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Abstrakt

Uvod: Trombofilni stavy mohou byt provazeny zvysenou generaci trombinu, zvIastd
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 antikoagulacni 1écbu. 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 zafazeno 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 jedincti s VTE uzivajicich pfimé
inhibitory koagulace. Do skupiny téhotnych 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 mutace 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¢.

Klic¢ova slova: trombofilie, trombin, generace trombinu, nizkomolekuladrni heparin,

pfimé inhibitory koagulace



Abstract

Introduction: Thrombophilic conditions may be accompanied by increased thrombin
generation, 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: One of the aims of our study was to compare thrombin generation in
individuals with a proven factor V Leiden mutation and individuals with elevated levels of
factor VIII. Other aim was to compare patients with VTE and also with or without a proven
factor V 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
factor V 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 thrombin generation 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. Also, no high correlation was 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

Sledovani procesu generace trombinu by mélo podat celkovy obraz o hemostatickém
stavu organizmu, odhalit trombofilni riziko, ukézat na riziko event. krvaceni nebo na vliv
antikoagulacni 1€cby, zachytit zanétlivé procesy, sepsi a mnoho jinych rizik, jako napft.
vyssi produkei prokoagulacnich faktorti pii procesech zhoubného bujeni. (Castoldi and
Rosing 2011)

Nékteré¢ aplikace TGT jsou jiz dobfe znadmy a pomahaji objastiovat koagulacni
mechanismy v riznych klinickych stavech. V ndvaznosti na vySetfovani trombofilnich
stavil pacienti Trombotického centra VSeobecné fakultni nemocnice se vyuziva sledovani
generace trombinu pomoci kitu TECHNOTROMBIN TGA Reagents for Ceveron,
Technoclone, Rakousko, analyzator CEVERON Alpha, Rakousko. Reagencie TGA RB
(nizky obsah TF a PL) se vyuzivaji v men$i mife, Castéji se pro vySetiovani pacientd
s predpokladanym trombofilnim stavem, ev. antikoagula¢ni 1é¢bou, vyuzivaji reagencie
TGA RC Low (nizky obsah PL a vyssi obsah TF) a TGA RC High (vy$si obsah PL
a vysoky obsah TF). (Brummel-Ziedins 2013, Hemker 2015, Depasse, Binder et al. 2021)

V souvislosti se sledovanim generace trombinu existuji nékteré zdvazné klinické stavy
jako napft. venozni tromboembolismus (VTE), ktery zahrnuje hlubokou Zilni trombo6zu
aplicni embolii. Je to velmi Casté onemocnéni v bézné populaci. ZvySend generace
trombinu se miiZe vyskytnout i u pacientll se zvySenymi hladinami faktord VIII, IX a XI
zejmeéna tehdy, kdyZ je kombinovana jesté s dalSim trombofilnim stavem. (Siegemund,
Petros et al. 2004) Venozni tromboembolismus (VTE) vyzaduje antikoagulacni 1€¢bu
a méfeni generace trombinu umoziiuje posuzovani efektivity prave této 1éCby.

Specifickou skupinu pak tvofi t€hotné Zeny, kde narist generace trombinu vyplyva
z fady zmén v jejich hemostatickém systému. Dochazi k vzestupu hladin koagula¢nich
faktorti, zejména pak fibrinogenu, faktoru VIII, VII a V a von Willebrandova faktoru.
(Bremme 2003, Brenner 2004, Bellesini, Robert-Ebadi et al. 2021) Pokud probiha
téhotenstvi se zvySenym trombofilnim rizikem, napt. z diitvodu vrozeného trombofilniho
stavu, muze byt doprovazeno jest¢ vysSSimi hodnotami aktivity faktorG nebo
neodpovidajici reakci na profylaktické davky antikoagulacni 1é€by. U této skupiny je pak

sledovani stavu jejich hemostazy obzvlasté dulezité.



2 Hypotéza a cile prace

2.1 Hypotézy

1. U pacientli s trombofilnihm stavem v disledku pfitomnosti vrozené vyznamné
trombofilni mutace (mutace faktoru V Leiden, 1691 G>A) ptredpokladame 1 vyssi generaci
trombinu (TGT) nez u trombofilniho stavu vyvolaného faktory ziskanymi (vysoka
hladina faktoru VIII nad 150 %).

2. U pacienti sléenym zilnim tromboembolizmem (VTE), pii podavani
antikoagulacni 1écby s pfimymi inhibitory koagulace, pfedpokladdme mensi snizeni
generace trombinu u téch jedinct, u kterych byla prokdzdna mutace faktoru V Leiden
(1691 G>A), nez u jedinct bez prikazu této mutace.

3. Pfipodavani nizkomolekularniho heparinu v pribéhu t€hotenstvi u Zen s deficitem
antitrombinu pfedpokladddme vyssi generaci trombinu a tim i horS$i odpovéd na

podavanou 1écbu ve srovnani s t€hotnymi Zenami bez deficitu AT.

2.2 Cile prace

Prostfednictvim optimalizované a standardizované metody sledovani generace

trombinu:

e stanovit referen¢ni rozmezi pro jednotlivé parametry TGT u dvou dostupnych
koncentraci tkdnového faktoru a fosfolipidi na souboru zdravych kontrol
a porovnat generaci trombinu u zdravych kontrol, jedincii s prokdzanou mutaci
faktoru V Leiden a jedinct se zvySenou hladinou faktoru VIII,

e kvantifikovat generaci trombinu u pacientli s VTE s /a nebo/ bez prokazané
mutace faktoru V Leiden a uZivajici rozdilnou antikoagulacni 1é€bu DOAC
(dabigatran, rivaroxaban, apixaban, edoxaban),

e kvantifikovat generaci trombinu u téhotnych Zen bez deficitu antitrombinu
ajejich odpovédi na podavani LMWH ve srovnani s t€hotnou Zzenou se
zédvaznym deficitem antitrombinu, kdy nejsou dostupana data ohledné zmén

v generaci trombinu pii podavani antikoagulacni 1é¢by.



3 Metody

3.1 Soubor pacientii a kontrolnich skupin

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

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

Do dalsi skupiny byli zatazeni jedinci s VTE uZzivajici antikoagulacni 1é¢bu — piimé
inhibitory koagulace (n = 347) a byli dale rozdéleni podle typu 1éku. 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 Iéku byli pacienti déale rozdéleni na
podskupinu s prokazanou mutaci faktoru V Leiden (FVL het) a bez prokazané mutace
(FVL neg). Byly provedeny dva odbéry. Prvni odbér ven6zni krve byl proveden v dobé
minimalniho G¢inku, tj. pfiblizné ptl hodiny pfed uzitim tablety a druhy odbér v dobé
maximalniho G¢inku po uziti tablety.

Soubor (n=60) tvotily jak t€hotné zeny (3. trimestr, vék 32 + 6) sledované v poradné
pro graviditu na Porodnicko gynekologicke klinice a Trombotickém centru VFN Praha
a indikované k profylaxi nizkomolekularnim heparinem pted porodem, tak neté¢hotné
zeny bez poruchy koagulace (veék 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 venodzni krve probihal pfed podanim LMWH v dobé standardnich
téhotenskych odbéri. Druhy odbér byl proveden 4 hodiny po aplikaci LMWH s.c.

Pacientka, u které byl zjistén homozygotni deficit AT zptisobeny mutaci

c.391C>T#, ( p.Leul31Phet) v genu SERPINCI byla sledovdna v Trombotickém centru
VFN od pocatku gravidity.



3.2 Laboratorni metody

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
fosfolipidl a piiblizn€ 5 pmol rekombinantniho TF v Tris-Hepes-NaCl pufru, ktery by
mél odrézet ucinek antikoagulacni 1€Cby. M¢éfeni byla provadéna na automatickém
analyzatoru s fluorimetrickym modulem Ceveron® Alpha (Technoclone GmbH, Vienna,
Austria) v souladu s technickymi instrukcemi vyrobce. Hodnotili jsme pét parametri: 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 kiivkou
odrazejici celkové mnozstvi vzniklého trombinu (endogenni trombinovy potencial (ETP)
(nM/L.min)). (Hemker 2015, Hemker 2016)

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

U skupiny uZivajici pfimé inhibitory koagulace byla inhibice faktoru Ila pfi podavani
dabigatranu stanovena metodou dilutovaného trombinového ¢asu Biophen DTI a inhibice
faktoru Xa pti1 podavani rivaroxabanu, apixabanu a edoxabanu byla ur¢ena chromogenni
metodou inhibice FXa kitem BIOPHEN® Heparin LRT (Hyphen Biomed, Neuville-sur-
Oise, France) s kalibraci na kazdy jednotlivy 1¢k.

U skupiny téhotnych Zen s profylaxi LMWH byla inhibice faktoru Xa méfena
s pouzitim chromogenniho testu BIOPHEN® Heparin LRT (Hyphen Biomed, Neuville-
sur-Oise, France). Pro stanoveni fyziologicky aktivniho antitrombinu jsme pouzili
diagnostické soupravy Berichrom Antitrombin (Ila) a INNOVANCE Antithrombin
(Exner, Michalopoulos et al.), (Siemens, SRN).

Pro vybér nejvhodnéjsiho typu heparinu jsme vyuzili piipravené vzorky
s nasimulovanou antikoagula¢ni 1é¢bou (Enoxaparinum natricum (Clexane) 4000
IU/0,4mL, Nadroparinum calcicum (Fraxiparine) 9 500 IU/mL, Dalteparinum natricum
(Fragmin) 10 000/mL, Fondaparinuxum natrium (Arixtra) 2,5 mg/0,5 mL a Heparinum

natricum 5000 IU/mL). Uvedené tekuté preparaty jsme fedili pomoci normalni standardni
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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.

3.3 Statisticka analyza dat

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

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

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

Ke zjisténi vztahli mezi proménnymi byl proveden vypocet korela¢niho koeficientu za
pouziti linearni 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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4 Vysledky

4.1 Vysledky laboratornich vySetieni skupiny vrozené a ziskané
trombofilie

U této skupiny jsme porovnali vSech pét parametrt kiivky generace trombinu u obou
typt reagencii (RCL a RCH) u zdravé skupiny FV Leiden negativni, u jedincii s mutaci
faktoru V Leiden (FVL het) a jedinct s hladinou faktoru VIII> 150 %.

U stanoveni tLag s niz8i koncentraci fosfolipidi se zkracuje doba nastupu tvorby
trombinu u FVIII ve srovnani s negativni skupinou. U stanoveni tPeak s nizsi koncentraci
fosfolipidi se vyznamné zkracuje doba dosazeni peaku trombinu u FVIII ve srovnani
s negativni skupinou i s FVL het. U stanoveni Peak s niz8i koncentraci fosfolipidi 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 (Graf'1).

RCL Peak
900
800 |
700
600 |
500 | —_
=
=
c
400
300
200 | |:':':|
0 Median
100 [ 25%-75%
- T Rozsah neodleh.
0 . . . . o Odlehlé
FVLneg FVL het FVIII # Extrémy

Graf 1 Peak — maximadlni koncentrace trombinu

U stanoveni VI s niz$i koncentraci fosfolipidii se zvySuje rychlost tvorby trombinu
u FVL het a FVIII ve srovnani s negativni skupinou a zvysuje se i VI u FVIII proti FVL

het. Zvyseni rychlosti tvorby trombinu je priikkazné i u vyssi koncentrace fosfolipidi.
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U stanoveni AUC se zvysuje endogenni trombinovy potencial u FVL het a FVIII ve

srovnani s negativni skupinou a zvysuje se i AUC u FVIII proti FVL het.

4.2 Vysledky skupiny laboratornich vySetieni skupiny uzivajici
primé inhibitory koagulace

Vysledky vSech vyhodnoceni ukazuji, ze mezi skupinami FVL neg a FVL het neni
vyznamny rozdil v odpovédi na antikoagulacni 1€cbu pifimymi inhibitory trombinu ani
pfimymi inhibitory faktoru Xa, které je vidét graficky napt. u 1éku rivaroxaban (graf 2)
Antitrombotickou aktivitu dokumentuje rovnéz pokles generace trombinu v zavislosti na
hladiné poddvané 1écby, dabigatran: r =-0,37, rivaroxaban: r = -0,81, apixaban: r = -0,50,
p <0,05 pro skupinu FV Leiden neg a dabigatran: r = -0,37, rivaroxaban: r = -0,70,
apixaban: r = -0,45, p <0,05 pro skupinu FV Leiden het.
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Graf 2 Peak — Maximdlni koncentrace trombinu v minimu a maximu lécby Rivaroxabanem

Limitace vySetiené skupiny léku edoxaban: Ve skupiné¢ se podafilo shromazdit
vysledky jen od 10 pacientti, protoZe tento 1€k uziva jen mala skupina jedinct. Vysledky

tedy nemaji dostatecnou statistickou vypovéd'.
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4.3 Vysledky laboratornich vySetfeni skupiny téhotnych Zen
s profylaxi LMWH

Z vysledkt jednotlivych sledovanych skupin znazornénych v grafu 34 je vidét ze
téhotné maji zvySenou generaci trombinu u parametru AUC proti skupiné net€hotnych
a t¢hotna s deficitem antitrombinu ma zvysené hodnoty proti obéma skupinam. Hodnoty
generace trombinu RCL AUC jsou 4 hodiny po podani LMWH nizsi ve vSech ptipadech,

ale ke snizeni dochazi umérné vzhledem k vychozi hodnoté pted podanim LMWH.

TGT RCL AUC
5500 : : ;
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3500 r

3000 I:iLcli—l
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2500
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500 O Odlehlé

NO N4 PO P4 DO D4 ¥ Extrémy

Graf 3 Hodnoty AUC u netéhotnych (N), téhotnych (P) a téhotné s deficitem AT ve 37. GT (D), 0 = ped poddnim
LMWH, 4 =4 hodiny po poddni LMWH

Vysledky porovnani kazdé dvojice vzorku normalni plazmy (Kontrola) a vzorku
pacientky (AT def) s pfidanym léCivem do obou vzorkli ukazuji sniZeni generace
trombinu u vSech typl 1éCby, ale v né&kterych ptipadech bylo sniZzeni minimalni
(Fondaparinux).  Nejvétsi  pokles  generace  trombinu byl  zaznamenéan
u nefrakcionovaného heparinu s hodnotami anti Xa v rozmezi 0,03 — 0,10 IU/ml, ale jedna
se o ptipravek, ktery je nutny podévat pii hospitalizaci. Z injek¢nich ptipravki vykazoval

vEtsi pokles generace trombinu Fraxiparin.
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5 Diskuze

5.1 Skupina vrozené a ziskané trombofilie

Domnivali jsme se, ze se heterozygotni mutace faktoru V Leiden projevi
u sledovanych jedincti vétSim zvySenim generace trombinu nez u jedinci s hladinou
faktoru VIII>150 %. Vysledky porovnani ndm 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 hladin€ p < 0,05. U vSech dalSich parametrii Peak, velocity index
(VD) 1 AUC dochazi ke zvySeni generace trombinu skupiny FVL het a skupiny FVIII proti
skupiné FVL neg a zaroven je patrné i vyznamné zvyseni uvedenych parametrii u skupiny
FVIII proti skupiné FVL het (graf 1). VEétsi zvySeni generace trombinu u skupiny
vysokého faktoru VIII si miiZzeme vysvétlit moznou reakcei akutni faze, kterd podporuje
sekundérni protrombogenni stav. (Kvasnicka 2003) Ziskand trombofilie v podobé
zvySenych hladin faktoru VIII, kdy maximalni hladina dosahla az 392 %, je v nasem
sledovani demonstrovana reaktivnim ndrGstem peaku trombinu a endogenniho

trombinového potencialu.
5.2 Skupina uzivajici pfimé inhibitory koagulace

Preparaty Dabigatran etexilat (Pradaxa), Rivaroxaban (Xarelto), apixaban (Eliquis)
a edoxaban (Lixiana) jsou pfimé selektivni inhibitory trombinu nebo aktivovaného
koagula¢niho faktoru Xa, takzZe jejich blokadou se zpomali koagula¢ni d¢j v celé kaskadé,
nebot’ vznikd méné trombinu. Nés zajimal vliv podavanych antitrombotik v souvislosti
s pokdzanou (FVL het) nebo neprokdzanou (FVL neg) mutaci faktor V Leiden.
Domnivali jsme se, Ze neodpovidajici ucinek 1é€by u né&kterych pacientli, sledovany
hodnotou aktualni hladiny preparatu, by mohl souviset pravé s timto typem vrozené
trombofilie.

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
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k antikoagulaéni 16cbé a mohou mit pocate¢ni generaci trombinu vyrazné vys$i proti
kontrolni skuping.

U Iéku rivaroxaban nebyl u zddného z parametra generace trombinu zjiStén statisticky
vyznamny rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladiné p < 0,05.
Antitrombotickou aktivitu rivaroxabanu dokumentuje rovnéz pokles generace trombinu
v zavislosti na hladiné podavané 1é¢by, r = -0,81, p <0,05 pro skupinu FV Leiden neg
ar=-0,70, p <0,05 pro skupinu FV Leiden het.

U Iéku apixaban nebyl u zddného z parametri generace trombinu zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladiné 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 pocatecni generaci trombinu vyrazné
vy$si proti kontrolni skupiné.

U Iéku edoxaban nebyl u zddného z parametrti generace trombinu zjistén vyznamny
rozdil mezi vysledky FVL neg a FVL het na hladiné p < 0,05. Bohuzel se ve skupiné
podafilo shromézdit vysledky jen od 10 pacientd, protoZe tento 1€k uzivé jen mald skupina
jedinct. Vysledky tedy nemaji dostateCnou statistickou vypoveéd a bylo by potieba
doplnit vice sledovani.

Z vysledkl je dale patrné sniZeni generace trombinu v maximu ucinku 1é€by proti
minimu U¢inku 1é€by a odpovida to také publikovanym studiim. RovnéZ odpovida i Sirsi
rozmezi naméfenych hodnot hladin 1€ku v minimu a maximu 1é¢by. (Metze, Pfrepper et
al. 2020, Metze, Kloter et al. 2021, Shaw, Castellucci et al. 2023) Po shrnuti vSech
vyhodnoceni je vSak patrné, Ze neni mezi skupinami FVL neg a FVL het vyznamny rozdil
v odpovédi na antikoagulacni 1écbu pfimymi inhibitory trombinu ani pfimymi inhibitory

faktoru Xa.

5.3 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. Gc¢innosti 1écby. Z vysledki
je patrné ze t€¢hotné maji zvysenou generaci trombinu u parametru peak trombin i AUC
uobou koncentraci fosfolipidi v porovnani se skupinou netéhotnych a téhotna
s deficitem antitrombinu ma zvysSené hodnoty oproti obéma skupinam (tabulky 43 a 44).

4 hodiny po podani LMWH dochazi u netéhotnych 1 t€hotnych ke sniZeni generace

15



trombinu (RCL Peak a AUC) vSem umérné vzhledem k vychozi hodnoté pied podanim
LMWH, u téhotné s deficitem antitrombinu je mirné snizeni GT také vidét.

Vzhledem k absenci odbornych doporuceni ohledn¢ profylaktické 1€¢by u téhotnych
zen s homozygotni mutaci antitrombinu typu II (vazebného mista pro heparin) jsme
provedli studii in vitro, abychom pacientku nezatézovali aplikaci preparatu s neoveéfenym
ucinkem v ptipad¢ deficitu AT. U vSech typt 1écby ke snizeni generace trombinu doslo
(graf 37, tabulka 45), ale v nékterych piipadech bylo snizeni minimalni (Fondaparinux).
Fraxiparin (nadroparin) vykazoval v porovnanich vysledka z testovani in vitro vétsi
pokles generace trombinu. JeSté vétsi pokles generace trombinu byl zaznamendn
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 lécena ambulantné. V souladu s nejvy$Sim poklesem generace trombinu po
Fraxiparinu byl tento piipravek tehotné s deficiten antitrombinu dale podavan za
podminky pravidelné kontroly generace trombinu.

Limitace: NaSe studie byla pouze prizkumného charakteru a byla navrzena tak,
abychom mohli porovnat rozdily mezi skupinou t€hotnych a neté¢hotnych a k nim
vztahnout vysledky t€hotné s deficitem antitrombinu. Nase vysledky vyzaduji jesté dalsi
potvrzeni. Idedlni by bylo porovnat vysledky stejného poctu t€¢hotnych s timto deficitem.
To 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 take zahrnuli do tabulek jeji vysledky z pribéhu celého t€hotenstvi, zatimco
u dal$ich dvou skupin bylo provedeno pouze jednorazové sledovani. U sledovani zmén
v generaci trombinu byly graficky znadzornény vysledky t€hotné s deficitem antitrombinu

ve 37 GT.
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6 Zavér

Z analyzy vysledkl skupiny vrozené a ziskané trombofilie vyplyva, Ze se vyznamné
potvrdila vyssi generace trombinu u skupiny vysokého faktoru VIII v porovnani s nosici
vrozené trombofilni mutace faktor V Leiden. Nase hypotéza se nepotvrdila, predpokladali
jsme generaci trombinu vyS$i u mutace faktor V Leiden. Toto zjisténi ma vsak velky
vyznam pii hodnoceni trombofilniho rizika. U pacientli s vrozenym trombofilnim stavem
by napft. po pfidruzeni ziskaného trombofilniho stavu mohlo dojit k extrémné vysoké
generaci trombinu a tim i k trombotickym komplikacim ev. niz$i odpovédi na
antikoagulacni 1éCbu.

Dosud nejsou k dispozici studie, které by srovnavaly ptimé inhibitory faktoru Xa
rivaroxaban, apixaban a edoxaban a pfimy inhibitor trombinu dabigatran mezi sebou. Pii
vybéru konkrétniho ptipravku se I€kati fidi predevSim dostupnymi daty o ucinnosti
a bezpecnosti v dané situaci. Predpokladali jsme, Zze budou v odpovédi na ucinek 1écby
rozdily mezi skupinou faktor V Leiden negativni a skupinou nosicu heterozygotni mutace
faktor V Leiden, ale tato hypotéza se nepotvrdila. Vyznamné rozdily ale nalezeny nebyly.

Parametry peak trombin a AUC pfi méfeni generace trombinu se jevi jako dobry
ukazatel prokoagulacni aktivity a u¢innosti antikoagulacni 1€cby u t€hotnych zen. Data
popisyjici 1écbu te¢hotnych s deficitem antitrombinu s homozygotni mutaci HBS II jsou
pomérné vzacna. V naSem sledovani byla potvrzena hypotéza, Ze v prub¢hu t¢hotenstvi
u Zen s deficitem antitrombinu piedpoklddame vySSi generaci trombinu a tim 1 horsi
odpovéd’ na podavanou lécbu nizkomolekuldrnim heparinem ve srovnani s t€hotnymi
Zenami bez deficitu AT. Jedna se sice o jeden piipad t€hotné s timto zavaznym deficitem,
ale Slo o prvni te¢hotenstvi GspéSné zakonfené porodem bez vaznych trombotickych
komplikaci v pribéhu téhotenstvi, porodu 1 Sestined¢li.

M¢éfeni generace trombinu formou vyhodnoceni trombin generacni kiivky ptfestavuje
moznost komplexniho hodnoceni hemostazy u fyziologickych stavii. Mnohem vice ale
méfeni generace trombinu vyuZivame u stavl patologickych, kde hodnocenim miry
sniZzeni nebo zvySeni generace trombinu miZeme napomoci dal§im indikacim nebo
1é€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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