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1 UVOD

V dnesni dobé je k dispozici Siroka skala laboratornich testu, diky kterym miizeme rychle
a spolehlivé posoudit pribéh srazeni krve v lidském organismu. Tyto testy jsou potieba
k odhaleni hypokoagula¢nich a trombotickych poruch hemostazy ale i k monitorovani
1écby téchto patologickych stavi. Tradi¢nim postupem je méfeni Casi od aktivace
koagulacni kaskady po vytvoreni krevni srazeniny. Jednotlivé testy v této kategorii se 1isi
latkou pouzivanou pro aktivaci koagulace. Méfi se aktivovany parcialni tromboplastinovy
cas (APTT), trombinovy cas (TT) aprotrombinovy Cas (PT), nékdy také nazyvan
Quickuv. Dalsi moznosti je kvantitativni stanoveni jednotlivych srazecich faktorq, jejich
kofaktori a inhibitort. Lze také vyuzit molekularné genetické metody ke stanoveni
mutaci v pfislusnych genech, které zptisobuji vrozené dispozice k porucham hemostazy
(Hlusi et al., 2010a).

Problém teéchto klasickych testl je, ze pomoci nich nelze postihnout cely komplexni
hemostaticky systém a vysledky in vitro nemusi odpovidat vysledkim in vivo. Mozné
feSeni nabizi trombin generacni test (thrombin generation assay, TGA), patfici do skupiny
globalnich testd, pii kterém se sleduje tvorba trombinu v Case po aktivaci koagulace.
Trombin byl vybran, protoze ovliviiuje nejen srazeni krve ale také mezibunécnou
signalizaci, zanétlivé procesy, a dokonce i inhibici koagulace (Hlusi et al., 2010a;
Tripodi, 2016).

Zasadnim nedostatkem TGA je standardizace a velka variabilita mezi laboratofemi
provadéjicimi toto vySetfeni (Hlusi et al., 2010a). Dnes uz je bézné pouziti fluorogenniho
substratu pro stanoveni koncentrace trombinu, coz umoziuje méfit jak plasmu obsahujici
krevni desticky, tak bezdestickovou plasmu. Také uz neni nutné odstranovat fibrin ze
vzorku. Mgfeni je provadéno na plné automatickych analyzatorech vybavenych
programem pro vypocet a sestaveni trombingeneracni kiivky, ktera se nasledné pouziva
pro vyhodnoceni testu (Hemker et al., 2017). VSechny tyto zasadni pokroky umoznily
rychlejsi a spolehlivéjsi prabeh testu a reprodukovatelnéjsi vysledky, presto se zde stale
vyskytuji problémy. Vysledky TGA velmi zavisi na reagencii zahajujici reakci. Tato
reagencie obsahuje tkanovy faktor (TF) a fosfolipidy (PH). Jednotlivé reagencie, které
jsou v dnesni dobé k dispozici pro TGA, se navzajem li§i koncentracemi a metodou
ptipravy TF a PH. Také se lisi strukturou PH a velikosti fosfolipidovych micel. Situaci

komplikuje fakt, ze presné slozeni Cinidel ¢asto nebyva vyrobcem uvadéno (Depasse et



al., 2021). Proto je nutné analyzovat vliv riznych koncentraci TF a PH na TGA, coz je
také cilem této prace.

TGA mize byt vyuzit nejen krozpoznani poruch hemostazy a k monitorovani
ptipadné 1écby, ale ma také vyuziti v toxikologickych studiich a pii vyvoji novych 1éciv
(Hlusi et al., 2010a; Artang et al., 2017; Duarte et al., 2019). Také lze pomoci TGA
sledovat vliv protilatek proti jednotlivym koagula¢nim faktorim nebo PH na srazeni krve
(Depasse et al., 2021; Radin et al., 2022). Tato bakalafska prace se bude vénovat vlivu

antikoagulacnich 1ékt, konkrétné Apixabanu, Rivaroxabanu a Dabigatranu, na TGA.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hemostaza

Hemostaza je proces tvorby krevni srazeniny, ktery se spousti jako odpoveéd’ na poranéni
cévy. Pro jeho spravnou funkci je potieba interakce jak krevnich elementd, jako jsou
trombocyty, tak i proteinovych koagulacnich faktoru a tkani tvoticich cévni vystelku.
Diky tomuto komplexnimu procesu je v organismu zajisténa nepfetrzita cirkulace krve
nutna pro pienos kysliku a zivin do vSech bunék.

Hemostazu mizeme rozdélit do tii fazi. V prvni fazi oznaCované jako primarni
hemostaza dochazi kvazokonstrikci cév, aby se minimalizovala ztrata krve
z poskozeného mista, a aktivaci a agregaci destiCek. Druha faze (sekundarni hemostaza)
zahrnuje aktivaci koagulacni kaskady na jejimz konci je vytvoreni nerozpustné fibrinové
sit€. V posledni fazi, nazyvané terciarni hemostaza, dochazi k odstranéni trombu po

regeneraci poskozeného mista (Periayah et al., 2017).

2.1.1 Krevni cévy

Vnitini vystelka cév je tvorena endotelem, pod kterym se nachazi kolagenova vlakna
zvenku obalena hladkou svalovinou. V klidovém stavu uvoliiuje endotel do krve latky
zabranujici srazeni, jako je heparan (kofaktor antitrombinu) a inhibitor tkanového
faktoru. Dale latky slouzici jako vazodilatatory, coz je oxid dusnaty nebo prostacyklin.
Tyto inhibitory udrzuji systém hemostazy neaktivni a zabratiuji koagulaci vyvolané
malymi podnéty (Skorfiova & Slavik, 2021).

Endotel ale zaroven také hraje vyznamnou roli pii aktivaci hemokoagulace. V buiikach
endotelu je syntetizovan von Willebrandiv faktor (vVWF), ktery je bud v malych
mnozstvich uvoliiovan do krve nebo uskladnén ve Weibel-Paladeho téliskach. vWF hraje
klicovou roli v primarni hemostaze. Pfi poSkozeni endotelialnich bunék je do krevniho
reCiSté uvolnovan také TF, ktery startuje vnéjsi cestu aktivace sekundarni hemostazy

(Skortiova & Slavik, 2021).

2.1.2 Primarni hemostaza

Pti poskozeni cévniho endotelu dochazi k obnazeni subendotelialniho kolagenu. Na tyto
kolagenova vlakna se vaze vWF, ktery nasledné aktivuje trombocyty vazbou na jejich
receptory. Trombocyty pfilnou k mistu poskozeni a uvoliiuji latky, jako je tromboxan A2
(TXA2) a ADP, podporujici aktivaci dalsich desticek. TXA2 zptisobi také vazokonstrikci

cév v okoli. Zaroven je z Weibel-Paladeho télisek uvolnény dalsi vWF. Aktivované



desticky méni svuj tvar na hvézdicovity a exprimuji na svém povrchu receptory pro
fibrinogen. Fibrinogen vytvaii mezi agregovanymi destickami vlaknitou sit’ a tvoii se tak
primarni tromboticka zatka. Jedna se o velmi rychly d¢j, ke kterému dochéazi béhem

nékolika sekund (Skorfiova & Slavik, 2021).

2.1.3 Sekundarni hemostaza

Koagulacni kaskada (Obr. 1) je tvofena koagulacnimi faktory, které se v krevni plasmé
vyskytuji jako zymogeny. K aktivaci jednotlivych enzyma dochazi po proteolytickém
Sté€peni jednim z predchozich faktora. Existuji dveé cesty aktivace této kaskady.

K aktivaci zevni koagula¢ni cesty dochazi pomoci TF. TF se nevyskytuje v butikach
endotelu, ale je produkovan fibroblasty ve vazivovém obalu cév. Tyto fibroblasty jsou
také v men§im mnozstvi rozptylené mezi buiikami hladké svaloviny obalujici cévy. Tim
je zajisténo, ze k aktivaci zevni koagula¢ni cesty nedojde pii malych nevyznamnych

poranénich endotelu, ale poranéni musi narusit i vazivo nebo svalovinu kolem cévy
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Obr. 1: Schéma koagulac¢ni kaskady (AT — antitrombin, Prot C — aktivovany protein C, TF —
tkanovy faktor, TFPI — inhibitor drahy tkanového faktoru, Th — trombin, PL — fosfolipidy,
modfe — vnéjsi cesta aktivace, tmavé Cervend — vnitini cesta aktivace, fialové — spolecna
cesta, cemé Sipky — aktivace, Cervené , T Sipky — inhibice). Prfevzato od Strong
Medicine, 2022, upraveno podle Skoriiova & Slavik, 2021.



(Drake et al., 1989). Tato cesta se nazyva zevni, protoze pii srazeni in vitro je pro zahajeni
nutné dodat TF z vn&jsiho prostiedi pro iniciaci srazeni (Skorfiova & Slavik, 2021).

TF vytvaii komplex s aktivovanym koagula¢nim faktorem VII (FVIIa, EC 3.4.21.21).
Tento komplex poté aktivuje koagulacni faktor X (FXa, EC 3.4.21.6) a koagulacni
faktor IX (FIXa, EC 3.4.21.22) (Osterud & Rapaport, 1977; Skoriova & Slavik, 2021).
FXa vytvafi malé mnozstvi aktivovaného koagulaniho faktoru II (trombin, Flla,
EC 3.4.21.5). Toto mnozstvi trombinu je prili§ malé na tvorbu dostatku nerozpustnych
fibrinovych vlaken, ale je dostacujici na tvorbu FVa a FVIIla. Po aktivaci téchto dvou
koagulacnich faktori vznikaji dalsi komplexy — tenasovy komplex (FIXa-FVlIlla)
slouzici k aktivaci FX a protrombinasovy komplex (FXa-FVa) vytvarejici vét§si mnozstvi
trombinu. Vznika tak zpétnovazebna smycka, jejiz ucel je amplifikace tvorby trombinu.
Pro vznik tenasového, protrombinasového a TF-FVIIa komplexu jsou potiebné Ca*
ionty a zaporné nabité fosfolipidové povrchy krevnich destiCek. Na pocatku srazeni je
malo aktivovanych trombocytd atim je k dispozici malo povrchi pro tvorbu
koagulacnich komplexd, pozdéji dochazi k aktivaci vice krevnich desticek, které
poskytuji vice vazebnych mist pro aktivované koagulacni faktory. Trombin generovany
protrombinasovym komplexem vytvaii zrozpustného fibrinogenu nerozpustny fibrin
apokud je trombinu dostatek, je aktivovana protein-glutamin y-glutamyltransferasa
(aktivovany faktor XIII, FXIlla, EC 2.3.2.13), kter4 vznikla vlakna fibrinu zesituje do
pevné srazeniny (Skorfiova & Slavik, 2021).

Vnitini neboli kontaktni cesta je aktivovana odhalenym kolagenem v poskozené céve.
In vitro muze byt aktivovana negativné€ nabitym sklenénym povrchem zkumavky. Je
aktivovan koagula¢ni faktor XII (FXIla, EC 3.4.21.38), ktery nasledné aktivuje
koagula¢ni faktor XI (FXIa, EC 3.4.21.27) aten aktivuje FIX. Dal§i kroky probihaji

stejné jako v predchozi vn&jsi cest& (Skortiova & Slavik, 2021).

2.1.4 Terciarni hemostaza

Po vytvoreni fibrinové sraZeniny a zastaveni krvaceni dochazi k vazodilataci a zvySeni
propustnosti cévy. Diky témto mechanismim se mohou do blizkosti poskozeného mista
dostat buriky imunitniho systému zabraiujici mozné infekci (Simon et al., 2021). Jedna
se o neutrofily a makrofagy. Jejich funkci je pohlcovani a odstrafiovani bakterii
a produkce proteas, které rozkladaji poSkozené buriky. Makrofagy také produku;ji faktory
aktivujici fibroblasty a endotelialni buriky. Cely tento proces je regulovan cytokiny

(Schultz et al., 2003).



V této fazi také dochazi k rozkladu fibrinové sit€ pomoci plasminogenu (Simon et al.,
2021). Plasminogen je S§tépen na aktivni plasmin (EC 3.4.21.7) t-plasminogen
aktivatorem (tkanovy aktivator plasminogenu, t-PA, EC 3.4.21.68) nebo u-plasminogen
aktivatorem (urokinasa, u-PA, EC 3.4.21.73). t-PA za normalnich podminek nema velkou
afinitu k plasminogenu, coz se meéni v pfitomnosti fibrinu. Plasminogen ma schopnost
vazat se na fibrinova vlakna, ktera také poskytuji vhodny povrch pro absorpci t-PA.
Nasledné dojde k tvorbé cyklického tercidlniho komplexu, coz zvySuje efektivitu
aktivace plasminogenu na plasmin (Hoylaerts et al., 1982; Wu et al., 1990). u-PA ptisobi
podobné jako t-PA. u-PA volné v plasmé ma nizkou afinitu k plasminogenu, coz se
zméni, pokud se u-PA navaze na svij receptor (Ellis et al., 1991). Tento receptor se
vyskytuje v bunécné membrané neutrofild a monocyti (Vassalli et al., 1985). u-PA
vazany na receptor ma vyssi afinitu k plasminogenu a tim ho efektivnéji aktivuje. Diky
tomuto mechanismu je plasmin generovan na bunééném povrchu, coz ho chrani pred jeho
inhibici a2-antiplasminem. Pokud plasmin oddisociuje z bunééné membrany je okamzité
inhibovan. Tim je zajisténo ze aktivita plasminu bude omezena pouze na okoli bunék,
které se vyskytuji na misté poranéni (Ellis et al., 1991). Schopnost aktivovat plasmin ma
také FXIla. Plasmin poté rozklada fibrin. Pfi jeho rozkladu dochazi ke tvorbé D-dimerd,
které jsou sledovany v klinickych testech sledujicich prabéh srazeni (Skoriiova & Slavik,
2021).

Proces hojeni rany je dokonCen syntézou elastinu, proteoglykani a kolagenu

a proliferaci epitelialnich bunék (Schultz et al., 2003).

2.2 Trombin

Trombin je syntetizovan v jatrech jako neaktivni protrombin. V plasmé je po iniciaci
hemostazy §té€pen protrombinasovym komplexem, nejdfive na meizotrombin a poté na
trombin (Krishnaswamy et al., 1986).

Svou strukturou je trombin podobny s ostatnimi serinovymi proteasami jako je
napiiklad chymotrypsin a trypsin. Vsechny tyto proteasy maji ve svém aktivnim misté
serinové residuum, v piipadé trombinu tvoii aktivni misto jesté histidin a aspartat. Kromé
aktivniho mista ma trombin jes§t€ dv€é mista pro vazbu Siroké skaly aniontovych kofaktora
—exosite [a II (Obr. 2) (Bode et al., 1992). Exosite I interaguje s fibrinogenem, popiipade
fibrinem (Fenton II et al., 1988). Exosite II interaguje s heparinem (Carter et al., 2005).
Na exosite I a II se také vazou inhibitory srazeni vyskytujici se v hadich jedech (Zingali,

2008).



Zakladni funkci trombinu je katalyza Sté€peni fibrinogenu na fibrin. Fibrin ma
symetrickou dimerni strukturu. Kazdy dimer se sklada ze tii polypeptidovych fetézcu,
které jsou navzajem propojeny disulfidickymi vazbami, a oba dimery jsou uprostied
spojeny E doménou. Praveé v tomto misté trombin Stépi fibrinogen a vznikaji nerozpustna
fibrinova vlakna, které stabilizuji vznikajici krevni srazeninu (Skoriiova & Slavik, 2021).

Fibrinogen ale neni jediny substrat pro trombin. Trombin také katalyzuje tvorbu FVa,
FVIlIa pro vznik komplexti generujici dalsi trombin a FXIIla pro cross-linkovani
vzniklych fibrinovych vlaken. B&hem hemostazy také aktivuje trombocyty (Skortiova &
Slavik, 2021).

Je zfeymé, ze trombin hraje centralni ulohu v celé koagulacni kaskad¢, ale nema pouze
jen koagulacni funkci. Na povrchu endotelu se mize vazat k trombomodulinu, coz zméni
funkci trombinu na antikoagulac¢ni. Komplex trombin-trombomodulin mize aktivovat
protein C (APC, EC 3.4.21.69), ktery spole¢n¢ se svym kofaktorem, proteinem S, ptisobi
jako inhibitor FVa a FVIIla a tim zpomaluje dal$i vznik trombinu (Kisiel et al., 1977;
Esmon et al., 1982). Inaktivace FVa probiha mnohem efektivnéji na povrchu endotelu
nez na povrchu trombocytl, coz svédci to tom, ze tento proces ma predevsim slouzit ke
zpomaleni generace trombinu v mistech piili§ vzdalenych od mista poranéni. Tim je
regulovana tvorba srazeniny, aby nezasahovala do zdravych, nepoSkozenych ¢asti cévy,
a prfitom neni ohroZena generace trombinu v protrombinasovém komplexu na povrchu

krevnich desti¢ek (Oliver et al., 2002). Komplex trombin-trombomodulin dale aktivuje

Exosite Il

Activation
Domain

Obr. 2: Zobrazeni struktury trombinu (modfe — exosite I, ¢ervené — exosite 11, zelené — aktivacni
doména apobliz ni je vyznaena dutina tvorfici aktivni misto). Prevzato od
Adams & Huntington, 2016.



karboxypeptidasu U (trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy, TAFI, EC 3.4.17.20),
kterd snizuje rychlost fibrinolyzy inhibici procesu aktivace plasminogenu a stabilizuje
fibrinovou sit’ odstépenim lysinovych zbytka z jednotlivych vlaken. Na takto upravena
vlakna se poté nemuze vazat plasminogen (Bajzar et al., 1996; Wang et al., 1998; Miles

etal., 1991).

2.3 Inhibitory koagulace

Hemostaza je regulovana Sirokym spektrem inhibitora, které zajistuji, aby se ptivodné
ochranny mechanismus srazeni krve nestal zivotu nebezpecny. Snizeni funkce nékterého
z pfirozenych inhibitorQ se projevi zvySenym rizikem vzniku trombozy, coz miize mit za
nasledek velké mnozstvi patologickych stavii. Arterialni tromboza muze dale zpusobit
infarktu myokardu (IM) nebo cévni mozkovou ptihodu (CMP). Vznik trombu v zile miize
vést dale ke stavu oznadovanému jako hluboka Zilni tromboza (HZT) a ta mize dale vést
k plicni embolii (PE). Lécba téchto stav zahrnuje podporu funkce pfirozenych inhibitort
jiz pritomnych v krvi, pouziti syntetickych inhibitori koagulace nebo inhibici syntézy

srazecich faktord (Mackman, 2008).

2.3.1 Prirozené inhibitory
Mezi pfirozené inhibitory koagulace patii mimo jiné antitrombin, APC a jeho kofaktor

protein S a inhibitor drahy tkanového faktoru (tissue factor pathway inhibitor, TFPI).

2.3.1.1 Antitrombin

Antitrombin je jeden z hlavnich inhibitort srazeni krve. Je syntetizovan v jatrech a patfi
mezi serinové inhibitory proteas (serpiny) (Olson et al., 2010; Skoriiova & Slavik, 2021).
Byl objeven vroce 1936 azpoCatku bylo predpokladano, ze existuje vice druhu
antitrombind, které byly oznacovany jako frakce I-IV, abyly jim pfipisovany ruzné
antikoagulacni vlastnosti (Quick, 1938; Fell et al., 1954). Pozdé&ji se ukazalo, ze vSechny
tyto vlastnosti ma pouze jedna molekula ptivodné oznacovana jako antitrombin III, dnes
nazyvana pouze antitrombin (Mammen, 1998).

Navzdory jeho néazvu, antitrombin neinhibuje jen trombin, ale ijiné koagulacni
faktory, jako je FIXa a FXa a v men$i mife také FXIa a FXIIa. Inhibuje také komplex
TF-FVIla a plasmin. V normalni plasmé je jeho inhibi¢ni schopnost potlacena a pro jeho
aktivaci je nutny kofaktor heparan, ktery udrzuje molekulu antitrombinu v optimalni

trojrozmémé konformaci (Olson et al., 2010; Skoriiova & Slavik, 2021).



Antitrombin, podobné jako vétSina serpint, se chova pfi inhibici cilovych proteas jako
sebevrazedny substrat (Gettins, 2002). Vaze se do aktivniho mista a je §tépen proteasou
stejné jako jeji ptuvodni substrat (Bjork et al., 1992). V prabéhu tohoto $tépeni vznika
mezi antitrombinem a proteasou vazba a vznikd prakticky nedisociovatelny komplex.
Takto jsou nevratné inaktivovany vzdy jedna molekula proteasy ajedna molekula

antitrombinu (Rosenberg & Damus, 1973).

2.3.1.2 Aktivovany protein C

APC je, jak jiz ndzev napovida, aktivovanou verzi proteinu C. Je aktivovan komplexem
trombin-trombomodulin a stejn¢ jako trombin je to serinova proteasa (Kisiel et al., 1977,
Esmon et al., 1982). Sekvence aminokyselin v aktivnim misté¢ APC je podobna sekvenci
aminokyselin v aktivnim misté trombinu, FIXa, FVIla a FXa. Dalsi podobnost s témito
faktory je takova, ze je pravdépodobné, ze obecny mechanismus aktivace téchto
koagulacnich faktort je podobny jako mechanismus aktivace APC. K aktivaci dochazi po
odstépeni peptidu z N-terminalni ¢asti polypeptidového fetézce, dochazi ke zméné
konformace a vytvorfeni serinového aktivniho mista (Kisiel et al., 1977). Narozdil od
aktivace vySe zminénych koagulacnich faktord, probiha aktivace proteinu C na
endotelialni vystelce cévy, kde se APC vaze na endotelialni receptor proteinu C (EPCR)
(Obr. 3). Po své aktivaci APC oddisociuje a chova se jako inhibitor FVa a FVIIla
(Stearns-Kurosawa et al., 1996; Skorfiova & Slavik, 2021). Inhibice téchto dvou faktort
dale inhibuje generaci FXa a FIXa a nasledné inhibuje generaci trombinu. Tato negativni
zpétna vazba predstavuje ptirozeny kontrolni mechanismus, ktery musi byt pii hemostaze
prekonan, aby mohla byt vytvorena srazenina (Skorfiova & Slavik, 2021).

Kromé antikoagula¢ni funkce ma APC také cytoprotektivni funkci, kterd se projevi,
pokud APC zlstane po své aktivaci navazany na EPCR (Obr. 3). Pres receptor 1
aktivovany proteasami (PAR-1) ovliviiuje APC genovou expresi uvniti endotelialnich
bunék (Mosnier et al., 2006). APC zvySuje transkripci antiapoptotickych gent
(Joyceetal., 2001). Také skrze PAR-1 aktivuje sfingosin kinasovou drahu, ktera se podili
na ochrané endotelidlni bariéry atim zabrafiuje moznému napadeni patogeny nebo
rozvoji zanétu (Feistritzer & Riewald, 2005).

Pod nazvem Ceprotin se APC izolovany z lidské plasmy pouziva pro 1écbu vrozené
deficience proteinu C (FDA, 2021). V preklinickych studiich APC navic prokézal

schopnost okamzité€ a vratn€ inhibovat tvorbu trombu v krvi za podminek simulujicich



normalni arterialni pratok (Gruber et al., 1989). Také mél pozitivni vliv na 1écbu Sirokého
spektra patologickych stavi, jako je napftiklad sepse nebo diabetes (Taylor et al., 1987,
Xue & Jackson, 2014).

Klinické vyuziti APC pro jeho cytoprotektivni ucinky je ale spojeno s nékolika
problémy. Jednim znich je jeho imunogenicita, tedy schopnost vyvolavat imunitni
odpoved, ktera je v tomto piipadé nezadouci. Druhym problémem 1écby APC je jeho
antikoagulacni funkce, ktera neni vzdy vhodna pro 1écbu daného onemocnéni (De
Ceunynck et al., 2018). Takovyto problém se vyskytl u 1éku Drotrecogin Alfa. Jednalo se
0 APC urCeny pro 1écbu sepse a selhani organa v disledku akutni infekce. Drotrecogin
Alfa byl ale stazen o n€kolik let pozdé€ji po jeho uvedeni na trh, v reakci na studie, ve
kterych se nepodafilo prokazat zadné benefity u pacientd, ktefi uzivali tento 1ék
v porovnani s placebo skupinou pacientd. Naopak Drotrecogin alfa zvySoval
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Obr. 3: Funkce aktivovan¢ho proteinu C (Ila — trombin, APC — aktivovany protein C, EPCR —
endotelialni receptor proteinu C, PAR-1 — receptor 1 aktivovany proteasami, PC — protein
C, SERPINs - serinové inhibitory proteas, TM — trombomodulin) PC vazany na EPCR
je aktivovany komplexem TM-Ila na APC. Pokud poté APC odissociuje od EPCR,
projevuje se jeho antitromboticka funkce, kdy inaktivuje FVa a FVIIIa. APC nachazejici
se voln¢ v plasm¢ muze byt inhibovan SERPINy. Pokud zistane vazany na EPCR
dochazi k aktivaci PAR-1 a projevuje se jeho regenerativni a cytoprotektivni funkce.
Prevzato od Griffin et al., 2015.
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pravdépodobnost vyskytu vaznych krvacivych stavi uléCenych pacientd (Murphy &
Bellamy, 2013). Proto De Ceunynck et al. (2018) navrhuje rad€ji vyuziti parmodulinid pro
tento ucel. Jedna se o nizkomolekularni latky, které aktivuji PAR-1 stejné jako APC ale
neinhibuji FVa a FVIIla. Dalsi moznosti je vyuziti rekombinantniho APC, jehoz struktura
byla upravena nahrazenim 3 lysinovych residui za alaninové (3K3A-APC), ¢imz byla
témér uplné inhibovana jeho schopnost ovliviiovat FVa a FVIIIa. 3K3A-APC prokazal
neuroprotektivni u¢inky pii 1écbé pacientt, ktefi prodelali CMP, a zaroven nebylo

pozorovano zvySené riziko krvaceni (Lyden et al., 2019).

2.3.1.3 Protein S
Protein S je glykoprotein fungujici jako kofaktor APC pfi inhibici FVa a FVIIIa. Jeho

syntéza v jatrech je zavisla na vitaminu K (VK). V krvi se vyskytuje bud’ jako volny nebo
vazany na C4b-vazebny protein, ktery je soucasti komplementu. Tento C4b-vazebny
protein reguluje aktivitu proteinu S, nebot' pouze volny protein S ma schopnost vazat

APC a inhibovat koagulaci (Amiral & Seghatchian, 2019; Skortiova & Slavik, 2021).

2.3.1.4 Inhibitor drahy tkanového faktoru

TFPI, dfive nazyvany inhibitor vnéjs$i cesty nebo koagulacni inhibitor asociovany
s lipoproteiny, je kratky peptid inhibujici FVIla, tedy uplny zacatek aktivace koagulace
zevni cestou, ¢imz dopliiuje pusobeni APC, ktery inhibuje vnitini cestu koagulace. TFPI
pro svoji antikoagulaéni aktivitu nevyzaduje aktivaci (Lindahl et al., 1991a; Skoriiova &
Slavik, 2021). Vétsina TFPI je vazana na endotelialni buriky cév, mensi Cast je poté
v plasmé vazana na lipoproteinové castice (Novotny et al., 1989; Mast et al., 2002).
Frakce TFPI vazana na lipoproteiny v plasmé ma niz§i antikoagulacni aktivitu (Lindahl
et al., 1991a; Broze Jr. et al., 1994). Frakce vazana na endotel mize byt uvolnéna do
plasmy interakci s heparinem, coz pfispiva k antikoagulacni 1écbé heparinem u pacientt

se zvySenym rizikem trombdzy (Lindahl et al., 1991b).

2.3.2 Léciva

Centralnim regulatorem koagulace je trombin, coz je dano jeho koagulacni
a antikoagula¢ni funkci a jeho schopnosti zpétnovazebné amplifikovat svoji tvorbu skrze
tenasovy a protrombinasovy komplex. Proto je trombin cilem pro prevenci a lécbu
tromboembolickych onemocnéni (van Aken et al., 2001).

Aktivita trombinu muze byt inhibovana neptimo skrze jeho piirozené inhibitory, jako

je napriklad antitrombin, jehoz aktivita je podpofena podavanim heparinu, nebo mutze byt
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inhibovana generace trombinu inhibici ostatnich koagula¢nich faktort, coz zpusobuje
napiiklad Warfarin nebo inhibitory FXa. Pfimé inhibice trombinu spociva ve vazbé
antikoagulantu na trombin, coz zabranuje interakci trombinu s dalSimi substraty (Weitz
& Hirsh, 1998).

Zvlastni skupinou antikoagulacnich 1é¢iv jsou pfima peroralni antikoagulancia (direct
oral anticoagulants, DOACs). DOACs jsou také nékdy nazyvana nova peroralni
antikoagulancia nebo cilové specificka peroralni antikoagulancia. Aby se nazvoslovi
zjednodusilo a zamezilo se nedorozuménim s moznymi vaznymi nasledky, doporucila
Mezinarodni spolecnost pro trombodzu a hemostazu (International Society on Thrombosis
and Haemostasis, ISTH) pouzivani pouze oznaCeni DOACs (Barnes et al., 2015). Tyto
1é¢iva se déli na dvé skupiny dle mechanismu ucinku. Prvni skupina jsou pfimé inhibitory
FXa tzv. xabany, mezi které patii Rivaroxaban, Apixaban a Endoxaban. Druha skupina
jsou piimé inhibitory FIla tedy trombinu, kam spada Dabigatran, Argatroban
a Bivalirudin (Dulicek et al., 2022; Biswas et al., 2023). DOACs maji fadu vyhod. Jejich
peroralni podani adavkovani je jednoduché alécba nemusi byt nutné rutinné
monitorovana, protoze jejich farmakokinetické vlastnosti jsou lépe piedvidatelné.
Zarovei jejich interakce s jinymi léky nebo potravinami je minimalni (Dulicek et al.,
2022; Biswas et al., 2023). DOACs také vykazuji daleko mensi riziko vazného krvaceni
nez Warfarin, coz z nich déla v tomto ohledu bezpecnéjsi alternativu (Chai-Adisaksopha
et al., 2015). Hlavni nevyhoda DOACs se projevi v piipade vyskytu vazného krvaceni
nebo nutnosti urgentniho operativniho zakroku u pacientd uzivajicich DOACs, kdy je
nutné ihned potlacit funkci daného antikoagulantu. Pouze néktera DOACs maji totiz sva
antidota, pfestoze se na jejich vyvoji dnes intenzivné pracuje (Almarshad et al., 2018).
V nouzovych situacich se tedy co nejdiive vysadi dané 1é¢ivo a poda se aktivni uhli,
popiipadé se 1ék odstrani z krve hemodialyzou (Biswas et al., 2023). Pokud tento pfistup
nestaci podéavaji se intravendzné koncentraty rekombinantniho FVIla nebo koncentraty
protrombinového komplexu (PCC), které obsahuji FII, FVIIL, FIX a FX (Sorensen et al.,
2011; Warkentin et al., 2012; Biswas et al., 2023).

2.3.2.1 Antagonisté vitaminu K

VK je esencialni latka vyskytujici se nejvice v listové zelenin€, v mensi mite pak v ovoci,
syru a olivovém oleji (Schurgers & Vermeer, 2001). Pismeno K bylo vybrano podle
némeckého nazvu tohoto vitaminu Koagulations-vitamin, ktery odkazuje na jeho

kli¢ovou funkeci pfi srazeni krve (Dam, 1935). Existuje vice isoforem neboli vitamert VK
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(Obr. 4). Mezi pfirozené se vyskytujici patii fylochinon (vitamin K1) a menachinon
(vitamin K2). Oba maji velmi podobnou strukturu, obsahuyji
2-methyl-1,4-naftochinonovy kruh, ale 1iSi se postrannim fetézcem v poloze 3.
Fylochinon obsahuje fytylovy postranni fetézec slozeny ze Ctyt isopreniodnich jednotek.
Menachinon obsahuje nenasyceny postranni fetézec s variabilni délkou (Shearer &
Newman, 2017; Halder et al, 2019). VKslouzi jako kofaktor pro
peptidyl-glutamat-4-karboxylasu(2-methyl-3-fytyl-1,4-naftochinol-epoxidujict) (VK
dependentni karboxylasa, GGCX, EC 4.1.1.90), ktera katalyzuje postransla¢ni konverzi
glutamatu na y-karboxyglutamyl. Tato konverze je nezbytna pro funkci FVIL FIX FX,
trombinu, APC aproteinu S. Karboxyglutamylova residua zajistuji interakci
s vapenatymi ionty, coz je nezbytné pro vznik koagula¢nich komplexa (Suttie, 1985).
Pti deficienci VK nedochazi k této postranslacni karboxylaci koagulacnich faktort
a do krve jsou uvoliiovany koagula¢ni faktory neschopné amplifikace generace trombinu
v sekundarni fazi hemostazy (Skoriiova & Slavik, 2021). Deficience VK se poté
projevuje zvySenou krvacivosti. U dospélych je nutricni deficience VK velmi vzacna,
vétSinou je spise patologického ptivodu. U novorozencu je ale deficience Castéjsi, proto

je jim preventivné dodavan VK (Shearer, 2009; Shearer & Okano, 2018).

X

o)
Phylloquinone (Vitamin K.)

O

X X

o)
Menaquinones (Vitamin K, MKn)

Obr. 4: Struktura pfirozené se vyskytujicich isoforem vitaminu K. Pfevzato od van Horn, 2013.
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Stejny ucinek jako deficience VK ma podavani antagonisti VK naptiklad Warfarinu,
ktery se pouziva k prevenci nebo 1écbé zilni trombdzy, PE nebo ke snizeni rizika
opakovaného IM (Wysowski et al., 2007; Skorfiova & Slavik, 2021). Warfarin zasahuje
do recyklac¢ni drahy VK v organismu (Obr. 5), coz vede k vyCerpani VK v burikach
(Skoriiova & Slavik, 2021). VK piijaty v potravé musi byt nejdiive aktivovany redukci
na hydrochinonovou formu (KH,), v takovéto formé potom muze slouzit jako kofaktor
GGCX (van Horn, 2013). V prubéhu karboxylasové reakce dojde k epoxidaci KH, na
2,3-epoxid (KO), ktery musi byt redukovan zpatky na KH, ptes dvoukrokovou redukci.
V prvnim kroku je KO redukovan na VK, ve druhém kroku je VK redukovan na KH; (Tie
& Stafford, 2016). Diky této recyklacni draze se deficience VK ulidi vyskytuje jen
vyjimecné (van Horn, 2013). Warfarin zasahuje do redukce KO na VK a do nasledné
redukce VK na KH» (Tie & Stafford, 2016). Redukce VK na KH» je pravdépodobné
katalyzovana dvéma rlznymi enzymy, Warfarin-senzitivnim enzymem a Warfarin-
rezistentnim enzymem, ktery je také nazyvan antidotalni. Aktivita Warfarin-rezistentniho
enzymu se projevi, pfi podani vétstho mnozstvi VK jako antidota proti Warfarinu a tim
dojde k obnové normalniho metabolismu VK v organismu (O'Reilly & Aggeler, 1966;
Wallin, 1986; Tie & Stafford, 2016).
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Obr. 5: Recyklaéni draha vitaminu K (Gla — y-karboxyglutamyl, GGCX — vitamin K dependentni
karboxylasa, Glu — glutamat, KH, — hydrochinonova forma vitaminu K, KO - 23-
epoxidova forma vitaminu K, VKOR - vitamin K epoxid reduktasa, VKR — vitamin
K reduktasa, Vit. K — vitamin K). Pfevzato od Tie & Stafford, 2016.
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Warfarinova terapie méa ale nékolik zasadnich nevyhod. Jednou znich je malé
terapeutické rozmezi, coz znamena, ze se ¢asto vyskytuji komplikace jako je nadmérné
krvaceni, ataké muze dochazet k interakci sjinymi 1éCivy nebo muze byt vysledek
terapie ovlivnén mnozstvim VK pfijatym v potraveé. Proto musi byt warfarinova terapie
u pacienta peclivé monitorovana. Protoze Warfarin zasahuje do koagulacni kaskady
nespecificky, byly vyvinuty 1éCiva, které pifimo cili na jednotlivé koagulacni faktory. Patii
zde ptimé inhibitory trombinu a pfimé inhibitory FXa (Wysowski et al., 2007; van Gorp
& Schurgers, 2015).

2.3.2.2 Heparan a hepariny

Heparan sulfat a hepariny jsou glykosaminoglykanové kofaktory antitrombinu. Jejich
vazbou na antitrombin pomoci specifické pétisacharidové sekvence dochazi ke
konformacni zmén¢ antitrombinu a k jeho aktivaci (Olson et al., 2010). Heparan sulfat je
ukotven v bunééné membrané endotelialnich bunek vazbou na hydrofobni proteinovou
doménu (Marcum et al., 1986). Takovato lokalizace zajiStuje, ze srazeni krve probiha
pouze v okoli poranéni a nepostupuje dale v cévé. Heparin je do krve uvoliiovan
extravaskularnimi heparinocyty v misté poranéni (Olson et al., 2010).

Heparin se pouziva pro prevenci a 1ébu zilni trombozy uz od 30. let 20. stoleti (Qiu
et al., 2021). Nemuize byt ale uzivan peroralné, a proto se podava ve formé kontinualni
intravendzni infuse nebo jako subkutanni injekce (Garcia et al., 2012). Nefrakciovany
heparin (UFH), je skupina glykosaminoglykan(i s prumérnou molekulovou hmotnosti
15 kDa. Je ziskavan purifikaci z zivo¢isnych tkani (Oduah et al., 2016; Wang et al., 2020).
Retézce UFH se navzajem li§i svoji strukturou a délkou, coz komplikuje piedpovéd
farmakokinetického chovani (Garcia et al., 2012). Proto byl v 80. letech vyvinut heparin
s nizkou molekulovou hmotnosti (LMWH), ktery v mnohém nahradil UFH.

LMWH se vyrabi depolymerizaci nebo frakcionaci UFH. Je tvoten polysacharidovymi
fetézci o délce 16-20 jednotek a molekulova hmotnost jednotlivych glykosaminoglykanti
je 3-6,5 kDa (Qiu et al., 2021). Vlastnosti jednotlivych LMWH se mohou lisit v zavislosti
na metod¢ pripravy a zdroji vychoziho UFH, ale i tak maji LMWH oproti UFH mnoho
vyhod. Diky zvysené biodostupnosti mohou byt podavany niz§i davky a odpoved
organismu na danou davku muze byt 1épe predvidana. To umoziiuje ambulantni podavani
LMWH bez nutnosti hospitalizace pacientd. Na druhou stanu LMWH spolu
s antitrombinem inaktivuji trombin méné nez UFH. Inaktivace FXa ale probiha u UFH

a LMWH stejné dobie (Onishi et al., 2016).
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Hepariny svelmi nizkou molekulovou hmotnosti (ULMWH), tedy hepariny
o prumérné molekulovou hmotnosti pod 3 kDa, témef viibec neinhibuji trombin a podili
se pouze na inhibici FXa (Liu et al., 2014). Do této skupiny patii napiiklad piipravek
Fondaparinux, ktery vykazuje lepsi farmakokinetické vlastnosti nez LMWH, zejména
vysSi biodostupnost, a mize byt pouzit iu pacientd s alergii na heparin (Hannon &
Lamont, 2012; Kavut & Koca, 2012). Nevyhodou je vysoka cena a fakt, ze neexistuje
antidotum (Liu et al., 2014; Onishi et al., 2016).

Stejné jako o ostatnich antikoagulancii je 1ulécby hepariny hlavnim nezddoucim
ucinkem zvysené riziko krvaceni. Muze dojit, ale také k trombdze (Onishi et al., 2016).
Heparin cirkulujici v krvi maze vazat destickovy faktor 4, coz zpusobi konformacni
zménu a umozni tvorbu protilatek proti tomuto komplexu. Vytvofené protilatky poté
aktivuji trombocyty (Reilly, 2003). Aktivované trombocyty se shlukuji a maze dojit ke
spusténi koagulacni kaskady a vytvoreni trombu (Ahmed et al., 2007). I kdyZz k vytvoteni
trombu nedojde, je dany stav nebezpeCny. Shluky trombocyta jsou odstraniovany z krve
retikulo-endotelidlnim systémem, coz ma za nésledek pokles poctu krevnich desticek
v krvi az 0 50 %. Tento stav se oznacuje jako heparinem indukovana trombocytopenie
(Chong, 2003; Skorfiova & Slavik, 2021). Dale mohou hepariny, hlavné UFH,
zpusobovat osteopordzu pii dlouhodobé 1€¢bé€, protoze je snizena diferenciace a funkce

osteoblastil, coz zabrariuje tvorbé nové kostni tkané (Rajgopal et al., 2008).

2.3.2.3 Primé inhibitory trombinu
Prvni pfimy inhibitor trombinu schvaleny pro klinické pouziti byl hirudin. Pivodné byl
izolovan zpijavic Hirudo medicinalis, dnes je produkovan kvasinkami jako
rekombinantni protein. Hirudin se pouziva pii 1é€bé heparinem indukované
trombocytopenie a pfi prevenci trombotickych stavii po ortopedickych operacich
(Eriksson et al., 1997; Greinacher & Warkentin, 2008). Vazba hirudinu na trombin neni
ovlivnéna pfitomnosti substratu v aktivnim mist€ trombinu. Pfi této vazbé vznika
komplex s velmi nizkou disocia¢ni konstantou a muze tedy byt oznacCen za prakticky
ireverzibilni. Trombin v tomto komplexu ma snizenou schopnost §tépit fibrinogen a také
snizenou schopnost aktivovat FV, ¢imz je zpomalena také tvorba protrombinasového
komplexu (Stone & Hofsteenge, 1986; Fenton Il et al., 1991).

Nejvétsi nevyhodou 1écby hirudinem je riziko krvaceni. Toto riziko nezavisi na véku
nebo na pohlavi, ale zavisi na funkci ledvin u jednotlivych pacientd (Lubenow et al.,

2005). U pacientll s poskozenim ledvin dochazi k pomalejsimu odbouravani hirudinu
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a zvySuje se tak jeho biologicka dostupnost, coz ma za nésledek zvySené riziko krvaceni.
U takovychto pacienti je velmi obtizné ur€it vhodnou davku hirudinu (van Aken et al.,
2001; Greinacher & Warkentin, 2008). Pfi mensim krvaceni je ve vétSiné€ pfipadu
dostacujici zastaveni podavani hirudinu, ale v piipad¢, kdy je krvaceni zivot ohrozujici
tento pfistup nestaci. Proti hirudinu neexistuje antidotum, které by ho specificky
inaktivovalo, a proto se pouzivaji nespecifické metody jako hemodialyza a hemofiltrace,
které mohou sniZit koncentraci hirudinu v krvi. Uginnost t&chto metod je velmi variabilni
a zélezi na pouzitych filtrech (Bucha et al.,, 1999; Frank et al., 1999; Greinacher &
Warkentin, 2008). V nouzovych situacich je pouziti téchto metod omezené (Greinacher
& Warkentin, 2008). Misto hirudinu mize byt pro 1écbu pouzit jeho semisynteticky
fragment Bivalirudin, také nazyvany Hirulog, ktery na rozdil od hirudinu tvofii
s trombinem pouze prechodny komplex, ¢imz se snizuje riziko nadmérného krvaceni pfi
pouzivani tohoto l1éCiva (Witting et al., 1992; Weitz & Hirsh, 1998). Dalsim problémem
hirudinu je jeho imunogenicita. U vétSiny pacientd opakované vystavenych hirudinu se
vyvinuly antihirudinové protilatky. Tyto protilatky nezptsobuji alergické reakce, ale
mohou vazat hirudin a snizovat jeho ti¢innost nebo naopak zpomalovat jeho odbouravani,
coz dale komplikuje 1écbu (Huhle et al., 1999; Huhle et al., 2001).

Mezi pfimé inhibitory trombinu patfi také Dabigatran, pouzivany jako 1é¢ivo pod
nazvem Pradaxa. V 1é¢ivu je ve formé Dabigatran-etexilatu (Obr. 6), ktery je v téle
hydrolyzovan na aktivni Dabigatran a poté na Ctyfi ruzné acylglukuronidy. Jak
Dabigatran, tak jeho glukoronidy maji schopnost specificky inhibovat volny trombin
i trombin vazany v krevni srazenin€¢ (Hussar & Zimmerman, 2011). Dabigatran byl
schvalen v USA Utadem pro kontrolu potravin alétiv (U.S. Food and Drug
Administration, FDA) v roce 2010 jako prvni z DOACs. Je pouzivan pro snizovani rizika
CMP ataké pro lé¢bu a prevenci HZT a PE (Biswas et al., 2023). Kontraindikaci pro
1écbu Dabigatranem je snizena funkce ledvin. Uzivani antikoagulacnich 1éCiv s sebou
vzdy nese zvySené riziko krvéceni, v ptfipadé Dabigatranu je zejména zvySené riziko
krvaceni do gastrointestinalniho systému (Pollack et al., 2017). Proti Dabigatranu existuje
specificka protilatka Idarucizumab, kterd ma schopnost zvratit jeho ucinek. Je to prvni
a zatim jediné dostupné specifické antidotum pro Dabigatran (Galliazzo et al., 2018).
V Ceské a Slovenské republice je k dispozici od roku 2016 (Vaclavik, 2016; Skortiova &
Slavik, 2021). Jedna se o monoklonalni humanizovanou myS$i protilatku, ktera
napodobuje strukturu trombinu. Afinita Dabigatranu k Idarucizumabu je az 350krat vétsi

nez afinita Dabigatranu k trombinu. Po vazbé dabigatranu na strukturu protilatky jsou
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Obr. 6: Prolécivo Dabigatran etexilat (1) a jeho aktivni forma Dabigatran (2). Pfevzato od Schiele
etal., 2013.

vzniklé komplexy vylouceny ledvinami. Idarucizumab nevaze zadné jiné substraty
trombinu atim se ani neucastni agregace krevnich desti¢ek. Pti absenci Dabigatranu
nema Idarucizumab zadny vliv na koagulaci (Schiele et al., 2013; Glund et al., 2017,

Galliazzo et al., 2018).

2.3.2.4 Primé inhibitory FXa

Jinou strategii pfi snaze snizit srazeni krve je cileni na FXa namisto trombinu, protoze
tvorba FXa je rychlost limitujicim faktorem pii generaci trombinu a zaroven se u FXa
sbiha zevni 1 vnitini cesta aktivace hemostazy (Rand et al., 1996, Samama, 2011). Byly
vyvinuty léc€iva jako Rivaroxaban a Apixaban, které inhibuji FXa piimo, a také 1éciva
jako Fondaparinux, které ucinkuji nepfimo (Samama, 2011).

Rivaroxaban (Obr. 7), obsazeny v l1éCivu nazvaném Xarelto, je dalSi ze zastupcu
DOACs. Byl schvalen FDA v roce 2011 pro pouziti u pacientd podstupujici operaci
kloubt, o rok pozd€ji bylo jeho pouziti rozsifeno a dnes je vyuzivan pro stejné ucely jako
Dabigatran. Podobna latka Apixaban (Obr. 7), s obchodnim nazvem Eliquis, byla
schvalena FDA vroce 2012 také pro stejné pouziti (Biswas et al., 2023). Zda je
vyhodnéjsi pouziti Rivaroxabanu nebo Apixabanu pii 1écbé zilni trombozy porovnavala
studie, kterou vypracovali Fukasawa et al. (2022). Po dobu 180 dna sledovali skupinu
6959 pacientd hospitalizovanych s HZT a/mebo PE, kteii byli naslednd léeni

Rivaroxabanem, Apixabanem nebo Edoxabanem. Byl sledovan pfipadny vyskyt krvaceni
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nebo opakyjicich se trombotickych komplikaci. V této studii nebyl pozorovan zadny
zasadni rozdil v efektivité a bezpeCnosti téchto tii 1éka.

Pro cilené zvraceni u€inku Rivaroxabanu a Apixabanu pii zivot ohrozujicim krvaceni
je pouzivana latka Andexanet alfa, v EU znam4a pod obchodnim nazvem Ondexxya,
v USA pod nazvem Andexxa (Skorfiova & Slavik, 2021; Brinkman et al., 2022). V Ceské
republice je k dispozici od roku 2019 (Kvasnicka, 2020). Jde o rekombinantni lidsky FXa,
jehoz struktura obsahuje dvé hlavni zmény oproti obvyklému FXa. Prvni je odstranéni
domény bohaté na y-karboxyglutamovou kyselinu, coz =zabranuje tvorbé
protrombinasového komplexu s FVa a nasledné generaci trombinu. Druhou zménou je
mutace aktivniho mista, konkrétn€ zdmeéna serinu v katalytické triadé za alanin, ktera
zajistuje ze Andexanet alfa neni katalyticky aktivni. I pfes tyto zmény si tento
rekombinantni FXa zachoval schopnost vazat 1éCiva inhibujici FXa (Lu et al., 2013).
Andexanet alfa kompetuje s pfirozené se vyskytujicim se FXa o vazbu na léCivo a snizuje
tak koncentraci dostupného 1éCiva v krvi (Brinkman et al., 2022). Kromé Andexanet alfa
1ze pro 1écbu krvaceni také intravendzné podat PCC, ktery mize byt pouzit u vSech
DOACs (Biswas et al., 2023). Rozdil mezi Andexanet alfa a PCC pii zastavovani
krvaceni u pacient uzivajicich Rivaroxaban nebo Apixaban byl sledovan v nasledujicich
dvou statistickych analyzach. Jaspers et al. (2021) a Nederpelt et al. (2021) porovnavali
efektivitu téchto dvou 1é¢iv a zaroven sledovali vyskyt trombotickych komplikaci po
1écbé. Celkem analyzovali 42 jiz dfive publikovanych studii na toto téma. Ob¢€ analyzy
shodné uvadéji mirné vyssi efektivitu PCC a Cast&jsi tromboembolické komplikace pfi
pouziti Andexanet alfa. Pravé ted’ také probiha kontrolovana klinicka studie, ktera ma za
cil zhodnotit G¢innost a bezpeCnost Andexanet alfa oproti bézné 1é¢bé u pacientd

s intrakranialnim krvacenim, ktefi uzivaji inhibitory FXa. Bézna 1écba dle definice v této

Rivaroxaban Apixaban

Obr. 7: Léciva patfici mezi pfima peroralni antikoagulancia — Rivaroxaban a Apixaban. Pievzato
od Santana-Romo et al., 2020.
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studii zahrnuje jakoukoliv 1écbu, které je uznana za vhodnou, kromé podani Andexanet

alfa. Studie by méla byt dokoncena v roce 2024 (ClinicalTrials.gov, 2023).

2.4 Laboratorni vySetieni hemostazy

Zakladni screeningové testy pouzivané pro vySetieni hemostazy jsou APTT, PT a TT.
Podle vysledkt téchto testd je rozhodnuto o dal§im postupu a o provedeni specifickych
testd pro stanoveni aktivity jednotlivych koaguladnich faktort (Tab. 1) (Skoriiova &
Slavik, 2021).

Prfed samotnym provedenim jednotlivych laboratornich testli je dulezité vénovat
pozornost preanalytické fazi, ktera ma zasadni vliv na vysledek testi. Tato faze zahrnuje
pfipravu pacienta na odbér, samotny pribéh odbéru a transport, zpracovani a skladovani
vzorku. Chyby v této fazi se poté prenaseji do samotného méfeni a zptisobuji nespravnost
vysledkti. Spravné postupy jsou uvedeny v dokumentech Institutu pro klinické

a laboratorni standardy (Skortiova & Slavik, 2021).

2.4.1 Aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas
Toto vySetfeni, také nazyvano aktivovany parcidlni tromboplastinovy test, slouzi
k monitorovani vnitfni cesty aktivace koagula¢ni kaskady, ktera zacina aktivaci FXII. Je
tedy mozné detekovat deficienci FVIIL, FIX, FX, FXI, FXII, trombinu a fibrinogenu. Tato
metoda nese také historicky ndzev doba srazeni kaolin-cefalin podle prvnich latek
pouzivanych pro iniciaci srazeni. V dnesni dobé je jako iniciator pouzivana latka
s negativné nabitym povrchem, naptiklad oxid kfemicity nebo elagova kyselina,
a syntetické PH podobné PH na povrchu trombocyt. Pro umoznéni srazeni je také nutné
dodat vapenaté ionty. Tyto reagencie se piidaji do citratové plasmy inkubované pti 37 °C
a méfi se ¢as do vzniku fibrinového vlakna (Levy et al., 2014; Skortiova & Slavik, 2021).
Vysledky APTT jsou uvadény bud’ v sekundach nebo jako pomér naméteného casu ke
koagula¢nimu ¢asu normalni plasmy. Referen¢ni ¢asovy interval normalni plasmy se lisi
mezi jednotlivymi laboratofemi a zavisi na pouzitych reagenciich a pfistrojich (Skorfiova
& Slavik, 2021). I ve zdravé populaci je hodnota APTT variabilni, coz zpusobuje, ze
referenCni intervaly byvaji Siroké. APTT muze byt prodlouzeny z divodu uzivani
antikoagulacnich 1é¢iv jako jsou DOACs a hepariny, pfi deficienci jiz vySe zminénych

faktort nebo pii zvysené aktivité FVIII (Skortiova & Slavik, 2021).
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Tab. 1: Interpretace vysledki laboratornich testi. Prevzato od Leonardi, 2019.

. oL Mozné
Vysledek vysetfeni ovlivnéné L
K < Dalsi mozné pficiny
. R T oagulacni
PT APTT faktory
Prodlouzeny Normalni Normalni FVII
Normalni Prodlouzeny Normalni FVIIL, FIX, Lupus antikoagulans

FXI, FXII Von Willebrandova choroba

Onemocnéni jater

Prodlouzeny  Prodlouzeny Normalni FII, FV, FX Nedostatek vitaminu K

. . . FI .
Prodlouzeny  Prodlouzeny Prodlouzeny (fibrinogen) Onemocnéni jater
Porucha funkce trombocyti
Normalni Normalni Normalni FXIII Nadmérma fibrinolyza

Von Willebrandova choroba

*PT - protrombinovy ¢as
T APTT - aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
ITT - trombinovy ¢as

2.4.2 Protrombinovy cCas

PT, také nazyvan protrombinovy test, je nejbéznéjsim laboratornim koagulacnim testem.
Byl vypracovan v roce 1935 Armandem J. Quickem a diky nému byva také oznacovan
jako Quickuv test (Quick et al., 1935; Skorfiova & Slavik, 2021). Kromé tohoto nazvu
byva také oznaCovan jako tromboplastinovy test/Cas podle reagencie pouzivané
k zah4jeni srazeni. Princip PT je velmi podobny APTT. Spociva v piidani TF
(tromboplastinu) a vapenatych iontd do citratové plasmy a méfeni ¢asu do vytvoreni
fibrinového vlakna. Pro test miize byt pouzit tkaniovy tromboplastin izolovany z lidské
placenty nebo rekombinantni tromboplastin obsahujici také vapenaté ionty a PH. Pii PT
je aktivovana zevni draha koagulace, je tedy mozné detekovat deficienci FV, FVIL, FX,
trombinu a fibrinogenu (Skoriiova & Slavik, 2021).

U pacientd, ktefi nejsou 1éCeni warfarinem, se vysledky obvykle uvadi jako pomér
koagulacniho ¢asu pacienta a norméalni plasmy, tedy stejné jako u APTT. Tento vysledek
by mél spadat do intervalu 0,8-1,2. U pacientd 1éCenych warfarinem jsou vysledky PT
nejCastéji uvadény jako mezinarodni normalizovany pomér (international normalized
ratio, INR). INR byl zaveden proto, aby bylo mozné porovnavat vysledky z raznych
laboratofi pfi monitorovani warfarinové terapie. Kromé PT pacienta a PT normalni

plasmy, zohledruje také mezinarodni index citlivosti (international sensitivity index, ISI)
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pouzitého tromboplastinu pfi konkrétnim testu v dané laboratofi. ISI udava miru
odpovédi dané reagencie na snizeni koncentrace VK-dependentnich koagulacnich faktora
a zavisi predev§im na zdroji tromboplastinu a slozeni PH. ISI je uvadén vyrobcem na

kazdé Sarzi tromboplastinu (Hoffman et al., 2018; Skorfiova & Slavik, 2021).

2.4.3 Trombinovy ¢as
Trombinovy Cas/test je zalozeny na pridani nadbytku trombinu do citratové plasmy
a méfeni ¢asu do vytvoreni fibrinové srazeniny. Pouziva se hovézi trombin s pfidavkem
hovéziho albuminu nebo lidsky trombin. Trombin se poté ziedi pufrem obsahujicim
chlorid vapenaty na potfebnou koncentraci pro screeningovy test nebo na vySsi
koncentraci pouzivanou pii monitorovani 1é¢by heparinem (Skorfiova & Slavik, 2021).
Stejné jako u APTT a PT se vysledky TT vyjadiuji v sekundach nebo pomeérem
k normalni plasmé (Skorfiova & Slavik, 2021). Prodlouzeny TT méize zpsobit snizena
hladina fibrinogenu v plasmé, abnormalni funkce fibrinogenu nebo pifitomnost inhibitoru
trombinu. Vliv maji také latky interferujici s polymerizaci fibrinogenu, coz muze byt
zvySena koncentrace produkti degradace fibrinu, paraproteiny nebo valproova kyselina,
pouzivana na 1écbu epilepsie (Chou et al., 2008; Hayward & Moftat, 2013; Hoffman et

al., 2018). Paraproteiny jsou monoklonalni imunoglobuliny produkované

nekontrolovatelné proliferyjicimi klony B-lymfocyti. Jejich pfitomnost v plasmé se
nemusi projevit zadnymi pfiznaky nebo muZze zptsobovat abnormality pfi srazeni krve

jako napftiklad hypervisk6zni syndrom (Maniatis, 2009).

2.5 Trombin generacni test

Tato laboratorni metoda patii mezi globalni testy hemostazy. Mimo TGA do této skupiny
spada také tromboelastografie zalozena na meéfeni viskoelastickych vlastnosti koagula
v prabéhu srazeni krve. Jeji vylepSenou formou je rotacni tromboelastometrie, kde jsou
mechanické vlastnosti zaznamenavany pomoci oscilujiciho trnu v kyveté. Globalni testy
jsou slozit€jsi nez zakladni screeningové, ale davaji komplexnéjsi vysledky 1épe

vypovidajici o stavu hemostazy in vivo (Skortiova & Slavik, 2021).

2.5.1 Princip

TGA je koagulacni test zalozeny na méfeni kinetiky generace trombinu. Umoziluje
sledovani prokoagulacnich a antikoagulac¢nich komponenti hemostazy zaroven.
Generace trombinu je spusténa pfidanim TF a okamzité se také spousti jeji pfirozena

inhibice. Vznikly trombin poté reaguje strombin-specifickym substratem, nejcastéji
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mnozstvi trombinu a generace je témef okamzité inhibovana. Detekovana fluorescence je
nizkd. V zesilovaci/propagacni fazi je generace trombinu vySSi nez jeho inhibice
a fluorescence roste. Ve tieti kone¢né fazi dochazi k uplné inhibici generace trombinu
diky jeho pfirozenym inhibitorim v plasme. Fluorescence se zde pfilis neméni (Duarte et
al., 2017; Depasse et al., 2021). Zavislost fluorescence na Case (Obr. 8) je nasledné
zderivovana a porovnana kalibracni kiivkou atim je ziskdn trombogram (Obr. 9)
popisujici zavislost koncentrace trombinu na Case. V tomto grafu jsou dulezité parametry:
e Lag faze — Cas od spusténi mefeni do vytvoreni prvniho zaznamenatelného
mnozstvi trombinu vyjadfeny v minutach
e Maximalni koncentrace trombinu (Cmax) — vyjadiena v nmol-1™!
o Cas do dosazeni maximalni koncentrace trombinu (Tmax) — vyjadieny v minutach
e Cas do skondeni generace trombinu — &as, kdy byl viechen vytvofeny trombin
inhibovan, vyjadfeny v minutach
e Rychlostni index (RI) — sklon kiivky v useku od lag faze do Casu dosazeni
maximalni koncentrace trombinu
e Plocha pod kiivkou — celkové generované mnozstvi trombinu, také endogenni
trombinovy potencial (ETP) (Hlusi et al., 2010b; Tripodi, 2016; Depasse et al.,
2021)

2.5.2 Analyt

Pro TGA muze byt pouzita plna krev, plasma s destickami nebo bezdestickova plasma,
ale pro kazdy ztéchto analyti je nutné pouzit jiné reagencie nebo piistroje. Nejvice
propracovana je metoda pouzivajici plasmu bez trombocyta (Al Dieri et al., 2012; Prior
et al., 2018; Depasse et al., 2021). Podminky, které by mély byt dodrzeny pii odbéru
vzorku a provadéni TGA jsou uvedeny v dokumentu vydaném ISTH v roce 2017. Tyto
podminky zahrnuji pouziti citratu jako antikoagulacniho cinidla po odbéru vzorku
(Dargaud et al., 2017). Loeffen et al. (2012) doporucuje jesté pridani kukuficného
inhibitoru trombinu do odbérové zkumavky, aby bylo Gpln¢ zabranéno aktivaci koagulace
kontaktni cestou, coz by mohlo ovlivnit vysledky TGA zvlaste, pokud by byla pfi méteni
pouzita nizka koncentrace TF (Spronk et al., 2017). Bohuzel odbérové zkumavky
obsahujici citrat a kukufi¢ny inhibitor trombinu nejsou komercné dostupné a musely by
byt pfipravovany piimo v laboratofi, coz je financné narocné a muze byt zdrojem chyb

(Depasse et al., 2021).
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oranzova — zesilovaci/propagacni faze, Cervena — konecna faze). Prevzato od Depasse et

al., 2021.
2.5.3 Reagencie
Pro iniciaci srazeni se nejéastdji pouziva TF a Ca®' ionty, popfipadé také PH. Tyto
reagencie jsou stejné jako reagencie pouzivané pro APTT, ale v mnohonasobné mensi
koncentraci, coz ¢ini TGA citlivej§i k malym odchylkam v hemostaze (Tripodi, 2016).
Pouzité reagencie jsou hlavnim zdrojem variability vysledkt pfi srovnavani riznych
laboratofi (Depasse et al., 2021). Koncentrace TF a PH zavisi na typu vzorku a charakteru
provadéného vysetreni (Hlusi et al., 2010a). Nizka koncentrace TF (0,4 — 2 pmol 1) a PH
(0,4 — 4 pmol-17) je vyuzivana pro detekci deficience FVIII a FXI, zptsobujici hemofilii,
a pro monitorovani 16&by této nemoci (Skortiova & Slavik, 2021; Varadi et al., 2003;
Depasse et al., 2021). Vysoka koncentrace TF (5 — 40 pmol-1"") v kombinaci s nizkou
koncentraci PH umoziiuje lepsi detekci trombotickych onemocnéni jako je HZT a také je
vhodna pro studium faktora pfispivajicich k trombotickym komplikacim (Depasse et al.,
2021). Vysoka koncentrace TF (20-50 pmol-1") i PH (4 umol-1") se pouZiva pro
monitorovani antikoagulacni 1écby warfarinem nebo DOACs. Pfi experimentalnich
studiich bylo také popsano pifidani trombomodulinu do reak¢ni smési pro pozorovani
aktivity APC v plasmé¢, aktivace koagulace kontaktni cestou pomoci kyseliny elagové
nebo celkové vynechani TF, kdy koagulace byla aktivovana pouze mikrocasticemi

(Ogiwara et al., 2020; Depasse et al., 2021).
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Obr. 9: Parametry trombin generacni kiivky — trombogramu (Lag time — lag faze, Peak height —
Cmax, Time to peak — Tmax, Velocity index — rychlostni index, Area under the curve —
plocha pod kiivkou vyjadfujici endogenni trombinovy potencial, Start tail — ¢as do
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faze, Cervena — koneéna faze). Prevzato od Depasse et al., 2021.

2.5.4 Detekce trombinu

Pivodni provedeni TGA vypracované Hemker et al. (1993) zahrnovalo detekci
vznikajictho trombinu pomoci chromogenniho substratu. Pouziti chromogenniho
substratu vyzadovalo odstranéni fibrinu ze vzorku nebo pfidani inhibitoru polymerizace
fibrinu. Méfena mohla byt také pouze plasma bez desticek. Tato metoda jiz
neni  komeréné¢  dostupna amisto chromogenniho  substratu  se  dnes
vyuziva fluorogenniho karboxybenzyl-glycyl-glycyl-arginyl-7-aminomethyl-4-kumarinu
(Z-Gly-Gly-Arg-AMC). Po  Stépeni  trombinem  se  uvolni  molekula
7-amino-4-methylkumarin (AMC), ktera je ozafena svétlem o vinové délce 390 nm
a poté emituje zafeni o vinové délce 460 nm, které je zaznamenano detektorem (Depasse

etal., 2021).

2.5.5 Pristrojové vybaveni

Po zahajeni srazeni je mozné provadét méfeni rucn€ odebiranim vzorku reakéni smeési
v pravidelnych casovych intervalech (Tripodi, 2016). Mnohem rychlej§i méfeni umoziiuji
automatické analyzatory. Jejich vyhodou je presnéjsi pipetovani, vyssi optické rozliSeni
a moznost lep§i kontroly teploty reakéni smési a reagencii, coz je nutné pro spravné

vysledky TGA (Depasse et al., 2021).
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Kalibrace pfistroje se provadi proméfenim vzorkid obsahujicich stabilizovany trombin
o znamé koncentraci. Sestavenim kalibracni kfivky je mozné dat do linearni zavislosti
naméfené referencni fluorescen¢ni jednotky (RFU) akoncentraci trombinu uvadénou

nejcastéji v nmol-1"" (Hlusi et al., 2010b).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

o Ceveron® TGA CAL Set (katalogové ¢islo 5006347, Technoclone — Vienna,
Austria)

o Ceveron® TGA CAL — 1,000 nmol-1"" trombin, pufr, hovézi sérovy
albumin
o Ceveron® TGA CAL BUF — pufr Hepes-NaCl

o Ceveron® TGA RC Low Kit (katalogové ¢islo 5006013, Technoclone — Vienna,
Austria)

o Ceveron® TGA RC Low — rekombinantni lidsky TF, nizka koncentrace
fosfolipidovych micel, Tris-Hepes-NaCl pufr

o Ceveron® TGA BUF — Tris-Hepes-NaCl pufr

o Ceveron® TGA SUB — 1 mmol-I"! fluorogenni substrat Z-G-G-R-AMC

o Ceveron® TGA CONT H - vysoka kontrola (HC) — lidské4 plasma se
zvySenou schopnosti generovat trombin

o Ceveron® TGA CONT L - nizka kontrola (LC) — lidsk4a plasma se
snizenou schopnosti generovat trombin

o Roztok CaClz (25 mmol-17)

o Coagulation Control A (katalogové ¢islo 5021060, Technoclone — Vienna,
Austria) — abnormalni kontrola (AC) — lidsk4 plasma se snizenym mnozstvim
koagulacnich faktort

e Coagulation Control N (katalogové ¢islo 5020050, Technoclone — Vienna,
Austria) — normalni kontrola (NC) — lidska plasma s primérnym obsahem vsech
koagulacnich faktort

e HemosIL Direct Thrombin Inhibitor Assay Kit — Dabigatran Calibrators
(katalogové c¢islo 0020013400, Werfen, Instrumentation Laboratory Company —
Milan, Italy)

o Dabigatran Calibrator 1 (0 ng'ml™) — plasma pro vytvoreni kalibra¢ni
kiivky

o Dabigatran Calibrator 2 (~500 ng'ml™") — plasma obsahujici Dabigatran
pro vytvoreni kalibraéni kiivky

e HemosIL Direct Thrombin Inhibitor Assay Kit — Dabigatran Controls (katalogové
¢islo 0020013500, Werfen, Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy)
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o

o

Dabigatran Low Control (~50 ng'ml™") — nizka kontrola — plasma
obsahujici Dabigatran o pfiblizné koncentraci 50 ng'ml™”, pufr
a stabilizator

Dabigatran High Control (~250 ng-ml™") — vysoka kontrola — plasma
obsahujici Dabigatran o pfiblizné koncentraci 250 ng'ml™, pufr

a stabilizator

HemosIL Liquid Anti-Xa Assay Kit — Apixaban Calibrators (katalogové cislo

0020014200, Werfen, Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy)

o

Apixaban Calibrator 1 (0 ng'ml™') — plasma pro vytvoteni kalibraéni
kiivky

Apixaban Calibrator 2 (~500 ng'ml™") — plasma obsahujici Apixaban pro
vytvoreni kalibraéni kiivky

HemosIL Liquid Anti-Xa Assay Kit — Apixaban Controls (katalogové Ccislo

0020014300, Werfen, Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy)

o

Apixaban Low Control (~80 ng-ml™") — nizk4 kontrola — plasma obsahujici
Apixaban o pfiblizné koncentraci 80 ng-ml™, pufr a stabilizator

Apixaban High Control (~300 ng'ml') — vysoka kontrola — plasma
obsahujici Apixaban o piiblizné koncentraci 300 ng'ml”, pufr

a stabilizator

HemoslIL Liquid Anti-Xa Assay Kit — Rivaroxaban Calibrators (katalogové ¢islo

0020013600, Werfen, Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy)

o

Rivaroxaban Calibrator 1 (0 ng'ml™) — plasma pro vytvoreni kalibraéni
kiivky
Rivaroxaban Calibrator 2 (~500 ng-ml™") — plasma obsahujici Rivaroxaban

pro vytvoteni kalibracni kiivky

HemosIL Liquid Anti-Xa Assay Kit — Rivaroxaban Controls (katalogové ¢islo

0020013700, Werfen, Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy)

o

Rivaroxaban Low Control (~80 ng'ml') — nizka kontrola — plasma
obsahujici Rivaroxaban o pfiblizné koncentraci ng/ml, pufr a stabilizator
Rivaroxaban High Control (~300 ng-ml™) — vysoka kontrola — plasma

obsahujici Rivaroxaban o pfiblizné koncentraci ng/ml, pufr a stabilizator
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HemosIL RecombiPlasTin 2G (katalogové <¢Cislo 0020003050, Werfen,
Instrumentation Laboratory Company — Milan, Italy) — rekombinantni lidsky TF,
syntetické PH, CaCl,, pufr, stabilizator

3.2 Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Eppendorf Research Plus (Eppendorf — Hamburg, Germany)
Automatické mikropipety ACURA 825 (Socorex — Ecublens, Switzerland)
Automaticky koagulometr Ceveron® alpha (vyrobni ¢islo 100 04/9820010/,
Technoclone — Vienna, Austria)

Laboratorni chladnicka (vyrobni Cislo 818459557, Liebherr — Bulle, Switzerland)

Laboratorni mraznicka (vyrobni ¢islo 828520063, Liebherr — Bulle, Switzerland)

3.3 Metody

Meéteni TGA bylo provadéno na plné automatickém koagula¢nim analyzatoru Ceveron®

alpha (Obr. 10) a byly pouzity reagencie z kitu Ceveron® TGA RC Low Kit. Tento kit se

pouziva pii méfeni trombofilnich stavil. Pro vySetfeni se pouziva citratova bezdestickova

plasma. Nizk4 koncentrace fosfolipidovych micel zaji§tuje, ze dochazi predev§im ke

spusténi vnéjsi cesty aktivace koagulacni kaskady (Technoclone, 2018).

Obr. 10: Automaticky koagulacni analyzator Ceveron® alpha. Pfevzato od Technoclone, 2007.
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Pristroj Ceveron® alpha umoziiuje provadét nejen rutinni koagulacni testy, ale také
chromogenni a turbidimetricka méfeni. Diky specialnimu fluorescenénimu modulu je
také schopen zaznamenavat fluorescencni signal, ¢ehoz je vyuzivano praveé pii mefeni
TGA. Dale pristroj vybaven ¢teCkou Carovych kodu, termostatovanym prostorem pro
reagencie a rotory se vzorky a kyvetami. Pipetovani je provadéno automaticky pomoci
dvou pipetovacich jehel (Technoclone, 2007).

V zakladnim provedeni TGA je 40 ul vzorku napipetovano do kyvety. Nasledné je
pfidano 20 pl pufru Ceveron® TGA BUF, 15 ul Ceveron® TGA RC Low a40 ul
Ceveron® TGA SUB. Generace trombinu je iniciovana piidanim 35 pl roztoku CaClz
ajeho mnozstvi je detekovano pomoci reakce trombinu s fluorogennim
Z-Gly-Gly-Arg-AMC. Volny AMC v reakéni smési je excitovan svétlem o vinové délce
360 nm a nasledné emituje zafeni. Toto zafeni prochazi pres filtr ve fluorescenénim
modulu, ktery propousti pouze danou méfenou vinovou délku (v tomto piipadeé 460 nm),
a dopada na fotodiodu. Méteni fluorescence je takto provadéno po dobu 0,5 s kazdou
minutu. Celkova doba méfeni je 45 minut. Pokud do této doby nedojde k ukonceni
generace trombinu, je méfeni prodlouzeno na celkovou dobu 120 minut. Namétena data
jsou poté zpracovana pomoci specializovaného softwaru, ktery sestroji prislusné trombin
generacni kiivky. Ze ziskanych trombin generacnich kiivek jsou déale vyhodnocovany
parametry: délka lag faze, Tmax, Cmax, ETP a RI. Najednou je takto pfistroj schopen

zméfit priblizné 50 vzorkt. (Technoclone, 2015).

3.4 Kalibrace

Kalibrace pristroje se provadi proméfenim vzorkd obsahujicich stabilizovany trombin
o znamé koncentraci. Pro kalibraci byl pouzit Ceveron® TGA CAL Set. Rozpus§ténim
reagencie Ceveron® TGA CAL v pfislusném objemu pufru Ceveron® TGA CAL BUF,
vznikl roztok trombinu o koncentraci 392,5 nmol-17!, ktery byl nasledn& napipetovan do
prvni kyvety. Tento roztok byl poté nafedén do dalSich tfi kyvet v poméru 1:2, 1:10
a 1:100, ¢imz vznikly koncentrace 196,25; 39,25 a 3,92 nmol-1". Ke vzork{im v kyvetach
byl pfidan Ceveron® TGA SUB abyla zméfena fluorescence AMC. Mnozstvi
fluorescence je vyjadfovano jako RFU. Korelaci RFU-min™ a koncentrace trombinu
v piislu§ném vzorku byla sestavena kalibracni kiivka (Obr. 11). Tato kalibracni kiivka
byla poté pouzita k ur€eni aktualni koncentrace trombinu ve vzorcich pii vSech dalsich

méfenich.
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Obr. 11: Kalibra¢ni kfivka sestavena pfi provadéni kalibrace automatického koagulometru
Ceveron® alpha (RFU - referenéni fluorescenéni jednotky).

3.5 Vlastni méreni

3.5.1 Priprava vzorku a reagencii
Vsechny vzorky areagencie pro TGA byly rozpustény v objemu destilované vody
uvedeném na lahvicce a nasledné€ byly dikladné promichany pfi laboratorni teploté.

Lahvicky s reagenciemi byly vlozeny na pfislu§né misto v automatickém koagulometru.

3.5.2 Méfeni s ruznymi koncentracemi tkanového faktoru a fosfolipidu
V této prvni Casti méfeni byly jako vzorky pouzivany kontroly Ceveron® TGA CONT H,
Ceveron® TGA CONT L, Coagulation Control N a Coagulation Control A. Méteni bylo
provadéno podle jiz vySe popsaného zakladniho pipetovaciho schématu s tim rozdilem,
ze byly pouzivany rizné koncentrace reagencie Ceveron® TGA RC Low. Piestoze presné
koncentrace TF a PH v tomto Cinidle nejsou vyrobcem uvadény, bylo na zakladé clanku
od Depasse et al. (2021) predpokladano, ze pivodni koncentrace TF v této reagencii byla
40 pmol-1"" a ptivodni koncentrace PH byla 4 pmol 1.

Z Ceveron® TGA RC Low bylo pfipraveno dalSich osm koncentraci (Tab. 2) a tyto
koncentrace spolu s ptuvodni byly pouzity pro provedeni TGA. Finalni koncentrace TF
a PH v reak¢ni smési jsou vzdy 10x mensi vzhledem k tomu, ze do reakéni smési je dle
zakladniho schématu pipetovano 15 pl a celkovy objem reakcni smési je 150 pl. Celkem

bylo provedeno 36 méfeni.
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Tab. 2: Koncentrace tkariového faktoru (TF) a fosfolipida (PH) pouzité pro TGA v prvni ¢asti

meéreni
Ziedéni Koncentrace TF (pmol-17) Koncentrace PH (umol-17)
V Cinidle V reakéni smési V Cinidle V reak¢ni smési
zadné 40,00 4,00 4,00 0.40
1,5x 26.67 2,67 2,67 0,27
3x 13.33 1,33 1,33 0,13
10x 4,00 0,40 0,40 0,04
15x 2,67 0,27 0,27 0,03
30x 1,33 0,13 0,13 0,01
100x 0,40 0,04 0,04 0,004
150x 0,27 0,03 0,03 0,003
300x 0,13 0,01 0,01 0,001

3.5.3 Méreni s HemosIL. RecombiPlasTin 2G

V druhé casti méfeni byla reagencie Ceveron® TGA RC Low nahrazena reagencii
HemosIL RecombiPlasTin 2G. Jedna se o rekombinantni lidsky TF od jiného vyrobce
uréeny pro stanoveni PT a fibrinogenu metodou odvozenou od PT. Vyrobce neuvadi
koncentraci tkafiového faktoru v €inidle, uvadi pouze oekavané vysledky PT pii méteni
normalni plasmy (Tab. 3) (Werfen, 2017). Podle méfeni Yau et al. (2011) je v reagencii
HemosIL. RecombiPlasTin koncentrace TF 0.3 ug'ml!. Reagencie HemosIL
RecombiPlasTin byla v roce 2007 nahrazena reagencii HemosIL RecombiPlasTin 2G.
V této reagencii byl zménén pomeér fosfolipidt, aby se snizila interference antibiotické
latky Daptomycinu s hemostatickymi testy. (FDA, 2007) Bylo tedy ptrepokladano, ze
koncentrace TF zistala stejna jako ureagencie HemosIL. RecombiPlasTin. Pokud
budeme uvaZovat, 2¢ TF ma velikost 47 kDa, odpovida 0.3 ug'ml” koncentraci
6,4 nmol-1"" (Han et al., 2014). Pro méfeni na ¢tyfech kontrolach (stejnych jako v prvni
Casti) byly pouzity rtuzné koncentrace tohoto Cinidla (Tab. 4). Celkem bylo takto

provedeno 20 méfeni.

Tab. 3: Oc¢ekavané vysledky uvadéné vyrobcem pii méfeni normalni plasmy za pouziti HemosIL
RecombiPlasTin 2G na ruznych automatickych koagulometrech. Prevzato od Werfen,

2017.
Test Systém Rozsah hodnot (s)
PT" ACL Classic (100-7000) 8,0-10,8
PT" ACL 8/9/10000/Elite/Elite Pro 9,1-12,1
PT" ACL TOP Family/ACL TOP Family 50 Series 9.4-125

*PT — protrombinovy &as
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Tab. 4: Koncentrace tkariového faktoru (TF) pouzité pro TGA v druhé ¢asti méreni

Koncentrace TF (pmol-17)

Ztedeni V ¢éinidle V reakéni smési
zadné 6 400,0 640.0
10x 640.0 64,0
100x 64,0 6.4
400x 16,0 1,6
800x 8.0 0.8
3.5.4 Méreni s DOACs

Ve tieti Casti méreni byl sledovan vliv antikoagulacnich 1éCiv na trombin generacni
kiivku. Meéfeni bylo provadéno podle jiz vySe popsaného zakladniho pipetovaciho
schématu. Jako vzorky byly pouzivany reagencie z HemosIL Liquid Anti-Xa Assay Kit
obsahujici 1éCiva Apixaban a Rivaroxaban, areagencie z HemosIL Direct Thrombin
Inhibitor Assay Kit obsahujici Dabigatran. Od kazdého 1éciva byly pouzity Ctyfi
reagencie obsahujici rizné koncentrace daného 1éciva (Tab. 5) — Calibrator 1, Calibrator
2, Low Control aHigh Control. Dale byla zreagencie Calibrator 2 pfipravena
dvojnasobnd koncentrace daného léciva tim, ze lyofilizovany obsah lahvicky byl
rozpustén v poloviénim mnozstvi destilované vody, nez je uvedeno na obale. Vzhledem
ktomu, ze se jednalo oreagencie zjiné Sarze, koncentrace neodpovida presné
dvojnasobku koncentrace 1éCiva v prvni reagencii Calibrator 2.

Poté za pouziti dalsi Sarze reagencii byly pfipraveny koncentrace 600, 700, 800
a 900 ng/ml od kazdého léciva. Tyto koncentrace byly také pouzity jako vzorky pfi
provadéni TGA. Meéfeni Apixabanu a Rivaroxabanu probihalo 45 minut. Méfeni
Dabigatranu bylo prodlouzeno na 120 minut, protoze stale nedoslo k ukonceni generace

trombinu po 45 minutach.

Tab. 5: Koncentrace danych 1éCiv v reagenciich pouzitych pro TGA ve tieti ¢asti méteni

Koncentrace (ng-ml™)

Lécivo . Nizka Vysoka . Zakoncentrovany
Kalibrator 1 kontrola ko}rlltrola Kalibrator 2 Kalibrator 2 g
Apixaban 0 83 312 501 1002
Rivaroxaban 0 77 293 497 996
Dabigatran 0 47 184 473 932
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Méreni s riznymi koncentracemi tkanového faktoru a fosfolipidi
Pii vyhodnocovani vysledkii byly zohlediiovany tyto parametry trombin generacni
kiivky: Cmax, Tmax, lag faze, ETP a RL
4.1.1 Pavodni koncentrace reagencie Ceveron® TGA RC Low
Nejdiive byly vyhodnoceny vysledky méfeni, pii kterych byla pouzivana pavodni
koncentrace reagencie Ceveron® TGA RC Low (40 pmol- 1" TF a4 pmol-1"' PH).
V tomto piipadé se finalni koncentrace TF v reakéni smési (4 pmol-1™") blizi fyziologické
hodnoté TF pii hemostaze. Za fyziologické koncentrace TF pii srazeni krve jsou
povazovany koncentrace od 3 pmol-1"'do 6 pmol 1", (Gerotziafas et al., 2005). Do graft
trombin generacnich kfivek vSech Ctyt kontrol (Obr. 12) byla zaznamenana data pouze
do doby 32,5 minut, protoze dale uz nedochazelo ke generaci trombinu.

Pii méteni NC (Tab. 6) méla TGA kiivka obvykly tvar (Obr. 12), velmi podobny tomu
ktery uvadi Depasse et al. (2021). Vzhledem k tomu, ze reagencie Coagulation Control N

neni primarné urcena pro TGA, ale pro APTT, PT, TT a stanoveni fibrinogenu, nejsou
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Obr. 12: Porovnani trombin generacnich kfivek normalni kontroly (oranzova), abnormalni
kontroly (zelena), nizké kontroly (modra) a vysoké kontroly (Cervend) pfi méfeni
s ptvodni koncentraci reagencie Ceveron® TGA RC Low, obsahujici 40 pmol-1"
koncentraci tkafiového faktoru a 4 umol 1! koncentraci fosfolipidii
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vyrobcem uvadény referen¢ni hodnoty pro TGA. (Technoclone, 2017) Pfi méfeni
normalni zdravé plasmy pomoci kitu Ceveron® TGA RC Low by namétend Cvax mela
dosahovat hodnot vrozmezi 43-368 nmol- 1! a ETP vrozmezi 1236-2945 nmol-I"!
(Technoclone, 2018). Mnou naméfené hodnoty spadaji do téchto intervalt.

U AC, coz je plasma se snizenym mnozstvim koagula¢nich faktort, byl Twmax delsi
nez u NC, ale lag faze byla necekané kratsi (Tab. 6). Cmax byla 4,4x nizs§i nezu NC. ETP
byl 2,7x nizsi a RI byl 8,7x niz§i nez u NC. Ani u této reagencie nejsou vyrobcem
uvadény referencni hodnoty pro TGA, namétfené vysledky ale odpovidaji snizené
schopnosti této plasmy generovat trombin. Pik v trombin generacni kiivce byl celkové
Sirsi a niz§i nez u NC a u vrcholu byl rozdélen na dveé Casti (Obr. 12), takze vznikla tzv.
dvoufazova kiivka. Tento tvar trombin generacni kiivky byl popsan Makhoul et al. (2019)
pfi méfeni plasmy s trombocyty, do které byl piidan Rivaroxaban. Tento jev vysvétluji
tim, ze dochazi k celkovému prodlouzeni trvani generace trombinu, zejména
k prodlouzeni doby mezi spusténim amplifika¢ni smycky a dalsi tvorbou trombinu. Dale
pozorovali, ze tento jev je ovlivnén také pritomnosti PH a aktivitou TFPI v plasmé. Dle
Kremers et al. (2017) zpusobuje vznik dvoufazové kiivky inhibice FXa pfitomnosti TFPI.
Je tedy mozné, ze pfi mém meéreni AC a LC doslo po iniciaci koagula¢ni kaskady ke
spusténi amplifikacni smycky tvorbou tenasového komplexu (FIXa-FVIIIa)
a protrombinasového komplexu (FXa-FVa), coz se projevilo pikem v trombogramu.
S nartstajicim mnozstvim FXa, ale doslo také k jeho inhibici TFPI, coz se projevilo
platem v kfivce. Tato inhibice byla po Case prekondna zvySenym mnozstvim FXa
a v kiivce se to projevilo druhym pikem. Divod pro¢ tuto inhibici nepozorujeme u NC
a HC je, ze utéchto kontrol je dostatecné mnozstvi koagulacnich faktort, aby byla
inhibice TFPI ihned pfekonana.

Tab. 6: Vysledky TGA pifi méfeni normalni, abnormalni, nizké a vysoké kontroly s ptivodni

koncentraci reagencie Ceveron® TGA RC Low, obsahujici 40 pmol-1" koncentraci
tkafiového faktoru a 4 umol-1"! koncentraci fosfolipidu

A * i I §

Kontrola L?iifna)ze ?ﬁﬁ) (nﬁéﬁ-l) (nfgl-l) (nmol~I;11~min‘l)
Normalni 3.2 75 1574 1676,5 36.5
Abnormalni 2.7 11,1 35,7 628.0 42
Nizké 21 115 103.8 1629.3 11,0
Vysoka 2.1 55 200.8 1802.7 58.9

* Taax — ¢as do dosaZeni maximalni koncentrace trombinu
T Cmax — maximalni koncentrace trombinu

IETP - endogenni trombinovy potencial

$RI - rychlostni index
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LC, stejné jako AC, ma snizenou koncentraci koagulacnich faktort. I presto byla lag
faze LC kratsi nez lag faze NC (Tab. 6). Hodnota Tmax u LC byla velmi podobna
hodnoté Tmax u AC. Sklon kfivky v useku od skonceni lag faze do Tmax byl nizsi nez
u NC a dochazelo tedy k pomalejsi generaci trombinu, cemuz odpovida také niz§i RILC
v porovnani s NC. Cmax LC byla vyssi nez u AC, ale stale nizs§i nez u NC. Hodnoty ETP
LC a NC byly témeéf totozné. Z téchto vysledkt tedy vyplyva, Zze AC ma nizsi koncentraci
koagulacnich faktort, a tedy i niZ§i schopnost generovat trombin nez LC. U LC dochazi
ke generaci trombinu mnohem pomaleji nezu NC, ale jeho celkové mnozstvi bude u obou
téchto kontrol stejné. Tvar kiivky LC je podobny kfivce abnormalni kontroly (Obr. 12).
Navzajem se ale lisi ve vySce piku. U této kontroly je vyrobcem uvadéna ocekavana
hodnota Cmax 110 nmol 17! a interval spolehlivosti 72—-148 nmol-1™".

HC obsahuje plasmu se zvySenou schopnosti generovat trombin. Proto byla lag faze
krat$i nez u NC a stejné tak byl kratsi 1 Tmax (Tab. 6). Hodnota Cmax a ETP byla vyssi
nez u NC. RI u HC byl pfiblizné 1,5x vyssi nezu NC. Tyto vysledky potvrzuji, ze doslo
ke zvySené generaci trombinu. Tvar trombin generacni kiivky vysoké kontroly (Obr. 12)

je podobny kiivce NC s tim rozdilem, ze je posunut vice vlevo a pik je uzsi. U této
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Obr. 13: Zavislost délky lag faze na koncentraci tkanového faktoru v reagencii
(oranZova — normalni kontrola, zelena — abnormalni kontrola, modra — nizka kontrola,
¢ervena — vysoka kontrola).
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kontroly je uvedena predpokladana hodnota Cmax 230 nmol 1" a interval spolehlivosti

152-308 nmol 1.

4.1.2 Ostatni koncentrace reagencie Ceveron® TGA RC Low

Vysledky tohoto méfeni byly zaznamenany ve formé graft (Obr. 13, 15, 16, 17 a 18), kde
je vzdy vyjadfena zavislost pfislusného parametru trombin generacni kfivky na
koncentraci TF v reagencii.

Z méfeni vyplyva, Ze inejniz§i pouzitda koncentrace TF (0,13 pmol-1") vyvolala
aktivaci hemostazy u vSech kontrol. Butenas et al. (2005) dokonce uvadi, ze u zdravych
pacient(i nesmi koncentrace TF v krvi ptekrogit 0,02 pmol-1”, nebot’ by doslo k iniciaci
srazeni.

Pti porovnavani délek lag faze u jednotlivych kontrol (Obr. 13) mizeme videét, ze lag
faze AC byla vzdy mnohem del$i nez lag faze NC, az na jednu vyjimku pii nejvyssi
pouzité koncentraci TF. Délky lag faze LC a NC nejsou tak rozdilné. Jak jiz bylo zminéno

vyse, hodnoty lag faze AC a LC jsou pii koncentraci 40 pmol-1"! TF ne&ekané niz§i neZ
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Obr. 14: Vliv koncentrace tkanového faktoru v reakéni smési na parametry trombin generacni
kfivky (Cmax —maximalni koncentrace trombinu, ETP - endogenni trombinovy
potencial, Twmax — Cas do dosazeni maximalni koncentrace trombinu). Pfevzato od
Gerotziafas et al., 2005.
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u NC. U LC byla tato hodnota dokonce shodna s hodnotou lag faze HC. U vSech kontrol
muzeme vidét zkracovani lag faze s rostouci koncentraci TF. Tento trend neni Gplné
pravidelny kviili neSekanému prodlouZeni lag faze pfi pouZiti 26,67 pmol-1"! roztoku TF.
Gerotziafas et al. (2005) pfi stanovovani vlivu koncentrace TF parametry TGA pozorovali
mnohem pravidelné&jsi zkracovani délky lag faze se zvySujici se koncentraci TF (Obr. 14).
Pouzivali ovSem pouze plasmu od zdravych dobrovolniki, ktera navic obsahovala
i trombocyty. Ja jsem jako vzorky pouzivala bezdestiCkovou plasmu, coz muze byt
pfi¢inou odchylek.

V grafu zavislosti Tmax na koncentraci TF (Obr. 15) uz doslo k jednoznaénéjsimu
rozdéleni kontrol. Hodnoty LC a AC jsou pfi vét§iné méfeni velmi podobné. Stejné tak
podobné, jsou ale hodnoty HC a NC, které se vyraznéji li§i az pfi nejvyssi koncentraci
TF. S rostouci koncentraci TF se Tmax u vSech kontrol zkracuje, nejpravidelné;si je tento
trend u NC. V porovnani méfeni NC s méfenim Gerotziafas et al. (2005) (Obr. 14) tady
pozorujeme pouze jednu vyraznéjsi odchylku od trendu a to pii 1,33 pmol 1" koncentraci
TF.

Vhodny parametr pro rozlieni jednotlivych kontrol je Cmax (Obr. 16), protoze zde

existuji velké rozdily mezi kontrolami. Cmax AC a LC je vyrazné snizena oproti NC pfi
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Obr. 15: Zavislost délky Twmax (Casu do dosazeni maximalni koncentrace trombinu) na
koncentraci  tkanového  faktoru vreagencii (oranzova-— normalni  kontrola,
zelena — abnormalni kontrola, modra — nizka kontrola, ¢ervena — vysoka kontrola).
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vSech méfenich. U HC jsou vysledky opét hodné podobné jako u NC. Rozlisit tyto dvé
kontroly je mozné aZ pfi nejvyssi pouZité koncentraci, tedy 40 pmol 1" TF. Gerotziafas et
al. (2005) (Obr. 14) pozorovali riist Cmax s rostouci koncentraci TF, s vyjimkou nahlého
poklesu pfi pouziti 3 pmol-1"! TF. Ja jsem pii svém méfeni NC takovyto riist Cmax
nepozorovala. Hodnoty Cmax se pfili§ neménily v zavislosti na koncentraci TF.

Dalsim vhodnym parametrem pro porovnavani jednotlivych kontrol je ETP (Obr. 17).
Zde opét vidime, ze ETP AC je velmi nizky v porovnani s NC pii vS§ech métenich. Také
ETP LC u vSech méfeni je nizsi nez ETP NC, tento rozdil neni ale tak velky jako u AC.
U HC jsou hodnoty ETP vy$§i nez u NC s vyjimkou vysledku s 26,67 pmol-1"! TF. Opét
se neda fici, ze by hodnoty ETP u vsSech kontrol rostly s rostouci koncentraci TF.
Gerotziafas et al. (2005) (Obr. 14) také tento trend nepozorovali a naméfili pfiblizné
stejné hodnoty ETP pti koncentraci TF 3, 6, 12 a 30 pmol-1™".

V grafu zavislosti RI na koncentraci TF v ¢inidle (Obr. 18) muzeme vidét jasné
vydéleni hodnot AC a LC od hodnot zbylych dvou kontrol. Pii pouziti 40 pmol-1"! TF je
RI nejlepsi parametr pro posouzeni schopnosti dané plasmy generovat trombin. Pfi této

koncentraci byly pozorovany nejvétsi rozdily mezi hodnotami RI u jednotlivych kontrol.
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Obr. 16: Zavislost Cmax (maximalni koncentrace trombinu) na koncentraci tkanového faktoru
v reagencii (oranzova — normalni kontrola, zelena — abnormalni kontrola, modra — nizka
kontrola, ¢ervena — vysoka kontrola).
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Obr. 17: Zavislost ETP (endogenniho trombinového potencialu) na koncentraci tkaniového
faktoru v reagencii (oranZova —normalni kontrola, zelena — abnormalni kontrola,
modra — nizka kontrola, ¢ervena — vysoka kontrola).

Jinak ale opét nemuzeme fici, ze by hodnota RI zavisela na koncentraci TF. Hodnoty RI

AC aLC, jsou témeft konstantni, zatimco hodnoty RI NC a HC jsou nepravidelné.

Z tohoto meéteni vyplyva, ze délka lag faze a Tmax zavisi na koncentraci TF, zatimco
hodnoty Cmax, ETP a RI na TF nezavisi. Pii vSech méfenich 1ze vidét velkou variabilitu
vysledk® pfi pouziti koncentraci TF pod 5 pmol-1". Pii téchto nizkych koncentracich TF
hraje velkou roli koncentrace PH a je mozné, ze tyto PH spousté)i také kontaktni cestu
aktivace hemostazy. Proto je vhodné pii méfeni pouzivat spiSe vyssi koncentrace TF.
Také je vyhodné pouzit vyssi koncentrace TF, pokud ocekavame niz§i generaci trombinu
ve vzorku. Takto zajistime vyssi signal u téchto vzorkd, ktery bude také 1épe méfitelny.
Také dosahneme zkraceni lag faze a Tmax a méfeni tak muze probihat rychleji a

efektivnéji.
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Obr. 18: Zavislost RI (rychlostniho indexu) na koncentraci tkariového faktoru v reagencii
(oranZova — normalni kontrola, zelena — abnormalni kontrola, modra — nizka kontrola,
¢ervena — vysoka kontrola).

4.2 Méreni s HemosIL RecombiPlasTin 2G

Stejné jako v ptipadé méfeni kontrol s ptivodni koncentraci reagencie Ceveron® TGA
RC Low bylo méfeni provadéno po dobu 45 minut. Trombin generacni kiivky jsou
zaznamenany do grafi do doby 27,5 minut.

U NC (Tab. 7, Obr. 19) nebyly pii nejvys§i koncentraci reagencie HemosIL
RecombiPlasTin 2G pozorovany zadné méfitelné parametry. Trombin generacni kiivka
m¢éla tvar sinusoidy, na které je mozné pozorovat periodicky se opakujici useky, kdy
dochéazelo k tvorbé trombinu, auseky, kdy dochazelo k inhibici generace trombinu.
Tvorba trombinu byla vzdy inhibovana jesté pred zahajenim amplifikacni faze, proto jsme
nepozorovali vznik piku jako uvSech ostatnich méfeni. Ocekavané hodnoty PT pii
meéfteni s reagencii HemosIL RecombiPlasTin 2G (Tab. 3) jsou v rozmezi od 8 do 12,5 s.
Pii TGA s touto reagencii tedy dojde k velmi rychlé tvorbé trombinu béhem prvnich
desitek vtefin, kterou neni pristroj schopny zaznamenat, ale dale se pak koncentrace
generovaného trombinu pfili§ neméni. Velké mnozstvi trombinu totiz aktivuje také velké
mnozstvi antitrombinu, ktery dals§i vznikajici trombin rychle nevratné inaktivuje. Timto

je hned na zacatku méfeni vycerpano téméft veskeré mnozstvi trombinu.
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Obr. 19: Méfeni nommalni kontroly s riiznym zfedénim reagencie HemosIL RecombiPlasTin 2G
(Cervena — zadné zfedéni, zluta — 10x zfedéno, zelena — 100x zfedéno, modra — 400x
zfedéno, fialova — 800x zfedéno).

Pti nizsich koncentracich TF (vétsim zfedéni reagencie) jsou jiz parametry méfitelné.
Mizeme vidét, ze délky lag faze i Tmax jsou velmi kratké. Pfi 8 pmol 1" TF je lag faze
a Tmax stale kratsi ne pii méfeni NC s 40 pmol-1"! TF a 4 umol 1" PH. Z toho m{izeme
usuzovat, ze zde ma také velky vliv koncentrace PH v reagencii HemosIL
RecombiPlasTin 2G, ktera pravdépodobn& bude mnohonasobné vyssi nez 4 umol 1.
Také hodnoty Cmax, ETP a RI jsou nekolikandsobné vys§i nez pii meéreni NC
s Ceveron® TGA RC Low. V grafu se to projevuje vysokymi piky.

Pii méfeni AC (Tab. 7, Obr. 20) pfi nejvyssi koncentraci se podatfilo naméfit urcité
parametry, ale vzhledem k tomu, Ze trombin generacni kfivka zde nema obvykly tvar,
naméfené parametry nejsou prili§ smysluplné. Tvar kiivky je podobny jako u NC, s tim
rozdilem, Ze je vice nepravidelny. Muzeme vidét, Ze dochazelo k vétsi generaci trombinu
na zaCatku mefeni apoté generace zpomalovala. V pfipadé mefeni s niz§imi
koncentracemi ¢inidla jsou délky lag fazi a Tmax opét kratsi nez pii mefeni AC za pouziti
reagencie Ceveron® TGA RC Low a jsou delsi nez pii méfeni NC s reagencii HemosIL
RecombiPlasTin 2G. Oproti NC jsou u AC pii tomto méteni velmi nizké hodnoty Cmax,
ETP a RI. Vzdy jsou ale vyssi nez u AC pii méfeni s Ceveron® TGA RC Low. Nejvyssi

Cmax byla naméfena pfi 100nasobném ziedéni. Trombin generacni kiivky maji tvar
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niz§ich a §irsich pika, které jsou vlevo strméjsi a vpravo klesaji pozvolnéji. Jde vidét, ze
ke generaci trombinu dochézi rychle, ale jeho inhibice probiha pomaleji.

U LC (Tab. 7, Obr. 21) se opét pii nejvyssi koncentraci nepodafilo naméfit zadné
parametry. Trombin generacni kifivka je ma v tomto piipadé spise klesajici tendenci. Pfi
opét vykazuje sinusoidni tvar. Pfi nizsich koncentracich pozorujeme podobny tvar pikt
jako u AC. Hodnoty lag faze a Tmax jsou opét nizsi nez u LC pifi méfeni s Ceveron®
TGA RC Low. Hodnoty Cmax, ETP a RI jsou vys§i. Pii porovnani s NC pfi méfeni
s HemosIL RecombiPlasTin 2G jsou hodnoty ETP velmi podobné, coz jsme mohli

pozorovat 1 pii méfeni obou kontrol s Ceveron® TGA RC Low.

Tab. 7: Vysledky TGA pfi méfeni kontrol sriznymi zfedénimi reagencie HemoslL
RecombiPlasTin 2G

Koncentrace Lag
Vzorek Ziedéni TFv ¢inidle faze
(pmol-1Y)  (min)

Tamax " Cumax' ETP* RI®
(min)  (nmol-I"Y)  (nmol-1)  (nmol-1""-min-t)

Ix 6 400 Neméritelné parametry
10x 640 0.6 2.2 1091.9 4093.8 679.7
NC 100x 64 1.0 3.4 788.1 3994.0 327.0
400x 16 1.7 4.8 548.2 3765.5 181.9
800x 8 1.8 5.2 471.5 3607.8 1422
Ix 6 400 0,5 9.6 7.3 146.2 0.8
10x 640 0,5 2.1 126.4 810.4 78.7
AC 100x 64 1 3.8 170,7 1431 60.8
400x 16 1.9 6.3 110,2 1330.6 25
800x 8 2.4 8.1 94.6 1312.2 16,5
Ix 6 400 Nemgéritelné parametry
10x 640 0,3 344 43 169,1 0.1
LC 100x 64 1 4 646.8 41819 2149
400x 16 1.7 6.3 353.4 3690.8 76.6
800x 8 1.9 6.8 302.8 3573.7 61.6
Ix 6 400 0,5 1.8 20,9 358.9 16
10x 640 0.4 0.9 599.6 23914 1196.1
HC 100x 64 0.8 3.1 816,1 40812 354
400x 16 1.3 4.4 556.6 3807.9 178.9
800x 8 1.6 4.8 496,1 3606.8 1544

* Tmax — ¢as do dosazeni maximalni koncentrace trombinu
T Cumax — maximalni koncentrace trombinu

IETP — endogenni trombinovy potencial

$RI - rychlostni index
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Obr. 20: Méfeni abnormalni kontroly s riznym zfedénim reagencie HemosIL RecombiPlasTin
2G (Cervena — zadné zfedéni, zluta — 10x zfedéno, zelena — 100x zfedéno, modra — 400x
zfedéno, fialova — 800x zfedéno).

Pti nejvyssi koncentraci TF se u HC (Tab. 7, Obr. 22) podafilo také naméfit urcité
parametry. Kfivka v tomto piipadé nejvice pfipominala typickou TGA kiivku oproti
zbylym tfem kontrolam. U ostatnich méfeni byly lag faze a Tmax nejkratsi u HC. Cvax
a RI byly naopak nejvyssi u HC. Hodnoty ETP u HC byly pouze mirné€ vyssi nez u NC.
Pii porovnani tohoto méfeni HC s méfenim HC s Ceveron® TGA RC Low miZzeme
pozorovat stejny trend jako u vSech ostatnich kontrol. Délky lag faze a Tmax jsou zde

kratsi, hodnoty Cmax, ETP a RI jsou zde vySsi.
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Obr. 21: Mgieni nizké kontroly s ruznym zfedénim reagencie HemosIL RecombiPlasTin 2G
(Gervena — zadné ziedéni, zluta — 10x zfedéno, zelena — 100x zfedéno, modra — 400x
zfedéno, fialova — 800x zfedéno).
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Obr. 22: Méieni vysoké kontroly s ruznym zfedénim reagencie HemosIL RecombiPlasTin 2G
(Gervena — zadné ziedéni, zluta — 10x zfedéno, zelena — 100x zfedéno, modra — 400x
ziedéno, fialova — 800x zfedéno).
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4.3 Méreni s inhibitory koagulace

Meéteni TGA bylo provadéno po dobu 45 minut, ale do trombin generacnich ktfivek byly
zaznamenany data pouze do 27,5 minut, protoze dale nedochéazelo k vyraznéjsi generaci
trombinu. V pfipad¢€ nejvysSich koncentraci Dabigatranu bylo méfeni prodlouzeno na
dobu 120 minut. V grafu jsou poté zaznamenana data do doby 70 minut.
4.3.1 Apixaban
U plasmy obsahujici 0 ng-ml™ Apixabanu (Tab. 8), byla naméfena téméf stejna délka lag
taze a Tmax jako u NC (Tab. 6), ale hodnoty Cmax, ETP a RI byly pfiblizné dvojnasobné.
Tvar trombin generacni kfivky (Obr. 23) odpovida tvaru TGA kiivky NC (Obr. 12). Pri
koncentraci 83 ng-ml™! (Tab. 8) zfistala délka lag faze stejna, ale doslo k prodlouZeni
Tmax a k vyraznému snizeni Cmax.

Na tvaru trombin generacni kiivky se to projevilo niz§im a §irSim pikem. Mzeme také
pozorovat prodlouzenou konecnou fazi generace trombinu, ktera je také popisovana
v ¢lanku od Rigano et al. (2018). Tento trend je vyrazné&jsi pii vysSich koncentracich

Apixabanu, jako je 312 a 501 ng'ml'. Apixaban inhibuje FXa, ktery je vazany
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Obr. 23: Trombin generacni kiivky ziskané pfi méfeni plasmy obsahujici rizné koncentrace
Apixabanu (svétle =zelena - Ongml!, tmavé =zelena— 83ng-ml?!, svétle
modra - 312 ng'ml!, modra— 501 ng'ml!, tmavé modra— 600 ng-ml’,
fialova — 700 ng-ml, Gervena — 800 ng-ml™!, oranZova — 900 ng-ml™',

Zluta — 1002 ng-ml™).
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amplifikacni faze. Fakt, ze v daném momentu je vytvofeno pouze malé mnozstvi
trombinu zpusobuje, ze je také aktivovano pouze malé mnozstvi antitrombinu a inhibice
srazeni tedy probiha pomaleji, coz zpusobuje charakteristicky tvar trombin generacni
kiivky.

Apixaban tedy hlavné zpusobuje snizeni Cmax, zatimco ETP neni tak vyrazné
ovlivnéno, coz se v souladu s pozorovanim Shaw et al. (2023). Shaw et al. (2023) dale
uvadi, ze pfimé inhibitory FXa zpisobuji pfi TGA zplosténi kiivky ataké mohou
zapticinit rozdéleni piku kiivky na dva tak, ze kfivka pfipomina ,,velbloudi hibet“. Tato
zména piku kiivky nebyla pfi mém méfeni pozorovana.

Nad 800 ng'ml™ nepozorujeme uz Zadny vznikajici trombin, je pravdépodobné, Ze
naméfeny signal je pouze $um pozadi. Proto byly koncentrace 800, 900 a 1002 ng-ml™!
vyuzity pro urCeni meze detekce trombinu. Byl sestrojen graf zavislosti Cmax na
koncentraci Apixabanu (Obr. 24) a graf zavislostt ETP na koncentraci Apixabanu
(Obr. 25). Dale byla vypocitana priméma Cmax (6,13 nmol-1!) a primérny ETP
(157,36 nmol-1™") pii koncentracich 800, 900 a 1002 ng-ml™'. Trojnasobky t&chto hodnot
(18,4 nmol-1"  a4729 nmol-1")  byly vyneseny do prislusnych  grafi.
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Obr. 24: Graf zavislosti maximalni koncentrace trombinu (Cmax) na koncentraci Apixabanu.
Oranzové vyznacend je minimalni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Apixabanu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.
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18,4 nmol-1"! odpovida minimalni koncentraci trombinu, kterdA muZe byt piistrojem
Ceveron® alpha jesté detekovana a tato koncentrace odpovida 580 ng Apixabanu na ml
plasmy. V pfipadé celkového mnozstvi trombinu je tento automaticky koagulometr
schopen detekovat mnoZstvi 472,9 nmol-I"!, coz odpovida 587 ng-ml! Apixabanu.
Apixaban (Eliquis) je indikovan pro prevenci ilécbu mnoha trombotickych
onemocnéni a od charakteru onemocnéni se odviji 1 jeho davkovani. Pro prevenci zilnich
tromboembolickych piihod po nahradé kycelniho nebo kolenniho kloubu se pacientim
predepisuje 2,5 mg pripravku Eliquis dvakrat denné€. Koncentrace Apixabanu v plasmé
se tedy pohybuji mezi 51-77 ng-ml™!. Pro prevenci cévni mozkové piihody a systémové
embolie se jinak zdravym pacientim piedepisuje 5 mg dvakrat denné. V tomto pripadé
dosahuje koncentrace Apixabanu v plasmé 79-123 ng-ml”' (SUKL, 2011). Generaci
trombinu u té€chto pacientl popisuje nejlépe trombin generacni kiivka ziskana pii métfeni
s 83 ng Apixabanu v 1 ml plasmy. Zde nedochazi k zadnym drastickym zménam
hemostazy, nebot’ to neni v tomto pfipadé potteba, jelikoz se jedna pouze o prevenci.
Dochazi zde ke snizeni Cmax trombinu, ale ETP zUstava piiblizné stejné jako u normalni
plasmy. Generace trombinu je tedy pomalejsi a pozvolnéjsi, coz umoznuje jeji snadnéjsi

inhibici pfirozenymi inhibitory pfitomnymi v krvi pacienta.
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Obr. 25: Graf zavislosti celkové koncentrace trombinu (ETP) na koncentraci Apixabanu.
Oranzové vyznacena je limitni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Apixabanu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.
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Tab. 8: Vysledky TGA pii méfeni plasmy s riznymi koncentracemi Apixabanu

(ng-ml) (min) (min) (nmol-1") (nmol-1") (nmol-1"''min™")

0 32 7.8 346.2 3139.,6 75,0

83 32 9,0 97.9 2078.,9 16.8
312 3.8 16,9 52,2 1533,6 4,0
501 4.5 11,4 37.5 1194,7 54
600 7.3 31,1 13,9 392.5 0,6
700 7.4 33.5 10,1 256.6 0,4
800 9.3 36,2 59 157.3 0,2
900 3.1 25.4 5.8 1522 0,3
1002 7.8 43,7 6.7 163.4 0,2

* Tmax — ¢as do dosazeni maximalni koncentrace trombinu
T Cumax — maximalni koncentrace trombinu

IETP - endogenni trombinovy potencial

$RI - rychlostni index

Pii 1écbé hluboké zilni trombozy je podavano az 10 mg pripravku Eliquis dvakrat
denné a koncentrace Apixabanu v plasmé dosahuje hodnot 120-251 ng-ml™'. (SUKL,
2011) V tomto piipadé je nejblize trombin generacni kiivka ziskana pfi méreni plasmy
obsahujici Apixaban o koncentraci 312 ng-ml™!. Zde dochazi k vyrazn&jsimu prodlouZeni
Twmax a ke snizeni Cmax. Presto zastava délka lag faze priblizné stejna jako u normalni
plasmy. Dochazi ke snizeni ETP na polovinu. Generace trombinu je nastartovana stejné
rychle jako u normalni plasmy, ale amplifikacni faze je zde potlacena a trombin se tedy
tvoti velmi pomalu.

Vzhledem k tomu, ze ani pfi nejvysSim davkovani nepiekroci hladina Apixabanu
v plasmé pacienta 300 ng-ml!, je metodika TGA provadéna na pfistroji Ceveron® alpha

dostacujici pro monitorovani této 1écby, nebot’ limity detekce jsou mnohem vyssi.

4.3.2 Rivaroxaban

Pti porovnani vysledktt NC pfi plivodni koncentraci Ceveron® TGA RC Low (Tab. 0)
a vysledkd méfeni plasmy obsahujici 0 ng-ml™ Rivaroxabanu (Tab. 9) miizeme vidét, Ze
lag faze a Tmax jsou mirné€ delsi u Rivaroxabanu. U Rivaroxabanu je dale pfiblizné 1,5x
vyS$si Cmax, ETP a RI. Trombin generacni kiivka ma obvykly tvar (Obr. 26). Pii vyssich
koncentracich Rivaroxabanu mizeme vidét, ze tvar trombin generacnich kfivek je velmi
podobny kiivkam u Apixabanu, coz je pochopitelné, protoze Apixaban i Rivaroxaban
maji stejny mechanismus u€inku. Obé& 1éCiva inhibuji FXa. Pfi porovnavani obou léCiv

nejde jednoznalné fici, které ovlivituje Cmaxa ETP vice. U Apixabanu ale byly naméteny
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Obr. 26: Trombin generacni kiivky ziskané pfi méfeni plasmy obsahujici rizné koncentrace
Rivaroxabanu (svétle zelendA — Ong-ml!, tmavé zelena— 77 ng-ml?, svétle
modra — 293 ng'ml”!,  modra- 497 ng-ml!, tmavé modra- 600 ng-ml™,
fialova — 700 ng-ml, Gervena — 800 ng-ml™!, oranZova — 900 ng-ml™',

Zluta — 996 ng-ml).

mirné vy$§i RI a kiivky maji strméjsi sklon v propagacéni fazi, dochazi zde tedy k rychlejsi

generaci trombinu béhem amplifikacni faze hemostazy.

Rivaroxaban, obsazeny v pfipravku Xarelto, je indikovan pro prevenci dalSich
trombotickych komplikaci u pacientd po akutnim koronarnim syndromu, coz je oznaceni
pro omezeni pritoku krve vénéitymi tepnami, které miize vyustit azv IM. (SUKL, 2008a;
Bajaj et al., 2022) Pro tuto indikaci je doporuovano podavat 2,5 mg léCiva Xarelto
dvakrat denné spolecné s kyselinou acetylsalicylovou. Koncentrace Rivaroxabanu
v plasmé potom dosahuji hodnot 8-53 ng-ml™. (Mueck et al., 2008) Nejlépe popisuje
kinetiku tvorby trombinu u téchto pacienti trombin generacni kiivka ziskana pfi méteni
s 77 ng'ml™! Rivaroxabanu. Pfi porovnani s méfenim pti 0 ng'ml™ doslo k prodlouZeni
Tmax, ale délka lag faze zistala stejna. Doslo ke snizeni Cmax piiblizné€ na polovinu.
V ETP tak velky rozdil nebyl ale RI byl pfiblizn€ 4,5x mensi. V grafu se to projevilo
Sirokym zaoblenym pikem. Situace je tedy podobna jako u Apixabanu, kde je nejvice
ovlivnéna Cmax, ale hodnoty ETP zUstavaji relativné stejné. Neni tedy snizeno celkové

mnozstvi generovaného trombinu, jeho tvorba je pouze pomalejsi.
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Dale je piipravek Xarelto pouZivan pro 1étbu a prevenci recidivujici HZT a PE.
V prvnich 21 dnech je pacienti podavano 15 mg dvakrat denné a poté je davka upravena
na 20 mg jednou denné. (SUKL, 2008a) Pii davce 20 mg jednou denn& dosahuje
plasmaticka koncentrace Rivaroxabanu aZ 244 ng-ml™. (Buller et al., 2008) Této
koncentraci nejlépe odpovida méfeni pti 293 ng-ml™! Rivaroxabanu. Zde je zasah do
hemostazy mnohem vétsi nez pii prevenci komplikaci po akutnim koronérnim syndromu,
ale zaroven je tato davka urCena pro dlouhodobou 1écbu, coz znamend, ze omezeni
hemostazy nesmi byt piili§ drastické. Zde dochazi k prodlouzeni lag faze i Tmax. Cmax
je snizena az na pétinu ETP je snizeno pfiblizn€ na polovinu. Trombin generacni kiivka
nema jasny pik. Je tedy mirné€ prodlouzena iniciacni faze tvorby trombinu, ale nejvice je
opét ovlivnéna amplifikacni faze. Mazeme také pozorovat prodlouzenou kone¢nou fazi
tvorby trombinu.

Za pouziti stejného postupu jako v pfipadé Apixabanu byla urCena meze detekce
(Obr. 27 a28). Vypocitana minimalni detekovatelna koncentrace trombinu byla
16,6 nmol 1", coz odpovida 596 ng-ml! Rivaroxabanu. Nejnizsi detekovatelna celkova
koncentrace trombinu byla 291,9 nmol-1"! a ta odpovidala 704 ng-ml™! Rivaroxabanu.
Opét muzeme vidét, ze tady metodika i pfistroj jsou naprosto dostacujici pro

monitorovani 1écby Rivaroxabanem.

Tab. 9: Vysledky TGA pii méfeni plasmy s riznymi koncentracemi Rivaroxabanu

Koncentrace

Rivaroxabanu Le(lg .fé)ze ?MAX)* (CM?XIT.l) ( ETIPi-l) ( II;If in!)
(ng-ml) min min nmol- nmol- nmol 1" min
0 3,7 9 276.,9 2762.8 52,1
71 3,6 13,1 109,1 2199 11,4
293 49 15,7 53,7 14673 5
497 6,5 222 39,1 1107,7 2,5
600 8,8 31,6 16,1 4448 0,7
700 10,1 29.9 11,9 297.8 0,6
800 11,2 36,8 5.2 95.5 0,2
900 13,6 33.3 3.4 52,6 0,2
996 11,1 32,7 8 143.8 0,4

* Tuax — ¢as do dosazeni maximalni koncentrace trombinu
T Cmax — maximalni koncentrace trombinu

IETP — endogenni trombinovy potencial

SRI - rychlostni index
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Obr. 27: Graf zavislosti maximalni koncentrace trombinu (Cwmax) na koncentraci Rivaroxabanu.
Oranzové vyznacena je minimalni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Rivaroxabanu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.
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Obr. 28: Graf zavislosti celkové koncentrace trombinu (ETP) na koncentraci Rivaroxabanu.
Oranzové vyznacena je minimalni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Rivaroxabanu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.
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4.3.3 Dabigatran

Stejné jako u predchozich dvou 1é¢iv, byl také u méfeni s Dabigatranem (Tab. 10) rozdil
mezi nulovou koncentraci a NC. Lag faze a Tmax byla mirn€ delsi nez u NC a hodnoty
Cmax, ETP a RI byly pfiblizné 1,5x vy§si nez u NC. Tvar trombin generacni kiivky pfi
nulové koncentraci Dabigatranu (Obr. 29) byl podobny tvaru kfivky NC s tim rozdilem,
e v kone¢né fazi byla kiivka vice vlnita. Pii koncentracich 47 a 184 ng-ml™! ziistava tvar
kiivky stejny, ale dochazi k posunu doprava. Dochazi k prodlouzeni lag faze i Tmax. Pik
se nerozSifuje narozdil od méfeni s Apixabanem nebo Rivaroxabanem. U koncentrace
473 ng-ml™! poté dochazi ke snizeni vysky piku a k posunuti vice doprava. Tento trend je
vyraznéj$i u méfeni s 600 a 700 ng-ml". Nad 800 ng-ml™ dochazi také k rozsiteni piku
a prodlouzeni Tmax az na 53,2 minut. Rychlostni indexy jsou vys$$i nez pii méfeni
s Apixabanem a Rivaroxabanem. Podle Shaw et al. (2023) mUzeme pfi méfeni TGA
s pfimymi inhibitory trombinu pozorovat vysoky uzky pik, kteryje posunut vice doprava.
Pfi nizsich koncentracich 1é¢iv muze také dochazek k paradoxnimu navySeni piku a ETP.

Toto navySeni piku ale nebylo pfi mém meéfeni pozorovano. Ziejmé je zpusobeno
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Obr. 29: Trombin generacni kiivky ziskané pii méfeni plasmy obsahujici rizné koncentrace
Dabigatranu (svétle zelena — Ong'ml’!, tmavé =zelena— 47 ng-ml', svétle
modra — 184 ng-ml”!, modra- 473 ng-ml!, tmavé modra- 600 ng-ml?,
fialova — 700 ng-ml™!, Gervena — 800 ng-ml!, oranZova — 900 ng-ml!,

Zluta — 932 ng-mlY).
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Obr. 30: Graf zavislosti maximalni koncentrace trombinu (Cmax) na koncentraci Dabigatranu.
Oranzové vyznacena je minimalni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Dabigatranu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.

pritomnosti 1éCiva v kalibracni plasmé nebo neptesnosti algortimu, ktery zpracovava
naméfenou fluorecenci. Proto by meéla byt antikoagulacni aktivita Dabigatranu spisSe
posuzovana podle délky lag faze a Tmax (Bloemen et al., 2018).

Mez detekce (Obr. 30 a31) byla u Dabigatranu vypocitana stejné jako v pripadé
Apixabanu a Rivaroxabanu. Vypocitana limitni koncentrace trombinu byla
35,4 nmol-1"!, coZ odpovida 670 ng'ml"' Dabigatranu. Limitni celkova koncentrace
trombinu byla 680,6 nmol 1" a ta odpovidala 595 ng-ml™! Dabigatranu.

Dabigatran je jako lé¢ivo Pradaxa indikovan pro prevenci alécbu trombotickych
komplikaci po ortopedickych operacich. Jinak zdravi pacienti dostavaji od prvniho dne
po operaci davku 110 mg Dabigatranu dvakrat denné. Rovnovazna plasmaticka
koncentrace Dabigatranu 2 h po uzti davky je 133 ng'ml’. Pro prevenci CMP
u rizikovych pacientil je doporuCovana davka 150 mg dvakrat denné. Poté rovnovazna
plasmaticka koncentrace Dabigatranu dosahuje hodnoty 184 ng-ml™. (SUKL, 2008b;
Reilly et al., 2014) Obé¢ tyto situace popisuje nejlépe trombin generacni kiivka ziskana
pfi méfeni s 184 ng-ml!. P¥i této koncentraci je nevice ovlivnéna délka lag faze, je
prodlouzena 2,5x oproti nulové koncentraci Dabigatranu. Tmax je prodlouzena 1,6x.

Hodnoty Cmax, ETP a RI jsou snizeny, ale nejsou ovlivnény tolik jako lag faze a Tmax.
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Obr. 31: Graf zavislosti celkové koncentrace trombinu (ETP) na koncentraci Dabigatranu.
Oranzové vyznacena je minimalni detekovatelna koncentrace trombinu a odpovidajici
koncentrace Dabigatranu, pfi které je generovano toto mnozstvi trombinu.

K prodlouzeni lag faze dochazi, protoze trombin generovany po iniciaci hemostazy je
ihned inhibovan Dabigatranem a nemuze nastartovat amplifikaéni smycku aktivaci FV
a FVIIL Po prekonani této inhibice dostateCnym mnozstvim trombinu probiha propagacni
a koneCna faze normalné. Pti pfedavkovani Dabigatranem neni generovano dostate¢né

mnozstvi trombinu, aby doslo k pfekonani inhibice, a amplifika¢ni smycka se nespusti.

Tab. 10: Vysledky TGA pii méfeni plasmy s riiznymi koncentracemi Dabigatranu

Kongentrace Lag fze . .
Dabigatranu . Twmax (min) Cmax (nM) ETP (nM)  RI (nM/min)
(ng/ml) (min)
0 3.7 8.1 282.6 2678.9 64

47 6.3 10,3 258.7 24489 64.5
184 9.4 13.2 2173 1891.4 56.9
473 12.4 19.4 65.1 953.2 9.3
600 19.8 25.8 452 667.8 7.5
700 24 4 31 30.9 525.2 4.7
800 243 37.8 12.6 375.7 0.9
900 36 532 9.7 248.1 0.6
932 34.1 44 4 13,1 56.8 1.3

>
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5 ZAVER

Pro optimalizaci TGA byly na zakladé vypracované literarni reSerSe a vlastnich méteni
v experimentalni Casti vyuzity zmény koncentraci tkanového faktoru a fosfolipida jako
klicovych induktord tvorby trombinu.

Experimentalni cast této prace analyzovala vliv riznych koncentraci TF a PH na
parametry trombin generacnich kiivek pfi rozdilné koncentraci plazmatickych
koagulacnich faktorti (normalni plasma, plasma se snizenym mnozstvim koagulacnich
faktori a plasma se zvySenym mnozstvim koagulacnich faktor). Vysledky ukazuji, ze
délka lag faze a Tmax zavisi na koncentraci TF, ale hodnoty Cmax, ETP a RI jsou na této
koncentraci nezavislé. Vysledkem optimalizace metody je zjisténi, ze optimalni
koncentrace TF je nad 5 pmol-1'. Vzhledem k mé&fenému mnoZstvi trombinu se
koncentrace TF chova nepfimo umérné — pro méteni plasmy se snizenou schopnosti
generovat trombin je lepsi pouzit vyssi koncentrace TF nez pfi méfeni plasmy, u které
dochazi k vétsi generaci trombinu. Pf1 extrémné vysokych koncentracich TF jako je 6 400
a 640 pmol- 1" byly ale pozorovany trombin generaéni kfivky sinusoidniho tvaru
s nemefitelnymi parametry.

Pfi vyuziti TGA pro monitoraci antikoagula¢ni 1écby, kterd inhibuje pfimo
(Dabigatran) nebo nepfimo (Rivaroxaban a Apixaban) tvorbu trombinu byl zji§tén
rozdilny vliv téchto latek na TGA. Xabany ovliviiuji zejména hodnotu Cmax bez vlivu na
ETP, kdezto Dabigatran ovliviiuje délku lag faze. V grafu xabany zpisobuji snizeni
a rozSifeni piku. Generace trombinu probiha pomaleji, ale zato delsi dobu nez u plasmy
bez 1éCiv. Dabigatran zpusobuje posun piku doprava, ale tvar piku zistava stejny,
rozSitfuje se pouze pii velmi vysokych koncentracich Dabigatranu.

Z analytickych parametri TGA byly zjistény limity detekce pro kazdé 1éCivo (na
zaklad€ stanoveni limitni maximalni koncentrace trombinu a limitni celkové koncentrace
trombinu, ktera muze byt pfistrojem Ceveron ® alpha jesté detekovana). Také byly
urCeny koncentrace pfislu§ného 1éciva, které odpovidaji témto limitnim koncentracim
trombinu. Tyto limitni koncentrace 1é¢iv vzdy mnohonasobné pievysuji koncentrace,
kterych je mozné dosahnout v plasmé u pacienti uZzivajicich tato 1éCiva, aniz by bylo
ohrozeno jejich zdravi. Zavedena metodika TGA je tedy dostaCujici pro monitorovani

antikoagulacni 1é¢by DOACs.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3K3A-APC rekombinantni APC, jehoz struktura byla upravena nahrazenim 3

lysinovych residui za alaninové

AC abnormalni kontrola

AMC 7-amino-4-methylkumarin

APC aktivovany protein C

APTT aktivovany parcialni tromboplastinovy cas
Cmax Maximalni koncentrace trombinu

CMP cévni mozkova piihoda

DOACs pfima peroralni antikoagulancia

EPCR endotelialni receptor proteinu C

ETP endogenni trombinovy potencial

FDA Utad pro kontrolu potravin a 16&iv
FVIla aktivovany faktor VII

GGCX VK dependentni karboxylasa

HC vysoka kontrola

HZT hluboka Zilni tromboza

M infarkt myokardu

ISTH Mezinarodni spolecnost pro trombdzu a hemostazu
KH, hydrochinonové forma vitaminu K

KO 2,3-epoxid vitaminu K

LC nizka kontrola

LMWH heparin s nizkou molekulovou hmotnosti
NC normalni kontrola

PAR-1 receptor 1 aktivovany proteasami

PCC koncentrat protrombinového komplexu
PE plicni embolie

PH fosfolipidy

PT protrombinovy ¢as

RFU referen¢ni fluorescencni jednotky

RI rychlostni index

TF tkanovy faktor

TFPI inibitor drahy tkanového faktoru
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TGA
Tmax
t-PA
TT
TXA2

ULMWH
uPA
VK

trombin generacni test

Cas do dosazeni maximalni koncentrace trombinu
tkanovy aktivator plasminogenu

trombinovy cas

tromboxan A2

nefrakciovany heparin

heparin s velmi nizkou molekulovou hmotnosti
aktivator plasminogenu typu urokinazy

vitamin K

von Willebranduv faktor
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