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1 Uvod

Kardiovaskularni choroby jsou v soucasné dobé nejcastéjsi pii¢inou smrti
v rozvinutych zemich. Aé¢koliv Ceské Republika patii ke $pi¢ce v 16¢bé nemoci ob&hové
soustavy, jsou zde i pfesto nemoci srdce a cév hlavni pfi¢inou umrti. Naptiklad v roce 2016
dle Ceského statistického tifadu zemielo 47 611 osob na nemoci ob&hové soustavy, coZ tvofi

44 % z celkového poctu zemielych.

Jednotlivd onemocnéni ob&hové soustavy maji Casto jediného ptivodce a tim je
tzv. tromboembolickd nemoc (TEN). TEN je komplexni onemocnéni, které vznika
v disledku spolecného plisobeni vrozenych a ziskanych rizikovych faktord a dochézi pfti
ném k nadmérnému srazeni krve, které se v organismu projevuje jako hluboka Zzilni
trombdza ¢i plicni embolie. V¢asnou diagnostikou spolecné se znalosti rizikovych faktorti
spojenych se zvySenym nebezpecim rozvoje TEN je mozné témto Zivot ohrozujicim staviim

ptedejit.

V laboratorni diagnostice je k vylouceni tromboembolické piihody pouZzivano
vySetfeni tzv. D-dimert (D-d). D-d jsou fragmenty fibrinu vznikajici v organismu pfi
rozkladu krevni sraZeniny, které uz nejsou dale stépeny a jejichz hladina v plazmé miize byt
detekovatelna imunochemickymi metodami. VySetfeni D-d je laboratornim testem
S tzv. negativni prediktivni hodnotou, kdy vypovédni hodnotu mé negativni vysledek
vySetieni, ktery s vysokou citlivosti vylu¢uje TEN. AvSak je to vySetfeni s pomérné nizkou
diagnostickou specifitou, protoze hladiny D-d stoupaji nejen u TEN, ale u celé fady dalSich
stavil, které jsou spojovany se zvySenym rizikem tromboz, jako je napf. t€hotenstvi. U téchto
stavil je vySetfeni D-d €asto indikovéano, nicméné pii pouziti béznych cut-off hodnot dochézi

k vyraznému snizeni diagnostické senzitivity D-d.

Stavii spojenych s nariistem hladiny D-d existuje celd fada a kromé vysSe zminéné
gravidity se jedna napf. o pooperacni stavy, infekce ¢i rakovinu v aktivnim stadiu.
Zaznamenan byl narist D-d 1 u vrozenych hyperkoagula¢nich stavii, jakym je napft. leidenska
mutace FV. K tomu, aby vySetfeni D-d mohlo byt s dostate¢nou citlivosti pouZito i v téchto
ptipadech, je potieba provést studie sledujici zmény v hladinach D-d u konkrétnich stavi

a u jejich kombinaci.



Skute¢nost, ze hladina D-d postupné¢ béhem téhotenstvi vzrlsta, je potvrzena
mnohymi studiemi a znamy jsou dokonce i pfiblizné cut-off hodnoty pro jednotlivé
trimestry. AvSak v organismu se Casto objevuje vice hyperkoagulac¢nich stavli najednou
amizeme pouze spekulovat, jak se v takovém prfipad¢ hladina D-d zachova. V lékaiské
praxi je naptiklad velmi Casty spole¢ny vyskyt hyperkoagulacniho stavu a gravidity, kterym
se zabyva tato diplomova prace. Otazkou je, zda i v takovém piipadé bude hladina D-d
postupné beéhem jednotlivych trimestrii stoupat, aniz by odrazela TEN. Pro 1ékafe je proto
dalezité¢ znat alespon piiblizné zmény hodnot D-d u téchto stavii, které pomohou spravné
nacasovat vhodnou profylaxi a zabrani tromboembolické piihodé€, ¢i rozvoji porodnich

komplikaci.

Z vyse uvedenych divoda se ve své diplomové zaméfim na prevalenci konkrétnich
hyperkoagulaénich stavi u pacientek Ambulance klinické hematologie nemocnice
v Ceskych Budgjovicich (AKH) a pokusim se uréit, jak se chova hladina D-d t¢hotnych Zen
U nejcastéji diagnostikovanych trombofilnich stavi. Hladina D-d bude analyzovana
i vzhledem Kk wuzivani antikoagulaéni 1écby, konkrétné nizkomolekularnich heparint
(LMWH) a dale bude sledovana i zavislost hladiny D-d a trombofilie na rozvoji porodnich
komplikaci. U gravidnich Zen s vrozenou trombofilii totiz vzristd riziko ptredcasnych porodii
a ve ve&tsi mife se objevuji porodni komplikace, jako je preeklampsie, HELLP syndrom,

¢1 ptedCasné odlouceni placenty.



2 Literarni prehled

2. 1 Fyziologie srazeni krve

Krev je vysoce specializovand télni tekutina, plnici v organismu celou fadu uloh
nezbytnych k Zivotu. Zajistuje rozvod zivin a kysliku, odvod odpadnich latek,
termoregulaci, obranu organismu proti infekci, udrzuje acidobazickou rovnovahu
a onkoticky tlak. VSemi témito mechanismy se krev podili na udrzovani stalosti vnitfniho

prostfedi — homeostaze, kterd je nezbytna pro fyziologicky pribéh veskerych déjh.

Lidsky organismus je citlivy i k sebemen$im zménam ve slozeni télnich tekutin,
a tudiz homeostaza krve musi byt pfisné¢ udrzovana v kazdém okamziku. D¢&je se tak za
pomoci stalého toku krve, krevnich destiCek, cévniho endotelu a koagulacnich faktort.
Za fyziologickych podminek jsou v krevnim fe€isti pfitomny koagula¢ni faktory spole¢né
s trombocyty v neaktivnim stadiu, kdy plynule cirkuluji a nikterak vzajemné nereaguji.
Stejn¢ tak cévni endotel je za fyziologického stavu neporuseny a vylucuje rizné
vazodilatacni a antiagregacni latky. Pokud ale dojde k naruSeni této rovnovahy naptiklad
zpomalenim pratoku krve ¢i poranénim cévniho endotelu, organismus musi velmi rychle

zareagovat a pokusit se homeostazu obnovit v co nejkratsim Case.

Rychly navrat k rovnovaze zajistuji dva zékladni systémy. Prvnim z nich je systém
hemostaticky vytvarejici krevni srazeninu — trombus a zabranujici vykrvaceni. Druhym je
systém fibrinolyticky, ktery mé naopak za ukol vCas proces srazeni krve zastavit a posléze
I vznikly trombus rozpustit. Ackoliv kazdy systém plni v organismu trochu jinou tlohu,
jejich cil je spolecny — navratit rovnovdhu vnitinitho prostfedi, a zabranit tak

nekontrolovatelnému krevnimu sraZeni, nebo naopak krvaceni.

2.2 Hemostaza

Hemostaticky systém nastupuje v pfipad€ poranéni cévy a jeho hlavnimi €initeli jsou
trombocyty spolecné s cévni st€nou a plazmatickymi koagula¢nimi faktory. Cely proces
zastavy krvaceni — hemostazy je mozno rozdélit do tii kroki: vazokonstrikce, tvorba
primarni zatky a posléze tvorba sekundarni krevni zatky (Cito et al. 2013). Toto rozdéleni je
ale pouze obrazné, protoze srazeni krve je slozity dynamicky proces a vySe zminéné kroky

nepostupuji jeden po druhém, ale vzajemné se prolinaji a ovliviluji.



2. 2.1 Vazokonstrikce

Vazokonstrikce je prvnim rychle nastupujicim obrannym mechanismem pfii
poruchiach homeostazy krevniho fecisté. Pti vazokonstrikci dochazi ke smrsténi bunék
hladké svaloviny (VSMC), které se nachazeji v prostiedni vrstvé cévy zvané tunica media.
Smrsténim se zmensi pratok a snizi ztraty krve, dokud se nezaktivuji trombocyty a nezacnou
vytvaret tzv. primarni zatku v misté¢ poranéni. Podnétem vyvolavajicim vazokonstrikci neni
jen piimé poranéni cévni stény, ale také pouhd zména proudéni krve, €i nizké stiizné napéti
krve. Tyto d&je, at’ uz samostatné nebo spoleCnym plsobenim, ovliviiuji uvolnovani

vazoaktivnich faktori z vnitini vystelky cévy — endotelu.

Endotel je ,,aktivnim organem®, ktery produkuje faktory ovlivitujici vasomotoricky
tonus. Mezi takové latky patii oxid dusnaty (NO), prostacyklin (PGI;) a endotelidlni
hyperpolarizaéni faktor (EDHF), které plsobi vazodilatatné a jejich produkce za
fyziologického stavu prevlada. Existuji ale i vazokonstrikéné ptsobici faktory produkované

endotelem jako je tromboxan A, (TXA;) nebo endotelin-1 (ET-1). Z vySe zminénych je

vvvvvv

Oxid dusnaty je tvofen ptimo v endotelovych burikach z L-argininu pomoci enzymu
NO syntézy (Obr. 1), konkrétn€ jeji endotelovou izoformou (eNOS). Tato izoforma enzymu
se nachazi v malych vchlipeninach membrany — kalveolech a je vazana na protein kaveolin.
K tvorbé NO dochdzi pii vzestupu intraceluldrni hladiny Ca®, ktera aktivuje eNOS (oddéli
se od proteinu kaveolinu v kalveolach). Vapenatymi ionty indukované tvorba NO je pouze
kratkodoba a pozdéji jsou zapojeny i dalS$i mechanismy aktivace eNOS, napiiklad pfima
fosforylace ptes proteinkindzy. Takto vznikld molekula NO pak difunduje ptes endotelové
buiikky k VSMC, na kter¢ ma piimy i nepiimy uc¢inek. Tvorba NO je neustale aktivnim
mechanismem, jehoz pochopeni je kli¢ové v patogenezi hypertenze, aterosklerdzy a dalSich
stavil spojenych s rizikem tvorby krevnich srazenin (Maiorana et al. 2003). Mechanismus
ucinku ostatnich vazoaktivnich faktorii vylu¢ovanych endotelovymi bunikami je podobny

a vétSinou nastupuje az Vv ptipad¢ nedostatecné tvorby NO.
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Obr. 1: Tvorba oxidu dusnatého v endotelu a jeho pisobeni na buiiky hladké

svaloviny: Vznikld molekula NO se vaZe na rozpustnou guanylitcyklazu (GC). Takto aktivovana GC
zpusobi defosforylaci GTP za vzniku cyklického guanosinmonofosfatu (CGMP), ktery funguje jako druhy
posel a redukuje kontrakce bunék hladké svaloviny. Navic NO ptsobi i pfimo na sarkoplazmatické retikulum
VSMC a snizuje uvoliiovani Ca®" a je také dillezitym inhibitorem agregace krevnich desti¢ek (Van Hove et al.
2009). Upraveno dle Lauf et al. 1998.

2. 2.2 Primarni hemostaza

V druhém kroku hemostazy, kdy dochazi k tvorb¢ prvotni krevni zatky — rozpustného
bilého trombu, hraji hlavni roli krevni desticky. Trombocyty (trb) jsou diskovité Glomky
bunék, které volné pluji ve své neaktivni formé krevnim feciStém. Diky zapornému néaboji
endotelu a plsobkim jim vylu¢ovanym nejsou trombocyty schopny pfilnout (adherovat)
k cévni sténé ani se vzajemné sdruzovat (agregovat). Teprve pokud dojde k poSkozeni cévy,
obnazi se cévni sténa pod endotelem (subendotel), dojde ke zméné naboje a krevni desticky
se zacnou svymi adhesivnimi receptory pfichytdvat na odhalend kolagenova vldkna

subendotelu.
Adheze

K adhezi dochéazi diky komplexu glykoproteinovych receptortt GP Ia/Ila, GP Ib/V/IX
a GP VI, které se nachazeji v riznych poctech na povrchu trombocytl. Nejhojnéji
zastoupenym receptorem je na leucin bohaty glykoproteinovy komplex GP Ib-V-IX|
nachazejici se na trombocytu az v 25000 kopiich (Versteeg et al. 2013). Na rozdil od
ostatnich dvou neni tento transmembranovy protein schopen piimé vazby na kolagenova
vlakna, ale GP Ib-V-IX nese vazebné misto pro von Willebrandlv faktor (vWF), ktery slouzi
jako mustek, pies n¢jz se desticka na kolagenova vldkna vaze. Poté, co desticka takto

adheruje ke kolagenovym vlakntim, dojde k jeji aktivaci.



Aktivace

Aktivace trombocytl je slozit€ provazany dé&j, jehoz se ucastni nejen latky
vylucované okolim, ale i agonisté postupné vznikajici a uvolnujici se z krevni desticky.
Za hlavni signalni molekulu v aktivaci krevni desticky je povazovan receptor GP VI. GP VI
svou vazbou na kolagen aktivuje tyrosin kindzu a diky ni dojde k rychlé¢ prestavbé
cytoskeletu trb, tvorbe filopddii (vybézky cytoplazmy) a posléze vyliti obsahu a a denznich
granul z desticky (Yun et al. 2016).

Krevni desticky vSak nejsou aktivovany k adhezi jen poskozenou cévni sténou, ale
naptiklad i naddorovymi ¢i autoimunitnimi buiikami a také mnohymi patogeny tvoricimi
komplexy s imunitnimi buiikami (ICs). Tato aktivace je zprostfedkovana diky dvéma dalSim
receptorim nachazejicim se na povrchu trb. Prvnim z nich je nizkoafinni imunoglobulinovy
ITAM receptor FcyRlIla, jehoz signal transdukéni draha je velmi podobna receptoru GP VI
Ligandem FcyRlIla receptoru je konstantni (Fc) oblast imunoglobulini. Pfitomnost tohoto
receptoru umoznuje destickdm obklopit patogena a pomoci riznych chemokini a cytokint
ptitomnych v a granulich zlikvidovat cizorody organismus. Tento mechanismus ale muze
bohuZzel pusobit 1 patologicky, protoze Casto je na vzniklé¢ ICs vazavano az ptiliS mnoho
trombocytll. Nasledna aktivace velkého poctu trb je spojena s trombofilii a rizikem vzniku
trombu, ktery miiZze vést az infarktu, jako se tomu dé&je napiiklad u infekéniho zanétu

endokardu (Arman a Krauel 2015).

V posledni dob& byl objeven jesté jeden typ receptoru, ktery zprostfedkovava
aktivaci trombocytu a tim je CLEC-2 (C-type lektin-like receptor). Ligandem tohoto
receptoru je podoplanin, coZ je siaolomucinu podobny glykoprotein, nachazejici se v epitelu
lymfatickych cest a zlaz, v pneumocytech I. typu nebo také v choroidnim plexu mozku
(Suzuki-Inoue et al. 2011; Gitz et al. 2014). Podoplanin je navic tvofen i nadorovy bunikami,
kde akumulace trb kolem nadorové tkan¢ znemoznuje jeji likvidaci pomoci NK bun¢k
a vede ke snizeni hladin trombocytl v krvi (trombocytopenii) za sou¢asného zvySeni hladin
D-d doprovazeného vysokym rizikem tromboembolie. Pochopeni slozitych cest aktivace trb
umoziiuje vytvofit inhibitory konkrétnich receptorti, a zabranit tak Zivot ohroZujicim

tromboembolickym komplikacim (Riedl et al. 2017).



Agregace

Mechanismy adheze trombocytii jsou tedy diky pfitomnosti odlisnych receptord na
povrchu trb rGzné, avSak vSechny vedou ke stejnym zméndm krevnich desticek, které
v disledku umozni agregaci trb. Poté, co byla vytvofena monovrstva adherovanych desticek
V misté poranéni, dochazi k uvolnéni mediatord z granul trombocytt. V soucasné dobé bylo
identifikovano vice jak 300 rtznych proteint, uvoliujicich se z granul trb. Patii mezi né
ADP, tromboxan A; (TXA,), fibrinogen, vWF, epinefrin ¢i destickovy faktor 4 (PF4). Diky
uvolnénym mediatorim jsou do mista poranéni pfitahovany desti¢ky z cirkulace a je

zesilovana primarni odpovéd’ desti¢ek na poranéni (Davi a Patrono 2007; Whiteheart 2011).

Uvolnéni agonisté se okamzit¢ véazi na destiCky a pres receptory spraZené
s G-proteiny (GPCR) je signal o vazbé pienesen do nitra trb. Kazdy agonista ma na
membrané trombocytu vlastni receptory, jejichz aktivace spousti v desticce rizné pochody,
které vedou pies rizné drahy ke spoleénému cili - aktivaci GP llb/llla receptoru. GP Ilb/llla
patfi do rodiny integrinii a je nejhojnéji zastoupenym receptorem na membrang trb. Pies
slozitou signalni dridhu spojenou s naristem hladiny intracelularniho Ca®*  dojde
ke konformacni zméné GP IIb/Illa a k odhaleni vazebného mista. Ligandem receptoru jsou
molekuly nesouci RDG sekvenci (triplet AMK argininu, glycinu a aspartatu). Takovymi
molekulami jsou naptiklad fibrinogen, vWF, fibronektin, vitronektin nebo kolagen.

Hlavnim ligandem GP llb/I1la receptoru je vsak fibrinogen.

Molekula fibrinogenu je symetrickd molekula nesouci na kazdém o polypeptidovém
fetézci D-domény dvé RDG sekvence umoziujici vazbu na GP IIb/IIla. Fibrinogen se tak
kazdym svym o fetézcem vaze k jiné desticce a vzhledem K tomu, Ze na povrchu trb je az
80 000 kopii GP IIb/Illa receptoru, kazdy trb muze vazat nékolik dalSich desticek (Varga-
Szabo et al. 2008; Sanchez-Cortés a Mrksich 2009) . Tento proces shlukovani a provazovani

desticek se nazyva agregace (Obr. 2) a umoziuje vznik primarni hemostatické zatky.
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Obr. 2: Adheze trombocyti k bunéénému povrchu a jejich vzajemna agregace pomoci

molekul fibrinogenu: Nejprve jsou jednotlivé trombocyty za spoluprace povrchovych receptorii (GPIb-
IX-V, allbB3) a adhezivnich molekul (von Willebrandiv faktor, vitronektin, fibronektin ¢&i fibrinogen)
pfichyceny k cévni sténa a poté vzajemné agreguji za pomoci GPIIb/Illa a molekul fibrinogenu.

Obrazek upraven dle: http://platelets.se/platelet-interactions/.

2. 2.3 Sekundarni hemostaza

O sekundérni hemostaze se hovofi také jako o latkové, protoze hlavnimi Ciniteli uz
nejsou ,bunky“ — krevni desticky, ale systém plazmatickych faktor. Jedna se
o glykoproteiny plazmy s koagulaénimi Géinky, jejichz cilem je zesilit a stabilizovat
primarni zatku pomoci fibrinovych vladken. Plazmatické koagulacni faktory jsou ptitomné
V plazmé v neaktivni formé (zymogen) az na FVIla, které jsou postupné aktivovany béhem
sloZitého sledu na sebe navazujicich reakci — koagulac¢ni kaskady. Koneénym krokem
koagula¢ni kaskady je aktivace protrombinu na proteolyticky aktivni trombin, ktery pfeméni
puvodné rozpustna fibrinogenova vlakna na nerozpustné fibrinova, a stabilizuje tak krevni
zatku. Hemostaza je dynamicky proces, pfi kterém koagulacni faktory nenastupuji az po

vzniku primarni zatky, ale uz soucasné s agregaci desti¢ek vznikaji 1 prvni vlakna fibrinové
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Koagulacni kaskada

Koagulacni kaskdda miize byt aktivovana dvéma zplsoby a diky tomu se podle
star¢ho systému rozde€luje na vnitini a vnéjsi cestu. Vnitini cesta je aktivovana pii kontaktu
S cizim (abnormalnim) povrchem a prvnim aktivovanym je FXII. Pii vné&jsi cesté¢ jsou
koagula¢ni faktory podobné jako trombocyty aktivovany pii poranéni obnaZenim
extravaskuldrnich tkani, konkrétné uvolnénym tkanovym faktorem (TF, FIII). Spolecnym
krokem obou cest je aktivace FX, vedouci za pritomnosti FVa Kk aktivaci protrombinu
atvorbé trombinu. Obé cesty vedou ke stejnému cili, ale liSi se zplsobem aktivace

a slozenim komplexu aktivujiciho FX - tenazovy komplex.

Model koagulac¢ni kaskady dobie popisuje biochemické interakce probihajici mezi
faktory a umoznil pochopeni zakladnich krokt koagulace. Avsak jiz plné neodrazi in vivo
hemostazu a ani nedokdze vysvétlit nékteré procesy probihajici za patologickych podminek
béhem srdzeni krve. Z téchto a mnoha dalSich divodu se v souc¢asné dobé model koagulacni
kaskady jiz téméf nepouzivd a je nahrazen tzv. ,.cell-based modelem®, ktery nahlizi na
koagulaci jako na komplexni d¢j, pfi kterém dochdzi k fad€ interakci mezi ,,vnitini“ a
,vngj$i cestou. V tomto novéjsim modelu se koagulacni kaskdda rozd€luje do tfi (n€kdy
Ctyf') fazi: faze iniciace, amplifikace, propagace a piipadné terminace (Obr. 3). Jednotlivé
faze se uskuteciiuji na na riznych bunéénych povrsich, a proto nazev cell-based (Ferreira et

al. 2010; McMichael 2012; Palta et al. 2014).

1. Initial Phase 2. Amplification 3. Propagation

@ . Actlvated Platelet
@ Prothrombm

Thrombln

Prothrombin l

Thrombin Thrombin + Ca% + APL Fibrinogen —- Fibrin

.....

Obrazek pievzat z: http://www.revespcardiol.org/en/the-new-coagulation-cascade-and/articulo/13114167.



Cell-based model koaqulace

Prvni fazi je iniciace, ktera probiha na povrchu bunék schopnych exprimovat TF.
Tento transmembranovy protein neni tvofen jen bunkami cévni stény, jak bylo ptivodné
mysleno, ale nachazi se 1 v celé fad¢ dalSich tkani. ZvySené hladiny TF byly namétfeny
napiiklad v astrocytech mozku, epitelovych buinkach plic, v kardiomyocytech srdce ¢i
v endotelovych bunkach placenty (Butenas a Saulius 2012). Ve vSech pfipadech se jedna
0 aktivni, pro zivot dulezité¢ tkang, ve kterych ma zvySena hladina TF protektivni ucinky
(Mackman 2009). V ptipad¢ poskozeni téchto tkani je diky pfitomnosti TF rychle aktivovana

hemostéaza a nedojde k poskozeni téchto zivotné dilezitych organi.

vvvvvv

exprimovany aktivovanymi monocyty ¢i mikrocasticemi kolujicimi v krvi. Obecné neni
zadna z téchto bunék exprimujici TF pii poSkozeni, ¢i stimulaci zanétlivymi cytokiny
schopna udrzet negativné nabité fosfolipidy na vnitini strané membrany a dochazi k jejich
ptesunu — flip-flop fenomén“. Vlivem zmény sloZzeni membrany dojde k obnazeni
extracelularni ¢asti TF, kterd nese vazebné misto pro FVII (FVIla) a umoziluje zahdjit
koagulaci. Vznikly komplex (TF/FVIla), oznacovany jako tenazovy, je zodpovédny za
je malé a nestaci na pfeménu fibrinogenu na fibrin, ale hraje dtlezitou tlohu pii pfechodu do

amplifikac¢ni faze koagulace (Hoffman 2003).

Druhou fazi je amplifikace, ktera probiha na membrané trb a hlavni roli zde hraje
trombin vznikly béhem iniciace. Trombin je nejsiln€jSim aktivatorem desticek a 1 jeho malé
mnozstvi staci k proteolyze vysokoafinniho PAR 1 receptoru, ktera spousti v trb celou fadu
déji jako je uvolnéni granul, ¢i tvorba prokoagulacni membrany trb diky ptesunu fosfolipidi
z vnitini do vnéjsi vrstvy. Noveé vznikly povrch trb pfitahuje koagulacéni faktory a zesiluje
tak aktivaci trb. Trombin je navic zodpovédny i za aktivaci FXI a FV na membrané trb
a dokaze i Stipat vazby mezi vWF a FVIII, a uvoliuje tak vWF k adhezi a agregaci trb
(Bahuleyan 2015). Diky aktivaci FXI pomoci trombinu také dokazeme vysvétlit, pro¢ jiz
neni potfebny FXII, ktery byl v klasické vnitini cesté¢ koagulace aktivovan kontaktem
S poskozenym povrchem a teprve takto aktivovany FXII mohl aktivovat FXI (Ferreira et al.
2010).
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Posledni fazi je propagace, pii které vznikd mnozstvi trombinu dostate¢né k tvorbé
fibrinové sité. Trombin je pomoci zpétnovazebnych smycek schopen zvysit vlastni tvorbu,
ale nejvétsi mnozstvi trombinu je generovano diky tzv. protrombinazovému komplexu na
povrchu trb, ktery je tvofen FXa/FVIIIa. Avsak k tomu, aby tento komplex mohl vzniknout,
nedostacujici, a tak béhem propagacni faze na povrchu trb vznika jesté dalsi tendzovy
komplex (FIXa/FVIlla) schopny generovat vétsi mnozstvi FXa. Vyznam komplexu
FIXa/FVIlla je patrny u hemofilie A a B, kde v disledku deficitu FIX a FVIII dochazi
k rozvoji krvacivych chorob, at’ uz jsou hladiny TF jakkoli vysoké (Swieringa et al. 2015).
Vysledkem propagacni faze koagulace je zpevnéni primarni zatky fibrinovymi vldkny

a jejich stabilizace pomoci FVIIIa, na jehoZ aktivaci se podili také trombin.

V tivodu byla zminéna 1 ¢tvrtd — terminacni faze, kterd probihd soubézné s vyse
zminénymi fazemi a umoziuje udrzet rovnovahu mezi nadmérnym sraZenim a krvacenim.
Hlavnimi cCiniteli terminace jsou tzv. pfirozené inhibitory krevniho srdZeni, které jsou
zodpovédné za vcCasné zastaveni koagulace a zabraiuji Sifeni hemostazy mimo misto
poranéni. Existuje celd fada pfirozenych inhibitori koagulace, ale mezi nejdilezitejsi
anejlépe prostudované patii inhibitor tkanového faktoru (TFPI), systém proteinu C,
antitrombin (AT), heparinovy kofaktor I (HP II) ¢i endotelem exprimovany trombomodulin

(Slechtova 2007; Félétou 2011).

2. 2.4 Tvorba fibrinové sité

Za tvorbu fibrinového koagula je zodpovédny trombin, coZ je centrdlni serinova
proteaza koagulacni kaskady Stépici vazby v molekule fibrinogenu. Fibrinogen je
glykoprotein syntetizovany hepatocyty a volné dostupny v plazmé. Jednd se o 340 KDa
velkou molekulu se tfemi pary polypeptidovych fetézct (Aa, Bp, y) vytvatejici centralni E
doménu a dvé koncové D domény (Marder 2012). Trombin vytvofeny béhem koagulacni
kaskady specificky Stipe peptidové vazby mezi argininem a glycinem na N-konci a a B
fetézce fibrinogenu, a dava tak vznik fibrinovym monomertm, které posléze polymerizuji

(Berg et al. 2002).

Zpocatku trombin odstépuje hexadekapeptid z Aa ftetézce, ktery nazyvame
fibrinopeptid A (FpA). Po jeho odstépeni vznika na a fetézci nova terminélni sekvence GPR

(glycin-prolin-arginin), oznacovana jako ,.knobs A — hrbolek A*“. Takto vznikly hrbolek
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v centrdlni E doméné se paruje s polymeracnimi misty na y fetézcich. Tato polymeracni
mista na konci D domén, tvoftici jakési prohlubné a specifické interakce mezi ,,prohlubni a“
a ,,hrbolkem A* propojuji jednotlivé monomery fibrinu. Vznikne jakysi D-ED komplex dvou
fibrinovych monomerti, ke kterému se pfipojuji dalsi, ¢imz vznikd dvouvlaknova
protofibrila, ktera pfi dostatecné délce (20 — 25 monomeril) zacina interagovat s ostatnimi

protofibrilami a spousti lateralni agregaci fibrinovych vlaken (Weisel a Litvinov 2013).

V lateralni agregaci protofibril hraje nejspiSe tlohu fibrinopeptid odstépeny z vldkna
BB (FpB). FpB je tvofen 14 aminokyselinovymi zbytky a na BP vlakn¢ vytvaii odlisny
hrbolek ,.knobs B“ tvofeny sekvenci GHRP (glycin-histidin-arginin-prolin). Uloha FpB
V organismu zatim neni zcela jasnd. V nepfitomnosti FpB je uvolnéni FpA dostacujici
k zahajeni polymerizace, ale stejné tak i samotny FpB dokaze sam zahajit polymerizaci.
AvSak bylo prokazano, Ze fibrinova vldkna vznikld jen odStipnutim FpA jsou tenci
ve srovnani s vlakny po odstipnuti obou fibrinopeptida (Weisel a Litvinov 2017). Z tohoto

davodu ptisuzujeme FpB ulohu pfi laterdlni agregaci vlaken.

Lateralni agregace protofibril je navic zesilena interakci domén na C-konci a fetézce.
aC- aC interakce vedou k formaci aC polymert, které jsou nasledné zpevnény FXIIla. Tyto
interakce nejsou nezbytné, ale v jejich ptitomnosti se tvofi silngjsi fibrinova sit’ (Collet et al.
2005). Za zesileni fibrinové sité je tedy zodpovédny zejména FXIII, ktery poté, co je za
pfitomnosti trombinu a Ca?* aktivovan, katalyzuje kovalentni propojeni nejen a, ale zpocatku
hlavné C-konce y fetézcl sousednich molekul fibrinu. Tyto kovalentni interakce pomoci
FXIlla zvySuji odolnost koagula nejen pted mechanickymi vlivy, ale i pted trombolytickymi
enzymy a polymerace se stava nevratnou (Weisel a Litvinov 2013). Z pivodné rozpustného

fibrinogenu vznika velice odolny viskoelasticky polymer, fibrin (Obr. 4).
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Obr. 4: Tvorba fibrinové sité: Molekula fibrinogenu se sklada z jedné E a dvou D koncovych domén.
Uvolnénim fibrinopeptidd (FpA a FpB) vznikne z molekuly fibrinogenu fibrin s nové vzniklymi vazebnymi
misty (knobs and holes), které interaguji ze sousedni molekulou fibrinu a vytvéii fibrinové oligomery.
Fibrinové oligomery vytvorené 20 az 25 monomery daji vznik dvojit€é stoéené protofibrile, které pokud
dosahne urcité délky (600 — 800nm) zacne lateralné agregovat a vytvaret fibrinové vlakno. Jednotliva vlakna se
vétvi a vytvari slozitou fibrinovou sit’ stabilizovanou kovalentnimi vazbami vzniklymi diky FXIIIa. Pti rozpadu
sité — fibrinolyze je porusena vétSina vazeb kromé kovalentni vazby mezi dvéma sousednimi D-doménami (D-

dimer). Upraveno dle Weisel a Litvinov 2013.

2. 3 Fibrinolyza

Poté, co byla spoluplisobenim cévni stény, trombocyti a systému plazmatickych
koagulacnich faktort a jejich inhibitori vytvofena krevni sraZenina, musi po Case dojit
I K jejimu rozpusténi. Ponechani fibrinového koagula v misté poranéni by vedlo k jeho
rozsifeni do cévniho fecisté, k dlouhodobéjsim zménam v toku krve a rozvoji patologickych
stavli. Spravné nacasované rozpuSténi srazeniny je umoznéno pomoci plasminogen-

plasminového systému, zvaného téz fibrinolyticky.

Na fibrinolyticky systém muzeme nahlizet jako na opacné pusobici koagulaéni

kaskadu s jinymi Ciniteli. Zpocatku je pomoci tkanového aktivatoru plasminogenu (tPA),
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urokinazy (uPA) & FXII $tépen plasminogen na aktivni molekulu plasmin. U€inkem
plasminu je nerozpustna fibrinova sit’ degradovéna na tzv. fibrin degradacni produkty (FDP),
které jsou rozpustné v krevni plazmé a tlumi v organismu dalsi produkeci fibrinu, a reguluji
tak proces srazeni krve. Navic jsou FDP, konkrétné tzv. D-dimery, pouzivany jako
laboratorni ukazatelé fibrinolyzy, které jsou schopné predikovat riziko trombdzy (Chapin a

Hajjar 2015).

2. 3.1 D-dimery

D-dimery jsou jednim ze zakladnich ukazatell aktivity fibrinolytického
systému a definovat je mizeme dvojim zplsobem. Zaprvé je timto pojmem oznacovan
kone¢ny produkt degradace fibrinu, ktery je tvofen dvéma D-doménami ptilehlych
fibrinovych jednotek a jehoz y fetézce jsou spojeny kovalentni vazbou ptes glu-lys. Plazmin
nedokaze tuto vazbu rozstépit, a tak je D-d s molekulovou hmotnosti okolo 180 kDa
nejmensim FDP. V soucasné I€katské praxi se vSak oznaceni D-d nepouziva jen pro kone¢ny
Stépny produkt, ale pro vSechny FDP vzniklé degradaci fibrinu zesitovaného FXIIla. D-d
jsou tedy jakousi smési riznych fragmenti o rizné molekulové hmotnosti, které nesou

spoleény epitop — D-d antigen (Adam et al. 2009).

testy nebyly schopné rozliSit mezi fibrinogenem a FDP a méfit aktivitu fibrinolytického
systému v organismu bylo tudiz téméf nemozné. Vse se zménilo az s objevem D-d antigenu,
ktery je detekovatelny pouze v FDP nerozpustného fibrinu, diky ¢emuz jsou méfeny pouze
produkty vznikajici pfi odbourdvani krevni sraZeniny a ne i ty, které se podileji na jeji tvorbé
(fibrinogen). Sou€asné laboratorni testy uzivaji monoklonalni protilatky (mAb) proti tomuto
epitopu a je tak stanovovana koncentrace pouze téch FDP, které vznikly pii odbouravani
fibrinu zesitovaného FXIla. Koncentrace D-d tedy pfimo odrazi aktivitu fibrinolytického

systému.

V laboratorni diagnostice jsou D-d pouzivany jako ukazatelé nadmérného srazeni
krve v organismu, které se objevuje u patologickych stavi, jakymi jsou diseminovana
intravaskularni koagulace (DIC), akutni infarkt myokardu, plicni embolie (PE) ¢i hluboka
Zilni trombdza (DVT) (Adam et al. 2009). DVT a PE se ¢asto objevuji v organismu v piimé
navaznosti a byvaji oznacovany spole¢nym ndzvem jako tromboembolicka nemoc (TEN), ¢i

zilni tromboembolie (VTE — venous tromboembolism). Stanoveni hladiny D-d ma tzv.
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negativni prediktivni hodnotu a vyuzivd se k vylouceni vySe zminénych onemocnéni.
V praxi to znamend, Ze pokud je ndmi naméfend hodnota nizsi (negativni vysledek), nez
znama prediktivni (cut-off) hodnota, mizeme s Vvysokou pravdépodobnosti fici, ze
v organismu nedochazi k nadmérnému krevnimu sraZzeni. V praxi se stanoveni hladiny D-d
pouziva zejména k vylou¢eni VTE a také k diagnéze a sledovani stavu u pacientii s DIC

(Sathe a Patwa 2014).

Stanoveni D-d je provadéno riznymi imunochemickymi metodami, mezi které patii
ELISA, ELFA a také v rutinni laboratofi nejcastéji pouzivané latex-aglutinac¢ni techniky.
At uz je pouzita jakdkoliv metoda, vzdy je stanoveni hladiny D-d laboratornim testem
s vysokou sensitivitou, ale nizkou specificitou. Test dokaze diky vysoké citlivosti stanovit
i velmi malé koncentrace D-d a s jistotou (>95 %) vyloucit DVT nebo PE (Pulivarthi a
Gurram 2014). Avsak na druhou stranu ma pozitivni vysledek vzhledem k nizké specificité
testu velmi malou vypovédni hodnotu. ZvySené D-d znamenaji, ze v organismu
pravdépodobné dochazi k nadmérnému srazeni krve a naslednému odbourdvani, ale proc
se tak d¢je, nejsme z vysledku testu schopni urc¢it. Navic se pii méfeni ¢asto objevuji tzv.
falesné pozitivni D-d, kdy zaznamename vys$i hladiny D-d i u stavi, které nejsou spojeny
se zvySenou tvorbou krevnich srazenin. Takto zvySené hodnoty koncentrace D-d se objevuji
ve stafi, po nedavnych operacich, pii dlouhodobé&jsi nepohyblivosti, pfi rakoving€ v aktivnim

stadiu, ¢i v t€hotenstvi (Kabrhel et al. 2010).

Kromé¢ falesné€ pozitivnich vysledkl je mefeni D-d doprovazeno dal$im problémem,
kterym je nemoznost mezilaboratorni reprodukovatelnosti vysledkli. Nejcastéji jsou
Vv laboratofich pouZzivany automatizované latex-aglutinacni testy, které se 1iSi nejenom
vyrobcem, ale ve vétSiné piripadd 1 pouzitou mAb. Specifita mAb pouzivanych
Vv analyzatorech neni identicka, a ve vysledku tak kazdy analyzator (mAb) reaguje k riizné
velkym FDP s jinou citlivosti. Navic vysledky testu jsou v zavislosti na pouzité reagenci
udavany v jinych jednotkach - DDU (D-dimer unit) nebo FEU (Fibrinogen equivalent unit)
a kazdy test ma i odliSnou cut-off hodnotu. Vzhledem ke vSem vySe zminénym faktim neni
mozné porovnavat a pracovat s vysledky provadénymi na rtiznych analyzatorech, coz bylo
potvrzeno i studii provadénou v roce 2015 v hematologické laboratofi nemocnice v Ceskych

Budgjovicich (Stichova 2015).
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2. 4 Trombofilie

Trombofilie je souhrnné oznaceni pro stavy se sklonem k abnormalni tvorbé krevnich
srazenin, které se v organismu manifestuji jako TEN. Trombofilie je hyperkoagula¢ni stav,
ktery nejcastéji vznika na podkladé spole¢ného pusobeni genetickych a ziskanych rizikovych
faktori (Tab. 1) a je charakteristicky vyskytem tromboz v mladém véku, které casto
recidivuji a objevuji se na neobvyklych mistech (Prochazka et al 2004). Podle pti¢iny vzniku
se trombofilie rozd€luji na primarni (vrozené hyperkoagulacni stavy) a sekundarni (ziskané

hyperkoagulacni stavy).

Tab. 1: Vrozené a ziskané rizikové faktory trombofilie.

Vrozené faktory Ziskané faktory
APC rezistence Antifosfolipidovy syndrom
Leidenska mutace T¢hotenstvi a Sestinedéli
Mutace protrombinu G20210A Dlouhodobé;jsi imobilizaci
Deficit proteinu C Stav po prodélané trombodze
Deficit proteinu S Lécbu estrogeny
Deficit antitrombinu Nefroticky syndrom
Hyperhomocysteinémie Paroxysmalni nocni hemoglobinurie
Zvysena aktivita FVIII Malignity
Disfibrinogenémie Koufeni

Upraveno dle: Matyskova et al 2009

Pfi¢inou primarni trombofilie je genetickd zména v n€kterém z koagulacnich
faktort ¢i v jejich inhibitorech nebo kofaktorech a mezi nejznaméjsi patii deficit
antitrombinu, leidenskd mutace, mutace protrombinu 20210A ¢i deficit proteinu C nebo S.
Charakteristicky je rodinny vyskyt s odliSnou prevalenci u jednotlivych etnik, pfiCemz
nejéast&ji se vrozené trombofilie objevuji v kavkazské populaci. Casty je i spoleény vyskyt
vice vrozenych trombofilii u jednoho pacienta, hovoiime o tzv. kombinované trombofilii.
Kombinované trombofilie stejné¢ jako homozygotni formy mutaci jsou pomérné vzacné,

ve veétsing pripadl nesluditelné se zivotem a relativni riziko prvni epizody TEN je v jejich
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ptipad¢ vyrazné zvySeno. Napiiklad u homozygotni formy leidenské mutace je RR prvni
trombotické pfihody 80, vztazeno k RR 2-3 na tisic pacientd zdravé populace ro¢né (Poul
2006). Na druhou stranu heterozygotni formy maji nékdy velmi mirny priabéh a byvaji
odhaleny az laboratornim vySetfenim cilenym na jinou chorobu. K jejich klinické
manifestaci dochazi nejCastéji v t€hotenstvi, pii dlouhodobéjsi imobilizaci ¢i operacich.
Napftiklad v t€hotenstvi pfitomnost heterozygotni formy vrozené trombofilie zvysuje riziko
ataky TEN aZ osminasobné (Tab. 2) a hraje roli v etiopatogenezi zavaznych stavii jako

je preeklampsie, abrupce placenty, opakované potraty ¢i intrauterinni Gmrti plodu
(Prochézka a et al 2004).

Tab. 2: Riziko TEN u téhotnych pacientek s vrozenou trombofilii.

Vrozené trombofilie Absolutni riziko TEN
(AR/1000 pacientii)

Leidenska mutace - heterozygot 8
Leidenska mutace - homozygot 34
Mutace protrombinu G20210A - heterozygot 6
Mutace protrombinu G20210A - homozygot 26
Deficit antitrombinu 4
Deficit proteinu C 4
Deficit proteinu S 3

Zdroj: Bates 2007

V piipad¢ ziskanych trombofilii je pfi¢ina nejasnd a je predstavovana heterogenni
skupinou poruch, které nejcastéji vznikaji disledkem jiného onemocnéni napt. pii malignich
procesech, myeoloproliferativnich onemocnénich ¢i septickych stavech. Za skute¢nou
sekundarni trombofilii je povazovan antifosfolipidovy syndrom, ktery klinickym obrazem
pfipomina vrozené formy. Za ziskany hypekoagulac¢ni stav jsou povazovany i zmény
fyziologického stavu s predispozici k trombofilii jako je t€hotenstvi, dlouhodoba imobilizace

¢i obezita (Musil 2001; Poul 2006).
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2. 4.1 Leidenska mutace

Nejcastéjsi vrozenou pricinou TEN je rezistence k aktivovanému proteinu C, ktera
jev 95 % zpusobena tzv. Leidenskou mutaci FV (Bertina et al. 1994). Leidenskd mutace
je jednobodova mutace v genu pro FV, béhem které je adenin nahrazen guaninem, a tudiz ve
vysledném proteinu je na pozici 506 misto argininu glutamin. Takto pozménény FV

se nazyva Leidensky FV (FVL) a je rezistentni k proteolytickému piisobeni APC.

APC je vedle AT dalsim dulezitym pfirozenym inhibitorem koagulace, ktery
za fyziologickych podminek brzdi pfeménu protrombinu na trombin, tim Ze inaktivuje FVa
a FVIlla. APC v ptitomnosti fosfolipidii a volného proteinu S Stipe arginové zbytky FVa,
¢imz ho inaktivuje a navic z néj Stipnutim argininu v pozici 506 vytvaii protisrazlivy faktor
(FVa), ktery poté slouzi APC jako kofaktor k degradaci FVIIIa. Normalni FV nese celkem
tf1 arginové zbytky (R306, R506 a R679), takZe i pii mutaci FVL je APC stale schopen pfies
dva zbylé argininové zbytky inaktivovat FVa. AvSak uz nedokaze inaktivovat FVIiIa,
protoze Ktomu je nezbytny FV,. Disledkem mutace FVL je zpomaleni Stépeni FVa
a neschopnost inaktivace FVIIIa pomoci APC (Van Cott et al. 2016). Existuji i jiné mutace

FV vedouci k APC-R, ale jejich prevalence je podstatné niZsi.

FVL mutace je nejbéznéjsi vrozenou trombofilii zejména v kavkazské populaci, kde
je nosici jeji heterozygotni formy az 5% jedinct (Ridker et al. 1997). Homozygotni forma
je stejné jako u ostatnich vrozenych trombofilii vzacna a jeji prevalence je ve stejné populaci
jen 0,1 %. Ob¢ formy jsou spojeny s rostoucim rizikem vzniku krevni srazeniny, které
u homozygoti FVL dosahuje az padesatinasobku oproti wild type FV. Oproti tomu riziko
U pacientl s heterozygotni formou FVL se zvySuje jen mirné (5 — 7 ndsobnég) a béhem Zivota

u nich Casto vibec nedojde k rozvoji TEN.

Problém vSak ptredstavuje kombinace mutace FVL s dal§imi protrombotickymi stavy,
jakymi je napftiklad t€hotenstvi. V takovém piipad¢ stoupa nejen RR TEN, ale zvySuje se
I riziko projevu porodnich komplikaci jako je odlouceni placenty, ptredCasny porod, Ci

intrauterinni rastova retardace plodu (Langan 2004; Bates 2007).
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2. 4. 2 Mutace protrombinu 20210A

Mutace postihujici koagulacni faktor II je druhym nejcastéjSim vrozenym
hyperkoagula¢nim stavem. Jedna se o bodovou zdménu guaninu za adenin v pozici 20210
(G20210A), kterd se nachazi na 3" konci v tzv. promotoru protrombinového genu. Tato
mutace patfi mezi tzv. gain-of-function mutace (mutace zisku funkce), ktera zvysuje
efektivitu $tépeni pre-mRNA a tim i naslednou expresi proteinu (Flaujac et al. 2007).

Vysledkem je zvySena tvorba protrombinu vedouci k nadmérné tvorbé krevnich srazenin.

Protrombinovd mutace 20210A (PGM) je autozomalné¢ dominantni onemocnéni,
které se vyskytuje vyhradn€ u bélochti. Jeho prevalence v evropské populaci je okolo 2 — 6
% a nosici heterozygotni formy maji tfikrat vyssi riziko vzniku VTE nezZ mé zdrava populace
(Poort et al. 1996). PGM byla nalezena u 17 % gravidnich Zen trpicich VTE a je davana do
u zen s PGM az 4krat Castéjsi (Foka et al. 2000). Avsak studie provadéné v posledni dobé
vyloudily jakoukoliv souvislost mezi recidivujicimi potraty, preeklampsii a PGM (Silver et

al. 2010; Rodger et al. 2010).

2. 4. 3 Deficit antitrombinu

Antitrombin je glykoprotein tvofeny jatry, ktery v organismu funguje jako inhibitor
trombinu (FIIa) a dalSich koagula¢nich faktor napt. FXa, FIXa ¢i FXIla (Khor a Van Cott
2010). AT vazbou na tyto receptory ovliviiuje aktivitu hemostazy a zabrafiuje nadmérnému
srazeni krve. Kromé toho ma AT na svém povrchu jesté¢ vazebné misto pro heparin, ktery
funguje jako kofaktor a mnohonasobné zvySuje inhibi¢ni G¢inek AT na koagulacni kaskadu.
Z vyse uvedenych skuteCnosti je ziejmé, Ze jakakoli zména koncentrace ¢i funkce AT

vyrazné ovlivni pribéh hemostazy.

Deficit antitrombinu byl objeven v roce 1965 Olavem Egebergem a patii k vibec
prvni vrozené trombofilii, kterd byla popsana. Jednd se o autozomalné dominantni
onemocnéni, které se objevuje ve dvou formach — I. a IL. typu. Prvni typ je deficitem
kvantitativnim, kdy dochdzi k poklesu koncentrace AT, kterd je zplsobena deleci nebo
inzerci nékolika malo bazi. U AT deficitu II. typu vétSinou nedochazi k poklesu koncentrace,
ale je zménéna jeho funkcni aktivita. Mutace se v tomto piipadé objevuje naptiklad ve

vazebném misté pro heparin, a i€¢innost AT je tak vyrazné ovlivnéna (Patnaik a Moll 2008).
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Prestoze prevalence deficitu AT v populaci je nizka 0,02 — 0,2 %, jedna se
0 z&vazny, zivot ohrozujici stav, jehoz homozygotni forma je ve vétsiné pripadi neslucitelna
se zivotem nebo se projevuje t¢zZkymi DVT ihned po narozeni. Heterozygdtni forma ma
mirngj$i prubéh s hladinami AT okolo 40 — 60 % (normal nad 80 %) a DVT se objevuje
u vice jak poloviny pacientti s deficitem AT az mezi 20. — 50. rokem zivota (Patnaik a Moll
2008). Dtive se myslelo, ze mezi hladinou AT a rizikem VTE plati nepfima uméra, tedy ze
niz§i hladiny AT znamenaji vysSi relativni riziko VTE. V neddvné dobé vSak bylo
prokazano, ze u pacienti S hladinou AT mezi 70 — 80 % je riziko VTE stejné jako
U pacientl, jejichz hladina je <70 %. Z toho vyplyva, ze je dulezité brat v potaz i mirn¢

snizené hladiny AT u pacientd, ktefi prodélali VTE v mlad$im véku (Di Minno et al. 2014).

2. 4. 4 Deficit proteinu C

Aktivovany protein C (APC) je pfirozeny inhibitor koagulace, ktery v organismu
brzdi tvorbu trombinu. Vlastni PC je glykoprotein o molekulové hmotnosti 62kDa, ktery je
syntetizovan jatry a v plazmé se vyskytuje v neaktivni formé. Aktivovan je trombinem
navazanym na transmemranovy glykoprotein endotelovych bunck trombomodulin. Aktivace
PC pomoci komplexu trombin-trombomodulin (T-TM komplex) je nadale zesilovana
pusobenim PS, FV nebo vazbou PC na specificky endotelovy receptor pro protein C
(ERPC). Vznikly APC inaktivuje FVa a FVIlla, jak jiZ bylo uvedeno vyse, a tim brzdi
aktivaci FX 1 naslednou tvorbu trombinu, a zabranuje tak nekontrolovatelnému sraZeni krve.
a cytoprotektivni u€inky. Naptiklad podani rekombinantniho APC zvySuje pteziti u pacientl
se sepsi a podava se i u infarktu myokardu, u onemocnéni plic ¢i pii zanétu (Griffin et al.
2007; Nguyen et al. 2000). Ve vysledku PC ovlivituje v organismu celou fadu tloh a jeho
nedostatek vede k zdvaznym, az zivot ohrozujicim staviim. Existuji dvé formy deficitu PC —

vrozena a ziskana.

Vrozeny deficit PC je vziacné, autozomdalné¢ dominantni onemocnéni, které se
objevuje v bézné populaci s prevalenci 0,2 — 0,5 % (Khan a Dickerman 2006). V soucasné
dobé je dle databaze lidskych genovych mutaci (HGMD) zndmo vice jak 360 mutaci
zpusobujicich deficit PC a ve vétsing piipadi se jedna o bodové mutace. Vrozeny nedostatek
PC muze byt jak kvantitativni, tak kvalitativni, podle ¢ehoz se rozd€luje na I. a II. typ.
Bézngjsi je 1. typ deficitu PC, kvantitativni, ktery je charakteristicky poklesem hladiny PC

pod 50 % oproti normalni hodnoté a rozdilnym fenotypovym projevem stejnych mutaci.
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U obou typt je Castéjsi vyskyt heterozygotni formy, u které se prvni tromboticka piihoda
objevuje nejcasteji mezi 10. a 50. rokem Zivota a je zde az 7x vyssi riziko TEN oproti zdravé
populaci (Nakashima a Rogers 2014). Homozyg6tni forma je podobné jako u ostatnich
vrozenych trombofilii vzacna a projevuje se ihned po narozeni jako purpura fulminans, coz
je tézka porucha krevni srézlivosti projevujici se krvacenim z kiize. Bez vhodné terapie je
Vv takovém piipadé az témét 100% umrtnost novorozenct, avsak zalezi na typu mutace a i na

zbylé hladiné PC (Knoebl 2008).

Oproti vrozené¢ formé je ziskany deficit PC castéjSi a objevuje se spolecné
s deficitem vitaminu K pfi jaternich chorobach ¢i pti terapii warfarinem. Warfarinova terapie
je zacilena na blokaci vit. K, diky které se snizi syntéza K-dependetnich koagulacnich
faktorti, napf. protrombinu, a snizi se tak mira koagulace. Nicmén¢ i tvorba PC je zavisla na
vitaminu Ka vzhledem ke kratkému biologickému polocasu PC dochazi pii uzivani
warfarinu k rozvoji piechodného hyperkoagula¢niho stavu, ktery se projevuje koznimi
nekrozami. Nekroza ktize je vedle zvySeného rizika TEN jednou z nejéastéjSich klinickych
manifestaci deficitu PC a projevuje se i u vrozenych forem (Chlumsky a Havlin 2013).
Hladina PC je snizena i u nedavné nebo prave probihajici trombdzy, v pooperaénich stavech,
u nefrotického syndromu, ale také Vv téhotenstvi a u novorozencti (Nakashima a Rogers
2014).

2. 4. 5 Deficit proteinu S

Protein S (PS) je jednofetézcovy glykoprotein s antikoagulacnimi ucinky, ktery
v organismu slouzi hlavné jako kofaktor APC. Do neddvné doby byl za kofaktor APC
povazovan pouze volné dostupny PS, ktery zvySuje proteolytickou aktivitu APC
V arginonovim miste R¥® a7 20krét a nikterak neovliviluje Sté€peni v misté R°®. Nicméng
nedavno bylo objeveno, ze 1 PS vyskytujici se v plazmé vazany na C4b slozku komplementu

a dfive oznaCovany jako neaktivni, se podili na zrychleni proteolytické ¢innosti APC.

Bylo prokazano, ze komplex PS-C4b zvySuje az 10krat ucinnost APC pfi §tépeni R0

a Ze navic tento komplex funguje i jako specificky inhibitor pfi proteolytickém Stépeni R,
Komplex PS-C4b ma tedy dva mechanismy G&inky — aktivaéni na arginové misto R**
a inhibi¢ni na R°%, piicemz silnéjsi je ten inhibi¢ni a tim se vysvétluje, pro¢ byl diive
komplex PS-C4b povazovan za inhibitora inaktivace FVa APC. Ve vysledku ptevlada

inhibi¢ni efekt PS-C4b a inaktivace FVa aktivovanym proteinem C je az 8krat snizena.
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Tento efekt ale mizi u osob s FVL, které maji pozménéné R*® a ihibiéni u¢inek PS-C4b

se neprojevi a naopak dojde ke zvyseni inaktivace v mist& R** (Maurissen et al. 2008) .

Kromé kofaktoru ma PS i funkci pfirozeného antikoagulanta. V nepfitomnosti APC,
dokaze PS inhibovat aktivaci protrombinu pfimou vazbou na fosfolipidy, FVa, Vllla a FXa
a navic pusobi i jako kofaktor TFPI. Inhibi¢ni konstanta TFPI se méni z puvodnich 4,4 nM
na 0,5nM v pritomnosti PS (Hackeng et al. 2006).

Vrozeny deficit PS je autozomalné dominantni onemocnéni, jehoz prevalence
V populaci je velmi nizké a nachézi se mezi 0,2 — 0,5 % a je spojovan zejména se zvySenym
rizikem DVT (Ten Kate a Van Der Meer 2008). Deficit PS ma i svou ziskanou formu, ktera
se objevuje pfi akutni zanétlivé odpovedi organismu, ale velmi asto také v té¢hotenstvi, kde

PS klesa ptiblizné o 40 % (Cumming et al. 1995).

2. 4. 6 ZvySena hladina FVIII

Koagula¢ni faktor VIII je 330 kDa velky glykoprotein, ktery koluje v plazmé
navazany na VWF. Po aktivaci je FVIlla soucasti tzv. vnitfniho tendzového komplexu
(FVIlla, FIXa, Ca*, fosfolipidy), kde slouzi jako neenzymaticky kofaktor IXa, a zesiluje tak
aktivaci FX, ktera vede k nasledné tvorbé trombinu. FVIII je znamy hlavné jako
antihemoliticky faktor A, protoze jeho deficit zpisobuje zavaznou krvacivou chorobu -
hemofilii A. Nicméné¢ negativni vliv na organismus ma nejen snizena, ale i zvySena hladina
FVIII, ktera je fazena mezi hyperkoagulacni stavy. Za zvySenou je povazovana koagula¢ni
aktivita FVIII (FVIIIL:C) nad 150 %, kterd se objevuje u 10 % populace a zvySuje nejen

riziko prvni ataky VTE, ale 1 recidivujicich trombo6z (Vavruskova 2010).

Prvné bylo poukazano na vyssi riziko TEN u pacientii se zvySenou hladinou FVIIla
vroce 1995 ve studii zabyvajici se leidenskou mutaci, kdy prevalence zvySené aktivity
FVIII:C byla dvakrat vyssi u osob s VTE oproti kontrolam (Koster et al. 1995). Od té doby
probéhlo mnoho dalSich studii, které potvrdily vyssi riziko jak prvni, tak opakované
trombotické ptihody u osob se zvySenou FVIII:C. AvSak pfesny mechanismus, diky kterému
se zvysuje riziko TEN v pfitomnosti vyssi aktivity FVIIla, objeven nebyl. Pravdépodobné se

jedna o kombinaci jak genetickych, tak ziskanych pficin.
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Nicméné¢ je jisté, ze v nekterych ptipadech se jednéd o vrozenou trombofilii, protoze
V jedné z nedavnych studii byl t¢émeét u poloviny ptibuznych prvni linie pacientli se zvySenou
FVIIL:C objeven narust aktivity FVIII (Bank et al. 2005). Konkrétné byly objeveny dva
polymorfismy v genu pro protein piibuzny LDL receptoru (LRP), které zvySuji hladinu
FVIII nezavisle na koncentraci vVWF ¢i CRP a az trojnasobné zvysuji riziko TEN (Vormittag
et al. 2009). Navic je prevalence zvysené aktivity FVIIla vazana i na krevni skupinu, kdy
lidé s krevni skupinu 0 maji podstatné niz$i hladiny FVIIla. S tim je spojena i vyssi
prevalence této trombofilie u Afroamericand, kde se krevni skupina 0 vyskytuje mnohem

mén¢ Casto nez v kavkazské populaci (Jenkins et al. 2012).

2. 4. 7 Hyperhomocysteinemie

Homocystein (Hcy) je aminokyselina vznikajici v organismu jako vedlejsi produkt
pii syntéze cysteinu z metioninu. Pokud vSe funguje spravné, Hcy je v organismu rychle
preménovan na neskodné, télu prospésné latky a kofaktory téchto reakci jsou vitaminy
skupiny B, zejména vit. B6 a vit. B12 a také kyselina listova. Dilezitou tlohu v pfeméné
Hcy ma i nékolik enzym, zejména methyltetrafolatreduktdza (MTHFR) a cystation-B-
syntaza (CBS). Pfi nedostatku vySe zminénych latek ¢i genetické zméné v jednom z
enzymu, je pieména Hcy zpomalovana a ten se ve zvySené mife hromadi v plazmé

(hyperhomocysteinémie) a patologicky ptisobi na organismus.

Prikladem muze byt homocysteinurie, coz je zavazné onemocnéni, jehoz ptic¢inou je
mutace v CBS, enzymu ktery pfeménuje Hcy na cystathion. V tomto ptfipadé hladiny Hcy
Vv organismu az desetinasobné pievysSuji normalni hodnoty Hcy (5-15uM) a v nékterych
ptipadech dosahuji koncentrace az 500uM (Hirmerova 2013). Takto vysokd hladina Hey
zpomaluje duSevni vyvoj, naruSuje metabolismus kostni tkdné¢ a vede k rozvoji
kardiovaskularnich chorob jiz v détstvi (Pfistoupilova et al. 1999). Nicméné mnohymi
experimentalnimi studiemi bylo prokdzano, Ze 1 mirnd hyperhomocysteinémie, jejiz hladiny
jsou mezi 15 — 30 uM, je nezavislym rizikovym faktorem ischemické choroby srdecni,

cévnich mozkovych ptihod, ¢i TEN.

Na druhou stranu ale bylo dokazano, ze samotné zvySeni Hcy bez pfitomnosti dalSich
rizikovych faktorti se neprojevuje zvySenou tendenci k tvorbé trombl a je pouze velmi
slabym prediktorem kardiovaskularnich chorob (Zak a Zeman 2004; Fay 2012). Zalezi také

na pfi¢inach vzniku hyperhomocysteinémie, kterych je celd fada - od deficitu vySe
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zminénych kofaktorli, Zivotospravy az po genetické zmény, a v ptipadé jejich kombinace se
toxické ptisobeni Hey zvySuje. Zvysend hladina Hcy piisobi patologicky i v t€hotenstvi a je
davana do souvislosti s vyvojovymi vadami plodu, preeklampsii, opakovanymi potraty ¢i
téhotenskou cukrovkou (GDM). Avsak podle jedné z poslednich studii se vyssi hladiny Hey
nakonci prvniho trimestru ani pozd€ji neprojevovaly CcastéjSim vyskytem vrozenych
vyvojovych vad, predCasnych porodi a ani GDM. Byla potvrzena pouze asociace
hyperhomocysteinémie s hyperkoagula¢nimi poruchami vznikajicimi v téhotenstvi, jako je

preeklampsie a ¢astéj$imi potraty (Mascarenhas et al. 2014).

2. 4. 8 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je nejCastéji se vyskytujici vrozena trombofilie
s prevalenci 3 — 5 % v bézné populaci (Nakashima a Rogers 2014). Jedna se o autoimunitni
onemocnéni, pii kterém se v organismu vytvaieji tzv. antifosfolipidové protilatky (APA).
APA jsou heterogenni skupinou protilatek, jejichz cilovymi antigeny jsou proteiny vazajici
se na negativné nabité fosfolipidy jako je kardiolipin, beta 2 glykoprotein 1 (B2GP1), ¢i
protrombin. Podle zpiisobu detekce se rozlisuji dvé zékladni skupiny APA. Prvni skupinou
jsou antifosfolipidové protilatky prokazatelné koagulacnimi metodami, které se nazyvaji
souhrnnym nazvem lupus antikoagulant (LA) a jsou spojeny s vys§im rizikem
tromboembolickych komplikaci. Druhou skupinou jsou APA detekovatelné ELISOU, které
nesou ndzev podle pouzitého antigenu a patii tam antikardiolipinové (aCL),
antifosfolipidové a antiB2GP1 protilatky (HIusi a Kréova 2003). Jednotlivé druhy APA se
vV organismu objevuji bud’ z neznamé pficiny (primarni APS) nebo v souvislosti s jinym
onemocnénim (sekundarni APS) a jejich klinickou manifestaci je prodlouzeni aktivovaného
parcialniho tromboplastinového ¢asu (aPTT). Pfitomnost APA v organismu ovSem nevede

ke krvacivym staviim, ale je spojovana se zvySenym rizikem Zilni i arteridlni trombozy.

Na rozdil od vrozenych hyperkoagulaci, jejichZ trombotické ptihody byvaji vétSinou
organove ¢i cévné specifické, se APS projevuje generalizovanou nerovnovahou hemostézy,
vedouci k tromb6zam kdekoliv v téle (Salmon a de Groot 2008). Pti¢inou je schopnost APA
ovliviiovat na fosfolipidech zavislé reakce hemostazy, ¢imZ dokdzou napft. potlacit inaktivaci
FVa a FVIlla, zvysit expresi prokoagluacnich faktorti (TF, vWF) ¢i inhibovat pfirozené
inhibitory koagulace (AT, protein C a S). Pomoci téchto mechanismt posouvaji APA
hemostatickou rovnovahu smérem k hyperkoagulacim a APS vede k tvorb¢ jak arterialnich,

tak zilnich trombdz (Hlusi a Kréova 2003).
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Tromboembolické stavy se projevuji nejcastéji u osob s prokazanymi LA a to vice
jak 10krat cast&ji oproti jedincim s negativnimi APA a navic jsou pfi¢inou celé tady
téhotenskych komplikaci. Napiiklad ptedéasné ukonceni te€hotenstvi (RPL) se objevilo
u 33,9 % Zen s pozitivnimi LA a jen u 2,9 % Zen s negativnimi LA a podobn¢ byla u LA
pozitivnich pacientek zaznamenana i vysSi incidence HELLP syndromu a intrauterinni

rustové retardace plodu (Clark et al. 2013).
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2. 5 Trombofilie a téhotenstvi

Téhotenstvi je Vv disledku komplexnich zmén v hemostize tazeno mezi ziskané
trombofilie. Riziko TEN je u téhotnych Zen az desetindsobné vys$i a pfi¢inou jsou
hemodynamické, prokoagulacni a hormonalni zmény fyziologicky probihajici v téhotenstvi
(Izadi et al. 2015). Na jednu stranu jsou takové zmény hemostazy nezbytné, protoze
umoznuji udrzet spravnou funkci placenty a zabranuji vyraznym ztratdam krve pfi porodu,
ale na druhé strané¢ jsou predispozicnim faktorem trombozy a mnohych dalsich

patologickych stavii (Réger et al. 2013a).

TEN se vyskytuje u 1 z1500 téhotnych Zen a manifestuje se hlavné jako DVT
apouze asi z 20 % jako PE (Bloomenthal et al. 2002; James 2009). Pro té¢hotenstvi jsou
charakteristické trombozy postihujici v 90 % levou dolni koncetinu. Pfitomnost TEN dale
zvySuje riziko rozvoje porodnich komplikaci, kam patii ptred¢asné porody, potraty,
preeklampise, HELLP syndrom ¢i piedcasné odlouceni placenty. Zejména nebezpecna
Vv t¢hotenstvi je kombinace vice rizikovych faktort TEN jako je vysoky ve&k rodicky,

koufeni, pritomnost vrozené trombofilie, ¢i predchozi anamnéza TEN.

Obecné byla ptitomnost TEN v gravidité pokladéna za jednu z hlavnich pfi¢in umrti
matek pii porodu a v Sestinedé€li, coz se v soucasné dobé diky rychlému medicinskému
pokroku zménilo. Podle studie provadéné v roce 2006 se smrt matky v disledku TEN
objevuje piiblizné u jednoho ze 100 000 porodt (James et al. 2006). Tato incidence souhlasi
i s daty Ceského statistického wfadu z roku 2006, kdy z celkového poétu 113 083 porodl,

zemfela jedina pacientka.

2. 5.1 Pric¢iny TEN v téhotenstvi

V gravidité dochéazi k vyraznym zmé&nam ve vSech tfech rizikovych faktorech podilejicich
se na rozvoji trombozy, oznacovanych jako Virchowa tridda. Mezi né€ patii zpomaleni toku
krve, zmény cévni stény a abnormality ve sloZeni krve se sklonem k nadmérnému sraZeni.
Konkrétné se jednd hlavné o zmény v hladinach koagula¢nich a fibrinolytickych faktort
(Tab. 3), ale i o reologické zmény zpiisobené zvySenym objemem krevni plazmy, hormony
¢i utlakem zil rostouci délohou. VSechny tyto zmény spole¢né¢ vedou k zdvojndsobeni
koagula¢ni aktivity, a proto je téhotenstvi oznaCovano jako hyperkoagulacni stav. Navic

pritomnost dalSich rizikovych faktora jako je historie tromboembolické piihody, trombofilie,
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rodicka star$i 35 let, ¢i vyskyt opakovanych potratt, dale vyrazné¢ zvysuji riziko TEN

Vv pribehu t€hotenstvi a Sestined¢li.

Tab. 3: Zmény hemostatickych parametrii béhem téhotenstvi.

Hemostatické parametry Zména hladin v téhotenstvi
FllaFVv Z4dna
Fibrinogen Zvyseni o >100%
FVII Zvyseni az o 1 000%
FVIII, FIX, FX, FXIl a vWF ZvySeni >100%
FXI Rizné
FVIII Snizeni az 0 50%
Protein C Zadna
Protein S Snizeni az 0 50%
D-dimery Zvyseni az 400%
Trombocyty Snizeni az 0 20%

Zdroj: Katz a Beilin 2015

2. 5. 2 Diagnostika TEN v téhotenstvi

U gravidnich pacientek jsou pifiznaky akutni TEN jako je otok dolnich koncetin ¢i
duSnost nedostacujici k diagnoze, protoZe stejné ptiznaky se bé€Zné€ objevuji v t€hotenstvi
v disledku fyziologickych zmén. Stejné tak b&zné pouZivané skorovaci systémy, jako je
Wellsovo skore, které ur€uje miru pravdépodobnosti TEN, nejsou v téhotenstvi kvili nizké
pozitivni prediktivni hodnoté doporuc¢ovany, ale nem¢ly by byt ani Gplné opomijeny, protoze

mohou pomoci odhadnout klinickou pravdépodobnost TEN.

Nicméné byl vytvofen novy skorovaci systém specificky pro vyloueni DVT
Vv t€hotenstvi, tzv. LEFt skore. LEFt skore zkouma pouze tii kritéria: L (left) — pfitomnost
symptomu v levé noze, E (edema) — vice jak dvoucentimetrovy rozdil v obvodu lytka, Ft
(first trimestr) — projev v prvnim trimestru téhotenstvi. K tomu, aby toto predikéni skore
mohlo byt bézné¢ vyuzivano v klinické praxi, je potieba provést jest€ mnoho nezavislych
studii, ale ty soucasné¢ ukazuji jeho vysokou spolehlivost ve vylouceni DVT. Negativni
prediktivni hodnota (NPV) LEFt skore je az 100% (Simcox et al. 2015a; Righini et al. 2013;
Musil 2009).
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Z laboratornich testi ma takto vysokou NPV jen méfeni D-d, ale pouze
za predpokladu, ze je brana v potaz vyssi cut-off hodnota charakteristickd pro t€hotenstvi
(Chan et al. 2010). Hladina D-d v t€hotenstvi postupné stoupa a v tfetim trimestru dosahuje
az dvojnasobnych hodnot, a proto bézné¢ pouzivané cut-off hodnoty v té€hotenstvi neplati.
Navic v ptitomnosti dal§iho rizikového faktoru, jakym je napt. leidenskd mutace, hladina
D-d dale vzristda (Stichova 2015). 1 piesto je VvySetfeni D-d velmi citlivym a &asto

pouzivanym testem i u gravidnich pacientek.

V soucasn¢ dobé se ke stanoveni TEN pouziva kombinace klinického hodnocenti,
laboratorniho vySetfeni D-d a kompresni ultrasonografie (CU). Kompresni ultrasonografie je
dostate¢né citliva i specificka metoda k vylouceni DVT a navic je i cenové dostupnd, Setrna
a je zde moznost opakovatelnosti (Musil 2009). Vzhledem ke vSem vySe zminovanym
vyhodam je CU diagnostickou metodou ¢islo jedno u pacientek se symptomy spole¢nymi jak
pro DVT, tak pro PE. U takovych pacientek se provede diikladny anamnesticky rozbor, urci
se pritomnost rizikovych faktori TEN, provedou se laboratorni koagulaéni vySetfeni a CU
k vylou¢eni DVT. Pokud je CU negativni, ale jsou ptitomné faktory nasvédcujici TEN, jsou
provedena dalsi vySetfeni, jako je ventilacni scintigrafie plic nebo CT angiografie, které jsou
pouzivané k diagnostice PE. Tato vySetfeni jsou oproti CU ndkladngj$i a predstavuji 1 urcité

riziko pro matku i plod, a proto se k nim ptistupuje az v druhém kroku.

2.5.3 Lécba TEN v téhotenstvi

Lécba TEN v téhotenstvi musi probihat nejen s ohledem na zdravi matky, ale 1 na
nenarozeného potomka. U kazdé pacientky je dle rizika rozvoje TEN potieba zvazit podani
antikoagulacnich 1éki, které sice dokazou velmi efektivné zabranit vzniku trombu, ale
na druhou stranu mohou vést aZz k zivot ohrozujicimu krvaceni. Incidence velkych
krvéacivych piihod u TEN pacientd 1éCenych antikoagulancii je 7,2/1000sob/rok a riziko
zivot ohrozujiciho krvaceni je 1,31/1000sob/rok (Linkins et al. 2003). Mimo to zptsobuji
nekterd antikoagulancia fidnuti kosti a pfi uzivani 1€kt na bazi heparinu se objevuje i tzv.

heparinem indukovana trombocytopenie (HIT).

Antikoagula¢ni terapie navic pasobi patologicky i na nenarozeného potomka. Mnoho
bézn€ pouZivanych 1ékl, jako je warfarin a dalS$i antagonisté vitaminu K, prostupuji
placentou, ptisobi teratogenné na plod a jsou zodpovédné za castéj$i vyskyt vrozenych

vyvojovych vad a spontannich potrati (Bates 2007). Z tohoto duvodu je jejich uzivani
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Vv pribéhu te€hotenstvi vyloucené. Nastésti v soucasné dobé existuji nova, méné agresivni
antikoagulancia, kterd neprostupuji placentou napt. nefrakciované hepariny (UFH)

¢1 nizkomolekularni hepariny (LMWH).

LMWH jsou v soucasné 1ékaiské praxi nej¢astéji pouzivana antikoagulancia k 1é¢bé
TEN v téhotenstvi. Divodem je vysoka ucinnost, jednoduchd subkutanni aplikace bez
potteby laboratornich kontrol a také mensi riziko nezddoucich ucinkli oproti ostatnim
heparinim. Jednotlivé preparaty LMWH (Fraxiparine, Clexane, Fragmin, Clivarine) se lisi
nejen metodou pripravy a molekulovou hmotnosti, ale také pomérem FXa/FIla (Kréova et al.
2003). LMWH jsou ptedepisovany na zakladé hmotnosti pacientky a uzivaji se nejéastéji
jedenkrat denné podkozné. Behem tchotenstvi by se davky mély ménit v zavislosti na
vzristajici télesné hmotnosti t¢hotné, ale také z diivodu zvySujici se renalni clearence.
Plazmaticky polo¢as LMWH totiZ neni zavisly na velikosti davky, ale na rendlni clearence,

ktera v t€¢hotenstvi postupné stoupa a dle toho by mély byt davky LMWH upravovény.
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3 Cile prace

1) Analyza udaji souboru pacientek vysettenych na D-dimery v letech 2014 — 2015

na ambulanci klinické hematologie nemocnice v Ceskych Budg&jovicich.
2) Urc¢eni prevalence vrozenych hyperkoagulaénich stavii v souboru.

3) Stanoveni hladiny D-dimerd u vrozenych hyperkoagulaénich stavii selektovanych

skupin (gravidni a negravidni pacientky).

4) D-dimery ve vztahu k predikci porodnich komplikaci u zkoumanych

hyperkoagulacnich stavi.
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4 Materialy a metodika

4.1 Indikace ke koagula¢nimu vySetreni

V soucasné dob¢ se neustale zvySuje uroven laboratorni diagnostiky, a 1ékai proto
muze k diagnéze trombofilie vyuzit celou fadu riznych testi. Nicméné pred kazdym
koagula¢nim vysetfenim je dilezité nejprve provést u pacienta dikladny anamnesticky
rozbor. Lékar se zajima o prod€lané choroby, soucasna onemocnéni, uzivané 1éky, zivotni
styl a hledd symptomy trombofilie jak v osobni, tak rodinné anamnéze. Po spravné
provedené anamnéze by mél mit 1ékar alespon pribliznou predstavu o diagnéze pacienta a tu
si nasledné potvrdit nebo vyvratit konkrétnimi laboratornimi testy. Krom¢ anamnézy
je dulezité znat i charakteristiky jednotlivych laboratornich testi — jakou metodou probiha
stanoveni, jaké je diagnostické specifita a senzitivita testu, ¢i zda je vysledek zavisly napf.
na véku nebo pohlavi. Lékaf by nemél zatézovat ani pacienta, ani laboratof ,,zbyte¢nymi‘

vySetfenimi a kazdé vySetieni predepisovat po predchozim uvazeni.

Napiiklad podle Ceské angiologické spole¢nosti by mélo byt koagulaéni vySetfeni
trombofilnich stavii indikovano aZ pfi splnéni alespont dvou klinickych kritérii, protoze
pouze Vtéchto piipadech ma indikace k vySetfeni hyperkoagulaci své opodstatnéni
a ziskdme vysledky, které ndm umoZzni diky vhodné profylaxi zabranit dal§im TEN

pfihodam.

Klinicka Kkritéria k indikaci vySetieni trombofilnich stavu

e Prvni tromboembolicka piihoda v mlad$im v€ku
- zilni trombdza pted 45. rokem véku
- arterialni tromboza pted 35. rokem véku
e Recidivujici trombozy
e Trombodza v neobvyklé lokalizaci
e Pozitivni rodinnd anamnéza
e Tromboembolicka piithoda vznikla v souvislosti s graviditou ¢i 1é€bou estrogeny
e Opakované potraty a jiné komplikace t€¢hotenstvi

(Hirmerova et al. 2014; MatySkova et al. 2009)
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Kromé vySe zminénych kritérii je Castou indikaci k vySetfeni hyperkoagulacnich
stavl 1 nepfizniva gynekologickd anamnéza. Jedna se o pacientky s opakované netispéSnym
téhotenstvim, u kterych se v anamnéze vyskytuji opakované potraty, nitrod€lozni umrti
plodu ke konci té€hotenstvi, intrauterinni rastové retardace plodu ¢i tézka preeklampsie
(Gaillyova et al. 2005). Castou piicinou téchto problémi jsou pravé hyperkoaguladni stavy a
bylo prokézano, ze pouze Y pacientek s trombofilii a predchozi neptiznivou gynekologickou

anamnézou, usp&$né dokonci téhotenstvi bez antikoagula¢ni terapie (Poul 2006).

Kvili vyse zminénym rizikim jsou téhotné Zeny s nepiiznivou gynekologickou
anamnézou, prokazanym hyperkoagulacnim stavem nebo prodélanou tromboembolickou
piihodou vysetieny na AKH. Lékat AKH zvazi dle pfitomnosti jednotlivych rizikovych
faktori, vysledkl laboratorniho vySetfeni a stavu pacientky nasazeni antikoagulacni 1écby
a pacientku sleduje v prib&hu celého téhotenstvi a Sestinedéli. Ve zpracovanych datech tak
mame casto k dispozici diky zvolenému dvouletému obdobi vice vysledkii od jedné

pacientky.

4.2 Odbér krve a jeji zpracovani

VSechny vzorky zpracované vtéto praci byly odebrany specializovanym
pracovnikem na ambulanci klinické hematalogie (AKH) nemocnice Ceské Budgjovice, kde
se k odbérim pouziva systém Becton Dickinson Vacutainer (BDV). Pfi ném jsou odbéry
provadény do pfedem pfipravenych, popsanych zkumavek, které se 1isi barvou uzéavéru,
podle vysSetfeni, ke kterému jsou ur¢eny. Ke koagulacnim vySetfenim jsou pouzivany
zkumavky se svétle modrym uzavérem, které obsahuji pufrovany roztok citratu sodného.
Citrat sodny vyvazuje ze vzorku krve Ca”, a zabranuje tak jejimu sraZzeni. Pii odbéru je
dilezité dodrzet spravny pomér krve k antikoagulacnimu cinidlu, ktery je u 3,8% citratu
sodného 9:1, nejcastéji tedy 4,5 ml krve na 0,5 ml citratu. V soucasné dob¢ je diky uzivani
vakuovych systémil jako je BDV dodrzeni poméru usnadnéno podtlakem, ktery se pti odbéru

ve zkumavce vytvofi, a vyrazné se tak sniZilo mnozstvi chyb v analytické ¢asti odbéru krve.

Po spravné provedeném odbéru by mély byt zkumavky 3 — 4 krat jemné pievraceny
a spolecné se spravné vyplnénou zadankou co nejrychleji doru¢eny do Centralni laboratote
Nemocnice v Ceskych Budgjovicich (dale jen CL). Pracovnik laboratoie nejprve zkontroluje
spravnost Uidaji na vzorku i Zadance a v ptipad¢é shody ptidéli obéma identifikacni Stitek se

stejnym kodem, pod kterym je pacient zaddn do laboratorniho informacniho systému (LIS)
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a vzorek v laboratoii zpracovan. Ihned poté jsou vzorky uréené ke koagulacnimu vySetieni

odstfedény pii 1500 g po dobu 15 min a az poté doru¢eny na hematologické oddéleni CL.

Pred vlastni analyzou je jest¢ kazdy vzorek ptekontrolovan laborantkou. V tomto
kroku jsou vytazeny vzorky se Spatn¢ provedenym odbérem, kde nebyl dodrzen spravny
pomér antikoagulacniho cinidla k mnozstvi krve, ¢i je pfitomna hemolyza v dasledku
Spatného odbéru. V takovém piipad¢ laboratotf neprovede analyzu a pozadd o novy odbeér.
Ukolem laborantky je také zaznamenat nezadouci vlastnosti vzorku, které mohou ovlivnit
vysledek méteni, jako je hemolyticka ¢i chylozni plazma. Mira zkresleni vysledku je zavisla
na koncentraci latky zptsobujici tuto nedokonalost (Tab. 4) a n€které nedokonalosti vzorku,
jako je pritomnost lipidovych Ccastic, mohou byt odstranény opakovanou centrifugaci
po dobu 10 min pii 15000 g. Pokud ani po opakované centrifugaci nedojde k odstranéni
nedokonalosti, nebo pokud vyjdou hrani¢ni hodnoty u vzorkt s chylézni ¢i hemolytickou

plazmou, je pozadano o novy odbér.

Tab. 4: Koncentrace latek, pri kterych dochazi ke zkresleni vysledkii méreni

D-d pfi pouZziti analyzatoru Sysmex CS-5100.

Latky zkreslujici Koncentrace, pri niZ dochazi
vysledky D-d ke zkresleni D-d (mg/dl)
Triglyceridy 300
Hemoglobin 200

Bilirubin 12

Zdroj: Aplikaéni list pro D-d, Sysmex CS-5100

4. 3 Kvantitativni automatizované stanoveni hladiny D-d

V laboratofi klinické hematologie (LKH) nemocnice v Ceskych Budg&jovicich, dale
jen laboratof, je méfeni D-d provadéno imunoturbidimetrickym testem Innovance D-dimer
od spolecnosti Siemens na koagulometru Sysmex CS-5100 (Obr. 5). Laboratof ma navic
k dispozici jesté hematologicky analyzator CS 2100i, ktery pracuje se stejnymi reagenciemi,
ale D-d na ném nejsou bézné méfeny. Nicméné i pii pouziti analyzatoru CS 2100i by se
vypovédni hodnota vySetfeni neméla ménit, protoze dle studie provadéné spolecnosti
Siemens je mezi obéma systémy skv¢la korelace, a tudiz vysledné hodnoty obou analyzatort

jsou témei shodné (Flieder et al. 2016).
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Oba pfistroje japonské spoleCnosti Sysmex jsou pln¢ automatizované optické
analyzatory slouzici kin vitro diagnostice, které podle potiebného vySetfeni pracuji na
zaklad¢é koagulaénich, chromogennich nebo imunologickych metod. K vySetieni D-d je
pouzivana imunologick4 metoda, pfi které agregaty vzniklé reakci Ag-Ab méni prichodnost

svétla vzorkem. Analyzator tedy neméti pfimo koncentraci D-d, ale zaznamenavd zménu

optické hustoty (dOD) plazmy a poté za pomoci kalibra¢ni kiivky stanovuje vyslednou
hodnotu D-d v mg/L FEU.

Obr. 5: Automaticky koagula¢ni analyzator Sysmex CS-5100. Zdroj: vlastni foto

4. 3.1 Innovance D-dimer

Innovance D-dimer (ID-d) je diagnosticky test vyvinuty spole¢nosti Siemens
Healthcare Diagnostics, ktery umozniuje kvantitativni stavoveni D-d. Tento test je pouZivan
v LKH piiblizné od zafi roku 2013 a mlze byt pouzit na celé fadé riznych koagulaénich
analyzatort. Zpocatku byly D-d méfeny timto testem na analyzatoru CA-7000 a v souc¢asné
dobé je pouzivan modernéjsi analyzator CS-5100, oba od spolecnosti Sysmex. Nicméné
vzdy je potieba stestem zachazet podle referenc¢nich navodl specifickych pro dany

analyzator.
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Pokud jsou vSechny reagencie i kontroly ID-d pfipraveny spravné a nevyskytla-li se
chyba v koagulometru, je kombinace ID-d a analyzatoru CS-5100 rychlym diagnostickym
testem k vylouc¢eni TEN. V laboratofi je tak mozné stanovit hladinu D-d az u 268 vzorkl za
hod. a to s negativni prediktivni hodnotou a diagnostickou sensitivitou vyssi nez 99 %.

Bohuzel ale specifita testu ID-d je nizka a v zavislosti na pouzitém analyzatoru kolisa mezi
35—-40 %.

Princip metody a priprava reagencii

ID-d pracuje na imunoturbidimetrickém principu, kdy do analyzovaného vzorku jsou
piidany polystyrénové castice pokryté MAbs proti epitopu D-d (8D3), které reaguji s D-d
avedou Kktvorbé imunokomplexti. Vzniklé ICs odrazeji a casteéné i pohlcuji
monochromatické svétlo vychazejici z halogenové lampy, a snizuji tak intenzitu svétla
prochdzejiciho méfici kyvetou. Jinymi slovy vznik ICs zvySuje zékal ve vzorku a je méfen
stupen zakalu - turbidity. Méfeni je provadéno v pfimém sméru, po ose svételného paprsku
a ubytek intenzity proslého svétla je analyzatorem zaznamenavan jako zména absorbance za
dany Casovy usek. Analyzator vynese takto zjiSténou hodnotu na kalibraéni kiivku a stanovi
koncentraci D-d ve vySetfovaném vzorku piepoctenou na mg/L FEU. Rozsah méfeni testu
ID-d je 0,19 - 4,40 mg/L FEU, pfiCemz mize byt na analyzatoru CS-5100 rozsifen

automatickym natfedénim vzorkl az na 80 mg/L FEU.

Problém pii méfeni pfedstavuji lipemické vzorky nebo vzorky obsahujici Castice
neodstranitelné centrifugaci. Pfitomnost téchto ¢astic méni rozptyl svétla v analyzované
plazmé a miize podobné jako ptitomnost heterofilnich Ab (napt. HAMA ¢i revmatoidni
faktor) vézt k falesné vyssim, ale i niz§Sim vysledkiim. Nicméné koagulometr CS-5100 ma

nékolik filtrh, které ¢aste¢né snizuji vliv interference.

Test ID-d pracuje s péti zakladnimi reagenciemi, které jsou dle typu dodavany bud’
Vv kapalné, nebo lyofilizované form¢ (Tab. 5) a mély by byt skladovany pfi teploté 2 az 8 °C.
Dutlezité je dodrzovat pokyny pro piipravu jednotlivych komponent a krom¢ diluentu vzdy
pracovat s reagenciemi stejné SarZe, protoZze kombinace jinych Sarzi, stejné jako jejich
nespravnd piiprava, mohou vést k nespravnym vysledkim. V laboratoii je zavedeno
pouzivani vSech reagencii stejné Sarze, tedy 1 diluentu a jejich piiprava se provadi vzdy den
dopfedu. Pouze tak je zabranéno zbyteCnym analytickym chybam, jako je napi. Spatné

nafedéni reagencie, které ¢asto vznikalo pii spesné priprave.
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Pro zajiSténi pfesnosti a reprodukovatelnosti vysledku jsou v laboratofi dvakrat denné
provadény interni kontroly kvality. K tomuto meétfeni slouzi reagencie Controls, ktera
obsahuje dvé lahvi¢ky kontrol, jednu s plazmou v normalnim a jednu V patologickém
rozmezi. Ob¢ kontroly musi byt pfed pouzitim rozpustény v 1 ml destilované vody, opatrné
protfepany a ponechany v klidu po dobu alesponn 15 min. pfi pokojové teploté a pred
meéfenim opét opatrné protiepany. Vysledek kontrolni reagencie Control 1 by se mél
nachazet v intervalu 0,25 — 0,37 mg/ L FEU a rozsah patologické kontroly — Control 2
v rozsahu 2,03 — 3,05 mg/L FEU. Pokud naméfené hodnoty nelezi v deklarovaném rozmezi,
je méfeni provedeno znovu, a pokud je i poté odchylka pfitomna, musi dojit k nové kalibraci

pomoci reagencie ID-d Calibrator.

Tab. 5: Reagencie pouZivané v testu Innovance D-dimer a jejich sloZeni.

Innovance v o
Forma SlozZeni Pivod

D-dimer

Polystyrenové castice pokryté
MADbs proti D-d

Lidsky sérovy albumin Lidsky
KL: amfotericin B, gentamycin

Mysi
REAGENT Lyofilizovany

Pufrovany fyziologicky roztok
BUFFER Kapalng Dextran
Imidazol
KL: azid sodny
Pufrovany fyziologicky roztok
SUPPLEMENT Kapalny Reagent blokujici heterofilni protilatky Mysi
KL: azid sodny
Pufrovany fyziologicky roztok
DILUENT Kapalny Imidazol
KL: azid sodny
Lidska plazma, preparat D-d Lidsky
KL: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazol-3-on

CALIRATOR Lyofilizovany
2-metyl-4-isothiasol-3-on

Azid sodny

Zdroj: Aplikaéni list Innovance D-dimer, 2017
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4. 4 Metodika ziskani a upravy dat

Vsechna data zpracovana v této diplomové praci pochézeji od pacientek Ambulance
klinické hematologie (AKH) nemocnice v Ceskych Bud&jovicich, u kterych byla v letech
2014 — 2015 vySetfena hladina D-d. AKH byla zvolena jako zdroj dat z davodu vysoké
pravdépodobnosti spole¢ného vyskytu obou zkoumanych faktorti — hyperkoagula¢niho stavu
a gravidity u téZe pacientky. Dle slov pana primafe MUDr. Ivana Vonkeho je vice jak 90 %
zen ucastnicich se opakované¢ho odbéru na AKH téhotnych, coz bylo potvrzeno jiz
v piedchozi praci (Stichova 2015) a navic hlavnimi a nejéastéj$imi divody vySetieni D-d na
AKH je podezieni na vrozeny hyperkogualaéni stav ¢i kontrola pacientek s jiz

diagnostikovanou trombofilii.

Vsechny odebrané vzorky byly méfeny imunoturbidimetrickym testem Innovance D-
dimer spolecnosti Siemens Healthcare Diagnostics na analyzatoru Sysmex CS-5100
a vysledky byly poté ulozeny do laboratorniho informacniho systému (LIS) nemocnice. Pro
ucely diplomové prace byla z LIS vyselektovana data pacientek AKH do 55 let, u kterych
byla v roce 2014 a 2015 vysetiena hladina D-d. Celkem bylo ziskano 1599 vysledku a ke
kazdému odbéru byly v LIS AKH dohledany potfebné informace — hyperkoagulacni stav,
osobni a rodinnd anamnéza, antikoagulac¢ni lécba, gravidita, tyden téhotenstvi v dobé
vysetfeni, termin ukonéeni t&hotenstvi, zplisob porodu, pohlavi a porodni vaha ditéte. Cast
informaci tykajici se porodni vahy, pohlavi ditéte a zplsobu porodu musela byt dale
dohledana v porodopisech neonatologického odd€leni nemocnice, a 1 pfesto u nekterych
pacientek tyto informace chybi, protoze ne vSechny tchotné pacientky AKH rodily

Vv ¢eskobudéjovické nemocnici.

Ziskany soubor dat byl pred vlastni analyzou upraven. Vzhledem k tomu, ze hladina
D-d mtze byt ovlivnéna i vékem, byl soubor dat ziizen dle véku nejmladsi (19 let) a nejstarsi
té¢hotné¢ zeny (46 let). Navic byly z divodu omezené piesnosti pfistroje ze souboru
vylouceny 1 vysledky D-d <0,190 mg/L. Ve vysledku tak bylo zpracovavano 1415 vzorkl
pacientek AKH ve v&ku 19 - 46 let, u kterych byly v roce 2014 — 2015 méfeny D-d. Nékteré
pacientky se vSak v daném obdobi ucastnily odbéru vicekrat, a proto byl odstranénim
duplicitnich hodnot vyselektovan druhy soubor dat (déale jako data pacientek), ktery

obsahoval pouze jeden nahodné vybrany odbér od kazdé pacientky a tvofilo ho 560 vzorki.
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4. 5 Statistické zpracovani dat

Vsechny vysledky byly zpracovany programem Excel 2007 a za pomoci Mgr.
Ondieje Mottla i statistickym programem R verze 3. 2. 5. Data byla vyhodnocena linedrnim
modelem se smisenymi efekty a priikaznost jednotlivych proménnych byla testovana pomoci
ANOVY doplnéné post-hoc Tukeyho testem. Vzhledem Kk nenormalnimu rozloZeni dat
hladin D-d, byly v celé praci pouzity pfirozené logaritmy hladin D-d (In D-d). Vsechna
srovnani byla provedena na hladin¢ vyznamnosti ¢=0,05 a souhrnné hodnoty D-d byly

vyjadieny jako aritmeticky primér + stiedni chyba priiméru (SEM).

4. 5.1 Vliv hyperkoagula¢niho stavu na hladinu D-d

Pro otestovani hypotézy zda diagnostikovany hyperkoagulacni stav néjakym
zptasobem ovliviiuje hladinu D-d, byl vytvofen linearni model se smiSenymi efekty, kde
hladina D-d (In D-d) byla zavislou proménnou a diagnostikovany hyperkoagula¢ni stav
nezavislou proménou s pevnym efektem. Nezavislé proménné s ndhodnym efektem byly:
identita pacientky, ve€k, rodinnd anamnéza, osobni anamnéza tromboembolické piihody
a antikoagulacni lécba. Jednotlivé hladiny vysvétlujici proménné (hyperkoagulacni stav)

byly porovnany s kontrolou za pomoci post-hoc Tukeyho testu.

Sledovani hladiny D-d v zavislosti na diagnostikovaném hyperkoagula¢nim stavu
bylo testovano i u mensiho datasetu t€hotnych pacientek (1084 vzorkl). V tomto ptipadé byl
pouzit linearni model se smisenymi efekty, kde logaritmované hodnoty hladiny D-d byly
zavislou proménnou a hyperkoagulacni stav spole¢né s tydnem gravidity v dobé odbéru
ajejich interakci byly nezavislé proménné s pevnym efektem. Proménné s nahodnym
efektem byly stejné jako v pfedchozim kroku (identita, v€ék, rodinna a osobni anamnéza,
antikoagulacni 1écba). Jednotlivé zavislé efekty byly testovany ANOVOU (tzn. tyden
t€hotenstvi v dobé odbéru, hladina D-d u jednotlivych trombofilii a zaroven i efekt interakce

tydne t€hotenstvi spolecné s trombofilii na D-d).

4.5. 2 D-dimery ve vztahu Kk predikci porodnich komplikaci

K potvrzeni ptedpokladu, Ze vyse hladiny D-d ovliviiuje pribéh porodu a porodni
vahu ditéte, byl opét pouzit linearni model se smiSenym efektem, doplnény post-hoc
Tuckeyho testem. Zavislou proménnou byl piirozeny logaritmus hladiny D-d a nezavislou

promé&nnou s pevnym efektem porodni véha a zpisob porodu. Oproti piedchozim piipadim
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do nezéavislych nahodnych proménnych ptibyl tyden téhotenstvi v dobé odbéru
a diagnostikovany hyperkoagulaéni stav. Pomoci ANOVY byla opét sledovana zavislost

hladiny D-d na obou nezavislych proménnych zvlast a zaroven i na jejich interakci.

4. 5. 3 Vliv nezavislych nahodnych proménnych na hladinu D-d

Navic byl sledovan i vliv nezavislych ndhodnych proménnych — vék, osobni
arodinna anamnéza a antikoagula¢ni 1éCba, na hladinu D-d. Analyza byla opét provedena
linearni metodou se smisenymi efekty, kdy ve vSech ptipadech byla zavislou proménnou
logaritmovana hladina D-d a nezavisla proménna spevnym efektem se ménila dle
sledovaného faktoru. Naptiklad pti hledani souvislosti mezi antikoagula¢ni 1écbou
a hladinou D-d, byla nezavislou proménnou spevnym efektem antikoagulacni 1écba
aproménnymi s ndhodnym efektem byly zbyvajici faktory — vEk, identita, hyperkoagulacni
stav, osobni a rodinna anamnéza. V ptipadé antikoagulacni 1é¢by se porovnavala hladina D-d
u lécenych a nelécenych pacientek obecné a konkrétné i u pacientek s terapii LMWH oproti
pacientkdm, ktery byly léCeny jinym antikoagulanciem a i oproti neléCenym pacientkam

pomoci Tukeyho testu.
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5 Vysledky

5.1 Analyza udaji vySetfovaného souboru

Prvnim krokem prace bylo zanalyzovat ziskany soubor dat. Zjistit, zda odbéry
pacientek z Ambulance klinické hematologie nemocnice v Ceskych Budgjovicich jsou
opravdu vhodnym zdrojem dat ke splnéni cild této diplomové prace, Cili zda jsou zde
zastoupeny hlavné vzorky t¢hotnych zen, které maji zaroven 1 diagnostikovany

hyperkoagulac¢ni stav.

V letech 2014 — 2015 byla v LKH nemocnice v Ceskych Budgjovicich vy3etfena
hladina D-d u 1599 vzorki od 687 pacientek do 55 let, které pochazely z AKH. Z tohoto
souboru bylo na zakladé dvou kritérii zminénych v kapitole 4. 4 — vék téhotné a piesnost
pfistroje, vybrano k vyhodnoceni 1415 vysledkt od 560 pacientek ve ve€ku 19 — 46 let. Pocet

analyzovanych dat v jednotlivych letech je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 6).

Tab. 6: Pocet vySetienych pacientek a jejich odbéri v roce 2014 a 2015.

pocet vzorku pocet pacientek
2014 634 292
2015 781 268
celkem 1415 560

Mnozstvi odbérii v obou letech pfevySuje pocet vysetfenych pacientek, protoze v
zavislosti na konkrétnim zdravotnim stavu dochéazely pacientky béhem roku k opakovanym
vySetienim, ktera slouzila nejen k diagndze hyperkoagula¢niho stavu, ale pomoci D-d se
sledovala napftiklad i G¢innost antikoagulaéni 1écby ¢i pribéh téhotenstvi. V roce 2014 byla
hladina D-d u kazdé pacientky zmétena prumérné dvakrat za rok a v roce 2015 dokonce
tiikrat. V obou letech vétsina vysetfenych vzorki pattila téhotnym Zzenam (Obr. 6), U nichz
byl stejné jako v predchozich pracich prokazan nartst hladiny D-d, ktera dosahovala téméf

trojnasobnych hodnot oproti vzorkiim negravidnich pacientek (Tab. 7).

Tab. 7: Primérna koncentrace D-d u odbéri rozdélenych dle gravidity pacientky.

Pramér. hl. D-d Median Min Max  Rozptyl Vybéru

gravidni 1,30+ 0,03 1,07 0,19 7,11 0,99
negravidni 0,50+ 0,03 0,35 0,19 6,26 0,33

Pozn.: hodnoty D-d jsou udavany v mg/L
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Obr. 6: Pocet odbéri téhotnych Zen ve studovaném souboru v jednotlivych letech.

Z vySe uvedeného grafu (Obr. 6) je patrné, ze vroce 2015 bylo vySetfeno vétsi
mnozstvi vzorkd od gravidnich pacientek, nez v roce 2014. Nicméné i1 pfes vyssi pocet
odbértt bylo v souboru dat zroku 2015 mensi procentuelni zastoupeni te¢hotnych zen.
Vzorky gravidnich pacientek tvorily Vv roce 2015 pouze 65 % ze vSech vysetienych odbéri

oproti 75 % v roce 2014. Tomuto rozdéleni odpovidala i hladina D-d (Obr. 7).
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Obr. 7: Primérna hladina D-d analyzovanych dat rozdélena dle roku, ve kterém byl

vzorek odebran.

U hladiny D-d je prokdzany vzrist v prib&éhu tehotenstvi, a tudiz vysSich
pramérnych hodnot D-d bylo dosazeno v roce 2014, kde bylo oproti roku 2015 odebrano o
10 % vic vzorku gravidnich pacientek. V roce 2014 byla primérna hladina D-d (1,14 + 0,03

mg/L) dokonce i 0 néco malo vyssi, nez v celém studovaném souboru (1,12 + 0,02 mg/L).
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Ani pocet odbért pacientek s trombofilii nebyl v roce 2015 vyssi. Zastoupeni vzork
od pacientek s hyperkoagulaci bylo stejné v obou sledovanych letech a tvofilo zhruba 77 %
Z analyzovaného souboru. Avsak pii rozdéleni odbéra dle gravidity pacientky byl vyskyt

trombofilie ¢ast&jsi u gravidnich pacientek (Obr. 8).
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Obr. 8: Porovnani celkového poc¢tu odbéru dle gravidity pacientky v dobé vySetieni.

Z grafu (Obr. 8) je zfejmé, ze vétsina odbérl patiila pacientkam s diagnostikovanym
hyperkoagula¢nim stavem, pficemz u gravidnich pacientek byl vyskyt trombofilie ¢ast&jsi. U
odbérti gravidnich pacientek byl hyperkoagulaéni stav diagnostikovan v 80 % ptipadi, ve
skupiné negravidnich pouze u 65 % odbéri. Z celého souboru pak patiilo pouze 325 odbéri

pacientkdm bez diagnostikovaného hyperkoagulaéniho stavu.

Podobné tomu je i u rozboru dat pacientek. Z celkového poctu 560 pacientek jich
mélo 402 diagnostikovanou trombofilii, a v kontrolni skupiné tak bylo pouze 158 pacientek.
Nicméné v datech pacientek je nizSi zastoupeni tchotnych, nez v celém souboru
vySetfovanych vzorkd. Gravidni pacientky zde tvoii pouze néco malo pies polovinu (54 %)
oproti 77 % v souboru odbéri. Od kazdé pacientky byl totiz ponechan jeden programem
nahodné vybrany vzorek a dle vysledkii to byl v mnoha piipadech odbér, pii kterém

pacientka nebyla gravidni.

Nicméné v celém souboru analyzovanych dat vétsina (77 %) vzorkt patfila t€hotnym
Zzendm, u kterych byl v 80 % piipadi i diagnostikovany hyperkoagula¢ni stav. Timto se
potvrdila spravnost vybéru AKH jako zdroje dat pro tuto praci.
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5. 2 Prevalence vrozenych hyperkoagulaé¢nich stavi v souboru

Druhym cilem prace bylo analyzovat zastoupeni jednotlivych hyperkoagulac¢nich
stavll ve studovaném souboru a zaméfit se zejména na vrozené hyperkoagulacni stavy, jako
je Leidenskd mutace FV ¢i mutace protrombinu G20210A, které patii k nejcastéji

diagnostikovanym vrozenym trombofiliim.

5. 2. 1 Charakteristika dat se zaméfenim na hyperkoagula¢ni stavy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, v celém analyzovaném souboru 1415 vzorka pattilo 77 %
odbéru pacientkam s diagnostikovanym hyperkoagulaénim stavem. Kontrolu tudiz tvofilo
pouze 325 vzorkil od 158 pacientek, které byly nejcastéji vySetfovany na zdklad¢ pozitivni
rodinné anamnézy tromboembolické ptihody ¢i nepfiznivé gynekologické anamnézy, ale
hyperkoagula¢ni stav u nich nebyl prokazéan. Zbyvajicich 1090 vzorkid bylo rozdéleno dle
konkrétni trombofilie a vysledky byly zaznamenany do tabulky (Tab. 8). Nejcastéji
diagnostikovanym stavem Vv celém souboru byla heterozygotni forma Leidenskd mutace FV

(heter L).

Tab. 8: Zastoupeni jednotlivych trombofilii ve vySetfovanam souboru.

Trombofilie Pocet vzorki

heter L 672
heter P 221
elevace FVIII 64
heter L+P 40
homo L 23
APS 14
heter L, elevace FVIII 14
deficit AT 9
deficit C 9
heter MTHFR 8
homo MTHFR 7
heter L+P, elevace FVIII 3
hyperhomoc 3
APCR 2
heter L, hyperhomoc 1

celkem 1090
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Stejné tomu bylo i u dat pacientek, kde z celkového poctu 402 pacientek
S hyperkoagulaénim stavem mélo 64 % znich diagnostikovanou heterozygotni formu
Leidenské mutace FV. Druhou nej¢astéji se vyskytujici trombofilii, jak v datech pacientek,
tak v celém studovaném souboru, byla heterozyg6tni forma protrombinové mutace (heter P).
Vyskyt jednotlivych hyperkoagulaénich stavii byl sledovan i u selektovanych skupin

gravidnich a negravidnich pacientek a zastoupeni téch nejcastéjSich trombofilii v obou

skupinach je uvedeno v nasledujicim grafu (Obr. 9).
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Obr. 9: Zastoupeni jednotlivych hyperkoagula¢nich stavii u gravidnich pacientek:

Heter L — heterozygotni forma Leidenské mutace FV; heter P — heterozygotni forma mutace protrombinu
G20210A; elevace FVIII — zvysena hladina FVIII; heter L+P — kombinovana trombofilie heterozygotni
formy.

I v ptipadé gravidnich pacientek bylo zastoupeni jednotlivych hyperkoagulacnich
stavl témeét stejné jako v celém souboru. Pouze homozygotni forma Leidenské mutace FV
(homo L) byla u gravidnich pacientek castéj$Si nez antifosfolipidovy syndrom (APS).
Ve vSech analyzovanych skupindch tak byly nejcastéji diagnostikovany dva vrozené

hyperkoagulacni stavy - heter L a heter P, jejichz pfi¢inou je autozomalné dominantné

dédénd zména genu, a jsou tak fazeny mezi tzv. vrozené trombofilie.
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5. 2. 2 Urd¢eni prevalence vrozenych hyperkoagulaé¢nich stavii v souboru

Prevalence vrozenych hyperkoagulacnich stavli byla ur¢ovana pouze z dat pacientek
(Tab. 9), protoZze opakovany vyskyt téze pacientky v celém souboru odbéru by vedl
ke zkreslenym vysledkiim. Naptiklad heterozyg6tni forma protrombinové mutace (heter P)
ma stejné (20%) zastoupeni jak v celém souboru, tak i v datech pacientek, ale existuji
i trombofilie, u kterych je prevalence ovlivnéna pouzitym souborem dat. Takovym
ptikladem miuze byt homozogétni forma Leidenské mutace, kterd se v Tab. 8 objevuje
na paté pozici, ale u dat pacientek je az na sedmé. Z toho diivodu byla k potvrzeni druhého

cile prace pouzita pouze data pacientek.

Tab. 9: Pocty pacientek s konkrétni diagnostikovanou trombofilii.

hyperkoagulaéni stav pocet pacientek
heter L 259

heter P 80
elevace FVIII 21

heter L+P

heter L, elevace FVIII
APS

homo L

heter MTHFR

homo MTHFR

deficit C

hyperhomoc

deficit AT

heter P, elelevace FVIII
heter L, hyperhomc
Celkem 560

=
N

P P, NN W W N DN DN O

Vzhledem Knizkym poctim pacientek s konkrétnimi  diagnostikovanymi
trombofiliemi byla prevalence urovdna pouze u prvnich ¢tyf hyperkoagulacnich stavi —
heter L, heter P, u zvySené hladiny FVIII (elevace FVIII) a u kombinované trombofilie heter
L a zaroven heter P (Tab. 10).
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Tab. 10: Prevalence vybranych vrozenych hyperkoagula¢nich stavii v souboru.

Trombofilie Prevalence
heter L 0,46
heter P 0,14

elevace FVIII 0,04

heter L+P 0,02

Pacientkami AKH jsou ze 72 % Zeny s diagnostikovanym hyperkoaula¢nim stavem.
Z toho témé&f polovina (46 %) pacientek prichazi k vySetfeni s diagndézou heterozygotni
formy leidenské mutace FV, ktera patii obecné k hyperkoagulacim s nejvyssi prevalenci v
populaci. Na druhém misté se nachazi heterozygdti pro mutaci protrombinu G20210A,
jejichz prevalence ve vySetfovaném souboru je 0,14. Zbyvajici ¢ast hyperkoagulaénich stavi
diagnostikovanych u pacientek AKH tvofi zejména zvySend hladina FVIII a rdzné
kombinované trombofilie, jako je napft. spolecnd ptitomnost heter L a zvySené hladiny FVIII

¢i heter L spolecné s heter P, které se objevily u méné jak 5 % vysetfovanych pacientek.

5. 3 Stanoveni hladin D-d u vrozenych hyperkoagulacnich stavu

Hlavnim cilem diplomové prace bylo sledovat zavislost hladiny D-d
na diagnostikovaném hyperkoagula¢nim stavu u gravidnich pacientek. Tato hypotéza vznikla
na zakladé vysledkl bakalaiské prace (Stichova 2015), kde se ukazalo, 7e hladina D-d
je odlisna u gravidnich pacientek s Leidenskou mutaci a bez ni. Konkrétné u pacientek
s FVL byly zaznamenany vyssi hodnoty D-d (1,82 mg/L) oproti pacientkam bez této mutace
(1,38 mg/L), které se v prubchu te€hotenstvi navic 1 dale zvySovaly a dosahovaly stejné jako
kontrolni skupina nejvysSich hodnot ve tfetim trimestru téhotenstvi (28. — 40. tyden).
Nicméné tyto vysledky nebyly statisticky potvrzeny. Cilem této prace tedy bylo pomoci
statistickych metod potvrdit toto tvrzeni a sledovat, zda se hladina D-d méni i u jinych

hyperkoagulacnich stavii.
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5. 3.1 Zakladni statisticka analyza

Zpocatku byla provedena zakladni statisticka analyza naméfenych hodnot D-d.
V tabulce (Tab. 11) je uvedena charakteristika hladin D-d jak v jednotlivych letech, tak
Vv celém souboru, kde primérné hladina D-d vice jak dvojnasobné pievySovala hraniéni cut-

off hodnotu 0,55 mg/L FEU.

Tab. 11: Zakladni statisticka analyza studovanych vzorku.

Pofet b imér SEM  Median Min  Max Rozptyl  SD
vzorku
2014 634 1,144 0,038 0905 019 674 0941 0,97
2015 781 1,094 0,035 08 019 711 0957 0,978
cely 1415 1,116 0,026 087 019 711 095 0974
soubor

Pozn.: hodnoty D-d jsou udavany v mg/L

Nejen podle vyse uvedenych charakteristik dat, ale i po sestrojeni histogramu (Obr. 10) bylo

prokdzano, Ze naméfena data nemaji normalni rozloZeni.
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Obr. 10: Histogramy hladiny D-d:
A) Histogram hladiny D-d, B) Histogram logaritmované hladiny D-d.

Z prvniho grafu (Obr. 10A) je patrné, Ze data nezaujimaji normalni rozloZeni a jsou
tzv. kladné zesikmena. Aby bylo dosaZzeno normalniho rozloZeni, byly vysledné hodnoty D-d
vSech 1415 vzorkl zlogaritmovany a byl sestrojen novy histogram (Obr. 10B) Teprve po
vyneseni zlogaritmovanych hodnot D-d bylo dosazeno normalniho rozloZeni. Dale tedy bylo

V této praci pracovano jiz jen s piirozenymi logaritmy hladin D-d (In D-d).
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5. 3. 2 Vliv hyperkoagula¢niho stavu na hladinu D-d

Prvnim krokem bylo zjistit, zda se hladina D-d n¢jakym zptisobem lisi v zavislosti na
hyperkoagula¢nim stavu pacientky. Tento pfedpoklad byl testovan na celém souboru vzorka
a do vypoctu byly zahrnuty i ndhodné proménné: identifikacni Cislo pacientky, vk, pozitivni
osobni ¢i rodinnd anamnéza a antikoagulacni 1écba. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicim

grafu (Obr. 11).
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Obr. 11: Hladina D-d u jednotlivych hyperkoagula¢nich stavi:

Heter L — heterozygotni forma Leidenské mutace FV; heter P — heterozygotni forma mutace protrombinu
G20210A,; elevace FVIII — zvysena hladina FVIII; heter L+P — kombinovana trombofilie heterozygotni formy
Leidenské a protrombinové mutace; homo L — homozygotni forma Leidenské mutace FV; APS —
antifosfolipidovy syndrom; heter L, elevace FVIII - kombinovana trombofilie heterozygotni formy Leidenské
a zvySené hladiny FVIII; deficit AT — deficit Antitrombinu; deficit C — deficit proteinu C; heter MTHFR —
heterozygotni  forma mthylentetrahydrofolat reduktazy; homo MTHFR -~ homozygotni forma
mthylentetrahydrofolat reduktdzy; hyperhomoc - hyperhomocysteinémie; APC R — rezistence
k aktivovanému proteinu C zplsobena jinou nez Leidenskou mutaci; heter L, hyperhomoc — kombinovana

trombofilie heterozygotni formy Leidenské mutace a hyperhomocysteinémie.
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Z grafu (Obr. 11) je patrné, ze jedina prikazné odlisna od kontroly je hladina D-d u
heter L. Jednotlivé hyperkoagula¢ni stavy byly individualné testovany ve vztahu ke kontrole
a ze vSech diagnostikovanych méla prokazatelny vliv na hladinu D-d skutecné pouze
heterozygotni forma Leidenské mutace (t = 4,253; df = 599,21; p = 0,003). Primérna
hodnota D-d u vzorkd s heter L byla 1,25 + 0,04 mg/L FEU. Tato hodnota vice jak
dvojnasobné prekracovala hrani¢ni cut-off hodnotu 0,55 mg/L FEU a navic zde byl i patrny
rozdil od kontrolni skupiny vzorka bez diagnostikované trombofilie, kde byla primérna

hladina D-d 0,95 + 0,06 mg/L FEU.

Analyzovana data obsahovala vzorky jak gravidnich, tak negravidnich pacientek
a byla snaha zjistit, zda hladina D-d bude né&jakym zpisobem zavisla na hyperkoagula¢nim
stavu pouze u vzorkll gravidnich pacientek. U téhotnych je totiz prokdzan postupny nartist
hladiny D-d v prib&hu téhotenstvi nezavisle na piitomnosti jakéhokoliv daliho faktoru.
V nedavnych studiich (Stichova 2015, Felixova 2017, Kabelova 2017) viak bylo poukazano
na dal$i zvySovani hladiny D-d v piipadé diagnostikované trombofilie, které bylo potvrzeno

i vysledky této diplomové prace (Obr. 12).

M vSechny odbéry

i odbéry pacientek bez
trombofilie

Hladina D-d (mg/L)

1. trimestr 2. trimestr 3. trimestr

Obr. 12: Postupny nariist hladiny D-d v pribéhu téhotenstvi v zavislosti na piitomnosti

trombofilie: 1. trimestr: 1. — 12. tyden, 2. trimestr: 13. — 27. tyden, 3. trimestr: 28. — 40. tyden.

Na zéklad€¢ prokézané skutecnosti zvySovani hladin D-d u gravidnich pacientek
a mirné odlisnych hodnot u pacientek s trombofilii byly ze souboru vyselektovany pouze
vzorky gravidnich pacientek, u kterych byla sledovana zavislost hladiny D-d na konkrétnim
hyperkoagula¢nim stavu v pribéhu téhotenstvi. Jednotlivé vzorky gravidnich pacientek
(N=1084) byly rozdéleny dle diagnostikovaného hyperkoagula¢niho stavu pacientky a dle

trimestru téhotenstvi v dobé odbéru a vyneseny do grafu (Obr. 13).
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Obr. 13: Zavislost hladiny D-d na trimestru téhotenstvi u Kkonkrétnich

hyperkoagulaénich stavii: 1. trimestr: 1. — 12. tyden, 2. trimestr: 13. — 27. tyden, 3. trimestr: 28. — 40.

tyden.

Prvni graf na Obr. 13 patfil kontrole, kterou tvotilo 209 vzorki gravidnich pacientek,
u kterych nebyl diagnostikovan hyperkoagulaéni stav. V této skupiné je vidét jiz zminovany
postupny nartst hladiny D-d v pribéhu téhotenstvi, prokazany i v predchozi praci (Stichova
2015). Hladina D-d vzrista postupné a maximalnich hodnot dosahuje ve tietim trimestru,
kde byly primérné hladiny v kontrolni skupiné 2,5krat vyssi oproti prvnimu trimestru.
| v ostatnich grafech tykajicich se konkrétnich hyperkoagulacnich stavl je nejvyssich hodnot
dosazeno ve tfetim trimestru té¢hotenstvi. Pro lepSi ndzornost a piesnost byla stejnd data
rozdélena 1 dle tydnu téhotenstvi a vynesena do grafu s linearnich prolozenim, ktery umoznil

1épe sledovat trend stoupani (Obr. 14).
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Obr. 14: Zavislost hladiny D-d na tydnu téhotenstvi u jednotlivych hyperkoagula¢nich

stavi: 1. trimestr: 1. — 12. tyden, 2. trimestr: 13. — 27. tyden, 3. trimestr: 28. — 40. tyden.

Z obrazku je patrné, ze trend nartstu hladiny D-d v pribéhu gravidity v kontrolni
skupin€ je velmi podobny i téméf ve vsech ostatnich skupinach s konkrétnimi trombofiliemi.
Jediny prokazateln¢ odlisny trend byl zjistén u homo L (F = 9,277; numDF = 2;
denDF =614.4; p < 0.001), kde nedoslo k tak vyrazné zméné v hladinach D-d mezi prvnim
a poslednim trimestrem t€hotenstvi. Primérna hladina D-d u homo L v prvnim trimestru
byla 1,71 £+ 0,7 mg/L oproti 0,63 + 0,14mg/L u kontroly, a byla tak od zacatku na vyrazné

vys$$ich hodnotach, a ackoliv pacientky s homo L dosahly ve 3. trimestru vysoké hladiny D-d
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(2,22 £ 0,32 mg/L), byl zde i piesto vzrist hladiny D-d v pribéhu téhotenstvi dvakrat mensi
nez u kontroly (1,63 + 0,13 mg/L). U gravidnich pacientek s homo L byla kromé odlisného
sklonu piimky prokazana i zavislost hladiny D-d na této mutaci (F = 14,996; numDF = 2;
denDF = 563,97; p < 0.001), ktera pii analyze celého souboru vzorku (gravidni i negravidni)

nebyla nalezena.

I pfesto, ze to ani z jednoho grafu neni Upln¢ zfejmé, hladinu D-d u gravidnich
pacientek ovliviiovala, stejné jako v celém souboru, i heterozygdtni forma Leidenské mutace
(F = 8,17; numDF = 1; denDF = 656,92; p = 0,004). Praimérna hladina D-d u pacientek
vheter L byla 1,42+0,04 mg/L, a pomémé vyrazné¢ tak ptevySovala hladinu D-d u
gravidnich pacientek bez hyperkoagulace, ktera byla 1,18 + 0,08 mg/L. Pfitomnost této
mutace tak meénila vySku hladiny D-d, ale trend stoupani béhem téhotenstvi zlstal stejny
jako u kontroly. Pro lepsi nazornost byly vzorky pacientek s obéma formami Leidenské

mutace FV vyneseny spole¢né s kontrolou do samostatného grafu (Obr. 15).

koagulac¢ni stav
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Obr. 15: Zavislost hladiny D-d na tydnu gravidity u vybranych hyperkoagula¢nich

stavi: 1. trimestr: 1. — 12. tyden, 2. trimestr: 13. — 27. tyden, 3. trimestr: 28. — 40. tyden.
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Hladina D-d je v t€hotenstvi ovlivnéna obéma formami Leidenské mutace FV, avsak
kazda z nich méa na D-d trochu jiny vliv. U obou jsou obecné zaznamendny vyssi hladiny
D-d, které se u heterozygéti v gravidité¢ dale zvySuji podobné jako u zdravych Zen, ale
u homozygotni formy je kromé zvySené hladiny patrna i vyraznd zména trendu stoupani
oproti kontrolni skuping (Obr. 15). Ze vSech 15 ruznych hyperkoagula¢nich stavi, které byly
v souboru diagnostikovany, tak byla Leidenskd mutace FV jedinou trombofilii prokazatelné

ovlivilyjici hladinu D-d.

5. 4 D-dimery ve vztahu k predikci porodnich komplikaci

Pfitomnost trombofilie spole¢né s dalS§imi rizikovymi faktory jako je vysoky vék
rodicky, obezita, ¢i pfitomnost jiné¢ choroby vyrazné zvySuji riziko porodnich komplikaci.
U téchto pacientek obecné cCastéji dochazi k potratim, predéasnym porodim, k odlouceni
placenty, nebo k rozvoji HELLP syndromu ¢i preeklampsie. Dal$im cilem prace tudiz bylo
sledovat hladinu D-d a jeji ptipadny vliv na zptisob porodu, vahu plodu ¢i rozvoj porodnich

komplikaci.

K potvrzeni tohoto cile byly z celkového souboru dat vybrany pouze vzorky
gravidnich pacientek, které rodily v Ceskobudé&jovické nemocnici (67 % pacientek). Celkem
se jednalo o 713 vzorkd od 204 pacientek (Tab. 12). | v takto vyselektovaném souboru dat
patiila vétSina (76 %) odbérii pacientkdm s hyperkoagulacnim stavem a opét byla nejcastéji
diagnostikovana heter L a heter P. Ze vSech 155 pacientek s trombofilii trpélo 100 z nich
heterozygotni formou Leidenské mutace, 34 mélo mutaci protrombinu a zbylych 21 ostatni
trombofilni stavy. Pfiblizné tfetina vySetfovanych méla pozitivni rodinnou anamnézu nebo
tromboembolickou ptihodu v osobni anamnéze. Na zaklad¢ téchto rizikovych faktorti byla
témer tfetina pacientek v dobé odbéru lé€ena LMWH, diky kterym se v posledni dobé
podafilo vyrazné€ snizit riziko porodnich komplikaci. Navic se pfi analyze dat ukazalo, Ze
terapie LMWH (Obr. 16) jako jediny ze zminénych faktora (v€k, pozitivni osobni ¢i rodinna
tromboembolickd anamnéza) ovliviiuje hladinu D-d (F = 106,03; numDF = 2;
denDF = 1395,5; p < 0,001).
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Tab. 12: Zakladni charakteristika vybraného souboru dat.

Pocet vzorkii  Pocet pacientek
Celkovy pocet 712 204
z toho:
Trombofilie 548 155
PRA 279 79
POA 204 56
LMWH 427 71

Pozn.: PRA - pozitivni rodinna anamnéza, POA — pozitivni osobni
anamnéza, LMWH — lé¢ba nizkomolekularnimi hepariny

In D-d (mg/L)

Bez lécby AK bez LMWH LMWH
Antikoagulacni lécba

Obr. 16: Zména hladiny D-d jako odezva na antikoagulaé¢ni 1é¢bu LMWH:
Bez 1é¢by — bez antikoagulaéni terapie, AK bez LMWH- pacientky lé¢ené jinou

antikoagulacni 1écbou nez LMWH, LMWH — pacientky 1écené nizkomolekularnimi hepariny.

Z grafu je patrné, ze antikoagulaéni léCba, zejména terapie LMWH, priukazné
ovlivituje hladinu D-d u vySetfovanych pacientek (t = -14,485; df = 1391,51; p < 0.001).
Hladina D-d u gravidnich pacientek lé¢enych LMWH byla ptekvapivé mirné vyssi a
dosahovala 1,92 + 0,11 mg/L oproti gravidnim pacientkdm bez 1é¢by, kde primérna
koncentrace D-d byla 1,03 + 0,08 mg/L. I pfesto, Zze u pacientek lécenych LMWH byly
prumérné vyssi hodnoty D-d, byla terapie LMWH v 99 % G¢inna. Pouze u 1 % pacientek
(N=5) doslo k umrti plodu, pfestoze byly 1éeny LMWH. Na druhou stranu vSak byl ve
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skupiné¢ pacientek lécenych LMWH vice jak 2x Castéjsi vyskyt porodnich komplikaci nez u
nelécené skupiny, a stejné tak primérnad hladina D-d byla u této skupiny vyssi (Tab. 13).
Mezi léCenymi a neléCenymi pacientkami vSak nebyly patrné vétsi rozdily ve zplisobu

porodu ani porodni vaze ditéte.

Tab. 13: Vyskyt porodnich komplikaci u skupin pacientek lé¢enych a nelééenych
LMWH a jejich primérné hodnoty D-d.

Priumérna Nejcastéjsi Prumérna

Lécba Pocet . .
. Komplikace hladina zpusob porodni vaha
LMWH  pacientek D-d (mg/L) porodu (@)
Ano 71 14 (20 %) 0,96 +0,10 SC 3130
Ne 133 9 (7 %) 0,73+0,11 SC 3171

Pozn.: LMWH — nizkomolekularni hepariny, SC — cisai'sky fez

Ackoliv nejcastéjsim zptisobem porodu byl v celém souboru cisaisky fez (SC — secco
caesarea), kterym rodilo 40 % pacientek (Tab. 14), byl vyskyt porodnich komplikaci ve
sledovaném souboru nizky. Pouze u tfi pacientek doSlo k potratu, u péti k pfed¢asnému
porodu a u 20 pacientek byly zaznamenany porodni komplikace. Z porodnich komplikaci byl
nejcastéji indikovan neodkladny cisafsky ez (CS) kvili hrozici hypoxii plodu (N = 13)
a u jedné pacientky bylo t&€hotenstvi ukonceno CS z diivodu intrauterinni ristové retardace
plodu. Dalsi komplikaci byl pfed€asny odtok plodové vody (N = 2), poc¢inajici HELLP
syndrom (N = 2) a ptedCasné odlouceni placenty, které bylo diagnostikovano pouze u jediné
pacientky, kterd rodila spontannim porodem. Celkem tak byly porodni komplikace

zaznamenany u 11 % pacientek.

Pouze u dvou z téchto pacientek byla zaznamenana vyrazné zvySena hladina D-d
(nad 2 mg/L). Naopak u vétSiny byly D-d dokonce snizeny pod primérné hodnoty
charakteristické pro konkrétni trombofilni stavy v daném trimestru té¢hotenstvi. Jako ptiklad
byla uvedena nejcastéji diagnostikovand heter L a jeji primérné hodnoty pro jednotlivé
trimestry v porovnani s praiméry pacientek s porodnimi komplikacemi, které mély
diagnostikovanou heter L a s kontrolni skupinou pacientek bez hyperkoagula¢niho stavu
(Obr. 17).
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Obr. 17: Odlisnosti v hladinach D-d u pacientek s porodnimi komplikacemi
V porovnani s normalnimi hodnotami vybranych dvou skupin vzorki - bez

hyperkoagulace a s heterozygotni formou LVF: Kontrola (N=209) vzorky gravidnich pacientek
bez diagnostikovaného hyperkoagulaéniho stavu, Kontrola + PK (N=14) vzorky pacientek bez
s diagnostikované¢ho hyperkoagulaéniho stavu u kterych se vyskytly porodni komplikace, heter L (N=553)
vzorky gravidnich pacientek s diagnostikovanou heterozygétni formou Leidenské mutace, heter L+PK (N=24)
vzorky gravidnich pacientek s diagnostikovanou heterozygotni formou Leidenské mutace u kterych se vyskytly

porodni komplikace.

Na vyse uvedeném grafu (Obr. 17) je vidét, ze at uz se jednalo o pacientky
s hyperkoagula¢nim stavem (heter L) nebo bez n¢j, byla u pacientek s porodnimi
komplikacemi zaznamenana nizs§i primérna hodnota D-d ve vSech trimestrech. Hladina D-d
u pacientek s komplikacemi byla od zac¢atku téhotenstvi na niz§ich hodnotach, ale v prib&éhu
t€hotenstvi se zvySovala podobné jako v kontrolni skuping. Celkové byla u pacientek
s porodnimi komplikacemi niz§i primérna hodnota D-d 0,90 + 0,14 mg/L ve srovnani
s pramérnou hodnou 1,11 + 0,07 mg/L pacientek bez komplikaci. Hladina D-d se tudiz

nejevila jako vhodny ukazatele porodnich komplikaci.

Ve druhém kroku byla hladina D-d analyzovana ve vztahu Kk zptisobu porodu
aporodni vaze ditéte. NejCastéji provadény porod ve studovaném souboru byl jiz vySe
zminovany cisafsky fez, ndsledovany klasickym, spontannim porodem. Na tfetim misté se
umistil indukovany porod, u kterého byly zaznamenany nejen nejvyssi praimérné hodnoty
D-d, ale 1 nejvyssi primérnd porodni vaha plodu (Tab. 14). Tato skutecnost naznaCovala, Ze
by mezi hladinou D-d, zpusobem porodu a porodni vahou ditéte mohla existovat néjaka

souvislost.
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Tab. 14: Zastoupeni pacientek ve skupinach podle zpisobi porodu spolecné s

charakteristikou vybranych tidaji danych skupin.

Primér.
Zpusob Pocet Primér. D-d hmotnost
porodu pacientek (mg/L) plodu (g)
SC 81 1,05 3061
SP 56 0,93 3244
Pl 45 1,41 3396
PM 6 1,23 3300
PO 5 0,94 3161
PP 5 0,83 1673
P 3 0,44 -
UPT 3 1,26 -
Celkem 204 1,01 2972

Pozn.: (-) nezadany vysledek, ktery by zkresloval vyslednou hodnotu,

SC- cisafsky fez, P-potrat, SP- spontanni porod, Pl — indukovany p.,

PO- operaéni p., PM- véasny p., PP- pfed¢asny p.

Na zaklad¢ piehledovych dat (Tab. 14) byla provedena analyza hladiny D-d
u gravidnich pacientek ve vztahu k zptsobu porodu a porodni vaze ditéte a jeji vysledky jsou

uvedeny na nasledujicim grafu (Obr. 18).

24
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== PP
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Obr. 18: Souvislost hladiny D-d se zptisobem porodu a porodni vahou plodu:
SC- cisatsky fez, P-potrat, SP- spontanni porod, Pl - indukovany porod, PO- opera¢ni porod,

PM- v€asny porod, PP- pfed¢asny porod.
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Ukézalo se, ze ackoliv do analyzy byly zahrnuty i ostatni proménné, u kterych byl vliv
na hladinu D-d prokazan (trombofilie, antikoagula¢ni 1é¢ba), nebyl mezi hladinou D-d
a zkoumanymi faktory nalezen vztah. Pfima souvislost mezi hladinou D-d a porodni vahou
(F = 0,468; numDF = 1; denDF = 168,1; p = 0,495) ani zpisobem porodu (F = 0,883;
numDF = 7; denDF = 183.2; p = 0,493) nebyla prokazana a stejné tak hladina D-d nemé¢la
vliv ani na kombinaci druhu porodu a porodni vahy (F = 0,824; numDF = 5; denDF = 184.8;
p =0,534).

At uz je tedy hladina D-d ovlivnéna terapii LMWH nebo pfitomnosti Leidenskeé
mutace, nema vliv ani na zplsob porodu, ani na porodni vahu ditéte, atudiz nebude

vhodnym predikénim faktorem porodnich komplikaci.
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6 Diskuse

6. 1 Analyza udaji vySetfovaného souboru

Hlavnim problémem analyzovanych dat byla kontrolni skupina. VSechny zpracované
vzorky pattily pacientkdim AKH, kde sice bylo dostatecné zastoupeni gravidnich pacientek,
u kterych navic byl diagnostikovan i hyperkoagulacni stav, ale problémem bylo, Ze ani

odbéry od pacientek bez trombofilie vétSinou nepattily zdravym zenam.

Vétsina pacientek bez diagnostikovaného hyperkoagulac¢niho stavu byla k vysetieni
na AKH odeslana obvodnim Iékafem nebo castéji gynekologem na zaklad€ pozitivni rodinné
¢i osobni anamnézy tromboemlické ptihody, nebo kvili opakované¢ nepfiznivé
gynekologické anamnéze. V malé mife se jednalo i o pacientky trpici krvacivymi
¢1 nddorovymi onemocnénimi. Celkové tak pouze malé procento z téchto vzorki pochézelo
opravdu od zdravych pacientek. Jednalo se zejména o mladsi Zeny, které byly na AKH
vySetfeny na zékladé pozitivni rodinné anamnézy, ale trombofilni stav u nich nebyl
prokazan. Tyto mladé pacientky netrpély jinymi chorobami ani problémy s opakované
neuspéSnym t€hotenstvim a trombofilni stavy u nich byly vySetfovany preventivné pied
nasazenim hormonalni antikoncepce. Takovych pacientek vSak bylo v celém souboru velmi
malo. Kontrolni skupina tak byla sice tvofena pacientkami bez hyperkoagula¢niho stavu, ale

nejednalo se o vybér ze zdravé populace.

Ackoliv kontrolni skupinu netvoftily ,,zdravé* Zeny a byl zde 1 vyrazné¢ mensi pocet
vzorkd, bylo vobou skupinach rovnomérné zastoupeni gravidnich pacientek. Tato
skutecnost byla dulezita, protoze mnohymi studiemi (Epiney et al. 2005; Kline et al. 2005;
Réger et al. 2013) i v piedchozi bakalaiské praci (Stichova 2015) byly potvrzeny
fyziologicky vyssi hladiny D-d u gravidnich pacientek.

| v datech analyzovanych v této praci dosahovala primérna hladina D-d u vzorka
té¢hotnych témét trojndsobnych hodnot oproti vzorkiim negravidnich pacientek. Pouze 20 %
ze vSech vysetfenych vzorkt gravidnich pacientek mélo hodnotu D-d pod hrani¢ni cut-off
hodnotu 0,55 mg/L . Naopak u vzorkt negravidnich bylo pod touto hrani¢ni hodnotou téméf
80 % odbért. U gravidnich pacientek tak D-d nabyvaji vySSich hodnot a rovnomérné
rozdéleni téhotnych v jednotlivych analyzovanych skupinach bylo nezbytné k podani

objektivnich vysledkd.

- 59 -



Nartst hladiny D-d u gravidnich pacientek dokazovalo i rozdé€leni studovanych dat
dle roku odbéru. Dalo by se ocekavat, ze vyssi pocet vzorkli v roce 2015 vztazeny k témér
stejnému mnozstvi pacientek jako v roce 2014 bude znamenat vyssi prevalenci gravidnich
pacientek nebo pacientek s diagnézou hyperkoagula¢niho stavu, které byvaji vySetfovany
Cast&ji. Rozbor dat nicméné ukazal opak. Pocet vzorki od pacientek s trombofilii byl v obou
sledovanych letech stejny, ale zastoupeni vzorkl od gravidnich pacientek bylo v roce 2015
prekvapiveé nizsi (65 %) nez v roce 2014 (75%). Tomuto rozdéleni odpovidala i hladina D-d,
ktera nabyvala vysSich primérnych hodnot v roce 2014, diky vétSimu zastoupeni té¢hotnych

pacientek.

Krom¢ t€hotenstvi a hyperkoagulac¢niho stavu byly sledovany i dalsi faktory, které by
mohly mit vliv na hladinu D-d a byly v pribéhu zpracovani dat u kazdého vzorku
zaznamenany. Jednalo se o vék pacientky, osobni a rodinou anamnézu tromboembolické
piihody a antikoagulaéni 1é¢bu. Pro kazdy z téchto faktord byla provedena doplikova
analyza, hledajici souvislost daného faktoru s hladinou D-d. Na zéklad¢ znalosti
a dostupnych informaci se ocekdvalo, Ze pfinejmensim vék a antikoagulacni 1é€ba néjakym
zpusobem ovlivni hladinu D-d, protoze naptfiklad u veéku je znadmo, ze podobné jako
t€hotenstvi zvysuje hladinu D-d. U starSich pacientt dosahuji D-d vys$Sich hodnot nezavisle
na ptitomnosti jiného rizikového faktoru, coz prokdzala 1 studie spole¢nosti Siemens, ktera je

vyrobcem testu pouzivaného v této praci k méfeni koncentrace D-d (Heidrun 2010).

Nicméné v této diplomové praci nebyla nalezena statisticky prikazna souvislost mezi
hladinou D-d a v€kem. Duvodem by mohla byt homogenita vySetfovaného souboru.
VSechny vzorky patfily zenam v pomérné tzkém veékovém rozmezi 19 - 46 let, kde
primémy ve€k pacientky byl 32 let. Takto malé rozdily véku pravdépodobné vyrazné
neovlivni hladinu D-d, protoZe u pacientti pod 50 let byl zaznamendn pouze nepatrny efekt
véku na hladinu D-d (Kabrhel et al. 2010). Navic se jednalo o soubor pacientek s celou fadou
dalsich faktorti, které mohou ovlivnit hladinu D-d, jako je napf. t€hotenstvi, které pii této

dopliikkové analyze tykajici se véku nebyly brany v potaz.

Druhy diivod bude nejspise vysvétlovat i prikazné vyssi hladiny D-d u pacientek
lécenych LMWH. U antikoagulaéni 1é¢by, jako jediné ze vSech zminénych faktord, bylo dle
o¢ekavani zjisténo statisticky prikazné ovlivnéni hladin D-d. Antikoagula¢ni 1écba se
podava rizikovym skupinam pacientek tak, aby se zabranilo nadmérnému srazeni krve, které
by mohlo ohrozit Zivot pacientky nebo nenarozené¢ho potomka. Jednim z parametrti, pomoci

kterého se vyhodnocuje, ze v organismu dochédzi k nadmémému srazeni krve, je méfeni
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hladiny D-d. Vysledné hodnoty D-d vyssi nez stanovena cut-off hodnota znamenaji ve
vétsing piipadl (kromé faleSné pozivitity) vyrazné zvySené riziko tromboembolické piihody.
Tudiz se piredpoklada, Ze u pacientek uzivajicich antikoagulacni 1é¢bu budou nizsi hodnoty
D-d, protoze antikoagula¢ni 1éCba zabranuje nadmémému sraZzeni krve. Nicméné vysledné
hodnoty v této diplomové praci jsou opacéné. Primérné jsou vyssi hodnoty D-d zaznamenany
u pacientek 1é¢enych LMWH, které byly zjistény i v nedavno dokoncené bakalatské praci
provadéné na stejném pracovisti (Kabelova 2017). Vysvétlenim bude nejspise stejné jako
uvéku gravidita pacientek, protoze 86 % pacientek uzivajicich terapii LMWH bylo
téhotnych a vliv gravidity na hladinu D-d nebyl do této analyzy zahrnut. Vypada to tedy, ze

efekt gravidity na hladinu D-d bude tudiz silngjsi a pfevazi vliv antikoagulacni 1é¢by.

6. 2 Prevalence vrozenych hyperkoagulacnich stavi v souboru

Obecné nejcastéji diagnostikovanym hyperkoagulacnim stavem je heterozygotni
forma Leidenské mutace FV (heter L), kterd se objevuje u 3 — 7 % bézné populace a je
diagnostikovana u 20 % pacienti s TEN (Rosendaal 1997). Nicméné jeji prevalence se 1isi
dle populace a vySe zminénych 3 — 7 % odpovida vyskytu v kavkazské populaci. | v soboru
dat v této diplomové praci patiila heter L s prevalenci 0,46 k nejcastéji diagnostikovanym
trombofiliim. Zde byla prevalence oproti bézné populaci vyrazné vyssi, protoze se nejednalo
o ndhodné vybrany soubor ze zdravé populace, ale byly cilené vybrany pacientky, u kterych
se predpokladala pfitomnost hyperkoagula¢niho stavu. Takto zjiSténou prevalenci tak

nemtizeme porovnavat se zdravou populaci.

Pokud vSak vezmeme pacienty s vyskytem trombofilie v roding, kde je
pravdépodobnost vyskytu hyperkoagula¢niho stavu blizkd souboru studovaném v této
diplomové praci, jsou prevalence srovnatelné. Obecné je FVL nezavisle na jeji formé
diagnostikovana u vice jak poloviny pacientl, u kterych je zaznamenan rodinny vyskyt
trombofilie (Kujovich 2011), coz odpovida 48 % pacientek AKH, u kterych byly obé formy

a rizné kombinace FVL s dal§imi trombofiliemi diagnostikovany.

Podobna prevalence byla nalezena 1 u studie sledujici vyskyt FVL u pacientek
s opakovanymi potraty, kde ze 110 pacientek byla FVL prokazana u 45 pacientek, ¢ili
prevalence byla 0,41 (Finan et al. 2002). Stejn¢ tak tomu bylo i s prevalenci protrombinové
mutace, kterd byla shodna s nami zjisténou — 0,14. V této studii, provadéné v Libanonu

od ledna roku 2001 do konce ledna 2002, byla vSak vybrana pomérné uzce specifikovana
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skupina pacientek, kterda neni uplné¢ vhodna k porovnani s prevalenci FVL mezi
trombofiliemi obecné, jak je tomu v této diplomové praci. Navic u sttedomotské populace,
a konkrétné pravé v Libanonu, je obecné nejvétsi prevalence FVL v bézné populaci, ktera je
az 14,4 % (Finan et al. 2002) oproti 3 — 7 % v Evropé. Nicméné byla to jedna z mala studii
sledujici prevalenci FVL pouze u zen a navic ve velmi podobném vékovém rozmezi,

prumé&rny vek pacientky byl 32 let, stejné jako u pacientek v této diplomové praci.

Velmi podobny vyskyt hyperkoagula¢nich stavi byl nalezen i ve studii z roku 2010,
ktera probihala v italské Chioggii (Gessoni et al. 2010). Tato studie rozdé€lila pacienty do
Ctyt skupin a sledovala v nich prevalenci jednotlivych hyperkoagula¢nich stavii. Souboru dat
Vv této diplomové praci se nejvice blizily prvni tfi skupiny A, B a C, které dohromady tvofilo
694 pacientil a pacientek, ktefi bud’ prodélali TEN (skupina A), nebo patiili do prvni linie
ptibuznych ze sk. A (skupina B), anebo se jednalo o Zeny vySetfované pied predepsanim
antikoncepce (skupina C). VSichni tito pacienti tak byli vySetiovani ze stejnych divodi jako
vétsina pacientek v diplomové praci a stejné jako u dat pacientek AKH se vétsinou nejednalo
a zdravé pacienty. Vysledna prevalence FVL ve tfech vySe zminénych skupinach byla 27 %,
pricemz prevalenci zjiSténé v diplomové praci nejvice odpovidala skupina A, kde byla FVL

nalezena u 43 % pacientd.

V ostatnich studiich, které se zabyvaly vyskytem vrozenych hyperkoagulacnich stavi
u osob, které bud’ prodélaly TEN nebo mély pozitivni rodinnou anamnézu TEN, byly
zjisténé prevalence nizsi a pohybovaly se pouze mezi 25 — 30 % (Weingarz et al. 2013;
Vagdatli et al. 2013). 1 ptesto, Ze frekvence jednotlivych trombofilii zji§ténych v této
diplomové praci odpovidaji prevalenci stanovené v nékterych studiich, neni mozné ziskané
prevalence zobecnit na §ir§i populaci. Prevalence ziskané v této diplomové praci poskytuji
castené zkreslené vysledky, protoZze ne vSechny hyperkoagulacni stavy byly vySetfeny
u vSech pacientek. Naptiklad FVL byla urcité vySetiena témét u vSech pacientek, zatimco
konkrétni polymorfismy MTHHR nebo antifosfolipidové protilatky byly stanovovany pouze

u nekterych.

Vysledky diplomové prace tykajici se prevalence konkrétnich hyperkoagulacnich tak
mohou slouzit spiSe lékaiiim AKH a dalS§im pracovnikiim nemocnice, kterym pomohou

ziskat ucelenéjsi piehled o vyskytu trombofilii u dané skupiny pacientek.

-62 -



6. 3 Vliv hyperkoagula¢niho stavu na hladinu D-d

Hypotéza narastu hladin D-d u hyperkogaula¢niho stavu byla stanovena na zakladé
vysledkd nékolika bakalaiskych praci ze stejného pracovisté - AKH (Stichova 2015,
Kabelova 2017, Felixova 2017). Ve vsech téchto pracich bylo poukdzano na narast hladiny
D-d u pacientek s FVL, které v téhotenstvi dale vzrustaly. Toto zjiSténi vSak nebylo ani
Vv jedné z téchto praci statisticky prokézano, a cilem diplomové prace tudiz bylo analyzovat
veétsi soubor dat, zohlednit dalsi faktory, které mohou hladinu D-d ovlivnit, a stanovit, zda

existuje statisticky vyznamna souvislost mezi hladinou D-d a trombofilii.

Ze vSech 15 diagnostikovanych hyperkoagulacnich stavii v této diplomové praci
bylo stejné jako v predchozich pracich zjisténo prikazné ovlivnéni hladiny D-d pouze
u nosic¢u Leidenské mutace FV. V celém analyzovaném souboru dat ovlivitovala hladinu D-d
pouze heter L, pokud vSak byly vybrany vzorky pouze gravidnich pacientek, byl prokazan

signifikantni vliv i homo L.

Vyssi hladina D-d v souvislosti s FVL byla zaznamenana i v odborné literatue. Na
zakladé vysledkl studie zabyvajici se pfezitim v sepsi u pacientll s FVL, se ukazalo, Ze
pacienti s FVL maji zvySenou aktivitu fibrinolyzy a az o polovinu lepsi pteziti v septickych
stavech, protoze D-d jsou schopny interagovat s monocyty, stimulovat produkci cytokind
a indukovat zanétlivou odpoveéd’ (Kerlin et al. 2003). Pii sledovani miry pieziti v septickych
stavech byla u nosi¢t FVL nalezena zvy$ena hladina fibrinu a cirkulujicich mikropartikuli
pochazejicich z krevnich desticek (CD41lat) a zaznamenan byl i narust hladiny D-d
souvisejici se zvySenou aktivitou fibrinolyzy (Elmas et al. 2010; Lincz et al. 2012). VSechny
tyto studie prokazaly vliv Leidenské mutace na hladinu D-d pouze u nosi¢ii heterozydtni
formy, protoze prevalence homo L byla stejné jako v diplomové praci ve studovanych

souborech nizka.

Pocet odbéra pacientek s homo L byl ve studovaném souboru maly (N=23), a i pies
statisticky prokdzany vliv na hladinu D-d je potfeba vysledky tykajici se homo L potvrdit
dalSimi studiemi S vétSim zastoupenim pacientll s touto formou mutace. Primérné hodnoty
D-d u pacientli s homo L uvedené v kapitole vysledky jsou tak pouze orientacni, zatizené
extrémnimi hodnotami, a tudiZ je nelze zobecnit a ani pouzit jako orientacni cut-off hodnoty.
Vliv extrémnich hodnot by omezilo ur¢eni medianové hodnoty D-d, které je vSak vzhledem

k nizkému poc¢tu vzorkti nesmyslné. Pii rozdéleni odbéru dle tydne téhotenstvi by se v 1.
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trimestru nachazely pouze 4 odbéry od dvou pacientek, z ¢ehoz prvni dva odbéry pacientky
¢. 1 dosahuji extrémnich hodnot (4,58 mg/L; 3,06 mg/L) oproti hodnoté D-d 0,52 mg/L u
druh¢ pacientky. Na zakladé vysledkii diplomové prace je tudiz mozné pouze konstatovat, ze
u gravidnich pacientek je hladina D-d signifikantné ovlivnéna diagn6zou homo L a sleduje
odlisny trend nartustu v prubéhu téhotenstvi. Stanoveni V praxi pouzitelnych referencnich

mezi vSak z téchto vysledkll neni mozné.

Situace je opacna u heterozygotni formy FVL. Pocet odbéri pacientek s touto
diagn6zou (N=674) byl dostate¢ny a vliv na hladinu D-d u nich byl prokazan v celém
souboru, ne pouze u gravidnich pacientek jak tomu bylo u homo L. Ptesto v§ak neni mozné
tvrdit, ze heter L ovliviluje hladinu u negravidnich pacientek, protoze tato skupina nebyla
samostatné analyzovana a v celém souboru patfila vétSina vzorktl (77 %) téhotnym. Pro
potvrzeni vlivu heter L na hladinu D-d u negravidnich pacientek bude potieba provést
podobnou studii na jiném souboru dat, kde bude nizsi vyskyt vzorkt od t€hotnych zen. Z dat
ziskatelnych z AKH by to mohly byt pacientky v jiném vékovém rozmezi, a to bud’ mladsi
19 let, kterych vSak nejspis nebude pro objektivni analyzu dostate¢ny pocet, nebo starsi 46
let, kde zase naopak bude potieba brat v potaz vliv vys$siho véku na hladinu D-d a s tim

spojenou piitomnost dal$ich chorob.

Dale je mozné, Ze hladinu D-d bude krom¢ FVL ovliviiovat i jiny hyperkoagula¢ni
stav. V této praci jsou analyzovany vsechny trombofilie spoleéné a neni brana v potaz
zavaznost deficitu. Je tak mozné spolehlivé porovnavat napi. heter L sheter P, ale
u kvantitativnich deficiti jako je napt. deficit PC, PS nebo zvySena hladina FVIII by bylo
potieba analyzovat hladinu D-d v zavislosti na mife deficitu. Udava se, ze vyssi riziko TEN
se u téchto trombofilii (deficit PS, PC, AT) objevuje az pti vyraznéjsich poklesech, napt. pod
50 % (Vonke, osobni sdéleni). Bylo by tedy vhodné vybrat pouze pacientky s deficitem pod
konkrétni stanovenou hladinu a pouze tam sledovat zmény hladin D-d. Takové stanoveni by
vzhledem k nizkému poctu vzorkd s témito deficity nebylo mozné. Nicméné vV nedavné
studii bylo prokazano, ze u pacientt s hladinou AT mezi 70 - 80 % je riziko TEN stejné jako
u pacientu, jejichz hladina je < 70%. (Di Minno et al. 2014). Riziko TEN tak pravdépodobné
mize byt zvySeno také mirnym poklesem hladiny i u jinych deficitd, a tudiz jedinym
problémem pfi stanoveni zavislosti hladiny D-d v této diplomové praci byl maly pocet
odbérh od pacientek s deficitem PC, PS, AT atd., které by vSak m¢lo statistické zpracovani

zohlednit.
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Nicmén¢ byly provedeny i studie, které viibec nenasly souvislost mezi hladinou D-d
a hyperkoagula¢nim stavem (Kabrhel et al. 2010; Palareti et al. 2003). Ve studii Palaretiho et
al. zroku 2003 méla pouzivana cut-off (<500 ng/mL) i v piipadé¢ diagnostikované
trombofilie dostate¢né vysokou negativni prediktivni hodnotu (95,8 %) ve vztahu k TEN.
Tyto vysledky potvrdila i multifaktoridlni studie Kabrhela et al. 2010, ktera nenasla
souvislost mezi hladinou D-d a pozitivni rodinou anamnézou ani hyperkoagulaénim stavem
a tvrdi, Ze 1 Vv pfitomnosti trombofilie ¢i pozitivni rodinné anamnézy TEN bude vySetieni

D-d dostate¢né citlivym testem K vylou¢eni TEN.

Vzhledem k malému poc¢tu studii zabyvajicich se vlivem hyperkoagula¢niho stavu na
hladinu D-d a ke spornym vysledkim téch dosavadnich, je potieba provézt dalsi vyzkumy.
Vhodné by bylo analyzovat tuto zavislost nejprve u pacienti bez dalSich faktord
ovliviiyjicich hladinu D-d jako je t€hotenstvi ¢i antikoagulacni 1éCba a aZ posléze se vénovat
vybranym skupindm pacientd. I pfesto je vSak na zdklad¢ vysledki této diplomové mozné

tvrdit, Ze jedinym hyperkoagula¢nim stavem ovliviiujicim hladinu D-d je heter L.

6. 4 D-dimery ve vztahu k predikci porodnich komplikaci

Hyperkoagula¢ni stavy jsou na zakladé vysledkti mnohych studii brany jako rizikovy
faktor porodnich komplikaci. Predpoklada se, ze zejména vrozené trombofilie zvySuji riziko
arterialnich 1 Zilnich tromboz v krevnim fecisti matky 1 plodu, které vedou k nedostatecnému
zasobeni placenty krvi a souvisi s rozvojem porodnich komplikaci, jako je abrupce placenty,

intrauterinni ristova retardace plodu (IUGR), preeklampsie ¢i potrat (Simcox et al. 2015).

Nejvice komplikaci je logicky zaznamenano u nej€astéji diagnostikované Leidenskeé
mutace FV. Bylo prokéazano, Ze za 44 % TEN v téhotenstvi je zodpovédna FVL, u které se
rizika konkrétnich porodnich komplikaci v riznych studiich lisi (Gerhardt et al. 2000).
VétSina z nich potvrdila zvySené riziko potratu u nosic¢it FVL, kde se OR pohybuje od 0,78
az do 3,10 dle konkrétni studie (Lissalde-Lavigne et al. 2005; Greer 2009). V této diplomové

praci byly zaznamenany pouze 3 piipady potratu a vSechny patfily Zenam s FVL.

U nosicek FVL dale castéji dochazi k opakovanym ztratam plodu, ale statisticky
vyznamny rozdil mezi t€hotnymi s opakovanymi potraty s trombofilii nebo bez ni nebyl
nalezen (Sottilotta et al. 2006). Stejné tak abrupce placenty nebo preeklampsie se nejcastéji

objevuje u nosic¢ek Leidenské mutace a pouze u ristové retardace plodu byla obecné
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zaznamenana v¢&tSi prevalence u nosi¢ek protrombinové mutace (Alfirevic et al. 2002).

Jedina pacientka s IUGR Vv diplomové préci byla i pfesto nosickou heter L.

Celkové byla prevalence porodnich komplikaci ve studovaném souboru nizka.
Dtivodem bude nejspiSe spravné a v€as zvolend antikoagulacni 1éCba, u které je prokazané
snizeni rizika porodnich komplikaci az o polovinu oproti neléCenym pacientkam (Rodger et
al. 2014). Na prvnim misté¢ je vzdy zdravi maminky a nastavajiciho potomka, a tudiz
u pacientek v rizikovych skupinach, u kterych doSlo v piedchozim téhotenstvi k rozvoji
porodnich komplikaci, jsou Casto jiz od zacatku té¢hotenstvi nasazeny alespon profylaktické
davky LMWH. U téchto rizikovych skupin byla uspésnost terapie LMWH potvrzena
mnohymi studiemi. Naptiklad studie probihajici v Neapoli jiz v letech 1995 — 1999 ukazala,
7e u pacientek s predchozimi porodnimi komplikacemi terapie LMWH nékolikanasobné
zvySuje moznost dokoncit t€hotenstvi bez komplikaci - z ptivodnich 6,9 % uspésnych porodi
bez 1éEby na 90,3 % po 1é¢bé LMWH (Grandone et al. 2002). V diplomové praci se vSak
porodni komplikace objevily Castéji u pacientek 1é¢enych LMWH, a to u 14 % pacientek

oproti 9 %, u kterych nebyla antikoagula¢ni 1é¢ba nasazena.

Na tyto vysledky je potfeba nahlédnout z jiného uhlu. VSech 204 pacientek, které
rodily v ¢eskobud&jovické nemocnici a jejichZ data byla v této diplomové praci zpracovana,
muze byt zafazeno do vySe zminéné rizikové skupiny téhotnych. U vSech téchto pacientek
bylo z n&jakého duvodu vyssi riziko TEN a stim souvisejicich porodnich komplikaci,
aproto byly vdobé tehotenstvi vysSetieny na AKH. Ztéchto 204 pacientek nasadili
oSetfujici lékafi AKH na =zakladé anamnézy a vysledki koagulaéniho vySetieni
antikoagulacni 1écbu tfetin¢ pacientek, u kterych se domnivali vyrazné zvySeného rizika
porodnich komplikaci. V této skupiné se porodni komplikace objevily u vétSiho poctu
(14 %) pacientek, coz poukazuje na spravny odhad miry rizika, ale na nedostatecné G¢innou
lécbu. Ze zbyvajicich 133 pacientek, které nebyly 1éceny LMWH, se objevily porodni
komplikace pouze u 9 z nich (7 %). Tyto vysledky ukazuji na relativné piesny usudek Iékate,
a tudiz 1 na spravné nastaveni klinickych kritérii pouzivanych k hodnoceni rizika a 1 na

dostatecnou citlivost pouzivanych laboratornich testt, jakymi jsou napt. D-dimery.

Na zakladé nekolika vyzkumi existuje hypotéza zavislosti vysky hladiny D-d
na rozvoji porodnich komplikaci. Byly provedeny studie, ve kterych mély pacientky
s preeklampsii signifikantn¢ zvySenou hladinu D-d (Marcq et al. 2014; Abdelgadir a Gaufri
2017), ale naptiklad mezi vyskytem ristové retardace plodu a hladinou D-d nebyla nalezena

ptima souvislost (Tetik et al. 2014). Tyto porodni komplikace vznikaji na zakladé
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patologického krevniho zasobeni placenty (PVP), jehoz vyskyt v zavislosti na hladin¢ D-d
aobjemu placenty byl sledovan ve studii z roku 2016 (Fanget et al. 2016). Vysledky
ukazaly, ze postupny narGst hladiny D-d prokazatelné¢ souvisi sristem placenty, ale
narozvoj PVP nema hladina D-d vliv. Stejné tak ani u pacientek AKH nebyla nalezena
souvislost mezi hladinou D-d a vyskytem porodnich komplikaci, ale vysledna zjisténi by

méla byt potvrzena presnéjsi studii.

Duvodem jsou nizké pocty pacientek AKH, u kterych doslo k rozvoji porodnich
komplikaci, ale i zaznamenavani komplikaci z LIS ambulance klinické hematologie, které
bylo u nékterych pacientek obtizné. LIS AKH byl vhodné zvolenym zdrojem dat k potvrzeni
hlavniho cile prace, kdy byly dohledavany zdkladni informace o pacientce: diagndza,
gravidita, tyden gravidity v dobé vySetfeni, osobni a rodinna anamnéza a antikoagula¢ni
lécba. Nicméné dohledani zplsobu porodu, porodni védhy a vzniklych komplikaci bylo
v nékterych ptipadech problematické. K potvrzeni tohoto cile by bylo lepsi vyuzit databazi
neonatologického oddéleni, kde jsou zaznamenany veskeré udaje tykajici se porodu, a ktera
byla pouzita k dohleddni informaci pouze u nékterych pacientek. Timto zpisobem
zaznamenan¢ informace by byly piesnéjsi a zvySily by vypovédni hodnotu tvrzeni tykajiciho

se hladiny D-d a porodnich komplikaci.

Navic hladina D-d je parametrem, u kterého se ¢asto objevuji tzv. fale$né pozitivni
vysledky, kdy se hladina D-d zvySuje, aniZ by v organismu dochazelo k nadmérné aktivaci
koagulace. Takovym piipadem je i vySe zminéné te¢hotenstvi, kdy jsou hladiny fyziologicky
vys§i, a podobné je tomu ve stafi, pii vaznych operaci, dlouhodobé imobilizaci ¢i rakoviné
v aktivnim stadiu (Kabrhel et al. 2010). Hladinu D-d navic ovliviiuje i antikoagula¢ni 1é¢ba
a pravdépodobné by bylo mozné najit celou fadu dalSich faktord, které by mély vliv na
hladinu D-d.

V diplomové praci byla napt. dale sledovana i hladina D-d v zavislosti na zptisobu
porodu a porodni vaze plodu, ktera by mohla blize souviset s vyskytem porodnich
komplikaci, ale statisticky vyznamna souvislost zde nebyla nalezena. Z vySe uvedenych
divodi neni hladina D-d vhodnym predikénim faktorem porodnich komplikaci
a pravdépodobné ani s vét§Sim mnozstvim studii nebude tento laboratorni parametr vhodny ke

sledovani spravného prabéhu téhotenstvi.
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[ Z.avér

1) AKH byla spravné zvolenym zdrojem dat k potvrzeni hlavniho cile prace. V diplomové
praci bylo zpracovano 1415 odbérti od 560 pacientek AKH ve véku 19 — 46 let, které se
v roce 2014 a 2015 ucastnily vySetfeni hladiny D-d. V analyzovaném souboru pattilo 77 %
odbéri gravidnim pacientkam, u kterych byl v 80 % pfipadd 1 diagnostikovan

hyperkoagulacni stav.

2) Vrozené hyperkoagula¢ni stavy mély dle ocekéavani nejvyssi prevalenci ve vySetfovaném
souboru dat. Nejcastéji diagnostikovanym hyperkoagulaénim stavem byla heterozygotni

forma Leidenské mutace FV, ktera byla zaznamenana u 46 % pacientek.

3) Rozbor dat ukazal zvySené hladiny D-d u pacientek s hyperkoagula¢nim stavem, které
Vv t¢hotenstvi déle stoupaji. Ze vSech 15 diagnostikovanych hyperkoagulacnich stavii vSak
prukazn¢ ovliviiovala hladinu D-d pouze Leidenska mutace FV. U obou forem FVL byly u
gravidnich pacientek nalezeny signifikantné zvySené hladiny D-d oproti té¢hotnym
pacientkdm bez hyperkoagulace a u homozygotni formy FVL byla navic zaznamenana 1

zména trendu stoupani D-d v pribéhu gravidity.

4) Nebyl nalezen signifikantni vliv hladiny D-d na zplisob porodu, porodni vahu ditéte a ani
na vyskyt porodnich komplikaci, jejichZ prevalence byla ve studovaném souboru nizk4. Byla
vSak nalezena zvySené hladina D-d u pacientek uZivajicich LMWH, u kterych byly Castéji

zaznamenany porodni komplikace.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AKH ambulance klinické hematologie

APA antifosfolipidové protilatky

APC aktivovany protein C

APS antifosfolipidovy syndrom

aPTT aktivovany parcialni tromboplastinovy cas

(activated parcial thromboplastime time)

AT antitrombin

B2GP1 beta 2 glykoprotein 1

CBS cystation-B-syntaza

cGMP cyklicky guanosin monofosfat (cyclic guanosine monophosphate)

CLEC-2 C-lektinovy receptor (C-type lektin-like receptor)

C4bBP protein vazajici C4b slozku komplementu (C4b-binding protein)
Cu kompresni ultrasonografie

D-d D-dimery

DDU D-dimer unit

DIC diseminovana intravaskularni koagulace

DVT hluboka Zilni tromboza (deep vein trombosis)

EDHF endotelialni hyperpolarizaéni faktor

(endothelium-derived hyperpolarizing factor)

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova
eNOS endotelova syntéza NO (endothelial nitric oxide synthese)
ET-1 endotelin 1
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ERPC
FEU
FDP
FpA
FpB
FSF
FVac
FVIII:C
FVL
GPCR
GP
HAMA
HMWK
MTHFR
HGMD
HP 11
ICs

LIS
LMWH
mAb
PAI

PAI-1

endotelovy receptor pro protein C (endothelial cell protein C receptor)
fibrinogen equivalent unit
fibrin degradacni produkty
fibrinopeptid A
fibrinopeptid B
faktor stabilizujici fibrin
antikoagula¢ni FV (FV antikoagulant)
koagulac¢ni aktivita FVIII (FVIII procoagulant activity)
leidensky FV (factor V Leiden)
receptory sprazené s G- proteiny (G-protein coupled receptor)
glykoproteinové receptory
human anti-mouse antibodie
vysokomolekularni kininogen
methyltetrafolatreduktaza
databaze lidskych genovych mutaci (humane gene station database)
heparinovy kofaktor II (heparin cofactor II)
imunokoplexy (Imnunocomplexes)
laboratorni informacni systém
nizkomolekularni hepariny (low molecular weight heparin)
monoklondlni protilatka (monoclonal antibodies)
inhibitor aktivatoru plazminogenu (plasmin activator inhibitors)

plasminogen-1
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PAI-2

PC

PDG

PE

PF4

PGM

PGI;

PK

PS

PVP

sCG

TEN

TF

TFPI

tPA

trb

TXA;

UFH

uPA

VSMC

VTE

plasminogen-2

protein C

rustovy faktor desticek (platelet derived growth factor)
plicni embolie

destickovy faktor 4 (platelet factor 4)

mutace protrombinu 20210A (protrombin gene mutation 20210 A)
prostaglandin I,

prekalikrein

protein S

patologické krevni zasobeni placenty

rozpustna guanylat cyklaza (soluble guanylate cyclase)
tromboembolicka nemoc

tkanovy faktor

inhibitor tkanového faktoru (tissue factor pathway inhibitor)
tkanovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogen activator)
krevni desti¢ky (thrombocyte)

tromboxan A,

nefrakciované hepariny (unfractionated heparine)

urokinaza (urokinase-type plasminogen activator)

buriky hladké svaloviny (vascular smooth musle cell)

zilni tromboembolie (venous tromboembolism)

von Willenbranduv faktor
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