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Anotace

Tématem bakalarské prace je onemocnéni lupus antikoagulans a jeho metody
vySetfeni. V teoretické Casti jsou popsany trombofilni stavy, které jsou rozdéleny podle
vrozenych a ziskanych pticin. Uvedeny jsou také rozdily mezi arteridlnimi a venoznimi
trombozami. V dalsSi ¢asti prace je popsan antifosfolipidovy syndrom, coz je ziskany
stav spojeny s trombdzami a souvisi s vyskytem antifosfolipidovych protilatek. T&chto
protilatek existuje Siroké spektrum. VySetfeni lupus antikoagulans zahrnuje
screeningové, korek¢ni a konfirmacni testy, které jsou zaloZzeny na prukazu patologie
testh zavislych na fosfolipidech, na prikazu inhibitoru a fosfolipidové zavislosti
inhibitoru. K tomu slouZzi nejcastéji aktivovany parcidlni tromboplastinovy Cas a test
s hadim jedem Russellovy zmije. V textu jsou jednotlivé testy podrobné popsany a jsou
zde zahrnuty i nové pokyny a doporuceni z roku 2012 v postupu testovani lupus
antikoagulans.

Praktickd cast popisuje principy analyzdtord pro stanoveni koagulacnich casii
a prikazu lupus antikoagulans. Zahrnuje postupy métfeni vcetné vysledkl testh
jednotlivych pacient. Vysledky jsou statisticky vyhodnoceny. Vzorky byly poskytnuty

a méteny na Oddéleni Klinické Hematologie ve fakultni nemocnici Motol v Praze.
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Annotation

The bachelor's thesis deals with a disease called lupus anticoagulant and the
methods of its examination. The theoretical part of this thesis describes the
thrombophilic states divided according to either congenital or acquired causes. There
are listed the differences between arterial and venous thrombosis. The next section
describes the antiphospholipid syndrome. It is an obtained condition associated with
thrombosis and the presence of antiphospholipid antibodies. There is a wide spectrum of
these antibodies. The examination of lupus anticoagulant includes screening, mixing
and confirmatory tests, which are based on the detection of pathology in tests dependent
on phospholipids, confirmation of the identity of the inhibitor. For this purpose, the
activated partial thromboplastin time test and the Russell's viper venom time test are
used most often. In the thesis, various methods are described in detail and it also
includes new guidelines and the recommendations from the 2012 testing process lupus
anticoagulant.

The practical part describes the principles of analyzers of the determination
of coagulation test and of the confirmation of lupus anticoagulant. This part includes
measurement procedures and the test results of individual patients as well. The results
are statistically evaluated. The samples were provided and measured at the Department

of Clinical Hematology at the University Hospital in Motol in Prague.
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SEZNAM ZKRATEK

ACLA antikardiolipinové protilatky

antif,-GPI antif,-glykoprotein I

APA antifosfolipidové protilatky

APS antifosfolipidovy syndrom

aPTT aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas

B.-GPI B.-glykoprotein I

BCSH The British Committee for Standards in Haematology
Ca** vapenaté ionty

CaCL, chlorid vapenaty

CAPS katastroficky antifosfolipidovy syndrom

DIC diseminovana intravaskularni koagulace

dRVVT dilute Russell's Viper Venom Time

dRVVT C konfirmacni test dilute Russell's Viper Venom Time
dRVVT S screeningovy test dilute Russell's Viper Venom Time
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EPCR endotelialni receptor pro protein C

F faktor

FM fibrinové monomery

HIV human imunodeficiency virus

HK vysokomolekuldrni kininogen

HNP Hexagonal Phospholipid Neutralisation

IgM, IgG imunoglobulin M, G

INR mezinarodni normalizovany pomér

ISTH The International Society on Thrombosis and Haemostasis
KCT Kaolin Clotting Time

KT smésny test aPTT

LA lupus antikoagulans

LAS screeningovy test aPTT

NKP Normal Multi Control
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PAI
PC

PK

PL
pNA
PNP
PS
PT20210A
PTT-LA
R
RCOG
SCT
SCT C
SCT S
SLE
SSC
TEN
TF
TFPI
™
tPA
USB
vWF

inhibitor aktivatoru plazminogenu

protein C

prekalikrein

fosfolipid

p-nitroanilin

Platelet Neutralisation Procedure

protein S

typ mutace protrombinu

lyofilizovana reagencie pro test aPTT

pomér koagulacnich Casu

The Royal College of Obstetricians and Gynaecologist
Silica Clotting Time

konfirmacni test Silica Clotting Time
screeningovy test Silica Clotting Time
systémovy lupus erythematodes

The Scientific and Standardization Committee
tromboembolickd nemoc

tkanovy faktor

inhibitor zevni cesty tkdniového faktoru
trombomodulin

tkanovy faktor plazminogenu
flash disk
Von Willebrandiiv faktor
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Krevni trombus vznika slozitym procesem, na kterém se podili jak krevni buiiky,

koagulacni faktory, tak fibrinolyticky systém. Tromboembolické onemocnéni (TEN)
vznikd, pokud je trombus zavleCen do Uzkého mista v krevnim fecisti a dochazi
k ucpani daného mista a nasledné embolii. Podle Evropského institutu pro zdravi
a bezpecnost je druhou nejcastéjsi komplikaci v medicin€ pravé TEN. [1,8]

Stav spojeny se zvySenou tendenci k tvorbé trombdz se nazyva trombofilie.
Trombofilie nese fadu komplikaci, at’ uz se jedna o snizeni kvality zivota, zhorSeni
pooperacniho priibéhu stavu pacienta nebo moznou smrt z divodu embolie do plic. [8]

Zilni tromboembolismus, zahrnujici nejéasté&ji hlubokou Zilni trombézu a plicni
embolii, pfedstavuje onemocnéni, které souvisi s vysokou morbiditou a mortalitou ve
vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky. Ze soucasnych statistik vyplyva, ze se
zilni trombo6za popisuje u zhruba 8 z 10 000 obyvatel za rok. Vyskyt vrozené
trombofilie se odhaduje okolo 40 nemocnych na 100 000 obyvatel. [5, 10]

Jedna z forem ziskané trombofilie je antifosfolipidovy syndrom (APS), ktery je
spojen s vyskytem tromboz a nalezem antifosfolipidovych protilatek (APA) v séru
pacienta. Statistické hodnoty o vyskytu APA jsou riizné vzhledem k tomu, Ze se
pouzivaji odlisné metodiky stanoveni. V ur€itych ptipadech se ptesto ¢astecné shoduji,
napfiklad u mladych a zdravych jedinci, kdy se hodnoty antifosfolipidovych protilatek
vyskytuji v. 1 — 5 % populace. Prevalence stoupa s vékem spolu s pritomnosti
chronickych nemoci. [14]

Lupus antikoagulans (LA) zvySuje riziko tvorby krevnich sraZenin v artériich
nebo vénach. LA je zastoupeno u 1 — 2 % populace. Vyskytuje se jako ziskany stav
anckdy neni mozno objasnit pfi¢inu vzniku lupus antikoagulans. [23] Metodika
stanoveni se odliSuje v jednotlivych laboratotfich, ale princip metod ziistava stejny.
Provadi se hematologické i imunologické vySetfeni na prikkaz LA.

Uspésna diagnostika nejen APS, ale i trombofilii, by méla byt zalozena na

vzajemné spolupraci hematologti, imunologt, genetiki, biochemiki a revmatologt. [15]
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1 Trombofilie

Slovo trombofilie je slozeninou z latinského slova trombus — oznacuje krevni
srazeninu a slova filie vyjadiujici zvySenou nachylnost k né¢jakému déji. Trombofilie je
tedy zvySena nachylnost k tvorbé krevnich sraZenin. [1]

Integrita cévniho systému je zajiStovana souhrou cévni stény, krevnich desticek
a plazmatickych bilkovin, zahrnujici koagula¢ni faktory a jejich inhibitory
a fibrinolyticky systém a jeho inhibitory. Tato souhra vede k aktivaci krevniho srazeni
v misté cévniho poranéni, nezbytné k zabranéni krevni ztraty. [2]

Ucelena koncepce vzniku cévni trombdzy byla popsana az v roce 1856
némeckym patologem profesorem Rudolfem Virchowem a v zésad¢é plati dodnes.
Definoval faktory trombdzy, které se dnes popisuji jako Virchowuv trojihelnik. Tato
tridda zahrnuje [3, 4]:

* poruchu cévniho endotelu
* poruchu cirkulace krve, pfesné&ji zpomaleni krevniho toku

* poruchu srazecich faktort

1.1 Klinicka kritéria trombofilie

Krvécivé stavy nebo zvySeny sklon ke vzniku krevnich srazenin rozdélujeme
podle toho, zda jsou vrozené nebo ziskané, vendzni nebo arteridlni. Klinickd kritéria
trombofilie ndm umoznuji rozliSeni osob, které jsou vhodné k vySetfeni vrozenych
trombofilnich defekta. Prehled kritérii trombofilie vice viz. Tabulka 1. [4]

Tabulka 1. Klinicka definice trombofilie [4]

Trombo6za v mladSim veku Zilni pred 40. - 45. rokem v&ku
Arterialni pfed 35. rokem v&ku
Trombozy Arterialni i Zilni, atypicka lokalizace
Opakované trombozy
Pozitimi rodinna anamnéza
Porodnické komplikace Opakované ztraty plodu
Komplikace téhotenstvi

Trombodza jako symptom mize komplikovat celou fadu chorob. Mezi obecné
rizikové faktory trombdzy muzeme zaradit zejména vk nad 45 let (40 — 50 let), obezitu,
10
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chirurgicky zakrok, uraz, imobilizaci, dlouhé cesty a dalsi. Kazdy tento faktor zvySuje
riziko trombdzy o0 4 — 18 %. [4]

1.2 Vrozené a ziskané faktory

Bylo zjisténo, Ze na rozdil od krvéacivych stavl, ke klinické manifestaci
trombozy je nezbytna piitomnost vice rizikovych faktorii soucasné. Velmi casto
nalézame v rodinach s vysokym vyskytem tromboembolickych nemocich (TEN)
kombinace jak vrozenych (jsou popsany cetné rodiny se soucasnym vyskytem defektu
AT, PC nebo PS a FV Leiden), tak ziskanych faktori. [5]

Schéma rozdéleni vrozené a ziskané trombofilie znazoriiuje Obrazek 1.:

TROMBOFILIE
defekty patologie jiné
pfirozenych inhibitort koagulacénich faktort l
antitrombin zvysena hladina dysproteinemie poruchy lipidového metabolizmu
protein C a) vrozené a) vrozené -cholesterol
protein S PT20210A FV Leiden -lipoprotein (a)
(TFPI, TM, PAI, tPA ad.) b) smisené b) vrozené i ziskané hyperhomecysteinemie
FVIII, FIX dysfibrinogenemie
/ \ fibrinogen J \.
vrozené ziskané vrozené Ziskané

Obrazek 1. Trombofilie (TFPI — inhibitor zevni cesty tkdnového faktoru, TM —
trombomodulin, PAI — inhibitor aktiviatoru plazminogenu, tPA — tkanovy faktor
plazminogenu, PT20210A — mutace protrombinu 20210A, F — faktor) [4]

Mezi vrozené priciny zarazujeme, naptiklad [2, 4, 5, 9]:

* bodovéa mutace genu pro faktor V (FV), tzv. Leidenska mutace

* mutace genu pro protrombin (G 20210A), neboli faktor II (FII)

* genovy polymorfismus pro inhibitory aktivatoru plazminogenu I (PAI-I)

* geneticky dané dysfunkce endotelidlniho receptoru pro protein C (EPCR)

* dalsi deficity nebo dysfunkce koagulacnich faktorii (pt. FXII, FXIIL...) nebo

jejich inhibitori (pf. deficit antitrombinu III, inhibitoru tkanového faktoru,...)

11
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Mezi genetické vlivy se fadi dalSi mutace, které maji vliv na nadmérnou
produkci koagula¢nich faktorti nebo naopak deficit inhibitorti koagulace, rezistence

koagulacnich faktori vii¢i jejich inhibitort. [2, 4, 5, 9]

U ziskanych faktori trombofilie se nejcastéji uvadéji tyto piiciny [5, 8, 9, 10]:

* imobilizace a to nejen na lizku, ale také ptfi dlouhych cestach letadlem do
zahranici.

* upotravin s vysokym obsahem cholesterolu je pfedpoklad vzniku aterosklerdzy.

* vyskyt je ovlivnén vé€kem, kdy se tromby mohou vyskytovat ¢asteji u osob nad

45 let.

* pohlavi, kdy jsou postizeny zejména zeny. U t€hotnych Zen dochazi ke zménam

v hemokoagula¢ni rovnovaze. Aktivita krevniho srdZeni je zvySend z diavodu

prevence vykrvaceni pifi porodu. Riziko trombofilii se zvySuje 1 pfi

komplikovanych porodech nebo u pacientek v menopauze pti pouziti estrogent

v hormonalni substitu¢ni 1é¢bé. [2, 10]

* Sokové stavy, dehydratace, infekce nebo riizné Urazy, fraktury ¢i popaleniny.

Velké riziko pro vznik trombt jsou také nadory, zejména solidni nador. Maligni
buniky uvolnuji tromboplastické substance do ob&hu, v disledku aktivace fibrinolyzy se
zvysenou expresi urokindzového typu aktivatoru plazminogenu nebo jeho receptoru
s nasledkem sekundarnich zmén koagulace. [9]

Mohou pftispét také rizna cévni poskozeni nebo stavy poskozujici cévni sténu,
napt. varixy. V Zilach dolnich koncetin se nachazi chlopné, které spolu s kosternim
svalstvem usnadiuji ndvrat zilni krve do srdce. U pacienta, ktery je imobilni je funkce
svalstva oslabena, funkce chlopni je snizena a dochdzi k hromadéni krve v dolnich

koncetinach, ¢imz se zvysuje riziko vzniku krevni sraZeniny. [8, 9, 10]

1.3 Venozni a arterialni tromboézy

Trombodzy se vyskytuji jak v zilach, tak v tepnach, pficemz maji rozdilnou
pri¢inu vzniku poSkozeni. Pro manifestaci tromboz je dulezité, aby pusobilo vice

rizikovych faktori (vrozenych i ziskanych) soucasné, na rozdil od krvacivych stavi.

12
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U venozni formy dochazi k poruse cirkulace krve, kdy se zpomaluje krevni odtok
a koagulace, ktera postihuje koagulacni faktory. Na vzniku Zilni trombdzy maji ucinek
nckteré podnéty, jako jsou operace, gravidita, dlouhodobd imobilizace, hormonalni
antikoncepce, dehydratace ¢i nadorové bujeni. Sviij podil ma také vek nad 45 let,
traumata, obezita a kieCové Zily. Zmény zplisobené krevni srazeninou mizeme
pozorovat také na kizi. V misté trombu je kiize tmavSiho zabarveni, na rozdil od
tepenné formy, kdy je povrch kiize svétlejsi a misto je bolestivejsi. [2, 6]

Pii arterialni trombdze je rozruSena cévni sténa (endotel) a nadmérna aktivita
trombocyti. Jako rizikové faktory se uvadéji vysoky krevni tlak, koutfeni nebo poruchy
lipidového metabolismu. [2, 6]

Faktort, které mohou vést ke tvorbé krevnich sraZenin, je mnoho a kromé vyse
uvedenych, k tvorbé trombdz mohou vést i1 latky, které se nepodili piimo na
hemokoagulaci, napft. lipidy, homocystein, ¢ervené i bilé krvinky. Bylo potvrzeno, ze
u osob s krevni skupinou A, B nebo AB je az dvakrat vétsi riziko vendznich tromboz
nez u osob s krevni skupinou 0. [4, 6]

Pfitomnost tzv. trombofilniho defektu vSak neznamend, Ze nositel prodéla
trombozu. Navic je fada rodin s t€Zkymi trombotickymi projevy, u kterych dosud zadny

defekt nebyl nalezen. [4]

1.4 Prevence, lécba trombofilnich stavi

Vrozena trombofilie dosud neni 1éCitelnd, proto se zejména zamétuje na prevenci
tvorby trombti. Profylaxe spoc¢ivd v podavani antikoagulacni 1€¢by nizkomolekularniho
heparinu. U hluboké Zilni trombdzy nebo plicni embolie se pouziva peroralniho

antikoagulancia — Warfarin. [2, 4]

13
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2 Antifosfolipidovy syndrom (APS)

Na zacatku 80. let 20. stoleti byl poprvé popsan antifosfolipidovy syndrom.
Jedna se o nezanétlivé autoimunitni onemocnéni s nejvyssi incidenci, jehoz diagnostika
je slozitd a klinické projevy jsou velmi variabilni. APS je klinicko-laboratorni
jednotkou, u niz maji antifosfolipidové protilatky wtlohu ve vyvoji trombofilnich
stavu. [12, 15]

Tento syndrom muze byt primarni, tedy pii vylouceni jiného onemocnéni, které
muze indukovat tvorbu protilatek, nebo sekundarni, nejcastéji v ramci systémového
onemocnéni pojiva, jako je systémovy lupus erythematodes (SLE), revmatoidni
artritida, systémova sklerodermie, smiSena choroba pojiva nebo Sjogrentiv syndrom
postihujici slinné, slzné buiky a dalSi Zlazy. APS miize provéazet autoimunni
trombocytopenickou purpuru, autoimunni tyreoitidu ¢i inzulin-dependentni diabetes
mellitus. Souvisi s rlznymi nddory (leukemie, lymfomy, myeloproliferativni
onemocnéni,...) a nebo s infekénim onemocnénim (syfilis, tuberkuléza, HIV,
cytomegalovirus,...). Také na =zakladé nckterych 1ékti by se mohl projevit
antifosfolipidovy syndrom. Do skupiny rizikovych medikamentl se zafazuji
betablokatory, hydralaziny, a interferony, estrogeny a dal$i. Syndrom se vyskytuje tfeba
i u jaterni cirh6zy, terminélniho stavu selhavani ledvin, nespecifickych stfevnich zanéta
a u fady jinych postizeni. [12, 13, 15]

Pro diagnézu je dulezity projev ziskanych trombofilnich stavli spojenych
s opakovanym vyskytem lupus antikoagulans (LA) a antikardiolipidovych protilatek
(ACLA), které se zarazuji mezi antifosfolipidové protilatky (APA). Syndrom je
provazen vyskytem samovolnych potratt. [15]

APA jsou heterogenni skupiny autoprotilatek nebo aloprotilatek, které reaguji
s riznym cilovym antigenem a maji odlisny klinicky vyznam. Ovliviiuji pochody na
ruznych trovnich koagula¢ni kaskady v mistech krevniho srazeni. [15]

K pfesnému urceni, detekci a hodnoceni antifosfolipidového syndromu je nutné
propojeni poznatkii z molekularni genetiky, imunologie, biochemie, hematologie

a revmatologie. [15]
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21 Katastroficky antifosfolipidovy syndrom

Katastroficky antifosfolipidovy syndrom (CAPS), neboli Ashersontiv syndrom,
ma relativné malou frekvenci vyskytu, kolem 1 % [17]. Ptedstavuje ale velice vaZznou
formu antifosfolipidového syndromu s ¢etnymi cévnimi uzavéry, coz miize vést k zivot
ohrozujicimu stavu. Pro diagnostiku CAPS je nutné, aby byly postizeny nejméné tfi
organy, systémy nebo tkané béhem jednoho tydne, a zaroven histopatologické potvrzeni
malych nebo vétSich cévnich okluzi s laboratornim prikazem pfitomnosti APA.
Pacienty se zavaznou multiorganovou ischemii nebo infarktem, c¢asto provazi
mikrovaskularni trombézy. U osob s CAPS hrozi masivni Zilni tromboembolie,
respiracni selhani, porucha funkce ledvin, abnormalni funkce jater, cévni mozkové
ptihody, poruchy nadledvin. [13, 14] Zhruba u 25 % ptipadi s CAPS dojde k rozvoji
diseminované intravaskularni koagulaci (DIC). [14]

Jako urychlujici faktory k rozvoji katastrofického antifosfolipidového syndromu
se uvadi infekce, 1éky (hlavné diuretika, antikoncepce), chirurgické zédkroky a ukonceni
ptedchozi antikoagulaéni 1écby. CAPS se velice problematicky 1é¢i, protoze selhavaji
bézné¢ pouzivand schémata 1écby pro antifosfolipidovy syndrom a trombofilni

stavy. [13,14]

2.2 Antifosfolipidovy syndrom u déti

Antifosfolipidovy syndrom nachazime také u déti, které maji klinické piiznaky
stejné jako u dospélych. AvSak byly popsany urcité odchylky mezi détmi s primarnim
a sekundarnim APS. U téchto dvou skupin se projevily jiné symptomy. Pacienti
s primarnim APS byli mladsi a méli vyssi vyskyt tepennych krevnich srazenin nez déti
se sekundarnim syndromem. U postizenych se sekundarnim APS se objevovala vyssi

frekvence Zilnich tromb6z s dal§imi hematologickymi a koZnimi manifestacemi. [13]

2.3 Pri¢ina a vyvoj antifosfolipidového syndromu

V roce 1983 byly detekovany antikardiolipinové protilatky (ACLA) namifené
proti zdporn€ nabitym fosfolipidim. Kardiolipin (= disfosfatidylglycerol) byl priméarni

antigen v testovacim ¢inidlu, které slouzilo k diagnostice syfilis. Pokrocila studia vedla
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k identifikaci nového syndromu — antifosfolipidového. Béhem nékolika let se pfislo na
to, ze ACLA jsou vlastn¢ namifeny proti proteinim vazanych na fosfolipidy, zejména
B.-glykoprotein I, a Ze se nevaZou piimo na kardiolipin. Tato informace se stala velice
dilezitou k pochopeni mechanismu plisobeni antifosfolipidového syndromu a k odliseni
pozitivnich a souvisejicich falesné pozitivnich vysledkd. [13, 14, 17]

V patogenezi trombotickych projevii v ramci APS se nejspiSe podili vice
mechanismd, vedoucich k vyslednému prokoagulacnimu a prozanétlivému tc¢inku. [14]

Patologicky vyznamné protilatky jsou takové, které maji vysokou afinitu
k B.- glykoprotein I. Ten vytvaii komplexy s APA, ¢imZ dojde k navdzani na
fosfolipidovy povrch buniky. Vznikla vazba zabranuje navazani koagulacnich faktort na
stejny fosfolipidovy povrch. [14] Probéhne konformaéni zména, dimerizace molekuly
B-GPI a spojeni s autoprotilditkou. Vysledkem je vznik trimolekularniho komplexu
(dimer B,-GPI a autoprotilatka) na povrchu fosfolipidd. To se projevi raznymi
hemostatickymi reakcemi a interakcemi s bunécnymi receptory. [14]

B.-glykoprotein I, neboli apolipoprotein H, je ¢len skupiny komplementu. ,-GPI
in vitro snizuje adhezi desticek na cévni sténu v krevnim toku. Ovliviiuje vzijemné
interakce mezi Von Willebrandovym faktorem (vVWF) a krevnimi destickami. Piisobi na
vazbu A2 domén vWF, ¢imz naruSuje jejich vazebnou vlastnost na glykoproteinovy
komplex trombocytl. MlzZe zvySovat fibrinolytickou aktivitu jako kofaktor tkanového
aktivatoru plasminogenu. [13]

Mezi dalS$i antigenni latky vyznamné pro stanoveni antifosfolipidovych
protilatek, zafazujeme protein C; protein S; trombomodulin; protrombin; koagula¢ni
faktor V; fosfolipdza A2; annexin A2, AS5; vysoko/nizkomolekularni kininogeny
a tkanovy faktor. Annexin A5 (annexin V) je endogenni antikoagulacni protein, tvofici
ochrannou vrstvu na placent¢ ¢i cévnim endotelu. KdyZz dojde k naruSeni placenty,
vyplavi se annexin V, a diky tomu t€¢hotné prodé¢lavaji opakované potraty. [5, 14]

Hlavnimi cilovymi buitkami APA jsou endotelidlni bunky, monocyty
a trombocyty. Dochazi pravdépodobné k vazbé komplexu APA/ B,-GPI na receptor ¢i
receptory na povrchu téchto bunc¢k. Tim dojde k aktivaci cel¢ fady déjt, napt.: zvySena

exprese adheznich molekul a prozanétlivych cytokinli, porucha fibrinolyzy,
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pravdépodobné jako projev dysfunkce endotelu, zvySend adheze leukocyt k endotelu
a dalsi. [14]

U zdravych osob pamétové B buiky vytvareji APA. Provadéla se studie
upacienti s mononukleézou a zjistilo se, ze u 10 — 60 % bunck
imunoglobulinu M (IgM) se uvoliiuji antikardiolipinové protilatky, jez jsou vyjadieny
CD27 (marker pamétovych bun¢k B). [13]

Za vétsinu zvySenych hodnot APA zodpovidaji infekce, napt. syfilis ¢i Lymska
borelidza. Protilatky byly popsany i u pacientll s planymi neStovicemi, u kterych se
vyskytly krevni srazeniny. Tvorba antifosfolipidovych protilatek mutze souviset
s hepatitidou typu C, s infekci cytomegalovirem a dalsimi. [12, 13]

APS se projevuje 1 krvacenim, jehoz pfiCinou jsou ziskané trombocytopatie,
trombocytopenie, ziskané inhibitory proti specifickym koagula¢nim faktortim, jako je
faktor VIII a ziskany von Willebrandtv syndrom. [12, 13]

Také familiarni vyskyt zvySenych hladin protilatek vede k nézoru, Ze i genetika
hraje roli v jejich vyvoji. Provadéla se studie s 84 pacienty s APS, kde vice nez 35 %
znich mélo, alesponn jednoho piibuzného s nejméné jednim klinickym projevem

antifosfolipidového syndromu, jako jsou trombozy nebo opakovana ztrata plodu. [13]

2.4 Diagnosticka kritéria

Potvrzeni, zda se jedna o APS nebo ne, neni jednoduché. Z tohoto ditvodu byla
vydana diagnosticka kritéria, kterd byla potvrzena a upravena na 11. mezinarodnim
kongresu o antifosfolipidovych protilatkach v Syndey v roce 2004. Vychézeji z prvniho
uceleného diagnostického schématu z mezinarodniho kongresu, pofadaném v Sapporu
vroce 1998. Konsenzus urcuje nejen za jakych okolnosti je diagndza potvrzena, ale
také, jaké je Casové rozhrani mezi klinickou manifestaci a prikazem APA. Kritéria
z laboratorniho hlediska musi byt ovéfena nejméné po Sesti tydnech od prvniho prikazu
protilatek a maximalné musi byt provedeny do 5 let. Pro klinickou ¢ast je potfeba znat
i vrozené, ziskané faktory trombofilie (Leidenska mutace FV, nefroticky syndrom,
operace, maligni onemocnéni), kardiovaskularni rizikové faktory (hypertenze, diabetes
mellitus, koufeni, obezita) a veék (u muzi nad 55 let a u Zen nad 65 let je vétsi riziko

APS). [5, 15]
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2.4.1 Klinicka kritéria

Ke klinickym kritériim fadime trombozy (vice viz. kap. 1.1 Klinickd kritéria
trombofilie), které byly histopatologicky prokazédny a ve sténé cévy se nenachazeji
znamky zanétu. Problémy v téhotenstvi, které rozdélujeme do tfi skupin, podle toho
o jakou poruchu se jedna [5, 15]:

a) Nevysvétlitelné piiCiny tmrti jinak zdravého plodu béhem 10 tydni a po této
dobé. Provedena byla piislusnd vySetfteni — piimé vySetieni plodu
a ultrasonografické zhodnoceni morfologie plodu.

b) Jeden nebo vice pied¢asnych porodi novorozence s normalni morfologii do
34. tydne t€hotenstvi, u jehoz matky se vyskytla eklampsie, preeklampsie a nebo
placentarni insuficience.

c) Pripadné se objevily vice nez tfi nasledné spontdnni potraty ptred 10. tydnem
téhotenstvi. Vyloucily se jakékoliv anatomické, hormondlni odchylky matky
a nebyly diagnostikovany chromozomalni abnormality u obou z rodict.

Zhruba u 16 — 38 % Zen jsou prokdzany APA v tchotenstvi a pfiblizné
u poloviny z nich dochdzi k potratim jiz béhem 1. trimestru. Nejvice Zen s témito

protilatkami pfichdzi o plod v 2. trimestru a n€které porodi uz mrtvé dité. [13]

2.4.2 Laboratorni kritéria

Antifosfolipidovy syndrom by nemohl byt prokdzdn bez piislusného
laboratorniho vysSetfeni. K laboratornim kritériim patii prikaz [5, 12, 15, 16, 18]:

a) lupus antikoagulans (LA) — musi byt vicekrat prokdzany v plazmé s ¢asovym
odstupem 6 tydnt. Detekce LA se fidi doporucenim ISTH (The International
Society on Thrombosis and Haemostasis). Provadi se screeningové, korekéni
a konfirmacni testy.

b) antikardiolipinovych protilaitek (ACLA) — ve stfednim nebo vysokém titru
protilatek se nachazeji IgG nebo IgM izotopy, které jsou prokdzany vicekrat
s Sestitydennim odstupem v séru nebo plazmé. Pouzivad se standardni ELISA

metoda pro B,-glykoprotein I dependentni antikardiolipinové protilatky.
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c) antif,-glykoprotein I (antif,-GPI) — stanoveni v séru ¢i plazmé. IgG nebo IgM
izotopy vysetfeny ELISA metodou.

Podle experti na syndrom APS je ucelné rozliSovat mezi jednotlivymi
skupinami, podle nichz byla stanovena laboratorni diagnéza APS. Kombinovany prikaz
antifosfolipidovych  protilatek vede k vys§i asociaci s  trombotickymi
komplikacemi. [15]

Nasledujici tabulka znazorfiuje skupiny, podle kterych se popisuje APS. Ridi se
laboratornimi nalezy:

Tabulka 2. Podskupiny u antifosfolipidového syndromu [5, 15]

Skupina Popis
I Je pfitomno vice neZ jedno laboratorni kritérium v jakékoli kombinaci.
Ila Izolovany priukaz lupus antikoagulans.
b Izolovana pfitomnost antikardiolipinowch protilatek.
Ilc Izolovana pritomnost protilatek proti 3,-glykoprotein .

K objasnéni, zda se jednd o antifosfolipidovy syndrom, je potfeba pfitomnost
alespont jednoho klinického a jednoho laboratorniho kritéria. Pfisné vymezeni kritérii
a faktortt APS je velice diilezité. N&které publikace uvadéji, ze jen pomérné nizky pocet
nemocnych dlouhodobé 1écenych antikoagula¢ni 1écbou z indikace APS, ma ve
skutecnosti jasné potvrzenou definitivni diagnézu syndromu. Zbytek pacientli proto
muze byt 1éeno na APS neopravnéné. [12, 14]

Nekteré klinické ptiznaky provazeji APS pomérné Casto (Ize je pozorovat u vice
nez 10 % pacientll s APS), avSak neziskaly véhu klasifika¢nich kritérii. Patii sem napf.
trombocytopenie, livedo reticularis, abnormality srde¢nich chlopni ¢i hemolyticka
anémie. [14]

Vétsina pacientdi se zvySenymi antifosfolipidovymi protildtkami, nemaji
diagnostikovany APS. U téchto pacienti se mohou vyskytnout rizné infekce, které
vyvolavaji tvorbu APA protilatek vazajicich se na fosfolipidy. U nékterych jedinct se
objevuji po uzivani 1€kt (zejména chlorpromazin nebo prokainamid) a nebo jsou

protilatky zvySeny 1 u zdravych osob bez medikace. [13, 14]
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U testovanych pacientdl bez klinické manifestace SLE (systémovy lupus
erythematodes) s prikazem antifosfolipidovych protilatek, hrozi riziko nespravné

diagndzy, a tedy nevhodny 1é€ebny postup. [13, 14]

2.5 Prevence, lécba pacientt

Prevence a 1écba je u fady pacientli problematickd, zejména z divodu klinickych
projevi. U nékterych mohou byt zvysené APA, avSak neprodé€laji tromboembolickou
pfihodu. Nachazime velké spektrum protilatek, napf. ACLA, antif,-GPI,
antiprotrombin, LA, atd. Antifosfolipidové protilatky se mohou riizné projevovat.
Lécebny postup rozd€lujeme na primarni a sekundarni.[12, 14, 15]

Primarni 1écba spoc¢iva zejména v prevenci trombofilnich stavii a vyvarovanim
se rizikovych faktord zpusobujicich tvorbu krevnich srazenin, jako jsou koufeni,
hormonalni antikoncepce nebo strava s vysokym obsahem cholesterolu. [12, 14, 15]

Preventivni opatieni se zavadeji také u pacientl, u kterych se vyskytuje
antifosfolipidovy syndrom v rodinné anamnéze, u jedinci prodé€lavajici trombotické
pfihody na zéklad¢ traumatu, chirurgickych zakrokd, t€hotenstvi nebo u osob uZivajici
estrogeny. Kyselina acetylsalicylovd se pouziva jako standardni preventivni lécebny
postup nemocnych s negativnimi APA z diivodu, aby se zabranilo recidiv ischemickych
ptihod. [12, 14, 15]

K sekundarni antikoagulacni terapii se pfistupuje v pfipadé pacientl
s laboratornimi abnormalitami a rodinnou anamnézou pro APS nebo SLE, popf. pro ty,
jez maji vysoké riziko vzniku krevnich srazenin. Provadénd studia prokazala, ze
u pacientit s APS a trombdzami, by méla byt nasazena dlouhodoba 1é¢ba warfarinem.
Udrzovana na terapeutické davce, aby mezinarodni normalizovany pomér byl
INR=2,0- 3,0. Lécebné postupy je nutné nastavit individudlné a zvazit tizi
tromboembolického stavu a pritomnost rizikovych faktorii nebo vlivii vedoucich ke
krvaceni. [12, 13, 15]

Lécba APS a prvni zZilni trombodzy je shodna v podévani peroralnich
antikoagulancii tak, aby cilové INR bylo kolem 2,0 — 3,0. Pro arterialni trombozy a APS
je doporucené cilové INR nad 3,0. Ve vétSin¢ pifipadli nemocnych s APA a tepennymi

krevnimi sraZeninami je nejvhodnéj$im lékem kyselina acetylsalicylova. [12, 13, 15, 19]
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Tehotnym zendam s APS se doporucuje podavani kombinace aspirinu
a nizkomolekularniho heparinu, protoze kdyby se pouzil nefrakcionovany heparin,
protilatky lupus antikoagulans (LA) by mohly ovlivnit vysledky méfeni hladin heparinu
pomoci aktivovaného parcidlniho tromboplastinového ¢asu (aPTT). AZ v 54 % je tento
letech. Vyuzivaly se 1 dalsi 1écebné ptipravky, jako prednison, ale v kombinaci
s heparinem se zvySovalo riziko osteopenie (fidnuti kostni tkan€) a zlomenin
obratlu. [12, 13, 15]

U katastrofického antifosfolipidového syndromu obvykle neni dostacujici
konvenc¢ni antikoagula¢ni terapie. Z divodu vysoké umrtnosti je potfeba nasadit
agresivni lécbu. Ta spocivd v nasazeni antikoagulac¢nich imunosupresiv, jako jsou
glukokortikoidy, intravenézni immunosupresiva, cyklofosfamid a dalsi. I plazmaferéza
muze byt uzitecny doplnék. [13]

Profylaxe u sekundarniho APS a trombofilnich stavli se nelisi. Idedlni doba
antikoagula¢ni 1écby neni pfesné¢ dand, protoZze zéalezi na stavu pacienta a jeho

laboratornich hodnotach. [15]
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3  Lupus antikoagulans (LA)

Lupus antikoagulans se fadi do skupiny antifosfolipidovych protilatek (APA). Je
to skupina imunoglobulini namifena proti slozkam fosfolipidii protrombinového
komplexu koagulac¢ni kaskady. Protilatky jsou tvofeny, bud’ imunoglobuliny IgG, IgM
a nebo vzajemnou kombinaci téchto dvou tiid. Nejcastéji se vyskytujici u tromboz jsou
LA typu IgG. Samotné IgM se objevuji velice vzacné. [23]

LA je povazovano za nejvyznamnéjSi laboratorni prediktor trombotickych
komplikaci. Podporuje vznik krevnich srazenin jak v arteriich, tak vénach. In vitro
ovliviiyje fosfolipid dependentni koagulacni reakce tim, Ze prodluzuje jejich srazeci Cas.
Jako antigen se pfi stanoveni LA vyuziva B,-glykoprotein I nebo protrombin. Reakci
s LA mohou byt inaktivovany inhibitory krevniho srazeni, jako jsou napft. protein C,
protein S, trombomodulin, antitrombin III, atd. [ 14, 20]

ZvySené hodnoty LA jsou ziskanym stavem. Nejcastéji se nachazi v souvislosti
s autoimunitnim onemocnénim systémového lupus erythematodes. Stfedni az vyssi
hodnota titru antikardiolipinové protilatky znamend riziko pro arteridlni trombodzy.
Z toho vyplyva, Ze samotné urCeni pfitomnosti jednotlivych protilatek, dostate¢né
nevypovida o riziku protrombotického stavu. [14, 15]

U pacienta se kromé trombofilniho stavu miize objevit také krvaceni zplisobené

dasledkem trombocytopenie nebo trombocytopatie. [15]

3.1 Stanoveni lupus antikoagulans

Diagnostické testy 1ze jednoduSe rozdélit podle zplsobu detekce
antifosfolipidovych protilatek na koagula¢ni testy (lupus antikoagulans) a imunologické
testy stanovujici antigen ELISA metodou (protilatky proti kardiolipinim a proti
B.- glykoproteinu I. [16]

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je neizotopova, nekompetitivni
metoda pro stanoveni antigenli a detekci protilatek. V piebytku je na pevnou fazi
navazana protilatka, kterou stanovujeme pottebné antigeny. Pokud sledujeme protilatky

ze séra pacienta, je na pevnou fazi v piebytku navdzan antigen. Principem je
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tzv. sendvicova technika. Antigen v pfebytku je navazan na pevnou fazi. Do roztoku se
aplikuji protilatky ze séra pacienta, které¢ se na antigen ptichyti. Po promyti se ptidaji
enzymaticky znacené protilatky proti lidskému imunoglobulinu a vznikne tak
imunokomplex. Ten se odsaje ze smési, promyje a piida se substrat, ktery po inkubaci
vytvoii barevny produkt. Zméfend intenzita komplexu je pfimo umérna koncentraci
protilatky v pacientove séru. [22]

Lupus antikoagulans jsou protilatky, které ovliviuji reakce krevniho srdzeni na
zaklad¢ vzajemnych interakei s fosfolipidy. Maji schopnost prodluzovat koagulacni ¢as.
Neexistuje 100% citlivy screeningovy test a jestlize dojde k prodlouzeni Casu pfi
testech, je nutné vyloucit jiné mozné pficiny. [4] Z toho divodu se provadi dalsi testy
rozdéleny do nékolika skupin (Tabulka 3.), u kterych byla vypracovidna minimalni
kritéria k identifikaci LA podle doporuc¢eni SSC ISTH (The Scientific and
Standardization Committee (SSC), The International Society on Thrombosis and

Haemostasis (ISTH) [5]:

Tabulka 3. Minimalni kritéria k identifikaci lupus antikoagulans [5]

Typ testu Princip
screeningow Prikaz patologie test zavislych na fosfolipidech.
korek&ni Prikaz inhibitoru.
konfirmaéni Priikaz fosfolipidové zavislosti inhibitoru.
ostatni Vylouéeni jinych koagulopatii.

vvvvvv

potieba urychlené zpracovat plazmu na bezdestickovou. Provadi se vétSinou do hodiny
specialnimi centrifugacnimi metodami a filtry. Postup se fidi normami ISTH (The

International Society on Thrombosis and Haemostasis). [5, 15]

3.1.1 Screeningové testy

Screeningové testy jsou zalozené na principu zavislosti na fosfolipidech
a citlivosti na lupus antikoagulans. Pouzivaji se nejméné dva screeningové testy pro

zjiSténi prodlouzeni ¢asu koagulace. Jakmile se ¢as nezkrati po pfidani normalni plazmy
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a fosfolipidd, test se musi korigovat. Je dilezité odlisit pisobeni dalSich faktort, jako je
specificky inhibitor nebo heparin. [5, 15]

Fosfolipidy jsou diilezité pro proces krevniho srazeni. Primarné se nachdzi na
povrchu krevnich desti¢ek a napomahaji aktivovat nékteré koagulacni faktory. [23].

Vyhodnocovani screeningovych testi se provadi pomoci naméfeného
koagulacniho ¢asu v sekundach a poméru (R — Ratio), ktery udava cas testované
plazmy / ¢as kontrolni normalni plazmy. Referenéni meze jsou, napf. u reagencii firmy
Werfen: Rser< 1,16 pro Silica Clotting Time a Rgrvvr < 1,2 pro test s jedem Russellovy
zmije. [30, 32, 33]

Pro ovéfeni testi musi byt vzdy pouzita kontrolni pozitivni plazma od darct
s prokazanymi antifosfolipidovymi protilatkami a negativni plazma, kterd je chuda na
krevni desticky. [24]

Mezi screeningova vySetfeni fadime zejména aPTT (aktivovany parcialni
tromboplastinovy cas) a dRVVT (dilute Russell's Viper Venom Time), popt. testy
vyuzivajici jiné hadi jedy — textarinovy test a nebo taipanovy ¢as. U téhotnych zen miize
byt cas aPTT zkracen v duasledku vysoké hladiny faktoru VIII béhem t¢hotenstvi

a1 dRVVT muze byt zméneén z diivodu neznamych pticin. [4, 12, 24]

3.1.1.1 Aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas (aPTT)
Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as se fadi mezi testy, které hodnoti stav

vnitintho  koagulacniho systému (faktory XII, XI, IX, VIII, prekalikrein,
vysokomolekularni kininogen). [4, 5] Nize uvedené schéma slouzi k orientaci

vySetiovanych faktorti (Obrazek 2.) pomoci aPTT:
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wnitfni cesta” "zevni cesta”

aktivovany parcialni protrombinovy test
tromboplastinovy ¢as

FXlla
PK
HK
FXla
FlXa
R TF
FlL CA2+
FVilla Fvlia
.| FiXa i
% CAE+
PL
FWa

\

protrombin ————# trombin

trombinovy tas L
fibrinogen » FM ¥ fibrin

Obrazek 2. Zakladni koagulacni testy (PK — prekalikrein, HK -
vysokomolekularni kininogen, PL — fosfolipid, TF — tkanovy faktor, FM — fibrinové
monomery) [5]

Antifosfolipidové protilatky prodluzuji ¢as aPTT. Aktivace urcité reagencie
umoziiuje  specificky  postihnout  prodlouzeni,  které  zplsobily  lupus
antikoagulans. [5, 27]

V praxi se deficit koagulacnich faktori odlisi od cirkulujicich antikoagulancii
(LA nebo protilatek proti faktorim) provedenim testu pomoci reagencii aPTT za
pfitomnosti normalni plazmy. Je vSak zapotiebi udé¢lat dalsi testy, aby se LA odliSily od
protilatek proti koagulacnim faktorim a/nebo heparinu. PTT-LA je lyofilizovana
reagencie, kterd obsahuje kefalin z mozkové tkan¢ krélika a aktivator z kfemicitanovych
castic v pufrovaném prostiedi (glycin). [27]

K provedeni testu aPTT jsou nutné aktivatory, jeZ obsahuji negativné nabité
povrchy, jako jsou kaolin, kiemicitany, polyfenoly nebo negativné nabité sulfatové
lipidy kombinované s kaolinem. Dodanim kefalinu (fosfolipidu) a Ca*" aktivujeme
koagulaéni systém vnitini cestou. Do reakce je potifeba dodat syntetické fosfolipidy,

které jsou izolovany ze zvifecich tkani (napf. mozek kralika) nebo fosfolipidy

25



Bakalaiska prace Lupus antikoagulans a metody vysetfovani

extrahovany z rostlin (napt. sdja). NejCastéji se vyuzivaji smési fosfolipidl, které
obsahuji optimalni slozeni a zastoupeni hlavné fosfatidylserinu. Typ a koncentrace
Reagencni profil vSak urcuje spiSe kombinace obou slozek spole¢né s iontovou silou
pufrovaciho systému a stabilizatory. [26]

Mezi typy testit aPTT se zarazuje Silica Clotting Time (SCT), Kaolin Clotting
Time (KCT). Jsou na stejném principu, akorat misto kaolinu u KCT je pouzit oxid
kiemicity. SCT je velmi citlivy screeningovy test na lupus antikoagulans. Silica Clotting
Time bez fosfolipidli je vysoce variabilni v rdmci kazdé skupiny pacientd. Nizka
koncentrace fosfolipidii zvySuje jeho citlivost. Je vhodny k pouziti zejména u t€hotnych

zen, protoze je obzvlasteé senzitivni na mnozstvi krevnich desticek. [4, 30]

3.1.1.2 Dilute Russell's Viper Venom Time (dRVVT)
RVV je jed Russellovy zmije, ktery obsahuje silny aktivator

faktoru X v piitomnosti fosfolipidii, protrombinu a Ca*". [28]

Hadi jedy jsou smési biologicky aktivnich proteinii a peptidi, které plisobi
prakticky na vSechny klicové fyziologické systémy. Podle ptevazujiciho u¢inku na
organizmus se déli na neurotoxiny, kardiotoxiny, myotoxiny a latky ovliviiujici krevni
srazeni ¢i cévni sténu (vazodilatace, latky zvySujici permeabilitu cévni stény). Jedy
mohou pisobit na vSechny systémy hemostazy. Mohou mit vliv na funkci krevnich
desticek, vazbu vWF, piisobi na plazmatické faktory protrombinu, plazminogenu nebo
inhibitory trombinu a fadu dalSich. [5]

Protilatky LA jsou namifeny proti antifosfolipidovym slozkdm protrombinového
komplexu. Tyto autoprotilatky vstupuji do koagulacniho d&je na rlznych turovnich
koagulaéniho procesu, reaguji s prokoagulacnimi fosfolipidy a soutézi o mista na nich
s faktory koagulace. Tim omezuji vazani téchto faktord do koagulacné aktivnich
komplexti a zplisobuji abnormalni nalezy v testech. [29] Jed Russellovy zmije piimo
aktivuje faktor X, aktivovany faktor X S$tépi protrombin na trombin, ktery dale Stépi
fibrinogen na fibrin, ¢imz dojde ke vzniku fibrinové sraZeniny. Test neni ovlivnén

nedostatky faktora XII, XI, IX nebo VIII. Lupus antikoagulans prodluzuje srazeci ¢as
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dRVVT. Vymeéni-li se fosfolipid za destickovou neutraliza¢ni reagencii, v pfitomnosti

LA se koagula¢ni ¢as normalizuje. [28, 35]

3.1.2 Korekéni testy

Korekeni testy se provadi v piipad€, kdy vyjde pozitivita ve screeningovych
testech (tedy pomér Casu testované plazmy ku ¢asu normadlu je vétsi jak 1,2). Zahrnuji
aPTT a dRVVT testy. Slouzi k prikazu inhibitoru, vylouceni defektu faktoru nebo
ovlivnéni heparinem, atd. Sleduje se korekce prodlouzenych ¢asti normdlni plazmou.
LA je typickym ihned plsobicim inhibitorem a vétSinou neni nutné pouzit inkubaci pfi
37 °C po dobu 2 hodin, jako je tomu potieba u specifick¢ho inhibitoru. Testovani se
provadi se smési pacientovy a normalni plazmy v poméru 1 : 1, proto v nékterych
literaturdch mtizeme najit korekcni testy nazvané jako smésné. Referencéni meze

korekénich testl jsou dany pomérem ¢ast do 1,3. [4, 5]

3.1.3 Konfirmacni testy

Jestlize ani pomoci korekcnich testi nedojde ke korekci prodlouzenych castl,
pfistupuje se ke konfirmacnim testim. V néckterych literaturach se miZzeme setkat také
s pojmem neutralizacni testy. Vyuziva se stanoveni na zdkladé aPTT a dRVVT testl. Ty
slouzi k prikazu fosfolipidové zavislosti inhibitoru a jsou zaloZené na ptitomnosti
zvysené koncentrace fosfolipidl. Pokud je prokazan lupus antikoagulans v ptedchozich
testech, zvysi se koncentrace fosfolipidi, dojde k neutralizaci LA a ke zkraceni
koagulacénich Casi. [4, 5]

Fosfolipidy mohou byt destickového ptivodu, které jsou vyuzivany pii PNP
testech (Platelet Neutralisation Procedure) nebo pii HNP testech (Hexagonal
Phospholipid Neutralisation). [4]

Pozitivita konfirmacnich testdi potvrzuje pfitomnost inhibitoru typu lupus
antikoagulans. V téchto testech lze vyuzit také testovani s hadimi jedy, jako je
textarinovy cas (zavisly na fosfolipidech) a ekarinovy cas (nezavisly na fosfolipidech,
ureny k vylou€eni vlivu heparinu). Vyhodnocovani je pak na zdkladé¢ poméru Cast

textarin / ekarin, tedy Cas screen / ¢as confirm. Referenéni meze jsou dany do 1,2
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(popt. 1,3). Tyto testy se ale nedoporucuji, protoze nejsou zadné standardizované
principy komercnich testu. [4, 5, 24]

Pokud je vysledek sporny, hodnoty ¢ast jsou hrani¢ni az slabé pozitivni, je nutné
testy zopakovat za 1 tyden. Samotné vyhodnoceni APS s vyskytem lupus antikoagulans

je v rukou I€kafte, ktery posoudi vysledky spolu se stavem pacienta. [24]

3.1.4 Nova doporuceni

Doporuceni v ur¢eni diagnozy a vySeteni APS z roku 2000 byly ¢leny konsenzu
pro hemostdzu a trombo6zu zastupujici British Committee for Standards in Haematology
(BCSH) aktualizovany a nahrazeny novymi postupy. Poté byly pfezkoumany zhruba
padesati anglickymi hematology z Royal College of Obstetricians and Gynaecologist
(RCOG) a BCSH. Zmény byly zhotoveny s ohledem na ptedchozi postupy. [25]

Krev se odebira do 0,109 mol / I citratu sodného. Je potfeba se vyhnout
kontaminaci fosfolipidii uvolnénych z trombocytii pomoci dvou centrifugaci pii 2000 g
po dobu 15 minut a pii teploté 15 az 22 ° C. Diky tomu se ziskd plazma s poctem
trombocytid < 10 x 10° / 1. V postupech provadénych diive se doporucovalo zfiltrovat
plazmu pfes specialni 0,2 um filtr nebo ultracentrifugaci (> 5000 g). Novy metodicky
postup britského vyboru filtraci a ultracentrifugaci nedoporucuji, protoze mtize dojit ke
vzniku mikrovezikult. [25]

Samotny jeden test dostatecné citlivy na LA nebyl dosud objeven. Proto se
doporucuje provadét dva testy na riznych principech, které umoziuji odhalit slabé
pozitivni vyskyt lupus antikoagulans a zlepSit specificitu metody u pacienti
s pozitivnim vyskytem LA pouze v jednom testu. Jednim z doporuCovanych testll je
dRVVT a druhym aPTT, u néhoz se pouZije €inidlo s prokdzanou citlivosti na LA.
Jestlize je LA pozitivni pouze v jednom ze screeningovych testd, provadi se smésné
testy. Ty jsou kritériem pro lupus antikoagulans a zlepsSuji specificitu metody. AvSak
v téchto testech hraje roli fedici faktor, ktery zptsobi, Ze slabé pozitivni vzorky se jevi
jako negativni. VSechny vzorky, u nichz se nevi pfi¢ina trombofilnich stavl
a koagulac¢ni cas byl prodlouzen, by mély byt brany jako pozitivni. Podminkou je, aby
pii screeningovém a konfirma¢nim testu byla pouZzita nezifedéna plazma a oba vysly

pozitivné. [24, 25]
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Existuji rozdily v citlivosti a specificnosti mezi reagenciemi. Cut-off hodnoty
pro LA pozitivitu by mély byt specifické pro dana ¢inidla a typ koagulometru. VétSinou
jsou hodnoty uvadény piimo od vyrobce v piibalovych letacich, ale doporucuje se
vlastni validace. Kazda laboratof ma standardni odchylky, které se pohybuji kolem
97,5 percentilu pro normdlnim rozloZeni dat. ISTH doporucuje 99 percentil cut-off, u
které¢ho by se zlepsila specificita, ale snizila citlivost. K docileni tohoto percentilu je
zapotiebi velké mnoZstvi normalnich vzorkd a komercné vyrobené soupravy se
zmrazenou plazmou chudou na krevni desticky. Doporucuje se testovani minimalné 120
az 200 vzorka pii zavadéni metody. Pokud uz jsou cut-off hodnoty stanovené (od
vyrobce nebo na jiném analyzatoru), mohou byt ovéfeny v mensSim poctu vzorka
normalnich jedincii 20 az 60. [25]

Normalni plazma by méla byt testovana s kazdou novou Sarzi vzorki a vysledek
pacienta by mél byt vyjadien jako pomér k normalni plazmé&. Vnitini kontrola kvality
musi byt provadéna u kazdé Sarze testu pouzivajici LA — pozitivni a negativni
plazmu. [25]

Stanovovani lupus antikoagulans by se nemélo provadét u pacienti 1écenych
antagonisty vitaminu K, protoZe se u nich vyskytuje pozitivni nédlez LA, ale jejich
mezinarodni normalizovany pomér je v terapeutickém rozsahu. Dale by se neméli
testovat pacienti, ktefi dostdvaji terapeutickou davku nefrakcionovaného heparinu,
z diivodu falesnych vysledkl. Nizkd davka podkozniho nefrakcionovaného heparinu
a nizkomolekularni heparin maji minimalni vliv na dRVVT a vétSina komercné
vyrabénych reagencii obsahuje jiz heparin neutralizujici ¢inidla na pokryti profylaktické

davky. [25]
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4 Cil

Cilem mé bakalafské prace bylo stanoveni lupus antikoagulans u pacient
s trombofilnim stavem nebo u osob se zvySenou hodnotou aPTT z nezndmych pfticin,
pomoci diagnostickych testi — aPTT Screen, Confirm a dRVVT Screen, Confirm.
Pochopit principy vyhodnocovani testii na LA a statisticky zpracovat namétena data.

Vzhledem k tomu, ze na Oddéleni klinické hematologie zavadé¢ji novou metodu
(s pouzitim pftistroje — ACL TOP 700 CTS) pro tyto testy, mym cilem bylo ji porovnat
s pivodni metodou (na ptistroji — SYSMEX CA 7000) a zjistit, zda spliluje pozadavky

podle novych doporuceni.
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5 Material a metodika

5.1 Pristroj ACL TOP 700 CTS

ACL TOP je novy, rychly a plné automaticky stolni analyzator s pifimym
pfistupem, navrzeny specialné pro diagnostické klinické ucely in vitro v hemostatickych
laboratotich pro zkousky koagulace a enzymatického S$tépeni fibrinu pii zjistovani
a hodnoceni tromb6zy. Umoziuje piima méfeni zastavy krvaceni a vypocitava piislusné
parametry. Méfeni miize provadét jak koagulacni (turbidimetrickd), chromogenni
(absorbanc¢ni), tak imunologickd. Soucasti pfistroje jsou také zéalozni zdroj USB,
tiskdrna a pocitac, které slouzi k co nejsnazsi manipulaci pii stanoveni a interpretaci
vysledku. [31]

Principem koagula¢nich méreni je detekce srazeniny. M¢fi se Cas potiebny
k vytvoteni sraZzeniny ve vzorku plazmy za pomoci méteni optické hustoty. Tato metoda
je zalozena na turbidimetrickém stanoveni, kdy se méti prichod svétla plazmou, ve
které je fibrinogen pfeménén na fibrin. Svétlo (671 nm) je absorbovano na vldknech
fibrinu a prochéazi vzorkem na fotodetektor, ktery je umistén pod thlem 180° ke zdroji
svétla. Absorpce svétla roste spolu s vytvarenim fibrinové srazeniny, ¢imzZ se snizuje
prichod svétla vzorkem. Intenzita svétla je méfena fotodetektorem. Odpovidajici
elektricky vystupni signdl z fotodetektoru se nasledné méni podle intensity
detekovaného svétla. Vystupni signdl je zpracovdvan softwarem za pomoci fady
algoritmii a je definovan bod sraZeni. Pfikladem téchto meétfeni je test aPTT
adRVVT. [31]

U chromogenniho méreni se zjiStuje intenzita zabarveni (absorbance), kterd je
monitorovana pii 405 nm pomoci kontinudlniho uvoliiovani p-nitroanilinu (pNA) ze
syntetického substratu. Chromogenické kandly pouZivaji princip méfeni absorbance
v kyveté. Optické ¢idlo nacita svétlo (405 nm), které prochazi kyvetou. Svétlo je
absorbovano roztokem v kyveté¢ v pfimém pomeéru ke koncentraci pNA. Mnozstvi
svétla, které projde az do fotodetektoru, se pfevadi na elektricky signal, ktery je imérny

aktivité enzymu. [26, 31]
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Princip imunologického méfeni se pouzivd v sytému pro piim¢ méfeni
a zaznam mnozstvi stanovované slozky, tedy jeji koncentrace. Metoda je zalozena na
tvorbé imunokomplexti ovliviiuyjicich pfenos svétla. Imunologické zkousky s ACL TOP
pouzivaji 405 nm nebo 671 nm kandly v zavislosti na zkousce a slozeni reagentu.
Optické ¢idlo nacitd svétlo (405 nm nebo 671 nm), které prochazi kyvetou.
Absorbované svétlo roztokem je pfimo imérné koncentraci imunokomplexti. Mnozstvi
svétla, které projde az do fotodetektoru, se prevadi na elektricky signal, ktery je tmérny
aktivité¢ stanovované latky. Chromogenni a imunologické meéfeni se nevyuziva pro

stanoveni lupus antikoagulans. [22, 31]

5.1.1 Reagencie pro ACL TOP 700 CTS

Pro spravné stanoveni je vyhodné, aby vSechny pouzité reagencie byly od
stejného vyrobce. K testovani vzorku je dilezité pouziti [31]:

* nosného média — Rinse solution, ktery je pfipraven k pouZiti.

* pomocnych c¢inidel k promyti pfistroje — Cleaning solution (clean A) je
pfipraven k pouziti, Cleaning agent (clean B) je nefedény a fedény. Netedény
clean B se slije do lahviek a slouzi k denni udrzbé. Redény clean B se fedi
vpoméru 1 : 7 s destilovanou vodou do lahvicek, které ziistavaji v pfistroji po
celou dobu méfeni.

* Factor diluent se také ptelije do lahvicky a zlistava v pfistroji v prubéhu celého
meéfeni.

Lupus antikogulans jsem diagnostikovala pomoci dvou metod SCT a dRVVT,
k jednotlivym testliim jsem pouzila nasledujici reagencie [32, 33]:

* SCT Screen — 5 ml roztoku, obsahujiciho koloidni silicu, pufr a konzerva¢ni
latky. M4 nizky obsah fosfolipid.

* SCT Confirm — 5 ml roztoku s koloidni silicou, systetickymi fosfolipidy, pufrem
a konzervaénimi latkami.

* SCT CaCL; — 10 ml 0,025M CaCL; s polybrenem a konzerva¢nimi latkami.
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* dRVV Screen — 2 ml lyofilizovaného roztoku s obsahem jedu Russellovy zmije,
fosfolipidli, vapniku, polybrenu, pufru, stabilizatori, barviv a konzervacnich
latek. Je to zjednodusSena reagencie pouzita pro screeningovy dRVVT test.

* dRVV Confirm — mé stejné sloZeni jako dRVV Screen s rozdilem ptidani
fosfolipidl. Pouziva se ke konfirmac¢nimu testu pfitomnosti lupus antikoagulans.

* LA pozitivni kontrola — 1 ml lyofilizované lidské plazmy s pufrem, stabilizatory
a konzervacnimi latkami. Pro pfipravu byla pouzita lidska citratova plazma od
darcti s prokazanymi antifosfolipidovymi protilatkami.

* LA negativni kontrola — sloZeni je stejné obdobné jako u LA pozitivni kontroly
s rozdilem pouziti lidské citratové plazmy chudé na desticky.

* Savo, destilovana voda, injek¢ni voda.

Kontroly obsahuji material lidského ptivodu, ktery byl v dob¢ poskytnuti shledan
nereaktivni v testu na povrchovy antigen viru hepatitidy B, v testu na protilatky proti
viru hepatitidy C a v testu na protilatky proti viru HIV1/2. Veskera ptiprava reagencii se

tidi doporuc¢enim ISTH. [32, 33]

5.1.2 Zpracovani vzorku

Odbér vzorku se provadi do zkumavky s citratem sodnym, v poméru 9 : 1
(venozni krev : citrat). Krev se zcentrifuguje po dobu 10 minut pfi 3000 otacek.
Odebere se svrchni vrstva plazmy a neché se opét centrifugovat po dobu 10 minut pfi
3000 otacek. Poté se plazma skladuje pii -80°C. Pro testovani se vyberou ptislusné
zamrazené vzorky, které se nechaji vytemperovat v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu

asi 15 minut. Pfed stanovenim je potieba vzorek mirné protiepat. [27, 35]

5.1.3 Postup

Nejdiive jsem spustila analyzator a pocita¢, kde bylo potieba vyplnit ptislusné
piihlaSovaci tdaje. Nechala jsem pfiblizné 30 minut pfistroj vytemperovat. Pristroj se
po zapnuti sam zkontroluje — nastaveni teploty (,,adjusting thermal®) a zakladni udrzba

(,,maintenance®). Validaci ptistroje provadi firma Werfen Czech. [31]
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Mezitim jsem si piipravila vSechny potiebné ¢inidla a provedla se denni Gdrzba
(doplnéni kyvet, rinse solution, cleaning agent, vyliti odpadu, atd.). Podle schématu
jsem do pfisluSnych rackl dala nefedény clean B a Cinidla [31]:

Tabulka 4. Umisténi pomocnych cCinidel v analyzatoru (D1, R2, R5, R6 —
jednotlivé racky a zdsuvky pro racky v piistroji) [31]

D1 R2 RS R6

CLEAN B CLEAN B CLEAN B
Factor diluent Clean B diluted Clean B diluted

Netfedény clean B slouzi k udrzbé — na dotykové obrazovce jsem vybrala
,maintenance*, udrzba: ,,Enhanced clean for all probes* a po skoneni udrzby zmackla
,,OK®. Pfed vloZenim reagencii je nutné nefedény clean B vyndat. [31]

Pro dRVVT test jsem pouZzila dRVV Screen. Je to lyofilizovana reagencie,
kterou jsem musela v lahvicce rozpustit ve 2 ml injekéni vody a stabilizovat 15 minut
pii pokojové teploté. Do lahvicky s dRVV Confirm jsem také napipetovala 2 ml
injekéni vody a opét nechala rozpustit pfi pokojové teplot¢ po dobu 15 minut. LA
pozitivni kontrolu jsem pfipravila rozpuSténim v 1 ml injekéni vody, nechala stat
15 minut pfi pokojové teplote. To samé jsem provedla i s LA negativni kontrolou. Pied
vloZzenim na pfislusSna mista v racku, jsem vSechny reagencie opatrné¢ promichala
a ujistila se, ze jsou dobie rozpustény. [32]

Pro SCT test jsem pouzila SCT Confirm, ktery byl jiz v tekutém stavu od
vyrobce a nebylo tfeba ho rozpoustét, jako u predeslych reagencii. Bylo potifeba ho
promichat zhruba 5 sekund na vortexu. Z SCT Confirm jsem odebrala 50 pl
a napipetovala do lahvicky s SCT Screen. Pred vlozenim do analyzatoru jsem ho
promichala asi 5 sekund na vortexu. SCT CaCL, byl také ptipraven uz od vyrobce,
a proto ho stacilo jen promichat pfevracenim lahvicky. [33]

Reagencie dRVV Screen a dRVV Confirm jsem vlozila do prostoru pro
reagencie do dvou rackli na pozici 1. Reagencie SCT Screen, SCT Confirm do dvou
rackll na pozici 2 a SCT CaCL; na pozici 3 jednoho z racki. Piistroj rozpoznal vloZzené

reagencie a nebyla potieba je zadavat rucné. [31, 32]
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Vedouci mé bakalafské prace vybrala vzorky pacientl (pozitivni, negativni), jez
mély pozadavek na stanoveni lupus antikoagulans. Vzorky byly zmrazeny pii -80 °C,
proto je bylo nutné vlozit do termostatu pti 37 °C na 15 minut. [27, 35]

Rozmrazené testované plazmy jsem vlozila na pfislusné pozice v racku
a umistila do prostoru pro vzorky v analyzatoru. Poté jsem na dotykové obrazovce
popsala kontroly, jednotlivé vzorky podle jmen pacientii a podle toho, ve které pozici
v racku jsou a navolila u kazdého z nich provedeni ptisluSnych metod — screeningovy
test dARVVT, SCT a konfirmacni test dARVVT, SCT. Po probéhnuti testu se na obrazovce
zobrazily vysledky kontrol a pacienti. Hodnoty kontrol jsem ovéfila podle doporuceni
od vyrobce a pak jsem vSechny vysledky vytiskla. Vyndala jsem vSechny reagencie,
testované vzorky a program analyzatoru jsem ukoncila. Na zdvér se pfistroj vypnul

vcetné pocitace a tiskarny. [31, 32]

5.1.4 Namérené hodnoty

Analyzator ACL TOP 700 ma ve svém systému naistalovany vzorec pro vypocet
jednotlivych poméra. TakZze v celkovych vysledcich jsou uvedeny casy pro dRVVT,
SCT, Screen Ratio, Confirm Ratio a normalizovany dRVVT a SCT pomér. K vypoctu

jednotlivych poméri (= ratio) slouzi nasledujici postupy [32, 33]:

testovana plazma v LAC Screen testu (s)

Screen Ratio =
stfedni hodnota normalniho rozmezi testu LAC Screen (s)

testovana plazma v LAC Confirm testu (s)

Confirm Ratio =
stfedni hodnota normalniho rozmezi testu LAC Confirm (s)

Screen Ratio
Normalizovany LAC pomér = — N
Confirm Ratio

Stejné vypocty se provedou i pro SCT test. U kazdé nové Sarze reagencii pro
testy dRVVT a SCT je dulezité stanoveni nového normalniho rozmezi, dané ptislusnou
sttedni hodnotou v sekundach. Stfedni hodnota normalniho rozmezi je pouzita jako

konstantni jmenovatel pro vypocet jednotlivych poméri (ratio). [32, 33]
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5.2 Pristroj SYSMEX CA 7000

SYSMEX CA 7000 je automaticky analyzator, ktery provadi vysSetfeni
koagulacni, chromogenni a imunologickou metodou. Principy jednotlivych méfeni jsou
podobné jako v kapitole 5.1 Ptistroj ACL TOP 700 CTS. Soucasti analyzatoru je

pneumaticka jednotka, sampler, napajeci jednotka, tiskarna a zalozni zdroj. [37]

5.2.1 Reagencie pro SYSMEX CA 7000
Pro méfeni na  pfistroji SYSMEX jsou dllezitd  nasledujici
reagencie [27, 34, 35, 36]:

* CA Clean II — promyvaci roztok

* DVVtest — 2 ml lyofilizovaného pftipravku, obsahuje smés hadiho jedu
Russellovy zmije, vapniku, fosfolipidii, inertnich aditiv a konzervacnich Cinidel.

*  DVVconfirm — 1 ml lyofilizovaného ptipravku, ma stejné sloZeni jako DV Vtest.

* PTT-LA — 2 ml lyofilizovana reagencie obsahujici kefalin z mozkové tkané
kralika a aktivator z kfemicitanovych ¢astic v pufrovaném prostiedi.

« CaCL,-0,025M

* NKP je Normal Multi Control — 1 ml lyofilizované lidské plazmy s pufrem,
stabilizatory a konzerva¢nimi latkami.

* LAtrol Normal Control — 1 ml lyofilizované lidské plazmy s pufrem,
stabilizatory a konzerva¢nimi latkami. Pro ptipravu byla pouzita lidska citratova
plazma od darcii s prokazanymi antifosfolipidovymi protilatkami.

* LAtrol Abnormal Control — 0,5 ml lyofilizované lidské citratové plazmy chudé
na desticky s pufrem, stabilizatory a konzerva¢nimi latkami.

* Savo, destilovana voda, injek¢ni voda.

Pro odbér a zpracovani vzorku pacienta plati stejna pravidla, jako pro zpracovani

plazmy v kapitole 5.1.1 Reagencie pro ACL TOP 700 CTS.

36



Bakalaiska prace Lupus antikoagulans a metody vysetfovani

5.2.2 Postup

Ptistroj zlstava stale v provozu. Pouze 1x za 24 hodin je nutné ho na kratkou
dobu vypnout pro uvedeni do piivodniho nastaveni. Z tohoto diivodu jsem analyzator
nezapinala ani nevypinala. [37]

Pro dRVVT test jsem pouzila DV Vtest, ktery jsem pfipravila rozpusténim ve
2 ml injekéni vody. Bylo nutné reagencii stabilizovat 15 minut pfi pokojové teplote.
Roztok jsem pfelila do kyvety — Technicon a umistila do analyzatoru do zasuvky R2
pozice 5. Do lahvicky s DVVconfirm jsem napipetovala 1 ml injek¢éni vody, nechala
rozpustit pii pokojové teploté po dobu 15 minut a obsah ptelila do kyvety — Technicon
a umistila do zasuvky F2 pozice 4 v pfistroji. Normal Multi Control jsem rozspustila
v 1 ml injekéni vody. LA Normal Control jsem pfipravila napipetovanim 1 ml injekcni
vody. Do LA Abnormal Control jsem napipetovala 0,5 ml injekéni vody. VSechny
kontroly jsem nechala stat pii pokojové teploté po dobu 15 minut. Pied vlozenim na
prislusnd mista v racku, jsem reagencie jemn¢ promichala. [35]

Veskeré reagencie vetné Sava, kontrol a vzorky pacientli se musely ru¢né
zadavat do pristroje.

Jednotlivé zkumavky se vzorky jsem postupné naskladala do racku oc¢islovaném
1 — 10 a vlozila do podavace vzorkl. Analyzator si ptifadi metody k ¢islu vzorku podle
pracovniho listu. Na dotykové obrazovce jsem zvolila ,,Work List“, ,,ID No. Entry* —
napsala identifikacni ¢islo vzorku podle ptislusné pozice v racku a navolila ptislusné
metody ,,DRVVT* (screeningovy test) a ,,DRVVCo* (konfirmaéni test). Zmacknutim
,Enter se kurzor posune na dalsi fadek. Tento postup jsem opakovala, podle toho, kolik
jsem méla obsazenych pozic v racku. Po zadani pfisluSnych hodnot jsem spustila
analyzu. [35, 36]

U testu aPPT jsem reagencii PTT-LA rozpustila ve 2 ml injekéni vody, nechala
stabilizovat 30 minut pii pokojové teploté. Poté jsem lahvicku protfepala, prelila do
kyvety — Technicon a vlozila do zasuvky R5 na pozici 5. CaCL, byla jiz pfipravena
k pouziti, a proto jsem ho umistila do zasuvky R2 na pozici 3. Normal Multi Control
jsem rozpustila v 1 ml injekéni vody. Nechala jsem kontrolu stat pti pokojové teploté po

dobu 15 minut. Po uplynuti doby jsem lahvi¢ku promichala a % ml pielila do kyvetky —
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Technicon, zbytek reagencie jsem pielila do plastové zkumavky. Kontrolu jsem umistila
do zasuvky F na pozici 8. Zbyvajici dvé kontroly byly pfipraveny stejné jako pro test
dRVVT. [36]

Pro zméfeni vzorkli a kontrol jsem postupovala stejné jako u metody dRVVT
s rozdilem, ze u zaddvani metod jsem navolila ,,LA* a ,,LA.KT*. [36]

Po ukonceni obou méteni jsem vysledky zkontrolovala a vytiskla.

5.2.3 Namérené hodnoty

Analyzator SYSMEX oproti ACL TOP nemd nainstalovany program, ktery
vypocitd poméry Casii, proto se musi spoc€itat samostatné. Vzorce pro dané vypocty
viz. Kapitola 5.1.4 Naméiené hodnoty. Pro dosazeni do vzorce se pouziji hodnoty

namétené na pristroji SYSMEX.
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6 Vysledky

Na pristroji ACL TOP 700 CTS jsem zméfila 28 vzorkl pacientl s pozadavkem
na vySetfeni lupus antikoagulans a 2 pacienty s hemofilii pro leps$i orientaci ve srovnani
rozdilnych pomérh cast. Stejni pacienti byli zméteni i1 na piistroji SYSMEX CA 7000.
Tabulka 5. udava SCT S — coz je screeningovy test, hodnoty jsou dany pomérem plazma
pacienta / normalni plazma u testu Silica Clotting Time, stejné poméry také pro
dRVVT S (screeningovy test pro metodu pouzivajici hadi jed). Konfirmacni test a jeho
pomér jsou v tabulce ve sloupci SCT C a dRVVT C. Zkratky pos, neg urcuji
pozitivniho, negativniho pacienta. Z téchto hodnot jsem zhotovila graf (Graf 1.)

Tabulka 5. Ptehled vysledkii naméfenych na piistroji ACL TOP 700 CTS

Pacienti |SCTC|SCTS| SCT | dRVVTC | dRVVT S dRVVT |Hodnocent
P1 1,17 | 3,10 | 2,65 0,97 1,41 1,46 pos
P2 1,21 | 2,93 | 2,43 1,11 2,47 2,23 pos
P3 1,11 | 3,09 | 2,78 1,03 2,02 1,95 pos
P4 1,34 | 3,38 | 2,52 1,05 2,33 2,21 pos
P5 1,19 | 2,92 | 2,45 1,08 2,37 2,19 pos
P6 1,21 | 1,25 | 1,04 0,87 0,85 0,98 neg
P7 1,17 | 1,36 | 1,17 0,93 1,21 1,29 pos
P8 1,15 | 1,19 | 1,04 0,88 0,88 1,01 neg
P9 0,97 | 0,94 | 0,97 1,01 1,01 1,00 neg

P10 0,87 | 0,84 | 0,96 1,14 1,36 1,19 neg
P11 1,01 2,8 | 2,77 1,03 2,02 1,95 pos
P12 1,11 | 3,44 | 3,11 1,18 2,66 2,25 pos
P13 1,37 | 1,35 | 0,99 1,03 1,03 1,00 neg
P14 1,30 | 1,21 | 0,94 1,07 1,17 1,10 neg
P15 1,13 | 1,15 | 1,02 1,03 1,01 0,98 neg
P16 1,25 | 1,38 | 1,10 1,02 0,98 0,96 neg
P17 1,01 | 1,07 | 1,05 1,19 1,02 0,86 neg
P18 1,39 | 1,08 | 0,78 1,07 1,18 1,11 neg
P19 1,20 | 0,97 | 0,81 0,89 0,94 1,06 neg
P20 0,91 | 0,92 | 1,00 0,98 1,09 1,11 neg
P21 1,05 | 1,22 | 1,16 1,06 1,25 1,17 neg
P22 0,87 | 0,97 | 1,12 0,98 1,04 1,06 neg
P23 1,19 | 1,13 | 0,95 1,02 1,02 1,00 neg
P24 0,83 | 0,88 | 0,83 0,94 0,96 1,01 neg
P25 1,03 | 2,49 | 2,42 1,17 2,25 1,93 pos
P26 0,93 | 0,99 | 1,06 0,94 1,00 1,06 neg
P27 1,02 | 2,70 | 2,64 1,09 2,23 2,05 pos
P28 1,01 | 1,06 | 1,05 0,97 0,83 0,86 neg
hemofilik 1 | 4,52 | 3,56 | 0,79 1,03 1,19 1,16
hemofilik 2 | 1,54 | 1,53 | 0,99 0,97 1,01 1,04
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Porovnani poméru v testech SCT a dRVVT
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Graf 1. Prvni graf je vyhotoven z vysledkii 28 pacientli. Je zde vidét srovnani
celkovych pomért (ratio SCT Screen / ratio SCT Confirm; ratio dRVVT Screen / ratio
dRVVT Confirm) u testu SCT (modra barva) a dRVVT (Cervend barva) na pfistroji
ACL TOP 700 CTS. Piimky vyznacené v grafu slouzi k orientaci pro hranici
pozitivnich a negativnich hodnot. Z toho vyplyva, Ze vSechny hodnoty nad tmavé
modrou pfimku pro 1,20 u dRVVT jsou pozitivni. Pro test SCT jsou pozitivni hodnoty
nad riiZovou ptimku pro 1,16.

Druhy graf (Graf 2.) jsem zhotovila ze stejnych hodnot napsanych v Tabulce 5.
Spocitala jsem priméry vSech pozitivnich, negativnich vzorkti a dvou hemofilika
z priuméra testd SCT C, SCT S, dRVVT C, dRVVT S (viz. Tabulka 6.).

Tabulka 6. Primérné hodnoty pomeérii testi u negativnich, pozitivnich

a pacientd s hemofilii

SCTC | SCTS dRVVT C dRVVTS
prdmér-pos 1,14 2,82 1,06 2,10
prdmeér-neg 1,09 1,09 1,01 1,03
prdmér-hemofilikd| 3,03 2,55 1,00 1,10
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Srovnani positivnich, negativnich a pacientii s hemofilii
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Graf 2. Druhy graf slouZzi pro ptehlednost rozdili mezi pozitivnimi, negativnimi
vysledky a hemofiliky. Jednotlivé sloupce znazoriwuji priméry poméra
(Cas pacienta /c¢as normalu) ve screeningovych testech SCT S, dRVVT S
a konfirmacnich testech SCT C, dRVVT C.

U dalSich grafi (Graf 3., 4.) jsem vzala jednoho pacienta pozitivniho a jednoho
negativniho. Oba byli zméfeni na analyzaitorech ACL TOP 700 CTS
a SYSMEX CA 7000. Srovnavala jsem jejich namétfené¢ Casy v testech dRVVT S,
dRVVT C pro oba analyzatory; LA S (screeningovy test aPTT), KT (smésny test aPTT)
pro piistroj SYSMEX; SCT S, SCT C pro ACL TOP (viz. Tabulka 7.).

Tabulka 7. Hodnoty naméfené¢ na piistroji SYSMEX a ACL TOP pro

pozitivniho a negativniho pacienta.

Pozitivni pacient

SYSMEX | LA S KT DVVT DVVCo
65,3 73,4 94,3 58,0

ACL TOP| SCTS | SCT C |dRVVT S|dRVVT C
90,9 35,9 77,1 34,4

Negativni pacient
SYSMEX | LAS KT DVVT | DVVCo
38,9 40,1 51,4 49,3

ACL TOP| SCTS | SCT C |dRVVT S| dRVVT C
36,5 49 40,8 33,8
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Srovnani testii na dvou pristrojich - positivni pacient
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Graf 3. Srovnani ¢asii vSech testli pozitivniho pacienta na obou pfistrojich.

Srovnani testli na dvou pristrojich - negativni pacient

60
50

40
30
20
10

0

SCTS|LAS SCTC | KT dRVVT S | DVVT dRVVTC | DVVCo

[sec]

¢as

B ACL TOP m SYSMEX

Graf 4. Srovnani ¢ast vSech testll negativniho pacienta na obou pfistrojich.
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Za rok 2013 bylo na Oddéleni klinické hematologie celkem zméfeno kolem
100 000 pacientd, z toho bylo u 283 pacienti pozadavek na vySetfeni lupus
antikoagulans. Pozitivnich pacientt bylo 39, zbytek 244 negativni. Z téchto hodnot jsem

vyhotovila graf (Graf 5.).

Prehled vySetfeni v r. 2013
39

B wSetieni na LA
B z toho positivni na LA

283

Graf 5. Vsechna vySetteni lupus antikoagulans za rok 2013.

Abych porovnala méfeni na obou pfistrojich ACL TOP a SYSMEX, vytvofila
jsem t-test pro dARVVT (Tabulka 8). Je to statistickd funkce umoziujici porovnani dvou
skupin. Soubor 1 je vytvofen z hodnot celkovych pomérd dRVVT namétfenych na
pristroji ACL TOP. Soubor 2 je ziskan z hodnot dARVVT na pfistroji SYSMEX.

Tabulka 8. T-test pro dRVVT

soubor 1 |soubor 2
Str. hodnota |1,358214|1,237857
Rozptyl 0,2438 |0,126292
Pozorovani 28 28
Sm.odch. 0,493761|0,355375
T-test 0,300286886
vyznamnost p > 0,05

Z téchto vysledkli vyplyva, Zze hodnota 0,300286886 piedstavuje

pravdépodobnost nulové hypotézy o shod¢ primérit obou souborti (pravdépodobnost
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chyby a), tzn. Ze mezi priméry souborti byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil

(p > 0,05).

Vytvoftila jsem také t-test pro pozitivni a negativni pacienty, kdy pozitivni jsem
oznacCila jako 1 a negativni jako 2, abych skupiny mohla vyhodnotit. Soubor 1
predstavuje vzorky namétené na pristroji ACL, soubor 2 hodnoty z pfistroje SYSMEX
(viz. Tabulka 9). Oba soubory odpovidaji vysledkiim celkovych pomért z dRVVT testu.

Tabulka 9. T-test pro pozitivni a negativni pacienty

soubor 1 |soubor 2
Str. hodnota 1,642857 1,678571
Rozptyl 0,238095| 0,22619
Pozorovani 28 28
Sm.odch. 0,48795 0,475595
T-test 0,7825703217
vyznamnost p > 0,05

Hodnota 0,782570322 ptedstavuje pravdépodobnost nulové hypotézy o shodé

priméra. Mezi soubory nebyl zjistén statisticky nevyznamny rozdil (p > 0,05).
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7 Diskuze

Svou praci jsem vypracovala na Oddéleni klinické hematologie ve fakultni
nemocnici Motol, kam byla zaslana fada vzorki s zddankou na stanoveni lupus
antikoagulans. Pozadavek u pacienti na vySetfeni lupus antikoagulans mulze byt
z riznych pficin. NejcastejSimi diivody jsou prodlouzené koagulacni testy z nezndmych
pficin, pacienti s trombofilnimi stavy, konkrétné se ziskanym antifosfolipidovym
syndromem.

V laboratofi klinické hematologie se zavadi nova metoda pro vySetieni LA na
novém a plné¢ automatizovaném stolnim analyzatoru ACL TOP 700 CTS, ktery
umoznuje stanoveni koagulace. Tuto metodu jsem pouzila pro ziskani vysledkt
u zadanych pacient. Pro srovnani jsem si také vyzkousela méfeni na jiz zavedeném
pfistroji v provozu — SYSMEX CA 7000. Co se ty¢e metodiky prace, je mnohem
jednodussi méftit na novém piistroji ACL TOP 700 CTS. Promyvaci roztoky, kontroly
a reagencie jsou v pristroji uz nastavené a zadané, proto po vlozeni roztoka do pfistroje,
které si naCte sam pomoci carového kodu, sta¢i pouze odkliknout na dotykové
obrazovce piisluSna pozadovana méfeni. Oproti piistroji SYSMEX CA 7000, u kterého
se promyvaci roztoky, kontroly, reagencie musi ruéné¢ zadavat kazdé zvlast. Zde hrozi
zaména reagencie z nepozornosti. U ACL TOP pokud se spotiebuje reagencie pred
domeéfenim pacientt, staci ji pouze doplnit a v méfeni se mize pokracovat. Stroj prerusi
praci, aniz by spotieboval pacientsky vzorek a pak si stile pamatuje zadanou metodu.
Nevyhoda u SYSMEXu je, pokud dojde n¢jaka reagencie, v tomto piipadé se vzorek
pacienta pouzije a poté se musi i vSechny metody znovu zadat. Dalsi vyhodou pfistroje
ACL TOP je, ze jsou vSechny reagencie i kontroly od stejného vyrobce, coz muze byt
zarukou spravného a presného méfeni.

Obé metody jsou zalozené na stejném principu, ale pouzivaji jiné reagencie
a jiny postup testd. Svym méfenim jsem zjistila, ze vysledky, jestli pacient je negativni
nebo pozitivni, vychazi stejné, ale lisi se v hodnotach vysledku — v €asu testu nebo
v poméru testu. OdliSnost hodnoty vysledku je dana pouzitim rlznych reagencii

s fosfolipidy a hadimi jedy. Jednd se totiz o reagencie vyrobené z biologického
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materidlu a vzdy mezi jednotlivymi reagenciemi budou minimdlni rozdily. Plati to nejen
pro metody stanoveni lupus antikoagulans na dvou pfistrojich, pfi stejnych reagenciich
a stejnym postupem, ale také mezi jednotlivymi laboratofemi. Existuje celd fada
diagnostickych testl, které se li§i svou specificitou a senzitivitou. Z tohoto divodu
nejsou presné dané hodnoty o frekvenci LA v populaci. Proto je také jednodussi zavadét
novou metodu, pokud madme vsSe od jednoho vyrobce a mizeme pouzit jejich hodnoty
kontrol a cut-off pro referen¢ni rozmezi. Pro testovani lupus antikoagulans na
analyzatoru ACL TOP sta¢i mensi skupina normalnich vzorkli okolo 20 — 60, protoze
stanovené hodnoty cut-off jsou uz dané z ptistroje SYSMEX. [25]

Pro stanoveni LA u obou dvou metod, plati pouziti screeningového
a konfirmaéniho testu u dRVVT, ale aPTT se lisi. U pftistroje ACL TOP se provadi
screeningovy test, ktery je stejny i pro SYSMEX. Rozdil se nachdzi u druhého testu,
kdy u ACL TOP se provadi konfirmacni, ale u SYSMEXu smésny test. Konfirmacéni
test se u metody provadéné na SYSMEXu pouziva pouze v nejasnych piipadech a velmi
zfidka. Ve své praci jsem porovnavala naméfené casy vSech testi u dRVVT
u pozitivniho a negativniho pacienta na obou pfistrojich. U testu aPTT by vychazely
rozdily z uvedenych davodii. Z vysledkli jsem pak zhotovila grafy (vice viz. Graf 3, 4),
na kterych lze vidét, Ze se hodnoty nelisi a rozdily nejsou statisticky vyznamné.

DalSim cilem bakalafské prace bylo zjistit, zda metoda ACL TOP spliuje
aktualizovana doporuc¢eni uvedeny v kapitole 3.1.4 Nova doporuceni. Postupy
u screeningovych a konfirmacnich testli jsou dodrzeny. Rozdil je u smésnych testi.
Screeningové a konfirmacni testy jsou natolik piesné, ze se krok se smésnymi testy
milZze vynechat. Dlivodem je nizkd pozitivita u vzorkli pacientti, kdy se ve smésnych
testech jevi jako negativni. Pokud se tedy provede screeningovy test a aPTT vyjde

negativné, ale dRVVT pozitivné, pfistupuje se rovnou ke konfirmacnimu testu.
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo naucit se stanovit lupus antikoagulans
a porovnat nove¢ zavadénou metodu s metodou jiz rutinné pouzivanou.

Ze vSech 283 pozadavkl na vySetfeni lupus antikoagulans za rok 2013, bylo
pouze 39 pozitivnich pacientii. Z téchto pacientl bylo k porovnani dvou metod vybrano
28 pacienttl, z toho bylo 10 pozitivnich a 18 negativnich.

Vysledky z pftistroje ACL TOP byly pomoci t-testu porovnany s vysledky
z ptistroje SYSMEX. Oba analyzatory davaji stejné vysledky a rozdily v naméfenych
hodnotach v testech nejsou statisticky vyznamné. U obou analyzatorG jsou uvedeny
vyhody a nevyhody metod pro stanoveni LA.

Metoda, kterda se teprve zavadi, spliiuje nova doporuceni postupu stanoveni

z roku 2012 a z pohledu uzivatele se zda byt lepsi.
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