Diagnostika
trombofilii ve svétle
modernich metod
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Uvod

Trombofilie je charakterizovana hyperkoagulabilitou
azvySenym sklonem k trombdze. Tromboembolické
ptihody! spolu s Zilni trombozou tvori tieti nejcas-
ké chorobé srde¢ni a mozkovém infarktu. Podminky
spojené se zvy$enym rizikem Zilni trombézy mohou
byt bud vrozené nebo ziskané (viz. tabulka 1).

Tabulka 1.

100 %, a to i za pritomnosti heparinu»2. V. méné
nez 5% pripadi je APC rezistence nalezena bez
pritomnosti mutace faktoru V (Leiden), mozna
z divodu jiné neznamé mutace, ale mnohem cas-
téji z diivodu ziskané APC rezistence v dusledku
zvy$ené hladiny F VIII a piitomnosti lupoidnich
antikoagulancii. Tyto ptipady jsou také spojeny se
zvySenym rizikem Zilni trombozy .

Vlastni stanoveni je zalozeno bud na predre-
déni vzorki s faktor V reagenéni plazmou pro
zvySeni specificity k Leidenské mutaci nebo
pfimém inkubovani vzorku s APTT reagencii
v pritomnosti resp. nepfitomnosti aktivovaného
proteinu C (APC). Vysledek je pomérem téchto
dvou stanoveni, kdy pozitivni pacienti maji pomér
pod 2,111,

Dédi¢né trombofilie

Ziskané trombofilie

APC rezistence/Mutace FV Leiden*?

Antifosfolipidové protilatky

Antitrombin - deficit pod 60 %*

- lupus antikoagulans- pozitivita alespoii
2 fosfolipid dependentnich testtl

Faktor VIII - zvySend hladina nad 140 %°

- antikardiolipinové protilatky

Hyperhomocysteinemie®’

- protilatky proti beta-2-glykoproteinu I

Protein C deficit pod 60 %*

Zvysené hladiny faktora VIII, IX, XI

Protein S deficit pod 63 % u muzii a 54 % u zen’

Ziskané deficity inhibitorti koagulace

Prothrombinova mutace 20210G>A (faktor II) 1

Jedinci vhodni pro vysetieni

Mezi jedince s vysokym rizikem Zilni trombdzy patii
pacienti s pozitivni osobni nebo rodinnou anamné-
zou trombdzy, manifestaci trombembolické nemoci
(TEN) do 45 let véku, manifestaci TEN v neobvyklé
lokalizaci a u Zen manifestaci v priibéhu téhotenstvi
nebo na hormonalni 1é¢bé.

Identifikace trombotickych rizikovych faktori
a diagnostika trombofilie pfispiva k pé¢i o pacienta
mnoha zpisoby. Takova diagnostika je zaloZena
na zjisténi osobni a rodiné anamnézy trombézy
(zejména v obdobi dospivani a u mladych zen pred
porodem), klinické manifestace trombembolické
nemoci a laboratornim testovani.

Specificka vysetieni trombofilnich
marker

Rezistence na aktivovany protein C (APCR)
Snizeny pomér koagula¢nich ¢ast ziskanych
s a bez vnéjsiho pridavku aktivovaného proteinu
C je znakem rezistence na aktivovany protein C
(APCQC), jejiz pri¢inou je mutace faktoru V (Leiden),
kterd je spojena se zvy$enym rizikem hluboké Zilni
trombdzy. Citlivost a specificita vySetfeni je kolem

Alternativni metodou je vyuziti inkubace s FV aktiva-
torem z hadiho jedu Daboia russelli a nasledné iniciaci
koagula¢ni reakce s FV dependentnim protrombi-
novym aktivatorem z hadiho jedu Notechis scutatus
scutatus v pritomnosti resp. nepfitomnosti APC. Tato
metoda poskytuje vyssi specifitu jednak vii¢i jednot-
livym muta¢nim staviim FV Leiden (homozygot vs.
heterozygot) a také vii¢i negativnim vzorkaim'.

Faktor V (Leiden)

Mutace 1691G>A v genu pro faktor V, nazyvana
téz Leidenskd mutace, zptisobuje pozitivni nalez re-
zistence na APC. Mutace Faktor V (Leiden) zvysuje
priblizné 7x riziko Zilnich trombdz u heterozygot-
nich jedinct a 80x zvysuje riziko u homozygotnich
jedincti'®.

Stanoveni vychazi z amplifikace genomického ma-
teridlu pomoci polymerdzové fetézové reakce'”'s.
Kli¢ovymi komponentami PCR reakce jsou dva olio-
gonukleotidové primery, deoxyribonukleotidtrifosfd-
ty a teplotné rezistentni DNA polymerdza (Taq).

Stanoveni mutace FV:Q506 poprvé popsal Bertina
a kol."za vyuziti enzymatického $tépeni PCR pro-
duktu pomoci restrikéniho enzymu Mnl I a nasledné
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separace produktll na agarézovém gelu. Vysledny
pocet a velikost fragmenti indikuje ptitomnost resp.
nepfitomnost mutace.

Na zakladé¢ presného sekvenovani bylo v posledni
dobé odvozeno nékolik dal$ich metod pro stanoveni
mutace faktoru V 1691 G-A. Tyto metody modifikuji
avylepsuji piivodni stanoveni* chemiluminiscen¢ni
detekei*, umoziuji provedeni PCR z plné krve?,
vyuzivaji dvoufdzovou PCR s pouzitim dvou
restrikénich enzymd Mnl I a Nla III*, pouzivaji
alelicky specifické proby**2, zavadéji rozpoznévaci
mista Taq 1* a Hind III*%, kombinuji se s ELISA
stanovenim?® a kapildrni elektroforézou®. Posledni
nejnovéj$i metody pouzivaji alelické specifické
primery bez nutnosti izolace DNA.

Protein C

Protein C je vitamin K dependentni protein, ktery
je v plazmé pritomen ve formé zymogenu. Protein
C je aktivovan in vivo trombinem v pritomnosti
trombomodulinu.

Deficit proteinu C mtiZe byt detekovan chromogen-
ni nebo koagula¢ni metodou. Koagula¢ni metody
mohou byt na bazi aPTT nebo RVV (Russel Viper
Venom), z nichz kazdy muZze davat fale$né vysoké
vysledky v pritomnosti pfimych inhibitort trombinu,
proto se dnes takika vyhradné pouziva chromogenni
metoda. U testl zaloZenych na aPTT muze lupus
antikoagulans zpusobit fale$né vysoké vysledky, stejné
jako zvy$ené hladiny faktoru VIII nebo pfitomnost
mutace F V Leiden miize zpusobit fale$né nizké
vysledky. Heterozygotni forma mutace F V Leiden ne-
ovliviiuje testy na bazi RV'V, ale nékteré prace udavaji
¢astecné snizeni PC u homozygotii na FV Leiden®.
Lupus antikoagulans hladinu proteinu C neovliviiuje®’.

Protein S a C4 vazebny protein

Priblizné 65% proteinu S cirkulujiciho v plazmé
je vazano na C4 vazebny protein. Zvysené hladiny
C4 vazebného proteinu mohou zpiisobit snizenou
hladinu volného proteinu S a nédsledné zvysené
riziko trombdzy.

Funkéni aktivita celkového proteinu S (PS), ko-
faktoru aktivovaného proteinu C (PC), je méfena
jako mira prodlouzeni protrombinového casu
v piitomnosti hovéziho tromboplastinu, kalciovych
iontf a aktivovaného proteinu C. Hladina je pak
pfimo umérnd prodlouzeni protrombinového ¢asu
v pfitomnosti protein S deficitni plazmy. Aktivova-
ny protein C (aPC) je tvofen aktivaci PS deficitni
plazmy s protein C aktivatorem.

Detekce deficitu proteinu S muze byt komplikova-
na, protoze protein S je v krevnim fecisti ve dvou
formach - vazany na C4b protein (60 %) a volny
protein S (40 %).

Stanoveni volného proteinu S na rozdil od celkového
netrpi zadnou interferenci, jelikoz je zaloZeno na
imunostanoveni pomoci mikrolatexu (latex imu-
noassay LIA). V prvni fézi je volny protein S diky
vysoké afinité navazan na latexové Castice s C4b
vazebnym proteinem. Volny protein S absorbovany
na C4BP latexové mikrocéstice spousti aglutinacni
reakei s druhou latexovou reagencii, ktera obsahuje
monoklonélni protilatku citlivou na lidsky protein
S. Akutni faze rdznych onemocnéni (napt. zanét)
muze snizit protein S in vivo, a to je ¢astou pric¢inou
nizké celkové hladiny proteinu S nebo volného
antigent vysledky. Mechanismus je pri¢itan C4b-
vazebnému proteinu, ktery se zvysuje béhem akutni
faze onemocnéni. C4BP se vaze na protein S, ¢imz
se snizuje mnozstvi volného proteinu S. Pokud je
protein S vazan na C4BP je v podstaté inaktivovan.
Hlavni nevyhodou stanoveni volného proteinu
S je, ze typ II deficitu neni mozné stanovit®, nic-
méné vétsina dédi¢nych deficitli proteinu S je typu
I (kvantitativni).

Antitrombin

Deficit antitrombinu je mozné detekovat chromo-
genni nebo koagula¢ni metodou. V soucasné dobé
se doporucuje chromogenni metoda pro jednodussi
provedeni. Celkové lze fici, ze chromogenni metoda
je méné nachylna k interferenci nez u stanoveni
proteinu C nebo proteinu®. Pro stanoveni aktivity
antitrombinu jsou chromogenni testy zalozené
na detekei zbytkové aktivity ITa nebo Xa- pomoci
chromogenniho substratu, které nejsou ovlivnény
heparinem. Testy na bazi detekce trombinu (Ila),
mohou byt teoreticky falesné ovlivnény zvysenou
hladinou heparin kofaktoru II. Testy na bazi F Xa
mohou byt méné citlivé na deficity typu I nez testy
na bazi ITa*. Pfimé inhibitory trombinu mohou
fale$né zvysit vysledky testl na bazi Ila, ale ne na
bazi Xa®.

Kardiolipinové protilatky a protilatky proti p2-
Glykoproteinu I

Antikardiolipinové protilatky ttid IgA, IgG, IgM
jsou spojeny s antifosfolipidovym syndromem.
V ptipadé hladin > 40 GPL jednotek zvy$uji riziko
zilni trombdzy 5 az 8nasobné. IgG protilatky jsou
prediktivnim markerem aktivity onemocnéni,
zatimco IgM protilatky se vyskytuji Castéji u po-
lékovych poruch a infekénich onemocnéni (napft.
syfilis). Vyssi titry protildtek obvykle souvisi s vétsim
rizikem trombozy.

Vyskyt protilatek proti p2-glykoproteinu I t¥id IgA,
IgG, IgM je spojen s antifosfolipidovym syndromem
ajejich pritomnost je vice specifickd nez pfitomnost
protilatek proti kardiolipinu. Jedinci, ktefi jsou



pozitivni pouze na pritomnost protilatek proti
kardiolipinu a nikoli na ptitomnost protilatek proti
B2-glykoproteinu I, maji vy$si pravdépodobnost, Ze
tento stav je zptsoben infekci (varicella, zardénky,
adenovirus, HIV) nebo dusledkem 1é¢by (amoxi-
cilin, chlorpromazin, hydralazinu) nez samotnym
antifosfolipidovym syndromem.

Stanoveni protilatek je mozné provadét ELISA
metodikami nebo novéji chemiluminiscenénimi
stanovenimi disponujicimi vys$si sensitivitou. ELISA
metodiky vyuzivaji lokalné standardizované mono-
klondlni protilatky (nejcastéji Louisville reference
aCL IgG a IgM dle LAPL-GM-200 G1-G6 a LA-
PL-GM-200 M1-M6 a tzv. Harrisovy standardy).
Chemilumiscenéni stanoveni je zaloZeno na pfimé
chemiluminiscenci, kdy chemiluminiscen¢ni sig-
ndl je pfimo umérny koncentraci aPL ve vzorku.
Standardizace téchto testd je opét na Harrisovy
standardy®. Vys§i sensitivita téchto testd muze byt
déna niz$im fedénim vzorku (1:10) oproti ELISA
metodikam (1:100), coz ma za nasledek vys$si kon-
centraci b2GPI a takto saturovany veskery kardio-
lipin na pevné fézi.

Antigen

Magneticka castice

X v koagula¢nim systému a takto obchazi vnitfni
cestu koagulace, coz vylucuje interfenci zptisobenou
inhibitory faktort VIII, IX, XI a XII. Nekorigovany
dRVVT cas ve smésnych testech vylucuje deficit
faktort, zejména téch vyvolanych 1é¢bou warfari-
nem. Fale$né prodlouzené dRVVT ¢asy mizeme
pozorovat u pacientt lé¢enych heparinem v dévce
> 1,0 IU / ml. Fale$né negativni dRVVT test muize
byt pti kontaminaci plazmy zbytkovymi destickami.
Vzorky se stfedni az tézkou hepatitidou nebo lipémii
nemohou byt vysetfeny.

Normalizace APTT po pridani hexagonalni faze
fosfolipidu je povazovana za potvrzeni pfitomnosti
lupus antikoagulans a zvy$ené riziko trombozy.
Senzitivita a specificita tohoto testu je 96 % a > 95 %,
resp. fale$né pozitivni vysledek mtize byt pozorovan
u specifickych inhibitort faktort (faktort VIII a V)
a ptimych inhibitortl trombinu. Zatimco fale$né
negativni nalezy jsou vzacné. Pokud je klinické
podezieni na LA je vysoké, je navrzeno provedeni
dRVVT screeningu s reflexni dRVVT konfirmaci
hexagondlni strukturou a dRVVT 1:1 smésnym
testem.

Isoluminol znacena anti-human
protilatka

Opticka reakce
spousténaH,0,;a
katalyzatorem

Anti-CL nebo Anti-B,GPI
protilatka z plasmy pacienta

Obr.¢. 1 Schéma chemiluminiscencni detekce antifosfolipidovych protildtek

Lupus antikoagulans

PTT-LA s reflexni konfirmaci hexagonalni
strukturou fosfolipidi a dRVVT screening

a konfirmace

Lupus antikoagulans je skupina nespecifickych
protilatek, které prodluzuji koagula¢ni ¢as véech fos-
folipid dependentnich koagula¢nich testtL. Protilatky
lupus antikoagulans se z ¢asti vdZou na hexagonalni
fazi fosfolipidi.

Screening Lupus antikoagulans pomoci koa-
gula¢niho testu s diluovanym jedem Russelovy
zmije (DRVVT) vyuziva pfimé aktivace faktoru

Faktor VIII

Faktor VIII je reaktant akutni fize a zvy$eni hladi-
ny je pozorovano pii zvy$eném stresu, po operaci
a u zanétlivych stavil. Zvy$ené hladiny jsou také
pti narozeni a béhem téhotenstvi. Zvysené hladiny
jsou spojeny se zvySenym rizikem pro Zilni trom-
bozy* .

Pro stanoven{ hladin F VIII mtizeme pouzit klasickou
jednokrokovou analyzu s FVIII deficitni plazmou nebo
modernéj$i metodiky. Jednou z nich je dvoukrokokova
analyza. Kdy adsorbovand plazma pacienta (adsorpce
s AI(OH),, kterd odstranuje faktory II, VII, IX a X)
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se smicha s aktivnim sérem (zdroj FIX, FX, FXIa),
s faktor V standardni plazmou, vdpnikem a fosfolipidy
za tvorby faktoru Xa. Nasledné se vytvoreny faktor
Xa stanovuje koagula¢né. Velmi obdobné je chromo-
genni stanoveni vyuzivajici rozkladu chromogenniho
substratu vzniklym FXa. Nicméné pro vechny typy
analyz plati, Ze je nutné prizptsobit kalibraci metody
méfenému rozsahu, ktery se miize v ptipadé trombo-
filniho rizika pohybovat od 1 do 8 TU/ml.

Homocystein

Urovné jsou zvy3eny u nasledujicich stavii: kardio-
vaskularni onemocnént, deficit vitaminu B , a folat,
chronické onemocnéni ledvin, homocystinurie,
hypotyreodza, vybrané malignity, u jednotlivci,
jejichzZ strava je bohatd na metionin (vysoky piijem
masa), u kutdki a u osob lé¢enych kortikosteroidy,
metotrexatem, cyklosporinem, antagonisty vitaminu
B6 (isoniazid, azauridine, penicilamin, prokarba-
zin), antikonvulziva (fenytoin, karbamazepin) a S-
adenosyl-methionin. Pokud se vyskytne soucasné
s mutaci faktorem V (Leiden), riziko Zilni trombdzy
stoupa synergicky®. Fale$né zvysené hladiny muize
pozorovat, pokud sérum nebo plazma neni oddélena
od ¢ervenych krvinek do 1 hodiny od odbéru.

Hladina homocysteinu je sniZena v téhotenstvi (s vy-
jimkou nositelek plodu s vadou neuralni trubice)
a u Zen uzivajicich antikoncepci nebo hormonadlni
substitu¢ni terapii.

Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR)
DNA Mutation Analysis

Homozygotni forma mutace MTHFR (677C> T) je
u fady ptipadu pri¢inou hyperhomocysteinémie,
a s tim spojenym zvy$enym rizikem arteridlni
a zilnf trombozy, stejné jako se zvy$enym rizikem
porodnich komplikaci (napt. preeklampsie, abrupce
placenty, zpomaleni rtstu plodu nebo narozeni
mrtvého plodu) *. Heterozygotni nosici této mutace,
pri neexistenci deficitu vitaminu, maji normalni
plazmatickou hladinu homocysteinu.

Globalni testy

Trombin generacni test

Trombin generaéni test (TGT) predstavuje vySeteni
zaloZené na bazi monitorovani produkce trombinu
fluorogennim substratem po iniciaci reakce aktivaci
koagula¢ni kaskddy pomoci externé pridaného
tkanového faktoru.

Vlastni stanoveni je zaloZeno na odstranéni zakladni
prekazky méfeni trombinu, tj. velmi kratkém polocasu
zivota molekuly trombinu, ¢ehoZ je dosazeno ptimou
indukci generace trombinu v méfici kyveté prostted-
nictvim tkanového faktoru. Vznikly trombin je nasled-
né detekovan pomoci fluorogenniho substratu.

Obr. ¢.2 Analyzator s fluorimetrickou detekci
Stanoveni ma Siroké diagnostické pouziti, coz umoz-
fuje zna¢na laboratorni variabilita provedent testu.
Je mozné modifikovat koncentrace tkanového fakto-
ru v pomérné velmi Sirokém rozmezi ¢i pfitomnost
fosfolipidu. Tyto faktory ndm umoznuji optimali-
zovat laboratorni stanoveni pfesné pro zamysleny
diagnosticky tcel - stanoveni vlivu mikropartikuli
na aktivaci koagula¢niho systému pfi méfeni z plné
krve, monitoraci vlivu endotelovych markert nebo
komplexni vliv jednotlivych trombofilnich rizik®.

Aspekty odbéru vzorki

Stanoveni fady trombofilnich markert ovliviuji
antikoagulancia a také zbytkové desti¢ky, které
jsou zdrojem fosfolipidovych povrchu. Pti klinické
indikaci je moZné nahradit peroralni antikoagula¢ni
1é¢bu heparinem po dobu 7 az 10 dnti s naslednym
vysazenim heparinu a odebranim vzorku po 12-24
hodinach od vysazeni®.

L

Obr. ¢. 3 Moderni ultracentrifuga k rychlé separaci
bezdestickové plazmy



Desticky vyrazné snizuji citlivost testovani anti-
fosfolipidovych protilatek, a tak musi byt vzorek
centrifugovan dvakrat po dobu 15 minut pfi 1500 g
a nebo filtrovany pres 0,22 mikront pro odstranéni
destic¢ek pred zamrazenim*. Dnes se mikrofiltrace
uz nedoporucuje z divodu ztraty aktivity nékte-
rych faktort krevniho srdzeni. Nicméné konecny
pocet desticek po dvojnasobné centrifugaci musi
byt <10000 desticek/pl plazmy (<5.000 destic¢ek /
pl idedlné).

Z modernich metod lze pouzit ultracentrifugace na
modernich centrifugdch umoznujicich separaci az pri
7000 ot./min., coz odpovida 4000 g (polomér rotoru
je pouze 7,5 cm). Vyhodou této metody separace je
vyrazné zkraceni ¢asu, jelikoz pro adekvatni (pocet
plt pod 10x109/1) separaci postacuji 2 - 3 min.
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