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Abstrakt

Trombotickymi komplikacemi vice ¢i méné¢ trpéli lidé uz od pradavna. Bylo pouze
otazkou Casu odhaleni piesnych mechanismi jejich vzniku a 1€cby.

Objev preparatu s antikoagulacnim u¢inkem, heparinu, bylo velkym pfinosem pro
medicinské discipliny. Nésledovan ordlnimi preparaty na bazi kumarinti, pelentanem a pozd¢ji
warfarinem napomohl snizeni umrtnosti, zvlasté¢ v obdobi pooperacni péce. Objeveni zplsobu
frakcionace heparinu a posléze jeho syntetickd piiprava v podobé pentasacharidii, znamenala
pralom v profylaktické a 1écebné péci témer ve vSech oborech. SouCasnym trendem se jevi
oralné podavana antitrombotika s miniméalnimi vedlejsimi uc¢inky ,,v idedlnim piipadé” bez
nutnosti monitorovani.

Vybérem dvou skupin osob s rozdilnym druhem terapie, jejiz odezvu v organizmu jsme
mefili riznymi metodami a na riznych analyzatorech, jsme chtéli poukazat na vhodnost
a dilezitost vybéru stanoveni pro dany druh Iéku a nutnost kontroly INR nebo inhibi¢nich
jednotek anti-Xa, diky kterym mize lékaf aktualn¢ upravit davku preparatu.

Na zavér jsme chtéli zdlraznit, ze laboratof se od pocatku podilela a stale podili na

kontrole podavané 1é¢by a pro 1ékate je spolehlivym ukazatelem G¢innosti.

Abstract

Thrombotic complications suffered more or less people since time immemorial. It was
only a matter of time reveals the exact mechanisms of their formation and treatment.
The discovery of a preparation with anti-coagulant effect of heparin, has been of great benefit for
medical discipline. Followed by oral medication on the basis of coumarins: Warfarin, Pelentan
and later helped to reduce mortality, particularly in the postoperative care. The discovery of
fractionation of the heparin and then its preparation in the form of synthetic pentasacharide,
meant a breakthrough in prophylactic and therapeutic treatment in almost all fields. The current
trend appears to be orally administered antithrombotic agents with minimal side effects "in the
ideal case™ without monitoring.

Choosing two groups with different kind of therapy, the response in the body were
measured by different methods and different analyzers, we wanted to point out the relevance
and importance of the choice setting for the type of medication and the need for INR control or
inhibition of factor Xa units which enable the doctor current change in dosage.
Finally, we wanted to underline that the laboratory is involved from the beginning and is still
involved in the development and always has been and will be for the doctors reliable marker of

efficiency.



1. Uvod

Lidské télo je dokonaly funkéni celek, ktery uz v okamziku svého zrodu disponuje fadou
obrannych mechanismi, které mu pomahaji piezit v kritickych situacich. Jednou z nich je
i schopnost srazeni krve, s cilem zamezit jeji ztraté pii poranéni. U¢innost spo¢iva v soudinnosti
nékolika slozek a pfi jakémkoliv poruseni kiehké rovnovahy mezi nimi, je organismus ohrozen
bud’ krvacenim, nebo zvysenou tvorbou srazenin.
ke krvacivym projevim, v posledni dob& je tomu naopak. Jsou to pravé trombotické
a tromboembolické komplikace, které nejvice ohrozuji civilizaci na zivoté. Uzavér cévy
zpusobuje ischemii, iktus, infarkt ¢i nahlou koronarni smrt, proto je v zajmu medicinském i
ekonomickém, co nejucinngji predchazet jejich vzniku, ptipadné zajistit efektivni 1é¢bu, tim
zmirnit potrombotické néasledky a zabranit recidivé. Je pravda, Ze po zavedeni profylaxe
heparinem (UHF) a jeho frakcionovanymi derivaty (LMWH) se procento vyskytu tromboz
znaén¢ snizilo. Stale vSak existuji medicinské obory, kde je primarni profylaxe nedostatecna.
Ukolem farmaceutickych firem je tedy neustily vyvoj a hledani novych moznosti v oblasti
antikoagulacnich resp. antitrombotickych a protidestickovych 1é¢iv ktera by byla vice selektivni,
bezpec¢na a financné nendro€na vzhledem k jejich dlouhodobému uZivani.

Nezastupitelnou tlohu vtomto procesu ma i hematologicka laboratof. Radou
laboratornich testl je schopna méfit a ve spolupraci s 1ékafi zpracovavat soubory dat pacientt pti
testovani 1é¢iv. Ma k dispozici fadu metod zaméfenych na kontrolu odpovédi organismu na
podavana antikoagulancia., pro zajisténi optimalniho davkovani v kazdém konkrétnim ptipade,
protoze 1 pies bouflivy farmakologicky rozvoj v této oblasti, jsou profylakticky a léebné
nejcastéji podavana antikoagulancia s iizkym terapeutickym rozmezim, u kterych je nutna piesna
laboratorni kontrola. Timto pfispiva Kk zajisténi komplexni péce pii profylaxi a 1écbe

hospitalizovanych nebo ambulantnich nemocnych.



2. Zadani bakalarské prace - cil prace

Cilem prace je piehled nejpouzivanéjSich antikoagulacnich 1ékti a jejich kombinaci,
k dosazeni co nejlep$iho 1é¢ebného efektu v kazdém konkrétnim piipad€, pojaty piedevsim
z laboratorniho hlediska. Cilem je zjistit, jak dulezitou ulohu laboratofe maji pfi monitorovani
preventivné a 1é¢ebné podavanych latek, pomoci graficky zpracovanych hodnot, naméfenych

u dvou skupin pacienti uzivajicich dva riizné typy antikoagulacni 1é¢by (experimentalni ¢ast).



3. Teoreticka ¢ast

3.1. Fyziologie hemostazy

Plynuly krevni tok systémem neporuSenych cév a V pfipadé hrozby krvaceni lokani
vytvoteni krevni srazeniny a spusténi hojicich procesti, je zndmkou spravné funkce jednoho
Z obrannych mechanizmu organizmu- hemostazy.

Tato schopnost prochazi vyvojem a zménami od fetalniho vyvoje az do dospélosti. A i
ptesto, Ze se v mnoha ohledech lisi, dilezitym, spolecnym rysem vSech obdobi je stav rovnovahy
mezi pozitivné a negativné pisobicimi mechanismy tohoto komplexniho déje:

r ’ v r~ ;oo . e s . . ’ r 1
Cévni sténou, tkdnovymi strukturami, krevnimi destickami a plasmatickym systémem.

3.2. Mechanismus srazeni

3.2.1. Primarni hemostaza

Je prvnim krokem pfti zéstavé krvaceni. Podili se na ni poranéné céva staZzenim a krevni
desticky. Ty pomoci bivalentnich proteini vWF a fibronektinu a vlastnich povrchovych
receptorti, pfilnou (adheruji) ke kolagenni vrstvé. Tim je spusténa jejich aktivace, jejimz
vysledkem je zména tvaru (kulovity s vybézky) a sekrece chemickych latek, ze zasobnich
granuli. V prvni fazi je to ADP uvolnéné z porusenych bungk a tkani, které zplisobuje spojovani
desticek (primarni agregace), Vv dalsi fazi je to ADP a TX2 uvolnény z granuli, které stimuluji
desticky k dalsimu vzajemnému kontaktu a zméné struktury. Odkrytim vazebnych mist dojde
K tésn&jSimu spojeni pies fibrinogen, vitronektin a VWF. Nastava sekundarni agregace, jejiz
nevratnost zajist'uji stabilizujici mustky tvofené trombospodinem. Postupnym zesilovanim téchto
déju pribyva aktivovanych desticek, které se postupné formuji do zatky (bily trombus),

I s 1
uzavirajicl poran€ne misto.



3.2.2. Sekundarni hemostaza - plasmaticky systém

Piedstavuje d&je, které pfemé&iiuji bily trombus na nerozpustnou srazeninu. ' Hlavnimi
Ciniteli této faze jsou vzdjemné se aktivujici koagulacni faktory vnitiniho a zevniho systému.
Enzymatické Sté€peni je vyvolano jakymkoliv poskozenim bunky obsahujici tkanovy faktor (TF).
Zména membranovych fosfolipid vede k jeho odkryti a aktivaci. Vznikly komplex (TF, F Vlla,
kalciové ionty) kolujici v plasmé, je vychozim bodem proteolyzy faktor zevniho systému
(F VII, F V) i vnitiniho systému (F VIII, F IX, F XI).

Ty nasledn¢ aktivuji protombinazovy komplex (F Xa . F Va), coz vede k pfeméné
protrombinu na trombin.? Trombinu vznik4 nejprve jen malé mnoZstvi (tzv. zahajovaci fize) na
povrchu bunék s odkrytym TF. Aby dosSlo ke spusténi ucinné hemostazy, pokraCuje proces
kaskadovitym zesilenim jednotlivych kroku (tzv. amplifikaéni faze) na povrchu trombinem
aktivovanych desticek, které ve fazi primarni hemostazy adherovaly k poskozené tkani. Faktory
V, VIII a X1 zde pisobi jako katalyzatory.

V tzv. propagacni fazi je primarni signal rozsifen na povrchy dalSich bunék (monocyty)
a natolik zesilen aktivaci ostatnich koagulac¢nich faktort (F Il, F IX, F X, F Xl) ajejich
kofaktori (F V, F VIII), ze mnozstvi vzniklého trombinu (F lla) je dostate¢né k pfeméné
fibrinogenu (F 1) na fibrin (F la), do jehoz sitovité struktury se zachytavaji leukocyty a

erytrocyty a vznika tak ,, Cerveny trombus*.

Za vytvofeni stabilni, nerozpustné a pevné zatky, odpovida F XIIla (rovnéZ aktivovany
trombinem) spolu s kalciovymi ionty, a za kone¢né¢ hojeni a obnoveni prutoku, retrakéni
schopnost krevnich desticek a fibrinolyticky systém.2

Tato teorie nahrazuje pivodni piedstavu kaskady s ti€asti zevniho systému aktivovaného
tkahovym faktorem a systému vnitiniho, jeho spouitééem byl oznatovan FXII*. Jak se viak
ukazalo, nema pro aktivaci hemostazy vétsi vyznam, proto jeho nedostatek prodluzuje

koagulac¢ni testy, ale nezptisobuje krvaceni.



3.2.3. Koagulacni faktory

VétSina je syntetizovana v jatrech, nékteré vyzaduji piitomnost vitaminu K (F Il, F V, F
VII, FIX, F X, protein C a S). Jedna se o glykoproteiny, které v krvi koluji v neaktivnim stavu ve
form¢ koenzyml nebo kofaktori. Maji schopnost navzijem se aktivovat proteolytickym
Stépenim. Jejich nedostatek v plasmé nebo snizena funkce zpisobuje koagulopatii s krvacivymi

projevy (kromé& F XII).!

F I (Fibrinogen)

Tvofti ho dimericka molekula slozena ze ttech para polypeptidovych fetézctli, obsahujicich
n¢kolik vazebnych mist. Mize byt Stépen plasminem, trombinem a trombinu podobnymi
latkami, jako jsou hadi jedy. Napomahd agregaci trombocytl a je ukazatel akutnich stavi,

hyperkoagulace nebo ¢innosti jater.

F 11 (Protrombin)
Sklada se z vice jak 500 aminokyselin. Je to proenzym klicového faktoru hemostazy —
trombinu. Tato jeho aktivni forma plsobi na mnoha urovnich koagulac¢ni kaskady, vcetné ti¢asti

pii zanétu a procesu hojeni.

F III (Tkanovy faktor, tromboplastin)

Jde o extrakt z tkan¢, nejvice obsazeny V placenté, mozku a plicich. Chemicky se jedna o
glykoprotein, ktery se snadno vaze na fosfolipidové membrany. Aktivuje se kontaktem s krvi,
ma tedy ulohu signalniho receptoru. Ma také vliv na vznik hyperkoagulacnich a trombotickych

stavu.

F IV (Kalcium)
Kalciové ionty napoméhaji fadé reakci. Jsou soucasti komplexii tendz a molekul faktori

zavislych na vitaminu K.

F V (Proakcelerin)
Jedna se o glykoprotein, ktery se nachazi v a-granulich trombocytli a snadno se vaze na

membranové povrchy. Je aktivovan trombinem nebo F Xa.



F VI
Predstavuje destickovy faktor 3 a 4.

F VII (Prokonvertin)
Jednotetézcovy glykoprotein, ktery jako jediny koluje v plasmé v malém mnozstvi
v aktivni formé. Toto mnozstvi se s vékem zvysuje. Jeho plnd enzymaticka aktivita se projevuje

az ve spojeni s tkanovym faktorem, kdy jako sou¢ast zevni tenazy uskuteéniuje aktivaci F IX a X.

F VIII (Antihemofilicky faktor A)

Strukturné se podoba F V, ma také funkci kofaktoru a v aktivni formé tvofi soucast
vnitini tenazy [VIlla . IXa . PL . Ca*]. V plasmé¢ cirkuluje vazany na von Willebrandv faktor
(VWF), ¢imz je chranén pted proteolytickym Stépenim. Z této vazby je uvolnén az po kontaktu
s trombinem. Nadbytek tohoto faktoru puisobi prokoagulacné a jako ukazatel zanétu, infekce

nebo stresu, naopak jeho defekt se projevuje tézkymi krvacivymi stavy (hemofilie A).

F IX (Christmas faktor)
Jednotetézcovy glykoprotein, tvofici se v jatrech v pfitomnosti vitaminu K. Je také
soucasti komplexu vnitini tenazy, ktera aktivuje preménu F X na F Xa. Zavazny je jeho

nedostatek, znamy jako hemofilie B.

F X (Faktror Stuarta-Prowerové)

Faktor zavisly na vitaminu K, je uvadén jako klicovy. Jeho aktivace je mozna zevni
I vnitini tenazou v misté tézkého fetézce. Soucasné se odstépi i aktivacni glykopeptid. Hlavni
funkci. F Xa je ve formé komplexu protrombinazy [ FXa . F Va . PL . Ca?], §tépit protrombin na

trombin.

F XI (Plasma tromboplastin antecedent — PTA)
V plasmé jako zymogen, vazany na vysokomolekularni kininogen (HMWK). Vykazuje
zde vysokou piilnavost k zaporn¢€ nabitym povrchim béhem kontaktni faze, kdy je aktivovan

F VII a trombinem pifimo na povrchu desticek.



F XII ( Hagemaniiv faktor)

Je to glykoprotein syntetizujici se v jatrech. Nachézi se v plasmé i séru v neaktivni formé.
Stépeni pii aktivaci probiha v piitomnosti aktivniho povrchu (subendotelidlni vrstvy, ale i sklo,
celit nebo kaolin) v mist¢ F XIIa ptsobenim kalikreinu. Nedostatek tohoto faktoru nezptisobuje

krvaceni, protoze aktivace F XI na ném neni zavisla.

F XIII (Transglutaminaza)

Jeho neaktivni forma se vyskytuje v plasmé v tetramerni podobé a na nékterych bunkach
ve form¢ dimeru, mizeme ho najit i v placenté¢ a jatrech. Jeho hydrolytické §tépeni iniciuje
trombin a podporuje vznikly fibrin. Ukolem aktivované formy je stabilizace fibrinové zatky za
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vzniku nerozpustné sraZzeniny. Uplatituje se pii hojeni ran a je dllezity pro udrzeni t€hotenstvi.

3.2.4. Fibrinolyticky systém

Predstavuje fadu aktivaénich kroki, které tvoii protivahu krevnimu srazeni,’ jejichz
ukolem je rozpusténi a odstranéni koagula a rekanalizace lokalniho tseku, ve kterém prob&hla
hemokoagulace.?

Klicovy glykoprotein plasminogen je aktivovan pusobenim wvnitinich, Vv plasmé
ptitomnych aktivatorti (F XIla, prekalikrein a HMWK) a vnéjSich, uvolnénych z porusené tkané
( t-PA, u-PA), soucasné se spusténim hemostazy. Prvni vytvotfena fibrinova vlakna poskytuji
vhodny povrch pro navazani vzniklého komplexu [t-PA . plasminogen] a napomahaji jeho
pfeméné na proteolyticky enzym plazmin, ktery je vlastnim aktérem rozpousténi koagula.

Postupnym S§t€penim nerozpustného fibrinu na stdle mensi fragmenty (vysokomolekuldrni
X, Y a nizkomolekularni D, E), které jsou vychytavany monocytomakrofagovym systémem, je
nakonec céva uvedena do pivodniho stavu. Jedna se o n€kolika hodinovy proces, ktery za
fyziologickych podminek neprobiha, proto stanoveni nejmensich fragmentd D (D - dimery)

nejlépe odrazi lytickou aktivitu, které je typicka pro trombotické stavy. !



3.2.5. Inhibitory hemostazy

Proces srazeni nemulze probihat nekontrolované a kdekoliv. K tomuto ucelu je
plasmaticky koagula¢ni systém vybaven skupinou latek, které cely proces brzdi a smétuji do
konkrétniho mista, kde doslo k poskozeni. 2
Skupinu ziskanych inhibitori tvofi serpiny a kuniny, pfitomné v télnich tekutinach, které inhibuji
serinové protézy vyvéazanim do komplexu. *

C, anov¢ protein produkovany placentou - annexin V, které se uplatiuji v plasmé&. Inhibitor
tkanového faktoru (TFPI) zasahuje na povrchu endotelu. V systému fibrinolyzy vyznamné
pusobi trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI), ktery vytvaii propojeni mezi

prokoagulaéné ptisobicimi faktory, inhibitory a fibrinolyzou.

Antitrombin (ATII)

Jaterni glykoprotein, ktery vyznamné ovliviiuje slozky koagula¢niho systému. Pusobi
samostatné, jestlize je v komplexu s heparinem, jeho u¢inek se mnohonasobné zvySuje
a umoznuje mu inaktivovat (vyvazovat do komplexu) krom¢ trombinu a F Xa i ostatni serinové
proteazy (plazmin, kalikrein, F 1X, F XI, F XII, [ TF . F V1la]). Laboratorn¢ se prokazuje aktivita

i antigen a jeho nedostatek zpiisobuje trombofilni riziko. !

Systém proteinu C

Dalsi G¢inny inhibi¢ni systém je tvofen proteinem C, Sa trombomodulinem. Jejich
syntéza je zavisla na vitaminu K.> Specificky receptor (EPCR) véaZe protein C na povrch
endotelu, kde je aktivovan komplexem trombin-trombomodulin. Tato aktivni forma (APC)
proteolytickym §t&penim inaktivuje F Va a F VIIla v pfitomnosti kalciovych ionti. *

Protein S ma v tomto systému funkci kofaktoru, pouze jeho volna forma usnadiuje vazbu
APC k fosfolipidovym povrchiim. Volny vykazuje i vlastni inhibi¢ni aktivitu vac¢i F Va, a F
Vllla, ne vSak v takové mife, jako PS vazany na slozku komplementu C4-bBP. Cely tento
inhibicni systém ma za kol zpomalit nebo Uplné zastavit vznik tendzy a protrombinazy a tim

potlagit aktivni proces hemostazy. *



Inhibitor tkanového faktoru (TFPI)

Je vazany na frakce cholesterolu a do ob¢hu je uvoliiovan atakovanymi endotelovymi
buiikami. Vyznamné inhibuje proces zahajovaci faze po vyplaveni i jen nepatrného mnoZzstvi
tkanového faktoru, tim Ze tvori neaktivni komplex [TFPI. TF . F Vlla . F Xa] nebo v pfitomnosti

heparinu inhibuje p¥imo F Xa. !

Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI)
Tento inhibitor ma dilezitou ulohu v systému koagulace, inhibice a fibrinolyzy. Je
aktivovan komplexem trombin/trombomodulin (TM), coz umoziuje propojeni inhibi¢niho vlivu

TAFI (nizkéd koncentrace TM) s profibrinolytickym u¢inkem APC (vysoka koncentrace TM). !

3.3. Patofyziologie hemostazy

3.3.1. Krvacivé stavy

Jsou projevy zvySené krvacivosti neumérné klinickému stavu a podnétu, které krvaceni
vyvolaly. ! Piiginy vyvolavajici tento stav mohou byt ziskané nebo vrozené a mohou se
vyskytovat na Grovni cévni vystelky (purpury), desticek, (trombocytopenie, trombocytopatie)
plasmatického systému (koagulopatie), fibrinolyzy nebo kombinaci vSech.

Koagulopatie ptedstavuji skupinu poruch, vznikajicich na zakladé¢ nedostate¢ného
mnozstvi nebo snizené funkéni aktivity dané¢ho faktoru (vrozené koagulopatie), ptipadné celé
fady faktorti (koagulopatie ziskané). Projevy byvaji mirngjsi nebo t&€zsi v zavislosti na stupni
poskozeni.

Z vrozenych koagulopatii se nejcast&ji vyskytuje hemofilie. (A a B).” Hladina faktoru se
béhem zivota neméni a 1éCba je mozna vhodnou substituci. Ziskané vznikaji vétSinou piechodné,
jako nasledek jiného primarniho poskozeni (snizend funkce jater, malabsorp¢ni syndrom, otravy,
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tézké stavy, zptusobujici syndrom-DIC ad.) a vhodnou terapii pocatecni piiCiny vétSinou vymizi.



3.3.2. Trombotické stavy

Jsou charakterizované jako patologické a nadmérné srazeni uvnitt cévniho feciSte.
Predstavuji protipol krvacivym projevim, zpusobeny zvySenou aktivitou hemostatickych
pochodu, které vedou ke vzniku trombii a nasledné tromboembolické nemoci. Z pohledu pficin

vzniku rozli§ujeme trombézy Zilni (ZT) a arterialni (AT).

Rizikové faktory

Pii¢iny vzniku ZT souvisi s Zivotnim stylem, starnutim a zvySenou nemocnosti populace.
Veék nad 45 let, obezita, koufeni, hypertenze, zvySend hladina lipidi nebo hormonalni
antikoncepce jsou obecné znamé faktory.

Pti¢iny vzniku AT jsou spojeny vétSinou s aterosklerotickymi zménami arteridlnich stén.
Tvorba trombl (aterosklerotickych plati) v této oblasti je pticinou akutnich koronérnich

syndromii (IM, angina pectoris) a jejich odlougent silnym proudénim zpisobuje embolii. *

Patogeneze

Otéazka obecné piiciny vzniku trombembolismu byla &asteéné objasnéna jiz v roce 1856.*
Z Wirchowovy trady je zndmo, Ze na vzniku ZT se podili porucha nesméagivého povrchu,
zpomaleni az zastava krevniho toku (stdza) a odchylky v aktivaci plasmatickych faktord

(hyperkoagulace). '* Zanétlivé poskozeni endotelu cévni stény (ateroskleréza) podporuje

uvolnéni TF, ktery zvySuje pfilnavost a agregabilitu krevnich desti¢ek K aterosklerotickému
platu. Mnozstvi aktivaci vzniklého fibrinu je pak imérné stabilité a velikosti nasténného trombu,

ktery vznika prevazné v tepenném fedisti (AT).*

Staza

Stagnace krve v cévach mize v nékterych mistech zvysit koncentraci zanétlivych Ciniteld
(cytokiny uvolnéné z leukocytt), které v soucinnosti se zvySenou koncentraci plasmatickych
faktort a vzniklou ischemii, plisobi zna¢n¢ protrombogenng. 2 Omezené proudéni muze mit fadu
pfi¢in: mechanické piekazky v zilnim feciSti, komprese cév v blizkosti cyst, naddord nebo
dilatovanych orgeinﬁ9 ,dlouhotrvajici nehybné sezeni nebo wupoutdni na Ilizko, zména
reologickych vlastnosti pii leukemické proliferaci nebo dlouhodobé dehydrataci atd. 10 Cévni

sténa dlouhodobé vystavena této zatézi pak podléha patologickym zménam.



Hyperkoagulace
Hyperkoagulacni stavem je nazyvana neregulovana aktivace koagula¢niho systému,
zpusobena nedostate¢nosti v systému inhibitort a fibrinolyzy nebo zvySenou prokoagula¢ni

schopnosti krve (trombofilii), kterd mize byt geneticky podminéna nebo ziskana.

Trombofilie

Piedstavuje vrozeny nebo ziskany defekt slozek koagula¢niho systému nebo desticek,
ktery je moznou piicinou zvyseného sklonu k trombdze. Obecné se trombofilie projevuje
opakovanymi trombotickymi pfihodami v mladém véku nebo v netypickych lokalizacich, u vice
rodinnych ¢lenii a v blizkém piibuzenstvu nebo u Zen opakovanymi spontinnimi potraty.*
K projeveni ptfiznakl je vétSinou nutnd ptfitomnost vice rizikovych faktorii soucasné, takze u
0s0b s rodinnym vyskytem tromboembolické nemoci (TEN) je mozné soucasné prokazat i jiné

defekty, jedna se tedy o onemocnéni multifaktorialni. >*

A/ Trombofilie primarni (vrozené)
Jedna se o faktory podminéné genetickymi mutacemi, spojené se zvySenym rizikem

vzniku trombozy:

e Homocysteinemie

o Dysfibrinogenemie

o APC rezistence (defekt spojeny s bodovou mutaci F V Leiden)

o Deficit AT HI

o Deficit proteinuCa S

e Mutace protrombinu

e Ostatni polymorfismy (GPla, TFPI, PAI-1), zpusobujici trombozu 12

B/ Trombofilie sekundarni

Obvykle se objevuji v souvislosti s jinym onemocnénim a patologickymi stavy napf.
jaterni poskozeni, rizné typy nadorl, nefroticky syndrom, DIK, déle pak urazy, imobilizace,
antikoncepce nebo antifosfolipidovy syndrom.!! Do této skupiny fadime také graviditu, ktera
sama o sob¢ predstavuje hyperkoagulacni stav, ktery organizmus dokaze zvladnout.
Trombofilni riziko pfedstavuje pro Zenu aZz ve spojeni s jinym prokdzanym, vrozenym nebo

ziskanym defektem.



3.3.2.1. Antitromboticka lécba

Antitrombotickou 1écbou nazyvame 1écebné postupy, uméle navozujici nerovnovahu
mezi jednotlivymi slozkami hemostazy. Jeji uziti ma za ukol zamezit zvétSovani trombu a
dalsimu shlukovani desti¢ek, piipadn& rozpustit trombus jiz vznikly a snizit hyperkoagulabilitu. *
Podle mista a povahy vzniklé poruchy je volen typ preparatu a l1écba je zaméfena konkrétnim
smérem.:
e Antikoagulacni 1écba zplsobuje zmény v plasmatickém systému, potlacenim tvorby
trombinu
e Antiagregacni 1écba plisobenim na krevni desticky ovlivituje priméarni hemostazu
e Antitromboticka 1é¢ba s aktivitou anti Xa
e Trombolyticka 1é¢ba, masivni zasah s cilem rychlého rozpusténi trombu
e Substituéni 1é&ba s nahradou spotiebovanych inhibitori (ATIIL, PC) ’
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e Kombinovand léc¢ba s pouzitim dvou a vice moznosti u komplikovanych ptipad

3.3.2.2. Antikoagulacni léciva

Jsou latky rGzného sloZeni a plivodu, které maji schopnost potlacovat nadmérné srazenti,
ovlivnénim procesu sekundarni hemostdzy. Z postaveni aktivovaného F Xa (soucast
protrombinazy), trombinu a antitrombinu (multipotentni aktivator a inhibitor) Vv hierarchii
koagulacni kaskady, je patrny jejich klicovy vyznam pii fyziologickém pribéhu hemostazy.
Z toho diivodu moznost ovlivnéni této faze byla a je s Gspéchem vyuzivana v léCebné oblasti.
Dalsimi oblastmi, které se ,,uméle“podaiilo ovlivnit farmaky, je syntéza serinovych proteaz
zavislych na vitaminu K, inhibice tkanového faktoru a F VII, inhibice F XIII a stimulace

fibrinolytickych a koagula¢nich mechanismi. 2

Pouzivana a zavadena antikoagulancia
e nepiimé inhibitory trombinu (hepariny UHF, LMWH, sulodexid-Vessel Due F ptisobici
na mnoha urovnich jako pfimy 1 nepfimy inhibitor trombinu)
e pifimé inhibitory trombinu (hirudin, bivalirudin, lepirudin, desidurin)
e nepiimé inhibitory F Xa (pentasacharid-Fondaparinux, Indaparinux)
e inhibitory faktort zavislych na vitaminu K (Pelentan, Warfarin, Lavarin)

e nové pripravky (dabigatran etexilat, Pradaxa a rivaroxaban, Xalerto) 13



Ve zkusebnim rezimu se vSak nachdzi mnoho dalSich synteticky nebo rekombinaéné
vyrobenych a vétSinou selektivné zaméfenych preparatl, které cekaji na svoji piilezitost
a klinické vyuziti.

3.3.2.3. NejpouZivanéjsi lé¢ebné formy a indikace

Heparin UHF (nefrakcionovany)

Za prvni a nejdéle pouzivany 1€k je povazovan heparin. Byl izolovan ze psich jater dvéma
studenty a od tficatych let, kdy prob&hly klinické testy, se stal nejpouzivanéj$im intraven6znim
preparatem. 1423

Jako ptirozeny mukopolysacharid se ziskdva ze sliznice prasat a skotu. V klinické praxi
ma podobu smési fetézcl, z nichZz pouze Cast odpovida za antikoagulac¢ni antitrombinovou
aktivitu. Hepariny pusobi nepiimo, vazbou pies ATIII nebo heparinovy kofaktor Il, proto je
hladina antitrombinu pro jejich piisobeni kli¢ova.

Standardni, nefrakcionovany je jako 1é¢ebny prostiedek vyuzivan od roku 1937. Oblibu si
ziskal predevsim diky zkuSenostem nasbiranych b&hem let jeho pouzivani, pomémé rychlému
nastupu ucinku a piijatelné cené. Vyuziva se vétSinou k 1é¢bé akutnich piipadi. K profylaxi
trombozy U ambulantnich pacientii jen zfidka, vzhledem k nutnosti kontinualni Zilni aplikace. **
Ta se vzhledem k soucasnym narokiim jevi jednou z jeho nevyhod, stejné€ jako neptedvidatelna
odpovéd’ na podanou davku, coz je zpusobeno vazbou heparinu na jiné proteiny (endotelie,

makrofagy, vWF) a zvySenym rizikem krvaceni.

Laboratorni kontrola

Vzhledem Kk individudlnimu antikoagula¢nimu efektu, je nutnd piesna laboratorni
kontrola tc¢inku pro pfipadnou upravu podavanych davek. Pro ziskani piesného vysledku je
nezbytny standardné a spravné provedeny odbér zilni krve.

Aktivovany parcidalni  tromboplastinovy cas (aPTT) je rychla, piesna a dobie
standardizovatelna metoda pro méfeni Casu tvorby koagula v pfitomnosti faktorti vnitiniho
systému. Casy ziskané v sekundach nebo hodnotach Ratio (pomér asu pacienta k Gasu
kontroly) vypovidaji o antikoagula¢ni aktivit¢ UHF heparinu podavaného Vv Sesti nebo dvanacti
hodinovych intervalech.

Podle namétenych hodnot je upraveno davkovani. V idedlnim ptipadé je terapeutického
ucinku dosazeno pii 1,5-2 nasobném prodlouzeni normalniho ¢asu nebo je dosazeno hodnoty

R=2,0-2,5./16/



Trombinovy cas (TT), je vhodnym testem dopliujicim méteni aPTT, ktery reaguje na
zmény v kone¢né fazi koagulace (zvySena inhibice trombinu antitrombinem pii heparinizaci)
prodlouzenim ¢asu srazeni (laboratorni hodnoty >20s.). Pro odhaleni pfitomnosti heparinu ve
vzorku a odliSeni pfedavkovani od koagulopatie je vhodné pouziti reptilasového casu (RT).
Vyuziva schopnosti enzymu hadiho jedu (Batroxobin) pfimo aktivovat pifeménu fibrinogenu na
fibrin. Je-1i cas, méfeny od aktivace do vytvoreni koagula normalni (< 22s) vzorek obsahuje

heparin, v opa¢ném piipad¢ se jedna o kvalitativni nebo kvantitativni poruchu fibrinogenu. 16

Trombin generacni test (TGT) jeden z globalnich testd, které by bylo mozné
k monitorovani pouzit. Ze zaznamu kiivky tvorby trombinu po pfidani aktivatoru a z vypoctu

endogenniho trombinového potencialu je mozné zhodnotit miru inhibice pfi heparinové terapii.

Trombelastografie (TEG) je metoda, ktera méfi viskoelastické vlastnosti krve béhem
tvorby koagula a kvalitativné i kvantitativné ho hodnoti. Jeji vyuziti je vhodné piedevsim pfi
monitorovani heparinu podavaného béhem a po srdecni operaci s pouzitim mechanické srdecni
podpory nebo pfi transplantaci. !> Mensi, ptenosna podoba pfistroje se da vyuzit k monitorovani

ptimo u lhZka, stejné€ jako dalsi test.

Aktivovany koagulacni test (ACT) je rychlym, ale jen orientaénim ukazatelem odezvy
davkovani UHF heparinu. Cas srdZeni, které probih4 ve specialnich modulech, je pfimo umérny
inhibi¢ni aktivit¢ komplexu AT III/ heparin. Diky své jednoduchosti je tato metoda vyuzivana
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pfimo u l&iZka (vétsinou na kardiologii)*®

Protrombindzou indukovany koagulacni ¢as (PiCT.) *® Timto testem je moZné promoci
inhibi¢nich jednotek anti-Xa, také vyjadfit miru antikoagulacniho Gc¢inku UHF heparinu. Je
citlivy k antitrombinové i anti-Xa aktivit¢ AT III. Po pfidani aktivatoru (F Xa, fosfolipidy
aenzym hadiho jedu RVV-V, ktery umozni aktivaci srazeni nezavisle na endogennim

trombinu.), je méfen koagulacni Cas, ktery se prodluzuje se stoupajici hladinou heparinu.



Heparin LMWH (nizkomolekularni)

Pokrok v technologii, ktery na konci 20. stoleti umoznil kontrolovanou frakcionaci
standardniho heparinu na krats$i polysacharidové jednotky, znamenal posun v 1é¢bé a profylaxi.
Krats$i cukerny fetézeCc se minimalné vaze na bilkoviny plasmy (i trombin), trombocyty
i endotelie a reakci s ATIII vytvati uginny komplex k cilené inhibici F Xa. ’

Mezi nejpouzivanéjsi nizkomolekularni hepariny patii enoxaparin (Clexane), dalteparin
(Fragmin), nadroparin (Fraxiparin) a bemiparin (Zibor) atd. Mizeme sem zafadit i synteticky
pentasacharid fondaparinux, ktery také uz nasel klinické uplatnéni (bohuzel ne v takové mife,
jakou by si zaslouzil). Jednotlivé hepariny se lisi délkou frakci a tim i svymi farmakokinetickymi
vlastnostmi, takze pro klinickou praxi nejsou zcela zastupitelné a pfi jejich aplikaci je nutné se
fidit doporucenimi, ziskanymi praktickymi zkuSenostmi a studiemi nebo doporucenimi od
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vyrobce.

Indikace

Hodi se k1é¢bé hluboké zilni trombdzy, nestabilni anginy pectoris i IM. Pro svoji
provétenou bezpe€nost je jako prevence trombembolismu vyuzivan skoro ve vSech
medicinskych oblastech.(interni, infekéni a onkologickd onemocnéni, dialyza, chirurgie,

ortopedie, porodnictvi). 24

Vyhody

Ptredvidatelnost ucinku, (podle doporuceni vyrobce neni nutnd laboratorni kontrola,
zkuSenost je opacnd) piimé pusobeni na F Xa, dobra biologicka dostupnost, injekéni podani
(mozna ambulantni i domaci aplikace), delsi biologicky polo¢as (podani 1-2x/denné s maximem

4 hod. po aplikaci), mensi riziko krvacen a vzniku trombocytopenie %

Monitorovani

Stanoveni inhibic¢nich jednotek anti-Xa je povazovano za nejvhodnéj$i metodou pro
monitorova LMWH heparinti. Chromogenni metoda je rychla a spolehlivé vypovida o ptimé
inhibi¢ni aktivité¢ na F Xa. Je to metoda flexibilni, pouzitelnd po provedeni manudlni kalibrace,
na kterykoliv z dostupnych heparinim, K pfesnému odecteni jejich jednotek (standardné je

provadéna firemnimi kalibratory na enoxaparin (Clexane).



PiCT, jednotky inhibice anti-Xa je mozné stanovit také koagulaéni metodou
Nakalibrovanim na podavany antikoagulacni preparat (LMWH, pentasacharid nebo danaparoid)
ziskame kalibra¢ni ktivku, ze které podle ziskanych ¢asu odecteme koncentrace antikoagulantu,

v piislusnych jednotkach (1U/ml) v zavislosti na typu pouzitého 1éku. *8

TGT je moznou pouzitelnou metodou jako v piipadé UHF heparinu (viz. experimentalni

cast).

Heparany sulodexid (Vessel Due F) a danaparoid (Organan)

Pro uplnost jsou zde uvedeny antikoagulanty, které lezi na rozhrani ptimych a nepfimych
inhibitori trombinu. Jsou tvofeny smési degradacnich produktti heparinu, coZz umoziuje jejich
pisobeni na nékolika urovnich. Jsou vyuzivany vice jako prostiedky podporujici endotelidlni
funkce a fibrinolyticky systém. V sekundarni profylaxi nezaznamenaly vyznamng&jich usp&chii. ’

Jejich monitorovani je mozné pomoci inhibicnich jednotek anti-Xa.

Kumariny

Radime mezi nepfima peroralni antikoagulancia s opozdénym nastupem uéinku. Podéavaji
se v ptipadé dlouhotrvajici (mésice, roky) preventivni 16¢by u pacientil po prodélané ZT nebo
embolisaci. Vyjimku tvofi kratkodobé podavani kumarini spolu s LMWH u ortopedickych
pacientii nebo v kombinaci s kyselinou acetylsalicylovou (ASA) u pacientl po IM

Jejich farmakologicky ucinek spociva v ireverzibilni inhibici cirkulace hydrochinonové
formy vitaminu K, ktery je nutny pro syntézu nékterych faktorti. Tim je omezena tvorba jejich

ucinnych forem a hromadi se formy net¢inné tzv. PIVKA.".

Pelentan
Je to dnes jiz nepouzivany kumarinovy derivat s kratSim biologickym polo¢asem a

rychlej§im nastupem nez warfarin. Byl indikovan pro dlouhodobou profylaxi pfedev§im po
chirurgickych zékrocich a zavedeni umélych chlopni. Pro velké mnoZstvi neZadoucich

komplikaci se ptestal pouzivat.



Warfarin
Historie objevu warfarinu se datuje do dvacatych let minulého stoleti. Latka byla

izolovana ze zkazené pice jednoho druhu jetele. Pozdéji byla syntetizovana a zdokonalovana. Po
registraci v padesatych letech zacaly klinické studie, které vyloudily toxicitu a warfarin se stal na
dlouhou dobu jedinym peroralnim antikoagula¢nim lékem. *

Vyrabéné preparaty jsou smési dvou enantiomerti, z nichZ jeden je nékolikrat uc¢inng;si
nez druhy a i jejich aktivita a metabolismus jsou rozdilné. V soucasné dob¢ je znamo nékolik
mutaci a polymorfismiit genu pro cytochrom P450 2C, jejichz piitomnost ovliviluje
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antikoagula¢ni odpovéd’ na podédvany warfarin.

Indikace

Je indikovan u osob s vysokym rizikem ZT a TEN, vétsinou jako pokradujici prevence po
ptedchozi 1é¢bé hepariny. Rezim uzivéani je individudlné nastaven dle aktualniho stavu. Jeho
uzivani je spjato s piisnymi pravidly, takze je dulezity zodpovédny piistup pacienta, aby
nedochazelo k nezadoucim kontraindikacim. Kromé& warfarinu je u nas k dispozici cela fada
dal$ich preparatd s odlisnym biologickym polo¢asem (Sintrom /8hod./, Coumadine, Lawarin /72
hod./, Marcoumar /160h/). ® Pii 16¢b& ICHS (ischemicka choroba), je Gasto vyuZivana kombinace

s antiagrega¢nimi léky (Kys. acetylsalicylova), jako prevence vysokého rizika recidivy.

Laboratorni kontrola

Vzhledem kuzkému terapeutickému rozmezi a riziku krvaceni, vyzaduje podavani
kumarind, laboratorni kontrolu, v pfipadé preddvkovani bude pacient ohroZen krvacenim, pfi
poddavkovani recidivou trombdzy.

Utinna davka je rovnéz ovliviiovana piijmem vitaminu K, interakei s 1éky, individualnim
metabolismem jedince, jiZ zmin€nou pfitomnosti polymorfismu a zodpovédnym pfistupem

pacienta.

Protrombinovy test (PT) diive tromboplastinovy (Quickiv) test, je vSeobecné uznavanou
metodou pro kontrolu 1é¢by kumarinovymi preparaty. Pomoci mezinarodni normalizované
hodnoty INR (viz. experimentalni ¢ast), je mozné celkem rychle a spolehlivé informovat o sile
antikoagula¢niho U¢inku, bez ohledu na kvalitu pouzitého tromboplastinu. Pfi stfedni intenzité

blokady by se INR mélo pohybovat v rozmezi 2,0 - 3,0 pfi intenzivni mezi 3,0 - 4,0.



Pfesné monitorovani 1é¢by je vyhradné laboratorni zalezitost, coz klade velké naroky na
star§Si nebo Spatn¢ kompenzovatelné pacienty. Alternativou pro tyto piipady, by mohl byt

selfmonitoring pomoci pfistroje.

Koagu-check XS PT. Jednd se o maly, pfenosny pfistroj, jednoduse pouzitelny
I vdomacim prostiedi, ktery vySetienim kapilarni krve na testovacich prouzcich zméfi
protrombinovy ¢as a vypocte INR. Po konzultaci slékafem je mozna aktualni uprava

y , » 20
davkovani.

TGT je také dobfe pouzitelnou metodou. Snizeni generace trombinu v zavislosti na ¢ase
zhodnocené pomoci v§ech namétenych hodnot piesné vypovida o kvalité antikoagulacni 1é¢by.

Nevyhodou je ¢asova prodleva vySetieni a cena. (viz. experimentalni ¢ast)

Komplikace a rizika antikoagulacni lé¢by

Krvéceni je komplikaci i rizikem, se kterym se musi v pfipad¢ podavani antikoagulacni
1écby pocitat. Nékterda mald krvaceni nemocného neohrozuji, velka vzdy vyzaduji hospitalizaci
a okamzité feSeni, vétSinou vysazeni léku pfipadné jeho neutralizaci (heparin pomoci protaminu,
warfarin podanim kanavitu-vitamin K, protromplexu - preparat s obsahem faktorti zevniho
systému nebo mraZzené plasmy). KoZni nekrézy ptedstavuji nepiijemnou komplikaci pfi uzivani
warfarinu, pfi jejich vyskytu je nutné 1ék vysadit a nahradit nizkomolekularnim nebo
nefrakcionovanym heparinem, stejn& jako v piipadé gravidity ® Pii podavani heparint je jednou
z moznych nevyhod vznik HIT (heparinem indukovana trombocytopenie). Jedna se zavaznou
komplikaci autoimunitni povahy s rozvojem trombocytopenie a recidivou trombdzy. Indikace

jiného typu antitrombotika (hirudiny) vyznamné piispé&je ke zlepseni prognozy.

Hirudin
Krevni srazenina ziskala sviij ndzev jiz ve starém Recku a diky 1ékaii Galénovi (130-200)

ji uméli 1&¢it pomoci pijavic, u kterych si ovéfili antitromboticky ucinek.? Pozdgji (19. stoleti) se
zjistilo, ze latkou s timto G¢inkem v téle pijavic je hirudin. Dnes je znam jako nejsilnéjsi ptfimy
pfirozeny inhibitor trombinu, ktery ovliviiuje fadu pochodi v krvi, cévni sténé i v diagnostice.
Pro klinické ucely byly pfipraveny rekombinaci preparaty proteinové povahy S lepSimi

vlastnostmi, bivalirudin, lepidurin a desirudin.



Jejich ucinek je srovnatelny s G€inkem nizkomolekuldrniho heparinu, ktery mohou plné
nahradit v pripadé vzniku heparinem indukované trombocytopenie (HIT). ’
Vzhledem k finan¢ni naro¢nosti téchto preparati se jejich pouzivani zatim klinicky piili§

neprosadilo.

Ecarinovy test je Vv praxi nejpouzivanéj§i pro stanoveni hladiny hirudinu. S vyuzitim
extraktu hadiho jedu (Echis Carinatus), ktery je schopen aktivovat kone¢nou fazi koagulace bez
pfitomnosti kalcia a fosfolipidl, je méfen Cas srazeni, ktery je pfimo imérny mnozstvi hirudinu
ve vzorku. Stanoveni by bylo mozné i ELISA analyzou nebo chromogenné, jejich provedeni je

v r 1
viak zdlouhavé.*®

Nova peroralni antikoagulancia

Vzhledem k mensim ¢i vétSim nedostatkim dosavadné uzivanych 1éku, je v obecném
zajmu hledani novych ,,idealné“ ptisobicich. Po uspésné probéhnutych klinickych studiich, byla
skupina antitrombotik obohacena o dalsi dva preparaty. Jednim z nich je pfimy inhibitor faktoru
Xa rivaroxaban (Xarelto) a druhym dabigatran etexilat (Pradaxa) pfimy inhibitor trombinu. Oba
nové preparaty jsou malé selektivné plisobici molekuly, které po navazani do aktivniho mista
koagulacnich enzym, zpiisobi jejich inhibici a zpomali koagulacni proces.

S jejich vyuzitim se pocita pii predchazeni vzniku HZT u ortopedickych pacientd po
nahradé kyc¢elniho nebo kolenniho kloubu. Ve studii byly oba léky porovnany s enoxaparinem
a vysledky pfimych inhibitorti byly srovnatelné. Pro 1écebné pouziti je dilezité prokdzané mensi
riziko krvaceni, peroralni podani a zaruka farmakokinetické ptredvidatelnosti bez nutnosti

laboratorni kontroly. 19



4. EXperimentalni ¢ast

4.1. Definice souboru

4.1.1. Pacienti 1é¢eni Warfarinem?

Soubor 10-ti ambulantnich pacientd Trombotického centra VFN. VSichni dlouhodobé
uzivali Warfarin v davce 5mg/den z divodu prodélané trombotické piihody. U vSech byla
dodateéné zjisténa trombofilni mutace FV Leiden nebo F Il Protrombin v heterozygotni nebo
homozygotni konstituci.

Spolu s hodnotou INR byly u nich kontrolovany i ostatni koagula¢ni parametry (aPTT,
TT, Fbg, ATIII, DD), pocet trombocytt (Plt) a proteiny akutni faze (PAF). Ziskané hodnoty se
vztahuji k obdobi: zati 2010 — duben 2011 (viz. pfilohy — tabulka €. 5).

4.1.2. Pacienti lé&eni nizkomolekularnim heparinem (LMWH), enoxaparin®

Soubor 10-ti ambulantnich pacientd Trombotického centra VFN. Jednalo se pievazné
0 te¢hotné Zeny, které si v prostfedi domova aplikovaly injekce nizkomolekularniho heparinu ve
startovaci profylaktické davce 0,4 ml/den. S monitorovanim jednotek inhibice anti-Xa byly
méfeny koagulaénich parametry, pocet trombocytt a proteiny akutni faze. Odbéry probihaly
Vv pravidelnych ¢asovych intervalech, zavislych na dobé aplikace (viz. ptilohy — tabulka ¢. 6).
Divodem uzivani antikoagulaéni 1é¢by u téchto Zzen bylo ohroZeni prubéhu tehotenstvi

v disledku prokazaného (vrozeného nebo ziskaného) trombofilniho rizika.

ab . . . . . . . : i
U posledniho odbéru u kazdého pacienta z obou soubortl byl pouzit vzorek, pro méfeni trombin genera¢niho asu. Ziskana data jsme pouzili

ke komparaci jednotlivych metod.



4.2. Odbér a zpracovani vzorki

4.2.1. Odbér pro koagulaéni vySetieni

Zilni krev odebrana do citratu sodného 0,129 mol/l v poméru 1:9. Nasledna centrifugace
(3000 ot./min. po dobu 15min.), pro ziskani bezdestickové plasmy. VétSina odbéri byla
provedena nala¢no v rannich hodinéach, vyjimku tvofily téhotné zeny, které¢ byly odebirany 4

hod. po aplikaci LMWH.

4.2.2. Odbér pro vySetieni krevniho obrazu
Pro zjistovani poctu trombocytl na krevnich analyzatorech, byla odebrana nesrazliva

krev do zkumavek s KsEDTA.

4.2.3. Odbér pro méreni proteint akutni faze
VysSetteni se provadi ze séra, proto byly pouZity zkumavky bez protisrdzlivého €inidla.
Gel ve zkumavkach zajistil pii centrifugaci (3000 ot./min., 15 min) dokonalé oddéleni séra od

krevniho kolace.

4.3. Metodika pouzitych stanoveni

Kromé metod vhodnych pro monitorovani piislusného antikoagulaéniho 1éku, byly
u sledovanych skupin méfeny dalsi parametry: aktivovany parcialni test (aPTT), trombinovy ¢as
(TT), fibrinogen (Fbg), antitrombin Il (ATIII), D-dimer (DD), byl sledovan pocet trombocyti
(PLT) a hodnoty proteini akutni faze (al acid glykoprotein, transferin a C-reaktivni protein).

Jedna se o ukazatele komplexniho stavu hemostazy.

4.3.1. Protrombinovy ¢as (PT)

Slouzi jako rychly, screeningovy test poruch zevniho systému (faktory I, V, VII, X).
Z dtvodu vysoké citlivosti k témto faktortim je urcen:
- pro kontrolu antikoagulacni terapie
- pro zachyt geneticky podminéného nebo ziskaného nedostatku koagulacnich faktorii zevniho
systému

- pro posouzeni schopnosti jejich syntézy pri jaternich poruchach



Reagencie

Jako aktivator se poziva lidsky nebo zvifeci Cistény tromboplastin obsahujici kalcium,
ktery se piidava k vysetfované plasmé.

Pro tato méfeni byl pouzit Tromborel S (Siemens, SRN) obsahujici lidsky placentarni

tromboplastin, chlorid vépenaty, stabilizatory a konzervacni prostredek.

Princip metody
Po piidani aktivatoru k vySetifované plasmé vytemperované na 37°C, je méfen Cas do
vytvoteni fibrinového koagula. Pii pouziti fotometrickych koagulometrii je mozné z nartstu

zakalu ziskat 1 orienta¢ni informaci o koncentraci fibrinogenu (derivovany fibrinogen).

Vyhodnoceni

Vysledky méfeni se udavaji v sekundach, v procentech normy, v prothrombin ratio (PR)
nebo v International Normalisiert Ratio (IR).

Pfi monitorovani antikoagulacni 1é€by, je (PR) za pouziti International Sensitivity Index
(ISI), ptepocteno na mezindrodné srovnatelné hodnoty a tim se ziské International Normalised

Ration (INR):

Reakéni doba vzorku (s)
PR =~ o e

Reak¢ni doba normalni plasmy (s)

INR = PR'S'®

C
Hodnota ISI je uvedena v tabulce hodnot u kazdé¢ Sarze. Vyjadiuje kvalitu daného tromboplastinu, idealni je hodnota 1,00.



4.3.2. Méreni jednotek inhibice anti-Xa

Ptitomnost nizkomolekuldrniho heparinu vyrazné zvysSuje inaktivaéni schopnost
antitrombinu viaci koagula¢nimu faktoru Xa. Proto jsou typy frakcionovanych polysacharidu,
s ispéchem vyuzivany jako terapeuticka antitrombotika. Jejich inhibi¢ni vliv po podani ptislusné

davky, se vyuziva k monitorovani terapie témito preparaty.

Reagencie
Pro méteni byl pouzit Coamatic Heparin firmy Chromogenix. Jedna se o chromogenni
test pro stanoveni inhibi¢ni aktivity, obsahujici chromogenni substrat s detergentem a hovézi

lyofilizovany F Xa s obsahem pufru, kalcia, dextran sulfatu a hovéziho albuminu.

Princip

Faktor Xa se ptidava, ke smési nefedéné plasmy a chromogenniho substratu, v nadbytku.
Béhem inkubace je inaktivovan antitrombinem III, za pfispéni heparinu pfitomného ve
vySetfované plasmé. Po prob&hlé inhibici F Xa komplexem [AT.Heparin] reaguje zbytkovy F Xa
se substratem za vzniku peptidu a p-nitroanilinu (pNA), jehoz narist absorbance je méfen

Vv kinetickém testu pii 405 nm. Dextran sulfat snizuje vliv antagonistd heparinu.
Heparin + AT---------m-mmmmmmme — [AT. Heparin]
[AT. Heparin] [F Xa. AT. Heparin]
F Xa (pfebytek) - + — F Xa (zbytkovy)
peptid + pNA

Vyhodnoceni

Hladina heparinu ve vzorku je nepfimo umérna mnozstvi vzniklého pNA, proto se
vyjadiuje pomoci inhibi¢nich jednotek anti-Xa (IU/ml) a teoreticky by méla odpovidat mnozstvi

jednotek subkutanné podanych. Pro co nejpiesnéjsi stanoveni hladiny LMWH a nésledny odhad
podavané davky, je nutné provadét odbéry vzdy 4 hod. po aplikaci.



4.3.3. Trombin generacni ¢as (TGT)

PouZity typ testu: TECHNOTHROMBIN TGA RC High (Ceveron alpha)

Princip metody
Test je zalozen na monitorovani formace trombinu s fluorogennim substratem pfi aktivaci

koagula¢ni kaskady tkanovym faktorem.

Reagencie
Set osahuje trombin ve dvou koncentracich low a high, aktivator s tkanovym faktorem

a kalcium.

Vyhodnoceni
Pti sledovani generace trombinu se vyhodnocuje pét parametrt kiivky:
» Lag phase (=t lag)
Cas do zagatku generace trombinu (min)
+ Time to Peak (=t Peak)
Cas dosazeni max. formace trombinu (min)
» Peak ( = Peak trombin)
Maximalni koncentrace formace trombinu ( nM )
+ Slope (=VI)
Rychlost formace trombinu za min.
Velocity Index (nM/s) = peak thrombin
t Peak —t lag
+ AUC = ETP (Endogenni trombinovy potencial)



Graf ¢. 1: Generace (mnoZstvi) trombinu v zavislosti na ¢ase

Peak Thrombin

Inactivation phase

Thrombin

Lag Phase time

4.4. Analyzatory

4.4.1. BCS XP

(Behring Coagulation System) je vysokokapacitni plné¢ automaticky koagulometr vhodny
pro kvantitativni testy koagulacnich parametrfi. Detekce je mozné Vv oblasti riznych vinovych
délek (nejcastéji 405 nebo 570 nm) na principu turbidimetrie nebo nefelometrie, proto lze
pouzivat testy chromogenni, koagulacni i aglutinacni.

Chromogenni metody vyuzivaji barevné reakce p-nitroanilinu, je méfena zména barevné
intenzity v zavislosti na ¢ase. Vyhodnoceni je provedeno odectenim z kalibracni kiivky, ktera se
provadi pfi zméné& SarZze pouzité reagencie.

Koagula¢ni metody zaznamendavaji hodnotu Casu pifi zméné intenzity prosSlého svétla
v okamziku vzniku fibrinového koagula.

Imunochemické metody vyuzivaji reakce antigen — protilatka, kdy sila vzniklé aglutinace
je zaznamenana zménou intenzity zafeni, zplsobenou rozptylem svétla. Otevieny systém
umoznuje validaci procedur i instalaci vlastnich aplikac¢nich protokold. Byl pouzit pro méfeni

protrombinového Casu a anti-Xa.



4.4.2. Ceveron Alpha

Analyzator firmy Technoclone GmbH je kompaktni, pln€¢ automaticky pfistroj métici
koagulaci z hlediska celé koagula¢ni kaskady. M&fi generaci trombinu v ¢ase kontinualné na
zaklad¢ aktivace koagulacni kaskady lidskym tkaniovym faktorem.

Princip metody je zaloZen na méteni fluorescence produktu aminomethylkumadinu, ktery
vznikad pfeménou fluorogenniho substratu plsobenim trombinu. Fluorescenci vyvolava
dopadajici monochromtické zafeni o vinové délce 360 nm, které vyvola emisi zafeni o vinové
délce 460 nm, ktera je snimana detektory. Fluorogenni signal neni imérny aktivit¢ trombinu
(zé&visi na spoust¢ faktort jako je napt. barva plazmy, se snizujici se koncentraci substratu klesa
rychlost jeho pfemény, apod.), proto je nutné pii méteni pouzivat trombinovy kalibrator, coz je
modifikovany trombin schopny pfeménovat fluorogenni substrat. Tento modifikovany trombin
se neucastni koagulaéni kaskddy a neni inhibovan plazmatickymi inhibitory. Vystupem tohoto
testu je trombogram, ktery popisuje koncentraci trombinu v ¢ase ve srazejici se plazmé a je tedy

obecnym funkénim testem tromboticko-hemostatického systému.

4.5. Kontrola kvality

Zajisténi spravného meéfeni analytickych metod se provadi pravidelnou kontrolou

a vyhodnocenim namétenych hodnot kontrolnich plasem.

4.5.1. Vnitini kontrola kvality

Protrombinovy ¢as, aPTT, fibrinogen, trombinovy ¢as, antitrombin: kazdy den se provadi
kontrolni méfeni dvou hladin firemnich kontrol Control Plasma N (normalni hodnoty) a Control
Plasma P (patologické hodnoty).

Hladina anti-Xa: kazdy den se provadi kontrolni méfeni dvou hladin firemnich kontrol
Control Plasma Low (nizsi hodnoty) a Control Plasma High (vyssi hodnoty).

Hodnoty TGT: s kazdou sérii se provadi kontrolni méfeni dvou hladin firemnich kontrol Control

Plasma Low (niz8i hodnoty) a Control Plasma High (vys$si hodnoty).



4.5.2. Externi kontrola kvality
Externi kontrola kvality je zajiSténa mezinarodni instituci INSTAND, certifikat udéleny
pro PT a aPTT ma platnost 6 mésicii, pro fibrinogen, trombinovy Cas, antitrombin a anti-Xa ma

platnost 12 mésica.

Vsechny vyse uvedené metody jsou akreditovany dle ISI 15 189, zdravotnicka laboratot ¢. 8041
akreditovana CIA.

Pro méfeni TGT dosud neni zatazen kontrolni cyklus.

Tabulka €.1: Normalni hodnoty a hodnoty poZadované

Meéreny parametr Normalni hodnoty Profylakticka lé¢ba Lécebna davka
anti-Xa (1U/ml) 0-0,02 0,2-0,6 0,5-1,2

2,0-3,0 venodzni

trombdza, embolie,

PT (INR) 1-1,25 IM
3,0-4,5 umeéla
chlopen,
2,5-3,5 recidivujici
trombdza
2-3 nasobek normalu
aPTT (s) 25,0-40,0 (R=1,5-25)
TT (s) 12,0-18,0
Fbg (g/l) 2,0-4,0
ATIII (%) 60-120
DD (ug/l) 0-190
PLT~ (1079/) 140-320
TRF (g/l) 2,00-3,60
AIAGY (g/l) 0,50-1,20
CRP: (mg/l) 0,00-10,00

* D — dimery; ** Trombocyty; *** Transferin; V Alpha 1 acid aglykoprotein, e C - reaktivni protein



4.6. Zpracovani dat

Naméfena data byla zpracovana systémem Microsoft Office Excel 2007. Namétena data byla

statisticky zpracovana v programu Statistica 9.

4.6.1. Grafické znazornéni - pacienti uZivajici Warfarin

Sledovani adekvatni odpovédi na podanou lécebnou davku Warfarinu a LMWH ve
vymezeném ¢asovém obdobi. Dlouhodoba indikace vyzaduje udrzovat hodnoty INR v rozmezich

2,0 - 3,0 (dolni a horni mez).

Graf ¢. 2, 3,4, 5: Hodnota INR u jednotlivych pacientt v zavislosti na ¢ase
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Grafy ¢. 6, 7, 8, 9, 10, 11: Hodnota INR u jednotlivych pacientii v zavislosti na ¢ase-
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4.6.2. Pacienti uzivajici nizkomolekularni heparin v profylaktické davce®

Graf ¢. 12, 13, 14, 15, 16, 17: Hodnota INR u jednotlivych pacienti v zavislosti na ¢ase
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Graf ¢. 18, 19, 20, 21: Hodnota INR u jednotlivych pacienti v zavislosti na ¢ase
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4.6.3. Pribéh generace trombinu metodou TGT
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Graf ¢&. 22: Prubéh generace trombinu u warfarizovaného pacienta
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Graf ¢&. 23: Prubéh generace trombinu u pacienta s heparinem
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4.7. Porovnani metod
4.7.1. Porovnani vysledkii warfarinizovanych pacienti ziskanych méfenim TGT na
analyzatoru Ceveron a hodnot INR ziskanych méfenim protrombinového ¢asu na

analyzatoru BCS XP

Tabulka €. 2: Normalni hodnoty pro vySetieni RC high (analyzator Ceveron Alpha)

Horni
Parametry Primér Median Dolni mez mez Sm.odch.
t Lag (min) 8,7 8,5 7.4 10,0 2,0
t Peak (min) 12,4 12,3 10,7 14,0 2,7
Peak (nM) 409,6  395,1 310,7 483,7 120,1
VI (nM/min) 1250 1152 71,0 164,6 62,6

AUC (nM) 2271,1 22457 2048,2 2520,0 330,5



Tabulka €. 3: Vysledky trombin genera¢niho ¢asu warfarizovanych pacienti

C.pacienta tlag tPeak Peak VI AUC INR
1 3 5,8 114,8 41,7 819,4 2,46
2 3,6 8,9 71 13,4 7345 2,22
3 3,7 6,7 68,8 23,4 590,6 2,95
4 2,8 8,1 106,6 20,1 1048,9 2,34
5 3,8 6,5 66,9 24,9 667 2,62
6 2,7 8,5 107,6 18,6 999,5 2,33
7 1,7 7.3 79,4 14,2 869,8 2,15
8 3,2 6,8 124.6 35,1 1041,4 2,45
9 3,8 6,7 53,8 18,6 627,1 2,44
10 47 8,2 53,4 15,2 4954 2,82

Grafy ¢ 24, 25, 26, 27: Grafické znazornéni vysledki trombin genera¢niho c¢asu

warfarizovanych pacienti v zavislosti na hodnoté INR
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Graf &. 28: Grafické znazornéni velocity indexu warfarizovanych pacientt v zavislosti na

hodnoté INR
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4.7.2. Porovnani vysledki heparinizovanych pacienti ziskanych méfenim trombin
generaniho ¢asu na analyzatoru Ceveron a hodnot anti-Xa ziskanych méfenim na

analyzatoru BCS xp

Tabulka ¢. 4: Vysledky trombin genera¢niho ¢asu u pacienti s heparinem

C.pacienta tLag tPeak  Peak VI AUC Anti Xa
1 1 53 2145 49 1600,5 0,7
2 1 3,6 784.6 300,8 3203,5 0,45
3 1,1 3,7 696,7 266,4 3028,1 0,61
4 1,2 4 613,4 218,8 2592,5 0,4
5 1,2 5,9 233,7 49,7 1681,7 0,56
6 1 A7 411,7 112,5 2238,2 0,07
7 1,1 3,6 612 238,2 2572 0,62
8 1 3,6 827,4 323,4 3261,1 0,48
9 0,9 3,2 704,5 301,1 27472 0,27

[ BN
o

1,2 3,6 711,6 290,2 2780,1 0,25



Grafy ¢&. 29, 30, 31, 32, 33: Grafické znazornéni vysledkii trombin genera¢niho ¢asu u

pacientt s heaprinem v zavislosti na hodnoté anti-Xa (1U/ml)
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5. Diskuse

V teoretické cCasti prace jsme provedli vycet antikoagulacni 1é¢by od historie az do
soucasné doby a uvedli pfiklady moznosti kontroly podavané 1écby. V praktické Casti jsme
uvedli piiklady monitorovani nejCastéji poddvané antikoagulacni 1é¢by a posoudili moznost
monitorovani dal§i metodou.

V Casovém obdobi zati 2010 — duben 2011 jsme sledovali dvé skupiny jedincu, kterym
byly podavany dva typy antikoagula¢ni 1é¢by. Do kazdé skupiny bylo zatazeno 10 osob, kterym
byl vuvedeném casovém obdobi pétkrat proveden kontrolni odbér s kontrolou uc¢innosti
antikoagulacni 1écby a kontrolou ostatnich parametrl, které by mohly mit vliv na Uc¢inek
antikoagulacni 1éCby.

V prvni skuping, ktera uzivala kumarinovy preparat warfarin v davce 5 mg/den, jsme pro
hodnoceni uc¢innosti antikoagula¢ni 1ééby sledovali hodnoty INR a nasledné porovnavali
S jednotlivymi parametry kfivky generace trombinu.

U pacienta ¢. 1, 3, 4, 5, 6 a 10 se pohybovaly hodnoty INR v doporu¢ném rozmezi.
U pacienta €. 2 byly dvé hodnoty INR hrani¢ni a jedna niz§i. U pacienta ¢. 7 byly dvé hodnoty
niz8i, u pacienta ¢. 8 jedna hodnota nizsi a u pacienta ¢. 9 jedna hodnota hrani¢ni. VSechny
sniZzené hodnoty INR byly nahlaSeny lékafi trombotického centra a individualné byla upravena
davka warfarinu. Pfi poslednich kontrolnich odbérech se u vSech pacienti hodnota INR
pohybovala v pozadovaném rozmezi a ztohoto odbéru jsme provadéli i méfeni trombin
generacniho casu.

U vsech parametri TGT je vidét jasny vliv ufinku warfarinu na sniZenou generaci
trombinu, proto je také uvadéna pouze dolni mez normélniho rozmezi stanoveného laboratofi.
Dobrou korelaci vykazuji pouze dva parametry AUC (r = 0,882) a Peak trombin (r = 0,637),
ostatni parametry nekoreluyji.

Ve druhé skuping, které byl aplikovan nizkomolekularni heparin Clexane s.c. v davce 0,4
ml/den jsme pro hodnoceni ti¢innosti antikoagula¢ni 1é¢by sledovali hodnoty anti-Xa a nasledn¢
porovnavali s jednotlivymi parametry kiivky generace trombinu.

U pacienta ¢. 2, 3, 5, 7, 8, 9 a 10 se pohybovaly hodnoty anti-Xa v doporu¢ném rozmezi.
U pacienta ¢. 1 byla jedna hodnota vyssi. U pacienta ¢. 4 byla jedna hodnota niz$i a dvé hodnoty
nebyly méfeny, protoze nebyl dodrzen cas odbéru 4 hodiny po aplikaci Clexane. U pacienta ¢. 6
byla jedna hodnota nizkd. Pravdépodobné nebyl také dodrZzen ¢as odbéru 4 hodiny po aplikaci
Clexane. Vsechny hodnoty anti-Xa byly nahlaSeny 1ékafi Trombotického centra a individualné

byla upravena davka Clexane. Pfi poslednich kontrolnich odbérech se u deviti pacientd hodnota



anti-Xa pohybovala v pozadovaném rozmezi. Ze vzorku posledni kontroly jsme provadéli
I mé&feni trombin genera¢niho Casu a zaradili jsme 1 vzorek s nizkou hodnotou anti-Xa.

U parametriic TGT neni vidét prokazatelny vliv u¢inku LMWH na sniZzeni generace
trombinu. U parametrit AUC, Peak trombin a VI jsou uvadény obé meze normalnich hodnot,
protoze vysledky prolinaji i toto rozmezi. U parametri tLag a tPeak jsou snizené hodnoty, proto
je uvadéna pouze dolni mez normalnich hodnot. Dobrou korelaci vykazuji parametry AUC (r =
0,984) a Peak trombin (r = 0,991) a VI (r = 0,884), ostatni parametry nekoreluji.

Vysledky kompletnich vysetfeni zde nejsou hodnoceny, jsou pouze dolozeny v pfiloze.

Vysledky nevykazuji velké odchylky.



6. Zavér

I pfes pokroky ve vyvoji antikoagulancii, ziistavaji heparin a warfarin nejpouzivangjsimi
l1é¢ivy pii 1écbe i prevenci. Vzhledem k tomu, Ze jejich pisobeni ma velmi uzké rozmezi,
spoluprace z laboratofi je nutna. Laboratof provadi trombofilni screening a monitoring
aplikovanych davek. Rychlym dodanim vysledkii pomaha pii nastaveni davky antikoagulacni
1écby, ptfi feseni krvacivych nebo trombotickych piihod a umoziuje vcasné odhaleni
komplikovanych piipadii a neadekvatné reagujicich pacientti, kterym je nasledné nutné 1écbu
zmenit.

Pti porovndni skupin se dvéma typy antikoagulacni 1éby jsme si ovéfili, Ze pro
monitorovani 1é¢by warfarinem je rychlé a spolehlivé vyjadieni vysledkd v INR. Metoda je
jednoduché, dobfe standardizovatelnd a je proveditelnd i na jednodussich typech koagulometru.
Warfarin vykazuje vliv na snizenou generaci trombinu, takze by se pomoci TGT mohl vliv 1é¢by
sledovat. Metoda ale zatim neni bézné dostupna v laboratofich a provedeni a vyhodnoceni je

Pii podavani LMWH je spolehlivou metodou méfeni aktivity anti-Xa a pii spravné
provedeném odbéru muze 1ékaf nastavit davku LMWH podle ziskané¢ho vysledku. Metoda je
jednoducha, dobie standardizovatelna, ale je proveditelndA pouze na koagulometrech
S chromogennim kanalem. Nizkomolekuldrni heparin nevykazuje vyrazny vliv na sniZenou
generaci trombinu, takZe tato metoda neni vhodna na sledovani vlivu 1écby.

Tak jako farmaceutické firmy vyvijely a vyviji nova antikoagulancia, zdokonaluji se i
metody ke kontrole jejich ucinnosti a laboratof zistane v této oblasti pro lékafe spolehlivym

pomocnikem a partnerem.
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