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Uvod a cil prace

Hemokoagulace je slozity proces fady mechanismi, zahrnujicich aktiva¢ni a inhibi¢ni faktory,
které jsou vzajemné v rovnovaze. Jeji porucha vede ke vzniku hyperkoagulacnich stavt. Diky
nimz je zvySené riziko vzniku tromboembolické nemoci (TEN) zahrnujici hlubokou zilni
trombozu (HZT) a plicni embolii (PE). Tyto stavy vznikaji z vrozené nebo ziskané poruchy.
Mezi vrozené patii deficit fady inhibitori hemokoagulace, APC rezistence, mutace
protrombinu G20210A atd. Mezi ziskané pak gravidita, uzivani hormonalni antikoncepce,
obezita aj. TEN je velmi Castou pti¢inou umrti na celém svété. Kvasnicka (2010) uvadi, ze
ptiblizn€ 12 % z celkového poctu imrti zaujima pravé TEN. Jako prevence jejiho vzniku se
provadi tromboprofylaxe a to mechanicka, kdy pacient pouZziva rizné kompresni bandaze, ¢i

farmakologicka nejcastéji pomoci nizkomolekularnich heparinu.

U gravidnich Zen je jiz samotnd gravidita rizikovy faktor vzniku TEN a ve spojeni
s trombofilnim stavem jsou gravidni pacientky jest¢ ve vétSim riziku. Urbankova (2002)
ve své publikaci uvadi, ze TEN stoji na prvnim misté pfi¢in morbidity a mortality v t€hotenstvi
a v Sestined¢li. NejcastéjSimi vrozenymi rizikovymi faktory vzniku TEN jsou bodova mutace
genu pro koagula¢ni faktor V (FV) zvand Leiden a bodova mutace genu pro protrombin
G20210A.

Tato bakalafské4 prace se zabyva predevSim témito vySe zminénymi mutacemi u gravidnich
zen. V analytické ¢asti se sleduji hladiny D-dimerti u zdravych zen a Zen s heterozygotnim
typem téchto mutaci v prubéhu celého téhotenstvi. Homozygotni forma se v tomto souboru
pacientek vlbec nevyskytovala. Jednd se o gravidni pacientky Ambulance klinické
hematologie v nemocnici v Ceskych Budgjovicich a.s., u kterych byla provedena v roce 2016
laboratorni vySeteni na oddéleni Hematologie a Genetiky. Diky genetické analyze moZznych
trombofilnich stavli u téchto pacientek a laboratornimu sledovani hladiny D-dimera Ize
ptredejit propuknuti TEN, nebot’ gravidnim zendm s vrozenou trombofilii nebo zvySenou

hladinou D-dimert se ptedepisuje antikoagula¢ni 1é¢ba.

DalS§im sledovanym faktorem v této bakaldiské praci je proto vliv nizkomolekularniho

heparinu na hladinu D-dimert.



1 Hemokoagulace

Hemokoagulace neboli srazeni krve je hlavni fazi celkového procesu zastavy krvaceni,
hemostazy, pti poskozenich vznikajicich v cirkulaci krve. Pfi hemokoagulaci se tekuta krev
meéni Ve stabilni krevni srazeninu a vytvari sekundéarni zatku. Za jejim vznikem stoji
koagulac¢ni kaskada, kde jsou pfeménovany neaktivni enzymy na enzymy aktivni. Déje se tak
Vv kazdém stupni kaskady. V posledni fazi dochdzi k preméné fibrinogenu, rozpustné
plazmatické bilkoviny, na nerozpustny fibrin, ktery vytvaii fibrinovou  sit’

(Fontana, Lavrikova, 2017).

1.1 Koagula¢ni faktory
Koagulaéni faktory jsou zakladem funkce plazmatického koagulaéniho systému. Radi se mezi
plazmatické polypeptidy a glykoproteiny. Nékteré funguji jako kofaktory a nckteré maji

enzymovou aktivitu (Kubisz et al., 2006).

Koagula¢ni faktor Zkratka | Funkce Misto syntézy
Fibrinogen Fl kofaktor jatra
Protrombin Fll proteaza jatra (K)
tkanovy faktor FliI kofaktor tkanové bunky
Ca** FIV kofaktor ion
preakcelerin FV kofaktor jatra
destickovy faktor 3 FVI kofaktor megakaryocyty
destickovy faktor 4 kofaktor megakaryocyty
prokonvertin FVII sérinova proteaza | jatra (K)
antihemofilicky faktor A | FVIII sérinova proteaza | jatra
von Willebrandtv faktor | VWF kofaktor endotelové bunky
megakaryocyty
antihemofilicky faktor B | FIX sérinova proteaza | jatra (K)
Stuartiv-Provertiv faktor | FX sérinova proteaza | jatra (K)
Rosenhaliv faktor FXI sérinova proteaza | jatra
Hagemaniv faktor FXII sérinova protedza | jatra
Prekalikrein sérinova proteaza | jatra
HMWK kofaktor jatra
faktor stabilizujici fibrin | FXIII transglutaminaza | jatra

Tab. 1: Koagulaé¢ni faktory (pfevzato z Kubisz et al., 2006).
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1.2 Koagula¢ni kaskada

Je slozena do podoby pismene Y a je tvofena vnéjsi cestou, vnitini cestou a spolecnou cestou
koagulace. Uastni se ji $est koagulaénich faktort (faktory XII, X1, IX, VII, X a 1), které maji
enzymovou aktivitu a 3 kofaktory (tkanovy faktor, faktory VIII a V), bez enzymové aktivity,
majici ulohu aktivace faktord. Spole¢nou ¢asti kaskady je fibrinogen—fibrin. Faktor XIII

zabezpecCuje tvorbu nerozpustné fibrinové sité (Kaletova et al., 2013).

vnéjsi cesta vnitini cesta

poskozeni tkané obnazeni endotelu

tkanovy faktor Xlla «—XII

Vila ‘
PL

- Xla <———XI

&

IXa <e——IX desticky
;Vllla, PL, Ca2*
X————>Xa
Xl
Va, PL, Ca?*
1 Ca%*
Il lla -
Xllla
fibrinogen fibrin stabilizovany fibrin

Obr. 1: Schéma procesu hemokoagulace (pfevzato z Fontana, Lavrikova, 2017).

1.2.1 Vnéjsi cesta

Tkanovy faktor (TF, FIII) za normalnich podminek neni v kontaktu s krvi, nebot” se nachazi
Vv subendotelovych strukturach, kde je integralnim proteinem. Pti aktivaci vnéj$i cesty dochazi
ke kontaktu krve s TF, ktery se navaze na neaktivni faktor VII (FVII), aktivuje ho na FVlla
a vytvofii s nim aktivni komplex TF-FVII, dale se aktivuje faktor IX (FIX) na FIXa, ktery je
také soucasti vnitini cesty, a faktor X (FX) na FXa. VSechny nasledujici déje se odehravaji na
povrsich negativné nabitych fosfolipidovych membran (PL), které poskytuji aktivované krevni
desticky (trombocyty) (Kaletova et al., 2013).

1.2.2 Vnitrni cesta

Faktor X1l (FXII) se vaZze na membranu PL a dochazi tak k preméné na FXIla, ten nasledné
aktivuje faktor X1 (FXI) na FXla, ktery aktivuje preménu FIX na FIXa. Vytvafi se tak

tzv. vnitini tendazovy komplex tvofeny FIXa, FVIlla. FVIIlI je aktivovan trombinem,



fosfolipidy a vapenatymi ionty (Ca?*) (Fontana, Lavrikova, 2017). Tento komplex pomaha
aktivnimu komplexu TF-FVII v aktivaci FX na FXa (Kaletova et al., 2013).

1.2.3 Spolecna cesta

Faktor V (FV), kofaktor, se vaze na FXa a vytvafi tak aktivni komplex FX-FV, ktery $tépi
plazmatickou bilkovinu protrombin, faktor Il (FIlI), na aktivni trombin (Flla)
(Kaletova et al., 2013). Napomaha k tomu tzv. protrombinazovy komplex. Trombin katalyzuje
preménu rozpustného fibrinogenu na rozpustny fibrin, vznika tak fibrinova sit’. Tato sit’ vSak
neni dostatecné pevna, a proto dochazi ke vzniku kovalentnich mistkli mezi a- a y- fetézcem

fibrinu. Tento proces je katalyzovan FXIlla (Fontana, Lavrikova, 2017).

1.3 Inhibitory krevniho srazeni

Inhibitory krevniho srdzeni, zndmé také jako antikoagulacni faktory, jsou odpovédné za
regulaci koagulaéni kaskady. Rozd¢€luji se do dvou skupin na specifické a nespecifické.
Specifické inhibitory cilené potlacuji jeden ¢&i nékolik koagulacénich faktort
(Kubisz et al., 2006). Patii mezi n¢ antitrombin (AT), protein C (PC), protein S (PS) a inhibitor
systému tkanového faktoru (TFPI) (Bartova, 2016). Mezi nespecifické inhibitory se tadi
az-makroglobulin, az-antitrypsin, C1-inhibitor. Ty potlacuji proteolytické enzymy. Z hlediska
hemostazy jsou dilezitéjsi inhibitory specifické (Kubisz et al., 2006).

1.3.1 Antitrombin (AT)

Jednad se o plazmaticky glykoprotein, ktery je syntetizovan v jatrech. Kofaktorem AT je
heparin, ktery podporuje jeho aktivitu pifi inhibici trombinu (Flla). Heparin je
glykozoaminoglykan (GAG) syntetizovany v Zirnych bunikach (mastocytech). Kromé Flla
vaze antitrombin také FIXa, FXa, FXla a FXIIa. (Kubisz et al., 2006). Pfi poklesu AT v krvi
muze dojit ke vzniku trombozy. Nejvétsimu riziku vzniku trombozy jsou vystaveny gravidni
zeny a zeny uzivajici hormonalni antikoncepci (OC) (Bartova, 2016). U gravidnich Zen
dochazi k vzestupu hladin vétsiny koagula¢nich faktort (Binder et al., 2004). Ptitomnost
hormonti v OC snizuje hladinu AT v krvi (Bartova, 2016).

1.3.2 Protein C (PC)

Neaktivni forma PC je na vitaminu K zavisla latka syntetizovana v jatrech. PC se aktivuje
pusobenim komplexu trombomodulin-trombin-protein S (PS) (Kubisz et al., 2006). Pti vazbé
trombomodulinu na PC se inhibi¢ni aktivita PC zvySuje az sto tisickrat (Bartova, 2016).
Aktivovany protein C (APC) proteolyticky $tépi FVa a FVIIla (Kubisz et al., 2006).



U gravidnich Zen je koncentrace PC stabilni, ale klesa jeho aktivita, ovSem zlstavd v mezni
normé&. Bylo zji§téno, Ze ptiblizné 40 % gravidnich Zen ma ziskanou rezistenci vici APC.
1.3.3 Protein S (PS)

PS stejné jako PC je syntetizovan v jatrech a je to vitamin K-dependentni protein. Je nedilnou
soucasti pro funkci PC a proto, pokud je snizena syntéza PS, ovlivituje aktivaci PC a dochazi
tak ke Spatné regulaci inhibice koagula¢niho systému (Bartova, 2016). Hladina volného PS se
Vv druhé poloviné téhotenstvi snizuje a mize dosahovat jen kolem 50 % plvodnich hodnot
(Binder et al., 2004).

1.3.4 Inhibitor tkanoveho faktoru (TFPI)

TFPI je syntetizovan bunikami endotelu a krevnimi destickami. K jeho aktivaci je potfeba
vazba na komplex Vlla-FXa-TF, diky ¢emuz nasledné¢ FXa inhibuje. Uz v misté tvorby
komplexu TF-FVIIa pti aktivaci koagulace se TFPI snazi inhibovat koagula¢ni kaskadu
(viz Obr. 3). Bylo zjisténo, ze PS je mimo jiné kofaktorem také TFPI, proto kdyz dojde poklesu
hladiny PS, snizi se tak i u¢innost TFPI (Bartova, 2016).

FXIa FXI

N/

TRFVIL | o FIX FX FII Pikiiogm
( FVIlIa \FVa Fibrin clot
[ F/EVIa e FIXa FXa FIla (Thrombin) FIBRIN —¥»

formation

SRR

Obr. 2: Inhibice TFP (ptevzato z The European Bioinformatics Institute; InterPro- Tissue
Factor, 2006).

1.4 D-dimer jako produkt fibrinolyzy

Fibrinolyza je proces enzymatického §tépeni zesitovaného fibrinu plazminem na degrada¢ni
produkty, které jsou odstranény z ob¢hu jatry a buitkami mononuklearniho fagocytarniho
systému. Skladd se ze slozek: neaktivni plazminogen, aktivni plazmin, aktivatory
plazminogenu a inhibitory. Stimul pro uvoliiovani aktivatorti plazminogenu dava trombin,

vazopresin, adrenalin aj. (Trojan et al., 2003).
Existuji dvé skupiny inhibitort aktivatort plazminogenu a inhibitory plazminu:

Inhibitor typu I: Chrani primarni homeostatickou zatku pied prfed¢asnym rozpusténim, je

slozkou a- granuli desticek.



Inhibitory typu Il: Inhibuji plazmin, patfi mezi né primarni inhibitor az-antiplazmin
a og-mikroglobulin, oba inaktivuji plazmin, ktery je odplavovan pry¢ z mista aktivace.

(Trojan et al., 2003)

D-dimer je degrada¢ni produkt fibrinolyzy. Jedna se o plazmaticky protein slozeny ze dvou
D-domén z fibrinovych jednotek, které jsou propojeny kovalentni vazbou, diky niz je odolny
vuci $té€peni plazminem. Normaln¢ je v krvi pfitomno nedetekovatelné mnozstvi D-dimeri,
ovSem pii infekcich, tromboze, diseminované intravaskularni koagulaci (DIC), po operacich,

v gravidité aj. je jeho hladina v krvi zvysena (Hejdukova et al., 2007).

Plasminogen

Fibrinogen » Fragment X, Y
Soluble fibrin Fragment D, E

Plasmin -

\ X-oligomers

Crosslinked fibrin —— Beclimae

Obr. 2: Prub¢h fibrinolyzy, tvorba D-dimeru (pfevzato z Eclinpath, 2013).



2 Tromboembolicka nemoc (TEN)

Jako tromboembolickd nemoc (TEN) je oznadovéana hluboka Zilni trombodza (HZT) a plicni
embolie (PE). Jednd se o zavazny zdravotni problém, ktery se drzi na tfetim misté
kardiovaskularnich umrti a v zemich Evropské unie a v Severni Americe TEN stoji za vysokou
mortalitou! a morbiditou?. Zaujima 12 % z celkového poétu viech timrti. V Evropé piiblizné
500 000 0sob ro¢né umira na komplikace TEN (Kvasnicka, 2010). Vyskyt HZT v populaci je
2krat az 4krat vys$si nez vyskyt PE (Barto$, 2014). Ro¢ni incidence® TEN je jeden az dva
ptipady na 1000 obyvatel v bilé populaci. Riziko vzniku TEN se zvySuje s vékem. Do 20. roku
zivota se TEN vyskytuje vzacné, po 45. roce se incidence zvysuje, ve véku nad 75 let TEN
postihuje 1 % populace. Incidence je u Asiatil niz§i neZ u Evropanil a Afri¢ant (Musil, 2009).
TEN se vysoce podili na matetské morbidité a mortalit¢ béhem téhotenstvi a v Sestinedéli.
U téhotnych Zen je riziko TEN az 6krat vyssi nez u negravidnich zen. Riziko se také zvysSuje
u osob majicich rizikové faktory vzniku. (viz Kapitola 4) U gravidnich zen byva ¢astym
projevem postizeni levé dolni koncetiny, u 90 % (Binder et al., 2004).

Projevy TEN (A de Palo, 2016):

e Dusnost, nejcastéj$i symptom PE

e Pleuritick4® bolest na hrudi, kasel, hemoptyza®- PE v blizkosti pohrudnice

e Synkopa® s masivni PE

o Uzkost

e Otoky dolnich kongetin, teplo na dotek, citlivost-spojeno s HZT

e Tachypnea’- dechova frekvence >18 dechii/min

e Tachykardie

e Zduraznéna druhd srde¢ni ozva

e Horecka (> 38,5 °C)

e Cyandza®

1 = Umrtnost, udava pomér poétu zemielych na dané onemocnéni k celkovému poétu obyvatel (Bencko, 2002).
2 pomér poctu nemocnych k poctu obyvatel v daném spravnim celku (Bencko, 2002)

3 pomér nové vzniklych onemocnéni (v daném ¢asovém obdobi) k celkovému poctu osob ve sledované
populaci (Bencko, 2002)

4 Bolest se zvySuje pii kasli nebo nadechu (Kardioblog, 2012).

% vykaslani krve z dolnich cest dychacich nebo z plic (Klener, 2006)

® kratkodoba ztrata védomi (Aktivity pro zdravi, 2013)

7 zrychlené dychani (Kardioblog, 2012)

8 namodralé zbarveni nejéastéji prsti a rti (Kardioblog, 2012)
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2.1 Hluboka Zilni trombéza (HZT)

HZT také jinak oznadovéna jako flebotrombéza je onemocnéni hlubokého Zilniho systému,
kdy dochézi k ¢astecnému nebo Gplnému uzavieni zily trombem. Vyskytuje se u 1-2 ptipada
na 1000 obyvatel ro¢né. Pramérny vék, kdy dochéazi ke vzniku HZT, je u muzd nizsi neZ
u Zen-muzi 66 let, zeny 72 let. HZT vzniké p¥i kombinaci abnormalit Zilni stény, Zilni stazi
a zmén v koagulaci. Podstatou je kombinace vice rizikovych faktort. Zilni tromby jsou,
na rozdil od arteridlnich trombu, tvofeny piedevsim fibrinem, erytrocyty a obsahuji velmi
malo trombocytd. Ve vétsing piipadd se jedna o sekundarni HZT, nebot’ je vyvolana rizikovym
faktorem. V ptipad¢, ze se nepodaii zjistit zadny rizikovy faktor, jedna se o primarni neboli

idiopatickou HZT (Skalicka, 2006).

Zakladni pfi¢iny vzniku HZT-Virchowova triada:

Zilni staza

Dochazi ke vzniku prvotnich trombii pfedev§Sim v oblasti kapsi¢ek chlopni, kde je
nejpomalejsi tok krve. ZvySuje se lokalni koncentrace koagulacnich plazmatickych faktort
a leukocytii. Nejcastgj$i pfi¢inou je imobilita, ale také poskozeni chlopni ptedchozi
trombotickou ptihodou (Hajek et al., 2004).

Poskozeni cévni stény

Dochézi k nému pfi chirurgickém vykonu nebo vlivem cytokind, které se uvoliiuji z poranéné
tkan¢ nebo pfi zanétu. Pii poSkozeni cévni stény se aktivuje TF a FVII a je tim zahajena
koagulaéni kaskada. Tato situace ovSem hraje dilezitou roli spiSe pfi arteridlni tromboze
(Hajek et al., 2004).

Nadmérna koagulaéni aktivita

MiiZze byt zplsobena zvySenou koagulacni aktivitou v krvi, hyperkoagula¢nim stavem,
selhanim  inhibitori  koagulace ¢i selhdnim funkce fibrinolytického systému

(Hajek et al., 2004).

2.2 Plicni embolie (PE)

PE pfedstavuje zdvazné a casté onemocnéni, jehoZ diagnostika je velmi obtiZznd vzhledem
k riznorodosti ptiznaki, a tak Casto zlstava nerozpoznana. Incidence neni zcela znama, ale
odhaduje se, ze ptiblizné¢ 60 osob ze 100 000 obyvatel je postizeno PE. V 90 % piipadi je PE
zpusobena hlubokou zilni trombo6zou dolnich konéetin (Indrak, 2014). Trombus se vétSinou

nachazi v oblasti kycle a stehna nebo se miize utrhnout z panevnich pleteni a jako embolus



putuje do plicnice (viz Obr. 3) (Klikova, 2015). Jak bude stav PE zavazny, zavisi na rozsahu

trombu v plicnici (Hajek et al., 2004). Pfiznaky vznikaji zcela nahle (ptiznaky viz Tab. 1).

Hluboka Zilni tromboz a plicni embolizace

Tvroba krevni
srazeniny - trombu

rmalni prd Zilni sténé
Normalni pratok na zilni sténé

Zilnim Fecistém

2

ZvétSovani trombu

UtrZeni trombu
- embolus, vmetek
putuje do plic

sympromy. o3

Obr. 3: Vznik trombu v zilnim feéisti (pfevzato z Klikova, 2015).



Piiznak Prevalence
Dusnost 80 %
Bolest na hrudi- pleuralni 52 %
Bolest na hrudi- substernalni® | 12 %
Kasel 20 %
Hemoptyza 11 %
Synkopa 19%
Tachypnoe 70 %
Tachykardie 26 %
Znamky HZT 15 %
Horec¢ka (> 38,5 °C) 7%
Cyanoza 11 %

Tab. 2: Prevalence symptomu a klinickych znamek u pacientt s prokazanou PE (pfevzato

z Indrak, 2014).

V ptipadé lehkych forem TEN muze dojit k tomu, Ze se zaméni s béZnymi znaky doprovazejici

t€hotenstvi-otoky, bolest, dusnost (Binder et al., 2004).

% v oblasti pod hrudni kosti
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3 Hyperkoagulacni stavy

Hemokoagulace je velmi slozity proces zahrnujici fadu dalSich mechanismi, které jsou
vzajemné vrovnovaze, a pokud dojde Kk jejich naruseni, muze to vést ke vzniku
hyperkoagula¢niho stavu (Urbankova et al., 2002). Nasledkem je zvySené riziko trombozy.
Tyto trombofilni stavy mohou vznikat z vrozené nebo ziskané poruchy (Kessler, 2006). Jsou
vyvolany zvySenou koncentraci koagulacnich faktorti nebo naopak nedostate¢nou produkci ¢i
nedostate¢nou aktivitou inhibitori krevniho srdzeni. Lidé s trombofilnimi stavy maji dvakrat
vétsi riziko vzniku TEN a Zeny maji navic dvakrat vétsi riziko potratu plodu (Beran, 2006).
U vétsiny vrozenych poruch je prokazana konkrétni mutace, paklize mutaci zdédi od jednoho
z rodic¢l je heterozygot, od obou rodi¢ii je homozygot. U homozygotl je zavaznost poruchy

zpravidla vétsi nez u heterozygota.
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4 Rizikové faktory vzniku TEN

Rizikové faktory lze rozdélit do nékolika kategorii na vrozené, ziskané, které 1ze ovlivnit/nelze

ovlivnit a vlivy vnéjsich faktort.

4.1 Vrozené rizikové faktory

Trombofilni stavy mohou vznikat vrozené-dédi¢né. Mezi n¢ patii deficit inhibitorti srazeni
(AT, PC, PS), APC rezistence, mutace genu protrombinu 20210A a hyperhomocysteinemie
(Beran, 2006). Ale také krevni skupina ABO je rizikovym faktorem (MatySkova, Bulikova,
2015). Vétsina vrozenych poruch nema vyznam pro vznik arterialni trombdzy (Beran, 2006).
Rodinna anamnéza je ¢asto pozitivni (Friedmann, 1994). Vyskyt prvnich projevi se zvySuje
s vékem, pifi¢emZ u Zen prvni projevy mohou vznikat v dasledku COC nebo gravidity
(Karetova, 2007).

4.1.1 Deficit AT

Antitrombin je nejsilngj$i pfirozeny inhibitor koagulace. Normalni hodnota AT je
100-180 mg/l (Friedmann, 1994). Vrozeny deficit AT ma v populaci pomérné nizkou
prevalenci'® 0,2-0,5/1000 obyvatel a patii mezi autozomalné-dominantni dédiéné onemocnéni
(Kubisz et al., 2006). Deficit AT je ptiblizné u poloviny nemocnych s trombdzou spojen
s idiopatickou zilni trombdzou (Urbankova et al., 2002). Byly popsany i ptipady vzniku
arteridlnich trombo6z. Celkem bylo objeveno vice nez 120 typd mutaci tohoto proteinu.
RozliSujeme typ I, neboli kvantitativni defekt, je spojen se sniZzenou syntézou AT a klesa
i jeho celkova aktivita a hodnota (Kubisz et al., 2006). Homozygotni forma typu | je
neslucitelna se Zivotem (Karetova, 2007). Typ Il neboli kvalitativni defekt, vykazuje snizeni
aktivity AT, syntetizuje se dysfunkéni AT (Kubisz et al., 2006). Riziko vzniku zilni trombozy
u osob majicich deficit AT je az 25krat vyssi nez u zdravych osob (Beran, 2006). Kromé
vrozeného existuji i ziskané doprovazejici rizné zavazné choroby.

4.1.2 Deficit PC

Jedna se o autozomalné-dominantni dédicné onemocnéni, jehoz prevalence je 1/10 000
obyvatel (Kubisz et al., 2006). Normalni hodnota PC je 4-6 mg/l (Friedmann, 1994). HZT
zptusobena deficitem PC se projevuje u heterozygotii, ovSem jsou znamy i piipady

homozygotni formy této mutace, ale vétSinou dochdzi k vazné tromboze a bézné také

10 Podil obyvatel, kteii maji nebo méli uréitou nemoc, stav nebo rizikovy faktor v dané lokalité v daném
¢asovém obdobi (Bencko, 2002).
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k purpura fulminans!® t&sné& po narozeni nebo b&hem prvniho mésice Zivota
(Urbankova et al., 2002). Je popsano vice jak 160 mutaci deficitu PC.

4.1.3 Deficit PS

Tento deficit je autozomalné-dominantni dédi¢né onemocnéni. Jeho prevalence v populaci je
0,3-1,3 % (Kubisz et al., 2006). Normalni hodnota PS je asi 35 mg/l (Friedmann, 1994).
U osob majicich deficit PS je az 10krat vy$si pravdépodobnost vzniku HZT ve srovnéani se
zdravou populaci. Homozygotni forma tohoto deficitu je velmi vziacna

(Urbankova et al., 2002). Je znamo vice jak 70 mutaci deficitu PS (Kubisz et al., 2006).

4.1.4 APC rezistence

APC rezistence je odolnost koagula¢ni kaskady na pusobeni APC. V 95 % piipadd je
zpusobena bodovou mutaci v genu pro FV. Ten je diky ni rezistentni vii¢i ptisobeni komplexu
PC-PS (Kubisz et al., 2006). A tak jedna z alel FV je neschopna se proteolyticky S$tépit
a trombin se nadale syntetizuje (Bartova, 2016). Rozpad FVje az 10x pomalejsi
(Penka, Tesafova, 2011). Tato bodova mutace se nazyva FV Leiden podle mista svého objevu
meésta Leiden v Nizozemsku. (Blatnikova, 2014) Jde o zaménu guanosinu (G) za adenosin (A)
v genu pro FV na nukleotidu 1691, coz ma za nasledek, Ze v $tépném misté pro protein C 506
Arg dochazi k zaméné aminokyselin arginin za glutamin (Penka, Tesatova, 2011). | zde se
jedna o autozomalné-dominantni dédi¢né onemocnéni srazeni krve (Kubisz et al., 2006).
Tento defekt se vyskytuje prevazné u béloSské populace. Vysoké prevalence dosahuje
Svédsko, 10-15%, naopak nizka prevalence je VItalii a Spanélsku, cca 2%
(Urbankova et al., 2002). Ve zdravé populaci se Leiden vyskytuje u 3-15 % jedinct.
U pacientt s trombozou a trombofilii jde v 20-60 % pfipadi o Leidenskou mutaci. Riziko
trombdzy se pii této poruse u heterozygotli zvysuje Skrat az 10krat a u homozygotd S0krat az
100krat. Cast&ji zptisobuje vznik Zilni trombodzy, na jejimz vzniku se ale podili i dal$i rizikové
faktory (Kubisz et al., 2006). Soucasné zname jesté dalsi dvé mutace zapficinujici vznik APC
rezistence, a to FV Cambridge a FV Hong Kong (Fialova, 2013). V' 5 % piipadi vznika APC
rezistence z doposud neznamé pficiny.

4.1.5 Defekt protrombinu G20210A

Bodova mutace genu pro protrombin v poloze 20210, kde je guanin zaménén za adenin
(Kubisz et al., 2006). Plazmaticka hladina protrombinu je zvySena a mutace snizuje inhibici

trombinu (Urbankova et al., 2002). Pfi defektu je nejcastéji postizen hluboky Zzilni systém

11 Purpura fulminans je onemocnént, pfi kterém se do 72 hodin po narozeni na rtiznych mistech kiize objevi
krvavé skvrny, za¢nou se tvorit hemoragické vacky a nasledné dochazi k nekroze (Edlich, 2015).
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dolnich koncetin. Prvni pfiznaky se projevuji v druhém desetileti zivota, vétSinou z diivodu
vzniku jiného rizikového faktoru-uraz, operace, gravidita, OC atd. Riziko vzniku zilni
trombozy je 2,5krat az 3krat vyssi oproti zdravym jedincum (Kubisz et al., 2006).

4.1.6 Hyperhomocysteinemie (HHc)

Metabolicka porucha ¢asto doprovazena vznikem zilni nebo typicky arteridlni trombdzy. Hhc
je zpusobena mutaci v methyltetrahydrofolat (MTHFR), kde dochazi k substituci cytosinu za
thymin (Beran, 2006). Homocystein (Hc) vyvolava expresi TF a vlivem zvySené syntézy He
je exprese TF také zvysend, a tak nartistd pravdépodobnost vzniku trombozy. Normdlni
hladina Hc v plazm¢ je v rozmezi 5-15 umol/l, jeho koncentrace se s vékem zvysuje. Rozlisuji
se 3 formy HHc podle vysky vzestupu He v plazmé- lehka (15-30 pmol/l), stiedné tézka
(30-100 umol/l), tézka (> 100 pmol/l). HHc se vyskytuje u 5-10 % zdravych jedinct
au 11-19 % pacientt s TEN (Kubisz et al., 2006).

4.1.7 Krevni skupiny systéemu ABO

Tento vrozeny rizikovy faktor je ¢asto zapomindn i piesto, Ze je nejbéznéjsi. Bylo zjisténo, ze
osoby s nenulovou krevni skupinou (A, B, AB) maji dvakrat vétsi riziko vzniku HZT oproti
krevni skupiné¢ 0. Pfi¢ina neni zcela jasnd, ale riziko je ziejm¢ zdvislé na antigenu H
(fenotypicky krevni skupina 0), ktery na rozdil od antigenit A a B nesnizuje schopnost von
Willebrandova faktoru (vWF) vidzat ADAMTS13!2 a tim nezpomaluje jeho §tépeni
(Matyskova, Bulikova, 2015).

4.2 Ziskané rizikové faktory

Ziskané rizikové faktory doprovazeji vrozené rizikové faktory, samy vétSinou trombozu
nezpusobuji. Ne&které rizikové faktory nelze ovlivnit- napt. vék, rodinnd anamnéza, ziskané
koagula¢ni poruchy a nékteré naopak lze- napt. varixy, gravidita, uzivani OC, obezita
(Musil, 2009).

4.2.1 Ziskané neovlivnitelné rizikove faktory
Se vzristajicim vékem riziko vzniku HZT stoupa. Je to jeden z nejéast&jsi rizikovych faktort.
S kazdou dekédou zivota se riziko vzniku trombézy zdvojnasobuje. U 80letych je incidence

asi 5-6 pripadt na 1000 obyvatel za rok, u mladych je vyskyt vzacny- incidence je udavana

12 Enzym, ktery §tépi vWF.
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<5  pfipadi na 100000 obyvatel za rok wu jedinch mladsich 15 let
(Matyskova, Bulikova, 2015).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) se projevuje vendzni nebo arteridlni trombodzou,
opakovanymi potraty nebo také trombocytopenii €i piitomnosti antifosfolipidovych protilatek
(APA) v plazmé postizeného. Prevalence v populaci je cca 2-4 %. APA jsou velmi heterogenni

skupinou a d¢li se na:

Antikardiolipinové protilatky (ACLA): Existuji dva typy ACLA. Typ A ovliviiuje koagulacni

testy zavislé na fosfolipidech a typ B tyto testy neovliviiuje. Jejich antigenem je kardiolipin.

Lupus antikoagulans (LA): Zahrnuje fadu protilatek, které se déli podle antigenu, S kterym
reaguji na: anti-B2-glykoprotein I protilatky (B2-glykoprotein I antigen), vlastni LA protilatky
(antigen je protrombin). LA ovliviluyji koagulaéni systém fadou mechanizm.

(Kubisz et al., 2006)

Ziskana APC rezistence se vyskytuje v gravidite, pti LA, pti hodnoté FVIII vice nez 200 %,
pfi vysoké hodnoté fibrinogenu atd. Jeji projev je stejny jako u vrozené APC rezistence
(Kubisz et al., 2006). Ziskana APC rezistence vznika v dusledku dysbalance mezi

prokoagulacnimi a antikolagula¢nimi faktory (Bartova, 2016).

Zvysena hladina FVIII nad 150 % je rizikem pro vznik trombdzy, jeho prevalence v populaci

je velmi vysoka (Karetova, 2007).

4.2.2 Ziskané ovlivnitelné rizikové faktory
Obezita zptsobuje zvyseni nitrobfi$niho tlaku, coz ma za nasledek, Ze svalové pumpa diky
své snizené schopnosti nemuze vratit krev zdolnich koncetin smérem k srdci

(B. Braun Medical, 2011).

Varixy neboli kiecové Zily, jsou dnes velmi diskutované téma, co se tyce jejich vlivu na vznik
trombozy. Nékteti je oznaduji za nezavisly rizikovy faktor vzniku HZT a v jinych studiich toto

vyvraci (Skalicka, 2006).

Hormonalni antikoncepce je souc¢asné dob¢ nejpouzivanéjsi metoda ochrany pied pocetim,
ovSem diky medializaci rizik se mnoho zZen snazi této formé ochrany vyhnout. OC nezavisle
na dalSich faktorech zvySuje riziko vzniku TEN 3krat aZz 4krat. Nej€ast¢jSim uzivanym typem
je kombinované hormonalni antikoncepce (COC). Nejvétsi riziko vzniku TEN pfichazi
V prvnim roce uzivani COC (zejména v prvnich Sesti mésicich) a nésledné pretrvava i po
vysazeni a zcela mizi po 2. menstrua¢nim cyklu. Pii nasazeni COC dochazi ke zvySeni aktivity
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koagula¢nich faktora (fibrinogenu, Fll, FVII, FVIII, FX), k sniZeni inhibitort hemokoagulace
(zejména PS) (Dulicek, 2012).

Riziko HZT u Zen uZivajicich COC je zavislé i na dalsich faktorech.

Typ antikoncepce

V¢ék uzivatelky

Déla uzivani

Pfitomnost ziskaného rizikového faktoru
- Prechodného-imobilizace dolnich koncetin, operace aj.

- Déle trvajiciho

Pfitomnost vrozeného trombofilniho stavu (jeho typu)

Koufreni >35 let pro VTE, u vSech pro arterialni trombozu

Tab. 3: Faktory ovliviujici riziko TEN u zeny s COC (ptevzato z Dulicek, 2012).

U zen uzivajicich OC a majicich deficit AT je riziko trombotické ptihody v prvnich 6 mésicich
po nasazeni 70-80 %. Riziko vzniku TEN u Zen s Leidenskou mutaci je vy¢isleno v Tab. 3
(Dulicek et al., 2002).

FV Leiden | OC | Riziko VTE
- -1

+ - 3-7x vétsi

- + 2-4x vetsi

+ + 20-35x vétsi

Tab. 4: Riziko TEN u Zen s mutaci FV Leiden s OC (pievzato z Dulicek et al., 2002).

Kombinovanda OC (COC) je v soucasnosti nejpouzivanéjsi typ OC, sklada se z gestagenu
a estrogenu. Hlavni sloZkou estrogenu je ethynilestradiol (EED). Neni prokédzéano, Ze se
S nejniz§im obsahem EED (20 pg) snizuje riziko vzniku TEN. OvSem bylo zjisténo, Zze COC
s obsahem 30 pug EED a COC s obsahem 50 pg nemaji rozdilné riziko vzniku TEN. Riziko
vzniku TEN neni zavislé jen na pfitomnosti EED, ale také na pfitomnosti progestinu a jeho
typu. Rozd¢leni OC dle obsahu EED a progestinu je ukazano v Tab. 4. COC Ill. generace jsou
zodpovédna za 2krat vétsi riziko TEN nez COC II. generace (Dulicek et al., 2002).
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Obsah estrogenu Obsah progestinu

Preparaty 1. generace | Nortesteron, norethisteron, lynestrenol
EED- 50-100 pg

Preparaty 2. generace | Levonorgestrel (LNG)

EED- 30-40 pg
Preparaty 3. generace | Desogestrel, gestoden, norgestimate
EED- 20-30 pg - metabolizovan na LNG

Tab. 5: Rozd¢leni hormonalni antikoncepce (pievzato z Duli¢ek et al., 2002).

Gestagenni hormonalni antikoncepce neobsahuje estrogen a je tak doporuCovana zendm se

zvysenim rizikem HZT (Prochazka, Prochazkova, 2010).

4.3 Vliv vnéjSich faktoru
Riziko vzniku HZT je ovlivnéno také prostiedim. Patii sem napiiklad sadrova fixace, trauma,

imobilizace, chirurgické a ortopedické zakroky, dlouhé lety letadlem ¢i nezvykla fyzicka

namaha (Kubisz et al., 2006).
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5 Hyperkoagulaéni stavy v gravidité

V gravidité dochazi k celé fadé fyziologickych zmén. Zvysuje se roztaznost cév a sniZuje se
tonus. Ve 1. trimestru se z t€¢hotné délohy stava piekazka a snizuje navrat zilni krve z dolnich
koncetin az 0 50 %. Dochazi ke zvySeni hladiny koagula¢nich faktort, zejména vWF, FVIII
a fibrinogenu. Zaroven klesd hladina PS a rozviji se ziskana rezistence k APC
(Binder et al., 2004). Tyto zmény pomahaji k minimalizaci ztrat krve pfi porodu, ale jsou také
ptinosem pro zvysené riziko vzniku TEN v priubéhu té¢hotenstvi a v Sestinedéli (Urbankova,
2002). Tato ,,fyziologicka hyperkoagulace* sama o sob¢ k trombotizaci nemusi vést, nebot’ je
opatfena protektivnimi mechanismy jako je zvySena aktivita pfirozenych inhibitort koagulace
(TFPI, a-2-makroglobulin), ale spolecné s dal§imi rizikovymi faktory zvysuje riziko vzniku

TEN (Héjek et al., 2004).

TEN se vyskytuje asi u 1 z 1500 téhotenstvi. Riziko TEN je u gravidnich zen 6krat vyssi. Ve
vSech trimestrech je stejné, nejvétsi je v obdobi po porodu (Binder et al., 2004). Stoji na
prvnim misté pfi¢in morbidity a mortality Vv t€hotenstvi a v Sestined¢€li (Urbankova, 2002). Az
ve 20 % piipadd je HZT zptisobena Leidenskou mutaci (Hajek et al., 2004). Bylo zjisténo, Ze
Leidenska mutace muze mit ale i pozitivni vliv, nebot’ novorozenci s touto mutaci vykazuji
velmi nizkou incidenci intraventrikularniho krvaceni do CNS (Binder et al., 2004). V soucasné
dobg se také mluvi o protrombinové mutaci, kterd kromé zvyseného rizika HZT miize zpUsobit
také preeklampsie®®, predcasné odloudeni placenty, retardace fetalniho riistu, narozeni
mrtvého plodu nebo potratu béhem téhotenstvi (Urbankova, 2002). Velkym rizikovym
faktorem je také deficit AT, pii kterém je riziko TEN v téhotenstvi az 29%
(Binder et al., 2004). Nelédené HZT asi v 16 % piipadi piechazi v PE, ta je spojena s
12-15 % mortalitou (Urbankova, 2002). U 90 % gravidnich zen s HZT dochézi k postizeni
levé dolni kongetiny. V 55-75 % ptipadti dochazi ke vzniku HZT pied porodem a ke vzniku
PE dochazi u 2/3 zen po porodu (Binder et al., 2004).

13 Onemocnéni projevujici se zvy$enym krevnim tlakem (vlivem zaZeni cév), piitomnosti bilkoviny v mo¢i a
dochazi ke $patnému vyvoji placenty, a tak ke $patnému vyvoji plodu (Vitalion, 2017).
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6 Profylaxe TEN

Pted samotnym vznikem TEN a jeji 1écbou je velmi dulezita také tromboprofylaxe jakozto
primarni prevence, aby ke vzniku viibec nedochazelo. Primarni prevence vzniku TEN se odviji
od stupné rizika nemocného (viz Tab. 6) Je samoziejmosti u chirurgickych pacientil, ovsem
50-70 % symptomatickych TEN vznikd u nechirurgickych pacientli (Karetova, 2009).
Profylaxi je doporuceno provadét ve vSech rizikovych situacich, véetné¢ téch méné
»trombogennich®, jako je imobilizace trvajici déle nez 72 hodin, porod, Sestinedéli apod.
(Kessler, 2006). Pii prodlouzeni profylaxe u chirurgickych pacienti na jeden mésic se
redukuje riziko symptomatické HZT o 50-70 % (Musil, 2009).

Nizké pln¢ mobilni pacienti, malé chirurgické vykony, vykony v lokalni anestezii

riziko

Stiedni pacienti ve v€ku 40-60 let bez dalSich rizik, malé operace s pfidatnymi riziky, interni
riziko pacienti na luzku

Vysoké operace u pacienta s mnohocetnymi rizikovymi faktory, totalni endoprotéza kycelniho
riziko a kolenniho kloubu, fraktura kr¢ku femuru, t€zké trauma, operace pateie

Tab. 6: Rizikové Grovné vzniku TEN (pievzato z Musil, 2009).

6.1 Metody tromboprofylaxe
Podle stupné rizika se postupuje od mechanickych metod k farmakologickym, ptipadné

u vysoce rizikovych se provadi jejich kombinace.

6.1.1 Mechanické metody

Tato metoda tromboprofylaxe se aplikuje hlavné u pacientll s nizkym rizikem vzniku TEN
(<10 %), nebot’ jeji ucinek neni vysoky. Zakladem je casna mobilizace, ktera je velmi u¢inna,
ale zcela nestaci. Pacient tedy kromé toho pouziva kompresni bandaze-puncochy, podkolenky
nebo elastickd obinadla (Karetova, 2009). RozliSujeme kompresivni puncochy s nizkym
tlakem (10-15 mm Hg), které redukuji otoky po del§im sezeni nebo stani a zrychluji tok krve
u lezicich pacientt, pro které maji vyznam prevence TEN. Uzivaji se také u gravidnich Zen
k zmirnéni pocitu t€zkych nohou. Druhym typem jsou kompresivni puncochy s vyssim tlakem
(20-30 mm Hg), ty se uzivaji pro 1é¢bu akutni HZT, ale také u téhotnych apod.
(Herman, 2009).
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6.1.2 Farmakologicka lécha
Uziva se u vsech jedinct s rizikem vzniku TEN bez profylaxe vyssim nez 10 %. Celosvétove
dochazi k neustalému vyvoji 1éCiv a snaze naleznout idealni 1ék. Mnoho let k prevenci slouzil

nefrakcionovany heparin (UFH), ten je dnes nahrazen nizkomolekularnim heparinem

(LMWH). Na trhu existuje mnoho dalsich 1éku k prevenci TEN (Duli¢ek, 2010).

Nefrakciovany heparin (UFH): Pouziva se uz vice nez 90 let a je to 1€k ziskany ze zvifeci
tkdn¢ (Kvasnicka, 2007). V soucasnosti neni nejvhodnéjSim antikoagulanciem diky svym

nevyhodam (Karetova et al., 2004).

Nizkomolekularni heparin (LMWH): Vyrabi se izolaci slozky z UFH, ktera ma
antitrombotickou aktivitu. V tromboprofylaxi je nejpouzivanéj$im antikoagula¢nim Ié¢ivem.
Je oblibeny pro svou snadnou aplikaci jednorazovou stfikackou s pfesnym mnozstvim
antitrombotika a neni u néj nutna laboratorni monitorace. Pacient si ho proto muize aplikovat
sam po pouceni lékafem. Diky svym minimalnim nezadoucim reakcim je pouzitelny i pro
t¢hotné Zeny. Uginkuje 12-24 hodin po aplikaci. Pusobi jako blokator FXa a je
antitromboticky. V CR je k dispozici nékolik druhit LMWH-Clexane, Fragmin, Fraxiparin,
Clivarin apod. (Kvasnitka, 2007). Snizuje riziko HZT o 70 % (Gumulec, 2009).

Warfarin: V medicing se uziva jiz vice nez 60 let. Mize se pouzit pii jakékoli antikoagulacni
1é¢b¢ vyjma téhotenstvi. Je to antagonista vitaminu K, ktery je dilezity pro syntézu nékolika
koagulacénich faktort. Jeho antikoagula¢ni G¢inek se objevi po 2-3 dnech, ¢asto se kombinuje
s LMWH (Laiikova, 2010).

NOAC (Non-vitamin Oral AntiCoagulans): Na trhu se vyskytuji také nova antitrombotika,
mezi které se fadi rivaroxaban, apixaban a dabigatran. Hlavni vyhodou je, Zze neni tfeba
laboratorné monitorovat jejich antikoagulaéni G¢inek. Rivaroxaban a apixaban jsou pfimymi
inhibitory FXa, oba maji rychly nastup ucinku. Nejznaméjsi xabany jsou léky Eliquis
a Xarelto. Dabigatran je pfimy inhibitor trombinu. Jsou s nim nejdelsi klinické zkuSenosti
Vv pouziti v praxi ze vSiech NOAC. Dabigatran je aktivni forma vznikla metabolizaci ,,proléku*
dabigatran etexilatu. M4 rychly nastup wU€inku s pomérné dlouhou dobou piisobeni.

Nejznamé;jsi dabigatran je 1ék Pradaxa (Kvasnicka, 2013).
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6.2 Tromboprofylaxe v gravidité a po porodu

U zdravych téhotnych s mén¢ zdvaznym rizikem trombozy se LMWH podévaji individualné
dle dalsich rizik, piipadn€¢ se nasazuji pied porodem a po porodu. Rutinné Se podava
u gravidnich Zen, které jiz v minulosti TEN prodélaly nebo je u nich prokazan zavazny

trombofilni stav (Karetova, 2009).

Incidence TEN v populaci zstava i pres vyvoj novych 1é¢iv, terapii HZT, zlep$ena doporudeni

o profylaxi, stejna. Divodem je, ze se jedinci dozivaji vys$Siho véku, diky ¢emuz piibyva

~ro 1oy
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7 Cil prace a hypotézy
7.1 Cil prace
- Zhodnotit hladinu D-dimerd u gravidnich Zen v zavislosti na piitomnosti

hyperkoagulacniho stavu a efekt antikoagulacni 1éCby.

7.2 Hypotézy

- Gravidni Zeny maji vys$si hladinu D-dimeri nez zZeny negravidni.
- Zeny s vrozenymi hyperkoagulacnimi stavy maji vyssi hladinu D-dimert oproti Zenam
bez vrozenych hyperkoagulacnich stavi.

- Antikoagulacni 1écba snizuje nebo alesponl omezuje nartst hladiny D-dimert.
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8 Materialy a metodiky

V této praci byly pouzity poznatky ziskané z diagnostickych metod vyuzivanych v Laboratofi

hematologie a Laboratofi genetiky Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s.

8.1 Hematologicka analyza

Vzorky krve odebrané pacientiim jsou spole¢né se zddankami na urcita vySetfeni pfijimany
pracovniky laboratofe 24 hodin denné. Na zkumavku vzorku krve se nalepi ¢islo s ¢arovym
kodem slouzici k identifikaci pacienta registrovaného v laboratornim systému (OpenLIMS)
a zarovei odliSuje, zda se jednd vzorek nutny k urgentnimu okamzitému zpracovani a mé tak
pfednost pted ostatnimi vzorky tj. STATIM nebo k neurgentnimu zpracovani tj. rutina.

Uzavéry zkumavek jsou podle typu koagulac¢niho testu barevné odliseny.

8.1.1 Analyza krevniho vzorku

Kazdy test mé sviij standardni postup. Vzorky uréené ke koagulacnim testim se musi nejprve
centrifugovat, kde diky odstiedivé sile dochazi k oddéleni krevni plazmy a krevni elementy
sedimentuji u dna. Centrifugace se provadi pii 1500 g po dobu 15 minut. Pracovnik laboratofe

si musi dat pozor, aby vzorek neprotiepal, musela by se provést znovu centrifugace.
Sysmex CS-5100 a Sysmex CS-2100i

Tyto dva koagulometry jsou sou¢asné vyuzivané v Laboratofi hematologie Nemocnice Ceské
Budgjovice a.s. Jsou to pln¢ automatizované hemokoagula¢ni analyzatory slouzici k in vitro
diagnostice. Pfistroje vyuzivaji koagulacnich, chromogennich a imunologickych metod.
Ke vzorku plazmy je pfiddna reagencie a tato smes je nasledné vystavena svételnému paprsku
a zjistuji se zmeny prochézejiciho svétla v zavislosti na ptislusné metod€. Pro koagulacni
metodu se vyuzivd proces srazeni krve, pro chromogenni metodu barevné zmény
chromogenniho substratu a pro imunologickou metodu latexové shlukovani antigenovymi

protilatkami. Kazda z metod se pouziva pro jiné stanoveni.

Koagulacni metody pro stanoveni trombinového a protrombinového casu, deficitu

jednotlivych faktora atd.
Chromogenni metody pro stanoveni antitrombinu, anti Xa a proteinu C.

Imunologické metody pro stanoveni D-dimert a vWF.
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Pro pacienty s hyperkoagulacnimi stavy jsou podstatné hodnoty ziskané z funkénich
koagulacnich testli. V této praci jsme se zabyvali pfedevsim principem koagula¢niho testu

APC rezistence.
ProC® Ac R test

Plazmy by méli byt az do pouziti zamrazeny pii -70 °C. Provadi se dva testy s aktivatorem
a bez aktivatoru a zméiené vysledky by mély byt vydavany jako pomér (Ratio). Pfi testu
s aktivatorem se jako aktivator vyuziva hadi jed z Agkistrodon contortrix contortrix, ktery se
ptrida k testované plazmé a smés se inkubuje po dobu 5 minut pfi 37°C. Soucasné se prida
PR3V Reagent obsahujici hadi jed z Vipera Ruselli pfedinkubovany na 37°C a spusti se
méfeni koagulacniho Casu-Cas, za ktery se vytvori viditelné fibrinové vlakno. Pro test bez
aktivatoru se vyuziva fyziologicky 0,15 M roztok natriumchloridu, ktery se prida k testované
plazm¢ a inkubuje se 5 minut pii 37°C. Soucasn¢ s priddnim PR3V Reagentu
pfedinkubovaného na 37°C se zacne meéfit koagulacni ¢as. U vzorku zdravého pacienta se
vysledek testu s aktivatorem oproti testu bez aktivatoru prodlouzi na dvoj- az trojnasobek.

Vysledky poméru mensi nebo rovné 1,5 ukazuji na APC rezistenci.

) Koagulacni cas PR3V s aktivatorem
ProC® Ac R ratio=

Koagulacni ¢as PR3V s fyziologickym roztokem

Vzorky s pozitivnim nebo hraniénim vysledkem by mély byt potvrzeny genetickou analyzou.

8.2 Geneticka analyza

8.2.1 Stanoveni mutace genu pro FV Leiden metodou Real-Time PCR
Pti tomto vysetieni se detekuje bodova mutace G1691A v exonu 10 pro FV. V této laboratoii

se vyuziva piistroj Real Time PCR-TagMan® SNP Genotyping Assays.
Odbér a skladovani vzorku

Pro vySetfeni se pouziva vzorek periferni krve ve sterilnich zkumavkach s ptidavkem EDTA
nebo citratu. Materiél je pod pifisluSnym c¢islem na zkumavce zapsan do databaze OpenLims

a ulozen v lednici. Vzorek je zpracovan nejpozdéji do 3 dnil.
Izolace DNA

K izolaci DNA se vyuziva izolator QuickGene-Mini80 a automaticky izolator MagCore®.

Izolace se provadi v izola¢nim boxu s lamindrnim proudénim vzduchu.
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Priprava master mixu

Master mix obsahuje smés PCR H20 (8,75 ul), SuperHot Master Mix 2x 3.0 MgCl2 (10,0 ul)
a smes specifickych primert a sond (0,25 ul). Tato smeés se plni do sterilnich PCR stript. Které

se barevné oznaci podle typu mutace. Nasledn¢ se k ni pfida 1 pl vyizolované DNA.
Amplifikace

Stripy se vlozi do rotoru pfistroje Light Cycler® 480 a spusti se PCR V nésledujicim teplotnim

profilu:

Teplota | Cas [s] | Pocet
94°C 120 -
94°C 10 30krat
60°C 20 30krat
72°C 60 | 30krat

Vyhodnoceni

Software Light Cycleru automaticky zjistuje fluorescenci amplikond mutovaného
a nemutovaného genu. V kanéle VIC (533-580) se odecita fluorescence pro zdravou alelu

a v kanale FAM (465-510) pro mutovanou alelu. Vyhodnoceni je potom nasledujici:

VIC FAM Typ Oznaceni

pozitivni | negativni | wild type G/G

negativni | pozitivni | homozygot | A/A

pozitivni | pozitivni | heterozygot | G/A
Tab. 7: Vyhodnoceni po detekci fluorescence ve VIC/FAM

Pti kazdé sérii vySetfeni se provadi interni kontrola, a to pozitivni a negativni. Tyto kontroly
umozni kontrolovat fadny prib&h amplifikacni reakce. Jako pozitivni se pouzivd DNA
pacientl, heterozygoti a homozygotl, u kterych byla stanovena piitomnost bodovych mutaci
v genu G1691A pro FV. Pozitivni kontroly se pak oznacuji I/ pro homozygota a +/I pro

heterozygota.
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9 Vysledky

Za rok 2016 bylo v Laboratoti hematologie Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. (nemocnice)
vySetieno 575 pacientd na hyperkoagulacni stav. Z tohoto celkového poctu bylo 257 osob
pacienty Ambulance klinické hematologie (ambulance) v nemocnici. Mezi 257 pacienty
ambulance bylo 85 muzi a 172 zen. Ze 172 zen bylo 44 gravidnich. (Obr. 4) A pravé na

gravidni Zeny je tato prace zaméiena.

Negravidni
74%

Obr. 4: Podil muzii a Zen a podil gravidnich/ negravidnich Zen vySetfenych v Ambulanci

klinické hematologie Nemocnice Ceské Budéjovice a.s. za rok 2016.

Gravidita je sama o sobé& hyperkoagula¢ni stav, ovSem v kombinaci s vrozenou poruchou
muze byt velmi rizikova. Proto byla nékterym gravidnim Zenam provedena hemokoagulaéni
a geneticka vySetfeni na APC rezistenci, mutaci FV Leiden, mutaci protrombinu a deficit
antitrombinu. Ze 44 gravidnich zen mé¢lo 31 Zen diagnostikovany vrozeny rizikovy faktor
a 13 bylo zdravych. U 14 Zen se jednalo o mutaci FV Leiden a s ni souvisejici APC rezistenci,

u 2 Zen byla zjisténa mutace protrombinu a u 1 zeny deficit antitrombinu. (Obr. 5)
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Obr. 5: Frekvence vrozenych rizikovych faktorti u gravidnich Zen vySetfenych v Ambulanci

klinické hematologie Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. za rok 2016.

Tato prace je zamétena na gravidni Zeny s mutaci FV Leiden a mutaci protrombinu, nebot’ se
jedna o nejvyznamnéjsi trombofilni mutace. Z celkového poctu 44 gravidnich zen bylo 14
heterozygotnich pro mutaci FV Leiden a 30 negativnich pro tuto mutaci. Pro mutaci
protrombinu byly 2 Zeny heterozygoti a 41 Zzen zdravych (wild type). (Obr. 6) U obou mutaci

nebyla Zadna homozygotni forma.
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Obr. 6: Pocet zdravych a hyperkoagula¢nich gravidnich Zen podle typu mutace.
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U osob s hyperkoagula¢nim stavem je dobré sledovat hladinu D-dimerd v krvi kK vylouceni
ptitomnosti krevni srazeniny. Za rok 2016 bylo na hladinu D-dimeri v Laboratoti hematologie
V nemocnici vysetieno 575 pacientti. Primérna hladina D-dimeri u nich ¢inila 1,120. Z toho
u gravidnich Zen, které navstévuji ambulanci v nemocnici, byla primérna hladina 2,480.
Negravidni zeny vySetfené v ambulanci mély pramérnou hladinu D-dimert 1,135. (Obr. 7)
Je obecné znamo, ze D-dimery se v gravidité zvysuji, proto je zde primérna hladina vys$si nez

u negravidnich Zen.

2,5

1,5

D-dimery

[N

0,5

negravidni gravidni

Obr. 7: Primérna hladina D-dimeri u gravidnich/negravidnich Zen vysettenych v Ambulanci

klinické hematologie Nemocnice Ceské Budé&jovice a.s. za rok 2016.

Hladina D-dimert béhem tehotenstvi roste, u Zen s vrozenym hyperkoagulaénim stavem se
predpoklada vyssi hladina. U zdravych zen vzrostla hladina D-dimeria v 33.-36. tydnu
gravidity o vice nez 7nasobek od vysledkd v 5.-8. tydnu. U heterozygotnich forem vzrostly

v 33.-36. tydnu o vice nez 3nasobek. (Obr. 8)
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Obr. 8: Zmény hladiny D-dimerti béhem téhotenstvi u zdravych a hyperkoagulacnich Zen.

Z Obr. 8 neni zfejmé, ze by hladina D-dimert u hyperkoagula¢nich Zen byla vyssi. Proto se
provedla dalsi analyza, kde se misto aritmetického priméru z jednotlivych mésict gravidity

pouzil medidn, ktery by mél omezit vliv extrémnich hodnot a diky které je na Obr. 9 jasné

vidét vyssi hladina D-dimera pravé u hyperkoagulacnich Zen.
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= heterozygot

Obr. 9: Zmény hladiny D-dimerd béhem téhotenstvi u zdravych a hyperkoagula¢nich Zen.



Podstatnym faktorem, ktery ovliviiuje hladinu D-dimerq, je 1é¢ba. U lécenych pacientek se
predpoklada, ze by meéla omezit rychlost nartstani D-dimeri. Ve sledované skupiné
gravidnich zen ambulance u 18 pacientek 1écba nebyla nutna, jednalo se jak o pacientky
S vrozenou mutaci, tak o zdravé pacientky. OvSem vétSina pacientek s mutaci méla 1écbu
predepsanou. K 1é¢bé se v této skupin€ Zen uzival nizkomolekularni heparin. Vétsina 1écenych
zen zacala 1€k uzivat béhem 2. trimestru. Jak se ménila hladina D-dimeri béhem mésici

gravidity u zdravych a hyperkoagula¢nich Zen v zavislosti na 1é¢bé/ nelécbé je znazornéno na

Obr. 10 a Obr. 11.
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—hez lécby s |écbou
Obr. 10: Zména hladiny D-dimerd u zdravych 1é¢enych/ nelécenych zen v pribéhu gravidity.
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Obr. 11: Zména hladiny D-dimerti u hyperkoagula¢nich 1é¢enych/ nelé€enych zen v pribéhu

gravidity.
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Z nasbiranych dat byly vybrany pacientky, u kterych byla znama hladina D-dimera pted
1é¢bou a béhem 1écby. U lécenych pacientek se predpoklada pokles nebo zpomaleni nartstu
hladiny D-dimert. V Tab. 7 jsou zaznamenany hodnoty D-dimeru 4 pacientek pied 1é¢bou
a nasledné po 1. a 2. mésici 1écby a procentualni vycisleni zmén po téchto mésicich. Jednalo

se bud’ o snizeni hladiny D-dimera-pacientky 1. a 2., nebo o zvySeni hladiny D-dimera-

pacientky 3. a 4.

Pacientka | Pred 1.mésic 2.mésic Zmény po 1. mésici | Zmény po 2. mésici
1é¢bou 1é¢by 1é¢by (%) (%)

1. 0,71 0,53 0,61 -18% -10%

2. 3,15 2,1 1,22 -105% -193%

3. 0,9 1,02 1,28 +12% +38%

4. 0,64 1,07 1,01 +43% +37%

Tab. 8: Vliv 1é¢by na hladinu D-dimert po 1. a 2. mésici 1é¢by u gravidnich Zen.

S vékem by se méla hladina D-dimert zvySovat. Na Obr. 12 je znatelny rozdil hladiny
D-dimert u vékovych kategorii 20-25 let a 44-49 let. Doslo zde k 69% nartistu pramérné
hladiny D-dimert. Nejvice se vSak D-dimery zvySuji az ve v€ku 50 let a vyse

(Gstni sdé€leni Vonke, 2017).
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Obr. 12: Primérna hladina D-dimert u gravidnich Zen v riiznych vékovych kategoriich.
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10 Diskuze

Tato prace se zabyvala hyperkoagulacnimi stavy u gravidnich Zen a jak tyto stavy ovliviiuje
nizkomolekularni heparin. VSechna nasbirana data a poznatky byly ziskany z Laboratoie
hematologie a Laboratore genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice a.s. Z celkového podtu 575
pacientll vySetfenych na hyperkoagulacni stavy Zeny zaujimaly 67 % tedy vice nez muzi, a to
prave z ditvodu, ze se jednalo ze 74 % o gravidni Zeny. Binder (2004) ve své odborné literatufe

uvadi, ze riziko vzniku TEN je u gravidnich Zen az 6krat vyssi.

Dale se sledovala frekvence vyskytu APC-R, FV Leiden, mutace G20210A pro protrombin
a deficit antitrombinu u gravidnich Zen. Z hematologickych laboratornich vySetfeni se
u 31,80 % gravidnich Zen vyskytl APC pomér <1,5, coz znamenalo pozitivni APC rezistenci.
Bylo zjisténo, ze vSechny gravidni pacientky s APC rezistenci maji mutaci FV Leiden.
Kubisz et. al. (2006) ve své publikaci uvadi, ze 95 % ptipadl je APC rezistence zplisobena
mutaci FV Leiden. FV Leiden je autozomalné¢ dominantni dédi¢né onemocnéni. Jeji
prevalence v populaci se v publikacich uvadi rizné. Urbankova (2002) uvedla, Ze prevalence
ve zdravé populaci je 3-15 %, vysoké prevalence dosahuje Svédsko- 10-15 % a naopak nizky
vyskyt této mutace je v Italii a Spanélsku-cca 2 %. Kubisz (2006) pise, ze FV Leiden se ve
zdravé populaci vyskytuje u 3-5 % jedinct. Dalsi sledovanou mutaci byla bodova mutace genu
pro protrombin v poloze 20210A. Jejiz frekvence zjisténa v této praci byla 4,5 % ve sledované
skupinég gravidnich Zen. Podle publikaci Kubisze (2006) je jeji prevalence u zdravych lidi 3%.
Karetova (2007) ve svém odborném ¢lanku piSe o 2% prevalenci v populaci. Z grafu na
Obr. 5 vyplyva, Ze frekvence vyskytu FV Leiden je oproti mutaci protrombinu 7nasobné vyssi.
Z ptedeslych informaci je zifejmé, Ze vyskyt téchto mutaci v populaci je méné rozdilny, nez
udava tento graf. S nejvetsi pravdépodobnosti je to zplisobeno nizkym pocétem gravidnich

pacientek v tomto souboru.

Tato prace byla zamétena zejména na mutaci FV Leiden a protrombinu. Nevyskytovala se zde
zadna pacientka s homozygotni formou jedné z téchto mutaci. VétSina gravidnich Zen byla
zdravych. Z celkového poctu 44 gravidnich Zen mélo 14 zen heterozygotni formu mutace FV
Leiden a pouze 2 Zeny byly heterozygoti pro mutaci protrombinu. Kvasnicka (2012) ve svém
¢lanku uvadi vice jak 12nasobné vyssi frekvenci vyskytu heterozygotl oproti homozygotim

mutace FV Leiden.

Velmi dobrym ukazatelem pii vylouceni TEN je hladina D-dimera v krvi. Jejich hodnoty

ovSem velmi ovliviiuje pravé gravidita a trombofilni stav. U gravidnich zen hladina D-dimera
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fyziologicky roste a je tak vyssi nez u zen negravidnich. Tato hypotéza byla v praci potvrzena,
jak je viditelné na Obr. 7. Primérna hladina D-dimerti u gravidnich byla 2nasobné vyssi oproti
negravidnim Zendm. Bc. Zuzana Stichova (2015) ve své praci uvadi primérou hladinu
D-dimert u negravidnich zen 0,701 a u gravidnich zen 1,452. Na rozdil od vysledkl v této
préaci jsou vysledky Be. Zuzany Stichové (2015) vyrazné nizsi. Divod neni jasny. Vysledky
mohou byt ovlivnény rozdilnym zastoupenim zen s hyperkoagulacnimi stavy a vysSim
zastoupenim Zen gravidnich po umélém oplodnéni (Gstni sdéleni Vonke, 2017). V obou

pracich byla ale potvrzena hypotéza vyssi hladiny D-dimerti u gravidnich Zen.

Dals$im zajmem bylo sledovani hladiny D-dimeri u zdravych a hyperkoagulac¢nich gravidnich
Zen V zavislosti na stupni téhotenstvi. Tato hladina by v priabéhu téhotenstvi méla vzristat
a ve 3. trimestru dosahovat nejvyssich hodnot. Z prvni analyzy na Obr. 8 je vidno, Ze jak u Zen
zdravych, tak s mutaci, hladina D-dimert stoupa a na konci t€hotenstvi je nejvyssi. Nejedna
se vSak o linedrni vzrGst, ale kiivka kolisd. Primérnd hladina D-dimerti v jednotlivych
mésicich u zdravych pacientek a pacientek s mutaci z prvni analyzy neukazovala, ze by
hladina u heterozygotii méla byt vyssi. Jak kolisavost, tak vy$s$i hladina D-dimert spiSe
u zdravych Zen je opét zptisobena malym poétem hodnot K jednotlivym mésicim gravidity
a ptritomnosti pacientky S extrémnimi hodnotami. Proto se provedla druha analyza (Obr. 9) za
pouziti medianu misto aritmetického priméru. A v tomto grafu uz je zcela viditelna vyssi
hladina ~ D-dimerd u heterozygotnich forem. Primérna hladina D-dimeru v druhé analyze
u zdravych Zen ¢inila 0,736 a u heterozygoti 0,878. V porovnani s vysledky Bc. Zuzany
Stichové (2015), ktera zjistila primérnou hladinu D-dimerti u zdravych Zen 1,379 a u Zen
s mutaci 1,823. Priméry jsou opét v obou pracich rozdilné z divodi jiz zminénych. U obou

se vSak potvrdila vyssi primérna hladina D-dimer(i u mutantnich zen.

U gravidnich Zen se v pfipadé vyssich hladin D-dimerti nebo pfi vrozené trombofilii Casto
predepisuje injekéni 1é¢ba nizkomolekularnim heparinem, ktery se podava subkutanné.
Pacientkam v této préci byl pfedepisovan 1ék Clexane. V této praci se provedly dvé analyzy
Zeny zdravé s 1é¢bou/bez 1éEby a Zeny s mutaci s 1é¢bou/bez 16¢by. U zdravych 1éenych
pacientek byla primérnd hladina D-dimert v jednotlivych mésicich niz§i nez u zdravych
nelécenych. V poslednich dvou mésicich v§ak doslo k vyraznému vzestupu primérné hladiny
u lécenych pacientek a prevysily tak 1 primérnou hladinu neléenych pacientek.
Pfi podrobnéjsim pohledu na soubor jsou primérné vysledky vyrazné ovlivnény jednou
pacientkou s extrémnimi hodnotami. U takto malého souboru pacientek jako je tento tomu

nelze zabranit.
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Podobn¢ dopadly vysledky i v méfeni primérné hladiny D-dimeri v jednotlivych mésicich
u heterozygotnich pacientek s 1écbou a bez 1é¢by. OvSem v tomto piipadé byla primérna
hladina D-dimert u 1é¢enych pacientek po celou dobu gravidity vys$si nez u nelééenych. Tento
vysledek muze byt ovlivnén tim, Ze hladina D-dimerti je jednim z kritérii, podle kterého se
1ékat rozhoduje o nasazeni nizkomolekuldrniho heparinu, proto neni vybér do téchto dvou

skupin nahodny.

V dalsi ¢asti prace se zjistovalo, o kolik procent se zméni hladina D-dimert po 1. a 2. mésici
1écby v porovnani s D-dimery ptfed 1écbou. Byly vybrany 4 pacientky, u kterych byly tyto
potiebné hodnoty zaznamenany. U dvou z téchto pacientek doslo k poklesu D-dimert, jak
zné€la hypotéza. U dvou pacientek doslo naopak k nartstu po 1. i 2. mésici. Nejednalo se, vSak
0 rapidni nartst-drzel se pod 50 %. Zajimavym pozorovanim je fakt, ze z t€chto Ctyt pacientek
jedna méla hladinu D-dimeru vyssi, nez by odpovidalo stupni téhotenstvi a u této pacientky
byl zaznamenan vyrazny pokles. Je tudiz mozné, Ze k poklesu D-dimert po nasazeni
nizkomolekularniho heparinu dochazi pouze u téch pacientek, kde pocatecni hodnota

D-dimerd je zvySena. Pro ovéfeni této hypotézy neni v tomto souboru dostatek dat.

Fyziologicky by se hladina D-dimerd méla také zvySovat s vékem. Podle provedené statistiky,
kdy se gravidni Zeny ve véku 23-45 let rozd¢lili do vékovych kategorii po 5 letech, byla tato
hypotéza ¢aste¢né nepotvrzena. Primérna hladina D-dimera byla sice ve v€kové kategorii
44-49 let témét 2nasobné vyssi oproti prumérné hladiné D-dimerd ve vékové kategorii
20-25 let. K linearnimu rustu vSak nedoslo. K naristu totiz nejvice dochazi az ve véku 50 let

a vySe. Zde byly vysledky navic ovlivnény lécbou a trombofilnimi stavy.

34



11 Zavér

Cilem této prace bylo zhodnotit hladiny D-dimerd u gravidnich zen v zavislosti na
pritomnosti hyperkoagulacniho stavu a efekt antikoagulacni 1écby. Tento cil byl zcela
splnén.

Byla potvrzena hypotéza, Ze gravidni zeny maji vyssi hladinu D-dimerti v porovnani
S Zenami negravidnimi. V této praci vice jak 2nasobn¢. Analyzované vysledky byly
porovnany s vysledky Bc. Zuzany Stichové (2015).

Hypotéza, Ze zeny s vrozenymi hyperkoagula¢nimi stavy maji vyssi hladinu D-dimert
oproti zenam bez vrozenych hyperkoagula¢nich stavi, byla potvrzena az pifi druhé
analyze, kdy misto aritmetického priiméru byl pouzit median.

Nebyla potvrzena hypotéza, Ze antikoagulacni 1écba snizuje nebo alesponi omezuje
nariist hladiny D-dimert, a to 1 pfesto, ze byly pacientky rozdéleny do dvou skupin,

bez mutace a S mutaci.
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13 Priloha

13.1 Seznam pouzitych zkratek
ACLA-antikardiolipinové protilatky

APA-antifosfolipidové protilatky
APC-aktivovany protein C
APS-antifosfolipidovy syndrom
AT-antitrombin
COC-kombinovana hormonalni antikoncepce
EED-ethynilestradiol
GAG-glykosaminoglykan
Hc-homocystein
HHc-hyperhomocysteinemie
HZT-hluboka Zilni tromboza
LA-lupus antikoagulans
LMWH-nizkomolekularni heparin
MTHFR-methyltetrahydrofolat
OC-hormonalni antikoncepce
PC-protein C

PE-plicni embolie
PL-fosfolipidovd membrana
PS-protein S
TEN-tromboembolicka nemoc
TF-tkanovy faktor

TFPIl-inhibitor systému tkanového faktoru

UFH-nefrakcionovany heparin
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VWEF-von Willebrandav faktor

43



