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1.UVOD

Opakovana fetalni ztrata je Castym zdravotnim problémem. V souasné
dobé je timto problémem postiZzeno 1-5% fertilnich zen (19-49 let).[1]

PfestoZe podle statistik celkovy pocet potratd po dvou letech stagnace
klesa, poCet samovolnych potratd ma naopak stoupajici charakter. V roce 2007
bylo registrovano 14 102 samovolnych potratu, v roce 2008 uz jich bylo 14 273 a v
loriském roce 2009 se pocet samovolnych potrat zvysil o dalSich 356 na 14 629.

[2]

Béhem téhotenstvi dochazi v organismu zeny k nékterym zménam.
Fyziologickou zménou je v tomto obdobi hyperkoagulacni stav, ktery obecné
zvySuje dispozici k trombofili. Pod vlivem téhotenskych hormonl, zejména
estrogenu, dochazi ke zvyseni hladiny koagulac¢nich faktord, faktoru I, V, VII, VIII,
IX, XIll, fibrinogenu a von Willebrandova faktoru.[3][4][5] Dale dochazi k poklesu
koagulacnich faktort XI a XlllI [5] a k inhibici fibrinolyzy.[3][4] Tento stav je b&éhem
téhotenstvi kompenzovan rlznymi protektivnimi mechanismy, napf. hemodiluci
nebo zvySenim aktivity nékterych pfirozenych inhibitorl koagulace, zejména
inhibitoru tkanového faktoru (TFPI), a,-makroglobulinu a ai-antitrypsinu, a proto
sam o sobé tento stav k trombotizaci nevede.[3]

U patologického téhotenstvi je tomu trochu jinak. Nedochazi k udrzeni
kfehké rovnovahy v systému koagulace, ale naopak dochazi velmi snadno k jeji
dekompenzaci. Z hlediska hematologie fadime k pfi¢inam dekompenzace vrozené
a ziskané poruchy hemostazy, které se mohou projevit bud krvacenim, nebo
Castéji trombotizaci v arterialnim a zilnim fecisti t€hotné zeny nebo fetoplacentarni
jednotky[6] a ve svém dusledku mohou byt i pfi¢inou odumrti plodu. Tyto poruchy
patfi mezi jedny z moznych pficin opakujicich se ¢asnych nebo pozdéjSich ztrat
plodu stejné tak jako snizené plodnosti.[7]

Protoze v soucasnosti zlistava patogeneze opakovanych spontannich ztrat
plodu nejasna, je zenam s touto osobni anamnézou v pribéhu téhotenstvi
podavan nizkomolekularni heparin (LMHW). Tento Iék je povazovan za bezpecny
a ucinny pfi IéCbé a prevenci zilniho tromboembolizmu (VTE) v téhotenstvi.[8]



2.CIL STUDIE

Ve své diplomové praci se zabyvam stanovenim vybranych koagulacnich
parametrd u pacientek s opakovanymi ztratami plodu, které byly béhem
téhotenstvi profylakticky zajistovany LMWH.

V letech 2006 az 2008 probéhl na nasem oddéleni, useku hematologie
UKBH Lochotin FN Plzen, ve spolupraci s Gynekologicko-porodnickou klinikou FN
Plzen grant IGA MZ CR NR8917-3[9], ktery z hematologického hlediska sledoval
zmény hemokoagulace pfi dlouhodobém podavani nizkomolekularniho heparinu
(LMWH) jako ochrany téhotenstvi u pacientek s opakovanymi ztratami plodu.

ProtoZe jsem se osobné podilela na prfipravé a sbéru materialu, jeho
uchovavani (zamrazovani) a nasledné zpracovani (v€etné nastaveni metod dle
aplika¢nich protokoll a stanoveni vysledku), vybrala jsem si pro vypracovani
diplomové prace nékteré koagulacni parametry stanovené v plazmé téhotnych Zen
zarazenych do toho grantu.

Jedna se o stanoveni funk&nich aktivit a hmotnostnich koncentraci
aktivatord a inhibitorl koagula¢niho a fibrinolytického systému. Funkéni aktivitu
plazminogenu, inhibitoru aktivatoru plazminogenu a az-antiplazminu jsme
stanovovali pomoci chromogennich substratd na analyzatoru Sysmex CA-1500.
Antigeny trombomodulinu, tkanového aktivatoru plazminogenu a inhibitoru
aktivatoru plazminogenu jsme vySetfovali metodou pfimé nekompetitivni ELISY.

Odbéry krve byly provadény v dobé pred otéhotnénim a nékolikrat po dobu
téhotenstvi, v obdobi do 10. tydne, od 10. do 19. tydne, od 20. do 29. tydne a od
30. tydne.

Pacientky byly po dobu gravidity podle osobni anamnézy profylakticky
zajiStovany v obdobi 25.-43. tydne nadroparinem (Fraxiparine), event. pfi
alergickych projevech enoxaparinem (Clexane).



3.TEORETICKA CAST

3.1. Hemostaza

Hemostaza je velmi sloZity, ale komplexni proces. Podili se na zastavé
krvaceni v misté urCeni fadou mechanismi s rozdilnymi vstupy a ucinky, celou
fadou pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb aktivatord a inhibitord
hemostatického procesu[10] (obr.1).[3]

Obr.1. Schéma koagulace a fibrinolyzy a jejich inhibitory
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Zakladnimi mechanismy hemostazy jsou primarni hemostaza, plazmaticky
koagulacéni systém, fibrinolyticky systém a inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy.



Pfi poSkozeni cévniho endotelu (mechanickém, chemickém, biologickém) je
zahajen proces srazeni kombinovanou adhezivni reakci, ktera zahrnuje jak krevni
destiCky, tak ostatni bufky nebo latky podilejici se na hemostaze.[11]
Bezprostfedné po poskozeni maji aktivované desticky snahu pfichytit se k cévni
sténé. K tomu dochazi po spojeni povrchovych destiCkovych glykoproteind GP Ib—
IX s von Willebrandovym faktorem, ktery je produkovan stresovanym endotelem. V
druhé fazi pak v destickach dochazi k syntéze tromboxanu TXA2 s "de novo”
expresi destiCkovych glykoproteina llb/llla, na které se vaze fibrinogen. Nasledné
dochazi ke shlukovani destiCek mezi sebou a k vytvoreni destiCkového trombu [3],
tzv. primarni hemostatické zatky (obr.2).[11] Ta se aktivaci dalSich procesu zpevni
a po jejim smrsténi se vytvori definitivni krevni zatka vedouci k zastavé krvaceni.
[10]

Primarni a sekundarni hemostaza, tj. tvorba primarni hemostatické zatky a
jeji stabilizace fibrinovou siti, jsou procesy, které se navzajem prolinaji a tvofi
jeden celek.

Posledni fazi hemostazy je fibrinolyza, ktera umozni rozpusténim trombu,
rekanalizaci a plné funk&ni obnoveni pratoku krve cévou. Zaroven probihaji
reparativni procesy vedouci v konecné fazi k celkovému zhojeni poskozené cévy.

Tento cely proces od vzniku primarni hemostazy az po fibrinolyzu
(obr.2)[11] trva podle rozsahu poskozeni cévy od nékolika minut az po nékolik dni
(obr.3).[11]

Obr.2. Schéma hemostazy
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Obr.3. Casovy prib&h hemostazy
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V neporuSeném zilnim systému podporuje trombogenezi zpomaleni
krevniho toku a hyperkoagulace. Ta je zpUsobena na jedné strané nadbytkem
koagulacnich faktort a na strané druhé nedostatkem jejich pfirozenych inhibitoru.

Mezi deficity inhibitord patfi snizena aktivita antitrombinu (AT), ktery
inhibuje nadbyte¢ny trombin a aktivovany faktor X (Xa). Dale mezi deficit inhibitort
patfi snizena hladina proteinu C (PC) a proteinu S (PS), zpétnovazebné inhibujici
aktivované faktory V (Va) a VIII (VIlla) a v neposledni fadé deficit pfirozeného
inhibitoru tkanového faktoru (TFPI), ktery potlaCuje aktivitu komplexu [TF.FVlla] a
jiz v po€atku blokuje aktivaci zevniho systému koagulace. Antitromboticky pusobi i
glykoprotein trombomodulin, ktery je lokalizovan na povrchu endotelu, kde inhibuje
volny trombin. Vedle téchto “specifickych” inhibitor( aktivovanych koagulacnich
faktor, reguluji krevni srazeni i jiné plazmatické inhibitory, jako je ao-
makroglobulin, a;-antiproteinaza aj.



3.2. Systém inhibitorti hemostazy

Inhibitory krevniho srazeni jsou heterogenni skupinou pfirozenych slozek
krve, které se podili na tlumeni jednak procesu srazeni vyvolaného plazmatickym
koagulacnim systémem, a také na procesu fibrinolyzy.

Jedna se o tzv. proteolytické enzymy, serinové proteazy, které brani
nekontrolovanému srazeni krve. Udrzuji tak dynamickou koagulacni rovnovahu.

Pozménéné hladiny, pfipadné funkéni abnormality nékterych inhibitora
zejména antitrombinu, systému proteinu C a trombinem aktivovaného inhibitoru
fibrinolyzy (TAFI) pfedstavuji znacné riziko pro vznik trombdzy [10].

3.2.1. Inhibitory plazmatického koagula¢niho systému

V prubéhu srazeciho procesu se tvofi v nadbyte€ném mnozstvi
proteolyticky enzym trombin. Nadbyte¢ny trombin musi byt na konci tohoto
procesu okamZzité vyvazan, aby se zabranilo nekontrolovatelnému srazeni a
nasledné tromboze.

Z pfirozenych inhibitort krevniho srazeni se nejvice uplatfiuji antitrombin a
az-makroglobulin. Vedle nich existuji jesté dalSi inhibitory jako je jiz zminény
plazmaticky inhibitor serinovych proteaz Kunitzova typu TFPI, ktery inhibuje
komplex [Vlla.TF] zevni cesty aktivace koagulace nebo systém proteinu C, ktery je
schopen inaktivovat nékteré koagulaéni faktory (Vllla a Va) a reguluje tak jiz
tvorbu trombinu.

Systém proteinu C tvofeny proteinem C, proteinem S a trombomodulinem je
kliCovou sloZzkou pfirozené antikoagulacni cesty. Ta je aktivovana na povrchu
endotelovych bunék trombinem vazanym k trombomodulinu.[10]
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Trombomodulin (TM)

Obr.4. Molekula trombomodulinu
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Trombomodulin (obr.4)[10] je integralni transmembranovy glykoprotein,
ktery ma antikoagulaéni aktivitu.[12] Vazbou na trombin v systému proteinu C
aktivuje pfirozenou antikoagulacni cestu a spolecné s antitrombinem a TFPI patfi
k nejucinéj§imu inhibi¢nimu systému hemostazy.[10]

Trombomodulin byl nalezen v membrané neaktivovanych endotelialnich
bunék tepen, ZzZil, kapilar a lymfatickych uzlin metodou imunocytochemického
barveni pomoci avidin-biotin peroxidazy. Béhem téhotenstvi je pfitomen jesté v
syncytiotrofoblastu v placenté.[13]

Z membrany bunék endotelu se uvolfuje do krevniho fecisté po
proteolytickém Stépeni enzymem elastazou pochazejici z aktivovanych neutrofila.
Pfi poSkozeni téchto bunék se jeho hladina zvySuje. ProtoZe se jeho hladina v
plazmé odviji od stavu endotelu, muze se TM povazovat za marker endotelialniho
poskozeni jak velkych, tak i malych cév.

Referenéni rozmezi trombomodulinu v plazmé je 34-54 ng/ml. K jeho
zvySeni dochazi poruchami endotelu napf. diseminovanovanou intravaskularni
koagulopatii (DIC), embolii, lupusem nebo ARDS.[14]

Molekulova hmotnost primarni struktury 75kDa byla zjisténa elektroforézou
na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).
[15]

Sekundarni struktura trombomodulinu o molekulové hmotnosti 105kDa
obsahuje vice cystinovych mustka a vznika snizenim disulfidickych vazeb. Tato
konfirmace poskytuje trombomodulinu vétsi stabilitu pfed extrémnimi hodnotami
pH nebo denaturaci. Struktura TM se podoba lipoproteinu o nizké hustoté
(LDL).[16]
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Funkci trombomodulinu je snizeni aktivace protrombinového komplexu s
faktorem Xa. Trombomodulinem vyvazany trombin ztraci svou prokoagulacni
aktivitu a tim schopnost stépit fibrinogen. Trombomodulin dale potencuje aktivaci
systému proteinu C (obr.5)[10] a dochazi k inaktivaci faktord Va a Vllla[14]. Jeho
funkce kofaktoru pfi aktivaci proteinu C trombinem urychluje tuto reakci az 1500x.
Vznikly komplex [TM.trombin] v poméru 1:1 nevyzaduje Ca®', a presto dokaze
inaktivovat faktory XIll, VIII, V a krevni desti¢ky. Vazbu proteinu C na komplex
[TM.trombin] urychluje nizka koncentrace faktoru Va.

Obr.5. Schéma funkce trombomodulinu v systému proteinu C
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Pokud se trombomodulin nachazi mimo cévy, vzdalené od endotelu,
podporuje vznik sraZeniny, ale je-li pfitomen v blizkosti endotelu generuje
antikoagulacni aktivitu aktivovaného proteinu C k zajisténi plynulosti krevniho
toku.[16]

Trombomodulin  také inhibuje proteolyticky dCinek trombinu na
makromolekularni substraty. Pokud jeho molekula obsahuje galaktozanimoglykan,
urychluje inaktivaci trombinu pomoci antitrombinu.

Mutace genu pro trombomodulin, dnes je znamych celkem 29 mutaci, se
zaménou Ala za Val v 455, nebo Pro za Leu v 483, Gly za Ala v 61, Asp za Tyr v
468 aj. zpUsobuji trombofili a mohou vést ke vzniku nékterych arterialnich
trombo6z.[3]
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Trombomodulin se povaZuje za protein, ktery se podili jak na procesu
srazeni, tak na rakovinném bujeni a embryogenezi.

Pfi studiich provadénych na mysich bylo zjiSténo, Ze zatimco mutovany gen
pro TM ma zvySenou tendenci k trombdze (pfevazné v srdci), tak deficit genu TM
vede k ¢asné embryonalni letalité.[17]

U embryi s deficitem trombomodulinu je potrat zpusoben tkanovym
faktorem. Ten zpUsobuje na rozhrani plod-matka aktivaci koagulaéni kaskady.
Aktivované koagulacni faktory inhibuji rust a indukuji odumirani bunék trofoblastu
placenty. To se déje dvéma odliSnymi mechanismy. Smrt obfich bunék trofoblastu
je zpusobena pfeménou substratu trombinu fibrinogenu na fibrin s naslednym
vytvorenim fibrin degradacnich produkti. Naproti tomu zpomaleni nebo zastaveni
ristu bunék trofoblastu neni zprostfedkovano fibrinem, ale pravdépodobné je to
vysledek zapojeni receptorl aktivovanych proteazami (PAR-2 a PAR-4).[18] Tato
zjisténi poukazuji na novou ulohu trombomodulinu, nezbytnou pro udrzeni
téhotenstvi, v systému proteinu C v kontrole rastu a prezivani bunék trofoblastu v
placenté. [19]
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3.3. Fibrinolyticky system

Za fyziologickych podminek je tento systém schopen udrzovat v lidském
organismu hemostatickou rovnovahu.

Jde o systém zodpovédny za enzymatické stépeni vytvoreného fibrinu a tim
se podili na zprlchodnéni cévniho systému po ¢aste¢ném nebo Uplném uzavéru
fibrinovym trombem.

Fibrinolyza (Obr.6) je reparaCni proces zaijistujici rekanalizaci poranéné
cévy po zhojeni defektu cévni stény. Pfitomnosti svych aktivatord a inhibitort je
velice podobna systému krevniho srazeni. Jako je v procesu koagulace centralni
sloZkou trombin, tak je zakladnim prekurzorem fibrinolyzy plazminogen. Ten je
svymi aktivatory $tépen na vlastni efektorovy enzym — plazmin. ProtozZe je proces
fibrinolyzy (stejné jako koagulace) nutné regulovat tak, aby byla zachovana funkce
organismu v optimalni rovnovaze, jsou v plazmé pfitomny specifické inhibitory,
které plynule omezuji aktivaci plazminogenu (PAI), anebo plazmin vyvazuji
(azantiplazmin).[20]

Jak plazminogen, tak i plazmin ma vazebné misto pro fibrinogen.
Polymeraci fibrinovych monomer( je plazminogen vestavovan pfimo do fibrinové
sité. Tento krok je inhibovan glykoproteinem bohatym na histidin (HRGP)[20][21],
ktery patfi mezi negativni reaktanty akutni faze (zanétu) a soutézi s
plazminogenem o vazebné misto na fibrinogenu.

Zaroven je do fibrinové sité prostfednictvim faktoru Xl vestavén i a,-
antiplazmin, ktery zde brani predCasné lyze fibrinové sité pusobenim plazminu.
Jeho pfeména z plazminogenu je zpusobena tkafiovym aktivatorem plazminogenu
(tPA) pochazejicim z krevnich desticek tvoficich stroma koagula. ProtoZe plazmin
vazany na fibrin je mnohem odolnéjSi k inhibici az-antiplazminem nez plazmin
volny, dochazi uvnitf koagula k mirné pfevaze fibrinolyzy. Na povrchu koagula je
fibrinolyza aktivovana tPA uvolnénym z okolnich bunék (endotelie, monocyty).
Plazmin vznikly touto reakci, ktery neni na povrchu koagula vazan na fibrin, je
vyvazan pritomnym as-antiplazminem. Pfi odbouravani fibrinu se odhaluji dalSi
vestavéné molekuly plazminogenu, obnaZuji své koncové karboxylované lyziny
fibrinu, na které se vazi dalSi a dalSi molekuly tPA a plazminogenu a zapojuji se
tak stale vice do lyzy koagula.[20]

V misté koncovych karboxylovanych lyzint je téz misto pro vazbu TAFI,
ktery tak kompetici brani vstupovani tPA a plazminogenu do procesu fibrinolyzy a
zpomaluje ji.[20]
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Fibrinolyza je nejvyznamnéji aktivovana sekreci tPA z bunék endotelu a
monocytld. Malé mnozstvi je také pfitomné v trombocytech, a proto muize toto
mnozstvi puasobit i uvnitf trombu. Fibrinolyza je sou€asné v malém mnozstvi
aktivovana i cestou faktoru XII.

Obr.6. Zjednodusené schéma fibrinolyzy
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Modré Sipky oznaduji stimulace a ¢ervené Sipky inhibice.[22]

Fibrinolyticky systém hraje také podstatnou ulohu pfi degradaci kolagenu, v
angiogenezi a v procesu tvorby metastaz tumoru[10].
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3.3.1. Systém plazminogenu a plazminu

Plazminogen (PIg)

Obr.7 Molekula plazminogenu

Plazminogen (obr.7) [23] je prekurzorem serinové proteazy plazminu, ktery
je antikoagulaénim proteinem a centralni slozkou fibrinolytického systému.

Je to jednoretézcovy glykoprotein syntetizovany jatry ve dvou formach:

1) Glu-plazminogen o molekulové hmotnosti 90 kDa a biologickym
polo¢asem 48-60 hodin,

2) Lys-plazminogen s molekulovou hmotnosti 83 kDa a biologickym
polo¢asem 12-20 hodin.

Bilkovinny fetézec se sestava ze 790 aminokyselin a 2 cukernych slozek
navazanych v mistech Asp?®®a Thr®*°[10].

Za fyziologickych podminek se vyskytuje v plazmé o koncentraci 2,4 umol/I.
Zde byva zcasti vyvazovan glykoproteiny bohaté na histidin. Dale je pfitomen v
eozinofilech, bufkach ledvin a dalSich tkanich.

Sam se vaze na r0zné druhy povrchd. Existuje nékolik receptori pro

plazminogen, ale nejdllezitéjSi z nich je receptor GPIIb/llla pfitomny na
membrané krevnich desticek.

Pfeména plazminogenu, ve formé zymogenu, na plazmin je aktivovan
prekurzory serinovych proteaz tPA a urokinazy (uPA). Komplex plazminogenu s
tPA, vyvazany fibrinem je velmi ucinné konvertovan na plazmin. V této reakci
slouzi fibrinova slozka koagula jako ucinny kofaktor.[10]
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Vznik aktivniho enzymu plazminu je podminén nejdfive Stépenim molekuly
plazminogenu v misté& Lys’’, kdy se uvolni peptid, a poté §tépenim v misté Arg>®.
Tak vznika dvouretézcova molekula skladajici se z téZzkého A fetezce a lehkého B
fetézce (kde je aktivni katalytické misto) spojena disulfidickou vazbou. [10] Tento
proces se nazyva fibrinolyza.

Plazmin

Plazmin je dulezity enzym pfitomny v krvi, serinova proteaza (EC
3.4.21.7)[23], ktera odbourava fadu proteini krevni plazmy. Hlavni funkci
plazminu je rozpoustét fibrin krevnich srazenin.[10] Aktivni forma vznika
pusobenim vnitfnich aktivatord (faktoru Xll, prekalikreinu, vysokomolekularniho
kininogenu) a vnéjSich aktivatort (urokinazy, tPA, streptokinazy)[10]. Pokud je
plazminogen vazan na fibrinové vlakno, je aktivace pomoci tPA urychlena. Vedle
funkce rozpousténi fibrinového koagula, se také podili na stépeni dalSich proteind,
fibrinogenu, fibronektinu, trombospondinu, lamininu a von Willebrandova faktoru.
Dale aktivuje kolagenazy, nékteré mediatory v systému komplementu. Oslabuje
sténu Graafova folikulu, coz vede k ovulaci. Plazmin také hraje vyznamnou roli pfi
hojeni ran, béhem reparace jaterniho poskozeni, Stépi v misté poskozeni
prebytecny fibrin.

Plazmin je inaktivovan a-antiplazminem (inhibitorem serinovych proteaz —
tzv.serpinem). Volny plazmin ma velmi kratky biologicky poloCas. Vazany na
fibrinové vlakno, ma poloCas delSi, a je tak odolng&jSi vu¢i svému inhibitoru.
Stépenim plazminu vznika fragment o velikosti 38 kDa nazyvany angiostatin.

Nedostatek plazminu muze vést k trombdze, protoze srazeniny nejsou
adekvatné odbouravany. Existuje vzacna porucha zvana deficit plazminogenu typ |
(217090), zplUsobena mutaci PLG genu, ktera se c¢asto projevuje jako
conjunctivitis lignea (onemocnéni ocnich spojivek).[23]
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3.3.2. Aktivatory plazminogenu

Pokud jsou aktivatory pfitomny v plazmé, jedna se o vnitini aktivatory, mezi
které patfi trombin, trypsin a faktor XllI, prekalikrein a HMWK a jsou soucasti
kontaktniho systému, tj. aktivace nastava uz po kontaktu faktoru Xl s poSkozenou
Cévou.

Vnéjsi aktivatory jsou soucasti lidského organismu, ale nepochazi z
krevniho obéhu. Za fyziologickych podminek se na aktivaci plazminogenu podili
priblizné z V2 tPA, z /4 uPA a z Va faktor Xlla.[10]

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA)

Obr.8. Molekula tPA

Tkanovy aktivator plazminogenu (obr.8)[24] je specifickym aktivatorem
pfemény plazminogenu na plazmin. Je to proteinaza serinového typu, ktera je
kodovana genem PLAT [25] nachazejicim se na 8.chromozomu, a ktera je po
stimulaci trombinem nebo aktivovanym proteinem C, histaminem, bradykinem,
pfipadné IL-1 uvolfiovana ze zdravych endotelovych bunék. DalSim zdrojem jsou
aktivované monocyty a megakaryocyty a pfedevSim organy s velkym cévnim
zasobenim, jako jsou déloha, plice, ledviny.

Vyskytuje se ve dvou formach. Jednofetézcova molekula ma hmotnost 68
kDa, biologicky polo€ase 5-8 min a koncentraci v plazmé 5-10 ug/l. Koncentrace
se zvySuje po svalové praci, stresové reakci nebo po Zilni okluzi.

Aktivni dvouretézcova forma vznika proteolytickym Stépenim plazminem,
tkanovym kalikreinem nebo faktorem Xa.
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Pfirozenym inhibitorem tPA je inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAl), ktery
brani pfeméné plazminogenu na plazmin, a blokuje tak fibrinolyzu v jejim poc&atku.

Zvyseni enzymatické aktivity, hyperfibrinolyzy, se projevuje jako nadmérné
krvaceni. Snizena aktivita vede k hypofibrinolyze a muizZe mit za nasledek
trombdzu nebo embolii.

Protoze je tPA fibrin specificky aktivator plazminogenu, zvySuje se jeho
aktivita, je-li plazminogen navazan na fibrinovou sit nebo na z ¢asti degradovany
fibrin. Této specifické vlastnosti se vyuziva pfi trombolytické 1éEbé cévnich
uzaveéru, predevsSim pfi trombo6ze koronarnich tepen. Ma pozitivni vliv pfi obnové
recirkulace krevniho toku po trombolyze a zaroven i pfi redukci trombofilie.

VySetifeni tohoto parametru je uziteCné pfi diagndéze tromboembolickych
onemocnéni, zvlasté u mladych jedincu, dale po operaci obstrukce cév, kdy
dochazi ke snizeni fibrinolytického potencialu a pfedevsim u méstnani v Zzilnim
obéhu.

Dnes biotechnologickymi postupy vyrabéna rekombinantni forma tPA se
pouziva k trombolyze plicni embolie, infarktu myokardu a cévni mozkové prihody.
Mali-li byt 1écba efektivni, musi se tPA podavat intraven6zné béhem prvnich tfi
hodin od udalosti nebo maximalné do Sesti hodin a sice pfes arterialni katétr pfimo
do mista uzavéru. Pfi prfedavkovani tPA je mozno pouzit jako antidotum Kkys.
aminokapronovou.[26].

Tkanovy aktivator plazminogenu je silny proteolyticky enzym, ktery se
ucastni i jinych procesu, napf. nidace oplodnéného vajiCka nebo spolu s
urokinazou sehrava svoji roli pfi proliferaci a migraci bunék a remodelaci
tkané.[10]
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3.3.3. Inhibitory fibrinolyzy
Slouzi k urCeni mista fibrinolyzy s naslednym utlumenim fibrinolytickych

procesU a zabrané jejich Sifeni do okoli.

Inhibitor aktivatori plazminogenu (PAI-1)

Obr.9. Molekula PAI-1

PAI-1  (obr.9)[27] je hlavnim pfirozenym inhibitorem aktivatord
plazminogenu tPa a uPa. Jeho pusobeni je zaméfeno proti aktivaci plazminogenu,
tzn. jesté pred aktivaci fibrinolyzy.

Jde o serinovou proteazu vyskytujici se ve dvou formach.

Glykosylovana forma ma molekulovou hmotnost 52 kDa, zatimco
neglykosylovana forma jen 43 kDa. Jako jednofetézcovy glykoprotein je z velké
¢asti pfitomen v a-granulich krevnich desti¢ek, v menSim mnozstvi v endotelu a
plazmé. Jeho syntéza je zajiStovana bunkami endotelu, megakaryocyty, po
stimulaci cytokiny i hepatocyty, ale také tukovou tkani. Regulovana je trombinem a
nékterymi hormony napf. inzulinem ¢i glukokortikoidy.

Biologicky poloCas neaktivni formy pfi fyziologickém pH a teploté je
priblizné 1 hodina a lehce stabilngjsi formy, tj. PAl-1 navazany na Vitronectin, pak
2 hodiny. Mutované formy PAI-1 maji biologické polo€asy az 145 hodin.[10]

Koncentrace PAI-1 v plazmé &ini 20-100 ug/l.
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Z fady typu PAI-1, PAI-2 a PAI-3 je hlavnim a nejucingjSim inhibitorem PAI-
1, ktery tvofi s tPa v poméru 1:1 komplex [PAI-1.tPa] a tim jej inaktivuje. Cely
proces je urychlovan fibrinem, ktery zaroven zrychluje ve své vazbé na PAI-1 jeho
vychytavani z plazmy. Komplex je odbouravan jatry a takto uvolnény PAI-1 z
vazby se rychle pfeménuje na neaktivni formu kolujici v plazmé. Pfi vazbé na
negativné nabity povrch fosfolipidi dochazi k jeho aktivaci zménou konformace a
odhalenim aktivniho mista.

VysSi PAI-1 hladiny upozonuji na aktivaci endotelu. Dale jsou spojeny s
dyslipidémii smiSeného typu nebo obezitou, s horeCkou a zanétem a fyziologicky
se vyskytuji také v téhotenstvi. Pfi zanétlivych stavech, kdy je fibrin uloZzen ve
tkanich, hraje patrné PAI-1 vyznamnou roli pfi progresi do fibrézy. Lze jej spolu s
fibrinogenem, CRP a a;-antitrypsinem zafadit do skupiny tzv. proteinu akutni faze,
syntetizovanych na zakladé zanétlivé imunitni reakce organismu.

Rozvoj aterosklerézy urychluje svym pusobenim angiotensin Il, ktery
zvysSuje syntézu PAI-1.

Lze predpokladat, Ze snizeni hladiny nebo vrozeny deficit PAI-1 zpUsobi
nedostate¢né potlaceni fibrinolyzy a naopak rychlejsi degradaci fibrinu, coz ma za
nasledek zvySeny sklon ke krvaceni. Gen pro PAI-1 PLANH1[29] se nachazi na
7.chromozému.

Pfitomnosti mutace 4G/5G v oblasti promotoru genu pro PAI-1[30][6] se
hladina tohoto inhibitoru zvySuje. To ma za nasledek silné potlaceni fibrinolyzy a
nasledny sklon k trombofilii. Nadmérné mnozstvi PAI-1 inhibuje také proteolyzu a
zhorSuje tak pribéh nidace oplozeného vaji¢ka do délozni sliznice[3].

DalSi inhibitor PAI-2 je vylu€ovan placentou trofoblastu a makrofagy. Jeho
hladina se zvySuje v pribéhu téhotenstvi a pfi porodu. Je pravdépodobné zapojen
do procesu remodelace délozni tkané. To mize mit ochranny charakter proti
pred€asnému odlouceni placenty. Zatimco zvySena koncentrace PAI-1 muze byt
uziteCnym markerem zavaznosti preeklampsie, sniZzena hladina PAI-2 naznacuje
snizenou placentarni funkci a intrauterinni rustovou retardaci.[28] Kromé PAI-2
pusobi jako inhibitor uPA a tPA proteaza nexin.
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Alfay-antiplazmin

az-antiplazmin spolu s ax-makroglobulinem a aj-antitrypsinem patfi k
hlavnim inhibitordm plazminu. Jsou v plazmé pfitomny v nadbytku a okamzité se
vazi velmi uc€inné v poméru 1:1 na vesSkery nadbyteCny plazmin. Biologicky
polocas volného plazminu v krvi je pouze 0,1 sekundy.[10]

Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 70 kDa a biologickém poloCase
60 hodin, ktery je kédovan genem SERPINF2 [31]na 18.chromozomu.[32] V
plazmé se vyskytuje v koncentraci 60-100 mg/l, aktivita €ini 80-120%[5] a jeho
syntéza probiha v jatrech. Patfi mezi inhibitory serinovych proteaz a podobné jako
fibrin ma velkou afinitu k vazebnému mistu pro lysin na plazminu. Asi 30% molekul
az-antiplazminu neni schopno této vazby.

ap-antiplazmin vyvazuje v plazmé pouze volny plazmin, s kterym tvofi v
poméru 1:1 komplex [plazmin. az-antiplazmin], ktery je nasledné odstranén
pomoci MFS. Pokud je plazmin vyvazan fibrinem, pak jej as-antiplazmin jiz
nevaze. V tomto pfipadé je jeho inhibi¢ni ucinek velmi maly a reakce probiha asi
50krat pomaleji nez s volnym plazminem. Kromé neutralizace plazminu je ax-
antiplazmin schopen Stépit faktory Xlla, Xla, Xa, kalikrein, trombin, tPA a uPA.
Volna forma je v pfitomnosti faktoru Xllla inaktivovana vyvazanim na a fetézec
fibrinu.[10]

Nedostatek az-antiplazminu je zpusoben mutaci genu SERPINF2. To ma za
nasledek poruchu inhibice plazminu a nasledny sklon ke krvaceni.[31]
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3.4. Téhotenstvi

Béhem téhotenstvi dochazi v cévnim fecCisti gravidni Zzeny z
hematologického pohledu ke zpomaleni krevniho toku, hyperkoagulaci a
zvySenému riziku trombogeneze. Hlavnim ochrannym mechanismem organismu je
snizeni vizkozity krve.[33]

ProtoZze vlivem té&hotenskych hormon(, zejména estrogenu, dochazi ke
zvySeni hladiny fibrinogenu, koagulaénich faktoru I, V, VII, VIII, IX; XII i von
Willebrandova faktoru [IV], a souCasné také dochazi k inhibici fibrinolyzy, je v
tomto obdobi Zeny fyziologicky zvySena dispozice k trombofilii.[4][5] Tento stav
“fyziologické hyperkoagulace” je bé&hem téhotenstvi kompenzovan rdznymi
protektivnimi mechanismy, jakym je napf. hemodiluce nebo zvySeni aktivity
nékterych pfirozenych inhibitorti koagulace (zejména TFPI, a,-makroglobulinu, a;-
antitrypsinu a annexinu V produkovaného placentou) [6][34], a proto sam o sobé k
trombotizaci nevede. Toto equilibrium se v8ak snadno dekompenzuje
neinhibovanym uvolnénim vétSiho mnozstvi TF.

V prubéhu fyziologického téhotenstvi dochazi v II. A lll. trimestru ke snizeni
proteinu S [4][5], avSak mlze se zde projevit i nizsi inhibi¢ni ucinek aktivovaného
proteinu C (sekundarni syndrom APC rezistence) zplUsobeny vysSi aktivitou
protrombinu v krevni plazmé téhotnych Zen. Na druhé strané jsou u téhotnych Zen
fyziologicky zvySeny i hladiny inhibitorl a,-makroglobulinu a aj-antiproteinazy,
takze se obé vychylky v konetném ovlivnéni koagulace mohou eliminovat.
Hodnoty AT jsou v téhotenstvi stejné jako u netéhotnych Zen. Postupnym
zvySenim hladiny téhotenskych estrogenu dochazi ve Il. a lll. trimestru ke snizeni
zanétlivych adhezivnich molekul E-selektinu, P-selektinu a ICAM-1 molekul, které
na sebe vazi plazmaticky fibrinogen a umoznuji tak pfichyceni aktivovanych
destiCek.[6]

Pfi patologickém téhotenstvi nedochazi ke kompenzaci hyperkoagulace
fyziologického té&hotenstvi, ale naopak velice snadno dochazi k dekompenzaci
neinhibovanou expresi znacného mnozstvi TF. K takovym situacim dochazi
predevsim pfi rozpadu bunék, po traumatu napf. délohy, pfi rozpadu erytrocytu, pfi
,Syndromu mrtvého plodu®“.[6]
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K patologické trombotizaci vede také intrauterinni infekce, kdy zanétlivé
cytokiny, IL-18, TNF-a a IFN-y, aktivuji endotel, ktery spolu s aktivovanymi
monocyty zacne produkovat TF. Dojde-li k zanétlivé reakci spojené s
neinhibovanym uvolnénim zanétlivych cytokinl typu IL-1 a s aktivaci endotelu v
cévnim systému téhotné délohy nebo placenty, nastane aktivace hemostazy,
komplementového, fibrinolytického a prostaglandinového systému a to muze
zpusobit pferuSeni téhotenstvi nebo vyvolat délozni kontrakce, popf. i pfedCasny
porod.[3][6]

Poruchy koagulacniho procesu v téhotenstvi vedou k selhani placenty.
Ztrata Casného téhotenstvi muze byt zplsobena celou fadou vyvolavajicich
faktord. MUzZe byt spojena s koagula¢ni poruchou, s nedostatecnosti trofoblastu[3]
a také s genetickymi nebo gynekologickymi abnormalitami.

V téhotenstvi se muzZe Zilnim tromboembolizmem manifestovat i néktera
dédi¢né podminéna trombofilie. Ta vznika na podkladé chybéni ¢i mutace genu
inhibitoru koagulace, napf. AT, proteinu C a S aj. V nasi populaci se z dédi¢nych
trombofilii vyskytuje nejCastéji tzv. syndrom APC rezistence zplUsobeny mutaci
genu faktoru V, tzv. faktoru V Leiden, dalSi geneticky podminénou trombofilii (asi u
1% naSi populace) je vyskyt variantniho genu pro protrombin, se zaménou
nukleotidu G za A na misté 20210. Trombofili zpUsobuje i dédi¢na
hyperhomocysteinémie, ktera vede k poskozeni jak zilniho, tak arterialniho
endotelu nebo mutace genu pro trombomodulin.

Stortini ve své praci porovnava hodnoty trombomodulinu u zen s
opakovanymi samovolnymi potraty s Zenami dobrovolné podstupujicimi pferuseni
téhotenstvi. U skupiny zen s opakujicimi spontannimi potraty je vyznamné snizena
(p<0,05) exprese hladiny trombomodulinu v porovnani s kontrolni skupinou Zen az
na 1,82- nasobné snizeni, coz odpovida snizeni trombomodulinu o0 45%. Pfestoze
v souCasné dobé nezname presny duvod jeho snizené exprese v placentarni
tkani, potvrzuje tento vysledek pozorovani, Ze nedostatecna funkce
trombomodulinu je pfi¢inou prfedCasné post-implantacni embryonalni letality.
Deficit trombomodulinu v endotelu krevnich cév muize zpusobit nadmérnou
aktivaci krevniho srazeni v embryonalnim systému. Ale pro pfesnéjSi objasnéni
biologické drahy tohoto duUlezitého faktoru pfi patofyziologii trofoblastu a
reprodukéni biologii jsou nezbytné dalsi studie.[35

Fibrinolyza je v té€hotenstvi ovliviiovana endotelem a placentou matky, coz
je zasadni pro patogenezi nékterych porodnickych patologii. Jeji potladeni v
cévnim systému téhotné podporuje trombofilni sklony. V téhotenstvi vede zvySena
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produkce téhotenskych estrogenli a transformacniho rastového faktoru 8
(TGF-B) k narlstu syntézy PAI-1, PAI-2 a TAFL.[6]

PfiCinou potratu v Casném stadiu téhotenstvi muze byt i autoimunitni
onemocnéni antifosfolipidovy syndrom (AF syndrom). U nemocnych s AF
syndromem je kromé trombofilie mozna v pozdé&jSim prabéhu téhotenstvi i
pfitomnost krvaceni, které je vétSinou spojeno s trombocytopenii.

ZvIast rizikovou skupinou téhotnych s vyssi hladinou fibrinogenu a PAI-1, a
tim s vy38im sklonem k trombofilii, jsou téhotné Zeny s gestacnim diabetem,
gestacni hypertenzi a preeklampsii. Ve srovnani s "fyziologickou téhotenskou
hyperfibrinogenémii” je u nich hladina fibrinogenu zvySena o dalSich 10-20 %.[3]
Jestlize u zdravych Zzen béhem téhotenstvi stoupa hladina PAI-1 pfiblizné 4krat,
pak u Zen s gestacni hypertenzi stoupa az 9krat.[36]

Bylo prokazano, Ze v téhotenstvi a Sestinedéli je s. c. aplikace
nizkomolekularnimi hepariny ucinna nejen pfi profylaxi, ale i pfi I6€bé hluboké Zilni
trombdzy, veetné 1éCby plicni embolie.[8]
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4.EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Charakteristika souboru

% soubor 73 Zen s opakujicimi ¢asnymi aborty (8.-12. tyden) nebo pozdnimi
ztratami plodu (1 — 6)

X/
L X4

TEN v osobni anamnéze

X/
L X4

vrozena trombofilni dispozice:
o mutace FV Leiden heterozygotni forma
o mutace 20210A v genu Fll heterozygotni forma
o mutace v genu pro MTHFR 677T heterozygotni forma i homozygotni
forma a 1298C heterozygotni forma i homozygotni forma
o mutace FV Leiden + MTHFR
o mutace FIl 20210A + MTHFR
o mutace MTHFR 677T + 1298C
ziskana trombofilni dispozice (AP syndrom)

X/
o

X/
o

hyperhomocysteinémie

in vitro fertilizace (IVF)

vék Zen (23 — 40 let), median 31 rok

BMI (18 — 35)

nikotinismus (5 pacientek; do 15ks/den)
léCba nadroparinem event. enoxaparinem

X/ X/ X/ X/
L X X X SR 4

X/
o

4.2. Material

Primarnim biologickym materidlem je plna krev pacientek. Po pfipravé
biologického materialu se k vlastnimu zpracovani pouzije pouze jeji tekuta ¢ast,
plazma.
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4.2.1. Odbér a priprava materialu

Odebira se venozni krev do zkumavek s 3,2%nim (0,109 M) citratem
trisodnym v poméru 9 dild krve na 1 dil citratu trisodného, nejlépe systému
Vaccuette.

Po fadné identifikaci ID Stitkem a spravné vyplnénou zadankou pacientky
se material zasle do hematologické laboratofe. Ta jej po kontrole zada do
Laboratorniho identifikacniho systému, oznaci ID Stitkem laboratofe a pfeda ke
Zpracovani.

Takto odebrana krev se centrifuguje 10 min pfi 2500 x g (4000 ot./min),
oddéli se plazma. Tato plazma se centriguguje jesté jednou za stejnych podminek.
Poté se supernatant rozplni po 500 ul (popf. 300 ul) do mikrozkumavek, oznaci
Stitkem se jménem, rodnym cCislem a datumem odbéru a okamZzité zamrazi. V
hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70°C jsou uloZeny v oznacenych krabickach s
nazvem pfislusné metody az do samotného zpracovani.

Pfed vlastni analyzou vzorky Sokové rozmrazime ve vodni lazni pfi 37°C a
Setrné protfepeme na ruc¢ni tfrepacce zkumavek.

Nedoporucuje se meéfeni hemolytickych, ikterickych a chyléznich vzorkd,
protoze stanoveni fotooptickou metodou na analyzatoru mize byt zatizeno
chybou.

Pristroje a pomucky: centrifuga, hlubokomrazici box.

Spotfebni material: odbérové zkumavky, lepici Stitky pro identifikaci vzorku,
zadanky, jednorazové plastové pipety, plastové zkumavky o objemu 10 ml, Spicky
k pipetam, mikrozkumavky (Eppendorff), ulozné krabicky do hlubokomraziciho
boxu.
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4.3. VySetrovaci metody

4.3.1. Koagulaéni metody

Pro kvantitativni stanoveni funkCni aktivity plazminogenu, inhibitoru
aktivatoru plazminogenu a aj-antiplazminu byly pouZzity koagulacni metody na
principu chromogennich substratd. V nasem pfipadé jde o metody nepfimé
detekce provadéné na analyzatoru Sysmex CA-1500 (Sysmex-TOA).

Princip nepfimé detekce chromogenni metody:

Stanovovana slozka se vaze do komplexu s jinou aktivni slozkou, ktera je v
reakéni smeési v nadbytku. Zbyla nevyvazana cast aktivni slozky Stépi
chromogenni substrat na produkt [10] a uvolfiuje tak z vazby Zluté zbarveny
chromofor p-nitroanilin  (pNA), jehoz intenzita je pfimo umérna aktivité
stanovované slozky.

Detekce intenzity Zlutého zabarveni p-NA na analyzatoru Sysmex CA-1500:

Svétlo z halogenové lampy projde filtrem a vinova délka 405 nm osvécuje
kyvetu s reakéni smési. Cast svétla prochazi v zavislosti na velikosti absorbance a
dopada na fotodiodu (detektor), kde se tvofi elektrické signaly. Mikroprocesor el.
signaly monitoruje a pocita zménu absorbance (optické denzity) vzorku. Podil
svétla, ktery proSel neabsorbovan je transmitance T (dOD). Jeji hodnota se ziska
linearni regresi absorbancnich dat mezi po¢atecnim a koncovym bodem, které se
nastavuji jako Analysis Range detektoru.

Pristroje a pomdlcky: fotoopticky koagulometr Sysmex CA-1500 firmy
Sysmex — TOA, vodni lazen, pipety.

Spotiebni material: $picky k pipetam, bunicita vata, ,kepiky“ (nadobky ,cup”
do analyzatoru), plastové zkumavky a mikrodesticky pro analyzator Sysmex CA-
1500.
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Kvantitativni stanoveni aktivity PAI-1 chromogenni metodou pomoci

diagnostické soupravy Stachrom PAI firmy Diagnostica Stago

Princip

Po inkubaci napipetovaného vzorku uvnitf pfistroje pfi teploté 37°C, si
analyzator dle pipetovaciho protokolu ke vzorku napipetuje aktivator plazminogenu
urokinazu a béhem nasledujici inkubace vznikne komplex [PAI-1.urokinaza). Po
pridani plazminogenu a po inkubaci generuje zbytkova urokinaza plazmin, ktery z
pfidaného chromogenniho substratu odstépuje pNA, jehoz Zzluté zabarveni
zpusobi navySeni absobance, kterou koagulometr detekuje a vyhodnocuje.

Cim vétsi je zbytkova aktivita urokinazy, tim je vétsi intenzita zabarveni
rekéni smési, vétSi zména absorbance, a zaroveri mensi aktivita PAI-1.

Hodnoty aktivit PAI-1 kontrol a pacientd vydavanych v AU/ml vypocita
analyzator po odectu z kalibra€ni kfivky sestavené na zakladé meérfeni firemnich
kalibratora.

Reakcni schéma:
PAI-1 + urokinaza (nadbytek) —[ PAI-1 . urokinaza ] + urokinaza (zbytkova)

urokinaza (zbytkova)
plazminogen — plazmin

plazmin
S-2403 — peptid + pNA (Zluty)
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Reagencie:
e diagnosticka souprava Stachrom PAI Art.No.00853(Diagnostica Stago):
- Reagent 1 (Urokinase), 20 nkat, 2x 2ml
- Reagent 2 (Plasminogen), 5 PEU, inhibitory proti azantiplazminu a
azmakroglobulinu, 2x 2ml
- Reagent 3 (Substrate), CBS 10.65, 8umol, 2x 2ml
- Reagent 4a (PAIl Calibrator 1), PAI-1 deficitni lidska plazma, 2x
0,5ml
- Reagent 4b (PAI Calibrator 2), PAI-1 kolem 20 AU/mlI, 2x 0,5ml
- Reagent 4c (PAI Calibrator 3), PAI-1 kolem 40 AU/ml, 2x 0,5ml
e voda pro injekce na rozpousténi reagencii
e Owren-Kollertv pufr pro pfipadné fedéni vzorku s vysokou koncentraci

Neatestované kontroly:
e Coag-Norm (Diagnostica Stago)
e NVN

Kalibrator:

e PAI Calibrator 1, 2, 3 s hodnotami 0; 20 a 40 AU/ml jsou soucasti
diagnostické soupravy

Kalibraéni kfivka:

Naméfené hodnoty T (dOD) kalibracni plazmy o 3 koncentracich jsou
vyneseny a zpracovany linearni regresi do 3-bodové kalibracni kfivky, z které jsou
zmeény absorbanci vzorkl pacientd odecteny jako vysledné koncentrace.

Pfiprava reagencii, kontroly Coag-Norm a kalibratoru dle pfibalového letaku.
NVN je nutné pfed analyzou Sokové rozmrazit ve vodni lazni pfi 37°C.

Skladovani neotevienych reagencii v chladni¢ce pfi 2 — 8°C do doby expirace
uvedené na Stitku.[37]
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Kvantitativni stanoveni aktivity a,antiplazminu chromogenni metodou
pomoci diagnostické soupravy Coamatic Plasmin Inhibitor firmy

Chromogenix

Princip

Fotoopticky koagulometr dle pipetovaciho protokolu nafedi plazmu pacienta
Owren-Kollerovym pufrem, nepipetuje alikvot do kyvetky a provede pfedepsanou
inkubaci pfi 37°C. K nafedéné plazmé pfida nadbytek plazminu a opét inkubuje.
Dochazi k rychlé tvorbé komplexu as-antiplazminu a pfidaného plazminu.
Zbytkova aktivita plazminu se méfi pomoci chromogenniho substratu, ze kterého
se odstépuje pNA a dochazi tak ke zbarveni roztoku do Zluta a zvySeni
absorbance. Tuto zménu koagulometr monitoruje a vyhodnocuje.

Cim vétsi zbytkova aktivita plazminu, tim vétsi intenzita zbarveni a zména
absorbance, ale tim menSi aktivita aj-antiplazminu. Hodnoty aktivity ax-
antiplazminu pacientd a kontrol v % pocita pfistroj po odectu z kalibracni kfivky,
ktera je vysledkem kalibrace provadéné laboratofi s vyuzitim firemniho kalibratoru.

Reakdéni schéma:

az-antiplazmin + plazmin (nadbytek) —[az-antiplazmin. plazmin] + plazmin (zbytkovy)

plazmin (zbytkovy)
S-2403 — peptid + pNA (Zluty)

Reagencie:

e diagnosticka souprava Coamatic Plasmin Inhibitor Art.No.823187
(Chromogenix):

- S5-2403, 1x 8,4 mg

- Plasmin Solvent, 1x 10ml|

- Buffer, stock solution, 2x 10ml
- Plasmin 8 nkat, 1x

e voda pro injekce
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Atestované kontroly pro kontrolu spravnosti:
e Control Plasma Normal — Art.N0.82354263 (Chromogenix, 10 x 1 ml) —
normalni kontrola, hodnota aktivity v normalnich mezich
e Control Plasma Abnormal Level 1 & 2 — Art.N0.82355963 (Chromogenix, 2
x 5 x 0,5 ml) — patologické kontroly
- L1: rozmezi 50-60 % aktivity a L2: rozmezi 20-30 % aktivity

Kalibrator:

e Calibration Plasma Art.N0.823534 (Chromogenix, 10 x 1 ml)

Kalibraéni kfivka:

Namérené hodnoty T (dOD) kalibraéni plazmy o koncentracich 0; 25; 50;
75; 100 a 125% jsou vyneseny a zpracovany linearni regresi do 6ti bodové
kalibrac¢ni kFivky, z které jsou zmény absorbanci vzorkd pacientd odecteny jako
vysledné koncentrace.

Priprava reagencii, kontrol a kalibratoru dle pfibalového letaku.

Skladovani neotevienych reagencii v chladni¢ce pfi 2 — 8°C do doby expirace
uvedené na Stitku.[37]

Kvantitativni stanoveni funk¢ni aktivity plazminogenu chromogenni
metodou pomoci diagnostické soupravy Coamatic Plasminogen

(Chromogenix)

Princip

Fotoopticky koagulometr dle pipetovaciho protokolu nafedi plazmu pacienta
Owren-Kollerovym pufrem, napipetuje alikvot do kyvetky a provede pfedepsanou
inkubaci pfi 37°C. K nafedéné plazmé pfida nadbytek streptokinazy a opét
inkubuje. Dochazi k tvorbé komplexu [plazminogen.streptokinaza]. Tento komplex
hydrolyzuje specificky substrat a uvolfiuje z néj pNA ve formé Zlutého chromoforu.
Intenzita zabarveni je pfimo umérna aktivité plazminogenu v plazmé a je
detekovana koagulometrem.
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Z hodnot naméfenych zmén absorbanci analyzator dle kalibracni kFivky
vyhodnoti hodnoty aktivit plazem pacientl vyjadfenych v %.

Reakéni schéma:
Plazminogen + streptokinaza (nadbytek) —[plazminogen.streptokinaza]+ plazmin
(zbytkovy)

plazmin (zbytkovy)
S-2403 — peptid + pNA (Zluty)

Reagencie:

e diagnosticka souprava Coamatic Plasminogen Art.N0.822452
(Chromogenix):

- S-2403
- Streptokinase/Fibrinogen

e voda pro injekce
e Owren Veronal buffer pro fedéni standardl a vzorkd

Atestované kontroly pro kontrolu spravnosti:

e Control Plasma Normal — Art.N0.82354263 (Chromogenix, 10 x 1 ml) —
normalni kontrola, hodnota aktivity v normalnich mezich
e Control Plasma Abnormal Level 1 & 2 — Art.N0.82355963 (Chromogenix, 2
x 5 x 0,5 ml) — patologické kontroly
- L1: rozmezi 50-60 % aktivity a L2: rozmezi 20-30 % aktivity

Kalibrator:

e Calibration Plasma Art.N0.823534 (Chromogenix, 10 x 1 ml)

Kalibraéni kfivka:

Naméfené hodnoty T (dOD) kalibratni plazmy o koncentracich
0;25;50;75;100 a 124% jsou vyneseny a zpracovany linearni regresi do 6ti bodové
kalibrac¢ni kfivky, z které jsou zmény absorbanci vzorkd pacientd odedteny jako
vysledné koncentrace.
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Pfiprava reagencii, kontrol a kalibratoru dle pfibalového letaku.

Skladovani neotevienych reagencii v chladni¢ce pfi 2 — 8°C do doby expirace
uvedené na Stitku.[37]

4.3.2. ELISA metody

Metodami ELISA byly kvantitativné stanoveny hmotnostni koncentrace
antigenu tkanového aktivatoru plazminogenu, inhibitoru aktivatoru plazminogenu a
trombomodulinu v lidské plazmé. Jde o nejCastéji vyuzivané usporadani
enzymové imunoanalyzy na pevné fazi, pfimé nekompetitivni ELISA metody —
,~>andwich. Provadime ji na mikrotitracni destiCcce s 96 jamkami (obr.10) a k
odectu vysledkl vyuzivame fotometr Reader 530 (Organon Teknika).

Princip pfimé nekompetitivni ELISA:

V prvnim kroku jsou na pevné fazi imobilizovany protilatky. Poté je pfidan
antigen, ktery reaguje s navazanymi protilatkami. Po odstranéni nenavazanych
slozek nasleduje aplikace protilatky znatené enzymem (nejCastéji peroxidaza,
alkalicka fosfataza, b-galaktosidaza a glukézoxidaza). K detekci je vyuZita
enzymova reakce, kdy je bezbarvy substrat pfeménén na barevny.

Obr.10 Provedeni ELISA metody na mikrotitracni desti¢ce[38]
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Pomdcky a pfistroje:

e osmikanalova pipeta

e odmérny valec o objemu 1000 mi
e promyvacka

e Reader 530

Spotiebni material:

SpiCky k pipetam, plastové zkumavky, mikrozkumavky, bunicina, filtraéni
papir, parafilm.

Kvantitativni stanoveni antigenu inhibitoru aktivatoru plazminogenu

(PAI- 1) pomoci diagnostické soupravy Elitest — PAI-1 (Hyphen BioMed)

Princip

Béhem inkubace vzorku v jamce mikrotitraéni desti¢ky je PAI-1 vyvazan
mySi monoklonalni protilatkou anti-PAI-1 navazanou v jednotlivych jamkach.
Pfidany konjugat mysi monoklonalni protilatky anti-PAI-1 znaeny enzymem
kfenovou peroxidazou se vaze na zachyceny PAI-1 antigen. Vznikly sendviCovy
komplex reaguje pomoci peroxidazy s pfidanym chromogennim substratem
tetramethylbenzidinem (TMB) za vzniku modrého zabarveni, které se po zastaveni
reakce kyselinou sirovou zméni na Zluté. Intenzita Zlutého zbarveni je zméfena
jako absorbance mikrodestickovym fotometrem pfi 450 nm a je pfimo umérna
mnozZstvi PAI-1 ve vzorku. Cim vét3i je intenzita Zlutého zbarveni (absorbance),
tim vysSi je koncentrace PAI-1.

Koncentrace PAI-1 (ng/ml) ve vzorcich pacientd se ziskavaji ode¢tem z
kalibra€ni kfivky sestavené na zakladé stanoveni kalibracnich bodt nebo popf. po
vynasobeni diluénim faktorem u Fedénych vzorkG s vysokou hodnotou
koncentrace.
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Reagencie:
Diagnosticka souprava Elitest — PAI-1 kat.€. CK102A (Hyphen BioMed) obsahuije:

1. mikrotitracni destiCka s 96 mikrojamkami, jejichz stény jsou potazeny mysi
monoklonalni protilatkou proti PAI-1 (anti-PAI-1) a 4 adhezivni folie pro zakryti,
uzaviraci sacek

2. PAI-1 Standards 5 — 100 ng/ml pro kalibraci 6 x 0,3 ml (kapalné
rekombinantni PAI-1, fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny, EDTA, konzervacni
latka 0,05%ni Kathon CG)

3. Sample Diluent, SD — diluent pro Fedéni vzorkd 2 x 30 ml (kapalny,
fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny, EDTA, konzervacni latka 0,05%ni Kathon
CG)

4. Conjugate, C konjugat 1 x 300 ul (kapalna mySi monoklonalni protilatka
proti PAI-1 (anti-PAl-1) znaena kifenovou peroxidazou, konzervacéni latka 0,05%ni
Kathon CG)

- naredény konjugat je stabilni 8 hod pfi 15-30°C ve tmé

5. Conjugate Diluent, CD diluent pro fedéni konjugatu 1 x 30 ml (kapalny,
fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny, konzervaéni latka 0,05%ni Kathon CG)

6. Substrate, S substrat 1 x 0,5 ml (kapalny, chromogenni substrat
tetramethylbenzidin (TMB) v dimethylsulfoxidu)

- chranit pfed silnym svétlem
- naredény substrat je stabilni 1 hod pfi 15-30°C ve tmé

7. Substrate Buffer, SB pufr pro fedéni koncentr. Substratu 1 x 30 ml
(fosfatovy citratovy pufr obsahujici 0,006%ni H,0>)

8. Wash Solution, WS promyvaci roztok 2 x 30 ml (fosfatovy pufr s
konzervacni latkou 0,17%nim Kathonem CG)

- naredény promyvaci roztok je stabilni 2 tydny pfi 2-8°C

Nespotfebované a nenafedéné reagencie Ize skladovat v uzaviené originalni
lahvi¢ce pfi 2-8°C do uvedeného data exspirace.
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Reagencie neobsazené v soupraveé:

o voda pro injekce

. destilovana voda

o 1 M kyselina sirova H,SO4 p.a. (stop roztok)

Kontroly:

o NVN

. Coag-Norm

Kalibratory:

o PAI-1 Standards 5 — 100 ng/ml, obsazené v diag.soupravé

Vlastni stanoveni

1) Pfiprava promyvaciho roztoku nafedénim koncetrovaného WS ze soupravy
25X.

2) Priprava standardl, kontrol a vzorkl pacientd nafedénim v plastovych
zkumavkach 1:11 (50l plazmy+ 500 pl SD).

3) V mikrodesticce:

a) Napipetujeme 200 ul nafedénych standardu, kontrol a vzorku pacientd do jamek

v v

koncentrace, S6-nejvyssi koncentrace; R2-NVN, R3-Coag-Norm.

b) Do obou jamek pro reagenc¢ni blank (R1) napipetujte 200 pl diluentu pro fedéni
vzorkd.

c) Obé jamky pro vodni blank (BL) ponechame prazdné.
4) Prikryjeme desti¢ku adhezivni félii a inkubujeme 60 min pfi 37°C.

5) Béhem inkubace pfipravime roztok konjugatu cca 100nasobnym naredénim
Conjugate (c): 240 ul Conjugate (c) + 24 ml Conjugate Diluent (CD), na 1 strip 20
pl do 2 ml

6) Promyjeme 4x na promyvacce nafedénym promyvacim roztokem
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7) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 pl nafedéného konjugatu do vsech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.

8) Prikryjeme destiCku novou adhezivni félii a inkubujte 60 min pfi 37°C.

Béhem inkubace pfipravime roztok substratu cca 100nasobnym narfedénim
Substrate (S): 240 yl Substrate (S) + 24 ml Substrate Buffer (SB), na 1 strip 20 ul
do 2 ml

9) Promyjeme 4x na promyvacce nafedénym promyvacim roztokem

10) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 pl nafedéného substratu do vsech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.

11) Inkubujeme zakryté pred svétlem 30 min pfi 20-25°C, béhem této doby dojde k
modrému zabarveni.

12) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 50 pl 1 M Kkyseliny sirové, ve stejném
pofadi a stejnou rychlosti jako tomu bylo u substratu, do vSech pouzitych jamek,
kromé& dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani. Dojde k zastaveni reakce a zméné barvy na Zlutou. Do jamek pro
vodni blank napipetujeme 250 pl vody pro injekce.

13) Do 15 min zméfime absorbance na mikrodestiCkovém readeru — test PAI-1
(nastaveno dle aplikacniho protokolu).

14) Pomoci softwaru readeru zkontrolujeme kalibracni kfivku (popf. vyloucime
odlehlé body) a vysledky kontrol, blanku a pacientd a vytiskneme namérena data
na pfipojené tiskarné.

Kalibraéni kfivka:

Sesti bodova kfivka zobrazuje rostouci nelinearni zavislost absorbance (y) na
koncentraci ¢ (x) vydavanou v g/ml. Plati, ¢im je vétSi koncentrace, tim vétsi je
absorbance. Hodnoty absorbanci ziskame méfenim standardd o koncentracich 5;
10; 25; 50; 75 a 100 ng/ml.
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Kvantitativni stanoveni antigenu tkanového aktivatoru plazminogenu (t-

PA) pomoci diagnostické soupravy Elitest — t-PA (Hyphen BioMed)

Princip

Béhem inkubace vzorku v jamce mikrotitracni destiCky je tkarfiovy aktivator
plazminogenu vyvazan mysi monoklonalni protilatkou proti lidskému t-PA
navazanou v jednotlivych jamkach. Pfidany konjugat mysi monoklonalni protilatky
proti lidskému t-PA znaCeny enzymem kfenovou peroxidazou se vaze na
zachyceny t-PA antigen. Vznikly sendviCovy komplex reaguje pomoci peroxidazy s
pfidanym chromogennim substratem tetramethylbenzidinem (TMB) za vzniku
modrého zabarveni, které se po zastaveni reakce kyselinou sirovou zméni na
Zluté. Intenzita Zlutého zbarveni je zméfena jako absorbance mikrodestiCkovym
fotometrem pfi 450 nm a je pfimo Umé&rna mnozstvi t-PA ve vzorku. Cim vétsi je
intenzita Zlutého zbarveni (absorbance), tim vysSi je koncentrace t-PA.

Koncentrace t-PA (ng/ml) ve vzorcich se ziskavaji odectem z kalibracni
kfivky sestavené na zakladé stanoveni kalibracnich bodl nebo popf. po
vynasobeni diluénim faktorem u fedénych vzorkl s vysokou hodnotou
koncentrace.

Reagencie:
Diagnosticka souprava Elitest — t-PA kat.¢. CK101A (Hyphen BioMed) obsahuije:

1. mikrotitracni destiCka s 96 mikrojamkami, jejichZz stény jsou potazeny mysSi
monoklonalni protilatkou proti lidskému t-PA a 4 adhezivni félie pro zakryti,
uzaviraci sacek

2. t— PA Standards 1 — 20 ng/ml pro kalibraci 6 x 0,5 ml (kapalné rekombinantni
t-PA, fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny, EDTA, konzervacni latka 0,05%ni
Kathon CG)

3. Sample Diluent, SD — diluent pro Ffedéni vzorkd 2 x 30 ml (kapalny, fosfatovy
pufr se stabilizujicimi proteiny, EDTA, konzervacni latka 0,05%ni Kathon CG)

4. Conjugate, C — konjugat 1 x 300 pul (kapalna mysi monoklonalni protilatka proti
lidskému t-PA znacena kifenovou peroxidazou, konzervacéni latka 0,05%ni Kathon
CG)

- nafedény konjugat je stabilni 8 hod pfi 15-30°C ve tmé
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5. Conjugate Diluent, CD — diluent pro fedéni konjugatu 1 x 30 ml (kapalny,
fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny, konzervaéni latka 0,05%ni Kathon CG)
6. Substrate, S — substrat 1 x 0,5 ml (kapalny, chromogenni substrat
tetramethylbenzidin (TMB) v dimethylsulfoxidu)

- chranit pfed silnym svétlem

- nafedény substrat je stabilni 1 hod pfi 15-30°C ve tmé

7. Substrate Buffer, SB — pufr pro fedéni koncentr. Substratu 1 x 30 ml (fosfatovy
citratovy pufr obsahujici 0,006%ni H,0,)

8. Wash Solution, WS — promyvaci roztok 2 x 30 ml (fosfatovy pufr s konzervaéni
latkou 0,17%nim Kathonem CG)

- nafedény promyvaci roztok je stabilni 2 tydny pfi 2-8°C

Nespotfebované a nenafedéné reagencie lze skladovat v uzaviené originalni
lahvi€ce pfi 2-8°C do uvedeného data exspirace.

Reagencie neobsazené v souprave:

o voda pro injekce

o destilovana voda

o 1 M kyselina sirova H,SO,4 p.a. (stop roztok)

Kontroly:

. NVN

o Coag-Norm

Kalibratory:

o t — PA Standards 1 — 20 ng/ml, obsazené v diag.soupravé
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Vlastni stanoveni

1) Pfiprava promyvaciho roztoku nafedénim koncetrovaného WS ze soupravy
25X.

2) Priprava standardl, kontrol a vzorkl pacientd nafedénim v plastovych
zkumavkach 1:4 (150l plazmy + 450 pl SD).

3) V mikrodesticce:

a) Napipetujeme 200 ul nafedénych standardu, kontrol a vzorku pacientd do jamek
— standardy (S1 az S6) a kontroly (R2 a R3) vzdy duplicitné; S1-nejnizsi
koncentrace, S6-nejvyssi koncentrace; R2-NVN, R3-Coag-Norm.

b) Do obou jamek pro reagenc¢ni blank (R1) napipetujte 200 pl diluentu pro fedéni
vzorkd.

c) Obé jamky pro vodni blank (BL) ponechame prazdné.
4) Prikryjeme desti¢ku adhezivni félii a inkubujeme 60 min pfi 37°C.

5) Béhem inkubace pfipravime roztok konjugatu cca 100nasobnym naredénim
Conjugate (c): 240 ul Conjugate (c) + 24 ml Conjugate Diluent (CD), na 1 strip 20
pl do 2 ml.

6) Promyjeme 3x na promyvacce nafedénym promyvacim roztokem.

7) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 pl nafedéného konjugatu do vsech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.

8) Prikryjeme destiCku novou adhezivni félii a inkubujte 60 min pfi 37°C.

Béhem inkubace pfipravime roztok substratu cca 100nasobnym nafedénim
Substrate (S): 240 ul Substrate (S) + 24 ml Substrate Buffer (SB), na 1 strip 20 ul
do 2 ml.

9) Promyjeme 3x na promyvacce nafedénym promyvacim roztokem.

10) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 pl nafedéného substratu do vSech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.

11) Inkubujeme zakryté pfed svétlem 30 min pfi 20-25°C, béhem této doby dojde k
modrému zabarveni.

12) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 50 pl 1 M kyseliny sirové, ve stejném
pofadi a stejnou rychlosti jako tomu bylo u substratu, do vSech pouzitych jamek,
kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s desti¢kou zajistime
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promichani. Dojde k zastaveni reakce a zméné barvy na zlutou. Do jamek pro
vodni blank napipetujeme 250 ul vody pro injekce.

13) Do 15 min zméfime absorbance na mikrodestiCkovém readeru — test TPA
(nastaveno dle aplikacniho protokolu).

14) Pomoci softwaru readeru zkontrolujeme kalibracni kfivku (popf. vylou€ime
odlehlé body) a vysledky kontrol, blanku a pacientd a vytiskneme naméfena data
na pfipojené tiskarné.

Kalibraéni kfivka:

Sesti bodova kfivka zobrazuje rostouci nelinearni zavislost absorbance [mOD] na
koncentraci analytu v ng/ml. Plati, ¢im vétsi je koncentrace, tim vétsi je
absorbance. Hodnoty absorbanci kfivky ziskame méfenim standardd o
koncentracich 1; 2,5; 5; 10; 15 a 20 ng/ml.
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Kvantitativni stanoveni antigenu trombomodulinu (TM) pomoci
diagnostické soupravy Imubind Thrombomodulin ELISA (American

Diagnostica — USA), urcena pouze pro vyzkumné ucely.

Princip

Béhem inkubace vzorku v jamce mikrotitraCni destiCky je trombomodulin
obsazeny v pacientské plazmé vyvazan monoklonalni protilatkou proti
trombomodulinu navazanou na povrchu jamky. Pfidany konjugat monoklonalni
protilatky proti lidskému trombomodulinu znaCeny enzymem peroxidazou se vaze
na zachyceny antigen. Vznikly sendviCovy komplex reaguje pomoci peroxidazy s
pfidanym chromogennim substratem tetramethylbenzidinem (TMB) za vzniku
modrého zabarveni, které se po zastaveni reakce kyselinou sirovou zméni na
Zluté. Intenzita zlutého zbarveni je zméfena jako absorbance mikrodestiCkovym
fotometrem pfi 450 nm a je pfimo umérna mnozstvi trombomodulinu ve vzorku.
Cim vétsi je intenzita Zlutého zbarveni (absorbance), tim vy$si je koncentrace.

Koncentrace TM (ng/ml) ve vzorcich se ziskavaji ode¢tem z kalibracni
kfivky sestavené na zakladé stanoveni kalibraénich bodu.

Reagencie:

Diagnosticka souprava Imubind Thrombomodulin ELISA Product No. 837
(American Diagnostica — USA) obsahuije:

1. mikrotitraéni destiCka s 96 mikrojamkami, jejichz stény jsou potazeny
monoklonalni protilatkou proti trombomodulinu a 4 adhezivni folie pro zakryti,
uzaviraci sacek

2. TM Standard — 10 ng/ml pro kalibraci, 2 x 1 ml (lyofilizovany)

3. TM Depleted Plasma — TM deficitni plazma 2 x 0,5 ml (lyofilizovana),
lidského plvodu — potencialné infekeni

4. TM Reference Plasma — kontrolni TM referenéni plazma 1 x 0,5 ml
(lyofilizovana)

5. HRP-Conjugated Detection Antibody — konjugat 1 x 200 pl (lyofilizovany,
konjugat protilatky s enzymem peroxidazou)

6. Detection Antibody Diluent — diluent pro fedéni konjugatu 1 x 15 ml
(kapalny)
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7. Substrate — substrat 1 x 22 ml (kapalny)
8. PBS buffer, 0,05%Tween 20 — 1 x sacek s PBS pufrem a Tweenem 20

Nespotiebované a nenafedéné reagencie lze skladovat v uzaviené originalni
lahvi€ce pfi 2-8°C do uvedeného data exspirace.

Reagencie neobsazené v souprave:

o voda pro injekce

o hovézi sérovy albumin (BSA)

o 0,5 mol/l kyselina sirova H,SO4 p.a. (stop roztok)
Kontroly:

o TM referenéni plazma, obsazena v diagnostické soupravé
. NVN

. Coag-Norm

Kalibratory:

o TM Standard — 10 ng/ml, obsazeny v diag.soupravé

o TM Depleted Plasma — TM deficitni plazma — 0 ng/ml

Vlastni stanoveni

1) PFiprava promyvaciho roztoku rozpusténim sacku PBS pufr/Tween 20 v 900 ml
destilované vody, promichame a doplnime do 1000 ml.

2) Priprava pufru pro fedéni vzorkd, tak aby vysledna koncentrace byla 1%, tj.1g
BSA na 100 ml promyvaciho pufru.

3) Priprava standardu:

a) TM deficientni plazmy pfidanim 0,5 ml chladné (2-8°C) destilované vody, na
ledu nechat stat 2-3 min a poté promichat.

b) Pfiprava 5%ni TM def. plazmy — 0,5 ml rozpusténé TM def. plazmy do 9,5 ml
chladné (2-8°C) destilované vody, mirné promichame a nechame stat 5 min.
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c) Do lahvicky se standardem TM (10 ng/ml) pfidame 1 ml 5%ni TM def. plazmy a
sériové jej nafedime na hodnoty 5;2,5;1,25;0,625 ng/ml do oznacenych zkumavek.

d) Do téchto zkumavek napipetujeme 500 pl 5%ni TM def.plazmy.

e) Ze standardu 10 ng/ml odpipetujeme 500 pl do zkumavky pro 5 ng/ml a
promichame.

f) Ze standardu 5 ng/ml odpipetujeme 500 ul do zkumavky pro 2,5 ng/ml a
promichame, takto postupujeme az do koncentrace 0,625 ng/ml.

g) Jako standard s hodnotou 0 ng/ml pouzijeme 5%ni TM def. plazmu.

4) K TM referen¢ni plazmé pfidame 0,5 ml chladné (2-8°C) destilované vody a
lehce michame 2 min, pfed stanovenim nafedime spolu se vzorky a kontrolami
pufrem pro fedéni vzorkd v poméru 1:4.

5) V mikrodesticce:

a) Napipetujeme 200 ul standardu, nafedénych kontrol a vzorku pacientd do jamek
koncentrace, S6-nejvyssi koncentrace;R2-referencni plazma, R3-NVN, R4- Coag-
Norm.

b) Do obou jamek pro reagenc¢ni blank (R1) napipetujte 200 pl diluentu pro fedéni
vzorkd.

c) Obé jamky pro vodni blank (BL) ponechame prazdné.
6) Prikryjeme desti¢ku adhezivni félii a inkubujeme 60 min pfi 37°C.

7) Béhem inkubace pfipravime fedici roztok pro konjugat pfidanim 15 ml
destilované vody do Detection Antibody Diluentu a dikladné promichame. Takto
pripraveny diluent pfidame k dalSim 15 ml destilované vody a ddkladné
promichame.

8) Do takto pfipraveného fediciho roztoku pro konjugat pfidame konjugat HRP-
Conjugated Detection Antibody v mnozstvi 10 pl konjugatu na 1ml Fediciho

roztoku (celkové potiebné mnozstvi fediciho roztoku se vypocita: pocet jamek x
200 pl).

9) Promyjeme 4x na promyvacce nafedénym promyvacim pufrem.

10) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 ul nafedéného konjugatu do vSech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.
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11) Prikryjeme destiCku novou adhezivni folii a inkubujte 30 min pfi laboratorni
teploté (20-25°C).

12) Promyjeme 4x na promyvacce nafedénym promyvacim pufrem

13) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 200 pl nafedéného substratu do vSech
jamek, kromé dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani.

14) Inkubujeme zakryté pfed svétlem 20 min pfi laboratorni teploté (20-25°C),
béhem této doby dojde k modrému zabarveni.

15) Osmikanalovou pipetou pipetujeme 50 pl 1 M Kkyseliny sirové, ve stejném
pofadi a stejnou rychlosti jako tomu bylo u substratu, do vSech pouzitych jamek,
kromé& dvou pro vodni blank. Opatrnym poklepem s destiCkou zajistéte
promichani. Dojde k zastaveni enzymatické reakce a zméné barvy na Zlutou. Do
jamek pro vodni blank napipetujeme 250 ul vody pro injekce.

16) Do 30 min zmé&Ffime absorbance na mikrodestiCkovém readeru pfi 450 nm —
test TM (nastaveno dle aplikacniho protokolu).

14) Pomoci softwaru readeru zkontrolujeme kalibracni kfivku (popf. vylouime
odlehlé body) a vysledky kontrol, blanku a pacientd a vytiskneme namérena data
na pfipojené tiskarné.

Kalibraéni kfivka:

Sesti bodova kfivka zobrazuje rostouci nelinearni zavislost absorbance na
koncentraci vydavanou v ng/ml. Plati, ¢im je vétsi koncentrace, tim vétsi je
absorbance. Hodnoty absorbanci ziskame mérenim standardd o koncentracich 0;
0,625; 1,25; 2,5; 5 a 10 ng/ml.
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5.GRAFICKE ZPRACOVANI

Pavodnim zamérem mé prace bylo zpracovani kompletnich dat pacientek z
nasi ambulance, které vstoupily do studie na zacCatku téhotenstvi a pravidelné
navstévovaly tuto ambulanci po celou dobu téhotenstvi, po kterou jim byly v
danych intervalech odebirany vzorky krve. Ale protoZze se vétSinou pacientky k
pravidelnym odbérim nedostavily, a souCasné byly do studie pfibirany nové
pacientky v rizném stadiu gravidity, rozhodla jsem se z divodu velké heterogenity
nabéru vytvofit dva soubory.

Prvni soubor tvofi vybér 15 pacientek, které do grantu vstoupily v zacCatku
téhotenstvi, chodily pravidelné az do posledni kontroly a maji provedeny kompletni
nabéry a vySetreni.

Druhy soubor tvofeny vSemi 73 pacientkami je charakteristicky velkou
rozdilnosti intervall mezi jednotlivymi odbéry (dlvodem je jejich rozdilny vstup a
vystup ze studie).

Grafické zpracovani hodnot obsahuje u kazdého stanovovaného parametru
oba soubory s grafy namérenych hodnot za jednotliva obdobi a jejich chybovymi
useCkami a zaroven tabulku hodnot, z kterych je pocitana statistika, obsahujici
poCet stanovenych vySetfeni (n), primérnou hodnotu vysetieni v dané skupiné
(Mean) a chybu méreni (Std. Error).

Ke statistickému zpracovani jsem pouzila autorizovany program GraphPad
Prism 5.

Legenda:

TM 0,Plg 0,tPA 0,PAI akt 0,PAI Ag 0,AP 0 — nabéry pfed otéhotnénim

TM 1,PIg 1,tPA 1,PAIl akt 1,PAI Ag 1,AP 1 — nabéry do 10. tydne téhotenstvi
T™ 2,Plg 2,tPA 2,PAIl akt 2,PAI Ag 2,AP 2 — nabéry od 10. do 19. tydne
téhotenstvi

™™ 3,Plg 3,tPA 3,PAlI akt 3,PAl Ag 3,AP 3 — nabéry od 20. do 29. tydne
téhotenstvi

TM 4,Plg 4,tPA 4,PAl akt 4,PAI Ag 4,AP 4 — nabéry od 30. tydne téhotenstvi
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Doporuéené referenéni meze dle Ceské hematologické spoleénosti
CLS JEP: [39]

plazminogen, chromogenni m. 80 - 120%,
PAI-1, aktivita O - 10,0 AU/ml,

PAI-1, antigen 1,0 — 25,0 ng/ml,

tPA, antigen 1,0 — 10,0 ng/ml,

a,antiplazmin, chromogenni m. 80 — 120%.
Referenéni mez pro trombomodulin [40]:

zeny 2,73 — 4,79 %,
muzi 4,00 — 5,35%.
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5.1.

a) soubor 15 pacientek

Trombomodulin, TM(antigen)

b) cely soubor

Trombomodulin/15
4.2
— 4
E
g 38 @TMO
% 3,6 - BTM1
=2 X aOT™M 2
S 34 3,B5
g ' oTM3
_g 32 | 6,167 3.127 BTM 4
o
T 3 L
2,8
Nabéry
T™MO ™™ 1 ™ 2 ™ 3 ™ 4
n 4 15 15 12 9
Mean 3,35 3,087 3,127 3,217 3,344
Std. Error | 0,1708 0,1644 0,114 0,2081 0,2858
Trombomodulin
4,2
— 4
E
(@)} 3,8 3728
<, 3'?39 gaT™MO
% 3,6 J_ 3629 1 BTM1
2 oT™M2
§ 34 ipd i = oT™M3
S 35 BTM4
©
[e]
T 3
2,8
Nabéry
T™MO ™ 1 ™ 2 ™ 3 ™ 4
n 38 38 63 71 71
Mean 3,639 3,324 3,529 3,728 3,986
Std. Error | 0,1118 0,1141 0,09446 0,1108 0,127
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5.2.

a) soubor 15 pacientek

Plazminogen, Plg(aktivita)

Plazminogen/15

b) cely soubor

160,0
150,0
140,0
—_ OPIgo
£ 130,0 BPigl
£ 1200 OPig2
100,2 WPig4
100,0 - s
90,0
80,0
Nabéry
Pig0 Plgl Plg2 Plg3 Plg4
n 4 15 15 15 15
Mean 91,5 100,2 113,0 136,0 131,8
Std. Error 3,175 3,431 3,649 8,893 3,459
Plazminogen
160,0
150,0
1378 141,5
140,0 -
0 Pigo
§ 1300 m Pg1
£ 1200 1117'6 0 Pig2
£ 1100 1023 B Pig3
B Plg4
100,0 - &
90,0 -
80,0
Nabéry
Plg0 Plgl Plg2 Plg3 Plg4
n 39 38 62 71 73
Mean 96,3 103,3 117,6 137,8 141,5
Std. Error 2,234 2,378 2,061 2,508 2,013
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5.3.

a) soubor 15 pacientek

Tkanovy aktivator plazminogenu, tPA(aktivita)

Tkanovy aktivator plazminogenu/15

6,000
E 5,000
(@)
=3 4,000 OtPA O
§ _ > 880 BPA 1
2 3,000 2.3 2436 —F OtPA 2
S | OtPA 3
g 2,000 WPA 4
©
£ 1,000
0,000
Nabéry
tPA O tPA 1 tPA 2 tPA 3 tPA 4
n 4 14 15 15 14
Mean 2,775 2,436 2,880 3,640 4,543
Std. Error 0,3568 0,1539 0,1955 0,2758 0,3894

b) cely soubor

Tkanovy aktivator plazminogenu
6,000
— 4,776
E 5,000
> 3,970
= 4,000 ¥
=}
g 2,961 3,073
2 3000 T 2,658 +
% ' T
£ 2,000
=
©
£ 1,000
0,000
Nabeéry
tPA O tPA 1 tPA 2 tPA 3 tPA 4
n 38 36 63 70 71
Mean 2,961 2,658 3,073 3,970 4,776
Std. Error | 0,1861 0,1759 0,1167 0,1501 0,1965
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5.4.

a) soubor 15 pacientek

Inhibitor aktivatoru plazminogenu, PAI akt(aktivita)

Inhibitor aktivatoru plazminogenu/15

b) cely soubor

40
35
30
_ O PAI akt 0
S 25 BPAI akt 1
£ 20 OPAI akt 2
g 15 OPAI akt 3
9,467 W PAI akt 4
10 675 59033 [T
i
0
Nabéry
PAIl akt O | PAIl akt 1 | PAI akt 2 | PAI akt 3 | PAI akt 4
n 4 15 15 15 13
Mean 6,75 5,933 9,467 21,73 32,92
Std. Error 0,6292 0,7462 1,312 1,469 1,926
Inhibitor aktivatoru plazminogenu
40
35 33,87
30 O PAlakt 0
S 25 22,35 B PAl akt 1
g 20 O PAl akt 2
5 15 07T O PAl akt 3
10 : B PAl akt 4
. =
0
Nabéry
PAIl akt O | PAl akt 1 | PAIl akt 2 | PAI akt 3 | PAI akt 4
n 37 36 59 57 47
Mean 7,324 7,083 10,71 22,35 33,87
Std. Error 0,776 0,5139 0,6314 0,7024 0,9432
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5.5.

a) soubor 15 pacientek

Inhibitor aktivatoru plazminogenu, PAl Ag (antigen)

b) cely soubor

Inhibitor aktivatoru plazminogenu/15
120
E 100 93129
(o2
= 80 OPAlag 0
§ BPAlag 1
(2]
E 60 4847 OPAl ag 2
g OPAl ag 3
5 40 285 28,6 BPAlag 4
5 19,21
0
Nabéry
PAlag0 | PAlagl | PAlag2 | PAlag 3 | PAl ag 4
n 4 14 15 15 14
Mean 28,5 19,21 28,6 48,47 93,29
Std. Error 7,309 2,044 2,499 5,075 9,286
Inhibitor aktivatoru plazminogenu
120 108,1
E 100
[}
% 80 O PAlag 0
c 50,63 B PAlag 1
2 60 + O PAlag 2
c
@
o 40 347 O PAlag 3
o 2979 5536 —= W PAlag 4
e}
£ 20
0
Nabéry
PAlag0 | PAlagl | PAlag2 | PAlag 3 | PAl ag 4
n 38 36 63 71 70
Mean 29,29 25,36 34,7 59,63 108,1
Std. Error 2,224 1,932 1,6 3,513 4,075
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5.6. aantiplazmin, AP(aktivita)

a) soubor 15 pacientek

Alfa2-antiplazmin/15
140
130
120 1125 1105 B APO
s 110 1068 BAP1
£ 100 { OAP2
=
g o OAP3
EAP4
80
70
60
Nabéry
AP O AP 1 AP 2 AP 3 AP 4
n 5 15 15 12 13
Mean 92,8 1125 110,5 106,8 100,1
Std. Error 1,562 2,72 3,379 2,468 8,641
b) cely soubor
Alfaz2-antiplazmin
140
130
116,6 ...,
120 109 TIOH 110’2 O APO
s 110 = T 108.3 BAP1
£ 100 OAP2
< 90 OAP3
80 B AP4
70
60
Nabéry
AP O AP 1 AP 2 AP 3 AP 4
n 34 27 49 46 41
Mean 109 116,6 113,4 110,2 106,3
Std. Error 2,176 2,216 1,883 1,933 3,174
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6.DISKUSE

6.1. Trombomodulin

U obou skupin byly hodnoty v dobé pred otéhotnénim vyssi nez na zacCatku
teéhotenstvi. V prubéhu téhotenstvi se postupné zvySovaly. U celého souboru
prekrocCila primérna hodnota v 30.tydnu hodnotu pfed téhotenstvim. U souboru 15
pacientek se hodnota z 30.tydne gravidity pfiblizovala hodnoté pfed otéhotnénim.
Zatimco u prvniho souboru nebyl statisticky shledan mezi jednotlivymi obdobimi
rozdil (p =0,8531), tak u druhého souboru byl rozdil pfi p<0,05(0,0022) statisticky
vyznamny. Variacni koeficienty stanoveni se pohybovaly u prvniho souboru 10,20
- 25,64% a u druhého souboru 18,93-26,85%.

6.2. Plazminogen

U obou skupin byly primérné hodnoty na zacatku té€hotenstvi vysSi nez v
dobé pred otéhotnénim. Od zacatku téhotenstvi dochazelo k postupnému narustu
hodnot az do 29.tydne. Rozdil vysledkl nastal v poslednim intervalu, kdy u
skupiny 15 pacientek primérna hodnota plazminogenu klesla, zatimco u celého
souboru byla oproti pfedchozimu nabéru zvySena. Tento rozdil si vysveétluji
objemem dat celého souboru a soucasné veétsi pfitomnosti vy$Sich hodnot (az
202%) oproti souboru s 15 pacienkami, kde maximalni hodnota dosahovala 147%.
Variacni koeficienty stanoveni se pohybovaly u prvniho souboru 6,94-25,33% a u
druhého souboru 12,15-14,50%, kdy tento rozdil byl zpisoben vyskytem extrémni
opakované hodnoty 253% v 1. skupiné ve 20.-29.tydnu. Rozdily mezi jednotlivymi
obdobimi pfi p <0,0001 byly u obou soubort shledany jako statisticky vyznamné.
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6.3. Tkanovy aktivator plazminogenu

tPA-u obou skupin byly hodnoty v dobé pfed otéhotnénim vySSi nez na
pocatku téhotenstvi. V prubéhu téhotenstvi se postupné zvySovaly az na jeho
konci dosahly téméf dvojnasobnych hodnot. VariaCni koeficienty stanoveni se v
obou skupinach pohybovaly podobné&, u prvniho souboru 23,65-32,07% a u
druhého souboru 30,13-39,70%. Rozdily mezi jednotlivymi obdobimi pfi p<0,0001
byly u obou souboru shledany jako statisticky vyznamnymi.

6.4. Inhibitor aktivatoru plazminogenu (aktivita)

Obé skupiny mély primérné hodnoty v dobé pfed otéhotnénim mirné vyssi
nez na pocatku téhotenstvi, ale béhem téhotenstvi se postupné zvysily pfiblizné
az na pétinasobek puvodni hodnoty. Rozdily mezi jednotlivymi obdobimi pfi
p<0,0001 byly u obou souborG shledany jako statisticky vyznamnymi. Siroké
rozpéti variacnich koeficientl bylo obdobné u obou skupin. U prvniho souboru se
hodnoty pohybovaly od 18,64% do 53,69%, kdy byla tato rozlicnost vysledku
zpusobena jednotlivymi hodnotami 0-23% z 2.nabéru téhotenstvi. U druhého
souboru je variabilita CV jesté vétsi, tj. 19,09-64,45%, zpuUsobena rozptylem
hodnot (0-19%) u 1, nabéru, tzn. jesté pred otéhotnénim.
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6.5. Inhibitor aktivatoru plazminogenu (antigen)

V pripadé PAI antigenu byly narGsty primeérnych hodnot u obou skupin
podobné. Jako v pfedchozim pfipadé byly v dobé pfed otéhotnénim mirné vyssi
nez na pocCatku téhotenstvi, ale béhem téhotenstvi se postupné zvysily pfiblizné
na Ctyfnasobek puvodni hodnoty. Dalo by se fici, ze korelovaly s hodnotami
funkCnich aktivit tohoto inhibitoru. Rozdily mezi jednotlivymi obdobimi pfi p<0,0001
byly u obou soubort shledany jako statisticky vyznamnymi. Variabilita variacni
koeficientd byla u obou skupin obdobna, mensi nez u funkéni aktivity, ale pfesto
vyznamna. Hodnoty CV se u prvni skupiny 15 pacientek pohybovaly v rozmezi
33,84-51,29% a u druhé skupiny 31,55-49,64%.

6.6. a,-antiplazmin

NejvysSi primérné hodnoty byly u obou skupin na zac¢atku téhotenstvi. Od
poCatku az do konce téhotenstvi mély klesajici charakter. Primérné hodnoty
nabéru pfed otéhotnénim byly u obou skupin v referenénim rozmezi. U prvni
skupiny byly niz§i nez na konci té€hotenstvi. Ve druhé skupiné se prumér hodnot v
tomto obdobi pfiblizil priméru hodnot Ill.trimetru. Variacni koeficienty jednotlivych
méreni skupiny 15 pacientek byly mezi 3,76 a 31,13%. Hodnota CV 31,13% byla u
posledniho nabéru zplUsobena ojedinélym vyskytem extrémni hodnoty 11%
(opakované stanovena hodnota). Rozpéti variacnich koeficientd ve druhé skupiné
se pohybovalo od 9,87% do 19,12%. Zatimco rozdilnost vysledkl mezi
jednotlivymi obdobimi nebyla u prvniho souboru statisticky vyznamna (p=0,1246),
u druhého souboru s hodnotou p=0,0395 (p<0,05) byla. [41;42;43;44]
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7.ZAVER

Ve své praci jsem se snazila zdokumentovat vyvoj koagulacnich parametr(
v prubéhu téhotenstvi na dvou souborech pacientek s opakovanymi spontannimi
potraty, které byly po dobu téhotenstvi IéCebné zajiStovany LMWH.

Z vysledkld neni patrny vyznam vybéru souboru 15 pacientek, které mély
kompletni nabéry v pribéhu celého téhotenstvi, pfesto Ze vSechny priamérné
hodnoty danych parametri mély za pfisluSna obdobi niz§i hodnotu.

Z vysledku je zfejmé, Ze hladina trombomodulinu (endotelialniho inhibitoru
hemostazy) se s pfibivajicim téhotenstvim zvySuje jako ochrana organismu
gravidni Zeny pfed hyperkoagulacnim stavem. Jeho pocatecni hodnota 3,324
ng/ml se navysila o 19,9% na hodnotu 3,986 ng/ml, ale presto nepfesahla
referenéni mez.

Hladiny hlavniho aktivatoru plazminogenu tPA se pohybovaly v
referenénich mezich. Pfesto Ze narast Cinil necelych 80% (79,68%), z puvodni
hodnoty 2,658 ng/ml na 4,776 ng/ml.

NarUst hladin funknich aktivit plazminogenu v prabéhu téhotenstvi Cinil
36,98%,tj. ze 103,3% na 141,5%.

Extrémné vysoky narust hodnot zaznamenala jak funk&ni aktivita, tak i
hodnota antigenu u inhibitoru aktivatoru plazminogenu PAI-1. U aktivity byl narust
0 378%, z hodnoty na zaCatku téhotenstvi 7,083% na hodnotu 33,87%. Narust
hladin antigenu koreloval s naristem funkéni aktivity. Jeho narust Cinil 326%, tj. z
hodnoty 25,36 ng/ml na hodnotu 108,1 ng/ml.

Stanovené hladiny aj-antiplazminu mély béhem téhotenstvi opacny
charakter. Jeho priamérna hladina dosahovala vrcholu hned na pocatku
teéhotenstvi (116,6%) a s pfibyvajici délkou gravidity postupné klesala(106,3%).
Tento pokles neni pfilis vysoky, €ini 0,91%. V prubéhu téhotenstvi, kdy se
organismus zvysSenou aktivitou koagula¢niho a zaroven fibrinolytického systému
pfipravuje na velkou krevni ztratu pfi porodu, hodnoty a,-antiplazminu, inhibitoru
plazminu, klesaji az k hodnotam nameérenym pred téhotenstvim.
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8.SOUHRN

V souboru 73 pacientek s opakovanymi spontannimi potraty, které mély v osobni
anamnéze alespon jednu trombofilni dispozici, at uz vrozenou mutaci faktoru V
Leiden v heterozygotni formé, nebo mutaci 20210A v genu faktoru Il v
heterozygotni formé nebo mutaci v genu pro MTHFR 677T nebo 1298C v
heterozygotni nebo homozygotni formé&, anebo mély ziskanou trombofilni dispozici
antifosfolipidového syndromu, pfipadné hyperhomocysteinémii, jsme sledovali
vyvoj hladin koagulaénich parametrd v prabéhu celého téhotenstvi. Po tuto dobu
byly pacientkdm v pravidelnych intervalech odebirany vzorky krve. U nékterych
pacientek byly sledované parametry vySetfeny jesté v dobé pfed téhotenstvim.
Pacientky byly v obdobi 25.-43. tydne gravidity zajiStovany nadroparinem
(Fraxiparine), event. pfi alergickych projevech enoxaparinem (Clexane).

Metodou nepfimé detekce pomoci chromogenniho substratu na analyzatoru
Sysmex CA-1500 (Sysmex-TOA) jsme stanovili funkéni aktivity plazminogenu,
inhibitoru aktivatoru plazminogenu a a,antiplazminu.

Pomoci pfimé nekompetitivni ELISA metody jsme zjistili kvantitativni
mnozstvi antigent tkanového aktivatoru plazminogenu, inhibitoru aktivatoru
plazminogenu a trombomodulinu.

Prokazali jsme, Ze hladiny trombomodulinu a plazminogenu se chovaji
stejné jako u zdravych Zen s fyziologickym prlibéhem téhotenstvi. Hladina TM se s
pfibivajicim téhotenstvim zvysila o 19,9% a hladina plazminogenu, ktera uz na
konci Il. trimestru pfekonala referencni mez se navysSila o 36,98%.

Nejvyraznéjsi nartst po celou dobu téhotenstvi jsme zaznamenali u hladin
PAI-1[5]. Hodnota jeho aktivity dosahovala hrani¢nich mezi jizZ béhem ll.trimestru a
na konci téhotenstvi dosahovala az jejich trojnasobek. Celkovy narlst aktivity PAI-
1 za celé obdobi gravidity €inil 378%. Hladiny antigenu PAI-1 se pohybovaly uz na
pocCatku té€hotenstvi pfi horni referencni mezi. BEhem téhotenstvi jeho ¢tyfnasobné
navySeni Cinilo celych 326%. ZvySenou hladinu PAI-1 jsme zjistili u pacientek i v
dobé pfed jejich otéhotnénim.

Chovani hladin tPA u naSeho souboru bylo shodné se stoupajicim
charakterem hodnot v prubéhu téhotenstvi u zdravych Zen dle Kvasnicky[6].
Hodnoty tPA se béhem téhotenstvi pohybovaly v referenCnich mezich, pfestoze
jejich narust Cinil 79,68%.

Jiny vyvoj parametrl jsme zaznamenali u hladin a-antiplazminu. Na
zaCatku téhotenstvi jsme u pacientek s opakovanymi spontannimi potraty
prokazali zvySenou hladinu aj-antiplazminu, ktera po celou dobu téhotenstvi
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klesala. Pokles hladin aj-antiplazminu nebyl vyrazny (o 0,91%) a v prabéhu
téhotenstvi se pohyboval v referenénich mezich. Bohuzel vysledky méfeni
nekoreluji s hladinami az-antiplazminu u fyziologického téhotenstvi, kdy v prubéhu
téhotenstvi dochazi k naristu jeho hodnot.[5] Hladiny as-antiplazminu na konci
téhotenstvi u nasich pacientek dosahovaly témér stejnych hodnot jako v dobé pred
otéhotnénim.

Nami dosazenymi vysledky jsme sice zjistili odliSnost chovani a,-
antiplazminu, ale nedokazeme na zakladé jednoho odliSné se chovajiciho
parametru, vysvétlit souvislost s trombofilnimi dispozicemi Zzen s opakovanymi
samovolnymi potraty a objasnit tak z hematologického hlediska pfFiCinu této
problematiky. Nadale tak otazka vlivu trombofilii na vzniku opakované potratovosti
zustava nezodpovézena.[45].

Vliv 1é€ivého ucinku LMWH podavanym nasim pacientkdm byl potvrzen 67
zdravé narozenymi détmi.[1]
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9.ABSTRAKT

In the group of 73 patients with recurrent spontaneous abortions, which they
had a personal history of at least one thrombophilic disposition, either congenital
acquired mutation of factor V Leiden in heterozygous form, or 20210 mutation in
the gene of factor Il in heterozygous form or mutation in the gene for MTHFR 677T
or 1298C in heterozygous or homozygous form, or they had acquired
thrombophilic disposition of antiphospholipid syndrome, or hyperhomocysteinemia,
we studied the level-progress of blood coagulation parameters during the entire
pregnancy. During this period, blood samples were taken from the patients on a
regular basis. By some patients the parameters were examined even before
pregnancy. Patients were getting nadroparin (Fraxiparine) in the 25th — 43rd week
of pregnancy, alternatively enoxaparin (Clexane) who had showed allergic
reaction.

With the indirect detection method using a chromogenic substrate for the
analyzer Sysmex CA-1500 (Sysmex-TOA) we evaluated functional activity of
plasminogen, plasminogen activator inhibitor and a2-antiplazmin.

With the direct non-competitive ELISA method, we found out a quantitative
amount of antigen plasminogen tissue activator, plasminogen activator inhibitor
and trombomodulin.

We documented that the levels of trombomodulin and plasminogen behave
the same way like by healthy women who had physiological course of pregnancy.
The level of TM with advanced pregnancy increased by 19,9% and the level of
plasminogen, that already at the end of Il. trimester exceeded the reference limit,
increased by 36,98%.

The most noticeable growth throughout pregnancy we observed in the
levels of PAI-1 [5]. The value of its activities was reaching boundary limits during
Il. trimester and at the end of pregnancy it was three times higher. The total
increase in activity PAI-1 over the entire period of gravidity was 378%. The levels
of antigen PAI-1 were reaching already at the beginning of pregnancy the upper
reference limit. The fourfold increase during pregnancy was whole 326%. The
increased level of PAI-1 we found by patients even in the period before they got
pregnant.

The reaction of tPA levels in our group was identical with increasing values
shown by healthy women throughout the pregnancy as per Kvasnicka. The values
of tPA during pregnancy moved within reference limits, although their increase did
79,68%.
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Different development we observed in the levels of asantiplasmin. Patients
with recurrent spontaneous abortions had at the beginning of pregnancy increased
level of a,antiplasmin, but throughout the pregnancy the level was sinking. The
level-decline of ajantiplasmin was not significant (0,91%) and throughout the
pregnancy it had moved within the reference limit. Unfortunately the results don’t
correlate with the ajantiplasmin levels by physiological pregnancy, where the
value [5] increases throughout the gravidity. Our patients had at the end of
pregnancy almost the same values like in the period before pregnancy.

As outcome we did find out a difference in behaviour of ajantiplasmin, but
we can not explain connection of thrombophilic disposition by women with
recurrent spontaneous abortions based only on one differently behaving
parameter and therefore we can not solve this problem as for haematology aspect.
Therefore the question of influence of thrombophily on recurrent spontaneous
abortions remains in existence .[45].

The currative effect of LMWH given to our patients has been verified by 67
healthy born children. [1]
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10.SEZNAM ZKRATEK

A — absorbance

Ala — aminokyselina alanin

AP syndrom (AF syndrom) — antifosfolipidovy syndrom
APC - aktivovany protein C

ARDS - syndrom dechové tisné dospélych

Arg — aminokyselina arginin

Asp — Kkys. asparagova

AT — antitrombin

BSA — hovézi sérovy albumin

c - koncentrace

C — konjugat

Coag — Norm — druh kontroly fi. Diagnostika Stago
CRP - C reaktivni protein

CV — variacni koeficient

DIC — diseminova intravaskularni koagulopatie
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA — enzymova imunoanalyza na pevné fazi
gen PLANH1 — gen pro PAI-1

gen PLAT — gen pro tPA

gen PLG — gen pro plazminogen

gen SERPINF2 — gen pro azantiplazmin

Gly — aminokyselina glycin

GP - glykoprotein

HMWK — vysokomolekularni kininogen

HRGP — glykoprotein bohaty na histidin
HRP-Conjugated Detection Antibody - konjugat protilatky s enzymem peroxidazou

ICAM-1 — mezibunédna adhezivni molekula-1
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ID Stitkem — identifikacni Stitkem

IFN-y — interferon y

I, V(a), VII, Vlli(a), IX, X(a), Xla, Xlli(a), Xlll(a) — koagulacni faktory (aktivované)
IL- 1 (B) — interleukin 1 (B)

LDL — lipoprotein o nizké hustoté

Leu — aminokyselina leucin

LMWH — nizkomolekularni heparin

MFS — mononuklearovy fagocytarni systém

NVN — druh kontroly, nefiltrovany vlastni normal
PAI-1, PAI-2, PAI- 3 — inhibitory aktivatoru plazminogenu 1, 2, 3
PAR-2, PAR-4 — receptory aktivované proteazami
PBS buffer — solny fosfatovy pufr

PC — protein C

pH = -log [H:0 ]

PNA — p-nitroanilin

Pro — aminokyselina prolin

PS — protein S

S — substrat

s.c. aplikace — podkozni aplikace napf. léku
S-2403 — druh substratu

SB — pufr pro fedéni koncentrovaného substratu
SD — fedidlo

SDS-PAGE - elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

T — transmitance

TAFI — trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
TF — tkanovy faktor

TFPI — inhibitor tkdhového faktoru

TGF-B — transformacni rlstovy faktor 3
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Thr — aminokyselina threonin

TM — trombomodulin

TMB — tetrametylbenzidin

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a
TPA — test na stanoveni tPA

tPA — tkanovy aktivator plazminogenu
TXA2 — tromboxan A2

Tyr — aminokyselina tyrosin

UPA — urokinaza

Val — aminokyselina valin

VTE — Zilni tromboembolizmus

WS — promyvaci roztok
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