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2. ABSTRAKT
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Autor: Bc. Kristyna Vacikova

Vedouci prace: RNDr. Filip Vrbacky, Ph.D.

Konzultant: MUDr. Petr Kessler

Ndazev diplomové prace: Porovnani vysledk(li agregace trombocytli u pacientu
s heterozygotni mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A s trombdzou a

bez ni

Heterozygotni mutace koagula¢niho faktoru V Leiden a heterozygotni mutace
protrombinu  G20210A jsou trombofilni stavy, které zvySuji riziko Zilniho
tromboembolismu. Zdaleka ne vsichni nosici téchto mutaci vSak trombdzu prodélaji.
O vyznamu zvySené agregability trombocytl jako rizikového faktoru Zilniho

tromboembolismu se diskutuje.
Cile studie:

Primarni cile: 1. Zjistit, zda u osob s prokazanou heterozygotni mutaci faktoru V Leiden
nebo protrombinu G20210A, které prodélaly trombdzu, je agregabilita trombocytu
s nizkymi koncentracemi ADP a epinefrinu zvySena proti agregaci u osob s heterozygotni
mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A, které trombdzu neprodélaly.
2. Zjistit, zda zvySena agregabilita, definovana: a) jako maximalni amplituda > 60 %
b) jako maximalni amplituda odpovidajici nejvysSimu kvartilu hodnot zjisténych
v souboru zdravych dobrovolnik(i se vyskytuje ¢astéji u osob s heterozygotni mutaci
faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A, které prodélaly trombdzu neZz u osob

s témito mutacemi, které trombdzu neprodélaly.

Sekundarni cile: 1. Zjistit korelaci vysledkd vysetfeni vzork( ziskanych odbérem
do uzavieného vakuového systému s vysledky vysetfeni vzorkd ziskanych odbérem
volné vytékajici krve do otevieného systému. 2. Zjistit, zda existuji rozdily mezi vysledky

ziskanymi vysetifenim vzork( ziskanych odbérem do uzavieného vakuového systému



s vysledky vySetfeni vzork( ziskanych odbérem volné vytékajici krve do otevieného

systému.

Soubor: 55 pacientu, ktefi prodélali trombdzu a 99 pacientd, ktefi trombdzu neprodélali.
Mezi osobami, které prodélaly trombdzu, bylo 46 nosi¢l heterozygotni mutace faktoru
V Leiden a 9 nosi¢d heterozygotni mutace protrombinu G20210A, mezi osobami,
které neprodélaly trombdzu bylo 83 nosi¢li heterozygotni mutace faktoru V Leiden

a 16 nosicl heterozygotni mutace protrombinu G20210A.

Metodika: Z osob evidovanych v registru trombofilnich stavd byly vybrany osoby
s prokdzanou heterozygotni mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A,
které neprodélaly trombozu (skupina A). Z osob s témito mutacemi, které trombdzu
neprodélaly, byly vybrany osoby kontrolniho souboru (skupina B), tak aby mezi obéma
soubory nebyly statisticky vyznamné rozdily v zakladnich demografickych datech
(vék a pohlavi). Tyto osoby byly vyzvany k ucasti do studie a pouceny o pfipravé
k vySetfeni agregace trombocytl. Po podepsani informovaného souhlasu a kontrole
zamérené nadodrZzeni pokynl a vynechani |ékd ovliviujici funkci trombocytl
byly provedeny planované odbéry krve: 1 zkumavka s EDTA na krevni obraz, 5 zkumavek
s 0,109 mol/l citrdtem sodnym, ztoho nejdfive do 3 zkumavek vakuovanych

(systém Vacutainer) a pak do 2 zkumavek nevakuovanych (otevieny systém).

Ptiprava destickami bohaté plazmy (PRP) a destickami chudé plazmy (PPP) centrifugaci
byla provedena po 30 minutich od odbéru, vySetfeni agregace trombocytu
bylo provedeno do 1 hodiny od ukonceni centrifugace optickou agregometrii
s koncentracemi epinefrinu 10 uM, 1 uM a 0,5 uM a s koncentracemi ADP 2,5 uM, 1 uM
a 0,5 uM. Hodnoceny byly hodnoty maximalni amplitudy.

Vysledky: Na rozdil od naseho plvodniho predpokladu byly namérené hodnoty vyssi
u pacientll, ktefi neprodélali trombdzu v porovnani shodnotami namérenymi
u pacientl s anamnézou prodélané trombdzy. Statisticky vyznamné rozdily byly zjiStény
pfi  vysSetfeni vzorki odebranych do vakuovaného systému (Vacutainer)
pfi koncentracich ADP 1 uM (p=0,00708) a ADP 0,5 uM (p=0,00077) a pfi vySetieni
vzorkd odebranych do nevakuovaného systému pfi koncentraci ADP 0,5 uM
(p=0,00708). Rozdily pfi vysetieni s epinefrinem a ostatnimi koncentracemi ADP nebyly

statisticky vyznamné.



Byla zjisténa zavislost vyskytu zvySené agregability (definované jako maximalni
amplituda v rozmezi nejvy$siho kvartilu hodnot ziskanych vySetfenim zdravych
dobrovolnikl) a nepfitomnosti trombdzy v anamnéze jen pfi vysSetfeni vzorku
odebranych do nevakuovaného systému pouZiti ADP v koncentraci 2,5 uM (p=0,026),

ve vSech ostatnich pfipadech nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni

zvysené agregability trombocytli mezi pacienty s anamnézou trombdzy a osobami

bez anamnézy trombdzy.

Byla zjisSténa silna a statisticky vyznamna korelace mezi vysledky ziskanymi vySetfenim
vzork(l odebranych do vakuovaného systému s vysledky ziskanymi vysetifenim vzorku
odebranych do nevakuovaného systému. (Spearmanovy koeficienty v rozmezi 0,767
az 0,840, p <0,00001). Mezi vysledky ziskanymi vySetfenim vzork(i odebranych
do vakuovaného systému a vysledky ziskanymi vySetifenim vzork(i odebranych
do nevakuovaného systému vsak existuji statisticky vyznamné rozdily, pfi odbéru
do vakuovaného systému je namérena maximalni amplituda vyssi pfi pouziti vSech

koncentraci obou induktord.

Zavér: Nebyl prokazan nas plavodni predpoklad, Ze u pacientli s heterozygotni mutaci
faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A, ktefi prodélali trombdzu (skupina A),
v porovnani s jedinci s témito mutacemi, ktefi trombdzu neprodélali (skupina B)
je Castéji pritomna zvySend agregabilita trombocytl s nizkymi koncentracemi ADP
a epinefrinu. Vysledky ziskané vysetfenim vzorkl odebranych do vakuovaného systému
silné koreluji s vysledky ziskanymi vySetfenim vzork( odebranych do nevakuovaného
systému, ale nejsou srovnatelné, existuji mezi nimi statisticky vyznamné rozdily.

V klinické praxi je tedy nutno pouZivat jen jednu z uvedenych metod odbéru.

Klicova slova: Zilni tromboembolismus (VTE); faktor V Leiden; mutace protrombinu

G20210G; agregace trombocyt(; optickd agregometrie (LTA)



3. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Author: Bc. Kristyna Vacikova

Supervisor: RNDr. Filip Vrbacky, Ph.D.

Consultant: MUDr. Petr Kessler

Title of diploma thesis: Comparison of platelet aggregation results in patients with
heterozygous factor V Leiden or prothrombin G20210A who have undergone

thrombosis versus those who have not undergone thrombosis.

Background: Heterozygous mutations of coagulation factor V Leiden and prothrombin
G20210A are thrombophilic states that increase the risk of venous thromboembolism.
However, not all carriers of these mutations will develop thrombosis. The significance
of increased platelet aggregability as a risk factor for venous thromboembolism is being

discussed.
Study objectives:

Primary objectives: 1. To determine whether individuals with proven heterozygous
mutations of factor V Leiden or prothrombin G20210A who have experienced
thrombosis have increased platelet aggregability with low concentrations of ADP
and epinephrine compared to individuals with these mutations who have not
experienced thrombosis. 2. To determine whether increased aggregability, defined
as: a) maximum amplitude > 60% b) maximum amplitude corresponding to the highest
guartile of values obtained from healthy volunteers, occurs more frequently
in individuals with heterozygous mutations of factor V Leiden or prothrombin G20210A

who have experienced thrombosis compared to those who have not.

Secondary objectives: 1. To determine the correlations between the results of samples
obtained using a closed vacuum system and those obtained using an open system.
2. To determine whether there are differences between the results obtained using

a closed vacuum system and those obtained using an open system.



Participants: 55 persons who have experienced thrombosis and 99 persons who have
not. Among those who have experienced thrombosis, 46 were carriers of heterozygous
mutation of factor V Leiden and 9 were carriers of heterozygous mutation
of prothrombin G20210A. Among those who have not experienced thrombosis, 83 were
carriers of heterozygous mutation of factor V Leiden and 16 were carriers

of heterozygous mutation of prothrombin G20210A.

Methods: Individuals with proven heterozygous mutations of factor V Leiden
or prothrombin G20210A who have not experienced thrombosis (group A) were
selected from the registry of thrombophilic states. A group of matched controls
(group B) was selected from individuals with these mutations who have not experienced
thrombosis, ensuring that there were no statistically significant differences in basic
demographic data (age and sex) between the two groups. These individuals were invited
to participate in the study and were instructed on how to be prepared for platelet
aggregation testing. After signing informed consent and checking for adherence
to instructions and after exclusion of medications affecting platelet function, blood
samples were collected using: 1 tube with EDTA for blood count, 5 tubes with 0,109
mol/I sodium citrate; the first 3 tubes were vacuum-sealed (Vacutainer system) and the

last 2 tubes were not vacuum-sealed (open system).

Preparation of platelet-rich plasma (PRP) and platelet-poor plasma (PPP) was performed
by centrifugation starting 30 minutes after blood collection, and platelet aggregation
testing was performed within 1 hour of centrifugation completion using optical
aggregometry with concentrations of epinephrine 10 puM, 1 uM, and 0,5 uM,
and concentrations of ADP 2,5 uM, 1 uM, and 0,5 uM. Maximum amplitude values were

evaluated.

Results: Contrary to our original hypothesis, higher values were measured in patients
who have not experienced thrombosis compared to patients with a history
of thrombosis. Statistically significant differences were found when the samples
obtained using a vacuum-sealed system (Vacutainer) were examined at concentrations
of ADP 1 uM (p=0.00708) and ADP 0,5 uM (p=0.00077), and when the samples obtained

using an open system were examined at a concentration of ADP 0,5 uM (p=0.00708).

10



No statistically significant differences were found with epinephrine and other

concentrations of ADP.

A statistically significant relation was found between the occurrence of increased
aggregability (defined as maximum amplitude within the range of the highest quartile
of values obtained by investigation of healthy volunteers) and the absence
of thrombosis in the history when the samples obtained using an open system were
examined with ADP at aconcentration of 2,5 uM (p=0.026). In all other cases,
no statistically significant differences of the proportions of persons with increased
platelet aggregability were found between persons with a history of thrombosis

and persons without a history of thrombosis.

A strong and statistically significant correlations were found between the results
obtained using a vacuum-sealed system and those obtained using an open system
(Spearman's coefficients in the range of 0,767 to 0,840, p<0.00001). However,
statistically significant differences were found between the results obtained using

a vacuum-sealed and open system.

Conclusion: Our initial hypothesis was not confirmed: that patients with a heterozygous
mutation in factor V Leiden or prothrombin G20210A who have experienced thrombosis
(Group A) would exhibit a higher frequency of increased platelet aggregability
in response to low concentrations of ADP and epinephrine, compared to individuals with
these mutations who have not experienced thrombosis (Group B). The results obtained
from samples collected using a vacuum system strongly correlate with those obtained
from samples collected using a non-vacuum system, but they are not comparable; there
are statistically significant differences between them. Therefore, in clinical practice,

only one of the collection methods should be used.

Keywords: Venous Thromboembolism (VTE), Factor V Leiden, Prothrombin G20210A

Mutation, Platelet Aggregation; Light Transmission Aggregometry (LTA)
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4. UvVoD

Zilni tromboembolismus (VTE) predstavuje zdvazny zdravotni problém s vysokou
morbiditou a mortalitou. Mezi nejcastéjsi genetické predispozice k VTE se radi
heterozygotni mutace faktoru V Leiden a protrombinu G20210A. Tyto trombofilni stavy
jsou spojeny se zvySenym rizikem tvorby krevnich srazenin v Zilnim systému. Presto vSak
zdaleka ne vSichni jedinci nesouci tyto mutace skutecné prodélaji trombodzu,
coz naznaCuje, Ze dalsi faktory mohou hrat klicovou roli v patogenezi tohoto
onemocnéni.

Jednim z diskutovanych rizikovych faktorl je zvySend agregabilita trombocytu.
Trombocyty (krevni desticky) hraji zadsadni roli v hemostaze a jejich zvySend agregabilita
mUzZe prispivat k tvorbé trombu. Pfesto je stale predmétem vyzkumu, do jaké miry tento
mechanismus pfispiva k riziku VTE u jedinc( s trombofilnimi mutacemi.

Cilem této diplomové prace je prozkoumat agregabilitu trombocytd u osob
s prokdzanou heterozygotni mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A,
které prodélaly trombdzu, a porovnat ji s agregabilitou trombocytl u osob s témito
mutacemi, které trombdzu neprodélaly. Ktomuto Ucelu bude sledovana
agregace trombocytl pfi nizkych koncentracich adenosindifosfatu (ADP) a epinefrinu,
coz jsou dva vyznamné aktivatory trombocytd. Vysledky této studie mohou pfinést
nové poznatky o mechanismech vzniku trombdézy a prispét klepSimu porozuméni
individudlnim rizikiim spojenym s trombofilnimi stavy.

Tato prace tedy nejen prohloubi znalosti o vztahu mezi genetickymi predispozicemi
a funkcni aktivitou trombocytl, ale také mlzZe prispét k vyvoji novych preventivnich

a terapeutickych strategii pro jedince s vysokym rizikem VTE.
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5. ZADANI - CILE PRACE

Primarni cil:

Zjistit, zda u osob sprokdzanou heterozygotni mutaci faktoru V Leiden
nebo protrombinu G20210A, které prodélaly trombdzu (skupina A) je agregabilita
trombocytl s nizkymi koncentracemi ADP a epinefrinu zvySena oproti agregaci u osob

s heterozygotni mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A, které trombdzu

neprodélaly (skupina B) s vyuZitim téchto statistickych pristupa:
a) porovnani vysledkd agregace u obou skupin

b) porovnani vyskytu zvySené agregability definované jako dosazeni maximalni
amplitudy > 60 % u obou skupin

c) porovnani vyskytu zvySené agregability definované jako dosaZzeni maximalni
amplitudy odpovidajici nejvysSimu kvartilu hodnot ziskanych vysSetfenim

zdravych osob
Sekundarni cil:

Zjistit u zkoumanych osob korelaci vysledkl agregace trombocytl s nizkymi
koncentracemi induktori pfi odbéru do vakuované zkumavky s vysledky ziskanymi

vySetifenim vzorkl odebranych do nevakuované zkumavky.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Hemostaza

Hemostaza, oznacujici zastaveni krvaceni, predstavuje komplexni fyziologicky proces,
ktery zajistuje udrZzeni krve v tekutém stavu uvniti cév a zabranuje jeji ztraté po poranéni
prostrednictvim tvorby krevni srazeniny. Tento proces zahrnuje nékolik zasadnich
systému: cévni systém, koagulacni systém, fibrinolyticky sytém, trombocyty, kininovy
systém, inhibitory serinovych protedz a komplementovy systém. Pfi poskozeni cévni
stény dochazi k vazokonstrikci, coZ je prvotni odpovéd na poranéni, a nasledné jsou
aktivovany krevni desticky, které adheruji na subendotelidlni struktury, kde agreguji
a vytvareji primarni zatku v misté poranéni. Proces je podporovan faktory jako von
Willebrandlv faktor (VWF) a destickovymi receptory (lIb/llla a Ib/IX). Sekundarni
hemostaza zahrnuje komplexni koagulacni kaskadu, ktera vede k preméné fibrinogenu
na fibrin a tvorbé stabilni fibrinové sité, jez preméni primarni destickovou zatku
na pevnou krevni srazeninu. (Ogedegbe, 2002; Lapelusa a Dave, 2023; Indrak et. al.,

2006)

Hemostaticky proces vyZzaduje jemnou rovnovdhu mezi tvorbou a rozpusténim
srazeniny, kterou zajistuji fibrinolytické enzymy, jako je plazmin. Naruseni této
rovnovahy muzZe vést k patologickym stavim, jako je trombdéza v dusledku
hyperkoagulace nebo hemoragie zplsobena hypokoagulaci. DileZitou soucasti tohoto
procesu je také kininovy systém a inhibitory serinovych proteaz, které moduluji zanétlivé
reakce a zajistuji rovnovahu mezi koagulaci a fibrinolyzou. Porozuméni témto
komplexnim interakcim je kli¢ové pro diagnostiku a Ié¢bu poruch spojenych s krvacenim

a trombdzou. (Ogedegbe, 2002; Gale, 2011; Favaloro et al., 2019)

14



6.2 Slozky hemostazy

Vtéto diplomové praci budu pouzZivat dva podobné pojmy - hemostdza
a hemokoagulace, které vsSak nejsou synonyma. Rozdil mezi hemostazou
a hemokoagaluci spociva v jejich vyznamu a rozsahu. Hemostdza je komplexni
fyziologicky proces, ktery zahrnuje vSechny faze procesu zastaveni krvaceni,
zatimco hemokoagulace predstavuje specifickou fazi tohoto procesu. Celkové mizeme

identifikovat Ctyri faze procesu zastaveni krvaceni:

e Reflexni vazokonstrikce
e Adheze, aktivace a agregace trombocytl
e Hemokoagulace

e Trombolyza a reparace poskozeni

Hemokoagulace neboli srazeni krve, je komplexni fyziologicky proces, pfi kterém
se tekuta krev prfeménuje na pevnou srazeninu. Tento proces je fizen kaskadou
koagulacnich faktor(, které spole¢né tvofi slozity systém vzajemnych interakci. Klicovym
momentem tohoto procesu je pfeména rozpustné plazmatické bilkoviny fibrinogenu
na nerozpustny fibrin, kterou katalyzuje enzym trombin. Fibrin nasledné formuje

odolnou fibrinovou sit, ktera stabilizuje vzniklou srazeninu. (Fontana a Lavrikova, 2024)

6.2.1 Reflexni vazokonstrikce

Zjednodusené lze fict, Ze poranéni cévni stény zpUsobuje podrazidéni jeji hladké
svaloviny, coz vede k reflexni vazokonstrikci. Tento zdkladni, ale velmi dulezity
mechanismus je podporovan neékolika latkami. Nejvyznamnéjsi z nich jsou
tromboxan A2 (TXA2) a serotonin, oba syntetizované trombocyty, jejichz

prostiednictvim je zesilena reflexni vazokonstrikce. (Fontana a Lavrikova, 2024)

6.2.1.1 Cévni sténa

Cévni sténa s endotelem hraje v hemostdze duleZitou roli. Cévni systém poskytuje
prostor pro krevni obéh, zajistujici mimo jiné transport kysliku navazaného
na hemoglobin v erytrocytech ke tkanim. Cévni sténa hraje vyznamnou roli

v hemostaze. DlleZitym faktorem hemostazy je pevnost cévniho systému.
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Stény krevnich cév se skladaji ze tfi vrstev (z lat. tunica = vrstva, plast) — tunica intima,

tunica media, tunica adventicia.

Vnitfni vrstvou je tunica intima, kterd je tvofena jednovrstvou vystelkou endotelovych
bunék, spojenych polysacharidovou interceluldrni matrix obklopenych z vnéjsi strany
bazdlni membranou, a vtepenném fecisti vrstvou elastickych vlaken. Z hlediska
hemostazy je tato vrstva velmi dlleZitou soucasti. EndotelidIni buniky vykazuji intenzivni
metabolismus, jehoZz produkty jsou vyznamné latky. Mezi tyto latky patfi: EDRF
(Endotelium Derived Relaxing Factor), VWF (von Willebranduv faktor), tkanovy aktivator
plasminogenu, endotelin, trombomodulin, receptor proteinu S, trombospondin,

fibronectin a dalsi.

Intaktni endotel hraje dUlezitou roli vochrané pred trombdzou, zatimco
za patologickych okolnosti tuto ochrannou roli ztraci, naptiklad pfi sepsi, kdy je snizena
exprese trombomodulinu a naopak se objevuje exprese tkanového faktoru.

(Ito et el., 2021)

Druhd vrstva se nazyva tunica media, je slozena ze Sroubovité orientovanych bunék
hladkého svalstva, zodpovidajici za elasticitu a cévni tonus. Nachdazi se zde kolagenni

a elasticka vlakna, proteoglykany. Je bohata na retikularni vldkna (kolagen typu lll).

Treti vrstva stény cévni se nazyva tunica adventicia (adventicie). Je tvofena predevsim
kolagennimi a elastickymi vldkny (kolagen typu I).(Pecka, 2004; Penka a Slavickov3,

2011; Iba a Levy, 2019)

6.2.2 Uloha trombocyt v hemostaze

Trombocyty jsou ovalné bezjaderné elementy, vznikajici odStépovanim z cytoplazmy
megakaryocytl. Odhaduje se, Ze jeden megakaryocyt mize produkovat 1000-5000
trombocytl. Vedle kostni dfené nékteré studie také naznacuji, Ze trombocyty mohou
byt produkovany z megakaryocytu v plicich (Lefrancais et al., 2017). Trombocyty mohou
vznikat z megakaryocytl dvéma zpUsoby: tvorbou pseudopodii, naslednou fragmentaci
nebo pfimym rozpadem megakaryocytll. Proces tvorby trombocytu ze zralého

megakaryocytu pfiblizné trva 5 hodin. V krevnim fecisti pfezivaji 8—12 dni. Po uplynuti
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této doby jsou odstranovany v retikuloendotelovém systému sleziny, jater a kostni

difené. (Mourek, 2012; Repsold a Joubert, 2021; Holinstat, 2017)

ProtoZe trombocyty postradaji jadro, ztraceji postupné schopnost proteosyntézy.
Nékteré jejich organely, jako mitochondrie a Golgiho aparat, vSak vykazuji velmi
intenzivni metabolickou aktivitu. Hlavnim zdrojem energie pro trombocyty je glukdza,
ktera je metabolizovana prostfednictvim aerobni glykolyzy. Cytoplazma krevnich
desticek obsahuje fadu molekul, které podminuji kontraktilitu trombocytu, naptiklad
mikrotubuly, aktin a myosin. Kontrakci dochazi jednak k retrakci trombu, tak k exocytdze

obsahu trombocytovych granul. (Fontana a Lavrikova, 2024)

Na procesech krevniho srazeni se podileji také trombocytarni fosfolipidy, napfiklad tzv.
PF 3 (Platelet Factor 3). Béhem aktivace desti¢ek jsou tyto fosfolipidy vystavovany
pomoci flip—flop mechanismu. Fosfolipidy umoznuji interakci a spolupraci koagulacnich
faktor(, pficemZ vazba je podporovana také ionty Ca®* a y—karboxyglutamatem
pfitomnym v molekulach téchto faktor(. Vysledkem je tvorba enzymovych komplex(
na povrchu aktivovanych trombocytl, coZz zajistuje presné zacileni hemostazy.

(Fontana a Lavrikova, 2024)

6.2.2.1 Morfologicka charakteristika

Pro lepsi pochopeni lze strukturu krevni desticky konceptudlné rozdélit na periferni
zénu, zonu solubilniho gelu, zénu organel a oblast membranovych systému.

(Gremmel et al., 2016)

Ghykogen

Mitochondrie

Otevieny kandlkovy systém

Alfa granula

Obrdzek 1 Trombocyt

(Upraveno dle (Munker, 2006))
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Periferni zéna trombocytl zahrnuje destickovou membranu a submembranovou oblast.
Plazmatickd membrana je hladkda a ma silnéjsi glykokalyx nez jiné krevni elementy.
Elektronova mikroskopie s vysokym rozliSenim odhaluje vraséity povrch s mnoha
malymi zahyby a nahodné rozloZzenymi otvory otevieného kanalikularniho systému.
Glykokalyx, vnéjsi obal krevni desticky je dynamicka struktura a predstavuje primarni
misto interakce s okolnim prostfedim. Obsahuje povrchové glykoproteiny (GP),
které jsou klicové pro interakci trombocytll se subendotelianimi strukturami poskozené
cévni stény, jejich aktivaci, adhezi a agregaci, a také pro retrakci srazeniny.
Pod glykokalyx je situovdna nestladitelnd a neroztazitelnd lipidovd dvojvrstva.
Tato dvojvrstva, morfologicky podobna membranam jinych bunék, je zasadni pro proces
koagulace. Obsahuje tkanovy faktor, ktery je po aktivaci trombocytl vystaven na jejich
povrch v neaktivni formé spolu s negativné nabitym fosfatidylserinem. Po aktivaci
trombocyty uvoliuji mikrocastice obsahujici tkanovy faktor, které mohou vazat
koagulac¢ni faktory Va, Vlla, a Xa na povrchovy fosfatidylserin. Diky interakci téchto
koagulacnich faktorl s tkanovym faktorem se zvysuje tvorba trombinu na povrchu

aktivovanych trombocytl, rovnéz tak na mikrocasticich, které se z trombocytl uvolnily.

Submembranovd oblast se vyskytuje bezprostfedné pod lipidovou dvojvrstvou
a obsahuje kontraktilni cytoskelet, ktery je slozen ztenkych aktivovanych vldken.
Tento cytoskelet je nezbytny pro zménu tvaru trombocytu a translokaci receptord

a Castic po jejich povrchu. (Malikova, 2012; Gremmel et al., 2016)

Oblast solubilniho gelu, znama také jako sol—gel, je prihlednd, viskézni matrice uvnitf
trombocytl. Tato oblast prfipomina tekuty gel a obsahuje organizované mikrotubuly
a mikrofilamenta, nahodné rozmistény glykogen, nékolik hladkych a klathrinem
potazenych vezikul a sekre¢ni organely. Mikrotubuly jsou usporadany do obvodovych
zavitk( blizko bunééné membrany, ¢imz vytvareji systém, ktery podporuje kontraktilni
cytoskelet membrany. Vyzkumy naznacuji, ze mikrotubuly jsou nezbytné pro zachovani

diskoidniho tvaru lidskych krevnich destic¢ek. (White a Krivit, 1967; Gremmel et al., 2016)

Aktivovand mikrofilamenta v sol-gel oblasti tvofi cytoplazmaticky cytoskeleton
z aktinovych filament, coz je matrice, ve které jsou vSechny organely suspendovany.

Po aktivaci trombocytld dochazi k tomu, Ze cytoplazmaticky aktinovy systém stahuje
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spirdly mikrotubulll a presouvd a—granule a hustd téliska do centra trombocytu.
Tento proces muzZe vést ksekreci jejich obsahu prostrfednictvim otevieného

kandlkového systému. (Gremmel et al., 2016)

Krevni desticky obsahuji tfi hlavni typy granuli. Prvnim typem jsou husta (denzni)
granula, pficemz kazdy trombocyt ma pfiblizné 4-6 téchto granuli. Tato granula obsahuiji
vice nez 200 rlznych malych molekul a iontd, véetné vapniku, ATP, ADP, serotoninu

(5—HT) a epinefrinu.

Druhym typem jsou a—granula, z nichZz kazda krevni desticka obsahuje kolem 60-80
téchto granuli. Alfa—granula obsahuji fadu vétSich protein(, které jsou po sekreci
uvolnény bud na povrch trombocytli, nebo do krevniho obéhu. Jednim z ukazateld
aktivace trombocyt(, ktery se uvolfiuje z a—granuli, je P—selektin, ktery se po sekreci
ukotvi na vnéjsi stranu plazmatické membrany trombocytu a mize slouzit jako spoj mezi

trombocyty a dalSimi burfikami v cévach.

Tretim typem granuli v krevnich destickach jsou lysozomalni granula, kterd maji zasadni

roli v degradaci proteind. (Holinstat, 2017)

V oblasti organel mGzeme také najit mitochondrie, které predstavuji asi 3 % celkového
objemu trombocytl. | pres jejich nizky pocet a jednoduchou strukturu zabezpecuji
energetické pozadavky trombocytll. Energii ziskdvaji prostfednictvim oxidativni

fosforylace. (Gremmel et al., 2016; Chaloupkova, 2018)

Oblast membranovych systéma zahrnuje otevieny kanalikuldrni systém (kanalkovy
systém), denzni tubuldrni systém a drsné endoplazmatické retikulum. Otevieny
kanalkovy systém je integrovanou soucasti povrchové membrany krevnich desticek,
ktera se rozprostird dovnitf desticky, ¢imz se zvétSuje celkovy povrch. Tento systém
slouzi k transportu plazmatickych slozek, jako je napfiklad fibrinogen do alfa granuli.
Dale funguje jako cesta pro uvolfovani granuldrniho obsahu béhem aktivace krevnich
desticek. Kromé toho mohou byt kandly otevieného kanalikuldarniho systému
evaginovany, ¢imz poskytuji membranové struktury nezbytné pro Sifeni aktivovanych
krevnich desticek po jejich adhezi na poranénou cévni sténu. Tento mechanismus
umoznuje aktivovanym trombocytlm zvétsit svlj povrch vice neZz Ctyfnasobné

ve srovnani s klidovymi diskoidnimi destickami. Denzni tubularni systém predstavuje
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endomembranovy komplex, ktery je reziduem hladkého endoplazmatického retikula
materského megakaryocytu. Tento systém se sklada z kandlk(l, které jsou nahodné
dispergované v cytoplazmé krevnich desti¢ek. Dulezitou funkci tohoto systému
je akumulace iontd vépniku a enzym0 klicovych pro regulaci a aktivaci trombocytd.

(Gremmel et al., 2016; Applova, 2019)

6.2.3 Trombocyty a proces hemostazy

Trombocyty se aktivné ucéastni vSech fazi hemostazy, pricemz jejich role je zasadni
zejména v primarni hemostaze. V nasledujici ¢asti se detailné zamérim na specifické

mechanismy a faze jejich ucasti.

1. Adheze trombocyti

Adheze trombocytl predstavuje pocatecni krok hemostatické odpovédi, coz zdlraznuje
dllezZitost porozuméni mechanismi trombocytarni adheze pfi vyvoji selektivnich
antitrombotik. Adhezni proteiny zajistujici optimalni adhezi trombocytl se odlisuji od
téch, které reguluji adhezi ostatnich typU bunék. Proces adheze trombocytl ma nékolik
specifickych funkci. Trombocyty se pfi adhezi v proudici krvi musi pFichytit a jejich
interakce musi byt dostatecné silné, aby odolaly tfeci sile cirkulujici krve. (Greselle et al.,

2002)

Pred prvnim kontaktem trombocytl s poskozenou cévni sténou se von Willebrandlv
faktor (VWF) z plazmy vaZe na exponovany kolagen v cévni sténé. Trombocyty se poté
vazou prostrednictvim receptorového komplexu GPlb/IX na imobilizovany VWF na
kolagenu cévni stény. Kromé tohoto komplexu se na adhezi trombocytl k subendotelu
podili minimalné ctyfi dalSi receptory: kolagenové receptrory a2R1 a GPVI, a5R81
fibronectinovy receptor a receptor fibrinogenu allbR3 (GPIIb/Illa). Nasledné dochazi k
silnému pfitisknuti trombocytl, coZ je nezbytné proto, aby odolaly tfeci sile vyvolané
proudici krvi. Trombocyty, které pfilnou na poskozenou sténu cévy, poskytuji novy
povrch pro adhezi dalSich trombocytl a tvofi zdklad trombocytarniho agregatu. Adheze
trombocytl je zesilovdna malym mnoZstvim ADP uvolfiovanym z okoli perivaskularni

tkane.
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Mira adheze je dale ovlivnéna poltem trombocytl, mnoiZstvim a viskozitou krve,
velikosti a tvarem cév. (Pecka, 2004; Bradacova, 2013; Penka, 2011; Greselle et al.,2002;
Munker et al., 2006); RoZzman, 2002)

2. Aktivace trombocytu

Trombocyty jsou aktivovany rliznymi faktory, jako je obnazeny kolagen, trombin, ADP,
PAF (Platelet Activating Factor) a TXA2 (Thromboxan A2). Tato aktivace trombocyti vede

k vyznamnym dusledkim:

a) Zvysena exprese receptort GP Ilb/Illa na povrchu trombocytl, coZz umoziuje
jejich interakci a agregaci

b) Sekrece biologicky aktivnich latek, napfiklad TXA, ktery mda vyznamny vliv
na agregaci a kontrakci cévni stény

c) Zména morfologie trombocytl z diskoidniho na ameboidni tvar diky aktivaci

kontraktilnich protein( a reorganizaci cytoskeletu
Procesy spusténé aktivaci trombocytl umozni agregaci trombocytu.

3. Agregace trombocytl

Agregace trombocytl vznikd prostfednictvim vytvoreni mlstk( vazbou pres fibrinogen
mezi receptory GP llb/Illa na dvou sousednich trombocytech. Trombocyty jsou vzajemné
spojeny pouze pomoci receptorli na svych vybézZcich. Vtuto chvili jsou receptory
GP llb/llla na povrchu pritomny pouze vomezeném poctu, coz vede k pouze
casteCnému spojeni trombocytl. Mezi nejvyznamnéjsi induktory agregace patfi kolagen
z cévni stény, ADP zerytrocytll nebo uvolnény ztrombocytll samotnych, TXA2
produkovany stimulovanymi trombocyty a trombinem. Epinefrin sdm o sobé
nezplsobuje shlukovani trombocyt(, ale vyrazné zvySuje agregaci stimulovanou jinymi
agonisty. Proagregacni stimuly pUsobi synergicky, coz vede ksilnéjsSimu efektu
induktor. Béhem uvolfovaci reakce se z alfa granul secernuje trombospondin, ktery
pfispiva ke stabilizaci fibrinogenovych mustkd. Dochazi k vyrazné expresi receptori GP
lIb/Illa na povrchu trombocytd, coZ vede kjejich tésnéjSimu vzajemnému spojeni
a ireverzibilni sekundarni agregaci, vytvarejici bily trombus — primarni hemostatickou
zatku. Za fyziologickych podminek agregace mlze bud nastat po adhezi, avSak lze ji také

snadno vyvolat prfimym plsobenim induktort, jako jsou ADP, kyselina arachidonova,
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epinefrin, kolagen, trombin nebo TXA2. (Pecka, 2004; Bradacovd, 2013; Penka, 2011;
Greselle et al., 2002; Slechtova, 2007)

4. Propojenis procesem koagulace

Aktivita trombocytl a koagulacni kaskady je vzajemné propojena na nékolika mistech
ama vysoky funkéni vyznam. PFi své aktivaci a degranulaci trombocyty uvolnuji
nebo exprimuji latky, které podporuji proces koagulace. Zasadni roli hraje exprese

destickovych fosfolipid( (PF 3) na jejich povrchu.

5. Proces hojeni poranéni

Trombocyty se také zapojuji do procesu reparace poranéni cévni stény a to tim,
Ze vylucuji latky s proliferativnimi ucinky, napfiklad PDGF (Platelet Derived Growth

Factor).
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6.2.4 Hemokoagulace

Jak bylo zminéno dfive v kapitole 5.2, proces hemokoagulace (srazeni krve) umoznuje,
aby se tekuta krev v konkrétnim misté zménila ve sraZzeninu, kterd zaceli poSkozené
misto. Ktomuto ucelu slouzi vkrvi (a nékterych bunkach) koagulacni faktory,
které spolecné tvori tzv. koagulacni kaskadu. VétSina téchto faktor( jsou proteiny
vytvarené jatry. Neni tedy prekvapenim, Ze onemocnéni jater ¢asto vede k porucham
srazeni krve. Pomérné velkd ¢ast téchto faktord nalezi do skupiny serinovych proteaz,
které prostfednictvim své Cinnosti (tzv. parcialni proteolyzy) Stépi a soucasné aktivuji
dalsi koagulacni faktory. Jednim z hlavnich Ukold koagulaéni kaskady je pfeména
rozpustného plazmatického proteinu fibrinogenu na nerozpustny fibrin (tento proces

katalyzuje trombin), ktery nasledné formuje odolnou fibrinovou sit.

V soucasné dobé se v literature mizeme setkat se dvéma modely koagulace -
tzv. starym a novym (revidovanym) modelem. Kazdy z téchto model(i ma své vyhody

a nevyhody, které zde stru¢né predstavim. (Fontana a Lavrikova, 2024)

Hlavni vyhodou starého modelu je jeho schopnost usnadnit pochopeni in vitro méreni
parametrd hemokoagulace. Nevyhodou tohoto modelu je, Ze prabéh hemokoagulace,
ktery popisuje, neni zcela presny ve srovnani s tim, jak probiha v lidském téle, a navic
nedokdze vysvétlit nékteré patologické stavy. Stary model je zaloZzen na kaskadovité
aktivaci koagulacnich faktort, rozdélené na vnitini a vnéjsi cestu a spolecnou ¢ast,

pficemz klade dlraz na vyznam vnitfniho systému v koagulaci.

Novy (revidovany) model hemokoagulace vychazi ze starého modelu, ale jeho hlavni
vyhodou je schopnost presnéji popsat procesy probihajici in vivo, véetné mnoha
patologickych stavl. Tento model rozdéluje koagulaci do tti fazi: iniciace, amplifikace
a propagace. Klade dlraz na klicovou roli vnéjSiho systému a trombinu. (Fontana

a Lavrikova, 2024)

6.2.4.1 Koagulacni faktory

Hemokoagulace se Ucastni velké mnozstvi latek (plazmatické proteiny, fosfolipidy,
ionty), souhrnné nazyvané koagulacni faktory — neboli srazeci faktory. Kazdy faktor

ma své jméno a je identifikovdan pomoci fimskych Cislic. Nékolik koagulaénich faktoru,
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znamych jako vitamin K dependentni faktory, vyZaduje vitamin K pro svou plnou
syntézu. Mezi tyto faktory patfi F II, VII, IX a antikoagulaéni faktory protein C a S. Role
vitaminu K spociva v umoznéni posttranslacni y—karboxylace zbytkd glutamatu na y—
uhlik, ¢imZ vznikd karboxyglutamat. Tento zvySuje afinitu faktord k vapniku,
coz napomaha jejich vazbé na membranové fosfolipidy. S vyjimkou TF se vSechny
koagulaéni faktory vyskytuji v plazmé ve formé proenzym(. Plazmaticky koagula¢ni
systém zahrnuje nékolik déjd, které maji za nasledek vytvoreni nerozpustného fibrinu.
Fibrinogen se postupné preménuje na fibrinové monomery, které spontanné
polymeruji. Polymery se spojuji kovalentnimi vazbami a plsobenim aktivovaného
faktoru Xl (Xllla) — tak vznika nerozpustny fibrin. Vytvofi vlaknitou sit zachycujici krevni
buriky. Vznikne tzv. stabilni fibrinova zatka, na jejimz stazeni se podileji krevni desticky.

(Sussman, 1992;Ar et al., 2019; Pokorny, 2001)

Vzhledem k jejich rdznym funkcim v procesu krevniho srazeni mGieme koagulacni

faktory rozdélit do péti zakladnich skupin:

1) Serinové protedzy — tyto enzymy katalyzuji parcialni proteolyzu koagulacnich
faktor(

2) Kofaktory enzymu — bilkoviny, které aktivné spolupracuji s enzymy v koagulaéni
kaskadé

3) Ca? —iont vapniku, ktery je klicovy pro vazbu nékterych koagulagnich faktor(
na membranové fosfolipidy

4) Fibrinogen — glykoprotein, ktery slouzi jako prekurzor fibrinové sité

5) Transglutaminaza — faktor Xlll, ktery je zodpovédny za stabilizaci fibrinové sité

prostfednictvim kfizové vazby
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Stary model koagulace

Prestoze stary model koagulace je prekonan, poskytnu mu zde znac¢ny prostor. Divodem
je, ze novy model z néj vychdzi a zdroven vysvétluje interpretaci bézné pouzivanych

laboratornich test(.
V procesu hemokoagulace Ize schématicky rozlisit dvé faze:

1) Aktivace faktoru Il (protrombinu) na trombin, kterda mulzZe probihat
prostfednictvim vnitfni nebo vnéjsi cesty, pficemZz obé cesty se sjednocuji
u faktoru X

2) Spolecna faze, béhem niz dochazi k tvorbé nerozpustného fibrinu z fibrinogenu

a nasledné stabilizaci fibrinové sité

Vnéjsi cesta koagulace (extrinsic pathway) zacind ucasti koagulacnich faktor( IlI
(tkdriovy tromboplastin), IV (Ca%*) a VII (prokonvertin). Na pocéatku této cesty dochdazi
k uvolnéni faktoru Ill, ktery aktivuje faktor VII na faktor Vlla (aktivovany faktor VII).
Komplex faktoru Vlla s fosfolipidy a Ca?* vytvafi tzv. vnéjsi tenadzu, kterd, jak nazev
napovida, aktivuje faktor X na faktor Xa. Timto zplsobem se relativné rychle dostavame
ke spolecné fazi koagulace ve srovnani s vnitfni cestou. Faktor Vlla zaroven propojuje

vnéjsi a vnitini cestu tim, Ze aktivuje faktor IX. (Fontana a Lavrikovd, 2024)

Vnitini cesta koagulace (intrinsic pathway) zapocina ucasti koagulacnich faktord VI
(antihemofilicky faktor), IX (Christmastv faktor), XI (PTA) a XIl (Hagemanav faktor).
Na zaCatku této cesty je tzv. kontaktni faze, ta se vysvétluje vazbou faktoru XII
na obnaZeny subendotelidlni kolagen ¢i destickové membrany. Faktor XIl se pfeménuje
na aktivni formu Xlla, ktera nasledné aktivuje faktor Xl na Xla. Aktivovany faktor Xla poté
aktivuje faktor IX na IXa. Faktor IXa, stejné jako faktor Vlla z vnéjsi cesty, Stépi faktor X
na aktivni formu Xa, ¢imZ vznikd vnitfni tendzovy komplex. Tento komplex, kromé
faktoru IXa, zahrnuje také faktor Villa (aktivovany trombinem), fosfolipidy a Ca?*.

Aktivace faktoru Xa zahajuje spole¢nou cestu koagulace. (Fontana a Lavrikova, 2024)

Spolecna cesta koagulace spojuje jak vnéjsi, tak vnitfni cesty prostfednictvim jejich
tendzovych komplex(, které aktivuji faktor X na Xa. Aktivovany faktor Xa potom stépi

plazmatickou bilkovinu protrombin (faktor Il) na trombin (faktor Ila) pomoci
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protrombinazového komplexu, ktery kromé Xa obsahuje také faktor Va (aktivovany

trombinem), fosfolipidy a Ca?*. (Fontana a Lavrikovd, 2024)

Trombin je vsoucasnosti povazovan za kliovou molekulu nejen v procesu

hemokoagulace, ale i v celém systému hemostazy, nebot aktivuje:

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Trombocyty a endotelové buriky

Neutrofily a monocyty prostfednictvim exprese tkarniového faktoru (TF)

Faktor Xlll, coZ pfispiva k stabilizaci fibrinové sité

Faktory V, VIl a XI, ¢imZ se zvySuje ucinnost koagulace

Protein C, jehoz aktivita vyZaduje predchozi interakci trombinu
s trombomodulinem, coZz umoZznuje antikoagulacni ucinek

TAFI (Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor), jehoZz funkce je rovnéz
podminéna vazbou trombinu s trombomodulinem a brani fibrinolyze (Fontana

a Lavrikova, 2024)

Vnitfni cesta
Prekalikrein Vnéjsi cesta
Vysokomolekularni kininogen Tkahovy faktor
Xll =—=> Xlla
Xl X|

IX -—*—) IXa Vila

2

Ca
V| = Vllla Prospho lla/
5
X Xa M X

V[—) Va
§ | Trombin |
0

= J

i rmggen

Fibrinové monomery

Fibrinove polymery
Y o——— Xllla €— Xlll

Nerozpustna fibrinova sit

Obrdzek 2 Vizualizace koagulaéni kaskady

(Upraveno dle (Munker, 2006))
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Novy (revidovany) model koagulace

Jak jiz bylo zminéno dfive, novy model koagulace vychazi ze starého modelu, ale pfinasi
detailnéjsi popis jednotlivych fazi procesu. Tento model je strukturovan do t¥i fazi —
iniciace, amplifikace a propagace a klade zvlastni diraz na roli vnéjsiho koagulacniho

systému a trombinu. (Fontana a Lavrikova, 2024)

Iniciace koagulace zacina aktivaci tkanového faktoru (TF) a faktoru VII. V krvi je pfitomno
malé mnoizstvi faktoru VII, které ¢eka na uvolnéni TF, jeZ nastava pti poSkozeni tkané,
zanétu nebo podobnych situacich. Faktor VII se ndsledné autoaktivuje a nasledné
formuje komplex s TF, coz vede k aktivaci faktor(i IX a X. Faktor Xa pak nejen aktivuje
dalsi molekuly faktoru VII, ale také produkuje omezené mnoiZstvi trombinu.
Tato inicializace neni dostatecna pro vytvoreni fibrinové sité, ale zahajuje a fidi dalsi

prabéh koagulace, prechazejici do faze amplifikace. (Fontana a Lavrikova, 2024)

Amplifikace koagulace je faze, kde pod vlivem trombinu dochazi k aktivaci faktord V, VIII
a Xl. Aktivovany faktor Xla transformuje molekuly faktoru IX na faktor IXa,
ktery se nasledné zapojuje do vnitfniho tenazového komplexu. Aktivace trombocytu je
soucasné stimulovanda trombinem vede k expresi negativné nabitych fosfolipidl na jejich
povrchu, coz usnadnuje vazbu koagulacnich faktord IXa, Vllla a Va. Pozitivni zpétnou
vazbou tak vznika stale vétsi mnozstvi faktor( 1Xa, Vllla, Va a nasledné i trombinu,
coz umozinuje prechod do fdze propagace. Vysledkem faze amplifikace je zvySend
produkce trombinu a vytvoreni reakénich povrchd s navdzanymi molekulami
aktivovanych faktor(i. Tyto povrchy nasledné slouzi k doplnéni a zesileni komplexu

vnitini tendzy a protrombinazy.

Propagace je klicovou fazi koagulace, kde se faktor X vaze na komplex vnitfni tenazy
(tvoreny faktory I1Xa a Vllla) a aktivuje se na faktor Xa. Tento faktor Xa pak vytvari
s faktorem Va komplex protrombindzy, coz katalyzuje vyznamnou produkci trombinu —
to je tzv. trombinovy ndpor (trombin burst). Toto mnozstvi trombinu je dostate¢né
pro efektivni preménu fibrinogenu na fibrin. Nestabilni fibrinovy polymer je nasledné
stabilizovan faktorem Xllla, ¢imZ dochazi k definitnimu vytvoreni fibrinové sité nezbytné

pro zastaveni krvaceni a zahdjeni procesu hojeni tkané. (Fontana a Lavrikova, 2024)
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Tabulka 1 Seznam hemokoagulacnich faktori s uvedenim jejich synonym a funkci

K acni fa Synonymum F alktiv
fibrinogen faktor | S ms;‘:::‘r‘ﬂifﬂsﬂi“"am‘
protrombin faktor Il ﬁh?:::;;;:: :'_I.I::;;:_‘I 2”"

thanowy faktor faktor I, tkafowy trom boplastin zahajuje koagulaéni kaskadu
vapenaté ionty faktor IV aktivace a stabilizace FV
faktor v proakcelerin, labilni faktor kofaktor pfi aktivaci FlI
faktor VI prokonvertin, stabilni faktor FX, 1%
faktor ViN antihemoliticky faktor A kofaktor pfi aktivaci FX
faktor IX antihemoliticky faktor B Fx
faktor X Stuartdv-Prowerdv faktor Fil, W, vl
. FIX, XIl, Aa fetézec fibrinogenu,
faktor XI antihemoliticky faktor C X, K mminme?
faktor Xl Hagemaniv faktor FXI, HMWE, prekalikrein
faktor XN fibrin-stabilizujici faktor stabilizuje fibrin
rekalikrein Fletcheriv faktor FXIl a Stépi HMWE

Zdroj:(Kittnar, 2011; Penka a Slavickova, 2011)
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6.2.5 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém hraje klicovou roli v udrzeni hemostatické rovnovahy tim, Ze lyzuje
fibrinové koagulum a tim udrzuje cévy prichodné. Jeho cilem je rozpusténi nadbytecné
srazeniny, kterd by mohla omezit nebo i zastavit krevni tok uvnitf cévy. Pfi nedostatecné
aktivaci fibrinolytického systému muze dojit k uzavreni cévy. (Matyskova et al., 1999;

Slechtova, 2007)

Hlavni slozkou je plazminogen, ktery je prekurzorem plazminu. NejdulezitéjSimi
aktivatory plazminogenu jsou tkanovy aktivator plazminogenu (t—Pa) a urokinaza (u—Pa).
Na pfitomnost fibrinovych vildken a fibrinového koagula reaguje organismus aktivaci
fibrinolytického systému. (Davie et al., 1991) Na krevni koagulum se vaze plazminogen,
plsobenim uvolnénych aktivatorl z endotelu je aktivovan na plazmin. Ten proteolyticky
plUsobi na koagulum a je inaktivovan cirkulujicimi antiplazminy. Na regulaci fibrinolyzy
se vyznamné podili inhibitor tkanového aktivatoru plazminogenu (Plasminogen

Activator Inhibitor—1 (PAI-1).

Fibrinolyza je vazana na misto poranéni, plazmin je aktivovdan na povrchu koagula.
Schopnost plazminu specificky stépit fibrin podstatné ucinnéji, nez fibrinogen je ddna
zvySenou afinitou kfibrinu. Stejnou vlastnost ma i aktivator plazminogenu

t—Pa. (Matyskova et al., 1999; Slechtova, 2007)

Cévni sténa g

v |

tPA

ProUK

l Kallikroin €= Prokallikrein

uPA

Plasmin

e

/—':””

Fibrinogen/Fibrin

Plasminoge

Obrazek 3 Systém fibrinolyzy obsahujici prvky aktivace a inhibice

Upraveno dle (Munker, 2006)
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6.3 Faktor Il

Protrombin, oznacovany téz jako F Il, je souéasti skupiny koagulacnich faktor( zavislych
na vitaminu K, jehoZ syntéza probiha v jatrech. Aktivuje se prostfednictvim Stépeni
pomoci komplexu zndmého jako protrombindza, ktery zahrnuje aktivované faktory Xa,
Va, destickové fosfolipidy a vapenaté ionty. Aktivovany faktor Il (trombin), nese nejen
koagulacni a fibrinolytické funkce, ale také se podili na procesu hojeni. V ramci
koagulacni kaskady plni klicovou roli pfi transformaci fibrinogenu na fibrin. Dalsi jeho
funkce zahrnuiji aktivaci faktora V, VIII, IX, XllI, aktivaci krevnich destic¢ek a trombinem
aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI). V pfitomnosti intaktniho endotelu se trombin
vaze na trombomodulin a tim se méni jeho charakter z prokoagulacniho
na antikoagula¢ni — aktivuje protein C. Tato zpétnovazebna regulace brani vzniku krevni
srazeniny v misté neporusené cévni stény a neuplatiiuje se v mistech, kde chybi intaktni
endotel. Ulast endotelu v procesu tvorby t—Pa pFispiva také k fibrinolyze. (Penka

a Slavic¢kova, 2011; Pecka, 2004; Pokorny, 2001)

6.4 Faktor V

Faktor V je protein, ktery plsobi v koagulacni kaskadé. Tento faktor ma dvoji funkci —
prokoagulaéni a antikoagulaéni. Jedna se o jednoretézovy glykokoprotein, ktery vznika

v jatrech a megakaryocytech.

Trombin aktivuje faktor V stépenim v Arg 709, Arg 1018 a Arg 1545. Tim vznika
prokoagulaéni molekula faktor Va, kterd je slozena z lehkého a tézkého rfetézce spojend
prostfednictvim iontu vapniku a nekovalentnich interakci. Lehky fetézec je sloZzen

z domén A3 — C1 — C2; zatimco tézky fetézec se sklada z domén A1 — A2.

Faktor Va a faktor Xa jsou soucdsti komplexu protrombindzy, katalyzujici preménu
protrombinu na trombin. Ten pfeménuje fibrinogen na fibrin. APC inaktivuje faktor Va
a vznika inaktivovany faktor Vai. Tato pfeména probihd prostfednictvim proteolytického
Stépeni v polohach Arg 306, Arg 506 a Arg 679 na tézkém retézci. Prvni probihd stépeni
v poloze Arg 506, poté Arg 306 a tim je molekula zcela inaktivovana. Stépeni na Arg 679
je nejpomalejsi a nema zadny fyziologicky vyznam.(Segers et al., 2007; Rosendorff

a Dorfman, 2007)
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6.4.1 Leidenska mutace faktoruV

Leidenskd mutace (LM) je autozomdlné dominantné dédi¢nd porucha s neuplnou
dominanci a je nejbéznéjsim genetickym rizikovym faktorem pro vznik hluboké Zilni
trombdzy. Porucha tedy neni vazana na pohlavni chromozomy a jeji heterozygotni forma

ma mirnéjsi klinické dlsledky nez homozygotni forma.

Leidenskd mutace byva ¢asto oznacovana jako faktor V Leiden. Jedna se o dédi¢nou
poruchu krevni srazlivosti. Jde o bodovou mutaci v genu pro faktor V, ktera zpUsobuje
snizenou antikoagula¢ni odezvu na aktivovany protein C, coz vede k mimoradné zvysené

tvorbé trombinu a nasledné i krevnich srazenin.

Uvedena mutace vytvari hyperkoagulaéni (trombofilni) stav, a tim tak zesiluje riziko
vzniku trombdzy. LM je fazena mezi vrozené trombofilie. NejcastéjSim projevem

trombofilie je VTE zahrnujici hlubokou Zilni trombdzu (DVT) a plicni embolii (PE).

6.4.2 Historie Leidenské mutace

V roce 1943 v norském Oslu byla na kliniku pfijata pacientka, u které se objevily tézké
stavy spojené s krvacivymi projevy. P. A. Owren, tehdejsi docent, ktery pracoval
na tomto oddéleni se zabyval krvi pacientky. Zjistil, Ze pacientka trpi nedostatkem
(vté dobé jesté neznamého) srazeciho faktoru. K objeveni nového koagulaéniho

elementu prisel az v roce 1947 a pojmenoval ho faktor V. (Stormorken, 2003)

V roce 1993 profesor Bjorn Dahlback s jeho tymem realizoval mnoho laboratornich test(
plazmy hlaseného pfipadu rodiny. Proband z této rodiny v minulosti prodélal epizodu
hluboké Zilni trombdzy. Podrobnéjsi rodinna anamnéza prokdazala pfitomnost trombdzy
i mezi dalSimi pribuznymi. Bylo testovano 19 clent rodiny, kde u 14 ¢lena se projevila
slabd antikoagulacni odpovéd na aktivovany protein C (APC). Pfi hlubsSim zkoumani
se dospélo k zavéru, ze APC rezistence muzZe byt zpUsobena anomadlii ve funkci

koagulaéniho faktoru V. (Dahlback et al., 1993)

Nasledujici rok, tedy v roce 1994 profesor Rogier M. Bertina objevil bodovou mutaci
v genu pro faktor V, ktera je pfi¢inou APC rezistence, a tedy zvyseného rizika hluboké
Zilni trombdzy. Tato mutace byla pojmenovana podle mésta Leiden, nachazejici

se v Nizozemi, kde byla anomalie poprvé odhalena. (Bertina et al., 1994; Kocarek, 2008)
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Od svého objeveni se Leidenskd mutace stala stfedem mnoha vyzkumnych studii,

zamérenych na porozuméni jejim disledkiim a moznym terapeutickym intervencim.

6.4.3 Dédicnost Leidenské mutace

Gen, odpovidajici za syntézu proteinu faktoru V, se objevuje na dlouhém raménku
1. chromozomu. Pfi¢inou Leidenské mutace je bodova mutace v dotyéném genu
pro faktor V. Jednd se o nahrazeni neboli pfeménu paru bazi, kdy guanin je substituovan
za adenin v nukleotidové pozici 1 691, tim vznikne pozménéna molekula koagulaéniho
faktoru. Centralnim mechanismem je rezistence faktoru Va vici aktivovanému proteinu
C (tzv. APC rezistence). Tim nedochazi k jeho rozstépeni, coz vede ztraté jeho funkce.
Nasledkem je pak nadprodukce trombinu, ktera podporuje zvySenou srazlivost krve.

(Rosendorff a Dorfman, 2007; Roskova a Bystfickd, 2014)

6.4.4 Formy Leidenské mutace

Leidenskd mutace patfi mezi nejcastéjsi vrozené trombofilni stavy. Mezi zavainé
zdravotni komplikace patfi hluboka Zilni trombdza a plicni embolie, které kazdoroéné

postihuji pfiblizné jednoho ¢lovéka z tisice. (Kujovich, 2011)

Leidenskd mutace se vyskytuje v heterozygotni i homozygotni formé. Rozdil mezi

heterozygotem a homozygotem u Leidenské mutace se lisi rizikem vzniku trombdzy.

Heterozygotni forma — bodova mutace FVL je lokalizovana pouze na jedné alele. U této
formy je riziko vyskytu tromboembolickych pfihod oproti populaci nepostizené 5—-10krat

vyssi. (Penka a Bulikova, 2009)

Homozygotni forma — bodova mutace FVL je lokalizovdna na obou alelach. U této formy

je 50—100krat vyssi riziko vyskytu tromboembolické nemoci.

Pokud se sejdou dva heterozygoti, jejich potomek mlze byt s 25% pravdépodobnosti
ohroZzenym homozygotem nebo s 50% pravdépodobnosti heterozygotem, ale i s 25%
pravdépodobnosti naprosto zdravym jedincem — homozygotem s obéma alelami

nemutovanymi — tzv. wild type. (Segers et al., 2007)
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6.4.5 Diagnostika mutace

K potvrzeni pfitomnosti Leidenské mutace je mozné provést specifické molekularné
biologické vysetreni. Pfitomnost Leidenské mutace je mozné s jistou mirou nejistoty

zjistit i vySetfenim APC — rezistence.

6.4.6 Lécba

Leidenskd mutace je vrozena geneticky podminénd odchylka, kterd nevyzaduje Zadnou
[éCbu. Riziko trombdzy lze vSak sniZit podanim antikoagulacnich [ékl v pripadé
rizikovych situaci, jako jsou imobilizace, operace, dlouhé cesty letadlem, téhotenstvi,
porod, Sestinedéli a podobné. Nosicka Leidenské mutace by méla byt poucena

o zvySeném riziku trombdzy pfi uzivani kombinované hormonalni antikoncepce.

Al A2 B A3 C1 C2
708 mu*"““ ‘5:'5
Fva e W ) L Ca Esass 1
306 ‘-}:PC
FVi P w0 6% . Ca* s |
=

MNormal FV (RS06) gene’ GAC AGG CGA GGAATA  FV Leiden (O506) gene.  GAC AGG CAA GGA ATA
Wpﬂnkmhgmﬂflb mutaled proten Asp  Arg  GIN Ha

APC

Obrazek 4 Procesy aktivace a degradace faktoru V (FV) a jeho mutované formy

Zdroj: (Dahlback, 2008)
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6.5 Mutace protrombinu G20210A

Tato mutace je druhou nejcastéjsi hereditarni poruchou, ktera zvysuje riziko trombdzy.
Poprvé byla protrombinovd mutace vgenu pro faktor Il protrombin lokalizovana

na chromozomu 11 popsana Poortem v roce 1996. (Poort et al., 1996)

Protrombin je koagulacni faktor oznaceny jako FlI, je soucasti procesu hemokoagulace
a podili se tak na vytvoreni definitivni zatky. Komplex protrombinaza méni protrombin
na trombin. Za ucasti vitaminu Kvznikd protrombin v jatrech.(Pecka, 2004; Khan

a Dickerman, 2006)

Mutace protrombinu G20210A zpUsobuje u pacientd zvySenou hladinu protrombinu
v plazmé — zvysuje riziko trombdzy. Pri¢inou je bodova mutace, vyvolavajici transformaci
jednoho nukleotidu. Podstatou této mutace je zdména nukleotidu guanin za adenin
v pozici 20210 vfetézci DNA (G20210A). Tato zaména vede kvysSi produkci
protrombinu, coZz ma za ndsledek vyssi srazlivost krve a zvySenou moznost vzniku Zilnich

trombadz.

Jde o autozomalné dominantni mutaci. Heterozygoti s alelou pro tuto mutaci maji
v porovnani se zdravymi jedinci zvySené riziko trombdzy 2-5 krat, hladina protrombinu
je 0 30% vyssi. (Murin et al., 1998; Khider et al., 2022) U pacientd s touto mutaci
je klinicky obraz velmi proménlivy. Trombdza se u vétsSiny heterozygotll i homozygotu
za cely Zivot neobjevi. Pokud se trombdza vyskytne, u prevainé cCasti heterozygotl
se do dospélosti neprojevi Zadné priznaky, i kdyz u nékterych osob do 30 let se projevuje

opakované.

Mutace v genu pro protrombin je soucasti zakladniho panelu vysetfeni na trombofilie.

34



6.6 Syndrom lepivych desticek

Syndrom lepivych desticek (Sticky Platelet Syndrome — SPS) je vrozend porucha
trombocytl s familidrnim vyskytem a autozomadlné dominantnim znakem. Tato porucha
se projevuje zvySenou in vitro agregaci trombocytd po aktivaci nizkymi koncentracemi
ADP a/nebo epinefrinu (EPI), pficemZ agregace s jinymi induktory je fyziologicka.

(Kubisz et al., 2014; Mammen et al., 1988)

Jednd se o dédi¢nou protrombotickou trombocytopatii s éetnym vyskytem arterialnich
a Zilnich trombdz. Pro SPS je charakteristicky opakovany vyskyt nestabilni anginy
pectoris, infarktu myokardu, cévni mozkové prihody, opakované ztraty plodu,
téhotenské komplikace (zpomaleni rGstu plodu), trombdza retindlnich arterii, familiarni
vyskyt migrén, mentalni anorexie a nefroticky syndrom. (Kubisz et al., 2014;

Simonova et al., 2012)

Diagnostika SPS se provadi pouze na zakladé klinickych (tromboembolicka pfihoda)
a laboratornich kritérii (schopnost hyperagregace krevnich desti¢ek). (Kubisc et al.,

2014)

SPS podle studii muZe predisponovat ktrombotické pfihodé sam o sobé,
nékdy ve spolupraci s dalSim rizikovym faktorem (stres, perordlni antikoncepce,
infekce nebo jiny trombofilni stav — faktor V Leiden mutace a antifosfolipidovy

syndrom). (Simonova et al., 2012; Azamar-Solis et al., 2019)

6.6.1 Historie SPS

Syndrom lepivych desti¢ek poprvé popsal Holiday a spol. jako samostatny klinicky
syndrom v roce 1983 na konferenci o cévnich mozkovych pfihodach a mozkové cirkulaci
v Arizoné (The Ninth Conference on Stroke and Cerebral Circulation, Phoenix, Arizona).

(Sokol et al., 2018)

SPS je definovdn jako hyperagregabilita trombocytl po stimulaci trombocytl velmi
nizkymi koncentracemi induktord — ADP a/nebo EPI, zatimco odpovéd trombocytl

na jiné induktory je fyziologicka.

Vztah mezi hyperagregabilitou trombocytld a ischemickou cévni mozkovou prihodou

plvodné rozpoznali Al-Mefty a spol. v roce 1979. (Kubicz et al., 2014)
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V roce 1984 |éCil Mammen 24letitou téhotnou pacientku, kterd prekonala akutni infarkt
myokardu. Koronagrafie ani angiografie neodhalila Zadné znamky cévni léze vietné
aterosklerdzy, ani Zadné faktory zvySujici protrombolitické riziko. Matka pacientky
béhem jednoho z jejich téhotenstvi prodélala také infarkt myokardu. Jeji bratr (18 let)
prodélal opakované zachvaty anginy pectoris i prfes normalni angiografii koronarnich
tepen. U zminénych osob agregacéni testy sfedénymi koncentracemi ADP a EPI

vykazovaly opakované hyperagregabilitu. (Bradacova, 2013)

V dalsich letech Mammen a spol. publikovali své studie na vétsi sérii pacientt, definovali

obecné uznavana laboratorni diagnosticka kritéria a navrhli dva typy (I a Il) syndromu.

V poloviné 90. let na zadkladé analyzy skupiny pacientll pfidal Bick dalsi typ (lll.)
syndromu. Nékolik autorl publikovalo dalsi pfipady a skupiny pacient se syndromem
a jeho rtznymi klinickymi projevy: koronarni syndrom, migréna, ideopaticka neuropatie
zrakového nervu, vendzni tromboembolie a syndrom ztraty plodu. Na konci 20. stoleti
Muhlfeldet a kol a EI-FAmm a kol. povaZovali syndrom za moznou pfic¢inu trombotickych

komplikaci a poruchy funkce Stépu pfi transplantaci ledviny. (Kubiscz et al., 2014)

6.6.2 Klasifikace SPS

SPS lIze rozdélit na 3 typy, a to podle toho, ktery z trombocytarnich induktor( vyvola

zvySenou agregaci krevnich desticek.

e SPS I. typu — hyperagregabilita po indukci ADP i EPI. Vyskytuje se ve 26,7 %
z celkového poctu SPS

e SPS Il. typu — hyperagregabilita po indukci pouze EPI. Jednd se o nej¢astéjsi typ
SPS, Vyskyt v 71,3 % z celkového poctu SPS.

e SPS Illl. typu — hyperagregabilita po indukci pouze ADP. Vzacny vyskyt pouze
ve 2 % z celkového poctu SPS. (Bradacova, 2013)

Nejcastéji se vyskytuje SPS Il. typu (hyperagregabilita po samotném EPI), nasleduje SPS
l. typu (hyperagregabilita po ADP i EPI). SPS IIl. typu (hyperagregabilita po indukci ADP)
je vzacny. Je dobré zdlraznit, Ze tato klasifikace je zaloZzena na laboratornich testech
a nesouvisi s klinickymi projevy, progndzou ¢i terapii. (Santimone et al., 2013; Kubisz

et al., 2013; Mannem et al., 1995)
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Diagndza musi byt potvrzena nejméné dvéma vysetienimi s odstupem alespon 4 tydnu.
Vysetieni na SPS by mélo byt provedeno u pacientd po infarktu myokardu, u DIC,
pfi migréndch nebo problémech s téhotenstvim, pfed transplantaci ledvin apod.

Lécebny postup vyuziva pouze nizké davky ASA, béZznd antikoagulancia jsou neucinna.

6.6.3 Laboratorni diagnostika SPS

Pred diagnostikovanim SPS je nezbytné vyloucit vSechny znamé faktory rizika trombdzy.
U vétsiny pacientl se provede komplexni sada testl na vrozené a ziskané trombofilni
stavy, které jsou spojeny s opakovanymi trombdzami a rodinnou anamnézou
tromboembolickych pfihod. Trombofilni screening zahrnuje testovani raznych faktora,
jako je aktivita faktoru VIII, proteinu C, proteinu S, antitrombinu, sérova koncentrace
homocysteinu a stanoveni protilatek typu lupus antikoagulans a mutaci faktoru V Leiden

a faktoru Il. (Bradacova, 2013; Bartoskova, 2008)

V laboratornich podminkach neexistuje standardizovana metoda pro testovani SPS,
co? vede k pouzivani rGznych metod a odchylek v postupech méfeni. Casto se vyuziva
agregometrie se subprahovymi koncentracemi induktorl, které neplsobi
na trombocyty za fyziologickych podminek. Existuji rGzné typy agregometrii,
jako je optickda a impedancni. Rozdily v postupech méreni mohou spocivat v rliznych
zpUsobech pfipravy plazmy bohaté na trombocyty (PRP), poctu trombocyti v PRP,
mnoizstvi vzorku nebo koncentracich pouzitych induktorl. Alternativné lze aktivitu
trombocyt( stanovit pomoci pritokové cytometrie, ale toto testovani je predmétem

vyzkumu.(Stasko et al., 2011; Bick, 1998; Rand et al., 2003)
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6.7 Opticka agregometrie

Vroce 1960 byla predstavena metoda, kterd se stala dosud platnym standardem
pro testovani funkce destiCek, a to optickd agregometrie (Light Transmission
Aggregometry, LTA). Tato metoda umoZiuje méfit schopnost trombocytl, tvofit
agregaty, coz poskytuje informaci o jejich schopnosti vytvaret primarni zatku in vivo.
Agregace predstavuje shlukovani trombocytl, kterd mulze nastat po jejich adhezi
nebo stimulaci rdznymi stimulanty (induktory). Test lze provést sledovanim agregace
bez pridani stimulantu, coZ je spontdnni agregace. Kdyz jsou pfidany latky, které mohou
vyvolat agregaci, hovofime o stimulované agregaci. Induktory se déli do dvou
skupin: silné induktory, jako je kolagen a trombin, které pfimo vyvolavaji agregaci,
a navic stimuluji syntézu TXA2 a uvolfiovani z destickovych granul, a slabé induktory,
jako je ADP, kyselina arachidonova a adrenalin, které vyvolavaji agregaci bez uvolfiovani
latek z granul, ta se mlze objevit az po vzajemném kontaktu desti¢ek, coz se projevi
druhou vinou agregace na agregacni kfivce. PFfi vySetfeni SPS se béiné pouzivaji

tfi subprahové koncentrace ADP a epinefrinu.

Pro analyzu agregace pomoci optické agregometrie se béiné pouziva Zilni krev
odebirana do zkumavek obsahujicich citrdt sodny v koncentraci mezi 0,105 a 0,109
mol/l. Pro venepunkci se doporucuje poufZiti jehly s primérem 0,7 az 1,0 mm,
protoZe ten¢i jehly mohou vyvolat hemolyzu a nezddouci aktivaci desticek
a koagulacnich faktord. Taktéz je duleZité vyhnout se pouziti Skrtidla béhem odbéru.
Doporucuje se provést odbér pfimo na pracovisti, kde budou vzorky nasledné
analyzovany, a to z dlivodu ¢asové citlivosti vysetreni. Trombocytova funkce by méla byt

testovana nejpozdéji do dvou hodin od odbéru.

Ziskané vzorky jsou nasledné centrifugovany za ucéelem oddéleni plazmy bohaté
na trombocyty (PRP) po dobu 10—-15 minut pfi 150-200 G a plazmy chudé na trombocyty
(PPP) po dobu 10-15 minut pfi 1 800 az 2 500 G. Optimalni hodnota trombocytt v PRP
se pohybuje vrozmezi 150-400 x 10° /I. Hodnoty nizsi, neZz 100 x 10° /I
trombocytl mohou vést k nizSim odezvam, zatimco vyssi hodnoty lze upravit pfidanim

PPP. Dale by nemél byt test proveden v pfipadé, Ze je plazma silné lipemicka.
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Opticky agregometr pracuje na principu turbidimetrie, coZz znamena, Ze sleduje zmény
v prichodu svétla pres analyzovany vzorek v zavislosti na procentudlnim zastoupeni
agregovanych trombocytl v ¢ase. Pfed provedenim analyzy se pfistroj kalibruje, pricemz
plazma bohatd na trombocyty (PRP) slouZi jako referencni bod pro O % agregace,
zatimco plazma chuda na trombocyty (PPP) reprezentuje 100 % agregaci. Vzorek PRP
je poté umistén do méfici komory udrzované na teploté 37 °C, kde je sledovana
agregace. Vzorek musi byt neustale michan, aby nedochazelo k sedimentaci trombocytu
a jejich vzajemnému kontaktu. Pfistroj zaznamenava zmény optickych vlastnosti vzorku.
Vysledkem je agregacni kfivka, ze které Ize wurcit maximalni amplitudu,
cozZ je procentudini hodnota agregace vyjadfend vzhledem k maximdlni mozné
agregaci (vztazend ke 100% agregaci, tedy PPP), maximalni sklon (slope), ktery udava
rychlost narlstu agregace (zavisi na poctu a velikosti trombocytarnich agregatt), a dobu
latence agregacni krivky, to je ¢as od pridani induktoru do okamziku, kdy dojde ke zméné
optickych vlastnosti prostfedi. V klinické praxi se nejcastéji vyuziva maximalni
amplituda. Referenc¢ni rozmezi pro hodnoty agregace muaze byt variabilni v literature.

(Fauknerova et al., 2011; Rand et al., 2003; Harrison, 2005; Yee et al., 2005)

Méreni trombocytdrni agregace muze byt ovlivnéno interferencemi, kterym, je treba
predejit. Snizeni amplitudy agregace mUzZe nastat po uZivani lék( ovliviiujicich funkci
trombocyt(, konzumaci alkoholu, kofeinu ¢i bylinnych vytazkd. Naopak zvysené hodnoty
Ilze zaznamenat po fyzické zatézi, uzivani hormonalni antikoncepce, koufeni
nebo po konzumaci tuk( bohaté stravy. (Fauknerova et al., 2011; Rand et al., 2003;

Michelson, 2009; Harrison 2005)

Nékteri autofi doporucuji u pacientl s diagnostikovanym SPS provést vysetrenii u jejich
pfibuznych (rodice, sourozenci, déti) a v pfipadé pozitivniho vysledku jim doporudit

adekvatni profylaxi TEN. (BartoSova et al., 2008)
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6.8 Impedancni agregometrie

U impedancnich agregometrd (Whole Blood Aggregometry, WBA) dochazi k pfilnuti
trombocytl na senzor, coz simuluje situaci in vivo, a agregace je detekovana zvySenim
elektrického odporu mezi dvéma elektrodami, ktery je kontinudlné zaznamenavan
v Case. Vysledek je vyjadren jako plocha pod kfivkou (AUC), maximalni amplituda
a maximalni sklon agregace. Nékteré analyzatory obsahuji dvojici nezavislych senzoru,
zvysujici spolehlivost vystupu. Hlavni vyhodou impedanénich agregometr( je schopnost
mérit agregaci v plné krvi bez nutnosti centrifugace, kterd mulze zkreslit vysledky.
Nicméné, pro impedanéni agregometrii je nutny odbér krve do specidlniho
antikoagula¢niho ¢inidla, obvykle hirudinu, a vysledky nelze jednoduse porovnavat
s vysledky z optické agregometrie. (Fauknerovd et al., 2011; Rand et al., 2003;
Michelson, 2009)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Charakteristika zkoumaného souboru

Zkoumany soubor zahrnoval 55 pacientl s prokdzanou heterozygotni mutaci faktoru
V Leiden nebo protrombinu G20210A, ktefi prodélali trombdzu a 99 pacientl s témito

mutacemi, ktefi trombdzu neprodélali.

Jednotlivci byli peclivé vybirani s cilem zajistit, aby mezi obéma soubory neexistovaly
statisticky vyznamné rozdily v zakladnich demografickych udajich. Ti, ktefi spliovali
kritéria, byli pozvani k ucasti na studii a byli informovani o pfipravé a provedeni vysetreni

agregace trombocytu.

Sbér dat probihal v obdobi srpna 2023 po cerven 2024 na hematologické ambulanci

Nemocnice Pelhfimov.
Vstupni parametry:

e heterozygotni mutace faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A

e vékova hranice nad 18 let

e striktni dodrzeni predem stanovenych dietnich a medikaénich smérnic

e spravné vyplnény a podepsany informovany souhlas

e dostupné periferni Zilni recisté vhodné pro odbér krve na vysetreni

primarni hemostazy

7.2 Preanalyticka faze

Vramci diagnostickych proces(l lIze identifikovat fazi preanalyzy jako nejrizikové;si
a zaroven Casové nejnarocnéjsi. Je béziné, zZe tato faze probihd mimo prostor laboratore,
coz ztéZuje plné ovlivnéni vsech klicovych faktorl. Optimalizaci téchto faktor(
by v idedInim pfipadé mohlo byt dosazeno eliminace az 70 % chyb, které se objevuji
v preanalytické fazi. Mezi tyto faktory se radi spravna indikace laboratorniho vysetreni,
pfiprava pacienta a odbér vzorku, transport vzorku, pfijem a uchovani vzorku pred

analyzou a ptiprava vzorku ke zpracovani. (Cornes, 2020; Racek, 2006)
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7.3 Vysetrovany material

Odbéry krve u pacientll byly provadény v hematologické ambulanci Nemocnice
Pelhfimov po predchozim objednani a detailnim vysvétleni pfipravy na diagnostické
vysSetreni.

U kazdého pacienta bylo pokazdé odebrano:

e 5 zkumavek krve s protisrazlivym dcinidlem citratem sodnym 0,109 mol/l
na vysetreni SPS
= z toho nejdtive do 3 zkumavek vakuovanych (systém Vacutainer)
= a poté do 2 zkumavek nevakuovanych (otevieny systém)

o 1 zkumavka krve s protisrazlivym c¢inidlem KsEDTA k vySetreni krevniho obrazu

7.3.1 Odbér vzorku pro vysetieni agregace trombocytu

Pro odbér vzorklli kvysSetfeni agregace trombocytl plati specifické pokyny.
Je doporuceno, aby odbér probihal nalac¢no, nejlépe v dopolednich hodindach.
Doporucuje se jen kratké zaskrceni Zily a mirny rychly vpich. Optimadlni je realizovat
odbér co nejblize laboratoti, aby interval mezi venepunkci a stanovenim agregace
nepresahl dvé hodiny. Prekroceni této doby by mohlo zplsobit zkresleni agregacni doby

(aktivita trombocyti klesa v dusledku posunu pH do alkalické oblasti).

7.3.2 Priprava vzorku pro vySetieni agregace trombocytu

Krevni desti¢ky vykazuji vysokou citlivost na aktivaci, a proto je nezbytné zachazet
se vzorkem s maximalni opatrnosti a provadét michani s velkou preciznosti. Aktivace
trombocytl pred samotnym vysSetienim by mohla zplsobit zkresleni vysledka,
proto je dlleZité zabrdanit jakékoli pred¢asné aktivaci. Zpracovani plazmy a vSechna
manipulace sni se provadi za laboratorni teploty, ideadlné v rozmezi 20-24 °C.

Pritomnost erytrocytll mlze ovlivnit prlibéh procesu agregace.
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7.3.2.1 Priprava PRP — plazmy bohaté na trombocyty

Odebrany vzorek krve nejprve musi pll hodiny stat, aby doslo k pfirozenému uvolnéni
a stabilizaci sloZek. Poté se vzorek centrifuguje 11 minut pfi 1 460 otackach za minutu
(200 g) bez brzdy. Nasledné se plazma (vrchni vrstva) bohatd na trombocyty odebere
do nové oznacené zkumavky a Setrné se promicha. Na analyzatoru krevniho obrazu
se provede stanoveni krevniho obrazu s cilem urcit pocet trombocytu, pricemzZz pocet
naméfenych trombocytd by se mél pohybovat vrozmezi 150-450 x 107/l

Béhem manipulace s PRP se vyuZivaji pouze nadobky a pomUcky z umélé hmoty.

7.3.2.2 Priprava PPP - plazmy chudé na trombocyty

Krev odebrana pomoci vakuového systému se centrifuguje pfi 4000 otackach za minutu
(1520 g) po dobu deseti minut. Poté se plazma presune do nové oznacené zkumavky.
Polet krevnich desti¢ek by mél byt nizsi nez 20 x 10°/I. Stabilita plazmy po procesu

separace je 2 hodiny.

7.4 Analyticka faze

V rdmci analytické faze provadime dlikladnou analyzu zkoumaného materidlu za presné
stanovenych podminek s vyuzitim relevantni metodiky s hlavnim cilem ziskat adekvatni

vysledek. (Racek, 2006)
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7.5 Pristrojové vybaveni

7.5.1 Centrifuga Universal 320

Pro separaci plazmy od zbylych krevnich sloZzek byla vyuzita centrifuga UNIVERSAL 320.
Centrifugy jsou navrZeny k separaci latek s odliSnou hustotou za pomoci sily odstredivé.
Mikroprocesorovy fFidici systém centrifugy umoZnuje nastaveni otdcek za minutu,

stupné akcelerace, brzdéni a dobu centrifugace.

Obrazek ¢islo 5 znazorniuje technické parametry centrifugy.

Rozmeéry 395 x 520 x 346 mm
Hmotnost 31kg

Napajeni 220-230V

Sitova frekvence 50-50 Hz

Kapacita 4 %1000 ml

Pocet otacek (RPM) 15 000

Teplota okoli 2-35°C

Vlhkost vzduchu max. 80% pfi teploté do 31°C

Obradzek 5 Tabulka zndzorriujici specifikace technickych parametri centrifugy

(Knizova, 2018)

7.5.2 Coulter DxH 900

K analyze krevnich obrazd byl vyuZit hematologicky analyzator Beckman Coulter DxH
900. Jednd se o sofistikovany, kvantitativni, a multiparametricky automatizovany
analyzator, ureny pro in vitro diagnostiku pfi provadéni zakladnich morfologickych

vysSetieni pacientl v klinickych laboratofi.

Analyzované parametry zahrnuji pocet leukocytl, erytrocytll, trombocytl, hematokrit,
hemoglobin, stfedni objem erytrocytl, barvivo v erytrocytu, koncentrace hemoglobinu
v erytrocytu, distribucni Sife erytrocytd, stfedni objem trombocyt(, absolutni i relativni
pocty neutrofill, lymfocyt, monocytd, bazofill, eozinofil(, retikulocytl a normoblastu.
PFistrojovy komplex sestava ze samotného analyzatoru, manualniho snimace ¢arového

kdédu, kompresoru, pocitace a tiskarny.
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7.5.2.1 Reagencie

e Coulter DxH Diluent — roztok pro fedéni

e Coulter DxH Diff Pack — lyza¢ni Cinidlo Erytrolyse a konzervaéni ¢inidlo Stabilyse
—urcen k provedeni diferencialni analyzy typu bilych krvinek

e Coulter DxH Cell Lyse — ¢inidlo lyzujici erytrocyty

e Coulter DxH Retic Pack — ¢inidlo k barveni a Cisténi retikulocyt

e Coulter DxH Cleaner — ¢inidlo odstranujici zbytkovy material

7.5.2.2 Technika provedeni analyzy krevniho odbéru

Vacutainer zkumavky jsou umistény do kazety, kterou magneticky modul Sample
Transport Module (STM) prenese do michaci stanice. Po naskenovani ¢arového kédu
na zkumavce je vzorek odebran nasavaci sondou. Vysledky jsou automaticky prenaseny

do laboratorniho informaéniho systému.

7.5.3 Sysmex CS 2500

Sysmex CS 2500 je plné automatizovany koagulacni analyzator urcéeny pro diagnostické
vyuziti in vitro. Je navrzen pro analyzu koagulaénich, chromogennich, imunologickych
a agregacnich metod. K provedeni analyzy se primarni vzorek odebira z plazmatické
slozky lidské krve s pfidanim antikoagulantu (citrat sodny). Méreni agregace trombocytu

probiha pfi vinové délce 660 nm.
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7.6 Laboratorni pomicky

V rdmci provedeni vysetieni byly vyuZity nasledujici materialy a pomUcky:

7.6.1

7.6.2

ADP

zkumavky s citratem sodnym (0,109 mol/l)
plastové zkumavky, mikrozkumavky
pipety

Spicky k pipetam

kyvety do analyzatoru Sysmex CS 2500
magnetickd michadla

pasteurovy pipety plastové

lahvi¢ky na reagencie

Reagencie

ADP Reagent — firmy Hyphen BioMed (lyofilizovany preparat ADP)
= Obsah lahvicky se rozpusti v 0,625 ml destilované vody, peclivé
se promicha a ponecha se 30 minut stat. Ziskana koncentrace je 160
ymol/I.
Epinefrine — firmy Hyphen BioMed (lyofilizovany preparat EPI)
= Obsah lahvi¢ky se rozpusti v 0,625 ml destilované vody, peclivé
se promichd a ponecha se 30 minut stat. Ziskana koncentrace
je 800ymol/I.
Chlorid sodny 0,9% roztok Fresenius Kabi (fyziologicky roztok)

Destilovana voda

Induktory

ADP patfi mezi slabé induktory agregace trombocytl. Pro tento proces je klicové

navazani na dva typy receptorli na povrchu trombocytu. V pfipadé, Zze se ADP pfripoji

k receptoru P2Y1, trombocyt méni sv(j tvar a dochazi k uvolnéni intracelularniho

vapniku a dalSiho ADP z granuli. Uvolnéné ADP umoZiuje i pfipojeni k receptoru P2Y12,

coz vede k sekundarni agregaci. Z klinického hlediska sledovani agregace trombocytu
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po pridani ADP predstavuje vhodnou metodu pro méreni Ucinnosti thienopyridinové

protidestickové terapie. Lécba kyselinou acetylsalicylovou (ASA) a nesteroidnimi

.....

(Skorfiova et al., 2020)
Epinefrin (adrenalin)

Epinefrin je také fazen mezi mirnéjsiinduktory agregace. Pfi navazani na dva adrenergni

receptory dojde k uvolnéniintraceluldrniho kalcia, ADP a tim vznikd druha vina agregace.

Ize pozorovat snizenou agregaci. (Skorfiova et al., 2020)
7.6.2.1 Redéni induktord

Induktory ADP a EPI musi byt naredény na pfislusné koncentrace pomoci fyziologického

roztoku.

ADP fedime na koncentrace:

e 2,5ymol/l
e 1,0ymol/l
e 0,5ymol/

EPI fedime na koncentrace:

e 10ymol/l
e 2,5ymol/l
e 0,5ymol/l

Nasledujici Tabulka ¢islo 2 a Tabulka ¢islo 3 znazornuji postupy fedéni induktor(.

Tabulka 2 Priprava a postup redéni induktoru ADP

(Kubesova a Knizova, 2023)

ADP zésobni roztok 160 M (ul) 50 25 15
objem fyziologického roztoku (ul) 350 475 585
ziskana koncentrace induktoru ADP (uM) 20 8 4
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Tabulka 3 Priprava a postup rfedéni induktoru EPI

(KubesSova a Knizova, 2023)

EPI zdsobni roztok 50 ul (800umol/I) | 50 ul (80umol/1) | 30 ul (80umol/l)

objem fyziologického roztoku (ul) 450 450 570

ziskana koncentrace induktoru EPI (uM)

80 8 4

7.7 Postup méfeni agregace trombocyti

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7)
8)
9)

Pfipravit reagencie a naredit induktory na predem urlené koncentrace
do pfrislusnych nddobek na reagencie s odpovidajicimi ¢arovymi kody a nasledné
umistit do uréenych stojankl. Tabulka cislo 2,3 znazorfiuje postup fedéni
induktord.

Umistit fyziologicky roztok do daného stojanku.

Pfipravit plazmu bohatou na trombocyty (PRP) a také plazmu chudou
na trombocyty (PPP). U PRP zméfit pocet trombocytl. Pfiprava PRP a PPP
je popsana v kapitole 6.3.2.1, 6.3.2.2.

Do analyzatoru Sysmex CS 2500 vlozit specidlni kyvety s magnetickym
michadlem.

Pfepnout do agregacniho rezimu.

Zadat do systému ndzev vzorku a vybrat poZadované koncentrace daného
induktoru.

Pokazdé umistit do prvni pozice racku vzorek PPP a do druhé pozice vzorek PRP.
Vlozit rack s PPP a PRP do analyzatoru a spustit méreni.

Opakovat postup s dalSim induktorem.

10) Pipetovani reagencii v analyzatoru probiha podle nasleduji dvou prehlednych

tabulek: Tabulka cislo 4, 5.
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Tabulka 4 Postup redéni induktoru ADP v analyzdtoru

(Kubesova a Knizova, 2023)

1. analyza PPP PRP |ADP 20uMl|vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 2,5 uM
blank (ul) 140 - -

2. analyza PPP PRP | ADP 8uM |vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 1,0 uM
blank (ul) 140 - -

3. analyza PPP PRP |ADP 4 uM |vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 0,5 um
blank (ul) 140 - -

Tabulka 5 Postup redéni induktoru EPI v analyzatoru
(KubesSova a Knizova, 2023)

1. analyza PPP PRP | EPI 80uM |vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 10 uMm
blank (ul) 140 - -

2. analyza PPP PRP EPI 8uM |vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 1,0 uMm
blank (ul) 140 - -

3. analyza PPP PRP EPI 4 uM |vysledna koncentrace ADP
vzorek (ul) - 140 20 0,5 um
blank (ul) 140 - -

49



Po dokonceni analyzy lze zobrazit primarni kfivky, které byly vyhodnoceny pomoci
softwaru zafizeni a nasledné uloZeny do databaze vzork( v pocitaci. Obrazek cislo 6

prezentuje agregaci trombocytl u jednoho zvoleného pacienta se vSemi koncentracemi

induktord ADP a EPI.

— ADP 2 5% ADF 1% — ADP 0.5% Epl 10% —Epi 1%
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Obrazek 6 Vysledny graf agregace trombocyti
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7.8 Postanalyticka faze

Faze po analyze neboli postanalytickd faze predstavuje spoluprdaci mezi laboratofi
a lékafem a je ohraniena ¢asovym ramcem ziskdni a poskytnuti vysledkd analyzy.

Postanalyticka faze zahrnuje:

e validaci vysledk( v ramci interni kontroly kvality (Internal Quality Assessment)
IQA

e kontrolu spravnosti provedeného méreni s ohledem na diagnézu

e klinicky obraz pacienta

e archivni data a rozdil stanoveného vysledku méreni oproti minulému vysledku

e porovnani a srovnani s dalSimi parametry, popf. konzultace vysledk( s Iékafem

(Sciacovelli et al., 2016)

Vysledky vySetfeni je vhodné porovndvat s referenénimi hodnotami relevantniho
souboru testll. Hodnoceni zahrnuje také detekci neocekavanych nalez(i, opakovani testu
a ovérovani alternativnimi metodami. Soucdsti procesu je téz archivace dat. Chybovost

v této fazi Citd priblizné 13-20 % z celkového poctu chyb. (Hawkins, 2012)
7.8.1 Interpretace a zpracovani namérenych vysledku

Pro analyzu a statistické vyhodnoceni dat byl vyuZit software Statistica CZ.

Byly aplikovany nasledujici statistické testy:

e Test normality rozdéleni — Shapiro-Wilk(v test

e Test shody rozdéleni veli¢in — Mann-Whitney(v test

e Test vySetfeni zavislosti kvantitativnich proménnych — Korelacni matice
(Spearmaniv korelacni koeficient)

e Test pro analyzu rozdil ve vyskytu vysoké maximalni amplitudy: Chi kvadrat test,
pricemz Fischerav test byl pouzit, pokud nebyly splnény podminky pro pouziti
chi—kvadrat testu

e Wilcoxonl(v test pro analyzu rozdilt zavislych kvantitativnich proménnych
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8. VYSLEDKY

8.1 Zdkladni demografické udaje a hodnoty krevniho obrazu

Studijni soubor zahrnoval 149 pacientl s prokdzanou heterozygotni mutaci faktoru
V Leiden nebo protrombinu G20210A. Z téchto pacient(l prodélalo trombdzu 55 jedincu,
zatimco 99 jedincl trombdzu neprodélalo. Podskupina pacientll s trombdzou byla
tvorena 23 muzi a 32 Zenami s primérnym vékem 44,17 let. Druhd podskupina,
zahrnujici pacienty bez trombdzy, byla tvofena 41 muZia 58 Zenami's priimérnym vékem

45,38 let.

Mezi osobami, které prodélaly trombdzu, bylo 46 nosi¢l heterozygotni mutace faktoru
V Leiden a 9 nosi¢l heterozygotni mutace protrombinu G20210A, mezi osobami,
které neprodélaly trombdzu bylo 83 nosic¢l heterozygotni mutace faktoru V Leiden
a 16 nosici  heterozygotni mutace protrombinu G20210A. Zastoupeni nosicl

uvedenych mutaci se nelisilo (p= 0,9740 — hodnoceno chi—kvadrat testem).

Tabulka ¢islo 6 predstavuje vékovy profil pacientl s trombdézou a bez ni. Uvadi primérny
vék, medianovy vék, smérodatnou odchylku (SD), minimalni a maximalni vék pro obé
skupiny pacientll. Pacienti s trombdzou maji primérny vék 44,17 let a median 45,57 let,
zatimco pacienti bez trombdzy maji priimérny vék 45,38 let a medidn 46 let. Smérodatna
odchylka je 8,87 pro pacienty s trombdzou a 8,37 pro pacienty bez trombdzy. Nejmladsi
pacient s trombodzou je 24,22 let a nejmladsi pacient bez trombdzy je 25,19 let. Nejstarsi
pacient s trombdzou dosahuje véku 60,35 let, zatimco nejstarsi pacient bez trombdzy
ma 60,79 let. Celkové tabulka ukazuje, Ze vékovy profil obou skupin pacient( je velmi

podobny, s jen mirnymi rozdily v jednotlivych vékovych ukazatelich.

Tabulka 6 Vékovy profil pacientii s trombdézou a bez ni

primér median SD MIN MAX
pacienti s trombdzou 44,17 45,57 8,87 24,22 60,35
pacienti bez trombdzy 45,38 46 8,37 25,19 60,79
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Nasledujici tabulka Ccislo 7 poskytuje srovnani zakladnich udaji mezi pacienty
s trombdzou a bez trombdzy. Tato tabulka zahrnuje prehled parametrt jako vék, pohlavi
a dalsi relevantni charakteristiky. Dale je vtabulce uveden typ statistickych test(
pouzitych k analyze téchto parametrll, ¢imZ umoZiuje srovnani mezi témito dvéma

skupinami a poskytuje prehled o jejich rozdilech a podobnostech.

Tabulka 7 Porovndni zdkladnich udaji mezi pacienty s trombdézou a bez trombdzy

P Pouzity test
pohlavi 0,9611 Chi—kvadrat
vék 0,41321 Mann—Whitney
leuko 0,83859 Mann-Whitney
Hb 0,84749 T—test
htk 0,95074 T—test
trombo 0,10908 T—test

Pro pohlavi byl aplikovdan chi-kvadrat test s p—hodnotou 0,9611, coZ naznacuje,
Ze rozdily v pohlavi nejsou statisticky vyznamné. Vék a leukocyty byly analyzovany
pomoci Mann—Whitney testu, pficemz p—hodnoty byly 0,41321 a 0,83859, coz ukazuje,
Ze rozdily mezi skupinami pro tyto parametry nejsou statisticky vyznamné. Pro parametr
Hb (hemoglobin), htk (hematokrit) a trombo (trombocyty) byl pouzit T-test,
s p—hodnotami 0,84749, 0,95074 a 0,10908. P—hodnoty u téchto parametr( ukazuji,
Ze rozdily mezi skupinami nejsou statisticky vyznamné. Celkové vysledky ukazuji,
Ze u vSech analyzovanych parametr( nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami, které by mohly zkreslit vysledky dalSich analyz.
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8.2 Primarni cile

8.2.1 Porovnani vysledku agregace u obou skupin

Tabulka ¢islo 8 a obrdazky cislo 7 a 8 ukazuji hodnoty maximalni amplitudy agregace

ziskané mérenim vzork( ziskanych odbérem do vakuovaného systému (Vacutainer).

Tabulka 8 Hodnoty maximdlni amplitudy agregace ziskané mérenim vzorku ziskanych
odbérem do vakuovaného systému

Median Tr+ | Median Tr- P Test
Epi 10 75,3 79,8 0,21267 Mann-Whitney
Epi 1l 13,4 23,5 0,17884 Mann—-Whitney
Epi 0,5 5,3 8,7 0,21724 Mann—-Whitney
ADP 2,5 57,8 70,1 0,34681 Mann—Whitney
ADP 1 12,5 22 0,01834 Mann—Whitney
ADP 0,5 -0,4 6,5 0,00077 Mann—-Whitney

Tr+ pacienti, ktefi prodélali trombdzu

Tr- pacienti, ktefi neprodélali trombdézu

ADP 2,5 agregace pfi koncentraci ADP 2,5 uM
ADP 1 agregace pfi koncentraci ADP 1 uM

ADP 0,5 agregace pfi koncentraci ADP 0,5 uM
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Porovnani agregaci s ADP u pacienti s trombozou a bez trombozy pii odbéru do vakuovaného systému

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodieh.
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Obrazek 7 Graf porovndni agregaci s pouZitim induktoru ADP u pacientii s trombozou
a bez trombdzy pri odbéru do vakuovaného systému

Porovnéni agregaci s epnefrinem u pacienti s trombo6zou a bez trombozy pii odbéru do vakuovaného systému

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.
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Obrdzek 8 Graf porovndni agregaci s pouZitim induktoru EPI u pacientii s trombdzou
a bez trombdzy pri odbéru do vakuovaného systému
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Oproti naSemu pUvodnimu predpokladu byl zjistén trend k vy$sim hodnotdm maximalni
amplitudy u osob, které trombdzu neprodélaly. Rozdily byly statisticky vyznamné
pfi pouziti ADP 1 uM (p=0,01834) a 0,5 uM (p=0,00077). Pfi pouziti epinefrinu a ADP
2,5 UM nebyly rozdily statisticky vyznamné (ve vsech pfipadech p>0,05).

Vysledky téchto statistickych vypoctl je tfeba vsak brat s rezervou, protoze, jak vyplyva

z grafll, zejména pfi pouZiti dvou nejnizSich koncentraci ADP jsou namérené hodnoty

nizké a rozptyl hodnot vysoky.

Tabulka Cislo 9 a obrazky Cislo 9 a 10 ukazuji hodnoty maximalni amplitudy agregace

ziskané mérenim vzorkUl ziskanych odbérem do nevakuovaného systému.

Tabulka 9 Hodnoty maximdlni amplitudy agregace ziskané mérenim vzorku ziskanych
odbérem do nevakuovaného systému

Median Tr+ | Median Tr- P Test
Epi 10 75,3 79,8 0,461 Mann-Whitney
Epi 1 13,4 23,5 0,40446 Mann-Whitney
Epi 0,5 5,3 8,7 0,06737 Mann—-Whitney
ADP 2,5 57,8 70,1 0,0952 Mann—-Whitney
ADP 1 12,5 22 0,08282 Mann—-Whitney
ADP 0,5 -0,4 6,5 0,00708 Mann-Whitney

Tr+ pacienti, ktefi prodélali trombdzu

Tr- pacienti, ktefi neprodélali trombdzu

ADP 2,5 agregace pfi koncentraci ADP 2,5 uM
ADP 1 agregace pfi koncentraci ADP 1 uM

ADP 0,5 agregace pfi koncentraci ADP 0,5 uM
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Porovndni agregaci s ADP u pacientti s trombodzou a bez tromboézy pfi odbéru do nevakuovaného systému

Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodleh.
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Obrdzek 9 Graf porovndni agregaci s pouZitim induktoru ADP u pacientii s trombdzou
a bez trombozy pri odbéru do nevakuovaného systému

Porovnani agregaci s epinefrinem u pacientti s trombézou a bez trombézy pfi odbéru do nevakuovaného
systému
Median; Krabice: 25%-75%; Svorka: Rozsah neodieh.
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Obrdzek 10 Graf porovndni agregaci s pouZitim induktoru EPI u pacientii s trombozou
a bez trombozy pri odbéru do nevakuovaného systému
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Tabulka cislo 9 prezentuje p—hodnoty ziskané pomoci Mann—Whitney testu pro analyzu
rozdild mezi skupinou A (pacienti s prodélanou trombdzou) a skupinou B (pacienti,
ktefi trombdzu neprodélali). Oproti naSsemu plvodnimu predpokladu byly hodnoty
maximdlni amplitudy vys$Si u osob, které trombdzu neprodélaly. Rozdily nebyly
statisticky vyznamné pfi pouziti epinefrinu a pfi pouziti nejvyssi koncentrace ADP,

pfi pouziti koncentraci ADP 1 uM a 0,5 uM byly rozdily statisticky vyznamné.

Vsechny p-hodnoty pro parametry EPlI 10 (p=0,461), EPI 1 (p=40446), EPI 0,5
(p=0,06737) a ADP 2,5 (p=0,0952) jsou vysSi nez béiné pouzivany prah statistické
vyznamnosti 0,05. Tyto vysledky indikuji, Ze rozdily mezi skupinami v téchto
parametrech nejsou statisticky vyznamné. Parametr ADP 1, s p—hodnotou 0,08282,
naznacuje trend smérem kvyznamnému rozdilu, avSak p—hodnota nedosahuje
standardni Urovné vyznamnosti 0,05, ¢imZz zGstavd statisticky nevyznamna. Naproti
tomu p—hodnota pro ADP 0,5 (p=0,00708) je vyrazné pod prahovou hodnotu 0,05,
coz naznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami. Tento vysledek je statisticky
vyznamny a ukazuje, Ze ADP 0,5 predstavuje parametr s vyznamné odliSnymi hodnotami
mezi obéma skupinami. Zavérem, vysledky analyzy ukazuji, Ze pouze parametr ADP 0,5
vykazuje statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, zatimco ostatni parametry
neprokazaly statisticky vyznamné rozdily. Z ddle uvedeného grafu (obrazek cislo 9)
vyplyva, Ze vzhledem k nizkym hodnotdm medianu a velkému rozptylu hodnot nelze
i pfes statistickou vyznamnost vyvozovat spolehlivé zavéry, a to zejména pfi védomi
velké intraindividualni variability (nizké reprodukovatelnosti) vysledk( pfi vysetreni

optickou agregometrii.
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8.2.2 Porovnani vyskytu zvySené agregability definované jako dosazeni
maximalni amplitudy > 60 % u obou skupin

Tabulka ¢islo 10, 11 uvadéji souhrnné vysledky porovnani percentudlniho zastoupeni

pacientl, u kterych byla zjiSténa zvySend agregabilita definovana jako dosazeni

maximalni amplitudy po stimulaci epinefrinem nebo ADP vyssi nez 60 % a ktefi bud’

prodélali trombdzu (Tr+), nebo neprodélali trombdzy (Tr-).

Tabulka 10 Rozdily v zastoupeni namérenych hodnot maximalni amplitudy > 60 % pri
odbéru do vakuovaného systému

Tr+ (%) | Tr- (%) P Test

Epi 10 65,45 74,75 0,2213 Chi—kvadrat

Epil 32,72 41,41 0,2880 Chi—kvadrat

Epi 0,5 16,36 20,20 0,5594 Chi—kvadrat

ADP 2,5 49,09 58,59 0,2563 Chi—kvadrat

ADP 1 7,27 12,12 0,3447 Chi—kvadrat

ADP 0,5 1,81 0 0,3571 FisherGQv test

Tabulka 11 Rozdily v zastoupeni naméfFenych hodnot maximdlni amplitudy > 60 % pri
odbéru do nevakuovaného systému

Tr+ (%) Tr- (%) P Test
Epi 10 61,82 62,63 0,9210 Chi—kvadrat
Epi 1 16,36 23,23 0,3141 Chi—kvadrat
Epi 0,5 7,27 10,10 0,7713 Fisherdv test
ADP 2,5 29,09 47,47 0,0262 Chi—kvadrat
ADP 1 7,27 7,07 1,0000 Fisher(v test
ADP 0,5 0 0 nelze spocitat -
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V tabulkach ¢islo 12 — 17 jsou uvedeny pocty pacientd, u nichz byly zjiStény hodnoty
maximalni amplitudy > 60 % pfi vySetfeni vzork( ziskanych pfi odbéru do vakuovaného

systému a bud prodélali nebo neprodélali trombdzu.

Tabulka 12 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 2,5 uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

27

28

Neprodélali trombdzu

58

41

Tabulka 13 Kontingencni tabulka— vysledky pFi pouziti ADP v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

4

51

Neprodélali trombdzu

12

87

Tabulka 14 Kontingencni tabulka— vysledky pfi pouZiti ADP v koncentraci 0,5 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

1

54

Neprodélali trombdzu

0

99

Tabulka 15 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouZiti EPI v koncentraci 10 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

36

19

Neprodélali trombdzu

74

25

Tabulka 16 Kontingencni tabulka— vysledky pfi pouziti EPI v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

18

37

Neprodélali trombdzu

41

58

60




Tabulka 17 Kontingencni tabulka — vysledky pfi pouZiti EPI v koncentraci 0,5 uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

9

46

Neprodélali trombdzu

20

79

V tabulkach ¢islo 18 — 23 jsou uvedeny pocty pacientl, u nichZ byly zjiStény hodnoty

maximalni amplitudy > 60 % pfi vySetieni vzork( ziskanych pfi odbéru

do nevakuovaného systému a bud prodélali nebo neprodélali trombdzu.

Tabulka 18 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 2,5 uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

16

39

Neprodélali trombdzu

47

52

Tabulka 19 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

4

51

Neprodélali trombdzu

7

92

Tabulka 20 Kontingencni tabulka— vysledky pfi pouZiti ADP v koncentraci 0,5 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

0

55

Neprodélali trombdzu

0

99

Tabulka 21 Kontingencni tabulka — vysledky pri pouZiti EPI v koncentraci 10 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

34

21

Neprodélali trombdzu

62

37

61




Tabulka 22 Kontingencni tabulka— vysledky pFi pouZiti EPI v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

9

46

Neprodélali trombdzu

23

76

Tabulka 23 Kontingencni tabulka — vysledky pfi pouZiti EPI v koncentraci 0, 5uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

4

51

Neprodélali trombdzu

10

89

PFi odbéru do vakuovaného systému jsou vSechny p—hodnoty vyssi nez bézné pouzivana

hladina vyznamnosti 0,05, nebyla tedy prokdzana zavislost mezi anamnézou
prodélané trombdzy a zvySenou agregabilitou definovanou jako dosazeni maximalni

amplitudy > 60 %.

Pti odbéru do nevakuovaného systému byly s vyjimkou pouziti ADP v koncentraci 2,5 uM
vSechny p—hodnoty vyssi nez 0,05 a nebyla tedy prokazana zavislost mezi anamnézou
prodélané trombdzy a zvySenou agregabilitou definovanou jako dosaZzeni maximalni
amplitudy > 60 %. Pfi pouziti ADP v koncentraci 2,5 puM byla prokazana zavislost,
kdy vyskyt maximalni amplitudy > 60 % byl vyssi u pacientu, ktefi neprodélali trombdzu,
nebyl tedy potvrzen nas plvodni pfedpoklad, Ze pacienti s anamnézou trombdzy maji

vysSSi vyskyt zvySené agregability.
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8.2.3 Porovnani vyskytu zvySené agregability definované jako dosazeni
maximalni amplitudy odpovidajici nejvyssimu kvartilu hodnot
ziskanych vysetifenim zdravych osob

Tabulka ¢islo 24 uvadi vysledky statistickych testll zamérenych na vyhodnoceni rozdilt

v procentudlnim podilu osob, které prodélaly trombdzu (Tr+) a osob, které trombdzu

neprodélaly (Tr-), ve vztahu k agregaci nad hranici horniho kvartilu. Tato hranice

byla stanovena na zakladé vySetieni souboru 100 zdravych dobrovolnik(i. Analyza

se zaméfila na vyskyt hodnot agregace prekracujicich tuto hranici pfi odbéru

do vakuovaného systému. Pro posouzeni rozdili mezi obéma skupinami (Tr+ a Tr-) byl

pouzit Chi—kvadrat test.

Tabulka podava procentudlni podily v obou skupinach (Tr+ a Tr-) a p—hodnoty, které
umoznily vyhodnotit statistickou vyznamnost rozdilt v zastoupeni agregace nad hranici

horniho kvartilu.

Tabulka 24 Rozdily v zastoupeni namérenych hodnot agregace nad hranicni
hodnotou nejvyssiho kvartilu ziskanych vysetirenim zdravych osob pri odbéru do

vakuovaného systému
Tr+ (%) Tr- (%) P Test

Epi 10 9,09 16,16 0,2205 Chi—kvadrat

Epi 1 14,54 16,16 0,7910 Chi—kvadrat

Epi 0,5 18,18 23,23 0,4642 Chi—kvadrat

ADP 2,5 7,27 13,13 0,2663 Chi—kvadrat

ADP 1 12,72 25,25 0,0664 Chi—kvadrat

ADP 0,5 16,36 27,27 0,1254 Chi—kvadrat

U induktort EPI v koncentracich EPI 10, EPI 1 a EPI 0,5 a ADP v koncentracich ADP 2,5,
ADP 1 a ADP 0,5 jsou uvedeny procentualni podily v obou skupinach a p—hodnoty
ziskané pomoci Chi—kvadrat testu. Hodnoty p pro jednotlivé koncentrace cinily: 0,2205,
0,7910, 0,4642, 0,2663, 0,0664, 0,1254. Vysledky ukazuji, Ze testované parametry
nevykazuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami, jelikoz Zadna z p—hodnot

neindikuje statisticky vyznamny rozdil na Urovni vyznamnosti 0,05.
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Tabulka ¢islo 25 uvadi vysledky statistickych testd zamérenych na vyhodnoceni rozdild
v procentudlnim podilu osob, které prodélaly trombdzu (Tr+) a osob, které trombdzu
neprodélaly (Tr-), ve vztahu k agregaci nad hranici horniho kvartilu. Tato hranice byla
stanovena na zakladé vysettfeni souboru 100 zdravych dobrovolnik(l. Analyza se zaméfila
na vyskyt hodnot agregace prekracujicich tuto hranici pfi odbéru do nevakuovaného
systému. Byly aplikovany rlizné statistické testy, véetné Chi—kvadrat testu a Fisherova

testu, k posouzeni rozdil(i mezi skupinami.

Tabulka 25 Rozdily v zastoupeni namérenych hodnot agregace nad hranicni
hodnotou nejvyssiho kvartilu ziskanych vysetifenim zdravych osob pfi odbéru do
nevakuovaného systému

Tr+ (%) Tr- (%) P Test
Epi 10 7,27 3,03 0,2489 Fis;;av
Epi 1 14,54 22,22 0,2491 | chickvadrat
Epi 0,5 16,36 21,21 04667 | Chickvadrat
ADP2,5 | 14,54 13,13 0,8064 | Chickvadrat
ADP 1 12,72 13,13 0,9430 | Chickvadrat
ADP 0,5 7,27 16,16 0,1159 | chickvadrat

U induktort EPI v koncentracich EPI 10, EPI 1 a EPI 0,5 a ADP v koncentracich ADP 2,5,
ADP 1 a ADP 0,5 jsou uvedeny procentudlni podily v obou skupinach a odpovidajici
p—hodnoty ziskané pomoci statistickych testu. P-hodnoty pro jednotlivé koncentrace
¢inily: 0,2489, 0,2491, 0,4667, 0,8064, 0,9430, 0,1159. Tyto vysledky naznacuiji, Zze zddny
z testovanych parametrli nevykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami,
protoZze vSechny p—hodnoty jsou vyssi neZ Uroven vyznamnosti 0,05. To znamen3,
Ze rozdily v agregaci nad hranici horniho kvartilu mezi obéma skupinami nejsou

statisticky vyznamné.
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V tabulkach ¢islo 26 — 31 jsou uvedeny pocty pacient(, u nichz byly zjistény hodnoty

agregace prekracujici hrani¢ni hodnotou nejvyssiho kvartilu stanovenou na zakladé
vySetreni zdravych jedincl pfi odbéru do vakuovaného systému, ktefi bud prodélali

nebo neprodélali trombdzu.

Tabulka 26 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 2,5 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombdzu

4

51

Neprodélali trombdzu

13

86

Tabulka 27 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

7

48

Neprodélali trombdzu

25

74

Tabulka 28 Kontingencni tabulka— vysledky pfi pouZiti ADP v koncentraci 0,5 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombozu

9

46

Neprodélali trombdzu

27

72

Tabulka 29 Kontingencni tabulka — vysledky pri pouZiti EPI v koncentraci 10 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

5

50

Neprodélali trombdzu

16

83

Tabulka 30 Kontingencni tabulka — vysledky pfri pouZiti EPI v koncentraci 1,0 uM

Max. amplituda > 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombodzu

8

47

Neprodélali trombdzu

16

83
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Tabulka 31 Kontingencni tabulka — vysledky pfi pouZiti EPI v koncentraci 0,5 uM

Max. amplituda = 60 %

Max. amplituda <60 %

Prodélali trombdzu

10

45

Neprodélali trombdzu

23

76

V tabulkach ¢islo 32 — 37 jsou uvedeny pocty pacient(, u nichz byly zjistény hodnoty

agregace prekracujici hraniéni hodnotou nejvyssiho kvartilu stanovenou na zakladé
vySetieni zdravych jedincl pfi odbéru do nevakuovaného systému, ktefi bud prodélali

nebo neprodélali trombdzu.

Tabulka 32 Kontingencni tabulka— vysledky pfi pouZiti ADP v koncentraci 2,5 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombdzu

8

47

Neprodélali trombdzu

13

86

Tabulka 33 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 1,0 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombdzu

7

48

Neprodélali trombdzu

13

86

Tabulka 34 Kontingencni tabulka— vysledky pri pouziti ADP v koncentraci 0,5 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombdzu

4

51

Neprodélali trombdzu

16

83

Tabulka 35 Kontingencni tabulka — vysledky pFi pouZiti EPI v koncentraci 10 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombozu

4

51

Neprodélali trombdzu

3

96
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Tabulka 36 Kontingencni tabulka — vysledky pfi pouZiti EPI v koncentraci 1,0 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombdzu

8

47

Neprodélali trombdzu

22

77

Tabulka 37 Kontingencni tabulka — vysledky pFi pouZiti EPI v koncentraci 0,5 uM

Nad hornim kvartilem

Pod hornim kvartilem

Prodélali trombodzu

9

46

Neprodélali trombdzu

21

78
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8.3 Sekundarni cile

Cilem této kapitoly je zjistit, zda existuji rozdily a jaka je korelace mezi vysledky agregace
trombocytl pfi pouziti nizkych koncentraci induktord, ziskanych ze vzorkd odebranych
do vakuovanych zkumavek a vysledky ziskanymi ze vzorkl odebranych

do nevakuovanych zkumavek.

Tabulka d&islo 38 zobrazuje rozdily v namérenych hodnotach ziskanych pti odbéru
do vakuovaného a nevakuovaného systému. Ke statistickému hodnoceni byl pouzit

WilcoxonQv test.

Tabulka 38 Rozdily v namérenych hodnotdch pri odbéru do vakuovaného a
nevakuovaného systému

Median Median
vakuovany | nevakuovany P Test

systém systém
Epi 10 78,15 69,40 0,000000 Wilcoxon
Epi 1l 19,35 8,35 0,000000 Wilcoxon
Epi 0,5 6,95 3,85 0,000000 Wilcoxon
ADP 2,5 66,65 51,00 0,000001 Wilcoxon
ADP 1 19,40 14,30 0,000000 Wilcoxon
ADP 0,5 4,25 1,55 0,000000 Wilcoxon

Ve vsech pfipadech byly vysledky rozdilné, pfi odbéru do vakuovaného systému byly

namérené hodnoty maximalni amplitudy statisticky vyznamné vyssi.
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Tabulka ¢&islo 39 zobrazuje hodnoty Spearmanova koeficientu r—korelace mezi
hodnotami namérenymi pfi odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému

a statistickou vyznamnost této korelace.

Tabulka 39 Korelace vysledkii ziskanych pri odbéru do vakuovaného systému a pri
odbéru do nevakuovaného systému

Spearmanuv koeficient r P
Epi 10 0,767173 0,000000
Epi 1 0,818206 0,000000
Epi 0,5 0,839938 0,000000
ADP 2,5 0,769874 0,000000
ADP 1 0,780090 0,000000
ADP 0,5 0,796043 0,000000

Vysledky ukazuji silné korelace pro vSechny analyzované induktory: EPI 10, EPI 1, EPI 0,5,
ADP 2,5, ADP 1, a ADP 0,5 s koeficienty korelace v rozmezi od 0,767173 do 0,839938.
Vsechny p—hodnoty jsou 0,00000, coZ indikuje statistickou vyznamnost vSech

nalezenych korelaci.
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Nasledujici grafy (Obrazek ¢&islo 11, 12, 13) zobrazuji vztah mezi hodnotami
"vakuovaného systému" (osa X) a "otevieného systému" (osa Y) pfi aplikaci epinefrinu
v koncentracich 10, 1 a 0,5uM. Modré kruhy reprezentuji méreni, ktera vykazuji pozitivni
korelaci, coZz znamen3, Ze s rostoucimi hodnotami v jednom systému se zvysuji i hodnoty
v druhém systému. Cervend plnd &ara znazorfiuje linedrni trend, zatimco cervené
prerusované ¢ary ukazuji intervaly spolehlivosti. Graf naznacuje, Ze linedrni model dobfe
popisuje vztah mezi proménnymi, pficemz existuje urcita variabilita datovych bodu

kolem trendové linie.

Epinefrin 10 pM

140

otevieny systém

-20 0 20 40 60 80 100 120 140
vakuovany systém

Obrdzek 11 Graf zndzornujici korelaci agregace trombocytii pfi koncentraci
epinefrinu 10 uM p¥i odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému
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Obrazek 12 Graf znazornujici korelaci agregace trombocyti pri koncentraci
epinefrinu 1 uM pfi odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému

Epinefrin 0,5 uM

140

120

100

otevieny systém

-20 0 20 40 G0 80 100

vakuovany systém

Obradzek 13 Graf zndzornujici korelaci agregace trombocytii pfi koncentraci
epinefrinu 0,5 uM p¥i odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému
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Grafy (Obrdazek &islo 14, 15, 16) ukazuji pozitivni korelaci mezi vysledky agregace
trombocytl pti koncentracich induktoru epinefrin 10, 1 a 0,5uM ze vzorkl odebranych

do vakuovanych a nevakuovanych zkumavek.

Nasledujici grafy (Obrazek Cdislo 14, 15, 16) zobrazuji vztah mezi hodnotami
"vakuovaného systému" (osa X) a "otevieného systému" (osa Y) pfi aplikaci
adenosindifosfatu v koncentracich 2,5, 1 a 0,5uM. Modré kruhy reprezentuji méreni,
ktera vykazuji pozitivni korelaci, coz znamena, Ze s rostoucimi hodnotami v jednom
systému se zvy3uji i hodnoty v druhém systému. Cervend plna ¢ara znazorfiuje linedrni
trend, zatimco Cervené prferusované ¢ary ukazuji intervaly spolehlivosti. Graf naznacuje,
ze linearni model dobfe popisuje vztah mezi proménnymi, pficemz existuje urcitd

variabilita datovych bod( kolem trendové linie.

ADP 2,5 uM
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-20
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

vakuovany system

Obrazek 14 Graf znazornujici korelaci agregace trombocyti pri koncentraci ADP 2,5
UM pfi odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému
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ADP 1 pM
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Obrazek 15 Graf zndzornujici korelaci agregace trombocytu pfi koncentraci ADP 1 uM
pri odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému

ADP 0,5 uM
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Obrazek 16 Graf znazornujici korelaci agregace trombocytii pri koncentraci ADP 0,5
UM pri odbéru do vakuovaného a nevakuovaného systému
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Vyse uvedené vysledky naznacuji silnou korelaci namérenych hodnot pfi vysetfeni
vzorkd ziskanych odbérem do vakuovaného systému s namérenymi hodnotami
pfi vySetfeni vzorkl ziskanych odbérem do nevakuovaného systému. Vzhledem
ke zjisténym rozdilim vSak silnd korelace neznamend zameénitelnost obou metod.
Také z grafi jasné vyplyva, Ze tyto hodnoty sice koreluji, ale nejsou porovnatelné.
Pro praxi vyplyvd, Ze si laboratof musi zvolit jen jednu z téchto metod odbéru
a nepouzivat druhou metodu. Je to pfiklad situace, kdy preanalytickd faze ma zasadni
vyznam. Jde o jednu z metod, kdy by laboratof méla mit jistotu, Zze odbér byl proveden

odpovidajicim zplsobem.
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9. DISKUSE

Zilni tromboembolismus (VTE), souhrnny termin pro hlubokou Zilni trombdzu a plicni
embolii, md ro¢ni incidenci 1-2 pfipady na 1000 osob. (Heit, 2015) Jednd se o komplexni
onemocnéni, které vznika v dlsledku interakci mezi dédicnymi a ziskanymi faktory.

(Rosendaal, 1999)

Heterozygotni mutace koagula¢niho faktoru V Leiden a protrombinu G20210A jsou
znamy jako nejcastéjsi genetické predispozice k VTE. Tyto mutace zvysuji riziko vzniku
trombdz, avsak ne vsichni nosici téchto mutaci se potykaji s trombdzou, coz naznacuje,
ze kromé téchto genetickych faktorli mohou hrat roli i dals$i mechanismy (Pastori et al.,
1999; Updated 2024). Dulezitym rizikovym faktorem pro vznik VTE je obezita.
(Purdy, 2021)

O mozné roli trombocytl v patogenezi VTE svédci ucinnost protidestickové terapie
v profylaxi recidivy TEN po ukonceni antikoagulaéni |écby (Becattinni et al., 2012)
nebo pfi 1é¢bé mnohocetného myelomu zahrnujici lenalidomid (Larocca et al., 2012),
i kdyZ nizkomolekuldrni hepariny nebo pfima oralni antikoagulancia jsou povaZovana

v profylaxi TEN v rGznych situacich za Gcinnéjsi a jsou tedy preferovana.

Je otdzkou, zda role trombocyt(i v patogenezi TEN je vyznamnéjsi u osob se zvySenou
agregabilitou trombocyt(, zjisténou pfi vySetfeni agregace s nizkymi koncentracemi ADP
nebo epinefrinu. ZvySena agregabilita trombocyta splnujici kritéria SPS byla nalezena
u 21 % pacient( s idiopatickym VTE, nicméné, v této publikaci nebyl uveden kontrolni
soubor (Tekgilindiiz et al., 2013). Vysoky vyskyt SPS byl popsan také v populaci mexickych
mesticd s anamnézou TEN, ale i vtéto publikaci nebyl uveden kontrolni soubor.
(Azamar-Solis et al., 2019) Uvedené metodické nedostatky téchto studii vedly ke kritice
koncentracemi ADP a epinefrinu u osob strombdzou s agregabilitou u osob

bez trombdzy byla impulsem k vypracovani mé diplomové prace.

Samotna trombocytéza je rizikovym faktorem trombdzy, a to sekundarni
trombocytdza i trombocytéza pfi myeloproliferativnich chorobach. (Ho et al., 2012;

De Stefano et al., 2008)
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Byly publikovany souhrnné prace popisujici vyznam trombofilnich stavl vcetné role

trombocyt( v patogenezi VTE. (Dicks et al., 2024)

Vtéto diplomové praci jsme neprokdzali nas plvodni predpoklad, Ze nosici
heterozygotni mutace faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A, ktefi prodélali VTE
maiji vyssi agregabilitu trombocyt( s nizkymi koncentracemi ADP a/nebo epinefrinu
oproti osobam, které neprodélaly trombdzu. Nase vysledky tedy nejsou v souladu s vyse
uvedenou literaturou (Tekgilindiiz et al., 2013; Azamar—Solis et al., 2019). Na rozdil
od uvedenych publikaci jsme v diplomové praci porovnavali hodnoty zjiSténé u pacientt
s prodélanou trombdzou s hodnotami zjiSténymi u nosi¢ll stejnych mutaci,
které trombdzu neprodélali, coz lze povaZovat za silnou stranku této prace.
Dalsim rozdilem bylo poutZiti diagnostickych kritérii SPS ve vySe uvedenych studiich,
zatimco v nasi studii jsme pouZili pro porovnani obou souborl nékolik rlznych
statistickych pfistupld. PGvodni diagnostickd kritéria SPS nejsou nékterymi autory
povazovdna za vhodnd, zejména pro vysoky vyskyt hyperagregability
s koncentracemi epinefrinu 10 uM a ADP 2,5 uM (Yee et al., 2005; Kessler et al., 2024).
Hodnoty maximalni amplitudy v mé praci byly dokonce vyssi u osob, které trombdzu
neprodélaly. Statisticky vyznamné rozdily v agregaci pfi koncentracich ADP 1 uM
(p=0,01834) a 0,5 uM (p = 0,00077), pro tento rozdil nemame Zadné vysvétleni.
Slabou strankou této prace je skutecnost, Ze vysledky vysetieni optickou agregometrii,
zejména s nizkymi koncentracemi induktor(, vykazuji vyznamnou intraindividuaini
variabilitu a vysledky vySetfeni v ¢ase, kdy jsme tato vySetfeni provadéli, nemusi
odpovidat situaci v dobé vzniku trombdzy. Ve svétle nasich vysledkl se ale jevi podil
geneticky podminéné zvySené agregability s nizkymi koncentracemi ADP a epinefrinu

popsané u SPS na patogenezi VTE jako velmi nepravdépodobné.

Korela¢ni analyza mezi odbéry do vakuovaného a nevakuovaného systému ukazala silné
a statisticky vyznamné korelace (Spearmanovy koeficienty v rozmezi 0,767 az 0,840,
p <0,00001). Je tedy mozZno pouzivat kazdou z téchto metod, ale kazdd laboratof si musi
zvolit pro rutinni praxi a pouZivat dlisledné jen jednu z nich. | kdyZ hodnoty koreluji,

nemaji stejné vysledky.
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10. ZAVER

Primarnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda je agregabilita trombocytl u osob
s prokdzanou heterozygotni mutaci faktoru V Leiden nebo protrombinu G20210A,
kteti prodélali trombdzu (skupina A), zvySena pfi nizkych koncentracich induktorti ADP
a epinefrinu ve srovnani s osobami stouto mutaci, ktefi trombdzu neprodélali

(skupina B). Tento ndas pavodni pifedpoklad nebyl potvrzen.

Vysledky studie naznacuji, Ze vySetfeni agregability trombocytl zjiSténé optickou
agregometrii s pouzitim nizkych koncentraci ADP a epinefrinu neni pfinosné pro odhad
rizika VTE u heterozygotnich nosi¢li mutace faktoru V Leiden nebo protrombinu
G20210A. Je otdzkou, zda jiné metody vysSetfeni trombocytl (agregace s jinymi
induktory, flowcytometrické vysetfeni exprese P—selektinu) by mohly byt pfinosnéjsi.
Existuji dalsi faktory, které ovliviiuji riziko, a které je tfeba zkoumat.

Sekundarnim cilem bylo zjisténi rozdill a korelaci mezi vysledky ziskanymi vySetfenim
vzorkd odebranych do vakuovaného systému a vysledky ziskanymi vySetfenim vzorku

odebranych do nevakuovaného systému. Bylo zjisténo, Ze pfi odbéru do vakuovaného

systému jsou maximalni amplitudy statisticky vyznamné vyssi.
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11. POUZITE ZKRATKY

ADP — Adenosine diphosphate (Adenosindifosfat)

APC — Activated Protein C (Aktivovany protein C)

ASA — Acetylsalicylic Acid (Acetylsalicylova kyselina)

ATP — Adenosine triphosphate (Adenosintrifosfat)

Ca?* — Calcium lon (Vapenaty iont)

DIC — Disseminated Intravascular Coagulation (Diseminovana intravaskularni koagulace)
DVT — Deep Vein Thrombosis (Hluboka Zilni trombdza)

EDRF — Endotelium Derived Relaxing Factor (Endoteliem odvozeny relaxacni faktor)
EPI — Epinephrine (Epinefrin —adrenalin)

FVL — Factor V Leiden (Faktor V Leiden)

GP — Glycoprotein (Glykoprotein)

IQA — Internal Quality Assessment (Systém interni kontroly kvality)

LM — Leiden Mutation (Leidenska mutace)

LTA — Light Transmission Aggregometry (Opticka agregometrie)

NO — Nitric oxide (Oxid dusnaty)

PAF — Platelet Activating Factor (Faktor aktivujici desticky)

PAI-1 — Plasminogen Activator Inhibitor—1 (Inhibitor aktivatoru plazminogenu-1)
PDGF — Platelet Derived Growth Factor (Trombocytarni ristovy faktor)

PE — Pulmonary Embolism (Plicni embolie)

PF3 — Platelet factor 3 (Desti¢kovy faktor 3)

PLT — Platelet (Trombocyt)

PPP — Platelet poor plazma (Plazma chudd na trombocyty)

Profylaxe TEN — Thrombosis and Embolism Prevention (Profylaxe trombdzy a embolie)
PRP — Platelet rich plazma (Plazma bohata na trombocyty)
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SD — Standard Deviation (Smérodatnd odchylka)

SPS — Sticky Platelet Syndrome (Syndrom lepivych desticek)

STM — Sample Transport Module (Systém transportniho modulu)

t—Pa — Tissue Plasminogen Activator (Tkanovy aktivator plazminogenu)

TAFI — Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor (Trombinem aktivovany inhibitor

fibrinolyzy)

TF — Tissue Factor (Tkanovy faktor)

TXA2 — Tromboxan 2

u—Pa — Urokinase Plasminogen Activator (Urokindza aktivator plazminogenu)
VTE — Venous Thromboembolism (Zilni tromboembolismus)

vWF — von Willebrand Factor (von Willebrand(iv faktor)

WBA — Whole Blood Agregometry (Impedancni agregometrie)
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15. PRILOHA

Priloha ¢. 1 Informovany souhlas pacienti zapojenych do studie

Informovany souhlas.

VéaZeny pane, vaZzena pani,

Na hematologické ambulanci Nemocnice Pelhfimov jste sledovan/sledovana pro trombofilni
stav, ktery vede ke zvySenému riziku trombdézy. Dosud v&ak neni znamo, zda u osob

s Vasim trombofilnim stavem je riziko tromboézy dale zvySovano zvySenou citlivosti krevnich
desticek.

Proto Vas Vas lékaf pozadal o ucast ve studii ,Porovnani vysledkl agregace trombocytl u
pacientl s heterozygotni mutaci f. V Leiden nebo protrombinu 20210 A ktefi prodélali
trombdzu oproti tém, ktefi neprodélali trombozu.” Cilem této studie je pravé zkoumat roli
aktivovatelnosti krevnich destitek pfi stanoveni rizika trombézy u osob s heterozygotni
mutaci f. V Leiden nebo protrombinu 20210 A.

Budeme od Vas potfebovat, abyste podstoupil/podstoupila pfi Vasi kontrole kromé béZzného
odbéru krve jesté odbér krve k vySetfeni aktivovatelnosti krevnich desticek, tedy cca 25 ml
krve navic. ProtoZe funkce krevnich desti¢ek je ovlivnéna uzivanim nékterych lékua,
nékterych potravin, je nutno pfed odbé&rem dodrzovat tato pravidla:

K vysetifeni se dostavte nalaéno, v den vySetieni nekoufit.

10 dni pfed vySetfenim:

Nepouzivat léky obsahujici kyselinu acetylsalicylovou (Anopyrin, Aspirin, Godasal,Stacyl...)
Nepouzivat ani dal$i 1éky ovliviiujici funkeci krevnich destitek (clopidogrel, prasugrel, ...)
Nepouzivat léky proti bolestem kloubd (lbuprofen, Ibalgin,Diclofenac, Voltaren, ...)
Nejist ryby, nepit odvary z bylin nebo vytazky z gingo biloba.

Den pfed vySetfenim a v den vySetfeni nepit ¢aj a kavu.

Udaje o vysledcich Vasich testi budou statisticky zpracovany v anonymni podobg, takze
Va$e osobni data v Zadné formé nebudou uchovavana jinak, nez ve standardni zdravotnické
dokumentaci.

Vase ucast ve studii je zcela dobrovolna.

Prohlaseni:

JA, NIZE POABPSANY <..eceevi ettt s e e es seeeseeees e crseessseesasneneeseaseeesmsesrsaeansnens

jsem byl podrobné seznamen se smyslem a provedenim studie ,Porovnani vysledka
agregace trombocytl u pacientl s heterozygotni mutaci f. V Leiden nebo protrombinu 20210
A, ktefi prodélali trombdzu oproti tém, ktefi neprodélali trombézu.” Mdj lékai mi zodpovédél
viechny mé otazky.

Dobfe rozumim smyslu studie, a jejimu provedeni.

Jsem si védom, Ze moje Ucast v studii je zcela dobrovolna a Ze odmitnuti mé Gcasti mé nijak
neznevyhodni v pfistupu |ékafl a dal$iho zdravotnického personalu k mé osobé.

Jsem si také védom, Ze mohu svou Uéast ve studii kdykoli prerusit bez udani divodu.
Viechny dalsi otédzky mi odpovi vedouci lékaf studie, MUDr. Petr Kessler

Se svou ucasti ve studii souhlasim.
V Pelhfimove dne .......cooooeee e

Pacient........coooeiie e e

LeKaT:.... oo
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