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Abstrakt

V mé bakalarské praci se zabyvam sledovanim koncentrace D-dimerti u gravidnich
zen s Leidenskou mutaci a pfipadnym vlivem antikoagulacni 1é¢by.

V prvni ¢asti popisuji proces fibrinolyzy, v némz D-dimery vznikaji. Vénuji se zde
rozd€leni trombofilnich stavi, a to na stavy vrozené, ziskané a smiSené. Mezi vrozené
trombofilni stavy patii rezistence k aktivovanému proteinu C (APC-R), ktera je ve vétsiné
ptipadi zplisobena mutaci faktoru V Leiden (FVL). Popisuji zde vznik této mutace,
vyskyt i rizika, se kterymi je tato mutace spjata. Nejvice diskutovanym rizikovym
faktorem pro mé bylo téhotenstvi, o némz se zde zminuji. Dalsi Cast se zabyva
antikoagulacni 1écbou.

V metodické ¢asti  popisuji  kvantitativni  stanoveni hladiny = D-dimert
imunoturbidimetrickym testem v Laboratofi hematologie Nemocnice Ceské Bud&jovice.

Ve cCtvrté Casti jsem zpracovavala data z Hematologické ambulance Nemocnice
Ceské Budgjovice. Jedna se o stanovené hladiny D-dimerii u Zen s mutaci FVL a u Zen
bez této mutace. V uvedenych tabulkach a grafech jsem se snazila potvrdit cil préce, Ze
hladina D-dimeru u téhotnych zen s mutaci FVL je vyssi nez u t€hotnych Zen bez této
mutace. Rovnéz jsem se zabyvala antikoagulacni 1écbou, kterd je pacientkam
doporucovana k prevenci i 1é¢bé tromboembolické nemoci (TEN).

Cil prace, ze hladina D-dimert v gravidité u zen s mutaci FV Leiden je vyssi oproti
hladin¢ D-dimert u Zen bez této mutace, se potvrdil. Rovnéz byl potvrzen vliv
antikoagulacni 1é€by na hladinu D-dimerd Vv pribchu téhotenstvi. T&hotné Zeny
bez antikoagula¢ni 1é¢by dosahuji v pribéhu té¢hotenstvi vyssich hodnot D-dimera diive

nez t€hotné Zeny s antikoagulacni 1écbou.

Klic¢ova slova
D-dimer; antikoagula¢ni 1é¢ba, rezistence k aktivovanému proteinu C; mutace faktoru

V Leiden; t€hotenstvi.
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Abstract

In my work | investigated the D-dimer concentration in pregnant women with the
Leiden mutation and the possible impact of anticoagulant therapy.

In first part | describe the process of fibrinolysis, where the D-dimer formed. | deal
with the division of thrombophilia, on the condition congenital, acquired and mixed.
Among congenital thrombophilia include resistance to protein C (APC-R), which in most
cases is caused by mutation of factor V Leiden (FVL). | describe the emergence of this
mutation, the incidence and risks which this mutation is associated. The most discussed
risk factors for me was the pregnancy of which are mentioned here. Another part deals
with anticoagulant therapy.

The methodical part 1 describe the quantitative determination of D-dimer
immunoassay tests in the Laboratory Hematology Hospital Czech Budejovice.In the
fourth part | processed the data of Hematology Hospital ambulance Czech Budejovice.
This is the set levels of D-dimer in women with FVL and women without the mutation.
The tables and graphs, I tried to confirm the objective, the levels of D-dimer in pregnant
women with FVL is higher than that of pregnant women without the mutation. | dealt
with anticoagulant therapy that is recommended to patients for the prevention and
treatment of venous thromboembolism (VTE).

Aim of the work that the level of D-dimers in pregnancy in women with FV Leiden
mutation is higher than the level of D-dimers in women without this mutation has been
confirmed. The effect of anticoagulant therapy on the level of D-dimers during pregnancy
has also been confirmed. Pregnant women without anticoagulant therapy achieve higher

D-dimer values during pregnancy than pregnant women with anticoagulant therapy.

Key words: D-dimer; anticoagulagion therapy; resistance to activated protein C; factor

V Leiden mutation; pregnancy.
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1. Uvod

Leidenska mutace je v dnes$ni dob¢ nejcastéjsi vrozenou trombofilii a Ize ji prokazat
az U 5-9 % evropské populace. Tato nejznaméjsi trombofilni mutace Se projevuje
trombofilnimi komplikacemi, nejéastéji trombozami Zzil dolnich koncetin a rizikem
nasledné plicni embolie. Zejména zeny jsou vystaveny nékolika specifickym situacim
se zvysenym rizikem Zzilnitho tromboembolismu. Patfi mezi n¢ uzivani hormonalni
antikoncepce, t€hotenstvi a Sestinedéli. T€hotenstvi ma zvlastni klinicky vyznam, nebot’
tromboticka ptihoda se manifestuje nejen klasickym zpiisobem, ale Casto komplikacemi
téhotenstvi, mezi néZ patii samovolny potrat, potrat mrtvého plodu, nitrodélozni ristova
retardace plodu a ¢asny rozvoj preeklampsie. Optimalni antikoagula¢ni 1é¢bou se pomaha
témto komplikacim pfedchazet. T&hotné Zeny by proto mély byt celou dobu gravidity

sledovany jak prenatalné, tak hematologicky.

Vyznamnym markerem, ktery ptispiva k diagnostice zilniho tromboembolismu, je
stanoveni hladiny D-dimert. Vyskyt D-dimerG v plasmé svéd¢i o aktivaci krevniho
srazeni v organismu. Zvys$ena hladina D-dimera neni specificka jen pro zilni trombozu.

Fyziologicky zvysené hodnoty nachazime v t€hotenstvi a Sestined¢li.



2. Teoreticka c¢ast

2.1. Hemostaza

Hemostaza je komplexni, ale velmi slozity proces. Jde o schopnost organismu
zastavit krvaceni v misté poranéni. Jedna se o slozity mechanismus s celou fadou
aktivacnich a inhibi¢nich procest, které¢ jsou vzajemné v rovnovaze. Porucha tohoto
vysoce integrovaného systému vede bud k hyperkoagulaci nebo k hemoragii
(Matyskova etal., 1999).

Hlavnimi slozkami hemostdzy jsou primarni hemostdza, plasmaticky koagulacni

systém s aktivatory a inhibitory a slozkami fibrinolyzy (Pecka, 2004).

Srazeni krve neboli hemostédza je samoziejma odpovéd’ organismu na poranéni tkané
nebo cévy. Nejdiive dojde v misté poranéni k aktivaci krevnich desti¢ek, poté k jejich
shlukovani, zaroven se aktivuje koagulacni kaskada, kde se aktivuji jednotlivé koagulacni
faktory. Pii pfitomnosti fibrinovych vldken organismus zareaguje aktivaci fibrinolyzy,
coZ je proces zabezpeujici rozklad fibrinové sité (Sudrova et al., 2007). Ukolem
fibrinolyzy je rozpusténi a odstranéni trombu vytvoreného fibrinem, ¢imz se obnovuje

hemostaticka rovnovaha organismu (Kubisz et al., 2005).

Vychyleni rovnovazného stavu hemostazy vede bud’ k nadmérnému krvacivému
stavu, nebo naopak se mize projevit jako nadmérné srazeni krve, tzv. tromboticky nebo

trombofilni stav (Pecka, 2004).

V soucasné dobé existuje spousta akutnich i chronickych stavii, které jsou spojeny
s nadmérnym srazenim krve — tzv. hyperkoagulacni stavy. Jedna se o stavy, které jsou
spojeny s vysSim rizikem trombodzy. Jedna se o stavy po chirurgickych zakrocich,
chronicka stfevni onemocnéni, uzivani hormonalni antikoncepce, onkologicka
onemocnéni, ale rovnéz i téhotenstvi a mnoho dalsich stavll. V Zilach a tepnach se mohou
tvofit nepotfebné krevni srazeniny, které brani proudéni krve. Cast krevniho koagula se
muZe odtrhnout a krevnim fecistém byt zanesena do plic a zpisobit plicni embolii.

U gravidnich Zzen muze krevni trombus uzavfit tepny vyzivujici plod a vyvolat potrat.



2.2. Fibrinolyza — fibrinolyticky systém

Fibrinolyza je pfirozend, dynamickd, soucasné¢ vysoce kontrolovana odpovéd’
na tvorbu fibrinovych vldken. Hlavnim tkolem fibrinolyzy je rozpusténi vytvoiené
srazeniny a tim opétné zpriachodnéni cévy. V zdsad¢ mliizeme fici, ze fibrinolyza zajistuje
,»uklid po opravach® (Matyskova et al., 1999). Lidskd krev obsahuje systém enzymi,
ktery je schopen rozpoustét krevni fibrinovou srazeninu. Jde o systém tucelny, ktery

za fyziologickych podminek udrzuje hemostatickou rovnovahu (Pecka, 2004).

Fibrinolyza je v normalnim organismu, nepfetrzity probihajici proces, a to s vyssi
aktivitou béhem dne a po fyzické namaze a s nizsi aktivitou béhem t&€hotenstvi (Pecka,

2004).

Fibrinolyticky systém tvoii sloZitou sit” aktivatort a inhibitori, které jsou propojeny
mnozstvim pozitivnich 1 negativnich zpétnych vazeb. Hlavnim enzymem fibrinolyzy je

plasmin, ktery vznika aktivaci zymogenu plasminogenu (Pecka, 2004).

2.2.1. Plasminogen

Plasminogen je prekurzorem proteinu plasminu, ktery aktivuje St€peni fibrinové
srazeniny. Je syntetizovan v jatrech. Plasminogen je vSak pfitomen a zfejmé& syntetizovan
I v jinych tkanich, napt. v eozinofilech a bunkach ledvin (Matyskova et al., 1999). Je to

jednotetézcovy glykoprotein vyskytujici se ve dvou forméch:

1. Glu-plasminogen o molekulové hmotnosti 90 kDA a biologickym
polocasem 48 - 60 hodin.

2. Lys-plasminogen o molekulové hmotnosti 83 kDA a biologickym
polo¢asem 12 - 20 hodin.

Koncentrace plasminogenu v plasmé stoupa v 3. trimestru t¢hotenstvi.

Plasminogen se vaze na povrchy nejriiznéjSich bunék, na povrch endotelu, nddorové
buiikky, membréany erytrocytli. Kam se plasminogen navéze, tam jsou vazebnd mista
I pro jeho aktivatory (Matyskova et al., 1999). Aktivace plasminogenu probiha souc¢asné

s aktivaci koagulace. K pfeméné plasminogenu na plasmin dojde pomoci aktivatori
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plasminogenu. Podobné jako V koagulac¢ni kaskddé i zde existuje nékolik zpisobt

aktivace, a to pomoci vnitinich a vnéjsich aktivatori.

2.2.2. Aktivatory plasminogenu
Aktivace plasminogenu probiha bud’ vnitini cestou, nebo vnéjsi cestou.

Mezi vnitini (krevni) aktivatory patii prekalikrein, FXII, vysokomolekularni
kininogen (HMWK), trombin, trypsin a sam plasmin. Vnitini aktivatory jsou soucasti
krevni plasmy a aktivace nastava po kontaktu FXII s poS§kozenou cévni sténou (Pecka,

2004).

Mezi vn&jsi (tkanové) aktivatory patii tkanovy aktivator plasminogenu (tPA)
a urokinaza (uPA) (Matyskova et al., 1999). Vng&jsi aktivatory pochazeji z lidského

organismu, ale z mist mimo krevni ob&h (Pecka, 2004).

TPA, nejdilezitéjsi faktor, jez ovliviluje proces fibrinonolyzy in vivo, je
syntetizovan endotelem, monocyty a megakaryocyty. Je uvoliovan ze zdravych
endotelovych buné€k plisobenim trombinu nebo aktivovanym proteinem C. Naléza se
Vv rizné koncentraci ve vétSin€ tkani. Nejbohat$im na tPA jsou organy s bohatym cévnim
zasobenim jako je dé€loha, plice, ledviny. Koncentrace tPA se zvySuje po svalové praci,

ale i pii stresu (Pecka, 2004).

UPA je produkovana celou fadou bun€k vcetné endotelialnich. Z endotelu je
uvolnovana pisobenim endotoxinu nebo faktorem nekrotizujictho nadory (TNF)

(Matyskova et al., 1999).

Za fyziologickych podminek se podileji na aktivaci plasminogenu z Y2 FXII,

z % UPA,az ' tPA (Pecka, 2004).

2.2.3. Inhibitory fibrinolyzy

Fibrinolyza stejné¢ jako hemokoagulace ma i své inhibitory (obr. 1), které
za fyziologickych podminek zajiStuji kontrolu a regulaci fibrinolytickych d&jt.

Nejvyznamnéjs§im inhibitorem plasminu je alfa-2-antiplasmin a alfa-2-makroglobulin
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plasminogenu PAI-I, PAI-II, PAI-II1 (Penka, 2001).

tkanovy aktivator
plasminogenu

1 plasminogen
inhibitory faktor Xla, Xlla

kalikrein

aktivatora plasminogenu !
. — 2 antiplasmin
{ /m;smln
urokinaza e —— a, - makroglobulin

fibrin

produkty degradace
fibrinu

trombin » thrombinem aktivované
inhibitory fibrinolizy

Obr. 1: Schéma fibrinolyzy s aktivatory a inhibitory.
Zdroj: Jfdwolff, 2005

2.2.4. Pfeména plasminogenu na plasmin

Fibrinolyza se aktivuje ihned poté, kdy se vytvori prvni struktury fibrinu.
Na fibrinovy povrch se navaze plasminogen. Plasminogen je pod vlivem aktivatord
fibrinolyzy pfeménén na plasmin. Plasmin, silny enzym, §tépi fibrinové koagulum
a rovnéz 1 fibrinogen na stidle mens$i Céastice a vznikaji tak fragmenty souhrnné
oznadované jako fibrin/fibrinogen degradadni produkty (FDP) (Pecka, 2004). St&peni
fibrinu probiha delSi dobu nez S§tépeni fibrinogenu, protoze fibrin je proti plasminu
relativné odolny (Matyskova et al., 1999). Plasmin je ze systému vyvazovan svymi
inhibitory a v neaktivni formé je odstraniovan z krve monocytomakrofagovym systémem
(Pecka, 2004).

2.2.5. Fibrinogen a fibrin degradacni produkty

FDP vznikaji $tépenim fibrinogenu a fibrinu pisobenim enzymu plasminu (Pecka,

2004). Charakter, velikost a mnozstvi fibrin degradac¢nich produktt jsou urCovany tim,
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jaky fibrin (tloustka, uspotradani fibrinovych vlaken) a ¢im byl degradovan. Fibrinolyza
je zavisla na vazb¢ aktivatorti a inhibitorGi a na struktufe fibrinu. Strukturu fibrinu
ovliviiuje samotnd koncentrace trombinu. Se stoupajici koncentraci trombinu se zmensuje
tloustka fibrinovych vldken. Plasmin =z fibrinu jednotlivé degradacni produkty

,vystiithuje®. Z tencich fibrinovych vlaken se tedy tvoii mensi degrada¢ni produkty (Dyr,
2006).

Pti Sté€peni fibrinogenu a rozpustného fibrinu vznikaji nejdiive fragmenty X a Y,
které tvofi s monomery fibrinu rozpustné komplexy. Tim brani monomeram fibrinu
vytvofeni fibrinové sité, v ¢emz se projevuje jejich antikoagulaéni ucinek (Pecka, 2004).
Dale vznikaji hlavni fragmenty D a E (obr. 2), coZ jsou kone¢né degradacni produkty
(Matyskova et al., 1999), které jsou nasledn¢ odbourdvany monocytomakrofagovym

systémem (Pecka, 2004).

Fibrincgen i =2

Fibrin {solubilni} T—-» X
Fibrinové moncmery

= D D

<
\
<
<
m

Obr. 2: Schéma §tépeni fibrinogenu a rozpustného fibrinu.

Zdroj: Pecka, 2000

P11 $tépeni nerozpustného (zasit'ovaného) fibrinu vznikaji rovnéz fragmenty X a Y,
které se ale vzhledem Kk pfi¢nym vazbam vlivem FXIIla od sebe neuvolnuji (Pecka,
2004). Kone¢nym stadiem jsou fragmenty E a zdvojené fragmenty D nazyvané D-dimery
(obr. 3) (Pecka et al., 2001).

Fibrinogen ]
Fibrin (solubilni) = X > Y 21 E

Fibrinové monomery

Obr. 3: Schéma $tépeni fibrinogenu a nerozpustného fibrinu.

Zdroj: Pecka, 2000
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2.3. D-dimery

D-dimery jsou degrada¢ni produkty fibrinu a jejich vyskyt v plasme svédci o aktivaci
krevniho srdzeni a procesu fibrinolyzy (Penka, 2001). Jsou to bilkovinné fragmenty,
které vznikaji pfi roz§tépeni krevni srazeniny. Molekula D-dimeru se sklada z kovalentné
spojenych D-domén ze dvou riuznych molekul fibrinového monomeru (Kotlin et al.,

2008). Tato kovalentni vazba zajistuje odolnost proti $t€peni plasminem (Pecka, 2004).

Stanoveni koncentrace D-dimeru je v soucasné dobé jediny vSeobecné pouzitelny
laboratorni parametr pro stanoveni aktivace koagulace. Hlavnimi oblastmi vyuziti je
vylouceni hluboké zilni trombdzy, plicni embolie a diagnosy diseminované
intravaskularni koagulace (DIC). VySetfeni D-dimert je indikované u kazdé osoby
S podezienim na tromboembolismus. Malé mnozstvi D-dimeru je pfitomno i u zdravych
jedincl, protoze 1 za fyziologického stavu jsou 2-3% plasmatického fibrinogenu
pfitomnosti trombu. FDP vznikaji S$tépenim fibrinogenu a rozpustného fibrinu,
kdezto  D- dimery vznikaji rozpadem konecného zpevnéného fibrinu. Vylu€ovani

D- dimeri probiha ledvinami a monocytomakrofagovym systémem (Mayer et al., 2003).

Zvysend hladina neni specificka jen pro Zilni trombozu. ZvySené hodnoty nachazime
rovn€Z 1 v situacich, pfi nichZz dochdzi k tvorbé a degradaci fibrinu, a to napiiklad
pfi naddorovém onemocnéni, infekci, DIC, chirurgickém zakroku, pti akutni mozkové
ptihodé nebo ledvinovém selhdni. Fyziologicky byva zvySend hladina v téhotenstvi
a Sestinedéli. Hodnota D-dimer se zvySuje linearné s vékem (Mayer et al., 2003).
Pozitivita D-dimerd tedy neznamena automaticky dikaz vendzniho tromboembolismu
(Petrovi¢ et al., 2008). Z uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze vySetieni D-dimerti ma
nizkou specifitu pro tromboembolickou nemoc. Specifita stoupa a naopak senzitivita
klesa s vysi hladiny D-dimert. Pokud v organismu nedochazi ke zvySenému odbouravani
fibrinu, neni hladina D-dimerG zvySend a lze vyloucit aktivaci koagula¢niho déje.
Nezvysena hladina je vysoce senzitivni pro vylouceni zilni tromb6zy. Negativni vysledek
tedy s 98% pravdépodobnosti vylucuje moznost trombodzy ¢i embolie, pozitivni vysledek

vSak tuto diagnosu pfipousti, avsak neprokazuje.

Specifita tohoto vysetfeni je tedy nizka, ale zato senzitivita je vysoka (Adam et al.,

2007).
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2.3.1. Metody stanoveni a vyjadiovani vysledkii

Stanoveni hladiny D-dimert se provadi imunologickymi metodami, které vyuzivaji
ruzné typy monoklonalnich protilatek, které se vazi na epitopy D-dimerovych fragmentt.
K vysetieni se pouzivaji latexaglutinacni metody (semikvantitativni metoda), nebo
luminoimunoanalyza (LIA), coz je kvantitativni metoda. Kvantitativni referencni
metodou je ELISA. Koncentrace D-dimeri se udava v jednotkach DDU (D-dimer units)
nebo se vysledky udavaji jako tzv. fibrinovy ekvivalent — FEU (fibrinogen ekvivalent
units), které vyjadiuji vysledek v png/l nebo mg/l. Zde plati vztah 1 FEU = 2 D-dimerové
jednotky (Penka, 2001). Je vhodnéjsi vyjadiovat mnozstvi stanoveného D-dimeru v pg/I
nebo mg/l a ne v riiznych tzv. fibrinovych ekvivalentnich jednotkach, protoze je ziejmé,
ze velka ¢ast fibrinogenovych molekul neni kompletné pfeménéna na D-dimer (Dyr,
2006). Za negativni hodnoty se povazuji koncentrace D-dimeru niz$i nez 0,25 mg/l nebo
0,5 mg/l FEU.

V dnes$ni dobé neni znamo Zadné laboratorni vySetieni, které by jednoznaéné
indikovalo tromboembolickou nemoc (TEN). Hlavni marker, ktery pfispiva k diagnostice
TEN, je stanoveni D-dimerd. D-dimer slouzi rovnéz jako dulezity marker trombofilnich
stavll (Pecka, 2004).
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2.4. Trombotické a trombofilni stavy

2.4.1. Trombotické stavy

Trombotické stavy jsou patologické stavy, které se vyznacuji pfitomnosti krevni
srazeniny (trombu) v cévnim systému. Jsou opakem krvacivych stavi, kdy je naruSena

hemostaticka rovnovaha organismu.

Na vzniku tromboézy se podileji predevsim tii faktory, které jsou zndmy jako
Virchova tridda, a to: zpomaleni krevniho proudu neboli stdza krve, zmény
Vv koagulacnich vlastnostech krve a poskozeni cévy. Vlivy, které plisobi na jednu nebo
vice z téchto slozek, maji nasledné vétsi vliv na rozvoj TEN. Rizikové faktory mohou byt
vrozené i ziskané (Indrék, 2014). V konecném diisledku mtze dojit k uvolnéni trombu

vvvvvv

cévni mozkovou piihodu a trombozy zil (Pecka, 2004).

2.4.2. Trombofilni stavy

Trombofilni stavy pfedstavuji skupinu vrozenych nebo ziskanych poruch hemostazy,
patofyziologicky a rovnéz i staticky asociované zvysenou tendenci ke krevnimu srazeni
a zvySenym rizikem trombdzy a plicni embolie (Kessler, 2006). O trombofilnim
pacientovi hovofime pii pozitivni rodinné anamnéze, pii Zivot ohrozujicich
trombotickych piithodach v Zilnim fecisti do 45 let véku, pfi vzniku trombo6zy v netypické

lokalizaci a u Zen pii opakovanych potratech a porodech mrtvych ploda.

Dle etiologie miizeme trombofilni stavy délit na vrozené, ziskané a smisené.

2.4.2.1. Vrozené trombofilni stavy (primdrni)

Vrozené trombofilni stavy jsou spojeny piedev§im s pozitivni rodinnou anamnézou
castych trombofilnich ptihod, jsou tudiZ podminény geneticky, projevuji se v mladSim
véku a casto recidivuji. Vznikaji v disledku poruchy tvorby inhibitorti srdzeni nebo

fibrinolytickych faktori (Kvasnicka, 2010).

Mezi vyznamné vrozené trombofilni stavy fadime rezistenci na aktivovany protein

C zptsobenou mutaci faktoru V, jejiz pficinou je ve vétSin¢ ptipadi mutace faktoru
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V Leiden, eventualné faktoru V Cambridge. Mezi dalsi vrozené trombofilni stavy patii
mutace protrombinu G20210A, téz deficity antikoagula¢nich faktorti: deficit proteinu C,
proteinu S a antitrombinu. Mezi mén¢ Casté patii dysfibrinogenémie a homozygotni

homocysteinurie a sticky platelet syndrom (Poul, 2006).

2.4.2.2. Ziskané trombofilni stavy

Nejznaméjsi a také nejcastéjsi ziskanou trombofilii je antifosfolipidovy syndrom
(APS), jez je charakterizovan tvorbou organové nespecifickych autoprotilatek
s pritkazem lupus antikoagulant a/nebo protilatek proti kardiolipinu pfipadné protilatek
proti beta-2-glykoproteinu. Laboratorni prikaz by mél byt opakovany a provedeny dle
mezinarodné platnych doporuceni (Bulikova, 2016). Dal$imi vyznamnymi ziskanymi
trombofilnimi stavy jsou myeloproliferativni onemocnéni a trombocytémie, Stav
po prodélané tromboze, ziskana forma APC-R, ziskany deficit antitrombinu, proteinu C
a S. Patfi sem rovnéZ 1 maligni onemocnéni, septické stavy, stavy po chirurgickych
vykonech, dlouhodobd imobilizace, nefroticky syndrom, chronické stfevni zanéty,
srde¢ni nedostatecnost, respiracni selhani a hore¢naté stavy. Rovnéz i hormonalni 1é¢ba,

t€hotenstvi a Sestinedéli jsou pficinou ziskanych trombofilnich stavli (Indrak, 2014).

2.4.2.3. Trombofilni stavy smiSené etiologie

Za vyznamné trombofilie smiSené etiologie povazujeme zvysSenou hladinu faktoru
VIII podminénou familiarn¢, asociovanou s krevni skupinou jinou nez 0 ¢i jako protein
akutni faze. DalSim vyznamnym stavem je hyperhomocysteinémie, ktera je podminéna
mutaci v genu pro methylentetrahydrofolatreduktizu (MTHFR). Radime sem rovnéz

I zvySenou hladinu fibrinogenu ¢i zvySenou hladinu faktoru IX (Poul 2006).

2.4.3. Prevalence trombofilii

Prevalence nejvyznamnéjSich trombofilnich stavii jako jsou mutace FV Leiden

a mutace protrombinu G20210A se lisi u jednotlivych etnik (Poul, 2006).
Nejvyznamnéj$i mutace FV Leiden vznikla pfiblizné pied 20 — 30 tisici lety, nejspise
po odd¢leni asijské populace. U evropské populace se vyskytuje piiblizné u 3 - 5 %
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jedinci (Pecka, 2004). Leidenska mutace vykazuje zajimavou zavislost na rase
a zemepisnych faktorech. Nejcastéji byla prokazana v kavkazské populaci severskych
zemi, predeviim ve Svédsku, kde byla tato mutace zji§téna az u 15 % bézné populace.
Nejveétsi vyskyt mutace FV Leiden je v severni ¢asti Evropy a postupné smérem na jih je
zaznamenan pokles vyskytu, pfiemz nejniz§i vyskyt je v Italii a ve Spanélsku (Kujovich,
2011). Vzacné se vyskytuje u africké a asijské populace (Poul, 2006). V ostatnich ¢astech
svéta se vyskytuje jen ojedinéle (Pecka, 2004). Vyskyt nékterych trombofilii v kavkazské
populaci a u pacientti s TEN shrnuje tabulka 1.

Tab. 1: Vyskyt n¢kterych trombofilii v kavkazské populaci a u pacientti s TEN.

Trombofilie kavi';e;l?ée::;:/]aci Prevalenc_lcf I;Npauentﬁ s
Zvysend hladina FVIII 11% 25%

Mutace faktoru V Leiden 4,8% 18,8%
Dysfibrinogenémie 8% 15%
Hyperhomocysteinémie 4,8% 10%

Mutace protrombinu G20210A 2,7% 7,1%

Deficit proteinu S 0,7% 2,3%

Deficit proteinu C 0,3% 3, 7%

Deficit antitrombinu 0,2% 3%

Zdroj: Upraveno dle Poul, 2006

2.4.4. Rezistence na aktivovany protein C

Rezistence na aktivovany protein C (APC-R) je abnormalné nizka nebo téméf zadna
antikoagulacni odpovéd’ na aktivovany protein C. RozliSuje se vrozena a ziskana forma
APC-R. Vrozend forma APC-R je témét v 95 % podminéna autozomdlné¢ dominantné
dédicnou mutaci FV, oznacovanou jako mutace FV Leiden. Ziskana forma APC-R se
vyskytuje v t€hotenstvi, pti uzivani hormonalnich kontraceptiv, pii zvySené hladiné

proteinu S, pfi lupus antikoagulans a pfi peroralni antikoagulacni 1é¢bé (Kubisz, 2005).

Syndrom APC-R se projevuje se sklonem k zilnim trombo6zam. U osob s Leidenskou
mutaci vSak k jejich spontdnnimu vzniku vétSinou nedojde. U nositelll této mutace sice
vznikd az 7x vys$i relativni riziko hluboké Zilni trombdzy, ale u osob s heterozygotni

formou dochazi k tromb6zam patrné jen tehdy, kdyz se k tomuto defektu ptipoji i dalsi
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rizika. Jsou jimi napiiklad pooperacni stavy, vyssi vék, dlouhy let letadlem, hormonalni
1é¢ba, predevsim 1écba estrogeny, patologické té€hotenstvi, terapie kortikoidy, obezita
a nadvaha, nedostatecna pohybova aktivita, koufeni, pozitivni rodinnd anamnéza a jiné
(Kvasnicka, 2003). Riziko hluboké Zilni trombdzy mtze byt az nékolikandsobné vyssi,
kdyz se u osoby s Leidenskou mutaci vyskytne i jind mutace — napf. mutace v genu

pro MTHFR nebo mutace protrombinu G20210A (Prochazka et al., 2003).

2.4.5. Mutace faktoru V Leiden

Leidenska mutace je nejcastéjSi vrozenou trombofilii a genetickou predispozici

k trombdzam.

Mutace byla pojmenovana podle mista objevu. Profesor Dahlback v roce 1993
popsal novy, doposud nepoznany trombofilni stav, a to rezistenci na aktivovany
protein C (APC-R). V roce 1995 profesor Bertina z Leidenu identifikoval geneticky
podklad tohoto trombofilniho stavu, ktery je zplisoben mutaci v genu patého
koagula¢niho faktoru. Podle mista objevu je mutace oznacovana jako Leidenska (Pecka,

2004).

Jedna se 0 bodovou mutaci genu faktoru V. Tato mutace vznika v disledku zamény
DNA béaze guaninu za adenin v genu koagulacniho faktoru V, coz vede k zdméné
aminokyseliny argininu v pozici 506 za glutamin (Duli¢ek, 2005). Zaména aminokyselin
sklon k tvorbé tromboz. Vlivem této mutace neprobiha v systému proteinu C $tépeni
faktoru Va, ktery nésledné zGstava inaktivovany a miiZe se podilet na zvySovani hladiny

trombinu (Pecka, 2004).

Mutace je primarné autozomalné dominantné dédi¢na. Vyskyt v evropské populaci
je 5—9 % a vzacné se vyskytuje u africké a asijské populace (Prochazka, 2003). V Ceské
republice se mutace vyskytuje zhruba u 8 % obyvatelstva (Kvasnicka, 2012).
Heterozygoti maji riziko TEN 5 — 10ti nasobné. U homozygotnich jedinct, ktefi se v nasi
populaci vyskytuji vzacné, je riziko tromboembolickych komplikaci 50 - 100 nésobné,
navic se zvySuje riziko retrombdzy. Behem gravidity mize riziko TEN stoupat az 50ti

nasobné. (Prochazka et al., 2003).
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Ptitomnost Leidenské mutace zvySuje riziko fetalnich ztrat po 10. - 12. tydnu
téhotenstvi, zvysuje riziko ristové retardace plodu, preeklampsie a abrupce placenty

(Gaillyova et al., 2005).
2.4.6. Diagnostika mutace faktoru V Leiden

V diagnostice se pouzivaji 2 typy testi, a to funkéni test vySetieni APC-R, kdy se
stanovi pomér koagula¢niho Casu s aktivatorem ke koagula¢nimu Casu bez aktivatoru.
Dle urceného poméru hodnoty nizkého proteinu C ukazuji na Leidenskou mutaci,
hodnoty vyssi nez stanovena mez musi byt vySetfeny genovou analyzou, coz je druhy
test, ktery stanovuje Leidenskou mutaci molekularné genetickym vySetfenim faktoru

V metodou PCR (Kubisz, 2005).

2.4.7. Trombofilie a téhotenstvi

Tehotenstvi je z hematologického pohledu jiz samo o sob¢ ziskany hyperkoagulaéni
stav. Souvisi s podstatnymi zménami v celém systému hemostazy i fibrinolyzy.
V pribéhu gravidity jsou splnéna vSechna tfi kritéria Virchovy triddy. Zvysuje se kapacita
zilniho tecisté s venostazou. V pritbé¢hu porodu dochézi k poskozeni endotelu. Vyrazné
se zvysuje plasmatickd koncentrace koagulacnich faktord I, VII, VIII, IX a X. Naopak
koncentrace faktort XI a XIII se snizuje. Faktory V a XII zlstavaji beze zmény nebo jsou
zvySeny jen mirn€. Aktivita pfirozenych inhibitorti koagulace se sniZuje, vyznamné se
snizuje hladina celkového i volného proteinu S. V gravidité¢ se snizuje citlivost viici
aktivovanému proteinu C. Hodnoty protrombinového a trombinového ¢asu jsou lehce
zkraceny, krvacivost a srazlivost jsou beze zmény. Piedpoklada se, Ze uvedené zmény
omezuji riziko krvaceni po porodu a pfedstavuji pfirozenou ochranu organismu Zeny
Vv tehotenstvi. Hladiny koagula¢nich faktort se po porodu ustali do 2 tydnt (Kvasnicka,
2003).

V gynekologii a zejména porodnictvi hraji trombofilni stavy dileZitou roli
V etiopatogenezi mnoha zavaznych stavi a jsou spojeny se zvySenym rizikem matei'ské
a perinatalni morbidity a mortality (Prochazka, 2003). V té€hotenstvi se vyznacuji celou
fadou projevu (tab. 2), od hluboké zilni trombozy a plicni embolie, pres opakované ztraty
plodu, ptedcasného odlucovani placenty, HELLP syndromem, nitrodélozni ristovou

retardaci plodu aZ po nitrodélozni smrt plodu. K pozdnim komplikacim v té¢hotenstvi patii
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abrupce placenty nebo rozvoj preeklampsie. Dle riznych studii a pfedpokladu trpi zhruba
65% Zen suvedenymi téhotenskymi problémy néjakou formou trombofilnich stavi

(Kvasnicka, 2003).

Tab. 2: Projevy trombofilii v gravidité,

Komplikace v téhotenstvi

opakujici se abrupce
Typ trombofilie potraty IUGR preeklampsie | HELLP placenty
APC-R ++ ++ ++ + ++
FVL ++ ++ ++ + +
Deficit antitrombinu ++ ++ + - -
Deficit proteinu C + ++ + - -
Deficit proteinu S + ++ + + -
Dysfibrinogenémie + + - - -
P G20210A + + - -
Antifosfolipid.syndrom ++ ++ ++ + -
Kombinace trombofilii ++ ++ + + -

IUGR-nitrodélozni rtistova retardace plodu;HELLP-tzv. HELLP syndrom;P G20210A-mutace genu pro protrombin
Stupeii souvislosti: + pravdépodobna souvislost; ++ prokazana souvislost; - neprokdzana souvislost

Zdroj: Upraveno dle Kiepelka, 2007

Pfitomnost trombofilni mutace nutn€ nemusi znamenat nezddouci pribéh
t€hotenstvi, ale existuji faktory, které sklon k nepfiznivému vyvoji vyvolavaji. VEk
pacientky, obezita, koufeni jsou z n€kterych rizikovych faktord. Dal$im neprospéSnym
faktorem je souhra dvou a vice trombofilnich stavi, vrozenych 1 ziskanych, mezi které je

nutné zahrnout i t€hotenstvi takové (Kvasnicka, 2003).

2.4.7.1. Lécba trombofilii v gravidité

Cilem léc¢ebnych opatfeni u Zen s trombofilnim stavem v gravidité je jednak zabranit
rozvoji hluboké zilni trombozy a dalSich zavaznych stavli matefské morbidity a jednak
zajistit uspéSné ukonceni t¢hotenstvi porodem zdravého novorozence. Rliznorodé situace

vyzaduji rizné zplisoby antikoagulaéni 1écby (Kvasnicka, 2003).
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2.5. Antikoagula¢ni lécba

Antikoagula¢ni 1écba slouzi k prevenci i 1écbé tromboembolické nemoci, tim Ze
brani vzniku trombinu a jeho nasledné pfeméné fibrinogenu na fibrin, s u¢inkem zabranit
srazeni krve a vzniku trombu (Pecka, 2004). Antikoagula¢ni 1é€bou se posiluje ucinek
antitrombinu K nepfimému vyvazani trombinu (nefrakcionovany heparin), ¢i vyvazani
aktivniho FXa (nizkomolekularni heparin). Hlavnim ucelem antikoagula¢ni 1écby je co
nejrychleji dosdhnout stabilni u¢inné l1écebné davky a udrzeni této davky v terapeutickych

mezich (Pecka, 2004).

Pouzivana antikoagulancia pro prevenci i 1écbu zilniho tromboembolismu mizeme

rozd¢lit na tfi zakladni skupiny 1€ki:

a) nepiimé inhibitory trombinu - hepariny, kam zatazujeme nefrakcionovany standartni
heparin (UHF) a nizkomolekularni heparin (LMWH) a pentasacharidy, které se aplikuji

injekené,

b) nepfimé inhibitory trombinu, kam patii kumarinové preparaty, antagonisté

vitaminu K, které se uZivaji per os,

¢) ptimé inhibitory trombinu, kam patii hirudin, ximelagatran a podobné latky, které se

uzivaji injekéné nebo peroralni formou (Kvasnicka, 2004).

V téhotenstvi je antikoagulacni 1éCba spojena s rizikem pro matku 1 dité. Dité je
vystaveno rizikilm v prvnim trimestru, kdy muize byt ohroZeno embryopatii,
Vv 2. a 3. trimestru je ohroZeno mozkovym krvacenim a béhem porodu intracerebralnim
krvacenim. Rizikem pro matku je tromboembolie pfi nedostatecné antikoagulacni 1é€bé

a krvaceni v obdobi porodu (Kvasnicka, 2004).

2.5.1. Nefrakcionovany heparin

Nefrakcionovany heparin je nepiimym inhibitorem trombinu. Je to heterogenni smés
polysacharidovych fetézct rizné molekulové hmotnosti v rozmezi od 3 000 do 40 000
daltonii, jeZ obsahuje primérmné¢ 45 monosacharidovych jednotek. K terapeutickym
ucelim je ziskdvan enzymatickym Stépenim z riznych zvifecich sliznic (pfevazné
ze stfev a plic vepiil). Heparin se vSak nachdzi i v lidském téle. Je oznacovan jako

endogenni heparin. Pfevazné se vyskytuje v intracelularnich granulich zirnych bunék
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kolem stén tepen v jatrech, plicich a pokozce, ze kterych se uvoliiuje pti poranéni nebo

pfi alergickych reakcich. Je obsazen rovnéz v buiikach bazofilti (Kvasnicka, 2004).

Nefrakcionovany heparin neprochazi placentou, neni pfenaSen do matefského
mléka. Rizikem dlouhodobého podéavani je trombocytopenie a osteopordza. Dlouhodoba
1écba béhem tehotenstvi vyzaduje Casté laboratorni kontroly, intravendzni 1é¢ba je pro
pacientku obtézujici. Pfi subkutanni 1écbé neni Groven 1éCby stabilni a zvySuje riziko

tromboembolie pro matku.

V porodnictvi je heparin uzivan pii 1écbé DIC a 1écbé preeklampsie (Kvasnicka,
2004).

2.5.2. Nizkomolekularni heparin

Nizkomolekularni hepariny (LMWH) jsou v soucasnosti povazovany za optimalni

1é¢bu vétsiny trombofilnich stavii v obdobi t€hotenstvi a Sestined¢li.

LMWH se ziskédvaji frakcionaci heparinu, kdy dochéazi k postupnému S$tépeni
heparinovych fetézci na nizkomolekularni slozky, ptfipadné az na jednotlivé
oligosacharidy (Pecka, 2004). Molekulova hmotnost je nizsi nez u heparinu (Kessler et
al., 2010), a pohybuje se v rozmezi od 4 500 do 6 000 daltonti (Pecka, 2004). Od heparinu
se lisi tim, Ze zajis$t'uji stabilni Groven koagulace, rychleji se dosahne terapeutické urovné,
nehrozi riziko osteopor6zy a snizuje se riziko krvacivych komplikaci a vedlejSich ti€inkt
(Indrdk, 2014). Hlavni piednosti nizkomolekuldrnich heparinti je pomérné dobra

predvidatelnost ¢inku a lepsi snasenlivost.

Uginek, ktery puisobi proti vzniku trombézy je zprostfedkovan hlavné ptisobenim

na faktor Xa (Indrak, 2014).

Pii antikoagulaéni 1é€bé LMWH je v t€hotenstvi nutna kontrola, kde se ucinnost
kontroluje stanovenim anti-Xa aktivity. Odbér je nutné provadét 3-4 hodiny po aplikaci
LMWH. Pro profylaxi je doporu¢ovano rozmezi 0,2 — 0,4 aXalU/ml, pro lécbu je

doporucovano rozmezi 0,6 — 1,0 aXalU/ml (Kessler et al., 2010).

Nizkomolekuldrni heparin se obvykle aplikuje injekci do podkozi subkutanné.
Snadnou aplikaci se nizkomolekularni hepariny prosadily do ambulantni 1é¢by. V CR

jsou dostupné pripravky: dalteparin — pod nazvem Fragmin, enoxaparin — pod nazvem
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Clexane, nadroparin — pod nazvem Fraxiparine a bemiparin — pod nazvem Zibor (Indrak,
2014).

2.5.3. Kumarinova antikoagulancia

Kumarinova antikoagulancia jsou antagonisté vitaminu K, jez ovliviiuji hladinu
vitaminu K dependentnich koagulacnich faktori a inhibitorti. V té¢hotenstvi jsou vétSinou
kontraindikovany. Prostupuji placentou a v minimalnim mnozstvi je 1ze nalézt v mléce
kojicich matek. Plod je vystaven vys$si davce nez matka, protoze doposud nema vyvinuty
systém jaternich enzymi a ma niz8i hladinu vitamin K dependentnich koagula¢nich
faktorii. Zv1asté v prvnim trimestru miize byt tedy pfedavkovan, zatimco matka je ¢inné
lé¢ena. Podavani kumarinovych antikoagulancii v prvnim trimestru je Spojeno
s embryopatii a Casnymi potraty, ve 2. a 3. trimestru s fetdlnimi a neonatalnimi
hemoragiemi a abrupcemi placenty. Anomalie CNS se mize vyskytnout v kterémkoli

trimestru (Kvasnicka, 2004).

Proto vzhledem k moZznému poskozeni vyvoje plodu se nepodavaji antagonisté

vitaminu K t€hotnym zenam. (Kvasnicka, 2004).

V klinické praxi jsou k dispozici l1éky pod ndzvy Warfarin nebo Lawarin.

2.5.4. Primé inhibitory trombinu

Ptimé inhibitory trombinu se vazi pfimo na molekulu trombinu bez dalsi
zprostiedkujici latky. Jednd se o antikoagulancia, mezi kterd patti hirudin vylu¢ovany
pijavicemi. Dale sem patfi disirudin a bivalirudin, ktefi jsou vyrabény DNA technologii
z hirudinu a blokuji trombin na dvou mistech (Kvasnicka, 2004). Pomérn¢ nova
antikoagulancia jsou v Ceské republice b&Zné pouzivané dva preparaty Dabigatran —
pod nazvem Pradaxa a Rivaroxaban — pod nazvem Xarelto, které se uzivaji v profylaxi
TEN pfi nahradach kycelnich a kolennich kloubi. Nastup ucinku je rychly, maximalni
koncentrace v plasmé se dosahuje do 2 hodin po podani. Rutinni monitorace z divodu
dobrého piedvidatelného plsobeni neni nutnd. Mezi nevyhody patii neznalost

specifického antidota (Kréova et al., 2012).
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3. Cil prace a hypotézy

3.1. Cile prace

Potvrdit zvyseni koncentrace D-dimerd v pribéhu téhotenstvi u zZen s mutaci FV
Leiden oproti zendm bez této mutace a stanovit primeérné koncentrace D-dimera

Vv jednotlivych tydnech a trimestrech téhotenstvi.

Dokazat, ze antikoagulacni 1é€ba ma vliv na koncentraci D-dimert v pribéhu

téhotenstvi.

3.2. Hypotézy
Hypotéza 1: Hladina D-dimeri postupné nartsta po celou dobu téhotenstvi.

Hypotéza 2: Antikoagulacni 1é¢ba ma vliv na hladinu D-dimert v t€hotenstvi.
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4. Metodika

Popisuji zde laboratorni proces kvantitativniho stanoveni hladiny D-dimert

provadény v Laboratofi hematologie Nemocnice Ceské Budgjovice.

4.1. Diagnosticky proces

Laboratorni diagnosticky proces, ktery vede k ziskani vysledku lze rozdélit na tii
faze, a to preanalytickou, analytickou a postanalytickou ¢ast.

Preanalyticka cast diagnostického procesu je formulovana jako obdobi od indikace
vySetfeni lékafem az po vlastni analyzu biologického materialu v laboratofi. Analyticka
¢ast navazuje na fazi preanalytickou a zahrnuje vlastni analyzu. Postanalyticka faze je
faze konec¢na, ktera zahrnuje obdobi od ziskani vysledkt az po predani vysledka 1ékafi.

(Racek, 2010).

4.1.1. Preanalyticka faze

Preanalyticka faze pfedstavuje pfipravu pacienta na odbér biologického materidlu,
vlastni samotny odbér, uchovani vzorku a transport odebrané¢ho biologického materidlu
do ptislusné laboratote a jeho ptipravu k analyze.

Preanalytickd faze, kterd ptredchézi vlastni analyze v laboratofi, mize byt zdrojem
mnoha chyb. Je zndmo, ze az 50% chybnych vysledkii je zplsobeno nedodrZzenim
pravidel preanalytické faze. Proto je nutné, aby kazda laboratot byla vybavena laboratorni
ptiruckou, ve které jsou shrnuty vSechny informace a potiebné instrukce. Tim se

minimalizuje riziko vzniku chyb, které nasledné¢ mohou poskodit pacienta.

4.1.1.1. Pied odbérem — prFiprava pacienta
Vysledky pacienta mize ovlivnit fada ovlivnitelnych i neovlivnitelnych faktort,

které se mohou vyskytnout pfed odbérem biologického materialu (tab. 3) (Racek, 2010).

Tab. 3. Ovlivnitelné a neovlivnitelné faktory pied odbérem biologického materialu
Faktory ovlivnitelné — fyzicka aktivita, psychicky

stres, vliv potravy a tekutin, koufeni, 1éky

Osoba pacienta Faktory neovlivnitelné — pohlavi, rasa, vék,
gravidita, soucasn¢ probihajici jind nemoc

Zdroj: Upraveno dle Racek, 2010
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4.1.1.2. Odbér

Odbér krve se provadi vétsSinou rano, nalacno, v poloze vsed¢ nebo vleze ze Zily
V pazi. Masaz, palpace ruky nejsou vhodné, protoze mohou zptsobit zmény nékterych
krevnich komponent. Odbér by mél probihat pokud mozno bez zatazeni paze (Racek,
2010). V Nemocnici Ceskych Bud&jovicich je k odbéru pouzivan systém Becton
Dickinson Vacutainer.

Na kvantitativni stanoveni hladiny D-dimera je urcena vakueta se svétle modrym
uzavérem. Krev se odebira uzavienym systémem do ptfedem oznacené vakuety s 0,109 M
citritem sodnym v poméru 1 dil citratu a 9 dilt krve. Tento pomér je nutno dodrzet.
Po odbéru je potifeba nékolikerym otoCenim krev Setrné promichat. Nedostatecné
promichdni miize vést ke vzniku neziddouci sraZeniny a nutnosti nového ndbéru

(Kasparova, 2017).

4.1.1.3. Transport

Transport biologického materialu musi byt dostate¢n¢ rychly, Setrny a pii adekvatni
teploté, aby vzorky urcené k analyze byly co v nejkrat$i dobé v laboratotfi a mohly byt
déale zpracovany. Krev je tfeba pii transportu chranit pfed extrémni vnéjsi teplotou
a svétlem, proto by mél byt materidl transportovan v odpovidajicich transportnich
boxech oznafenych symbolem biohazard a chranén pfed pfimym svétlem tak, aby byl
zajiStén bezpecny transport a byly dodrZzeny podminky preanalytické faze. Ke kazdému
vzorku, ktery je uréen ke zpracovani v laboratofi, je nutné pfiloZit spravné vyplnénou

zadanku (Kasparova, 2017).

4.1.1.4. Pfijem materidalu do laboratorie

Kazda Zadanka a vzorek musi byt fadné€ oznaceny. Pracovnik pfijimajici material
provede pfezkoumani (rozsah vyplnéni zaddanky, identifikace vzorku, spravnost pouZzité
odbérové zkumavky, kvalita a mnoZstvi vzorku) a ozna¢i vakuetu i1 Zadanku stejnym
identifika¢nim S$titkem s unikdtnim alfanumerickym koédem, pod kterym je vzorek
Vv laboratoii zpracovavan. Pracovnik poté zada potfebné udaje na zadance
do laboratorniho informaéniho systému (LIS).

Po zadani tdaji ze zddanky do LIS je nutné vSechny vzorky zcentrifugovat.
Centrifugaci — odstfedénim nesrazlivé krve ziskdme plasmu, ktera je pouZita pro vlastni

meéfeni. Vzorky centrifugujeme po dobu 15 minut ptfi 1500 g. Po odstiedéni vzorkl
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nasleduje jejich vizualni kontrola. Vzorky, které obsahuji sraZzeniny, anebo u nich neni
dodrzen pomeér citratu a plasmy je nutno vytadit (Rouckova, 2016 a). Nezadouci zmény
vzorku — hemolyza, chylozni ¢i iktericka plasma, se zaznamenaji k vySetieni. Vysledky
testu mohou byt témito jevy ovlivnény.

Zakal plasmy, ktery je zpiisoben vysSi hladinou lipidi, a castecky ptfitomné
ve vzorcich mohou vysetieni rovnéz ovlivnit. Proto je takové vzorky potieba pied vlastni
analyzou znovu centrifugovat po dobu 10 minut pfi rychlosti 15 000 g. Lipemické vzorky
nebo vzorky, které obsahuji ¢astecky neodstranitelné centrifugaci, je tieba z vySetfeni
vyloucit (Rouckova, 2015).

Vzorky mohou obsahovat 1 heterofilni protilatky (napf. revmatoidni faktory nebo
lidské protilatky proti mysim — tzv. human anti-mouse antibodies (HAMA), které mohou
reagovat pii analyze a vést k faleSn¢ negativnim nebo pozitivnim vysledkiim (Rouckova,

2015).

4.2. Analyticka faze
Analyticka ¢ast navazuje na fazi preanalytickou a zahrnuje vlastni analyzu. Mezi
zakladni analytické vlastnosti metody patii dvé zakladni charakteristiky oznaCované

pojmy preciznost a pravdivost (Racek, 2010).

4.2.1. Koagulacni analyzdtor

V Nemocnici Ceské Budé&jovice, v Laboratofi hematologie je pouzivan k vysetfeni
hemokoagulace koagula¢ni analyzator Sysmex CS -5100 (obr. 4) a Sysmex CS — 2100i.

Sysmex CS — 5100 a Sysmex CS — 21001 jsou pln¢€ automatizované hemokoagulacni
analyzatory slouzici k in vitro diagnostice. Sysmex CS — 5100 testuje velké mnozstvi
vzorkll s poZadovanou rychlosti a pfesnosti. Sysmex CS — 21001 je mensi analyzator
s niz§i rychlosti stanoveni vySetfeni, proto slouzi jako pomocny k pfistroji Sysmex CS —
5100. Oba pfistroje analyzuji vzorky pomoci koagula¢nich, chromogennich

a imunologickych metod (Rouckova, 2016 b).

28



AEE———
&' &' &
Obr. 4: Koagula¢ni analyzator Sysmex CS-5100.

Zdroj: Siemens Healthcare Diagnostics.

4.2.2. Princip metody

Ke kvantitativnimu stanoveni hladiny D-dimert potiebujeme soupravu reagencii
Innovance D-dimer, ktera je vyrabéna spole¢nosti Siemens Healthcare Diagnostics. Jedna
se 0 imunoturbidimetricky test. Innovance D-dimer test spociva v tom, ze k vzorku
vySetiované plasmy pfidame reagencii polystyrénovych Castic kovalentné pokrytych
monoklonalnimi protilatkami, kdy dojde k provazani D-dimert s ¢asticemi, k jejich
shlukovani a ke zvySeni zadkalu v plasmé. Intenzita zadkalu je méfena pomoci zmény
svételné absorbance a je pfimo umérna koncentrace D-dimera (Siemens Healthcare

Diagnostics, 2014).

4.2.3. Potiebné reagencie
Souprava Innovance D-dimer je vyrabéna spolecnosti Siemens Healthcare

Diagnosics. Jeji soucasti jsou Reagent, Buffer, Supplement a Diluent a Calibrator
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(obr. 5). K vnitini kontrole kvality je pouZivana reagencie Innovance D-dimer Controls.

Vsechny reagencie musi byt ulozeny v chladu pfi teploté 2 — 8 °C.

Obr. 5: Souprava reagencii Innovance D-dimer.

Zdroj: Siemens Healthcare Diagnostics, 2017.

Innovance D-dimer Reagent je lyofilizovana smés, ktera obsahuje polystyrénové
castice pokryté mySimi monoklonalnimi protilatkami proti D-dimerim. Dale obsahuje
lidsky sérovy albumin a antibiotika jako konzervaéni latky.

Innovance D-dimer Buffer, jedna se o kapalny pufrovany fyziologicky roztok. Dale
obsahuje Dextran a Imidazol. Jako konzervaéni prostiedek je zde pouzit azid sodny.

Innovance D-dimer Supplement je kapalny pufrovany fyziologicky roztok, ktery
obsahuje ¢inidlo blokujici heterofilni protilatky. Konzerva¢nim prostiedkem je zde azid
sodny.

Innovance D-dimer Diluent, jedna se o kapalny pufrovany fyziologicky roztok
s ptidavkem Imidazolu. Roztok je potifebny pro fedéni vzorkl s vysokou koncentraci
D- dimert.

Innovance D-dimer Calibrator je lyofilizovand lidska plasma, kterd obsahuje
D- dimery v koncentraci 5,0 mg/l FEU. Konzervaéni latka je azid sodny.

Innovance D-dimer Controls jsou atestované kontrolni plasmy na bazi lyofilizované
lidské plasmy pro hodnoceni piesnosti a analytické odchylky s deklarovanym
referenénim a patologickym rozmezim pii stanoveni hladiny D-dimeru (Siemens

Healthcare Diagnostics, 2016).
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4.2.4. Priprava reagencii

Lyofilizovana reagencie Innovance D-dimer Reagent zahiata na pokojovou teplotu
je rozpusténa v 4,0 ml destilované vody. Po smichéni se roztok necha rozpoustet
pti teploté 15 — 25 °C po dobu nejméné 15 minut, aby doslo k dikladnému rozpusténi
lyofilizovaného materidlu. Kapalné¢ reagencie Buffer, Supplement a Diluent jsou
pfipraveny k pfimému pouziti. Reagencie se umisti na pfisluSné pozice

Vv automatizovaném hemokoagula¢nim analyzatoru (Rouckova, 2015).

4.2.5. Kalibrace

Kalibra¢ni kiivka je na principu log-log a je uréena zménami svételné absorbance
Vv zavislosti na mg/l. Mezi koncentraci D-dimeru, kterou ptedstavuje osa X a zménou
svételné absorbance, coz je 0sa Y, existuje linearni vztah, pokud jsou oba parametry

analyzy zakresleny do grafu (obr. 6) (Siemens Healthcare Diagnostics, 2014).

Zména svételné
absorbance
(skute¢na
hodnota)

g
Ll

Koncentrace nebo procento aktivity
(skutecna hodnota)

Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka log-log pro stanoveni koncentrace D-dimert.

Zdroj: Siemens Healthcare Diagnostics, 2014

4.2.6. Princip analyzy

Ke vzorku vySetfované plasmy je pfidana reagencie. Smés plasmy a reagencie je
vystavena svételnému paprsku. Jedna se o vysokofrekvencni svétlo, které prochazi
kyvetou se vzorkem s ptidanou reagencii. B€hem procesu, kdy polystyrenové Castice

reaguji s antigeny D-dimert, jsou zjistovany zmény prochazejiciho svétla.
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Svétlo ze svételného zdroje je pomoci 5 filtrG separovano na slozky 340 nm, 405 nm,
575 nm, 660 nm a 800 nm. Separované svétlo je optickymi vlakny vedeno do pozic
detektoru (obr. 7). V kazdé pozici detektoru sviti svétlo na kyvetu se vzorkem a ptidanou
reagencii. Svétlo prochazejici pres vzorek je detekovano fotodiodou. Toto prochazejici
svétlo je konvertovano na elektricky signal, ktery je zpracovavan mikropocitaCem
ke zjisténi zmény svételné absorbance.

Jelikoz 1ze hodnotit vice vlnovych délek, vzorek s chybou analyzy v hlavni vinové
délce je hodnocen za pouziti dalsi vinové délky. Tato funkce umoziuje snadno ziskat
analytické udaje, které jsou obtizn¢ hodnotitelné za pouziti pouze hlavni vinové délky
jako v piipadé vzorkd ovlivnénych fyziologickymi inhibitory a vzorkl s nedostate¢nou

intenzitou koagulac¢ni reakce.

Svételny zdroj ‘
(halogenova lampa) Filtr

Viakno

|
|
\

\
Fotodioda

Obr. 7: Detektor koagula¢niho analyzatoru Sysmex CS—5100.
Zdroj: Siemens Healthcare Diagnostics, 2014

Intenzita prochézejiciho svétla je métena od pocatecni doby startu do doby ukonceni
analyzy. Ke zjiS§téni zmény svételné absorbance za minutu je pouzita funkce linearni
regrese. Naméfend zmena svételné absorbance je piimo umérna koncentraci D-dimera

v meteném vzorku (Siemens Healthcare Diagnostics, 2014).
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4.3. Postanalyticka faze

Referen¢ni rozmezi D-dimert u dospélych je 0 — 0,50 mg/l FEU, které je nastaveno
dle Doporugeni Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP.

ZvySena hladina D-dimerti se objevuje pii hlubokych Zilnich tromboézach, plicni
embolii, DIC a pfi rozsahlém traumatu. Fyziologicky se hladina D-dimert zvySuje béhem
téhotenstvi. V gravidité se hladina D-dimerti miize zvysit az na 4,05 mg/l FEU v pribéhu
3. trimestru. Takto nastavena hladina v téhotenstvi je dana dle poskytnutych dat firmou

Siemens Healthcare Diagnostics provadénou studii u t¢hotnych zen (Kunzmann, 2006).
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5. Vysledky

Veskera data jsem ziskavala z databaze laboratorniho informacniho systému (LIS)
OpenLims a nemocni¢niho informacniho systému (NIS) NisAkord v Centralnich
laboratotich v Laboratofi hematologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Ziskana data
jsem upravovala programem Microsoft Excel.

Zpracovavala jsem soubor pacientek Oddé€leni klinické hematologie v Nemocnici
Ceské Budgjovice za 1. pololeti roku 2015, u nichz byly méfeny koncentrace D-dimert.

V LIS jsem vyhledala stanovené hodnoty D-dimerti vSech pacientek hematologické
ambulance, u nichz bylo v 1. pololeti roku 2015 provedeno kvantitativni stanoveni
hladiny D-dimert. K potvrzeni cile mé prace jsem si zvolila horni a dolni mez véku
od 18 do 40 let, coz bylo zvoleno kvuli mozné gravidité pacientek. U mladsich a starSich
ro¢nikd je t€hotenstvi méné pravdépodobné.

U téchto pacientek jsem pomoci databaze NIS zjistovala, zda u nich byla prokazana
mutace faktoru V Leiden, coZ je vrozeny trombofilni stav s negativni osobni anamnézou
tromboembolie. Pro potvrzeni cile jsem rovnéZ v databazi NIS dohledéavala, zda jsou Zeny
té¢hotné a v jakém tydnu gravidity se nachdzeji. V piipad¢ t€hotenstvi, coz je u téchto Zen
rizikovy faktor, je nutna prevence v této situaci. Pacientkdm je doporucovana
antikoagulacni 1écba, kterd slouzi k prevenci i 1é€bé TEN s ti€inkem zabranéni srazeni
krve a vzniku trombu. V hematologické ambulanci jsou k prevenci doporucovany
nizkomolekularni hepariny, a to preparaty Clexane a Fraxiparine, které si pacientky
aplikuji subkutanné.

Takto upravena data z obou systémi jsem zadala do souhrnné tabulky (ptiloha 1).
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5.1. Celkova prevalence souboru

Celkovy analyzovany soubor tvoii 234 pacientek ve véku 18 — 40 let. Tuto hranici
véku jsem si zvolila diky mozné gravidité. U té€chto Zen byla v priib&hu prvni poloviny
roku 2015 méfena koncentrace D-dimert. U nékterych téchto zen byla hladina D-dimert
meéfena v prubéhu daného obdobi Castéji, u nékterych zen pouze jednou.

Bylo zjisténo, ze k vySetfeni stanoveni D-dimerd bylo indikovano celkem za dané
obdobi 234 Zen. Ztohoto poctu, 124 (53 %) Zen trpi mutaci faktoru V Leiden.
U 110 (47 %) zen nebyla tato mutace prokazana. Primérny vék u zen s Leidenskou

mutaci je 29let, u zen bez této mutace je primérny vék 31 let.

Tab. 4: Pocty zen s mutaci FV Leiden a bez této mutace a jejich praimérny vek.

Pocet Pocet v % Primérny vék Zen
Zeny s FV Leiden 124 53% 29,8
Zeny bez FV Leiden 110 47% 31,2

Zdroj: Vlastni vypocty.

Celkovy pocet vySetienych Zen (prevalence
Leidenské mutace) na OKH v 1.poloviné 2015

m Zeny s FV Leiden

= Zeny bez FV Leiden

Obr. 8: Celkovy pocet vysetienych Zen.
Zdroj: Vlastni vypocty.
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5.2. Porovnani prumérnych koncentraci D-dimeru u Zen s mutaci

faktoru V Leiden a u Zen bez této mutace

Prvotni soubor analyzovanych dat byl dale rozd¢len na zeny s diagnostikovanou
mutaci faktoru V Leiden a na Zeny bez této mutace (tab. 5). Bylo vypocteno, ze 77 (62 %)
zen z celkového poctu pacientek s diagnostikovanou mutaci faktoru V Leiden bylo v té
dobé gravidni a v rizném tydnu t€hotenstvi. Negravidnich Zen s mutaci faktoru V Leiden
bylo 47 (38%). Gravidnich Zen bez Leidenské mutace bylo 45 (41%) a negravidnich Zen
bez této mutace bylo 65 (59 %).

Tab. 5: Rozd¢leni zen dle gravidity a dle mutace faktoru V Leiden (FVL).

Zeny s mutaci FVL Zeny bez mutace FVL

Pocet % zastoupeni Pocet % zastoupeni
Gravidni Zeny 77 62% 45 41%
Negravidni Zeny 47 38% 65 99%
Celkem 124 100% 110 100%

Zdroj: Vlastni vypocty.

Jak jiz bylo uvedeno v tivodu, n€které pacientky, zejména ty té¢hotné, se odbéru krve
zucCastnily nékolikrat, hladina D-dimeru jim byla méfena v pribéhu dané¢ho obdobi
castgji. U nékterych Zen byla hladina D-dimeru méfena za dané obdobi pouze jednou.

Z takto upravenych dat byla zpracovéana zakladni statisticka analyza.

Tab. 6: Koncentrace D-dimerti v mg/l FEU u zen s mutaci faktoru V Leiden (FVL).

Pocet Prim. Smérodatna

vzorki |koncentrace | Median Min. Max. odchylka
Gravidni Zeny s FVL 157 1,480 1,280 0,160 6,960 1,072
Negravidni Zeny s FVL 52 0,310 0,290 0,090 1,030 0,172

Zdroj: Vlastni vypocty

Tab. 7: Koncentrace D-dimerti v mg/l FEU u zen bez mutace faktoru V Leiden (FVL).

Pocet Prim. Smérodatna
vzorki |koncentrace | Median Min. Max. odchylka
Gravidni Zeny bez FVL 116 1,270 0,950 0,170 7,110 1,166
Negravidni Zeny bez FVL| 88 0,440 0,320 0,080 2,870 0,454

Zdroj: Vlastni vypocty
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Z uvedenych dat byly pouzity primérné koncentrace D-dimert Zen s Leidenskou
mutaci a bez Leidenské mutace, a to t€hotnych a netéhotnych zen, které byly pouzity
Kk potvrzeni hlavniho cile bakalafské prace, a to ze koncentrace D-dimert v t€hotenstvi
U zen s Leidenskou mutaci jsou vyssi nez u gravidnich zen bez této mutace. Vypoctené

pramérné koncentrace byly zaznamendny do grafu (obr. 9).

Porovnani priimérnych koncentraci D-dimer( u Zen s
Leidenskou mutaci a u Zen bez Leidenské mutace

16
1,4

1,2

[N

0,8

0,6

Koncentrace D-dimerd v mg/| FEU

0,4

0,2

Zeny bez Leidenské mutace Zeny s Leidenskou mutaci
H negravidni Zeny  E gravidni Zeny

Obr. 9: Porovnani pramérnych koncentraci D-dimert

Zdroj: Vlastni vypocty

Z uvedenych dat byl zjistén nartst hladiny D-dimerd u gravidnich Zen s Leidenskou
mutaci vici t€hotnym Zendm bez této mutace.

Z dat je téz patrné, Ze v t€hotenstvi stoupa hladina D-dimert. Hladina D-dimert jisté
stoupa po celou dobu téhotenstvi, ale neni jasné, kdy k tomuto nartstu dochazi. S nejvetsi

pravdépodobnosti dochdzi k nartistu D-dimerti pozvolna, vrcholu dosdhne v poslednich
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tydnech t€hotenstvi a pifi porodu. Proto jsem se rozhodla uspotadat data podle tydna
t€hotenstvi a podle jednotlivych trimestrii v zavislosti na hladin¢ D-dimert. Z dat jsem

vyhotovila tabulky a grafy.

5.3. Rozdéleni téhotenstvi dle tydnii
Celkovou dobu téhotenstvi jsem rozdé¢lila na urcité ¢asové useky zhruba po 5ti
tydnech téhotenstvi a spocitala jsem pramérné hodnoty koncentraci D-dimera

Vv jednotlivych ¢asovych obdobich.

Tab. 8: Primérné koncentrace D-dimerti v jednotlivych tydnech téhotenstvi.

Primérné koncentrace D-dimerd v mg/| FEU

Tyden téhotenstvi s Leidenskou mutaci bez Leidenské mutace
1. - 4. tyden 0,670 -

5.-9. tyden 0,719 0,260

10. - 14. tyden 0,777 0,470

15. - 19. tyden 1,040 0,587

20. - 24. tyden 1,745 0,771

25. - 29. tyden 1,830 0,995

30. - 34. tyden 1,586 1,307

35. - 40. tyden 2,130 1,738

Zdroj: Vlastni vypocty.

V grafu je znazorné€no porovnani primérnych koncentraci D-dimert v jednotlivych
casovych obdobich — tydnech t&hotenstvi a to u t€hotnych Zen s Leidenskou mutaci
a U zen bez Leidenské mutace. U Zen s Leidenskou mutaci je nejnizs$i priumérna
koncentrace D-dimerd 0,670 mg/l FEU, ktera byla zaznamenana v 1. - 4. tydnu
téhotenstvi, nejvyssi primérna koncentrace D-dimert je 2,130 mg/l FEU, kterad
predstavuje hodnoty v 35. tydnu a tésné pfed porodem. Tento postupny vzestup
predstavuje témér 300% nartist koncentrace D-dimert po celou dobu t€hotenstvi. Nejvétsi
vzestup koncentrace D-dimert je zaznamenan v 20. — 24. tydnu té¢hotenstvi a v 35. — 40.

tydnu téhotenstvi.

U Zen bez Leidenské mutace jsem v 1. — 4. tydnu téhotenstvi neméla dostateény

pocet vzorkl, tudiz jsem tuto hodnotu vynechala. Hodnoty primérnych koncentraci
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D-dimeri u Zen bez Leidenské mutace jsou v jednotlivych obdobich nizs$i nez

u téhotnych zen s Leidenskou mutaci.

Prumeérné koncentrace D-dimeru v téhotenstvi rozdélené

dle tydnii gravidity
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e koncentrace D-dimer(i Bez Leidenské mutace

Obr. 10 : Porovnani praimérnych koncentraci D-dimera v jednotlivych tydnech gravidity
u zen s Leidenskou mutaci a u Zen bez Leidenské mutace

Zdroj: Vlastni vypocty

5.4. Rozdéleni téhotenstvi dle trimestru

Obdobné jsem rozdélila celé t€hotenstvi do jednotlivych trimestrt. Jiz z tabulky je
zfejmé, Ze koncentrace D-dimeri u t€hotnych Zen s Leidenskou mutaci v jednotlivych

trimestrech je jednoznacné vyssi neZ u Zen bez Leidenské mutace.

Tab. €. 9: Primérné koncentrace D-dimerti v jednotlivych trimestrech

Primérna koncentrace D-dimert v mg/l FEU
Trimestr téhotenstvi Bez Leidenské mutace S Leidenskou mutaci
1. trimestr 0,350 0,620
2. trimestr 1,033 1,480
3. trimestr 1,672 1,790

Zdroj: Vlastni vypocty
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Z uvedeného grafu (obr. 11) rovnéz vyplyva, ze primérna koncentrace D-dimerQ

u téhotnych Zen s Leidenskou mutaci je podstatné vyssi nez u téhotnych Zen bez této

mutace. Koncentrace se postupné zvysuji po celou dobu téhotenstvi.

Porovnani primérnych koncentraci D-dimerti v
jednotlivych trimestrech téhotenstvi

2,000
1,800
1,600

Koncentrace D-dimerd v mg/| FEU

1. trimestr

M Bez Leidenské mutace

2. trimestr

Faze téhotenstvi

B S Leidenskou mutaci

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200 -
0,000

3. trimestr

Obr. 11: Porovnani primérnych koncentraci D-dimert v jednotlivych trimestrech.

Zdroj: Vlastni vypocty

5.5. Antikoagula¢ni 1é¢ba

K potvrzeni dil¢iho cile mé prace jsem se snazila setfidit analyzovana data podle

toho, zda pacientky uzivaji antikoagulac¢ni 1é¢bu, ktera je pacientkdm doporucovana

k 1é¢bé i k prevenci tromboembolické nemoci.

Do tabulky jsem zanesla primérné koncentrace D-dimert zen s Leidenskou mutaci

a bez Leidenské mutace, a to Zen, které jsou gravidni a které uzivaji antikoagulacni 1é¢bu

a gravidnich Zen, které¢ antikoagulacni 1é¢bu prozatim neuzivaji (tab. 10).

Tab. 10: Pramérna koncentrace D-dimert v souvislosti s antikoagula¢ni 1é¢bou

Primérna koncentrace D- dimerii v mg/l FEU

S Leidenskou mutaci

Bez Leidenské mutace

Gravidni Zeny
S 1é¢bou

Bez 1écby

S 1é¢bou

Bez lécby

1,551

1,296

1,532

0,806

Zdroj: Vlastni vypocty
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Protoze se v mé bakalaiské praci zabyvam gravidnimi Zenami s mutaci faktoru
V Leiden, soustiedila jsem se praveé na tyto zeny. U té¢hotnych Zen s Leidenskou mutaci
jsem vyhotovila primérné koncentrace D- dimerQ v jednotlivych tydnech té€hotenstvi,
a tou zen, které uzivaji antikoagulacni 1é¢bu a u zen, které antikoagulacni 1é¢bu prozatim
neuzivaji (tab. 11). Jelikoz jsem pro nékteré tydny t€hotenstvi neméla dostate¢ny pocet

vzorkll, primérné hodnoty D-dimert jsem u téchto tydna vynechala.

Tab. 11: Primérné koncentrace D-dimerti gravidnich zen s Leidenskou mutaci

v souvislosti s antikoagulaéni 1é¢bou.

Primérné koncentrace D-dimerti v mg/l FEU
Tyden t€hotenstvi u 7en s Leidenskou mutaci
Téhotné Zeny s léCbou | Tehotné Zeny bez leCby
1. - 4. tyden - -
5.-9. tyden 0,467 0,526
10. - 14. tyden 0,873 0,602
15. - 19. tyden 1,279 0,712
20. - 24. tyden 1,713 1,795
25. - 29. tyden 1,651 2,48
30. - 34. tyden 1,671 -
35. - 40. tyden 2,132 -

Zdroj: Vlastni vypocty.

V grafu (obr. 12) jsem naznacila vliv antikoagula¢ni 1é¢by na koncentraci D-dimerti
u gravidnich pacientek s Leidenskou mutaci, a to u zen, které uZivaji antikoagulacni

1é¢bu a u Zen, které prozatim antikoagulacni 1é¢bu neuZzivaji.
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Porovnani prumérnych koncentraci D-dimert v zavislosti
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Obr. 12: Porovnani pramérnych koncentraci D-dimert v zavislosti na antikoagulaéni
lécbe.

Zdroj: Vlastni vypocty

5.6. Rezistence na aktivovany protein C

Na malém poctu vzorkli jsem porovnala funkéni koagulac¢ni stanoveni APC
rezistence (APC-R) s genetickym vySetienim Leidenské mutace, které se stanovuje
metodou PCR. Zjistovala jsem, zda funkéni vySetfeni APC-R je dostatecné citlivé
pro screening nove prichozich pacientli s moznou Leidenskou mutaci. Vysledky APC-R
jsem porovnavala s vysledky genetického vySettenti.

Celkem jsem vybrala 97 vzorkd zen, které mély stanovené genetické vysetieni
mutace faktoru V Leiden metodou PCR a rovnéz hematologické vysetieni APC-R.

Principem funk¢niho testu vySetfeni APC-R je aktivace proteinu C hadim jedem
z Agkistrodon contortix (Jizni zmije). Nasledné se u vzorku plasmy provede stanoveni
ziedéného ,,Russels Viper Venom Time*. V pfipadé¢ normalniho vzorku je piidanim
aktivatoru k proteinu C vysledny ¢as prodlouzen 2 — 3x oproti v testu s pfidanim pufru.
U osob s mutaci faktoru V Leiden zpisobi aktivace proteinu C hadim jedem pouze malé
prodlouzeni oproti testu s pufrem (obvykle méné nez 1,5 nasobek). Pro stanoveni
vysledku by mél byt stanoven pomér koagulaéniho Casu s aktivatorem z hadiho jedu
ke koagulacnimu Casu bez aktivatoru.

Vysledky APC-R mensi nebo rovné 1,5 ukazuji na Leidenskou mutaci. Hodnoty

mezi 1,5 - 2,1 se oznacuji jako tzv. Seda zona a tyto hodnoty ukazuji na nizké koncentrace
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proteinu C a tyto vzorky by mély byt vySetfeny genovou analyzou. Hodnoty vétsi nez 2,1

nenaznacuji na Leidenskou mutaci (tab. 12).

Tab. 12: Porovnani funkéniho stanoveni APC-R s genetickym vySetienim mutace faktoru

V Leiden.
Pocet vzorku vySetfenych Pocetvp Ovnm,/' vzorki Pocevt n?gaf.vmrku % negativnich stanoveni
Hodnoty APC-R vySetfenych na vySetifenych na . .
na APCR ; . : . Leidenské mutace
Leidenskou mutaci Leidenskou mutaci
> 2,1 véetné 46 0 46 0%
1,5-2,1 (Seda zona) 25 21 4 16%
<1,5 véetné 26 26 0 0%

Zdroj: Vlastni vypocty

43



6. Diskuse

Je vSeobecn¢ znamo, ze v prubéhu téhotenstvi stoupa hladina D-dimert. Tato prace
se zabyva hladinou D-dimera v t¢hotenstvi u Zen s Leidenskou mutaci a vlivem piipadné
antikoagulacni 1écby na tuto hladinu.

T¢hotenstvi je z hematologického pohledu ziskany ,,fyziologicky* hyperkoagulacni
stav. Je to obdobi s vysSim rizikem tromboembolické nemoci. U téhotnych zen
s vrozenym trombofilnim stavem, ktery ptfedstavuje mutace faktoru V Leiden, riziko
trombozy signifikantné stoupa. Vysetfeni D-dimert v pribéhu t€hotenstvi je uzitecné
pro diagnostiku Zilni trombdzy a komplikace spojené s t€hotenstvim a v€asné zahajent
1é¢by (Eichinger, 2005).

Bylo zjisténo, ze z celkového poctu 234 sledovanych zen trpi mutaci faktoru
V Leiden 124 Zen, coZ je 53% (obr. 8). V Ceské republice se udava prevalence této
mutace piiblizné 8,8 % (Kvasnicka, 2012), coz je podstatné niz8i procento, ale musime
vSak pfihlédnout ke skutecnosti, ze dany soubor je nemocni¢niho prostredi, kde vétSina
téchto pacientek je v hematologické ambulanci dispenzarizovana a léCena prave
pro pfitomnost mutace faktoru V Leiden. Rovnéz i vybér sledovaného souboru, a to
vySetieni D-dimerti, které jsou indikovany u pacientek, u nichZ je podezieni
na trombofilni stav, ovlivnilo celkovou prevalenci tohoto souboru.

Byl zjistén pomérné velky podil t€hotnych Zzen (62%) s diagnostikovanou mutaci
faktoru V Leiden, které se nachazely v rizném tydnu t€hotenstvi (tab. 5). Pfitomnost
vrozené¢ho trombofilniho stavu Leidenské mutace a rizikového faktoru téhotenstvi
zvySuje riziko trombozy 8 — 52 nasobné (Robertson et al., 2006), takze proto pti kazdé
hematologické kontrole je u pacientek mimo jiné sledovéana i koncentrace D-dimerda.
Pravidelné kontroly hemokoagulac¢nich parametri v prubéhu téhotenstvi a peclivé
sledovani vyskytu tromboembolickych komplikaci je u gravidnich zen s trombofilnim
stavem nezbytné (Binder et al., 2012). Ostatni Zeny jsou sledovany v hematologické
ambulanci pro jiny hyperkoagulac¢ni stav ¢i jiné hematologické onemocnéni, napf.
pro mutaci protrombinu G20210A, pro hyperhomocysteinémii nebo zvysenou hladinu
faktoru VI1II.

Pii statistické analyze byly zjiStény primérné koncentrace D-dimert u te¢hotnych
a netéhotnych Zen s Leidenskou mutaci a bez Leidenské mutace (tab. 6 a 7). U téhotnych
zen S Leidenskou mutaci byly nalezeny vyssi hodnoty D-dimerd, nez u téhotnych zen

bez této mutace. Tato skute¢nost byla potvrzena i studii provadénou na I. Interni klinice
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ve Vidni, kde byly porovnavany koagula¢ni parametry Zen s mutaci faktoru V Leiden
a u zen bez této mutace (Eichinger et al., 1999). Timto je potvrzen cil mé prace, ze
hladina D-dimerd u téhotnych zen s mutaci faktoru V Leiden je vyssi nez u zen bez této
mutace.

Z dat je téz patrné, ze koncentrace D-dimerti opravdu narista, coz je zplsobeno
faktem, Ze hladina D-dimera stoupa v gravidité (Pecka, 2004). Je vSak v§eobecn¢ znamo,
ze hladina D-dimeri stoupd s vékem. Toto tvrzeni vSak v této praci nelze brat v potaz.
Primérny vék obou skupin pacientek se pohybuje kolem 30 let (tab. 4).

Neocéekavanym vysledkem pro m¢ byla primérna hodnota D-dimerti u net€hotnych
zen bez Leidenské mutace (0,44 mg/l FEU) (tab. 7, obr. 9), ktera je o néco malo vyssi nez
u netéhotnych zen s Leidenskou mutaci. Toto 1ze vysvétlit tim, ze v daném souboru jsou
uvedené i Zeny s trombdzou, které maji hodnotu D-dimert vyssi, a tudiz tuto primérnou
hodnotu ovlivnily.

Z dosazenych vysledkil 1ze vyvodit, Ze hladina D-dimera v gravidité stoupa, at’ se
jedna o zeny s Leidenskou mutaci nebo bez Leidenské mutace (obr. 9). Na v§ech Grovnich
lze pozorovat, ze koncentrace D-dimerti v gravidité je jednoznacné vyssi (Eichinger et
al., 1999).

Hypotézu, Ze koncentrace D-dimerti po celé t€hotenstvi postupné vzriistd, jsem se
snazila potvrdit statistickymi vypocCty, pifi nichz bylo cel¢ téhotenstvi rozdéleno
do jednotlivych tydnt a nasledné do téech trimestra.

Porovnanim pramérnych koncentraci v grafu (obr. 9) v jednotlivych tydnech
u gravidnich Zen s Leidenskou mutaci a u Zen bez Leidenské mutace byl zji§tén postupny
vzestup koncentrace D-dimert téméi o 300% v prubéhu celého téhotenstvi. Nejvetsi
nartist koncentrace D-dimerti byl zjistén v 20. — 24. tydnu a 35. — 40. tydnu téhotenstvi
u zens Leidenskou mutaci. Naopak byl zde zjistén pokles v 30. — 34. tydnu. Tento pokles
je nejspise zpusoben vlivem antikoagulacni 1écby, kterd je u nékterych Zen nasazovana
piiblizné posledni mésic pred porodem. ZvySené hodnoty D-dimert jsou jednim z kritérii
nasazeni antikoagulacni lécby.

Porovnani primérych koncentraci v jednotlivych trimestrech jsem naznaclila
Vv tabulce ¢. 9 a grafu (obr. 11). Prvni trimestr je definovan od poceti do 12. tydne
téhotenstvi, nasleduje druhy trimestr, ktery trva od 13. tydne do 27. tydne téhotenstvi
a ftreti trimestr je pocitan od 28. tydne do 40. tydne téhotenstvi (Hajek et al., 2014).

Jednotlivé primérné hodnoty D-dimerti jsem porovnavala s hodnotami D-dimert
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stanovenymi firmou Siemens Medical Solution Diagnostic (Kunzmann 2006), ktera
stanovila primérné hodnoty pro prvni trimestr 0,65 mg/l FEU, pro druhy trimestr
0,98 mg/l FEU a tfeti trimestr 1,84 mg/l FEU. V pribéhu celého téhotenstvi byly mnou
zjisténé pruméerné hodnoty D-dimerQ oproti praci Kunzmanna v prvnim trimestru nizsi
a Vv dalSich dvou trimestrech vyssi. V prvnim trimestru se mé hodnoty D-dimert liSily
0 4 %, ve druhém trimestru se tyto hodnoty liSily 0 66% a ve tietim trimestru o 6%.
V dalsi studii hodnoceni D-dimert v gravidité (Abbassi - Ghanavati, 2010), pro kterou
jsou stanoveny referen¢ni meze pro prvni trimestr 0,050 — 0,95 mg/l FEU, v druhém
trimestru 0,32 — 1,29 mg/l FEU, a tfetim trimestru 0,13 — 1,7 mg/l FEU, jsou dle této
studie mé hodnoty D-dimert bliz§i ve vSech trimestrech. Mnoho dal$ich publikovanych
studii se snazi stanovit prumérné koncentrace D-dimert pro jednotlivé trimestry a pouzit
tyto referen¢ni meze pro klinickou praxi.

K potvrzeni dil¢iho cile mé prace jsem se snazila setfidit analyzovana data podle
toho, zda pacientky uzivaji antikoagula¢ni 1é€bu, kterd je pacientkdm doporucovéna
k 1é¢bé i prevenci tromboembolické nemoci.

V grafu (obr. 12) jsem naznacila vliv antikoagulacni 1é¢by na koncentraci D-dimeru
u gravidnich pacientek s mutaci faktoru V Leiden, které uzivaly antikoagula¢ni 1é¢bu,
a u gravidnich pacientek smutaci faktoru V Leiden, které byly prozatim
bez antikoagulacni 1é¢by.

Antikoagulaéni lécba se nasazuje dle stupné téhotenstvi, ¢im je téhotenstvi
pokrocilejsi, tim je vétsi pravdépodobnost, Ze bude nasazena antikoagulacni lécba
nizkomolekuldrnim heparinem. Jednim z dalSich kritérii pro nasazeni antikoagulacni
1é¢by je zvysujici se hladina D-dimerd (Penka et al, 2013).

Z grafu (obr. 12) vyplyva, ze t¢hotné zeny bez 1é¢by dosahnou hodnot D-dimerd
cca 2,5 mg/l FEU uZ poloviné t€hotenstvi, zatimco t¢hotné Zeny s 1écbou téchto hodnot
dosahuji az v poslednich tydnech téhotenstvi nebo pied porodem. Z grafu Ize dale vy¢ist,
ze u tehotnych zen bez 1écby stoupa hodnota D-dimeru od 10. tydne velmi prudce,
zatimco u Zen s lécbou stoupa hodnota D-dimeru pozvolna a graduje az v zavéru
téhotenstvi.

Na malém poctu vzorkil jsem porovnala funk¢ni koagulacni stanoveni APC-R
s genetickym vySetienim Leidenské mutace, ktera se stanovuje metodou PCR (tab. 12).

Zjistovala jsem, zda funk¢ni vySetieni APC-R je dostatené citlivé pro screening nove
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prichozich pacientii s moznou Leidenskou mutaci. Vysledky APC-R jsem porovnavala
s vysledky genetického vySetfeni.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, ze pro diagnostiku Leidenské mutace je funkcni
stanoveni APC-R vhodné a hranice Sedé zony jsou sprdvné nastaveny. Vzorky
pod hodnotu 1,5 byly porovnavany s genetickym vysetfenim a nasledné bylo zjisténo, ze
pacientky maji ve velké vétSiné prokazanou mutaci faktoru V Leiden. Hodnoty APC-R
mezi 1,5 - 2,1 v tzv. Sedé zon¢, ukazuji na nizké koncentrace proteinu C a tyto vzorky by
m¢ély byt dale vySetfeny genovou analyzou. V této zon¢ dle porovnani je vétSina vzorki
pozitivnich na Leidenskou mutaci. U 4 (16%) vzorkil byla Leidenska mutace negativni,
nicméné hodnoty APC-R se pohybovaly u horni negativni hranice. Hodnoty vétsi nez

2,1 nenaznacuji na Leidenskou mutaci.
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7. Zaveér

Bylo potvrzeno, ze koncentrace D-dimert u t€hotnych zen s mutaci faktoru V Leiden
je vyssi oproti koncentraci D-dimerti u t€hotnych Zen bez této mutace. Koncentrace
D- dimerti nartsta po celou dobu t¢hotenstvi, nejvétsiho nartstu bylo dosazeno

v 20. — 24. tydnu a 35. — 40. tydnu té¢hotenstvi.

Bylo potvrzeno, ze t€hotné Zeny bez antikoagulacni 1é¢by dosahuji vyssich hodnot
D- dimert uz v poloviné t€hotenstvi, zatimco t€hotné zeny s antikoagula¢ni 1é¢bou téchto
hodnot dosahuji az v poslednich tydnech téhotenstvi pied porodem. Timto byl potvrzen
cil mé prace, ze podstatny vliv na hladinu D-dimerd ma doporuc¢ovana antikoagula¢ni

1écba.
V pribéhu analyzy prace jsem potvrdila jako vedlejsi cil mé bakalarské prace, ze

funkéni stanoveni APC-R je vhodné pro screening nové piichozich pacienti s moznou

mutaci faktoru V Leiden.
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9. Pilohy

Ptiloha 1: Analyzovana data 1. pololeti roku 2015

potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lé¢ba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/lI FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO, NE) | APC-R
1 Kk-0383 11.05.2015 1,14 N 20 -
Kk-0335 01.06.2015 1,06 N 24 -
2 Kk-0376 02.02.2015 2,53 A 36 A
3 Kk-0295 31.03.2015 0,15 N - - 2,96
4 Kk-0372 24.03.2015 3,41 A 36 - 1,64
5 Kk-0359 09.03.2015 0,08 N - - 2,47
6 Kk-0362 03.04.2015 0,28 A - A 1,47
7 Kk-0350 27.02.2015 0,39 N - - 2,48
8 Kk-0247 24.02.2015 0,25 A - - 1,19
9 Kk-0387 10.03.2015 0,81 A - - 1,33
10 Kk-0401 19.03.2015 0,23 N - - 1,87
11 Kk-0274 17.03.2015 0,27 N - - 3,61
12 Kk-0406 13.01.2015 1,43 A 32 -
13 Kk-0389 12.01.2015 1,28 N 24 -
Kk-0398 09.03.2015 1,99 N 32 A
Kk-0382 30.03.2015 1,80 N 35 A
Kk-0376 27.04.2015 1,99 N 38 A
14 Kk-0346 27.01.2015 0,53 N 20 A
Kk-0413 16.03.2015 0,76 N 27 A
Kk-0378 27.04.2015 1,26 N 33 A
Kk-0358 18.05.2015 1,48 N 37 A
15 Kk-0355 09.03.2015 0,28 A - -
16 Kk-0246 20.01.2015 0,35 N - -
Kk-0295 16.06.2015 0,36 N - -
17 Kk-0246 03.06.2015 0,61 N - - 2,58
18 Kk-0463 04.05.2015 0,44 A 9 A
Kk-0316 16.06.2015 0,67 A 14 A
19 Kk-0347 12.01.2015 0,70 A 14 A
Kk-0425 02.03.2015 1,09 A 21 A
Kk-0317 30.03.2015 0,98 A 24 A
Kk-0351 11.05.2015 1,10 A 29 A
Kk-0352 08.06.2015 1,48 A 33 A
20 Kk-0372 22.06.2015 0,88 A 9 A
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/lI FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
21 Kk-0285 24.02.2015 0,28 N - -
22 Kk-0520 07.04.2015 2,01 N 14 A
Kk-0383 05.05.2015 3,53 N 18 A
Kk-0390 18.05.2015 4,12 N 22 A
Kk-0369 15.06.2015 5,45 N 26 A
Kk-0377 29.06.2015 7,11 N 30 A
23 Kk-0366 04.02.2015 0,19 N - - 3,17
24 Kk-0360 24.02.2015 0,75 A 14 A 1,41
25 Kk-0371 31.03.2015 0,14 N - -
26 Kk-0329 23.06.2015 0,42 N - -
27 Kk-0339 20.01.2015 2,64 A 36 A
28 Kk-0380 24.03.2015 0,31 A - - 1,61
29 Kk-0402 13.01.2015 0,87 A 27 -
Kk-0301 24.02.2015 1,89 A 33 A
Kk-0334 24.03.2015 3,29 A 37 A
Kk-0331 30.03.2015 3,26 A 38 A
30 Kk-0351 23.02.2015 1,61 N 28 - 2,33
Kk-0387 23.03.2015 1,91 N 32 A
Kk-0342 21.04.2015 2,12 N 36 A
31 Kk-0230 06.01.2015 1,98 A 35 A
Kk-0288 27.01.2015 3,35 A 38 A
32 Kk-0462 13.04.2015 0,40 N -
33 Kk-0176 31.03.2015 0,95 N - -
34 Kk-0345 19.06.2015 0,27 N - - 2,92
35 Kk-0266 14.04.2015 0,67 N - - 2,96
Kk-0357 18.05.2015 0,32 N - -
36 Kk-0270 21.01.2015 2,87 N - A
Kk-0233 25.02.2015 0,58 N - A
Kk-0245 20.05.2015 0,57 N - A
Kk-0241 17.06.2015 0,63 N - A
37 Kk-0412 04.05.2015 1,93 N 32 A
Kk-0119 11.05.2015 3,03 N 35 A
38 Kk-0180 02.02.2015 0,78 N 27 -
Kk-0356 30.03.2015 0,76 N 35 -
39 Kk-0356 13.01.2015 0,81 A 20 A
Kk-0335 03.03.2015 2,59 A 30 A
40 Kk-0318 30.03.2015 0,37 A 3 A
Kk-0384 04.05.2015 0,50 A 8 A
Kk-0345 22.06.2015 1,66 A 14 A
41 Kk-0385 13.01.2015 0,99 N 36 A

55




potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/l FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
42 Kk-0472 29.06.2015 0,36 N - - 2,76
43 Kk-0439 10.02.2015 0,37 N - -
44 Kk-0416 28.04.2015 0,19 N - A 4,05
45 Kk-0367 17.03.2015 0,36 N - -
46 Kk-0385 05.05.2015 0,39 A - A 1,66
47 Kk-0331 16.06.2015 0,22 N - -
48 Kk-0296 06.01.2015 1,35 A 19 A
Kk-0339 10.02.2015 2,94 A 25 A
49 Kk-0271 30.06.2015 0,19 N - - 2,7
50 Kk-0328 22.06.2015 1,03 N - - 2,13
51 Kk-0354 03.02.2015 1,12 N 26 -
Kk-0337 03.03.2015 1,07 N 30 -
Kk-0251 16.04.2015 1,69 N 37 -
52 Kk-0307 24.03.2015 0,85 N 22 -
Kk-0336 12.05.2015 0,56 N 29 -
Kk-0249 30.06.2015 0,90 N 35 A
53 Kk-0303 20.01.2015 2,53 N - - 2,1
Kk-0252 09.03.2015 2,17 N - -
54 Kk-0360 29.06.2015 2,40 A 18 A
55 Kk-0352 11.05.2015 0,42 A 18 A
Kk-0210 23.06.2015 0,78 A 24 A
56 Kk-0412 09.02.2015 1,29 A 30 A
Kk-0394 23.03.2015 1,69 A 37 A
57 Kk-0372 28.04.2015 2,20 N 38 A
58 Kk-0331 03.02.2015 0,81 A 19 A
Kk-0388 07.04.2015 0,76 A 27 A
Kk-0392 25.05.2015 0,96 A 33 A
Kk-0358 22.06.2015 1,24 A 37 A
59 Kk-0322 17.02.2015 0,14 N - - 2,62
60 Kk-0302 24.02.2015 0,50 A - - 1,63
61 Kk-0334 06.03.2015 0,17 N - A 2,51
62 Kk-0383 13.01.2015 1,05 A 34 A
63 Kk-0410 12.01.2015 0,43 N 22 A
Kk-0419 23.02.2015 0,66 N 27 A
Kk-0409 23.03.2015 0,81 N 31 A
Kk-0373 20.04.2015 1,19 N 35 A
64 Kk-0484 01.06.2015 0,37 N - -
65 Kk-0400 29.06.2015 0,22 A - -
66 Kk-0337 03.04.2015 0,12 N - - 2,1
67 Kk-0226 27.02.2015 0,47 N 23 A
Kk-0267 03.04.2015 0,50 N 24 A
Kk-0263 06.05.2015 0,79 N 28 A
Kk-0191 10.06.2015 1,13 N 33 A
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace|t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta [datum odbéru|(mg/lI FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO, NE) | APC-R
68 Kk-0333 06.03.2015 0,24 A - A 1,38
69 Kk-0294 26.05.2015 0,87 A 17 -
70 Kk-0391 25.05.2015 0,10 A - -
71 Kk-0394 10.03.2015 0,97 A 22 -
Kk-0368 12.05.2015 5,01 A 26 -
Kk-0327 26.05.2015 1,59 A 28 A
Kk-0292 23.06.2015 2,42 A 32 A
72 Kk-0345 15.06.2015 0,55 A 20 A
73 Kk-0370 01.06.2015 1,11 A 24 A 1,57
74 Kk-0243 24.02.2015 0,49 A - - 1,48
75 Kk-0299 28.05.2015 0,74 A 7 - 1,6
76 Kk-0319 23.01.2015 0,99 N 22 - 2,58
Kk-0313 17.04.2015 1,30 N 36 -
77 Kk-0405 24.04.2015 0,17 N - - 2,1
78 Kk-0297 12.01.2015 0,26 N - -
Kk-0380 04.05.2015 0,27 N - -
79 Kk-0349 09.06.2015 0,11 N - - 2,34
80 Kk-0490 13.01.2015 1,03 A - A 0,78
Kk-0095 26.05.2015 0,66 A - A
81 Kk-0360 22.06.2015 0,69 N - - 2,58
82 Kk-0338 06.01.2015 1,18 A 33 A
83 Kk-0345 27.01.2015 1,63 A 17 A
Kk-0383 03.03.2015 4,71 A 23 A
Kk-0339 17.03.2015 2,79 A 24 A
Kk-0425 07.04.2015 2,13 A 27 A
Kk-0347 26.05.2015 2,06 A 34 A
Kk-0332 16.06.2015 1,87 A 37 A
84 Kk-0355 13.01.2015 0,31 A - -
Kk-0337 29.06.2015 0,54 A 17 -
85 Kk-0375 02.02.2015 1,60 N 32 A
86 Kk-0287 30.04.2015 0,34 A - A 1,38
87 Kk-0366 17.03.2015 0,16 A - - 1,25
88 Kk-0341 13.01.2015 0,13 A - - 1,85
89 Kk-0413 19.05.2015 1,06 N - A 2,41
90 Kk-0246 03.02.2015 0,16 N - -
91 Kk-0370 15.06.2015 0,38 N 12 A
92 Kk-0279 21.04.2015 0,33 A - - 1,82
93 Kk-0407 02.03.2015 0,59 A 15 A
Kk-0383 04.05.2015 1,00 A 24 A
94 Kk-0408 13.01.2015 1,60 A 35 A
95 Kk-0295 28.04.2015 0,31 N - - 3,82
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pofadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta [datum odbéru|(mg/l FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
96 Kk-0318 27.04.2015 1,29 A 15 -
Kk-0361 15.06.2015 6,96 A 22 -
Kk-0061 18.06.2015 6,42 A 22 -
97 Kk-0284 24.02.2015 0,54 A 23 -
Kk-0363 07.04.2015 0,63 A 30 A
Kk-0305 26.05.2015 1,58 A 37 A
98 Kk-0343 20.01.2015 0,78 A 30 -
Kk-0353 03.03.2015 1,07 A 36 A
99 Kk-0105 21.04.2015 0,30 A - - 1,24
Kk-0212 05.05.2015 0,49 A 8 A
Kk-0399 15.05.2015 0,37 A 10 -
100 |Kk-0381 04.05.2015 0,46 A 17 -
Kk-0354 29.06.2015 0,83 A 22 -
101 |Kk-0332 14.05.2015 0,33 A - -
Kk-0296 19.06.2015 0,28 A 7 - 1,45
102 |Kk-0148 16.04.2015 0,29 N - - 2,82
103  |Kk-0392 12.01.2015 1,48 A 36 A
104 |Kk-0320 20.01.2015 0,25 A - -
105 |Kk-0324 27.01.2015 0,99 N 24 -
Kk-0327 24.03.2015 2,59 N 34 A
Kk-0403 07.04.2015 2,56 N 36 A
106  |Kk-0385 26.05.2015 0,19 A - - 1,39
107  |Kk-0408 12.05.2015 0,16 A - - 1,39
108 |Kk-0273 10.02.2015 0,36 A - - 1,51
109 |Kk-0402 05.01.2015 1,61 N 37 - 2,34
Kk-0097 06.02.2015 0,58 N - -
110 |Kk-0388 19.01.2015 1,40 N 20 -
Kk-0380 02.02.2015 1,19 N 23 A
Kk-0430 02.03.2015 1,25 N 28 A
Kk-0382 13.04.2015 1,30 N 34 A
Kk-0349 11.05.2015 2,04 N 39 A
111 |Kk-0346 12.01.2015 3,34 N 27 A
Kk-0344 09.02.2015 4,25 N 31 A
112 |Kk-0263 30.06.2015 0,29 N 13 A
113 |Kk-0317 26.01.2015 0,48 N 34 -
114 |Kk-0250 06.02.2015 0,50 N 27 A
Kk-0281 20.03.2015 0,77 N 31 A
Kk-0291 24.04.2015 0,95 N - A
Kk-0218 24.06.2015 0,37 N - A
115 |Kk-0403 19.01.2015 0,93 N 33 A
Kk-0387 09.02.2015 1,27 N 36 A
Kk-0133 30.06.2015 0,24 N - -
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/lI FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
116  |Kk-0298 30.06.2015 0,83 N - -
117  |Kk-0402 19.01.2015 1,89 A 37 A
118 |Kk-0302 22.06.2015 0,88 A 6 -
119 |Kk-0231 24.03.2015 0,40 A - - 1,25
120 |Kk-0345 10.02.2015 1,40 A 28 -
Kk-0395 10.03.2015 1,59 A 32 A
121  |Kk-0366 02.03.2015 1,49 A 36 A
122 |Kk-0302 23.04.2015 0,39 N - - 2,51
123 |Kk-0237 30.01.2015 0,19 N - -
124 |Kk-0319 03.02.2015 0,26 A - - 1,58
125 |Kk-0306 27.01.2015 0,26 N - -
Kk-0354 08.06.2015 2,89 A 13 A
126  |Kk-0400 14.04.2015 0,95 A 24 -
Kk-0467 12.05.2015 1,57 A 29 -
127  |Kk-0425 16.03.2015 0,35 N 15 A
Kk-0407 15.06.2015 1,13 N 18 A
Kk-0354 30.03.2015 0,40 N 20 A
Kk-0411 04.05.2015 0,66 N 26 A
128  |Kk-0247 16.03.2015 0,35 N 27 -
Kk-0364 20.04.2015 0,61 N 31 -
Kk-0140 22.06.2015 0,95 N 39 -
129  |Kk-0337 06.01.2015 1,78 A 37 A
130 [Kk-0384 19.01.2015 1,61 A 24 A
131 |Kk-0367 13.04.2015 1,41 A 20 -
132 |Kk-0379 18.05.2015 0,51 A 14 -
Kk-0262 23.06.2015 1,06 A 19 -
133 |Kk-0339 13.01.2015 1,23 A 30 A
Kk-0325 03.03.2015 2,13 A 38 A
134  |Kk-0407 13.01.2015 1,68 A 33 A
Kk-0386 10.02.2015 1,49 A 36 A
135 |Kk-0308 17.02.2015 0,51 A 18 A
136  |Kk-0279 06.01.2015 0,76 N - -
Kk-0242 03.02.2015 0,55 N - -
Kk-0256 16.06.2015 0,27 N - -
137  |Kk-0361 27.04.2015 0,40 A - -
138  |Kk-0326 22.06.2015 3,45 A 9 -
139  |Kk-0278 06.01.2015 0,30 N - - 2,18
140  |Kk-0285 24.03.2015 0,35 N 11 -
Kk-0316 05.05.2015 0,47 N 18 -
Kk-0237 30.06.2015 0,93 N 26 -
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/l FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
141 |Kk-0254 21.01.2015 0,20 N 18 A
Kk-0239 25.02.2015 0,25 N 22 A
Kk-0267 08.04.2015 0,40 N 30 A
Kk-0278 20.05.2015 0,55 N 36 A
142 |Kk-0356 30.04.2015 0,09 N - A 3,54
Kk-0292 30.06.2015 0,22 N - A
143  |Kk-0378 05.05.2015 0,60 A 23 -
Kk-0277 23.06.2015 0,68 A 30 -
144 |Kk-0410 04.05.2015 0,43 A 6 A
Kk-0332 29.06.2015 0,78 A 14 A
145  |Kk-0210 14.04.2015 1,05 A 14 A
Kk-0382 18.05.2015 1,29 A 18 A
Kk-0261 30.06.2015 2,88 A 24 A
146  |Kk-0245 05.03.2015 1,36 A 24 A
Kk-0322 14.04.2015 2,58 A 30 A
Kk-0358 19.05.2015 2,36 A 36 A
147  |Kk-0385 27.01.2015 0,63 A 12 A
Kk-0334 17.03.2015 1,34 A 19 A
Kk-0278 21.04.2015 1,63 A 24 A
Kk-0233 09.06.2015 1,54 A 31 A
148  |Kk-0355 03.02.2015 1,40 N 22 -
Kk-0392 10.03.2015 2,09 N 27 A
Kk-0339 14.04.2015 2,67 N 32 A
149  |Kk-0197 31.03.2015 0,24 N 15 -
Kk-0360 12.05.2015 0,38 N 22 -
Kk-0360 16.06.2015 0,54 N 27 -
150 |Kk-0318 26.01.2015 1,58 N 36 A
151  |Kk-0182 21.04.2015 0,43 A - - 1,8
152 |Kk-0330 19.01.2015 0,66 A 29 A
Kk-0372 23.02.2015 1,27 A 34 A
153  [Kk-0319 20.01.2015 1,95 A 20 A
Kk-0301 17.03.2015 1,89 A 28 A
154  |Kk-0342 26.01.2015 1,11 N 36 A
155 [Kk-0363 19.01.2015 0,64 N 15 -
Kk-0408 02.03.2015 0,99 N 21 A
Kk-0375 27.04.2015 0,85 N 29 A
Kk-0348 01.06.2015 0,95 N 34 A
Kk-0250 30.06.2015 1,18 N 38 A
156  |Kk-0333 12.05.2015 0,59 A 18 -
157 |Kk-0320 09.06.2015 0,22 A - - 1,29
158 |Kk-0308 10.02.2015 0,38 N - - 3,56
159  |Kk-0285 21.04.2015 0,32 A - - 1,39
160 |Kk-0378 29.06.2015 0,27 N - A 3,25
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace|t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta [datum odbéru|(mg/lI FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO, NE) | APC-R
161 |Kk-0261 31.03.2015 0,47 A - - 1,49
162  |Kk-0307 27.01.2015 0,36 N - - 2,42
163 |Kk-0319 12.06.2015 0,67 A 2 - 1,56
164 [Kk-0344 20.01.2015 0,27 A 12 A
Kk-0371 03.03.2015 0,51 A 17 A
Kk-0365 21.04.2015 0,83 A 24 A
Kk-0380 18.05.2015 1,23 A 28 A
165 [Kk-0344 08.06.2015 0,34 A 12 -
166  [Kk-0424 12.01.2015 0,83 A 14 -
Kk-0429 02.03.2015 1,43 A 23 A
Kk-0389 20.04.2015 1,31 A 29 A
Kk-0393 25.05.2015 1,70 A 35 A
Kk-0353 08.06.2015 2,21 A 37 A
167 |Kk-0199 26.06.2015 1,00 N - -
168 |Kk-0401 05.01.2015 2,17 A 36 A
169 |Kk-0408 15.06.2015 0,30 A 6 - 1,64
170  |Kk-0227 26.05.2015 0,44 A 13 -
171  |Kk-0376 03.02.2015 0,46 N - - 2,29
172 |Kk-0359 22.06.2015 0,79 A 15 -
173  |Kk-0302 23.01.2015 0,30 A - A
174 |Kk-0232 09.06.2015 3,13 A 23 A
175 |Kk-0375 10.02.2015 0,35 N - - 3,51
176  |Kk-0328 03.03.2015 0,67 N 23 -
Kk-0317 05.05.2015 1,00 N 31 -
Kk-0266 09.06.2015 1,85 N 36 A
177  |Kk-0241 19.06.2015 0,38 N 13 A 2,19
178  |Kk-0292 13.03.2015 0,21 N - - 2,76
179  [Kk-0384 13.04.2015 0,37 N 11 A
Kk-0367 11.05.2015 0,44 N 15 A
Kk-0358 29.06.2015 0,68 N 22 A
180 |Kk-0383 19.01.2015 1,80 A 33 A
181 |Kk-0268 02.06.2015 0,79 A 10 A
182  |Kk-0365 14.04.2015 0,97 A 18 A
Kk-0357 19.05.2015 0,90 A 23 A
183  |Kk-0425 05.05.2015 0,39 A - -
184  |Kk-0338 13.01.2015 0,38 A 15 - 1,55
Kk-0284 10.03.2015 1,17 A 24 -
Kk-0294 28.04.2015 1,71 A 31 A
Kk-0258 04.06.2015 1,66 A 36 A
185 |Kk-0333 17.03.2015 0,21 A - - 1,59
186 |Kk-0332 20.01.2015 1,61 A 33 A
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace| t€hotenstvi [antikoag.lécba
¢. pacienta| pacienta |datum odbéru|(mg/l FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
187  |Kk-0298 12.03.2015 0,95 A 24 -
Kk-0285 27.04.2015 1,41 A 30 A
188 |Kk-0394 23.02.2015 0,52 A 12 A
Kk-0381 30.03.2015 1,28 A 17 A
Kk-0366 11.05.2015 2,13 A 23 A
Kk-0330 16.06.2015 1,77 A 28 A
189  |Kk-0463 05.01.2015 1,86 N 37 A
190 [Kk-0399 05.01.2015 0,87 N 38 A 2,03
Kk-0110 24.03.2015 0,36 N - -
191 |Kk-0401 13.01.2015 0,16 A - - 1,48
192  |Kk-0324 04.05.2015 0,48 A 12 -
Kk-0345 29.06.2015 0,68 A 21 -
193  [Kk-0489 20.04.2015 0,43 A 5 -
194  |Kk-0368 15.06.2015 0,28 N 10 - 2,25
195 |Kk-0386 23.03.2015 0,66 N 10 -
Kk-0318 28.04.2015 0,60 N 15 -
Kk-0287 16.06.2015 1,57 N 23 A
196 |Kk-0291 31.03.2015 0,63 A 17 -
Kk-0333 19.05.2015 0,91 A 23 -
Kk-0216 30.06.2015 1,51 A 32 A
197 |Kk-0288 16.06.2015 0,23 A - A
198 |Kk-0342 13.01.2015 0,28 A - - 1,5
Kk-0327 22.06.2015 0,31 A - - 1,52
199 |Kk-0264 03.03.2015 0,32 A - -
200 [Kk-0084 23.02.2015 0,66 N - A
Kk-0386 02.03.2015 0,55 N - A
Kk-0086 23.03.2015 0,38 N - A
Kk-0100 20.04.2015 0,44 N - A
Kk-0138 15.06.2015 0,38 N - A
201  |Kk-0360 28.04.2015 0,17 N 12 A 2,51
Kk-0315 16.06.2015 0,43 N 20 A
202  [Kk-0351 20.01.2015 3,53 A 18 A
Kk-0373 10.02.2015 2,71 A 21 A
Kk-0370 24.03.2015 2,79 A 27 A
Kk-0370 28.04.2015 3,19 A 32 A
Kk-0348 26.05.2015 2,90 A 36 A
203  |Kk-0365 11.05.2015 0,38 N 15 - 2,43
Kk-0320 08.06.2015 0,51 N 19 -
204  [Kk-0374 10.02.2015 0,15 N - - 3,01
205 |Kk-0306 24.03.2015 0,95 A 22 -
Kk-0332 19.05.2015 1,95 A 30 A
206  [Kk-0452 16.03.2015 0,16 A 7 A
Kk-0341 21.04.2015 0,32 A 12 A
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potfadové | identif. ¢. d-dimer | Leidenska mutace|t€hotenstvi [antikoag.lé¢ba
¢. pacienta| pacienta |datumodbéru|(mg/l FEU) (ANO, NE) (TYDEN) (ANO,NE) | APC-R
207 |Kk-0343 08.06.2015 5,32 N 35 A 2,08
Kk-0371 22.06.2015 2,88 N 38 A
208 |Kk-0096 11.02.2015 0,18 N - -
Kk-0264 14.04.2015 0,15 N - -
Kk-0133 19.05.2015 0,14 N - -
Kk-0088 23.06.2015 0,19 N - -
209 |Kk-0238 27.01.2015 0,26 N 7 - 2,63
Kk-0335 14.04.2015 0,24 N - -
210 |Kk-0354 16.06.2015 0,35 A - -
211 |Kk-0313 09.06.2015 0,33 A - - 1,35
212 |Kk-0326 03.03.2015 0,31 N - - 1,86
213 |Kk-0333 20.01.2015 0,19 A - - 1,56
214 |Kk-0336 31.03.2015 0,21 A - - 1,52
215  |Kk-0400 05.01.2015 1,50 A 31 A
Kk-0391 09.02.2015 2,68 A 36 A
216  |Kk-0342 20.01.2015 0,16 A - - 1,66
217  |Kk-0194 16.06.2015 0,38 A - - 1,45
218  |Kk-0295 06.01.2015 0,31 N - - 2,33
219  |Kk-0280 20.03.2015 0,57 N - - 1,72
220 |Kk-0319 24.02.2015 0,32 N - - 2,7
221  |Kk-0323 26.03.2015 0,44 N - -
222 |Kk-0223 25.03.2015 0,22 N - - 2,52
223 |Kk-0390 12.01.2015 0,26 N 20 -
224 |Kk-0279 07.05.2015 0,09 A - -
Kk-0210 09.06.2015 0,55 A - A
225  |Kk-0355 06.01.2015 0,36 A - - 1,49
226 |Kk-0317 16.06.2015 0,29 A - - 1,34
227  |Kk-0269 07.04.2015 0,14 A - - 1,52
228  |Kk-0331 05.05.2015 0,32 N - - 2,69
229  |Kk-0341 31.03.2015 0,84 A 19 -
Kk-0330 26.05.2015 1,61 A 24 A
230 |Kk-0083 13.01.2015 0,35 A - - 1,32
Kk-0361 25.02.2015 0,16 A - -
231  |Kk-0393 10.03.2015 0,13 A - - 1,36
232 |Kk-0302 17.03.2015 0,19 A - - 1,27
233 |Kk-0319 28.04.2015 0,29 N - - 2,48
234 |Kk-0532 02.03.2015 0,22 N - - 2,36
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10. Seznam zkratek

APS Antifosfolipidovy syndrom
APC-R Rezistence k aktivovanému proteinu C
CNS Centralni nervova soustava

CLS JEP Ceska 1ékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

DDU D-Dimer units

DIC Diseminovand intravaskularni koagulace
DNA Dvoufetézcova nukleova kyselina

FEU Fibrinogen ekvivalent units

FDP Fibrin/fibrinogen degrada¢ni produkty
FVL Mutace faktoru V Leiden

FXII Faktor XII

FXllla Faktor Xllla

HAMA Human anti mouse antibody

HELLP HELLP syndrom, (Hemolysis, Elevated, Liver enzymes, Low platelets)

HMWK Vysokomolekularni kininogen

IUGR Intrauterinni ristova retardace
LIA Luminoimunoanalyza
LIS Laboratorni informacni systém

LMWH Nizkomolekularni heparin

MTHFR Methylentetrahydrofolatreduktaza

NIS Nemocnicni informacéni systém
PCR Polymerazova fetézova reakce
TEN Tromboembolicka nemoc
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TNF Tumor nekrosis faktor

UHF Nefrakcionovany heparin
tPA Tkanovy aktivator plasminogenu
uPA Urokinaza
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