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TEORETICKA CAST
1 HEMOSTAZA

Hemostaza je proces, ktery nastava v organismu v pfipadé poranéni. Jedna se o
sled navazujicich krokd, které maji za ukol uzavfit krevni trhlinky cévniho obéhu a
zabranit trvalému krvaceni. Na uzavirani se podileji krevni burfiky nazyvané krevni
desti¢ky. Jedna se o burky bez jadra a barviva vznikajici z vétSich matefskych bunék
megakaryocytl. Krevni desti¢ky se shlukuji v misté poranéni za vytvoreni krevni zatky
a za jejich agregaci je zodpovédny plazmaticky glykoprotein von Willebranduv faktor.
Se shlukovanim desti¢ek souvisi i uvolnéni dalSich fyziologicky vyznamnych latek,
které se komplexné podileji na stazeni cév a zastaveni pritoku krve k mistu poranéni
(Voet&Voetova, 1995).

1.1 Krvetvorba

Krvetvorba neboli hematopoéza probiha v kostni dieni bohaté na hemopoetické
kmenové buriky. Prekurzorem vSech bunék je multipotentni kmenova burika, jejiz
hlavnim ukolem je udrZovat stabilni pocet kmenovych bunék a zaroven davat podnéty
ke generaci novych zralejSich kmenovych bunék tzv. comitted cells. Hematopoéza je
regulovana interleukiny a CSF glykoproteiny (colony stimulating factors). Dualezitou roli
zde hraji interakce mezi kmenovymi bufkami a stromatem hemopoetickych organu
(Penka&Tesarova, 2011).

1.1.1 Destickova vyvojova rada

Krevni destiCky se tvofi ze zralych megakaryocytl. Megakaryocyty vznikaji
procesem megakaryopoézy z pluripotentni kmenové buriky — CFU Meg. Vyvojova
fada megakaryocytu zaCina megakaryoblastem pfes promegakaryocyt, az po samotny
megakaryocyt. Megakaryocyt se dale uz nedéli, pouze dozrava. Trombopoéza je d§j
tvorby krevni desticky ze zralého megakaryocytu trvajici okolo 5 hodin. Tvorba novych
krevnich destiCek je stimulovana hormonem trombopoetinem produkovanym v jatrech,
ktery je aktivovan pfi poklesu po€tu krevnich destiCek. DestiCky pfezivaji v periferni krvi

po dobu 7-10 dni, poté jsou odstranény ve sleziné (Faber et al., 2012).
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KOSTNi DREN .
Pluripotentni kmenova buiika —»LYMFOPOEZA

MYELOPOEZA

Myeloidni multipotentni kmenova buinka CFU-GEMM

Myeloidni uni(bi)potentni progenitorova bunka CFU-GM

\

CFU-E CFU-GM CFU-Meg
/ ¥ N \
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bazofilnii erytroblast  promyelocyt promyelocyt promyelocyt promonocyt  promegakaryocyt!

v v v v
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l myelocyt myelocyt myelocyt
v
ortochromni erytroblast neutrofilni eozinofilni bazofilni megakaryocyt

metamyelocyt metamyelocyt metamyelocyt

VL v v VL

retikulocyt neutrofilni eozinofilni bazofilni
ty¢ ty¢ ty¢
A l l l v v
erytrocyt neutrofil eozinofil bazofil monocyt trombocyt

PERIFERNI KREV

Obr. 1 Schéma hematopoézy (pfepracované dle Faber et al., 2012)

1.2 Slozky hemostazy

Hemostaza je komplexni d&j zahrnujici fadu reakci a slozek, které se podileji na
jejim spravném fungovani. Zakladnimi slozkami hemostazy jsou: cévni sténa, slozka

tkanova a krevni desticky.
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1.2.1 Cévni sténa

Zakladni funkci cévniho systému je rozvadét okysliCenou krev k organim a
odvadét odkysliCenou krev. Cévni sténa je slozena ze tfi vrstev: intima, media a
adventicie. Intima je tvofena vrstvou endotelidlnich bunék uloZenych pod bazalni
membranou, které vystélaji vnitini stranu cév. Tato vystelka pfedstavuje aktivni povrch
mezi krvi a cévni sténou a také se aktivné ucCastni cévni hemostazy. UdrZuje
rovhovahu prostfedi a reguluje latkovou vyménu mezi krvi a tkani. Pod bazalni
membranou lezi subintima obsahujici Zirné buriky. Tyto buriky maji schopnost syntézy
a skladovani heparinu, histaminu a serotoninu. Vrstva media je ohrani¢ena z obou
stran elastickou laminou a zodpovida za pruznost krevnich cév a zménu prasvitu cévy.
V medii se nachazeji elasticka vlakna, kolagen | a lll, glykosaminokglykany (GAGSs) a
strukturni glykoproteiny. Posledni vrstvou cévni stény je adventicie obsahujici
fibroblasty a adipocyty (MatySkova et al., 1999).

1.2.2 Slozka tkanova

V mistech a okolo mist cévniho poranéni dochazi k uvolnéni adenosidifosfatu
(ADP) a tkanového faktoru. ADP ma za ukol stimulovat primarni agregaci krevnich
destiCek a tkanovy faktor aktivné podilejici se na pfeméné protrombinu na trombin
(Pecka, 2004).

1.2.3 Krevni desticka

Soucasti systému krevniho srazeni jsou i krevni desticky. DestiCky tvofi
primarni cévni zatku v procesu zastaveni krvaceni. Také se vyznamné podileji na
obnovovani vnitfnich povrcht cévnich stén (Penka et al., 2001).

V systému hemostazy podléhaji fadé interakci, které mohou vést ke zméné
jejich metabolismu, tvaru a latkové pfemény. Za aktivaci desti¢ek jsou zodpovédné
rozpustné latky krevni plazmy a kontakt s povrchem poskozeného endotelu (Pecka,
2006). Mezi nejsilngjsi aktivatory patfi kolagen s trombinem. Aktivace témito latkami
vede ke zméné diskoidniho tvaru desti¢ek na pseudopodium, degranulaci, uvolnéni
prokoagulaénich faktorlli a uvolnéni aktivatori krevnich desticek. Sekretovanymi
latkami jsou nejCastéji ADP a tromboxan. Deformaci destiCek se ziskava mnohem vétsi
povrch, ktery zprostfedkovava interakci s ostatnimi faktory koagulaéni kaskady
(Lapetina&Siegel, 1983). Aktivace krevnich desti¢ek vede ke zménam projevujicich se
uvnitf bunky anebo na povrchu.
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Vnitfni zmény:

Pfesun nitrobunécného vapniku z denzniho tubularniho systému, mitochondrii a
samotného extracelularniho vapniku.

Flip-flop mechanismus membrany krevni destiCky-pfetaceni fosfolipidové
dvojvrstvy  obéma sméry souCasné s vystavenim negativné nabitych
fosfolipidi vnitfni vrstvy.

Poskozeni membrany s naslednou tvorbou membranovych mikroc¢astic (Pecka,
2006).

VnéjSi zmény:

Zmeéna diskoidniho tvaru na pseudopodia (vybézky).

Adheze krevnich desti¢ek na poranéné misto v pfitomnosti von Willebrandova
faktoru, Mg?* a plazmatickych proteini. Adhezi ovliviiuje mnozstvi a viskozita
krve, velikost a tvar cév a smykoveé rychlosti. Rychlost adheze je pfimoumérna
poctu trombocyta.

Agregace krevnich desti€ek s cilem vytvofit trombus. Primarni agregaci zajistuji
ca* ionty, GP llb/llla, fibrinogen, ADP a tromboxan. Vznika nestabilni agregat,
ktery se rozpadne, pokud neprobéhne sekundarni agregace vedouci
k ireverzibilni agregaci. Prubéh agregace ovliviiuje koncentrace primarni
agregacni agens a to je ADP. Vysoka koncentrace stimuluje nevratnou
agregaci a tvorbu pevné zatky (MatySkova et al., 1999).

ZavéreCnym krokem je retrakce krevni desticky, ke které dochazi po urcité dobé.

Cytoskelet destiCky vyvolava stazeni destic¢kového trombu a tim se obnovi prichodnost

poranéné cévy. Retrakci vykonavaji pouze zivé a funk&né zdatné krevni destiCky

s vysokou spotfebou ATP. Na retrakci koagula a stazeni cévni stény se podili i

fibrinogen schopny vazby na desti¢kovy aktin (Pecka, 2006).
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1.3 Mechanismus hemostazy

Komplexnost a spravnou funkénost hemostazy zajistuji Ctyfi zakladni procesy:

e Primarni hemostaza
e Plazmaticky koagulaéni systém
e Fibrinolyticky systém

e Inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy

1.3.1 Primarni hemostaza

Hlavnim cilem primarni hemostazy je vytvoreni primarni hemostatické zatky,
ktera zastavi krvaceni. Déje se uCastni krevni destiCky a cévni slozky (Levy-Toledano
et al., 1997). Neaktivované krevni destiCky nereaguji s endotelem cévni stény,
K aktivaci dochazi pfi poranéni, kdy se poSkodi cévni sténa a obnazi se kolagenni
vidkna. Ke kolagennim vlakndm se pfichytavaji krevni destiCky za ucCasti
glykoproteinovych receptort S adhezi destiCek je spojeno uvolnéni proagregacnich a
chemickych pusobku a to predevsim PF4, PDGF a fibrinogenu. Sekrece ADP z granuli
krevnich desticek zpusobuje aktivaci ostatnich destiCek a dava podnét k syntéze TXA2.
TXAZ2 je dulezitym stimulatorem primarni agregace krevnich destiCek. Uvolnéni dalSich
molekul ADP a TXA2 syntetizuje stabilni mustky mezi jednotlivymi destiCkami a vznika
sekundarni agregat - bily trombus ZavéreCnym krokem primarni hemostazy je
pfemisténi fosfolipidd z vnitini membranové dvojvrstvy do mist vnéjSich
membranovych struktur. Uvolnéni fosfolipidl aktivuje dal§i proces hemostazy a tim je

polymerace rozpustného fibrinu na nerozpustny fibrin (Pecka, 2004).

1.3.2 Plazmaticky koagulacni systém

Plazmaticky koagulacni systém predstavuje sled krokd vedoucich ke vzniku
nerozpustného fibrinu. K jeho tvorbé dochazi postupnou pfeménou fibrinogenu na fibrin
a nasledné na fibrinové monomery. Polymeraci fibrinovych monomer( za ucasti
aktivovaného faktoru Xlll vznikd nerozpustny fibrin. Fibrinova sit zachycuijici krevni
bunky tvofi stabilni fibrinovou zatku (Sussman, 1992).

Koagulaéni kaskada zajiStujici pfeménu fibrinogenu na fibrin probiha dvéma rdznymi

cestami:
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1. Vnégjsi draha, kterd zacina fizenou proteolyzou faktoru VII (prokonvertin).
Reakce muze byt katalyzovana aktivovanym faktorem Xl nebo trombinem
Aktivovany prokonvertin je zodpovédny za aktivaci nasledujiciho faktoru X.
Aktivace je mnohem rychlejSi, pokud probiha na povrchu fosfolipidové
membrany, v pfitomnosti Ca** a tkarnového faktoru (TF). TF je membranovy
glykoprotein vyskytujici se ve sténach cév, ale také v mozku, plicich a placenté.
Pokud se tyto tkané dostanou do kontaktu s krvi nasledkem poranéni, spousti
se vnéjSi draha. A jestlize se pfida i TF, tvofi se krevni sraZzenina mnohem

rychleji (fadové v sekundach), (Voet&Voetova, 1995).

2. Vnitii draha je spousténa aktivaci faktoru XlII nasledovaného faktory XlI a IX.
Kaskadovita reakce je zesilena aktivaci faktord V a VIII. Faktory 1Xa a Vllla
tvofi komplex tenasu generujici potfebné mnozstvi faktoru Xa, ktery s faktorem
Va Kkatalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin v komplexu protrombinasy.
Monomery fibrinu polymerizuji a stabilizuji se faktorem Xllla aktivovanym

trombinem. Stabilizace poskytuje vznik nerozpustného fibrinu (Pecka, 2004).

1.3.3 Fibrinolyticky systém

Ukolem fibrinolytického systému je rozpustit fibrinova koagula. Krev je za
normalnich podminek tekuta, a pokud fibrinové koagulum neni rozpusténo, muze dojit
k uplnému ucpani krevni cévy. Hlavni sloZkou fibrinolytického systému je plazminogen,
ktery je prekurzorem aktivniho enzymu plazminu. Plazminogen je nejCastéji aktivovan
tkanovym aktivatorem plazminogenu nebo urokinasou.

Proces pfemény je zahdjen vazbou plazminogenu na fibrinové koagulum. Po
vazbé je ihned aktivovan svymi aktivatory na plazmin, ktery se generuje pouze v misté
koagula. ZvySena aktivita fibrinolyzy muze vést ke krvacivym stavim. Naopak snizena

aktivita vyvolava trombotické stavy (Slechtova, 2007).

1.3.4 Inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy

Hemostaza je z pfevazné Casti tvofena proteolytickymi enzymy, které maji
charakter proteind. Jejich €innost musi byt regulovana a kontrolovana z davodu
ochrany organismu pred poskozenim. Dulezitymi regulatory krevniho srazeni jsou
plazmatické faktory udrzujici koagulaéni rovnovahu. Prehled nejdllezitéjSich

plazmatickych faktort je uveden v tabulce (MatySkova et al., 1999).
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Tab. 1 Pfehled plazmatickych faktorl (pfepracované dle MatySkova et al., 1999).

Nazev Zkratka Misto tvorby Cilovy enzym
Antitrombin 11| ATIN Jatra, endotel Ila, Xa
Heparin kofaktor Il HCII Endotel lla, Xa
a,-makroglobulin aMG Trombo, makrofagy Ka, plazmin, lla
C1-inhibitor C1INH Jatra Xlla, Ka
a;-antitrypsin AT Trombo, mgk Xa, APC
ap-antiplazmin a,AP Jatra Plazmin
Plazminogen akt.
o PAI-1 Endotel, trombo t-PA, U-PA
Inhibitor 1
Plazminogen akt.
o PAI-2 Placenta U-PA
Inhibitor 2
Tkanovy faktor
S TFPI Endotel Xa, TF/Vlla
inhibitor
Protein C PC Jatra (vit. K) Va, Vllla
Protein S PS Jétra (vit. K) Xa, FVIII
Trombomodulin ™ Endotel lla, (Xa)
Inhibitor akt. PC iIAPC jatra APC, Ka

1.4 Poruchy krevnich desticek

Funkci krevnich destiCek neni pouze tvorba krevni zatky v procesu krevniho
srazeni, ale také obnova vnitfniho povrchu cév, maji schopnost fagocytézy, prenosu
latek a ucastnit se v dalSich reaktivnich systémech diky svym membranovych
receptord.

Poruchy hemostazy obecné rozdélujeme na kvantitativni a kvalitativni, které se
déli na vrozené a ziskané. Ziskané poruchy mohou byt imunitniho nebo neimunitniho
puvodu. Vzniklé poruchy se objevuji na periferii krve anebo v &asti drenové
(Penka&Tesarova, 2011).

Kvantitativni ~ poruchou hemostazy je nejCastéji  trombocytopenie.
Trombocytopenie je patologicky stav charakterizovan snizenym poctem krevnich
destiéek pod hodnotu 100.10%1. Trombocytopenie je asto doprovazena zvySenou
krvacivosti a zvySenym zanikem, spotiebou Ci ztratami krevnich desti¢ek z periferni

viv s

DalSi Castou kvantitativni poruchou je trombocytdéza. Jedna se o abnormalné vysoky
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poCet krevnich destiCek v periferni krvi. Klinicky se vyskytuje v souvislosti
s myeloproliferativnimi chorobami. PFi¢in trombocytéz je spousta a nej¢astéjSimi jsou
infekce, malignity, zanétlivé onemocnéni, nedostatek Fe, splenektomie a krvacivost
(Penka et al., 2001).

PORUCHY PRIMARNI HEMOSTAZY

g N

kvantitativni kvalitativni
trombocytopenie trombocytoza vrozené ziskaneé

/N

vrozené ziskané

/N

imunni neimunni

/ o\

centralni  periferni

Obr. 2 Poruchy primami hemostazy (pfepracované dle (Penka et al., 2001).

Vrozené trombocytopenie jsou pomérné vzacné a Casto se vyskytuji s dalSimi
anomaliemi, jako jsou chromozomalni aberace nebo hypoplastické trombocytopenie
s aplazii. Ziskana trombocytopenie je disledkem tvorby protilatek proti trombocytim.
Jejich vznik je ¢asto podminén poruchou tvorby krevnich desti¢ek, zkracenou dobou
krevnich desti¢ek v krevnim obé&hu a nespravné rozdéleni krevnich desti¢ek. Vrozena
trombocytopatie je zplisobena poruchou membrany krevni desti¢ky nebo jedné z jejich
funkci (adheze, sekrece, agregace, aktivace destiCek). NejcastéjSi poruchou je ziskana
trombocytopatie vyskytujici se u jaterniho a renalniho selhani v kombinaci €kl jako
jsou antibiotika, dextrany, lokatory vapnikovych iontu a salicylaty (Matyskova et al.,
1999)

-17 -



2 ANTITROMBOTICKA LECBA

Mechanismy hemostazy se fadi mezi fyziologické procesy, jejichz aktivace se muze
stat pro organismus nebezpeCna. Na utlumu primarni hemostazy se podileji
protidestiCkoveé Iéky, v pfipadé sekundarni hemostazy se uplatnuji antikoagulancia.

Uginky léku Ize potom rozdaélit:

e Snizeni hyperkoagulability systému
e Zamezeni pfipadnému shluku trombocyt(

e Zabranéni zvétSeni trombu nebo rozpusténi jeho fibrinolytické slozky
Antitrombotickou 1éEbu délime:

e Antiagregacni
o Trombolyticka
¢ Antikoagulaéni (Pecka, 2004)

2.1 Antiagregacni lécba

Cilem antiagregacni |éCby je zamezit tvorbé shlukd krevnich destiCek. Léky se
uCastni v mnoha aktivaCnich procesech. Mezi nejCastéjSi patfi adheze, uvolfiovaci
reakce a agregace. Aktivnhé se podileji na sniZzovani riziku arterialni trombdzy, ale

soucasné mohou zvysit riziko krvaceni pfi jejich pfedavkovani (Pecka, 2004).

2.1.1 Kyselina acetylsalicylova (ASA)

ASA je latka s protizanétlivym u€inkem a je schopna nevratné inhibice aktivity
cyklooxygenasy (COX). Inhibice cyklooxygenasy zpusobi inhibici syntézy tromboxanu
A2, ktery aktivné vytvareji krevni destitky hemostazy. Uginek a citlivost COX va&i ASA
se li§i u obou pohlavi, ale také v jednotlivych tkanich. Pusobeni ASA trva po celou
dobu Zzivota krevni desticky tj. po dobu 7 az 10 dnd. Inhibitory syntézy tromboxanu A2
délime na pfimé inhibitory a inhibitory receptoru. Pfima inhibice zplsobuje zvySenou
produkci jinych cyklickych endoperoxidu, jejichz uc€inek nema Zadny vliv. Inhibitory
receptoru jsou mnohem specifictéjSi, ale také nevykazuji Zadny efekt.
NejvyuzivanéjSimi inhibitory COX jsou indometacin, voltaren a zminéna ASA ve formé

acylpyrinu a aspirinu (Matyskova et al., 1999).
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2.1.2 Ticlopidin a clopidogrel

K preventivni |éCbé akutni a subakutni trombdzy v kombinaci s ASA se podavaji
ticlopidin a clopidogrel. Podstatou té&chto Iéku je blokace agregace destiCek navozena
ADP. ADP je destiCkovy aktivator uvolnény z Cervenych krevnich bunék. ADP je
zodpovédny za destiCkovou agregaci a adhezi, které jsou zprostfedkované pfes
receptory P2. Obé dvé IéCiva jsou velmi rychle biotransformovany v jatrech za ucasti
enzymu cytochromu P450. Podani ticlopidinu a clopidogrelu prodluzuje krvacivost,
inhibuje desti¢kovou agregaci a prodluzuje retrakci koagula. Farmakologicka aktivita
léCiv je velmi podobna. LiSi se pouze ve vedlejSich ucincich, které jsou zavazné u
trombocytopenické purpury. Méné zavaznymi komplikacemi jsou alergické reakce a
prajmy. U téchto Iéku je dalezity monitoring a zvazeni indikace u kazdého pacienta
(Maly, 2003).

2.2 Trombolyticka lécba

Dalsim pfistupem je trombolyticka IéCba, ktera je zaloZena na potenciaci pfemény
plazminogenu na plazmin. Jedna se o nejagresivnéjSi pfistup, ktery je srovnatelny
s chirurgickymi zakroky. Cilem je rozpustit trombus v rychlém Case. Takovy zasah
ssebou nese i znaCna rizika jako je riziko krvacivosti a komplikace spojené

s alergickymi reakcemi (Penka et al., 2001).

2.2.1 Streptokinasa

Streptokinasa (SK) je produktem metabolismu 3-hemolytického streptokoka. SK se
aktivuje v pfitomnosti plazminogenu. Komplex tvofeny plazminogenem a SK indukuje
autoaktivaci plazminogenu na plazmin. Nové vytvofeny komplex plazmin/SK ma za
ukol proteolyticky stépit SK. Meziprodukty vSech reakci aktivné pfeméniuji plazminogen
na plazmin. Vysoka uc€innost SK je zavisla na dostate€ném mnozstvi plazminogenu.
SK pretrvava v krevni plazmé po dobu 15-30 minut a vSechny komplexy SK jsou
vychytavany jatry, kde probiha jejich odbourani. Podavani SK je spojené s pfitomnosti
protilatek na mifenych proti SK, které zustaly v organismu po infekci 3-hemolytického
streptokoka (MatySkova et al., 1999).
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2.2.2 Urokinasa

Urokinasa je enzym vyskytujici se vmoCi zdravych Ilidi. Syntetizuje se
z epitelialnich bunék mocoveého traktu. Aktivace pfemény plazminogenu na plazmin
probiha pfimo. V krevni plazmé zlstava po dobu 15 minut. Vyhodou uzivani urokinasy
je, Ze neni antigenni. Tedy nesetkdvame se s tvorbou protilatek proti urokinase ani

s alergickymi komplikacemi. Urokinasa se mlze podavat opakované (Pecka, 2004)

Streptokinasa | +| plazminogen Streptokinasa + plazminogen

Zpriachodnéni tepny, zily
Aktivace fibrinolyzy plazminogen = plazmin

/N

t-PA + fibrin urokinasa

Obr. 3 Zobrazeni ucinku trombolytickych |&Civ (pfepracované dle Pecka, 2004).

2.2.3 Tkanovy aktivator plazminogenu

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) je pfimy trombolyticky I€k, ktery se pro
klinické vyuZiti ziskava rekombinacni DNA technologii. Molekula t-PA ma vazebné
misto pro fibrin a katalytické misto pfemény plazminogenu na plazmin. Jeho biologicky
polo€as je mendi nez 10 minut (Mark et al., 1995). Lék se vyznacuje vysokou afinitou
k vnitfnim strukturam trombu a specificky se vaze na fibrin. Vazba je zprostfedkovana
pfes NH,-terminalni fetézec. Charakteristickym rysem Iéku je, Ze nespousti antigenni

odpovéd. Jedna se o humanni enzym (Pecka, 2004).

2.3 Antikoagulaéni lé€ba

Aktivita antikoagulancii je sméfovana proti UCinku trombinu a také ovlivnéni
pfemény fibrinogenu na fibrin. LéKy jsou navrzeny tak, aby prodlouzily koagulaéni Casy,
sniZily koagulaéni potencial a snizily riziko krvaceni. Do této skupiny zafazujeme

predevsim hepariny a antagonisty vitaminu K (Penka et al., 2001).
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2.3.1 Antagonisté vitaminu K

Vyznamnymi predstaviteli této skupiny jsou kumarinové derivaty. Kumarinové
derivaty snizuji koagulacni aktivitu faktort, které jsou zavislé na vitaminu K.
S nedostatkem vitaminu K, souvisi tvorba forem oznaCovanych jako PIVKA — Protein
Induced in Vitamin K Absens. PIVKA ztraci schopnost vazby na vapenaté ionty, které
jsou dullezité pro koagulaéni enzymatické reakce. Inhibice kumarinovymi derivaty
znemoznuje karboxylaci proteint zbytku kyseliny karboxyglutamové na kyselinu y-
karboxyglutamovou. Hlavnim Ukolem této kyseliny je vazat se na Ca*' v pribé&hu
krevniho srazeni (MatySkova et al., 1999). Kumariny se nejc¢astéji indikuji pacientim
trpici Zilni trombo6zou. Jejich podavani nastava az po predchozi heparinizaci nebo
souCasné. Kumariny lze rozdélit podle doby ucinku na kratkodobé a dlouhodobé.
Z klinického hlediska je vyhodnéjSi uzivani dlouhodobé&jSich preparatu pro jejich nizsi
kolisani u€inku a snadnéjSi davkovani. Mezi nezadouci u€inky kumarinu patfi krvaceni
a kozni nekrézy. Predavkovani kumariny lze zastavit podanim antidota samotného
vitaminu K. Kozni nekrdézy se vyskytuji v raném stadiu 1éCby. Dlivodem jejich vzniku je

nesplnéni predeslé heparinizace (Penka et al., 2001).

Tab. 2 Prehled kumarinovych derivatl (pfepracované dle Penka et al., 2001)

Nazev kumarinovych derivatid Doba pusobeni (hodiny)

Pelentan 2

Sintrom 8
Warfin, Coumadine 72
Marcoumar 160

2.3.2 Heparin

Heparin je protisrazliva latka objevena McLeanem v roce 1916. V organismu ho
mulzeme najit v jatrech, plicich a kdGzi. Heparin je produkovan zirnymi burfikami a
endoteliem. Strukturné se fadi mezi mukopolysacharidy s vysokym obsahem siry a
jeho polyanionicky charakter je dan pfitomnosti zbytka kyseliny uronové. Heparin se
UCastni mnoha reakci v lidském organismu. PuUsobi na lipidovy metabolismus,
metabolismus kosti, chrani endotel proti srazeni, ma imunologicky ucinek a ochranny
vliv pfi intoxikaci organismu. Vlastnosti a funkce heparin( jsou dany jejich schopnosti

vazat se na proteiny.
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Samotny heparin nema antikoagulaCni ucinek, ten je zprostfedkovavan dvéma

cestami:

1. Antitrombin

2. Uvolnéni inhibitoru tkanového faktoru™

Kromé toho, Ze heparin ovliviiuje primarni hemostazu, ma schopnost vazby na
makromolekularni latky, lymfocyty, granulocyty a makrofagy. Toho se vyuziva u
zanétlivych reakci. V klinické praxi se heparin podava kprevenci a I|é¢hé
trombembolické nemoci. S podavanim heparinu souvisi i Iékové interakce typu
krvaceni, trombocytopenie, trombdéza a osteopordéza. Efekt heparinu a jeho
vlastnostech je podrobné zpracovan v nasledujici kapitole (MatySkova et al., 1999),
(Pecka, 2004).

-22 -



3 HEPARIN

Nefrakcionovany heparin (UFH) a nizkomolekularni heparin (LMW H) se fadi mezi
antitrombotické léky. V souCasné dobé slouzi k prevenci a IéCbé Zilnich
tromboembolickych chorob a trombofilii v téhotenstvi. Kromé antitrombotickych ucinku
UFH a LMWH byly popsany jiné procesy, ve kterych se tyto aditiva u¢astni. Mezi ne-
antitrombotické vlastnosti heparinu patfi potlatovani zanétu a metastatického Sifeni
nadorovych bunék, ovlivnéni progrese rakoviny v€etné enzymu heparinasy, blokovani
P-a L-selektinu zprostfedkovanou bunétnou adhezi a inhibici angiogeneze (Ludwig,
2009), (Borsig 2007). Heparin je v lidském téle metabolizovan v jatrech enzymem
heparinasou. LMWHs maji vy$Si, pfedvidatelngjSi a ucinnéjSi biologickou dostupnost
nez UFH. Jakmile je heparin absorbovan krvi, hladiny LMWHSs v krevni séru jsou
stabilngjSi a pretrvavaji mnohem déle nez UFH. UFH i LMWH se nevstrebavaji svaly,
tukem a lymfatickou tkani. DelSi polo¢as rozpadu LMWH je dan jeho sniZenou afinitou
a vazbou na endotel, makrofag a proteiny nefrakcionovaného heparinu. Interakce mezi
heparinem a jeho vazebnymi proteiny méni biologickou dostupnost mnohem vice u
UFH. Snizené krvaceni u pacientt [é€enych LMWH je redukovano vazbou na desticky,
endotel a VWF. Antikoagulacni monitoring u této skupiny pacientd neni potfebny,
pouze je-li jejich vaha nizsi nez 50 kg, anebo vysSi jak 80 kg. V téchto pfipadech mize
dochazet ke zménam farmakokinetiky a také plazmatického faktoru Xa (Quader et al.,
1998).

3.1 UFH a LMWH

Farmakokinetické omezeni nefrakcionovaného heparinu je zpusobeno jeho
nespecifickou vazbou na proteiny a bunky. Heparin je mukopolysacharid sloZzeny ze
sulfatového d-glukosaminu a d-kyseliny glukuronové. Esterifikace kyselinou sirovou
udava zaporny naboj a vazbu pentasacharidové oblasti na rizné plazmatické proteiny
jako jsou lipoproteiny, fibrinogen a histidin bohaté glykoproteiny. Také ma afinitu k
proteinUm sekretovanym krevnimi destiCkami, pfedevSim desti¢kovy faktor (PF4) a
vysokomolekularni von Willebrandlv faktor (Hirsh, 1991), (Barzu et al., 1985).
Typickymi vedlejSimi uCinky 1éEby UFH je krvaceni, jako u vétSiny antikoagulancii, ale
také trombocytopenie a osteopordza (Weitz et al., 1990), (Marciniak, 1973).

LMWH jsou ziskavany z UFH chemickou nebo enzymatickou depolymerizaci. Vzniklé
fragmenty odpovidaji 1/3 heparinu. Molekulova hmotnost je v rozmezi 4000 — 5000
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s molekulovou distribuci 1000 — 10 000.

Procesem depolymerizace dochazi ke

zménam vlastnosti, které jsou zobrazeny v pfehledné tabulce.

Tab. 3 Zména vlastnosti heparinu depolymerizaci UFH, (pfepracované dle Hirsh 1998)

Vazba heparinu

Biologicky ucinek

Klinicky dasledek

Protein

Trombin

Makrofag

krevni desticka

Osteoblast

VysSi antikoagulacni
odpovéd
Redukce poméru
anti-lla / anti Xa
Mechanismus procisténi
ledvin
SniZena incidence
heparinem zavislé
protilatky
Redukce aktivace

osteoblastu

ZbyteCny monitoring

antikoagula¢niho uc€inku
Neznamy

DelSi polo¢as plazmy, SC
IéCba jednou denné
Redukce heparinem

indukované

trombocytopenie

Nizky dopad osteopenie

*SC je podkozni

Antikoagulacni efekt LMWHs spocCiva v aktivaci AT. Tato interakce je
zprostfedkovana pfes unikatni pentasacharidovou sekvenci nalezené na méné nez 1/3
molekul LMWH (Casu et al., 1981), (Choay et al., 1983). Inaktivace trombinu je
zpUsobena vytvofenim ternarni komplexu z minimalné 18 sacharidd vcetné
pentasacharidové sekvence. Retézce LMWH, které vykazuji vysokoafinitni
pentasacharidy katalyzuji inaktivaci faktoru Xa. Dusledkem je, ze komeréni LMW Hs
maji pomér anti-Xa / anti- lla mezi 4:1 nebo 2:1. Zatimco UFH maji tento pomér 1:1
(Holmer et al., 1986), (Holmer et al., 1981).
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LMWH 15 jednotek [ Faktorn_J:

Nedochazi k inaktivaci faktoru Il

Obr. 4 Schematické znazornéni mechanismu ucinku nefrakcionovaného a frakcionovaného
heparinu. UFH sloZzen ze 45 sacharidovych jednotek na jeden fetézec nefrakcionovaného
heparinu se vaze na faktor Xa a faktor Il. Tim dochazi k jejich inaktivaci. K inaktivaci faktoru Xa
sta¢i pouhych 5 sacharidnich fetézcu heparinu. Inaktivace faktoru Il vyZaduje minimainé 18
sacharidovych jednotek. Pomér anti-faktoru Xa a anti-faktoru Il je vétSi nez jedna v pfipadé
LMWHSs. Tento pomér je dan molekulovou strukturou LMWH, ten je slozen z 15 sacharidovych
jednotek na jeden fetézec. Neni podminkou, Zze vSechny tyto fetézce se vazi na faktor Il

(pfepracované dle Quader et al., 1998).
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Tab. 4 Porovnani viastnosti UFH a LMWH (pfepracované dle Quader et al., 1998).

Vlastnost LMWH UFH
Stfidaveé jednotky sulfatového o o
o _ _ Stfidavé jednotky sulfatového
Chemicka glukosaminu a kyseliny ) _
) glukosaminu a kyseliny
struktura glukuronové
glukuronove
Molekulova
hmotnost 4 000 — 5 000 Da 5 000 — 30 000 Da

Polo¢as plazmy

tip

Metabolismus

Mechanismus

ucéinku

Eliminace

Podani léku

Monitoring

antikoagulace

Protijed

Davka

4 -6 hod

Heparinasa v jatrech

Antifaktor Xa ma vysSi aktivitu

nez antifaktor Il

Ledvinami, nezavisly na davce

Podkozni

Sérovy antifaktor Xa

Protamin, neni velmi u€inny

LiSi se v zavislosti na indikaci
profylaxe-50-100 jednotek v
séru proti faktoru Xa kg/den
Lécba - 200 jednotek v séru

antifaktor Xa/kg/d

1-2hod

Heparinasa v jatrech

Antifaktor Il ma vySSi aktivitu

nez antifaktor Xa

Ledvinami, zavisly na davce

Podkozni, intravendzni,

peroralni

aPTT

Protamin

Profylaxe-5000 jednotek
podkozné 2x nebo 3x/den
Terapie-15-18 jednotek/kg /hod
upravené tak, aby aPTT byl 1,5
az 2 krat kontrolovan

- 26 -



3.2 Struktura heparinu

LMWH a od né&j odvozené derivaty LMW Hs jsou vyuzivany ke studiu a pochopeni
molekularné biochemickych procesu v koagula¢ni kaskadé. |zolace serin proteasového
inhibitoru, antitrombinu Il (AT) a charakterizace koagulacnich faktort trombinu a faktor
Xa (inhibovan AT), byly podstatné pro vyvoj heparinu, ktery zabrani vytvoreni fibrinové
srazeniny. V koagulacni kaskadé jeden faktor aktivuje dalSi, dokud protrombin (faktor
I1) neni pfeveden na trombin (faktor Ha) faktorem Xa. Tedy trombin je zodpovédny za
pfeménu fibrinogenu na fibrinovou sraZzeninu (Fareed et al., 1998), (Rosenberg, 1997),
(Rosenberg & Damus, 1973), (Lindahl et al., 1994).

Dusledkem studia téchto procesu je snaha o vytvareni specifictéjSich terapeutik
nez samotny heparin, kterd by méla pomoci regulaci koagulace a snizeni krvacivych
komplikaci spojenych s lIé€bou hepariny. Frakcionace heparinu zaloZzena na velikosti i
rozruSeni vazeb chemicky a enzymaticky vedla k sniZeni jeho aktivity proti trombinu.
Separace enzymatické aktivity heparinu vici trombinu a faktoru Xa je vysledkem
rozdilnych vlastnosti jednotlivych molekularnich frakci na inhibici. Faktor Xa pfimo
interaguje s AT v misté pentasacharidové sekvence heparinu. VyzZaduje pfitomnost
kratkych heparinovych fetézcl zahrnujicich pouze ty sacharidové jednotky, které

umozni jeho inaktivaci (Donayre, 1996).
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Obr. 5 Chemlcka struktura farmaceutického heparinu: klastry trisulfatovych disacharid(
(n +m =16, MW 12 000), disacharidy s disulfaty a vazebné misto AT (A. B, C, D, E),
(pFepracované dle Linhardt&Gunay, 1999).

Stejné jako dalSi pfirodni polysacharidy, heparin tvofi polydisperzni smés
obsahuijici velké mnozstvi Fetézcu o riznych molekulovych hmotnostech (Ashan et al.,
1998), (Mulloy et al., 1997). Hlavni stavebni slozkou je opakujici se disacharid se tfemi
sulfaty, ale i dalSi disacharidni struktury (Linhart et al., 1988), (Loganathan et al.,
1990), (Pervin et al., 1995). Pravé tyto pfidatné disacharidy urCuji finalni strukturu
heparinu. VyznaCuji se i pentasacaharidovym vazebnym mistem pro AT, které je
dalezité pro antikoagulacni aktivitu léku. Heparinové glykosaminoglykany (GAGS)
v€etné heparinu a souvisejiciho polysacharidu heparan sulfatu jsou syntetizovany

stejnou drahou, pFesto jsou jejich struktury odliSné. Oba dva slouzi k vyrobé
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farmaceutického heparinu, avsak lisi se jejich antikoagulacni aktivita. Extrak&ni metody
zajistuji antikoagulacni aktivitu eliminaci GAGS heparanu sulfatu (Griffin et al., 1995),
(Yamada &Sugahara, 1998), (Salmivirta et al., 1996), (Gallagher&W alker, 1985).

Molekulova hmotnost heparinovych fetézct je v rozmezi 5000 — 40 000.
Sulfatované hepariny se skladaji z pravidelné opakujicich se trisulfatovych disacharidd.
U heparinu se stfednim stupném sulfatace se vyskytuji dlouhé segmenty sulfatovych
sekvenci zasahujici do téchto domén. Jednou =ztéchto sekvenci je AT
pentasacharidové vazebné misto, které nemusi byt sou€asti kazdého heparinového
polysacharidového fetézce. Hepariny s touto sekvenci oznaCujeme jako vysokoafinitni
(Linhardt&Gunay, 1999). Farmaceuticky heparin obsahuje polydisperzni smés
heparinovych GAGS, GAGS heparanu sulfatu a malé mnozstvi dermatanu sulfatu
(Linhardt et al., 1988), (Ahsan et al., 1995), (Neville et al., 1989

3.3 Vyroba heparinu

LéCivo se ziskava zruznych tkani a druhl, které se liSi strukturné.
NejvyuzivangjSi tkani pro pfipravu farmaceutického heparinu je praseci stfevo.
Zpracovavaji se i plice skotu, ale ty maji vySSi stupen sulfatace a molekulovou
hmotnost. Ta je zodpovédna za zvySenou afinitu k trombinu. Zasadnim rozdilem mezi
praseCim a hovézim heparinem je afinita AT vazebného mista. Rezidua A v AT
sekvenci (Obr. 5), obsahuji primarné N-acetylovou skupinu v pfipadé prasec¢iho a N-
sulfo skupinu v pfipadé hovéziho (Loganathan et al., 1990). SlozZeni jednotlivych
disacharidil se muze liSit druhové. Materialem pro syntézu mlze byt celé stfevo, anebo
stfevni sliznice. Obsahem muze byt i kontaminujici heparan sulfat, ktery muze byt
pfitomen ve finalnim farmaceutickém produktu heparinu. Na kone€¢ném produktu se
podili i chov prasat, kde rozhodujicim faktorem je strava a podminky, ve kterych

prasata vyrustaji (Linhardt&Gunay, 1999).
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Tab. 5 Slozeni heparinl z riznych druhd a tkani (pfepracované dle Loganatham et al., 1990).

Pramérny pocet v jednom heparinovém retézci

N-acetyl AT N-sulfo AT o o
Trisulfatovy Disulfatovy

Druh Tkan vazebné vazebné ) ) ) )

misto misto disacharid disacharid

veprové stfevo 0.5 (0.3-0.7) 0.1 10 (10-15) 1.2 (1-2)2)
hoveézi plice 0.3 0.3 14 1.0
hovézi stfevo 0.3 0.3 10 1.7
Ovéi stfevo 0.7 0.4 11 1.4
slepici stfevo 0.3 0.2 6.7 1.7
Skeble - 0.5 0.4 5.0 1.9

O produkci heparinu se dovidame z védeckych publikaci a patent(i. Postupy vyuzivany
soukromymi sektory jsou tajné. Obecné, vSechny syntézy heparinu zahrnuji pét
zakladnich kroku:

1. Pfiprava tkané. Tkané se ziskava =ze zvifat na jatkach, nasledné je
zpracovana. Cela stfeva mohou byt vyuzita k zatfidéni vepfovych vnitinosti,
anebo jako stfeva zbavena endotelialni vystelky lumenu stfeva. Extrakce
surového heparinu se uskuteniuje v misté jatek. Uginnost Ize zvysit sbérem

odpadu solného roztoku z veprovych stfev (Vidic, 1981).

2. Heparin se oddéli od tkané s pouzitim vysSich tlaku a teplot. Pokud se pfidaji
proteasy, dojde krozpusténi vSech GAGS. Extrakce surového heparinu
zahrnuje hydrolyzu v alkalickém pH proteolytickymi enzymy. Natravenou tkan
Ize Zfiltrovat, odstrani se tak velké molekuly, peptidy a nukleové kyseliny.
Enzymu jsou v této fazi inaktivovany teplotou filtratu po dobu 15 minut pfi 90°C
(Okuyama et al., 1975), (Williams, 1967).

3. Anexova pryskyfice slouZi k selektivnimu zachyceni GAGS a heparind podle
hustoty naboje. Po kompletni adsorpci heparinu, se anexova pryskyfice
promyje a dojde kjeji eluci. Koncentrat surového heparinu je Zfiltrovan,

precipitovan a vakuové vysusen (Williams, 1967).

4. Purifikace heparinu probiha v Cisté vodé. Hlavnim cilem je odstranit vSechny

prebyteéné neclistoty. Filtrace pfi nizkych hodnotach pH zbavi surovy heparin
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zbylych proteini a oxidace v alkalickém pH podporuje dezinfekci. Nasleduje
odbarveni a depyrogenace. Findlnim krokem je katexova chromatografie,
precipitace etanolem, ktera redukuje nukleotidy a inaktivuje pfitomné viry.
Precistény heparin je precipitovan a ve vakuu vysusen. Druhou moZznosti je
rozpusténi v Cisté vodé, nasledovana filtraci a lyofilizaci (Linhardt&Gunay,
1999).

5. Farmakologicky Cisty heparin a jeho vyuZiti v mediciné.

3.4 Antitromboticka Iécba

Antitromboticka |éCba  spoCiva v prevenci vzniku krevniho srazeni
za fyziologickych pomért. Obecné brani vytvoreni nadbytku trombinu, aniz by doSlo
k snizeni hemokoagulacniho potencialu provazaného prodlouzenim koagulacnich ¢asu
(Penka et al., 2001).

3.4.1 Nefrakcionovany heparin UFH

Uzivani UFH ma fadu nevyhod. Béhem Ié&by je nutny monitoring aktivovaného
parcialniho tromboplastinového €asu (aPTT), citlivost k destiCkovému faktoru 4 (PF4),
vyskyt trombocytopenie s rozvojem heparinem indukované trombocytopenie
s trombo6zou nebo bez ni (Fareed et al., 2000). Cilem UFH je inhibovat koagulaéni
kaskadu ve sméru od trombinu. Na trombin pusobi jako katalyticky inhibitor se
schopnosti disociace z komplexu antitrombin/trombin. Tato schopnost umoziuje jedné
molekule UFH katalyzovat vice molekul trombinu se sou€asnym sniZenim tvorby a
aktivity nového trombinu (Elliott&Antmann, 2001), (Weitz et al., 1990). Lécebna
strategie UFH vychazi z vysSich davek podavanych formou kontinualni intravenézni
infuze, s cilem prodlouzit aPTT az 1-1,5-2. Takto nastavenou léCbu Ize provadét
kratkodobé nebo dlouhodobé s pravidelnou kontrolou hematokritu a poctu krevnich
destiCek (Penka et al., 2001). Hlavnim omezenim heparinu je neschopnost vazby na
kladné nabité proteiny a povrchy. To je zpisobeno AT — nezavislou vazbou heparinu
na proteiny plazmy, proteiny uvolnéné krevnimi destiCkami a endotelialnimi burikami.
Vysledkem je rizna antikoagulani odpovéd a heparinova rezistence. Zaroven, nema
schopnost inaktivace faktoru Xa v protrombinasovém komplexu nebo v komplexu
trombin vazajici fibrin. SnaSenlivost Iéku se liSi u pacientd v zavislosti na druhu
trombembolického onemocnéni. Davkovani je upravovano po zméfeni aPTT a zmény

davek se upravuji na zakladé aktivovaného srazeciho €asu (ACT). Hodnoty aPTT
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zavisi na dodavanych reagencii z davodu odliSnych reakci na heparin. Méfeni probiha
po 6 hodinach po obdrZeni bolusu davky heparinu. Kontinualni intravenézni davkovani
(IV) je nasledné upraveno podle dosazenych vysledkd. Davka se automaticky snizuje
se souCasnym uzivanim fibrinolytickych |éka a IV destiCkovych glykoproteinovych
receptoru lIb/llla (Hirsh et al., 2001).

B&hem terapie UFH muZe nastat klinicky zavazny krvacivy stav. Uginek UFH je
antagonizovan IV bolusem protaminu. Protamin je protein ziskany z rybich spermii a je
schopen vazby na heparin za tvorby stabilni soli. PfibliZné 1 mg protaminu neutralizuje
100 U UFH. Polo¢as doby pusobeni UFH je okolo 60 minut. Pokud je pacientovi
nefrakcionovany heparin podavan subkutanni injekci, potfebny &as protaminu na
neutralizaci je mnohem del§i nez v pfipadé I[V. Kontrolou ucinné terapie je
aPTT(Hirsh&Raschle, 2004).

s o
TFVIla 1> §
Xa LMWH

TFPI UFH

.4

V, Ca* LMWH

i UFH
Protrombin === Trombin Direct

Clopidogrel asa Antithrombin

| Desticka_J§

~GP lIb/llila Inhibitor

Obr. 6 Velikost pisma znazoriuje Ucinky jednotlivych latek. UFH podobné plsobi na trombin i
faktor Xa. Nizkomolekularni heparin ma mnohem vétsi inhibiéni UCinek, proti faktoru Xa nez u
samotného trombinu. Latky pfimo plsobici na trombin malo ovliviiuji jeho generaci, ale podili
se na jeho uc€inné inhibici. Inhibitor tkanového faktoru (TFPI) a latky jemu pfibuzné se
v koagula¢ni kaskadé podileji na inhibici tvorby faktoru Xa a trombinu. V kombinaci
s antitrombiny a inhibitory agregace krevnich desti¢ek se sniZuje tvorba trombU (pfepracované
dle Altman, 2012).

3.4.2 Nizkomolekularni heparin LMWH

S uzZivanim heparinu jsou spojeny poruchy krvacivosti. Omezeni spociva
v biofyzikalnich a farmakokinetickych vlastnostech, ve schopnosti aktivovat imunni
odpovéd krevnich destiCek a ovlivnéni kostniho metabolismu vedouciho

k osteoporéze. Naopak za nekrvacivé stavy je zodpovédna AT- nezavisla vazba
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heparinu (Young et al., 1994). VSechny tyto nedostatky byly postupné odbouravany u
nizkomolekularnich heparinu. Antikoagulacni Ucinek heparinu je regulovan trombocyty,
fibrinem, vaskularnimi povrchy a proteiny plazmy. Krevni desticky ovliviuji ucinek
heparinu sekreci PF4 a heparinem neutralizujicich proteini. Také se podileji na
ochrané faktoru Xa inhibovaného heparin/AT komplexem. Fibrinova aktivita je zaloZzena
na ochrané trombinu vazbou na jeho povrch. Heparin se vaze na fibrin a vytvari mustky
mezi fibrinem a heparinem vazebnymi misty pro trombin. Vysledkem interakce je, Ze se
zvySuje afinita trombinu k fibrinu. Vazba heparinu na trombin chrani navazany trombin
na fibrinu pfed inhibici komplexu heparin/AT. Trombin ma také schopnost vazby na
proteiny subendotelialniho matrixu a byt tak chranén pred inhibici (Hirsch & Razschke,
2004).

Efekt LMWH na aPTT je mnohem niz8i nez u UFH, diky redukované
molekulové hmotnosti. MéFeni odrazi aktivitu anti-faktoru lla. S redukci molekulové
hmotnosti nevymizela inhibice aktivovaného faktoru Xa. Odstranéni U€inku anti-faktoru
Xa na aktivitu trombinu (lla) bylo popsano jiz v roce 1976. Na tomto principu byl
popsan biofyzikalni model antikoagulatniho efektu heparinu (Harenberg, 1990),
(Johnson&Mulloy, 1976), (Briant et al., 1989).

Pacientim mize byt LMWH podavan intraven6zné nebo subkutanni injekci
(SC). SC heparinu dosahuje nejvyssiho piku anti-faktoru Xa v rozmezi 3 — 5 hodin od
jeho podani (Handeland et al., 1990). PoloCas plsobeni heparinu je mnohem delSi a
nezavisly na davce nez tomu je u UFH. Eliminace Iéku probihd v ledvinach. DelSi
odbouravani probiha u pacientd s renalnim selhanim (Boneu et al., 1988),
( Palmé&Mattsson, 1985).

Intoxikace heparinem se neléci protaminem. Interakce protaminu s heparinem
je ovlivnéna molekulovou hmotnosti heparinu. PfiCinou malého snizeni aktivity anti-
faktoru Xa je zpusobeno redukovanou vazbou protaminu na LMWH. Synteticky
protamin ma vysoky podil na neutralizaci antikoagulaéniho efektu LMWH, v€etné anti-
faktoru Xa, a jevi se mnohem méné toxicky nez samotny protamin (Hirsch&Raschke,
2004).

3.4.2.1 Interakce heparin — krevni desticka

Lécba heparinem je Casto doprovazena snizenym poctem krevnich desticek a
zvySenim jejich marker(. U nefrakcionovaného heparinu je tento efekt mnohem vétsi
nez v pfipadé nizkomolekularniho heparinu. Uginek 1éku a vliv na krevni desti¢ky se
rozdéluje na neimunni (l.typ) a imunni (ll.typ), neboli heparinem indukovana

trombocytopenie. V souCasné dobé se mnohem vice diagnostikuje Il.typ z divodu
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dostupnych vySetfovacich metod. Interakce heparinu s krevni destiCkou je
zprostifedkovana glykosaminoglykanem a PF4(Greinacher, 2011).

GAGs jsou syntetizovany jako proteoglykany s polysacharidnimi Fetézci
kovalentné vazané na proteiny. Jedna se o linearni polymery, které jsou v riznych
mistech sulfatovany. GAGs se vyskytuji na povrchu bunék a poskytuji mechanickou
podporu. Zaroven indukuji aktivitu enzymovych systému, imobilizuji extracelularni
enzymy a rastové faktory. Také se podileji se na ovlivnéni dynamickych procesu, jako
jsou bunétné adheze, proliferace a migrace. Peptidovda doména GAGs obsahuje
bazické aminokyseliny. Antikoagulani u€inek GAGs je zprostfedkovan pfes heparin -
AT pentasacharidovou sekvenci. AT pentasacharidova sekvence je soucasti GAGs a
podili se na interakci s proteiny (Maccarana&Lindahl, 1993).

DestiCkovy faktor 4 je lokalizovan na chromozomu 4. PF4 je syntetizovan ve
zrajicim megakaryocytu a poté je zabalen do destiCkovych alfa-granuli. Zraly PF4 je
slozen ze 70 aminokyselin se 4 cysteinovymi rezidui na konci. Vazebné misto pro
heparin se nachazi na C konci PF4. (Eisman et al., 1990). PF4 je homotetramer a
funkéné se podili na neutralizaci antikoagulancia heparinu pfitomného v plazmé.PF4 je
uvolnovan aktivovanymi destiCkami a ihned se vaze na polyanionty heparinu. Vznikly
komplex heparinu/PF4 vyvolava imunni odpovéd na pfitomnost Iéku. Reakce je
zpusobena pfitomnosti patogennich protilatek, které se vazi na komplex. Imunni
komplex indukuje FcR zprostfedkovanou destiCkovou aktivaci se zesilenou generaci
trombinu. U nékterych pacientli maze tento jev vyvolat trombocytopenii nebo trombdzu
(Greinacher et al., 2011).

NH3

’—; COOH

KKIIKKLLGS
61 70

Obr. 7 Struktura PF4. C-konec bohaty na lysin je vazebnym mistem pro heparin (Pfepracované

dle http://mww.haemtech.com/Platelet _Proteins/PF4.htm)
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4 HEPARINEM INDUKOVANA
TROMBOCYTOPENIE

Syndrom heparinem indukované trombocytopenie byl poprvé popsan v roce
1969. Heparinem indukovana trombocytopenie — HIT je klinicky patologicky syndrom,
ktery je vyvolan ucinkem heparinu mezi 5 — 10 dnem od zaCatku podavani.
S trombocytopenii souvisi pokles poctu krevnich desti¢ek o 50% (Kelton&Warkentin,
2008). Ve vzacnych pfipadech muaze dojit k navozeni HIT i po ukoncéeni IéCby
heparinem. HIT se nejCastéji vyskytuje u pacientl po ortopedickych a kardiologickych
zakrocich. Incidence HIT je 1-5% u pacientl Ié€enych UFH, v pfipadé LMWH je nizSi
(Kroupis et al., 2009).

Klinicky rozliSujeme 2 typy HIT:

1. HIT vznika jako imunni odpovéd na podavani heparinu. Pokles krevnich
desticek nastava ihned druhy den od zacatku IéCby. SniZzeni neni natolik
vyrazné (10-30%) a neni doprovazen klinickym projevem trombdzy
(Kralova et al., 2006).

2. HIT je charakterizovan poklesem krevnich desticek o 50% a soucasné
doprovazen hyperkoagulaCnim stavem. Ten je zodpovédny za zvySenou
nemocnost a umrtnost. S HIT Il.typu souvisi vendzni a arterialni trombozy
(Warkentin et al., 1995).

4.1 Patofyziologie HIT

HIT je zavazné protrombotické onemocnéni zpusobené vznikem heparinem
indukovanych protilatek. NejCastéji se jedna o tfidy protilatek 1gG, IgM a IgA. Protilatky
vyvolavaji agregaci krevnich destiCek a to vazbou na komplex PF4 a heparinu, kdy
zaporné nabité molekuly LMWH a UFH vykazuji vysokou afinitu k PF4. Vazba heparinu
na PF4 pak zpUsobi zménu v konformaci antigennich neoepitopu a generaci protilatek
(Warkentin, 2005), (Kroupis et al., 2009), (Arepally&Ortel, 2006). Protilatky se
v organismu tvori po vystaveni pacienta u€inku heparinu jako odpovéd' na pfitomnost
komplexu tvofeného PF4, chemokiny uvolnénych z a-granuli destiCek a heparinu.
Cilem antigenu (heparinu) jsou epitopy na PF4 odkryvajici se imunitnim systémem az
po konformacni zméné molekuly vyvolanou podanym heparinem. Jakmile se molekuly
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protilatek navazi na komplexy PF4/heparinu vyskytujicich se na povrchu krevnich
destiCek, dochazi k aktivaci destiCkového receptoru FcyRIIA pfes Fc fragment
protilatky. Nejvy8Si podil na patogenezi HIT maji protilatky tfidy 1gG. Vazba Fc
fragmentu protilatky 1gG na nizko afinitni receptor krevni desticky FcyRlla vede
k aktivaci signalni drahy a desti¢kové agregaci. Tato aktivace zpusobi rychlou destrukci
krevnich desti¢ek-trombocytopenii, uvolnéni mikrocastic a PF4 pres intracelularni
tyrosin kinasovou signalni drahu, poSkozeni endotelu a ve finale trombdzu (Chong,
2003), (Cuker, 2011).

Kli¢ovou roli v patogenezi HIT hraji krevni desticky, monocyty a buriky endotelu.
Imunni komplexy PF4/heparin aktivuji endotelialni bunky. Jejich aktivace vyrazné
ovliviiuje komunikaci v pfipadé adhezi bunék, ale také lepSi zpracovani
protrombotickych molekul jako jsou E-selektin nebo VWF. Tetramery PF4 vykazuji
vysokou afinitu k molekulam GAGs na povrchu monocytl a signifikantné se podileji na
vytvareni antigennich komplext u€astnicich se na formovani trombu (Cuker, 2011).

S patofyziologii aktivace desti¢ek pfi HIT souvisi jejich pokles, ktery nastava az u
70 % pacientd diky vychytavani aktivovanych desti¢ek slezinou. Pokles je
zaznamenavan v prubéhu 5 - 14 dnl od zahajeni |éCby heparinem. U pacientl
léCenych heparinem v predeSlych 100 dnech muze dochazet k nastupu HIT do 24
hodin. Tato progrese je zplisobena pfitomnosti protilatek proti komplexu PF4/heparinu,
které se vytvorfily béhem prvni 1éEby heparinem. K tomuto jevu dochazi u 25 az 30%
pfipadd HIT (Warkentin&Kelton, 2001). Po ukonené |écbé heparinem nastava
k opozdéné nezadouci odpovédi na lék u 5 % pacientll. Tato forma je spojovana s
vyskytem protilatek proti komplexu anti-PF4/heparin a symptomy periferni trombozy
(Warkentin&Kelton, 2001).

Trombocytopenii u vSech typu HIT Ize vyfesit pferuSenim IéCby heparinu. U 50 %
pacientli se poget jejich trombocytl normalizuje k pavodni hodnoté 150.10°%/1 b&hem 4
dnu a nejpozdéji do 7 dnli u 90 % (Battistelli et al., 2010).
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Obr. 8 Patofyziologie HIT. Krevni destiCka obsahuje PF4 ve svych a-granulich (a). Desti¢kova
aktivace zpUsobuje uvolnéni PF4 a soucasné i vazbu na negativné nabité GAGs pfitomné na
destickovém povrchu (b). Podavany heparin vytésniuje pfitomné GAGs molekuly a tvofi se
imunni komplex slozeny z heparinu a tetrameru PF4 (c). PF4 prochazi konformacni zménou
vedouci k vystaveni epitopu, na ktery se vaze Fab fragment protilatky IgG vyvolavajici HIT. Fc
fragment protilatky zprostfedkovava aktivaci destickového receptoru FcyRIIA na stejné desti¢ce
¢i prilehlé. Paralelné dochazi k uvolnéni PF4, formaci imunniho komplexu a aktivaci pfilehlych

krevnich desti¢ek (d), (pfepracované dle Cuker, 2011).

4.1.1 Molekularni podstata HIT

Fcy receptor, ktery je exprimovan krevni destiCkou, je dullezity pro
zprostfedkovani odpovédi humoralni a bunétné imunity. Interakce je umoznéna
protilatkami a efektorovymi burikami. FcyRlla je nizko afinitni receptor schopny vazby
protilatek tfidy 1gG a jejich podtfid 1gG1, 1gG2 a IgG3 (Raghavan&Bjorkman, 1996),
(Rascu et al.,, 1997). Gen FCGR2A se nachazi v lokusu 1923 1 chromozomu a je
organizovan do 7 exonu. Polymorfismus ve 4 exonech vede k jednonukleotidové

zameéné (single-nucleotide polymorphism, SNP). Vysledkem SNP je zména v sekvenci
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kodonu CGT koédujici aminokyselinu arginin za kodon CAT koédujici aminokyselinu
histidin v pozici 131. Zaména aminokyselinové sekvence v extracelularni doméné
blizko nebo ve vazebné oblasti pro IgG protilatky zplsobuje patogenezi HIT a progresy
riznych autoimunitnich onemocnéni (Kroupis et al, 2009). Receptorové varianty
FcyRlla-Arg™! a FeyRlla-His™! vazi protilatky podtfidy 1gG1 a IgG3. His™" ma vyssi
afinitu k IgG3, ale vyznaCuje se schopnosti vazby na protilatky 1IgG2. ZvySena afinita

131

receptoru FcyRlla-His™" na lidské protilatky podtypu 1gG2 je zodpovédna a pfispiva
k rozvoji HIT. Na rozvoji HIT se podili faktory genetické i imunni (Rascu et al., 1997),

(Warmerdam et al., 1991), (Vitale et al., 2001).

* FcRIl
e aktivaéni = /
intracelularni IJ signal : I- trombocyt |

extracelularni { membrana

Thrombin kontaktni

systém |
aktivace
Heparin
negativné nabity )
povrch . PF4
1

Obr. 9 Schéma znazorfiuje heparin a IgG protilatku dependentni destickovou aktivaci.

i
1

Aktivace krevnich desti¢ek probiha ve dvou fazich. 1) Heparin, PF4 a autoprotilatky IgG tvofi
velky komplex v krevni plazmé. Komplex poskytuje negativné nabity povrch, ktery indukuje
tvorbu trombinu pFes kontaktni systém. Trombin se vaze na proteasovy aktivovany receptor 1
a/nebo 4 (PAR1 a PAR4), diky némuz aktivuje krevni destitky. 2) Caste&né aktivované krevni
desti¢ky vazi Fcy receptor na Fc doménu IgG v komplexu IgG-PF4-heparin. Vazba mezi Fc
fragmentem a Fcy receptorem zahajuje destiCkovou aktivaci, agregaci a krevni koagulaci

(pfepracované dle Qian et al., 2010).

4.1.2 Klinicka pravdépodobnost vyskytu HIT (4T-skore)

Klinicka diagnéza HIT je velmi obtizna, protoze trombocytopenie muize byt
zpusobena i jinyma pfi¢éinami. Pro spravné stanoveni HIT je dulezité vnimat i
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pfidruzené faktory, které s tim mohou souviset. Spravnym pfistupem analyzy HIT je
detekce patogennich krevnich destiCek, které jsou schopné aktivace komplexu anti-
PF4/heparin/lgG protilatky v pacientové krevnim séru nebo plazmé (Keeling et al.,
2006), (Napolitano et al., 2006), (Warkentin&Sheppard, 2006), (Warkentin, 2005).
Manifestaci HIT u pacientu Ize uréit z Warkentinova 4T-skére. 4T-skére usporfadané
v tabulce umozriuje rozdéleni pacientd do skupin s nizkym, stfednim a vysokym
rizikem. Toto rozdéleni poskytuje pravdépodobnostni odhad HIT pfed samotnou

laboratorni analyzou (Denys et al., 2008).

Tab. 6 Prehledné zobrazeni Warkentinova 4T-skore.

Skore 2 1 0

Pokles trombocytl o

Pokles t ° Pokles t "
okles trombocyti o Pokles trombocytii o méné nez 30%,

. . « Eno Eno -
Trombocytopenie vice nez 50%, 30-50%, minimum minimum 10.10°%]
minimum 20.10%/I 10-20.10/

Timing podani 5-10 dnd nebo < 1

h i den vystaveni do 4. dne, bez
eparinu (pokles vy: . 10 dnil nebo

krevnich desticek, heparinu L ] nedavného vystaveni

L nezjistitelné )
trombéza a jiné v pfedeslych 15-30 heparinu
nasledky) dnud

Progresivni nebo
Nova tromboza, recidivujici tromboza,
nekréza kiize v misté  zarudla kozni léze (v
Trombéza injekce, akutni misté vpichu) nebo neni

systémova reakce po  podezfeni na dosud

IV heparinu neprokazanou
trombozu
"OTher" pFi¢in
P v Neni jina pfi¢ina mozna Jasna jina pfic¢ina

trombocytopenie

. Vlevém sloupci najdeme 4T a jejich charakteristiky. Na zakladé téchto charakteristik se
pfisuzuji body 0,1 a 2. Po seéteni vSech bodul rozliSujeme pravdépodobnostni skére rozvoje
HIT: 6-8 = vysoké riziko, 4-5 = stfedni riziko, 0-3 = nizké riziko (pfepracované dle Denys et al.,
2008).
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4.2 Metody vysetieni HIT

Prikaz HIT Il typu pfedstavuje slozitou problematiku, kdy je tfeba kombinovat
klinické a laboratorni data. VySetfeni HIT Il laboratornim testy nemusi byt vymoZenosti
kazdé hematologické laboratofe a souCasné negativita téchto vySetfeni nevyluCuje

klinickou diagn6zu HIT 1l in vivo (Novotny & Konvi¢kova, 1998).
4.2.1 Sérologické testy

Princip sérologickych testd spo€iva v interakci protilatky a cilového antigenu,
které spolu vytvofi komplex. V pfipadé ELISA testu se jedna o komplex PF4 a
heparinu. DalSim typem sérologického vySetfeni jsou gelové testy. Jejich stanoveni
spoCiva v reakci polystyrénovych ¢&astic potazenych komplexy rekombinantniho
PF4/heparinu nebo polyvinylsulfonatu s HIT protilatkami. Obecné plati, Zze sérologické
testy disponuji nejvyssi senzitivitou a nejnizsi specifitou. (Albeiro et al., 2003), (Meyer
et al., 1999).

4.2.2 Funkeéni testy

Funkéni testy detekuji HIT protilatky v pacientové krevnim séru nebo krevni
plazmé s vyuzitim darcovskych krevnich desticek. PF4 darcovskych destiCek
v pfitomnosti heparinu tvofi komplex, ktery reprezentuje antigen HIT. Imunitni komplex
heparin/PF4 se stava cilem HIT protilatek a dochazi k aktivaci krevnich desti¢ek
(Albeiro et al., 2003). Pfitomnost HIT protilatek mize byt stanovena dalSimi moznymi

metodami.

4.2.2.1 Serotonin uvolnovaci test - SRA

Zlatym standardem funkCnich testl je serotonin uvolfiovaci test. Princip metody
spoCiva v inkubaci krevnich desti¢ek s radioaktivné znadenym 14C serotoninem a
heparinu. Pfitomnost HIT protilatek zplsobuje aktivaci krevnich desti¢ek nesouci Fcy
receptor a nasledkem je uvolnéni radioaktivné znaceného serotoninu. Pozitivita testu je
definovana jako 20% nebo vy$Si uvolfovani radioaktivniho izotopu z krevnich desticek,
které byly aktivovany pomoci dvou hladin heparinu, nizké (0,1 U/ml) a vysoké
(100U/ml), (Andersson et al., 1979). Pozitivnim vysledkem v pfipadé HIT, je aktivace
krevnich desti¢ek pfi nizké koncentraci heparinu — 0,1 U/ml. Pokud dochazi k aktivaci

krevnich destiCek v pfitomnosti nizké a vysoké koncentraci heparinu, tak cil neni
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antigenem pouze pro heparin/PF4. Davodem mohou byt modifikované imunitni
komplexy nebo protilatky namifené proti destiCkovym receptordm. VySetfeni HIT timto
testem se vyzna€uje vysokou citlivosti a senzitivitou, které se staly pfedlohou pro vyvoj

novych metod ke stanoveni HIT.

Modifikaci SRA testu je heparinem indukovana aktivace desti¢ek (HIPA).
Metoda je zalozena na vizualni kontrole shlukovani aktivovanych krevnich destiCek
v pribéhu ¢asu. Vyhodnoceni se provadi na mikrotitracnich destickach a vysledek se
odecita proti Cernému pozadi (Kralova et al., 2006). V poslednich letech vyslo nékolik
studii, které popisuji mozné pfistupy detekce protilatek v pfipadé HIT Il. Jednim
z téchto pfistupl muze byt detekce uvolnéného ATP z krevnich destiCek v pfipadé
agregometrie a lumiagregometrie. Obé metody vyuzivaji reaktivni a promyté darcovské
trombocyty. Druhou moznosti je detekce aktivovanych krevnich destiCek HIT
protilatkami pomoci cytoflowmetrie (Stewart et al., 1995), (Tomer et al., 1999).

4.2.2.2 Opticka agregometrie - LTA

Opticka agregometrie se fadi do skupiny agregacnich testl, které vznikly na
zakladé SRA. Metoda spociva v méfeni zmén optické propustnosti vzorku. Ta zavisi na
tvorbé shluku krevnich destiCek senzibilizovanych krevni plazmou obsahujici protilatky
proti PF4 a v pfitomnosti heparinu o definované koncentraci - 0,1 IlU/ml. K analyze se
vyuziva darcovska plazma bohata na destiCky, ktera se ziska centrifugaci pfi 1000g.
Pro optickou agregometrii a vicenasobny elektrodovy test (MEA), ktery je dalSim
moznym pfistupem vySetfeni HIT plati, Ze jejich provedeni je snadné, neni zde
manipulace s radioaktivnim materialem, rychla dostupnost a nizka senzitivita. Literarni

zdroje uvadi, Ze MEA ma potencidl senzitivitu zvySovat.

4.2.2.3 Vicenasobna elektrodova agregometrie - MEA

Metoda slouzi ke komplexnimu vySetieni funkce krevnich desti¢ek v pliné
nesrazlivé krvi. KvySetfeni je wvyuzit pfistroj Multiplate analyzator ve spojeni
s elektronovou interaktivni pipetou. Princip impedancni agregometrie byl jiz popsan na
poCatku 80. let minulého stoleti pany Cardinal a Flower. Metoda disponuje vysokou
spolehlivosti, kterou zajiStuji dvojice nezavislych senzoru v testovaci kyveté. Soucasti
kazdé testovaci kyvety je magnetické michadlo a samotny senzor kyvety je slozen ze
dvou vodivych médénych dratk(l potazenych stfibrem. PFistroj pracuje se softwarem
Windows XP a samotna analyza je plné automatizovana s vlastni dokumentaci. Po
ukonCeni kazdé analyzy je dullezité vyhodnotit vysledky. Vysledkem je kfivka
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zobrazujici zavislost agregace desti¢ek vyjadienou v agregacnich jednotkach (AU), na

Case v minutach (Pecka et al., 2010).

Mezi vyhodnocované parametry patfi:

¢ Plocha pod kfivkou
¢ Maximalni amplituda agregace

e Maximalni sklon agregace

5
=
€
L+
[v°]
o
[1F]
1
o
o
Test 142
0 - .
o 2 3 4 5 g Cas (min)
- _‘“-».(,-- - B
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Obr. 10. Vyhodnoceni metody MEA. Zavislost agregace krevnich destiCek (AU) na Case (min).
Obrazek zobrazuje zakladni parametry: plocha pod kfivkou (AUC), maximalni sklon agregace a

maximalni amplituda agregace (pfepracované dle http://www.multiplate.net/en/parameter.php).

Pro spravnou analyzu je dulezité zpracovat biologicky material do tfi hodin od

samotného odbéru a uchovavat jej pfi laboratorni teploté (Pecka et al., 2010).

Metoda MEA detekuje darcovské trombocyty, které jsou senzibilizovany
protilatkami proti destiCkovému faktoru 4. Takto aktivované trombocyty méni svuj tvar
za vzniku filopodii, které maji vétsi naboj na povrchu buriky. Aktivované trombocyty
jsou vychytavany parem elektrod a dochazi ke zvétSeni odporu mezi dvojici elektrod
(Pecka et al., 2010). Analyzator umoznuje zméfit 5 pacientl sou¢asné, anebo jednoho
pacienta pétkrat. DestiCkova agregace je nejprve indukovana nizSi koncentraci
heparinu o 2 IU/ml. Pokud je pacient pozitivni nasleduje méfeni, ale uz pfi vysSi

koncentraci heparinu. VySSi koncentrace heparinu by méla vyvolat inhibici komplexu
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protilatky/heparin/PF4. Vyhodou metody MEA je mnohem rychlej§i agregace nez

v pfipadé LTA, ke které dochazi az s delSi asovou prodlevou (Kopp et al., 2010).

Obr. 11 Multiplate® analyzer (pfepracované podle http://multiplate.net/en/leftinstrument.php)

Pro spravnou diagnostiku HIT Il je vhodné vyuzit kombinaci testi ELISA,
agregace a SRA. Spojeni téchto testl zvySuje senzitivitu az na 83% (Walenga et al.,
1999).

Tab. 7 Pfehledné srovnani metod, které slouzi ke spravné diagnostice HIT.

Typ testu Specifita Senzitivita Pouzitelnost
Sérologické testy
ELISA Nizka Vysoka Dostupné, ¢asové narocné

Funkeéni testy

Finan&nég, Casové a personalné

SRA Vysoka Vysoka o
naro¢né
HIPA Vysoka Velmi nizka Dostupné, ¢asové narocné
Lumiagregometrie Vysoka Vysoka Financné i Casové narocné
Flowcytometrie Vysoka Vysoka Financné i Casové narocné
LTA Vysoka Nizka Snadno proveditelné
MEA Vysoka Vysoka Snadno proveditelné
PCR
real-time PCR Vysoka Vysoka Snadno proveditelné, rychlé a

spolehliva detekce
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4.2.3 Mikroskopické hodnoceni agregace krevnich desticek

Heparinem indukovanou trombocytopenii Ize identifikovat také na zakladé
pozorovani krevnich natérd pod svételnym mikroskopem. Fyziologicky se krevni
desticky vyskytuji v periferni krvi jako samostatné krevni buriky vykonavajici funkce
adheze, agregace a zménu diskoidniho tvaru u vzniklého poranéni. V pfipadé patologii
muzeme pozorovat shluky krevnich desti¢ek vyvolané heparinem indukovanou
trombocytopenii, ale i jinymi pfi¢inami. Pfistup je vhodny pro pacienty s komplexné

aktivovanymi trombocyty, ktefi maji akutni klinické projevy- trombdzu.

4.2.4 Detekce polymorfismu receptora krevnich desticek

Klinicka diagnostika pro stanoveni bodovych mutaci, deleci nebo
chromozomovych aberaci se opira o metody molekularni biologie. Jednou z nich je
real-time PCR. Real-time PCR kvantifikuje amplikon v redlném &ase prostfednictvim
detekce a kvantifikace fluorescenéniho signalu ve specialnim zafizeni. Pfistroje, ve
kterych probiha cyklické stfidani teplot, detekce fluorescence v kazdém cyklu PCR
reakce nazyvame cyclery. Vyhodou oproti konvenéni PCR reakci je, ze neni nutna
detekce PCR produktl elektroforézou. Real-time PCR mdze probihat v rizném
usporadani. Pro stanoveni bodovych mutaci v pfipadé HIT se jevi nejlepSim pfistupem
asymetrické uspofadani s vyuZitim hybridizaCnich sond vazajicich se na konkrétni
misto komplementarné. Tato modifikace se od standardni PCR reakce lisi tim, Ze
vychozi koncentrace primerd se Fidi faktorem 100. To znamena, Zze koncentrace
jednoho primeru je 100x vy8Si nez koncentrace druhého primeru. Dvouviaknova DNA
je syntetizovana do okamziku, dokud se jeden z primerQ zcela nevy€erpa. Metoda real-
time vyzaduje i optimalizaci kinetiky reakce. Produkty v pribéhu PCR reakce lze

kvantitativné detekovat 3 moznymi zpusoby:

e Interkalacni barvivo schopné vazby na DNA
¢ Fluorescentné znacena sonda vazajici se na stiedni ¢ast amplikonu

e Fluorescenéné znadeny primer (Smarda et al., 2005)
HybridizaCni sondy se vyznacuji vysokym stupném specifity, jelikoz se vazi na

cilovou sekvenci uvnitf amplikonu. Alelové rozliSeni pfisluSnych aminokyselin se

provadi analyzou kfivek tani po ukonéeni cyklu PCR reakce (Kroupis et al., 2009)
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4.2.4.1 Analyza krivek tani

Analyza kfivek tani slouzi k identifikaci DNA produktll a genotypizaci. Pfi zahfati
vzorku DNA se muZze teplota tani ménit v Sirokém rozsahu teplot. Teplotu tani ovliviiuje
sekvence, délka vliakna a obsah GC bazi. Nespravné parovani bazi mezi dvéma vlakny
DNA vede ke sniZeni T,, Tento jev je charakteristicky pro kratké DNA hybridy a je
zakladem pro genotypizaCni analyzu. Préby navazujici se komplementarné na
molekulu DNA taji pfi vy8Si T, nez u prob nekomplementarnich. P¥i€inou jsou
jednobodové mutace. Teplota tani je definovana jako bod, pfi kterém polovina molekul
DNA taje nebo polovina prob disociuje z molekuly DNA. Program tani probihd az po

ukon&eni amplifikace cilové molekuly DNA.

Analyza kfivky tani zahrnuje tfi zakladni kroky:

e molekuly DNA se rychle zahfeji na teplotu, ktera zpUsobi denaturaci
vSech molekul DNA

e molekuly DNA se ochladi na teplotu niz8i nez je hodnota teploty

annealingu cilové DNA

o molekuly DNA se pomalu zahfivaji a sou€asné dochazi k méfeni
fluorescence

Cilem analyzy kfivky tani je monitorovani snizujici se fluorescence, zatimco
teplota se stale zvySuje a molekula DNA ,taje“, coZz znamena, Ze se meéni
dvouvlaknova struktura na jednovlaknovou. Davody snizujici se fluorescence se lisi v
zavislosti na vyuziti rozdilného detekéniho systému.

V pfipadé hybridizacnich sond se jedna o separaci cilové préby, ktera je
vysledkem prostorové separace fluorescencné rezonancniho transferu energie (FRET)
mezi dvéma barevnymi fluorofory. Pokles fluorescence reportérové barvy nastava pfi
urCité teploté. Teplota tani je v tomto pfipadé definovana jako bod, ve kterém polovina
hybridizacnich préb se uvolni z jejich cilové DNA sekvence (pfepracované dle manualu
k instrumentu LightCycler®480 Operator's manual, Software verze 1.2, www.roche-
applied-science.com).
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Obr. 12 Kfivka tani DNA. Specifické produkty Ize odlisit od nespecifickych produkt(l na zakladé

Tm, kterd u nekomplementarniho parovani

je vétSinou niz8i (pfepracované dle

http://www.generi-biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pcr/).
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EXPERIMENTALNI CAST
5 MATERIAL A METODY
5.1 Pristrojové vybaveni

e Multiplate® analyzer (Dynabyte, Mnichov, Némecko)

e LightCycler 480 instrument™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)

o Centrifuga MEGAFUGE 1.0 R (Heraeus)

e Centrifuga BIOFUGE 22R (Heraeus)

e Centrifuga Z 323 K (Hermle)

e Stolni centrifuga 5424 (Eppendorf)

e Stolni mikrocentrifugy Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)

e automatické pipety (Eppendorf AG, Hamburk, Némecko)

e Pasteurovy pipety 3 ml (East Port)

e zkumavky (Sarstedt)

e desticky LightCycler® 480 Multiwell Plate (Roche Diagnostics, Mannheim,
Némecko)

e laboratorni plast a sklo

e lednicky (4-8 °C) a mrazici boxy (-20 °C, -80 °C)

e vortex REAX Control (Heidolph)

e biologicky termostat BT 120 (LAB systém)

o Miroskop BX 51 Olympus (Japonsko)

5.2 Diagnostika a odbérovy systém

e Vakuové zkumavky (3,8% citrat sodny, Greiner Bio-One, Kremsmuinster,
Rakousko)

e ZYMUTEST HIA IgG,IgA,IgM (HYPHEN BioMed, Francie)

¢ NucleoSpin Plasma XS (Machery-Nagel, Némecko)

e Roztok heparinu 2 IU/ml ve fyziologickém roztoku

e Roztok heparinu 50 |U/ml ve fyziologickém roztoku
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5.3 Biologicky material

Darcovské trombocyty
Krevni plazma
DNA izolovana z periferni krve pacientt

DNA izolovana z krevni plazmy pacientu

5.4 Chemikalie

Gentra puregene blood kit (Qiagen, Minneapolis, USA)
o RBC lysis solution
o Cell lysis solution
o Protein precipitation solution
o DNA hydration solution
Heparin (5000 Ul/ml, Zentiva, Opava)
Fyziologiky roztok NaCl 0,9%
70% ethanol
100% isopropanol
methanol
LightCycler 480 Genotyping Master® (TIB MOLBIOL GmbH, Némecko)

- Primer FC_s, 100 pM, 5-GGAGAAACCATCATGCTGAG-3'
- Primer FC_as, 100 uM, 5'-CATACCTTGGACAGTGATGATGGTC-3'
- Melting sonda FL, 20 uM, 5'-GTGGGATCCAAACGGGAGAA--FL-3'
- Melting sonda LC640, 20 uM,
5-LC640-TCTGGGATTTTCCATTCTGGAAGAATGTGACC—PH-3'
LightCycler 480 Genotyping Master® (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)

- MasterMix — FastStartTagDNAPolymerase, reakéni pufr, dNTPmix
(s UTP nahradou za dTTp) a HighResolutionMelting
DNA diluent
barvici roztok May-Griinwald (Penta, Praha)

barvici roztok Giemsa-Romanowski (Penta, Praha)

5.5 Metody

5.5.1 Preanalyticka faze - odbér krve

Pro provedeni jednotlivych hematologickych vySetfeni byl zaveden jednotny

postup pro spravny odbér krve pacienta. Vzorek je odebiran v rannich hodinach, kdy
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pacienti jsou na lacno a v predeSlych 12 hodin nekonzumovali sladké napoje, alkohol a
cigarety. Ddvodem pro€ je, krev odebirana v rannich hodinach je, ze vétSina latek a
poCet krvinek v krevni plazmé béhem dne vyznamné kolisa (Guder et al., 2003).

Odbér samotné krve se realizuje do jednorazovych vakuovych zkumavek
s pouzitim jehly VACUETTE® (Greiner Bio-One, Rakousko). Tento postup se vyuZziva
z dhvodu zajisténi bezpecnosti pacienta i pracovniku laboratofe. Nedilnou soucasti
spravného odbéru krve jsou i dezinfekéni prostiedky. Pfi nedokonalém zaschnuti
dezinfekénich prostfedki muize dojit k hemolyze odebrané krve a naslednému
znehodnoceni odebraného biologického materialu. Zkumavky obsahuji pufrovany
roztok citratu sodného o poZadované koncentraci 0,109 mol/l. Odbérovy systém je
navrzen tak, aby se zajistilo dokonalé promichani antikoagulancia s krvi
v pozadovaném poméru 1:9. Poté se zkumavka nékolikrat opatrné prevrati dnem
vzhuru a je ihned transportovana do hematokoagulacni laboratore, kde je nejpozdéji do
dvou hodin zpracovana. V laboratofi se vzorek centrifuguje po dobu 3 minut pfi 7200 g
a zhorni vrstvy se odpipetuje 0,5 ml krevni plazmy chudé na desticky (PPP)
s naslednym zamrazenim a uchovanim pfi teploté -70°C. Zpétnym promichanim
centrifugované zkumavky se ziska plna krev, ktera je vyuzita k izolaci DNA a provedeni
krevniho natéru. Pro vlastni analyzu jsou vzorky rozmrazeny v termostatu nastaveného
na teplotu 37°C po dobu 20 minut (Pecka, 2010).

5.5.2 Darcovské trombocyty

Darcovské trombocyty se ziskavaji od pacientu, ktefi v uplynulém roce nebyli
|éCeni heparinem. Pacientim se odebira krev do zkumavek VACUETTE® (Greiner Bio-
One, Rakousko) a nasledné je vzorek plné krve centrifugovan po dobu 10 min pfi
1000 g.

5.5.3 Impedanéni agregometrie

Metoda impedanéni  agregometrie  vyuziva  analyzatoru  Multiplate
s elektronickou interaktivni pipetou zajistujici poloautomatické davkovani. Méfeni
impedancni agregometrie prfedchazi vytemperovani analyzatoru na pozadovanou
teplotu 37°C. Nasledné je zahajen vlastni experiment. V prvnim kroku je napipetovano
300 pl citratové krve obsahujici darcovské trombocyty a 150 ul roztoku heparinu o
koncentraci 2 IU/ml. Probiha inkubace po dobu 2 minut a pfi teploté 37°C. Po ubéhnuti
2 minut se pfidava 150 pl PPP a je zahajeno méfeni impedance po dobu 20 minut za
kontinualniho michani vzorku uvnitf kyvet. Vysledkem méfeni je primér maximalni

impedance naméfené po 20 minutach zaznamenané kontinualné na obou parech
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elektrod. Za pozitivni vysledek méfeni se povazuji hodnoty s cut-off 20 AU*min, ktera

byla pfevzata z literarniho zdroje Kopp et al., 2010. Pozitivni vzorky jsou zméfeny

znova, ale pfi vy8Si koncentraci heparinu 50 IU/ml. Vy38i koncentrace heparinu by

méla zajistit minimalni inhibici aktivovanych destiCek, ktera byla vyvolana destiCkovym

faktorem 4 pfi niZSi koncentraci heparinu o vice nez 50 %.

5.5.4 ZYMUTEST HIA IgG,IgA,IgM

Zymutest HIA 1gG, IgA a IgM je ELISA test pro stanoveni heparinem

indukovanych protilatek v krevni plazmé pacienta.

Priprava biologického materialu:

Vzorky krevni plazmy byly rozmraZeny po dobu 15 minut pfi teploté 37°C
Testovana krevni plazma byla fedéna HIA diluentem v poméru 1:100, (20 pl
krevni plazmy +1980 ul HIA diluentu), v pfipadé vySSi hladiny heparinem
indukovanych protilatek byl vzorek krevni plazmy fedén v poméru 1:200, (10 pl
krevni plazmy +1990 pl HIA diluentu)

Pfiprava pracovnich roztoku:

HIA pozitivni kontroly IgG, IgA a IgM byly rozpustény v 1 ml HIA diluentu vzorku
Negativni kontrola byla rozpusténa v 1 ml HIA diluentu vzorku

Cly-bunécny lyzat byl rozpustén ve 2 ml destilované vody

Immunokonjugaty Anti-lgG(Fcy), Anti IgM(u) a Anti IgA(a)-HRP byly rozpustény
v 7,5 ml diluentu konjugatu

Promyvaci roztok obsahujici pevné CasteCky se nejprve inkuboval po dobu 30
minut pfi teploté 37°C, po rozpusténi vSech pevnych CasteCek byl narfedén
destilovanou vodou v poméru 1:20, (50 ml promyvaciho roztoku + 950 ml

destilované vody)
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ELISA test:

1. Do kazdé jamky bylo napipetovano 50 ul Cly buné€ného lyzatu.

2. Do jamek slouzicich jako pozitivni kontrola bylo napipetovano 200 pl pozitivni
kontroly 19G nebo IgM nebo IgA, stejné bylo postupovano i u negativni kontroly
a nafedénych vzorku krevnich plazem pacientu.

3. Blankem pro méfeni je HIA diluent vzorku o objemu 200 pl.

4. DestiCka byla pfekryta filmem a inkubovana po dobu 60 minut pfi laboratorni
teploté.

5. Poinkubaci nasledovala promyvaci faze promyvacim roztokem o objemu 300 pl
v 5 promyvacich cyklech.

6. Po promyti bylo pfidano 200 pl immunokonjugatu Anti-lgG(Fcy) nebo Anti
IgM(Fcp) nebo Anti IgA(a)-HRP.

7. DestiCka byla prekryta flmem a inkubovana po dobu 60 minut pfi laboratorni
teploté.

8. Po inkubaci nasledovala promyvaci faze promyvacim roztokem o objemu 300 pl
v 5 promyvacich cyklech.

9. Po promyti bylo ihned pfidano 200 yl TMB/H,O, substratu a destiCka byla
pfekryta filmem a inkubovana po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté.

10. Po ukonceni inkubace bylo pfidano 50 ul 0,45M kyseliny sirové ve stejnych
Casovych intervalech jako v pfedesiém kroku.

11.V nasledujicich 10 minutach byl pozorovan vyvoj zbarveni a poté byla zméfena
absorbance pfi 450 nm.

12. Za pozitivni vysledek byly povazovany hodnoty s cut-off absorbanci nad 0,5
nm, slabé pozitivni v rozmezi absorbance 0,3 — 0,5 nm a negativni

s absorbanci nizsi nez 0,3 nm.

5.5.5 Priprava krevnich natéru

Pro pozorovani a potvrzeni pfitomnosti shluk( trombocytli byly provedeny
krevni natéry z krevni plazmy pacienta, darcovskych trombocytl a roztoku heparinu o
koncentraci 2 IU/ml. Vzorky krevni plazmy byly nafedény v pomérech 1:1, 1:5, 1:10,
1:15, 1:20, 1:30 a 1:35 na celkovy objem 160 pl.
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Tab. 8 Pfiprava krevnich natérd.

redéni krevni plazma (pul) darcovské trombocyty (ul) heparin 2 IlU/ml (pl)

11 40 40 80
1:5 16 64 80
1:10 8 72 80
1:20 4 76 80
1:30 2,7 77,3 80
1:35 2,3 71,7 80

Pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 6 minut pfi teploté 37°C za kontinualniho
michani. Po probéhnuti inkubace jsou vzorky pfipravené k provedeni krevnich natéra.
Barveni krevnich natérd se fidi zavedenym postupem hematoonkologické kliniky.
V prvnim kroku je sklicko fixovano 5 minut nafedénym roztokem May-Griinwald
pfipraveného smichanim 450 ml May-Griinwald barviciho roztoku a 150 ml methanolu.
Nasleduje barveni 7 minut nafedénym roztokem Giemsa-Romanowski a na zavér se
skli¢ko oplachne destilovanou vodou, opatrné se osuSi a otfe se rub skli¢ek. Skli¢ka
s krevnim natérem jsou pfipravena pro pozorovani pod svételnym mikroskopem
Olympus BX 51.

5.5.6 lzolace DNA z periferni krve

DNA byla izolovana z leukocytl periferni krve pomoci Gentra puregene blood
kit (Qiagen, Minneapolis, USA) dle protokolu uvedeného vyrobcem.

Velmi dulezité je zamezeni kontaminace biologického materialu, z tohoto
davodu se pracuje v rukavicich a pracovni stil, na kterém pracujeme, se dezinfikuje.
V prvni fadé dochazi k lyzy erytrocytd. K 300 ul plné krve se pfida 900 pyl RBC (red
blood cell) lyzaniho roztoku a vzorek je nékolikrat promichan. Nasleduje inkubace 5
minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci je vzorek centrifugovan (10000 rpm/25°C/3
min) a supernatant je opatrné odebran pasteurovou pipetou. Po lyzy erytrocytl
nasleduje lyze bunék 300 pl Cell lyzaéniho roztoku. Vzorek s lyzaénim roztokem byl
promichan a vloZzen na 1 minutu do ledu. Ke smési bylo pfidano 100 pl Protein
precipitaéniho roztoku s naslednym promichanim a centrifugaci (10000 rpm/25°C/3
min). Vznikly supernatant byl pfepipetovan pomoci pasteurovy pipety do Cisté
ependorfky s 300 pl isopropanolu. Opét byl vzorek promichan a centrifugovan (10000
rpm/25°C/3 min). Supernatant byl rychlym pohybem vyprazdnén na pfipravenou gazu s

nasledujicim proplachem 300 pl 70% etanolem a centrifugaci (10000 rpm/25°C/3 min).
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Po ukonc€ené centrifugaci byl supernatant rychle vylit na gazu a vzorek DNA byl pfekryt
Cistou gazou. Po vysuSeni vzorku nasleduje rozpusténi DNA 50 pl DNA hydration

solution.

5.5.7 lzolace DNA z krevni plazmy

DalSim moznym zdrojem DNA je krevni plazma pacientd. DNA byla izolovana
pomoci NucleoSpin Plasma XS (Machery-Nagel, Némecko) dle protokolu uvedeného
vyrobcem.

Pro ziskani velkého mnozZstvi DNA byl vybran protokol s vysokou senzitivitou.
Z krevni plazmy pacienta bylo odebrano 240 ul a k nim bylo pfidano 20 pl proteinasy K.
Vzorek byl promichan a inkubovan po dobu 10 minut pfi teploté 37°C. Ke smési bylo
pfidano 360 pl Binding buffer a zkumavka byla 3x pfevracena dnem vzhuru. Kazdy
vzorek byl vioZzen do zkumavky bez vi¢ka a centrifugovan 30 sekund pfi 2000 g a 5
sekund pfi 11 000 g. Po kazdé centrifugaci byla zkumavka bez vi¢ka vyjmuta, jeji
obsah byl odstranén a vracena zpét. Do horni &asti bylo napipetovano 500 ul
promyvaciho pufru a centrifugace 30 sekund pfi 11 000 g. Nasledovalo druhé promyti
250 pl promyvaciho pufru a centrifugace 3 min pfi 11 000 g. Zkumavka bez vi¢ka byla
odebrana a vyménéna za novou prazdnou zkumavku bez vicka. ZavéreCnym krokem
byla eluce DNA pfidavkem 20 ul eluéniho pufru s posledni centrifugaci po dobu 30
sekund pfi 11 000 g. Po ukonéeni centrifugace ziskavame DNA vyizolovanou z krevni

plazmy ve spodni ¢asti zkumavky bez vicka.

5.5.8 Méreni koncentrace DNA

Po vyizolovani DNA nasledovalo méfeni jeji koncentrace. Hematoonkologicka
klinika zavedla standardni operacni postup s vyuzitim pfistroje Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies). Otevienim softwaru Nanodrop ND-1000 se nam nabidne
okno s vybérem dostupnych méfeni. Pro nadi analyzu byly zvoleny nukleové kyseliny-
nucleic acid. Poté bylo napipetovano 2 pl DNA Hydratation solution a v zobrazeném
okné bylo zvoleno OK. Pfistroj byl automaticky nastaven na DNA-50. V hlavnim panelu
nukleovych kyselin byl oznaten Re-Blank a v pravém, dolnim, zeleném ramecku byla
zobrazena hodnota 0,0 ng/ul. Po o€isténi méficiho €idla bylo napipetovano 2 pul DNA
vzorku a v panelu bylo zvoleno MEASURE. Naméfené hodnoty byly pouzity pro
vypocet fedéni DNA na koneCnou koncentraci 25 ng/ul (Standardni operaéni postup

Hematoonkologické kliniky).
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5.5.9 Real-time PCR

Vzorky DNA nafedény na pozadovanou koncentraci 25 ng/ul byly
genotypizovany na detekci polymorfismu genu FCG2RA H131R (rs1801274).
Genotypizace byla provedena pomoci analyzatoru LightCycler 480 instrument™
(Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko) s vyuzitim specifickych primert LighCycler
480 Genotyping Master® (TIB MOLBIOL GmbH, Némecko). Pro detekci polymorfismu
byla vyuZita real-time PCR s pouzitim hybridizatnich sond LC640 a fluoresceinem.
Tato metoda byla zvolena na zakladé ziskanych informaci v literarnich zdrojich a
pFistrojovych moznosti hematoonkologické laboratofe. Vyhodou tohoto usporadani je,
Ze detekce probiha pfimo ve zkumavce po ukon€eni amplifikace bez nutnosti jejiho
otevieni, nedochazi ke kontaminaci vzorku a je minimalizovdna manipulace se
vzorkem.

LightCycler 480 real-time PCR systém se stal uziteCnym pfistupem ke
stanoveni nukleovych kyselin kvantitativné a kvalitativné. Vyuziva se predevsim ke
studiu genové exprese, objevu a analyze genetickych variabilit. Genotypizace SNP
probiha po ukoneni amplifikace a mize byt provedena dvéma zpusoby: analyzou
koncovych bodl nebo analyzou kfivek tani. Pro experiment SNP genu FCG2RA byla
zvolena analyza kfivek tani. Kfivky tani byly ziskavany ve vysokém rozliSeni a
vyhodnoceny programem Gene Scanning. Principem je stanoveni SNP ve vzorcich a
rozliSeni tvar( jednotlivych kfivek porovnavanych se vzorky wild-type (WT). Tvary
kfivek se vyrazné liSi u homozygotl a heterozygotl. To je zplUsobeno vyskytem
alelickych variabilit. Pfitomnost mutace zplsobuje, Ze sonda rozpoznavajici oblast neni
komplementarni a uvolni se pfi nizSi teploté, nez pokud by vazba byla piné
komplementarni. Vysledkem je pokles fluorescence. Pokud jsou obé dvé alely
mutované, dochazi k poklesu fluorescence pouze pii nizsi teploté. U vzorku s WT
pokles fluorescence nastava az pfi vySsSi teploté. V pfipadé heterozygotu dochazi
k ¢asteCnému poklesu fluorescence pfi niz8i teploté a uplnému poklesu pfi vyssi
teploté (Pecka, 2010), (pfepracované dle https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/htc/index.jsp?&id=htc_010000).

Pouzité primery:

e FC-s 5-GGAGAAACCATCATGCTGAG-3'
e FC_as 5-CATACCTTGGACAGTGATGATGGTC-3'
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Pouzité melting sondy:

e FL 5-GTGGGATCCAAACGGGAGAA--FL-3'
e LC640 5'-LC640-TCTGGGATTTTCCATTCTGGAAGAATGTGACC—PH-3'

Priprava reagencii:

Nezadoucim jevem celé analyzy je opakované rozmrazovani sond a primer(. Proto byl
zvolen postup alikvotace reagencii na mensi objemy, aby byla zajiSténa spravna
detekce polymorfismu.

e Smichame 5 ul FC_s primeru a 5 pl FC_as primeru s 90 yl Minimal buffer (1mM
Tris pH=8, 0,01mM EDTA)

o Naredime 4 ul Fl sondy a 4 yl LC640 sondy s 16 pl Minimal buffer (1mM Tris
pH=8, 0,01mM EDTA)

Tab. 9 Mnozstvi mixu na jednu PCR reakci o celkovém objemu 20 pl.

Reagencie Objem (pl)
GT MM 4
Primery FC_s a FC_as 2
Sonda LC640 1
Sonda FL 1
H.O 10
DNA 2
Celkovy objem 20
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Tab. 10 Nastaveni programu pro genotypizaci polymorfismu genu FCG2RA H131R v
LightCycler 480 instrument.

Nazev programu Cyklus Teplota (°C) Cas R{fg IISO)St
Pocatecni denaturace 1 95 10 min 4,40
40 95 10s 4,40
PCR amplifikace 40 60 10 s 2,20
40 72 15s 4,40
1 95 1 min 4,40
Melting 1 47 1 min 1,50
1 70 0,11
Chlazeni 1 40 10s 1,50
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6 VYSLEDKY

6.1 Soubor pacientu

VySetfeni a pfitomnost heparinem indukovanych protilatek s naslednou detekci
polymorfismu genu FCG2RA H131R zodpovédného za pravdépodobnou pfi¢inu HIT II.
typu bylo provedeno na souboru 100 pacientd. Soubor byl tvofen pacienty, ktefi byli
vyselektovani na zakladé klinickych kriterii definovanych jako 4T — skére. 4T- skore
bylo stanoveno u kazdého pacienta jako soucet bodl 2, 1 a 0. Body se ziskavaji za
|é€bu heparinem v predeslych 14 dnech, pokles trombocytll minimalné o 30 % nebo
celkové snizeni o 50% - minimalni pocet krevnich desti¢ek 20.10°/I a manifestace
trombdzy zplUsobenou I[éCbou hepariny s vylou€enim jinych pfiin  vzniku
trombocytopenie. Kone¢ny vysledek pak rozdéluje soubor pacientd na skupiny
s niz8im, stfednim anebo vysokym rizikem vzniku HIT. Procentualni zastoupeni muz
bylo 66 % s prumérnym vékem 66,9 a medianem 68,5. Zastoupeni Zen v souboru
vySetfovanych pacientl bylo 34 % s primérnym vékem 58,4 a medianem 67.

Soubor pacientu

ZENY 34%

Obr. 13 Procentualni zastoupeni muzd a Zen v souboru pacientl vySetfovanych funéknim,

imunologickym a genotypizacnim testem.
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Obr. 14 Rozdéleni vySetfovanych pacientll na skupiny s niz§im, stfednim a vysokym rizikem
vzniku HIT. Soubor byl pfevazné tvoren pacienty s hodnotou 4 v ramci hodnoceni 4T — skore. U
téchto pacientt byla splnéna podminka lécby heparinem a pokles poctu trombocytd o 50 %.
VSechny 4 faktory podilejici se na manifestaci HIT byly zaznamenany u jednoho pacienta
s hodnotou 8.

6.2 Vysledky méreni funkcniho testu — MEA

Funkéni test impedancni agregometrie poskytuje informaci o aktivovanych
krevnich destiCkach v pfitomnosti heparinu. Aktivace je zplsobena pFitomnosti
protilatek v krevni plazmé pacienta. Z tohoto divodu byly vyuzity darcovské trombocyty
od pacientl neléCenych heparinem a také, aby se zamezilo autoaktivace krevnich
destiCek vlastnimi protilatkami. Vysledkem analyzy je agregacni kfivka trombocytl
vyjadiena v agregacnich jednotkach v zavislosti na ¢ase AU*min. Hodnota AU*min je
klinicky i literarné definovana v rozmezi 0,0-20,0 AU*min v pfipadé agregace protilatek
neaktivovanych desti¢ek. Pozitivni vysledek je definovan jako hodnota s cut-off 20

AU*min s naslednou konfirmaci roztokem heparinu o vy$8i koncentraci 50 IU/ml.
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MEA - funkcéni test

heparin o koncentraci 2 lU/ml 88 heparin o koncentraci 50 1U/ml g4
12 10
POz NEG POz NEG

Obr. 15 Grafické znazornéni vysledki metodou MEA. Celkovy pocet vySetfenych pacientl byl
100 muzd a Zen, ktefi byli 1é¢eni heparinem. V prvnim méfeni byla plazma chuda na desticky
vystavena heparinu o nizsi koncentraci 2 1U/ml. Vysledkem bylo, Ze v pfipadé 12 pacientl byl
detekovan pozitivni vysledek s cut-off 20,0 AU*min. Pozitivita vysledku pfi nizSi koncentraci
heparinu byla potvrzena inhibici v pfitomnosti wvyS$Si koncentraci heparinu 50 [U/ml.
Konfirmovany specificky nalez pro HIT byl detekovan u 10 pacientl. U zbylych dvou pacientl se

jednalo o nespecifickou inhibici krevnich desticek.

100
80
£ 60
g m2|U/ml
5
< 40 cut-off 20 AU*min
20
0 111l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pacient

Obr. 16 Prehled namérenych vysledkd metodou MEA. Soubor 12 Gacientd, u kterych byly
detekovany protilatky namirené proti komplexu PF4 a heparin s cut-off hodnotou 20 AU*min.

V ramci klinického hodnoceni 4T-skére predikujici manifestaci HIT byla
stanovena nejvysSi hodnota — 8. Pacient byl vySetfen funkénim testem v rlznych
pomérech fedéni a stanovila se kfivka poctu krevnich destiCek v zavislosti na Case a
indikované |éCbé. Pacientova plazma byla fedéna normalni plazmou v pomérech 1:1,
1:5, 1:10, 1:20, 1:30 a 1:35 na celkovy objem 320 pl. Pozitivni vysledky s cut-off
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hodnotou 20,0 AU*min byly konfirmovany vyS$Si koncentraci heparinu 100 1U/ml.

Namérfena data jsou uvedena v pfehledné tab. 11

Tab. 11 Pfehled naméfenych dat impedanéni agregometrii.

Bedini Pacient Pacient AUC Agregace Rychlost
1(pl) 2(ul) (0,51Uml/2001UmI)  (0,51UmI/2001UmI)  (0,51UmI1/1001UmlI)
1:1 160 160 1937/3284 99/131,6 6,6/5,4
1.5 64 256 366/1904 13,9/71,6 3,8/4,4
1:10 32 288 412/1818 10,9/64,9 4,6/3,7
1:20 16 304 382/1617 3,0/65,3 3,0/5,1
1:30 10,7 309,3 329/885 4,1/35,3 4,1/7,4
1:35 9,1 310,9 245/809 6,0/27,8 3,5/3,9

Plazma vySetfovaného pacienta byla fedéna plazmou jiného pacienta na celkovy objem 320 pl.
Z namérenych dat vyplyva, ze hodnoty AUC a agregace jsou mnohonasobné vysSi u fedéni
1:1. Redéni normalni plazmou v pomérech 1:5 a 1:10 v pfitomnosti heparinu 0,5 [U/m| poskytuiji
hodnoty nizSi nez je cut-off 20 AU*min. Tyto hodnoty Ize povazovat za pozitivni vysledky pro
detekci protilatek vyvolavajici HIT.

Zavislost poctu trombocytl na ¢ase a |écbé
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Obr. 17 Antikoagulaéni IéCba

Datum

byla zahajena u pacienta 12 dnl pfed analyzou vzorku na

pfitomnost protilatek vyvolavajicich HIT. Antikoagulaéni Iék byl podavan 2x denné v davce 0,9
IU. Kfivka zobrazuje pokles poétu krevnich desti¢ek az pod hodnotu 40.10%/1. Po vySetfeni na
pfitomnost protilatek podporujicich vznik HIT bylo zastaveno podavani LMWH a pocet krevnich
destiCek zacal ihned stoupat.
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6.3 Vysledky méreni imunologického testu-
ZYMUTEST HIA IgG, IgA, IgM

Soubor pacientl byl vySetfen imunologickym testem ZYMUTEST HIA IgG,IgM a
IgA. Test slouzil ke kompletni typizaci protilatek ve vSech tfidach. VySetifeni bylo
navrzeno tak, aby dosSlo k u€inné vazbé heparin-vazebnych proteint a protilatek na
imobilizovany heparin. Systém napodobuje mechanismus vazby protilatek in vivo
v pfitomnosti heparinu a bunéCnych povrchG jako jsou krevni destiCky a buriky

endotelu.
Vysledky méfeni jsou interpretovany nasledovné:

e Pozitivni A450 > 0,50
e Slabé pozitivni A450 0,30 — 0,50
e Negativni A450 < 0,30

ZYMUTESTHIA IgG, IgA, IgM -
imunologicky test

BigG HigM mIgA

9 99 100
_ —
NEG

POZ Slabé POZ

Obr. 18 Vyhodnoceni imunologického testu. Z vysledkl vyplyva, ze na manifestaci HIT se

nejvice podileji protilatky tfidy IgG doplnéné o tfidu protilatek IgM.
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6.4 Vysledky mikroskopického hodnoceni
krevnich desti€ek

Patologické nalezy shlukujicich se krevnich desti¢ek vyvolané heparinem
indukovanou trombocytopenii byly prokazany krevnimi natéry periferni krve a plazmy
bohaté na krevni desti¢ky. Preparaty byly pfipraveny v koncentratnich pomérech 1:1,
1:5, 1:10, 1:20 a 1:30. Viditelné zobrazeni shlukujicich se trombocytli bylo
nejoptimalnéjsi u preparatli s koncentraci 1:1 a 1:5.
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Obr. 19 Nateér periferni krve pfi zvétSeni 100x.
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ol Y% o

Obr. 20 Natéry periferni krve pfi zvétSeni 1000x. Shluky trombocyt vyvolané vznikem HIT jsou
patrné u obou pfipravenych krevni natérG o koncnetraci 1:1 (A), 1:5 (B).

Obr. 21 Natér plazmy bohaté na krevni desti¢ky pfi zvétSeni 100x.

6.5 Vysledky genotypizace polymorfismu genu
FCG2RA H131R

Polymorfismus genu FCG2RA H131R byl detekovan u vzorki DNA
vyizolovanych z leukocytl periferni krve a krevni plazmy pacientld. Celkovy pocet
vyizolovanych DNA byl 94, pouze v pfipadé 6 vzorkl nebyla Uspésna izolace z duvodu
nizkého poctu leukocytt v periferni krvi. Pro spravné provedeni genotypizace je
dulezita Cistota a koncentrace DNA. Koncentrace DNA byla zméfena na
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 a nafedéna na pozadovanou koncentraci 25
ng/ul.
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Pro nejucinngjsi genotypizaci byla zvolena real-time PCR s vyuzitim instrumentu
LightCycler 480. Princip metody spociva ve dvou separovanych reakcich. V prvnim
kroku probiha amplifikace DNA v pfitomnosti dvou specifickych primert pro dvé alely-
R (arginin), H (histidin). Detekce polymorfismu je zprostfedkovana dvéma
fluorescenéné hybridizaCnimi prébami zna¢ené LC640 a fluoresceinem. Pokud dojde
k rozpoznani specifického PCR produktu obéma sondami, nastava FRET emise, ktera
je detekovana. Druhym krokem, je urCeni alelové diskriminace s vyuzitim analyzy

kfivek tani probihajici az po ukon€eni PCR reakce.

6.5.1 Optimalizace real-time PCR

Metoda real-time PCR byla navrzena tak, aby dochazelo k nejucinnégjsi
genotypizaci stanovovaného polymorfismu. Na zakladé ziskanych literarnich poznatk,
moznosti a pfistrojového vybaveni hematoonkologické kliniky Fakultni nemocnice
Olomouc byl zvolen nasledujici postup PCR reakce pro rutinni vySetfeni. Celkovy
objem amplifika¢ni mixu na jednu PCR reakci byl 20 ul. Mix obsahoval 4 pyl GT MM
(Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko), 2 ul primerd Fc_s a Fc_as o konecné
koncentraci 5 uM (TIB MOLBIOL GmbH, Némecko), (5uM koncentrace primer se
ziska smichanim 5 yl Fc_s s 5 ul Fc_sa a 90 pl Minimal buffer), 1 pl sondy LC640
s kone€nou koncentraci 4 uyM, 1 pl sondy FL s kone€nou koncentraci 4 pM (4 uM
koncentraci u obou sond ziskame smichanim 4 pl sondy s 16 pl Minimal buffer), 10 pl
PCR H,O (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko), 2 uyl genomické DNA. Jako
negativni kontrola byla zvolena PCR H,O o objemu 2 pl.

Pro pribéh real-time PCR byl vyuzit analyzator LightCycler 480 instrument™
(Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko). Protokol jednotlivych PCR cyklu byl
zahdjen pre-inkubacni fazi slouzici jako aktivace PCR reakce pfi T=95°C po dobu 10
min s naslednymi 40 cykly denaturace pfi T=95°C po dobu 10 sek, annealing fazi pfi
T=60°C po dobu 10 sek s rychlosti 2,20°C/s a extenzi pfi T=72°C po dobu 15 sek. Po
ukonc€eni PCR reakce nasleduje program tani DNA, ktery slouzi k efektivnimu rozliSeni
genotypu homozygotl, heterozygotl a wild typu. Program byl nastaven s pocate¢nim
zahfatim pfi T=95°C po dobu 60 sek, ochlazenim pfi T=47°C po dobu 60 sek
s postupné pomalym zahfivanim pfi T=70°C srychlosti 0,11°C/s. PCR reakce je
ukonCena chlazenim pfi T=40°C po dobu 10 sek vjednom cyklu. Emitovana

fluorescence je detekovana pfi kazdém ukon&eni annealing faze.
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Obr. 22 Kfivka tani PCR produktd vyjadfena vynesenim intenzity fluorescence proti teploté.
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Obr. 23 Piky PCR produktll ziskané zderivovanim kfivky tani. Piky s maximem 52°C pro
mutovany stav a 61,5 °C pro WT.
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Tab. 12 Prehled vysledk( genotypizace pro jednotlivé metody.

FCGR2A genotyp Relativni frekvence alel
Pocet AA AG GG A G
N (HIH®Y (HIR™h (RIR™h (H™h (R™Y
N=94 37 (39,4%) | 38 (40,4%) | 19 (20,2%) 59,6% 40,4%
MEA
N=84, NEG 31 (36,9%) | 35 (41,7%) | 18 (21,4%) 57,7% 42,3%
N=10, POZ 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%) 75% 25%
ZYMUTEST HIA
IgG, IgM, IgA
N=90, NEG 35 (38,9%) | 37 (41,1%) | 18 (20,0%) 59,4% 40,6%
N=4, POZ 2 (50%) 1 (25%) 1 (25%) 62,5% 37,5%
40 ~ 37 38
®homozygot
heterozygot
mwildtype

ZENY

MUZI
Obr. 24 Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych genotypll v souboru vy$etfovanych

CELKEM

pacientu.

6.6 Statistické zpracovani dat

Fisherlv exaktni test slouzi k porovnavani neznamé hodnoty parametru mezi
dvéma zakladnimi soubory o malé Cetnosti. V experimentu jsou porovnavany vzdy dva
soubory: vysledky genotypizacniho testu s funkénim nebo imunologickym testem.
FisherQv test se vyuziva v situacich, kdy nas zajima, zda rozptyly, pfesnosti, stabilita
dvou souborl, dvou pfistroji nebo dvou technologii jsou i nejsou shodné. Soubor

pacientu vySetfenych tfemi riznymi metodami o malé Cetnosti N=94 nebyl testovan na
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shodu, nybrz na vzajemny vztah mezi mutaCnim stavem a pozitivnim nalezem
v jednom z vySetfovanych testd. Vysledky byly uspofadany do prehlednych
kontingenc¢nich tabulek s vyuzitim softwaru SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago,
USA), (Pavlik et al., 2005).

Tab. 13 Zavislost mezi mutaénim stavem a MEA.

MEA 2.kolo | homozygot | heterozygot | wild type | celkem

NEG  pocet 31 35 18 84
% 36,9% 41,7% 21,4% 100%

POZ pocet 6 3 1 10
% 60,0% 30,0% 10,0% 100%

Celkem pocet 37 38 19 94
% 39,4% 40,4% 20,2% 100%

Fisherlv exaktni test neprokazal statistickou vyznamnou zavislost mezi impedanéni

agregometrii - 2.kolo a mutaénim stavem (p=0,461).

Tab. 14 Zavislost mezi muta¢nim stavem a ZYMUTEST HIA IgG,IgM, IgA

ZYMUTEST HIA IgG, IgM, IgA | homozygot | heterozygot | wild type | Celkem
NEG pocet 35 37 18 90
% 38,9% 41,1% 20,0% 100%
POZ pocet 2 1 1 4
% 50,0% 25,0% 25,0% 100%
Celkem pocet 37 38 19 94
% 39,4% 40,4% 20,2% 100%

FisherQv exaktni test neprokazal statistickou vyznamnou zavislost mezi vysledky
imunologického testu a muta¢nim stavem (p=0,838).
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/ DISKUSE

V souCasné dobé je heparin nej¢astéji podavanym antikoagulatnim lékem pro
hospitalizované pacienty. Antikoagula¢ni ucinek spociva ve vazbé heparinu na inhibitor
koagulace - antitrombin. Interakce je zprostifedkovana pres specifickou sekvenci
pentasacharidd lokalizovanych na rlznych mistech molekuly heparinu. Komplex
heparinu a antitrombinu inaktivuje Fadu koagula¢nich faktor(l, z nichz nejdalezitéjsi jsou
faktor Ila (trombin) a faktor Xa (Hirsch&Fuster, 1984).

LéCbu hepariny provazi také nezadouci U€inky. Zasadnim nezadoucim ucinkem je
rozvoj heparinem indukované trombocytopenie na zakladé aktivace krevnich desticek.
Funkce krevnich desti¢ek je ovlivnéna vazbou heparinu na receptory lokalizované na
povrchu membrany a dochazi k indukci nebo inhibici agregace (Eika, 1971), (Kelton&
Hirsch, 1980). Obecné jsou hepariny rozdélovany na nefrakcionované a
nizkomolekularni. Nezadoucim jevem pfi uzivani heparind je vyskyt HIT, ktery je vySsi
u nefrakcionovanych nez u nizkomolekularnich heparind, a to z davodid vysSi afinity
UFH k trombocytiim. Incidence tohoto klinicko-patologického syndromu je v rozmezi 3 -
5%.

Pro experiment byl vybran soubor 100 pacientd, ktefi byli definovani na zakladé
Warkentinova 4T-skoére. Pacienti se stfedni hodnotou 4T-skére (4,5,6) tvorili pfevaznou
¢ast souboru (72%). Jedna se o pacienty, kterym byl podavan heparin v poslednich 14
dnech a pocet trombocytu klesl o 30 - 50% a tvofi diagnosticky nejzajimavéjsi skupinu,
jelikoz nemaji mimo poklesu trombocytu jiné klinické symptomy a pfitom maji zna¢né
riziko vyskytu protilatek klicovych pro dal$i rozvoj HIT. U pacientd s nizkou hodnotou
skore (27%) je pozorovan pouze pokles trombocytl, aniz by jim byl podavan heparin, a
tudiz predstavuji z diagnostického hlediska malo zajimavou skupinu. U pacientd s
vysokou hodnotou skére (1%) je sice vysoka pravdépodobnost vyskytu protilatek, ale
Ize je diagnostikovat na zakladé trombotickych komplikaci souvisejicich s manifestaci
HIT. Zklinického hlediska 4T-skére urCuje zakladni klinické rysy a podminky ke
stanoveni v€asné diagnézy HIT (Warkentin, 2003). Diagnostika trombocytopenie mlze
byt komplikovana tim, Zze na jejim vzniku se mohou podilet i jiné faktory. Mezi
nejzavaznéjSi faktory patfi sepse a vznik mnohoCetnych krevnich srazenin v cévach.
Trombotické komplikace mohou nastat i v pfipadé normalniho poctu krevnich desti¢ek
a dlouhodobého uzivani heparinu. Stanoveni HIT ma zavazné dusledky, jak pro
pacienta, tak i pro lékafe. V takovém pfipadé je 1éEba heparinem ukonCena a pacient
pfechazi na alternativni antikoagulaéni léky, jako jsou napfiklad danaproid a lepirudin.
Uskalim uzivani téchto 16kl je pfedevdim cena a komplikace spojené s krvacenim.
Selhani a chybna diagnostika HIT, ale muze vést az k fatalnim nasledkim, které
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zvySuji morbiditu a mortalitu. Z tohoto divodu jsou velmi dulezité laboratorni testy
disponujici dostate¢nou spolehlivosti, specifitou, senzitivitou a reprodukovatelnosti
(Morel-Kopp et al., 2009).

Komplexni diagnostika HIT je velmi obtizna. Vybér metod zavisi nejen na
dostatecné spolehlivosti, specifité, senzitivité a reprodukovatelnosti, ale i na ¢asové a
cenové dostupnosti. Z dostupnych literarnich zdroja vyplyva, ze ke komplexnimu
stanoveni HIT je nejvhodnéjSim pfistupem kombinace vySetfeni funk&nim testem,
imunologickym testem a SRA. Metoda SRA vyuZivajici radioaktivné znaceny 14C-
serotonin neni soucasti kazdé hematologické laboratofe a vyZaduje velmi pfisné
bezpecnostni pracovni podminky a proSkoleny personal. Proto byly v experimentalni
Casti zvoleny metody, které zachycuji protilatky podilejici se na rozvoji HIT a testy
schopné zachytit protilatky, které se podileji na aktivaci desticek.

K typizaci heparinem dependentnich protilatek existuje celda fada komeréné
dostupnych kitd zamé&Fenych na tfidy protilatek IgG, IgM a IgA nebo jsou kity zaméfené
pouze na tfidu protilatek 1gG . V experimentalni ¢asti bylo vyuzito ZYMUTESTU HIA
IgG, IgM, IgA ((HYPHEN BioMed, Francie), ktery je schopen zachytit vSechny tfidy
protilatek. Z naméfenych vysledkl vyplyva, Zze nejvétsi podil na manifestaci HIT maji
protilatky tfidy 19G (4%), (obr. 18). Pravé protilatky tfidy IgG a jeji podtfidy nejvice
pFispivaji k vzniku HIT. Nedavné studie se zabyvaly specifitou jednotlivych ELISA testu
slouzicich ktypizaci HIT protilatek. Vysledkem bylo, Ze piesnéjSi diagnostiku HIT
poskytuji testy zachycujici protilatky tfidy 1gG, které se nejvyraznéji podileji na rozvoji
HIT (Bakchoul et al., 2009). Pozitivni vysledky ELISA stanoveni poskytuji mnohdy
mylnou informaci o pfitomnosti patogennich protilatek v disledku pfitomnosti protilatek
spojenych s antifosfolipidovym syndromem a systémovym lupusem erythematodes,
zaroven nam neposkytuji informaci o aktivovanych krevnich destickach. Nevyhodou
ELISA testu je pfedevSim cena. Z duvodl vysokych nakladl na vySetfeni probiha
stanoveni imunologickym testem v fadé diagnostickych laboratofi jedenkrat tydné.
Konfirmace pozitivnich nalezll by méla byt provedena do 24 hodin. Vysledky ziskané
imunologickym testem jsou potvrzovany konfirmaénim testem, nejlépe funk&nim testem
demonstrujici destiCkovou aktivaci v in vitro podminkach (Morel-Kopp et al., 2009),
(Pauzner et al., 2009).

Impedancni agregometrie se fadi mezi funkéni testy vyuzivajici aggregometr
pracujici na impedan¢nim principu (Multiplate). Principem metody je vySetfit funkci
krevnich desti¢ek v plné nesrazlivé krvi. Metoda disponuje jednoduchosti a rychlosti
samotného vySetfeni (Toth et al., 2006). Pro stanoveni heparinem indukované
trombocytopenie bylo tfeba navrhnout optimalni detekéni systém. V prvnim kole

méfeni byla krevni plazma pacientll vystavena nizS$i koncentraci heparinu o
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koncentraci 2 IU/ml. V pfipadé pozitivnich vysledkd (12), (obr. 15,16) s cut-off
hodnotou 20,0 AU*min bylo vySetifeni opakovano vys8i koncentraci heparinu 50 1U/ml.
koncentrace heparinu 2 IU/ml. Z vysledkul je patrné, Ze v pfipadé 10 pacientl doslo ke
specifické inhibici aktivovanych desti¢ek a u zbylych 2 se jedna o nespecifickou inhibici
aktivity desti¢ek vyvolanou jinymi faktory (protilatky pfi autoimunnim onemocnéni).
Vyhodami impedancéni agregometrie jsou pfedevSim vynechané kroky centrifugace,
promyvani vzorkl a odstranéni radioaktivné znacenych latek. Tento detekéni systém
se jevi jako uZiteCny pfistup ke spravnému, spolehlivému a reprodukovatelnému
vySetfeni protilatek podilejicich se na manifestaci HIT (Morel-Kopp et al., 2009).
Jendou z pravdépodobnych pfi¢in HIT je podle fady odbornych praci geneticky
polymorfismus genu FCGR2A. Polymorfismus zpusobuje zaménu AMK arginin
v poloze 131 za histidin. Produktem tohoto genu je FcyRIla destiCkovy receptor
zodpovidajici za aktivaci destiCek v pfitomnosti HIT protilatek. Pro genotypizaci
polymorfismu byla zavedena a optimalizovana metoda real-time PCR vyuzivajici
analyzator LightCycler 480 instrument™ (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko).
Ke stanoveni polymorfismu desti¢kového receptoru byly vyuzity primery a sondy (TIB
MOLBIOL GmbH, Némecko). Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci analyzy
kfivek tani po vzoru literarniho zdroje Kroupis et al., 2009. Genotypizacnim testem bylo
vySetieno 94 DNA vzorkd. Distribuce jednotlivych genotypu a frekvence alel je
zaznamenana Vvtab. 12. V souboru vysSetfovanych pacientd bylo zastoupeni
normalniho genotypu 20,2 % s relativni frekvenci alely pro arginin 40,4 %
(H/IR®'+R/R™"). Zastoupeni genotypu mutovaného stavu bylo 39,4% s relativni
frekvenci alely pro histidin 59,6 % (H/H¥'+ H/R™'). Rozvrstveni genotypd bylo
provedeno i u pouzitého imunologického a funkéniho testu. Pacienti pozitivnhi metodou
MEA vykazovali vy$Si procento mutovaného stavu (N=6, 60%), v pfipadé heterozygotu
tomu bylo (N=3, 30%) a wild type (N=1, 10%). Stejné zastoupeni genotypu bylo i
v pfipadé vySetifeni imunologickym testem, mutovany stav (N=2, 50%), heterozygot
(N=1, 25%), wild type (N=1, 25%). Cilem prace bylo vyjadfit vliv genetického
polymorfismu destiCkového receptoru podilejiciho se na vzniku HIT. Byla provedena
korelace mezi pozitivnimi nalezy imunologického, funkéniho testu vuci vyskytu
mutovaného stavu. K tomu byl vyuZit software SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago,
USA) s vyuzitim Fisherova exaktniho testu. Pacienti s pozitivnimi vysledky stanovené
funkénim a imunologickym testem vykazovali vy$Si zastoupeni mutovaného genotypu.
Z tohoto divodu bylo provedeno statistické zpracovani pozitivnich nalezli obou metod
vUci vyskytu genetického polymorfismu. Vysledkem bylo, Ze mezi mutovanym stavem a

funk&nim testem byla prokazana zavislost, ktera vSak nebyla signifikantné vyznamna
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(p=0,461), (tab. 13). Vztah mezi pozitivnhimi nalezy imunologického testu a mutovaného
stavu byla rovnéz prokazana zavislost, ktera nebyla signifikantné vyznamna (p=0,838)
z davodu vysokého zastoupeni mutovaného stavu ve vySetfovaném souboru pacientt
(tab. 14). Z naméfenych dat je patrné, Ze frekvence mutovaného stavu je v populaci
velkd a nemusi byt jedinou pfi¢inou manifestace HIT. Vyskyt a frekvence mutovaného
stavu muUzZe byt dana i geografickym rozmisténim (Lehrnbecher et al., 1999). Takto
navrzena metoda, ktera slouzi k detekci polymorfismu genu FCGR2A (H131R) je
technicky nenarocna a velmi rychla (1,5 hod). Pfesnost genotypizace je 100%, pokud
se pracuje s DNA ziskanou z periferni krve (Kroupis et al., 2009). Rozvoj DNA
mikroCipy vyrazné pfispél Kk navrzeni systému detekujici polymorfismy Fcy
destickovych receptortl, které mohou slouZit k rozdéleni pacientl s vysokym rizikem
vzniku HIT. Tento pfistup mize byt v budoucnu uzite€nym nastrojem pro spravnou a

presnéjsi diagnostiku HIT (Gruel et al., 2004).
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8 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo teoretické zpracovani funkce krevnich destiCek pfi
heparinem indukované trombocytopenii a diagnostice tohoto klinicko-patologického
jevu.

S rozvojem vySetiovacich metod v hematologickych laboratofich dochazi
k vyraznému zlepSeni diagnostiky HIT. Dostupné literarni zdroje zabyvajici se
problematikou HIT popisuji nejvhodnéjsi pfistup ucinné diagnostiky - SRA, ELISA,
funkéni test. Z diagnostického hlediska byl zvolen pfistup vySetfeni v nasledujicim
pofadi. V prvni fazi v€asné diagnézy byl pouzit funkéni test MEA véetné konfirmace.
Nasledné bylo vysetfeni doplnéno imunologickym testem.

Pro pouziti funkéniho testu byla optimalizovana metoda o konfirmaéni krok, jez
spocCival v urCeni koncentrace heparinu v pfipadé pozitivnich vysledk(. Nespravna
funkce krevnich desti¢ek pfi rozvoji trombocytopenie byla prokazana krevnimi natéry
pozorovanymi svételnou mikroskopii. Nejoptimalnéjsi se jevily krevni natéry v fedicich
pomeérech 1:1 a 1:5. ZavéreCnym krokem byl genotypizaéni test souboru pacient(
(N=94) vyuZzivajici real-time PCR s naslednou analyzou kfivek tani. Metoda byla
optimalizovana (koncentrace primerQ, koncentrace sond, melting program) pro rutinni
vySetieni pacientll s podezienim na HIT.

Efektivita diagnostického postupu byla navrzena s cilem spravného a pfesného
stanoveni HIT. Pro imunologické testy plati, Zze jsou schopny zachytit protilatky
podilejici se na rozvoji HIT, nybrz ndm neposkytuji informaci o samotné aktivaci
trombocyt(. Zatimco metoda MEA poskytuje informaci o aktivovanych trombocytech
v pfitomnosti heparinu, ale nepodava informaci o protilatkach neaktivujici trombocyty,
ale mohou zpUsobit aktivaci s opozdénou reakci. Molekularni metoda real-time PCR je
citliva, rychla, pfesna, instrumentalné nenaro¢na a 100% ucinna v genotypizaci vzorkd.
Je dulezitym ukazatelem patofyziologie HIT a nasledné |éCby pro vySetieni
genetického polymorfismu.

Cilem prace bylo i vyhodnotit, zda existuje vztah mezi pozitivnimi nalezy
imunologického a funk&niho testu proti genotypizanimu testu. Vysledkem Fisherova
exaktniho testu byl existujici vztah mezi imunologickym testem (p=0,838) a funk&nim
testem (p=0,461) vici frekvenci mutovaného stavu, ale zavislost neni signifikantné
statisticky vyznamna, zejména 2z duvodu vysSiho procentualniho zastoupeni
polymorfismu v souboru pacientll. Zastoupeni muta¢niho stavu v souboru pacientd
pravdépodobné& prokazuje, Ze se jedna o mutaci s Cetnym vyskytem v populaci. Takto
navrzeny postup diagnostiky HIT se jevi nejucinngjsi a mize byt vyuzivan k rutinnimu
vySetfeni v laboratofich.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACT
ADP
aPTT
ASA
AT
ATP
AU
COX
CSF
faktor Xa
FcyRIA
GAGs
HIPA
HIT

v
LMWH
LTA
MEA
PAR 1,4
PDGF
PF 4
PPP
SC

SK
SNP
SRA
TF
TFPI
t-PA
TXA2
UFH

aktivovany srazeci Cas
adenosindifosfat

aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
kyselina acetylsalicylova

antitrombin Il

adenosintrifosfat

agregacni jednotka

cyklooxygenasa

colony stimulating factors
trombokinasa

desti¢kovy receptor

heparinové glykosaminoglykany
heparinem indukovana aktivace desticek
heparinem indukovana trombocytopenie
intravenozni davkovani
nizkomolekularni heparin

opticka agregometrie

vicenasobna elektrodova agregometrie
proteasovy aktivovany receptor 1, 4
ristovy faktor z desticek

destic¢kovy faktor 4

plazma chudéa na desticky

subkutanni injekce

streptokinasa

jednonukleotidova zaména

serotonin uvolfiovaci test

tkanovy faktor

inhibitor tkanového faktoru

tkanovy aktivator plazminogenu
tromboxan A2

nefrakcionovany heparin

von Willebrandiyv faktor
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