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1. Uvod

Krev je zivotné dulezitd tekutina kolujici v zilach a cévach. Zajistuje ptenos
dalezitych latek pro na$ zivot. Aby meéla spravnou konzistenci, ptisobi na ni nékolik
mechanismi. Tyto mechanismy zajist'uji, aby nebyla moc fidkad nebo naopak moc husta.
Také zabranuji, at’ uz pii lehkém ¢i t€zkém poranéni, vykrvaceni vytvorenim sraZeniny a
zaroven zajistuji dohled, aby sraZzenina nedorostla zivot-ohrozujicich rozmért.

Tak jako i v jinych pfipadech (nejen hematologickych) se vyskytuji jedinci, u nichz
mechanismy nepusobi tak, jak by mély. V tomto ptipad¢€ se to tyka nedostatecné srazlivosti,
zpusobujici krvacivé stavy, anebo naopak, nadmérné srazlivosti, zptisobujici tvorbu srazenin.
Ty ucpavaji cévy a zily a mohou zpiisobit fatalni nasledky.

Trombofilni stavy mohou byt vrozené (primarni) i ziskané (sekundérni). Jsou to stavy
se zvySenou predispozici k tvorbé trombu (srazeniny). Mezi tromboembolickou nemoc
(TEN) patii hluboka Zilni trombdza (HZT) a plicni embolie (PE). Incidence tohoto stavu je
1/1 000 dosp€lych roné a s vékem roste (Indrak 2014). U zen miize také dochazet
k potratim.

Cilem mé prace je vztah Leidenské mutace a rezistence na aktivovany protein C
(APCR). Sledovat frekvenci TEN a potrati v osobni i rodinné anamnéze pacientl a zjistit,
zda lze nalézt dalsi rizikové faktory, které ovliviuji klinické projevy u pacientli s touto

mutaci.



2. Hemostaza

Hemostaza neboli srazeni krve jsou slozité, avSak nezbytné procesy v lidském
organismu. ,Hemostdza je fizend optimdlni souhrou endotelidlni bariéry, trombocyti,
aktivacnich a inhibi¢nich faktorii koagulacni kaskady a fibrinolytického sytému.*“ Hlavni
slozky tvoii cévni sténa, tkanova slozka, krevni desticky, Ccinitelé plazmatického
koagula¢niho systému (Pecka 2004).

Jedna se o vzdjemné plisobeni a ovliviiovani n€kolika procesti a mechanisma. Ty
zajistuji spravnou celistvost krve, aby mohla cévami dobie kolovat, a zaroveil umoziuji
srazeni krve, které je dulezité nejen pii poranéni cévy, ale i pfi jeji obnove, ristu a
metastdzovani nadort apod.

Ke srazeni muze dochazet 1 bez poranéni cévy. V tomto pfipad€ se vytvaii srazenina
(trombus) uvniti cévy, ¢imZz dochdzi ke zpomaleni pratoku krve. To mulze byt pfi¢inou
vzniku ischemizace a nekr6zy nebo venostazy v postizené tkani ¢i organu.

Poruchou cévni sténa ztrdci nesmacivost a dochazi k aktivaci systémi
hemokoagulace. V tomto pifipadé se srazenina nazyva koagulum. To zaceluje misto
poskozeni a zabraiiuje dalSimu uniku krve.

Cévni sténa aktivuje krevni sraZeni po ztraté¢ smacivosti vnitiniho povrchu, kdy dojde
narusenim k odhaleni kolagennich receptorii bazalni membrany. Ale také dojde ke zméené
propustnosti tromboplastickych substanci z perivaskuldrni tkédné. Dale pak jsou cévni
endotelie mistem syntézy fady plsobkl ovliviiujicich krevni srazeni a stav endotelového
povrchu.

Rozdilné je také misto plsobeni hemostatickych mechanismi. (Pecka 2004;

Indrak 2006)

2.1 Primarni hemostaza

Primérni hemostaza je proces, pii kterém dochazi k tvorbé primarni hemostatické
zatky, jejiz funkce je uzavieni mista, kde doslo k naruSeni celistvosti cévni stény a dochdzi
tak k zastaveni krvaceni. Tohoto procesu se zic¢astiuji krevni desticky a cévni slozka.

Neaktivni desticky, které cirkuluji v obehu a jsou volné¢ smacené krevnim tokem,
maji ovalny diskoidni tvar. Na neporusenou ¢i nezménénou endotelovou vystelku cévni

stény nijak nereaguji.



K naruSeni endotelové vystelky dochazi pti poranéni, zanétlivych ¢i degenerativnich
procesech. Pii tomto naruseni dojde k obnazeni pojivové tkané pod endotelem. V misté
poskozeni cévni stény dochazi k adhezi. Ptfi adhezi dochazi k ptichyceni krevnich desticek
ke kolagenovym vlakntim pomoci glykoproteinovych receptorti (GP Ia/Ila/IIb, GP Ib/V/IX).
Toto spojeni je umoznéno bivalentnimi proteiny vWF ¢i fibronectinem (Fb). Poté dochazi
k aktivaci krevnich desticek, kdy je spusténa kaskdda biochemickych a metabolickych
pochodi. Tento proces je navic doprovazen uvolnovanim proagregacnich a chemickych
pusobk, tzv. sekre¢ni faze. Pomoci mezibunéénych signalti dochazi ke kontaktovani dalsich
desticek. Po aktivaci méni desticky svij tvar na kulovity s vyb&zky, dochdzi ke zméné
struktury, k aktivaci a obnaZeni vazebnych mist receptord. To umoziiuje agregaci -
vzajemnou vazbu trombocyti pomoci bivalentnich proteini. Aktivaci desticek
proagregacnimi stimuly dochazi k zesileni déje a to vede k postupné tvorbé bilého trombu —
destickové zatky.

Vrcholem této faze je presun fosfolipidii do vnéjsi membranové struktury desticek.
Uvolnéni fosfolipidt zesiluje polymeraci rozpustného fibrinogenu na fibrin. Néasledné dojde
ke slepeni desticek. ,,Destickovy trombus se zvétSuje a je hlavnim hemostatickym
mechanismem.“ Pii tvorbé zatky se také wuplatiuje tkanovy faktor zposkozenych
perivaskularnich tkani. Na povrchu aktivovanych krevnich desti¢ek se vytvaii koagulacné
aktivni komplexy. To umoziuje interakci povrchu desti¢ek a koagulacnich faktort, coz vede
k vytvoteni fibrinové zatky. Pomoci fibrinové sité jsou vychytavany erytrocyty a leukocyty a
postupné dochazi k preméné bilého trombu na ¢erveny.

Utast n&kterych latek je dikazem propojenosti priméarni hemostazy a plazmatického
koagula¢niho systému (Pecka 2004).

Na obrazku 1 je znazornéné schéma primarni hemostazy a na obrazku 2 tvorba

destickové zatky a koagulace.
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Obr. 1: Schéma primarni hemostazy (Pecka 2004).
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Obr. 2: Tvorba destickové zatky a koagulace (Pospisilova, Dvotadkova, Mayer 2013).



2.2 Koagulacni kaskada

Koagulace krve je slozity enzymaticky proces probihajici kaskadovité, a na kterém se
ucastni témet 20 raznych plazmatickych bilkovin. Tato kaskada je znazorn€na na obrazku 3.
Vétsina téchto proteint je v inaktivovaném stavu jako zymogeny. Na pocatku koagulacnich
pochodit musi byt aktivovany, zpravidla se tak déje proteolyzou. Tyto aktivované proteiny
postupem kaskadou aktivuji dalsi inaktivované zymogeny a n€kdy i zpétné inhibuji aktivaci
a ¢innost nékterych zymogenii (Donner 1985).

Mechanismy, ucastnici se hemokoagulace, Ize rozdé€lit do nékolika skupin. Pocet
téchto skupin se v literatutre li§i, ale vesmés jde vzdy o totéz. Nekdy je v jedné skuping
zahrnuto vice mechanismu zaroven. Donner 1985 rozdé€luje mechanismy do 5 fazi:

1) Kontaktni faze krevniho srazeni

2) Tvorba faktoru [Xa

3) Tvorba faktoru Xa

4) Tvorba trombinu

5) Tvorba trombinu a jeho stabilizace
Vsechny koagulacni Cinitelé, vyjimkou je fibrinogen a antitrombin III, jsou v plazmé
obsazeny pouze v malém mnozstvi. Hemostatické minimum, poloCas, misto tvorby a
koncentrace v plazmé jednotlivych faktorii je zndzornén v tabulce 1.

,Veétsina koagulacnich Ciniteld je tvofena v jatrech, nékteré potiebuji k syntéze

vitamin K* (Pecka 2004).
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Obr. 3: Koagulacni kaskada (Pospisilova, Dvotadkova, Mayer 2013).

Aktivace koagulace se déli na 2 skupiny: vnitini cesta a zevni cesta.

2.2.1 Vnéjsi cesta

vvvvvv

ktery je vyznamny také diky své vazbé na bunécné elementy, pfedevSim monocyty, a
zvySené tvorbé nékterymi nddorovymi bunikami. Uplatiiuje se pfi rychlé ochrané pfi poranéni
tkang.

Expozici tkanového faktoru je vyvolana pfeména protrombinu na trombin. Pii této
expozici dochazi k vazbé F Vlla, ktery volné cirkuluje v plazmé&. Vznikly komplex aktivuje
F Xa. Ten spoleéné s F Va vstupuje do komplexu protrombindzy a vyvoldva premenu
protrombinu na trombin. Vytvofeny trombin aktivuje pfeménu fibrinogenu na fibrin.
Z fibrinovych monomera se vytvaii polymer, ktery je stabilizovan F Xllla. F Xllla je
aktivovany trombinem. Vysledkem je nerozpustny fibrin.

Pti poskozeni tkdn€ dochazi k poruseni endotelidlni bariéry. Ta jinak oddéluje buiky
nesouci tkanovy faktor od cirkulujici krve. V misté poSkozeni vznikd koagulané aktivni

komplex [TF . VIla], ktery je kliCovym bodem iniciace hemostazy.



2.2.2 Vnitrni cesta

Ve vnitini cesté je nejvyznamnéjsi faktor IX, ktery tyto dvé cesty spojuje. F IX je
soucasti prvotniho komplexu, kterym je aktivovand spoleénd cesta koagulace. Pii ni
do reakce vstupuje F VIII a také F V, ktery se stdva soucésti dalsiho komplexu spolu s F X.
Na vnitini cesté se UcCastni pirevazné Cinitelé v plazmé, ale také subendotelova kolagenova
vladkna a nékteré extravaskularni Cinitelé z lymfatickych cest.

Pfeména protrombinu na trombin je spousténa ve fazi kontaktu. Je aktivovan F XII.
F Xlla dale aktivuje F XI a IX. Béhem toho dochazi k zesileni vyvolavajiciho efektu a
k aktivaci F Va F VIII. F Xa spolu s F Va konvertuje protrombin na trombin. ,,Vznikly
trombin aktivuje pfeménu fibrinogenu na fibrin.* F XIIla aktivovany trombinem stabilizuje
polymery z fibrinovych monomert. Vysledkem je nerozpustny fibrin.

Vnitini systém je aktivovan bez poruseni kontinuity cév (Donner 1985; Pecka 2004;
Indrak 2006). Schéma koagulace a fibrinolyzy je znazornén na obrazku 4.

Nutné jsou ovSem také inhibitory krevniho srazeni. K tém patii piedevsim
antitrombin a systém proteinu C. U¢inek antitrombinu vyrazné zvysuje heparin. Antitrombin
se vaze na serinové protedzy, ¢imz inaktivuje jejich enzymatickou aktivitu. Aktivovany
protein C (APC) za ptitomnosti svého kofaktoru (protein S) proteolyticky $tépi kofaktory
koagulace (Indrak 2006).



Tab. I: Piehled faktord plazmatického systému krevniho sraZeni a nékteré jejich vlastnosti

(Donner 1985; Indrak 2006).

Misto Koncentrace v Polocas Hemostatické
Faktor Nazev
tvorby plazmé (ng/ml) (h) minimum
FI Fibrinogen Jatra 10° 72-120 0,5 g/l
FII Protrombin Jatra 150 60-96 40 %
FIII Tkéanovy faktor Tkan¢ 0 - -
FIV Calcium - 100 - -
FV Proakcelerin Jatra 10 8-24 10-15 %
FVII Prokonvertin Jatra 0,5 4-6 10 %
Antihemofilicky | Endotel
FVIII _ 15 8-12 20-30 %
globulin cév
Antihemofilicky
FIX Jatra 3 18-30 20-30 %
faktor
Stuarttiv-
FX Jatra 15 30-48 20 %
Prowerové faktor
FXI | Rosenthaliv faktor Jatra <5 48-60 15-20 %
FXII | Hagemantv faktor Jatra 5 50-70 20-30 %
Faktor stabilizujici
FXIII ‘ Jatra 20 72-160 1-2 %
fibrin
Vnitini cesta aktivace koagulace Zevni cesta aktivace koagulace
XII —» XIla TFPI
B l TF— VIl
X1 YCepXla . - =~
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] ——— S
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Obr. 4: Aktivace koagulacni kaskady (Indrak 2006).




2.3 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je zodpovédny nejen za lyzu fibrinového koagula, ale také ma
svou roli pfi degradaci kolagenu, v angiogenezi ¢i u metastdz tumoru. V lidské krvi je
enzymovy systém rozpoustéjici fibrinovou srazeninu. Za fyziologickych podminek je
udrzovana hemostaticka rovnovéha. Pfi naruSeni této rovnovahy omezuje fibrinové
koagulum krevni tok, ktery mtize vést az k uzavieni cévy.

V mnoha ohledech se fibrinolyticky systém neli$i od plazmatického koagula¢niho
systému. Hlavni slozkou je plazminogen — proenzym serinové protézy — plazminu. Tkanovy
plazminogenu.

Fibrinolyticky systém je aktivovan organismem jako reakce na pfitomnost
fibrinového koagula nebo pfitomnost fibrinovych vldken. Po navazani plazminogenu
na krevni koagulum se aktivuje na plazmin diky pasobeni aktivatorti uvolnénych z endotelu.
»Plazmin proteolyticky piisobi na koagulum a je nakonec inaktivovan cirkulujicimi
antiplazminy.” Specifické Stépeni fibrinu a ne fibrinogenu zajiStuje zvySend afinita
plazminogenu i jeho aktivatoru k fibrinu.

Disledky pti zvySenych fibrinolytickych schopnosti krve mohou vést ke krvaceni,

snizend schopnost mize naopak vyvolat trombotické stavy.

2.3.1 Plazminogen

Fyziologické hodnoty plazminogenu jsou 2,4 umol/l plazmy a 200 — 210 mg/Il. Jedna
se o jednofetézcovy glykoprotein tvofeny v jatrech ve dvou formacich (Glu- a
Lyz- plazminogen). Véze se na membrany krevnich bunék a povrchy nejriznéjSich bunék
pomoci bunéénych receptorti pro plazminogen. Téchto receptorti je nékolik, v pfipadé
krevnich bun¢k jde o GP IIb/II]a.

,Plazminogen je prekurzorem antikoagula¢niho proteinu plazminu, ktery jako
serinova proteaza aktivuje disociaci fibrinové slozky krevni srazeniny. Plazminogen je

slozen z bilkovinného fetézce sestavajiciho ze 790 aminokyselin a 2 cukernych slozek.



Lidsky plazminogen (obrazek 5) je tvofen 5 , Kringle* moduly, které jsou spojeny
disulfidickymi vazbami, dale obsahuje proteazovou doménu a peptid s koncovou

aminoskupinou.

Arg-Val
560-561

< Plazmin > . @
1f Y

i [ oo
1‘ o
Val-Val S S
441-442 < Elastaza >

Obr. 5: Struktura plazminogenu (Pecka 2004).

Aktivace plazminogenu probiha soucasné s aktivaci koagulace. Piemeéna
plazminogenu na plazmin je zpisobena aktivatory plazminogenu. Plazminogen se
pres vazebna mista lysinu vaze na fibrin. Ve vazebnych mistech pro plazminogen jsou
pritomny i1 vazebna mista jeho aktivatorti. Pfi aktivaci pomoci t-PA v piitomnosti fibrinu
dochazi k ne€kolikandsobnému urychleni, protoze fibrin slouzi jako kofaktor pii aktivaci
plazminogenu. Molekula plazminogenu je §tépena aktivaénimi pasobky v misté Lys’’, kdy
dochazi k uvolnéni peptidu. Poté dochdzi k daliimu Stdpeni v mists Arg’® a vznika
dvouretézcova molekula tvoiena dvéma fragmenty (obr. 6) — t€z8i A fetézec a lehky B
fetézec. Tyto fragmenty jsou spojeny disulfidickou vazbou. B fetézec obsahuje aktivni

katalytické misto.

Retézec A Retézec B

[KIIK21K3IK4IK5] COOH

2]
5]

Obr. 6: Dvouietézcova molekula rozStepeného plazminogenu (Pecka 2004).
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2.3.2 Aktivatory plazminogenu

Aktivatory plazminogenu se déli na vnitini a vnéjsi.

Vnitini aktivatory plazminogenu jsou soucasti krevni plazmy a tvofi je predevSim
kontaktni systém, mezi ktery patii F XII, prekalikrein a HMWK, a dale pak trombin a
trypsin. Aktivace je spuSténa po kontaktu poskozené cévni stény s F XII.

Vnéjsi aktivatory plazminogenu pochazeji z lidského organismu, ale mist jinych nez
je krevni ob¢h. Na aktivaci plazminogenu se za fyziologickych podminek podili z rozdilnych
casti F XIla, u-PA a t-PA.

Prourokinaza se vyskytuje vnizkych koncentracich v plazmé. Jedna se
o jednofetézcovou glykosylovanou protedzu serinového typu, nachazejici se predevSim
v ledvinach. Z endotelidlnich bunék je uvoliiovdna za pfitomnosti endotoxinu ¢i tumor
nekrotizujiciho faktoru (TNF). Pfeména jednofetézcové formace na dvouietézcovou
urokinazu (obrazek 7) je zptsobena vlivem kontaktniho systému a plazminu. ,,Urokindza je
uvolnovana v ramci fibrinolyzy a je rychle vyvazovand hlavnim moduldtorem fibrinolyzy

PAI-1.“ V plazmé cirkuluje samostatné v nizko- i vysoko-molekularnich formach.

Plazminogen

[ Prourokinaza ] |::> [ Urokinaza ] ﬂ

Plazmin

Obr. 7: Pfeména prourokindzy na urokinazu (Pecka 2004).

Tkéanovy aktivator plazminogenu (t-PA) a jeho inhibitor (PAI-1) patii mezi
s jeho inhibitorem, jen maléd cast cirkuluje ve volné formé. Jednd se o jednofetézcovou
proteinazu serinového typu uvoliiovanou ze zdravych endotelovych buné¢k po stimulaci
trombinem, aktivovanym proteinem C, histaminem, bradykinem nebo IL1, ale bunéénym
zdrojem jsou i aktivované monocyty a megakaryocyty. Jeho vyskyt je predevSim v cévami
bohaté¢ zastoupenych organech, napt. dé€loha, ledviny ¢i plice. Pfeména jednotfetézcové
molekuky na aktivni dvouietézcovou probihd pomoci F Xa, nebo mlze byt proteolyticky
Stépena plazminem nebo tkanovym kalikreinem. Protoze je t-PA odpovédny za fibrinolyzu
jako fibrin specificky aktivator plazminogenu, vyuziva se pfi trombotické 1é¢beé cévnich
uzavéri. Je ucinny pii redukci trombofilie a obnovy recirkulace po trombolyze. Proces t-PA

je znazornén na obrazku 8.
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Plazminogen

(o ) —> @O ||

Plazmin

Obr. 8: Funkce t-PA (Pecka 2004).

2.3.3 Pieména plazminogenu na plazmin

Po vytvofeni prvnich struktur fibrinu se ihned aktivuje fibrinolyticky systém.
»Na fibrinovy povrch se navaze plazminogen a t-PA.“ Vytvafi se komplex t-PA —
plazminogen — fibrin, ktery usnadiiuje pfeménu plazminogenu na plazmin. Fibrin je v této
reakci kofaktorem. ,,Plazmin S§té€pi fibrinové koagulum na jednotlivé fragmenty. Béhem
Stépeni vznikaji koncové fetézce degradovaného fibrinu, které navazuji dalsi plazminogen a

t-PA. Tim je zvySena tvorba plazminu a tudiz i u¢innost fibrinolyzy.

2.3.4 Plazmin

Plazmin je proteolyticky enzym S§tépici kromé fibrinu i dalsi bilkoviny koagulacniho
systému. Jeho funkci je aktivace F VII a XII, stimulace agregace trombocytl a aktivace ¢asti
komplementu. Ukolem plazminu je rozpoustét krevni koagulum, kdy dochazi ke $tépeni
fibrinogenu a fibrinu na ¢im dal mensi ¢astice zvané §tépné produkty fibrinogenu (fibrinu).
Je vytvéfen aktivatory fibrinolyzy ze zymogenu plazminogenu na povrchu fibrinového
koagula. Délka §tépeni fibrinu je del$i nez délka Sté€peni fibrinogenu. Pomoci inhibitort je
plazmin vyvazovan ze systému a v neaktivni formé ho vychytavd monocytomakrofagovy

systém. Schéma fibrinolytického systému je znazornén na obrazku 9.
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Plazminogen —————— Plazmin

Fibrinogen ———> Fibrin (m) ——> Fibrin (p)
FDP

Obr. 9: Schéma fibrinolytického systému (Pecka 2004).

2.3.5 Aktivace fibrinolyzy

Odbourdvani nerozpustného fibrinu, jez je schopnosti fibrinolytické aktivity, patii
mezi zékladni fyziologické d&je organismu. Béhem aktivity dochazi k odbourdvani jiz
nepotiebného fibrinového koagula, ktery vznikl po procesu srazeni krve a zhojeni rany.
Cilem fibrinolyzy je tedy zprichodnéni cév a navraceni do jejich ptuvodniho stavu.
Fibrinolyza je aktivovana soucasné s krevnimi destickami a koagulaci, ale délka jejiho trvani
je mnohem delsi. Neékolikahodinovy proces rozpousténi fibrinové zatky se miize

za chorobnych stavti zkratit i na nékolik minut (Pecka 2004).

13



3. Hyperkoagulace

Za urcitych patologickych podminek lze v krvi prokazat zvySeny sklon ke srazeni.
Tyto zmény lze povazovat za pretrombicky stav, ktery nas vcas upozornuje na moznost
vzniku trombozy.

Hyperkoagulace miize byt zplsobena zvySenou hladinou urcitych plazmatickych
koagulac¢nich faktort (F VII, F VIIIC, F VIIIRAg, F V, fibrinogenu, protrombinu). Avsak
fibrinogen, F V a F VIII mohou byt nespecificky zvySeny i pii zanétlivém ¢i malignim stavu,
z ¢ehoz vyplyva, Ze jejich zvysSeni nelze povazovat za specificky znak hyperkoagulace. Déle
mohou byt nékteré zfaktord zvySené v tchotenstvi ¢i pifi uZzivani antikoncepce.
Pfesto nemusi byt tromboza klinicky prokézana. Laboratorni nalezy hyperkoagulace mohou
byt zplisobeny vrozenym nedostatkem antitrombinu III. Piesto se tromboza u vétSiny lidi
neobjevi. Dale se na hyperkoagulacnich nalezech mtzou zuacastnit fibrinolytické zmeény

v krevni plazm¢ (Donner 1985).

3.1 Tromboembolicka choroba, trombofilni stavy

Vytvoteni krevni srazeniny (trombu) v cévnim systému je stav charakterizujici
trombozu neboli tromboembolickou chorobu. Na vzniku trombu se podili nékolik
mechanismi. Ty Ize rozdé¢lit podle Virchowovy teorie do tii skupin:

- poskozeni stény cév

- zpomaleni toku krve

- zmeény ve sloZeni krve
Trombofilie vyjadiuje poruchu hemostazy. Pro pacienta znamena predispozice pro vznik
trombozy nebo jeji recidiveé (Kubisz 2006).

Embolie je podle lékatského slovniku definovéna jako vmeteni, zaklinéni vmetku
embolu v krevnich cévach s jejich naslednym ucpanim, které vede k nahlému nedokrveni
(ischemii) ptislusné oblasti mozku, dolni koncetiny aj. Tromboza je definovana jako srazeni
krve v cévéach za vzniku trombu. V tepnach mé za nasledek ischemii dané oblasti, v zilach
zhorsuje odtok krve (venostdza) a mize byt zdrojem embolu.

Néhla tromboembolicka obstrukce ¢asti plicniho cévniho fecisté je Castou, ne vSak

jedinou, pfi¢inou akutni plicni embolie. Pfi¢inou plicni embolie byvaji nejcastéji trombdzy
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hlubokych zil dolnich koncetin, dale pak panevnich zil, ledvinnych Zil, dolni duté zily,
pravého srdce a jiné (Widimsky, Maly 2011).

Akutni uzéavéry perifernich tepen jsou podle publikace Vojacek, Maly 2004
definovany jako nahle vzniklé poruchy prokrveni, které jsou zptsobeny bud’ trombdzou
tepny, nebo Castéji embolii do periferni tepny (tepny distdlné od bfisni aorty). Trombdzu
perifernich zil 1ze rozdélit na dvé skupiny:

a) akutni trombo6za povrchového Zilniho systému dolnich koncetin
b) akutni trombdza hlubokého Zilniho systému dolnich koncetin.
Tyto skupiny se lisi klinickym obrazem, 1é€bou 1 prognozou (Vojacek, Maly 2004).

V soucasnosti v rutinni praxi neexistuje pro stanoveni diagndézy trombofilie jeden
globalni laboratorni test a pouziva se kombinace koagulacnich vySetieni, molekularné
biologickych metod a biochemickych vysetieni (Faber 2015).

Vendzni trombozy se ve vyspélych zemich vyskytuji v poméru 1:1000 obyvatel.
je komplikaci ndhlda smrt. ,,Venozni trombdza je tieti nejcastéji se vyskytujici
kardiovaskularni choroba po infarktu myokardu a mozkové mrtvici® (Penka 2001).

Trombofilni stavy jsou poruchy, které lze rozdélit na vrozené a ziskané. Rozdéleni
trombofilnich stavli podle dédi¢nosti je uvedeno v tabulce €. II. ZvySenym rizikem u téchto
stavi  je vznik trombdzy. Mezi klinickd  kritéria patii  zilni  trombozy
pied 45. rokem véku, opakované idiopatické trombozy a jejich neobvykla lokalita, tepenné
trombozy pred 35. rokem v€ku bez zndmek pfitomnosti arteridlni choroby, rodinna

anamnéza ¢i opakované pred¢asné ukonceni gravidity.
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Tab. II: D¢leni trombofilnich stavli podle dédi¢nosti (Kubisz 2006).

Vrozené Ziskané
e Defekty pfirozenych inhibitori koagulace e Antifosfolipidovy syndrom
e Mutace protrombinu e Hyperkoagula¢ni poruchy
e Mutace FV Leiden trombocytl
e Defekty fibrinolyzy e Poruchy fibrinolyzy
e Defekty trombocytl e Defekty inhibitorti koagulace
e Hyperhomocysteinémie e Poruchy funkce endotelu
e Geneticky podminéné zvySené hodnoty e DIK, heparinem indukovana
koagula¢nich faktorti trombocytopenie
e Ziskané zvySené hodnoty
koagula¢nich faktort

Pro vznik trombdzy je nutna pfitomnost vice rizikovych faktorti souc¢asné. VétSinou
jde o kombinaci vrozenych, smiSenych i ziskanych faktori.

Mezi rizikové faktory patii vék nad 45 let, obezita, operace, poranéni, imobilizace,
nadorové onemocnéni, tromboembolickd nemoc, varixy, hormondlni 1écba, téhotenstvi,
Sestinedéli, koufeni, hypertenze, poruchy lipidi (Dit¢ 2007). Ptikladem zvySeného rizika
vzniku trombozy muze byt Zena uzivajici perordlni kontraceptivum s obsahem estrogenu.
U této zeny je riziko 4x vyssi. Tato pravdépodobnost miize byt az 30x vyssi, pokud je
soucasn¢ nositelkou Leidenské mutace.

,Protrombogenné¢ mohou pusobit latky 1 builkky piitomné v krvi, které se piimo
na procesech hemostazy nepodili (lipidy, homocystein; erytrocyty, leukocyty).“ Je prokédzané
2x vyssi riziko vzniku trombdzy u lidi s krevni skupinou jinou nez 0 (Penka 2001).

V soucasné dobé je uznavano Sest abnormalit, které predstavuji genetické rizikové
faktory Zilni trombozy. Mezi tyto abnormality patii: defekt antitrombinu (AT), proteinu C
nebo S, faktor V Leiden (FVL), mutace protrombinu 20210A (PT 20210A),
dysfibrinogenémie. Dale to mohou byt defekty trombomodulinu, inhibitoru zevni cesty
tkanového faktoru a dalsi. Neékteré vrozené poruchy zpisobuji vyskyt trombozy jiz
v mladém vé&ku a &asto touto poruchou trpi vice &lenti rodiny. Casta je také recidiva. Dédiény
nedostatek inhibitoru krevniho srazeni je vyvolano chybénim nebo mutaci daného genu.
SmiSené faktory jsou sloZeny z genetickych predispozic a ziskanych faktorti (Sakalova 1995;

Penka 2001; Indrak 2006; Dit¢ 2007).
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Pii podezifeni na tento typ onemocnéni a k jeho diagnostice se vySetfuje zakladni
koagulace: APTT, protrombinovy cas (PT), fibrinogen, ptipadné trombinovy Cas/reptilazovy
c¢as (TT/ReT). Dopliujicimi vySetienimi jsou krevni obraz, trombocyty, lipidovy
metabolizmus, proC Global (PCG), aktivitu antitrombinu (AT), F VIII. Pokud byl
patologicky nélez potvrzen, vySetfeni by mélo byt s urcitym ¢asovym odstupem zopakovano
(Dite€ 2007).

K diagnostice akutni plicni embolie lze vyuzit také stanoveni biomarkert a také
stanoveni D-dimert. Stanoveni biomarkerti je vyznamné pro zpiesnéni kvantifikace rizika
1 presto, Ze je lze stanovit pouze u hemodynamicky stabilni plicni embolie. Délime je na:

1. troponiny
2. natriuretické peptidy
3. nové biomarkery
Prvni dvé skupiny jsou stale hlavnimi biomarkery.

Srde¢ni troponiny jsou nejsenzitivnéj$i a nejspecifictéjsi biomarkery poskozeni
myokardialnich bun€k. Jejich pozitivita se objevuje 1 pii mikroskopické nekréze myokardu.
Jejich stanoveni by se mélo provést pii piijmu pacienta a zopakovat za 6-7 hodin, kdy je
jejich koncentrace v krvi maximélni. Hrani¢ni hodnoty troponinii urcujici zavaznost
progndzy nejsou stale stanoveny a v literatuie se liSi. Presto se jako hrani¢ni hodnota
troponinu T pro hospitaliza¢ni mortalitu jevilo 0,09 ng/ml, negativni prediktivni hodnota
0,99 a pozitivni prediktivni hodnota 0,34.

Natriuretické peptidy jsou syntetizovany a dekretovany po natazeni kardiomyocytu.
Pro-hormony bézné¢ nejsou v myocytech komor skladovany. To je davod
nekolikahodinového trvani zacatku vzristu hodnot po natazeni myokardialnich vlaken.
Po provedeni mnoha vyzkumii neopraviiuje zvySena hodnota natriuretickych peptida
k zahajeni invazivni 1écby trombozy. Standardem pro detekci dysfunkce pravé komory
u nemocnych s akutni plicni embolii nadale zGstava echokardiografie.

Novymi biomarkery jsou H-FABP (heart-type fatty acid binding protein), GDF-15
(growth differentiation factor-15), hsTnT (highly sensitive troponin T).H-FABP jsou
proteiny vazané na mastné kyseliny srde¢niho typu. ,,Pii poSkozeni myokardu difunduji tyto
malé proteiny daleko rychleji nez troponiny intersticidlnim prostorem a objevuji se
v krevnim ob¢hu jiz za 90 minut po vzniku symptomui.“ Maximalni koncentrace dosahuji
za 6 hodin. ZvySena koncentrace H-FABP v kombinaci s tachykardii predstavuje uzite¢ny
rizikovy faktor. ,, Prognostickd hodnota H-FABP se jevila vys§i nez pozitivni prediktivni

hodnota zvySeného T troponinu, natriuretickych peptidd i dysfunkce pravé komory
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na echokardiografii. Ristovy diferenciacni faktor 15 (GDF-15) je cytokin objevujici se pfi
ischemii nebo tlakové zatézi. Za normalnich podminek se netvofi. Jeho vznik je podminén
riznymi stresory vcetné prozanétlivych cytokinli. Vysoce senzitivni troponin T (hsTnT) je
schopen diferencovat mezi zvySenym a normalnim rizikem. Negativni prognosticka hodnota
¢ini 100% a pozitivni prediktivni hodnota ¢ini také 100%. Nové biomarkery jsou vyznamné
predevsim pro svoji lepsi pozitivni a negativni predikéni hodnotu ve srovnani se souasnymi
biomarkery. Ale je tieba provést dalsi studie a ziskat vétSi zkuSenosti (Widimsky, Maly

2011).
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4. Vrozené trombofilie

Cilem této prace je zaméfit se predevsim na vrozené typy trombofilie, jmenovité pak
na rezistenci na aktivovany protein C a na mutaci faktoru V Leiden.
Vrozené trombofilie (primérni) byvaji spojeny s pozitivni rodinnou anamnézou, kde

se Casto vyskytuji opakované tromboembolické piihody u mladsich jedinci.

4.1 Leidenska mutace

K Leidenské mutaci se vztahuje faktor V a protein C. Proto se pied samotnou mutaci

zam¢iim na tyto dva proteiny.

4.1.1 Faktor V

Faktor V se fadi mezi rozpustné faktory krevni plasmy a tvorba jeho komplext je
zavisla na vitaminu K. Jeho gen lezi na chromosomu 1q21-25, ktery je 80 kb velky. mRNA
tohoto faktoru je velka 6,8 kb. Obsahuje 24 intronti. Na obrazku 10 je zndzornéno schéma
faktoru V spolu s trombinem (709, 1018, 1545), faktorem Xa a mista Stépeni aktivovaného
proteinu C (306, 506). Celkova organizace proteinu je predstavovana duplikatni A doménou,
kterou nasleduje doména B, jez je nasledovdana dodate¢nou A doménou a duplikatni C

doménou. Casto je také identifikovan propeptidy a spojovacimi segmenty.

709 1018 1545
Al | A2 I B A3 C1 c2
306 506
f f f f f f
0 500 1000 1500 2000 2500

Obr. 10: Linedrni znazornéni organizace domén v molekule faktoru V (Beutler 1995).
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Faktor V cirkuluje jako rozpustny plazmaticky protein. Jeho koncentrace v plazmé je kolem
7 mg/l, relativni molekulovd hmotnost se rovnd 330 000 a jeho polocas je 12-15 hodin.
V plazmé¢ cirkuluje priméarné jako jednoietézcovy prekurzor molekuly. Faktor V je odStépen
a-trombinem, coz zpusobi tvorbu aktivniho kofaktoru (fVa) a dvou siln¢ glykosylovanych
aktivovanych peptidii. Vysledny faktor Va je heterodimer, tvofeny z tézkého (o) a lehkého
(B) tetézce. Tyto fetézce jsou znazornény na obrazku 11, kde byl pouzit hovézi faktor Va

(Beutler 1995; Srsen, Srsnova 2005). ™

COOMH-

Obr. 11: Hovézi faktor Va (Beutler 1995).
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Obr. 11: Hovézi faktor Va (pokracovani) (Beutler 1995).

4.1.2 Protein C

Protein C je vitamin K-dependentni protein, ktery izoloval v roce 1976 Stenflo.
Seegers a spol. nasledné provedl imunologické testy, které prokdzaly, ze protein C a
autoprotrombin Ila je totéz.

Protein C je plazmaticky glykoprotein s relativni molekulovou hmotnosti 62 000. Je
slozeny z t€zkého a lehkého fetézce, které jsou spojeny disulfidickymi mustky. Protein C
je syntetizovan v jatrech, cirkuluje v plazmé v koncentraci 4pg/ml a jeho biologicky polocas
je 6-8 hodin. Existuji 2 podoby molekuly proteinu C — a a . VSechny formy jsou aktivovany
druhy, které maji antikoagula¢ni aktivitu (Beutler 1995; Srsen, Srsiiova 2005).
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Gen kodujici protein C je 12 kb velky, obsahuje 9 exontl, je umistén na chromozému

2. Obrazek 12 znazoriiuje gen proteinu C s Cisly, které predstavuji zakodované segmenty

zymogenu vcetné netranslatovatelnych oblasti a signalniho peptidu. Na obrazku 13 je

znazornéna struktura proteinu C.

-4210-20  38-45 137-184  223-3'N.T.
5'N.T. L-19t037 93-138 185-222 |
§
4 ’1 0 = J
U O i y é ==

46-92
1000 b.p.

Obr. 12: Gen proteinu C (Beutler 1995).

- Serine Protease Region

-
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Obr. 13: Struktura protein C (Beutler 1995).
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Aby protein C mohl plnit svoji antikoagulacni funkci, musi byt pfeménén na slozku
se serin proteazovou aktivitou — aktivovany protein C — vdzany trombinem na cévni
trombomodulin za pfitomnosti vapenatych iontli. Proces aktivace je zavisly na vapnik
vazajicim misté¢ v oblasti EGF proteinu C. Obsazeni jednoho vapnik vazajiciho mista
zpisobi konformacni zménu molekuly, ktera umozni snadnou aktivaci komplexem trombin-
trombomodulin, ale soucasn¢ zabrani aktivaci samotnym trombinem. Aktivovany protein C
ma specificnost pro zbytky obsahujici arginin u nékterych syntetickych substrati,

faktoru VIlla a Va (Beutler 1995).

4.1.2.1 Mechanismu vzniku aktivovaného proteinu C

Trombin je jedina fyziologicky vyznamné serinova protéza, ktera méni protein C
na aktivovany protein C. Rychlost vytvofeni aktivovaného proteinu C je velmi pomala.
To vedlo k prokdzani kofaktoru, ktery urychluje aktivaci proteinu C zavislou na trombinu
az 20 000 krat. Dale bylo prokéazano, ze kultivované endotelialni buniky maji vysoce afinitni
vazebné misto pro trombin, které urychluje zménu proteinu C az 30 krat ve srovnani
s volnym trombinem. Endotelidlni buiika, kterd vaze protein, se nazyva trombomodulin.

Interakce trombinu a trombomodulinu zptisobuje reverzibilni konforma¢ni zménu
enzymu, ktery za ptfitomnosti dvoumocnych iontd urychluje aktivaci proteinu C. Komplex
trombin — trombomodulin mé také horsi schopnost srazet fibrinogen, aktivovat faktor V ¢i

aktivovat krevni desticky (Beutler 1995).

4.1.2.2 Mechanismus aktivace proteinu C

Aby byl ucinek APC maximalni, je nezbytna piitomnost prokoagula¢niho
fosfolipidového povrchu, iontd Ca®" a kofaktorii proteinu S a inaktivovaného faktoru V
(SrSen, Srsnova 2005).

Povrchova plocha endotelia je vétsi v mikrocirkulaci, coz je dlivod primarni aktivace
proteinu C praveé na tomto misté. Trombin se vaze na trombomodulinovy komplex rychleji
za pritomnosti antitrombinu III. Po interakci trombinu s antitrombinem III se komplex
odlou¢i od trombomodulinu, coz umozni receptoru vazat dalsi trombin.

Poté, co je vyvinut aktivovany protein C, je schopny inaktivovat dva kofaktory

koagula¢ni kaskady — faktor Va a VIlla. Prokofaktory (faktor V a VIII) jsou proti proteolyze
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aktivovanym proteinem C relativné odolné. Je-li na faktor Va navazany faktor Xa, je
chranén pted proteolytickou aktivitou aktivovaného proteinu C.

Vzhledem k relativné malému zvySeni rychlosti inaktivace faktort VIIla a Va
aktivovanym proteinem C za piitomnosti proteinu S vedlo k hledani dalSich kofaktort
v antikoagulacni draze proteinu C. Diky tomu byl objeven molekularni defekt faktoru V,

ktery je nejcastéjSim dlivodem rezistence na aktivovany protein C (Beutler 1995).

4.2 FV Leiden

Mezi nejvyznamnéj$i  vrozenou trombofilii s nejvétSim  podilem  Zilnich
tromboembolickych komplikaci patii bodova mutace substitu¢niho charakteru FV Leiden
(G1691A nebo Arg506GIn) (obr. 15 a 16). Poprvé byla popsana v roce 1993 Dahlbiackem,
nachazi se v exonu 10 genu kodujicim FV a zplisobuje fenotypicky néalez zvany rezistence
na aktivovany protein C (APCR).

Jedna se o autozomaln¢ dominantni mutaci. Zaména aminokyseliny v misté rychlého
Stépeni aktivovaného faktoru V (FVa) proteinem C zpiisobi delsi dobu cirkulace FVa,
coz vede k pokracujici tvorb& trombinu. Triplet, ktery koduje protein, vznikl vyménou
aminokyseliny argininu (Arg) v pozici 506 za glutamin (GIn) (obr x) (Penka 2001; Pecka
2004; Srsen, Srsnova 2005; Kubisz 2006; Indrak 2014).

FV Ser-Leu-Asp-Arg-Gly-lle-Gin...
FV Leiden Ser-Leu-Asp-Gln-Gly-lle-Gin...

FV FV Q 506 (Leiden)
CGA CAA
Arp - Gin - Gly Arp - Gln - Gly

Obr. 15: Leidenska mutace — kodujici triplety (Pecka 2004).
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Obr. 16: Leidensk4a mutace — zména G za A (wikiskripta.eu).

Rezistence na aktivovany protein C (APCR) znamena nedostatecnd nebo vubec
z4dné odpoveéd’ na aktivovany protein C. ,,Popisuje tedy odolnost koagula¢niho systému viici
inhibi¢nimu vlivu proteinu C na koagula¢né aktivni faktory Va a VIIIa.”“ Prokoagulacni
aktivita patologického faktoru Va (faktor Va-Leiden) je normalni, ale nelze ho proteolyticky
Stépit aktivovanym proteinem C. Leidenska mutace zpusobuje, ze v systému proteinu C
nedochazi ke Stépeni tézkého fetézce faktoru Va. Faktor neni inaktivovéan, ale zistava
v aktivované podobé. To zplisobuje zvySovani hladiny trombinu v protrombinidzovém
komplexu.

Mimo jednobodovou mutaci genu pro koagula¢ni faktor V mize byt APCR také
zpisobena neznamym defektem (Pecka 2004).

Rezistence na aktivovany protein C se klinicky projevuje az v dospélosti.
90 % nemocnych s APCR mé geneticky podklad. Mutace zvySuje riziko vyskytu Zilni
trombozy 5-10x u heterozygotii a 50—100x u homozygoti. Homozygotni forma je vSak
velice vzacna. Vyskyt trombozy je také Casto spojen s geografickym ukazatelem. Vyskyt
APC rezistence v Evropé je 2—8 % u bilé rasy. U pacientll s venozni trombo6zou vsak tuto
rezistenci nachazime u 20-60 %. U jinych ras se vyskytuje pouze vyjimecné. V tabulce III je
znézornéna prevalence v Evropé. Z tabulky vyplyvé, Ze nejvyssi vyskyt je ve Svédsku a
smérem na jih klesa. Lidé s touto mutaci maji celoZivotné zvySené riziko vzniku trombdzy a
toto riziko roste s vékem (Srsen, SrSnova 2005; Indrak 2006; Indrak 2014). Navic je vyrazné
zvysSeno riziko retrombdzy. U Zen, nositelek mutace a soucasné kutacek, byl popsan i vyssi

vyskyt infarktu myokardu (Penka 2001).
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,Klinicky obraz se neli§i od trombo6z a tromboembolickych piihod jiné geneze.*
Nejprve je nutné vyloucit ziskané poruchy - choroby jater, ledvin, maligni onemocnéni aj.,
ale také pouzivani 1€kt jako jsou hormondlni kontraceptiva, estrogeny, kortikosteroidy ¢i
téhotenstvi nebo menopauzu (Friedmann 1994). Tuto poruchu lze potvrdit pouze na zékladé

molekularné genetickych vysetieni faktoru V (PCR vysetieni) (Penka 2001).

Tab. III: Prevalence FV Leiden v evropské populaci (SrSen, Srsiova 2005).

Populace Prevalence (%) | Tendence prevalence v Evropé
Svédsko 12,5-15 Sever

Némecko 6,8 P
Ceska republika 6,6 O
Slovensko 4 K
Evropska cast Ruska 3,4 L
Italie 2,5-3,5 E
Spanélsko 2,5-3,5 >

Jih

4.2.1 Laboratorni diagnostika APCR spojené s faktorem V Leiden

APCR lze laboratorné stanovit pomoci funk¢nich testti (koagulacni, chromogenni
substraty), kterymi je stanoven fenotyp nebo vySetfenim genotypu. Podstatou funkénich
testll je vySetfeni plazmy za a bez pfitomnosti exogenniho APC (Hudecek et al. 1999; Pecka
2004).

Koagula¢ni vysSetfeni APCR je postaveno na principu aktivovaného parcidlniho
tromboplastinového ¢asu (APTT). Toto vysetieni je vSak velmi limitovano fadou faktord,
mezi které patii i pouZzité reagencie a pfistroje. Prvnim pozadavkem jsou normalni hodnoty
APTT vySetfované plazmy. Diivodem je nemoznost provést vySetieni u pacientl
s antikoagulacni 1écbou ¢i jinym koagula¢nim defektem. Vysledek vySetfeni je ovlivnén jiz
samotnou preanalytickou pfipravou vzorku plazmy. Ta by méla byt bezdestickova, protoze
trombocyty snizuji APC-pomér (podil hodnoty APTT vySetfované plazmy
za a bez piitomnosti exogenniho APC). Negativni vysledek vySetfeni mize byt zptsoben
1 zmrazenim plazmy, proto ji lze uchovavat jen kratce. Je také dulezité, aby APTT byl

ptiblizné stejny jak pied rozmrazenim vzorku, tak po jeho rozmraZeni a také aby kontrolni
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vzorek plazmy byl skladovan stejnym zplsobem. Pii pouziti poolované plazmy jako
kontrolniho vzorku by neméla byt od nositele Leidenské mutace. Avsak je vhodnéjsi pouzit
komer¢ni lyofilizovanou plazmu s definovanymi hladinami koagulac¢nich proteinti.

, VétsSinu nevyhod koagula¢niho vySetfeni APC-R zaloZzeného na principu APTT
odstrafiuje modifikace tohoto vySetieni, které¢ spociva v fedéni vySetfované plazmy plazmou
deficitni na F V (1 dil vySetfované plazmy a 4 dily F V-deficitni plazmy) pfed provedenim
testu.” Tato modifikace zvySuje specificitu a senzitivitu klasického koagula¢niho vysetteni
ve vztahu k pfitomnosti F V Leiden a také umoznuje rozliSeni nosi¢ti mutantniho F V Leiden
od zdravych osob a jejich rozliSeni na heterozygoty a homozygoty.

Chromogenni vySetfeni je alternativnim pfistupem ke stanoveni APC-R. Principem je
stanoveni stupn¢ inhibice F VIIIa APC a jeho kofaktory. Pomoci chromogenniho substratu
se stanovuje mnozstvi vytvofeného F Xa, které je pfimo umérné koncentraci F VIlla
za a bez pfitomnosti exogenniho APC. Toto vySetfeni neumoziiuje heterozygotni a
homozygotni formu F V Leiden.

Polymerazova tetézova reakce (PCR) v laboratorni praxi umoziuje rutinni vysSetfeni
genotypu osob s APCR a potvrzeni pfitomnosti mutovaného genu F V. Jednd se
o molekularné biologickou metodu zaloZzenou na enzymové amplifikaci zvolené¢ho useku
DNA in vitro. Nasledné jsou tyto useky restrikénim enzymem §tépeny na fragmenty, jejichz
velikost a pocet se meéni podle pritomnosti mutace. Tyto fragmenty DNA jsou zobrazeny
gelovou elektroforézou. Pouzitim restrikéni endonukledzy Mnl 1 v pfitomnosti F V Leiden
vznikd charakteristicka parova baze 130 (obrazek 17).

Koagulacni test (proC global) stanovuje odpovéd’ na aktivovany protein C
modifikovanym APTT. Vysledky jsou vyjadieny jako APC-SR (APC sensitivity ratio; APC
pomér citlivosti) nebo jako normalizované APC-SROV. Pro APCR jsou normalni hodnoty
vice nez 0,75. Hodnoty pod 0,7 jiz znamenaji podezieni na FV Leidena. Nevyhodou téchto
testd je jejich rozdilnost ve specificité a senzitivité pro mutaci faktoru V Leiden. Komplikaci
také je, Ze tuto metodu nelze pouzit u pacientll na ordlni antikoagulacni terapii. Genetickym
vysetienim se zjiStuji mutace genu pomoci PCR. Jako templat pro amplifikaci fragmentu
genu faktoru V se pouziva genomova DNA z bilych krvinek. Pfitomnost nebo absence
mutace lze analyzovat alelové specifickou sondou nebo restrikéni enzymovou analyzou

(Bertina 1997; Kubisz 2006).
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g--~- 37 bp

Obr. 17: Elektroforéze DNA F V na akrylamidovém gelu (restrik¢ni endonukleaza Mnl I)
1 — normalni F V (G/G), 2 — heterozygotni F V Leiden (G/A), 3 — homozygotni F V Leiden
(A/A), S — standard DNA (Hudecek et al. 1999).

4.2.2 D-dimery

Stanoveni D-dimerti napoméhd v urcovani diagnostiky plicni embolie. D-dimery
vznikaji jako kone¢ny vysledek ptsobeni plazminu na fibrin. Jde o §t€pné produkty vzniklé
degradaci definitivniho, zpevnéného fibrinu plazminem. Spolu s fibrin-degradacnimi
produkty se podili na mnoha cévnich onemocnénich. Jedna se o ukazatel endogenni
fibrinolyzy. Pro svou vysokou negativni prediktivni hodnotu slouzi jejich stanoveni
pro vylouceni plicni embolie nebo Zilni trombdzy a to i pii ambulantnim vySetieni. Negativni
strankou D-dimert je jejich nizka specificita. D-dimery Ize stanovit metodami ELISA a LIA,
aglutinaci z plné krve a latex fixacnimi metodami. Dulezité je stanoveni D-dimerQ jesté
pted zahajenim 1éCby heparinem, ktery uz po 24 hodinéch snizuje hodnotu D-dimert o 40 %
a po 48 hodinach o 50 %. Sporné je také urceni hrani¢nich hodnot, které by jednoznaéné
vyloucily Zilni trombo6zu a/nebo plicni embolii. Bezpe¢nou hrani¢ni hodnotou je povazovano
300 ng/l a nizsi (Wells, Anderson, Rodger 2003; Penka 2006; Widimsky, Maly 2011; Dong,
Duan, Feng et al. 2017). Na obrazku 14 je zobrazen postup pii diagnostice zilni trombdzy

pomoci D-dimerd.
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Postup pii diagnostice Zilni trombozy

!

Kompresivni nalez

-— T

Normalni nalez Potvrzena hluboka Zilni trombdza
(neda se komprimovat)

Vysettit D-dimer l
/ \ Vysettit koncentraci D-dimert, ktera

Normélni ZvySeny potvrdi diagnézu (>300 pg/ml FEU)

l \

Nejde o zilni trombozu  Opakovat vySetieni UZ za tyden
nebo hlubokou zilni trombozu
vyloucit flebografii

Obr. 14: Postup pii diagnostice zilni trombozy (Kvasnicka 2003).

4.3 Lécba

trombu. Lécba také slouzi jako prevence, kdy brani dal§imu sraZeni krve (Indrak 2006).
Ukolem antikoagulaéni 16¢by je zabranéni tvorby trombinu. Ten aktivuje trombocyty,
FV, FVIII, a také pfeménu fibrinogenu na fibrin. Lécba napomaha uvolnéni specifického
inhibitoru fibrinolyzy TFPI (tissue factor pathway inhibitor; inhibitor tkdfiového faktoru).
Lécbu Ize rozdelit na dva zpuasoby:
- Nepfimymi inhibitory trombinu (heparin, jeho frakciované formy, kumarinové
derivaty)
- Pfimymi inhibitory trombinu (hirudin a dal$i rekombinantni syntetické formy).
Cile jednotlivych l1€ki jsou znazornény na obrazku 18 (Indrak 2014).
Akutni trombdzu lze 1é¢it s.c. podanim (subkutanni) nizkomolekulového heparinu
nebo i.v. podanim (intravaskuldrni) standardniho heparinu. V profylaxi lze podavat

kumarinové derivaty ¢i alternativni s.c. nizkomolekulové hepariny (Kubisz 2006).
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Obr. 18: Cile jednotlivych antikoagulancii (Indrak 2014).

4.3.1 Heparin

Jedna se o ptirozeny mukopolysacharid a tadi se do skupiny glykosaminoglykand.
Spolu s antitrombinem zptsobuje inhibici trombinu, coz v cévnim fecisti vede k uvoliiovani
prirozeného inhibitoru tkanového faktoru (TFPI). Standardni (nefrakcionovany) heparin
(UFH — unfractionated heparin) se vyrabi ze sttevnich a plicnich sliznic vepit a hovéziho
dobytka. Ten zptsobuje inhibici aktivovaného Flla a FXa po vazbé s antitrombinem.

Lécba je zahajena intravenoznim bolusem. Déavkovani je upravovano dle vysledku
kontroly aPTT po 6 hodinach monitorovani, kdy je cilem dosahnout prodlouzeného aPTT
na 1,5-2nasobek normy. Heparin je nejcastéji podavan 5-7 dni. Pfi ndsledné peroralni 1écbé
kumariny je nezbytné soucasné podavani s heparinem do doby, nez hodnoty INR dosahnout
2,0-3,0 dva dny po sobé¢. Poté Ize heparin vysadit.

Mozné je také preventivni podavani heparinu ke snizeni rizika pooperacni zilni
trombdzy. Tato metoda je v dnesni dobé nahrazovana nizkomolekuldrnim heparinem.

Komplikaci 1é€by byva krvaceni zplsobené u 5-10 % predavkovanim. Dalsi

komplikaci je heparinem indukovana trombocytopenie, osteopordza, alergicka reakce,
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alopecie, hyperkalemie. ,,Riziko krvaceni se zvySuje u alkoholikli, pii polymedikaci a

u pacientli nad 75 let.*

4.3.2 Nizkomolekularni hepariny (LMWH)

Zkratka LMWH je zanglického nazvu Low Molecular Weight Heparin.
Nizkomolekuldrni heparin je pfipravovan z klasického heparinu pomoci frakcionace.

V dnesni dobé€ je uptednostiiovan pred standardnim heparinem diky srovnatelnému
antikoagulacnimu uc¢inku s minimalnim rizikem vedlejSich ucinka a jednoduchou aplikaci.
Je také vyuzivan pii 1é€bé a prevenci aterosklerotickych cévnich zmén. Laboratorni kontrola
je nutna pouze v téhotenstvi, pii rendlni insuficienci, nadvaze a v pediatrii. U¢innost se
kontroluje stanovenim aktivity anti Xa.

Preventivné je podavan ve vSech chirurgickych oborech, u rizikovych pacienti
v internich indikacich, u téhotnych Zen, které maji trombofilie, ptipadné prodélaly TEN.

V CR jsou dostupné: dalteparin (Fragmin), enoxaparin (Clexane), nadroparin
(Fraxiparin), bemiparin (Zibor).

K nov¢jSim, klinicky vyuzitelnym antitrombotiklim patii Fondaparinux (Arixtra) ¢i
Idraparinux. Fondaparinux ma selektivni vazbu na inhibitor FXa, je podavan s.c. V pfipadé
predavkovani neni stidle dostupné antidotum. Pouzivda se v1écbé a pii prevenci
tromboembolickych komplikaci u nahrad kycelnich a kolennich kloubtl, akutniho
korondrniho syndromu a lze ho také pouzit u heparin indukované trombocytopenie.
Idraparinux se vaze na antitrombin. Jeho polocas je delsi nez 80 hodin, proto je podavan
Ix tydné s.c.

Hirudin a jeho syntetickd i rekombinantni forma patii mezi piimé inhibitory

trombinu, které maji univerzalngjsi u€inek nez ostatni antikoagulancia.

4.3.3 Kumarinova antikoagulancia

Jednad se o antagonisty vitaminu K — snizuji syntézu faktort II, V VII a X. Jsou
podavany peroralné. Zastupci kumarind jsou etyl-bis-kumacetat a warfarin sodium. Warfarin
je pln¢€ ucinny s latenci 36-48 hodin, jeho Uc¢innost je individudlné variabilni a mize byt

sezonn€ ovlivnén stravou.
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Kumarinova antikoagulancia jsou uzivana pii pokracujici kratkodobé 1écbe
heparinem ¢i dlouhodobé nebo celozivotni 1é¢be. Dale se uziva pii prevenci cévni mozkové
piihody pfi fibrilaci sini, v prevenci periferni embolizace, u antifosfolipidového syndromu
s prokazanou trombozou.

Utinnost plisobeni je monitorovana protrombinovym ¢asem. U&inné terapeutické
rozmezi INR je 2,0-43,0. Pokud nésleduje 1écba warfarinem po piedchozi heparinizaci, je
nezbytné nejprve uzivat oba léky soucasné. Po dosazeni hladiny INR 2,0 1ze heparin vysadit.
Kontrola protrombinového ¢asu se provadi zpravidla za 4-6 tydnt.

Pii ptedavkovani hrozi krvaceni. Pfi hodnoté INR vyss§i nez 5 je nutné warfarin
na 1-2 dny vysadit. Antidotem je vitamin K. Po jeho podani je nutné pocitat s dlouhodobou
rezistenci na warfarin. Komplikace mohou nastat také v piipadé nemocnych heterozygot
s defekty proteinit C a S nebo pfi mutaci genu pro cytochrom P450 2C9 a pro vitamin

K epoxid reduktazu, malignit, antifosfolipidového syndromu (Indrak 2006; Indrak 2014).

4.3.4 Nova antikoagulancia (NOACs — new oral anticoagulants)

Nové antitrombotika jsou stdle vyvijena pfedev§im kvuli nedostatkim uvedenych
1€kt a vyzkum se snazi piiblizit k idedlnimu antikoagulantu, jehoz nastup tc¢inku je rychly
s vysokou ucinnosti, bezpecny pii peroralnim podani, aplikaci 1x za den, bez nutného
monitoringu, bez 1ékovych a potravinovych interakci, dostupnosti antidota a ekonomické
ptijatelnosti. Vyzkum se zaméfuje na dva cile: inhibici trombinu a inhibici FXa. Oba tyto
inhibitory jsou cilené a ke svému tc¢inku nepotiebuji antitrombin.

Mezi nova antikoagulancia patii Dabigatran (Pradaxa), Rivaroxaban (Xarelto),
Apixaban (Eliquis), Edoxaban (Lixiana) (Indrdk 2014). Jedna se o peroralni antikoagulancia
pusobici cilené blokadu jednotlivych faktorti koagulacni kaskady. Xabany blokuji faktor Xa
a gatrany faktor II. Monitorace neni nutna (Karetova, Bultas 2012).

Dabigatran inhibuje volny trombin, trombin vazany na fibrin, agregaci krevnich
desti¢ek indukovanou trombinem. Néstup ucinku je rychly, vétSinou za 0,5 — 2 hodiny.
Polocas je 12 — 14 hodin bez zéavislosti na davce. Vazba na plazmatické bilkoviny je nizka a
vylucovani probih4 z 80 % ledvinami. Rivaroxaban je selektivni inhibitor F Xa. Na faktor
Xa se vaze piimo, ufinek ma rychly nastup, maximalni koncentrace je dosazeno
po 2,5 - 4 hodinach, polocas je 9 hodin. Vylucovani probiha ledvinami a stolici. Apixaban je

pfimy inhibitor F Xa, je selektivni a reverzibilni. Jeho u€¢inek mé rychly nastup do 3 hodin
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s polo¢asem 9 — 14 hodin. Pro minimalni 1ékové interakce neni tfeba jeho monitoring.
Edoxaban je pfimy inhibitor F Xa. ,,Rychle se resorbuje s GIT, maximalni koncentrace
dosahuje za 1 — 2 hodiny, plazmaticky polocas je 6 — 12 hodin.” Tento 1€k zatim neni u nés
dostupny.

Mezi nedostatky téchto antitrombotik pattila nedostupnost antidot. Ty jsou vSak dnes

bud’ Cerstvé zavedena ¢i se vyskytuji v posledni fazi vyzkumu.

33



5. Cil prace a hypotézy

5.1 Cil prace

Cilem mé diplomové prace je vztah Leidenské mutace a rezistence na aktivovany
protein C (APCR). Sledovat frekvenci TEN a potrati v osobni i rodinné anamnéze pacientl
a zjistit, zda lze nalézt dalsi rizikové faktory, které ovliviuji klinické projevy u pacientli

s touto mutaci.

5.2 Hypotézy

Lze predpokladat tvrzeni, ze Cim vice je patologické APCR, tim zavaznéjsi jsou
klinické projevy. Dal§im piedpokladem je ovlivnéni frekvence TEN a potratii pfitomnosti
dalSich vrozenych rizikovych faktord (protein C, protein S). A také Ize predpokladat vyssi

frekvenci klinickych projevii u pacientt s vy$§imi hodnotami D-dimert.
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6. Metody a postupy

V ramci praxe jsem se seznamila s fungovanim laboratoie Hematologie v Nemocnici
Ceské Budgjovice. Byla jsem seznamena se zakladnimi, ale i specialnimi metodami
vySetfeni krve provadénymi na tomto pracovisti. Po kompletnim sezndmeni se s pracovistém
jsem se zameéfila na vySetfeni krve tykajici se mé diplomové prace, a to predevsim
na stanoveni protrombinového Casu podle Quicka, aktivovaného parcialniho
tromboplastinového Casu, koncentrace funk¢niho fibrinogenu, stanoveni funkéné aktivniho
proteinu C, rezistence na aktivovany protein C, stanoveni aktivity koagulacniho faktoru V.
Protoze se jedna o onemocnéni spojené s genetikou, navstivila jsem také pracoviste
Molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Bud&jovice, kde jsem byla sezndmena
s genetickym vySetfenim na Leidenskou mutaci.

VsSechna specidlni vysetieni se provadi na plné¢ automatizovaném koagula¢nim
analyzatoru Sysmex CS-2100i, avSak ho lze vyuzit i k zdkladnim koagula¢nim metodam.
Tento pfistroj vyuzivd k analyzovani koagulacni, chromogenni ¢i imunologickou metodu.
Koagula¢ni metoda je zaloZzena na principu aplikace svétla do smeési krevni plazmy a
reagencii. Zména turbidity se projevuje jako zména prochazejiciho svétla. Chromogenni
metoda je zjiStovana jako zména svételné absorbance po smichani krevni plazmy a
reagencii. Pfi imunologické metod¢ je plazma smichdna s latexovou reagencii a je

vyhodnocovéna jako zména absorbance latexovych shluk.

6.1 Principy analyzy

Vzorek je po danou dobu inkubovéan, poté je k nému ptidané reagencie. Na tuto smés
je vysilano svétlo, jehoz zmény jsou zaznamenavany béhem procesu srazeni krve.
Ke zjisténi koagulacniho Casu se pouziva metoda procentualni detekce. Ke zjisténi zmén

v absorbanci za minutu se vyuziva pomérova metoda nebo metoda VLin integral.

6.1.1 Postup pri zpracovani vzorki pro koagulaéni vySetieni

Vzorek Cerstvé krve je fedény pufrovanym citratem sodnym v pomeru 9:1. VSechny

vzorky je nutné odstfedit a vytemperovat na laboratorni teplotu.
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Zpracovani vzorku na rutinni koagula¢ni metody, specidlni koagula¢ni metody a
plazma pro vysetfeni faktoru VIII a ostatnich koagulacnich faktort se odstfed’uje pii 1500 g
po dobu 15 minut. Poté je supernatant odebran do zkumavky, ktera je fadné oznacena a tento
vzorek je zamrazen a uchovavan pii -70°C. Prfed samotnym vySetienim je plazma
rozmrazena ve vodni ldzni v termostatu pii 37°C a znovu odstfedéna pii 1500 g po dobu

15 minut.

6.1.2 Stanoveni funk¢éné aktivniho proteinu C

Protein C je na vitaminu K zavisly inhibitor koagulace, ktery reguluje aktivitu F V a
F VIIL. Je soucasti pfirozen¢ho antikoagula¢niho systému, jehoz cilem je Stépeni
aktivovanych kofaktorti V a VIIL

Toto stanoveni probih4d chromogenni metodou. Specifickym aktivatorem je hadi jed,
ktery aktivuje protein C a ten piimo umérné aktivuje nasledujici reakci. Jako reagencie se
pouzivd Berichrom Protein C. Barevnd zména je meéfena jako zmeéna optické hustoty
pii vinové délce 405 nm. Kalibracni kiivka je ur€ena zménami optické hustoty v zavislosti

na procentech. Vysledky jsou udavany v procentech. Referen¢ni rozmezi je 70 - 130 %.

6.1.3 Stanoveni rezistence na aktivovany protein C

Rezistence na aktivovany protein C ptedstavuje nedostatecnou nebo vilbec Zzadnou
odpovéd’ na aktivovany protein C a v 90 — 95 % je vyvolané Leidenskou mutaci.

Tento test je zalozen na aktivaci endogenniho proteinu C hadim jedem. Jako
reagencie se pouzivaji Pro C® Ac R Reagent a Pro C® R Activator. Pfidanim aktivétoru
k proteinu C u normalniho vzorku zpiisobi prodlouzeni vysledného ¢asu 2x — 3x oproti ¢asu
v testu s pfidanim pufru. U Leidenské mutace zpisobi aktivace proteinu C hadim jedem
pouze malé prodlouzeni oproti testu s pufrem.

Vysledky jsou uréeny jako pomér koagulacniho Casu s aktivatorem a koagula¢niho
casu s pufrem. Referentni rozmezi je 2,0 — 4,2. Vysledek 1,5 — 2,1 si vyzaduje dalsi
vySetfeni genovou analyzou. Vysledek roven nebo mensi nez 1,5 znaci s nejvetsi

pravdépodobnosti Leidenskou mutaci. Vzdy je vSak nutné tuto diagnézu geneticky potvrdit.
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6.1.4 Stanoveni aktivity koagula¢niho faktoru V

K plazmé vysetfovaného vzorku je ptfiddna plazma s deficitem F V a dale vySetiena
protrombinovym ¢asem (PT). Plazma s chybéjicim faktorem nemiize kompenzovat chybé&jici
faktor v plazmé s deficitem zndmého faktoru, proto zlstane PT prodlouzeny. Vysledek je
uren pomoci kalibra¢ni kiivky, kterd je ur€ena zménami Casu v zavislosti na procentech.

Vysledek udavan v procentech. Referen¢ni rozmezi je 60 — 140 %.

6.1.5 Stanoveni protrombinového ¢asu podle Quicka

Protrombinovy ¢as (PT) je méfeny pomoci tromboplastinu. Jednd se o test vné&jsi
cesty koagulacni kaskady, ktery slouzi k odhalovéani deficitu koagulacnich faktord vnéjsi
cesty a k monitorovani 1écby Warfarinem. PT je doba nutna k vytvoteni fibrinového vldkna
po aktivaci tromboplastinem. Monitoruje vzajemnou spolupraci faktorii a schopnost tvorby
koagula v pfiméfeném case.

Koagula¢ni kaskada je spusténa pfiddnim tromboplastinu a vapniku k plazmée a cas je
méien do vytvoreni koagula. Pouzité¢ reagencie jsou Tromborel S a PT Multi Calibrator.
Jedna kalibra¢ni kiivka je urCena zmeénami Casu v zavislosti na procentech. Referencni
rozmezi je 80 — 120 %, INR 0,8 — 1,2, Ratio 0,8 — 1,2. Vysledky jsou udavana v sekundéch,

procentech normalni aktivity, protrombinovém poméru (PR), INR.

6.1.6 Stanoveni aktivovaného parcialniho tromboplastinového ¢asu
(aPTT)

aPTT ndm umoziuje hodnotit funk¢nost vnitini cesty koagulacni kaskady. Pomoci
tohoto testu Ize odhalit deficit n¢kterych koagula¢nich faktori vnitini cesty, monitorovat
1é¢bu heparinem, detekovat pfitomnost inhibitora.

Koagulacni proces je spuStén po pifidani vapnikovych iontdl a cas je meéfen
do vytvofreni fibrinového vldkna. Pifidavanymi reagenciemi jsou Pathromtin SL a Calcium

Chloride Solution. Vysledky jsou udavany v sekundach, Referen¢ni rozmezi je 0,8 — 1,2.

37



6.1.7 Stanoveni koncentrace funkéné aktivniho fibrinogenu

Tento test slouzi k odhaleni deficitu ¢i nadbytku fibrinogenu a/nebo k rozliSeni
prodlouzeného trombinového ¢asu zpusobené¢ho heparinem anebo poruchami tvorby fibrinu.
Fibrinogen je protein nezbytny pro tvorbu krevni srazeniny. Je tvofen megakaryocyty a
v konec¢né fazi kaskady je rozpustny fibrinogen ménén na fibrinové vldkno. Tato vlakna jsou
spojovana do fibrinové sité. Je dilezité ptihlizet 1 na dalSi okolnosti zmény koncentrace.
Vyssi koncentrace miize byt zplisobena i vzrustajicim vékem pacienta, ale jedna se také
o rizikovy faktor pro kardiovaskularni onemocnéni. Niz$i koncentrace mohou byt vrozené ¢i
ziskané.

Reagencii je Thrombin Reagent — lyofilizovany hovézi trombin. Cas je méfen
do vytvofeni koagula. Tento c¢as odpovida nepfimo Umérné koncentraci fibrinogenu
v plazmé. Kalibracni kiivka je ur€ena zménami ¢asu v zavislosti na gram na litr. Referen¢ni
rozmezi je 1,8 — 4,2 g/l. Vysledek uddavan v gramech na litr, coz vyjadiuje koncentraci

funkéniho fibrinogenu.
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7. Zpracovani dat

Veskera data pochazeji z Hematologické ambulance Nemocnice Ceské Budgjovice a
vSechna tato data byla mimo nemocnici zpracovavana anonymng.

Obdrzela jsem 2 soubory sanonymnimi daty zhematologické a genetické
ambulance. Data zhematologie obsahovala vysledky testli tykajicich se koagula¢niho
vysetieni za rok 2014 - 2016. Celkem tento soubor obsahoval data 1897 pacientli. Geneticka
data obsahovala vysledky testl tykajici se pfitomnosti ¢i nepfitomnosti Leidenské mutace
u pacientll za rok 2014 - 2016. Celkem tento soubor obsahoval data 3237 pacienti, z toho
bylo na Leidenskou mutaci pozitivnich 610 pacientti, coz &ini prevalenci v Ceskych
Bud¢jovicich 18,9 % za 3 roky. Z téchto pacientil nav§tévuje hematologickou ambulanci
125 pacienti (3,9 %). Poté jsem =ztéchto soubori vybrala pouze data pochazejici
z hematologické ambulance, protoze k témto datiim Ize dohledat dalsi potfebné informace.
Jejich celkovy pocet byl 796 z hematologie a 1004 z genetiky. Nasledné jsem z téchto dat
vybrala pouze ty pacienty, kterym vySel pozitivni test na Leidenskou mutaci. Poté jsem
z téchto dvou souborti vytvorila jeden, kde jsem vybrala pacienty, ke kterym jsem m¢éla jak
vysledky koagulacnich vySetfeni, tak pozitivitu Leidenské mutace za rok 2014 - 2016.
Celkem zistalo 55 pacientii (3,06 %). Ztoho 42 Zen (76,4 %) a 13 muzd (23,6 %).

Procentuelni zastoupeni pohlavi je znazornéno na grafu €. 1.

Porovnani pohlavi

m Zeny

B Muzi

Graf ¢. 1: Rozdéleni pacientd pozitivnich na Leidenskou mutaci podle pohlavi.
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Po zpracovani anonymnich dat bylo nutné jejich dalsi rozSifeni o data klinicka.
V osobnich kartach jsem vyhledavala informace, zda pacient prodélal trombozu,
provokovanou trombozu, plicni embolii, u zen potraty, rodinou anamnézu a rodinou
anamnézu vzdalenych ptibuznych. Podle poctu jsem tyto informace ohodnotila. Poté jsem
pacienty rozdélala na dvé skupiny — s pozitivnimi klinickymi daty a s negativnimi
klinickymi daty. S pozitivnimi klinickymi daty bylo 32 pacientii (58,2 %) a pacientil
s negativni klinikou bylo 23 (41,8 %). Procentuelni zastoupeni téchto skupin je znadzornéno

na grafu ¢. 2. Dale jsem hledala rozdily mezi témito skupinami.

Klinické projevy

42%
m Pozitivni

Negativni

Graf €. 2: Porovnani pacientt podle klinickych projevi.

Cilem mé prace bylo najit souvislost mezi hodnotami APCR a zavaznosti klinickych
projevil. Pfedvidala jsem, Ze ¢im vice bude patologicka APCR, tim budou klinické projevy

Nejprve bylo nutné porovnat vSechny ziskané hodnoty a hledat mezi nimi rozdily.
Porovnani primérnych hodnot jednotlivych vySetfeni pacientli rozdélenych do skupin
s pozitivnimi a negativnimi klinickymi projevy je na grafu ¢. 3 a grafu ¢. 4. Na grafu €. 3
jsou porovnany prumérné hodnoty vySetieni v rtznych jednotkach. VySetieni
protrombinového Casu podle Quicka je udavano v INR (international normalized ratio),
aPTT je uddavano pomérem (ratio), fibrinogen je udavéan v g/l, APCR je udavan pomérem,

D-Dimer je udavan v mg/l FEU (fibrinogen ekvivalentni jednotka). Na grafu ¢. 4 jsou
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porovnany prumérné hodnoty faktoru VIII, proteinu C a volného proteinu S. VSechny tyto

jednotky jsou udany v procentech.

Primérné hodnoty vysetieni

3
2,5
z
2 2
K
.'q:, 15 B Pacienti s pozitivnimi
)GE, klinickymi projevy
°§ 1 M Pacienti s negativnimi
e klinickymi projevy
0,5
0

Quick aPTT FB APCR D-Di
Vysetieni

Graf ¢. 3: Primérné hodnoty vysetfeni.
Primérné hodnoty vysetieni
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Graf ¢. 4: Primérné hodnoty vysetfeni.
Po porovnani vSech dostupnych hodnot pacientd a také jejich primért (Quick,

Protrombinovy ¢as, fibrinogen, rezistence na aktivovany protein C, faktor VIII, protein C,

volny protein S, D-Dimery) jsem zjistila, Ze nejvyznamnéjsi jsou rozdily hodnot D-Dimeru.
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Predvidané APCR neovliviiuje vyskyt klinickych projevi. Ostatni rozdily primérnych
hodnot jsou minimalni a tudiz nevyznamné.

Dle grafu ¢. 3 je nejvétsi rozdil mezi primérnymi hodnotami D-dimert. Pro ovéteni
statistické vyznamnosti vSech zjisténych rozdili primérnych hodnot vySetfeni jsem pouzila
tabulkovy procesor Microsoft Excel, ve kterém jsem vyuzila statistickou funkci
jednofaktoridlni analyza rozptylu (ANOVA). Pro vSechny realizované testy byla zvolena
hladina vyznamnosti 0=5 %.

Statistické testy vyznamnosti vSak neprokazaly signifikantni rozdil mezi primérnou
hodnotou D-dimerli u pacientl s pozitivnimi klinickymi projevy a pacientli s negativnimi
klinickymi projevy (df =51, F = 0,59, p = 0,45).

Déle jsem rozdélila pacienty s pozitivnimi klinickymi projevy na 3 skupiny a
to na pacienty, ktefi prodélali trombozu ¢i embolii (TEN), pacientky, které potratily a
na pacienty s pozitivni rodinnou anamnézou (RA). U téchto skupin jsem porovnavala
pramérné hodnoty APCR a D-Dimerd.

Na grafu ¢. 5 jsou zndzornény 4 skupiny pacienti podle klinickych projevii a
prumérné hodnoty APCR u téchto skupin. U skupiny pacientti s TEN je pramérna hodnota
APCR niz8i nez u ostatnich. Statistickd vyznamnost rozdili mezi t€émito skupinami nebyla

signifikantni (df = 66, F = 0,79, p = 0,51).

Pridmérné hodnoty APCR
1,5

1,45
1,4
H APCR
1,35
i I
1,25
TEN Neg.

Potraty RA

Graf ¢. 5: Primérné hodnoty APCR u skupin pacientti s pozitivnimi klinickymi projevy.
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Na grafu €. 6 jsou porovndny prumérné hodnoty D-Dimerti udavanych v mg/l FEU
jednotlivych skupin pacienti, rozdélenych dle klinickych projevi. Podle vysledkl
prumérnych hodnot Ize vyvodit, Ze vysoké hodnoty D-Dimerti v kombinaci s Leidenskou
mutaci zpiisobuji ¢asto potraty. Neobvyklé vSak nejsou ani trombozy ¢i embolie a v jisté
mife lze pfedpokladat i souhru srodinnou anamnézou. Statistickd vyznamnost rozdilt

hodnot vSak nebyla signifikantni (df =62, F = 1,17, p = 0,33).

Priimérného hodnoty D-dimeru

1,4
1,2

1
0,8
0,6 m D-Dimery
0,4
0,2

0

TEN Potraty RA Neg.

Graf €. 6: Primérné hodnoty D-dimert u skupin pacientli s pozitivnimi klinickymi projevy.

Ziskané tdaje bylo tfeba dal analyzovat. Proto jsem vytvofila n¢kolik grafii, kde jsem
porovnavala primérné hodnoty APCR a D-dimeri u pacientd zatazenych do skupin dle
ruznych kritérii.

Na grafu €. 7 jsou porovnané primérné hodnoty vysetieni APCR a D-dimerti u muzi
a zen s pozitivnimi klinickymi projevy. Rozdil primérnych hodnot APCR je nepatrny a tudiz
znatelné vyssi, coz muze byt zpisobeno vyskytem potratd u zen ¢i graviditou zen béhem
vysetieni, protoze D—dimery jsou v gravidité fyziologicky zvySené. Ptesto nebyla statisticka

vyznamnost tohoto rozdilu signifikantni (df =31, F = 1,31, p=0,26).

43



Muii vs. Zeny
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Graf ¢. 7: Porovnani praimérnych hodnot vysetieni APCR a D-dimerti u muzu a Zen.

Na grafu ¢. 8 jsou zndzornéné primérné hodnoty vysetieni APCR a D-dimert
u pacientt, kteti prodélali trombo6zu, embolii ¢i potrat. Lze vidét nepatrny rozdil primérnych
hodnot APCR. Tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (df = 25, F = 1,8, p = 0,19).
V¢étsi rozdily jsou patrné u primérnych hodnot D-dimert téchto skupin, pfesto ani zde nebyl

prokazan statisticky vyznam (df = 22, F = 0,25, p = 0,78).

Trombaza vs. Embolie vs. Potraty

1,6
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1,2

B Tromboza
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0,4

0,2

APCR D-DI

Graf ¢. 8: Porovnani primérnych hodnot APCR a D-dimerd u pacientil, ktefi prodélali

trombdzu, embolii i potrat.
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Na grafu €. 9, kde jsou porovnané primérné hodnoty APCR a D-dimerti u pacientli
rozdélenych do skupin podle poctu klinickych projevii u kazdého pacienta, lze vidét,
ze prumérnd hodnota APCR se opét piili§ nelisi. Zato primérna hodnota D-dimert se velice
lisi. Nejzajimavéjsi je, ze hodnota D-dimert je nejnizsi u skupiny pacientdi, u kterych bylo
3 a vice klinickych projevii. Presto statisticka vyznamnost nebyla signifikantni (df = 21,

F=2.87,p=0,08).

Pocet klinickych projevi

1,8
1,6
1,4
1,2

H 1 projev

M 2 projevy
0,8

0,6
0,4
0,2

= 3-4 projevy

APCR D-Di

Graf €. 9: Porovnani pramérnych hodnot APCR a D-dimert podle poctu projevil u pacientt.

Podle grafu €. 3 a 4 je patrné, ze pozitivni rodinna anamnéza neovlivituje hodnoty
APCR a D-dimert, a ze tyto hodnoty jsou téméf shodné se srovnavanou negativni skupinou
pacientii. Proto jsem pacienty, ktetfi méli pouze pozitivni rodinnou anamnézu, piifadila
k pacientim s negativnimi klinickymi projevy a opét provedla porovnani pramérnych hodnot
APCR a D-dimert pacienti rozdélenych do dvou skupin dle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
klinickych projevii (graf ¢. 10). Rozdilnost hodnot APCR se nezmeénila. U hodnot
D-dimert uz je vSak vyrazné€jsi rozdil, ktery je statisticky signifikantni (df = 54, F = 6,01,
p =0,02).

45



Pozitivni vs. Negativni klinické projevy a
pozititvni rodinna anamnéza
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Graf ¢. 10: Porovnani primérnych hodnot APCR a D-dimeri u pacientl s pozitivnimi

klinickymi projevy a pacientll snegativnimi klinickymi projevy s pacienty s pozitivni

rodinnou anamnézou.
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8. Diskuze

Trombofilni stavy mohou byt vrozené ¢i ziskané, Casto spojené se zvySenym
vyskytem nebo rizikem trombozy. Penka 2001 uvadi prevalenci tohoto onemocnéni 1:1000
ve vyspélych zemich. Indrak 2014 uvadi prevalenci tromboembolické nemoci 1 piipad
na 1000 obyvatel, kdy stoupa sveékem. Salaj 2017 pak udava 40 ptipadd
na 100000 obyvatel. K nejvyznamnéjsi vrozené trombofilii patii Leidenska mutace, ktera je
spojena s rezistenci na aktivovany protein C. SrSen, SrSnova 2005 uvadi prevalenci APCR
2 — 8 % u bilé rasy. Vyskyt vSak vzristd na 20 — 60 % u pacientl s vendzni trombozou.
V Ceské republice je prevalence 6,6 %. Pro srovnani prevalence lze pouZit &lanek o APCR a
Leidenské mutace v Mexiku, kde 0,85 % Mexicanii ze 4345 je nositelem Leidenské mutace
(Majluf-Cruz, Moreno-Henrnandez et al. 2007).

Prevalence Leidenské mutace v Ceskych Budgjovicich za 3 roky odpovida téméf
19 %. Toto ¢&islo je vyssi nez prevalence v CR z ditvodu vysetfeni pacientd s podezienim
na tuto mutaci &i jiny problém spojeny s poruchou srazlivosti krve. Cast&jsi zachyceni
Leidena byl u zen. U vice jak poloviny téchto pacientii byl pozitivni klinicky nalez.
Ptedpokladala jsem, ze s rastem patologie APCR poroste zavaznost klinickych projevi.

Vseobecné je znamo, ze pacienti, kteti prodélali tromboembolickou nemoc, maji
niz8§i hodnotu APCR. Podle ziskanych dat se vSak toto tvrzeni nepotvrdilo. Ne vzdy nizka
hodnota APCR znamena ptitomnost klinického projevu. Naptiklad pacient X méa hodnotu
APCR 1,82 s 1 klinickym projevem (potrat). AvSak pacient Y ma hodnotu APCR 0,84 a
presto je bez klinickych projevi.

Pii porovnavani primérnych hodnot béznych i specialnich koagulacnich vySetieni
u pacientl s vyskytem klinickych projevii a pacientl bez klinickych projevi (graf ¢. 3,
graf €. 4) jsem neshledala zadné vyznamné rozdily s vyjimkou D-dimerti. Ani piedvidané
rozdily APCR nebyly prokdzany. Vyssi hodnoty D-dimert u pozitivni skupiny pacienti jsou
vice ocekdvané nez u negativni skupiny. Lze to castecné vysvétlit tim, ze tito pacienti
prodé€lali TEN a z tohoto diivodu pfisli do hematologické ambulance. Nebo proto, ze se
jedna o t€hotné Zeny, které v minulosti potratily, 1ze tedy predpokladat vyskyt komplikaci, a
proto jsou pod dohledem hematologa. D-dimery jsou fyziologicky ve velmi nizké
koncentraci. Avsak jindy patologickd hodnota D-dimeri je v t€hotenstvi stale fyziologickou.
Koncentrace D-dimerti roste praveé v ptitomnosti trombu, kdy plisobi plazmin na fibrin a

dochazi ke §tépeni fibrinu (Penka 2006).
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Porovnani primérnych hodnot APCR u riznych skupin pacientd s pozitivnimi
klinickymi daty (graf ¢. 5) ukazuje viditelné niz$i primérné hodnoty APCR u skupiny
pacientt, ktefi prodélali tromboembolickou nemoc.

Stejny postup byl proveden u primérnych hodnot D-dimerd. Zde jsou nejvyssi
hodnoty u potratii. MiiZze vSak zalezet, kdy piesné byly tyto hodnoty u pacientek méfeny.
Pokud Zeny v minulosti prodélaly potrat, spadaji do rizikové skupiny kontrolované
hematologem. A to hlavné v t€hotenstvi, kdy je fyziologickd hodnota D-dimert vyssi. Tyto
vysledky pak mohly zpiisobit zvyseni primérnych hodnot u této skupiny.

Dalsi porovnani primérnych hodnot APCR a D-dimeri mezi muzi a Zzenami
s pozitivnimi klinickymi projevy (graf ¢. 7) mélo za vysledek vyssi hodnoty D-dimerti u zen.
Plati zde jako pravidlo vySe — D-dimery jsou v téhotenstvi fyziologicky vyssi.

Ani u grafu ¢. 8 neni vysledek rozdilny a stale plati pravidlo hodnoty D-dimera
v téhotenstvi.

Pfi vyhodnocovani grafu ¢. 9 doslo k velkému piekvapeni, kdy hodnoty D-dimera
obsahovala pouze 5 pacientii a skupiny sjednim a dvéma projevy vice pacientd, byla
primérnéd hodnota vyrazné nizsi.

Z prvnich grafi je patrné, ze pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou bez dalSich
klinickych projevli maji minimalni rozdily se skupinou pacientii bez klinickych projevi.
Rodinnd anamnéza neni klinickym projevem, pouze zvysSuje riziko pacientd. Proto jsem
spojila skupinu pacientt s pozitivni rodinnou anamnézou a s negativnimi klinickymi projevy
a nasledn¢ porovnala primérné hodnoty. Tim jsem zjistila vyznamny rozdil u D-dimert.

Vsechny viditelnéjsi rozdily v grafech jsem statisticky provéfila na jejich
vyznamnost. Statisticky vyznamny rozdil jsem nalezla pouze u hladiny D-dimera u skupiny
pacienti s pozitivnimi klinickymi projevy bez pacientll s pozitivni rodinnou anamnézou,
které jsem zaradila k negativni skupin€é. VSechny ostatni nedosahovaly statistické
vyznamnosti. Vzhledem k nizkému poctu pacienti u skupiny pacientll s pozitivnimi
klinickymi projevy bez pacientli s pozitivni rodinnou anamnézou nebyla statistika
signifikantni. Pro lep$i urCeni statistické vyznamnosti dat by bylo tfeba rozsitit celkovy
pocet pacienti.

Pti pohledu na data jsou zjevné vyssi hodnoty D-dimeri u pozitivni skupiny pacienti.
Pifi jednom porovnani vySel rozdil statisticky vyznamny a u jednoho se statistické

vyznamnosti blizil (p = 0,08). Pro zvySeni vyznamnosti by bylo vhodné ud¢lat obséahlejsi
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praci, coz neni v podminkéch tohoto pracovisté mozné vzhledem k tomu, Ze se mohla zménit

Mezi nejvyznamnéjsi vySetfeni patii APCR a také genetické potvrzeni Leidenské
mutace. Dale pak se jevi byt vyznamnym vySetfenim hodnota D-dimerti. Ostatni vySetfeni
jsou s nejvetsi pravdépodobnosti v pripadé Leidenské mutace méné vyznamné, ne vSak
bezvyznamné.

Urcitou predpoveédni hodnotu mohou mit pocty desticek a jejich stiedni objem c¢i
méieni jejich reaktivity pro pfihody tepenné trombdzy, jak uvadi Matyskova, Hrachovinova
1999.
prabéh. Z vybrané skupiny pacientti byli pouze 3 homozygoti a jejich klinické projevy byly
rozdilné. Jeden byl zcela bez klinickych piiznakii, u druhého pacienta se klinické projevy
objevily pouze v rodinné anamnéza a tfeti mél ptimé klinické projevy. Piesto u této skupiny
1ze tvrdit, ze hodnota APCR je vyznamna, protoze vzdy byla mensi nez 1.

V poslednich letech se znac¢né zvysil pocet genetickych vysetfeni pacienti na FV
Leiden. Dle mého nazoru je dobré o takové skuteCnosti védet, predevsim u zen. V dobé¢, kdy
je kariérni rlst upfednostiiovan pfed rodinou a vétSina Zzen uziva antikoncepci
bez jakychkoliv vySetteni, je dobré o vysSich rizicich védét a v pfipad¢ potizi znat svou

diagnozu pro urychleni pomoci z pohledu 1ékare.
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9. Zavér

Cile mé¢ prace byly:

Vyhledat pacienty pozitivni na Leidenskou mutaci a s APCR
Zjistit klinické projevy u pacientd s FV Ledenem
Zjistit vztah mezi APCR a zévaznosti klinickych projevi

Zjistit, zda existuje dalsi faktor ovliviujici zavaznost projevu

Vsechny tyto cile jsem splnila.

Hypotézy byly:

wev

Frekvence TEN a potratli je ovlivnéna piitomnosti dalSich vrozenych rizikovych
faktorti = neprokazano
Vyssi frekvence klinickych projevi je spojena s vy$Simi hodnotami D-dimeri -

prokazano
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10. Seznam zKkratek

ANOVA
APC
APCR
APTT
AT
DIK
DNA
ELISA
FEU
fVL
GDF-15
GIT
H-FABP
hsTnT
HZT
INR
LIA
LMWH
NOACs
PCG
PCR

PE

PR

PT

TEN
TF
TFPI

t-PA
UFH

analyza rozptylu

aktivovany protein C

rezistence na aktivovany protein C
aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as
antitrombin 11

diseminovana intravaskularni koagulace
deoxyribonukleova kyselina
enzyme-linked immunosorbent assay
fibrinogen ekvivalentni jednotka
faktor V Leiden

growth differentiation factor-15
gastrointestinalni trakt

heart-type fatty acid binding protein
highly sensitive troponin T

hluboka Zilni trombo6za

international normalized ratio

lysine iron agar

nizkomolekuldrni heparin

nova oralni antikoagulancia

proC Global

polymerazova fetézova reakce

plicni embolie

protrombinovy pomer
protrombinovy Cas

rodinnd anamnéze

tromboembolickd nemoc

tkanovy faktor

inhibitor tkanového faktoru

tumor nekrotizujici faktor

tkanovy aktivator plazminogenu

nefrakcionovany heparin
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u-PA
vWF

urokinaza

Von Willebranduv faktor
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