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1 UVOD A CILE

Hemostaza je déj nezbytny pro zivot. Jde o komplikovany, pfesné regulovany
proces, ktery dokaze v misté poranéni zastavit krvaceni, a také udrzuje tekutost
krve pfi neporuseném cévnim recisti. Za fyziologického stavu jsou vSechny
procesy hemostazy v rovnovaze. Dojde-li vSak k jakémukoliv vychyleni, mohou
se vyskytovat krvacivé nebo naopak trombotické komplikace. S krvacenim se
muzete setkat pfi jakémkoliv fiznuti napf. do prstu. S trombotickymi komplikacemi
se mUzete setkat u vrozenych geneticky podminénych poruch nebo ziskanych
stavech napr. pfi imobilizaci koncCetiny v sadfe, pfi dlouhych letech, cestach
autobusem nebo autem, kdy dlouhé sezeni na tésnych sedackach znemoznuje
spravnému proudéni krve. Krev se muze v krevnim fecisti zadrhavat, dochazi
k ucpani cévy a tvorbé trombd.

Trombin je kliCovym enzymem hemokoagulace. Systém jeho produkce je
slozity. VnéjSi a vnitini cestou koagulace vznika aktivovany F X, ktery aktivuje
protrombin na trombin. Trombin je jediny koagulaéni enzym schopny stépit
fibrinogen na fibrin. Trombin aktivuje pfemeénu fibrinogenu na fibrinové monomery
a vznika nerozpustné fibrinové koagulum. Specifickou a u€innou kontrolu srazeni
krve poskytuje systém proteinu C. Systém proteinu C je pfirozena antikoagulacni
cesta. Pri jakékoliv poruse systému proteinu C dochazi k nadmérné tvorbé
trombinu, coz mUze byt napf. v pfitomnosti vrozené trombofilie nebo pfitomnosti
antifosfolipidovych protilatek.

Jedna z aktivacnich reakci pro vznik trombinu je zavisla na fosfolipidech.
U nékterych patologickych stavi mohou byt pfitomny antifosfolipidové protilatky.
Jednim z téch to stavu je antifosfolipidovy syndrom. Jedna se o systémové
autoimunitni  onemocnéni  charakteristické  hyperkoagulaénim  stavem.
Pro diagnézu antifosfolipidového syndromu je nutné spinit nejméné jedno klinické
a jedno laboratorni kritérium. Ke klinickym kritériim patfi komplikace gravidity
avznik trombézy. K laboratornim kritériim patfi prikaz protilatek lupus
antikoagulans, kardiolipinovych protilatek nebo protilatek proti B2-glykoproteinu I.
K antifosfolipidovym protilatkam patfi kromé kriterialnich protilatek také napfr.
protilatky proti fosfatidylserin/protrombinu, proti protrombinu, proti proteinu
C/proteinu S a mnoho dalSich. Antifosfolipidové protilatky vytvareji komplexni

slou€eniny s nabitymi fosfolipidy. Vazbou antifosfolipidovych protilatek
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na fosfolipidové struktury se znemoznuje nebo omezuje tvorba koagulacné
aktivnich komplexu.

V teoretické Casti se bakalarska prace vénuje popisu hemostazy,
hemokoagulace a patofyziologii hemostazy. Tato Cast je zamérfena na popis
antifosfolipidovych protilatek a na popis trombin generacniho testu.
Experimentalni ¢ast obsahuje pouzité materialy, postupy a principy metod,
tabulky a grafy vysledkl. Tato ¢ast byla vénovana validaci trombin generaé¢niho
testu modifikovaného zvysenim specifity vuci aktivovanému proteinu C jakozto
potencialnimu cili antifosfolipidovych protilatek a dale stanoveni trombogenicity

rlznych typu antifosfolipidovych protilatek.

Cile mé bakalarské prace byly:
1. zpracovani literarni reSerSe zamérfené na popis antifosfolipidovych

protilatek a na popis trombin generacniho testu

A

stanoveni antifosfolipidovych protilatek

w

. validace trombin generacniho testu modifikovaného zvysenim specifity
vUci aktivovanému proteinu C

4. stanoveni trombogenicity antifosfolipidovych protilatek

12



2 TEORETICKA CAST

2.1 HEMOSTAZA

Hemostaza je déj nezbytny pro zivot. Jde o komplikovany a pfesné regulovany
proces, ktery dokaze v misté poranéni zastavit krvaceni a udrzuje cirkulaci krve
v neporuseném cévnim recisti. Na hemostaze se podili cévy, krevni destiCky
a plazmatické faktory (koagulacni faktory, faktory fibrinolyzy, pfirozené
inhibitory). Ve skute€nosti se v téchto systémech ucastni vSechny latky pritomné
na vnitfni strané cévy a v krvi (Cervené krvinky, leukocyty, lipidy, mineraly,
bilkoviny atd.). (Penka a kol., 2011)

Proces zastavy krvaceni Ize rozdeélit do Ctyf fazi, a to na vazokonstrikci,
reakci desti¢ek, hemokoagulaci a fibrinolyzu. K vazokonstrikci mize dochazet
mechanicky, kdy poskozenou cévu utlauje krev opoustéjici krevni recisté
a vylévajici se do okolnich tkani, nebo kontrakci svalové vrstvy cévni stény,
ke které dochazi uvolnénim chemickych latek z poskozené tkané. Na kontrakci
svalové vrstvy cév se podili také nervové reflexy. Ty jsou spoustény hlavné
bolestivymi podnéty, které prichazeji pfi urazovém degji, nebo jsou vyvolané
krvacenim. Rozhodujicim Cinitelem druhé faze hemostazy jsou krevni desticky,
které méni svij tvar a charakteristiku, dostanou-li se do blizkosti poskozeného
mista cévy. Krevni desti¢ky zvétsuji svlj objem a vytvareji na svém povrchu
vychlipky cytoplazmy (pseudopodia). Kontraktilni proteiny umozni prfesun
destiCkovych granul k cytoplazmatické membrané a také jejich uvolnéni do okoli.
Takto se do mista poskozeni uvolni fada faktor(, diky kterym se spousti dalsi
faze procesu hemostazy. (Kittnar a kol., 2020)

Hemokoagulace je velmi slozity proces, ktery predstavuje soubor
postupné za sebou nasledujicich déjl, ktery je nazyvan hemokoagulaéni
kaskada. Obecné se muze hemokoagulace rozdélit na tfi hlavni kroky. Jedna se
o formaci aktivatoru protrombinu (protrombinazovy komplex), pfeménu
protrombinu na trombin a pfeménu fibrinogenu na fibrin. Po hemokoagulaci
nasleduje odstranéni krevniho trombu, ktery uz splnil svou ulohu a jehoz
pritomnost neni jiz zadouci. Dochazi k retrakci trombu a fibrinolyze. Pfi retrakci
krevni desticky aktivné zmensuji plochu trombu diky svych aktinovych

a myozinovych filament a usnadnuji fibroblastim, myocytidm a endocytim zahajit
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regeneraci poskozené tkané. Fibrinolyza se realizuje pomoci enzymu
plazminogenu, serinové proteazy, ktera je schopna rozpoustét fibrinova viakna.
(Kittnar a kol., 2020)

Vsechny procesy hemostazy jsou za fyziologického stavu v rovnovaze.
Dojde-li vSak k jakémukoliv vychyleni, objevi se krvacivé nebo trombotické
komplikace. (Racek a kol., 2021)

2.1.1 Primarni hemostaza

Primarni hemostaza je déj, ktery vede k tvorbé primarni cévni zatky neboli
agregatu krevnich desti¢ek. Jde o zaceleni porusené integrity cévy. K zastavé
krvaceni dochazi diky destickovému agregatu. Primarni hemostazy se ucastni
trombocyty a cévni sténa. (Penka a kol., 2011; Slechtova, 2007)

Kdyz dojde k poranéni cévni stény a obnazeni subendoterialnich struktur
(kolagenu), pfichyti se krevni desticky (trombocyty) ke kolagennim vlakndm
pomoci receptorll glykoproteinové povahy. Adheze se Uc€astni adhezivni
proteiny. Adhezi dochazi ke zméné tvaru trombocytu. Adhezi a aktivaci receptoru
glykoproteinové povahy se spousti kaskada biochemickych pochodl, kdy
dochazi také k aktivaci trombocytl. PFfi zméné tvaru krevnich desti¢ek dochazi
k pfesunu fosfolipidl  z vnitrni  membréanové dvojvrstvy do vnéjSich
membranovych struktur, coz je spojeno se zménou naboje povrchovych vrstev
a jde o tzv. flip-flop fenomén. Déle se obnazuji dalSi glykoproteinové receptory
a dochazi k tzv. agregaci, coz je vzajemné spojeni trombocytd, a vznika primarni
desti¢kova zatka. (Penka a kol., 2011; Slechtova, 2007)

2.1.1.1 Cévy, cévni sténa a cévni systém

Cévy tvofi systém pro distribuci okyslicené krve a jeji navrat po pfedani kysliku
tkanim. Mohou se délit na tepny (artérie), tepénky (arterioly), vlasecnice
(kapilary), které vedou okysli¢enou krev do cilovych organu a zilky (venuly), Zily
(vény), které vraci neokyslicenou krev do plic. (Pecka, 2004)

Cévy, az na kapilary, maji trivrstvou strukturu, ktera je tvorena intimou,
meédii a adventicii. Intima se sklada zjedné vrstvy endotelidlnich bunék

ulozenych na bazalni membrané. Média je tvorfena hladkym svalstvem, které je

14



obklopeno pojivovou tkani. V adventicii se nachazi fibroblasty, adipocyty a také
zirné bunky. Za subendotel se povazuje cévni sténa mimo vrstvu endotelovych
bunék. Mezi nejvyznamnéjSi hemostatické slozky subendotelu patii kolageny
a tkanovy faktor. Subendotel se pfi poranéni dostava do kontaktu s krvi, je velmi
trombogenni a aktivuje vSechny systémy hemostazy. (Pecka, 2004; Penka a kol.,
2011)

Uzavieny krevni obéh u lidi objevil v roce 1628 William Harvey. Krev, ktera je
pumpovana zlevé srdeCni komory, se pres arterie a arterioly dostava
ke kapilaram, kdy se do tkani preda kyslik. Z kapilar krev protéka zilkami
a vétSimi cévami, které se stékaji do horni a dolni duté zily a do prave siné
a nasledné komory, ze které je krev odvadéna plicni zilou do plic. V plicnich
kapilarach je krev okysliCovana a pomoci plicnich zil je transportovana do levé
siné a nasledné komory, ¢imz se cyklus uzavira. Cévni systém ma kromé

cirkulaéni funkce obrovsky vyznam pro hemostazu. (Penka a kol., 2011)

2.1.1.2 Krevni desti¢ky

Krevni destiCky (trombocyty) jsou bezjaderna téliska, ktera vznikaji v kostni dreni
odstépenim cytoplazmy megakaryocytld. Megakaryocyty naléhaji na kapilary
a skrz jejich membranu se do krevniho obéhu dostavaji krevni destiCky.
Trombocyty nemaji jadro, a proto se nemlzou délit. Ziji 7-10 dni a jsou
degradovany a odstranovany ve sleziné. (Penka a kol., 2011)

Trombocyty zprostfedkovavaji mnoho interakci mezi krvi a cévni sténou,
uplatiuji se v procesu primarni hemostazy a také poskytuji fosfolipidovy povrch
k navazani koagulaénich faktoru, které jsou zavislé na vitaminu K pfes vapenaté
mustky. (Pecka, 2004)

2.2 HEMOKOAGULACE

Cilem koagulace je zastava krvaceni a vytvoreni pevnych fibrinovych viaken.
Hemokoagulace predstavuje postupnou a pfesné regulovanou kaskadovitou
enzymatickou reakci, pri které jsou faktory z neaktivni formy stépeny na formu

aktivni. Neaktivni koagulacni faktory jsou znaceny velkym pismenem F a Fimskou
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Cislici, jejich aktivni forma je znacena navic malym pismenem a. (Penka a kol.,
2011)

Podle zplsobu aktivace se koagulaéni kaskada déli na vnitfni a vnéjsi
systém. Oba systémy se spojuji pfi aktivaci F X na F Xa a spoleéné generuiji
trombin. Trombin hraje v koagulaénim systému dulezitou roli. Sledovani
koagula¢niho systému prostfednictvim tvorby trombinu je dilezité u patologii jako
je krvaceni a trombdza. Krystalové struktury trombinu odhalily, ze je vysoce
homologni s jinymi serinovymi proteinazami, jako je chymotrypsin. Primarni
funkci trombinu je katalyzovat pfeménu fibrinogenu na fibrin. Velikost tvorby
trombinu je urCena koncentracemi vSech znamych i neznamych koagulaénich
faktorU a inhibitort spolu s nékterymi plazmatickymi proteiny. (Al Dieri a kol.,
2012; Crawley a kol., 2007; Penka a kol., 2011)

2.2.1 Koagula¢ni faktory

Koagulacni faktory jsou proteiny, které cirkuluji v krevni plazmé. Vétsina z nich je
produkovana v jatrech. Neékteré koagulaéni faktory potfebuji k jejich syntéze
vitamin K. Kromé Fib a F Il se vétSina faktorll v plazmé nachazi v nizkych
koncentracich. Pfrevazna ¢ast faktorl, az na tkanovy faktor, je v plazmé pfitomna
v podobé proenzymu, kdy se pro spravnou funkci vyzaduje proteolytické stépeni,
béhem kterého z proenzymu vznikne koagulaéné aktivni enzym. Vyjimkou je
F Vlla, ktery koluje v cirkulaci v aktivni formé, avSak vétSina F VII se nachazi
ve formeé neaktivni. S vyjimkou F XllI a kofaktort V a VIII, jsou koagulaéni faktory
serinové proteazy, maji v aktivnim misté enzymu tzv. katalytickou triadu (serin,
histidin, aspartamova kyselina). (Pecka, 2004; Penka a kol., 2011)
Zakladni koagulacni faktory a jejich charakteristiky podle (Kittnar a kol.,
2020; Pecka, 2004; Penka a kol., 2011; Racek a kol., 2021) jsou:
e Fibrinogen (Fib) je nejlépe charakterizovany glykoprotein. Je pfitomny
v plazmé i v granulich krevnich desti¢ek. Syntetizovan je v jatrech.
Molekula fibrinogenu tvofi dimer a je slozen ze 3 rozdilnych paru
polypeptidovych fetézcu alfa, beta, gama, které jsou vazany mezi sebou
a sulfidickymi mastky. Na udrzeni struktury se podileji vapenaté ionty. Fib

je substratem pro trombin, ale také pro plazmin. Je hlavni krevni
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bilkovinou, ktera podporuje agregaci trombocytl prostfednictvim interakce
s destiCkovymi receptory na sousedicich desti¢kach.

Protrombin (faktor Il) je slozeny z 532 aminokyselin a vznika v jatrech
za pritomnosti vitaminu K. Protrombin se pomoci vapenatych iontl vaze
na negativné nabité PL, kde je stépen na aktivni formu a trombin enzymem
protrombinazou. Kromé §tépeni fibrinogenu slouzi trombin ke katalyze
reakci, které vedou k posileni tvorby a regulace koagula. Reakce zahrnuji
aktivaci bunék, které poskytuji povrch pro koagulacni reakce, posileni
probihajici koagulace a zpevriovani koagula, a také zabranuji
nadmeérnému srazeni.

Tkanovy faktor (faktor Ill, TF, tkanovy tromboplastin) je integralni
transmembranovy glykoprotein slozeny z 236 aminokyselin a radi se mezi
cytokininové receptory. Pro jeho prokoagulacni aktivitu je nutna vazba
bilkovinné slozky tkanoveho faktoru s PL. TF je bunéény receptor
pro F VII. Tvorba komplexu, za pfitomnosti vapenatych iontd, s F VIl nebo
F Vlla zahgji koagulaci.

Kalcium (faktor IV, vapenaté ionty) je nezbytné pro velké mnozstvi reakci
pro hemokoagulaci, je 0,5 mmol/l.

Faktor V (proakcelerin, labilni faktor) je jednoretézcovy glykoprotein.
Snadno se vaze na povrch bunéfné membrany. Vznika v jatrech
a megakaryocytech. Nachazi se vplazmé a a granulach krevnich
destiCek. V komplexu protrombinazy spolec¢né s vapenatymi ionty a PL
F Va vyznamné zvySuje rychlost proteolytického Stépeni protrombinu
F Xa. Aktivita F Va je regulovana aktivovanym proteinem C. Dulezitost
tohoto regulaéniho systému je demonstrovana vznikem APC rezistence,
ktera je doprovazena mutaci genu pro F V, oznacovanou jako Leidenska
mutace.

Faktor VI se v dnesni dobé nepouziva. Tvrdilo se, ze F VI u ¢lovéka vibec
neexistuje, a ze se naléza pouze u hovéziho dobytka. V minulosti se
oznaCoval jako destiCkovy faktor 3 a byl ztotoznén s fosfolipidy,
pfevazné membranovymi fosfolipidy vnitfni  dvojvrstvy  membrany

trombocytu (fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin).
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Faktor VII (prokonvertin, stabilni faktor) je jednoretézcovy glykoprotein
obsahujici 406 aminokyselin. Syntetizuje se v jatrech a lokalné jsou jeho
dalezitym zdrojem i aktivované monocyty/makrofagy. F VIl diky své
proteolytické aktivité mize Stépit F X.

Faktor VIII (antihemofilicky faktor A) je plazmaticky glykoprotein o 2332
aminokyselinach. Je navazan na vWF a z této vazby se mulze uvolnit
kontaktem trombinem nebo PL. Pravé pulsobenim trombinu dochazi
ke stépeni F VIII. Plsobeni vétSiho mnozstvi trombinu naopak F VIII
inaktivuje stejné jako APC za pfitomnosti PL, vapenatych iontd,
F V a proteinu S. Vrozeny nedostatek F VIII je nazyvan hemofilie A.
Faktor IX (antihemofilicky faktor B, Christmas faktor) je jednofetézcovy
glykoprotein vznikajici za ucasti vitaminu Kvjatrech. F [Xa tvorfi
koagulacné aktivni komplex tzv. vnitfni tenazu, ktera aktivuje F X na F Xa.
Nedostatek F IX zpUsobuje hemofilii B, coZ je zavazné vrozené krvacivé
onemocnéni.

Faktor X (Stuartlv-Prowerlv faktor) je dvouretézcovy glykoprotein
vznikajici za ucasti vitaminu K v jatrech. F Xa je soucasti enzymatického
koagulacné aktivnino komplexu protrombokinazy. Protrombokinaza
katalyzuje preménu protrombinu na trombin.

Faktor XI (antihemofilicky faktor A, plasma tromboplastin antecedent) je
glykoprotein aktivovany pfi tzv. kontaktni fazi plazmatického koagula¢niho
procesu. V krvi koluje v neaktivni formé v podobé zymogenu serinové
protedzy. Aktivovany muize byt proteolyzou zprostfedkovanou F Xlla
za pfitomnosti HMWK a negativné nabitych povrchd, trombinem,
trypsinem, nebo F Vlla.

Faktor XII (HagemanUv faktor) je také glykoprotein vznikajici v jatrech,
ktery patfi mezi serinové protedzy. K aktivaci tohoto faktoru dojde
pfi kontaktu se subendotelialnimi strukturami pfi poSkozeni povrchu cévni
stény. Kromé koagulace zasahuje Hagemanuv faktor také
do imunologickych systémd.

Faktor XIIlI (fibrin-stabilizujici faktor, transglutamindza) se nachazi
v plazmé&, nebo v bunkach. F XIlll, nachazejici se v plazmé, vznika

v jatrech a cirkuluje jako tetramer. F XIlI, pfitomny v burikach, je v nich

18



syntetizovan jako dimer. V koagula¢ni kaskadé F Xllla stabilizuje
fibrinovou srazeninu.

e Prekalikrein (Fletcherlv faktor) je proteinkinaza vznikajici v jatrech
a ve slinivce bfisni. V plazmé je ve formé zymogenu, ktery je navazan
na HMWK. Kalikrein aktivuje F Xl a zvySuje uvolhovani kinin{
z kininogenu.

e Vysokomolekularni kininogen (Fitzgerald(yv faktor, HMWK) je plazmaticky
protein vznikajici v jatrech a endotelu pupeénikovych Zil. Z kininogenu
vznikaji za ucasti kininogenaz peptidy kininy. Vysokomolekularni
kininogen se vaze na povrch aktivovanych krevnich destiCek, burky

endotelu, neutrofily.

2.2.2 Vnéjsi koagula€ni kaskada

VnéjsSi koagulaéni kaskada neboli vnéjsSi cesta koagulace je zahajena
poskozenim tkané. PoruSenim integrity cévni stény dochazi k uvolnéni
tkanového faktoru a rdznych latek jako jsou lipoproteiny a fosfolipidy. Na F VIl se
navaze komplex lipoproteint tkanového faktoru a nasleduje aktivace F X
za pritomnosti vapenatych iontl. Komplex obsahujici F Vlla, TF, Pl a vapenaté
ionty je nazyvan jako vngjsi tenaza. F Xa s F Va, destickovymi fosfolipidy
a vapenatymi ionty tvori komplex protrombinazy, ktery preménuje malé mnozstvi
protrombinu na trombin. Takto vznikly trombin zpétné aktivuje koagulacni faktory
XI, XI, VIII, V a trombocyty, ale neni schopen rozstépit dostateéné mnozstvi
fibrinu. Tato faze koagulace je iniciaéni. (Kittnar a kol., 2020; Slechtova, 2007)
Se vznikem komplexu vnéjsi tenazy a protrombinazy je aktivovan TFPI.
Po navazani TPFl na TF je cesta aktivace zablokovana, protoZze pusobeni
komplexu vnéjsi tenazy je vazano pouze na povrch bunék, které exprimuji
tkanovy faktor. Koagulace poté probiha pouze vnitfni cestou koagulace ve fazi

amplifikace a propagace. (Slechtova, 2007)

2.2.3 Vnitini koagulaéni kaskada

Vnitini koagulac¢ni kaskada neboli vnitfni cesta koagulace je spousténa zpétnymi

mechanismy. Malym mnozstvim trombinu, ktery vznikl cestou vnéjSi tenazy
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a protrombinazy, se aktivuji koagulacni faktory XI, 1X, VIII, V. Touto cestou je cely
proces koagulace urychlen a amplifikovan. F 1Xa, F Vllla, Pl a vapenaté ionty
tvofi tzv. vnitfni tenazu, ktera jiz generuje dostate¢né mnozstvi F Xa. F Xa, FVa,
Pl a vapenaté ionty v komplexu protrombinazy preménuji dostateéné mnozstvi
protrombinu na trombin. (Slechtova, 2007)

kontaktu aktivaci F XII s naslednou aktivaci F XI, ktery tvofi komplex s HMWK,
byla v sou€asné dobé opusténa. Touto cestou se spousti proces koagulace

predevsim na arteficidlnich povrsich in vitro. (Slechtova, 2007)

2.2.4 Spole¢na koagula¢ni kaskada

Vv

koagulace je nezbytny systém vnéjsi tenazy. Systém vnitini tenazy je pak
nezbytny pro amplifikaci procesu. F Xa vytvoreny vnéjsi nebo vnitini koagulacni
cestou aktivuje protrombin na trombin. Trombin je jediny koagulaéni enzym
schopny stépit fibrinogen na fibrin. Trombin aktivuje pfeménu glykoproteinu
fiborinogenu na fibrinové monomery, které jsou stabilizovany trombinem
aktivovanym F Xllla a vznika nerozpustné fibrinové koagulum. (Penka a kol.,
2011; Slechtova, 2007)

Cely hemokoagulaéni proces probiha na povrchu krevnich bunék, kdy
iniciace probiha na povrchu monocytl, amplifikace a propagace pak na povrchu
trombocytu. Prlibéh koagulaénich reakci neni pfisné kaskadovity, jelikoz dochazi

k celé fad& zpétnych vazeb. (Slechtova, 2007)
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Obrazek 1: Vznik trombinu.

Prevzato od: (Skorriové a kol., 2020)
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Obrazek 2: Kompletni aktivacni cesta v koagulacni kaskadé.

Prevzato od: (Skorfiova a kol., 2020)

2.2.5 Systém pfirozenych inhibitoru

Fyziologicky je v krvi v klidovém stavu pfitomno malé mnozstvi aktivnich
koagulaénich faktor( véetné trombinu. K udrzeni rovnovazného stavu je nutna

regulace. V procesech krevniho srazeni hraji pfirozené inhibitory (regulacni
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proteiny) dulezitou roli. Slouzi jako jeden ze zpétnovazebnych mechanizm(
k zabranéni nekontrolovatelného srazeni krve a udrzuji koagulacni rovnovahu.
Do systému pfirozenych inhibitord se fadi napf. serpiny, systém proteinu C,

kuniny, metaloproteinazy, nespecifické inhibitory. (Penka a kol., 2011)

2.2.5.1 Serpiny

Inhibitory serinovych proteaz serpiny jsou vétSinou nespecifické inhibitory. Jsou
dulezitym regulaénim faktorem nejen v procesu hemostazy. Komplex
serpin-serinova proteaza je po uvolnéni do cirkulace vychytavan serpinovymi
receptory v jatrech. Mezi serpiny patfi antitrombin, heparin kofaktor Il, C1
inhibitor, inhibitor aktivovaného PC, proteinazovy inhibitor zavisly na proteinu Z,
protein Z. (Penka a kol., 2011)

2.2.5.2 Systém proteinu C

Systém proteinu C je pfirozena antikoagulacni cesta, jejiz cilem je Stépeni F Va
a F Vllla, ¢imz je regulovana tvorba srazeniny. Systém proteinu C poskytuje
specifickou a u€innou kontrolu srazeni krve. Draha proteinu C je zahajena
aktivaci proteinu C trombinem navazanym na trombomodulin na povrchu
endotelidlnich  bunék. Vzhledem k antikoagulatnim a protizanétlivym
schopnostem sytém proteinu C moduluje obranu organismu na cizi stimulus.
(Dahlback, 2004; Penka a kol., 2011).

Podle (Dahlback, 2004; Penka a kol., 2011; Racek a kol., 2021) tvofi systém
proteinu C:

e Protein C je prekurzor aktivovaného proteinu C, ktery patfi mezi vitamin

K-dependentni proteiny. Je tvofen v hepatocytech a nejspis i v endotelu.

vvvvvv

vvvvvv

funkci je inaktivace kofaktort koagulace F Va a F Vllla. Mezi inhibitory PC
patfi napf. PCl nebo az-antitrypsin. Tézky deficit proteinu C je s trombofilii
a muze vést az ke smrtelnym novorozeneckym trombofilnim pfihodam.
Na funkci PC ma také vliv mutace genu pro F V Leiden. Mutovany F V

blokuje stépeni APC, které je pro funkci tohoto inhibitoru kli¢ové.
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e Protein Sje vitamin K-dependentni protein, ktery je ulozen v endotelu
a alfa granulach krevnich desticek. Asi 40 % PS cirkuluje v plazmé
ve volné formé&, zbylych 60 % je v komplexu s C4 vazajicim proteinem.
Protein S slouzi jako kofaktor APC pfi inaktivaci F Va a F Vllla. Blokuje
pfeménu protrombinu na trombin. Protein S interaguje s regulatorem
komplementu C4b vazajiciho proteinu.

e (C4b vazajici protein je regulacni multimerni protein cesty komplementu
slozeny z alfa fetézcl a Cast také s beta fetézcem. Pouze forma s beta
retézcem vaze reverzibilné PS. Jednim z ucinkl PS je zprostfedkovani
vazby C4b vazajiciho proteinu na povrch bunék.

e Trombomodulin je integralni transmembranovy glykoprotein stéle
pritomny na cévnim endotelu. Plsobi jako kofaktor trombinu pfi aktivaci
proteinu C a TAFI.

e EPCR neboli endotelialni receptor pro protein C je transmembranovy
glykoprotein, ktery zvySuje aktivaci PC na endotelu a snizuje

antikoagula¢ni ptisobeni APC.
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Obrazek 3: Princip ptsobeni aktivovaného proteinu C v inhibici koagulacni kaskady.

Prevzato od: (Skorriova a kol., 2020)
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2.3 PATOFYZIOLOGIE HEMOSTAZY

Hemostaza predstavuje jeden z mechanismu, které udrzuji integritu vnitfniho
prostredi. Zajistuje fluiditu krve v intaktnim cévnim fecisti a pfi poruseni kontinuity
cévni sténa dochazi krevnim srazenim k zastavé krvaceni. Hemostaticka
rovnovaha je vysledkem normalni funkce cévni stény, trombocytl
a plazmatickych ¢initell, které zahrnuji koagulaéni a fibrinolyticky systém a také
jejich aktivatory a inhibitory. Naruseni rovnovahy se muze projevovat krvacivymi

nebo trombofilnimi stavy. (Pecka, 2004)

2.3.1 Nespecifické inhibitory

Nespecifické inhibitory jsou schopny inhibovat jakoukoliv proteazu. K této
skupiné se fadi napf. alfaz-mikroglobulin, alfai-antitrypsin, C1-inhibitor a také
antifosfolipidové protilatky. (Pecka, 2004; Penka a kol., 2011)

e Alfaz-mikroglobulin je tvofen fadou bunék véetné makrofagl a hepatocytu.
Nachazi se v plazmé i extravaskularné. Je schopny inhibovat proteinazy
vSech tfid. Inhibuje F Xa a je schopen vytvaret komplexy s proteolytickymi
enzymy plazmy, leukocyt(, bakterii. Uginek alfaz-mikroglobulinu je dllezity
v situacich, kdy dochazi k vy&erpani kapacity jinych inhibitord.

e Alfat-antitrypsin je glykoprotein syntetizovany v jatrech, ktery inhibuje
pfedevsim F Xa a je také silnym inhibitorem aktivovaného PC. Hlavnim
vyznamem je inhibice bilych krvinek a slinivky brisni.

e C1-inhibitor je glykoprotein syntetizovany v jatrech a uvolfovany
v prubéhu aktivace desti¢ek. Inhibuje F Xlla, F Xla a kalikrein. Jeho u€inek
je zesilen v pfitomnosti heparinu.

e Antifosfolipidové protilatky

2.3.1.1 Charakteristika antifosfolipidovych protilatek

Antifosfolipidové protilatky (APA) jsou heterogenni skupinou autoprotilatek
(imunoglobulint — pfedevsim IgG a IgM). APA jsou charakterizovany nachylnosti
k reprodukénim  ztratam, nebo ktrombdézam v zilnim, tepenném Ci
mikrocirkularnim fecisti. APA slouzi k diagnostice antifosfolipidového syndromu.

(Pecka, 2004; Penka a kol., 2011)
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Z pohledu diagn6zy APS se vyclenuji tfi skupiny APA. Tyto protilatky jsou
oznacovany jako APS kriterialni. Prvni dvé skupiny jsou diagnostikovany pomoci
ELISA metod. Jedna se o protilatky proti kardiolipinim (ACLA) a protilatky proti
Bz-glykoproteinu (anti-B2-GP I). Treti skupinou APA jsou tzv. lupus antikoagulans
(LA), které jsou zjistovany na zakladé jejich schopnosti na fosfolipidech zavislé
reakce krevniho srazeni. (Penka a kol., 2009)

LA jsou heterogenni skupinou imunoglobulind, které se specificky
zaméfuji na epitopy negativné nabitych proteint vazajicich fosfolipidy bunééné
membrany, protrombin, B2-glykoprotein I, které in vitro prodluzuji koagulacni testy
zavislé na fosfolipidech. Pozitivita LA je mnohem rizikovéjSim faktorem pro rozvoj
tromboembolie, recidivyjicich reprodukénich ztrat, mozkové ischemie
ve srovnani s ACLA, anti-B2-GP | i jinymi nekriterialnimi protilatkami. (Bradacova
a kol., 2021)

Anti-B2-GP | je aniontovy glykoprotein s péti doménami vazajicimi se
na fosfolipidy. Ctyfi domény maji pravidelné, konzervované sekvence, pata
doména je aberantni. Pfitomnost anti-B2-GP | IgM nebo IgG protilatky je spojena
s tromboemblickymi komplikacemi. (Bradacova a kol., 2021)

ACLA zahrnuji skupinu protilatek proti kardiolipinové ¢asti antigenu VDRL
(veneral disease research laboratory), coz jsou protilatky, které reaguji
s fosfolipidy komplexu protrombinového aktivatoru a protilatky, které mohou
reagovat s kardiolipinem ve fixni fazi. Zpocatku byly ACLA rozpoznany jako latky
interferujici pfi testu na syfilis pomoci extraktu z hovéziho srdce, nasledné bylo
zjisténo, ze jsou namifeny proti kardiolipinu ve smési. (Bradacova a kol., 2021;
Skorfiova a kol., 2020)

Kromé APS kriteridlnich protilatek existuje Siroka skala APS nekriterialnich
protilatek, které zahrnuji napf. antiprotrombin (anti-PT), anti-B2-GP | doména |,
anti-annexin Il, anti-annexin V, anti-fosfatidylserin/protrombin (antiPS/PT),
anti-kardiolipin/vimentin (aCL/Vim), anti-proteinS/protein C (anti-PS/PC) apod.
Nekriterialni protilatky by mohly pomoci diagnostikovat pacienty s klinickymi
projevy APS, ktefi maji negativni kriterialni protilatky a mohou proto predstavovat
tzv. séronegativni APS. (Bradacova a kol., 2021; Funke a kol., 2020)

Protilatky anti-fosfatidylserin/protrombin jsou nyni uznavany jako vysoce
ucinny potencialni marker pro APS, silné jsou spojeny s protilatkami LA. Pozitivita
anti PS/PT IgG, IgM s pozitivitou LA velmi vyznamné souvisi s arterialnimi
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i vendznimi trombozami a s téhotenskymi potizemi. Anti-PT a anti-PS/PT nejspis
patfi k rlznym populacim autoprotilatek, i kdyz mohou byt obé pfitomny
u stejného pacienta. Anti-PS/PT Ize detekovat pomoci ELISA metody. Detekuiji
se pfimym potazenim protrombinu na ozarené desticky ELISA nebo pouzitim
komplexu fosfatidylserin/protrombin jako antigenu. (Bradacova a kol., 2021;
Devreese, 2020; Funke a kol., 2020; Liu a kol., 2020; Sciascia a kol., 2014).

Pfitomnost aCL/Nim je silné spojena s recidivujici trombdzou
a téhotenskou morbiditou. Vimentin je soucasti endotelialnich bunék a maze byt
pritomen i na povrchu apoptotickych neutrofild, T-lymfocytl, aktivovanych
makrofagl a krevnich desticek. Vimentin a kardiolipin pUsobi na povrchu
apoptotickych bunék jako imunogeny a mohou indukovat tvorbu protilatek.
(Bradacova a kol., 2021)

Anti-PS/PC jsou obvykle castou pfi¢inou téhotenskych komplikaci
a preeklampsie. Vazba anti-PS/PC na komplexy fosfolipidd s inhibitory
koagulace proteinem S a proteinem C zapfiini zablokovani jejich cinnosti

a nasledné rozvoj trombdzy. (Bradacova a kol., 2021)

Anticardiolipin antibodies

Lupus antikoagulans - anti-p2-glykoprotein-I

anti-B2-glykoprotein-I IgA anti-Phosphatidylserine/Prothrombine

anti-Cardiolipin IgA anti-p2-glykoprotein-I Domain I

" " / >
anti-Annexin V \ / anti-Cardiolipin/Vimentin
and Il ~

anti-Prothrombin anti-Protein S/Protein C

-~

Obrazek 4: Spektrum potencialnich antifosfolipidovych protilatek v diagnostice
antifosfolipidového syndromu.

Prevzato od: (Bradacova a kol., 2021)

2.3.1.2 Mechanismy pusobeni antifosfolipidovych protilatek

Antifosfolipidové protilatky vytvareji komplexni slouceniny s nabitymi fosfolipidy
(kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin) nebo s jejich komplexy
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s makromolekularni latkou (kofaktorem). Proteinové kofaktory pro vazbu APA
na negativné nabité fosfolipidy jsou napf. alfaz-glykoprotein I, protein C, protein
S, HMVK, F X, annexin V, protrombin. Vazbou APA na fosfolipidové struktury se
znemoznuje nebo omezuje tvorba koagulaéné aktivnich komplext. Pusobeni
APA v organismu je velmi heterogenni a podle cilového antigenu mohou zfejmé
pusobit na rlznych drovnich. Zmény, které v organismu pfi plsobeni APA maji
pak za nasledek napf. aktivaci Ci jinou funkéni zménu buriky. (Pecka, 2004;
Penka a kol., 2009)

Bz-glykoprotein | inhibuje aktivaci PC, inaktivaci F Va a F Vllla cestou
APC/PS, aktivaci fibrinolyzy komplexem F XII/PK, aktivaci AT mediované
heparansulfatem. Mezi dalsi mechanismy pUsobeni patfi potenciace aktivace
trombocytd, tvorby F Xa na trombocytech, snizeni volného PS cestou inhibice
interakce Bz-glykoproteinu I a C4-vazajiciho proteinu.
Anti-protrombin/anti-trombin se vaze na trombinem aktivované desti¢ky, inhibuje
uvolnéni prostacyklinu pod vlivem trombinu, inhibuje aktivaci PC. Anti-protein C
inhibuje aktivaci proteinu C, inaktivaci F Va a F Vllla cestou APC/PS. Anti-protein
S inhibuje aktivaci F Va a F Vllla cestou APC/PS. Anti-fosfolipdza Az inhibuje
produkci prostacyklinu z endotelovych bunék. Anti-heparansulfat cévni stény
inhibuje aktivaci AT mediované heparansulfatem. Anti-trombomodulin inhibuje
aktivaci PC. Anti-annexin V ovliviuje funkci placentarniho antikoagulacniho
proteinu | (annexinu V) tvorbou komplexu, blokadou nebo odstranénim annexinu

V z jeho pfirozenych mist v placenté. (Pecka, 2004; Penka a kol., 2011)

2.3.1.3 Laboratorni diagnostika antifosfolipidovych protilatek

2.3.1.3.1 Laboratorni diagnostika LA

Koagulacni vySetfeni protilatek lupus antikoagulans vyzaduje rychlé zpracovani
plazmy na plazmu bezdestiCkovou specialnimi centrifugacnimi metodami a filtry.
Jinak by mohly fosfolipidové membrany krevnich desti¢ek poskytovat falesné
negativni vysledky fosfolipid dependentnich testl na LA. Pfed testovanim LA jsou
zasadni screeningové rutinni koagulaéni testy, vCetné protrombinového Casu,
aktivovaného parcialniho tromboplastinového ¢asu (aPTT) a trombinového ¢asu

pro vylouceni jinych forem konzumpéni koagulopatie nebo vlivu antikoagulaéni
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terapie. Diagnostika LA se opira o provedeni minimalné jednoho testu zavislého
na fosfolipidech, coz je lupus senzitivni aPTT nebo test s jedem Russelovy zmije
(dRVVT). (Penka a kol., 2009; Skorfova a kol., 2020)

Dle (Penka a kol., 2009) identifikace lupus antikoagulans probiha nejprve
skriningovymi testy, kde se pouzivaji prave fosfolipid-zavislé testy citlivé na LA.
K témto testim patfi predev§im aPTT, test s jedem Russelovy zmije, kaolinovy
Cas. V pripadé pozitivity ve skriningovych testech je nutné prokazat pritomnost
inhibitoru pomoci tzv. korekénich testl, kde se sleduje korekce prodlouzenych
¢ast normalni plazmou. Pokud ve smésnych testech (smés pacientovy
a normalni plazmy) nedojde ke korekci ¢asu, pfistupuje se k prikazu charakteru

inhibitoru, kde se pouzivaji tzv. konfirmacni testy.

2.3.1.3.2 Laboratorni diagnostika ACLA, anti-B2-GP | a anti-PS/PT

Laboratorni diagnostika ACLA, anti-B2-GP | a anti-PS/PT se provadi metodami
ELISA nebo chemiluminiscenénimi metodami. Metoda ELISA (enzym linked
imunosorbent assay) je stanoveni antigenu pomoci protilatky znacené enzymem.
Po reakci antigenu se znacenou protilatkou se stanovuje enzymaticka aktivita
vzniklého komplexu pomoci specifického chromogenniho substratu za vzniku
zbarveni, jehoz intenzita je pfimo umérna koncentraci vysetfovaného antigenu.
Vysledky koncentrace antigenu jsou vydavany kvantitativné na zakladé odecteni
z kalibraéni kFivky. (Penka a kol., 2011; Skorfiova a kol. 2020)

Metoda ELISA vsSak byva ¢&im dal vice nahrazena novéjSimi
automatizovanymi systémy s riznymi variacemi pevné faze (napf. mikrocastice)
a rbznymi detekénimi systémy (napf. chemiluminiscence, pritokova cytometrie,
multiplexni systémy). Automatizace mUze zlepsit reprodukovatelnost a snizit
mezilaboratorni variace vramci jedné metody. Automatizované systémy se
snadnéji provadegji, pouzivaji pfisné protokoly a harmonizované pracovni
podminky ve srovnani s tradiéné provadénou manualni ELISA metodou.
(Devreese, 2014; Devreese 2020)

2.3.1.4 Globalni testy

Globalni testy popisuji cely srazeci proces neboli zachycuji ucast celého

systému, nebo vice systému na hemostaze. Mezi tyto testy patfi napf. doba
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krvaceni, test konzumpce protrombinu, tromboelastografie (TEG), trombin
generacni test (TGT). (Pecka, 2004; Penka a kol., 2009)

Doba krvaceni je malo citlivy globalni test primarni hemostazy. Principem
je ur€eni Casu, pfi kterém dojde k zastavé krvaceni pfi standardnim vpichu.
Prodlouzena doba krvaceni ukazuje na poruchy cévni stény, snizeny pocet
trombocytd nebo funkéni poruchu (trombocytopenii, trombocytopatii,
von Willebrandovu chorobu). (Pecka, 2004; Penka a kol., 2009)

Test konzumpce protrombinu stanovuje mnozstvi zbylého protrombinu
v séru po vysrazeni krve za standardnich podminek. Pfi normalnim prabéhu
srazeni se vétsina protrombinu pfeméni na trombin a v séru tak zUstane malé
mnozstvi protrombinu. Pfi poruchach koagulace pak zUstava velka cast
nespotfebovaného protrombinu v séru. (Faber a kol., 2015)

Tromboelastografie je metoda, ktera vyuziva pfistroje tromboelastografu,
ve kterém dochazi ke srazeni krve nebo plazmy vyvolané pfidanim vapenatych
iontd. Pomoci mechanického detekéniho systému je umoznéno sledovani
kinetiky tvorby koagula, jeho rUstu a pevnosti. Vysledkem je kfivka ukazujici
startovaci Cas, kinetiku formace trombu a maximalni amplitudu. Ze krivky lze
rozeznat napf. hypokoagulaci, trombocytopenii, hyperkoagulaci. (Faber a kol.,
2015; Pecka, 2004)

2.3.1.4.1 Trombin genera¢ni test

Trombin generaéni test je funkCni test, ktery je pouzivan pro analyzu
a monitorovani hemostatického systému. Principem je in vitro monitorovani
vzniku trombinu v plazmé po aktivaci koagula¢ni kaskady TF. Reakce probiha
za UcCasti negativné nabitych fosfolipidd a vapenatych iontl. Méfeni probiha
ve specialnim pristroji — fluorometru. Pro vySetfeni se pouziva citratova plazma,
chuda ¢i bohata na trombocyty. Generovany trombin vznikajici v pribéhu srazeni
preménuje fluorogenni substrat na fluorofor a signal, ktery vznika touto
pfeménou, je zaznamenavan kontinualné fluorometrem. Fluorometr je vybaven
pocitatovym softwarem pro zdznam a vypocet parametrl, vychazejicich
z trombinogramu. (Hemker a kol., 2000; Hlusi a kol., 2010a; Penka a kol., 2011;
Tripodi, 2016)
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Vysledkem je tzv. trombinogram, ktery charakterizuje mnozstvi
vznikajiciho trombinu v plazmé pacienta v ¢ase. Kfivka je charakterizovana fazi
iniciani, propagacni a terminalni. Zpozdéna generace upozornuje na riziko
krvaceni, nedostate¢né kontrolovana generace trombinu naopak na zvysSené
riziko trombdzy. (Penka a kol., 2009)

Z trombinogramu lze dle (Penka a kol., 2011; Tripodi, 2016) zjistit:

e Lagtime (min) —cas od iniciace k prvni detekované generaci trombinu (tiag)

e Peak Height (nM) — nejvétsi vytvofena generace trombinu (Cmax)

e ETP neboli AUC (area under the curve) (nM /min) — endogenni trombinovy
potencidl je celkové mnozstvi vytvofeného trombinu neboli plocha
pod kfivkou (AUC)

e Time to Peak (min) — €as do vytvoreni nejvétsi koncentrace trombinu (tmax)

Lag time

- Time to peak

g Peak height

-)

e |

=

=

s =

=
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— ¥ " W L
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Obrazek 5: Typicky trombinogram s relevantnimi parametry.
Prevzato od: (Tripodi, 2016)
TGT meéfi krvacivou i trombofilni tendenci. MUze byt pouzivan k ziskani

kompletniho obrazu hemostatického systému, k monitorovani trombofilnich

30



onemocnéni i krvacivych stavi a také k monitorovani 1é¢by antikoagulaéni
(hepariny, kumariny) i substituéni u hemofiliki ¢i von Willebrandovy choroby.
(Hemker a kol., 2006; Penka a kol., 2009)

Komeréné dostupné jsou 2 druhy TGT, které vykazuji dostateénou
reprodukovatelnost a jejich provedeni je pomérné snadné. Obé varianty jsou
zalozené na principu stépeni fluorogenniho substratu vznikajicim trombinem.
Prvni metodou je kalibrovany automatizovany trombin generacni test
(Thrombinoscope B. V., Maastricht, Nizozemsko), vyvijeny v kolektivu
prof. Hemkera. Druhou moznosti je Technotrombin® TGA assay (Technoclone,
Viden, Rakousko). (HIusi a kol., 2010a; Hlusi a kol., 2010b)

Obrazek 6: PIné automaticky koagulacni analyzator Ceveron alpha.

Prevzato z: https.//www.nordicdiagnostica.com/en/category/instruments-2

2.3.1.4.2 Modifikace trombin generaéniho testu

Trombin generacni test muze byt rizné modifikovan. Test Ize modifikovat napr.
rozdilnymi koncentracemi TF jako koagulacniho iniciatoru testu napf. dle (Lewis
a kol., 2007), rozdilnymi koncentracemi fosfolipidd napf. dle (Hemker a kol.,
2003), pfidanim inhibitoru kontaktni faze pfi méfeni u stavl s nizkou generaci
trombinu (hemofilie) napf. dle (van Veen a kol., 2006), pfidanim trombomodulinu

nebo aktivovaného proteinu C napf. dle (Regnault a kol., 2003). Aktivovany
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protein C zvySuje senzitivitu testu pfi deficitu proteinl C, S nebo APC rezistenci.
(HIusi a kol., 2010a)

Jednou z moznych modifikaci TGT pro zvySenim specifity je pfidani
aktivovaného proteinu C, coZ ma za nasledek rozliSeni pacientl s poruchou
v systému proteinu C a proteinu S od normalnich kontrol. Ukazuje se, ze tato
modifikace mUze byt vhodnou i pro stanoveni vlivu antifosfolipidovych protilatek
na tento systém. Pfidanim APC se trombinogram zméni. tag a tmax se
v pfitomnosti antifosfolipidovych protilatek oproti geneticky podminéné trombofilii
(F V Leiden heterozygot a F V Leiden homozygot) prodlouzi, cmax a AUC se snizi.
(Billoir a kol., 2021)

APC+
APC-

Koncentrace [nmol/l]

A 4

Cas [min]

Obrazek 7: Trombinogram modifikovaného trombin generacniho testu.

2.3.1.5 Antifosfolipidovy syndrom

APS je systémové autoimunitni onemocnéni, které se projevuje zejména
vyskytem arterialnich, zilnich ¢i mikrovaskularnich tromboz a také reprodukénimi
ztratami. Jde o hyperkoagula¢ni stav, ktery je spojeny s pfitomnosti APA.
(Bradacova a kol., 2021; Indrak, 2014; Vydra a kol., 2019)

Pro diagnézu APS je nutné splnit nejméné jedno klinické a jedno
laboratorni kritérium. Ke klinickym kritériim patfi pravé poruchy téhotenstvi

a vznik trombdézy. U trombdzy se jedna o jednu ¢i vice klinickych manifestaci
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arterialni nebo vendzni trombdzy, pripadné trombozy malé cévy v kterékoli tkani
Ci organu a je prokazana objektivnimi validovanymi kritérii a v pripadé
histopatologického prikazu je bez znamek zanétu v cévni sténé. Pri poruse
téhotenstvi jde o jedno Ci vice nevysvétlitelnych umrti morfologicky normalniho
plodu v nebo po 10. tydnu téhotenstvi s potvrzenim normaini morfologie plodu
ultrasonograficky &i pfimym vysSetfenim, o jednu Ci vice pred¢asnych narozeni
morfologicky normalniho novorozence pfed 34. tydnem téhotenstvi z ddvodu
eklampsie Ci tézké preeklampsie podle standardni definice nebo pfi prokazanych
znamkach placentarni insuficience, nebo tfi a vice nevysvétlitelnych naslednych
spontannich potrat pred 10. tydnem téhotenstvi po vylouéeni anatomickych &i
hormonalnich abnormit matky a po vylou¢eni chromozomalnich abnormit rodicu.
Plvodni klinicka a laboratorni kritéria, ktera definovala pacienty s APS, byla
stanovena v roce 1998 a nazyvaji se jako tzv. sapporska kritéria. V roce 2006
byla publikovana revize téchto kritérii tzv. kritéria ze Sydney. K laboratornim
kritériim patfi prlkaz LA, ACLA nebo anti-B2-GP I. LA je prokazan v plazmé
dvakrat anebo vicekrat v Easovém odstupu 12 a vice tydnu a je detekovan podle
doporu€eni Mezinarodni spole¢nosti pro tromboézu a hemostazu. ACLA je
prokazan v séru Ci plazmé, 1gG Ci IgM izotopu, ve stfednim a vysokém titru
(tj. 40 IU, nebo > 99. percentil), je prokazan dvakrat a nebo vicekrat v ¢asovém
odstupu 12 a vice tydnl, je méfen standardizovanym typem ELISA metody.
Anti-B2-GP | je prokazan v séru €i plazmé, 1gG ¢i IgM izotopu (titr > 99. percentil),
je prokazan dvakrat a nebo vicekrat v ¢asovém odstupu 12 a vice tydnu, je méfen
standardizovanym typem ELISA podle doporuc¢eného postupu. (Devreese a kol.,
2009; Houghton a kol., 2017; Indrak, 2014)

APS se rozdéluje na primarni a sekundarni. Primarni APS je stav kdy
pacient nema zadné jiné autoimunitni onemocnéni. Sekundarni APS se vyskytuje
v souvislosti s jinym autoimunitnim onemocnénim - lupus erythematodes.
(Bradacova a kol., 2021; Vydra a kol., 2019)
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 MATERIAL A METODY

3.1.1 Pristrojové vybaveni a pomucky

e Analyzator Ceveron® Alpha (Technoclone, Rakousko)

e Lednicky (4-8 °C)

e Mrazici boxy (-20 °C, -80 °C)

e Biologicky termostat BT 120 (LAB systém)

e Stolni centrifuga 5424 (Eppendorf, Némecko)

e ACL TOP 750 CTS 2020 (Werfen, ltalie)

e BioFlash (Werfen, ltalie)

e Multiscan RC (Biotech a. s., USA)

e Automatické pipety (100, 200, 1000 pl) s prislusenstvim (Eppendorf,
Némecko)

e Laboratorni plast

e Plastové stojanky

3.1.2 Biologicky material

e Nesrazliva krev s pridavkem citratu sodného v poméru 9:1 (0,109 mol/l j.
3,2%)

3.1.3 Reagencie

e Ceveron® TGA RC Low Kit (Technoclone, Rakousko)

» Ceveron® TGA RC Low — spoustéci Cinidlo s nizkou koncentraci
fosfolipidovych micel obsahujicich rekombinantni lidsky tkanovy faktor
v Tris-Hepes-NaCl pufru, lyofilizované

» Ceveron® TGA SUB - fluorogenni substrat 1mM Z-G-G-R-AMC,
lyofilizovany

» Roztok chloridu vapenatého 25 mM
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e APC Resistance Kit (Technoclone, Rakousko)
» R1 APC (+APC) - aktivovany protein C, Polybren, Hepes, BSA,
lyofilizovano
» R2 (-APC) — Polybren, Hepes, BSA, lyofilizovano

e Destilovana voda

3.1.4 Preanalyticka faze

3.1.4.1 Odbér vzorku

Pri odbéru vzorku je nutné pracovat co nejsetrnéji, aby se zabranilo uvolnéni
aktivacnich latek. Material se odebira do odbérové zkumavky VACUETTE®,
ve kterych se nachazi nesrazive €inidlo Cili citrat sodny (3,2%). Vzhledem k tomu,
ze vysledky koagulaénich testl jsou zavislé na poméru vapenatych iontd
a vapenatého chelatacniho roztoku, musi se optimalizovat mnozstvi citratu
v odbérové zkumavce u pacientl s nizkym hematokritem (< 0,25). Optimalizace

se provadi podle nasledujiciho vzorce.

100 — Hct

ml citratu sodného = T95 — Fet -ml odebrané krve

Odebrany vzorek musi byt oznacen Stitkem s identifikaci pacienta (coz

zahrnuje pfijmeni, jméno, rodné Cislo) a identifikaci oddéleni.

3.1.4.2 Zpracovani vzorku

Jednotlivé vzorky jsou centrifugovany z duvodu odstranéni krevnich bunék
od plazmy. Optimalni centrifugace probiha pfi 2500 G po dobu 15 minut
pfi pokojové teploté. Pro dosazeni co nejmensiho mnozstvi trombocytl v plazmé
(< 10G/l) se centrifugace jedenkrat opakuje. Zamezi se tak vyskytu falesné

negativnich vysledku.

3.1.4.3 Uchovani vzorku

Vzorek se ma zpracovat do 2 hodin od odbéru. Oddélenou plazmu Ize

rozpipetovat po alikvotech a zamrazit pfi -20 °C. Opétovné rozmrazovani
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a zamrazovani neni doporuceno. Pfed vySetfenim se musi vzorek rozpustit

v termostatu (vodni I&zni) pfi 37 °C po dobu 10 minut.

3.1.5 Laboratorni postup

Nejprve probéhla analyza zakladni koagulace v podobé aPTT, nasledovalo
stanoveni LA v podobé dRVVT testu, eventualné konfirmace. U vzorkd byly
detekovany dale ACLA, anti-B2-GP | a anti-PS/PT. Vzorky plazmy, u kterych byly
jiz stanoveny protilatky, byly po vyjmuti z mraziciho boxu vlozeny do termostatu,
kde byly rozmrazeny. Lyofilizované reagencie byly temperovany pfi laboratorni
teploté a nasledné rozpustény v pozadovaném mnozstvi destilované vody (viz.
Tabulka 1). Byla provedena analyza TGT na analyzatoru Ceveron® Alpha

(Technoclone, Rakousko).

Tabulka 1: Pfiprava reagencii.

Reagencie Destilovana voda [ml]
Ceveron® TGA RC Low 1
Ceveron® TGA SUB 3
R1 APC (+APC) 2
R2 (-APC) 2

3.1.6 Soubor pacientu

Studie byla provedena na 127 pacientech s prokazanymi rlznymi typy
antifosfolipidovych protilatek a na 10 pacientech s prokazanymi geneticky
podminénymi trombofiliemi (bud’ s heterozygotni nebo homozygotni Leidenskou
mutaci), ktefi slouzili k porovnani. U heterozygotni Leidenské mutace je riziko
trombofilnich komplikaci 5-10krat vys$Si, u homozygotni Leidenské mutace
dokonce vys$Si 80-100krat. Soubor pacientll obsahoval 63 Zzen a 74 muzl.
Primérny vék skupiny nemocnych byl 51 let a median byl 47 let. Vékové rozmezi

nami sledovanych pacientl se pohyboval od 19 let do 75 let.
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3.1.7 Metody

3.1.7.1 Stanoveni protilatek

Protilatky lupus antikoagulants byly detekovany testy zavislymi na fosfolipidech
aPTT (Werfen, Italie) a dRVVT (Werfen, ltalie). ACLA a anti-B2-GP | byly
detekovany pomoci CLIA souprav (Werfen, Italie). CLIA metoda byla provedena
pomoci analyzatoru BioFlash (Werfen, Italie) metodikou, ktera vyuziva
dvoukrokovou imunoanalyzu zalozenou na principu chemiluminiscence.
Anti-PS/PT byly detekovany ELISA metodou (Werfen, Italie). Protilatky byly

koagulacni laboratofi jiz dfive stanoveny.

3.1.7.2 Modifikovany trombin genera¢€ni test

Trombin generacni test byl proveden pomoci plné automatického analyzatoru
Ceveron Alpha (Technoclone, Rakousko) za pouziti kitu Ceveron® TGA RC Low
Kit (Technoclone, Rakousko) a kitu APC Resistance Kit (Technoclone,
Rakousko).

Standardni stanoveni TGT se provadi nasledovné. K 40 ul vzorku
bezdestickové plazmy se pfidava 20 yl TRIS pufru a 15 pl rekombinantniho TF
(71,6 pM). Déle se pfidava 40 pl fluorogenniho substratu. Samotna reakce je
zahgjena pfidanim 35 ul CaCl2.

Modifikovany TGT je provadeén pridanim rekéniho pufru R1 APC (+APC)
Reagent nebo R2 (-APC) Reagent ke vzorku plazmy. Tvorba generace trombinu
v méfeném vzorku byla zahgjena pfidanim spoustéciho €inidla, obsahujiciho TF
s nizkou koncentraci fosfolipidovych micel (Ceveron TGA RC Low). Nasledné
byl pfidan 1 mM fluorogenni substrat (Ceveron TGA SUB). Vlastni reakce byla
zahajena 25 mM roztokem chloridu vapenatého.

Generovany trombin Stépi fluorogenni substrat, ktery je detekovan.
Fluorescence je vyvolana zarenim s excitaéni vinovou délkou 360 nm, které
nasledné vyvola emisni vinovou délku 465 nm.

Vyhodnoceni vysledkl bylo automaticky provadéno pomoci software
Ceveron PC-SW verze 2. 0. 2. 0. Vysledky byly nasledné zpracovany a upraveny
v programu Microsoft Excel 2019 verze 2. 2. 0. 3.
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3.1.7.2.1 Kalibrace

Kalibrace je provadéna na 3 hladinach trombinového standardu vztazeného na
WHO standard, kdy je jednorazové stanovena jeho aktivita vici fluorogennimu
substratu.

Kalibrace stanoveni byla provadéna na standard trombinu 800 nM.
Z tohoto standardu byly pfipraveny kalibraéni body s koncentraci 200, 400 a 800
nM. Do reakce bylo pipetovano 90 pl pfislusné nafedéného standardu trombinu
s pfidanim pouze fluorogenniho substratu a CaClz. Nami pouzitou kalibracni
kfivku pfiblizuje obrazek 8.

Kalibraci trombinového standardu se hodnoty signalu fluorescence

(RFU/min) pfevedou na hodnoty koncentrace trombinu v plazmé (nM).

[RFU / min] T
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160,00
140,00
120,00
100,00
20,00
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20,00

0,00 4
2,00 50,00 100,00 150,00 200.00 250,00 200,00 350,00 400,00 [ni]

Obrazek 8: Kalibracni kiivka.

3.1.7.2.2 Validace modifikovaného trombin generaéniho testu

Validace TGT byla provedena na normaini plazmé, kdy bylo provedeno 10
jednotlivych stanoveni. Pro jednotliva stanoveni byla vzdy pfipravena nova
diagnostika pomoci naredéni pfislusnych lyofilizovanych reagencii. Primeéry,
smeérodatné odchylky a variacni koeficienty naméfenych hodnot tiag, tmax, Cmax
a AUC pro vzorek normalni plazmy bez pfidani a po pfidani APC jsou uvedeny

v tabulce 2 a 3.
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Tabulka 2: Pramér, smérodatna odchylka a variaéni koeficient pro vzorek normalni
plazmy bez pridani APC.

tiag [Min] | tmax [min] | cmax [nM] | AUC [nM/min]
Pramér 1,25 4,30 390,35 3065,85
Smérodatna odchylka 0,07 0,14 14,77 86,60
Variaéni koeficient [%)] 5,60 3,26 3,78 2,82

Tabulka 3: Pramér, smérodatna odchylka a variacni koeficient pro vzorek normalni
plazmy po pridani APC.

tiag [Min] | tmax [min] | cmax [nM] | AUC [nM/min]
Pramér 1,25 4,70 171,60 1367,00
Smérodatna odchylka 0,07 0,70 23,61 133,07
Variaéni koeficient [%] 5,60 14,89 13,76 9,73
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3.2 VYSLEDKY A DISKUSE

Trombin generacni test modifikovany pfidanim pfirozeného inhibitoru APC
vykazuje vyssi senzitivitu k jednotlivym porucham koagulace, coz bylo prokazano
na souboru 127 pacientl s antifosfolipidovymi protilatkami jednotlivych typu.
Vysledky byly porovnavany s pacienty, u kterych byla prokdzana geneticky
podminéna trombofilie (bud heterozygotni nebo homozygotni Leidenska
mutace). U modifikovaného TGT byly hodnoceny parametry tiag, tmax, Cmax @ AUC
po provedeni bez pfidani a po pfidani APC. Jednotlivé parametry byly hodnoceny
v pomeéru stejne jako pfi vySetreni APC rezistence u geneticky podminéné
trombofilie zplsobené mutaci F V Leiden.

Hodnoty poméru tiag, tmax, Cmax @ AUC souboru 137 pacientl jsou shrnuty
v tabulce 6. V tabulce 7 jsou shrnuty primérné hodnoty pomérl tiag, tmax, Cmax
a AUC jednotlivych typU protilatek a geneticky podminénych trombofilii.

Mezi laboratorni kritéria se fadi pozitivita alespon jedné protilatky typu
ACLA, LA nebo anti-B2-GP I. Aby bylo splnéno laboratorni kritérium, musi byt
protilatky opakované pozitivni v odstupu 12 tydn(. Hodnoti se, zda se jedna
o single, double nebo triple pozitivitu. Nejvyssi riziko trombdzy a rekurentnich

abortl maji pacienti s triple pozitivitou.

ent]

T0
TTP
TTP

»
t{min)

Obrazek 9: Trombinogram u pacienta s heterozygotni Leidenskou mutaci.
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Obrazek 10: Trombinogram u pacienta s homozygotni Leidenskou mutaci.

Na obrazku 9 a 10 je viditelny rozdil mezi snizenim tvorby trombinu po pfidani
APC u heterozygotni a homozygotni Leidenské mutace. Cervena kfivka

predstavuje reakci tvorby trombinu bez pfidani APC, modra kfivka pfedstavuje

reakci tvorby trombinu po pfidani APC.

Tabulka 4: Hodnoty pomért tiag, tmax, Cmax @ AUC u vySetfovanych pacientu.

Y + - - Jednotlivé
Pacient Pom(_er Pome_r Pomer Pomer . laboratorni
tiag [min] | tmax [Min] | cmax [NM] | AUC [nM/min] markery
1 2,50 1,49 45,32 48,69 LA
2 1,36 1,28 5,74 4,56 LA
3 1,50 1,24 5,97 4,26 LA
4 1,59 1,32 5,47 4,87 LA
5 1,50 1,45 7,34 4,90 LA
6 1,55 1,37 6,29 4,58 ACLA
7 1,64 1,35 11,54 10,26 LA
8 2,08 1,44 15,11 13,46 LA
9 1,49 1,32 6,08 5,68 LA
10 1,22 1,32 2,73 1,99 LA
11 1,50 1,41 3,61 2,21 ACLA
12 1,80 1,60 24,58 11,22 ACLA
13 1,82 1,42 6,18 4,56 anti-B2-GP |
14 2,00 1,41 10,75 9,26 LA
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15 1,42 1,34 5,02 3,28 LA

16 1,67 1,58 7,37 4,49 LA

17 2,11 1,53 7,33 4,82 ACLA
18 1,85 1,12 3,99 3,59 ACLA
19 0,58 1,49 34,51 48,54 LA

20 2,00 1,29 23,63 18,21 ACLA

21 1,92 1,33 8,07 7,18 LA

22 1,67 1,34 4,37 2,81 LA

23 1,31 1,47 8,52 4,27 ACLA
24 1,70 1,37 4,02 2,96 LA

25 2,27 1,45 25,44 20,29 LA

26 1,45 1,32 3,44 2,85 LA

27 1,82 1,32 10,69 7,96 LA

28 2,17 1,41 23,50 20,20 LA

29 2,07 1,70 21,07 21,28 LA

30 1,64 1,33 5,96 4,44 ACLA

31 2,00 1,38 3,61 2,02 ACLA
32 1,53 1,34 8,70 7,79 LA

33 1,78 1,34 10,45 9,05 ACLA
34 1,73 1,28 7,45 5,61 LA

35 1,44 1,42 11,15 10,58 ACLA
36 2,16 1,54 24,04 34,33 ACLA
37 1,94 1,59 11,63 10,18 ACLA
38 1,62 1,46 6,37 4,18 LA

39 1,91 1,44 26,87 19,28 anti-B2-GP |
40 1,89 1,54 4,96 3,12 LA

41 1,89 1,41 6,95 5,64 LA

42 1,69 1,36 8,71 6,77 ACLA
43 1,60 1,36 11,98 9,50 LA

44 1,89 1,44 6,44 4,48 LA

45 1,59 1,52 11,00 8,44 ACLA
46 1,00 1,45 4,09 2,44 LA

47 1,67 1,46 9,24 6,46 LA

48 2,13 1,39 9,09 7,49 ACLA
49 1,71 1,26 7,67 6,08 anti-B2-GP |
50 2,60 1,45 10,37 11,90 ACLA

51 1,36 1,42 4,51 3,00 ACLA
52 2,36 1,70 19,46 19,95 LA

53 1,85 1,58 13,32 8,74 ACLA
54 1,60 1,38 5,80 3,17 ACLA
55 2,09 1,32 11,31 8,81 anti-B2-GP |
56 2,09 1,53 9,75 6,50 anti-B2-GP |
57 1,70 1,43 5,39 3,53 anti-B2-GP |
58 1,56 1,39 2,47 1,67 LA

59 1,27 1,05 3,18 2,41 LA

60 1,56 1,49 5,94 3,59 ACLA

61 2,38 1,43 12,86 12,44 ACLA
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62 1,59 2,00 29,56 45,83 LA

63 1,50 1,36 17,80 14,04 ACLA
64 1,14 1,32 2,50 1,71 LA

65 1,22 1,22 4,01 3,07 LA

66 2,08 1,52 24,04 16,83 LA

67 1,75 1,53 20,71 11,36 LA

68 2,17 1,47 18,02 40,23 LA

69 2,57 1,61 21,36 32,26 LA

70 1,62 1,27 8,15 6,95 ACLA
71 1,79 1,37 13,82 8,66 LA

72 1,06 1,16 4,42 3,72 LA

73 1,07 1,10 2,54 1,98 LA

74 0,92 1,15 3,05 2,36 LA

75 1,67 1,29 4,05 3,58 LA

76 1,00 1,39 4,33 2,79 ACLA
77 1,63 1,42 3,59 2,05 anti-B2-GP |
78 1,75 1,50 9,38 5,96 ACLA
79 1,29 1,36 8,52 7,02 LA

80 1,50 1,33 4,65 2,94 LA

81 1,59 1,28 3,54 2,45 ACLA
82 1,71 1,43 15,49 13,94 ACLA
83 1,75 1,45 18,17 14,91 ACLA
84 0,75 1,81 58,46 60,34 LA

85 1,36 0,90 4,65 5,05 LA

86 2,48 1,56 77,51 101,15 LA

87 1,28 1,21 9,81 7,39 LA

88 1,90 1,39 22,91 19,95 anti-PS/PT
89 1,59 1,25 10,73 10,25 anti-PS/PT
90 1,15 1,24 3,85 2,76 anti-PS/PT
91 5,00 2,18 60,26 34,58 anti-PS/PT
92 1,40 1,04 1,86 2,67 anti-PS/PT
93 1,67 1,48 13,09 9,34 anti-PS/PT
94 1,47 1,52 7,40 4,46 double
95 1,54 1,39 3,81 2,32 double
96 2,38 1,69 26,94 20,72 double
97 2,13 1,52 10,29 10,14 double
98 1,75 1,52 17,30 16,42 double
99 2,00 1,72 9,72 5,62 double
100 2,33 1,41 23,18 27,70 double
101 1,54 1,45 7,08 3,60 double
102 1,75 1,52 14,14 10,73 double
103 1,72 1,43 11,70 8,31 double
104 1,32 1,41 4,80 2,61 double
105 1,54 1,39 6,52 4,34 double
106 1,49 1,52 9,61 7,04 double
107 0,93 1,14 3,23 2,36 double
108 0,95 1,16 3,72 3,48 double
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109 1,96 1,39 22,14 24,33 double
110 1,00 1,22 2,16 1,71 double
111 1,59 1,75 15,40 10,96 double
112 2,50 1,47 26,04 23,64 double
113 1,85 1,47 12,11 10,12 double
114 1,54 1,49 6,30 4,35 double
115 1,67 1,35 12,43 9,92 double
116 2,00 1,33 10,78 11,34 double
117 1,47 1,45 9,83 7,42 double
118 1,69 1,30 6,59 5,33 double
119 1,72 1,54 16,53 12,91 double
120 0,94 1,15 3,86 2,91 double
121 1,45 1,43 12,78 14,83 double
122 1,35 1,56 13,22 10,64 double
123 1,32 1,32 4,65 3,29 triple
124 1,43 1,35 4,76 3,44 triple
125 1,47 1,30 8,78 10,14 triple
126 1,65 1,48 8,36 7,43 triple
127 1,67 1,32 12,28 11,64 triple
128 0,90 1,06 2,97 2,61 F V Leiden ho
129 0,88 0,98 1,55 1,31 F V Leiden ho
130 1,29 1,24 10,56 7,64 F V Leiden he
131 1,10 1,14 6,70 6,44 F V Leiden he
132 0,84 0,88 4,62 5,92 F V Leiden he
133 0,87 1,03 2,47 1,87 F V Leiden he
134 0,89 1,06 2,82 1,96 F V Leiden he
135 0,87 0,97 1,58 1,36 F V Leiden he
136 0,94 1,07 2,93 2,10 F V Leiden he
137 0,95 1,04 3,12 2,40 F V Leiden he
Tabulka 5: Primérné hodnoty pomérd tiag, tmax, Cmax @ AUC.
Pomér Pomér Pomér Pomér
tlag [Min] | tmax [Min] | cmax [nNM] | AUC [nM/min]
F V Leiden ho 0,89 1,02 2,26 1,96
F V Leiden he 0,97 1,05 4,35 3,71
Triple 1,51 1,35 7,77 7,19
Double 1,62 1,44 10,94 9,02
Single 1,67 1,37 9,34 7,25
LA 1,61 1,35 8,68 6,85
ACLA 1,74 1,41 9,97 7,56
Anti-B2-GP | 1,85 1,40 10,11 7,26
Anti-PS/PT 1,54 1,28 10,49 8,99
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Obrazek 11: Graf popisujici ¢as do vzniku prvni generace trombinu.

Obrazek 11 popisuje €as do vzniku prvni generace trombinu. Pomér tiag byl
v priméru u vSech typu protilatek ve srovnani s geneticky prokazanymi
trombofiliemi prodlouzen, coz znamena, ze fosfolipidoveé povrchy jsou obsazené,
reakce probiha pomaleji, tudiz propagacni faze nastava pozdeéji. Tento pomér byl
nejvice prodlouzen u anti-B2-GP | pozitivnich pacientll, nejméné prodlouzen byl

u triple pozitivnich pacient.
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Obrazek 12: Graf popisujici as maximalni tvorby trombinu.
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Obrazek 12 popisuje ¢as maximalni tvorby trombinu. Pomér tmax byl také jako
pomeér tiag v primeéru u vSech typu protilatek ve srovnani s geneticky prokazanymi
trombofiliemi prodlouzen. Fosfolipidové povrchy jsou obsazeny a reakce probiha
pomaleji. Pomér tmax byl u double pozitivnich pacientl prodlouzen nejvice,

naopak nejméne byl tento pomér prodlouzen u anti-PS/PT.
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Obrazek 13: Graf maximalni koncentrace trombinu.

Obrazek 13 popisuje maximalni koncentraci trombinu. Pomeér cmax se v priméru
u vSech typu protildtek ve srovnani s geneticky prokazanymi trombofiliemi
zvySoval. Pomeér cmax se€ nejvice zvysil u double pozitivnich pacientl, u triple

pacientl byl narlst nejmensi.
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Obrazek 14: Graf celkového mnoZstvi vytvoreného trombinu.

Obrazek 14 popisuje celkové mnozstvi vytvofeného trombinu. Pomér AUC se
v priméru u vSech typu protilatek ve srovnani s geneticky prokazanymi
trombofiliemi zvysSoval. Nejvétsi nartst poméru AUC se vyskytoval u double
a anti-PS/PT pozitivnich pacientd. Nejmensi narlst tohoto poméru byl u LA
pozitivnich pacientl. Nicméné v kazdé skupiné existovali pacienti, ktefi méli

obdobny pomér AUC jako geneticky podminéné trombofilie.

Tabulka 6: Procentuélni zastoupeni pacientt pod hodnotou cut off.

Pacienti Pacienti Pacienti
celkem pod hodnotou | pod hodnotou
cut off cut off [%]

Triple 5 2 40,00
Double 29 7 24,14
Single 93 27 29,03
LA 51 15 29,41
ACLA 29 8 27,59
Anti-B2-GP | 7 2 28,57
Anti-PS/PT 6 2 33,33

Celkové byl analyzovan soubor 10 pacientdl s prokazanymi geneticky
podminénymi trombofiliemi, které slouzily k porovnani a 127 pacientl
s prokazanymi riznymi typy antifosfolipidovych protilatek, u kterych bylo 73,23 %
single, 22,83 % double a 3,94 % triple pozitivnich pacientl. Jako nejvhodné;si

marker TGT se jevi pomér AUC.
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Pomeér tiag se v pruméru prodluzoval v disledkd obsazeni fosfolipidovych povrch(
protilatkami, coz by mélo svédCit, ze koagulacni reakce probiha pomaleji
a pacientovi by mélo spiSe hrozit riziko krvaceni, coz vsak klinicky u téchto
pacientl neni pozorovano, tudiz tento jev nejspis plné nekoresponduje se situaci

in vivo.

Pomér tmax stejné jako pomér tag se prodluzoval v dusledkl obsazeni

fosfolipidovych povrchU protilatkami a tim pomaleji probihala reakce.

Pomér cmax se v pruméru zvysSoval u vSech skupin protilatek oproti geneticky
podminénym trombofiliim. Nicméné ve vSech skupinach se vyskytovali pacienti,

ktefi se chovali stejné jako geneticky podminéné trombofilie.

Na rozdil od cmax parametr AUC nevykazuje v priméru takové zvySeni poméru
od geneticky podminéné trombofilie a ukazuje nam spolehlivé pacienty, ktefi maji
stejné vysledky poméru AUC s a bez pfidani APC, tudiz Ize predpokladat, ze
budou mit stejné poruseny systém aktivace proteinu C pfi vyskytu protilatek jako
ma geneticky podminéna trombofilie. Provizorni hodnota cut off predstavuje
prumérnou hodnotu poméru AUC u heterozygotni Leidenské mutace. Nejvétsi
zastoupeni pacientl pod hodnotou cut off bylo u triple pozitivnich pacientu,
vysoké zastoupeni méli také pacienti s pozitivnimi protildtkami anti-PS/PT.
Nejmensi zastoupeni pacientl pod hodnotou cut off bylo u double pozitivnich

pacientu.
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4 ZAVER

Na zakladé vypracované literarni reserSe, ktera byla zamérena predevsim
na popis antifosfolipidovych protilatek a na popis trombin genera¢niho testu, byla
modifikovana metodika méfeni generace trombinu za pfitomnosti aktivovaného
proteinu C. Touto modifikaci byla zlepSena senzitivita testu pro hodnoceni funkce
inhibiéniho systému aktivovaného proteinu C, jehoz porucha pfedstavuje jednu
ze zavaznych trombofilii.

Pro hodnoceni senzitivity testu byly posuzovany 4 parametry pomerd tiag,
tmax, Cmax @ AUC, z nichz se nam jevi jako nejpfinosnéjSi celkova generace
trombinu, kde se po aplikaci hodnoty cut off, odpovidajici primérné hodnoté
heterozygotnich nosi¢u Leidenské mutace, podafilo identifikovat pacienty
s poruchou aktivace proteinu C v dusledku pfitomnosti antifosfolipidovych
protilatek ve vsech vySetfovanych skupinach, kdy nejvyssi zastoupeni bylo

u triple pozitivnich pacientl, coz zcela koresponduje s klinickym pozorovanim.
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