazi ke zvySeni hladibyifogenu a vitamin K dependentnich
faktoni koagul&ni kaskady tj. Fll, FVII a FX), tak inhibitory koatace i fibrinolyticky
systém. Relativni riziko tromboembolické nemocujéen uzivajici HA 4x vysSSi nez u Zen,
které ji neuzivaji. Bylo prokadzano, Zze na vznikrimzy nema jen vliv estrogenni slozka HA,
ale i typ gestagenu (Smirova et al. 2002).

Hormonalni substitni I&ba (HRT) je ve s§té uzivana jiz vice nez 50 let. Je nejen
velmi &innou a rychlou terapii vegetativniho klimakteriobké syndromu, ale soasré
piedstavuje i vyborny t&ebny zasah proti postmenopauzalni osteoporozes&enginu riziku
KVCH (kardiovaskularni choroby). Estrogenni defigi¢ sanovan podanimtipzeného
estrogenu virzné davce, viizné aplik&ni forme a v fizném terapeutickém rezimu (Burdova
2001).Jednou z kontraindikaci HRT je tromboembolicka nenRiziko hluboké trombdzy a
plicni embolizace se u uZivatelek HRT zvySuje 2-dejvySSi je v prvnich 5 letechcldy.
Riziko TEN jeS¢ pri |é¢be zvySuji operace (Jefgk 2001).

4.1.4. Obezita

Obezita a ji fibuzny noninsulin-dependentni diabetes mellitusDDM) patii mezi
velice BZna onemoai vysgElych zemi. Velmicasto jsou spojovany se zvysujicim se
rizikem trombézy a aterosklerézytibezit ¢asto dochazi k poruse regulace v koatnila
a fibrinolytickém systému (Samad et al. 2001). N&j®jSi je zvySeni tzv. plazminogen

aktivatoru inhibitoru-1 (PAI-1). Vysledkem jeho &sni je porucha fibrinolyzy.

4.1.5. Celkova imobilizace a poopekai stavy

Castou komplikaci imobilizace je tromb6za a t@gevsim hluboka Zilni trombdza,
ktera tvdai 1. fazi TEN. Pacient je tedy ohroZen plicni enibdllejcasgji se vyskytuje u
nemocnych vySSihoéku, u nemocnych s arteriosklerézou a Zilnimi varidiize vznikat uz
od 2. dne imobilizace. Vyragnke vzniku tromboézy fispivA dehydratace. dZeme
konstatovat, Ze tuto komplikaci Ize povazovat zakznedostatmé oSetovatelské i Iekeské

p&e.
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TEN je vyznamnou komplikaci poopérach staw, zejména po operacich v dutin
biisni, po operacich pro maligni nadoryfagevsim po velkych kostnich operacich (Simanek
2003). Proto, aby tyto poopeérd komplikace (jako je n&p TEN) nevznikaly, je dlezita

hlavre p&e o pacienta a iifstup pacienta k nemoci.

4.1.6. DalSi fyziologické stavy
Mezi dalSi stavy niweme z#adit nagiklad zlomeniny. Zavaznym aspektem zlomenin
je zvySené riziko vzniku TEN a to hlavm starSich osob (Kudrnova et al. 2007), pak dlouhé

lety nad Sest hodin, keéeni, atd.

4.2. Patologické stavy

4.2.1. Tromboticka trombocytopenicka purpura
Tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP) jerapereni, které pai do skupiny
mikroangiopatickych hemolytickych chorob. V cirkcigpacienta i ném dochézi k tvord
mikrotromhi, které zisobuji ischémii a selhavanianych orgaf (Carbolova et al 2006).
Jeden z nejvyznangj$ich endotelialnich faktér— von Willebrandv faktor (VWF) ma
u nemocnych s TTP charakteristicky p@&mnou strukturu, ktera vykazuje zastoupeni zeélast

velkych multimet, jeZ miZzeme prokazovat v plaznmemocnych (Penka et al. 2001).

4.2.2. Hyperviskdzni syndrom

Hyperviskézni syndrom je souhriiipnalki vznikajicich v dsledku zvysSeni viskozity
krve, zejm. pi zmnoZeni wkterych krevnich bilkovin jako je n&pparaprotein (krevni
bilkovina charakteru imunoglobulirtii jeho ¢asti, vznikajici i myelomu a gkterych dalSich
krevnich chorobach). ZvySena viskozita zhorSujétgir krve rékterymi oblastmi, coz je
nejvice patrné v nervovém systému, na sitnici etaRroto krond celkovych piznalé byvaji
poruchy vigni, bolesti hlavy, zavrati,fpchodné obrny aj. Hypervisk6zni syndrom zvySuje
riziko tromboembolické fihody (Vokurka et al. 2002).

4.2.3. Nadorové onemoaimi a myeloproliferativni syndromy

U pacientt s nadorovym onemoénim je etiologie TEN pogrné komplikovana.
Nadorové bitky mohou pimo aktivovat systém krevniho srazeni, indukovatkpagul&ni
nebo tlumit antikoagutani schopnosti endotelu, desk, monocy a mikrofagi fadou
specifickych¢i nespecifickych pisobli (Gumulec et al. 2003). Ratsem na jedné stran
nadorova prokoagulancia, jako tkéy faktor (TF), ktery vede ke zvySené produkciritmnu
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(Nand et al. 1987, Korte 2000). FXae @imo aktivovat onkofetalni protein produkovany
buikami karcinomu ledvin, Zaludku, atd. Druh& skupowiviiuje trombogenezi zvySenou
expresi urokinazového aktivatoru plazminogenu (Gemat al. 2003).

Kromé¢ ptimého zasahu do systému koagulace a primarni hémyoste na
trombogenezi u nadorovych onemégith podili naruseni funkce nebo integrity endotelu
nadorem, omezeni {ioku cévou utl&ovanou tlakem tumoru zvéns naslednou kumulaci
koagul&nich faktoa (I, Il, VII, VI, IX a X) a krevnich destiek (Falanga a Rickles 1999).
Dale vznik a st tromki podporuji gkteré komplikace nadorového oneméah terapeutickée

zasahy srrované proti nadoru, atd.

4.2.4. Srdéni selhani

Srdeni selhani je syndrom, ktery je igmben systolickoi diastolickou poruchou
srde&ni funkce s naslednou reakci celého organizmu, stedkovanou pedevsim
neurohumordlnimi mechanizmy. Stav se manifestuj;psymy, které jsou vyvolany
méstnanim s retenci tekutin a snizenym minutovym jgrdgVitovec a Spinar 2005).

4.2.5. Paroxysmalni néni hemoglobinurie

Paroxysmalni nti hemoglobinurie (PNH) je zvlastni druh hemolyéclknémie
s abnormalni hematopoezou klonalniho charakteporgchou kmenové hiky a s naslednou
patologickou reakci membrany erytrocytu s aktivgwarkomplementem séra (Donner 1985).
PNH je vzacné onemoéni s vyraznym sklonem ktromboze. Prevalence v laapye
1:500 000. Klinicky se PNH manifestuje chronickowentolytickou anémii gastym
(pravidelre se opakujicim) podrazdim.

Trombdza u paciefits PNH nmiize nastat na neobvyklych mistech, jakymi jsoutnap
portalni a hepatické Zily, cerebralni Zily, hlubdl, kozni léze, atd. Paciéns hepatickou
vendzni trombozou je kolem 15-20%. PNH ve spojettbrmbl6zou ved&asto ke smrti
(Seghatchian et al. 1996).

4.2.6. DalSi patologické stavy

Mezi dalSi patologické stavyiheme z&adit diseminovanou intravaskularni koagulaci
(DIC). Je to ziskana porucha krevniho srazeni agstwo zastavy krvaceni, kter4 vznika v
dusledku fady onemocEni WtSinou zavazného charakteru. Vede k pestrému obrazu
mnohoorganového poskozeni, a teqevsim v dobprvotni faze syndromu charakterizované

nadneérnym sraZzenim krve (Penka et al. 2001).
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5. Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je ziskané autointnf onemocgni definované
klinicky a laboratora (HluSi a Kgkova 2003). Pro APS je charakteristické&tgmnost
antifosfolipidovych protilatek (APA) a soasré klinickych projewi tj. vendznici arteridlni
trombdzy, mikrotrombotizace v cirkulaci a reprodok ztraty (viz. Tab.¢. 1). Cilovymi
antigeny APA, které jsou spojovany s manifestaciSABou makromolekularni struktury
vazané na negati¢rmabité fosfolipidové povrchy (Bulikova a Penka 2PD0APA miZzeme
delit raiznym zmisobem nabp na auto- a alloprotilatky, primé&fgi sekundart se vyskytujici,
atd. Nej&elrgjSi se zda byt &eni podle metody detekce — jako lupus antikoagulan
nazyvame heterogenni skupinu protilatek, kterévauii fosfolipid-dependentni koaguiai
reakce in vivo. Jejich antigennim cilem jedaaigji Bo-glykoprotein | nebo protrombin. Jinou
moznosti detekce protilatek zavislych na fosfolguill je ELISA, podle pouzitého antigenu
pak zjiS€né protilatky nazyvame jako antikardiolipinové (etel¢ni soustay je pouZzit
kardiolipin), antifosfolipidové (v deteki sousta¥ je pouZzita srés fosfolipidi) nebo anfi,-
glykoprotein I-ové (jako antigen pousit-glykoprotein 1) atd. (Penka et al. 2001).

Protilatky oznaujici se jako lupus antikoagulans (LA), jsou fewy bul’
imunoglobuliny tidy IgG nebo imunoglobulinyiidy M ¢i jejich kombinaci (IgG a IgM).
Samotné imunoglobuliny typu IgM vedou ke vznikunttmbzy vzach, stava se vsak, Ze u
trombozy zisobené imunoglobuliny typu 1gG jsou IgM zvySenéuihmglobuliny tidy IgA
jsou u LA vzacné (Kvastka 2003a). LA reaguji s fosfolipidy destk a endotelu, jez
aktivuji. Reakci s LA mohou byt inaktivovany inHhiiny krevniho srazeji jako jsou nap
protein C, protein S, trombomodulin, AT Ill, atéi¢ld et al. 1999).
nebo arterialnéasti krevnihdecisté nejrizrejSich systéma od velkych cév po mikrocirkulaci.
Na zn€nach se podili tromboticka mikroangiopatie, druAasthémie zajtinéna poruchou
piitoku na zakladl okluze arterialnihdgeciste, periferni embolizace z vendznich, arterialnich
¢i intrakardialnich zdrdj (Bulikova a Penka 2005).
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6. Material a pouzité metody

6.1. Vybér pacienta

Za obdobi od ledna do prosince 2007 bylo na&®ahd klinické hematologie Nemocnice
Ceské Budjovice, a. s. provedeno 616 vy&sii na lupus antikoagulans. Pacienti byli na
vySeteni posilani na zaklgdadosti oSétjicich |ékaa témet z celého Jihdeského kraje a to
pokud sphovali jednu z&chto podminek: vyskyt opakovanych trombéz, trombdpa40.

roku wku, vyskyt trombéz v rodinné anamnéze a opakovpoétanni potraty.

6.2. Odbker krve a jeji priprava na zpracovani

Odbéry krve byly provadny do vakuovych zkumavek o objemu 3 nebo 4,5 ml. Ve
zkumavkach byl obsazen citrat sodny jako antikoaigilcinidlo. Ukolem antikoagukniho
¢inidla je vazat vapenaté iontyimz se zabrani necimé koagulaci. Citrat ve zkumavce je
zhruba 4,2%, po nabrani krve do zkumavky se citesetkrat #edi a vysledna koncentrace
roztoku je piblizné 0,4%.

Do dvou hodin po odivu byla krev zcentifugovana. Centrifugace probitdilama
zpasoby v zavislosti na provadém vySeteni. Krev na zakladni koagudla vySeteni (PT,
aPTT), vySaeni funkni hladiny AT Il a vySeatni na pitomnost antifosfolipidovych
protilatek (lupus antikoagulans) byla d@gtovana na chlazené centrifuze JOUAN a to 2
minuty @i 2145g, poté byl supernatant odebran do jiné zkikjma pouzit k vySéeni nebo
dalSimu zpracovani. Pro vygati funkni hladiny proteinu C, proteinu S a APC rezistence
byla krev centrifugovana pomoci chlazené centrifA@UJAN a to 2 minuty f 2145g, poté
byla plazma odebrana do jiné zkumavky.¢Opyla odstedéna a to tentokrat 10 minutip
2145g. Po odsedni byl supernatant odebran a pouZit k okamzitéméiem nebo
k uskladreni.

VSechna odgedkna krev, ze které se ihned neprovede Zadné ieySese uskladni
zmrazenim $ -40 °C a vySdeni se provede¢hem nasledujicich 14 dnVSechna zmrazena
plazma je ozngena jménem,ifijmenim, rodnyntislem pacienta a zkratkou adieni, které o

vySeteni zadalo.

6.3. Laboratorni diagnostika APS

Laboratorni diagnostika APS je zaloZena n&kazu fosfolipidovych protilatek. Testy

musi byt pozitivni nejmén dvakrat v odstupu Sesti a vice tydrDiagnostické testy Ize

21



rozctlit podle zpmisobu detekce APA na koagudma testy (lupus antikoagulans) a stanoveni
antigenu ELISA metodou (ACLA).

Stanoveni antifosfolipidovych protilatek ELISA mdbu (fidy IgG, IgM a rkdy i
IgA) je zaloZeno na typu pouzitého antigenu v d&télsoustay. Podle typu antigenu pak
rozeznavame antikardiolipinové protilatky (ACLA)ntdosfolipidové protilatky, antip,-
glykoprotein I-ové, antiprotrombinové. Protilatksel stanovit i proti jinym fosfolipidim, jako
jsou nap. fosfatidyletanolamin, fosfatidylcholin, fosfatidgrin atd. Metoda je po¥me
jednoducha a rychla, avSak ma i své nevyhody, jekmag. Spatna standardizace vy&et,
nejasnosti ueni ,cut off* rozhrani, atd. Tato metoda nerfegmétem bakaléské prace, a
proto se ji nadale nebudeme zabyvat.

VySeteni koagulani — tedy lupus antikoagulans — je komplikovan&oJpusové
antikoagulans (LA) nazyvame skupinu heterogennicRAA které in vitro ovlivuji
koagul&ni reakce. Antigennim cilem je v tomtéigad negastji B.-glykoprotein |1 nebo
protrombin. LA se vySétije ve specializovanych labor#ich. Zpracovani plazmy je pro tento
test odliSné od ¢Znych koagulénich vySeteni. Plazma se zpracovava na bezdestiou
plazmu. RBi Spatré zpracovanych vzorcich je vysoké procento falgdozitivnich vysledk.
LA se identifikuje pomoci &kolikastupiového vysSeeni:

1. screeningove testy (aPTT, kaolinovy téstény test s jedem Russelovy zmije (dRVVT) )
2. priikaz inhibitoru smisnymi testy (vylodeni gitomnosti heparinu, deficitu faktoru)

3. konfirma&ni test (piikaz specifity inhibitoru)

6.3.1. Identifikace LA

Metody, které se pouzivaji k iazu LA na Oddeni klinické hematologie v
NemocniciCeské Budjovice, a. s., jsou ipvazré koagul&ni metody. Pouziva se nejprve
screeningova metoda. Zde se vyuziva schopnostirbdlpzovat in vitro zakladni koagutai
testy, jako jsou PT (protrombinowas, Quickiv tromboplastinovy¢as — monitoruje zevni
koagul&ni systém), aPTT (aktivovany parcialni tromboplasty ¢as — monitoruje vnihi
koagul&ni systém), TT (trombinovyas — monitoruje 8peni fibrinogenu trombinem Feti
faze koagulace), atd.

Pokud je screeningovy test pozitivni, je dale pdaresndsny test, kterym prokazeme
piitomnost ¢i nepitomnost inhibitoru. Principem tohoto testu je she@ihi korekce
prodlouzeni koagutamich ¢adi (zde aPTT) po ifdavku normalni plazmy k vySewvané

plazne pacienta.
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Kdyz u smésného testu nedojde ke korek&asu, né¢lo by se pistoupit Kk tzv.
konfirmanimu testu, ktery @uje specifitu inhibitoru. JelikoZz Zadny dostupnynkomacni
test doposud Oditeni klinické hematologie nevyhovoval, tak se sfiecinhibitoru doutuje
imunologicky.

K identifikaci byla pouzivana souprava aPTT-LA ottmfy Diagnostika Stago.
VySeteni bylo provadno na koagulometru Stago STA-R.

6.4. NEkteré Koagulaéni testy jako dodatek vySeateni k LA

DalSi laboratorni vyS&gni poruch krevniho srazeni byla pro¥éa na Oddeni
klinické hematologie Nemocnidéeské Budjovice, a. s. K vyS&eni byl pouzivan

mechanicky koagulometr Stago STA-R. Tentis{poj je plré automatizovany.

6.4.1 VySetreni funkéni hladiny proteinu C

K vySeteni funkni hladiny proteinu C byla pouzita souprava BechrProtein C od
firmy Dade Behring. VySéeni je provadno koagul&ni metodou. Protein C jefipomen
v plazne v aktivni i neaktivni forms. Neaktivni protein se musi pro toto funk vySeteni
aktivovat. Jako aktivator proteinu C in vitro slojed hadaAgkistrodon contortrix contortrix
ktery ma podobnou aktivitu jako komplex trombinrertbomodulin, ktery zajidije aktivaci
proteinu C in vivo. Stanoveni probiha fotometrickmetodou a je zaloZeno na schopnosti
aktivovaneho proteinu C&tit specificky chromogenni substréat. Vysledky aikyiyproteinu C

se vyjaduji v % a ziskaji se odtenim z kalibrani kiivky (zavislostéasu absorbance na %).

6.4.2 VySetireni funkéni hladiny proteinu S

K vySeteni funiéni hladiny proteinu S byla pouZzita souprava STAckBiaProtein
S od firmy Diagnostika Stago. Vys$ehi je provagno koagulani metodou. VySébvanou
plazmu je pdteba inkubovat s protein S deficitni plazmou, kieradrojem nadbytku vSech
koagul&nich faktofi a pokryje jejich pipadné nedostatky. Poté jédan aktivovany protein
C, ¢imZ se aktivuje protein S, a vapenaté ionty ve to€aC}, ¢imz se aktivuje koagulace.
M¢ti secas potebny k vytvdeni fibrinového vliakna, ktery je zavisly na aktiviroteinu S ve
vzorku. Vysledky jsou vyja@vany v procentech po oteni z kalibrani kiivky.

6.4.3. VySeteni rezistence aktivovaného proteinu C (APC rezistee)
K vySeteni rezistence plazmy na aktivovany protein C hytaizivana souprava

STA — Staclot APC-R od firmy Diagnostika Stago. ¥§8vana plazma je inkubovana
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s plazmou deficientni na FV, ktera pokryje svymotpmy gipadné nedostatky ostatnich
koagul&nich faktofi z testované plazmy. Koagulace je aktivovana hgdéem (zCrotalus
viridis helleri), ktery aktivuje pimo FX a na & navazujici spoknou cestu koagulace. Poté
je pridan aktivovany protein C a CaCh meti se ¢as, za ktery vzniknou vlakna fibrinu.
Doporuwena hranini hodnota je 120 s. Pokud das roven této hodnbnebo je mensi, jedna
se 0 hodnoty APCR pozitivni.

Tento provadny test je modifikaci testu od firmy Chromogenixuprava Coatest
APC™ Resistence-SC. Je to koagulametoda, ktera je modifikaci aPTT testu. Podstato
tohoto testu je vyS&ni aPTT v fitomnosti a nefitomnosti aktivovaného proteinu C (APC).
Do plazmy se fid4 aktivovany protein C a vapenaté ionty ve forgaCl a nmeti secas, za
ktery vzniknou vlakna fibrinu. Pokud je v plagmritomen normalni faktor V, #ho by dojit
k prodlouzeni aPTT. Vysledkem je p&ntadi s pidanym aktivovanym proteinem C a bez
n¢j (FiSerova 2005):

APC pomér = aPTT v pritomnosti APC / aPTT bez APC
Plazma je APC rezistentni, pokud je APC gora 2,2.
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7.  Vysledky vlastni prace
V obdobi od ledna 2007 do prosince 2007 bylo na&edd klinické hematologie

Nemocnice Ceské Budjovice, a. s. vyS#&eno 616 paciefit na lupus antikoagulans

(antifosfolipidové protilatky) a s tim souvisejidalSi vySeteni. VySetovani pacienti tviili
definovanou skupinu, kdy indikaci pro vy&sti byly opakované spontanni potraty, vyskyt
opakovanych tromboz, trombdza do 40. roklkiwa vyskyt trombdz v rodinné anamnéze.

Tato prace je igdevSim zariena na vySéeni lupus antikoagulans (LA). Snahou je
dojit k optimalizaci tohoto vys@ni. Prace se dale zabyvd mapovanim rizik trombozy
v populaci pomoci koagulaich vySeteni tj. nap. pomoci vySeéeni funknich hladin

proteinu C a S, vyS&ni rezistence na aktivovany protein C, atd.

7.1. VySeteni na lupus antikoaqulans

7.1.1. Riprava plazmy na vySefeni a jeji uchovani

K vySeteni LA se pouziva speci@nupravena plazma tzv. bezdéktva plazma.
Bezdestitkova plazma se fjpravuje stéenim krve na centrifuze. Poté se jeji srazeci
schopnost o¥uje jednim ze zakladnich koagéméch test. V naSem fipadt to byl test na
aktivovany parcialni tromboplastino¥@s (aPTT) s ,,cut off* hodnotou 32 sekund.

Bylo vyzkouSeno &kolik zpasohi centrifugovani, nez se doSlo k nigjgtelngjSimu
pro Oddleni klinické hematologie. Centrifugovani se prastddna chlazené centrifuze
JOUAN. Jako prvni byla vyzkouSena centrifugace kmegprve 15 minut f 2075g. Toto
to¢eni bylo nevyhovuijici, protoZze vlivem centrifugat@sio k vyraznému prodlouzeni aPTT
(viz. Tab.¢ .1). Pamér aPTT u tohoto @eni byl 45,9s se strodatnou odchylkou 6,9s. Jako
druhy zmisob byla vyzkouSena centrifugace krve 2 minutiyl500g, vznikla plazma byla
poté odpipetovana do jiné zkumavky a&bgptaiena a to 10 minutip2860g. Toto téeni se
zdalo taktéz nevyhovuijici, aPTT bylo prodlouZenia.(Vab.¢. 1). Pimérna hodnota aPTT u
této centrifugace byla 41,4s se &odatnou odchylkou 5,4s. Jakieti zpisob byla pouZita
centrifugace 2 minutyip1500g, poté byla plazma ogldna a dale byla stena 2 minuty p
1500g. Tato centrifugace byla vyhovujici, aPTT bytodlouzeno minimak(viz. Tab.¢. 1).
Praimérna hodnota této centrifugace byla 37,2s sé&radatnou odchylkou 5,6s. Tento postup
vyroby bezdestkové plazmy je povazovan O#ldnim klinické hematologie za optimélni. Po
poslednim téeni se vzdy do jiné zkumavky odebere supernataety kse bd’ pouzije

k okamzitéemu zpracovani anebo k uskkadn
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Tabulka €. 1: VyzkouSené centrifugace a jejich aPTT

(Centrifugace 1: 15 minut (2075g) minut, stahnaamrazit;

centrifugace 2: 2 minuty (15009), stahnout, 10 m{2860g), stahnout, zamrazit;
centrifugace 3: 2 minuty (15009), stahnout, 2 myr{@600g), stahnout, zamrazit)

aPTT (s)
Vzorek Cetrifugace ¢&. | Cetrifugace | Cetrifugace
1 ¢ 2 ¢.3

1 40,5 40,7
3 42,0 36,1
6 49,5 50,1 43,5
7 39,5 40,2 34,9
8 44,4 41,9
9 42,4 40,2 33,7
11 35,9 30,4
12 57,1 58,8 43,0
14 37,2 38,0 31,4
15 42,8 40,2
18 38,2 39,5
19 43,4 42,0 44,9
23 57,6 53,9 56,5
24 43,0 38,6 32,4
20 41,5 29,4
21 39,9 35,9
22 47,2 37,2
23 37,8 31,7
24 38,2
25 33,9 36,1
26 44,5 36,4
27 40,7 34,1
28 38,6 36,6
29 40,6 33,0
30 40,5 34,8
31 35,9 33,9

Plazma je na Odtkni klinické hematologie skladovanai p40°C po dobu 14 dni.
Tato teplota std pouze ke kratkodobému skladovani. Optimalni tepjoro skladovani je
-70°C. Ri této teplok je ubytek faktoru VIII v plaz@& minimalni (zhruba 1% za rok) (Ustni
sckleni Skolitele). Plazma pro klinické vyuZitfigéto teplo¥ vydrzi zmrazena az 2 rokyiiP
uskladhovani plazmy je dlezité jeji rychlé promrazeni, jinak by se mohlyaitt krystaly a
plazma by pak byla dale nepouzitelna. K usktadni je lepSi malé mnozstvi plazmy, a to
zhruba do 1 ml (rychleji se promrazi). Pokud uskigeme tSi mnoZstvi plazmy, tak
k jejimu mrazeni uzivame specialni postupy ingipstroj shockovy freezer.
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Chceme-li zmraZzenou plazmu pouzit k vy8et, tak ji rozmrazimeipteplog 37 °C,
statime na centrifuze, v naSentipact na chlazené centrifuze JOUAN, a to 2 minuty p

1500g, a pouzijeme k vygenhi.

7.1.2. Vlastni vySateni LA

Celkem bylo provedeno 616 vyBeni na LA. Toto vySéeni je rekolikastupiové.
V prvnim kroku jsme se zafili na tzv. screeningovy testfipnémz se vyuziva schopnost
antifosfolipidovych protilatek prodluZzovat koagéa testy in vitro. Podminkou tohoto testu
by m¢la byt dostaténa citlivost k LA. K tomuto testu byla pouzita soapa PTT-LA od
firmy Diagnostika Stago. Jedn& se o modifikovarsy &°TT.

Standard#é pouZivana reagencie na vy&eli aPTT je malo citliva na LA.iBsto je
prodlouzeni aPTT povazovano za vyznamny faktasigjici k pozitivig LA. Jako ukazka ne

vzdy prodlouzeného aPTT u pozitivnich osob na Lauzi tabulkat. 2.

Tabulka ¢. 2: Pozitivni LA a jeho vztah k aPTT

Pocet vySefenich Pozitivni  hodnoty] Naméiené hodnoty aPTT u pozitivhiho LA
LA (>50s)
1 66,3 30,2
2 55,0 36,2
48,2
59,3
3 67,4 38,4
4 58,4 33,0
5 95,1 46,2
6 55,3 35,4
7 51,6 25,6
8 56,5 24,2
24,2
24,2
32,5
9 50,5 33,4
10 52,0 34,0
11 79,4 31,8
56,1
12 73,8 34,2
29,2
28,1
26,0
25,5
40,0
42,5
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13 56,6 31,7
14 54,1 30,5
15 51,1 30,5
30,5
16 140,7 58,3
17 51,7 38,1
37,8
34,2
18 56,5 34,0
19 54,0 25,0
23,6
20 93,0 36,3
35,2

Za normalni hodnoty (negativni zéna) PTT-LA jsowatovany hodnoty mensi nez
41,9s, rozmezi mezi 42-49,9s se povaZuje za mipoaiiivitu LA (Seda zona) a hodnoty nad
50s jsou pozitivni na LA (pozitivni zona). Tatast vySeteni byla provedena u vSech 616
pacienti. U 523 (85%) se inhibitor neprokézal, u 63 (10,2¥)objevila mirna pozitivita a 20
(3,2 %) bylo pl& pozitivnich. U jednoho vyS&ini, které nebylo dok@éeno se objevila
zavada fistroje, v Sesti fipadech bylo malo materialu a v dalSifippcE bylo vySeteni

ovlivnéno I&bou Warfarinem (Taks. 3).

Tabulka ¢. 3: Hodnoty testu LA. Procentudlni vyj&mi odpovidd ptiu poZzadovanych
vySeteni

Pocet vySefeni na LA Pcdiet jedincia | Vyjadieni v %
Celkem 616 100
Negativni zéna ( <41,9s) 523 85
Sedé zo6na (42-49,9s) 63 10,2
Pozitivni zéna (>50s) 20 3,2
VySetieni nebylo provedeno 10 1,6

Pokud je vySéeni pozitivni, v Sedé zéranebo ho Iékapozaduje, tak se dale provadi
tzv. snesny test, jehoZz ukolem je prokdzatneprokézat inhibitor . Pokud dojde kikazu
inhibitoru, tak by se ®lo provadt jeS€ dalSi vySeaeni a tim je konfirméni test (test
k potvrzeni diagn6zy nebo onemeai). Zde se prokazuje specifita inhibitoru a odfiade
faleSré pozitivni reakce. JelikoZz na trhu nebyl doposutezen vhodny konfirmani test,
ktery by vyhovoval postupu vy§ewani LA na Oddeni klinické hematologie, tak ftkaz
inhibitoru u rizikovych osob se zatim provadi pomamunometod. Nadale je vSak
konfirmacni test hledan.

VyzkouSené konfirméni testy budou probrany v nasledujici pésti kapitoly 6.1.2.
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VyzkouSené konfirmatni testy k LA

Ke srovnavani screeningovych a konfikmich tesi byl pouZit stavajici screeningovy

test (LA-aPTT A). VyzkouSené testy byly od 8znych firem. Nejprve byly provedeny

screeningoveé testy. Jejich souhrn je v tabudlee Pameéry téchto test jsou shrnuty v tabulce

¢islo 5. Kontroly k jednotlivym tedtm byly pouzivané od té samé firmy, jako byl pouZzit

zkouSeny screeningovy test. Z technickydiatii nebylo mozné provést test vSethfirem

se vzorky stejnych pacient

Tabulka ¢. 4: Souhrn screeningovych tésjednotlivych firem (fialoé jsou vyznéeny
kontroly jednotlivych test, mode jsou vyzn&eni pozitivni lidé na LA — pozitivita je od 50s a

vice)
Firma B Firma C Firma D
Kontrola: LA—aPTT A | LA-screenB | Kontrola: | LA — | LA — | Kontrola: LA - | LA
aPTT | screen aPTT | Screen
A C A D
B 135,4 93,3 C i 81,6 | D(negativni) i 34,4
C 36,1 71,1 D (pozitivni) bl 82
Pacient .1 66,1 56,8 Pacient 35,3 34,3 Pacient €. 72,2 63,6
¢l 11
2 126,8 78,7 2 28,0 42,6 24 63,9 44,1
3 91,4 77,4 3 32,1 36,2 26 57,1 47,7
4 41,7 41,0 4 31,1 42,2 4 41,3 32,8
5 45,5 51,5 5 37,1 48,0 15 40,2 33,5
6 29,7 37,9 6 43,7 49,6 3 39,6 36,2
7 39,3 48,2 7 35,4 44,0 25 39,0 31,9
8 43,3 79,7 8 35,3 44,3 7 38,4 32,3
9 32,1 44,8 9 27,9 36,4 12 37,4 32,9
10 28,7 45,1 10 29,0 39,4 9 35,3 30,4
11 41,5 42,9 11 30,2 33,9 27 33,4 33,5
12 33,5 49,4 12 28,2 42,3 17 31,2 31,2
13 47,2 41,7 13 28,2 354
14 44,2 52,4 14 32,8 48,0
15 35,8 64,8 15 31,7 34,7
16 39,5 50,0 16 29,0 35,0
17 51,8 66,6 17 31,5 37,8
18 34,8 54,1 18 30,8 51,6
19 39,7 59,9 19 35,7 48,3
20 34,7 40,5 20 32,2 45,3
21 29,3 34,4 21 47,3 59,6
22 32,8 43,9 22 29,7 36,5
23 74,9 91,5 23 35,2 42,8

Pacient, s pozitivnim vySéenim na LA pro firmu B, bylo u stavajiciho standdhb

screeningového testu LA — aPTT A 5 ze 23 (tj. 21,79%creeningovy test LA-screen B

odhalil 12 pozitivnich vysSéeni z 23 (tj. 52,2%). Tyto dva testy byly porovndydnezi sebou

a odhalily spolénou pozitivitu v 5 pipadech (tj. 10,9%). Pacienti, s pozitivnim vy8atm na
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LA pro firmu C, nebyli u stavajiciho standardnitftvegningového testu LA — aPTT A Zadni.
Screeningovy test LA-screen C odhalil 2 pozitivggeteni z 23 (tj. 8,7%). Tyto dva testy
byly porovnavany mezi sebou a neodhalily Zadnoulespou pozitivitu. Pacienti,
s pozitivnim vySdéenim na LA pro firmu D, byli u stavajiciho standaittb screeningového
testu LA — aPTT A 3 z 12 (tj. 25,0%). Screeningaggt LA-screen D odhalil 1 pozitivni
vySeteni z 12 (tj. 8,3%). Tyto dva testy byly porovnaydnezi sebou a odhalily spékeou

pozitivitu v 1 gipack (tj. 4,2 %).

Tabulka ¢. 5: Piméry screeningovych tesu jednotlivych firem

Firma B Firma C Firma D
LA—- LA-screen LA- LA—- LA- LA-screen
aPTT A B aPTT A screen C aPTTA | D
Pramér 47,14348 54,48696 32,93043 42,09565 44,08333 0835
Smérodatna
odchylka 22,5881 15,29408 4,781526 6,537083 12,43542 073
Median 39,7 50,0 31,7 42,3 39,3 33,2

K jednotlivym screeningovym tesn byly poté dodlany i testy konfirmani. Témito
testy potvrzujeme po fpkazu gitomnosti protilatek ssnym testem jejich specificitu proti
fosfolipidim v plazné. Pokud tyto protilatky nejsou fjpomny, tak porucha jimi neni
zpasobena a Zjsobuiji ji poruchy Bkterého nebo i vice faktdy pitipadré jiny typ protilatky.
Pritomnostc¢i nepitomnost échto protilatek v plazgh ndm utuje pongér mezi screenem a
konfirmaci. Hodnota ,cut off* je 1,2,fgemz silna protilatka by &a dosahovat hodnoty nad
1,5. Pokud je hodnota p@&nu nad 1,2, tak tyto protilatky jsodippmny, pokud je mensi, tak
plazma je bezéthto protilatek.

Prvre byl udlan screeningovy a konfirnmiai test u lidi, o kterych jsmesgéli, Ze jsou
pozitivni na LA. Tito lidé byli vySebvani testy od firmy B. Fosfolipidoveé protilatky lyy
zjisteny pouze ve 2ifpadech (viz. Taks. 6). Tento test dak nevychazel.

Tabulka ¢. 6: Firma B - screen a konfirmace znamych pozitivnidh (imode — pozitivita na
LA; fialové - kontrola;cerverg — pongr urcujici piitomnost fosfolipidovych protilatek)

Pacienté. LA—aPTTA LA - screen LA - confirm Pomeér

1 66,1 56,8 47,2 1,20

2 126,8 78,7 545 1,44

3 91,4 77,4 71,2 1,09
Kontrola B 135,4 93,3 55,5 1,68

VyzkouSeli jsme také tento test od firmy B u lilliefi priSli do ordinace a #o jim

byt udtlano LA vySeteni a nebyla u nich znama pozitivita na LA. Na aéklscreeningového
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testu (LA-screen B) vySlo pozitignl3 vySeteni ze 30 (ij. 43,3%). £¢hto 13 pozitivnich
vySeteni bylo konfirmaci potvrzeno 5 pozitivnich vy&sti (tj. 38,5%) (viz. Taks. 7).

Tabulka ¢. 7: Firma B - screen a konfirmace vy&etanych lidi na LA (moik — pozitivita na
LA; fialové - kontrola;cerverg — pongr urcujici piitomnost fosfolipidovych protilatek)

LA—-—aPTT A | LA—screenB| LA — confirm B Pomér
Kontrola B 135,4 93,3 55,5 1,68
Kontrola C 36,1 71,1 50,5 1,41
Pacienté. 1 66,1 56,8 47,2 1,20
2 126,8 78,7 54,5 1,44
3 91,4 77,4 71,2 1,09
4 41,7 41,0 40,1 1,02
5 455 51,5 47,7 1,08
6 29,7 37,9 36,8 1,03
7 39,3 48,2 42,2 1,14
8 43,3 79,7 48,0 1,66
9 32,1 44.8 41,8 1,07
10 28,7 451 442 1,02
11 41,5 429 449 0,96
12 33,5 49,4 42,9 1,15
13 47,2 41,7 40,3 1,03
14 442 52,4 47,0 1,11
15 35,8 64,8 46,3 1,40
16 39,5 50,0 42,6 1,17
17 51,8 66,6 52,2 1,28
18 34,8 54,1 48,3 1,12
19 39,7 59,9 46,0 1,30
20 34,7 40,5 38,1 1,06
21 29,3 34,4 35,3 0,97
22 32,8 43,9 40,5 1,08
23 74,9 91,5 53,8 1,70
24 35,1 34,7 36,5 0,95
25 39,4 40,2 39,5 1,02
26 36,3 41,4 38,8 1,07
27 53,6 93,8 54,9 1,71
28 39,3 42,1 38,9 1,08
29 40,4 37,4 38,1 0,98
30 40,3 42,8 39,3 1,09

Dale byly vyzkouSeny testy od firmy C. Na zakiatreeningového testu (LA-screen
C) vysly pozitivie 4 vySeteni z 26 (tj. 15,4%). Zthto 4 pozitivnich vySéeni bylo
konfirmaci potvrzeno 1 pozitivnich vy$eni (tj. 25,0%) (viz. Tak. 8).
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Tabulka €. 8: Firma C - screen a konfirmace vy&estanych lidi na LA (moik — pozitivita na
LA; fialové - kontrola;cerverg — poner urcujici piitomnost fosfolipidovych protilatek)

LA -aPTT LA —screen C LA — confirm C Pomer
kontrola C i 81,6 47,6 1,71
Pacienté.1 35,3 34,3 33,1 1,04
2 28,0 42,6 38,7 1,10
3 32,1 36,2 34,4 1,05
4 31,1 42,2 36,8 1,15
5 37,1 48,0 42,4 1,13
6 43,7 49,6 41,5 1,20
7 35,4 44,0 38,7 1,14
8 35,3 44,3 38,4 1,15
9 27,9 36,4 33,3 1,09
10 29,0 39,4 35,3 1,12
11 30,2 33,9 31,6 1,07
12 28,2 42,3 38,3 1,10
13 28,2 35,4 32,3 1,10
14 32,8 48,0 43,2 1,11
15 31,7 34,7
16 29,0 35,0
17 31,5 37,8 35,4 1,07
18 30,8 51,6 42,9 1,20
19 35,7 48,3
20 32,2 45,3
21 47,3 59,6 45,5 1,31
22 29,7 36,5
23 35,2 42,8
24 33,3 36,2
25 33,7 62,2 52,1 1,19
26 41,1 60,3 42,4 1,42

Jako posledni byly zkouSeny testy od firmy D. Tysty jsou ve fazi zkouSeni, a
proto zde budou uvedergsté&né vysledky. Na zakladscreeningového testu (LA-screen D)
nam vyslo pozitiva 1 vySeteni z 12 (t. 8,3%). Toto jedno pozitivni vy&ati bylo
konfirmaci potvrzeno (tj. potvrzeno bylo 100%). ®glo ale zajimaveé, Ze u jednoho
vySeteni, které bylo pozitivni na LA, screening pozifiumebyl, a pesto protilatky vysly
pozitivre (viz. Tab.¢. 9 — Zlu€ zabarveno). Tentoffpad neumime vys¥lit. Chyb mize byt
nekolik nag. nizko nastavena ,cut off* hodnota testu, malofkarovanych vysdeni, testy

spolu dole nekoreluji, atd.
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Tabulka ¢. 9: Firma D — screen a konfirmace vy&estanych lidi na LA (motke — pozitivita
na LA, fialow - kontrola; ¢ervert — poner urcujici pfitomnost fosfolipidovych protilatek;
Zlut¢ zabarven atypickyifpad vyskytu protilatek)

LA - aPTT LA — screen D LA - confirm D Pomgr
Kontrola D negativni 34,4 32,5 1,06
kontrola D pozitivni 82 43,2 1,90
Pacientéislo 11 72,2 63,6 74,4 0,85
24 63,9 44,1 34,9 1,26
26 57,1 47,7 42,5 1,12
4 41,3 32,8 30,2 1,09
15 40,2 33,5
3 39,6 36,2
25 39,0 31,9
7 38,4 32,3
12 37,4 32,9
9 35,3 30,4
27 33,4 33,5
17 31,2 31,2 27,9 1,12

7.2. Zjisténé defekty u vySetenych pacieni mimo LA

VSechna vyséeni byla provaéha na mechanickém koagulometru Stago STA-R.
Vyslé vysledky byly porovnany s praci FiSero28@9, avsak hodnoty jednotlivych vy$eni
nejsou spolu pkkomparabilni, protoZe byla pouzita jina metodikankini hladina proteinu
C se stanovuje fotometrickou metodou — chromogensifstratem, vysledky jsou pak
odeteny z kalibréni kiivky a jsou vyjadlovany v procentech. Za normalni, tj. hodnoty bez
klinického vyznamu, jsou povaZzovany hodnoty vy&i 80%, rozmezi mezi 50-79 % iska
Seda zobna, tj. zona s mirnym klinickym vyznamemgnimdy pod 49%, tj. pozitivni hodnoty,
jsou jiz klinicky vyznamné. Ze skupiny 616 testoyelm pacieni bylo provedeno 555
(90,1%) vySateni na protein C. Zthto 555 vySéeni bylo 518 (93,3 %) v nor(negativni),

31 (5,6%) pedstavuji mirny deficit (Seda zona) a pouze u 9%, se jedna o klinicky
vyznamny deficit (pozitivni zéna) (viz. Tabulka 10). VySeteni, které nebylo provedeno,

bylo ovlivnéno I&bou pacienta Warfarinem.
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Tabulka €. 10: Zjistené funkni hladiny proteinu C. Procentualni vyfédi odpovida piiu
pozadovanych vySeni

VySetieni na PC Pocet jedinca Vyjadieni | Vyjadieni v % (FiSerova 2005)
vV %

Celkem 555 O

Negativni zéna (>80) 518 93,3 90,8

Sedé z6na (50-79,9) 31 5,6 7,8

Pozitivni zéna (<49,9) 5 0,9 1,4

Vyseti‘eni nebylo provedeno 1 0,2 0

Stanoveni funéni hladiny proteinu S se provadi koagumiametodou a vysledky se
odeiitaji z kalibr&ni kiivky a udavaji se v procentech stejako u vySateni funkini hladiny
proteinu S. Za normalni (negativni) jsou povazovhaognoty vyssi nez 80%, hodnoty 50 —
79,9% pedstavuji mirny deficit (Seda zéna) a hodnoty merwe 49,9% jsou jiz klinicky
vyznamnym deficitem (pozitivni zéna). Vygeni bylo provedeno v 552 (89,6%jpadech ze
616. Normalni funéni hladinu proteinu S #&o 350 (63,4%) jedini, mirny deficit 163
(29,5%) jedind, klinicky vyznamny deficit se objevil u 35 (6,4%gdinal a ve 4 (0,7%)
piipadech nebylo vySetni provedeno. To zigtodu nedostatku materialu (1 vy&eti),
lé¢bou Warfarinem (1 vySini), technickou zavadou (2 vy@asti) (viz. Tabg. 11).

Tabulka ¢. 11: zjistené funkéni hladiny proteinu S. Procentudlni vy§adi odpovida pu
pozadovanych vySeni

VySetieni na PS Pocet jedinci Vyjad¥eni v % Vyjadieni v %

(FiSerova 2005)
Celkem 552 100 | -
Negativni zéna (>80%) 350 63,4 60,5
Sedéa z6na (50-79%) 163 29,5 13,8
Pozitivni zona (<49%) 35 6,4 17,9
VySetireni nebylo 4 0,7 7,8
provedeno

U 552 ripadi bylo provedeno vySgtni rezistence na aktivovany protein C (APCR).
VySeteni se provadi koagulai metodou a to pomoci modifikace aPTT testu. DofEnwa
hranini hodnota tzv. ,cut off* hodnota tohoto testu 20%. Hodnoty nad tuto hranici jsou
negativni (bez rezistence), rozmezi hodnot od &k iddime do tzv. Sedé zony (resistenci
nelze vylowit) a hodnoty pod 79 s spadaji do pozitivni zorpkdzand rezistence). Jedinc
vySetenych na APC rezistenci bylo 552 (89,6%) z celkovpkitu 616. Bez rezistence na
APC bylo 414 (75%) paciedt rezistenci, ktera nelze vyléit byla u 88 (16%) pacietita
APC prokazana rezistence se naplno objevila u 4B4Bpacient. VySeteni ve 2 (0,3%)

piipadech nebylo mozné doksiha to z divodu technické zavady naigtroji (viz. Tab.¢.12).
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Tabulka ¢. 12: Vysledky vySeteni rezistence AP(Procentudlni vyjéiegtni odpovida ptiu
pozadovanych vySeni

VySetieni na APCR Pocet jedinca | Vyjadieni v % Vyjadieni v %
(FiSerova 2005)
Celkem 552 100 | e
Negativni zéna ( >120s) 414 75 75,2
Sedéa z6na (80-119s) 88 16 18,9
Pozitivni zéna (<79s) 48 8,7 5,0
VysSeti‘eni nebylo provedeno 2 0,3 0,9

7.3. Mnozstvi defekii v souvislosti s tromb6zou u vySéenych pacienti

U nekterych vySetovanych pacieit mizeme najit také kombinaci defékt
Kombinace &chto defeki vede k ¥tSimu riziku trombézy. Ve vyS&ivaném souboru 616
pacienti bylo 244 (39,6%) jedincbez defektu, u 205 (33,3%) se projevil jeden dedek 167
(27,1%) byla nalezena kombinace dvou a vice défgkt. Tab.¢. 13).

Tabulka ¢. 13: MnoZstvi a kombinace defékt vySetovanych pacierit Procentualni
vyjadieni odpovida ptiu pozadovanych vy3eni

Pofet nalezenych defeki Pocet jedinci Vyjadieni v %
Zadny defekt 244 39,6
1 defekt 205 33,3
2 a vice defekd 167 27,1

Patet pacieni, u kterych byl nalezen aspgeden defekt, tj. u 372 (60,4% z celého
souboru vySébvanych pacieri), je mozno povazovat za trombofilikgili lidi majici sklon
k trombdze. Z této skupiny byly kombinace detektilezeny u 167 (44,9%) paciénPokud
dojde kvyskytu vice rizikovych faktdrvedoucich k trombéze seasré, pak se riziko
trombdzy vypgita jejich sodinem. Acim wtSi sowin, tim &tSi riziko trombdzy.

V tabulce¢. 14 je rehledr zobrazen vyskyt jednotlivych deficienci protiem celém
zkoumaném souboru a v populaci trombofilik

Tabulka ¢. 14: Paet jednotlivych defekt v celé zji§ované skupi& 616 pacient a u
trombofilika

Procentudalni zastoupeni u | Procentualni zastoupeni
celé skupiny paciené u trombofilik &
Deficience proteinu C ¥etné mirné 5,8 9,7
deficiente (<79,9%)
Deficience proteinu S ¥etné mirné 32,1 53,2
deficiente (<79,9%)
APC rezistence ¥etné mirné 22,1 36,6
rezistence (<119s)
Lupus antikoagulans ( >42s) 13,3 22,0
Lupus antikoagulans 0,2 0,3
(prokadzané>50s)
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8.  Diskuze

Antifosfolipidovy syndrom, jak jiz bylo zm#mo, je onemoa¥ni definované Klinicky
a laboratorn. V této praci jsem se zaifila na problémy laboratorniho stanoveni, konk¥étn
na stanoveni pomoci koagdéhdch metod. ¥Tmito metodami se stanovuje tzv. lupus
antikoagulans (LA), cozZ je laboratorni fenomén, kdyrerné heterogenni skupina fosfolipid-
dependentnich autoprotilatek ovliye in vitro reakce zavislé na fosfolipidech. Natézhto
autoprotilatek u pacienta je povazovan za trombbétav.

V souwasné dob je na trhu k dispozici pestrd paleta diagnostibkfesti s vice i
mére vhodnou senzitivitou a specifitou a gasré chybi ,zlaty standard”, tj. test nebo
soustava testspolehliv detekujici skupinu LA pozitivnich paciéntZ tohoto divodu téngt
nikde nenajdeme data o frekvenci LA v populaci.

Na Oddleni klinické hematologie v Nemocniofeské Budjovice, a. s. bylo
provedeno 616 vySeni na LA test. Pozitivni bylo 20 vy$ehich ze 616 (tj. 3,2%). Jeden
pacient byl pozitivni opakov&n coZz znamena, Ze wjnbyly prokazany antifosfolipidové
protilatky a mize tr@gt APS syndromem, 523 (85%) vyEii bylo negativni a 63 (10,2%)
spadalo do Sedé zony. Nez seéata provadt vlastni vysaovani LA, musela byt upravena
plazma na bezdegkiovou. Stavajici centrifugovani jiz nevyhovovalelikoz se opakovan
neddilo pripravit skut&éné bezdestikovou plazmu. Proto byla zkouSena jina schémata
centrifugace. Bktera byla vSak zavrzena, protoZe mich dochazelo k velkému prodlouzeni
jednoho ze zakladnich koagtitach test (aPTT testu) vlivem Spatrecentrifugované krve. Z
téchto zkouSenych centrifugaci byla nejvice vyhovugientrifugace 2x 2 minutyip1500g,
kterd se z&ala k vyrolé bezdestikové plazmy na Oddeni klinické hematologie vyuZivat.
Takto vyrobena plazma byla #iuuskladna a nebo pouzita k dalSimu vy®et, tj. ke
screeningovému testu.

Jako screeningovy test byl pouzit aktivovany pan€ifromboplastinovy test (aPTT)
citlivy na lupus antikoagulans (LA). Standardem It PTT LA od firmy Diagnostika
Stago. V piibéhu testovani bylo vyzkouSeno gkolik obdobnych test jinych vyrobd.
Pokud byly tyto testy pozitivni, tak byl dale prolem snésny test, jehoz ukolem bylo potvrdit
nebo vyvrétit pitomnost inhibitoru. Jednalo se o standardni tesZjvany pro identifikaci
jakychkoli inhibitorii, proto nebyl do této prace zahrnut. Pokud bywsnji test pozitivni, @&
by se dale utlat konfirmani test, ktery nam potvrdi nebo vyvrati specifitthibitoru.
Vyzkouseno bylo &kolik konfirmanich test, ale zatim zadny nebyl vyhovujici a tak se

specifita inhibitoru u rizikovych pacieintvySetovala pomoci imunometod. Problémem je, Ze
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pacienti, kt& maji pozitivni screeningovy test, by sélnto nejdive dostavit na ambulanci,
aby jim mohl byt nabran novy vzorek. Ne kazdy vpakle.

ZkouSené konfirméni testy n&ly radu problém. NeZ byl vyzkousen konfirndai test,
bylo provedeno screeningové vy&eti dané firmy, které bylo srovnano se stavajicim
screeningovym vysSggnim (LA-aPTT A). Citlivost jednotlivych testse znan¢ liSila (viz.
Tabulka¢. 4, podkapitola 7.1.2.). K screeningovym testod dané firmy byly daflany testy
konfirmasni (konfirmaci potvrzujemetfiomnost fosfolipidovych protilatek v plaziha byly
porovnany. Pokud byl screeningovy test pozitivRdafirmaini taktéz, pak ve vzorku plazmy
byly protilatky proti fosfolipidim, byl-li screeningovy test dané firmy pozitivnkanfirmacni
test dané firmy negativni, pak nedoslo k potvrzeofilatek proti fosfolipidm. U takovychto
vySeteni (pozitivni screeningovy test a negativni kanéni test) nizeme pedpokladat
né¢jakou poruchu faktdr Béhem zkouSeniéthto tesi se nam vyskytl atypicky tfpad
vySeteni, kdy screeningovy test byl negativni a konfitmaest vySel pozitivé ( viz. Tab.¢.

9, podkapitola 7.1.2., Zlaizabarveny paciert 24). Toto by se stavat néhn a je to znamkou
néjaké poruchy ve vysaivaci metod. Mazeme mit nap nizko nastavenou ,cut off* hodnotu
testu, kterd je vtomtoijpadt 1,2 (je to pomr mezi screeningovym a konfir@@im
vySetenim; hodnoty nad 1,2 znamenajitpmnost fosfolipidovych protilatek v séru), sety
spolu nespolupracuji déd, malo konfirmovanych pacigéntatd. Bchto moznych fi¢in je
mnoho. Tyto zkouSené konfirda testy oznéovaly jinak pozitivié vySetované pacienty.
Testy nejsou konzistentni, a proto zatim neni dafgmo tyto testy fevzit do rutinni praxe.
Je nutné je podrobit dalsim a rozsahlejSim kontmmol&etné korelace simunometodami.
Problém velmi nestandardni a nespolehlivé koagildiagnostiky LA je znamy a je hlavni
pii¢inou chykEni spolehlivych dat o frekvenci vyskytu tohoto oreameni v populaci.

Pouze podle pozitivnich laboratornich testemizeme uéit, zdali ma pacient
antifosfolipidovy syndrom¢i ho nema. Tyto laboratorni testy musi korelovdirsckym
stavem pacienta a i s dalSimi jinymi testy. Z jeumdaboratorniho vyS&gni na toto
onemocgni nemiZzeme stanovovat diagnozu, testy musi byt na to sg®éteni pozitivni
nejmér dvakrat a to v odstupu minim&lri2 tydri (Bulikova a Penka 2006). Laboratorni
vySeteni by nendlo byt jednoho druhu. Pozitivita vy$ehi by ngla byt potvrzena vice
zpasoby (minimalg dvéma). Optimalni by bylo, kdyby se u koagtn#éo vySeteni na APS
udélal nejprve screeningovy test, pak &my test a podm test konfirmani. U pozitivnich
vysledki nebo u rozporuplnych vysledlkby se dodlaly jeS€ imunometody a poté by tyto
vysledky byly odeslany klinikovi k porovnani s kikym stavem pacienta. Ten by na tomto

zaklad rozhodl, zda je nutno pacient&it&ti ne.
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Bylo zjistovano také moZzné riziko trombdzy ve vydeaném souboru paciéntJe
zndmo, Ze trombdza je multifaktoridlni onemé&dna nendli bychom ho tedy stanovovat
z jednoho druhu laboratorniho testu. Z tohaieadiu byly provedeny dalSi laboratorni testy.
Byly to testy na deficit proteinu C, deficit pratei S a APC rezistenci. Zji&té frekvence
deficita proteimi a APC rezistence odpovidaji literarnim tiaaj (Kvasnéka 2003a, Poul
2006). Kombinace, konkrétrsowin, téchto defeki u vySefovanych pacieiitvede k ¥tSimu
riziku trombozy. V naSem vySevaném souboru bylo 244 (39,6%) paciebez defektu a u
ostatnich, tj. u 392 (60,4%), se projevil aspeden defekt. Rt €chto pacient, u kterych
byl nalezen aspo jeden defekt, Ize povaZovat za trombofiliky, tjdil majici sklon
k trombGze. Procentudlni zastoupeni vyskytu jednath defekfi v populaci a u trombofilik

muzeme vidt v tabulcet. 14 v podkapitole 7.3.
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9. Zavér

Na vyskyt antifosfolipidového syndromu a rizikovyéaktoni trombozy v populaci
bylo pomoci koagutmich metod na Odteni klinické hematologie Nemocnic€eské
Budkjovice, a. s. vySéeno 616 paciefit

Byla provedenacasté&na korekce koagutaiho vySetovani antifosfolipidového
syndromu. Doslo k optimalizaci centrifugace na lesttkovou plazmu. Z fivodniho t@eni
se feSlo na centrifugovani dvakrat dwninuty @i 1500g. Byla vyzkouSen&ada screehn
s nekonzistentnimi vysledky. Jako optimalni se jeeinbinace minimak dvou screeh
Smésny test funguje ddb. Konfirmani testy je nutné dale testovat, zatim Zzadny nema
dostaténou a konzistentni specificitu. Z tohéwibdu je nadale nutné povazovat pozitivitu LA
za neovienou a vysledky korelovat s dalSimi metodami — &¥ldmunometodami a
klinickym obrazem.

Posledni provaghy konfirmani test je je&t ve fazi zkouSeni. Objevila se vSakam
mala abnormalita. Po odstkani této abnormality a dalSim testovani by bylo néopouzit
konfirmaini test pro BZné vysaivani pacient.

Byl zmapovan vyskyt hyperkoagdlsich staw v souboru vySébvanych pacierit a
ten byl porovnan s dva roky starymi obdobnymi datyakaldské prace FiSerové (2005).
Vysledky jsou obdobné, sniZzeni vyskytu proteinu fiSigame vylepSeni laboratorniho
postupu, zvlagtupraw rezimu centrifugace.

Byla také zjisna populace trombofilik ve vySetovaném souboru paciéntZ 616
pacienfi bylo 372 (60,4%) trombofilik, coz znamena, Ze w@chto pacient byl nalezen
nejmért jeden defekt zjsobujici hyperkoagutai stav.

U diagnostiky hyperkoagutaich staw by se nero zapominat na stavy ziskané, které

jsou nemeéa dilezité jako stavy vrozené. Nejeden |[Ekgo ziskané stavy opomiji.
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