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Abstrakt

Uvod: Trombofilni stavy mohou byt provazeny zvy$enou generaci trombinu, zvIasts
pak v t¢hotenstvi, kdy nartist generace trombinu vyplyva z fady zmén v hemostatickém
systému. Pfi podavani antikoagulacni 1éCby je Zadouci nartist generace trombinu snizit.

Cile studie: Jednim z cili nasi studie bylo porovnat generaci trombinu u jedinci
s prokdzanou mutaci faktoru V Leiden a jedincti se zvySenou hladinou faktoru VIIL.
Dalsim ukolem bylo porovnat pacienty s VTE s prokdzanou mutaci faktoru V Leiden
(nebo bez ni) a uzivajici rozdilnou antikoagula¢ni Iécbu. Poslednim cilem bylo posoudit
generaci trombinu u t€hotnych Zen a jejich odpovédi na podavani LMWH pii zdvazném
trombofilnim stavu.

Soubor pacientii a metody: Do kontrolni skupiny bylo zatazeno 170 zdravych darct
krve, do skupiny vrozené a ziskané trombofilie bylo zahrnuto 44 jedinct s mutaci faktoru
V Leiden a 38 jedinct s hladinou faktoru VIII >150 % bez dalsi prokdzané trombofilie.
Do skupiny s antikoagula¢ni 1é¢bou bylo zatazeno 347 jedinci s VTE uzivajicich pfimé
inhibitory koagulace. Do skupiny té¢hotnych Zen bylo zatfazeno 60 Zen s profylaktickou
davkou LMWH. Pro sledovéani generace trombinu jsme pouzili kit Technothrombin®
TGA RC Low a RC High a analyzator Ceveron® Alpha.

Vysledky: ZvySend generace trombinu byla nalezena u skupiny s vysokym faktorem
VIII v porovnani se skupinou s mutaci FV Leiden. U skupiny uZivajici pfimé inhibitory
koagulace byla mira sniZeni generace trombinu podle typu léku a liSila se v minimu
a maximu lécebného ucinku. Nebyl nalezen vyznamny rozdil v odpovédi na 1écbu mezi
skupinami FV Leiden negativni a FV Leiden pozitivni. Rovnéz nebyla nalezena vysoka
korelace mezi hladinou uZivaného léku a mirou snizeni generace trombinu. U t€hotnych
s trombofilnim rizikem byla vyznamné zvySena generace trombinu a tyto Zeny
odpovidaly na profylaktické davky nizkomolekularniho heparinu mensim sniZenim
generace trombinu, neZ byl predpoklad.

Zavér: Trombofilni stavy spojené s rizikem Zilniho tromboembolismu by bylo vhodné
doplnit sledovanim generace trombinu, zvlasté pak v ptipadech, kdy vznikéd podezieni na
neucinnost antikoagulaéni 1é€by. Dusledné sledovani generace trombinu u téhotnych
s trombofilnim rizikem mize zlepsit celkovy stav t€hotnych a kvalitu péce o né.

Klicova slova: trombofilie, trombin, generace trombinu, nizkomolekuladrni heparin,

pfimé inhibitory koagulace



Abstract

Introduction: Thrombophilic conditions may be accompanied by increased thrombin
generation (TG), especially during pregnancy when the increase in thrombin generation
results from a series of changes in the haemostatic system. During administration of
anticoagulant treatment, it is desirable to reduce the increase in thrombin generation.

Aims of the study: The first aim of our study was to compare TG in individuals with a
proven factor V Leiden mutation and individuals with elevated levels of factor VIII. Another
aim was to compare patients with VTE and also with or without proven FV Leiden mutation
that are taking different anticoagulation treatments. The final aim was to assess thrombin
generation in pregnant women and their response to LMWH administration during severe
thrombophilic conditions.

Group of patients and methods: There were included 170 healthy blood donors in the
control group, the congenital and acquired thrombophilia group included 44 individuals with
FV Leiden mutation and 38 individuals with factor VIII level >150 % without other proven
thrombophilia. 347 subjects with VTE taking direct coagulation inhibitors were included in
the anticoagulation group. Sixty women with a prophylactic dose of LMWH were included
in the group of pregnant women. Kit Technothrombin® TGA RC Low and RC High and
analyser Ceveron® Alpha were used to monitor the thrombin generation.

Results: Increased TG was found in the group with high factor VIII compared to the FV
Leiden mutation group. In the group taking direct coagulation inhibitor, the rate of reduction
in TG varied by drug type and differed in the minimum and maximum therapeutic effect. No
significant difference in treatment response was found between FV Leiden negative and FV
Leiden positive groups. No high correlation was also found between the level of used drug
and the degree of reduction in thrombin generation. TG was significantly increased in
pregnant women at thrombophilic risk and these women responded to prophylactic doses of
LMWH with lesser reduction in thrombin generation than predicted.

Conclusion: Thrombophilic conditions associated with the risk of VTE should be
accompanied with the monitoring of thrombin generation, especially in cases where the
ineffectiveness of anticoagulant treatment is suspected. Consistent monitoring of TG in
pregnant women at thrombophilic risk can improve the general condition of pregnant women
and the quality of their care.

Key words: thrombophilia, thrombin, thrombin generation (TG), low molecular weight

heparin (LMWH), direct coagulation inhibitors
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1 Uvod

Hemostaza je fyziologicky proces, ktery udrzuje tok krve, a chrani tak organismus
pred ztratou krve po poranéni cévni stény. (Kvasnicka 2003) Vyvazend a dobte fungujici
hemostéza je zavisla na vzajemném fungovani koagulacnich faktord a zaroven na ¢innosti

inhibitorii koagulace a fibrinolytickém systému.

11 Fyziologie hemostazy

Na zakladé mnohaletych vyzkumii bylo potvrzeno, Ze procesy hemostazy neexistuji
oddélené, ale vzajemné spolu interaguji a probihaji zaroven. Pribéh koagulaéni kaskady
je v soucasné dobé popisovan tfemi fazemi: iniciaci, amplifikaci a propagaci. Hlavnim
iniciatorem koagulac¢niho dé¢je je tkanovy faktor. Vysledkem iniciace je malé mnozstvi

trombinu, které je ale dostate¢né k pokracovani amplifikace a propagacéni faze.

Obrazek 1 Schéma iniciace
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Za fyziologickych podminek odd¢luji TF od cirkulace jak endotelova bariéra
(subendotelova a perivaskularni slozka), tak i mechanismy selektivni exprese (cévni
sloZzka TF). Bunky (endotelie, krevni elementy) exprimuji TF az po stimulaci. Pokud
nedojde k pfimému poSkozeni cévniho systému, probihd exprese TF hlavné na
aktivovanych monocytech. (Osterrud et Bjorkif, 2001). Faktor VIla se vaze
k membranovému TF na povrchu bun¢k za vzniku dimerniho komplexu [TF. VIla]. Pti
vazbé F VIla na TF dochézi soucasné k pienosu aktivaéniho signalu do bunky. Zvysuje
se koncentrace vapniku, aktivuji se proteinové kinazy C a adhezivni kindzy, a to se projevi
vznikem komplexu TF.FVIIa.Ca.Pl. (Preissner et Kanse, 1996). Takto aktivované
monocyty jsou nejucinnéjSim spoustééem koagulace. TF se miize pfimo véazat na FVIIa
1na FVIL. Komplex TF a FVIIa spolecné s vapnikem a fosfolipidy aktivuje FIX. Tento
faktor tvoii s FVIIla, FX tzv. vnitini tendzu. V systému vnéjsi tenazy aktivuje komplex
TF. FVIIa faktor X. FXa se na membran¢ aktivovanych monocytl vaze do komplexu
protrombinazy a v této formé generuje malé mnozstvi trombinu, ktery aktivuje faktory V,

VIIIL, XI a krevni desticky.

Trombin

Obrizek 2 Schéma amplifikace
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V této fazi dochazi k vyvazani aktivovanych faktorii na povrch aktivovanych desticek,
které jsou soustiedéné v misté poranéni, a interakci destickovych receptorti s trombinem.
Trombinem aktivované FVIlla, Va a IXa se vazi na fosfolipidy, které se dostaly na povrch
membrany desti¢ek pomoci tzv. flip-flop fenoménu. Uvedené aktivované faktory spolu

s FXIa urychluji koagula¢ni proces.

Protrombin N

Obrizek 3 Schéma propagace

Dva komplexy vytvofené za piitomnosti Ca>* na negativné nabitém povrchu destiek
maji ditlezitou funkci. Tenazovy komplex FVIIla + FXa je dulezity pro rychlé generovani
faktoru Xa a protrombinazovy komplex FVa + FXa pro rychlé¢ vytvofeni aktivniho
trombinu. Trombin je klicovy enzym celé hemostazy, protoze ovliviluje koagulacni
iinhibi¢ni procesy a také fibrinolytické a antifibrinolytické systémy. Je jedinym
koagula¢nim enzymem, ktery je schopen §tépit fibrinogen na fibrinové monomery, které

polymerizuji do stabilniho fibrinu.
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1.1.1  Systém koagulac¢nich inhibitoru

Trombin, ktery vznika po celou dobu srazeni krve, musi byt po skonceni tohoto
procesu rychle vyvazan, aby srazeni nepokracovalo. Inhibici nepodléha jen trombin, ale
i ostatni slozky krevniho srdzeni. Inhibitory tohoto systému jsou obsaZeny v plazmé
v malém mnozstvi.

Nejveétsi  uplatnéni v koagulaénim systému maji inhibitory antitrombin (AT)
a a2-makroglobulin (a2M). Oba se v plazmé vyskytuji v pomérné¢ vysoké koncentraci.
AT spole¢né s kofaktorem heparinu II odpovidaji za 80 % koagulacni aktivity.

Antitrombin je nejvyznamnéjSim inhibitorem serinovych protedz. Jeho hlavni funkci
je vyvazani trombinu a plazmatickych proteaz za vzniku komplexu, ktery je odbourdvan
v monocytomakrofagovém systému (MFS). Vznik tohoto komplexu mize byt urychlen
navazanim heparinu nebo proteoglykanii z endotelovych bunék. Na antitrombin se ale
vazou jen ty hepariny, které maji sekvenci pentasacharidu. Tato vazba je reverzibilni.
(Kvasnicka 2003)

Heparinovy kofaktor II (HC II) je jednofetézcovy glykoprotein inhibujici serinové
protedzy. Vyskytuje se hlavné na cévnim endotelu a méa pouze lokalni vyznam. Vznika
v jatrech a je také syntetizovan endotelovymi buiikami. Aktivita tohoto kofaktoru je
vyhradné namifena proti trombinu. Ma uplatnéni v inhibici trombinu aZz pii poklesu
hladiny AT pod 30 %. (Penka and Tesafova 2011)

Protein C (PC) spolu s antitrombinem a inhibitorem tkanového faktoru (TFPI)
cévnich endotelii, kde je navdzan trombomodulin. Vazba trombinu s trombomodulinem
umoziuje aktivaci PC. Aktivni forma PC se za pomoci fosfolipidti a Ca** §t&pi a tim
inaktivuje FVa a FVIlla.

Protein S ma inhibi¢ni aktivitu nezdvislou na aktivovaném proteinu C (APC). Inhibuje
protrombinazu pfimou inhibici FXa a déle také inhibuje v ptitomnosti fosfolipidl aktivaci
FX vazbou na FVIIL

Inhibitor zevniho systému aktivace hemostazy (TFPI) pfimo inhibuje FXa a reakce je
urychlovana heparinem. Plsobeni TFPI je dulezitd negativni zpétna vazba

v hemostatickém systému, ktera zabranuje jeji nadmérné aktivaci.
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1.1.2 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je aktivovan soucasn¢ s aktivaci hemostazy a tvorbou trombinu.
Proces fibrinolyzy je pomalejsi ve srovnani s koagulacni kaskadou. Hlavni funkci
fibrinolytického systému je odstranéni krevni srazeniny a obnoveni pritoku krve. Jedna
se o slozitou sit’ aktivatorti a inhibitorti propojenou mnozstvim vazeb, které zajiStuji
regulaci rovnovahy v systému. Hlavnim enzymem fibrinolytického systému je plazmin,
ktery vznikd aktivaci plazminogenu. Jeho ukolem je rozpusténi krevni sraZeniny.
Aktivovand forma FXII, t-PA a u-PA se podileji na pfeméné plazminogenu na plazmin.
Inhibitory PAI a a2-antiplazmin kontroluji a reguluji fibrinolyzu. (Kvasnicka 2003,
Penka and Tesatova 2011) ZvySeni fibrinolytickych schopnosti mize vést ke krvaceni

a snizeni mize vyvolat trombotické stavy. (Dulicek 2022)

1.1.3 Hemostaza v téhotenstvi

T¢hotenstvi, které probihd fyziologicky, je vlivem trombogeneze doprovazeno fadou
zmén v hemostatickém systému. Dochazi k vzestupu hladin koagula¢nich faktort,
zejména pak fibrinogenu, faktoru VIII, VII a V a von Willebrandova faktoru. Aktivita
proteinu S je sniZzend a projevuje se i nizsi ucinek aktivovaného proteinu C zplsobeny
vy$$i aktivitou protrombinu. Zarovein dochdzi ke zvySeni koncentrace inhibitorti
fibrinolyzy PAI-1 a PAI-2 (inhibitory aktivatoru plazminogenu) a TAFI (trombinem
aktivovany inhibitor fibrinolyzy). (Kvasnic¢ka 2003) Tyto prokoagulacni zmény se mohou
projevit zvySenou generaci trombinu.

Pokud je téhotenstvi patologické napt. z divodu pozitivni trombofilni rodinné
anamnézy, muze byt doprovazeno jesté vysSimi hodnotami faktori nebo neodpovidajici
reakci na profylaktické davky antikoagulacni lécby. (Hathaway 1991, Brenner 2004,
Bleker, Buchmiiller et al. 2016)
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1.2 Patologie hemostazy

Poruchy krevniho sraZeni mohou byt provazeny krvacivymi stavy — hypokoagulace
nebo naopak zvySenym sklonem ke krevnimu srazeni — hyperkoagulace. Stavy spojené

s poruchami krevniho srazeni mohou byt vrozené nebo ziskané.

1.2.1 Koagulopatie a krvacivé stavy

Jednad se o hypokoagulacni poruchy primarni nebo sekundarni hemostdzy nebo
kombinované stavy. Ke krvacivému stavu tedy dochdzi pifi poruseni nékterého
z mechanismil hemostatické rovnovahy. Klinicky se projevuji spontannimi krvacivymi
pfiznaky, charakterem typickym pro danou poruchu, pii zavaznéjSim nebo
protrahovaném pribéhu se vyvine anemie.

U chorob s poruchou primarni hemostazy se jedna o defekt v procesu tvorby primarni
hemostatické¢ zatky bud’ na strané cévni nebo trombocytil, piipadné¢ kombinovanou
poruchu.

U koagulopatii je krvacivy stav zpusobeny sniZzenou koncentraci nebo snizenou
aktivitou dané¢ho koagulac¢niho faktoru (popiipadé celou tadou faktor). Koagulacni
poruchy vznikaji tedy disledkem poruchy koagulaéni kaskady z diivodu vrozenych nebo
ziskanych poruch ¢i plisobenim vnéjsich vlivii (napt. 1€ki), které ovliviiuji plazmaticky
koagula¢ni systém. (Dempfle 2004, Tripodi and Mannucci 2011, Choi and Vogel 2014,
Cohen and Christie 2017)

1.2.2 Trombotické stavy

Vznik trombu byl poprvé ucelené popsan vroce 1856, kdy profesor Virchow
postuloval tii hlavni faktory, které pfispivaji ke vzniku trombu, poruchu krevniho toku,
postizeni cévni stény a hyperkoagulaci. Koncepce Virchowovy triady se v zasadé
uplatiuje dodnes. Naproti tomu trombotické stavy jsou patofyziologické stavy, pii
kterych mutze dochézet k uvolnéni trombii neboli embolii, coz mize v kone¢ném
disledku vést az k tromboembolické piihod€. Podle mista vzniku rozliSujeme trombozy
zilni a arterialni. (Kvasnicka 2003)

Zilni tromboembolizmus piedstavuje jednu z nejéasté&jsich pii¢in kardiovaskularnich
umrti po infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové piihodé€. Situaci zhorSuje

i druhotny tromboembolizmus, ktery roste se zvySujicim se poctem nadorovych
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onemocnéni, ¢i masové rozsifeni nékterych protrombofilnich medikaci (napt. hormonalni
antikoncepce) bez vysetfeni tendence k hyperkoagulaci.

tj. zpomaleni az zastava zilniho prutoku (staza) a hyperkoagulace, tedy neregulovana
aktivace koagula¢niho systému. Stagnaci pratoku krve dochdzi k lokalnimu navyseni
koncentrace koagulacnich plazmatickych faktorti a leukocytil, které za¢nou uvoliiovat
zanétlivé cytokiny, coz piispiva k protrombotické aktivaci zilni vystelky. Tento proces
vede az k hyperkoagulaci, kterd je zplsobena jednak selhanim inhibitori koagulace
a nedostatecnou funkci fibrinolytického systému a zaroven také zvySenou prokoagulacni
aktivitou v krvi. Zménou stavu zilniho endotelu na prozanétlivy a protromboticky dojde
k neregulované aktivaci koagulaéniho systému. (Kvasnicka 2003)

Arterialni trombdza neboli aterotrombdza je v soucasné dobé jedna z nejcastéjSich
chorob vedoucich k umrti, kterd navic vyznamné zhorSuje prognozu pacienta na pieziti.
Tento patologicky proces postihuje velké a stfedni arterie, pticemz klinicky se projevuje
pfedev§im jako akutni koronarni syndrom, cévni mozkovéa nebo jind cévni piihoda.
(Kvasnicka 2012)

Z hlediska klasického Virchowova trias se na vzniku arteridlniho trombu zpoc¢atku
podileji pouze dva faktory, tj. agregace krevnich desticek a dysfunkce cévniho endotelu,
zejména pii aterosklerdze. Nejprve totiz dochéazi pouze ke shlukovani krevnich desticek
a leukocyti, tedy vzniku bilého trombu, Cervené krvinky a plazmatické koagulacni
faktory jsou pod tlakem krve vymyvany. To nastdva v dasledku poranéni cévni stény
anasledného odhaleni vysoce trombogennich kolagennich vlaken, coz mize byt
zpiisobeno napiiklad rupturou aterosklerotického platu. AZ druhotné b&hem obturace
artérie nebo krvaceni dovniti prasklého platu dochézi k hyperkoagulaci, podobné jako je

tomu u zilni trombdzy, a vzniku ¢erveného trombu. (Kvasnicka 2003)

1.2.3 Trombofilie

Za trombofilii 1ze obecné& povazovat stav zvySené dispozice k tvorbé trombi v Zilnim
nebo tepenném systému. Jedna se o komplexni onemocnéni zapii¢inéné poruchami
koagulace a jejich inhibitoril a také protrombotickymi stavy zplsobenymi pfirozenymi
(geneticky zavislymi) nebo ziskanymi poruchami krevnich destic¢ek, leukocytii, endotelu,
zanétlivych cytokind, metabolizmu atd. Z hlediska klinické praxe je zdsadni patologické

trombofilie v€as diagnostikovat, tim ziskat ¢as pro vhodnou profylaxi, a zabranit tak
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vzniku nebo rekurenci trombdzy. Komplikace s jiz vzniklou trombotizaci jsou totiz vzdy
¢asteCné nevratné a 1éCebny postup je ndkladnéjsi a méné ucinny. (Kvasnic¢ka 2003)

K vCasné diagnostice trombofilii je samoziejmeé nutné védét, jaké priciny vedou
k jejich vzniku. V ptipad¢ obou trombofilii, zilni 1 tepenné, pisobi mnoho faktort,
pfi¢emz u zilni jsou spojené predevsim se zastavou krve a hyperkoagulaci, zatimco
u tepenné s aktivaci krevnich desticek a dysfunkci endotelu. Trombofilie mizeme
rozdé¢lit na primarni, tj. vrozené a geneticky podminéné, tedy takové, pti kterych dochazi
ke zvySeni produkce koagula¢nich faktorti a inhibitorti fibrinolyzy, poruse regulace
hemokoagulace, dysfunkci a nedostatku koagulacnich faktord, selhani aktivace
fibrinolyzy nebo metabolickym porucham na zaklad¢ mutace ¢i polymorfizmu na urovni
genu a na sekundérni, tj. ziskané, kdy k vySe zminénym zménam dochédzi v rdmci
néjakého fyziologického ¢i patofyziologického stavu, jako je naptiklad t€hotenstvi, zdnét
nebo nddorové bujeni. Piikladem ziskané autoimunitni trombofilie je antifosfolipidovy
syndrom. (Langer, Eifrig et al. 2002, Kvasni¢ka 2003, Kitagawa 2005, Gehlen,
Vandevelde et al. 2023)

Mutace faktoru V Leiden (1691 G>A) je vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik
zilniho tromboembolizmu. Mutace vznika zdménou guaninu za adenin (pozice 1691, exon
10) v genu pro faktor V, ¢imz dochézi k substituci aminokyseliny argininu za glutamin
v peptidickém fetézci. Dusledkem je rezistence faktoru V k aktivovanému proteinu C
(tzv. APC rezistence), ktery je potfebny pro degradaci faktoru V a VIII. Tim dochézi
k ovlivnéni hemokoagulace, protoZe protein C ztraci funkci pfirozeného inhibitoru
koagula¢ni kaskady. (Bertina, Koeleman et al. 1994, Adler, Clark et al. 2012, Simone, De
Stefano et al. 2013, Kvasnicka, Hajkova et al. 2014)

Porucha tvorby antitrombinu je autozomalné¢ dominantni onemocnéni, které je méné
Casté nez vySe popsana Leidenska mutace, ale o to vice zdvazné. Deficit AT ma nekolik
odlisnych typa. Typ I se projevuje niz§im mnozstvim antigenu AT v plazmé a také
sniZzenou aktivitou. Molekula AT je vSak funkéni. Typ II se vyznacuje tim, Ze se AT
vyskytuje v normalnim mnoZstvi, avSak jeho aktivita je vyrazné sniZzena. Typ II se dale
vazebného mista pro heparin, coz snizuje ucinnost 1écby exogennimi hepariny. Dulezité
je sledovani deficience antitrombinu pfedevSim v t€hotenstvi, kde mize dochézet k az
fatalnim nasledkiim. (Kottke-Marchant and Duncan 2002, Abbattista, Gianniello et al.
2020, Capova, Salaj et al. 2021)
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Dals§im dtlezitym aspektem v diagnostice trombofilii je indikace laboratorniho
vySetfeni z hlediska pravdépodobnosti zachytu a praktického vyznamu pro vySetfovanou
osobu. Vysetfeni je indikovano selektivné, zejména u pacientli s rodinnou ¢i osobni
anamnézou tromboembolické nemoci, u pacientd s trombdzou v niz§im veéku nez 45 let,
u pacientli s trombozou recidivujici €i v neobvyklé lokalizaci, u pacientd s kombinovanou
trombotickou zilni a tepennou diatézou a u pacientek s opakovanou ztratou plodu ¢i
jinymi téhotenskymi komplikacemi. (Poul 2006, Kvasnicka 2010, Hirmerova, Karetova
et al. 2014)
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2 Trombin a jeho generace

Trombin je serinova protedza, ktera hraje hlavni roli v hemostaze regulaci agregace
krevnich desticek a srazeni krve. Trombin je aktivovana forma protrombinu a pfeménuje
fibrinogen na fibrin v poslednim kroku koagulac¢ni kaskady. (Crawley, Zanardelli et al.
2007, Di Cera 2008) Podporuje také cetné bunécné ucinky véetné chemotaxe, proliferace
a uvoliovani cytokinti. Tyto U¢inky se podileji na procesech reparace tkani a na
patogenezi zéanétlivych a fibroproliferativnich poruch, jako je plicni fibroza
a ateroskler6za. (Howell, Laurent et al. 2002, Licari and Kovacic 2009) Trombin
zprostiedkovava své bunécné Gcinky nejméné dvéma receptory bunécného povrchu
PAR- 1 (receptor aktivovany protedzou-1) a PAR-4. Objev mnohocetnych trombinovych
receptord umoziuje jejich selektivni blokadu, a tim i blokaci reakci zprosttedkovanych

trombinem. (Nieman and Schmaier 2007, Hulshof, Hemker et al. 2021)

2.1 Stavba trombinu

Gen trombinu je lokalizovan na chromozomu 11 (11pll-q12) (Goldsack, Chambers et
al. 1998). Protrombin je slozen z 532 aminokyselin. Vznikd v jatrech a je zavisly na
vitaminu K. Molekulova hmotnost protrombinu je 72 kDa (trombin 37 kDa), biologicky
polocas je 48 hodin. Trombin je aktivovan Na* ionty. (Di Cera 2008) V aktivni formé se
skladd ze dvou polypetidovych fetézch: lehkého A fetézce tvoten¢ho ze 36
aminokyselinovych zbytkli a téZkého B fetézce, ktery je delsi a obsahuje 259
aminokyselinovych zbytkl. Tyto fetézce jsou spojeny kovalentni vazbou disulfidickymi
mustky. (Goldsack, Chambers et al. 1998) Aktivovany trombin §tépi kazdy polypeptidovy
fetézec s pofadim aminokyselin Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser mezi zbytky aminokyselin
arginin a glycin. Tato vlastnost §tépeni fibrinogenu a aktivace faktoru VIII mu umoziuje
aktivovat koagulac¢ni faktory V, VII, XI, které hraji centralni roli v generaci trombinu
a v koagulaéni kaskadé, faktor XIII, fibrinolyticky inhibitor (TAFI) a protedzou
aktivované receptory PARI a PAR4. Efektivnost téchto reakci zvySuje vazba sodikového
iontu (Na") na specifické Na-vazebné misto v trombinu. Spojeni s Na" pfeméhuje trombin
na vysoce aktivni formu. Sodikové ionty nejsou nezbytné pro aktivaci proteinu C, coz

ukazuje, Ze Na* podporuje pouze prokoagulacni vlastnosti trombinu.
y podporuje p p gu
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2.2 Funkce trombinu

jsou Stépeni fibrinogenu na ﬁbrm, limitovanou proteolyzou aktivuje faktory V a VIII,
aktivuje faktory IX a XIII. Dale je vyznamnym aktivatorem krevnich desticek. Na
endotelu posiluje tvorbu a sekreci tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA). Po
navazani na trombomodulin aktivuje protein C a TAFI (Thrombin Activable Fibrinolytic
Inhibitor), ktery je nezbytny k normadlni rezistenci fibrinové zéatky. Trombin se dale
uplatituje i v procesech zanétu a hojeni. Je také dulezity pfi embryonalnim vaskuldrnim
vyvoji, angiogenezi, revaskularizaci, neurodegeneraci a neuroprotekci. (Fenton 1995,

Connolly, Ishihara et al. 1996, Di Cera 2003, Crawley, Zanardelli et al. 2007)

'I'hrombemodulln

Platelet O

@

Mast cell TAFI
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Obrdzek 4 Centrdlni tiloha trombinu v hemostdze (pfevzato z Thrombosis and Haemostasis 106(6):1020-33)
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2.3 Trombin generacni ¢as

Sledovani procesu generace trombinu by mélo podat celkovy obraz o hemostatickém
stavu organizmu, odhalit trombofilni riziko, ukédzat na riziko event. krvaceni nebo na vliv
antikoagulacni 1€cby, zachytit zanétlivé procesy, sepsi a mnoho jinych rizik, jako napf.
vys$si produkci prokoagulacnich faktorti pti procesech zhoubného bujeni. (Castoldi and
Rosing 2011) Sledovani zmén v generaci trombinu je tak pfilezitosti, jak zkoumat
mechanizmy koagulace, které byly doposud malo znamy.

Filozofie méfeni generace trombinu vychédzi z klicového postaveni trombinu
v hemostaze. Jeho laboratorni sledovani bylo poprvé popsano Macfarlanem a Pitneym jiz
v roce 1953. (Macfarlane and Biggs 1953, Pitney and Dacie 1953) Tyto plivodni testy byly
provadény v plné krvi nebo plazmé se spousteci, jako je TF nebo kefalin coby zdroji PL
v kombinaci s chloridem vapenatym k zahdjeni koagulace. Tvorba trombinu byla
hodnocena odbérem vzorkti koagulacni smési do zkumavky obsahujici fibrinogen
v pravidelnych casovych intervalech. Nasledny c¢as srazeni krve pak byl pouzit
k sestaveni kalibracni kiivky, ze které byla odvozena aktivita trombinu. (Macfarlane and
Biggs 1953) Test byl takto pouzivan az do roku 1986, kdy Hemker provedl zasadni zmény
testu. Fibrinogen byl nahrazen syntetickym chromogennim substratem specifickym pro
trombin, plazma byla pfed testovanim defibrinovana hadim jedem a byl pouZit pocitacovy
software pro vypocet parametri vyplyvajicich z kiivky tvorby trombinu (tzv.
trombogram). (Hemker, Willems et al. 1986)

V roce 1993 byl trombin generac¢ni ¢as dale upraven zavedenim syntetického substratu
s pomalou reakci na trombin. (Hemker, Wielders et al. 1993) Tato modifikace umoznila
kontinualni detekci narlstu rozsStépeného substritu a metoda mohla byt pouZita
v analyzatorech. Pozdé&ji byl chromogenni substrat zaménén za fluorogenni substrat, coz
pfineslo radikélni pokrok ve vysetfovani generace trombinu. (Hemker 2011) Pti Sté€peni
trombinem chromogenni substraty uvolfiuji p-nitroanilin, jehoz Zluté zabarveni se méfi
pfi vinové délce 405 nm. Tohoto principu se také vyuziva pii stanoveni antitrombinu, kde
se ptidava trombin v nadbytku a zbytkovy trombin rozstépi substrat. (Khor and Van Cott
2010)

Defibrinace (resp. inhibice tvorby fibrinu) je u chromogennich metod z4sadni, aby se
zabranilo interferenci zpisobené zakalem pifi srdzeni plazmy. Na rozdil od
chromogenniho stanoveni fluorogenni substraty s trombinem generuji fluorescen¢ni

produkt, jehoZ signal neni ruSen zékalem, a proto defibrinace neni nutnd. Z tohoto ditvodu
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je mozné vyuzit i plazmu bohatou na desticky, kterd se pro bézna koagulacni vySetieni
nepouziva. Preference zpracovani plazmy je vSak stale diskutabilni a stale se fesi i pii
otazkach standardizace TGT. (Hemker, Giesen et al. 2000)

Nejnovéjsi metody stanoveni generace trombinu uz probihaji v automatickém
analyzatoru, vyzaduji specialni reagencie ke spusténi koagulace a fluorometr vybaveny
pocitaCovym softwarem, ktery umoziluje zaznamenat a vypocitat parametry z kiivky
generace trombinu (trombogramu). Podle typu pouzitého pfistroje miizeme ziskat az pét
parametrii: Lag fazi — dobu do nastupu generace trombinu (min), Time to Peak — dobu do
dosazeni maximalniho peaku trombinu (min), Peak Thrombin — maximalni koncentraci
trombinu (nM/L), Velocity Index — strmost kiivky (nM/min) a AUC — plochu pod kfivkou

odrazejici celkové mnozstvi vzniklého trombinu (endogenni trombinovy potencial

(ETP)) (nM/L.min). (Hemker 2015, Hemker 2016)
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Obrdzek 5 Zdkladni parametry kiivky generace trombinu (upraveno dle Loeffen et al.)

Generaci trombinu je mozné sledovat fluorimetricky na ELISA readeru nebo na
koagula¢nim analyzatoru. Automaticky analyzator s fluorimetrickym modulem se jevi

jako vhodnéjsi, protoZe lze jednotlivé kroky analyz automatizovat, a tim dosdhnout lepsi

reprodukovatelnosti. Principem dnes pouzivanych automatizovanych méfeni je
monitorovani vzniku trombinu v plazmé po aktivaci koagulacni kaskady tkanovym

faktorem (TF). Reakce probiha za ucasti negativné nabitych fosfolipidi a Ca**. TF
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a koncentrace fosfolipidii jsou pouzivany v riznych koncentracich v zévislosti na typu
prepokladaného onemocnéni. K vysetieni lze pouzit plazmu chudou na desticky (PPP),
plazmu bohatou na desticky (PRP) nebo naopak bezdestickovou plazmu (PFP). (Hemker
2015, Depasse, Binder et al. 2021)

Z diivodu riiznych klinickych sledovani a specialnich pozadavkl na provedeni testu
vznikla fada variant testu pouzivajicich rizné koncentrace tkanového faktoru
a fosfolipidl, pfidani inhibitoru kontaktni faze nebo trombomodulinu, ev. aktivované¢ho
proteinu C. (Andresen, Iversen et al. 2002, Hemker, Giesen et al. 2003, van Veen, Gatt et
al. 2006, van Veen, Gatt et al. 2008)

2.4 Klinické a laboratorni vyuziti generace trombinu

Nekteré aplikace TGT jsou jiz dobfe znamy a pomahaji objasiiovat koagulacni
mechanizmy v riznych klinickych stavech. Jiné, i kdyZ jsou pravdépodobné, je tieba
prozkoumat podrobné&ji a poskytnout dikazy, zda jsou metody TGT uZzitecné, zvlasté pak
pro diagnostiku a lécbu pacientli s hemoragii nebo trombotickym onemocnénim.
V névaznosti na vySetfovani trombofilnich stavii pacienti Trombotického centra
Vseobecné fakultni nemocnice se vyuziva sledovani generace trombinu pomoci kitu
TECHNOTROMBIN TGA Reagents for Ceveron, Technoclone, Rakousko, analyzétor
CEVERON Alpha, Rakousko. Reagencie TGA RB (nizky obsah TF a PL) se vyuzivaji
v mensi mife, Castéji se pro vySetfovani pacienti s predpokladanym trombofilnim
stavem, ev. antikoagulacni 1écbou, vyuzivaji reagencie TGA RC Low (nizky obsah PL
a vyssi obsah TF) a TGA RC High (vyssi obsah PL a vysoky obsah TF). (Brummel-
Ziedins 2013, Hemker 2015, Depasse, Binder et al. 2021)

2.4.1 Hypokoagulacni stavy

U pacientd shemofilii bylo prokdzdno sniZeni generace trombinu hlavné
v parametrech Peak Thrombin a AUC. Tyto parametry se vyznamné li§i u zdravych
jedinci a u pacientl sruznou tizi hemofilie. (Chantarangkul, Clerici et al. 2003,
Haghpanah, Bazrafshan et al. 2016) V generaci trombinu se odrazi i substitu¢ni léba
koagula¢nim faktorem. (Dielis, Balli€l et al. 2008, Doshi, Gangadharan et al. 2012)
Pouziti TGT se ukazuje jako vyhodné u hemofilickych pacienti s pfitomnosti inhibitoru.

Byly publikovany studie, které popisuji monitorovani substituce rekombinantnimi
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ptipravky a pfipravkem FEIBA (Factor Eight Inhibitor Bypassing Activity) pomoci Peaku
Thrombinu a jeho nasledné normalizace pii uspésné 1é¢beé. (Mancuso and Fasulo 2016)
U pacientli s von Willebrandovou chorobou a jinymi krvacivymi nemocemi mnoho
zkuSenosti s generaci trombinu popsano neni. (Rugeri, Beguin et al. 2007) Z jinych
koagulopatii se vétsi mérou zabyvali védci hlavné jaterni cirh6zou, kde byl prokazan vétsi
vliv trombocytopatie na generaci trombinu ve srovnani s poklesem hladiny koagulacnich

faktort. (Tripodi, Primignani et al. 2006)

2.4.2 Generace trombinu u trombotickych stavi

V souvislosti se sledovanim generace trombinu existuji nékteré klinické stavy
patii diabetes, nealkoholické ztu¢néni jater, myeloproliferativni novotvary, zanétlivé
onemocnéni stiev a dalsi, u kterych se predpoklada hyperkoagulabilita plazmy, kterd vSak
laboratorn¢ dostupnymi testy prokdzana nebyla. Vyzkumy ukazaly, Ze v téchto klinickych
pfipadech jsou patrné zietelné biochemické zndmky hyperkoagulability, které lze
detekovat pomoci TGT. (Saibeni, Saladino et al. 2010, Tripodi, Branchi et al. 2011,
Tripodi, Chantarangkul et al. 2013, Tripodi, Fracanzani et al. 2014) Vendzni
tromboembolismus (VTE), ktery zahrnuje hlubokou Zilni trombdzu a plicni embolii, je
velmi €asté onemocnéni v béZné populaci. ZvySend generace trombinu jiz byla prokazana
ve studiich zabyvajicich se trombofilnimi mutacemi FV Leiden (G1691A) a FII
protrombin (G20210A). (Hézard, Bouaziz-Borgi et al. 2006, Couturaud, Duchemin et al.
2008, Kvasnicka, Hajkova et al. 2014, Segers, Simioni et al. 2014)

U zéavaznych vrozenych trombofilii, jako jsou deficit antitrombinu a deficit proteinu C
a S, bylo rovnéZ prokazdno vyznamné zvySeni generace trombinu, zvlasté¢ pak
u homozygotnich forem mutace. (Patnaik and Moll 2008, Brummel-Ziedins, Orfeo et al.
2012, Hepner and Karlaftis 2013, Durai, Tan et al. 2016, Malikova, Husakova et al. 2023)
Zvysena generace trombinu se miize vyskytnout i u pacienti se zvySenymi hladinami
faktorti VIII, IX a XI zejména tehdy, kdyz je kombinovana jesté s dal$im trombofilnim
stavem. (Siegemund, Petros et al. 2004)

Specifickou skupinu pak tvofi t€hotné Zeny, kde nariist generace trombinu vyplyva
z fady zmén v jejich hemostatickém systému. Dochazi k vzestupu hladin koagula¢nich
faktorli, zejména pak fibrinogenu, faktoru VIII, VII a V a von Willebrandova faktoru.
(Bremme 2003, Brenner 2004, Bellesini, Robert-Ebadi et al. 2021) Pokud probiha
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téhotenstvi se zvySenym trombofilnim rizikem, napt. z diivodu vrozeného trombofilniho
stavu, mize byt doprovdzeno jeSt¢ vysSimi hodnotami aktivity faktori nebo
neodpovidajici reakci na profylaktické davky antikoagulacni 1écby. Jednim z takovych
pfipadli mize byt vrozeny nedostatek inhibitoru koagulace antitrombinu, ktery byl jiz

popsan v kap. 1.2.3.

r

2.4.3 Monitorovani antikoagulacni 1écby

Venozni tromboembolismus (VTE), ktery zahrnuje hlubokou zilni trombo6zu a plicni
embolii, je velmi Casté onemocnéni v bézné populaci. Akutni piihody vyzaduji okamzitou
antikoagulaci s rychle ptisobicimi Iéky (nefrakcionovany heparin, popt. nizkomolekularni
hepariny) k =zastaveni akrece trombu. Nizkomolekuldrni hepariny (LMWH)
a pentasacharid jsou nepfimé inhibitory faktoru Xa a jen v malé mife nepfimo inhibuji
trombin. Ke své funkci rovnéz potiebuji antitrombin jako kofaktor. Zakladni koagulacni
testy nejsou prodlouzeny, k ovéfeni ti¢innosti je potfeba pouzit méteni aktivity anti-Xa.
K nasledné 1é¢bé se pak vyuzivaji vitamin K antagonisté¢ (VKA) nebo piimé perordlni
antikoagulancia (DOAC) (napf. dabigatran, rivaroxaban, apixaban, nebo edoxaban)

k prevenci rekurentni VTE.

Pouze
AT 111 tvofi nevratné nizkomolekuldrni
kovalentnivazby s hepariny mohou vazat

trombinem nebo FXa antitrombin i FXa

Cili se pouze na aktivovane
koagulacni faktory

Unikatni pentasacharidova sekvence,
ktera interaguje s antitrombinem

Obrizek 6 Mechanizmus ticinku heparinu a pentasacharidu (upraveno dle Katzung et al.)

Dabigatran etexilat (Pradaxa) patii mezi pfimé inhibitory trombinu, které jsou také
nazyvany gatrany. Ke stanoveni plazmaticke hladiny dabigatranu lze pouZit dvé rlizné

metody zalozené na inhibici konstantni definované koncentrace trombinu. Zbytkovy
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trombin je nasledné¢ detekovan koagulaéni (tzv. dilutovany trombinovy test) nebo
chromogenni metodou pti 405 nm.

Orientacnimi testy pro sledovani ucinku dabigatranu jsou aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as (aPTT) a trombinovy test. Trombinovy test je k u¢inku dabigatranu
velmi citlivy a casy tohoto testu extrémné prodlouzené, proto se uziva spise jako
laboratorni test pro posouzeni zbytkové aktivity 1éku.

Rivaroxaban (Xarelto), apixaban (Eliquis) a edoxaban (Lixiana) jsou piimé selektivni
inhibitory aktivovaného koagula¢niho faktoru Xa. Jeho blokadou se zpomali koagula¢ni
déj v celé kaskadé, nebot’ vznikd méné trombinu. Ke stanoveni plazmatické hladiny
rivaroxabanu, apixabanu a edoxabanu lze pouzit metody zalozené na inhibici
konstantniho definovaného mnozstvi faktoru Xa. Zbytkovy faktor Xa je nasledné

detekovan chromogenni metodou pii 405 nm.

%l Platelets
X
X
‘«-..___,../ Vila/TF
Villa

Rivaroxaban Va
Apixaban
Edoxaban 3 -
:/ Xa, Va, Ca™
Fibrinogen
¥

Fibrinalysis

e

=+ D-Dimers

Prothrombin == Thrombin =+

=T

Dabigatran “FIBRIN,

-

Obrizek 7 Schéma vi¢inku pfimych inhibitori koagulace (upraveno dle Dimitrios et al.)

Meéfeni generace trombinu umoziiuje posuzovani efektivity prave této 1écby. Dochéazi
k vyznamnému prodlouzeni Lag faze a snizeni Peaku Thrombinu i AUC v zévislosti na
druhu pouzitého ptipravku a jeho davce. (Kvasnicka, Horak et al. 2011, Metze, Pfrepper
et al. 2020, Meihandoest, Studt et al. 2021, Malikova, Husakova et al. 2023, Shaw,
Castellucci et al. 2023) Neadekvatni sniZzeni generace trombinu miiZe upozornit na riziko
krvaceni nebo naopak netc¢innou lécbu. (Malikova, Husakova et al. 2023, Shaw,
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Castellucci et al. 2023) Pfimé inhibitory koagulace vyZzaduji méfeni jejich
antikoagula¢niho U¢inku ve zvlastnich situacich (urgentni stavy, kdy je nutnost akutni
operace, zavazné krvaceni, preddvkovani, ischemicka CMP vyzadujici trombolyzu,
identifikace pacienti se zvySenym rizikem krvaceni zptisobenym nadmérnou expozici
vici NOAC, znamé interakce s jinymi léky nebo podezieni na ni, rendlni selhani).
Dilutovany trombinovy test v pfipadé¢ podani dabigatranu a aktivita anti-FXa
nakalibrovana na rivaroxaban, apixaban a edoxaban nejsou ve skutecnosti vypovidajici
pro dosazeny antikoagulacni efekt, protoze méti aktudlni hladinu téchto 1¢k1, a ne inhibici
hemostéazy jako celku. Uvedena antikoagulancia jsou velmi uc¢innd v prevenci trombozy,
ale na ukor rizika hemoragie. Z toho vyplyvaji vyhody méteni generace trombinu oproti
tradiénim koagulacnim testim a pro fadu novych léebnych piipravkl je hodnoceni
generace trombinu zatim jedinou moznosti laboratorniho posuzovani jejich 1écebného

efektu. (Tripodi 2013, Metze, Pfrepper et al. 2020)
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3 Hypotéza a cile prace

3.1 Hypotézy

Hypotéza ¢.1

U pacienti s trombofilnihm stavem v dusledku pfitomnosti  vrozené vyznamné
trombofilni mutace (mutace faktoru V Leiden, 1691 G>A) predpokladame 1 vyssi generaci
trombinu (TGT) nez u trombofilniho stavu vyvolaného faktory ziskanymi (vysoka

hladina faktoru VIII nad 150 %).
Hypotéza ¢.2

U pacientt s [é€enym Zilnim tromboembolizmem (VTE), pfi podavani antikoagulaéni
1é¢by s pfimymi inhibitory koagulace, ptedpokladdme mensi snizeni generace trombinu
u téch jedinct, u kterych byla prokdzana mutace faktoru V Leiden (1691 G>A), nez

u jedinct bez pritkazu této mutace.
Hypotéza ¢.3

Pfi podavani nizkomolekularniho heparinu v pribéhu téhotenstvi u zen s deficitem
antitrombinu predpokladame vysSi generaci trombinu a tim 1 horSi odpovéd na

podavanou lécbu ve srovnani s t€hotnymi Zenami bez deficitu AT.

3.2 Cile prace

Prostfednictvim optimalizované a standardizované metody sledovani generace

trombinu:

e stanovit referencni rozmezi pro jednotlivé parametry TGT u dvou dostupnych
koncentraci tkanového faktoru a fosfolipidii na souboru zdravych kontrol
a porovnat generaci trombinu u zdravych kontrol, jedincii s prokdzanou mutaci

faktoru V Leiden a jedincti se zvySenou hladinou faktoru VIII,
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kvantifikovat generaci trombinu u pacientd s VTE s prokdzanou mutaci
faktoru V Leiden (nebo bez ni) a uzivajici rozdilnou antikoagulacni lécbu
DOAC (dabigatran, rivaroxaban, apixaban, edoxaban),

kvantifikovat generaci trombinu u téhotnych Zen bez deficitu antitrombinu
ajejich odpovédi na podavani LMWH ve srovnani s téhotnou zenou se
zavaznym deficitem antitrombinu, kdy nejsou dostupna data ohledn¢ zmén

v generaci trombinu pii podavani antikoagulacni 1écby.
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4 Metody

4.1 Soubor pacientii a kontrolnich skupin

4.1.1 Kontrolni skupina zdravych jedincu

Do kontrolni skupiny (n = 170) byli zafazeni zdravi dobrovolnici a darci krve bez
prokdzané trombofilie ¢i jiné nemoci a snegativni rodinnou anamnézou
tromboembolické nemoci (Kontroly) dochazejici na transfizni oddé€leni Vseobecné
fakultni nemocnice v Praze. VSichni darci podepsali informovany souhlas s odbérem

krve.

4.1.2 Skupina vrozené a ziskané trombofilie

Do skupiny vrozené trombofilie byli zahrnuti jedinci s mutaci faktoru V Leiden
v heterozygotni konstituci (n = 44) bez dals$i prokdzané trombofilie ¢i jiné nemoci
(FVL het). Do skupiny ziskané trombofilie byli zafazeni jedinci s hladinou faktoru
VIII> 150 % (n = 38), u kterych nebyla prokdzana mutace faktoru V Leiden, faktoru II
a nebyl zjistén deficit AT, proteinu C, proteinu S a antifosfolipidovy syndrom (FVIII).

4.1.3 Skupina uzivajici primé inhibitory koagulace

Do této skupiny byli zatfazeni jedinci s VTE uZivajici antikoagulacni 1écbu — pitimé
inhibitory koagulace (n = 347) a byli dale rozdéleni podle typu léku. V kazdé skupiné byli
vyfazeni jedinci s prokazanym deficitem AT, proteinu C a proteinu S a jedinci s hladinou
faktoru VIII> 150 %. V ramci kazdé skupiny riznych druhd l1éku byli pacienti dale
rozdéleni na podskupinu s prokdzanou mutaci faktoru V Leiden (FVL het) a bez
prokdzané mutace (FVL neg). Byly provedeny dva odbéry. Prvni odbér venozni krve byl
proveden v dobé minimalniho G¢inku, tj. pfiblizné ptl hodiny pfed uzitim tablety, a druhy

odbér v dobé maximalniho u¢inku po uziti tablety.
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Tabulka 1 Zdkladni charakteristika skupin s antikoagulacni [écbou

Druh léku Davka Cas 2. odbéru Pramémy  Celkovy  Pocet Pocet

vek pocet muzi zen
Dabigatran 150 mg 2 x denné 2 hodiny 56 95 49 46
Rivaroxaban 20 mg 1 x denné 2 hodiny 54 117 55 62
Apixaban 5mg 2 x denn¢ 3 hodiny 54 125 54 7
Edoxaban 60 mg 1 x denné 2 hodiny 56 10 5 5

4.1.4 Téhotné Zeny s profylaxi LMWH

Soubor (n=60) tvoftily jak t€hotné zeny (3. trimestr, vék 32 + 6) sledované v poradné
pro graviditu na Gynekologicko — porodnické klinice a Trombotickém centru VFN Praha
a indikované k profylaxi nizkomolekularnim heparinem pied porodem, tak netéhotné
zeny bez poruchy koagulace (v€k 34 + 7), které si dobrovolné nechaly aplikovat
nizkomolekularni heparin ve stejné davce jako Zeny gravidni.

Vsechny pacientky podepsaly informovany souhlas pfed zafazenim do studie.

Prvni odbér vendzni krve probihal pfed podanim LMWH v dob¢ standardnich
téhotenskych odbért. Druhy odbér byl proveden 4 hodiny po aplikaci LMWH s.c.

Pacientka, u které byl zjistén homozygotni deficit AT zptisobeny mutaci ¢.391C>T#,

(p.Leul31Phef) v genu SERPINCI byla sledovana v Trombotickém centru VFN od
pocatku gravidity.

Protokoly studie byly schvaleny etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v ramci

schvaleni RVO-VFN 64165.
4.2 Laboratorni metody

Odbér vzorkl byl provadén do vakuovych zkumavek Vacutainer™ (Becton Dickinson,
Rutherford, USA) obsahujicich 0,129 M citratu sodného pro koagulacni testy a vySetfeni
generace trombinu. Zkumavky Vacutainer™ (Becton Dickinson) s obsahem K>;EDTA
byly pouzity na vySetfeni hemogramu a pro genetické vySetfeni.

Po dodavce vzorki potrubni postou do laboratofe byly centrifugovany 15 minut pii

3000 g v pokojové teploté. Po centrifugaci byly oddéleny alikvoty plazmy pro vySetieni
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TGT, faktoru VIII a proteinu S. Byly skladovany pii — 80 °C maximalné 2 mésice pred
provedenim méteni.

Dale byly ihned vySetieny koagulaéni parametry. Aktivovany parcialni
tromboplastinovy test (aPTT) a protrombinovy ¢as (INR), koncentrace fibrinogenu (Fbg),
D-dimert, aktivita antitrombinu (AT) a proteinu C (PC) byly méfeny v citratové plazmeé
analyzatorem BCS XP (Siemens, Marburg, SRN) pomoci komerc¢né¢ vyrabénych
reagencii (Pathromtin SL®, Thromborel S®, Thrombin Reagent®, Berichrom
Protein C®, Siemens). Koncentrace D-dimeru v plazmé byla uréena pomoci Kkitu
MediRox D-Dimer® (Alere AB, Lidingd, Sweden).

Pro sledovani generace trombinu jsme pouzili kit Technothrombin® TGA RC Low
(RCL) obsahujici nizkou koncentraci fosfolipidi a ptiblizné€ 5 pmol rekombinantniho TF
v Tris-Hepes-NaCl pufru, ktery je urcen pro hodnoceni trombofilnich nebo krvacivych
stavii a kit Technothrombin® TGA RC High (RCH) obsahujici vyssi koncentraci
fosfolipidt a ptiblizn€ 5 pmol rekombinantniho TF v Tris-Hepes-NaCl pufru, ktery by
mel odrazet U¢inek antikoagulacni 1écby. Méteni byla provddéna na automatickém
analyzatoru s fluorimetrickym modulem Ceveron® Alpha (Technoclone GmbH, Vienna,

Austria) v souladu s technickymi instrukcemi vyrobce.

4.2.1 Laboratorni metody skupiny vrozené a ziskané trombofilie

Vysetieni mutace v genu pro faktor V—FV Leiden (1691G/A) bylo provedeno metodou
real-time PCR. Aktivita faktoru VIII v plazmé byla stanovena jednofazovou koagulaéni
metodou s faktor VIII deficitni plazmou, reagencii aPTT Actin® FSL a roztoku chloridu
vapenatého (Siemens, SRN).

4.2.2 Laboratorni metody skupiny uZivajici primé inhibitory koagulace

Inhibice faktoru Ila pfi podavani dabigatranu byla stanovena metodou dilutovaného
trombinového €asu Biophen DTI a inhibice faktoru Xa pifi poddvani rivaroxabanu,
apixabanu a edoxabanu byla uréena chromogenni metodou inhibice FXa kitem
BIOPHEN® Heparin LRT (Hyphen Biomed, Neuville-sur-Oise, France) s kalibraci na
kazdy jednotlivy 1€k.
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4.2.3 Laboratorni metody skupiny téhotnych Zen s profylaxi LMWH

Inhibice faktoru Xa byla meéfena s pouzitim chromogenniho testu BIOPHEN®
Heparin LRT (Hyphen Biomed, Neuville-sur-Oise, France). Biophen Heparin je
reagencie, kterd nevyzaduje pridavek exogenniho antitrombinu, a je tedy zavisld na
hodnotach antitrombinu endogenniho, ktery je obsaZzen v pacientové plazmé. Pro
stanoveni fyziologicky aktivniho antitrombinu jsme pouzili diagnostické soupravy
Berichrom Antitrombin (Ila) a INNOVANCE Antithrombin (Exner, Michalopoulos et
al.), (Siemens, SRN). Pfi stanoveni antigenu antitrombinu (N Antiserum to Human
Antithrombin III, Siemens na analyzatoru BN ProSpec, Siemens) jsme vyuzili
imunochemické reakce antitrombinu se specifickou protilatkou za tvorby
imunokomplexi, které zptisobuji rozptyl dopadajiciho svétla.

Pro urceni deficitu antitrombinu byla pouzita metoda amplifikace PCR produktt
exontl a pfilehlych intronovych oblasti v genu pro SERPINCI a sekvenaéni analyza:
#Cislovani sekvence cDNA vychazi z referenéni sekvence NM_000488.3, kde +1 zna¢i
prvni nukleotid prvni aminokyseliny methionin. fCislovani pofadi aminokyselin je dle
referen¢ni sekvence NP_000479.1.

Pro vybér nejvhodnéjsiho typu heparinu jsme vyuzili pfipravené vzorky
s nasimulovanou antikoagulaéni 1écbou (Enoxaparinum natricum (Clexane)
4000 1U/0,4mL, Nadroparinum calcicum (Fraxiparine) 9 500 IU/mL, Dalteparinum
natricum (Fragmin) 10 000 IU/mL, Fondaparinuxum natrium (Arixtra) 2,5 mg/0,5 mL
a Heparinum natricum 5000 IU/mL). Uvedené tekuté preparaty jsme fedili pomoci
normdlni standardni lidské plazmy na koncentraci 1,0 IU/mL u Clexanu, Fragminu

a Arixtry, na koncentraci 0,9 IU/mL u Fraxiparinu a koncentraci 2,0 IU/mL u UFH.

Nasledné jsme vzdy porovnavali ve dvojici vzorek normalni plazmy zdravych darci
(Control) a vzorek pacientky (AT def) s pfidanym lécivem do obou vzorkd. Vyuzili jsme
plazmu pacientky s prokdzanou homozygotni mutaci AT z odbéru v dobé, kdy jesté zadna
antikoagulacni 1écba nebyla podavana. Jako kontrolni vzorky bez 1é€by jsme opét pouzili

vzorek normalni plazmy zdravych darcti a plazmu pacientky.
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4.3 Normalni hodnoty laboratore

Tabulka 2 Normdlni laboratorni hodnoty

Metoda Jednotky Referencni rozmezi
Antitrombin % 75-125
Antitrombin antigen g/L 0,19-0,31
D-dimer pg/L <190
Koagulaéni faktor VIII % 60-50
Protein C % 70-140
Protein S % 65-40
APC rezistence index 2,0-5,0
Antifosfolipidové protilatky APA

IgG, IgM U/mL 0-10
Lupus antikoagulans LCA index <15
Lupus antikoagulans konfirmace LCA index <8
dRVVT Ratio <1,2

4.4 Statisticka analyza dat

Ke statistické analyze dat a pro grafické znazornéni vysledkl studie byl pouzit
program STATISTICA CZ (StatSoft, Inc., Version 12, Tulsa, USA).

Pro grafické zndzornéni porovnani parametrd TGT u vSech sledovanych skupin byl
pouzit krabicovy graf (box plot graf) s uvedenim medianu, 25. a 75. percentilu.

T-test byl pouzit pro porovnani rozdilii u parametrii s normalni distribuci hodnot,
zatimco Kolmogorov-Smirnovilv test byl pouZit u parametrd s nenormalnim rozdélenim
hodnot. Normalitu hodnot u vSech parametrii jsme posuzovali pomoci normalnich-
pravdépodobnostnich grafti. Hladina statistické vyznamnosti (p) byla pro kazdy test
stanovena na < 0,05.

Ke zjisténi vztahli mezi proménnymi byl proveden vypocet korelacniho koeficientu za
pouziti linedrni regrese (grafy 11-12, 18-19, 25-26 a 32-33) a Spearmanova korelace.

Hladina statistické vyznamnosti byla pro kazdy test stanovena na p < 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky laboratornich vySetieni skupiny vrozené a ziskané

trombofilie

V tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty generace trombinu u dvou typt reagencii (RCL

a RCH) s obsahem stejného mnozstvi tkanového faktoru, ale lisici se obsahem fosfolipidii

(FL) u zdravé skupiny FV Leiden negativni, v tabulkdich 4 a 5 jsou vysledky

porovnavanych skupin. V grafech 1-5 jsou znazornény vysledky jednotlivych parametrti

generace trombinu pii pouziti reagencie RCL. Statistickd analyza je uvedena v tabulkach

6-10 u kazdého parametru TGT.

Tabulka 3 Normdlni hodnoty generace trombinu u kontrolni zdravé skupiny

FVL neg Dolni Horni

Primér Median  Minimum Maximum Kvartil kvartil SD
n=170

BMI (ke/m) 24,2 24,6 15,7 28,9 22,3 26,4 2,75
RCL tLag 3,27 3,25 1,40 6,20 2,80 3,60 0,83
(min)
RCL tPeak 8,08 7,55 4,20 13,80 6,50 9,40 2,07
(min)
RCL Peak 238,8 217,9 58,9 493,8 164,0 302,8 93,4
(nM/L)
RCL VI 57.69 47,60 7,30 181,60 27,60 80,40 36,36
(nM/min)
RCL AUC 20424 20287 1268,5 2895,5 1850,0  2263.8 3183
(nM/L.min)
RCH tLag 1,75 1,60 0,70 5,40 1,10 2,30 0,78
(min)
RCH tPeak 5.33 5,05 2,90 10,10 4,10 6,50 1,58
(min)
RCH Peak 375,6 368,3 128,7 794,2 277,8 461,6 140,8
(nM/L)
RCH VI 124,81 111,40 21,40 378,00 67,80 170,00 74,83
(nM/min)
RCH AUC 2093,9  2073,2 1190,3 2954.4 1828,7 23365 3444

(nM/L.min)

35



Tabulka 4 Hodnoty generace trombinu u skupiny faktor V Leiden heterozygoti

FVL het , ,
Primér Median Minimum Maximum Doln-1 Horm SD

=44 kvartil kvartil
BMI (kg/m?) 25,8 254 18,2 29,1 23,6 283 3,73
RCL tLag 3,03 2,90 1,50 4,60 2,55 3,55 0,72
(min)
RCL tPeak 7,92 7,65 5,00 11,60 6,60 9,35 1,78
(min)
RCL Peak
(nM/L) 3252 335,7 102,4 667,1 2329 4183 123,6
RCL V.I 92,42 94,20 12,00 247,70 41,35 126,50 52,66
(nM/min)
RCL AU.C 2183,3 2146,8 1558,1 28859 1934,6 2493.0 359,9
(nM/L.min)
RCH tLag 0,99 0,90 0,70 1,40 0,90 1,10 0,18
(min)
RCH tPeak 3,61 3,70 2,40 5,20 3,00 4,00 0,69
(min)
RCH Peak
(nM/L) 499,1 4794 231,9 840,0 4282 5674 1273
RCH YI 206,04 197,15 56,00 446,40 150,25 276,60 83,60
(nM/min)
RCH AUC 21843 21581  1568,1 29720 19735 23603 317,1
(nM/L.min)

Tabulka 5 Hodnoty generace trombinu u skupiny s vysokym faktorem VIII

F VIII , ,

Pramér Median  Minimum Maximum DO]n.l Homl SD

n=138 kvartil kvartil
BMI (kg/m?) 26,2 25,7 19,1 29,4 24,1 28,6 3,84
F VIII (%) 221,1 192.7 151,3 392 167,8 327,6 67,05
RCL tLag 2,24 2,40 1,10 3,60 1,70 2,70 0,63
(min)
RCL tPeak 4,70 4,70 3,00 6,50 3,90 5,50 0,90
(min)
RCL Peak
(nM/L) 504,8 495.4 2249 853,0 368.8 5948 163,0
RCL V.I 208,03 196,40 78,70 425,60 118,70 269,80 92,60
(nM/min)
RCL AU.C 2558,1 2515,5 1900,7 3584,2 2092,9 28322 4583
(nM/L.min)
RCH tLag 1,97 2,05 1,00 3,20 1,40 2,30 0,63
(min)
RCH tPeak 417 4,10 2,70 6,30 3,40 4,90 0,93
(min)
RCH Peak
(nM/L) 666,5 6239 267,0 11034 598,4 749,3 154,5
RCH V.[ 315,17 304,15 89,10 594,50 250,60 358,80 105,18
(nM/min)
RCH AUC

(nM/L.min) 26527 2698.,0 1903.9 3606,9 2330,9 2902,8 411,8
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Tabulka 6 Statisticky vyznam tLag — casu ndstupu generace trombinu

RCLiLag  hodnowp 3o 't RCHiLag  hodnotap 3ot
N XX e ol eeEYS 0000 ano
P 0000 amo LULPEYS 0109 ne
e 0,000 ano o 0,000 ano

U parametru tLag neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVIII. Ostatni porovnani jsou statisticky
vyznamna na hladiné p < 0,05.

U stanoveni TGT s nizsi koncentraci fosfolipidl se vyznamné zkracuje doba nastupu
tvorby trombinu u FVIII ve srovnani s negativni skupinou. U vyssi koncentrace FL je ¢as
nastupu tvorby trombinu rychlejsi u FVL het proti negativni skuping, u faktoru VIII
rychlej$i nastup prokézan nebyl.
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Graf 2 tPeak — cas dosazeni maximdlni koncentrace trombinu

Tabulka 7 Statisticky vyznam tPeak — casu dosazeni maximdlni koncentrace trombinu

RCL tPeak hodnota p \S]?Ztils;gz RCH tPeak hodnota p \S/t;ztif;ﬁ}e]
TOrREYS 0639 one  LoUTEYS 0000 ano
PV 0000 amo [ULPEYS 0000 ano
llzz%nhet Vs. 0,000 ano llzx%nhet Vs. 0,030 Ao

U parametru tPeak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
a RCL FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky vyznamna na hladiné p < 0,05.

U stanoveni TGT s niZ8i koncentraci fosfolipidi se vyznamné zkracuje doba dosazeni
peaku trombinu u FVIII ve srovnani s negativni skupinou i s FVL het. U vyssi
koncentrace fosfolipidil je ¢as dosazeni peaku trombinu niz$i u FVL het proti negativni

skuping 1 proti faktoru VIII.
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Graf 3 Peak — maximadlni koncentrace trombinu
Tabulka 8 Statisticky vyjznam Peak — maximdlni koncentrace trombinu
RCL Peak hodnota p st? tlStICk},/ RCH Peak hodnota p st? tlStICk},}
vyznamné vyznamné
FVL neg vs. FVL neg vs.
FVL het 0,000 ano FVL het 0,000 ano
FVL neg vs. FVL neg vs.
FVIII 0,000 ano FVIII 0,000 ano
FVL het vs. FVL het vs.
FVII 0,000 ano FVII 0,000 ano

U parametru Peak jsou vSechna porovnani statisticky vyznamna na hladiné p < 0,05.

U stanoveni TGT s niZ8i koncentraci fosfolipidl se zvySuje peak trombinu u FVL het
a FVIII ve srovnani s negativni skupinou a zvySuje se i peak trombinu u FVIII proti FVL
het. U vyssi koncentrace fosfolipidi se rovnéz zvySuje peak trombinu u FVL het a FVIII

ve srovnani s negativni skupinou, 1 peak trombinu u FVIII proti FVL het.
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Graf 4 VI — rychlost tvorby trombinu

Tabulka 9 Statisticky vyznam VI — rychlosti tvorby trombinu

TUr eV 0,000 ano  TVEIEYS 0000 ano
TS 0,000 ano  FUEIEYS 0,000 ano
P 0000 ano VRS 0000 ano

U parametru Velocity index (VI) jsou vSechna porovnani statisticky vyznamna na
hladiné p < 0,05.

U stanoveni TGT s niZsi koncentraci fosfolipidll se zvySuje rychlost tvorby trombinu
u FVL het a FVIII ve srovnani s negativni skupinou a zvySuje se 1 VI u FVIII proti FVL

vV

het. ZvySeni rychlosti tvorby trombinu je prikazné i1 u vyssi koncentrace fosfolipidu.
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Graf 5 AUC — endogenni trombinovy potencidl
Tabulka 10 Statisticky vyznam AUC — endogenniho trombinového potencidlu
RCLAUC  hodnotap S2USHKY pepaUc  hodnotap StAtisticky
vyznamné vyznamné
FVL neg vs. FVL neg vs.
FVL het 0,012 ano FVL het 0,116 ne
FVL neg vs. FVL neg vs.
FVII 0,000 ano FVII 0,000 ano
FVL het vs. FVL het vs.
FVII 0,000 ne FVII 0,000 ano

U parametru AUC neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCH FVL neg
a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky vyznamna na hladiné p < 0,05.

U stanoveni TGT s niZsi koncentraci fosfolipidi se zvySuje endogenni trombinovy
potencidl u FVL het a FVIII ve srovnani s negativni skupinou a zvySuje se i AUC u FVIII
proti FVL het. ZvySeni rychlosti tvorby trombinu je prikazné u porovnavanych skupin

1 u vyssi koncentrace fosfolipidi.
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5.2 Vysledky skupiny laboratornich vySetieni skupiny uzivajici
primé inhibitory koagulace

5.2.1 Dabigatran

V tabulce 11 a 12 jsou uvedeny vysledky méfeni generace trombinu u skupiny faktor V
Leiden negativni a faktor V Leiden heterozygoti uzivajici dabigatran v minimu a maximu
ucinku 1écby. V grafech 6-10 jsou znazornény vysledky jednotlivych parametrti generace
trombinu pfi pouziti dvou typt reagencii (RCL a RCH) s obsahem stejného mnozstvi
tkanového faktoru, ale liSici se obsahem fosfolipidd. Vysledky jsou také rozdé€leny
v grafech podle doby odbéru — pii minimalnim (min) nebo maximalnim (max) uc¢inku
I¢ku dabigatran. Pod kazdym grafem jsou uvedena statisticka zhodnoceni (tabulky 13—

17).

V grafech 11 a 12 jsou vysledky regresni analyzy zavislosti generace trombinu na
hladin¢ uzivaného 1éku u skupiny faktor V Leiden negativni a faktor V Leiden

heterozygoti. Pod grafy jsou uvedena tabulka 18 s hodnotami statistické vyznamnosti.
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Tabulka 11 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden negativni uZivajici dabigatran

FVL neg Pramér Medidan Minimum Maximum Dom.l Horm Sm.odch.
n=71 kvartil kvartil

BMI (kg/m?) 283 27.6 2.1 302 245 202 2.94
Min. acinek léku
RCL tLag 5.55 5.20 2.90 8,70 4,60 6.50 1.39
(min)
RCL tPeak 8.93 8.50 6,00 13,60 7.80 10,00 1.72
(min)
RCL Peak
ML) 3086 2966 1412 6520 2286  373.6 95.7
RCL VI 96,08 8820 3240 22900 6670 12310 3975
(nM/min)
RCL AUC 2117 21948 8363 32775 19680 24208  390.1
(nM/L.min)
RCH tLag 432 4,40 2.10 7.50 3,60 4.90 1,09
(min)
RCH tPeak 7.11 7.20 4,30 10,70 6,10 8,00 1,40
(min)
RCH Peak
ML) 4729 4527 1753 7814 3773 5732 1358
RCH VI 179.84 162,10 5290 40890 12330 230,10  75.17
(nM/min)
RCH AUC 23029 22828 8284 31782 20123 26681 4544
(nM/L.min)
Max. Géinek léku
RCL tLag 7.85 7.40 3.30 14.80 5.90 9.30 2.62
(min)
RCL tPeak 1140 10,90 5.80 20,40 9.10 13,10 3,17
(min)
RCL Peak
ML) 2660 2550 88.7 4566 1946 3313 96,2
RCL VI 8096 7280 1500 18140 5540  109.60 40,02
(nM/min)
RCL AUC 20178 20045 8757 30874 16361 23353 4397
(nM/L.min)
RCH tLag 5.73 5.60 2.70 11,20 4,40 6.80 1,69
(min)
RCH tPeak 8,50 8,30 4,80 14,40 6,90 9,60 2,03
(min)
RCH Peak
ML) 4188 4005 1017 7783 309.6 5399 1517
RCH VI 160,41 148,60 2570  365.60 100,90 22440 7459
(nM/min)
RCH AUC 20743 2060 8393 32922 16490 24512 5155
(nM/L.min)
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Tabulka 12 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden heterozygoti uzivajici dabigatran

FVL het Pramér Medidan Minimum Maximum Dom.l Horm Sm.odch.

n=24 kvartil kvartil

BMI (kg/m?) 29,1 28.7 2.8 30.6 249 203 3.08
Min. acinek léku
RCL - thag (5 5.80 3.70 12,70 495 6.70 1.90
(min)
RCL — tPeak g o9 9.25 6.80 17,70 8.45 1125 234
(min)
RCL Peak
ML) 2715 2663 1401 4806  210,6 3043 83.2
RCL™ VI 2998 7675 28,00 17440 5210 9690  37.36
(nM/min)
RCL — AUC 51050 21304 13947 263201 19467 22821 2868
(nM/L.min)
RCH — tag 4 g5 430 2,60 9.30 4,00 5.20 1.38
(min)
RCH  tPeak 45 7.35 4,80 13,30 6,45 7.95 1,77
(min)
RCH Peak
ML) 4705 4759 1844 7305 4151 5409  125.
RCH = VI 1e1s4 18470 4580 31590 13120 22755 7104
(nM/min)
RCH — AUC  )663 22853 13316 30586 20660 24687  375.0
(nM/L.min)
Max. Géinek léku
RCL tLag 7.92 7.65 410 15,70 6.25 8.80 2.62
(min)
RCL tPeak 1148 11,00 6,60 20,90 9.80 12,35 3.12
(min)
RCL Peak
ML) 2639 2463 67.7 4709 1949 3040 1007
RCL VI
i 7994 6825 1290 18190 5590 10105 4133
RCL AUC 19440 19416 9195 27521 18599 20374 3342
(nM/L.min)
RCH tLag 5.67 5.45 3.20 11,10 4.80 6.25 1,69
(min)
RCH tPeak 8,29 8,10 5,30 14,30 735 8,75 1,88
(min)
RCH Peak
WL 4245 4298 1102 5934 4020 4745 913
RCH VI 166,13 15985 3430 28150 15095 18820  47.00
(nM/min)
RCH AUC 20174 20639 8624 24950 19183 21581  307.4

(nM/L.min)
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Tabulka 13 Statisticky vyznam tLag — casu ndstupu generace trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
1écby RCL tLag vyznamné 1écby RCH tLag vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,000 ano F“\‘ermjégs 0,000 ano
;\3er1?; A 0,000 ano glsrLHLaé A 0,000 ano
Rwes g BB o

o NMedién

[ 25%6-75%

T Rozssh necdieh.
© Odiehlé

% Betrémy

o hedidn

[ 25%-75%

T Rees ah necdieh.
a Odiehk

# Extrémy

U parametru tLag neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se ¢as nastupu generace trombinu vlivem 1écby

prodluzuje proti skupiné bez lécby a také je vidét rozdilné prodlouzeni ¢asu nastupu

generace trombinu v minimu a maximu ucinku 1é€by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL

het vyznamny rozdil neni.
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Graf 7 tPeak — ¢as dosaZent peaku trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 14 Statisticky vyjznam tPeak — Casu dosaZeni peaku trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st?tistick}f Mflx. ucinek hodnota p st’atistick}’f
1écby RCL tPeak vyznamné 1ééby RCH tPeak vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,000 ano ;\‘;errf‘;gVS 0,000 ano
;\‘ermlf‘; o 0,000 ano ;\‘;er}f‘; o 0,000 ano
e

o Medign
[25%-75%

T Raz= ah necdieh
a odehlé

# Exrémy

o Ivedign

[ 25%-75%

T Roersshnecdih.
o Cdlehlé

* Btrémy

U parametru tPeak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického zndzornéni je patrné, Ze se cas dosaZeni peaku trombinu vlivem 1écby

prodluzuje proti skupiné bez 1éCby a také je vidét rozdilné prodlouzeni Casu peaku

trombinu v minimu a maximu uc¢inku 1écby, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het

vyznamny rozdil neni.
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Graf 8 Peak — maximdlni koncentrace trombinu v minimu a maximu 1écby

Tabulka 15 Statisticky vyjznam Peak — maximalni koncentrace trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
lécby RCL Peak vyznamné 1ééby RCH Peak vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,000 ano F“\‘ermjégs 0,643 ne
;\‘ermlf‘; o 0,000 ano F“\‘}erlfé o 0,898 ne
N

U parametru Peak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
a RCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Stejné tak neni statisticky vyznamny

rozdil mezi vysledky RCH normal a FVL neg i FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.
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Graf 9 Velocity index — rychlost tvorby trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 16 Statisticky vyznam Velocity index — rychlosti tvorby trombinu v maximu 1écby

Mflx. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
1é¢by RCL VI vyznamné 1é¢by RCH VI vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,034 ano F“\‘ermjégs 0,618 ne
s on e pe o osn o
L

U parametru VI je statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL normal a FVL

neg. Ostatni porovnani nejsou statisticky vyznamna na hladin€ p < 0,05.
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Graf 10 AUC — endogenni trombinovy potencidl v minimu a maximu lécby

Tabulka 17 Statisticky vyznam AUC — endogenntho trombinového potencidlu v maximu 1écby

Mfix. ucinek hodnota p st?tistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p stratistick}’/
lécby RCL AUC vyznamné 1é¢by RCH AUC vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,119 ne F“\‘ermjégs 0,084 ne
;\‘;ﬁi‘; A 0,035 ano ;\3er1?el A 0,031 ano
LS s e R

0 Medién

[0 25%-75%

T Reessh necdeh
o Cdlehlé

# Betrémy

O Median

[ 25%-75%

T Roes sh necdleh
& Odishié

# Betrémy

U parametru AUC je statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL normal a RCL

FVL het a RCH normal a RCH FVL het. Ostatni porovnani nejsou statisticky vyznamna

na hladiné p < 0,05.
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Tabulka 18 Korelace hladiny dabigatranu a generace trombinu u skupin FVL neg a FVL het

Dabigatran (ng/mL) RCL Peak RCL AUC RCH Peak RCH AUC
FV Leiden neg -0,370252  -0,502170  -0,445328  -0,513894
FV Leiden het -0,366844  -0,534524  -0,342471  -0,556509

Korelace je vyznamna na hladiné p < 0,05 u vSech uvedenych parametrd, ale hodnoty

korela¢nich koeficientl jsou nizké.

5.2.2 Rivaroxaban

V tabulce 19 a 20 jsou uvedeny vysledky méteni generace trombinu u skupiny faktor
V Leiden negativni a faktor V Leiden heterozygoti uzivajici rivaroxaban v minimu
amaximu ucinku lécby. V grafech 13-17 jsou znazornény vysledky jednotlivych
parametrl generace trombinu pii pouziti dvou typt reagencii (RCL a RCH) s obsahem
stejného mnozstvi tkanového faktoru, ale liSici se obsahem fosfolipidi. Vysledky jsou
také rozdeleny v grafech podle doby odbéru — pfi minimélnim (min) nebo maximalnim
(max) U¢inku 1éku rivaroxaban. Pod kazdym grafem jsou uvedena statistickd zhodnoceni

(tabulky 21-25).

V grafech 18 a 19 jsou vysledky regresni analyzy zavislosti generace trombinu na
hladiné uzivaného léku u skupiny faktor V Leiden negativni a faktor V Leiden

heterozygoti. Pod grafy je uvedena tabulka 26 s hodnotami statistické vyznamnosti.
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Tabulka 19 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden negativni uzivajici Rivaroxaban

FVL neg Pramér Median Minimum Maximum Doln} Horm Sm.odch.
n=73 kvartil kvartil

BMI 29.5 28,9 20,9 30,6 23,6 29,7 3,03
(kg/m?)

Min. uéinek 1éku

RCL tLag 4,09 4,00 2,60 5.90 3,40 4,60 0.85
(min)

RCL tPeak ¢ o4 8.30 6,00 17,10 7.30 9.50 231
(min)

RCL Peak

ML) 272 2023 77,7 661.2 1583 2748  105.0
RCL VI 5839 4480 10,10 25020 2960 7230 4592
(nM/min)

RCLAUC © o364 22121 13917 38982 20075 24162 3539
(nM/L.min)

RCH tLag 3,00 2,90 1,80 4,90 2,60 3.40 0,63
(min)

RCH tPeak 6,20 5.80 4,10 12,10 5,00 7,00 1,61
(min)

RCH Peak

ML) 4458 4491 95,5 7208 3438 5755 1640
RCH VI 16313 16330 1080 31530 10820 23460 8341
(nM/min)

RCH AUC

ML 24296 24182 14300 33002 20888 27843 4573
Max. uéinek 1éku

RCL tLag 5.86 5.60 3,00 11,50 4,90 6.50 151
(min)

RCLtPeak 1557 1450 5.50 26,20 12,60 17.30 4.46
(min)

RCL Peak

ML) 114.9 92.0 36,2 656.9 733 1213 103.,9
RCL VI 20,26 9.80 200 37990 7,10 1620 4612
(nM/min)

RCLAUC © 10504 17007 10514 37815 14953 19692 4173
(nM/L.min)

RCH tLag 4.16 3,90 2,10 8,50 3,60 4,60 1,03
(min)

RCH tPeak 10,35 9,70 4,50 18,10 7,90 12,40 3,24
(min)

RCH Peak

Ry 199.6  155.0 58.9 6809 1211 2319 1365
RCH VI 4874 27.10 480 33790 1540 4910 6194
(nM/min)

RCH AUC

MLmin 18598 17799 9904 33992 15982 20046 4472
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Tabulka 20 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden heterozygoti uzivajici Rivaroxaban

FVL het Primér  Medidn Minimum Maximum Doln} Horn! Sm.odch.
n=39 kvartil kvartil
BMI
(kg/m?) 28,7 284 212 30,8 22,9 29.1 2,99
Min. ucinek 1éku
RCL tLag 416 4,10 2,40 9,00 3,30 4,50 1,35
(min)
RCL tPeak 9.26 8,40 5,90 23,30 7,30 9,80 3,53
(min)
RCL Peak
ML) 212,4 199,9 35,0 395,1 171,2 266,4 777
RCL VI 5157 43,00 250 14080 2850 7510 3036
(nM/min)
RCLAUC 51767 22404 6090 29008 19933 24745 4121
(nM/L.min)
RCH tLag 3,08 2,70 1,80 11,60 2,40 3,20 1,55
(min)
RCH tPeak 6,86 5.50 4,00 37,90 4,90 6,60 5,47
(min)
RCH Peak
(ML) 444.9 457,6 31,6 724,4 337,7 565,8 172,5
RCH VI 16481 17610 120 33540 11220 22270 87,33
(nM/min)
RCH AUC
(M/Lminy 23739 24588 894,8 31348 21322 27827 4963
Max. ucinek léku
RCL tLag 5.67 5,70 3,50 9,30 4,70 6,40 1,33
(min)
RCLtPeak 1549 1520 920 3040 1240 1730 435
(min)
RCL Peak
(ML) 95,7 88,9 40,5 187,6 65,5 123,2 34,6
RCL VI 11,94 10,20 1,90 35,90 6,30 16,00 7,87
(nM/min)
RCLAUC © 17060 16825 11676 23858 14946 18285 2774
(nM/L.min)
RCH tLag 3,94 3,90 2,90 5,90 3,50 4,20 0,73
(min)
RCH tPeak 1 16 9,50 5,70 20,00 7.80 12,40 3,32
(min)
RCH Peak
(@M/L) 199,2 167,5 55,1 544.8 1195 236,3 114.9
RCH VI 46,61 31,30 410 197,10 13,70 56,00 4570
(nM/min)
RCH AUC

(MLmin 18788 18031 9840  2960,5 15900 21367  456,5
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Graf 13 tLag — Cas ndstupu generace trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 21 Statisticky vyznam tLag — casu ndstupu generace trombinu v maximu lécby

Mfix. ucinek hodnota p st’atisticky Mflx. ucinek hodnota p st?tistick}f
1é¢by RCL tLag vyznamné 1é¢by RCH tLag vyznamné
;\?me;gs' 0,000 ano I?\‘;erig"s 0,000 ano
;\‘;er;; A 0,000 ano ;\‘;er;‘; o 0,000 ano
L e e RIS

o Cdiehig
¥ Extrémy

a Medidn
[J25%-T5%

T Rozsah necdieh.
@ Odlehié

# Extrémy

U parametru tLag neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se Cas nastupu generace trombinu vlivem lécby

prodluzuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné prodlouzeni ¢asu nastupu

generace trombinu v minimu a maximu u¢inku 1é¢by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL

het vyznamny rozdil neni.

54



RCL Peak RIVA min

RCHtFeakRIVA min

x

£ o : £ 20
iz
15 x
10
3 i0 L @
ﬂ L » o
. 5
o a Medidn a Medign
[25%-75% O 25%75%
z T Roz=ah neodieh. o T Fozssh neodieh.
RCL tFeak normal RCL Peak het o Odiehlé RCH tPeaknomal RGH tPeak het o Odlehle
RCL tPeak nea # Futrdmor RCH Feakneg & Extrémy
= e RCH tReak RIVA mexx
o o
2 o :
i} 2 L) T
a
f T B
o 19
& 2
E g =
L] £ 0 o
“ e o
© E
0 i}
3 L
4 4
g a
O Med 2 .
< |:|2.5‘f-:?"5".-; Eg_:dgaﬂ
z T Rozsah necdieh. o T Roesah necdich.
RCL tFeak nomal RCL tPeakhet o Cudlehie RCHtFesk normal RCHtFesk het & Odzhi
RCL tPeakneg  ExtrEmy FCH tFesk neg # Bxrémy
Graf 14 tPeak — cas dosazeni peaku trombinu v minimu a maximu 1écby
Tabulka 22 Statisticky vijznam tPeak — asu dosaZeni peaku trombinu v maximu lécby
Max. ucinek hodnota statisticky Max. u€inek hodnota statisticky
1écby RCL tPeak P vyznamné 1é¢by RCH tPeak p vyznamné
normal vs. normal vs.
0,000 ano 0,000 ano
FVL neg ’ FVL neg ’
normal vs. normal vs.
0,000 ano 0,000 ano
FVL het ’ FVL het ’
FVL neg vs. 0.758 ne FVL neg vs. 0781 ne
FVL het ’ FVL het ’

U parametru tPeak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického zndzornéni je patrné, Ze se cas dosaZeni peaku trombinu vlivem lécby

v maximu u¢inku prodluzuje proti skupin€ bez 1éCby a také je vidét rozdilné prodlouzeni

¢asu peaku trombinu v minimu a maximu ucinku lé€by, ale mezi skupinou FVL neg

a FVL het vyznamny rozdil neni.
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Graf 15 Peak — maximdlni koncentrace trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 23 Statisticky vyjznam Peak — maximdlni koncentrace trombinu v maximu 1écby

Mfix. ucinek hodnota p st’atistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p st?tistick}f
1écby RCL Peak vyznamné 1é¢by RCH Peak vyznamné
;\‘ermlf;gs' 0,000 ano glsinfégs 0,000 ano
;\‘;er;; A 0,000 ano Fn\‘}er;el A 0,000 ano
I T

o Median
[125%75%

T Rozs shnecdleh.
o Cdiehlg

% Extrémy

o Nedin
[]25%-75%

T Rozs ah neodieh.
o Odlehlé

#* Extrémy

U parametru Peak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, ze se peak trombinu vlivem 1é€by snizuje proti

skuping bez 1éCby a také je vidét rozdilné snizeni peaku trombinu v minimu a maximu

ucinku 1écby, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het vyznamny rozdil neni.
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Graf 16 Velocity index — rychlost tvorby trombinu v minimu a maximu lécby
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Tabulka 24 Statisticky vyjznam Velocity index — rychlosti tvorby trombinu v maximu 1écby

Mfix. ucinek hodnota p st?tistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p stratistick}’/
1écby RCL VI vyznamné 1é¢by RCH VI vyznamné
;\‘;rL“La;gs 0,000 ano Fn\‘;rL“;aégs 0,000 ano
;\‘;rL“E; A 0,000 ano Fn\‘}er;el A 0,000 ano
L s e RS s

o Median

[ 25%-75%

T Rozsah neadieh.
o il

® Extrémy

a Medidn
[25%-75%

T Ramah neadieh.
2 Odlehle

# Exrémy

U parametru VI neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg a RCL

FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky vyznamna

na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, ze se rychlost tvorby trombinu (VI) vlivem 1écby

v maximu U¢inku snizuje proti skupin¢ bez lécby. Také je vidét rozdilné snizeni VI

v minimu a maximu u¢inku 1é¢by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het vyznamny rozdil

neni.
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Graf 17 AUC — endogenni trombinovy potencidl v minimu a maximu 1écby

Tabulka 25 Statisticky vijznam AUC — endogenniho trombinového potencidlu v maximu 1écby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
lécby RCL AUC vyznamné 1ééby RCH AUC vyznamné
Fn\‘ermIf‘;gs' 0,000 ano Fn\(;er;elgVS 0,000 ano
;\‘ermlf‘; o 0,000 ano F“\‘;erlfé o 0,000 ano
e

U parametru AUC neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se endogenni trombinovy potencial (AUC)

vlivem lécby v maximu G¢inku sniZuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné

snizeni AUC v minimu a maximu uc¢inku 1é¢by. Mezi skupinou FVL neg a FVL het ale

vyznamny rozdil neni.
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Tabulka 26 Korelace hladiny rivaroxabanu a generace trombinu u skupiny FVL het a FVL neg

Rivaroxaban RCL RCL RCH RCH
(ng/mL) Peak AUC Peak AUC

FV Leiden neg -0,812411 -0,760995 -0,661663 -0,574117
FV Leiden het -0,704690 -0,644947 -0,653225 -0,584681

Korelace je vyznamna na hladiné p < 0,05 u vSech uvedenych parametri. Hodnoty
korelacniho koeficientu jsou vyssi pro skupinu FV Leiden neg i FV Leiden het

u parametri RCL Peak a RCL AUC.

5.2.3 Apixaban

V tabulce 27 a 28 jsou uvedeny vysledky méfeni generace trombinu u skupiny faktor
V Leiden negativni a faktor V Leiden heterozygoti uzivajici apixaban v minimu a maximu
ucinku 1é¢by. V grafech 20-24 jsou znazornény vysledky jednotlivych parametrii
generace trombinu pii pouZiti dvou typil reagencii (RCL a RCH) s obsahem stejné¢ho
mnozstvi tkanového faktoru, ale liSici se obsahem fosfolipidi. Vysledky jsou také
rozd€leny v grafech podle doby odbéru — pti minimalnim (min) nebo maximalnim (max)
ucinku léku apixabanu. Pod kazdym grafem jsou uvedena statistickd zhodnoceni (tabulky

29-33).
V grafech 25 a 26 jsou vysledky regresni analyzy zéavislosti generace trombinu na

hladiné¢ uzivaného 1éku u skupiny faktor V Leiden negativni a faktor V Leiden

heterozygoti. Pod grafy jsou uvedena tabulka 34 s hodnotami statistické vyznamnosti.
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Tabulka 27 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden negativni uZivajici apixaban

FVL neg Pramér Median Minimum Maximum Doln} Horm Sm.odch.
n=79 kvartil kvartil

BMIL 295 28,9 20,9 30,6 236 29.7 3,03
(kg/m?)
Min. uéinek 1éku
RCL tLag 3.95 3.70 2,00 9.50 3.10 4,40 1.22
(min)
RCL tPeak ¢ 54 7.80 4,60 22.10 6,80 9.30 2,75
(min)
RCL Peak
ML) 210,3 182.4 43,1 531,1 1454 2653 107,0
RCL VI 5796 46,60 340 203,00 3020  73.60 42,95
(nM/min)
RCL AUC
MLmim 21383 21431 10123 30958 19062 23635 3732
RCH tLag 3,00 3,00 1,40 520 2,40 3.40 0,71
(min)
RCH tPeak ¢ |5 5.90 3,70 12,90 4.90 7.00 1,61
(min)
RCH Peak
@ML) 404,5 400,5 63.3 778,7 255,7 560,3 1753
RCH VI 150,39 139,80 9.20 34440 7190 226,10 88,49
(nM/min)
RCH AUC
MLmin 22980 23467 8431 3396,5 19458 26225 4756
Max. uéinek 1éku
RCL tLag 429 4,10 2.30 8,70 3,40 4,60 1,31
(min)
RCL tPeak 10,29 8,80 6,00 27,90 7,60 12,00 4,18
(min)
RCL Peak
ML) 140,1 123,6 252 4247 86,7 1673 72,6
RCL VI 3261 2540 1,60 15400 1420 4550 2646
(nM/min)
RCL AUC
(MLmim 19222 19570 7142 27131 17420 21205 372.5
RCH tLag 3.29 3.30 1,50 6,10 2,70 3,70 0,81
(min)
RCH tPeak ;5 6,60 2.80 26.10 5.40 7.90 2.88
(min)
RCH Peak
@ML) 303,6 2770 6.3 670,0 160.4 442.8 175,7
RCH VI 103,44 86,40 1,80 296,10 37,90 161,70 79,59
(nM/min)
RCH AUC
(MLmin 20664 208LI 193,4 30574 17225 25577  569,8
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Tabulka 28 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden heterozygoti uzivajici apixaban

FVL het Pramér Median Minimum Maximum Doln} Horm Sm.odch.
n=46 kvartil kvartil

BMI

(kg/m?) 28,7 28,4 212 30,8 22,9 29.1 2,99
Min. uéinek 1éku

RCL tLag 413 3,95 230 6.90 3.40 4.90 112
(min)

RCL tPeak ¢ ¢ 8.00 4.80 16,10 7.10 9,70 234
(min)

RCL Peak

ML) 198.8 176,8 51,7 503,0 1503 2442 88.6
RCL VI 5247 4355 570 21350 3210 6220 3734
(nM/min)

RCL AUC

MLmim 21531 21065 11893 31313 19483 23878 3475
RCH tLag 3,04 3,20 1,60 4,60 2,70 3.50 0,71
(min)

RCH tPeak ¢ 5 6.25 3.70 11,20 5.30 6,90 148
(min)

RCH Peak

@Ml 4013 396,4 66,0 724.,0 328,6 527.9 156,6
RCH VI 143,50 140,90 8,90 324,00 92,90 193,60 77,72
(nM/min)

RCH AUC

MLmin 2343 23875 9907 31770 21068 26170 4340
Max. uéinek 1éku

RCL tLag 4,44 435 2.40 7.80 3,50 5,30 1,34
(min)

RCL tPeak 10,46 9,55 5,30 26,40 8,70 11,10 3,81
(min)

RCL Peak

ML) 139,3 122,4 459 411,0 102,1 155.9 70,3
RCL VI 3093 23,00 220 14720 1870 3120  29.10
(nM/min)

RCL AUC

MLmin 19642 19392 12200 26642 17923 21667 2919
RCH tLag 325 3,20 1,70 4,90 2,90 3,90 0,69
(min)

RCH tPeak ¢ o) 6,50 3.90 13,00 5.90 8.00 1.81
(min)

RCH Peak

@ML) 311,8 300,8 552 676,7 188.9 441 4 153,8
RCH VI 103,39 89,30 6,50 313,50 46,70 14320 70,54
(nM/min)

RCH AUC

MLmin 2487 21313 9654 29747 18833 25619  473,0
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Graf 20 tLag — cas ndstupu generace trombinu v minimu a maximu 1écby

Tabulka 29 Statisticky vijznam tLag — éasu ndstupu generace trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st?tistick}f Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
1écby RCL tLag vyznamné 1ééby RCH tLag vyznamné
Fn\‘ermIf‘;gs' 0,000 ano ;\‘;er;‘;gS 0,000 ano
;\‘ermlf‘; o 0,000 ano ;\‘;er}f‘; o 0,000 ano
N

a Qdlehlé
1 Extrémy

U parametru tLag neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se ¢as nastupu generace trombinu vlivem 1éCby

prodluzuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné prodlouZeni ¢asu ndstupu

generace trombinu v minimu a maximu ucinku 1é€by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL

het vyznamny rozdil neni.
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Tabulka 30 Statisticky vijznam tPeak — asu dosaZeni peaku trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
1écby RCL tPeak vyznamné 1é¢by RCH tPeak vyznamné
;\‘ermIf‘;gs' 0,000 ano F“\‘ermIfégs 0,000 ano
;\3er1?; A 0,000 ano glsrﬁaé A 0,000 ano
N

[]25%

T Rozmh necdleh.
@ Odlehlg

# Extrémy

U parametru tPeak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p

<0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se €as peaku trombinu vlivem lécby v maximu

ucinku prodluzuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné prodlouzeni asu peaku

trombinu v minimu a maximu uUc¢inku 1éc¢by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het

vyznamny rozdil neni.
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Graf 22 Peak — maximdlni koncentrace trombinu v minimu a maximu 1écby
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Tabulka 31 Statisticky vyjznam Peak — maximalni koncentrace trombinu v maximu lécby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
lécby RCL Peak vyznamné 1ééby RCH Peak vyznamné
;\‘ermIf‘;gs' 0,000 ano F“\‘ermIfégs 0,000 ano
;\‘ermlfé A 0,000 ano glsrLHLaé A 0,000 ano
N L

U parametru Peak neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg
aRCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky

vyznamna na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se peak trombinu vlivem lécby snizuje proti

skuping bez 1&éCby a také je vidét rozdilné snizeni peaku trombinu v minimu a maximu

ucinku lé€by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het vyznamny rozdil neni.
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Graf 23 Velocity index — rychlost tvorby trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 32 Statisticky vyjznam Velocity index — rychlosti tvorby trombinu v maximu 1écby

Mfix. ucinek hodnota p st’atistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p st?tistick}f
1écby RCL VI vyznamné 1é¢by RCH VI vyznamné
;\‘;erigs' 0,000 ano Fn\(;er;elgs 0,000 ano
;\‘erm;‘; A 0,000 ano F“f]’er;el A 0,000 ano
N

RCH W het

T Rosssh neadieh
o Odiehlé
= Extrémy

U parametru VI neni statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL FVL neg a RCL

FVL het a RCH FVL neg a RCH FVL het. Ostatni porovnani jsou statisticky vyznamna

na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, ze se rychlost tvorby trombinu vlivem lécby

v maximalnim u¢inku sniZuje proti skupiné bez 1é€by a také je vidét rozdilné sniZzeni VI

v minimu a maximu u¢inku 1é¢by, ale mezi skupinou FVL neg a FVL het vyznamny rozdil

neni.
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Graf 24 AUC — endogenni trombinovy potencidl v minimu a maximu lécby

Tabulka 33 Statisticky vyyznam AUC — endogenniho trombinového potencidlu v maximu lécby

Mfix. ucinek hodnota p st’atistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p st?tistick}f
lécby RCL AUC vyznamné 1é¢by RCH AUC vyznamné
;\‘ermlf;gs' 0,000 ano glsinfégs 0,069 ne
;\‘;er;; A 0,013 ano Fn\‘}er;el A 0,725 ne
L e BEES o

U parametru AUC je statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky RCL normal a RCL

FVL neg a RCL normal a RCL FVL het. Ostatni porovnani nejsou statisticky vyznamna

na hladiné p < 0,05.

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se endogenni trombinovy potencial (AUC)

vlivem lé€by v maximu G¢inku mirné snizuje proti skupiné bez 1écby a take je vidét mirny

rozdil ve sniZzeni AUC v minimu a maximu u¢inku 1é¢by. Mezi skupinou FVL neg a FVL

het ale vyznamny rozdil neni.
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Tabulka 34 Korelace hladiny apixabanu generace trombinu u skupiny FVL neg a FVL het

RCL RCL RCH RCH
Peak AUC Peak AUC

FV Leidenneg  -0,503731 -0,414352 -0,442654 -0,388383
FV Leiden het  -0,454012 -0,441803 -0,407828 -0,385015

Apixaban (ng/mL)

Korelace je vyznamna na hladin€ p < 0,05 u vSech uvedenych parametrii, ale hodnoty

korelacnich koeficientl jsou nizké.

5.2.4 Edoxaban

V tabulce 35 a 36 jsou uvedeny vysledky méteni generace trombinu u skupiny faktor
V Leiden negativni a faktor V Leiden heterozygoti uzivajici edoxaban v minimu
amaximu ucinku lé¢by. V grafech 27-31 jsou znazornény vysledky jednotlivych
parametril generace trombinu pii pouziti dvou typi reagencii (RCL a RCH) s obsahem
stejného mnozstvi tkanového faktoru, ale liSici se obsahem fosfolipidd. Vysledky jsou
také rozdeleny v grafech podle doby odbéru — pfi minimélnim (min) nebo maximalnim
(max) ucinku léku edoxaban. Pod kazdym grafem jsou uvedena statisticka zhodnoceni

(tabulky 37-41).

V grafech 32 a 33 jsou vysledky regresni analyzy zavislosti generace trombinu na
hladin€ uzivaného léku u skupiny faktor V Leiden negativni a faktor V Leiden

heterozygoti. Pod grafy je uvedena tabulka 42 s hodnotami statistické vyznamnosti.
Limitace vysSetiené skupiny: Ve skuping¢ se podatilo shromazdit vysledky pouze od 10

pacientd, protoZe tento 1€k uZiva mald skupina jedinct. Vysledky tedy nemaji dostate¢nou

statistickou vypovéd'.
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Tabulka 35 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden negativni uzivajici edoxaban

FVL ; ;

neg Pramér Median Minimum Maximum Doln} Horm Sm.odch.
kvartil kvartil

n=4

BMI

) 27.9 272 253 28.6 25.6 282 1.82

Min. ucinek léku

RCL tLag 3.80 3,70 3.40 4,40 3,50 4.10 043

(min)

RCL tPeak ¢ ¢s 9.20 6.60 13.50 7.05 12,20 3.18

(min)

RCL Peak

ML) 2270 2346 1102 3288 1710  283.1 89,7

RCL VI

M) 5280 4490 1210 10930 22,75  82.85 41,79

RCL AUC

ML 24189 23218 18847 31475 21000 27379 5276

RCH tLag 3.43 3,45 2.80 4,00 2.95 3,90 0.57

(min)

RCH tPeak ¢ )¢ 8.15 6.20 9.80 6.45 9,70 1.89

(min)

RCH Peak

ML) 3302 3465 1491 5146 1920 4864  175.1

RCH VI 109,65 10190  21.80 213,00 2840 19090  95.69

(nM/min)

RCHAUC 93509 24539 18407 26552 21323 25695  354.0

(nM/L.min)

Max. Géinek léku

RCL tLag 4,98 4,80 4,20 6,10 425 5,70 0,90

(min)

RCLtPeak 1093 1670 9.00 2250 1065  21.80 6.60

(min)

RCL Peak

ML) 1202 10638 50.8 2163 64.0 176.4 73.4

RCL VI

M) 1770 11,00 3,00 45.80 410 3130 19,69

RCL AUC

ML 18671 19019 14694 21951 16390 20951 3085

RCH tLag 478 470 420 5.50 425 5.30 0,63

(min)

RCHtPeak 1510 12.40 8.00 15,60 9.00 15.20 3.69

(min)

RCH Peak

ML) 2130 1563 75.0 464.4 87.0 3390 1782

RCH VI

(M) 5560  27.95 710 15940  7.90 10330 7164

RCHAUC © ye3e4 17470 12660 25937 1400 22768  578.9

(nM/L.min)
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Tabulka 36 Hodnoty generace trombinu u skupiny Faktor V Leiden heterozygoti uzivajici edoxaban

FVL het ; ;

¢ Pramér Median Minimum Maximum Doln} Horm Sm.odch.

kvartil kvartil

n==6
BMI
) 28.4 282 212 30.8 22,9 30,1 2.85
Min. acinek léku
RCL tLag 3.82 3,70 2,60 5.90 3,00 4,00 1,16
(min)
RCL tPeak ¢ 15 8.10 7.10 12,80 7.30 11,60 2.42
(min)
RCL Peak
ML) 2768 2813 1235 4213 1576 3957 1208
RCL VI
M) 5858 6395 1810 9770 2090 8690  33.01
RCL AUC
ML 29969 29386 19839 30245 26408 35550 6982
RCH tLag 2.92 2.95 2.10 3.60 2.70 3,20 051
(min)
RCH tPeak ¢ 5o 6.55 470 8.80 5.60 7.30 1.44
(min)
RCH Peak
ML) 4862 5070 178.6 6724 4464 6057 1720
RCH VI 150,57 15350 3480 26230 11140  187.90  78.60
(nM/min)
RCHAUC 51036 33208 18996 38783 31859 34962 6764
(nM/L.min)
Max. Géinek léku
RCL tLag 4,85 4,30 3,00 6.80 4,00 6,70 1,56
(min)
RCL tPeak 5 ¢5 11,85 6.80 25.80 1080 16,00 6.55
(min)
RCL Peak
ML) 2016 1794 68.9 4842 96.6 2609  150.1
RCL VI
M) 3802 24.00 360 12700 1040 3910 4533
RCL AUC
ML 20727276 19007 36738 19910 34234 7231
RCH tLag 3.95 3.60 2,90 5.30 3,10 5.20 1,05
(min)
RCH tPeak 4 ¢ 8.80 6.30 15.30 8.10 12,10 3.25
(min)
RCH Peak
ML) 2803 2962 98.1 529.1 1351 3270 1542
RCH VI
(M) 60.63 5880 990 15480  19.60 6190 5127
RCHAUC o108 27682 16516 36274 174701 328201  807.6

(nM/L.min)
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Graf 27 tLag — Cas ndstupu generace trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 37 Statisticky vyznam tLag — casu ndstupu generace trombinu v maximu lécby

Mfix. ucinek hodnota p st’atisticky l\{lvax. ucinek hodnota p stratistick}’/
1é¢by RCL tLag vyznamné 1é¢by RCH tLag vyznamné
;\‘ermlf;gs' 0,000 ano Iﬁ‘\‘;errf‘;g"s 0,000 ano
;\‘;er;;tVS' 0,000 ano ;‘\‘;er}j‘;tVS' 0,000 ano
L

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se Cas nastupu generace trombinu vlivem lécby

prodluzuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné prodlouzeni ¢asu nastupu

generace trombinu v minimu a maximu ucinku 1écby.
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Graf 28 tPeak — cas dosazeni peaku trombinu v minimu a maximu 1écby
Tabulka 38 Statisticky vijznam tPeak — asu dosaZeni peaku trombinu v maximu lécby
Max. ucinek statisticky Max. u€inek statisticky
L hodnotap A hodnotap f
1écby RCL tPeak vyznamné 1é¢by RCH tPeak vyznamné
normal vs. normal vs.
0,003 ano 0,000 ano
FVL neg ’ FVL neg ’
normal vs. normal vs.
0,000 ano 0,000 ano
FVL het ’ FVL het ’
FVL neg vs. 0.591 ne FVL neg vs. 0.644 ne
FVL het ’ FVL het ’

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se €as peaku trombinu vlivem 1é¢by v maximu

ucinku prodluzuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné prodlouzeni asu peaku

trombinu v minimu a maximu ucinku 1écby.
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Graf 29 Peak — maximdlni koncentrace trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 39 Statisticky vijznam Peak — maximalni koncentrace trombinu v maximu 1écby

Mvax. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
lécby RCL Peak vyznamné 1ééby RCH Peak vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,000 ano F“\‘ermjégs 0,000 ano
;\‘ermlf‘; o 0,000 ano F“\‘}erlfé o 0,000 ano
N

o Medsn
[25%-75%

T Rozssh neodleh.
o Odihid

o Median
[25%-75%

T Rozsshneodsh,
o OdihE

Z grafického znazornéni je patrné, ze se peak trombinu vlivem 1éCby snizuje proti

skuping bez 1&éCby a také je vidét rozdilné snizeni peaku trombinu v minimu a maximu

ucinku 1é¢by.
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Graf 30 Velocity index — rychlost tvorby trombinu v minimu a maximu lécby

Tabulka 40 Statisticky vyjznam Velocity index — rychlosti tvorby trombinu v maximu lécby

Mflx. ucinek hodnota p st’atistick}’l Mflx. ucinek hodnota p st?ltisticky
1é¢by RCL VI vyznamné 1é¢by RCH VI vyznamné
;\‘ermlf‘;gs' 0,026 ano F“\‘ermjégs 0,019 ano
;\‘;YL“E‘Q A 0,109 ne ;‘\‘;YL“EQ A 0,007 ano
N

Z grafického znazornéni je patrné, Ze se rychlost tvorby trombinu vlivem 1é€by snizuje

proti skupin¢ bez 1écby a také je vidét rozdilné snizeni VI v minimu a maximu ucinku

168by.
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Graf 31 AUC — endogenni trombinovy potencidl v minimu a maximu lécby

Tabulka 41 Statisticky vyjznam AUC — endogenniho trombinového potencidlu v maximu lécby

Mfix. ucinek hodnota p st?tistick}’/ Mflx. ucinek hodnota p stratistick}’/
lécby RCL AUC vyznamné 1é¢by RCH AUC vyznamné
;\‘;rL“La;gs 0,133 ne Fn\‘;rL“Laégs 0,048 ano
;\‘;ﬁi‘; A 0,000 ano ;\3er1?el A 0,001 ano
N T

o Mediin

[ 26%-75%

T Rozssh neodih.
= OdiehE

+ Extrémy

o Mediin

0O 25%-75%

T Roxahneodizh.
< Cdlehle

w Extrémy

Z grafického znazornéni je patrné, ze se endogenni trombinovy potencial (AUC)

vlivem lécby v maximu G¢inku sniZuje proti skupiné bez 1écby a také je vidét rozdilné

snizeni AUC v minimu a maximu ucinku 1écby.
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Graf 32 Korelace hladiny edoxabanu a generace maximdlni koncentrace trombinu u skupiny FVL neg
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Graf 33 Korelace hladiny edoxabanu a generace maximdlni koncentrace trombinu u skupiny FVL het



Tabulka 42 Korelace hladiny edoxabanu a generace trombinu u skupiny FVL neg a FVL het

Edoxaban (ng/mL) RCL Peak RCL AUC RCH Peak RCH AUC
FV Leidenneg  -0,738095 -0,690476 -0,690476 -0,547619
FV Leiden het -0,551515 -0,418182 -0,660606 -0,563636

Korelace je vyznamna na hladiné p < 0,05 u parametrti oznacenych zvyraznénym
pismem. Z vysledku téchto statistickych vypoc¢ti nemtizeme ucinit zaver kvuli nizkému

poctu zatazenych pacientt.
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5.3 Vysledky laboratornich vySetfeni skupiny téhotnych Zen
s profylaxi LMWH

Vysledky u jednotlivych sledovanych skupin jsou znazornény v tabulkach 43 a 44
a v grafech 34-36. V tabulce 43 je patrné, Ze se hladiny antitrombinu u dvou kontrolnich
skupin téhotnych a netéhotnych nelisi, ale je vyznamné snizena aktivita i antigen
u t€hotné s prokdzanym deficitem antitrombinu (tabulka 44). V pfipad¢ aktivity
antitrombinu stanoveného s kitem obsahujicim faktor Xa jsou u pacientky s deficitem

antitrombinu vyrazné niz§i hodnoty nez pfi stanoveni kitem obsahujicim trombin. V grafu

34 je znazornén rozdil aktivit antitrombinu pomoci kitu obsahujiciho faktor Xa.

Tabulka 43 Hodnoty sledovaného kontrolniho souboru, 0 = pfed poddinim LMWH, 4 = 4 hodiny po poddni
LMWH, NA= neanalyzovdno, *) statisticky vyznamné rozdily v porovndni s kontrolnim souborem

Normalni

laboratorni Netéhotné Netéhotné Téhotné Téhotné
. NO N4 PO P4
Parametry (jednotky) hodnoty (NO) (N4) (P0) (P4)
Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD Mean+SD
AT Aktivita Xa (%) 99.6+10.80 97.0+7.5 NA 99.0+8.7 NA
AT Aktivita ITa (%) 100.5£11.90 97.0+£7.6 NA 98 .0+£7.9 NA
AT Antigen (g/L) 0.24+0.02 0.24+0.03 NA 0.24+0.03 NA
anti-FXa (IU/mL) 0.020+0.020 0.026+0.025 0.394+0.077*  0.032+0.025 0.253+0.093*
D-dimer (pg/L) 97.97+164.60 76.7+57.6 NA 507.6£54.7%* NA
E&A/L%CL Peak 265.83£109.38 217.4488.6  119.3+50.1%  527.2£217.4* 361.9+126.6*
TGA RC.L AUC 2095.784330.79 2060.0+£317.6  1539.2+347.5* 3104.2+£149.9* 2821.9+241.1*
(nM/L.min)
zl(g/ﬁI%CH Peak 427.86+£138.71 312.0+133.4 180.0+£88.9* 690.9+147.7* 564.8+484.9*
TGA RC.H AUC 2168.784318.47 2091.1+£370.3 1552.8+414.9* 3113.7+£163.8* 2856.3+266.5*
(nM/L.min)

V tabulce 43 a 44 je vidét témét nulova hladina aktivity anti Xa pted podanim LMWH

u vSech tii skupin, ale hladina po podani LMWH se vyznamné 1i§i. U skupiny neté¢hotnych
zen se aktivity blizi horni hranici profylaktického rozmezi, u skupiny téhotnych jsou
aktivity spiSe udolni hranice (graf 35). T¢hotna s deficitem antitrombinu na lécbu

hladinou anti Xa nereagovala.
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Tabulka 44 Hodnoty téhotné s deficitem AT v pritbéhu téhotenstvi, GT = gestacni tyden, 0 = pied poddnim
LMWH, 4 =4 hodiny po poddni LMWH, *) statisticky vyznamné rozdily v porovndni s kontrolnim souborem

Normalni

Téhotna s deficitem AT (D0) T¢hotna s deficitem AT (D4)

Parametry (Jednotky) laboratomi hOanty
Mean+SD Range 9-37 GT Range 9-37 GT
AT Aktivita Xa (%) 99.6+10.80 11.0-23.0* NA
AT Aktivita ITa (%) 100.5+11.90 49.6-69.5* NA
AT Antigen (g/L) 0.24+0.02 0.13-0.18* NA
anti-FXa (IU/mL) 0.020+0.020 0.0-0.0 0.00-0.05
D-dimer (png/L) 97.97+£164.60 370.1-791.3* NA
TGA RCL Peak 265.83£10938  564.0-799.2% 430.9-792.1%
(nM/L)
TGA RC.L AUC 2095.784+330.79 3998.4-5116.2* 3660.2-5005.8*
(nM/L.min)
TGA RCH Peak . .
(nM/L) 427.86+138.71 645.6-954.6 640.8-954.1
TGA RCH AUC 2168.78+318.47  4023.4-5111.2% 3998.3-5105.8*
(nM/L.min)
Antithrombin (Xa)
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Graf 34 Hodnoty antitrombinu stanovené kitem s faktorem Xa u skupiny netéhotnych (N), tehotnyjch (P) a
tehotné s deficitem antitrombinu (D)
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Graf 35 Hodnoty aktivity anti Xa u netéhotnyjch (N) a téhotnych (P), 0 = pied poddnim LMWH, 4 = 4 hodiny po
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Graf 36 Hodnoty AUC u netéhotnych (N), téhotnych (P) a téhotné s deficitem AT ve 37. GT (D), 0 = pred

poddnim LMWH, 4 = 4 hodiny po poddni LMWH
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Vysledky v tabulce 43 a 44 ukazuji, ze t¢hotné maji zvySenou generaci trombinu
u parametru peak trombin i AUC u obou koncentraci fosfolipidi proti skupiné
netéhotnych a téhotnd s deficitem antitrombinu ma zvySené hodnoty proti obéma
skupindm. Hodnoty generace trombinu (RCL Peak a AUC (graf 36)) jsou 4 hodiny po
podani LMWH nizsi ve vSech ptipadech, ale ke snizeni dochazi imérné vzhledem
k vychozi hodnoté pted podanim LMWH. V ptipad¢ hodnot RCH Peak a AUC dochazi
k vyznamnému snizeni generace trombinu u skupiny neté¢hotnych a téhotnych, takze je
patrny uc¢inek LMWH, ale u téhotné s deficitem AT ke snizeni generace trombinu

nedochazi (tabulka 44), coz koresponduje s neucinnou hladinou aXa.

V tabulce 45 a grafu 37 jsou vysledky porovnani kazdé dvojice vzorku normalni
plazmy zdravych déarct (Kontrola) a vzorku pacientky (AT def) s pfidanym léCivem do
obou vzorki. U vSech typu lécby ke sniZeni generace trombinu doSlo (Graf 37), ale
v nékterych ptipadech bylo snizeni minimalni (Fondaparinux). Nejvétsi pokles generace
trombinu byl zaznamenén u nefrakcionovaného heparinu s hodnotami anti Xa v rozmezi
0,03 — 0,10 IU/ml, ale jedna se o ptipravek, ktery je nutné podavat pii hospitalizaci.

Z injekénich ptipravkil vykazoval vétsi pokles generace trombinu Fraxiparin.

Tabulka 45 Vyjsledky kontrol a AT deficitni plazmy (AT def) pred a po pfidani heparinit UFH — nefrakcionovany
heparin, Dalt. — dalteparin (Fragmin), Nadr. — nadroparin (Fraxiparin), Fond. — fondaparinux (Arixtra), Enox.
— enoxaparin (Clexane)

anti-FXa RCL Peak RCL AUC RCHPeak RCH AUC

Vzorek ATCY) qUmL) (ML) @MLmin) (ML)  (aM/L.min)
Kontrola (0) 95.8 0,00 250 2851.4 368.3 2848.8
AT def. (0) 17.1 0,00 792.1 4572.4 790.6 4410.3
Kontrola (Enox.) NA 0.97 15.5 318.4 64.1 817.1
AT def. (Enox) NA 0.02 534.4 4096.2 576.2 4139.7
Kontrola (Fond.) NA 1.25 158.9 24413 254.2 2732.7
AT def. (Fond.) NA 0,00 672.6 4384.4 700.0 4200.1
Kontrola (Nadr.) NA 0.90 12.5 270.1 62.7 712.4
AT def. (Nadr.) NA 0.03 448.4 4011.9 570.0 3894.2
Kontrola (Dalt.) NA 0.97 3.1 66.1 314 494 .4
AT def. (Dalt.) NA 0.02 558.4 4322.5 643.3 4418
Kontrola (UFH) NA 1.67 0.1 10.0 0.10 13.0
AT def. (UFH) NA 0.06 2442 3292.3 286.2 3283.9
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Graf 37 Ovlivnéni Peaku trombinu jednotlivymi typy heparinii u zdravé kontroly (Control) a téhotné s deficitem
antitrombinu (AT def.), UFH — nefrakcionovany heparin, Dalt. — dalteparin (Fragmin), Frax. — nadroparin
(Fraxiparin), Fond. — fondaparinux (Arixtra), Clex. — enoxaparin (Clexane)
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6 Diskuze

Na zakladé zméfenych vysledki kontrolniho souboru 170 zdravych jedinci bez
prokdzané trombofilie ¢i jiné nemoci a snegativni rodinnou anamnézou
tromboembolické nemoci jsme ziskali normélni hodnoty generace trombinu a s nimi jsme
pak porovnavali piedpokladané zmény v generaci trombinu. Ziskané hodnoty jsou
v souladu s publikovanymi hodnotami pro evropskou populaci. (Danforth, Orfeo et al.

2012, Depasse, Binder et al. 2021)

6.1 Skupina vrozené a ziskané trombofilie

Z publikovanych praci je zfejmé, Ze vrozené trombofilie jako je heterozygotni mutace
faktoru V Leiden zvySuji generaci trombinu. (Catto, Carter et al. 1995, Hézard, Bouaziz-
Borgi et al. 2006, Couturaud, Duchemin et al. 2008, Segers, Simioni et al. 2014) Naproti
tomu neni zndmo, ze by byly publikovany studie vénujici se porovnani generace trombinu
u pacientd s heterozygotni mutaci faktoru V Leiden, se souasnym vyloucenim mutace
faktoru II, deficitu AT, proteinu C, proteinu S a antifosfolipidového syndromu a vysoké
hladiny faktoru VIII, a generace trombinu u pacientii s vysokou hladinou faktoru VIII pii
soucasném vylouceni jinych trombofilii.

Domnivali jsme se, ze se heterozygotni mutace faktoru V Leiden projevi
u sledovanych jedinct vét§im zvySenim generace trombinu nez u jedinct s hladinou
faktoru VIII>150 %. Vysledky porovnani nam vsak tuto domnénku nepotvrdily. Kromé
parametru tLag a tPeak, kde neni statisticky vyznamny rozdil (p>0,05) mezi vysledky
RCL FVL neg a RCL FVL het a RCH FVL neg a RCH FVIII, jsou ostatni porovnani
statisticky vyznamna na hladiné p < 0,05. U stanoveni TGT s niz$i koncentraci fosfolipida
se vyznamné zkracuje doba néstupu tvorby trombinu u skupiny s vysokym FVIII ve
srovnani s negativni skupinou. U vyssi koncentrace FL je ¢as nastupu tvorby trombinu
rychlej$i u FVL het proti negativni skuping, u faktoru VIII rychlejsi ndstup prokazan
nebyl, zkracuje se také ¢as tvorby maximalniho peaku trombinu.

U vSech dalSich parametrii Peak, Velocity index (VI) 1 AUC dochazi ke zvySeni
generace trombinu skupiny FVL het a skupiny FVIII proti skupin€ FVL neg a zaroven je
patrné i vyznamné zvyseni uvedenych parametrii u skupiny FVIII proti skupin€ FVL het
(graf 3-5). Vé&tsi zvySeni generace trombinu u skupiny vysokého faktoru VIII si mizeme

vysvétlit moznou reakei akutni faze, kterd podporuje sekundarni protrombogenni stav.
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(Kvasnicka 2003) Je uvadéno, Ze v etiopatogenezi protrombotickych komplikaci zaujima
zanét dulezité postaveni, a to nejen jako pticina, ale 1 jako nasledek. Je také nejéastéjSim
hyperkoagulacnim stavem v klinické praxi. (Gabay and Kushner 1999)

Ziskana trombofilie v podob¢ zvySenych hladin faktoru VIII, kdy maximalni hladina
dosédhla az 392 %, je v nasem sledovani demonstrovdna reaktivnim ndrdstem peaku

trombinu a endogenniho trombinového potencialu.
6.2 Skupina uzivajici primé inhibitory koagulace

Antikoagulacni 1€cbé a zejména piimym inhibitorim koagulace je dlouhodobé
vénovano hodn€ pozornosti a zkouma se jeji u€inek v riznych situacich a pti riznych
zdravotnich komplikacich. Jednotlivé preparaty Dabigatran etexildt (Pradaxa),
Rivaroxaban (Xarelto), apixaban (Eliquis) a edoxaban (Lixiana) se 1li$i svym uc¢inkem,
biologickym polo¢asem a dobou maximdlniho u¢inku. (Tripodi, Padovan et al. 2015,
Kvasnicka, Malikova et al. 2017, Kirchhof, Toennis et al. 2023)

Uvedené preparaty jsou piimé selektivni inhibitory trombinu nebo aktivovaného
koagula¢niho faktoru Xa, takze jejich blokadou se zpomali koagulacni d¢j v celé kaskadé,
nebot’ vznikd méné trombinu.

Nas zajimal vliv podavanych antitrombotik v souvislosti s prokazanou (FVL het) nebo
neprokazanou (FVL neg) mutaci faktor V Leiden. Domnivali jsme se, Ze neodpovidajici
ucinek 1é¢by u nékterych pacientil, sledovany pomoci méteni hodnoty aktualni hladiny
preparatu, by mohl souviset prave s timto typem vrozené trombofilie. Porovnali jsme tedy
koncentraci fosfolipiddi u vSech uvedenych 1€ki. Ve skupinach jednotlivych 1€kii jsme
porovnali pfedpokladanou miru sniZzeni generace trombinu u skupiny FVL neg a FVL het
mezi sebou a také s kontrolni skupinou bez 1écby.

U léku dabigatran nebyl u zddného z parametrii generace trombinu zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladin€ p <0,05. V maximu lécby
nedoslo k predpokladanému snizeni peaku trombinu, VI ani AUC ve srovnani s kontrolni
skupinou. Mohli bychom si to vysvétlit tim, ze se jednd o pacienty s VTE indikované
k antikoagulaéni 16¢bé a mohou mit pocateni generaci trombinu vyrazné vys$i proti
kontrolni skuping. V grafech 8 a 10 je sniZeni generace trombinu v maximu u¢inku 1écby

proti minimu ucinku 1é¢by patrné a odpovida to také nékterym publikovanym studiim.
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Rovnéz odpovida i velmi Siroké rozmezi naméfenych hodnot hladin Iéku v minimu
a maximu lécby. (Metze, Pfrepper et al. 2020, Shaw, Castellucci et al. 2023)

Antitrombotickou aktivitu dabigatranu dokumentuje i postupny pokles generace
trombinu v zavislosti na hladiné¢ podavané 1écby, r = -0,37, p <0,05 pro skupinu FV
Leiden neg a r = -0,37, p <0,05 pro skupinu FV Leiden het znazornény téz v grafech 11
al2. V celém rozsahu sledovani byly naméfeny hodnoty <5 ng/mL v minimu t¢inku
1é¢by 1 hladiny okolo 400 ng/mL v maximu ucinku. I pfes vyssi hladiny Iéku jsme
u nasich pacientli nezaznamenali Zadné zavazné krvaceni.

U Iéku rivaroxaban nebyl u zddného z parametri generace trombinu zjistén statisticky

vyznamny rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladiné p < 0,05. V grafech 13-17
je patrné sniZeni generace trombinu v maximu Uc¢inku 1é¢by proti minimu uc¢inku 1écby
a odpovida to také nekterym publikovanym studiim stejné€ jako u pfedchoziho preparatu.
Rovnéz odpovida i $ir$i rozmezi naméfenych hodnot hladin Iéku v minimu a maximu
1é¢by. (Metze, Pfrepper et al. 2020, Metze, Kloter et al. 2021, Shaw, Castellucci et al.
2023)
Antitrombotickou aktivitu rivaroxabanu dokumentuje rovnéz pokles generace trombinu
v zavislosti na hladiné podavané 1&¢by, r = -0,81, p <0,05 pro skupinu FV Leiden neg a
r=-0,70, p <0,05 pro skupinu FV Leiden het znazornény téz v grafech 18 a 19. V celém
rozsahu sledovéani byly naméfeny hodnoty <5 ng/mL v minimu u¢inku léc¢by 1 hladiny
okolo 500 ng/mL v maximu ¢inku. I pfes vyssi hladiny Iéku jsme u naSich pacientl
nezaznamenali Zadné zavazné krvaceni. Rivaroxaban, ktery je selektivni inhibitor FXa,
ma proti dabigatranu tu vyhodu, Ze ptlisobi siln¢ antitromboticky, ale bez vétsiho sklonu
ke krvaceni.

U léku apixaban nebyl u Zadného z parametrii generace trombinu zjiStén statisticky
vyznamny rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladin€ p < 0,05. V maximu lécby
nedoslo k predpokladanému snizeni AUC ve srovnani s kontrolni skupinou. Mohli
bychom si to podobné¢ jako u Iéku dabigatran vysvétlit tim, Ze se jedna o pacienty s VTE
indikované k antikoagulacni 1é¢bé a mohou mit pocateni generaci trombinu vyrazné
vy$§i proti kontrolni skupiné. V grafech 20-24 je patrné sniZeni generace trombinu
v maximu ucinku 1écby proti minimu uU¢inku 1é¢by a odpovidad to také nékterym
publikovanym studiim stejné¢ jako u dvou ptedchozich preparati. Rovnéz odpovida i Sirsi
rozmezi naméfenych hodnot hladin 1éku v minimu a maximu lécby. (Metze, Pfrepper et

al. 2020, Metze, Kloter et al. 2021, Shaw, Castellucci et al. 2023)
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Antitrombotickou aktivitu apixabanu dokumentuje pokles generace trombinu v zavislosti
na hladiné podévané 1é¢by, r = -0,50, p <0,05 pro skupinu FV Leiden neg a r = -0,45,
p <0,05 pro skupinu FV Leiden het znazornény téz v grafech 25 a 26. V celém rozsahu
sledovani byly naméfeny hodnoty <5 ng/mL v minimu ucinku 1écby i hladiny okolo
350 ng/mL v maximu t¢inku.

U Iéku edoxaban nebyl u zddného z parametri generace trombinu zjistén vyznamny
rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladiné p < 0,05. Bohuzel se ve skupiné
podaftilo shromazdit vysledky pouze od 10 pacientti, protoze tento 1€k uziva mala skupina
jedinct. Vysledky tedy nemaji dostateCnou statistickou vypoveéd a bylo by potieba
doplnit vice sledovani.

Po shrnuti vSech vyhodnoceni je patrné, Ze mezi skupinami FVL neg a FVL het neni
vyznamny rozdil v odpovédi na antikoagulaéni 1écbu pifimymi inhibitory trombinu ani

pfimymi inhibitory faktoru Xa.
6.3 Skupina téhotnych Zen s profylaxi LMWH

U této skupiny byl také trombin generacni test vybran pro svou hlavni roli v procesu
koagulace jako marker sledovani trombofilniho rizika a ev. G¢innosti 1écby. Z vysledkt
je patrné Ze t¢hotné maji zvySenou generaci trombinu u parametru peak trombin 1 AUC
uobou koncentraci fosfolipid v porovnani se skupinou net€hotnych a téhotna
s deficitem antitrombinu ma zvySené hodnoty oproti obéma skupinam (tabulky 43 a 44).
Ctyfi hodiny po podani LMWH dochézi u netdhotnych i téhotnych ke sniZeni generace
trombinu (RCL Peak a AUC) umémé vzhledem k vychozi hodnoté pfed podanim
LMWH, u téhotné s deficitem antitrombinu je mirné sniZzeni TG také vidét. Stanoveni
s reagenciemi RCL (nizsi obsah fosfolipidil) by mélo 1épe odrazet trombofilni riziko.
(Andresen, Iversen et al. 2002, Hemker, Al Dieri et al. 2006, Tripodi 2016) U hodnot
RCH Peak a AUC je patrné vyznamné sniZeni generace trombinu u skupiny net€hotnych
a t¢hotnych, takze je patrny uc¢inek LMWH, ale u téhotné s deficitem AT ke snizeni
generace trombinu nedochézi, takze vysledek koresponduje s témét nulovou hladinou
aXa, ktera vyplyva z principu ucinku nizkomolekularnich heparinti, které antitrombin ke
svému pisobeni potiebuji. Stanoveni s reagenciemi RCH (vyssi obsah fosfolipidl) by
melo 1épe odrazet ticinek antikoagulacni 1€cby. (Walker and Royston 2002, Tripodi 2016)

U preparatu Clexane (enoxaparin), ktery byl podavan jako prvni, se hodnoty anti Xa

pohybovaly u pacientky v rozmezi 0,0-0,01 IU/ml (tabulka 44). Vzhledem k absenci
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odbornych doporuceni ohledné profylaktické 1é€by u te€hotnych Zen s homozygotni
mutaci antitrombinu typu II (vazebného mista pro heparin) jsme provedli studii in vitro,
abychom pacientku nezatézovali aplikaci preparatu s neovéienym ucinkem v piipadé
deficitu AT. V nasi studii jsme vyuzili pfipravené vzorky s nasimulovanou antikoagulacni
1é¢bou, kde jsme vzdy porovnali ve dvojici vzorek normalni plazmy zdravych darct
(Control) a vzorek pacientky (AT def) s pfidanym 1é¢ivem do obou vzorkd. Vyuzili jsme
plazmu pacientky s prokdzanou homozygotni mutaci AT z odbéru v dobé, kdy jesté zadna
antikoagulacni 1éCba nebyla podévana. Jako kontrolni vzorky bez 1écby jsme opét pouzili
vzorek smésné normdlni plazmy zdravych zen a plazmu pacientky. V tomto odbéru jsme
zm¢tili pocatecni generaci trombinu, ktera u pacientek s timto deficitem byva vyznamné
zvySena. U vSech dalSich vzorkt s 1é€bou jsme opét métili TG a kromé aktivity anti Xa
jsme u jednotlivych preparati sledovali, zda dojde k urcitému poklesu TG. U vSech typtl
1é¢by ke snizeni generace trombinu doslo (graf 37, tabulka 45), ale v nékterych ptipadech
bylo snizeni minimélni (Fondaparinux). Fraxiparin (nadroparin) vykazoval
v porovnanich vysledkl z testovani in vitro vétsi pokles generace trombinu. Jesté vétsi
pokles generace trombinu byl zaznamenan u nefrakcionovaného heparinu s hodnotami
anti Xa v rozmezi 0,03—0,10 IU/ml u téhotné s deficiten AT. I tak byla stale hodnota anti
Xa nedostatecnd, a navic by pacientka nemohla byt 1é¢ena ambulantné. V souladu
s nejvySSim poklesem generace trombinu po Fraxiparinu byl tento piipravek téhotné
s deficitem antitrombinu déle poddvan za podminky pravidelné kontroly generace
trombinu.

Jak uz bylo zminéno, sledovana pacientka méla vyrazné zvySenou generaci trombinu
oproti obéma kontrolnim soubortim. Pfi sledovani v pribéhu t€hotenstvi ov§em k dal§imu
vyraznéjSimu zvySeni TG nedoslo, stejné tak ani k vyznamnému zvySeni D-dimeri, takze
jsme ptedpokladali, Ze pacientka z podavané 1écby profitovala, i kdyz se ani v jednom
ptipadé€ nedosahlo profylaktické davky. (Buyue, Misenheimer et al. 2012) K vyznamnému
poklesu generace trombinu doslo pfi substituci AT pfed porodem a po porodu. Hladina
AT stanovena pomoci kitu obsahujiciho faktor Xa se pohybovala v rozmezi 11,0-23,0 %
(bez hladin po substituci) a po substituci bylo dosazeno hodnoty 103,5 %. Hladina AT
stanovena pomoci kitu obsahujiciho trombin se pohybovala v rozmezi 49,6-69,5 % (bez
hladin po substituci) a po substituci bylo dosazeno hodnoty 133 %. Tato data jsou zde
uvedena pouze v kontextu studie, nebyla pfedmétem této prace.

Limitace: NaSe studie méla pouze prizkumny charakter a byla navrzena tak, abychom
mohli porovnat rozdily mezi skupinou téhotnych a netéhotnych a k nim vztdhnout
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vysledky t€hotné s deficitem antitrombinu. NaSe vysledky vyzaduji jesté dalsi potvrzeni.
Idealni by bylo porovnat vysledky stejného poctu t€hotnych s timto deficitem, coz ale
neni mozné vzhledem k raritnimu vyskytu tohoto deficitu. V Trombotickém centru VFN
je dispenzarizovana pouze jedna pacientka s timto typem deficitu ve fertilnim véku. Proto
jsme také zahrnuli do tabulek jeji vysledky z prubéhu celého téhotenstvi, zatimco
u dalSich dvou skupin bylo provedeno pouze jednorazové sledovani. U sledovani zmén
v generaci trombinu byly graficky zndzornény vysledky t€¢hotné s deficitem antitrombinu

ve 37.GT.
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7 Zavér

7.1 Zavér skupiny vrozené a ziskané trombofilie

Z analyzy vlastnich vysledkii vyplyva, Ze se potvrdila vyssi generace trombinu
u skupiny s vysokym faktorem VIII v porovnani s nosi¢i vrozené trombofilni mutace
faktor V Leiden. Nase hypotéza se nepotvrdila, predpokladali jsme vysSsi generaci
trombinu u mutace faktor V Leiden. Toto zjisténi ma vSak velky vyznam pti hodnoceni
trombofilniho rizika. Ziskana trombofilie v podob¢ zvysenych hladin faktoru VIII, kdy
maximalni hladina dosahovala vice nez dvojnasobku horni hranice normalniho rozmezi,
byla vnasem sledovani demonstrovana reaktivnim narGstem peaku trombinu
a endogenniho trombinového potencidlu. U pacientl s vrozenym trombofilnim stavem
by napi. po pfidruzeni ziskaného trombofilniho stavu mohlo dojit k extrémné vysoké
generaci trombinu a tim 1 k trombotickym komplikacim ev. niz§i odpovédi na

antikoagulacni 1éCbu.
7.2 Zavér skupiny uzivajici pfimé inhibitory koagulace

Piima peroralni antikoagulancia jsou prezentovédna jako tzv. ideédlni antitrombotika,
ktera nepotiebuji laboratorni sledovéani. Z této skupiny antikoagulancii jsou nejvice
vyuZzivany piimé inhibitory faktoru Xa rivaroxaban a apixaban a ptimy inhibitor trombinu
dabigatran. Edoxaban je vyuZivan jen ojedinéle, jak jsme si mohli ovéfit pii ziskavani
vysledkl pacientil s touto 1é€bou a bylo by vhodné tento soubor jesté doplnit v rdmci
dalSich sledovani. Dosud nejsou k dispozici studie, které by srovnavaly jednotlivé
pfipravky mezi sebou. Pii vybéru konkrétniho pfipravku se lékafi fidi predevSim
dostupnymi daty o G¢innosti a bezpec¢nosti v dané situaci. Je vSak také potfeba zohlednit
individualni charakteristiky pacienta, jako jsou v¢k, riziko krvaceni, dal§i komorbidity
a ev. dalsi Iécba, a pii tomto rozhodovani by posouzeni aktualni generace trombinu mohlo
sehrat vyznamnou roli.

Predpokladali jsme, ze budou v odpovédi na t€inek 1écby rozdily mezi skupinou faktor
V Leiden negativni a skupinou nosi¢li heterozygotni mutace faktor V Leiden, ale tato
hypotéza se nepotvrdila. Antitrombotickou aktivitu dabigatranu, rivaroxabanu
a apixabanu jsme zdokumentovali poklesem generace trombinu v z&vislosti na hladiné

podavané 1écby, kdy byla tato zavislost vyznamna, p <0,05. Vyznamné rozdily pfi
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sledovani zmén generace trombinu mezi skupinou faktor V Leiden negativni a skupinou
nosict heterozygotni mutace faktor V Leiden nalezeny nebyly. Sledovani hladin 1éku
muZze upozornit na nedostateCnou ucinnost 1éku nebo naopak nebezpeci krvaceni, ale
sledovani generace trombinu, zvlasté pak peaku trombinu a endogenniho trombinového
potencidlu, se nam jevi jako ucinné&jsi z hlediska odpovédi celého hemostatického

systému.
7.3 Zavér skupiny téhotnych Zen s profylaxi LMWH

Parametry peak trombin a AUC pfi méfeni generace trombinu se jevi jako dobry
ukazatel prokoagula¢ni aktivity a G¢innosti antikoagulaéni 1écby u téhotnych zen. Je
vhodné ho pravidelné kontrolovat u gravidnich pacientek s prokdzanym zavaznym
trombofilnim stavem, kdy ndhlé zvySeni generace trombinu ukazuje na zhorSeny
trombofilni stav. Data popisujici 1écbu t€hotnych s deficitem antitrombinu s homozygotni
mutaci HBS II jsou pomémé vzicna. Sledovani generace trombinu spolu
s monitorovanim hladiny antitrombinu pii substituci antitrombinem a soucasnym
podavanim LMWH se ukazuje také jako dobry prognosticky ukazatel ucinnosti 1éCby.
U takto zédvazného deficitu antitrombinu je pak vhodnéjsi sledovat aktivitu antitrombinu
kitem s faktorem Xa, protoze 1épe odrazi velmi nizké hladiny antitrombinu. V uvedeném
sledovani byla potvrzena naSe hypotéza, ze v priibéhu t€hotenstvi u Zen s deficitem
antitrombinu predpokladame vysSi generaci trombinu a tim 1 horSi odpovéd na
podavanou 1é¢bu nizkomolekularnim heparinem ve srovnani s t¢hotnymi zenami bez
deficitu AT. Jedna se sice o jeden piipad téhotné s timto zdvaznym deficitem, ale Slo
o prvni t€hotenstvi UspéSné zakoncené porodem bez vaznych trombotickych komplikaci

v pribehu té¢hotenstvi, porodu i Sestined¢li.

7.4 Souhrn zavéru

Meéieni generace trombinu formou vyhodnoceni trombin generacni kiivky ptestavuje
moznost komplexniho hodnoceni hemostazy u fyziologickych stavii. Mnohem vice ale
méfeni generace trombinu vyuZivdme u stavl patologickych, kde hodnocenim miry
sniZzeni nebo zvySeni generace trombinu miZeme napomoci dal§im indikacim nebo
lé€ebnym postuptim. Dusledné sledovani generace trombinu, hladin antitrombinu pfi
podavani antikoagulacni 1é¢by a podani antitrombinu pfed porodem a po porodu muze
zlepsit celkovy stav té¢hotnych se zdvaznym deficitem antitrombinu a kvalitu péce o né.
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11 Seznam pouzitych zkratek

APC — aktivovany protein C

APTT — aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (Activated Partial Tromboplastine
Time)

AT — antitrombin

AUC - plocha pod kiivkou (Area under the Curve)

a2M — alfa 2 makrobulin

ELISA — Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

ETP — endogenni trombinovy potencial

FII — faktor II

FVIII — faktor VIII

FIX — faktor IX

FX — faktor X

FXI — faktor XI

FXII — faktor XII

FXIII — faktor XIII

GT — gestacni tyden

HMWK - vysokomolekularni kininogen (High Molecular Weight Kininogen)
LIA — Liquid Immuno Assay

LMWH — nizkomolekularni heparin (Low Molecular Weight Heparin)

PAI-1 — inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1)

PAR-1 — receptor aktivovany proteazou -1 (Protease Activated Receptor-1)
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PAR-4 — receptor aktivovany protedzou -4 (Protease Activated Receptor-4)
PC — protein C

PCR — polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PE — plicni embolie

PF 4 — faktor 4 krevnich desticek (Platelet Factor-4)

PFA — test funkce krevnich desticek (Platelet Function Assay)

PFP — bezdestickova plazma (Platelet Free Plasma)

PL — fosfolipidy (phospholipids)

PPP — plazma chuda na desticky (Platelet Poor Plasma)

PRP — plazma bohaté na desti¢ky (Platelet Rich Plasma)

PT — protrombinovy test

PS — protein S

TAFI — trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (Thrombin Activatable
Fibrinolysis Inhibitor)

TF — tkanovy faktor (Tissue Factor)

TFPI — inhibitor tkatiového faktoru (7issue Factor Pathway Inhibitor)
TG — generace trombinu (Thrombin Generation)

TGA — Thrombin Generation Assay

TGT — trombin generacéni ¢as (Thrombin GenerationTtime)

TNF — faktor nddorové nekrézy (Tumor Necrosis Factor)

t-PA — aktivator tkanového plazminogenu (7issue Plasminogen Activator)
TXA — tromboxan A

VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
103



VCAM-1 — molekula adheze vaskularnich bunék typu 1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1)

VI —rychlost tvorby trombinu, strmost kiivky (Velocity Index)
vWF — von Willebrandiiv faktor (von Willebrand Factor)

VTE — Zilni tromboembolizmus (Venous Thromboembolism)
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