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Pouzité zkratky:

CEVETIS......coiiin CErebral VEin Thrombosis International Study

O Pocitacova tomografie

CVT. Centralni zilni trombozy

DVT. Hluboka zilni trombdza

HAK ... Kombinovana peroralni hormonalni
antikoncepce

LMWH.. ... Nizkomolekularni heparin

MPD.....ooii Myeloproliferativni onemocnéni

MPV .. Stfedni objem trombocyti

MR Magnetické rezonance

mRS..... Modified Rankin Scale

MTHFR.........ooiiiiin Methylentetrahydrofolat reduktaza

OAT ..., Peroralni antikoagula¢ni terapie

VTE. .. Venodzni trombembolie



1 Uvod

Trombozy V zilni oblasti centralniho nervového systému jsou pomérné vzacnou
formou cévnich mozkovych piihod. Cetnost vyskytu trombézy hlubokych
mozkovych zil a intrakranialnich splavii (cerebral venous thrombosis - CVT) je
podstatné niz§i nez u arteridlnich piihod. Incidence se odhaduje na méné nez
1/100.000, zatimco incidence arterialnich iktii je asi 300krat vy$si '. S rozvojem
modernich zobrazovacich metod jsou CVT diagnostikovany castéji a v ¢asnéjSich
stadiich.

Mezi zilnim fecistém mozkovych splavl a fecistém zil dolnich koncetin existuje
fada anatomickych rozdili (stavba stény sint, nekomprimovatelnost sind) i
fyzikalnich rozdili (gravitacni pasobeni, svalova pumpa). Disledkem jsou odliSnosti
V patogenetice, klinickém pribehu i 16&bé 2.

Patrani po rizikovych faktorech je vyznamné v prevenci CVT, ¢asné diagnostice i
terapii. Jednotlivé rizikové faktory maji odliSnou zavaznost, coz ma vliv na lécbu 1
opatieni k prevenci recidiv.

Rizikové faktory mozkovych tromb6z vykazuji geografickou distribuci. Pti¢inou
je nejcastéjsi ziskany rizikovy faktor ve vyspélych zemich — hormonélni
antikoncepce. V zemich snizs§i dostupnosti této formy antikoncepce pievazuji
vrozené rizikové faktory, obdobi t&hotenstvi, infekce nebo malignity *.

V posledni dekadé¢ doSlo k vyznamnému posunuv diagnostice tromboz
neobvyklych lokalizaci — tedy pfedev$im bfisnich trombéz a CVT. U bifisnich
trombo6z se jasnym rizikovym faktorem stala pfitomnost myeloproliferativniho
onemocnéni, predevs§im pravé polycytémie a esencialni trombocytémie. Tyto stavy
jsou spjaty s mutaci JAK2 kinazy, jak bylo prokazano v poloviné minulého desetileti
%6 Naopak - mira rizika CVT nebo vendzni trombembolie (VTE) u nositeltt mutace
JAK2 je zatim pfedmétem vyzkumu. S pfichodem nové skupiny 1éki — inhibitort
JAK2 kinazy je pravdépodobné, Ze jeji vyznam v diagnostice a terapii CVT poroste.
Tato prace se proto zabyva vrozenymi 1 ziskanymi rizikovymi faktory mozkovych

tromboz a to predev§im vyskytem mutace JAK2 V617F.



2 Historie:

Prvni zminky o mozkovych trombédzéach pochazeji z prvni poloviny 19 stoleti, kdy
Ribes r.1825 popisuje pfipad 45 letého muze s malignim rozsevem, ktery mél 6-ti
mésiéni anamnézu bolesti hlavy, epileptickych zachvatd a deliria ’. Pii pitvé byla
nalezena tromboza horniho Sipového splavu, levého laterdlniho splavu a korovych zil
V parietalni oblasti. Abercrombei v roce 1828 popisuje trombozu horniho $ipového
splavu v souvislosti s puerperiem 8. Dale byly popisovany trombézy mozkovych
splavi piredevsim u déti, téhotnych a starych lidi ° Protoze neexistovaly vhodné
zobrazovaci metodiky, jednalo se o pitevni diagnézy. Az roku 1940 popsal dr.
Symonds klinicky Gspésné diagnostikovanou CVT — popsal charakteristické klinické
subjektivni a objektivni ptiznaky a vysledek lumbalni punkce 19" Onemocnéni bylo
povazovan0 za velmi vzacné, etiologicky spjaté s tradiénimi rizikovymi faktory
trombo6z — malignita, t€hotenstvi, vék. Rozvoj a lepsi dostupnost CT a magnetické
rezonance umoznuje diagnostikovat vice piripadd. V ¢ase se také méni spektrum
vyvoléavajicich faktorii. V minulosti §lo pfedevs§im o infekce, komplikace t€hotenstvi
a nadorova onemocnéni. V dnes$ni dobé ve vyspélych zemich dominuji pfedevSim
aseptické CVT, nejast&ji v souvislosti s uzivanim hormonalni antikoncepce 2,
V rozvojovych zemich jsou infekce stale Castou pfi¢innou CVT. I pfes soucasné
diagnostické moznosti je vice nez pravdépodobné, ze fada CVT zistava nadale

nezjisténa.



3 Etiologie

Pficin trombo6z (nejen CVT) je identifikovano fada, nékterd maji SirSi platnost
(infekce, traumata, operace, malignity trombofilie, hormonalni terapie, t€hotenstvi
aj.), jina jsou publikovana formou kazuistickych sdéleni (polékové trombodzy,
komplikace vykond, systémovad onemocnéni aj.), viz tab. &1 * 2. Klasicka
Virchovova tridda rizikovych faktorti trombdzy (porucha cévni stény, krevni staza,
trombofilni stav) nepozbyva platnosti ani u mozkovych trombéz. Zajimavé i klinicky
vyznamné je srovnani predisponujicich a rizikovych faktort DVT a CVT. Na rozdil
od klasické trombozy hlubokych zil na dolnich koncetinach existuji v mozkovém
zilnim tecisti rozdilné anatomické i fyzikalni ptredpoklady. Cévni sténa splavi
neobsahuje svalovou vrstvu (tunica muscularis). Stény splavu jsou vSak vyztuzeny
pevnou vrstvou (dura mater), ktera brani jejich utlaku i v pfipadé intrakranialni
hypertenze. Neni zde chlopenni systém. Krev tedy miize proudit obéma sméry, na
jejim prevazujicim toku se podili pfedevsim gravitace. Nepfitomnost svalové vrstvy
neumoziiuje zadnou kontrakci — splavy jsou stale dilatované. Cetné komunikace
celého systému splavii umozniuji i velmi dobry klinicky stav pifi rozsdhlych
trombdzach. Do mozkového Zilniho systému se téz odvadi krev z obliejové Casti.
Tyto spojky mohou byt moznou cestou infekéniho agens a ndsledné trombozy -
typicky je tomu u kavernozniho sinu (infekce se muze rozsifit pii koznich afekcich

oblicejové Casti organismu) nebo u pti¢ného sinu (infekce z otitis media).

Tabulka &. 1: Etiologie CVT — nékteré &asté priciny *2

Lokalni pficiny Traumata, kraniotomie, chir. vykony, lumbalni punkce aj.

Infekce Meningitida, abces, sinusitida, mastoiditida, otitida, furunk
Endokarditida, tuberkul6za, AIDS, aspergiloza aj.

Koagulopatie Deficit proteini C a S, antitrombinu, Leidenska mutace, mutace
protrombinu, antifosfolipidovy syndrom aj.

Systémové T¢hotenstvi, syst¢émova onemocnéni (m. Chrohn, systémovy

pficiny lupus erytematodes...), nefroticky syndrom, sarkoidéza, jaterni
cirh6za, malignity aj.

Uginky 1ékt Hormondlni antikoncepce, hormonélni substitu¢ni terapie

V ptechodu, anabolika, kortikosteroidy aj.
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Pii trombdze sinus sagitalis superior je nemozna drendz mozkomisniho moku do
tohoto splavu. Dochazi k intrakranialni hypertenzi a otoku papily zrakového nervu *,
Lze shrnout, Ze etiologie CVT je multifaktorialni. Dulezité jsou jak pticiny (napf.
infekce, traumata), tak predisponujici stavy. V zatim nejvétsi publikované studii z .
2004 mé&lo 44% pacientti vice nez 1 predisponujici rizikovy faktor . Vrozené

trombofilie byly zjistény u 22 % pacientt.

3.1. Vrozené trombofilie:

Srozvojem novych genetickych diagnostickych metod i a s dokonalejsi
charakteristikou koagulac¢ni kaskady byly v devadesatych letech minulého stoleti
definovany nové, hyperkoaguladni stavy. V roce 1993 * byla popsana rezistence na
aktivovany protein C (APC rezistence), v nasledujicim roce ™ pak jeji nejcastéjsi
pfi¢ina — Leidenskd mutace faktoru V. Vroce 1996 nésledoval objev mutace
protrombinu *®. Vy3etfovani genetickych abnormalit se postupn& s piibyvajicimi
dikazy stalo soucasti trombofilniho screeningu.

Dnes se mezi nejcastéjsi vrozené vrozené trombofilie fadi: deficit antitrombinu,
deficit proteinu C, deficit proteinu S, mutace faktoru V (Leidenska mutace), mutace
faktoru Il (mutace protrombinu) a hyperhomocysteinémie (mutace MTHFR genu).
Hyperhomocysteinémie neni svazana jen s mutaci MTHFR a proto by mohla byt

zatazena i do ziskanych trombofilii *" 18,

3.1.1 Leidenska mutace faktoru V, mutace protrombinu

V devadesatych letech byla zjisténa APC (aktivovany protein C) rezistence u 20

1 Ve skupiné pacientl s pozitivni

% pacientll s nov¢ diagnostikovanou trombo6zou
rodinou anamnézou trombozy byla APC rezistence zjisténa az u 50 % piipadd. Toto
vedlo k patrani po genetické mutaci podminiujici APC rezistenci. O rok pozdéji byla
zjisténa bodova mutace faktoru V v nukleotidu na pozici 1691 (zaména guaninu za
adenin) podminujici vznik defektniho faktoru V (Leiden), rezistentniho na
aktivovany protein C. Bylo zjiSténo, Ze se vyskytuje u 5% zdravé populace a zvySuje

riziko trombozy asi 7x > %. Mutace faktoru V Leiden je doposud nejrozsifendji
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testovanou geneticky podminénou trombofilni mutaci. Vzhledem k jeji rozsifenosti
V populaci a nasobn¢ niz§im procentu pacientll s trombo6zou nebyva obvykle jedinou
pfi¢inou trombozy. K rozvoji trombdzy je zapotiebi dalsiho spoustéciho faktoru.
Timto momentem miize byt napf. tchotenstvi, hormonalni preparaty, trauma,
imobilizace aj. Riziko trombozy se pak obvykle nasobi s rizikem trombozy pfi
mutaci f. V Leiden. Lze pfedpokladat, ze obdobné pravidlo plati i v piipadé CVT.
Ovétenim této hypotézy se zabyvalo vice praci. V dosud nejvétsi publikované studii
(600 pacientii sCVT) byla vrozena trombofilic nalezena u 22% pacientii °.
V pozdéjsi metaanalyze  puvodnich praci zkoumajici vyskyt mutace faktoru
V Leiden u pacientil s CVT a u kontrol byla tato mutace zjisténa u 11% pacientt.
Spocitany pomér Sanci (odds ratio) ¢inil 3,38 (95% CI 2,27 — 5,05; p<0,001).
Zahrnuto bylo 469 pacientti s CVT a 3023 kontrol %%, V porovnani s DVT, kde je
Leidenska mutace f.V zastoupena v pfiblizné¢ 20-25% je prevalence Leidenské
mutace u CVT niz&i . V jiném pozorovéni z r. 2007 na 52 pacientech viak rozdil
v prevalenci Leidenské mutace u CVT a pfi hluboké Zilni trombdze nebyl zjistén 2
Piesna prevalence Leidenské mutace u pacienti s CVT tak vzhledem k nizkému
poctu sledovani na malych souborech doposud neni zndma.

Mutace protrombinu G20210A (zaména guaninu za adenin, identifikovana
v 1.1996) se u vendzni trombembolie (VTE) vyskytuje zhruba v 5-10% %. Riziko
VTE je u nositelil této mutace zvySeno 2-4X B Vyskyt mutace ve zdravé populaci
vykazuje vyznamnou geografickou distribuci. Je typickd pro bélosskou populaci
zejména jiznich statd Evropy. V Africe, Asii a u pivodnich obyvatel Ameriky se
téméf nevyskytuje. Na rozdil od Leidenské mutace se zde neméni sekvence
aminokyselin protrombinu, ale zvySuje se kvantita. Publikace z r. 1996 prokazuje, ze
pii zvySeni koncentrace protrombinu na 115% se zvysi riziko trombozy 2x 1o
Mutace pfitom zvy3uje koncentraci protrombinu v priméru na 133% *® %', Zvysena
koncentrace protrombinu vede dale kzvySeni trombinem aktivovaného
fibrinolytického inhibitoru. Ten inhibuje fibrinolyticky proces a tim zpomaluje
odbouravani trombu 2%,

Ob¢ mutace (mutace protrombinu i Leidenska mutace) zvysuji riziko rekurence
VTE. Spocitané relativni riziko pro rekurenci VTE u Leidenské mutace je 1,39 (95%
Cl 1,15-1,67) a u mutace protrombinu 1,20 (CI 0,89-1,61)%° . Zajimavy je rozdil
obou mutaci ve vztahu k plicni embolizaci. Zatimco Leidenska mutace nezvysuje

riziko plicni embolie, mutace protrombinu toto riziko piedstavuje 2> *°,

12



3.1.2 Protein C, Protein S, antitrombin

Proteiny C a S hraji dulezitou roli v udrzovani rovnovahy prokoagulacnich a
antikoagula¢nich faktorti. Prvni pacient s deficitem proteinu C byl popsan v r. 1981
3! deficit proteinu S byl popséan o 3 roky pozdéji *2. Oba proteiny (serinové proteazy)
jsou syntetizovany v jatrech a jejich syntéza je vitamin K- dependentni (protein
S muze byt syntetizovan i v endoteliich a megakaryocytech). Plazmaticky poloc¢as
obou proteini je pomérné kratky (protein C — 8hod, protein S — 42hod.). Pro svou
aktivaci se protein C musi navazat na EPCR (endotelialni receptor pro protein C) na
povrchu endotelu. Zde je aktivovan trombinem v komplexu s trombomodulinem.
Aktivovany protein C inaktivuje na membranu vazany (za spolutcasti fosfolipidi)
aktivovany faktor VIIIa a Va. K tomu potiebuje sviij kofaktor — protein S. Neaktivni
formy faktoru Va VIII nejsou aktivovanym proteinem C ovlivnény. Hlavnim
inhibitorem aktivovaného proteinu C je protein C inhibitor — serinova proteaza
syntetizovana jatry, ktera d&li protein C na 534. pozici **. Protein C ma kromé
antikoagulac¢niho plsobeni i1 cytoprotektivni funkci )

Vzhledem k anti-koagulaénimu ptsobeni obou proteint, jejich deficit zvySuje
riziko tromboézy. Prevalence deficitu proteinu C je ve zdravé populaci kolem 0,4% °,
u proteinu S je prevalence kolem 0,1% *. U pacientti s VTE je deficit proteinu C a S
nachazen pfiblizné v 3% ptipadi. Riziko VTE bylo ve studiich zvySeno 3-11x 3,
Ro¢ni vyskyt rekurence VTE byl u pacientt s deficitem proteinu C 6% a proteinu
$8,4% ¥ ¥ | Tito pacienti jsou ohrozeni vys§i rizikem arteridlni trombozy.
Metaanalyza ischemickych iktd a CVT u détskych pacientd ukédzala pomér Sanci
(odds ratio - OR) 8,76 (95%CI 4,53-16,96) pii deficitu proteinu C a 3,2 (95%ClI
1,22-8,4) pii deficitu proteinu S *.

Prevalence deficitu proteinu C a proteinu S u pacientt s CVT je tézké stanovit.
Vezmeme-li v tvahu nizkou incidenci CVT a piedpokladanou prevalenci kolem 3%
(jako u DVT), musel by soubor obsahovat stovky, 1épe vsak tisice pacientii. Takovato
studie v praxi zatim realizovana nebyla. Studie na mensich souborech ukazuji na
prevalenci kolem 2% pro kazdy deficit ** *. Pomér $anci byl pro protein C 11.10

(95% CI 1.87-66.05, p<0.009) a pro protein S 12.49 (95% CI 1.45-107.29, p<0.03) ?

Antitrombin (dfive oznacovan jako Antitrombin III) je nejsiln€jSim inhibitorem
trombinu a je téz inhibitorem ostatnich serinovych proteaz (faktora Xa, Xla, XIla) a
13



téz komplexu tkanovy faktor/faktor Vlla. Heparin reakci mezi antitrombinem a
serinovymi protedzami zna¢n¢ urychluje. Antitrombin je syntetizovan v jatrech, ma
biologicky polo¢as 48 h. Vrozeny deficit antitrombinu ma prevalenci v populaci 1:
2000 — 1: 5000 “. Ve studiich, které stanovovaly prevalenci jednotlivych
trombofilnich stavii ve skupiné neselektovanych jedinct s prvni ptithodou venézniho
trombembolizmu v Zivoté, byla frekvence vyskytu deficitu antitrombinu 0,5% -
1,0%. Relativni riziko VTE je u jedinct s kongenitalnim deficitem antitrombinu 25x

— 50x vétsi nez u jedincu bez trombofilniho stavu -,

3.1.3 Hyperhomocyteinémie

Hyperhomocysteinémie jako rizikovy faktor CVT je pfedmétem Castych diskuzi.
V ptipadé DVT byla hyperhomocysteinémie jako rizikovy faktor trombdzy
potvrzena vice autory, souhrnné pak v metaanalyze zr. 2005*, kde byl vzestup
koncentrace homocysteinu 0 5umol/l vazan s nartistem rizika trombembolie 0 27%.
Hyperhomocysteinémie je vazana na mutaci genu pro MTHFR C677T (zaména
alaninu za valin). Tuto mutaci ma v zapadni populaci 10-12% obyvatel a v praiméru
zpusobuje VvV homozygotni formé vzestup koncetrace homocysteinu o 25 %
(v zavislosti na pi{jmu vit. B12 a folatd) *°. Den Heijer et al, 2005 udavaj
V metaanalyze, Ze ptitomnost mutace MTHFR C677T je spojena s nartstem rizika
trombozy 0 20 % **. Autofi dale poukazuji na rozdil v geografické distribuci rizika —
studie ze Severni Ameriky tento narist rizika nepotvrzuji. Pfi¢inou je vyssi pfijmem
folath a wvit. B12 v severoamerické populaci, ktery efekt genetické mutace na
koncetraci homocysteinu vyrovnava. Studie Cantu et al., z r.2004 jiz u pacientd
s CVT skute¢né potvrdila hyperhomocysteinémii jako rizikovy faktor CVT 8 Nizka
koncetrace folati byla také spojena se zvySenym rizikem CVT. Vyzkum byl
proveden na vzorku 45 pacientd a 90 kontrol s niz§im socioekonomickym statutem
(hodnoceno podle meési¢niho piijmu v dolarech), kde hlavnim predisponujicim
nizkou pestrosti stravy a vyS§i potiebou V téhotenstvi. Mutace MTHFR byla
pritomna zhruba v dvojndsobném poctu u pacientti s CVT nez u zdravych kontrol.
Tento vysledek ale na daném vzorku nebyl statisticky signifikantni. Pfedchozi studie

zr. 2003 ' tyto zavéry podporuje. 1 zde byla hyperhomocysteinémie rizikovym
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faktorem CVT, zvySujici riziko trombdzy 4x. Nizka koncetrace folatti nebyla jako
rizikovy faktor CVT potvrzena.

Vr. 2010 byla publikovana metaanalyza 9 praci zabyvajici se zavislosti
pritomnosti mutace MTHFR a CVT . Asociace mutace s trombézou vysla jako
nesignifikantni (zajimavé je, Ze v piipadé DVT tato zavislost potvrzena byla *%). Lze
tedy uzavftit, ze zavislost hyperhomocysteinémie a CVT je potvrzena vice autory, ale

zavislost mutace MTHFR a CVT zistava nadile sporna " '8

. Pfi¢inou je
pravdépodobné vyznamny vliv zevnich faktorii (nejspiSe piijem folati). Neni
vylou€ena ani moznost ovlivnéni dat malym poctem zahrnutych pacientli, anebo

nedostatkii v provedeni nékterych publikovanych praci *°,

3.2 Ziskané trombofilie

3.2.1 Hormonalni antikoncepce

Pouzivani hormonalnich preparati v prevenci poceti se stalo masovou zalezitosti.
Prvni hormonalni antikoncepce (HAK) byla na trh uvedena na zacatku Sedesatych let
20. stoleti. Jiz vr. 1961 byl publikovan prvni ptipad plicni embolie v souvislosti
suzivanim HAK. O rok pozdé¢ji byl zvetejnén prvni piipad ischemické cévni
mozkové pithody a nasledny rok i pripad infarktu myokardu v souvislosti s HAK *'.
Plvodni nazor na protektivni funkci estrogentt byl tak rychle zménén. Vyvoj
hormonalni antikoncepce vsak pod silnym pozadavkem spole¢nosti pokra¢oval. Dnes
se pouZivd u nejvice rozSifené kombinované HAK kombinace gestagenu (ktery
blokuje luteiniza¢ni hormon a tim brani ovulaci) a estrogenu “ Ve snaze snizit
vedlejsi ucinky se ménila pivodni smés, kterd obsahovala vysokou davku estrogenu
(az 150ug), a davka se snizovala az na 30-50pg ethinylestradiolu a dale az k dnesnim
15-20ug. V ptipadé gestagenni slozky byly postupné vyvinuty celkem 3 generace
progestinti. Dnes se bézné pouziva jen 2. generace (levonorgestrel) a 3. generace
(gestoden, desogestrel, norgestimat, dienogest). Davky progestini tak vyznamné,
jako tomu bylo v piipadé estrogenti, ménény nebyly. Studie poslednich let ukazaly
49-52

mozné mechanizmy, kterymi estrogeny zvysuji riziko trombozy . Béhem uzivéani

HAK dochazi k zvyseni koncetrace prokoagulac¢nich faktoru II, VIIL,VIII,X, vWT a
% Dochazi téz k ovlivnéni
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fibrinolytického systému snizenim inhibitoru plazminogenového aktivatoru (PAI-1),
na druhé strané ale dochazi i k zvySeni trombinem aktivovaného inhibitoru
fibrinolyzy (TAFI). Efekt na fibrinolyzu je tedy nejspis nulovy. Nejcastéji citovany je
vSak efekt HAK na vznik rezistence na aktivovany protein C *152 Pravé tento efekt
nejspisSe synergisticky ptisobi na zvySeni rizika trombdzy predevSim u pacientek
s Leidenskou mutaci faktoru V (viz nize).

Na druhou stranu je rezistence na aktivovany protein C tlumena pravé pridanim
gestagend, jak prokazuje studie zr. 2004 *°. U uzivatelek HAK je zvysené i riziko
arterialni trombdzy. Dle jiz dfive publikovanych dat je riziko akutniho infarktu
myokardu zvySeno piiblizné 2x, riziko ischemické cévni mozkové piihody 3x a
riziko ischémie dolnich kondetin p¥iblizng 4x *® °*°°. Riziko arterialni trombozy je
samoziejm¢ u uzivatelek HAK dale ovlivnéno konvencnimi rizikovymi faktory
(arterialni hypertenze, koufeni hypercholesterolémie, diabetes), které obvykle riziko
dané uzivanim HAK nasobi *°. Piivodné se zvaZoval téZ pozitivni efekt tfeti generace
progestinll na lipidogram uzivatelek HAK a tim i sniZeni rizika arteridlni trombozy.

48, 57

Tento efekt vSak nebyl studiemi jednoznacné prokazan . Z publikovanych

redukci rizika arteridlni trombozy 8 Rizikové faktory zilni trombdzy (mutace f.
V Leiden, mutace protrombinu) riziko arterialni tromb6zy nezvysuji .

Riziko vendzni trombembolie (VTE) u uZzivatelek HAK je prokazano jiz ptes 40
let. Od té doby byla odhalena fada patofyziologicky i klinicky vyznamnych detaila.
Prvni prace z r. 1967 identifikovala asi trojnasobné zvyseni rizika VTE, coz potvrdily
i nasledné studie . Zvysené riziko VTE trva pouze po dobu uzivani HAK a nema
kumulativni charakter. Byla téZ prokdzana zavislost na davce estrogenu a to i pfi
davkach pod 50ug ethinylestradiolu. Snizenim davky ethinylestradiolu na 30ug
dochazi k redukci rizika VTE o 17-32% (dle typu progestinu). Dal$im sniZzenim na
20pg se riziko snizi o dalsich 7-20% °* ®. Riziko vendzni trombozy s sebou nese i
progestinova slozka HAK. S vyvojem 2. a 3. generace progestintl byly i ty srovnany
stran rizika VTE s piekvapivym vysledkem. Riziko VTE je u progestinti 3. generace
(oproti 2. generaci) zvyseno priblizné 2x *% %, Trombogenni potencial HAK nezavisi
jen na slozeni antikoncepéni pilulky. Na riziku se téz podileji faktory na strané
pacientky (vek, obezita, trombofilie, koufeni vysoky tlak, aj.) a dale forma a délka
aplikace HAK. Nejvyssi riziko trombozy bylo zaznamenano v prvnich tfech

mésicich po nasazeni HAK 6.8 0d 1. roku po nasazeni je jiz riziko konstantni a
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s délkou uzivani HAK se neméni. Vliv ma také aplika¢ni forma kombinovaného
antikoncepéniho preparatu a compliance pacientky. Naplastova forma HAK ma
stejné, nebo jen o malo vyssi riziko VTE neZli antikoncepéni tablety . Medikované
Cisté gestagenni intrauterinni télisko s levonorgestrelem nevede k zvyseni rizika VTE
v porovnani s pacientkami bez HAK ®. Tato forma antikoncepce je proto vhodna i
pro pacientky s dal$imi riziky VTE.

Celkove riziko trombozy je i u uzivatelek HAK pomérné nizké, zvlasté vezmeme-
li v avahu i ostatni rizikové faktory. Lépe je tento fakt vyjadien absolutnim rizikem.
Pro mladé Zeny, které neuzivaji zddné¢ hormondlni preparaty, je absolutni riziko
trombozy 1-3/10000/rok °* ®. Uzivatelky HAK (bez rizikovych faktortl) maji toto
riziko 3-6/10000/rok. V pribéhu 1. roku po nasazeni antikoncepce je riziko zvySené
na 12/10000/rok (2. generace progestinti) a 30/10000/rok (3. generace progestinii) °'.
Tento vzestup muze vypadat jako vyznamny. Stejny efekt ma ale i samotny vek
uzivatelky. U zdravych Zen ve véku 40 let je riziko trombdzy 14/10000/rok. Ve veku
nad 45 let je toto riziko jiz 34/10000/rok 26,68 ) fyziologické stavy jako je téhotenstvi
s sebou nesou zvyseni rizika VTE — 10-20/10000/rok *°.

Nejrizikovejsi je kombinace vice rizikovych faktorti — na strané HAK (vliv rizné
generace progestind, lékova forma, délka aplikace), na strané pacientky (vek,
obezita, imobilizace, malignita, koufeni, krevni tlak, aj.) a vrozeného trombofilniho
stavu. Nejcastéji jde o kombinace Leidenské mutace f. V a mutace protrombinu

sHAK, které jsou v populaci nejéastgjsi @ ™.

Vzhledem k podobnému
protrombogennimu plisobeni ptes rezistenci na aktivovany protein C se trombogenni
potencial této kombinace faktorti nasobi. Kombinace heterozygotni formy Leidenské
mutace a HAK zvysuje riziko trombozy piiblizng 10-30x "' (tab.2), V piipadé
homozygotni formy je riziko zvyseno vice jak 100x "*. V absolutnich &islech je to
piiblizné 33/10000/rok. Kombinace mutace f.V Leiden a téhotenstvi pfinasi zvyseni
rizika VTE na pfiblizn& 100/10000/rok *°.

U protrombinové mutace je riziko trombozy zvyseno piiblizng 7-16x ™ 2
Vlivem kvantitativni zmény proteinii koagula¢ni kaskady na riziko trombozy u
uzivatelek HAK se zabyvala prace z r.2003 °. Vy33i riziko trombozy je spojeno se
vzestupem faktort II,VIILIX,X,XI. V kombinaci s HAK byly nejrizikovéjsi zvysené

koncetrace fll,V,VIII a Xl (tab.3).
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Tabulka &. 2: Riziko trombézy u pacientek s HAK a Leidenskou mutaci v heterozygotni formé ®

Mutace .V HAK Relativni 95% interval Incidence na

Leiden riziko spolehlivosti 10000/rok
- - 1,0 0,8
- + 3,7 2,2-6,3 3,0
+ - 6,9 1,8-28,3 57
+ + 34,7 7,4-224 28,5

Tabulka €. 3: Rizika zvx’ﬁenx’ch koagulaém’ch faktort a HAK "
Pomér Sanci (HAK + zvySena koncetrace faktoru)

Deficit proteini C, S nebo antitrombinu také zvySuje riziko trombozy u pacientek
uzivajicich HAK. Jejich zastoupeni v populaci je ale oproti ostatni faktorim pomérné
nizké (do 0,2%) “®. Je tedy nepochybné, Ze uzivani HAK s sebou nese i riziko VTE.
Preventivni screening trombofilni stavi pfed prfedepsdnim HAK vSak neni provadén
a byl by ekonomicky naro¢ny ™ Wu et al, 2006 doporucuji preventivni screening
trombofilnich stavli jen u pacientek s pozitivni rodinnou anamnézou VTE. Efektivita
tohoto doporudeni viak nebyla v n&kterych jinych pracich prokazana °. Rekurence
trombo6z na podkladé HAK byla dokonce nizsi nez v pfipad¢ idiopatickych tromboz
® Presto by pacientky sanamnézou VTE na podkladé HAK nemély dale
antikoncepci uzivat. Riziko rekurence je 97/10000/rok. V ptipad¢ dal§iho uzivani
antikoncepce se toto riziko zvysuje na 273/10000/rok .

Antikoncepce je hlavnim rizikovym faktorem také u CVT 37819 v metaanalyze
z1.2006 ?* vysel pomér Sanci pro riziko CVT u uzivatelek HAK oproti pacientkam
bez HAK 5,59 (1 95% CI 3,95 - 7,91). V kombinaci s dal$imi rizikovymi faktory se
pomér Sanci zvysuje na 19, 5, 30 a 79,3 pro hyperhomocysteinémii, mutaci faktoru

21

V Leiden a protrombinovou mutaci <. T¢&hotenstvi a doba poporodni jsou také

rizikovymi faktory CVT. Té&hotenstvi je pii¢inou CVT v 6,3% a doba poporodni

v 13,8% piipadi > .
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Zvysené riziko VTE ssebou nese i uzivani hormondlni substituéni terapie
v piechodu (HRT). Riziko trombozy je u uZivatelek zvyseno piiblizng 2x . Riziko
dale nartsta s v€kem, obezitou a pritomnosti Leidenské mutace. Podkladem
zvySen¢ho rizika VTE pfi hormonalni substituci v pfechodu je nejspise elevace
prokoagulacnich faktord VII, VIII, IX, X, XII a XIII a snizeni antitrombinu a

proteinu S % 83

. UzZivani hormonalni terapie v pfechodu s sebou nese i malé riziko
vyskytu nadord prsu - pro kombinovanou hormonalni substituci byl pomér rizik
(HR) 1,26 5. Toto riziko je stejnd velké jako napf. Gasnd menarché, rodinna
anamnéza nadoru prsu nebo postmenopauzalni obezita . Je navic pravdépodobné,
ze nasazeni hormonalni substituce v pfechodu pouze stimuluje jiz pfitomny hormon-
dependentni tumor a nepodminuje jeho vznik de novo. Toto potvrzuje i fakt, ze
vétSina nddort je diagnostikovana ¢asné po nasazeni této 1é€by a po vysazeni cetnost
nové diagnostikovanych nadorti prsu opét klesa 2. Prognoza t&chto nadori je diky

Gasndjsi diagnostice a citlivosti na hormonalni terapii relativng prizniva ®.

3.2.2 Maligni onemocnéni

Jako prvni upozornil na spojeni trombembolie a malignich onemocnéni v r. 1865
Trousseau, ktery popsal spojeni migrujici tromboflebitidy s malignim onemocnénim
gastrointestinalniho traktu 8 v nasledujicich dekédach byl tento vztah mnohokrat
potvrzen. Maligni onemocnéni zvySuji riziko trombdzy vice zpisoby. Pacienti
S nddorovym onemocnénim podstupuji Cetné chirurgické zakroky s naslednou
imobilizaci, jsou v riziku utlaku cév naddorovou masou, maji zavedeny katetrové
systémy a dostavaji cytochemickou terapii. Dals§im predisponujicim faktorem je i
pfima invaze nadoru do cév sposkozenim endotelu azvySend produkce
prokoagulacnich a fibrinolytickych faktorii. Jsou zde zastoupeny vSechny 3 klasické
rizikové faktory VTE — krevni stdza, poskozeni endotelu 1 prokoagula¢ni posun
hemostatické rovnovahy. ZvySenou aktivaci hemostatického systému a jeji vztah
k mortalité a malignit& popisuje napf. studie z r. 2004 ®. Ve skuping& zdravych muzi
s aktivaci hemostatického systému (méfeno protrombinovymi fragmenty 1+2 a
fibrinopeptidemA) byla béhem sledovaci doby 3x vy$$i mortalita na nadorova
onemocnéni nez v kontrolni skuping. DalSim moZnym mechanizmem aktivace

koagulace je zvyseni koncetrace koagulacnich faktort V, VIII, IX a Xl a tkanového
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faktoru, ktery ma ziejmé nejvétsi vliv %, Tkanovy faktor za normalnich okolnosti
neni exprimovan na povrchu krevnich bunc¢k ani endotelu. Jeho expresi indukuji
zanétlivé cytokiny (interleukin 1B, TNF- o,bakteridlni liposacharidy aj.). U
nadorovych bun¢k je ale exprimovan i bez vnéjsiho stimulu %, Vyssi exprese
tkatiového faktoru koreluje s vyssi incidenci VTE u tumort pankreatu a ovarii *% %.
U pacientd snadorovym onemocnénim je V periferni krvi zvySené mnozstvi
takzvanych mikropartikuli s tkanovym faktorem. Tyto mikropartikule vznikaji
odstépenim ¢asti bunééné membrany mateiské buiiky, jejiz povrchové znaky nesou a
to véetné tkanového faktoru. Mikropartikule nevznikaji jen z krevnich elementi ale
také ve zvySené mife znadorovych bunck. Jejich mnozstvi pozitivné koreluje
s rozsahem nadorové masy a klesd pro chirurgickych resekcich % % Mnozstvi
mikropartikuli také koreluje s incidenci VTE. V publikaci Zwickera et al., 2009 bylo
ve skupiné pacienti s malignitou a detekovatelnymi mikropartikulemi s tkanovym
faktorem ro¢ni incidence VTE 34% oproti 0% u pacientti bez téchto mikropartikuli
%

Riziko VTE je u pacientl S naddory zvySeno v priméru 7x, zaleZi na typu tumoru
jeho rozsahu a lokalizaci *. Pfitomnost VTE je také prediktorem vyssi mortality
v prvnim roce po stanoveni diagnozy *°. Toto riziko navic zvysuji Casté komorbidity
téchto pacientl, pfedevsim vyssi vék a Casta imobilita. Vyssi je také riziko rekurence
VTE. Pozorovani Prandoniho et al., 2002 zjistila pomér rizik ro¢ni rekurence VTE u
pacientl s nadory na 3.2 (95% CI, 1.9-5.4) . Vyssi byl i pomér rizik pro riziko
vyznamného krvaceni (2.2 (95% CI, 1.2-4.1)). Autofi shrnuji, Ze pacienti s nadory
maji vyssi riziko trombdzy, rekurence VTE i zdvazného krvaceni.

Vr. 2008 skupina autori navrhla prediktivni model pro VTE asociovanou
s chemoterapii (viz tab. 4). Riziko trombembolie bylo do 1% ve skupiné s nizkym
rizikem (skore = 0), 1,8 - 2% ve stiedni skupiné (skore 1 - 2) a piiblizné 7% ve

vysoce rizikové skuping (skére > 3) %.
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Tabulka €. 4: Prediktivni model iro VTE asociovani S chemoteraiii %

Lokalita nadoru

- Vysoce rizikova lokalita (zaludek, pankreas)

- Rizikova (plice, lymfomy, zlu¢nik, gynekologicka oblast, testes)
Hemoglobin < 100g/L

Leukocytoza ped chemoterapii > 10x10%/L

BMI > 35kg/m®

N e S

V piipad¢ CVT hraji malignity mensi roli. Dle studie Ferro et al., 2004 jsou

malignity p¥iginou 7,3% piipadi mozkovych tromboz .

3.2.3 Ostatni ziskané trombofilni stavy

Ziskanych rizikovych faktort Zzilni trombembolie je v literatufe popsana tada.
Riziko VTE vzrtsta s vékem. V porovnani incidence VTE u 25ti letych a 85ti letych
je toto riziko VTE zvyseno 80x *°. Dalsim Gastym faktorem je imobilizace, ktera se
navic obvykle kombinuje napf. s chirurgickym zakrokem a hospitalizaci. U
hospitalizovanych pacientti (do 2 tydni) nad 65 let bylo riziko VTE zvySeno 6x
v porovnani s pacienty bez hospitalizace . K dal§im rizikovym faktorim VTE patii
srde¢ni selhani, chronicka obstrukéni plicni nemoc, nefroticky syndrom, diabetes,
cévni mozkova piithoda, autoimunitni onemocnéni aj.. Star§i nemocni obvykle
mivaji vice jak 1 rizikovy faktor. Prevalence 2 a vice faktort je 35% u lidi mezi 40 -
59lety a nariista az k 80% u pacient nad 80 let °*. S vékem klesa svalova sila, klesa
ucinnost svalové pumpy dolnich koncetin a spolu s chronickou ven6zni insuficienci
tyto faktory vedou ke krevni stdze. V cévni stén¢ ubyva svalovych vlaken, ptfibyva
kolagenu a kleséa antikoagulacni schopnost endotelu 102, Spojeni mikroalbumindrie,
jako markeru endotelialniho poskozeni, a VTE prokézala prace z r. 2009 ', Stafi je
téZ vazano k vy$§imu vyskytu malignich onemocnéni. Na druhou stranu malignity ve
stafi nemivaji tak agresivni pribéh jako u mladSich pacientli. Napf. u plicnich

nadort byl pravé mladsi vek spojen s vyssim rizikem VTE 1%,
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4 Mutace JAK2

Janus kindzy patii do rodiny intracelularnich tyrosinovych kindz. U savct existuji
celkem 4 Janus kinazy — JAK1, JAK2, JAK3 a TYK 2. Vyskytuji se na vSech
bunkach s vyjimkou JAK 3 kinazy, kterd je pfitomna pouze na hemopoetickych
buiikach 1%°. Kazda obsahuje celkem 7 domén, z nich prvni na C-terminalnim konci
je charakteru tyrozinkinazy (JH1- JAK homology 1) nésledovana druhou doménou
bez katalytické aktivity — pseudokinazou (JH2) (obr. 1.). Pseudokinaza hraje
dalezitou regulacni roli. Pfi laboratornich pokusech, kdy byla funkéné vytazena
pseudokinéza, doslo k vyraznému zvyseni aktivity tyrozinkinazy (JH1 doména). To
vedlo ke zjisténi, Ze pseudokindza ma za normalnich podminek inhibi¢ni vliv na
funkci kindzy. Nasleduji dal§i domény (JH3 - JH7) obsahujici SH2 vazebné misto a
FERM doménu, ktera zprosttedkovava vazbu na cytokinovy receptor. Spojeni aktivni
kinazy s inaktivni pseudokindzou dalo kindzam jméno po fimském bohu Janusovi
(bih pocatku a konce vsech véci, ochrance dvefi a bran azaroven bih vchodu
a vychodu - proto zobrazovan se dvéma tvafemi, z nichz jedna hledi kuptedu, druha
dozadu). Na pocatku devadesatych let byla prokazana ucast JAK kinaz
V intracelularnim pfenosu signalu po aktivaci interferonového receptoru. Nasledné
byl tento mechanizmu pienosu intraceluldrniho signdlu potvrzen i pro interleukiny,

kolonie stimulujici faktory, erytropoetin, a dalsi krevni piisobky %% 1%,

Obrazek ¢. 1: Zakladni schéma JAK Kkinazy. Je zobrazeno misto mutace JAK2 V617F a
fosforylagni misto Y1007 '/

\i617 Y1007
N1 (JH7|| JHE6 UHS [JH4 JH3l JH2 JH1 1131 G
FERM SH2 vazebné misto Pseudokinaza Kinaza

JAK
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Pfenos signalu v bunice je zajiStovan soustavou pienaseci STAT (signal
transducers and activators of transcription). Ty existuji v monomerni
nefosforylované podobé v bunécném cytosolu. Aktivace a fosforylace JAK kinaz
vede Kk pfipoutani STAT k JAK pies SH2 vazebné misto a nasledné k jejich
dimerizaci a fosforylaci. Nasleduje pfenos STAT molekul do bunécného jadra, kde je
stimulovana transkripce DNA (obr. 2). Aby nedoSlo k excesivni aktivaci a
amplifikaci signalu, ktery by mohl vést k autoimunitnim porucham nebo
k malignimu zvratu, je buiika vybavena né¢kolika regulaénimi mechanizmy. Patii sem
skupina tyrosin fosfataz, proteinovych inhibitor aktivovanych STAT (PIAS), SLIM
(STAT interacting LIM protein) a exprese SOCS (supressor of cytokine signalling)
107,108

ZvySena Cinnost JAK kindz mlze vést i ke vzniku malignich onemocnéni.
Mechanizmem miize byt zvySend aktivace kindzy pifi poruSeném inhibi¢nim
pusobeni JH2 domény nebo ostatnich inhibi¢nich mechanizmii a/nebo geneticky
defekt, vedouci ke vzniku fiznich gend. (TEL-JAK2, BCR-JAK2, PCM1). Ty jsou
pak konstituéné aktivovany a vedou k nekontrolovanému déleni buniky. (Obdoba
fuzniho genu BCR/ABL u chronické myeloidni leukémie vedouci k vzniku
hyperaktivni tyrozinkinazy) *'.

Vyznamnou roli hraje JAK2 kinaza u myeloproliferativnich onemocnéni (MPD —
mealoproliferative disease). Jedna se pfedevsim o bodovou mutaci ha pozici 617, kdy
je valin zaménén za fenylalanin — mutace JAK2 V617F. Vyskyt mutace se u
jednotlivych MPD 1i8i. U polycytemia vera je mutace pifitomna U vice jak 90%
pfipadl, u esencidlni trombocytémie nebo idiopatické myelofibrozy v ptiblizné 40-

5006 1%°,
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Obrazek ¢. 2: a) cytokinovy receptor existuje jako dimer bez kinazové aktivity, b) Navazany
ligand zpiisobi konformaéni zménu receptoru a tim i fosforylaci JAK a STAT, ¢) mutovana
JAK?2 kinaza ziistava aktivni i bez navazaného ligandu °

a b

JAK2 1JAK2 JAK2

STAT PP
STAT STAT|STAT STAT|STAT

\ v

Prenos signalu do jadra  Prenos signalu do jadra

Z ptitomnosti JAK2 negativnich myeloproliferaci vyplyv4, Ze mutace JAK2
V617F neni jedinou pfi¢inou vzniku MPD (myeloproliferativni onemocnéni).
Vyzkum proto pokracoval hledanim dalSich mutaci zodpovédnych za MPD. Byly
identifikovany mutace JAK2 v exonu 12 (vice jak 30 mutaci), predevSim u pravé
polycytémie (pfiblizné 3% piipadl pravé polycytémie), mutace MPL (gen koddujici
receptor pro trombopoetin, vyskytujici se pfedevSim u primarni myelofibrozy), LNK
mutace, TET2 mutace a dalsi 1% . Zajimavé je, 7e mutace JAK2 exonu 12 i JAK2
V617F  jsou pfitomny 1 u refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty a
trombocytézou (RARS-T). Tato jednotka tak nejspiSe ptedstavuje piekryvajici se
syndrom myeloproliferativniho a myelodysplastického syndromu. Z pohledu této
vyskytuje ve zvySeném mnozstvi u trombdz neobvyklych lokalizaci — ptedevsim u
splanchnickych trombéz (Budd-Chiariho syndrom a trombdza portalni zily) -viz
nize.

Trombodza predstavuje hlavni pfi¢inu morbidity a mortality u MPD. Prevalence
trombozy je 2,5-5% ro¢né¢ u pravé polycytémie a 1,9-3% rocné u esencialni
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trombocytémie v zavislosti na rizikovych faktorech. Z venéznich trombéz dominuje
u pacientti s myeloproliferativnim onemocnénim DVT, ¢astéji u pacientd s pravou
polycytémii a primarni myelofibrézou. U esencialni trombocytémie byvaji Casté
symptomy z postizeni mikrocikulace — napt. erytromelalgie, zrakové a sluchové
vypadky, bolesti hlavy nebo periferni parestézie '*. Rekurence tromboézy dosahuje
5,6% ro¢nd a 10-ti letd pravddpodobnost rekurence je piiblizng 50% 2. Vétsina
tromb6z u MPD je predevSim arteridlnich (60 -70% piipadl) - akutni infarkt
myokardu, ischemické cévni mozkové piithody a okluze perifernich tepen. Prave
riziko arteridlnich trombo6z vedlo krozdéleni pacienti do rizikovych skupin.
Ptedchozi trombdza a vék nad 60 let fadi pacienty do vysoce rizikové skupiny. Tyto
dva rizikové faktory se dale kombinuji se standardnimi rizikovymi faktory
arteridlnich tromboz (hypercholesterolémie, diabetes, arteridlni hypertenze, kouteni).
Spravné zhodnoceni rizika by mélo vést kadekvatni antiagregacni nebo
antikoagulani terapii spolu s 16¢bou MPD .

Patogeneza trombozy u MPD je multifaktorialni 3 Vliv ma vysoky hematokrit
(nad 60%), hyperviskozita, kvalitativni zmény trombocytii (zmény membranovych
glykoproteind, snizeni funkce GP Ib receptoru a GP IIb-llla receptoru, zvysena
exprese GP IV receptoru) a leukocytoza nad 9x10%/L, ktera byla potvrzena jako
nezavisly rizikovy faktor trombézy. Leukocyty zvySuji riziko trombdzy produkci
prokoagulaénich latek, pfimym pusobenim na desticky a cévni sténu a tvorbou

agregati desticek s neutrofily 4.

4.1 JAK 2 a trombdzy :

Podezieni na trombofilni vliv mutace JAK2 vzniklo na podkladé spojitosti
vysokého poctu JAK2 pozitivnich MPD a castych tromboz. Nese-li ale samotna
mutace trombofilni potencial nebo je vyssi incidence trombo6z dana jen fenotypovym
projevem myeloproliferaci (i bez mutace JAK2) neni jasné. Od r. 2004, kdy byla
mutace JAK2 V617F identifikovana pfedev$im u pacientil s pravou polycytémii,
tuto otazku fedilo vice autori ™8 U pacient s esencialni trombocytémii byla
podle Campbella et al., 2005 (806 pacientl) mutace JAK2 spojena se signifikantné
vyssi  koncetraci hemoglobinu a mnozstvim neutrofilli, niZSim mnoZstvim

erytropoetinu a ferritinu a vy$§im mnozstvim venoéznich tromboz v roce pred
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diagnozou °. V nasledném obdobi byl sice vyskyt VTE &iseln& vys§i u pacienti
s mutaci JAK2, tento rozdil ale nebyl signifikantni. Rozdil ve vyskytu arteridlnich
trombo6z zaznamenan nebyl 9 Dalsi prace souvislost trombozy a mutace JAK2
potvrdily s pomérem Sanci pfiblizné 2,3 pro vendzni trombdzu a 1,8 pro arterialni
trombozu °™8, Pacienti s homozygotni formou mutace JAK2 méli riziko trombézy
a rekurence vyss§i nez pacienti s heterozygotni formou mutace nebo bez ni ™. Vyssi
procento mutované alely je také spjato s vysSim vékem, del§im trvanim choroby,
vysSim mmnozstvi leukocytii a vySSim hematokritem, tedy faktory, které jiz byly
identifikovany jako rizikové pro VTE. Samotny efekt mutace JAK2 na riziko VTE je
proto Casto zpochybnovan. Prace Carobbiho et al., 2007 JAK2 mutaci jako rizikovy
faktor trombozy nepotvrdila 120, Obdobny zavér potvrzuji 1 jiné prace 121, 122 Tyto
prace vSak nerozliSuji arteridlni a vendzni trombotické ptihody. V1iv mutace JAK2 na
riziko trombdzy tak zatim zlstava nejasny.

Dle recentnich praci se zd4, ze v piipad¢ klasické DVT je vyskyt mutace JAK2
velmi maly, blizici se vyskytu u bézné populace. Lauw et al., 2011 zjistil pfitomnost
mutace JAK2 u 2,3% pacientt (179 pacientll) 13
Prace Rodgera et al., z téhoz roku (503 pacientil) udava prevalenci mutace JAK2

pouze 0,2% #*

. Metaanalyza Dentaliho et al., 2009 zahrnujici 1293 pacientt s DVT
nebo plicni embolii identifikovala JAK2 mutaci u 0,88% piipada *°. Je tedy
pravdépodobné, ze prevalence mutace JAKZ u vendznich trombdz béznych
lokalizaci se pohybuje do 1%. Tento vyskyt se blizi prevalenci mutace JAK2 ve
zdravé populaci, kterou prace autorit Xu et al., 2007 na skupiné 3935 ¢inskych déarct
krve vy&islila na 0,96% ?°. Podle autord Lauw et al., 2011 je v kontrolnim souboru
zdravych darct (Nizozemi) vyskyt JAK 2 mutace 0,5% 13

Mechanizmy, jimiz mutace JAK2 plisobi zvySeni rizika trombdzy, jsou zatim
pfedmétem vyzkumu. Byly navrzeny nékteré hypothesy jak vysvétlit trombogenni
vliv mutace JAK2. Ptitomnost mutace JAK2 zvySuje adhezivitu ¢ervenych krvinek u
pravé polycytémie ?”. Proces bun&ené adheze je zprostiedkovan pomoci selektind,
membranovych glykoproteini na povrchu endotelu (E-selektin), leukocytd (L-
selektin) a desticek (P-selektin). V klidové fazi je P-selektin piitomen v membrané
alfa-granuli trombocytia. Na povrch desticky se P-selektin dostava az po stimulaci,

. . 12
napt. trombinem %

. Prace zr. 2007 (Xu et al) se zabyvala pravé vyskytem P-
selektinu (jako markeru aktivace desticek) u MPD v zévislosti na muta¢nim stavu

JAK2 kindzy. Plazmaticky P-selektin byl signifikantné vyssi u pacienti s MPD
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V porovndni s kontrolami. Signifikantné vyssi byl také u pacienti s mutovanou JAK?2
kindzou neZ u pacientdi bez mutace *2°. Vys3i zastoupeni povrchového P-selektinu u
pacientll s esencialni trombocytémii a mutovanou JAK2 kindzou v porovnani
s kontrolami bez mutace JAK2 potvrdily jiné prace & 13 331 Mnozstvi P-selektinu
bylo vyssi i u pacientti s anamnézou VTE. Na zvySeném riziku trombdzy se mize
podilet i zvySené mnozstvi integrinu CD11b na povrchu leukocytt. Tento integrin je
zodpovédny za adhezi leukocytli s endotelem a destiCkami, zvySuje schopnost

8 Leukocytoza spolu s tvorbou agregatd

fagocytézy a degranulace leukocyt !
desti¢ek a leukocyti byla prokazana jako rizikovy faktor VTE u pacientd s MPD (viz
vyse). Dale bylo u pacientti s mutaci JAK2 zachyceno vyssi mnozstvi destickového

membranového tkafového faktoru L,

4.2 JAK2 a trombdzy neobvyklych lokalizaci

Zvyseny vyskyt mutace JAK2 v pfipadé tromboz béznych lokalizaci nebyl
prokazan (viz vyse). Toto vSak neplati pro trombozy neobvyklych lokalizaci —
predevs§im pro splanchnické trombozy (Budd-Chiariho syndrom, trombéza v. portae
a prilehlych zil (extrahepatalni okluze portalni zily, tromb6zy mezenterickych zil),
ale i pro trombo6zy mozkovych splavii a trombozu retinalnich zil. Relativné mensi
incidence téchto tromboz v porovnani s klasickou DVT komplikuje provedeni
vétSich prospektivni studii. Presto je jiz k dispozici celd fada menSich studii a
metaanalyz (viz nize), které se této problematice vénuji. Budd-Chiariho syndrom ma
ro¢ni incidenci 0,4-0,8/milion obyvatel a prevalenci 1,4 na milion obyvatel %2,
Extrahepatalni okluze portalni Zily mé ro¢ni incidenci ptiblizné 4/milion obyvatel a
tromboza mezenterické Zily 27/milion obyvatel 132, 133 Zajimavé je 1 porovnani
prevalence mutace JAK2 u trombo6z riznych lokalizaci. Pomér Sanci vyskytu mutace
JAK2 u splanchnické trombdzy v porovnani s DVT byl 11,9 (CI 1,74-81,97,
p=0,0117), u CVT 4,2 (CI 1,8-9,44,p=0,0005) °.

Na vzniku trombodz ve splanchnické oblasti se podileji tradicni faktory venozni
trombembolie - tedy poskozeni endotelu (napf. extravaskularni kompresi - nadory,
nebo pii parazitarni infekci, abscesu, cystach, aj.), krevni staza (venookluzivni
choroba jater, srde¢ni selhani, jaterni cirhdza) nebo trombofilni stav. Uplatiiuji se zde

trombofilni faktory vrozené i ziskané. Mutace protrombinu je pravdépodobné Castejsi
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u extrahepatalni obstrukce portalni zily, Leidenskda mutace u Budd-Chiariho
syndromu; deficit proteinu C, S a antitrombinu jsou ¢asto ovlivnény horsi funkci

jater 132, 134.

Ze ziskanych faktorii je casto zjiStovano uzivani hormondlni
antikoncepce, téhotenstvi a puerperium, autoimunitni choroby, antifosfolipidovy
syndrom nebo se uplatnuji i dalsi faktory. Zdaleka nejcastéjsi etiologicky faktor u
splanchnické ven6zni trombdézy je latentni nebo jiz diagnostikovana
myeloproliferace a sni souvisejici mutace JAK2. Autofi Qi et al., 2011 provedli
metaanalyzu a zjistili, Ze mutace JAK?2 je ptfitomna u 37% pacientti s Budd-Chiariho
syndromem a u 24% pacientl s extrahepatalni okluzi portalni zily (bez ohledu na
myeloproliferativni onemocnéni) °. V&tiina praci se zamé&fuje na pitomnost mutace
JAK 2 bez splnéni diagnostickych kritérii MPD. Prevalence mutace JAK2 u téchto
pacientii je 26% pro Budd-Chiariho syndrom a 19% pro extrahepatalni okluzi
portalni Zily °. VySetfovani mutace JAK2 u pacientd s jiz diagnostikovangym MPD
diive nemélo prakticky klinicky vyznam. U pacientd bez MPD vSak pfitomnost
mutace JAK2 znamena zvySené riziko piechodu do myeloproliferativniho
onemocnéni a tudiz 1 jiny pfistup v lécebné strategii. (Pomér Sanci pro ptechod do
MPD pii vyskytu mutace JAK2 z Budd-Chiariho syndromu je 10.77, 95% CI: 1.75-
66.35 a z extrahepatalni jaterni obstrukce 14.22, 95% Cl: 3.67-55.12)°. Tito pacienti
by méli byt Castéji sledovani veetné vysetfeni kostni dfené. S ptichodem novych 1éki
— inhibitorit JAK?2 kindzy se znalost muta¢niho stavu JAK2 kinazy stdvé zajimavou i
u pacientu s jiz diagnostikovanym MPD.

Vyskyt mutace JAK2 u centralni zilni trombo6zy v pfitomnosti a nepfitomnosti
MPD je stale pfedmétem diskuze. Jeji vyskyt je ziejmé mens$i, nez v ptipadé
splanchnické vendzni trombozy, ale vyssi nez u klasické trombozy hlubokych il °.
Pomér jiz diagnostikovanych a latentnich myeloproliferativnich onemocnéni pfti

CVT je zatim nejasny.

28



5 Diagnostika:

5.1 Rentgenové metody

Diagnostika mozkovych trombo6z je zaloZena na zobrazovacich metodach. Dnesni
metody se nezaméfuji jen na samotné zobrazeni tromboézy, ale i na piipadné
parenchymové komplikace — nitrolebni krvaceni, mozkovy edém, transtentoridlni
herniace aj. Dfive pouzivand angiografie (pouzivana byla digitadlni subtrakcni
angiografie) zlstava sice moznou alternativou, bézn¢€ se vsak jiz pro svou naro¢nost a
invazivnost nepouziva. Trombozovany sinus zde byl zachycen bud’ jako Gplny nebo
castecny vypadek v néplni nebo jako zpomaleni toku kontrastni latky. Anatomické
odchylky snizuji specificitu metody. Nej€astejs$i abnormalitu - hypoplazii pficnych
splavli ¢i ageneze jednoho splavu bylo pro angiografii ¢asto nemozné odhalit. Na
konci devadesatych let minulého stoleti se s rozvojem pocitacové tomografie staly
zakladem diagnostiky CT skeny mozku, které mohou byt provedeny ihned na
urgentnim piijmu. Diagnostika CVT na snimcich pocitatové tomografie se opira bud’
o piimy pritkkaz trombozovaného sinu nebo o nepiimé znamky trombozy 2 Postizeny
splav je hyperdenzni, mohou byt zachyceny i ischemické zmény parenchymu. Podani
kontrastni latky (CT- venografie) odhali trombotizovany splav nejlépe. Typicky je
ptiznak delta — hyperdenzni naplii horniho $ipového splavu s defektem, kde mutize byt

1 patrna tromboza jako vypadek v naplni (,,empty delta sign) 13

. Tento pfiznak je
ptitomen u zhruba 20% ptipadi a obvykle vymizi do 2 tydnt. Mezi nepfimé znamky
trombozy, které by mély vést k dislednéjsimu vyhledavani trombdzy patii predevsim
mozkovy edém, nebo edém mozkovych gyrd, vendzni infarkty, mozkové krvaceni,
zuZeni mozkovych komor nebo zvyraznéni kolateralniho venézniho ob¢hu 136,
VySetteni pocitacovou tomografii zobrazi 1épe rozsah trombozy, jako je tomu i
Vv ptipad¢ arteridlnich cévnich mozkovych ptihod. Patofyziologie parenchymovych
komplikaci mozkovych vendznich trombdz a arterialnich tromboz se 1isi. Zmény
V parenchymu jsou obvykle nasledkem vazogenniho edému nebo mozkového
krvaceni. Prvotni pficinou obou téchto komplikaci je zvySeni vendzniho tlaku,
nasledné dochazi k tvorbé kolateral. Zalezi na umisténi a rozsahu tromboézy, zda-li
tento kolateralni systém bude dostateény k odvodu vendzni krve z mozku. Schaller et
al., 2003 se zaméftili na vyzkum parenchymovych komplikaci na zvifecim modelu
137 7jistili, 7e trombozy piedni &asti horniho ipového splavu nejsou obvykle vazany
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s vétsimi parenchymovymi komplikacemi. Je zde mnozstvi moznych kolateral pies
kortikalni Zzilni systém. Naopak okluze zadni ¢asti horniho Sipového splavu je
svazana s veétsim vzestupem venozniho tlaku a naslednych komplikaci. Samotna
tromboza (na rozdil od trombembolie pii arterialnim iktu) vznikd po delsi dobu a
umozni tak otevieni kolateralniho systému. I tak muze nartstat venodzni tlak, ¢imz
dochazi k poklesu perfizniho tlaku a nasledné mozkové ischémii, jak popsali
Mahmoud et al., 2009 ***. Tyto zmény se viak vyvijeji postupng a jsou reverzibilni.
Pokud nedojde k rekanalizaci nebo dostate¢nému vyvoji kolateral, ischemicka tkan
propada nekréze a zvysSuje se i riziko krvaceni. Mahmoud et al., 2009 také prokazali
ve studii s 20 pacienty pfi nekontrastnim CT vysSetfeni pfitomnost hemoragickych
infarktd v 60%, nehemoragickych infarktd v 30% a u 10% pacienti byl ndlez na
mozkovém parenchymu normdlni 3K podobnym vysledkiim dosla i studie autorii
Khandelwal et al., 2006, ktera navic porovnavala vySetfeni CT-venografii a MR-
venografii *®. Obé& tyto metody jsou dle této studie srovnatelné pii diagnostice CVT.
Maji obdobnou specificitu i senzitivitu, ktera se mirnég li§i podle lokalizace trombdzy.
Studie k porovnani CT venografie a digitalni subtrakéni angiografie také prokazala
spolehlivost CT venografie v diagnostice CVT **. Autofi déle zdtraziuji pfinos CT
venografie predevsim v rychlosti a dostupnosti pro pacienta. Tato metoda nevyzaduje
dlouhy staticky pobyt jako pfistroje magnetické rezonance, ktery miize byt pro ¢asto
dezorientovaného pacienta v akutni fazi neakceptovatelny. CT-venografii lze navic
provést i u pacientd s kovovymi implantaty. Nevyhody CT-venografie jdou dany
pouzitou metodou, tedy zatézi rentgenovym zafenim. lonizujici zafeni je nevhodné
pro téhotné Zeny a neni vhodné ani k ¢astéjsimu sledovani vyvoje CVT (pro vysokou
z4t€z ionizaCnim zafenim).

Zasadni piinos diagnostiky CVT pomoci pocitatové tomografie je praveé
V zobrazeni parenchymu mozku. Jeho poskozeni je totiz u CVT pomérné Casté —
jedna se predev§im o parenchymové krvaceni, mozkovy edém, transtentorialni
herniaci nebo loZiska ischemie. Odhaleni téchto komplikaci je ptfitom pro naslednou
volbu terapie zasadni. Na rozdil od arteridlnich cévnich mozkovych piihod lze
parenchymové komplikace pfi CVT efektivng 1&¢it v delsim Sasovém useku .

Lokalizace parenchymovych zmén napoméha i K urceni trombozovaného sinu.
Napftiklad parasagitalni postizeni doprovazi postizeni horniho Sipového splavu,
temporoparietalni lokalizace je spojena s postizenim pfi¢nych splavli a postiZzeni

thalamu nebo mozecku signalizuje obvykle trombozu hlubokého Zilniho systému
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135, 136, 140

mozku . Dalsi tuskali diagnostiky CVT spociva v anomadliich Zilniho

systému. Obzvlasté slozité je odlisit hypoplasticky Zilni splav od trombozy 4.
Hypoplasticky splav vznika nejspiSe jiz béhem embryonalniho vyvoje. Zpomaleni
krevniho toku v hypoplastickém sinu pravdépodobné vede ke krevni staze a tim i

k predispozici této strany.

5.2 Ultrazvukové vySetreni

Ultrazvukové vySetfeni intrakranidlnich splavii neni béznym vySetfovacim
standardem. VySetfeni ma nékolik limitaci. Nelze je pouzit pro hlubsi mozkové zily a
nehodi se ani pro horni $ipovy splav. Pouziva se transkranialni dopplerovsky
ultrazvuk. Pfistup je pfes temporalni akustické kostni okno (esovity sinus a oblast
karotického sifonu), kolem ocnice (sinus cavernosus) nebo pfes spanek (pii¢ny
splav) 4. Senzitivita tohoto vySetfeni pro diagnostiku CVT se pohybuje mezi 73% a
100%, specificita od 65% do 80% > ® Podobng jako u diagnostiky pomoci
pocitatové tomografie i zde existuji piima a neptima kritéria trombézy ***. P¥imo Ize
zobrazit trombozu jako deficit barevného signalu v sinu. Céstenou trombodzu nebo
hypoplazii sinu ale takto diagnostikovat nelze. Neptimé znamky zahrnuji predevsim
prikaz kolaterdlniho obéhu — zvySeni pritoku ostatnimi zilami (objem 1 rychlost
toku), retrogradni smér toku a vyznamny stranovy rozdil (nad 50%). Jednim
Zz moznych vyuziti ultrazvuku u mozkovych trombo6z je sledovani obnovy pritoku
v trombotizovaném zilnim systému. Na rozdil od tradi¢nich zobrazovacich metod
popisuje ultrazvuk skutecny zilni tok v realném cCase a tak je vhodnéjsi Kk redlnému
posouzeni funkéniho stavu Zilniho systému **’. Stolz et al., 2002 popsali na sérii 26
pacientll, ze ivodni normalni nalez nebo normalizace plivodné patologického nalezu
béhem 90 dni pozitivné koreluje s dobrou prognézou
148

Ultrazvukové vysSetfeni je specialni metodou vyuZitelnou pii diagnostice a
sledovani CVT. Ma velmi dobrou sensitivitu i selektivitu a mize byt vyuzito i

k posouzeni funk¢niho stavu mozkového zilniho
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5.3 Magneticka rezonance

Zakladem diagnostiky CVT je dnes magneticka rezonance. Neni sice k dispozici
na vSech pracovistich, ale vzhledem k bezpecnosti této metody je vhodnéjsi zejména
ke dlouhodobéjsimu sledovani. Na urgentnim piijmu je casto jako metoda prvni
volby zvoleno CT mozku, které je vSak pii podezieni na trombozu sinu doplnéno
vySetfenim magnetickou rezonanci.

Magnetickd rezonance stejné jako pocitacova tomografie dokaze zobrazit i
parenchymové komplikace tromboz (krvéaceni, infarkty, mozkovy edém a jejich
kombinace). Zakladem diagnostiky je ptimé zobrazeni splavu s trombem. Pouziva se
magnetickd rezonance - venografie. Trombozovany sinus se zde jevi jako vypadek
V jeho néplni 2

Kochhar et al., 2006 se zabyvali pfinosem zobrazeni arteridlniho systému pro
diagnostiku CVT **. Vzhledem k zvySenému venéznimu tlaku v pfipadé CVT
dochazi k zpomaleni arteridlniho toku krve. Staza arteridlni krve zplsobuje jeji
desaturaci, coz se jevi pii vySetieni magnetickou rezonanci zménou na vendzni typ
signdlu. Autofi spocitali senzitivitu tohoto vySetfeni na 60% pfii specificité¢ 100%.
Pozitivni prediktivni hodnota byla 100%, negativni prediktivni hodnota 55%. U
pacientii s edémem papily zrakového nervu byla arteridlni kontaminace zachycena

Castéji (66%).

5.4 D-dimery

Nespecificnost pifiznakii mozkovych zilnich tromb6z vede k hledani
jednoduchého vysetteni, které by mohlo CVT vyloucit. Stavajici diagnostika pomoci
zobrazovacich metod je stidle vdzédna na drahé pfistrojové vybaveni a neni vzdy
rychle dostupna. Nejcastéjsi symptom CVT - bolest hlavy - ¢asto ani nevede
k zahajeni vySetfovaciho procesu. Jednim zrychle dostupnych a levnych
laboratornich testd je vySetfeni D-dimert. V ptipad¢ VTE béZznych lokalizaci
(pfedevsim hlubokd Zilni trombodza a plicni embolie) jiz byla prokdzana vysoka
negativni prediktivni hodnota tohoto vySetieni 150y piipadé DVT koncentrace D-
dimer pozitivné koreluje s rozsahem trombozy, je vysSi v pfipadé proximalnich

151
h

trombdz (nad kolenem) nez u tromboz distalnic . Tromb6zy mozkovych splavi se
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ale od tromb6z dolnich koncetin vyrazné li§i — naptiklad rozsahem Zilniho feciste,
sténou vén, nepfitomnosti chlopni, rozdilnym gravitacnim gradientem atd. — jak jiz
bylo uvedeno vysSe. Mozkové trombdzy jsou navic Casto diagnostikovany az
V chronickém stadiu nebo jako nahodny nalez pfi jiné indikaci vySetfeni. VySetfenim
D-dimerti u CVT se zabyva vice autorti *™’ . V&tSina praci se shoduje na piinosu
vySetfeni D-dimerti k vylou¢eni CVT pro vysokou negativni prediktivni hodnotu.
Nicmén¢ vysledky nejsou tak presvédcivé jako v piipadé DVT. Crassard et al., 2005
uvadi 10% faleSné negativnich vysledki %0 Ve skupiné pacienti s CVT, jejichz
jedinym piiznakem byla bolest hlavy, bylo az 26% falesSn¢ negativnich vysledk,
zatimco ve zbytku souboru pouze 4%. Z toho lze usuzovat, ze samotna bolest hlavy
bez dalSich symptomi je spojena S menSim rozsahem trombozy a tudiz i nizsi
hodnotou D-dimert. Stejné tak oralni antikoncepce, jako jediny rizikovy faktor je
Castéji spjata s leh¢imi klinickymi projevy a vyssi Cetnosti negativniho vysledku
vysetieni D-dimert *°. Casovy faktor také negativn koreluje s mnoZstvim D-dimert

158, 159 . y s v ’
. Prace se cCasto liSi v zarazeni

(zde je tomu stejné jako v piipadé DVT)
pacientii, u nichz lze ptredpokladat elevaci D-dimerli 1 zjinych pfi¢in (napf.
malignity, t¢hotenstvi, zanéty aj.). V neposledni fadé¢ hodnotu D-dimert ovliviiuje i
hormondlni antikoncepce sama, toto vSak ve vSech studiich zohlednéno nebylo.
Metaanalyza autorti Dentali et al., 2011 prokazuje vyslednou senzitivitu D-dimert u
CVT na 89,1% . U souboru pacienti s delsi dobou od diagndézy byla senzitivita
83,1% a u pacientii s izolovanou bolesti hlavy jen 81,6%. Vysledky senzitivity se
mezi pracemi liSily (senzitivita v rozmezi 60-100%) 100 Relativné velké rozmezi
vysledkl je dano rozdily mezi pracemi, pfedev§im zatfazenim ¢i vyfazenim skupin
pacientll, u nichz lze predpokladat elevaci D-dimertli i bez CVT, zplisobem zatazeni
chronickych CVT a CVT s lehkym pribéhem.

Dalsim zajimavym vysledkem téchto studii je zjiSténi, ze pomér suspektnich a
skute¢né prokazanych CVT byl 10% *° a 16% '. Ztoho lze uzaviit, Ze pri
podezieni na CVT s typickymi pfiznaky je skutecna Sance diagnostikovat CVT mezi
10% a 20%.
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5.5 Stredni objem trombocytu (MPV)

Desticky maji zasadni roli v tvorbé krevniho koagula. Udrzuji celistvost cévni
stény jiz v prvnich okamzicich poskozeni a napomahaji iniciovat naslednou
koagula¢ni kaskadu. Jsou to bezjaderné krevni elementy, které se v cirkulujici krvi
vyskytuji v rizném mnozstvi a velikostech. Tyto parametry jsou dany rychlosti jejich
produkce z megakaryocyti a jejich destrukce v cévnim Fedisti °*. Tvorba trombocytd
je regulovana trombopoetinem, jenz se zvySen¢ vyplavuje pii poklesu poctu desticek
182 Dalgimi moznymi faktory, které ovliviiuji tvorbu trombocytii jsou napf.
granulocyty-kolonie stimulujici faktory, interleukiny nebo oxidy dusiku '®!. Tyto
pusobky se zvysené uvoliuji pti endotelialni dysfunkci — typicky v piipad¢ diabetu,
ischemickych cévnich mozkovych ptihod 183 nebo u kardidlnich ischémiich pri
zat&zovych testech ®. Objem a tvar desti¢ek se také zvySuje v prib&hu jejich
aktivace. Vétsi desticky obsahuji vice granul, tromboxanu A2, serotoninu i ATP,
exprimuji vice adheznich molekul (P-selektin Gpllb/Illa) a nékteré prace skutecné

prokazaly jejich vétsi prokoagula¢ni potencial 165,

Klinicky vyznam téchto
laboratornich nalezii je proto stale predmétem vyzkumu **°. Nejv&tsi pocet praci se
soustfed’'uje na problematiku MPV u pacientii s ischemickou chorobou srde¢ni a
s diabetem. MPV se zvySuje u kardiakll po zatéZovém testu 164 Jiné prace potvrdily
zvySené¢ MPV u pacientli s akutnim infarktem myokardu a anginou pectoris 167
ZvySeny MPV je u téchto pacientl rizikovym faktorem nekoreluje v§ak s mistem ani
s rozsahem trombodzy %8 U pacientll po perkutanni koronarni plastice je riziko
retrombdzy vysSi u pacientll s vy$§im MPV 167 19 U diabetiki MPV pozitivné
koreluje s koncentraci glykovaného hemoglobinu. V ptipadé lepsi kompenzace
diabetu klesda i MPV '"°. Obdobna zjisténi byla publikovéana i v piipadé obezity,
hypercholesterolémie, koufeni nebo metabolického syndromu ***. Hodnota MPV je
také rizikovym faktorem cévni mozkové piihody. Studie Bath et al., 2004 na 383
pacientech s cévni mozkovou piihodou prokazala vztah k MPV - relativni riziko

171 1., .
. Jiné studie se

mozkové piihody stoupa o 11% pii vzestupu MPV o 1 femtolitr
zabyvaly vztahem MPV a klinickym vystupem u pacientil s cévni mozkovou
ptihodou. V piipadé studie Butterworth et al., 1998, kde klinicky stav byl hodnocen
pomoci mRS systému (modified Rankin Scale), byla zavislost MPV a mRS

prokéazana *"2. V piedchozich studiich viak tento vztah potvrzen nebyl "> 17,
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Jednou z moznych pfic¢in casto odlisSnych nebo i protichudnych vysledkid je
syst¢ém odbéru a zpracovani vzorkd. Pii pouziti odbérového systému s EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina) dochazi v prvnich 39 hodinach k zvyseni
objemu desti¢ek o piiblizné 17% (,,otoku desticek®, méfeno impedancni metodou),
nasledné se objem opét vraci k ptivodni hodnoté. Alternativou mize byt odbér do
citratového média. Uvedenou chybu vySetfeni je vSak lehce mozné vyloudit
vysetifenim MPV do dvou hodin po odbéru. Zasadni je ale i pouzita metoda méieni.
V ptipad¢ optické metody dochazi nejdiive k poklesu MPV o pfiblizné 22% 7 Je
tedy patrné, ze k spravné interpretaci vysledki je nutny i jednotny systém odbéru a
méfeni MPV.

Vztah venézni trombembolie a MPV je slozit€jsi. VétSina praci vychazi
z predpokladu, ze vetsi desticky maji i vyssi hemostaticky potencial — zda-li vSak jde
o pfi¢inu nebo nasledek trombdzy zatim neni jasné. Populacni prospektivni studie
Braekkan SK et al., 2010 na 27158 obyvatelich potvrzuje MPV jako rizikovy faktor
VTE . Vysledky jsou vSak tésn€ za hranici statistické vyznamnosti. Navic do
studie byli zahrnuti i pacienti s pfedchozi arterialni trombdzou, coz muze vysledky
zkreslit. Jina populac¢ni studie Biino G et al., 2011 na 11084 obyvatelich souvislost
MPV a trombdzy (arteridlni nebo Zzilni) neprokédzala a uzavira, ze zvySeni MPV je
spise nasledkem neZ pficinou tromboézy '"’. Ob& studie se shoduji, Ze existuje
nepiima Uméra mezi poctem desticek a jejich MPV. U pacientd s jiz
diagnostikovanou zilni trombdézou je MPV v porovnani s kontrolami statisticky
vyznamné vyssi 178,179 y pacienti s plicni embolii je vys§i MPV prediktorem ¢asné

180

smrti a je téZ spojen s komorovou dysfunkei . U pacienti s CVT zatim nebyla

publikovéana pozorovani popisujici zmény MPV.

6 Klinické znamky CVT

Klinicky obraz je extrémné variabilni - s akutnim, subakutnim i chronickym
pribéhem. Jsou mozné spontanni remise, ale i progresivni zhorSovani, které mize
skon¢it smrti. RGzné kombinace soucCasného postizeni mozkovych splava,
kortikdlnich 1 hlubokych mozkovych Zil jsou divodem toho, pro¢ klinicky obraz

CVT postrada jakykoli typicky obraz, jako tomu byva v ptipadé arteridlni okluze.
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Nejcastéjsim a Casto i jednim piiznakem CVT je bolest hlavy. Je pfitomna u
priblizne¢ 90% piipadi CVT. Jeji pti¢inou je zvySeni nitrolebniho tlaku a lokalni
stimulace bolestivych receptorit v dura mater pii distenzi trombozovaného sinu 181,
182 Bolest mize zagit akutng nebo mit pozvolny zacatek, poté obvykle graduje.
Dalsimi cCastymi piiznaky jsou zanikové nebo iritacni loziskové ptiznaky -
hemiparézy, fatické poruchy, hemianopsie, mnestické poruchy a/nebo konvulzivni
projevy (aZ u 40 %), které mohou byt i tranzitorni. Jejich asociace s bolesti hlavy a
zhorSenou urovni védomi by k podezieni na CVT méla vést. Dalsi Castou klinickou
manifestaci je izolovany syndrom nitrolebni hypertenze, Casty (45 %) zejména u
izolované trombozy laterdlniho splavu (sinus transversus a sigmoideus), s malou
pravdépodobnosti vyvoje Zilniho infarktu a epileptickych projevi (3 %) 79,183 Byla
popsana i dalsi spojeni typickych pfiznakd a lokalizaci tromb6z mozkovych splavi.
Napftiklad tromboza kaverndzniho sinu a o¢ni pfiznaky, trombodza sagitalniho sinu a
motorické deficity s epileptoidnimi zachvaty nebo tromboza levého transverzalniho
sinu a afazie % Postizeni hlubokého Zilniho systému CNS je obvykle spjato s velmi
zavaznymi projevy - predevSim psychickymi zménami, oboustrannym motorickym
deficitem, nebo i komatem, Velmi zavazné je poskozeni parenchymu, pro které jsou
typické zachvaty az status epilepticus. S nejvétsim rizikem pozdni ¢i Spatné diagnozy
jsou spojeny projevy subakutni difizni encefalopatie, bez jasného fokéalniho nalezu ¢i

syndromu nitrolebni hypertenze.

Tabulka & 5: Klinicky nilez u pacientii s CVT
Bolest hlavy 88,8%

Epilepticky zachvat 39,3%
Paréza 37,2%
Edém zrakové papily 28,3%
Psychické zmény 22%
Afazie 19,1%
Porucha védomi 13,9%
Diplopie 13,5%
Ztrata zraku 13,2%
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U starsich osob jsou projevy izolované intrakranialni hypertenze vzacné (8 % vs
24 % u mladsich), ale maze dojit k riznym zménam mentéalniho stavu a porucham
vigility (43 % vs 20 % u mladsich) 184 Vysledkem kongesce v Zilnim systému je
zilni infarkt, n€kdy hemoragicky — u 34 % az 46 % nemocnych 3 Byva provazen
loziskovymi piiznaky a vznikd Castéji pii vétSim rozsahu trombdzy, soucasném
postizeni hlubokého Zilniho systému a/nebo rychlém vyvoji CVT, protoze se nestaci
otevrit kolateraly, které mozek do jisté miry chrani pied kongesci v zilnim systému.
Priméré doba od vzniku potizi k pfijeti do nemocnice je 4 dny a asi 14 %
nemocnych pii piijeti ma rizn& hlubokou poruchu védomi °. Vsechny tyto
symptomy nejsou specifické jen pro CVT. Lez predpokladat, ze velka ¢ast pacientt
sbéznou bolesti hlavy nebo nevyraznym klinickym nalezem miize zistat
nediagnostikovana. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole o D-dimerech, jen u 10-20%

pacientt s typickou symptomatologii CVT je trombdza skute¢né diagnostikovana.

7 Terapie CVT

7.1 Antikoagula¢ni lécba

Terapie CVT neni zalozena na jasnych doporucenich vyplyvajicich
Z randomizovanych studii, ale pfedev§im na zkuSenostech s lécbou trombo6z jinych
lokalizaci. Na rozdil od téchto trombodz je ale terapie CVT komplexni zalezitost.
Nejedna se pouze o antikoagulaéni 1é¢bu ale o soubor Zivot zachranujicich opatieni
zahrnujicich intubaci, umélou ventilaci, protizachvatovou terapii, antiedematozni,
chirurgickou a podptirnou 16¢bu **. Zakladem kauzalni terapie CVT je zabrénit dalsi
progresi trombdzy a urychlit jeji regresi. Na druhou stranu je zde riziko
parenchymového krvaceni, které miZe byt nadmérnou antikoagulac¢ni 1écbou
podpofeno. Dle vysledki nejvétsi publikované studie u pacientt s CVT je
parenchymové krvéaceni pritomno v 40-50% nové diagnostikovanych ptipadd CVT
3, Jaké je riziko antikoagula¢ni terapie a je-li v téchto ptipadech pfinosna lze soudit
jen z kazuistickych pfipadii nebo mensich sérii pacienti. Byly publikovany dvé

studie 18187

a jejich metaanalyza *® srovnavajici 16¢bu heparinem a placebem. Prvni
studie srovnava 20 pacientli (10 pacienti s nefrakcionovanym heparinem oproti

deseti pacientim s placebem) se statisticky vyznamné lepsim vysledkem ve skupiné
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léCenych heparinem. Autofi také nepotvrdili spojitost parenchymového krvaceni a
celkového stavu po tromboze. Prace uzavird, ze piitomnost parenchymového
krvaceni by neméla byt kontraindikaci antikoagulacni terapie. Druha prace 187
porovnava terapii nizkomolekularnimi hepariny u 30 pacientd a 29 kontrol
s obdobnymi vysledky (13% ireverzibilnich poskozeni mozkovych funkci v 1éCené
skupin¢ oproti 21% v neléené). Lécba hepariny (nefrakcionovany nebo
nizkomolekularni) je proto doporucovana i pii vyskytu parenchymového krvaceni
18 studie srovnavajici terapii nefrakcionovanym a nizkomolekularnim heparinem
pro CVT nejsou k dispozici. Obdobné studie pro extracerebralni trombozy prokazaly
vy§si efektivitu nizkomolekularniho heparinu **°. U pacientii v zavazném stavu, kde
neni mozné vyckavat efektu terapie hepariny je mozné zahgjit radikalnéjsi 1éCbu
formou trombolyzy. Efektivnost a bezpe€nost tohoto postupu nebyla nikdy ovéiena.
Chybi i data porovnavajici trombolyzu a béznou antikoagulacni 1écbu hepariny.

. . - Ly . 191
Takovato studie se viak nyni pfipravuje *".

7.2 Intervencni terapie

Trombolyza urokinazou byla poprvé pouzita vr 1988, postupem casu byla
nahrazena rekombinantnim aktivatorem tkanového plazminogenu (rtPA). V kazdém
ptipadé je nutné pred poddnim trombolytika transvendzni zavedeni katétru do mista
trombozy. Pouziva se Fogartyho katetr cestou femordlni nebo jugularni Zily.
Trombolytikum je podavano pfimo do mista trombdzy bud’ jako bolus nebo jako
kontinudlni infaze po dobu nékolika hodin nebo dnd. Pres 86% takto lécenych

192 Metodou volby je balonkova trombektomie. Byly

pacientii ma dobrou progndézu
popsany dobré vysledky se specidlnimi néstroji, napt. Rheolyticky systém AngioJET
firmy firmy Possis Medical, Minnesota, MN, USA (vyuziva kombinace pietlaku a
podtlaku na konci katetru zavedeného skrz trombus k odsati sraZeniny) nebo
mechanicky systém pomoci tzv. Merci katetru (Concentric Medical, California,
USA) 185 S timto katétrem jsou dobré zkuSenosti na nasem pracovisti. VSechny tyto
systétmy maji urychlit rekanalizaci zilniho systému v porovnani s konzervativni

lé¢bou hepariny nebo samotnou trombolyzou. Endovaskularni metody s sebou

nenesou zvySené riziko poranéni cévy a intrakranidlni hemoragie. Balonkova
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trombektomie je spojena s Castéj$i reokluzi vény, nicméné v 88% piipadi vede

. . 193
k zlepseni stavu pacienta = .

7.3 Podptirna lécba

Lécba CVT je komplexem opatfeni zahrnujicich nejen kauzalni terapii trombozy,
ale vzhledem k zranitelnosti mozkové tkan¢ také fadu opatieni zabranujicich dal§imu
poskozovani mozku. Nejcastéjsi a dulezitou slozkou podpirné 1écby je terapie
epileptickych zéachvatli, které se jako ptiznak CVT vyskytuji u 35-50% piipada 3
Epileptické zachvaty se Castéji vyskytuji u pacientl s postizenim horniho Sipového
splavu, kortikdlnich zil, s loziskovymi pfiznaky a pifi krvaceni do mozkového
parenchymu. Vyjimeény neni ani status epilepticus. Masuhr et al., 2006 zjistili ve
studii se 194 pacienty s CVT, Ze k epileptickym zachvatim dochazelo ve 44%
piipadii ***. U 12,8% z nich se vyskytl status epilepticus, ktery byl spojen s 3x vyssi
letalitou nezli je obecné udavano. Autofi doporucuji antiepiletickou profylaxi u
rizikovych pacienti — pacientdi s poSkozenim parenchymu, krvacenim do
parenchymu, pii motorickych nebo senzitivnich vypadcich a u trombozy kortikalnich
zil. Tito autofi doporucuji také prolongovanou antiepiletickou terapii pro pacienty se
status epilepticus a pfi krvaceni do mozkového parenchymu. V ostatnich piipadech

se antiepilepticka terapie ukoncuje po 3 mésicich 194,

24

ktera je Casto i pfi¢inou smrti. Tyto pfipady jsou obvykle spjaty s jednostrannym
rozsahlym hemorhagickym infarktem, ktery znemoziiuje zahdjeni trombolyzy 19
Nejrychlejsi (a casto jedinou moZznou) terapii je neodkladnd dekompresni
hemikraniektomie. Prvnim pfiznakem herniace byva casto komprese tietiho
hlavového nervu s dilataci zornic, horSeni stavu védomi a stfedoCarovy posun pfi
zobrazeni mozku na CT nebo pomoci magnetické rezonance. Lath et al., 2010

196 s s
. Jina

udavaji nutnost hemikraniektomie u 10% ptipadd CVT se smrtnosti 27%
prace autort Theaudin et al., 2010 u pacientii se zavaznou CVT, u kterych byla
indikovana hemikraniektomie, uvadi letalitu 12,5% a pokud neprovedli dekompresni
hemikraniektomii byla smrtnost 100% *¥. Rozdil v letalité mezi studiemi mizZe byt

dédn malym vzorkem pacientli a rozdilnym prostfedim (Indie/Francie). Ob& prace i
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CVT guidelines z r. 2010 se shoduji na doporuc¢eni dekompresni hemikraniektomie u
pacientl s prokazanou transtentoridlni herniaci jako zivot-zachranujicim

vykonem 189,

8 Prognodza

Prognéza CVT byla do poloviny 20 stoleti nepfizniva, s udavanou letalitou 40-
80%. Na takto Spatnych vysledcich se podilel piedevS§im nedostatek vhodnych
diagnostickych metod, kdy CVT byla diagnostikovana vétSinou az post mortem.
S lepSimi moznostmi diagnostiky jsou rozpoznavany i méné rozsahla postizeni a
celkova progndéza CVT se radikdln¢ zménila. Dnes mé dobrou prognézu pies 80%
piipadii, 6% pacientii ma jen mirné obtize '*. Dozivotni zdvazné nasledky vykazuje
5% ptipadd. Smrt v dasledku CVT je udavéna podle rtznych autort v 3-15%
ptipadl; v ptipadé nejvétsi evropské studie ISCVT ve skupiné 624 pacientli byla
zjisténa imrtnost v 3,4% piipada 3. Jiné studie se ale kloni spise k vyssi letalité - nad
10% * %, Rizikovymi faktory Casné smrti je tromboza hlubokého Zilniho systému
mozku, porucha védomi, koma a krvaceni do mozkového parenchymu. Pfi¢inou
smrti je nejcastéji krvaceni do mozkového parenchymu s elevaci intrakranidlniho
tlaku a transtentorialni herniaci mozku. Na fatalni prognoéze se podili i jiné
komplikace — napt. status epilepticus nebo plicni embolie. V chronické fazi (nad 30
dnll od diagnodzy) jsou pfi¢inou smrti jind, obvykle maligni onemocnéni. Bolest
hlavy je nejéast&jsi dlouhodoby nasledek CVT (az v 44% pripadi) “°. Obdobné& Gasté
jsou 1 psychické zmény, nejcastéji charakteru depresi nebo uzkosti. Pozdni
epileptické zachvaty jsou popisovany u 10% pacientli v prvnim roce po ptihod¢ (viz
vyse).

Jako rizikové faktory dlouhodobych nésledki byly identifikovany: nadorova
onemocnéni, infekce CNS, tromboza hlubokého Zilniho systému CNS, intrakranidlni
krvéceni, porucha védomi nebo koma pfi piijeti, v€k nad 37 let a muzské pohlavi 199
Z téchto rizikovych faktorti vychazi i navrhovany skérovaci systém pro prognozu
CVT %, Systém ma dobrou prediktivni hodnotu pro pacienty s dobrou prognézou
(96%), spolehliveé odlisit pacienty se Spatnou progndzou ale nelze.

Klinicky vyznam rekanalizace trombozovanych sini neni dofeSen. Byla popsana
fada pfipadt bez rekanalizace, kde doSlo k uplné tupravé stavu. K rekanalizaci

dochazi zpravidla v prvnich tfech mésicich od diagnozy 202 parcialni nebo kompletni
40



rekanalizace dosahne 85% pacientd. Putaala et al., 2010 zjistili, ze vék nad 37 let a
chronicky zacatek CVT jsou rizikové faktory pro parcialni nebo zadnou rekanalizaci

203 Rezidualni bolest hlavy je ¢astéjsi u pacientt s horsi rekanalizaci 203,204,
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9 C(ile prace

Centralni ven6zni trombdzy jsou pro svou nizkou incidenci stdle malo zndmym
onemocnénim. Oproti tromb6zdm jinych lokalizaci je zde ftada rozdilnych
biologickych i1 fyzikalnich faktort, které ovliviiuji vznik trombu. Jejich Cetnost je

znama jen z nékolika malo vétSich praci, mensich sérii a jejich metaanalyz.

Primarni cile studie

- Oveftit Cetnost vyskytu a klinicky vyznam JAK2 mutace u mozkovych trombo6z
- Posoudit vyskyt a vyznam genetickych abnormalit a vrozenych a

ziskanych trombofilnich faktorti pro CVT

Sekundarni cile studie

- Zjistit nejCastjsi symptomatologii CVT (diagnosticky a prognosticky dopad)

- Ov¢étit vyznam klinickych ukazatelti (doba do pfijeti, vyvoj klinického stavu, typ
terapie, vysledny klinicky stav)

- Ov¢fit vyznam laboratornich ukazatelii (D-dimery, krevni obraz)

- Zhodnotit vyznam rekanalizace a pocet rekurenci CVT.
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10 Soubor

Ziskavani udaji bylo provedeno podle ptivodniho planu studie, tj. mensi Cast
retrospektivné — pacienti 1é¢eni pfed zahajenim studie (za obdobi od r. 2000 - 2007) a
t&zisté bylo polozeno na pacienty zafazované prospektivné béhem studie pfi jejich
lécbe:

a) Retrospektivné (v obdobi pied zahajenim studia) bylo zatazeno:
- zregistru Fakultni nemocnice Hradec Kralové — 18 pacienta s CVT
-z registru Pardubické krajské nemocnice, a.s. — 5 pacienti s CVT

b) Prospektivné — v pribéhu studie 1.7.2007 — 30.3.2012 bylo zatazeno 41 pacientl

Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

VSichni pacienti (i retrospektivné zatazeni z Pardubické nemocnice) byli osobné
vySetfeni po zahajeni studie autorem této prace. Byl také proveden odbér na JAK2
mutaci a doplnén chybéjici trombofilni screening (Leidenskd mutace, mutace
protrombinu, vySetfeni proteinu C, S, antitrombinu, vySetfeni na antifosfolipidovy
syndrom, koncentrace homocysteinu).

Kritériem pro zafazeni do zkoumaného souboru byla prokdzand tromboza splavi
CNS (a to podle klinickych pifiznakii a CT skenid nebo magnetické rezonance),
dostupnost anamnestickych dat a laboratornich vySetfeni. Celkem bylo ke konci
studie (bfezen r. 2012) zatazeno 64 pacientl s prokazanou CVT. Tti pacienti byli ze
studie vyfazeni - jeden pacient studii odmitl, u dvou pacienti nebylo k disposici
potfebné mnozstvi tdajii a nebylo mozné pacienty kontaktovat k doplnéni odbéri.

Zakladni data souboru - viz tabulka ¢.6, graf ¢.1.
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Graf & 1: Soubor pacienti dle véku
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Tabulka €. 6: Zakladni charakteristika souboru pacienti
Primérny Smérodatna Median Minimum Maximum Pocet

é odchylka (%)

Celkem 36,1 16,14 32 17 78 64

Muzi 40,6 20,3 32 17 73 15
(23)

Zeny 34,7 14,6 32 17 78 49
(77)

Kontrolnim souborem byla skupina darch Transfuzniho oddéleni Fakultni
nemocnice Hradec Kralové. Po podrobném a srozumitelném pouceni a vysvétleni
ucelu odbéru (pfedevSim odbéru na JAK2) byl sdarci podepsan Informovany
souhlas. V pribéhu biezna 2012 byla odebrana krev od 70 po sobé nasledujicich
darci a provedena vySetieni na JAK2 mutaci a vySetieni krevniho obrazu. Jedna se o
zcela zdravé jedince (bez hluboké zilni trombdzy v anamnéze). Zikladni data
souboru - viz tab. ¢.7, graf ¢.2. Naklady na vySetfeni mutace JAK2 u zdravych

kontrol byly hrazeny z vyzkumného zaméru II. interni kliniky FN v Hradci Kralové.
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Graf ¢&. 2: Soubor kontrol dle véku

Kontrolni soubor , rozdéleni podle
véku
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Tabulka €. 7: Zakladni charakteristika souboru kontrol
Primérny Smérodatna Median Minimum Maximum Pocet

vék odchylka (%)

40,9 10,3 42 19 61 70
Muzi 43 10 435 19 61 20
(29)

Zeny 40,1 10,4 42 20 56 50
(71)
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11 Metodika

Data od pacientli byla pfepsana do jednotné databaze a vyhodnocena v poslednim

pil roce vyzkumu.

Klinicka vySeteni byla zamétena na ziskani zejména téchto udajt:

- anamnestické udaje: osobni a rodinna anamnéza (zvlast¢ detaily o zilnich
trombo6zach), rizikové situace pro moznost vzniku trombdz (jako napi. operace,
imobilizace nebo obecné¢ vEtsi traumata, nadory aj.), uzivani hormonalnich
preparatt - at’ z divodu antikoncepce nebo substitu¢ni terapie v prechodu a jejich
Casova souvislost s trombdzou

- Z informacnich systémi nemocnice s piihlédnutim k tidajim od pacientii byla
uréena doba od pfiznaki k diagndze, pfiznaky trombdzy, prubéh hospitalizace,
typ a délka podané terapie a klinicky stav pfi dimisi

- béhem naslednych kontrol byl podrobné sledovan vyvoj klinického stavu,
rekanalizace trombozy pfi kontrolni magnetické rezonanci, parametry krevniho
obrazu a dal$i provedena laboratorni vySetieni

- byly sledovany a oddélené hodnoceny piipady rekurence trombozy v CNS i

mimo n¢j a provedeno potiebné doplnéni trombofilniho screeningu.

K findlnimu hodnoceni byla pouzita stupnice zvetejnéné skupinou autori
v Casopise Blood z roku 2006 viz tabulka ¢.8 205 py piijeti prospektivné sledovanych
nové diagnostikovanych pacientt s diagnézou CVT do FN Hradec Kralové byla
krom& zakladnich hematologickych a biochemickych ukazateli provedena tato
laboratorni vySetieni:

Leidenské4 mutace, protrombinovd mutace, mnozstvi proteinti C, S a antitrombinu,
protrombinovy cas, aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT), aPTT citlivé
na lupus antikoagulans, test sjedem Russelovy zmije (dRVVT), koncetrace
fibrinogenu, homocysteinu, D-dimery (metodika hematologické laboratofe FN
Hradec Kralové - viz piiloha). Parametry krevniho obrazu byly provedeny na
piistroji Sysmex XE-2100 dle doporuceni vyrobce a MPV byl méfen impedancni
metodou. Protilatky proti Beta2-glykoproteinul a antikardiolipinové protilatky byly
vysetfeny na Ustavu klinické imunologie a alergologie FNHK. Mutace JAK2 byla

odebrédna nasledné&, az béhem kontroly v hematologické ambulanci FNHK.
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Vzhledem k odlisnostem metodik v laboratofich ve FN Hradec Kralové a Krajské
nemocnice Pardubice nebyly laboratorni vysledky D-dimer, a parametri KO
v akutni fazi ziskané od pacientll z pardubické nemocnice zahrnuty do statistického

zpracovani.

Tabulka ¢. 8: Stupnice zavaznosti vysledného stavu mozkovych piihod (modified Rankin scale
systém

N
o
a

Bez priznaki
1 Bez vyraznéjsiho omezeni, schopen vykonavat vSechny obvyklé denni
potieby a aktivity
2 Lehka invalidita: neschopnost vykonavat v§echny diive obvyklé aktivity,
schopen vykonavat vSechny své potieby bez dopomoci
Mirna invalidita: vyzaduje pomoc, ale je schopen chlize bez dopomoci
Stiredné téZka invalidita: neschopnost chiize bez dopomoci, neschopnost
vykonavat télesné potieby bez dopomoci
Tézka invalidita: upoutan na lazko, inkontinentni, vyzaduje nepfetrzitou péci
Smrt

~ w

o Ol

11.1 VySetireni mutace JAK2

Vysetfovani mutace JAK2 V617F probihalo metodou Real-time PCR
Vv laboratorni ¢asti II. interni kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. DNA
byla izolovana z200 pul krve antikoagulované K3EDTA pomoci soupravy
NucleoSpin® Blood (Macherey-Nagel, Bethlehem, USA) dle manualu vyrobce.
Vzorek byl ihned po odbéru zamrazen na -20st. Celsia a skladovan do doby
vysetfeni. Byla pouzita PCR reakcni smés ve sloZeni (na 1 reakci): Voda pro PCR 6
ul, zasobni roztok primertt (10uM) 1 pl, zasobni roztok sond (6uM)1 pl, reakeni
smés ABsolute™ QPCR Mix (Thermo Scientific, Cambridge, Britanie) 10 pl.
(Slozeni primert a sond - viz tab.9). Smés je ptipravena na pocet reakci, ktery se
rovna dvojnasobku analyzovanych vzorkd (vSe analyzovano v ,dubletach®) + 8
reakci (pozitivni kontroly, kontrola bez templatu a jedna reakce jako objemova
zaloha). Reakéni smés je rozpipetovana po 18 ul do pfipravenych mikrozkumavek
Vv chladicim bloku pro ptipravu PCR. K reakénim smésem jsou piidany 2 pl
analyzované templatové DNA, popft. kontrol, které jsou tvoreny plasmidovou DNA
obsahujici pouze divokou alelu JAK2, smés divoké a mutované alely 98:2 (test
citlivosti metody) a smés 1:1 (pozitivni kontrola). Do jedné zkumavky neni ptidana

zadna DNA a slouzi jako kontrola, Ze reakéni smés nebyla kontaminovana nechténou

47



DNA. Analyza probiha v piistroji Rotor-Gene 6000 5-plex+HRM (Corbett Life
Science, Valencia, USA). V pfistroji probiha denaturace DNA, annealing primert a
amplifikace dle schématu v tab. ¢.10. Hranice pozitivity urcuje rozdil mezi
nemutovanou kontrolou a pozitivni kontrolou s 2% mutované alely.

Poznamka: Financni zajiSténi vySetfeni mutace JAK2 u kontrolniho souboru

bylo hrazeno z vyzkumného zaméru pracovisté (I1. interni klinika FNHK)

Tabulka €. 9: SloZeni primeri a sond k vySetfeni JAK2 V617F mutace
Primery Jak2-JM-F: agcagcaagtatgatgagc

Jak2-JM-R: gatgctctgagaaaggcat

Sondy Jak2-JM-WT: FAM-cacaG+aC+A+cA+tA+ctc-BHQ1
Jak2-JM-Mut: JOE-ctccA+C+agA+A+aC+atac-BHQ1

Tabulka €. 10: Reakéni podminky pro PCR
15min Aktivace

enzymu
50x 95 10s Denaturace DNA
65°C 30s Annealing Nacteni dat kanali pro zelenou a
primerd Zlutou barvu

72°C 255 Amplifikace

11.2 Statisticka analyza

Wysetteni JAK 2 mutace bylo provedeno v hematologické laboratofi Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. Pacient byl oznacen jako JAK2 pozitivni, presahla-li
kvantita mutace detekéni mez 2% (kvantita mutace dale hodnocena nebyla). Pocty
negativnich a pozitivnich pacientli a kontrol byly vloZeny do kontingen¢ni tabulky a
byla provedena analyza Fisherovym piesnym testem. Ke zjisténi statistické
vyznamnosti rozdild byl u hodnot stejné skupiny pouzit parovy t-test, u dvou
riznych skupin nepéarovy t-test, v piipad€ poruseni normality neparametricky Mann —
Whitney test. Pouzita hladina vyznamnosti: p = 0,05. Statistické zpracovani bylo
konzultovano pied zahajenim vyzkumu i pii hodnoceni vysledkt na Ustavu lékatské
biofyziky Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Testovani provedeno v programu
SigmaStat 3,5 pro Windows. Datové grafy byly zpracovany v programu Microsoft

Excel. Vyznamné vysledky jsou barevné oznaceny.
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12 Vysledky

12.1 JAK2

Na JAK2 mutaci bylo celkem vySetfeno 55 pacientt, z toho 12 muza (21%) a 43
(78%) zen. Pozitivni nalez byl u 5 z nich (1 muz + 4 Zeny). V kontrolnim souboru
bylo vySetifeno 70 pacienti, z toho 20 muzt (29%) a 50 Zen (71%). Pozitivni nebyl
ani jeden vzorek kontrolniho souboru. K vyhodnoceni byl pouzit Fishertiv piesny
test.

U jedné pacientky byla pfitomna esencialni trombocytémie jiz pted mozkovou
piihodou. Vzhledem ke klinickému vyznamu testovani mutace JAK2 u CVT byl test
pfepocitan s vyfazenim této pacientky. Ze zbyvajicich 4 pacienti 2 dosahli
diagnostickych kritérii MPD do doby ukonéeni studie (1x polycytemia vera, 1x
esencidlni trombocytémie), u dalsitho pacienta je podezieni na zacinajici

myeloproliferaci (suspektni prava polycytémie).

Tabulka €. 11: Srovnani JAK?2 Eozitivnich Eacientl"l a Kontrol, vSichni Vxéetf‘eni
JAK?2 Pozitivni+ Negativni-

Pacienti

Kontroly

p=0,015

Vysledek statistického hodnoceni:

Ve vyskytu mutace JAK?2 je mezi pacienty a kontrolami rozdil, p=0,015.

Tabulka €. 12: Srovnani JAK pozitivnich pacienti a kontrol, s vyiazenim jiz diagnostikovaného

mxeloproliferativm’ho onemocnéni
JAK?2 Pozitivni+ Negativni-

Pacienti

Kontroly
p=0,034
Vysledek statistického hodnoceni:

Ve vyskytu mutace JAK2 je mezi pacienty po vyrazeni jiz diagnostikovaného

myeloproliferativniho onemocnéni a kontrolami rozdil, p=0,034.

Na zakladé vvSe uvedenych Setieni (viz tabulka €. 11 a 12) lze uzavrit:

Byl zaznamenan rozdil ve vyskytu mutace JAK2 u pacienti s CVT a kontrol.
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12.2 Typ postizeného sinu

Udaje o postizeni jednotlivych splavii byly ziskany z vysledkii zobrazovacich
vySetfeni. V 10 pfipadech se jednalo o pocitaovou tomografii - angiografii
(CTAgQ) i magnetickou resonanci—angiografii (MRAg), ve 3 pftipadech pouze o
CTAg vysSetfeni a v 51 pfipadech pouze o MRAg. Ve vétsin¢ ptipadii bylo
postizeno vice splavli najednou (56 pacientil). Postizeni pouze horniho
Sipového splavu bylo v 7 pfipadech., jednou byl zachycena pouze trombdza
hlubokého Zilniho systému CNS.

Pokud jde o lateralizaci - 9x byl nalez symetricky oboustranny (tj. napi oba
pricné splavy), ve vSech ostatnich pfipadech (55 pacientd) Slo o kombinované
postizeni vice riznych splavii na obou stranach nebo postizeni horniho Sipového
splavu. V nalezech na magnetické rezonanci dominovalo postizeni levé strany
(vlevo: 34/64 vs vpravo: 13/64), p <0,003. Procentudlni zastoupeni postizenych

splavii zobrazuje graf €. 3.

Graf &. 3: Zastoupeni postiZenych splavi

H 3%

M Sinus sagitalis superior
W Sinus transversus

M Sinus sigmoideus

W V. jugularis interna

M Sinus rectus

B Hluboky Zilni systém
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12.3 Parametry krevniho obrazu

12.3.1 Stiredni objem desticky

Sttedni objem trombocytd (MPV) byl hodnocen celkem u 31 pacienti v akutni
fazi, u kterych bylo mozné zjistit i MPV za vice jak 1 mésic po ptihod¢ (v chronické
fazi). MPV byl srovnan 1 s MPV kontrolniho souboru (70 kontrol). Viz. tab. €. 13 a
14.

Tabulka €. 13: Porovnani MPV v akutni a chronické fazi CVT
Skupina Pocet Primér (fL) Smérodatna odchylka

MPYV v akutni fazi 31 10,21 1,23
MPYV v chronické fazi 31 10,16 1,24

Legenda: rozdil mezi MPV v akutni a chronické fazi nebyl zjistén, -_

Tabulka €. 14: Porovnani MPV u pacienti a kontrol
Skupina Pramér (fL) Smérodatna odchylka

MPV pacienti
MPV kontroly

Legenda: rozdil mezi MPV mezi pacienty a kontrolami byl vyznamny, p <0,001.

12.3.2 Leukocyty

Vysledek porovnani vstupniho poctu leukocytll u pacientli a kontrol je uveden

V tabulce ¢. 15.

Tabulka €. 15: Porovnani poétu leukocyti u pacienti a kontrol
Skupina Pocet Primér Smérodatna

(x10°/L) odchylka

Leukocyty - pacienti

Leukocyty - kontroly

Legenda: rozdil v po¢tu leukocytd mezi pacienty a mezi kontrolami je vyznamny, p

<0,001.
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Vzhledem k mozné zavislosti poctu leukocytl na fazi onemocnéni (akutni nebo
chronicka faze), byla zjistovana také zavislost poctu leukocytli na case od diagnozy.
Zavislost byla potvrzena, p = 0,011, regresni koeficient -0,8651 — pocet leukocytt

S ¢asem klesa.

12.3.3 Hemoglobin

Byla porovnana koncentrace hemoglobinu U pacienti a u kontrol. Nebyl zjistén

vyznamny rozdil, p = 0,93 (viz tab. 16).

Tabulka €. 16: Porovnani koncentrace hemoglobinu u pacientii a kontrol
Skupina Primér Smérodatna odchylka

(9/L)
Hemoglobin pacienti

Hemoglobin kontroly

Legenda: koncentrace hemoglobinu u pacientt a u kontrol se nelisi,
p=0,93.

Souhrn vysledku vySetieni parametru krevniho obrazu:

- Byl zji$tén vyznamny rozdil mezi MPV u pacientt s CVT a kontrolami,
- Déle byl zji$tén vyznamny rozdil v mnoZstvi leukocytl pii diagndéze CVT a

kontrolami.
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12.4 Rekanalizace

Rekanalizace byla hodnocena vysetfenim magnetickou rezonanci - angiografii u
pacientil za 3 mésice od piihody. Jako kompletni rekanalizace byl oznacen nélez
plného zprichodnéni sinil; jako parcialni rekanalizace byl hodnocen stav, kdy byla
zjisténa parcidlni trombdza jednoho sinu 1 pii zprachodnéni jinych, diive
trombozovanych sini. Ostatni bylo hodnoceno jako ,,Bez rekanalizace* — viz graf
¢.4, kde je zachycena i retromboza.

K dispozici byly udaje od 58 pacientii. Kompletni nebo parcialni rekanalizace

dosahlo 83% pacienti.

Graf ¢&. 4: Rekanaliazce

Rekanalizace
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Kompletni rekanalizace Parcidlni rekanalizace Bez rekanalizace Retrombdza

Dale byla porovnana piitomnost rekanalizace v souborech rozdé€lenych dle
vybranych parametri. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.17. Jako nulova hypotéza
byl postaven predpoklad, Zze jevy v obou skupindch jsou stejné Casté. V tabulce ¢. 17
je jako trombofilie zahrnuta pfitomnost alesponi jednoho z nasledujicich faktort:
Leidenska mutace, mutace protrombinu, hyperhomocysteinémie, antifosfolipidovy

syndrom nebo mutace JAK2.
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Tabulka 17: Porovnani rekanalizace v souborech rozdélenych dle vybranych parametra
(Nulova hypotéza: Jevy jsou v obou skupinach stejné ¢asté)

Vysledny stav (mRS) (0 vs 1 a vice) p=0,022
Krvaceni (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,207
Pohlavi p=0,560
HAK, (pouze Zeny) (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,018
Trombofilie (pfitomnost vs nepiitomnost) -
Trombolyza (pfitomnost vs nepfitomnost) p =0,976
D-dimery (pozitivita vs negativita) p=0,246
Cas do diagnozy (do 7 dnii vs 8 a vice) p=0,279
Vék (do 39 vs 40+) p=0,041

Souhrn vvsledku hodnoceni rekanalizace

Lepsi (kompletnéjsi) rekanalizace (viz graf. 4) dosahuji pacienti s niz§im mRS
skore, pacientky uzivajici HAK, mladsi pacienti a pravdépodobné i pacienti bez

trombofilie.
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12.5 Vstupni priznaky

Ke statistickému zpracovani tize vstupnich ptfiznakd jsme navrhli vlastni
skorovaci systém (viz tab. 18). Pacienti jsou rozdéleni do 6 skupin (stupnt) - viz graf
5. Mozkové krvéceni se pti diagnostickém zobrazeni mozku vyskytlo u 13 pacientd

(20%).

Tabulka ¢. 18: Pfiznaky - tabulka skérovaciho systému

Skére  Priznaky

Bez ptiznaki

Mirné (bolest hlavy, vertigo, zvraceni, nevolnost..)

Stredné tézké (epilepticky zachvat, poruchy vizu, afazie), max. 1 ptiznak)
Tézké (kombinace vice piiznakl ze skoére 2, porucha védomi /jind nez
epiparoxyzmus/ nebo zanikové ptiznaky)

Velmi tézké (kombinace 2 a vice piiznaku ze skore 3)

Zivot ohrozujici (ohrozeni vitalnich funkei, vzdy s poruchou védomi)

Graf &. 5: Vstupni stav

Vstupni priznaky dle skore (0-5)

Nasledn¢ jsme porovnali vstupni stav s ostatnimi sledovanymi parametry
(neparovym T-testem). Jako nulova hypotéza byl stanoven piedpoklad, ze

porovnavané jevy jsou stejné Casté.
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Poznamka: V prvnim fadku tabulky ¢. 19 je hodnoceni vysledného stavu /pacienti
zatazeni podle modifikované Rankinovy 3kaly *®, ktery byl porovnavan s tizi
vstupnich ptiznakli hodnocenych dle vlastniho skorovaciho systému. Vlastni stupnice
vyhovuje Iépe - Rankinova stupnice neumoznovala presné zatradit nékteré stavy nebo
symptomatologii — je zamétena predev§im na hodnoceni stupné invalidity. Zavislost
vystupniho stavu (dle Modified Rankin scale systém — viz vyse) je takto hodnocena

oproti vstupnim pfiznakiim vlastni skaly 0 — 5.

Tabulka €. 19: Porovnani tiZe vstupniho stavu v souborech rozdélenych dle vybranych
parametri

Vysledny stav (podle mRS) (0 vs 1 a vice) p=0,259
Krvaceni (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,213
Pohlavi p=0,776
HAK (pouze Zeny) (pfitomnost vs neptfitomnost) p=0,854
Trombofilie* (pfitomnost vs nepiitomnost) p=0,697
Trombolyza (pfitomnost vs nepiitomnost) p <0,001
D-dimery (pozitivita vs negativita) p=0,098
Cas do diagnézy (do 7 dnii vs 8+) p=0,003
Rekanalizace (kompletni vs jina) p=0,176

* jako trombofilie byl zahrnut stav, kdy byl pfitomen alespon jeden z nasledujicich
faktorti: Leidenskd mutace, mutace protrombinu, hyperhomocyteinémie,

antifosfolipidovy syndrom nebo mutace JAK2
Pro celkovy ptehled je uvedena na tabulce ¢. 20 a na grafu ¢. 6 Cetnost

jednotlivych registrovanych klinickych ptfiznak. NejcastéjSim piiznakem jsou

bolesti hlavy.
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Tabulka &. 20: Cetnost jednotlivych pFiznaki
Vyskyt (% z celkového poctu pacientii)

Bolest hlavy 43 (67%)
Nauzea, zvraceni, vertigo 23 (36%)
Porucha hybnosti,citlivosti 19 (29%)
Epilepticky zachvat 15 (23%)
Porucha védomi 13 (20%)
Porucha teci 9 (14%)
Porucha zraku 7 (11%)
Porucha paméti 3 (5%)

Graf &. 5: Cetnost p¥iznakia CVT

M Bolest hlavy

M Nauzea, zvraceni, vertigo
m Porucha hybnosti, citlivosti
M Epilepticky zachvat

® Porucha védomi

m Porucha fei

 Porucha zraku

m Porucha paméti

Souhrn hodnoceni vstupni symptomatologie

Vv v

Pacienti v t€z8im stavu byli ¢astéji indikovani k trombolyze, méli krat§i dobu
od prvnich ptiznaktu k diagnéze a také pozitivita D-dimert se blizila hranici

statistické vyznamnosti. (p = 0,098).
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12.6 Trombofilni faktory

Vysetieni trombofilnich faktori nebylo mozné provést u vSech pacientii. Data
jsou proto udavéna jako podil, kde v Citateli je pocet nalezenych pozitivit a ve
jmenovateli celkovy pocet vySetfenych. V pifipadé hormonélni antikoncepce,
hormonalni substitu¢ni terapie v pfechodu a t€hotenstvi je v tab. ¢. 21 uveden pomér
pouze ze skupiny zen. V 12 ptipadech byl zachycen soubéh 2 a vice trombofilnich
faktort. Deficit proteind C, S a antitrombinu zachycen nebyl. Pro srovnani jsou

uvedena i data ze studie CEVETIS 2%,

Tabulka €. 21: Trombofilni faktorx

Trombofilni faktor Pocet pozitivnich Data ze studie
/vySetfenych CEVETIS
Leidenska mutace 7163 (11%)
Mutace protrombinu 6/63 (10%)
Mutace JAK2 5/55 (9%0)
Antifosfolipidovy syndrom 2/62 (3%)
Hyperhomocysteinémie 3/55 (5%0)
Malignita 4/64 (6%)
Infekce 3/64 (5%)
Hormonalni antikoncepce 29/49 (59%)
Hormonalni substitu¢ni terapie 2/49 (4%)
Té&hotenstvi 3/49 (6%)
Idiopatické CVT 12/64 (19%)
Deficit proteinu C 0/64 (0%)
Deficit protein S 0/64 (0%)
Deficit antitrombinu 0/64 (0%)
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12.7 Cas do stanoveni diagnézy

Z anamnestickych dat byla zjisténa doba od prvnich pfiznaki CVT do provedeni
diagnostického zobrazovaciho vySetieni. Doba byla métfena ve dnech (minimélné 1
den). Nasledné byl tento parametr porovnan s jinymi. Pokud byla doba vétsi nez 30
dnt, je CVT ozna¢ena jako chronicka. Cas do diagndzy se podafilo zjistit u 57
pacienti, 12 (21%) znich méli trombozu diagnostikovanou jako chronickou.

Rozdé&leni pacienti - viz graf 7.

Graf ¢. 6: Cas do diagnézy

Cas do diagnézy (dny)

0-5 6-10 11--15 15--20 20--25

Tabulka & 22: Cas do diagnézy, zakladni parametry. Do hodnoceni nejsou zahrnuty chronické
trombozy

Pramér (dny) Median (dny) Smérodatna odchylka

45 6 5 5,91

Dale byla porovnana zavislost sledovanych faktorG na dobé do stanoveni
diagnozy. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.23. Jako nulova hypotéza byl postaven
predpoklad, Zze jevy v obou skupinach jsou stejné cCasté. V tabulce ¢. 23 je jako
trombofilie zahrnuta ptitomnost alespon jednoho z nasledujicich faktort: Leidenska
mutace, mutace protrombinu, hyperhomocysteinémie, antifosfolipidovy syndrom

nebo mutace JAK2.
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Tabulka €. 23: Porovnani ¢asu do diagnozy v souborech rozdélenych dle vybranych parametri

Vysledny stav (mRS) (0 vs 1 a vice) p=0,453
Krvaceni do parenchymu (pfitomnost vs nepiitomnost) p=0,173
Rekanalizace (kompletni vs jina) p=0,397
HAK (pouze Zeny, pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,151
Trombofilie (pfitomnost vs neptitomnost) p=0,571
Trombolyza (pfitomnost vs neptitomnost) p=0,111

Souhrn hodnoceni ¢asu do stanoveni diagnozy:

Uvedené testované parametry nebyly vyznamné zavislé na dobé od prvnich

ptiznakl do diagnozy
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12.8 Klinicky stav po trombodze

Vysledny klinicky stav byl hodnocen pfi ambulantnich kontrolach po ukonceni
hospitalizace (minimaln¢ 1x za alespoii 3 mésice po ukonceni hospitalizace).
Sledovani pacientti bylo ukonéeno a je hodnoceno naposled v bieznu 2012.

K vyhodnoceni efektu terapie byl pouzit systém ,,modified Rankin scale® (viz
tab. ¢. 7). U CVT byla vétSinou dobra progndza, v 58 ptipadech bylo skore 0-1. Jen
v 1 pfipad¢ pacient zemiel. Pfi¢inou smrti byl ale karcinom plic. Ve vétsiné piipada
(10/16) byla pietrvavajici obtizi bolest hlavy (hodnoceno jako skore 1). Skore 2 a

vice bylo pfifazeno 6 pacientiim (9%).

Graf ¢. 7: Vysledny stav nemocnych dle mRS skére
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Legenda: mRS skore = modified Rankin score 2°

Byla porovnana také zavislost vybranych sledovanych faktor na vysledném
klinickém stavu. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢.24. Jako nulova hypotéza byl
vytycen piedpoklad, Ze jevy v obou skupinach jsou stejné Casté. V tabulce ¢. 24 je
jako trombofilie opét zahrnuta ptitomnost alespon jednoho z trombofilnich faktord,

jako v piedchozi tabulce ¢. 23.
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Tabulka €. 24: Porovnani skupin parametri rozdélenych dle mRS skore (0 vs 1 a vice)

Krvéaceni do mozkového parenchymu p=0,325
(ptitomnost vs nepfitomnost)

Rekanalizace (pfitomnost vs neptfitomnost) p=0,022
Hormonalni antikoncepce (pouze zeny) - p=0,004
pfitomnost vs nepfitomnost

Trombofilie (pfitomnost vs nepiitomnost) p=0,920
Trombolyza (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,494
D-dimery (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,050
Cas do diagnozy (pfitomnost vs nepiitomnost) p=0,453
Vék p=0,350
Epilepsie (jako vstupni ptiznak) - pfitomnost p=0,081
vs nepiitomnost

Pohlavi p=0,260
Vstupni stav p=0,259
Pocet leukocytli p=0,897

Legenda: Vstupni stav hodnocen dle tab. ¢.18

Souhrn hodnoceni kone¢ného klinického stavu po prodélané tromboze:

Pacienti s kompletni rekanalizaci, uzivatelky hormonalni antikoncepce a pacienti
s negativnimi D-dimery dosahuji kompletniho uzdraveni castéji (mRS skore 0).
Zjistili jsme tendenci k horsi prognéze u pacientt, kteti méli epileptické zachvaty na
zacatku onemocnéni. Pti vétSim poctu Clenti souboru by pravdépodobné¢ mohla byt

statistickd vyznamnost zjisténa.
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12.9 Typ terapie

Z dokumentace jsme zaznamenali typ antikoagula¢ni/antiagrega¢ni terapie. Podle
typu terapie (viz tab. 25) byli pacienti rozdéleni do skupin. Nejéastéjsi formou
terapie (26 piipadi) byla aplikace nizkomolekularniho heparinu (LMWH)
S naslednou peroralni antikoagulacni terapii vice jak 3 mésice. Vysledky jsou
zobrazeny v grafu ¢.9. Pacient, ktery zemiel na karcinom plic, nebyl zahrnut do

vysledkl (nebyla u n&j zah4jena terapie).

Graf ¢&. 8: Typ terapie

Rozdéleni podle typu terapie

30

26

Tabulka €. 25: Typ terapie — legenda ke grafu ¢. 9

Sloupec ¢. Typ terapie

0 Bez terapie
1 Pouze Anopyrin

2 Pouze LMWH

K LMWH s naslednou OAT po dobu max. 3 mésice
4 LMWH s naslednou OAT 3 mésice — 5 let

5 LMWH s naslednou OAT dozivotné (5 a vice let)
6

Trombolyza

Legenda: OAT = perordlni antikoagulacni terapie; LMWH = nizkomolekularni

heparin.
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12.10 D-dimery

Hodnotu D-dimertu jsme zaznamenali pouze u piipadt, kdy od prvnich ptiznakt
do odbéru neuplynulo vice jak 30 dnii. V chronické fazi (nad 30 dnti) byly zméteny
pouze u 3 pacientd a byly v normélnim laboratornim rozmezi. Z vysledkt (hodnot D-

dimerti) byla spocitana senzitivita testu.

Tabulka ¢. 26: Vysledky vySetfeni D-dimeri
Vysetieno celkem Pozitivnich Negativnich

31 25 6

Senzitivita: 80,6%b.

Obdobné jako v pfedchozich subkapitolich byla porovnana také zavislost
vybranych sledovanych faktord na hladiné D-dimerd. Vysledky jsou shrnuty
Vv tabulce ¢.27. Jako nulova hypotéza byl vytyéen ptedpoklad, ze jevy v obou

skupinach jsou stejné Casté.

Tabulka €. 27: Porovnani D-dimeri v souborech rozdélenych dle vybranych parametri

Cas do diagnozy (do 7 dnti vs 8 a vice) p=0,029
Rekanalizace (kompletni vs jind) p=0,614
Trombolyza (pfitomnost vs nepiitomnost) p=0,248
Trombofilie (pfitomnost vs nepfitomnost) p=0,215
Parenchymat6zni mozkové krvaceni (pfitomnost vs p=0,223
nepiitomnost)

Vystupni stav (mRS), (0 vs 1 a vice) p=0,050

Souhrnné hodnoceni hladiny D-dimeru:

Hodnota D-dimert je niz$i u pacientd s del$im ¢asem do diagnozy (vice jak 7 dntt)

a u pacientt s lepSim vyslednym (vystupnim) stavem.
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13 Diskuze

Do souboru bylo celkem zafazeno 64 pacientil, u kterych byly zkompletovany
potfebné udaje a vyhodnoceny trombofilni faktory, anamnestickd data i data o
prubéhu onemocnéni. Z analyzy souboru vyplyva, ze vyskyt pacientli podle veéku
neni stejnomérny (viz graf ¢. 1). Zastoupeni nemocnych neni stejné také co do
pohlavi. Jednozna¢né dominuji Zeny (77%) a jejich vékovy pramér je nizsi (35 let)
nez u muza (41 let). Nejvice zen je ve veékovém rozmezi 20-40 let, zatimco muzi
v zadné vékové skupiné nedominuji (viz tab. ¢. 6). Takovéto rozdé€leni je vysledkem
pritomnosti nejcastéjSiho ziskaného rizikového faktoru — uzivani kombinované
hormonalni antikoncepce, kterou zeny zacinaji uzivat jiz pred 20. rokem Zzivota do

priblizné padesati let. Mimo tento interval je zastoupeni muzii a zen obdobné.

13.1 Lokalizace trombadzy

Pokud jde o lokalizaci trombozy, nejcastéji byl postizen pti¢ny, esovity a horni
Sipovy splav (77% postizenych). Obvykle se ale jednalo o trombozu piesahujici vice
splavu, jen v sedmnacti pripadech (27%) byl postizen pouze 1 splav. Tyto vysledky
jsou srovnatelné s jinymi publikovanymi % 3. Statisticky vyznamné &astji bylo
postizeni levostranné (p <0,003). Prace autord Surendrababu et al., 2006 zkoumajici
mozkovy zilni systém u 100 pacientii odhalila dominanci pravého pti¢ného splavu u
59% pacientil zatimco levy pii¢ny splav byl dominantni jen u 30% pacienti **'.
Naopak hypoplasticky levy sinus byl nalezen u 35% piipadt, zatimco pravy jen
V 13%. Autofi tento stranovy rozdil vysvétluji embryondlnim vyvojem. Obdobna
data publikovali i jini autofi *** **3. Zpomaleni krevniho toku v hypoplastickém

splavu je jednim z tridady prokoagulaénich momentd (porucha cévni stény, krevni

staza, trombofilie), které predisponuji tento sinus k Castéjsi trombodze.
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13.2 Rizikové faktory tromb6zy a mutace JAK2

Nase studie se zabyvala pfedevsim rizikovymi faktory mozkovych tromboz, se
zam&fenim na vyskyt mutace JAK2 a nepiimo i na vyskyt myeloproliferativniho
onemocnéni. Pravé mozkova tromboéza (nebo i bfisni tromboza) je Casto prvni
manifestaci latentniho Ph-negativniho myeloproliferativniho onemocnéni ™,

V nasem souboru bylo nalezeno celkem 9% JAK2 pozitivnich pacientl. Jedna
pacientka méla jiz v dob¢ diagnozy CVT diagnostikovanu esenciadlni trombocytémii.
Dalsi 2 pacientky splnily diagnosticka kritéria myeloproliferativniho onemocnéni
V nasledném obdobi (za 1 rok (prava polycytémie) a druhy za 9 let (esencialni
trmbocytémie) po CVT). U jednoho pacienta je splnéni kritérii myeloproliferativniho
onemocnéni v budoucnu pravdépodobné. Jde o pacienta, S koncentraci hemoglobinu
nad horni hranici normy (nedosahujici ale diagnostickych kritérii pravé polycytémie)
a nizkym erytropoetinem.

Nikdo z JAK2 negativnich pacienti neonemocnél myeloproliferativni chorobou
v dob¢ diagnostikovaného CVT ani v nasledném obdobi po celou dobu trvani této
studie. Takovy vyvoj u JAK?2 pozitivnich CVT a obdobna jiz publikovana data vedou
k zavéru, ze CVT jsou skuteéné Casto prvnim piiznakem latentnich myeloproliferaci
typu pravé polycytémie, esencidlni trombocytémie nebo primarni myelofibrozy 207,

Na rozdil od bfisnich trombdz, kde je spojeni mutace JAK2 a
myeloproliferativniho onemocnéni uznavanym a testovanym rizikovym faktorem, je
vyznam testovani JAK 2 mutace jako rizikového faktoru pro CVT doposud

diskutovanym tématem s mnoZstvim protichiidnych néazori 125, 207211

. Na viné je
relativné nizkd incidence CVT a zfejmé 1 niZsi prevalence mutace JAK2, neZ jak je
tomu u bfisnich trombdz. Na druhou stranu v porovnani s vyskytem mutace JAK2 u
hluboké Zilni trombdzy se jevi vyskyt mutace u CVT opravdu zvySen. Ptehled
doposud publikovanych studii viz tab.¢.28.

Zpraci, uvedenych v tabulce ¢€.28, je patrnd pomérné velkd nejednotnost
vysledkli, coZz mize byt dano nékterymi mensimi soubory, ale také laboratornim
zpracovanim starSich soubort.. (mutace JAK2 je znama od r. 2005, 1ze ptredpokladat,
ze star$i studie jest¢ nemusely mit dostate¢né citlivé a standardni testovani mutace
JAK2.). Pomémeé velka studie Passamonti et al., 2012 uvadi vysledky (vyskyt JAK2

. “r 207
mutace) srovnatelné s na§im pozorovanim 2.
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Tabulkaé. 28: Prehled publikovanych studii o vyskytu mutace JAK2 u CVT
Studie Pocet Pozitivita JAK2

pacientii Celkem Bez MPD

De Stefano et al., 2008~ 6 3
Colaizzo et al., 2007%*® 45 0 0
Bellucci et al., 2008 87 1 1
Koopman et al., 2009°%° 59 2 0
Passamonti et al., 20122% 152 10 4
Tato studie 55 5 4
Celkem 446 24 (5,3%) 12 (2,7%)

V ramci studie CEVETIS (kam jsme pfisp€li 45 pacienty, z nichZ byli 4 pozitivni
na JAK2 mutaci, viz nize) vySel pocet JAK2 pozitivnich pacientii 17 ze 131, tj. 13%
26 tedy opét vysledky obdobné nasemu pozorovéani (v nasem souboru 9%). Nage
studie prokazuje statisticky vyznamné zvySeny vyskyt mutace JAK2 u pacientil
S CVT v porovndni s kontrolnim souborem zdravych jedinct. Na rozdil od n€kterych
jinych praci (viz tab. 28) zlstava zvySeny vyskyt mutace JAK2 statisticky vyznamny
i po vyfazeni jiz diagnostikovanych myeloproliferativnich chorob.

Tato prace ma omezeni, mezi které patii fakt, Zze vzhledem k malému poctu
pacientll a nulovému vyskytu mutace JAK2 v nasem kontrolnim souboru muize byt
tento vysledek zkreslen ndhodnou chybou. Porovname-li ale vyskyt mutace u DVT
nebo ve zdravé populaci (0,5-0,9%) s naSimi daty (ale i s daty jiz publikovanymi),
vyskyt mutace JAK2 u CVT zvySen je 123, 126 Nulovy zachyt mutace JAK2 v
nasSem kontrolnim souboru odpovida nizké prevalenci mutace ve zdravé populaci. Je-
li prevalence mutace JAK2 u zdravé populace 0,2-0,9%, pak by musel mit soubor na
zachyceni 1 pozitivniho dérce ptiblizné 200-500 ¢lenti souboru.

Dulezitost testovani mutace JAK2 nesouvisi pouze s prevalenci mutace, ale také
s jeji rizikovosti stran rekurence CVT ¢i vyvoje jinych komplikaci a tedy vyznamu
jejiho testovani.

V souCasné dob¢ je Vramci vyhleddvani trombofilnich faktord bézné testovani
Leidenské mutace a mutace protrombinu v ramci vyhledavani trombofilnich faktort.
V nasi studii byla Leidensk4d mutace nalezena u 11 % pacientd, mutace protrombinu
u 10 % pacientli a mutace JAK2 u 9 % pacientd. Rozdil mezi vyskytem mutace

JAK2 a vyskytem Leidenské mutace nebo mutace protrombinu je statisticky
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nevyznamny (p=0,48 pro Leidenskou mutaci, p=0,59 pro mutaci protrombinu)
statistické vyznamnosti by rozdil nedosahl ani po vyfazeni 1 pacienta s jiz
diagnostikovanym myeloproliferativnim onemocnénim pied vznikem CVT). Pfesto
mutace JAK2, 1 kdyZ je obdobné Castd, nepatii mezi bézny trombofilni screening u
pacientii s CVT. Pfitom jeji vyznam pro pacienta je mnohem podstatnéjsi. Zatimco
pozitivita Leidenské mutace nebo mutace protrombinu v heterozygotni formé¢ vede
nanejvys k mirnému prodlouzeni nésledné antikoagulacni terapie (jak doporucuji
guidelines z r. 2010 **%), p¥itomnost mutace JAK2 znamena dlouhodobé sledovani,
Casto provedeni trepanobioptického vysetieni kostni dfen¢ a prolongaci peroralni
antikoagulacni terapie nebo alespon =zajiSténi antiagregacni terapii v pripadé
podezieni na mozny rozvoj myeloproliferativniho onemocnéni. Tedy mnohem
intenzivngj$i postup, nez u tradi¢nich trombofilnich mutaci. Cena vySetieni se pfitom
vyraznéji nelisi.

Tromboza (arteridlni i venozni) ptfedstavuje hlavni faktor morbidity pacientt
s myeloproliferativnim onemocnénim. Jeji prevence je proto zakladem spravné
terapie myeloproliferaci. Pacienti s CVT a diagnostikovanym myeloproliferativnim
onemocnénim se fadi automaticky do velmi rizikové skupiny co do rekurence
trombozy . U t&chto pacientii je nezbytna dlouhodoba terapie antiagregacni nebo
antikoagula¢ni obvykle v kombinaci s terapii myeloproliferace. Rekurence trombozy
u myeloproliferativnich nemoci dosahuje 7,6% roéné **2. Jak &asty a jak rychly je ale
pfechod JAK2 pozitivniho pacienta s prodélanou CVT do myeloproliferace
samoziejme nelze s nasich dat s jistotou fici. Tti z péti nasich pacientil splnili kritéria
pro myeloproliferativni chorobu, jeden pacient tato kritéria nejspiSe splni. Pfechod
JAK2 pozitivnich pacienti do myeloproliferace se nam proto jevi jako
pravdépodobny, 1 kdyz vzorek péti JAK2 pozitivnich pacienti s CVT je maly.
Pacienti s CVT a pozitivni mutaci JAK2 by méli byt sledovani a pti piechodu do
myeloproliferativniho onemocnéni by méli mit v€as nasazenu adekvatni terapii

(antiagregacni/antikoagualéni a event. cytoredukéni).

13.3 Faktory krevniho obrazu

Slozky krevniho obrazu vykazuji pfi CVT zmény uvedené ve vysledkové Casti.
Pokud jde o leukocyty, je jejich pocet vyznamné zvySen v akutni fazi CVT (u

pacientli oproti kontrolam), coz je ocekdvany a obvykly ndlez u fady akutnich
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chorob. Reaktivni leukocytoza obvykle doprovazi akutni stavy. Stejné tak logicka je i
negativni zavislost doby do diagnézy a poctu leukocytii. Hemoglobin byl u nasich
nemocnych v normalnim rozmezi, srovnatelny v souboru pacienti i kontrol.
Podrobnéji byl zkouman jako mozny parametr aktivace stiedni objem desticek
(MPV). Tomuto jednoduse zjistitelnému ukazateli je v posledni dobé vénovana
znana pozornost. Desticky maji dilezitou ulohu v komplikovaném procesu
koagulacni rovnovahy. Piesny patogeneticky sled déja, kterym zvySeny MPV
ovlivituje nebo aktivuje prokoagulacni proces, neni do detailli prozkouman, ale je
znamo nékolik pozoruhodnosti. Pii aktivaci desticek se méni jeji tvar, tvoii se
pseudopodia, dochazi k degranulaci a ke zvySeni jejiho objemu. Vétsi desticky jsou
metabolicky i1 enzymaticky aktivnéjsi, nezli malé — obsahuji vice protrombotického
materiadlu, maji vyssi hladinu troomboxanu A2 and B2 na jednotku objemu a také
vice exprimovany receptor pro glycoprotein IIb — I11A **7 2> 2% Obsahuji vice alfa-
granuli, které mohou uvoliovat “protrombin-like” substance, P-selectin a destickovy
rustovy factor 217, 218
Statisticky vyznamné zvySeny MPV byl zaznamenan u cévnich mozkovych

kﬁ 163, 164

prihod, diabetikii nebo u kardia . U pacientd s jiz diagnostikovanou zilni

trombozou je MPV v porovnani s kontrolami také statisticky vyznamng vyssi *'® 17°,
MPV jsme porovnali u pacientt v akutni fazi CVT s krevnim obrazem v chronické
fazi (minimaln¢ po 30 dnech) a s MPV kontrol. V nasem souboru se¢ MPV
Vv porovnani akutni a chronické faze sice pon€kud zmensil, ale ne statisticky
vyznamné. Pii porovnani MPV u pacienti a kontrol byl dokonce MPV u kontrol
VEtsi.

Moznosti, jak vysvétlit tento vysledek, je nékolik. Jiz publikované vysledky
naznacuji znacnou ovlivnitelnost tohoto parametru formou odb&ru a pouZitou
metodou *”°. Jde predeviim o odbér vzorku, coz miize podstatnd ovlivnit vysledky.
V nasi studii jsme (jako ve vétSin€ studii) pouzivali jako antikoagulans EDTA, kde
Jiz bylo prokazéano, ze v dusledku ,,swelling” (zduteni) desti¢ek, dochdzi k zvétSeni
MPV a to zavisle na ase “*°. Mgieni jsme provedli na pfistroji Sysmex 2100
impendan¢ni metodou. Méfeni impedancni metodou dava nizsi vysledky nez méfeni
optickou metodou. Pti porovnani hodnot MPV v naSem souboru by ale tento fakt
nem¢l hrat roli nebot’ pacienti i kontroly byli méfeni stejnou metodou.

Dalsim momentem, ktery nejspiSe ovlivituje vysledek, je samotny rozsah

trombdzy. V porovnani s velikosti Zilniho feciSt€ dolnich koncetin jsou mozkoveé
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trombozy spiSe mensiho rozsahu a tudiz ani zména MPV nemusi byt vyznamna.
Také byla nalezena nepiima zavislost mezi poctem desti¢ek (mnozstvim produkce) a
MPV 176 77 e tedy mozné, ze akutni stav s vys$i konsumpci desticek (a vyssi
produkci) bude spojen s mensim MPV.

Lze tedy shrnout, Ze neni zcela jisté, jestli trombo6za ma vliv na MPV (a naopak).
Bylo publikovano nékolik praci, které uvadéji pozitivni zmény MPV u né¢kolika
chorob — viz vyse, véetné praci, kde jde o aktivaci hemokoagula¢niho systému nebo
pii trombozéach 103 164 176. 178,179 "o istuif viak i prace, kde nebyly nalezeny pozitivni

177

vysledky a néktefi autofi pochybuji o vyznamu vysetteni MPV u CVT ~''. V nasi

praci nebyl zjistén vliv CVT na MPV.

13.4 Rekanalizace

Podle literatury neni vyznam rekanalizace u CVT zcela jasny. U hluboké Zzilni
trombozy byla nepfitomnost rekanalizace potvrzena jako rizikovy faktor rekurence
219, Spolu s D-dimery méfenymi mésic po ukonéeni peroralni hormonalni terapie
jsou tyto 2 parametry moznym voditkem k posouzeni intenzity dalSi terapie.
V piipadé CVT je situace odlisna. Rychlost rekanalizace se 1isi - u hluboké Zilni
trombdzy dochézi k postupné rekanalizaci postupné po del$i dob¢, zatimco u CVT
k rekanalizaci dochazi obvykle v prvnich 3 mésicich po ptihodé 202,219 A pj klinicky
dopad rekanalizace u CVT neni plné objasnén. Studie Putaala et al., 2010 uzavira, ze
nepfitomnost rekanalizaci neni spjata shor§i prognézou 2. Nizsi stupef
rekanalizace je spjat s vékem nad 37 let a s chronickym zacatkem obtizi.

V nasi studii dosahlo ¢aste¢né nebo kompletni rekanalizace 83% pacientll, coz

odpovida publikovanym udajim 202

. Podobné¢ jako ve studii Putaala et al., 2010 jsme
rozdé€lili pacienty do dvou skupin dle véku (zvoleno do 40 let a nad 40 let, 41 vs 17
pacienttl) 2°. Horsiho stupné& rekanalizace dosahli star§i pacienti (p=0,041).

Na rozdil od studie Putaala et al., 2010 jsme neprokézali souvislost doby do
stanoveni diagnézy a stupné rekanalizace 203 Studie t&chto autorti zvolila rozd&leni
do 3 skupin - akutni ptipady (0-2 dny), subakutni (2-30 dnti) a chronické (30 dnd a
déle) dle doby do diagnozy “®. Toto rozdéleni je dosti subjektivni. Casto zacatek

onemocnéni nelze pfesné urcit — napf. bolest hlavy mize zacit jako akutni, ale také

se pozvolné vyviji. Pacient pak udava zacatek onemocnéni az po dosaZeni urcitého
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stupné intenzity obtizi, i kdyZ onemocnéni jiz néjakou dobu probihalo. Rozdélili
jsme i nd$ soubor do vyse uvedenych skupin, ale vyznamnou zévislost rekanalizace
a doby do stanoveni diagn6zy jsme nepozorovali.

Zakladni otazkou je, ma-li rekanalizace vztah k vyslednému klinickému stavu po
tromboze. Rozd¢lili jsme pacienty dle mRS skore na skupinu s kompletnim
uzdravenim (skore 0) a ostatni pacienty (skore 1 a vice). Pacienti s niz§im mRS
skorem dosahli lepSiho stupné rekanalizace nez ostatni pacienti (p=0,022). Stejné tak
i pacienti s kompletni rekanalizaci maji niz$i skére mRS (p=0,006). Rekanalizace
tedy klinicky vyznam ma.

K interpretaci je ale nutné zminit i omezeni nejcastéji pouzivaného mRS systému.
VétsSina nemocnych dosahuje skore 0-1 a tak Sestistupiiové rozdéleni ziistava vlastné
nevyuzito. V této praci bylo do skupiny 0 nebo 1 zatazeno 58 pacientil a do dalSich
skupin jen 6 pacienti. Do skupiny 0 spadaji pacienti zcela bez obtizi a do stupné 1
pacienti s jakymkoli (Casto subjektivnim) reziduem. Nejcastéji jde o bolest hlavy,
kdy pfevazn€ u Zen nelze odlisit, jedna-li se o nasledek prodélané trombdzy nebo
stupném 1, ztoho v 10 piipadech na podkladé pravé pietrvavajici bolesti hlavy. 1
studie Putaala et al., 2010 nakonec uzavira, Ze nepfitomnost kompletni rekanalizace
je svazana predevsim s rezidudlni bolesti hlavy, k ¢emuz se klonime i my 203 Blizsi
rozliSeni na relativné malém vzorku pacientii bohuzel neni mozné.

Prokézali jsme také souvislost (lepsi prognozu) v piipadech uzivani hormonalni
antikoncepce a rekanalizace v souboru Zen. Pfi porovnani uzivatelek hormonalni
antikoncepce a pacientek bez této 1écby vySla kompletni rekanalizace Castéjsi
VvV souboru uzivatelek hormonalni antikoncepce (p=0,018). UZivani hormonalni
antikoncepce posuzovdno samo o sobé nejspiSe zplisobuje méné vyznamny
trombofilni defekt nez jiné trombofilni stavy (pfi¢iny CVT), a je proto spojeno
S menSim rozsahem trombdzy alepsi progndézou. Dokladem tohoto tvrzeni je i
CastéjSi negativita D-dimerti u pacientek s hormonalni antikoncepci jako jedinym

rizikovym momentem 156

. Mensi rozsah trombodzy je u pacientek s hormonalni
antikoncepci ziejmé spojen s niz§im mnozstvim D-dimerd. Dal$im faktorem
pozitivné ovliviiujicim progndzu pacientek uzivajicich hormonalni antikoncepci je
snadnd a rychlad odbouratelnost tohoto faktoru ihned po zacatku onemocnéni CVT.
Vliv ma i vék pacientek s HAK — uzivatelky HAK jsou v souboru Zzen mladsi. Vék

do 40 let byl také spojen s lepsi rekanalizaci.
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Je mozné (logické), ze i rekurence trombozy je pro uZzivatelky hormondlni
antikoncepce bez jinych rizikovych faktorti niz$i - ve studii CEVETIS uzivani
hormonalnich preparati jako rizikové pro rekurenci potvrzeno nebylo °%. Studie
autorti Agnelli et al., 2008 u pacienti s hlubokou zilni trombdzou potvrzuje vyssi
riziko rekurence trombozy v prvnim roce u pacientll s trvalym trombofilnim
faktorem (geneticky faktor, malignita...) oproti pfechodnému faktoru (napf.

imobilizace, hormonalni antikoncepce) (14% vs 3%) *%°.

13.5 Vstupni priznaky, trombofilie

Nejcastéjsim projevem CVT je perzistentni, obvykle gradujici bolest hlavy. Na

3,79, 181

tomto zavéru se shoduje nasSe studie s ostatnimi pracemi . I ostatni klinické

Pro ovéfeni vyznamu tize vstupnich ptiznaki jsme ptiznaky setadili dle naseho
skorovaciho systému a toto skore nasledné porovnali s jinymi parametry. Logickou
zavislost s tizi vstupnich ptiznakl vykazuje terapie trombolyzou (ktera je indikovéna
onemocnéni se do nemocnice dostavaji pozdéji, v lepSim celkovém stavu a az po
dosazeni urcité intenzity ptiznakd, které obvykle postupné nartistaji. Tize vstupniho
stavu nejevi souvislost s prognézou onemocnéni (mRS), mozkovym krvacenim,
pohlavim nebo pfitomnosti laboratornich trombofilnich faktorti. Dulezitym
srovnavanym parametrem je zde tize vstupniho stavu a stavu po prodélané trombdze
CNS (méteno pomoci mRS), kde nebyla prokézéana souvislost. Je tedy mozné, ze i ty
D-dimerti s tiZi stavu se V naSem souboru nepodafilo se statistickou vyznamnosti
prokazat. Pti rozdéleni pacienti do dvou skupin (s patologickou hladinou D-dimert a
druha skupina s normalni hladinou D-Dimerti), bylo Rankinovo skére (mRS) sice
vyssi ve skuping s pozitivitou D-dimert, ale statisticka vyznamnost nebyla dosazena
(p=0,098).

Z trombofilnich faktor je zcela nejCastéjSim rizikovym faktorem uZivani
perordlni kombinované hormondlni antikoncepce (59% ze skupiny Zen).
Kombinovana peroralni hormondlni antikoncepce, hormonalni terapie v pfechodu a

t€hotenstvi jsou pfi¢inou CVT v 69% pfipadli u Zen, nésleduji genetické faktory
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(Leidenskd mutace, mutace protrombinu a mutace JAK2. U 19% pfipadi se
nepodafilo zjistit zadny trombofilni faktor. To jsou vysledky srovnatelné s
vysledky publikovanymi v doposud nejvétsi studii ISCVT z roku 2004 3 i s daty ze
studie CEVETIS zr. 2012 %, Hlavni rozdil nasi studie a studie CEVETIS byl
zaznamenan ve vyskytu mutace protrombinu (10% v nasi studii vs 19,1% v
CEVETIS). Rozdil je nejspis§ dan mensi velikosti naseho souboru. I jini autofi
popsali rozdil ve vyskytu mutaci u hluboké zilni trombozy a CVT. Zatimco u
hluboké zilni trombozy je CastéjsSi Leidenskd mutace faktoru V nezli mutace
protrombinu (20% vs 10%), u CVT se jevi Gast&ji mutace protrombinu “*%*, P¥i¢ina
tohoto rozdilu je nejasna, nejspiSe zde hraji roli rozdily (kvantitativni a/nebo

kvalitativni) vendzniho fecist€ dolnich koncetin a CNS.

13.6 Cas do diagnézy, D-dimery

Normélni hladina D-dimera je velmi cennd, protoze obvykle umoziuje vyloucit
zvazovanou CVT. V piipadé hluboké Zilni trombo6zy dosahuje sensitivita D-dimerti
az 95% a dokonce pozitivné koreluje s rozsahem trombozy **. Vezmeme-li v uvahu,
7e i pii typickych priznacich CVT byva stanovena diagnéza jen v 10-20% > 7 byl
by jednoduchy a vysoce senzitivni test velmi piinosny. Dentali et al., 2012
V metaanalyze zjistili senzitivitu D-dimert u CVT v 89,1 % 190 Publikace citované
V této metaanalyze udavaly senzitivitu v rozmezi 60-100%, pfiCemZ nd$ nalez
odpovida zhruba priiméru tohoto rozmezi. V nasem souboru byla sensitivita pouze
80,6%, bez zapocitani chronickych CVT, kde vSak byl nalez vZdy negativni.
Metaanalyza dale uvadi rozdil v senzitivité, jestlize byl soubor rozdélen na
podskupiny, napt. na skupinu pacientii s chronickou CVT nebo pacienty s lehkymi
pfiznaky (pfedevSim izolovand bolest hlavy). Rozdil mezi nas§im pozorovanim a
uvedenou metaanalyzou miize tedy byt ve spektru pacientd, ale 1 v jinych detailech,
napft. v dobé€ do diagndzy.

Vyse uvedené prace tedy uvadéji vyssi sensitivitu D-dimertt pfi hluboké Zilni
tromboze nezli pii CVT. PFi¢in bude nejspide vice. Zilni fe¢iité CNS se od zil
dolnich koncetin vyznamné 1i8i. A to kvalitativné — stavbou stény vén, nepfitomnosti
chlopni, rozdilnym gravitatnim gradientem, nekomprimovatelnosti, ale také

kvantitativn€. Celkovy objem Zilniho fecist€¢ v CNS je mensi neZ je tomu u dolnich
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koncetin. Rozsah trombo6zy pii hluboké Zilni trombdze (jak jiz bylo zminéno)

pozitivng koreluje s mnozstvim D-dimera >

. Rozdilny je i Casovy faktor. Zatimco
na dolnich koncetindch se trombdza projevi zahy tvorbou kolateral asymetrického
otoku, u CNS muze Casto probihat skryté pouze pod obrazem bolesti hlavy. Pravé
izolovana bolest hlavy a chronicita CVT je Castéji spjata s vyS$im poctem faleSné
negativnich vysledki *®. Obdobny zavér podporuje i nase prace.

Pfi vySetfovani hladiny D-dimert zavisi na ¢ase od diagnosy, zvySend hladina
obvykle v ¢ase klesa *°. Proto jsme i tento parametr diisledné zjistovali. Casto je ale
obtizné urcit pfesny cas prvnich pfiznaki. Median doby do diagnézy v nasem
souboru byl 5 dntl, coz odpovida publikovanym datim — medidn 4 dny do pfijeti a 7
dnti do diagnézy %, Vnasem souboru se vsak nepodaiilo prokazat statisticky
vyznamnou zavislost mezi dobou od stanoveni diagnézy a hodnotami D-dimeri. U
nasich pacientl s chronickou CVT, tj. po 30 dnech od za¢atku choroby, byla métena
hladina D-dimeri ve tiech pfipadech a byla vzdy negativni. U dalSich chronickych
pacientil sledovana nebyla. Pokud jsme vSak soubor rozd¢lili dle doby do diagndzy
do 2 ¢asti (1-7 dni vs 8 a vice dni do stanoveni diagnosy), byla (statisticky
vyznamng) v souboru D-dimerdi meéfenych do konce prvého tydne od prvnich
ptiznakli hodnota vyssi (p=0,029). Protoze je tento zavér logicky, domnivame se, ze
pii vétSim souboru pacientll by tento trend byl vyznamnégj$i a mohla by vzniknout
podobna zavislost 1 u skupiny pacienti diagnostikovanych po 1. tydnu od zacatku
choroby. S piibyvajicim ¢asem od diagnosy tedy hodnota D-dimeru klesa. Logickym
pfedpokladem je 1 pozitivni korelace mezi mnozstvim D-dimer a rozsahem
trombozy CNS. Toto ale nase studie nehodnotila.

Zajimavym vysledkem této studie jsou nestejné hodnoty D-dimert ve skupinach
pacientll rozdélenych podle modifikované Rankinovy stupnice (mRS, %) na mRS
stupent 0 oproti mRS 1 a vice. Ve skupiné pacientt S nulovym mRS (vystupnim
stavem bez jakéhokoliv pfetrvavajiciho postizeni) byla vstupné hodnota D-dimert
niz8i na hranici statistické vyznamnosti (p=0,050). Na zaklad¢ tohoto vysledku
predpokladame, ze vétsi rozsah trombozy je spojen s vy$§im mnozstvim D-dimeri a

1 horsi prognozou.

74



13.7 Klinicky stav po trombodze

CVT maji obecné dobrou progndézu. V naSem souboru bylo 65% pacientd pfi
ukonceni studie zcela bez obtizi a jen 9% pacienti mélo mRS skére vEtsi nez 1.
Nejéastdjsi pretrvavajici obtizi byla bolest hlavy. V nejvétsi publikované studii
bylo bez obtizi 65% pacientii a 19% pacientii mélo t¢zké nésledky. Nase studie mé o
néco lepsi vysledky stran umrti a té¢zkych nasledka (1x umrti, 5x dozivotni néasledky
hodnoceny mRS 2 a vice). Tento rozdil ale neni prilis veliky.

Prace autorti Ferro et al., 2004 dale odhalila vstupni koma, mozkové krvéceni,
malignitu, muzské pohlavi, vék nad 37 let, CNS infekci a postizeni hlubokého
zilniho systému jako prognosticky nepiiznivé faktory 3. Tato publikace vSak
porovnava zminéné parametry s tézkymi nasledky a smrti, coZ v naSem souboru neni
mozné (pfili§ malo pacientl s tak tézkymi nasledky). VSechny uvedené faktory se
ovSem jevi logické a nase studie je nevyvraci.

Jako prediktor dobré prognézy (mRS skoére 0) jsme identifikovali piitomnost
rekanalizace, uzivani hormondlni antikoncepce a nizké D-dimery. Nemizeme
vyloucit ani pfitomnost epileptického zachvatu, jako faktoru zhorSujiciho prognozu
(byla zjisténa tendence k horsi prognéze pii vstupnim epileptickém zachvatu, ale
nedocilena statistickd vyznamnost). DalSim logickym faktorem (i kdyz v nasem
souboru nebyl prokdzan s pozadovanou statistickou vyznamnosti) se ndm obdobné
jevi vék (mladsi by mohli mit lepsi prognozu) a pohlavi (Zeny by mohly mit lepsi
prognézu).

Uvedené vysledky nasi prace 1 publikované studie urcuji faktory $patné prognozy.
Otazka vlivu vstupniho stavu je vSak V literatufe zatim stale oteviend. Pii porovnani
vstupniho stavu pacientli rozdélenych do dvou skupin dle vysledného klinického
stavu nebyl v nasi studii signifikantni rozdil zjistén. Je vSak mozné, Ze pii hodnoceni
vétsiho poctu pacientt tize vstupniho stavu bude spjata s horsi prognézou. Spravné
vedena terapie (a to ziejmé predevSim radikalni — trombolyza, intervencni terapie)
dokaze dosahnout rychlej$iho zprichodnéni trombozovanych splavi a tim zvratit

NP e g e ~ - 189
nepriznivy vyvoj onemocneni .
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13.8 Terapie

Terapie CVT je souhrn komplexnich terapeutickych postupd. Jedna se o kauzalni
snahu o zprichodnéni trombozované zily antikoagula¢ni terapii, trombolyzou nebo
intervenc¢nimi metodami. Dnes platna doporuceni vychazeji obvykle z predpokladu,
ze rychlé zprichodnéni ven6zniho systému trombolyzou zabrafiuje progresi dalSich
zmén a umoznuje reparaci jiz zasazené tkané. Indikovani jsou pacienti ve Spatném
celkovém stavu, u kterych dochazi k selhani zdkladnich Zivotnich funkci.
Trombolyza vede k rychlému zprichodnéni uzaviené vény, jak prokazaly studie

221, 22y t&chto

s rekombinantnim aktivatorem tkanového plazminogenu (rtPA)
studiich bylo pouzito 135mg a 46mg rtPA aplikovaného mikrokatetrem piimo do
mista trombozy. Kompletni rekanalizace doséhly 2/3 pacientli. Na mozné vedlejsi
ucinky trombolyzy upozorfiuji autofi Canhao et al., 2003 192 Ze souboru 169
pacientli (trombolyza pfevazné urokinidzou) zemielo 5 % pacientil a 7 % ztratilo
sobéstacnost. Nitrolebni krvaceni bylo potvrzeno u 17 % pfipadl, extrakranialni
krvaceni u 21 % pfipadi. Autofi Dentali et al., 2010 se souborem 156 pacientl
s CVT, lécenych trombolyzou, udavaji letalitu 9,2 % 2. Intrakranialni krvaceni bylo
potvrzeno u 7,6 % ptipadi (s letalitou ptes 50 %). Vyse uvedené vysledky svédci pro
uspéch trombolyzy u CVT co do zprichodnéni venodzniho systému. Podani
trombolyzy je vSak spojeno se zvySenym rizikem zdvazného mozkového krvéaceni.
Srovnani terapie trombolyzou a hepariny z publikovanych praci neni mozné, nebot

S 4

Po zvladnuti akutni fadze CVT antikoagula¢ni terapii hepariny nebo trombolyzou

18 1 zde se

je doporuceno pokracovat v 1écbé perordlnimi antikoagulancii
doporuceni odvijeji od zkuSenosti s tromboézami hlubokého zilniho systému.
V pruméru byla peroralni antikoagulacni terapie predepisovana na vice nez 7 mésicl
od ptihody 3 Cilem je dosdhnout plné rekanalizace ven6zniho systému, Gplné Upravy
klinického stavu a zabranit pfipadné rekurenci trombdzy. K rekanalizaci dochazi
nejcastéji v prvnich 3 mésicich od pifihody 202 Smyslem prolongované peroralni
antikoagulacni terapie (nad 3 mésice) je proto spiSe snizeni rizika rekurence, a to
predev§im u pacienti s prokdzanymi zavaznymi trombofilnimi faktory nebo
kombinaci vice rizikovych faktori. Riziko rekurence CVT je 2,2% a riziko hluboké

zilni trombdzy jiné lokalizace 4,3% % (viz nize). Autofi Einhaupl et al., 2010 189

proto
doporucuji tfimésicni antikoagulacni terapii u pacientli s pfechodnym rizikovym
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faktorem. U idiopatickych trombdz nebo trombdz s lehkym trombofilnim stavem
(jako napt. heterozygotni forma Leidenské nebo protrombinové mutace) by méla byt
antikoagulacni terapie prodlouzena na 6-12 mésici. U pacientii se zavaznou
trombofilii (coz jsou napi. homozygotni formy mutaci, deficity proteinu C, S,
antifosfolipidovy syndrom nebo kombinace vice faktor) je indikovana dlouhodoba
oralni antikoagulacni terapie. K dlouhodobé terapii jsou indikovani i pacienti s
rekurenci trombozy %, Cilové INR by se mé¢lo pohybovat mezi 2,0 - 3,0.

U naSich pacienti byla nejcastéji zahajovana terapie nizkomolekuldrnim
heparinem a nasledné¢ byl pacient pieveden na perordlni antikoagulacni terapii
v délce 1 rok. Takto bylo vnaSem souboru léceno 41% pacientd. Nasli jsme i
vyznamnou ¢ast pacientl (20%), kterym nebyla poskytnuta antikoagulacni terapie
viibec, nebo jen na kratkou dobu formou nizkomolekularnich heparinli. Vzhledem
k malému poctu pacienti v téchto skupinach nelze provést statistické srovnani
vystupt jednotlivych typt terapii, a tak fici, Ze by néktera skupina pacienti méla
vyznamné hors§i vysledny klinicky vysledek. Pacienti bez zahdjené terapie méli
obvykle chronickou formu CVT, ktera byla casto diagnostikovana spiSe jako
ndhodny ndlez pfi dlouhodobé¢ trvajicich obtizich. Na druhou stranu i pacienti v
obzvlasté zadvaznych stavech, ktefi byli 1é¢eni pomoci trombolyzy a Merci katetru,

doséhli plného uzdraveni (9% pacienti).

13.9 Rekurence

Otazka délky antikoagulaéni terapie neni fizena pouze pfitomnosti rizikovych
faktori samotné trombodzy ale také rizikem rekurence po vysazeni antikoagulacni
terapie. Riziku rekurence CVT nebo jiné venodzni trombembolie se nelze zcela
vyhnout, ale optimalizaci délky terapie s prihlédnutim k riziku rekurence trombozy
1ze nekterym piithodam predejit. V pfipad¢€ venozni trombembolie béznych lokalizaci
existuje 1 % riziko rekurence trombdzy jiZ pii terapii warfarinem 220 Ppo vysazeni
antikoagula¢ni terapie je dulezitym rizikovym faktorem rekurence puvodni pficina
trombozy. V piipadé piechodného faktoru (jako naptiklad imobilizace) je riziko
rekurence trombozy nizké (kolem 3% v prvnim roce). Naopak v pfipadé malignity
nebo genetické trombofilie je riziko rekurence az 14% v prvnim roce 220 Rizikovéjsi

je také muzské pohlavi a proximalni trombdza 224 7 t&chto rozdila je patrné, Ze
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nemuZze existovat univerzalni doporuceni pro vSechny skupiny pacientii. Pomtickou
pfi vysazovani antikoagulacni terapie miize byt méfeni D-dimerd. Autofi Palareti et
al., 2002 zjistili vysokou negativni prediktivni hodnotu D-dimert pro rekurenci VTE
meéfenou 1 mésic po vysazeni peroralni antikoagulacni terapie 225 Nasledna studie
autori Palareti et al., 2006 zr. 2006 tyto zavéry potvrzuje a pro pacienty se
zvysenymi D-dimery doporuuje prolongovat antikoagulaéni terapii ?°. Obdobnym
rizikovym faktorem rekurence vendzni tgromboembolie je i1 rezidualni tromboza.
Pocet rekanalizaci (v pfipad¢ hluboké Zilni trombodzy) se v ¢ase zvysuje (38,8% v 6
mésicich vs 73,8% v 36 mésicich) % %%,

V piipadé rekurence CVT neni v literatuie k dispozici takové mnozstvi udajt.

Rekurence CVT se jevi relativné vzacna — 2,2 % 3,199

a to vétSinou v prvnim roce po
vysazeni antikoagulaéni terapie. Ferro et al., 2004 udavaji riziko rekurence CVT
véetné vendzni tromboembolie jinych lokalizaci 6,5% °. Toto riziko je ale vy3s§i u
pacientl se zjiSténou trombofilii. ProtoZe rekurence trombdzy u pacientd s CVT je
Cast€j$i mimo CNS, jsou i1 doporuceni stran prevence rekurence shodna s prevenci
rekurence vendzni trombembolie béznych lokalizaci. Kontrola D-dimerii a
rekanalizace splavil jsou moznym voditkem pro indikaci délky antikoagulacni terapie
225 \/ nagem souboru byla rekurence tromboézy zachycena jen 3x, z toho 2x mimo
CNS (1x hluboka zilni trombdza na dolni koncetiné s plicni embolii u pacienta bez
jinych rizikovych faktort CVT a 1x trombdza v. lienalis u heterozygota pro
Leidenskou mutaci).

Z nasSich pfipadil, kterych je omezeny pocet, neni mozna definitivni analyza
cetnosti rekurenci tromb6z CNS. Rozhodli jsme se proto zapojit do nadnarodniho
projektu vyzkumu CVT — CEVETIS 227 Studie u 706 pacienti zachytila b&hem
sledovaciho obdobi 3171 ,patient-years* 75 rekurenci tromboz (30 CVT a 45
tromboz jinych lokalizaci). Jako rizikové stran rekurence byla identifikovdna osobni
pozitivni osobni anamnéza trombozy, malignita a trauma hlavy. Pozoruhodné je, Ze
délka peroralni antikoagulacni terapie nad 1 rok nebyla spojena se sniZenim
rekurence trombodzy. Rizikové faktory rekurence shrnuje tab.29. Poznamka: Jako

zavazné trombofilni faktory uvadi tabulka 29: deficit antitrombinu, deficit proteint

C,S, antifosfolipidovy syndrom nebo kombinace 2 a vice faktord.
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Tabulka ¢. 29: Zakladni charakteristiky moZnych rizikovych faktori pro rekurenci VTE

V jednorozmérné analyze (upraveno dle: 22
HR 95% Cl D

Vek pii diagnoze 0.996 0.981-1.011 0.578
Pohlavi 1.365 0.829-2.246 0.221
Osobni anamnéza VTE 2.733 1.528-4.887 0.001
Rodinnd anamnéza VTE 1.139 0.626-2.002 0.669
Idiopaticka CVT 1.015 0.610-1.691 0.926
Trombofilni faktory 1.111 0.707 -1.746 0.648
Zavazné trombofilni faktory 1.158 0.611-2.195 0.654
HAK/HRT 0.715 0.448-1.142 0.161
Malignita 2.565 0.906-3.945 0.012
Neurochirurgicky zékrok pied 1.713 0.237-12.400 0.594
rokem a dfive

Trauma hlavy pted rokem a 4.197 1.926-9.146 <0.001
diive

Mistni nebo systémova infekce 0.670 0.213-1.601 0.436
Myeloproliferativni choroba 2.026 0.281-14.603 0.483
Té&hotenstvi a doba 6 tydnti po 1.045 0.480-2.276 0.911
porodu

Antikoagulacni terapie nad 1 rok 1.129 0.654-1.949 0.664

Legenda: HR = Pomér rizik; CI = interval spolehlivosti; p = standardni odchylka;
VTE = zilni tromboembolie; HAK = hormonalnni antikoncepce; HRT = hormonalni
lécba v piechodu; OAT = peroralni antikoagulacni terapie

Rekurence u téhotenskych CVT je mald — Krekurenci nedoslo u 39 Zen

228

sledovanych po dobu 10 let . Rizikové faktory i klinickd prezentace CVT jsou u

229 Autofi v doporuceni zr. 2010

téhotnych obdobné jako u jinych pacientt
doporucuji dalsi t€hotenstvi az po roce od vysazeni peroralni antikoagula¢ni terapie
1% U pacientek s prechodnym rizikovym faktorem (napf. imobilizace, hormonalni
antikoncepce) staci profylaxe LMWH v dobé poporodni na 4-6 tydnd. U pacientek se
zavaznou trombofilii je pak vhodna prevence LMWH po celé tehotenstvi i
v puerperiu. Ctyfi pacientky ze souboru byly v nasledném obdobi téhotné.
Téhotenstvi probihala bez vétSich komplikaci, 2 pacientky byly zajiStény
profylaktickou ddvkou LMWH 198
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14 Zavéry

Cile studie byly splnény. Byl vyhledan, prostudovan a dlouhodobé sledovan
soubor nemocnych s nizkou incidenci a stile malo znAmym onemocnénim (CVT) 0

poctu 64 pacientd.

Primarni cile studie - vyvsledky

1. Pritomnost mutace JAK2 je v naSem souboru 64 pacientii s trombozou zil CNS
oproti kontrolnimu souboru zdravych jedinci zvySena bez ohledu na pfitomnost
myeloproliferativniho onemocnéni v dob¢ diagnozy.

2. Klinicky vyznam mutace JAK2: U vétSiny pacienti (v dob& ukonceni studie 3/5)
byla mutace JAK2 spojena s myeloproliferativnim onemocnénim, které bylo
pfitomno jiz pii diagndze nebo bylo diagnostikovano ve sledovaném obdobi.

3. Vyznam vrozenych a ziskanych trombofilnich faktoru:

- Geneticky podminéné trombofilie se na etiologii CVT podilely z 25%.
Nejcastéjsim ziskanym trombofilnim faktorem je uzivani antikoncepcnich
hormonalnich ptipravkl (59% z pozitivnich vySetienych). Pomérné vysoky byl i
pocet tzv. idiopatickych CVT — bez zjisténého trombofilniho faktoru (19%)

- Navic oproti Studijnimu planu jsme se pfipojili k velké mezinarodni studii
CEVETIS % a nase vysledky ve vyskytu trombofilnich mutaci (i kdyz na
mens$im poctu nemocnych) odpovidaji vysledkiim studie CEVETIS. Jediny vétsi

rozdil je ve vyskytu mutace protrombinu (10% v na$i studii vs 19,1% v
CEVETIS)

Sekundarni cile studie - vysledky

1. NejcastéjSim ptiznakem CVT byla bolest hlavy (67% ptipadii), V ohroZeni Zivota
bylo pii diagndze 8% pacientil. Pacienti v té€z§im stavu byli ¢asnéji
diagnostikovani (krat$i doba do diagnozy), byli ¢astéji 1é€eni trombolyzou a meli

1 vy$8i D-dimery vstupné (i kdyz staticky na hranici vyznamnosti).
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Prokazali jsme souvislost rekanalizace, hormonalni antikoncepce a D-dimert s
dobrym konec¢enym klinickym stavem po prodélané CVT. Prace dale popisuje
vztahy mezi jednotlivymi moznymi sledovanymi parametry, které maji vztah

Kk prognoze pacienta, rekanalizaci a etiologii trombozy.

Senzitivita D-dimert byla spocitana na 80,6%. Hodnota D-dimerd je nejvyssi pfi
véasné diagndze a s ¢asem klesa. Hodnota D-dimerti ma vztah i k prognoéze
onemocnénti.

Rekanalizace dosdhlo v nasem souboru 83% pacientl. Pfitomnost rekanalizace
byla Casté€jsi u pacientl s lepsim klinickym stavem po trombodze, u mladsich
pacientl a u uzivatelek hormonalni antikoncepce. Naopak trombofilni stav
(genetické mutace, hyperhomocysteinémie, antifosfolipidovy syndrom) byl
Castéji spojen s horSim stupném rekanalizace.

V ramci hledani rizikovych faktort rekurence CVT jsme se zapojili do
nadnérodni studie CEVETIS (kam jsme ptispéli 45 pacienty). Jako rizikové byly

identifikovany tyto faktory: trauma, malignita, osobni anamnéza VTE.
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16 Seznam priloh:

1/ Metodika laboratornich vysetfeni
2/ Souhlas zastupce Pardubické krajské nemocnice s pouzitim dat z databaze nemocnice
Vv této studii.
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16.1 Metodika laboratornich vySetreni

16.1.1 Protrombinovy cas

Princip
K citratové plazmé se pfida tkafovy tromboplastin obsahujici vapenaté ionty (Ca2+). Sleduje se
koagulacni ¢as do vytvoreni prvnich fibrinovych viaken.

Reagencie
Set: DG-PT, vyrobce a distributor firma Grifols, katalogové Cislo 213869

Baleni: 6 x 10 ml (krali¢i tromboplastin s kalciem)

Pracovni postup
Provedeme identifikaci vzorkl, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlioZime do pfistroje. Metodicky se
postupuje dle navodu pfistroje

Nastaveni automatického koagulometru

Plazma 50 ul
Inkubace (37 °C) 240 s
Tromboplastin s kalciem 100 pl

Ihned po pfidani tromboplastinu s kalciem méfime koagulacni €as.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledku
Odecitaji se koagula¢ni ¢asy normalni kontrolni plazmy a pacienta z koagulometru.
Vypocet INR a R (vyPoéte se automaticky v koagulometru, pfipadné v LIS):
INR = (tp/tk) tp - Gas pacienta
tk - ¢as normalni kontrolni plazmy
ISI - index citlivosti tromboplastinu

Pomér R = (tp/tk)

Zpusob vydavani vysledki:

Casy kontroly a pacienta v sekundach, hodnota poméru R, hodnota INR (hodnoty poméru R a INR
zaokrouhlit na dvé desetinna mista). U Ié€enych kumarinovymi derivaty by se méla vydavat hodnota
INR, u nelé€enych hodnota R.

Referenc¢ni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: pomér R = 0,80 — 1,20
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16.1.2 Aktivovany parcialni trombinovy Cas

Princip

V pritomnosti purifikovanych fosfolipid( destickového typu (kefalin), vapenatych iont a povrchového
aktivatoru na bazi kfemicitant dochazi v plazmé chudé na desti¢ky k aktivaci mediatord vnitfni cesty
pfemeény protrombinu na trombin. Vznikly trombin aktivuje nasledné pfeménu fibrinogenu na fibrin.

Reagencie

Set: PTT- Automate 10, vyrobce firma Diagnostica Stago, distributor firma A. L. Instruments, katalog.
Cislo distributora: 00482

Baleni: 12 x 10 ml reagencie PTT-Automate (lyofilizovana smés fosfolipidii z mozkové tkané

V pufrované suspenzi kiemicitanového aktivatoru s piridanymi stabilizatory)

Pracovni postup
Provedeme identifikaci vzorkl, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlioZime do pfistroje. Metodicky se
postupuje dle navodu pfistroje

Nastaveni automatického koagulometru

Plazma 50 ul
Reagencie PTT-Automate 50 pl
Inkubace (37 °C) 240 s
0,025 mol/l CaCl, 50 pl

Ihned po pfidani kalcia zagit méfit koagulacni ¢as

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk
Odecitaji se koagulani ¢asy normalni kontrolni plazmy a pacienta z koagulometru.
Vypocet poméru R (vypocte se automaticky v automatickém koagulometru, pfipadné v LIS) :

Cas pacienta

Raprr = -
Cas normalni kontrolni plazmy

Zpusob vydavani vysledku:
Casy pacienta a kontroly v sekundach a jejich pomér R (hodnotu poméru APTT zaokrouhlit na dvé
desetinna mista).

Referenc¢ni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: pomér R = 0,90 — 1,10
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16.1.3 Fibrinogen

Princip

Zfedéna vySetiovana plazma je inkubovana s nadbytkem trombinu. Nafedénim se potlaci vliv
inhibitortl koagulace. V takto uzpisobeném systému je pak koagulaéni ¢as zavisly na mnozstvi
fibrinogenu.

Reagencie

Set: DG-FIB L Human, vyrobce a distributor firma Grifols, katalogové €islo 218049

Baleni: 3 x 5 ml reagencie obsahuijici lidsky trombin (50 IU/ml) v pufrovaném roztoku s obsahem
chloridu vapenatého, stabilizatort a konzervacénich latek

Pracovni postup

Provést identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vloZzit do pfistroje (pouZziva se

nefedé&na plazma, fedéni Owren-Kollerovym pufrem je automaticky provedeno v pfistroji). Metodicky

se postupuje podle navodu k obsluze pfistroje (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT
001 Navod na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru

Plazma 100 pl
Naredénd pufrem 1/10
Inkubace (37 °C) 240 s
DG-FIB 50 ul

Méfit koagulacni €as do vytvoreni fibrinového vilakna.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledku

K naméfenému koagulacnimu ¢asu analyzator z kalibraéni kfivky odecte pfislusnou koncentraci
fibrinogenu v plazmé. Vysledné hodnoty jsou ovéfeny, individualné posouzeny a expedovany

Z laboratofre.

Zpusob vydavani vysledku:
V g/l (vysledek se zaokrouhli na jedno desetinné misto).

Referenéni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: 2,0 — 4,0 g/l
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16.1.4 Antitrombin

Princip

Testovana plazma je v pfitomnosti heparinu inkubovana pfi 37 °C s pfebytem aktivovaného faktoru X.
AT pfitomny ve vySetfované plazmé vytvofi s heparinem a faktorem Xa trimerni komplex. Zbytkovy
FXa v dal§im kroku reaguje se substratem a uvolfiuje z néj zluté zbarveny chromofor (p-nitroanilin).
Intenzita zabarveni je nepfimo iUmérna koncentraci AT v plazmeé a je detekovana spektrofotometricky
pfi 405 nm.

Reakéni schéma:

AT + heparin — /AT * Heparin/

/AT * Heparin/ + FXa (pfebytek) — /AT * Heparin * FXa/ + FXa (rezidualni)
Substrat—pNA + FXa (rezidualni) — pNA (zZluté zabarveni) + produkt

Reagencie
Set: BIOPHEN AT (LRT) - CE, vyrobce firma Hyphen BioMed, distributor firma Diagnostica, a. s.,

katalové €islo distributora: 221111

Baleni:
e 4 x 5 ml reagencie aktivovaného faktoru X
e 4 x 3 ml chromogenniho substratu SXa - 11

Pracovni postup

Provést identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlozit do pfistroje (pouziva se
nefedéna plazma, fedéni Owren-Kollerovym pufrem je automaticky provedeno v pfistroji). Metodicky
se postupuje podle navodu k obsluze pfistroje (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT
001 Navod na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru:

Plazma (fedéna pufrem 1/10): 25 pl

FXa: 200 pl

Inkubace (pfi 37 °C): 90 s

Chromogenni substrat: 75 pl

Monitorovat zménu absorbance po dobu 60 s.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledkt

K namérené hodnoté zmény absorbance analyzator z kalibraéni kfivky odecéte pfisluSnou funkéni
aktivitu AT. K hodnoceni se pouzivaji procenta funkéni aktivity inhibitoru v plazmé. Vysledné hodnoty
jsou ovéfeny, individualné posouzeny, zaevidovany a expedovany z laboratore.

Zpusob vydavani vysledku:
V procentech (hodnota AT se zaokrouhli na celé Cisla).

Referenc¢ni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: 80 — 120 %
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16.1.5 D-dimery

Princip

Paprsek monochromatického svétla se stietne se suspenzi mikrolatexovych €astic pokrytych
specifickou protilatkou. Jestlize je vinova délka svétla vétsi nez primér latexovych ¢astic (neni
pfitomen antigen D-dimeru), dochazi pouze ke slabé absorbci. V pfitomnosti antigenu dochazi

k aglutinaci a vzniku agregatt vétSich nez vinova délka prochazejiciho svétla. Tim dochazi i k vyssi
absorbci svétla, ktera je umérna koncetraci antigenu ve vzorku.

Reagencie
Set: STA-LIATEST® D-DI, vyrobce firma Diagnostica Stago, distributor firma A. L. Instruments,

katalogové Cislo distributora 00515

Baleni: 6 x 5 ml reagencie 1 (TRIS pufr)
6 x 6 ml reagencie 2 (suspenze mikrolatexovych ¢astic potazenych dvéma rdznymi mysimi
monoklonalnimi protilatkami proti lidskym D-dimerdm).

Pracovni postup
Provést identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlozit do pfistroje (pouziva se

nefedé&na plazma, fedéni Owren-Kollerovym pufrem je automaticky provedeno v pfistroji). Metodicky
se postupuje podle navodu k obsluze pfistroje (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT
001 Navod na obsluhu STA-R).

Pfenosem z LISu nebo manudlné zvolime v analyzatoru metodu D-DI H, v pfipadé, Zze naméiena
hodnota D-dimerud je mensi nez 1,5 mg/l, je nutné vzorek preméfit citlivéjsi metodou - zkratka D-DI.

Plazma 50 pl 50 pl
Nastaveni koagulometru Nastaveni koagulometru — vys$$i fedéni
(metoda D-DI) (zavisla metoda D-DI H)
Redéni plazmy 1/1 (nefedéna) 1/5
TRIS pufr 100 pl 100 pl
Inkubace (37 °C) 240 s 240 s
Latexova suspenze 150 pl 150 ul

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledkt

Monitoruje se zména absorbance pfi 540 nm pfi 37 °C a stanovi se kvantitativni zastoupeni D—dimeru
v plazmé odectenim z kalibraéni kfivky.

Hodnoty vydané analyzatorem jsou ovéfeny, individualné posouzeny a expedovany z laboratore.

Zpusob vydavani vysledka:

V mg/l FEU (vysledna hodnota se zaokrouhli na dvé desetinna mista).

Koncentrace D-dimerU je udavana jako mg/l fibrinogenového ekvivalentu (FEU) a je vztazena
k mnozstvi fibrinogenu pouzivaného k pfipravé standardu D-dimer0.

Referencéni a varovna rozmezi
Fyziologické meze: 0,0 — 0,5 mg/l FEU
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16.1.6 Protein C

Princip

K Fedéné vySetfované plazmeé je pfidan specificky aktivator proteinu C (extrakt z jedu hada
Agkistrodon C. contortrix). Po inkubaci je ke smési pfidan specificky chromogenni substrat. Aktivovany
protein C $tépi substrat za vzniku zZluté zbarveného chromoforu. Intenzita zabarveni je pfimo umérna
aktivité proteinu C v plazmé.

aktivator proteinu C

protein C » aktivovany protein C
aktivovany protein C
SaPC-21 » peptid + pNA
Reagencie

Set: BIOPHEN Protein C 5, vyrobce firma Hyphen BioMed, distributor firma Diagnostica, a. s.,
katalogové Cislo distributora: 221205
Baleni:

o 4 x5 ml aktivatoru proteinu C

o 4 x5 ml specifického chromogenniho substratu

Pracovni postup

Provedeme identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlozime do analyzatoru. Metodicky
se postupuje dle navodu k obsluze (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT 001 Navod
na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru:

Nastaveni koagulometru
Plazma 30 4l
Aktivator PC 125 pl
Inkubace pfi 37 °C 300 s
Specificky substrat 125 yl
Méfit zménu absorbance po dobu 60 s.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledku
K naméfené hodnoté zmény absorbance analyzator z kalibraéni kfivky odecte pfisluSnou aktivitu
proteinu C. K hodnoceni se pouZivaji procenta normalniho zastoupeni inhibitoru v plazmé.

Zpusob vydavani vysledkt: procenta funkéni aktivity proteinu C (aktivita PC se zaokrouhli na cela
Cisla).

Referencni a varovna rozmezi

Fyziologické meze: 70 — 130 % (0,70 — 1,30)
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16.1.7 Protein S

Princip

Redé&na vySetfovana plazma je inkubovana s protein S deficitni plazmou, aktivovanym proteinem C a
aktivovanym faktorem V. Aktivovany protein C spole¢né s proteinem S (kofaktor) inhibuje faktor Va.
Po pfidani vapenatych iontu se sleduje stupen prodlouzeni koagulaéniho ¢asu zpusobeny inaktivaci
faktoru Va. Prodlouzeni koagula¢niho ¢asu je pfimo umeérné aktivité proteinu S ve vysSetfovaném
vzorku plazmy.

Reagencie

Set: STA - STACLOT® PROTEIN S, vyrobce firma Diagnostica Stago, distributor firma A. L.
Instruments, katalogové Cislo distributora: 00746

Baleni:

2 x 1 ml reagencie 1 (protein S deficitni plazma)

2 x 1 ml reagencie 2 (aktivovany protein C)

2 x 1 ml reagencie 3 (aktivovany faktor V)

Pracovni postup
Provedeme identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlozime do analyzatoru (pouziva

se nefedéna plazma, fedéni Owren-Kollerovym pufrem je automaticky provedeno v pfistroji).
Metodicky se postupuje dle navodu k obsluze (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT
001 Néavod na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru:
Nastaveni koagulometru

Plazma (fedéna Owren-Kollerovym pufrem 30 l
1/10)

Reagencie 1 30 ul
Reagencie 2 30 ul
Reagencie 3 30 ul
Inkubace pf¥i 37 °C 240 s
0,025 mol/l CaCl, 30 ul

Méfit koagulaéni Cas.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk
K naméfené hodnoté koagulaéniho ¢asu analyzator z kalibracni kfivky pfifadi pfisluSnou aktivitu
proteinu S. K hodnoceni se pouzivaji procenta normalniho zastoupeni proteinu S v plazmé.

Zpusob vydavani vysledkd:
procenta funkéni aktivity proteinu S (aktivita proteinu S se zaokrouhli na cela €isla).

Referenéni a varovna rozmezi
Fyziologické meze: 65 — 140 % (0,65 — 1,40)
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16.1.8 Lupus antikoagulans

Princip

V pritomnosti purifikovanych fosfolipid( destickového typu (kefalin), vapenatych iont( a povrchového
aktivatoru (silika) dochazi v plazmé chudé na desticky k aktivaci mediatord vnitini cesty aktivace
pfemény protrombinu na trombin. Vznikly trombin aktivuje nasledné pfeménu fibrinogenu na fibrin.
PFitomnost protilatky typu lupus antikoagulans v plazmé zpUsobi prodlouzeni koagula¢niho testu.

Reagencie

Set: PTT- LA, vyrobce firma Diagnostica Stago, distributor firma A. L. Instruments, katalogové Cislo
distributora: 00599

Baleni: 6 x 2 ml reagencie obsahujici kefalin, aktivator (silika) a pufr (glycin)

Pracovni postup

Provést identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmu vlozit do piistroje. Metodicky
se postupuje podle navodu K obsluze piistroje (viz SOPT 002 Ndvod na obsluhu STA
Compact/SOPT 001 Ndvod na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru
Testovana plazma 50 ul
Reagencie APTT-LA 50 ul
Inkubace (37 °C) 240s
CaCl, 50 ul
MéFit koagulacni €as.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledku

Odecita se ¢as kontrolni a vySetfované plazmy z koagulometru. Koagulometr automaticky vypocita
pomér R.

Vypocet poméru R:

Cas pacienta

Raptra = -
Cas kontroly

Zpusob vydavani vysledku:
Casy pacienta a kontroly v sekundach a jejich pomér R (hodnotu poméru APTT-LA zaokrouhlit na dvé
desetinna mista)

Referenc¢ni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: pomér = 0,80 — 1,20
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16.1.9 dRVVT

Princip

Pfidanim jedu Russelovy zmije k testované plazmé& chudé na desticky dojde k aktivaci FX v
pfitomnosti Ca*". Aktivovany faktor X za pFitomnosti purifikovanych fosfolipidl destickového typu
(kefalin) nasledné aktivuje preménu protrombinu na trombin, vznikly trombin dale aktivuje pfeménu
fibrinogenu na fibrin.

Reagencie
DRVVtest — vyrobce firma American Diagnostica, distributor firma Diagnostica a. s., katalogové &islo:

825
Baleni: 10 x 5 ml lyofilizované reagencie

Pracovni postup
Provést identifikaci vzorku, mikrozkumavku s vySetfovanou plazmou vlozit do pfistroje. Metodicky se

postupuje podle navodu k obsluze pfistroje (viz SOPT 002 Navod na obsluhu STA Compact/SOPT
001 Néavod na obsluhu STA-R).

Nastaveni koagulometru — metoda RVVT

Plazma 80 ul
Inkubace 240 s
Reagencie DRVVtest 80 ul

Mé¥it koagulacni Cas.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledku
Odecita se ¢as kontrolni a vySetfované plazmy z koagulometru. Vypocita se pomér R.

Vypocet poméru R:

Cas pacienta

Cas normalni kontrolni plazmy

Zpusob vydavani vysledku:
Casy pacienta a normalni kontrolni plazmy v sekundach, pomér R.

Referenc¢ni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: pomér R = 0,80 — 1,20

Vse se vysSetiuje na automatickych koagulometrech STA-R a Compact firmy Diaghostica Stago.
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16.2 Souhlas zastupce Pardubické krajské nemocnice s pouzitim

dat z databaze nemocnice v této studii.

Od: Edvard Ehler/pkn
Datum: 26.9.2012 15:51
Pfedmét: dizertace

Souhlasim s pouzitim dat nasich nemocnych v dizerta¢ni praci MUDr. Milana
Kost’la.

doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc., pfednosta neurologické kliniky PKN, a.s.
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