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1. UVOD

Incidence trombofilnich stavl a tromboembolickych ptfihod vykazuje
v poslednich letech stoupajici charakter. Jedna se o velkou skupinu
populace s podobnymi klinickymi manifestacemi.



2. HEMOSTAZA

Hemostaza je schopnost organismu zastavit krvaceni.

Je to jeden z mechanismit zajistujici integritu vnitiniho prostredi
organismu. Jedna se o velice slozZity, ale komplexni déj, na kterém se
podili Fada ruznych slozek a mechanismii s rozlicnymi vstupy a ucinky,
a celou Fadou pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb. Hemostaticka
rovnovaha je zarucena normalni funkci cevni stény, krevnich desticek
a plazmatickych cinitelit koagulacniho a fibrinolytického systému
véetné jejich aktivitorii a inhibitori.®

Naruseni této rovnovahy miize vést jak k hypokogaulacnim stavim,tak

i K hyperkoagulacnim staviim.

Proces sraZeni, tedy hemokoagulace probiha ve tiech fazich:
Iniciacni,
Amplifikacni,

Propagacdni.



Proces koagulaéni kaskady:
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Hemostaza je u zdravého jedince vidy lokalizovana na misto cévniho

postizeni.



2.1. Aktivatory

Fosfolipidy (PIl), jsou lipidy, jejichz polarni skupina je tvofena
zbytkem kyseliny fosforecné, na niz je navazan maly organicky zbytek.
ProtoZze maji jeden konec molekuly polarni a druhy nepolarni, patfi
mezi tzv.amfipatické lipidy, které jsou soucasti cytoplazmatické
membrany.

V membrané hydrofilni konce sméfuji vné a dovniti bunky, tj. polarni
c¢ast obsahujici fosfatovou slozku s pozitivhim nédbojem, kdezto uvnitf
membrany se stykaji konce hydrofébni tzn. nepolarni ¢ast tvofena 2

fetézci mastnych kyselin spodni ¢asti molekuly.

Jsou asymetricky uspotadany do dvojvrstvy.

Vnéj$i polovina membrdny je tvofena pifevazné z fosfatidylcholinu
(PtdCho) a sfingomyelinu, zatimco vnitini cast tvori
fosfatidyletanolamin (PtdEtn) a fosfatidylserin (PtdSer).

Mezi membranové fosfolipidy déale patii fosfatidylinositol (PtdIns),
fosfatidylinositol 4,5-bifosfat (PtdIns(4,5)P,), fosfatidylinositol
3,4,5-trifosfat (PtdIns(3,4,5)P3)."

Molekuly fosfolipidu maji schopnost difdze podél dvojvrstvy nebo po
aktivaci trombocytu muze dojit k pietoceni dvojvrstvy destickové
membrany k tzv.flip-flop fenoménu. Dochazi pfi tom k pfetoceni
vnitfni a vnéj§i ¢4asti fosfolipidové membrdny a vné bunky se tak
dostava vétsi mnozstvi fosfatidyletanolamin (PtdEtn) a fosfatidylserin
(PtdSer).}2)8)



Asymetrické uspotadani lipida do dvojvrstvy: *?
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Fosfolipidové molekuly, se svymi vodoodpudivymi (lipidickymi ) ¢astmi, které

jsou tu znazornény svétle, sdruzuji smérem k sob¢&. Postupné se tim vytvofi
rovinny uUtvar, davajici vznik membrané. Na jejim povrchu, obracené do vodné

¢asti, jsou fosfatové ¢asti molekuly, a ostatni hydrofilni ¢asti molekul, které

jsou na obrazku naznaceny Zivymi barvami. Klié¢: PO, = zelend, N(CH3)3

fialova, voda = modrda, koncovy metyl = zZluta, O, = &ervend, glycolovy C

hnéda, C v fetézci = Seda

Kalcium (F1V), vlastné jeho ionty Ca2+ jsou nezbytné pro celou fadu
reakci ve vSech systémech hemokoagulace. Jeho nejmenSi moZna
koncentrace pro hemostazu je 0,5 mmol/I.

Faktorim zavislych na vitaminu K zprostfedkovavaji ptipojeni v-
karboxylové skupiny kyseliny glutamové na fosfolipidy.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Fosfolipid�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidy�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Membr%C3%A1na�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fosf%C3%A1t�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Voda�
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Metyl&action=edit�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk�
http://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk�

Na pfitomnosti vapennatych iontl jsou zavisla uspotfadani koagulacné
aktivnich kompexta vnitini [VIIIa . IXa] a vnéjsi [VIIa . TF] tendzy a
protrombinazy [Va . Xa] a zaroven i tvorba nékterych inhibicnich
komplexu jako [TFPI . Xa . Vlla . TF].

Faktor von Willebrandiv, (vWF), glykoprotein o molekulové
hmotnosti 270-280 kDa tvofeny a skladovany v bunkach endotelu a
krevnich destickach, do kterych pfechazi z megakaryocyti.
Endotelovy a destickovy VvWF nejsou funkéné a strukturdlné
rovnocené, ale oba typy jsou uvolfiovany na humoralni podnét. V

ptipad¢ poSkozeni endotelu vytvaii vWF interakce s trombocyty.
vWF je dimer, ktery vzajemnym spojovanim vytvaii makromolekuly.

V plazmé patii k nejvétSim molekuldam a tvofi zde tzv. multimery.
Jeho molekula nese ftfadu vazebnych mist pro FVIII, heparin,
glycoproteiny : GPIb, GPIlIb/lIlla a kolagen. Jeho koncentrace se
pohybuje mezi 1,0 az 1,6 IU/ml a s FVIII tvoii v plazmé komplex.

Fibrinogen, je glykoprotein o molekulovée hmotnosti 340 kDa
syntetiovany v jatrech a pfitomen jak v plazmé, tak i v granulich
krevnich destic¢ek. Biologicky polocas je 64-96 hodin a mnoZstvi v
plazm¢ je 2-4 g/l.

Molekulou je dimer, ktery je tvofen 3 rozdilnymi pary

polypeptidovych fetézci o, B, vy vzajemné spojenych disulfidickymi
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Pro udrzeni struktury fibrinogenu je nutnd pfitomnost Ca2+.

Minimalni koncentrace v plazmé pro hemostazu je 0,5-1,0 g/l.
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Fibrinogen je wvychytdvan trombocyty a uchovavan v jejich a-
granulich.

Je substratem pro trombin a plazmin, ale zaroven i pro trombinu
podobnych enzyml piedevSim hadich jedd napt. reptildzu. Fibrinogen
je hlavnim krevnim proteinem podporujici agregaci trombocytt

pomoci interakci s destiCkovymi receptory na sousedicich destickach
GP Ilb/llla.

Patfi mezi bilkoviny akutni faze. Pf#i infarktu myokardu, akutni
infekci, chirurgickém zakroku ¢i cévnim poSkozeni dojde v pribé&hu
nékolika hodin ke zvySené syntéze fibrinogenu v jatrech a jeho
hladina se béhem 3-5 dnii zvySi na 3-5nasobek ptivodni hodnoty. Poté
se vraci k normalu.

Fyziologicky se jeho hladina v plazmé zvySuje béhem téhotenstvi nebo

za patologickych stavl u trombofilii.>

Tkanovy faktor (TF), je integralni transmembranovy glykoprotein s
263 aminokyselinami a o molekulové hmotnosti 37 kDa. Radi se do
2.tfidy rodiny cytokinovych receptori a jeho koagulac¢ni aktivita

kolisa podle druhu tkan¢ a zptisobu pfipravy.

Tkanovy faktor obsahuje extracelularni cast, hydrofébni
transmembranovou ¢ast a C-terminalni cytoplazmatickou oblast.
Molekula je vysoce asymetricka, jeji extracelularni ¢ast je tvofena 2
doménami typu fibronektinu IIl se dvéma fosforylacnimi misty. Tato
cast je v pritomnosti fosfolipidd a Ca2+ zodpovédnd za vazbu v
koagula¢né aktivnim komplexu [TF . VIla]. TF je hydrofobni casti
své molekuly pevné zakotven ve fosfolipidové membrané, coz
vysveétluje jeho nerozpustnost. Snadno se vdze na membranovy povrch

nebo fosfolipidové molekuly a tim si zajiStuje aktivitu v suspenzi.
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Je transformovan na povrchu tfady bunék a extrahuje se z tkéané s
nejveétsi aktivitou v mozku, v plicich, placenté, ale samoziejmé 1 v
jinych organech. TF je ve velkém mnoZstvi exprimovan na
subendotelidlnich bunkdch v subendotelidlnich strukturdch. Pokud
dojde k porusSeni celistvosti cévni stény jsou schopny fibroblasty a
svalové buinky expresi TF okamzité spustit aktivaci hemostazy.
Zdrojem extravaskularniho TF zjisténého v ateromatdoznich platech
jsou pravdépodobné makrofagy a bunky hladké svaloviny. Bunéc¢na
membrana podléha apoptotickym zméndam a dochdazi ke zvySeni

aktivity tkanového faktoru.

Za normalnich okolnosti endotelové bunky a leukocyty TF
neexprimuji.

Za zdroj TF v cirkulujici krvi jsou povazovany monocyty.*

Monocyty jsou stimulovany za patologickych stavi nékterymi bunkami
napf. u nadorovych onemocnéni ptimo nadorovymi nebo leukemickymi
bunkami nebo jinymi stimuly jako rlGstové hormony, endotoxin,
cytokiny, TNF nebo IL-1.

TF uvolnény z monocytd je schopen vyvolat trombézu u traumat,
operaci pfevazné ortopedickych, ale i pfi chronickych infektech, u
gram negativni sepsi, endokarditidy a nestabilni anginy pectoris.

V membrané bunék hladkého svalstva byla zjiSténa i neaktivni tzv.
kryptogenni forma TF. Tato forma ptedstavuje tzv. latentni pool
koagula¢niho TF, ktery je pusobenim kolagenu pfeménén na aktivni a
je tak schopen podporovat vznik tromboézy.

Faktor V, (FV), je jednofetézcovy glykoprotein o molekulové
hmotnosti 330 kDa s biologickym poloc¢asem 12-15 hodin. Syntetizuje
se v jatrech a megakaryocytech a pomérné¢ snadno se vdze na povrch
bunéénych membran. V plazmé je jeho koncentrace 8-14 mg/l,
biologickou aktivitu m& 65-150% a v a granulich krevnich destiéek je
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asi 20%. Minimdalni aktivita potfebna k zéastavé krvaceni je 10-15%.
Svym slozenim je podobny FVIII a stejné¢ jako on je stabilizovén
vapenatymi ionty. Je aktivovan limitovanou proteolyzou Flla nebo
FXa. Zéaroven mtze byt aktivovan v nizkych koncentracich 1
plazminem, elastazou neutrofili, destickovym kalpainem ¢i jedem
Russelovy zmije.

Aktivovany faktor Va tvofi dva ftetézce, lehky s molekulovou
hmotnosti 74 kDa a doménami B, A3, Cl1, C2 a tézky s molekulovou
hmotnosti 94 kDa s doménami Al a A2, které jsou spojeny vapenatymi
ionty.

Jeho funkci je spole¢né s Ca2+ a fosfolipidy v systému protrombinazy
[Va . Xa . Ca2+ . PI] urychlovat proteolytické S$tépeni protrombinu
FXa az 200 000Krat.

Faktor VIII, (FVIII), jinak téz antihemofilicky faktor A, je
plazmaticky glykoprotein — f globin o 2332 aminokyselinach s
molekulovou hmotnosti 330 kDa a biologickym polo¢asem 15-20
hodin. Koncenrace v plazmé je 0,1-0,2 mg/l a biologickéd aktivita se
pohybuje v rozmezi mezi 50 az 150%. V plazmé se molekula FVIII
vaze svym vazebnym mistem, které ma v oblasti svého lehkého
fetézce, na molekulu vWF, pobliz N-konce jeho molekuly. Tento
komplex nejspi§ chrani molekulu FVIII pfed jeho S$tépenim pomoci
ACP nebo FXa. Kontaktem s fosfolipidy nebo trombinem je z této
vazby uvolnovan a soucCasné¢ dojde k uvolnéni vazebného mista na
strukturu fosfolipidi. Minimalni aktivita nutnd k zastavé krvaceni je
25%.

Gen pro FVIII je pomérné velky a nachazi se na vrcholu dlouhého
raménka X chromosomu. Funk¢ni faktor je charakterizovan 3
doménami A, B, C a 2 kyselymi peptidy al a a2. Stejné jako FVa je
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tvofen 2 ftetézci spojenymi v piitomnosti fosfolipidii vapenatymi
ionty. Tézky tetézec o molekulové hmotnosti 92-210 kDa je tvofen
Al, A2 a B doménou a lehky fetézec o MW 80 kDa s doménami A3,
Cl a C2. K jeho aktivaci dochazi limitovanou proteolyzou trombinem

nebo spolu s fosfolipidy mtuze byt aktivovan i FXa.

FVIIla pusobi jako proteinovy kofaktor ve vnitini cesté aktivace
protrombinu, ptfi vzniku koagulaéné aktivniho komplexu tenazy [VIlla
. IXa . Pl . Ca2+], nezbytné k aktivaci FX. V pfitomnosti vSech téchto
slozek je reakce urychlena asi 10 000krat.

Pfi nedostatku FVIII nebo pfi jeho fuk¢Eni nedostatec¢nosti mize
dochazet k tézkému krvacivému stavu hemofilii A. Naopak jeho
hladina se zvySuje ptfi zanétech, chronickych infekci, pfi stresu a
fyziologicky v téhotenstvi. Vysoka hladina je jednim z faktora
ovliviujici sklon k trombofilii.

Faktor XII, Hagemanuv faktor, glykoprotein o molekulové
hmotnosti 80 kDa, ktery je syntetizovan jatry a patii mezi Serinové
protedzy. Jeho koncentrace v plazmé je 30-40 mg/l s aktivitou 70-
130% a biologickym poloc¢asem 50-70 hodin. Nachédzi se v plazmé i
séru. Protoze se vyskytuje v podob¢é zymogenu, tak za fyziologickych

podminek s povrchem cévni stény, endotelem, nereaguje.

K jeho aktivaci dochédzi stykem se subendotelidlnimi strukturami pfti
posSkozeni povrchu cévni stény. Aktivaénim povrchem in vivo muze
byt i kloubni chrupavka, kuze, mastné kyseliny, endotoxiny, kyselina
elagova nebo in vitro sklo, kaolin, celit. Pravé testy in vitro vedly
MacFarlaneho v roce 1964 k nespravnym uvahdm o spousténi vnitini
cesty koagulaénich procesu in vivo faktorem Xlla.

Dnes je jeho deficit spjat spise s trombofilii nez s krvacenim.*
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2.2. Inhibitory

Systém proteinu C je spoleéné s AT a inhibitorem tkanového

faktoru TPFI nejucinnéjSim inhibi¢nim systémem hemostazy.

Systém proteinu C je tvofen proteinem C, proteinem S a
trombomodulinem. Tento systém je klicovou slozkou ptirozené
antikoagulacni cesty, kterd je aktivovdna na povrchu endotelovych
bunék trombinem navazanym k trombomodulinu, tj. tkannovému faktoru
(TF) . Systém proteinu C je schopen inaktivovat nékteré faktory
krevniho srdZzeni, faktor VIlla a Va, a tim reguluje tvorbu trombinu.

Protein C, (PC), je jednofetézcovy plazmaticky glykoprotein o
molekulové hmotnosti 62 kDa [APC 56 kDa], ktery vznika v jatrech za
ucasti vitaminu K a pravdépodobné i v endotelu, biologicky polocas
mé& 5-7 hodin. Jeho koncentrace v plazmé 4-5 mg/l je jak u muzu, tak

u zen stejnéd a s vekem mirné vzrista.

Tento fetézec o 461 aminokyselinach se Stépi na 2 polypeptidové
retézce, tézky a lehky, které jsou navzajem propojeny disulfidickymi
mustky. Asi 10% proteinu C se v plazmé& nachazi v jednotetézcové
podobé. Obsahuje podobnou homologni strukturu jako protrombin a
nékteré dals$i serinové proteazy. Je znamo vice nez 160 mutaci genu
tohoto proteinu.

Aktivovand forma proteinu C vykazuje tzce specifickou uc¢innost
: r r v 4 v w7 . . . o 2+

serinové protedzy, coz znamend ze v piitomnosti fosfolipidd a Ca

proteolyticky Stépi a tim zdroven inaktivuje plazmatické faktory FVa a

FVIIla navazané na membrané.

15



Navazani proteinu C k fosfolipidovym povrchim, napf. k membrané
posSkozenych epitelii nebo k membrané krevnich desticek, umoznuje
protein S, ktery zde pusobi jako kofaktor. Komplex, ktery tvofi
protein S a APC v poméru 1: 1, urychluje reakci 3-10x.

Aktivovany protein C pusobi navic i1 fibrinolyticky tim, ze zvySuje
uvoliovani tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA) z vazby na
inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1) v cévnich endoteliich, s

kterym tvofi komplex.
K inaktivaci proteinu C dochazi z divodu pfitomnosti:

e piirozeného inhibitoru proti APC (Protein C Inhibitor)
e Jlehkych tetézcu faktoru Va

e lupus antikoagulans

e alfa2- makroglobulinu

e alfal- antitrypsinu

Protein S je jednofetézcovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 69
kDa a biologickym polo¢asem 60 hodin. Stejné jako protein C vznika
v jatrech za pritomnosti vitaminu K, ddle maze vznikat v endoteliich a
megakaryocytech.

Gen pro protein S je pfitomen na 3. chromozomu. VétSina proteinu S
se nachazi v a granulich trombocytd a v endotelu, odkud mize byt
pusobenim protrombinazy a tendzy uvolnén. V plazmé se koncentrace
celkového proteinu S (antigenu) u Zen pohybuje 20 — 40 mg/l, u muzu
je asi 0 10 — 15% vyssi, s vékem u obou pohlavi roste a jeho funk¢ni
aktivita je 65 — 130%. Volného proteinu S se v plazmé vyskytuje 10
mg/l, coz odpovida 40% a pouze tato forma mize byt kofaktorem
proteinu C, ktera je schopna se vazat na APC. Vazana Cast, které je
60%, je vazana slozkou komplementu C4-bBP v komplexu [PS.C4-
bBP] a neni schopna vazby s APC.

16



Protein S ma v pfitomnosti Ca®" afinitu k fosfolipidovym povrchim a
jako kofaktor APC, na ktery se vaze v poméru 1:1, usnadiuje vazbu
APC k fosfolipidovym povrchim trombocyti a endotelii. Jeho aktivita
muze byt v pfitomnosti B,GPl zvySena. Protein S je inaktivovan

trombinem proteolytickym S$tépenim v misté fetézce s NH, ukoncenim.

Protein S mé vlastni inhibi¢ni aktivitu nezavislou na APC. Vdazana
forma inhibuje F Xa a volna forma se vaze jes$té na FV, FVa, PS a
FVIII. Na faktor VIII se vaze i ve formé komplexu [C4-bBP.PS] a ma
k nému vys$$i afinitu nez volny PS. Vyvazanim se na tyto faktory
blokuje PS vznik tendzy a protrombinazy a tim inhibuje aktivaci FXa a
trombinu. V malé mife se protein S vaze i na FVIII v komplexu [FVIII
VWF].

C4-bBP slozka komplementu je vysokomolekularni regulaéni protein
cesty komplementu. Jeho vazbu na povrch bunék zprostiedkovava v
komplementu s nejvétsi pravdépodobnosti protein S. C4-bBP je
protein akutni faze, to znamena, Ze se jeho hladina zvySuje pfti
zanétech, akutnich stavech a u Zen uzivajici antikoncepci (lécba
steroidy). Pf#i takovych stavech dochazi k tvorbé komplexu [C4-

bBP.PS], ¢imz se hladina PS v plazmé podstatné snizi.

Trombomodulin, (TM), je integralni transmembranovy glykoprotein o
molekulové hmotnosti 74 kDa, ktery je trvale pfitomen na cévnim
endotelu a vaze trombin. Takto vazany trombin ztraci svij
prokoagulac¢ni uc¢inek a naopak aktivuje protein C, ktery Stépenim FV
a FVIII podstatné¢ inhibuje koagulacni procesy. Je soucasti membrany
endoplazmatického retikula a vylucuje se z tkané¢ s nejvétsi aktivitou

v mozku, v plicich, placenté, ale i jinych orgédnech.

Z povrchu endotelu je trombomodulin proteolytickym Stépenim
uvolnovan do krve elastazou aktivovanych neutrofild. Jeho hladina je

zavisld na stavu endotelovych bunék a ptfi posSkozeni se zvySuje. Tak
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se stava trombomodulin markerem endotelidlniho poSkozeni malych i
velkych cév. Mutace v jeho molekule mohou byt pfi¢inou nékterych
arterialnich tromboz.

Pfi hemostaze se TM uplatiuje jako kofaktor pro aktivaci PC
trombinem, v poméru 1:1 vznikda komplex [TM.Trombin], Kktery
nevyzaduje Ca®" a reakce se urychli asi 1500krat. Snizena koncentrace
FVa urychluje vazbu PC na komplex [TM.Trombin] a ten aktivuje
faktory XIII, VIII, V a krevni destiCcky. Trombomodulin inhibuje
proteolyzu trombinu na makromolekularni substraty. Obsahuje-li jeho
molekula galaktosaminoglykan, urychluje TM inaktivaci trombinu
pusobenim AT.Y

Annexin V je intracelularni protein obsahujici 319 aminokyselin a
patifici do skupiny jedenacti annexinovych komponent s odliSnymi
funkcemi. Hojné se naléza v umbilikdlnich vénach v endotelidlnich

bunkach, avSak koncentrace annexinu V v plazmé je extrémné nizka
(0-5 ng/ml).

Bylo zjisténo, Ze patfi mezi mozné antikoagulac¢ni latky. Plsobi jako
inhibitor koagula¢nich reakci na fosfolipidech zdavislych diky své
vysoké afinité k negativné nabitym fosfolipidim,
napt.fosfatidylserinu. Funkce kalcium-dependentniho annexinu V jako
je kompetitivni inhibitor pro vazbu koagula¢nich faktori na membranu
exponovanou fosfatidylserinem miize byt vyjadiena jako regulator-
modulator ucinku fosfolipazy A2. Zda se, ze 1 zabraiuje

proinflama¢nim reakcim dependentnich membrén.

Placentarni koagulacni protein, annexin V, je antikoagulant, ktery
diky své afinité k anionickym fosfolipidim, je schopny vytlacit rizné
koagulacni faktory z povrchu cévniho endotelia. Evidentné chrani

cévni vystelku od prokoagulacnich proteind.
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Proto lze ptedpokladat, Ze antiannexinové protilatky budou
zpusobovat selhavani v reprodukci. Jejich sledovani bude mit

v imunologii reprodukce nezastupitelny vyznam z hlediska
pfedchazeni téhotenskych ztrat zvlasté u rizikovych skupin jako je
infertilitas, u part s autoimunitnim onemocnénim, u opakovanych
neuspéchi pfi in vitro fertilizaci, u preeklampsie, esencialni
hypertenze, u idiopatické trombocytopenie, u HELLP syndromu a u

HIV pozitivnich pacientﬁ.5)’6)

Lidsky placentarni antikoagula¢ni protein (PP4) vznika v placentg,
ktera svou sckreéni aktivitou zasobuje timto proteinem i mateisky
krevni ob¢h. Ukdzalo se, ze ma antikoagulac¢ni vlastnosti, které maji
schopnost vazat fosfolipidy a téZ inhibovat fosfolipazu A2.

PP4 dokéaze inhibovat koagula¢ni kaskddu a ma mnohé vlastnosti
podobneé Lupus Antikoagulas.

3.TROMBOFILNI STAVY

Protoze je hemostdza fyziologicky d¢j, tak mnaruSenim jeji
hemostatické rovnovahy miuaze dochazet k trombotickym nebo

trombofilnim stavaum.
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Trombotické stavy

Trombotické stavy, jsou chorobné stavy charakterizované pfihodami
nitrocévniho srdzeni (trombozami), tedy opak krvacivych stavl, kde se
hemostatickd rovnovaha naruSuje opacnym smérem. Protoze, obecn¢
jejich ptic¢ina tkvi v postizeni cévni stény, v poruSeni hemodynamiky a
ve sloZzeni a funkci krve, rozliSujeme tromboézy Zilni a arteridlni.

Arteridlni — pfi niz se uplatiuje piedevSim poSkozeni endotelu a
zvySend agregabilita trombocytd. Aterosklerotickd cévni sténa
stimuluje trombocyty, dochdzi k jejich aktivaci a adhezi. Soucasné¢
dochazi k aktivaci vnéjSiho systému koagulac¢ni kaskddy tkdnového
faktoru (TF) wuvolnénym 2z obnazeného subendotelu. Po zméné
konformace membranovych glykoproteind krevni desticky dochéazi k
agregaci trombocytll s naslednou tvorbou nésténného trombu. Stabilita
trombu je dana obsahem fibrinu, ktery je umérny intenzité aktivace
koagulacniho systému. Nasténné tromby ve velkych tepnach, jenz jsou
vystaveny rychlému toku okolni krve, jsou zdrojem embolt s hlavnim
podilem  agregovanych trombocytti, krystald cholesterolu a
ateromatdozni drti. Predstavuji hlavni patogeneticky mechanismus
vzniku akutnich koronarnich syndromu - infarktu myokardu (IM) a
anginy pectoris.

K prevenci se s vyhodou vyuZiva acetylsalycilova kyselina (ASA) a

dal3i inhibitory desti¢kovych funkci, jako antiagregacni 1é¢by.>

Zilni — jejiz pti¢inou jsou piedevs§im dva faktory, krevni stiza a
hyperkoagulace v plazmatickém systému. Je to neregulovana aktivace

koagula¢niho systému, ke které vede selhani inhibitort koagula¢niho
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nebo fibrinolytického systému, kontrolujici hemostdzu Stagnacni
tromby, bohaté na fibfin a erytrocyty, pochazeji spiSe ze srdce,
pfipadné ze stagnanich meéstkt v zildch dolnich koncCetin a panve.
Embolizuji do mozku bud z levého srdce, nebo vzacné z zil velkého
ob¢hu v ptfipad¢ oteviené¢ho foramen ovale. Vznikla koagula zastavaji
urc¢itou dobu na misté vzniku, ale mohou se uvolnit a s proudem krve
odcestovat jako emboly. Zilnim tromboembolismem je rozuména
hlubokd zilni trombo6za ¢i plicni embolie. Vznik tromboembolické
nemoci (TEN) je vzdy multifaktorialnim procesem, s podilem
doCasnych, ziskanych ¢i prostfedim podminénych rizik a vrozenych
determinant.

Mezi ziskané rizikové faktory vendzni trombdzy se tfadi vék nad 45
let, obezita, velké operace, ortopedické operace, poranéni, popaleniny,
imobilizace, nddorova onemocnéni, TEN v anamnéze, varixy, koufeni,

hormonalni 1é¢ba a téhotenstvi.

Jako antikoagulacni  lécha se uziva nefrakcionovany a

nizkomolekularni heparin ¢i kumariny.s)

Trombofilni stavy

Trombofilie je vrozend nebo =ziskand porucha hemostatického
mechanismu, kterd je pti¢inou zvySeného sklonu k trombdze nebo

hyperkoagula¢niho stavu.

Pojem trombofilie zahrnuje velmi heterogenni skupinu poruch.
Mechanismus, ktery muze byt pfi¢inou trombodzy neni vzdy zcela
jasny. Ke vzniku tromboézy disponuje fada vrozenych i ziskanych
defekti krevniho srazeni, které ptedstavuji systémovou piicinu

neztidka velmi zavazné povahy.
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Z dosud znadmych vrozenych defekti je tfeba jmenovat defekty
inhibitord krevniho srazeni — antitrombinu, proteinu C, proteinu S,
trombofilni bodové mutace faktoru V Leden (FVL), variantniho
protrombinu (FIl G20210A), polymorfismus FXIII, PAI-I, desti¢kové
receptory a mutace methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR
C677T), ktera sama o sob& nejspi§ nemd zatézovy charakter. Ze
systémovych dispozic je dale vyznamnym nalezem zvySeni faktoru
VIII, zvySeni von Willebrandova faktoru, defekt faktoru XII,
dysfibrinogenémie a hyperhomocysteinémie, které mohou byt jak
vrozené, tak ziskané.®

Zavaznou ziskanou poruchou koagulace je anifosfolipidovy syndrom
(APA syndrom), diseminovana intravaskuldrni koagulace (DIC) a
mohou ji byt i mikroangiopatickée hemolytické syndromy.

Hyperkoagulaénim stavem je provazeno téhotenstvi a zvlasté jeho
komplikace, dale malignity, infekce, septické stavy, metabolicke
rozvraty, otravy, operace, popdaleniny, traumata. Zaroven fada
lécebnych reziml je provazena velmi vyznamnymi hyperkoagulaénimi
zménami, ¢imz se hyperkoagulacni stavy stavaji zadvaznym problémem.
Jejich nejvyznamnejsi klinickou manifestaci je zilni
tromboembolismus.

Existuje nékolik varovnych signalu pro vznik trombofilie:

- trombo6za neobvyklé lokalizace

- tromboza bez jasné predchazejici priciny

- trombo6za v mladistvém véku (Zilni tr. pfed 45.rokem a tepenna
tr. pted 35.rokem véku)

- trombdza v rodinné anamnéze

- recidivujici tromboéza

- tromboza pifi zavedené antikoagulac¢ni 1écbeé s nastavenim
terapeutického rozmezi
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- opakovan¢ pfedcasné ukonceni gravidity

- progredujici AS, soucasnd tepennd a Zilni trombdza

ProtoZze hyperkoagulacni stavy jsou velmi zavaznéd a zivot ohrozujici
onemocnéni, jsou pro spravné urcCeni jejich diagndézy a néslednou

1é¢bu neméné¢ dulezité laboratorni stanoveni prisluSnych markera.

V laboratorni diagnostice k urceni trombofilnich stavl se vyuziva
metod zakladnich a specialnich.

Mezi zakladni vySetfovaci metody patfi koagula¢ni screening, tj.
APTT, PT, TT, fibrinogen a AT IIlI, D dimery, které odrazi stav
trombozy, ale ne trombofilii.

Ze specialnich metod to je stanoveni proteinu C (PC), proteinu S a
jejich inhibitort, APC rezistence, ProC globalu, FVIII, FXII,
homocysteinu a pfedevSim molekularné genetického stanoveni genu V
Leiden, MTHRF a genu prothrombinu.

3.1. Vrozené

3.1.1 Rezistence na aktivovany protein C

APC rezistence je vlastné vyvolana rezistence faktoru Va vici vlivu
aktivovaného proteinu C. Muze byt, jak ziskana, tak pfedevsim
dédicna.

Dédi¢na se podle mista objevu nazyva Leidenska. Jeji heterozygotni
forma je u néas, tedy v nasi populaci, zastoupena asi v 5%, zatimco v
homozygotni formé se vyskytuje jeden piipad na 5000 obyvatel.
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Rezistence F V Leden vu¢i APC je zpusobena bodovou mutaci
vV kodonu 506, kterd vyvola pii syntéze FV zaménu aminokyseliny
argininu v pozici 506

NH

NHg)kN

H NH, H

Arginint?

za glycin.

HzN\)J\
OH

Glycin'?

Takto vznikly FV Leiden je rezistentni vuac¢i S$tépeni aktivovanym
proteinem C a zaroven neni schopen se s proteinem S podilet na
inaktivaci aktivovaného FVIlla v systému [APC . PS . Ca?" . PI].
Vlivem této mutace nedochazi v systému PC ke S$tépeni tézkého
fetézce faktoru Va, ktery tak ziustiavd v aktivni podobé a muze
se podilet v komplexu protrombindzy na zvySovani hladiny trombinu,
¢imz také ptispiva k trombofilii.

Rezistenci k aktivovanému proteinu C i kdyZz s menSim Kklinickym
dopadem zpusobuje bodovd mutace v kodonu 306 zaménou
aminokyseliny argininu za threonin, kter4d vyvolad pokles této
kofaktorové aktivity v F V Cambridge.
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NH, H

Threonint?

APCR mtze byt vyvolana 1 pouhym sniZzenim hladiny FV. Nizka
hladina FV v kombinaci s heterozygotnim FV Leiden je oznadovana
jako ,,pseudohomozygotni APC rezistence®.

K dalS§im genetickym mutacim FV také patii tzv. haplotyp HR2. Jeho
pfi¢inou je polymorfismus A 4070G v exonu 13 genu FV, ktery
zpuisobi zaménu histidinu za arginin v misté 1299 B domény. Tato
zaména vede ke snizeni FV a rezistenci k APC.

U asijské populace je mozna detekce mutace argininu 306 zaménou za
glycin nebo argininu 485 za lysin FV.

Lysin!?

APC rezistence ma ¢astéji  sklon k Zilnim trombdézam nezZ
k arterialnim, avSak k samovolnému vzniku trombdzy u heterozygotni
formy FV Leiden nedochazi, vétSinou je zapotiebi kombinace s jinymi
protrombotickymi riziky. Témi mohou byt napt. diive jiz zminovany
pooperacni stav (s nedokonalou profylaxi heparinem), 1é¢ba estrogeny,

patologické téhotenstvi, obezita, imobilizace aj.

25



Detekce APCR zpusobené Leidenskou mutaci FV se provadi
screeningovymi koagulacnimi testy, nebo 1épe genetickym vySetfenim
DNA.

Dysfunkce receptoru pro protein C (EPRC)

K selhdani inhibitort koagulace dochazi i z diivodu existence mutace
genu endotelidlniho receptoru pro protein C, ktera vyvola jeho
dysfunkci a zpusobi, Ze tento receptor nevaze PC a nedochazi tak
k aktivaci komplexem trombin- trombomodulin.

EPCR se vyskytuje pifedevsim v endotelu velkych cév Zilniho systému.

3.1.2 Defekt 20210A alely protrombinu

Do této skupiny dédi¢né podminénych trombofilii patfi trombofilie
zpusobena bodovou mutaci v 3°- UTR (v nepfepisované oblasti) mRNA
genu protrombinu 20210 zaménou glycinu za arginin, kterd u
postizenych jedinci vyvola zvySeni produkce protrombinu (jeho
koncentrace v plazmé¢ je pak >130% normy), a tim i vétsi dispozici ke
srazeni krve.

Kombinace této mutace spolu s jiz zminénou zvySenou hladinou
protrombinu se Vv ¢eské populaci vyskytuje mezi 1 az 2%. U
heterozygoti se riziko vzniku Zilni trombdzy zvySuje asi 2-3krat.

Tuto mutaci lze prokazat molekularn& genetickym vysetfenim. ¥

3.1.3 Hyperhomocysteinémie

ZvySena hladina homocysteinu v krvi je primarné zpusobena mutaci
genu pro cystathion pg-syntdzu nebo genu pro reduktazu 5,10
metylentetrahydrofolatu (MTHFR), coZz vede k blokovani metabolismu
jak methioninu, tak i homocysteinu.
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Vrozena hyperhomocysteinémie je zpusobena vétSinou pritomnosti
mutované termolabilni formy MTHFR

H COOH
HN N _N._ M CH,
Y H I
g@s o,
XN (J)—I—N@—C—N—{J)H
| H, H H I
OH H 2 COOH

Tetrahydrofolat'?

Odhaduje se, ze tato mutace je zplsobena zdménou cytosinu 677 za
tymin, a v kavkazské populaci se vyskytuje v homozygotni formé asi v
8 az 10%. Homozygotni “defekty” jsou spojovany s tézkou
hyperhomocysteinémii a doprovdzeny ftadou neurologickych a
psychickych poruch a <¢asnou chorobou cév, vcetné¢ TEN. U
heterozygoti se vyskytuje lehka az stiedné téZka forma zvySene
hladiny homocysteinu v krvi. Pfi poruSe konverze homocysteinu na
netoxicky methionin se jeho hladina zvySuje az 25%.

S
CHy"~

NH, H
Methionin®?

Riziko zilni trombdzy nariistd u nostelek této mutace zejména v
Sestinedéli, pficemz svou roli zde hraje i deficit kyseliny listové po
dobu gravidity.

Druhotné¢ se mize vyskytovat zvySend hladina homocysteinu pii
chronickem nedostatku vitaminu Bi,, kyseliny listové nebo vitaminu
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Bs, zpusobené jejich nedostatkem v potrave.

l?OOH
on HN_ N _N CH,
= b | j\ 0 CH,
N N/ i —@*é— _ﬁl;H
\.\I i, OH HzpI H COOH
Ho— O H
Pyridoxin-Bg Kyselina listova- By Kobalamin-B,'?)

Homocystein podnécuje expresi tkanového faktoru na monocytech a
makrofazich, ¢imz zvySuje trombofilii jak v Zilnim, tak v arteridlnim
fecisti. Také v bunkdch endotelu a hladké svaloviny indukuje produkeci
inhibitoru fibrinolyzy PAI-1, snizuje tak fibrinolytickou aktivitu a
vyvolava zvySenou syntézu a uvolilovani TF. Na endotelu inhibuje

expresi trombomudulinu a nasledné aktivaci proteinu C.

Hyperhomocysteinémie je v plazmé provazena zvySenou aktivitou F
XIl a FV.

Projevuje se jako rizikovy faktor pfevdazné¢ u mladsich lidi.

Jeho fyziologické hodnoty v krvi lidi mladSich 30 let jsou 4,6 — 8,1
umol/l; mezi 30 — 59 rokem u Zen 4,5 - 7,9 umol/l a muzu 6,3 — 11,2
umol/l a lidi nad 59 let véku jsou 5,8 — 11,9 umol/l.
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3.2 Ziskané

3.2.1 Antifosfolipidovy syndrom

Antifosfolipidovy syndrom (APS) vyvolavaji protilatky proti
negativné nabitym fosfolipidovym povrchum, jsou pfitomny na vétSiné
bunék v lidském organismu, proti proteinim vazajicim fosfolipidy
nebo proteinim (kofaktorim) v ptipadé, ze nejsou fosfolipidy

pfitomny. Inhibuji i protektivni antitromboticky vliv annexinu V. 3)

Antifosfolipidové protilatky se rozdéluji na autoimunitni, které se
vyskytuji v séru 20-50% pacientl se systémovym lupusem
erythematodes, méné C¢asto s jinym onemocnénim pojivové tkané a
jsou spojovany s opakovanymi Zilnimi i arteridlnimi trombozami,
trombocytopénii a u Zen s opakovanymi spontdnnimi potraty. Druhou
skupinou protilatek jsou alloimunni protilatky, které se pfechodné
vyskytuji u nékterych infek¢nich a malignich onemocnéni, ale klinicky
se nemanifestuji. Nalézaji se v 8% bézné populace a s vékem jejich
hladina stoupa.

Tyto APA protilatky tim, ze vyfazuji fosfolipidy ze hry v ramci
koagulac¢nich procest se vyraznym, ale zaroven rozdilnym zplsobem
podileji na procesu krevniho srazeni, jehoZz vysledkem je zpravidla
trombofilie.

K véazné komplikaci APS muze dochédzet béhem téhotenstvi, kdy se
syndrom vzdy zhot§i. N¢é¢kdy se muze syndrom v této dobé i prvné
manifestovat.*) U t&hotnych zen dochazi vlivem APA & LA k
trombotizaci nejen v jejich zilnim nebo arteridlnim fecisti, ale zaroven

1 v placenté.
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Antifosfolipidovy syndrom (APS) je charakterizovan nejen
pfitomnosti vendznich 1 arterialnich trombo6z v mikrocirkulaci,
trombocytopenii, ale i nepriznivym pribéhem téhotenstvi vedouci
kK spontdannimu potratu, vyskytem ristové retardace plodu nebo
placentarni insuficienci smérujici kK predcasnému porodu . Komplikaci
t¢hotnych muaze byt také krvaceni zplUsobené autoiminitni
trombocytopenii.

Zatim neni zcela zfejmé jestli pritomnost antifosfolipidovych
protilatek APA mé pfimou soucinost s patologickymi stavy nebo jen

tyto stavy ¢i onemocnéni doprovazi.

Ptedpoklada se nékolik mechanismu ucinku APA:

- tvoifi komplexy s fosfolipidy protrombinového komplexu
koagula¢ni kaskady, ¢imz vznikd hyperkoagulacni stav,

- brani uvoliiovani kyseliny arachidonové z endotelu cév, dochazi
tak ke snizené tvorb¢é prostacyklinu jako pfirozeného
antikoagulantu, zvySuje se agregace trombocyti a dochézi k
tromboze,

- inhibuji acinek prekalikreinu s naslednym poSkozenim fibrinové
“clearence”, ¢imz zase zvySuji moznost trombdzy,

- inhibuji pusobeni trombomodulinu pti aktivaci proteinu C
trombinem, a tim se ztraci zpétnovazebna inhibice koagulace,

- dochazi k primému poSkozeni trombocytd protilatkami typu
Lupus antikoagulans, zvySuje se adhezivni schopnost
trombocytl a nasledné trombodza.

ProtoZze u nemocnych se systemovym lupus erythematodes (SLE) na
pfitomnost APA upozorni prodlouzeni testu APTT, jsou tyto protilatky
téz nazyvany jako “lupus antikoagulans” (LA).

LA protilatky mohou vykazovat specifickou aktivitu i proti
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koagula¢nim faktorum jako je FVIII, vWF, faktorim protrombinoveho
komplexu aj., a zaroven tak podporovat sklony ke krvaceni.

LA se vyskytuji pfedevSim u pacientit s SLE, tj.asi 30% nemocnych,
nebo s jinymi systémovymi poruchami pojiva, hlavné u Zen.

Mimo jiz vySe zminénych faktorit mohou byt protilatky vyvolany i
nékterymi léky, napf.chlorpromazinem nebo atakou bakteridlniho ¢i
virového agens. Velmi ¢asto se nachdzeji u pacienti s revmatickym

onemocnénim. ¥

K APA se také tadi antikardiolipinové protilatky (ACLA) tvofené
imuno-globuliny tfidy IgG nebo IgM, vzacné pak IgA.

Kardiolipin je kysely fosfolipid, ktery je soucdsti vnitini membrany
mitochondrii.  Protilatky  proti nému  namirené  reaguji S
fosfodiesterovou skupinou kardiolipinu a reprezentuji tak pouze jeden
¢len skupiny protilatek, které se mohou vazat na fosfolipidy na rozdil
od negativné nabitych fosfolipidi, na které se vazi LA protilatky.

Tento zasadni rozdil je klinicky velice dulezity.

Klinické projevy APS jsou znacné heterogenni, vétSinou ale zpusobuji
trombotické ptihody, tj. asi 60% tvofi zilni trombozy, 30% cévni
mozkové pifihody a asi v 10% jde o jiné arteridlni trombdzy. LA
reaguji nejen s fosfolipidy trombocytd a bunck endotelu, které tim
aktivuji, ale zaroven s vrstvou heparani endotelu, které inhibuji
trombin, a ru8i tak ochrany S§tit tvofeny annexinem V. Takto
aktivované endotelie ve zvySeném mnoZstvi exprimuji adhezivni
molekuly jako E-selektin, P-selektin a tfteba ICAM-1, dochéazi k jejich

aktivaci a nasledn€ sklonem k trombodze.

Tyto protilatky jsou velmi c¢asto nepoznanou pfi¢inou spontédnich
potrati.
PfedevsSim ptitomnost vysokého titru APA-IgG muze zplsobit potrat

nebo intrauterinni odumieni plodu ¢i fetalni rlstovou retardaci apod.
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Je prokéazano, Ze pacientky s vysokymi hodnotami hladiny APA v 80-
90% potraceji, dvé tietiny téchto ztrat spadaji do obdobi prvniho
trimestru. VétSina postizenych zen potraci v prvnim trimestru, tedy v
obdobi, kdy transplacentdrni pfenos protilatek je velmi nedokonaly.
Vysoké hladiny APA-1gG jsou vyznamné&j3i nez APA-IgM.®1%

Béhem téhotenstvi muze byt témito LA poSkozena pfimo
trofoblasticka vrstva, protoZe se v soucasnosti potvrzuje ptedpoklad o
cytotrofoblastickych bunkdach, které maji vytésiovat fosfatidylserin na
svuj povrch, a ten pak spliiuje funkci epitopu. Tim dochazi k moznému
poskozenfi trofoblastu primo. %

Hodnoty APA a ACA mohou béhem téhotenstvi kolisat a to tak, ze
nejvys$si hodnoty jsou pfitomny na zacatku téhotenstvi, a v dalSim
prubéhu té¢hotenstvi jiz nestoupaji. Proto je podle uspéSnych studii

doporucovana imunosupresivni 1é¢ba prednisolem.

Dle zavaznosti stavu pacientky se k 1é¢b¢é pouzivaji kortikosteroidy,

oralni antikoagulancia, antiagregacni 1éky nebo heparin.

4. TEHOTENSTVI A SESTINEDELI

4.1. Fyziologické téhotenstvi

Béhem ptiblizné 280 dnu téhotenstvi se v téle matky z vajicka vyvine
plod o primérné hmotnosti 3500 g obklopeny cca 800 ml amniové
tekutiny. K zajisténi kvalitni vyzivy plodu je nutné, aby se matetsky
organismus témto potfebam piizpusobil. Tyto adaptace jsou pfevazné
vyvolany a fizeny komplexni interakci hormont, kterd vede

k vyraznym zm&nam metabolismu.”
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Béhem téhotenstvi dochazi v cévnim fecisti zeny z hlediska hemostazy
ke zpomaleni krevniho toku a k narastani trombofilni tendence, ktera
je v tomto obdobi fyziologicka, protoze je smérovana k co nejmensSim
krevnim ztratam pti porodu. Tato narustajici trombofilni dispozice
sebou pfinasi 1 nartstajici riziko tromboembolickych komplikaci. Ve
2. a 3. trimestru se sniZzuje hladina proteinu S a zaroven se projevuje i
relativni insuficince APC zpusobena zvySenou tvorbou protrombinu.
Vlivem zejmena estrogenu se zvySuje hladina fibrinogenu, FV, FVII,
FVIII a vWF. ZvysSuje se také koncentrace inhibitort fibrinolyzy PAI-
1 a PAI-2 a TAFI (trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy).
N¢ékteré tyto inhibitory produkuje placenta.

Organismus gravidni Zeny se fyziologicky brani teto , hyperkoagulaci“
hemodiluci nebo zvySenim aktivity nékterych pfirozenych inhibitort
koagulace, proto stoupad hladina TFPI a annexinu V, ktery produkuje
placenta. Ve 2. a 3. trimestru dochazi ke sniZzeni zanétlivych
adhezivnich molekul E-selektinu a ICAM-1.

Uvedené mechanismy kompenzace fyziologického téhotenstvi
ptfestavaji platit po ukonceni gravidity, to je po porodu a pak
v Sestinedéli. Tato obdobi jsou =z hlediska tromboembolickych

komplikaci hrozeni téhotné vznikem trombozy nejrizikovéjsi. )
4.2. Patologické téhotenstvi
Pti patologickém téhotenstvi nedochéazi ke kompenzaci

hyperkoagulace fyziologického téhotenstvi, ale mnaopak dochazi
neinhibovanou expresi tkanového faktoru (TF) k posileni
hyperkoagulac¢nich tendenci. K takovym situacim dochazi ptfedevsSim
pfi traumatu délohy, ptfi embolii plodovou vodou nebo pii ,,syndromu
mrtvého plodu®. Také intrauterinni infekce navozuji patologicky
trombofilni stav. Zanétivé cytokiny (interleukiny IL 1B, TNFa a IFNy)
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aktivuji entotel, ktery spolu s aktivovanymi monocyty za¢ne uvoliiovat
TF. Néasledny zanét pak mize vyvolat délozni kontrakce nebo 1
pfedCasny porod.

Oba tyto stavy spojené s patologickou expresi TF, nadbytkem
koagulac¢nich faktord, APC rezistenci, deficitem PS a =zvySenim
inhibitorua fibrinolyzy vedou k nadprodukci trombinu. K tomu muze
dojit i z vytvofeného retroplacentarniho hematomu pfi odlucovani
placenty, ptfi¢emz tento stav muze vyustit az v DIC syndrom
provazenou trombotizaci cév v mikrocirkulaci a spotfebni koagulopatii
v systémové cirkulaci. ®

Rizikovou skupinou téhotnych Zen s vy$Sim sklonem Kk Zilni
trombofilii a intravaskularni porodni koagulopatii patifi také zeny
s gesta¢nim diabetem a preeklampsii, které maji hladinu fibrinogenu

zvySenu o dalSich 10-20%.

5. ANTITROMBOTICKA LECBA

Pti lécbé TE komplikaci se podanim uc¢inné latky se muaze
- zabranit narustani trombu
- umoznit rozpusténi koagula
- zamezit dalSimu shlukovani trombocyti
- snizit hyperkoagulabilita systému.

Antitrombotickou 1éc¢bu délime na antikoagulacni, trombolytickou a

antiagragacni.
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5.1. Antiagregacéni

Pti¢inou vzniku destickového trombu je poruSeni rovnovahy pro- a
antiagregacnich mechanismu.

Protidestickova nebo téZ antiagregacni léc¢ba slouzi tedy k inhibici
primarni hemostdzy. Je zaméfena na omezeni shlukovaci schopnosti

krevnich desticek.

Krevni desticky miZeme inhibovat jak ve fazi jejich adheze,
aktivace nebo agregace, pripadné miZeme potencovat jejich
stabilitu:

- blokdda adheze trombocytii na subendotel

- blokdda aktivacénich cest a cyklu

- stabilizace trombocytu

- blokdda agregace trombocytit — blokdtory GP 11b/I11

U Zen s anamnézou prodélané preeklampsie Ci abortu pfi pozitivité
APA volime k prevenci desti¢kovych trombd nizké davky kyseliny
acetylosalicylové ( 50-100 mg denné per os )

Kyselina acetylsalicylova (ASA), Anopyrin, inhibuje blokadu
aktivacnich cest a cykli trombocytu. Antiagregacni ucinek je dan
interferenci s biosyntézou cyklickych prostanoida v cyklu kyseliny
arachidonové. Vyvola nevratnou inhibici cyklooxygenazy a nasledné
potlaceni syntézy tromboxynu A2 a dalSich prostaglandint. Jeji

plazmaticky polocas je cca 20 minut.
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5.2. Antikoagulaéni

Antikoagulacni I1écba zabranuje vzniku trombu inhibici geneze
trombinu a ndasledné pfeméné fibrinogenu na fibrin.

Antikoagulancia slouzi k inhibici plazmatickych koagula¢nich faktord.
Patfi k nim:

preparaty kumarinového typu (Warfarin )

nefrakcionovany heparin ( UFH)

frakcionovany heparin (LMWH)

Preparaty kumarinu, antagonisté vitaminu K, brani vzniku plné
funk¢nich koagulacnich faktort.

Nefrakcionovany heparin jako nepfimy inhibitor trombinu zpusobuje
prostfednictvim antitrombinu inaktivaci FIla a FXa, zatimco

frakcionovany heparin piasobi, téz prostfednictvim antitrombinu,
pouze inhibici FXa.

Z hlediska 1é¢by trombotickych komplikaci v téhotenstvi a Sestinedéli
lze uzit jen nékterych antikoagulancii.

V praxi jiz ptevlada pouziti nizkomolekularniho heparinu, ktery pro
sviij jednoduchy zpusob aplikace, s.c. jednou denné¢, nahradil tzv.
standardnf{, nefrakcionovany heparin. ¥

Bylo prokdzéano, Ze nizkomolekularni hepariny jsou v s.c. aplikaci
uc¢inné nejen pri profylaxi, ale 1 ptfi lécbé hluboké zilni trombodzy
véetné¢ 1é¢by trombembolismu. Perordlni antikoagulancia jako
warfarin se téhotnych Zen bé&zné nepodavaji, protoze prochazeji
placentarni bariérou a v I. trimestru hrozi riziko teratogenity.'?
V prevenci TEN se pouzivaji proto pouze u gravidnich Zen
S chlopennimi srde¢nimi vadami nebo s implantovanou umélou srdecni
chlopni a to po celou dobu téhotenstvi. Riziko trombogeneze totiz

dalece pfevySuje riziko teratogenity.
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5.3. Trombolyticka

Trombolyticka 1é¢ba spociva v terapeutickém potencovéni fibrinolyzy.

6. LABORATORNI VYSETROVACI METODY

6.1. Screeningové

Mezi zakladni Kkoagulaé¢ni vySetfeni pifi vySetfovani vrozené
trombofilie, ale i pfi kontrole ucinnosti antikoagulaéni 1é¢by
v ptipad¢ tromboembolickych komplikaci patfi jiz zminované testy:
APTT, PT, TT, hladina fibrinogenu, AT 11l a hladina D-dimera a pocet

trombocyta.

APTT je aktivovany parcialni tromboplastinovy test, ktery sleduje
vnitini cestu aktivace pfemény protrombinu na trombin.

PT je protrombinovy test zachycujici vnéjsi cestu aktivace premény
protrombinu na trombin.

Oba testy se startujeme vapenatymi ionty a méfi se koagulacni Cas.
Tyto testy méfime na fotooptickém koagulometru Sysmex 6000.
Trombinovy test je screeningovy test stanovujici polymeraci fibrinu.
Reakce se startuje roztokem trombinu. Méfeny Cas je odvisly na
koncentraci trombinu.

Fibrinogen stanovujeme koagula¢ni metodou podle Clause.

V ptfitomnosti nadbytku trombinu je koagulac¢ni cas fedéné plazmy
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zavisly na mnozstvi fibrinogenu. TT a fibrinogen na naSem pracovisti
méfime analyzdtorem Sysmex 6000.

Antitrombin 11l je stanovovan chromogenni metodou na principu
méfeni intenzity zabarveni pNA pfi vinové délce 405 nm (absorbance),
kterou vykazuje odstépeny pNA po probéhlé reakci enzym — substrat.
Jeho aktivitu stanovueme téZ na analyzatoru Sysmex 6000.

D-dimery tvofi s latexovou reagencii a firemnim pufrem aglutinaci. Ta
zpusobi pokles intenzity prochézejici svétla a vzristd tak turbidita.
Hodnoty koncentrace ve vzorku odecCitdme z kalibra¢ni kiivky. Tuto
metodu stanovujeme na koagulometru Sysmex 1500.

Trombocyty stanovujeme analyzatorem krevnich ¢astic Coulter LH

755 na zédklad¢ impedanc¢niho principu.

6.2. Specialni

V ramci vySetifeni trombofilni dispozice dale vySetfujeme: test Pro C
global, protein C-aktivita i antigen, protein S-aktivita i antigen,
hladina F VIII:C a ptip. hladina F XII.

Principem koagulaé¢niho ProC Global testu je inkubace vySetfované
plazmy s hadim jedem (aktivatorem PC) jako aktivatorem vnitini
koag.cesty. Aktivita PS se stanovuje smichanim protein S deficitni
plazmy s plazmou pacienta, aktivovanym PC a FVa a koagulaéni
proces je startovan vapenatymi ionty. Detekce je zaloZena na principu
nefelometrie.

Protein C aktivitu vySetfujeme jiz znifnovanou chromogenni metodou
na fotooptickém koagulometru Sysmex 1500.

Hladiny faktori VIII a XII stanovujeme koagula¢ni metodou na

stejném koagulometru. Principem metod je smichani vySetfované
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plazmy s ptisluSnou firemné doddvanou deficitni plazmou pfislusného
faktoru, tzn. Ze obsahuje vSechny koagulac¢ni faktory v nadbytku mimo
stanovovaného, ten vubec neobsahuje. Stanovovany faktor obsahuje
jen plazma pacienta. Po ptidani APTT reagencie, ktera obsahuje
aktivator, fosfolipidy a vapenaté ionty se méfi koagulacéni Ccas.

Vysledky funkéni aktivity odecitdme z kalibra¢ni kfivky.

Pro vyzkumné ucely provadime stanoveni: plazminogen (Plg)-aktivita,
antiplazmin (AP)-aktivita, PAI-1 aktivita; PAI-1-antigen, TM-antigen,
t-PA-antigen.

Kvantitativni stanoveni testd PAI-1 Ag ,t-Pa Ag, TM Ag je provadéno
sendvicovymi metodami ELISA s vyuzitim mikrotitraénich destic¢ek s
96 jamkami a vyhodnocenim na ELISA readeru.

Princip sendvicové ELISA metody: béhem inkubace vzorku v jamce
dojde k vyvazani antigenu pfisluSnou mySi monoklondlni protildtkou,
ktera je jiz komer¢né¢ navazana v jamkach. Poté se pfida konjugat této
protilatky a enzym peroxiddza, jenZz se vaZze na zachyceny antigen
vzorku. Vznika tak sendviCovy komplex, ktery pomoci peroxidazy
reaguje s chromogennim substratem tetrametylbenzidinem. Reakce je
zastavena piidavkem kyseliny sirové a intenzita vzniklého zabarveni
se méfi na mikrodesti¢kovém fotometru READER 530 pfi 450nm. Cim
vy$S§i je naméfena absorbance, tim vy$Si je koncentrace antigenu, ktera

se odecita z kalibra¢ni kiivky.

Metody Plg akt, AP akt a PAI-1 aktivita se stanovuji chromogenni

metodou na jiz zmitiovaném analyzatoru Sysmex 1500.
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6.3. Analyzéatory

Analyzatory SYSMEX CA - 1500 a SYSMEX CA - 6000

Jsou fotooptické koagulometry, které monitoruji a vyhodnocuji prab¢h
koagulac¢nich méfeni na principu nefelometrie.

Principem nefelometrie je, ze paprsek vychazejici ze svételného
zdroje a prochdzejici reakéni kyvetou se smési vzorku a cinidla, je
touto smeési rozptylovan. Kyveta s reakéni smési je osvécovana
cervenym svétlem o vlnové délce 605 nm a detektor umistény v uhlu
90° od zdroje svétla rozptylené svétlo zachycuje a preménuje na
elektricky signal.

7. STUDIE

Pro svoji préaci jsem si vybrala ¢ast ze souboru pacientek, které jsou
vySetfovany v grantové studii, kterd v soucasnosti probihd a jejimz
hlavnim feSitelem je doc.MUDr.Z. Uléova-Gallovd Dr.Sc. Tato studie
se zabyva objasiiovanim piic¢in imunologickych, hemokoagulacnich ¢i

genetickych pfi opakované netuspésné probihajicich graviditach.

7.1. Cil studie

Cilem mé prace je posoudit vyvoj Sesti sledovanych koagula¢nich
parametrid skupiny Zen, které byly v souvislosti s touto studii

vySetfovany pfed otéhotnénim a v priabchu jejich téhotenstvi.
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Pro tuto praci jsem vytvofila soubor, ktery vznikl spojenim dvou

skupin pacientek, za Gac¢elem vyuziti vétSiho mnozstvi dat.

Jedna se o jednu skupinu zen, jimz byla odebrana krev na vySetieni
sledovanych koagulac¢nich parametra v dobé, kdy planovaly koncepci,
ale jesté nebyly téhotné (HCG < 500) a po koncepci, kdy jim byla krev
odebirdna celkem 4x: v dob¢ do 10.tydne, od 10. do 19. tydne, od 20.
do 29.tydne a od 30.tydne do porodu. Druhou skupinu tvofi zeny,
které byly vySetieny az v prubéhu téhotenstvi, a kterym tudiz chybi

nabér pred téhotenstvim.

Charakteristika souboru:

e 32 Zen (anamnéza 1-5 abortu)

* Interval sledovani: > 280 dntt od vstupu do studie
* VEk (23-40 let)

« BMI (18-35)

* Anamnéza TEN (4x pozitivni, z toho 3x HAK)
* IVF (9 Zen, jedna Zena 5x)

e Koufeni (5 kutacek — 2-15 cigaret denn¢)

* Vrozena trombofilni dispozice (3x LM)

o Ziskana trombofilni dispozice (12x APS)

e Lécba LMWH (nadroparin event. enoxaparin)
* Porod 29x — 36.-40. tyden gravidity

* Ptfedcasné¢ skoncena gravidita 3x (9.,13. a 21. tyden gravidity)

Sledovanymi koagula¢nimi parametry jsou:

fibrinogen, D-dimery, FVIII:C, Antitrombin, PC akt, PS akt.
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Zdrojova data pro grafy:

Jméno FBG AT D-D FVII PCakt | PSakt
Referenéni rozmezi | 2—-4g/l | 80-120% | 0-04mg/ml | 50-150% | 70-149 % | 55-123 %

0 3,77 90 0,09 148 120 62

1K 3,77 90 0,09 148 120 62
_ 3,20 81,33 0,21 195,5 121,3 60,67
2K 4,06 96,84 0,26 195 126,7 64,11
_ 4,25 94,12 0,7 235 1245 55,24

4K 5,37 99,63 0,6 294,6 1245 44,7

Legenda: 0- nabér v dob¢, kdy zena nebyla gravidni

1- nabér v dobé gravidity do 10.tydne

2- nabér v dobé gravidity v 11.-20.tydnu

3- nabér v dobé gravidity v 21.-30.tydnu

4- nabér v dobé gravidity od 31.tydne az do porodu pacientky

A- pacientky, které prodélaly abort

V- vstup

K- kontrola




7.2. Grafickeé zpracovani
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8. DISKUZE

Porovnanim jednotlivych nabérid v prub&hu téhotenstvi u 35 pacientek
a u nich Sesti sledovanych koagulacnich parametrid vyplyva
nasledujici:
e podle ocekavani se stoupajici hyperkoagulac¢ni aktivitou
stoupaly hladiny fibrinogenu, D-dimert a FVIII:C
e se zvySujici zatézi organismu dle ocekavani klesala hladina PS
e hladiny AT III a PC jako inhibitord hemostdzy sice stoupaly, ale

nepfekrocily hladinu referenc¢nich mezi

Vétsina zmén potvrdila korelaci se znamou skute¢nosti, Ze hladiny
koagula¢nich faktord a markrd fibrinolyzy koncem gravidity
fyziologicky stoupaji.

Z celého souboru potratily tfi téhotné Zeny. U jedné pacientky neni
potrat neocekavany vzhledem k anamnéze vrozeného deficitu AT a
IUFD v 21. tydnu gravidity, u zbyvajicich dvou pacientek neni zatim

puvod abortu objasnén.



9. ZAVER

Mezi jedny z pfic¢in opakovanych potratl a zdroven sniZené plodnosti
patii také trombotické a trombofilni stavy vrozené a ziskané.

Z tohoto duvodu jsem se ve své praci snazila o zdokumentovani, jak je
mozné nabyté teoretické zkuSenosti smysluplné uplatnit v kazdodenni
praxi za pomoci dokonalych laboratornich metod a pfistroju.

Zaroven se tak mozna podilet, byt jen ¢aste¢né€, na objasnéni moznych
pfi¢in opakovanych abortl, které privadéji nékteré Zeny do slozitych
Zivotnich situaci.

47



10. SEZNAM POUZITE LITERATURY:

1) Pecka, M.: Laboratorni hematologie v ptfehledu I, FINIDR s.r.o.,
Cesky Té&sin, 2002, s.18-19

2) Pecka, M.: Laboratorni hematologie v ptehledu II, FINIDR s.r.o0.,
Cesky Té&sin, 2006, s.103-131

3) Pecka, M.: Laboratorni hematologie v pfehledu III, FINIDR s.r.o.,
Cesky Té&sin, 2004, s.1-237

4) Kvasni¢ka, J.: Trombofilie a trombotické stavy v klinické praxi,
GRADA Publishing a.s., Praha, 2003,5.37-60, 197-202

5) Uléova — Gallovéa, Z.: Annexin V a protildtkyproti annexinu
V v souvislosti se selhavanim lidské reprodukce, Moderni
gynekologie a porodnictvi 11, 2002, ¢.4, s.561-564

6) Uléova — Gallovéa, Z.: Neplodnost — Gtok imunity, GRADA
Publishing a.s., Praha, 2006, s.74-87

7) Racek, J.: Klinicka biochemie, druhé pfepracované vydani,
GALEN, Praha, 2006, s.281

8) Pecka, M :Ptehled laboratorni hematologie II.-Bila krevni tada,
Krevni desti¢ka, GALEN, Praha, 1996, s.103, 111

9) Héajek, Z.: Rizikové a patologické téhotenstvi, GRADA Publishing
a.s., Praha, 2004, s.173-186

10) Uléova — Gallova, Z.: Antifosfolipidové protilatky (APA)
Ul¢ova v gynekologii a porodnictvi, Ceskd Gynekologie 59, 1994,
¢.1, s.28-34

11) http://www.porodnice.cz, 27.9.2006

12) http://cs.wikipedia.org/wiki, 20.4.2007

13) http://www.solen.cz, 12.3.2007



http://www.grada.cz/katalog/kniha/neplodnost-utok-imunity/�
http://www.porodnice.cz/�
http://www.solen.cz/�

SOUHRN:

Trombofilni  stavy  jsou vrozeneé nebo ziskané poruchy,
patofyziologicky a statisticky spojené se zvySenym rizikem vzniku
trombl v zildch nebo v arteriich. Pfi Zilni trombo6ze hraje hlavni roli
zastava krve a hyperkoagulace, pfi arteridalni trombdze aktivace
krevnich desticek a dysfunkce endotelu pfi arteroskleroze.
Nejvyznamnéjsi klinickou manifestaci trombofilie je vendzni
tromboembolizmus (VTE).

K vrozenym poruchdm patii deficience antitrombinu, proteinu C
a proteinu S, Leidenska mutace genu V. faktoru a mutace genu
protrombinu 20210A. Také ziskana APC rezistence,
hyperhomocysteinemie, syndrom lepivych desti¢ek a zvySena hladina
faktoru VIII, IX a XI je spojena s vy$§im rizikem VTE.

K ziskanym trombofilnim poruchdm fadime pfedevsim
antifosfolipidovy syndrom a maligni nadory.

Dlouhodob& antikoagula¢ni 1é¢ba warfarinem v primarni prevenci neni
U nosi¢tt trombofilii doporucovana, ale kratkodoba profylaxe
nizkomolekularnim heparinem v rizikovych situacich je plné
indikovana.

U Zen s trombofiliemi je cca 2x vyS$Si riziko ztraty plodu, intrauterinni
retardace rastu plodu, placentarni abrupce, tézké preeklampsie
a HELLP syndromu. Porodnické komplikace, zejména opakované
spontdnni potraty nebo intrauterinni umrti plodu, mohou byt prvni

manifestaci antifosfolipidového syndromu. U pacientek
s trombofilnimi poruchami a komplikacemi piedchozich gravidit je
béhem dalSich té¢hotenstvi uzitecna farmakologicka

tromboprofylaxe.*®
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SUMMARY:

Thrombophilic disorders are defined as inherited or acquired defects,
pathophysiologically and statistically associated with an increased
risk to the occurrence of thrombosis in veins and arteries thrombosis.
In venous thrombosis, ceased blood flow and hypercoagulation are the
main culprits, on the contrary, platelet activation and endothelial
dysfunction in atherosclerosis are responsible in arterial thrombosis.
Venous thromboembolism (VTE) is the most prominent manifestation
of thrombophilia.

Inherited abnormalities include deficiencies of antithrombin, protein
C, and protein S, factor V Leiden mutation, and the prothrombin
G20210A mutation. Acquired APC resistance, hyperhomocysteinemia,
sticky platelet syndrome and elevated levels of factors VIII, IX and
X1 also have been associated with an increased risk of VTE.

Acquired thrombophilic disorders are represented by antiphospholipid
syndrome and cancer.

Long-term anticoagulant therapy with warfarin is not recommended in
primary prevention for the thrombophilia carriers, however, short-
term prophylaxis with low-molecular-weight heparin in high risk
conditions is indicated.

For women with thrombophilic defects, the risk of pregnancy loss,
intrauterine growth retardation, placental abruption, severe pre-
eclampsia and the HELLP syndrome is increased about 2-fold.
Obstetric complications, particularly recurrent spontaneous abortions
or intra-uterine fetal death, may be the first manifestation of the
antiphospholipid antibody syndrome. The pharmacological
thromboprophylaxis during pregnancy is useful in patients with
thrombophilic disorders and previous pregnancy complications.'®
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