Návrh na zřízení center pro komplexní péči o nemocné s poruchami hemostázy

Cíl

Cílem zřízení center je soustředění personálních a přístrojových prostředků, které jsou nutné ke stanovení poruch hemostázy, dispenzarizace nemocných s poruchami hemostázy a optimální vedení jejich léčby.

Návrh České hematologické společnosti ČLS JEP (dále jen ČHS) vychází ze snahy o racionální centralizaci péče o nemocné s definovanými poruchami hemostázy s úkolem zajistit optimální diagnostiku a sledování těchto jedinců při co možná nejnižších nákladech.

Zdůvodnění

Zkvalitnění péče o definované krvácivé a trombofilní stavy  ve  smyslu zlepšení a zefektivnění diagnostiky a léčby těchto osob, systematická péče s důrazem na interdisciplinární spolupráci a prevenci.

Vrozené krvácivé poruchy jsou vzácná onemocnění. Nejčastějšími vrozenými krvácivými chorobami jsou von Willebrandova choroba a hemofilie. Celoživotní nutnost rychlé dostupnosti substituční léčby v případě krvácení, rehabilitace po léčbě, zajištění všech chirurgických výkonů a sledování či léčba případných následků dříve používané substituční terapie vyžadují celoživotní sledování a dispenzarizaci nemocných. Současně při relativně malém počtu těchto nemocných (hemofiliků kolem 700 v ČR) je vhodné jejich soustředění na několik pracovišť majících dostatečné znalosti a zkušenosti s danými krvácivými stavy i možnosti jejich laboratorní diagnostiky. Kromě těchto dvou nejčastějších onemocnění však vrozené poruchy hemostázy zahrnují i mnohá další onemocnění, jejichž frekvence je podstatně nižší. O to více je akcentovaná potřeba péče specialisty se zkušeností s daným onemocněním. Závažné získané krvácivé stavy, které by měly být sledovány a léčeny v uvedených centrech, jsou především získané inhibitory koagulačních faktorů.

Defekty, které zvyšují pohotovost k trombóze a trombembolickým komplikacím jsou častější něž krvácivé, ale obecně je lékařská veřejnost o jejich výskytu dosud nedostatečně informována (objevy posledního desetiletí).  Jejich diagnostika je náročnější a vyžaduje pracoviště s dostatečnými zkušenostmi především s ohledem na určování tíže defektu a délku případné antikoagulační léčby. Vzhledem k celoživotnímu ohrožení trombózou a trombembolickými komplikacemi je nutné i tyto jedince celoživotně dispenzarizovat.

Definice

Centra  pro komplexní péči o nemocné s poruchami hemostázy zajišťují dispenzární péči nemocných s dědičnými a některými získanými (např. lupus antikoagulans) poruchami hemostázy (jak krvácivými, tak trombotickými). Jsou vybavena pro diagnostiku i  léčebně preventivní péči těchto stavů. Dle velikosti a … lze definovat dva typy center 

· Centra  pro komplexní péči o nemocné s poruchami hemostázy 

· Regionální centra pro specializovanou péči o nemocné s poruchami hemostázy

Vedení

Metodické vedení center zajišťuje  příslušná sekce a komise české hematologické společnosti ČLS. Centrum vede dispenzář nemocných hemofilií, von Willebrandovou nemocí, dalších vrozených krvácivých a trombofilních stavů, a určených závažných získaných stavů.  

Legislativa

· centra jsou jmenovaná MZ na podkladě doporučení ČHS a  „akreditační komise“ na dobu pěti (?) let ( ?veřejná soutěž, žádost pracoviště na ČHS?)

· v centrech jsou nutné pravidelné kontroly úrovně péče, na které se podílí ČHS ČLS ve spolupráci s MZ?, ČLK? - možnost odebrání jmenování při nedostatečné úrovni (bude nutné dopracovat v souvislosti se zavedením akreditací, systému správné laboratorní praxe a dalších) – akreditace 

· podmínkou je účast v cyklech externí kontroly kvality včetně získání příslušných certifikátů, zavedení správné laboratorní praxe či systému managementu jakosti, splnění níže uvedených kritérií (viz Náplň) a ev.další 

Použitý materiál 

Metodický návod o komplexní péči o nemocné s hemofilií a dalšími chorobami hemostázy Č.j. LP/1-271-7.3.1989.

Spolupráce center

· centra navzájem spolupracují v oblasti diagnostiky i léčebně preventivní péče

· zástupci jednotlivých center – jsou buď členy nebo úzce spolupracují s komisemi ČHS pro hemofilii a sekcí pro trombózu a hemostázu - navrhují výboru ČHS řešení vzniklých problémů.

· Regionální centra jsou metodicky řízena centry?

Nemocný má právo volby centra, kde bude dispenzarizován. Centrum po domluvě s nemocným domluví možnost ošetření v blízkosti bydliště v případě potřeby. U hemofiliků zařazuje nemocné do domácí léčby, tuto zajišťuje a vede její dokumentaci, ev. toto zajištění a vedení může po řádném zaučení nemocného předat pracovišti v blízkosti bydliště postiženého.

Personální obsazení

Uvedené personální obsazení se týká požadované odbornosti zaměstnanců, počty vyplývají z velikosti vlastního centra a příslušné legislativy.

· lékař s atestací z hematologie a transfúzní služby pro činnost LPP

· erudovaná zdravotní sestra 

· laboratorní pracovník - vysokoškolák nelékař se zkouškou z hematologických vyšetřovacích metod nebo lékař s atestací z hematologie a transfúzní služby

· laborantka s atestací z hematologie a transfúzní služby

Regionální centra pro specializovanou péči o nemocné s poruchami hemostázy

RC zajišťují základní diagnostickou a preventivně léčebnou péči o nemocné s poruchami krevního srážení pro oblast cca 200 000 – 400 000 obyvatel.

Náplň činnosti

· diagnostika poruch hemostázy (krvácivých i trombofilních, vrozených i získaných).

· léčebně preventivní péče o nemocné s poruchami hemostázy trombofilními stavy v rámci daného příp. smluvního zařízení

· depistáž  vrozených defektů, vč. vyšetření pokrevních příbuzných rodin, a vybraných získaných defektů (APS),

· účast na dispenzární péči ve spolupráci s Centrem pro komplexní péči

· zajišťovat osvětovou a vzdělávací činnost v problematice hemostázy v daném regionu

Diagnostika

Laboratoř musí být schopna zajistit pro svoji spádovou oblast diagnostiku a diferenciální diagnostiku poruch hemostázy (jak krvácivých tak trombotických) – minimálně: 
· dostupnost základního vyšetření hemostázy po dobu 24 hodin: trombocyty, aPTT, protrombinový čas (INR), fibrinogen, trombinový čas, AT, D-dimery.

· stanovení aktivity FVIII, FIX, RiCo, APC-rezistence nebo ProC Global, 

· screening na detekci specifických i nespecifických inhibitorů

· zajištění molekulárně biologických vyšetření (dostupnost v jiném zařízení)

· kontrolu výtěžnosti FVIII v plazmě pro potřeby transfúzních oddělení (je-li TO požadováno)

· odpovídající laboratorní kontrolu antikoagulační, trombolytické a protidestičkové léčby

Léčebně preventivní péče

zajištění

· lékařské ambulantní služby pro potřebu dispenzarizovaných nemocných vlastních i z jiných oblastí ČR

· sledování antitrombotické prevence a léčby u rizikových nemocných

· metodické vedení antitrombotické prevence a léčby na klinických odděleních či ambulancích  v daném regionu

· správného zabezpečení nemocných s rizikem trombembolických komplikací v klinických oborech včetně jejich přípravy k operaci

· substituční léčby u nemocných s poruchou hemostázy včetně hemofílie v rámci neodkladné péče i na jiných odděleních nemocnice

· konziliární služby u všech i sekundárních poruch hemostázy na jiných odděleních nemocnice

· hospitalizace dispenzarizovaných nemocných na odpovídajícím oddělení nemocnice

· vyšetření pokrevních příbuzných rodiny postiženého v případě dědičného onemocnění

· včasné odeslání nově diagnostikovaných přenašeček hemofílie k vyšetření v centru  pro komplexní péči o nemocné s poruchami hemostázy

· spolupráce s ostatními obory - stomatologie, ortopedie, gynekologie, psychologie, rehabilitace, genetika, neurologie, chirurgie a dalších

· kompletní kartotéky dispenzarizovaných osob a tam, kde je možné, vydávání průkazu o poruše hemostázy

· edukace lékařů, dalších zdravotníků i nemocných

· metodické vedení LPP se zaměřením na poruchy hemostázy ve spádové oblasti

Centra  pro komplexní péči o nemocné s poruchami hemostázy 

Jedná se o velká centra většinou při fakultních či velkých okresních nemocnicích. Měly by zabezpečit péči pro oblast cca  1,5 - 2 mil.obyvatel.

Náplň činnosti

· diagnostika poruch hemostázy (krvácivých i trombofilních)

· léčebně preventivní péče o nemocné s poruchami hemostázy (zajištění komplexní ambulantní i nemocniční péče po celých 24 hodin v rámci daného příp. smluvního zařízení) včetně zajištění domácí léčby 

· vytváření a udržování registrů nemocných s poruchami hemostázy 

· dispenzarizace těchto postižených (včetně pravidelných laboratorních kontrol u nemocných léčených krevními deriváty); pravidelně jednou ročně zasílají seznam evidovaných nemocných hemofilií a von Willebrandovou nemocí na pracoviště pověřené MZ (včetně dětských nemocných), event. ostatních vrozených stavů

· depistáž  defektů,  vyšetření rodin 

· sledování spotřeby krevních derivátů a jejich evidence

· vytváření doporučených diagnostických a léčebných postupů u  nemocných s krvácivými a trombofilními stavy ve spolupráci s ostatními společnostmi. Tuto činnost koordinuje mezioborová sekce pro trombózu a hemostázu ČHS ČLS.

V případě, že zaměstnancem centra není pediatr, pověří centrum péči o děti a dorost smluvního pediatra.

Diagnostika

Laboratoř musí být schopna zajistit pro svoji spádovou oblast diagnostiku a diferenciální diagnostiku poruch hemostázy (jak krvácivých tak trombotických) 

· dostupnost základního vyšetření hemostázy po dobu 24 hodin: trombocyty, aPTT, protrombinový čas (R, INR), fibrinogen, trombinový čas, ATIII, stanovení solubilních komplexů fibrinových monomerů, D-dimery, euglobulinová lýza.

· stanovení FVIII:C, FIX:C, von Willebrandova faktoru (EID, ELISA, RiCo), stanovení specifického inhibitoru (Bethesda jednotky) – v případě potřeby i v době pracovního klidu

· ostatní testy - minimálně: doba krvácení Simplate (či adekvátní), další koagulační faktory, stanovení aktivity a  antigenu přirozených inhibitorů krevního srážení,  vyšetření na lupus antikoagulans (včetně konfirmačních testů), agregace krevních destiček (včetně ristocetinu)

· zajištění molekulárně biologických vyšetření

· kontrolu výtěžnosti faktorů v plazmě pro potřeby transfúzních oddělení (je-li TO požadováno)

· odpovídající laboratorní kontrolu antikoagulační, trombolytické a protidestičkové léčby

Léčebně preventivní péče 

zajištění

· lékařské ambulantní služby pro potřebu dispenzarizovaných nemocných vlastních i z jiných oblastí ČR

· dostupnosti lékaře z centra v době pohotovostní služby

· sledování antitrombotické prevence a léčby u vysoce rizikových nemocných

· metodické vedení antitrombotické prevence a léčby na klinických odděleních či ambulancích  v daném regionu

· správné zabezpečení nemocných s rizikem trombembolických komplikací v klinických oborech včetně jejich přípravy k operaci

· substituční léčby u nemocných s poruchou hemostázy včetně hemofilie i na jiných odděleních nemocnice

· konziliární služby u všech i sekundárních poruch hemostázy na jiných odděleních nemocnice

· hospitalizace dispenzarizovaných nemocných na odpovídajícím oddělení nemocnice, většinou interním či dětském, pokud v nemocnici nejsou specializovaná hematologická lůžka pravidelné dispenzární vyšetření: HBsAg a protilátek, antiHIV (souhlas nemocného!), anti HCV ev.další virologie či serologie dle aktuálních doporučení MZ či hygienika, jaterní testy (minimálně AST,ALT)

· zajištění vyšetření rodiny postiženého v případě dědičného onemocnění

· genetické vyšetření příp. i  ve spolupráci s oddělením lékařské genetiky a ÚHKT v Praze

· včasné vyšetření přenašeček hemofilie, včetně spolupráce na ev.prenatálním vyšetření

· spolupráce s ostatními obory - stomatologie, ortopedie, gynekologie, psychologie, rehabilitace, genetika, neurologie, chirurgie a dalších

· kompletní kartotéky dispenzarizovaných osob a vydávání průkazů o poruše hemostázy

· edukace lékařů, dalších zdravotníků i nemocných

· metodické vedení regionálních center

Rozdělení center

Centrum lze v případě nutnosti výjimečně rozdělit na dvě části a každá může pracovat samostatně:

Péče o krvácivé stavy

Tato část zahrnuje v podstatě tzv. hemofilická centra, která zajišťují péči o nemocné s vrozenými krvácivými defekty.

Péče o trombofilní stavy

Centrum by mělo zajišťovat veškerou péči týkající se nemocných s vrozeným či závažným získaným trombofilním defektem.

Přístrojové vybavení 

Minimální vybavení

Laboratoř centra by měla být vybavena minimálně následujícími přístroji

· koagulační automat, 

· automatický analyzátor krevních elementů, 

· agregometr

K dispozici (dostupnost)

Centrum musí mít zajištěnou dostupnost (nejlépe ve vlastním zdravotnickém zařízení)

· zařízení na EID, 

· ELISA

· cytoflowmetr

· cycler a další zařízení nutná pro molekulárně genetické vyšetření

Léčba závažných krvácení z pohledu hematologa

M. Penka

OKH FN Brno
Krvácení patří v medicíně k nejobávanějším problémům. V mnoha případech znamená krvácení bezprostřední ohrožení života. Může k němu docházet ze systémových či z místních příčin. Krvácení z místních příčin v důsledku úrazů, poranění, operačních zákroků, porodů apod. lze většinou řešit vedle celkových, účinnými lokálními opatření. Krvácivé projevy z celkových příčin naproti tomu mohou vyžadovat značné diagnostické i terapeutické úsilí. 

Krvácení se dělí dle různých hledisek – na tepenné a žilní, zevní a vnitřní, akutní a vleklé – a podle toho, o jaké krvácení se jedná, k němu přistupujeme i v léčbě. Máme přitom k dispozici řadu léků a opatření. Patří k nim medikamentózní hemostyptika, antifibrinolytika, transfůzní přípravky, ale i krevní deriváty a lokální hemostatické prostředky. Významná jsou taktéž nemedikamentźní opatření.

Z transfůzních přípravků používáme trombocytární koncentrát, čerstvě zmraženou plazmu, kryoprotein a z krevních derivátů koncentráty faktorů protrombinového komplexu, koncentráty faktorů VII, VIII, IX a fibrinogenu. Některé z nich jsou dnes nahrazována rekombinantními preparáty. K těm patří i rekombinantní aktivovaný humánní faktor VII (rhFVIIa).

Zásady indikace jednotlivých přípravků jsou tedy dány rozdílnými aspekty krvácení, mechanismů a příčin jeho vzniku a přihlížejí k poznatkům o patofyziologii krevního srážení a zástavy krvácení obecně, a proto je třeba některé aspekty shrnout a osvěžit. 

Zástava krvácení je dána zacelením defektu cévní stěny primární cévní zátkou vytvořenou agregátem krevních destiček v procesu primární hemostázy. K tomu, aby bylo vytvořeno dostatečně odolné koagulum, je nutné zpevnění primárního trombu fibrinovou sítí. Fibrin je vytvořen v procesu plazmatické koagulace. Celý proces je kontrolován regulačními mechanismy, z nichž nejvýznamnější jsou inhibitory koagulace a fibrinolýza se svými inhibitory.

Na rozdíl od prvotních poznatků o poměrech krevního srážení se dnešní pohled zaměřuje jednak na systémový a lokální charakter procesů, na význam buněčné komponenty v celém spektru vzájemných vazeb, na regulační procesy v hemostáze a koagulaci a na možnost cíleného využití léčebných postupů klasického i moderního zaměření. Důraz je kladen především na funkční stránku celého procesu, především z hlediska rozlišení iniciační, amplifikační a propagační fáze procesů krevního srážení a stadia stabilizace krevního koagula a reparace po jeho vzniku.

Klinicky významná je skutečnost, že protikrvácivá opatření jsou odvislá od toho, zda se jedná o krvácení z destičkových příčin nebo z důvodu poruchy plazmatické koagulace či fibrinolýzy. 

Destičková krvácení jsou krvácení povrchová (slizniční, kožní) a dle časové závislosti na ději vyvolávajícím krvácení časná, která se objevují bezprostředně po poranění či úrazu. U krvácení z poruchy plazmatické koagulace či fibrinolýzy dochází naopak ke krvácením „hlubokým“ a pozdním. Je tedy typické, že se po poranění krvácení vcelku snadno ztiší, ale s odstupem času např. několika hodin se znovu objevuje. Poněkud jiná je ale situace, kdy se setkáváme s kombinovanými poruchami, k nimž patří většina získaných poruch, kde se kombinuje krvácení povrchové a hluboké. I za těchto okolností může ale docházet k převažování jednoho typu krvácení. Obraz krvácení se postupem času v závislosti na vývoji poruchy krevního srážení a v závislosti na léčbě může měnit. 

U destičkových poruch se snažíme korigovat jejich počet nebo funkční stav pomocí převodu destičkových koncentrátů, nebo využíváme nespecifických mechanismů protikrvácivé intervence. Podáváme nespecifická hemostyptika (etamsylát, dobesilát, vasopresin), u nichž by mělo docházet k řadě účinků (např. zlepšení interakce cévní stěny a destiček, vyplavení zásob von Willebrandova faktoru, změny motility kapilár, změny reaktivity a uvolňování cytokinů apod.).

U plazmatických poruch podáváme krevní deriváty nebo transfuzní přípravky, které by měly zajistit substituci chybějícího faktoru nebo faktorů či inhibitorů. Při poruchách vnitřního systému podáváme koncentráty faktorů VIII nebo IX v závislosti na typu poruchy a tento typ substituční léčby je povětšinou spojen s problematikou hemofilie. V případě poruch zevní koagulace bývá substituce prováděna buď plazmou (ČZP) nebo koncentrátem faktorů protrombinového komplexu. V těchto případech se jedná především o řešení získaných defektů – především hepatobiliárních poruch, kdy se u poruchy tvorby K-dependentních faktorů může stav řešit i suplementací K-vitaminu. Jsou však defekty, které shora zmíněných způsoby léčby lze řešit obtížně. Patří sem především defekty faktorů V, XI a především defekty koagulace způsobené inhibitory koagulace. Obecně ale také ty stavy, které běžným léčebným opatřením vzdorují nebo za určitých okolností tato opatření selhávají. Za daných situací jde mnohdy o technicky náročná nebo časově prolongovaná opatření, kvůli nimž není krvácení s potřebnou rychlostí a bez vzniku významných komplikací zvládáno.

Právě v některých ze zmíněných případů může pak nalézt významné využití rekombinantní aktivovaný faktor VII.

Výhodou použití rFVIIa je využití obou cest koagulace s tím, že je „uchopena“ ta cesta, která je plně k dispozici, a dále pak využití bezprostřední interakce mezi plazmatickou koagulací a destičkami s využitím potenciálu biologické aktivity faktorů destičkové membrány při jejich současném deficitu nebo inaktivaci v plazmě. Významnou výhodou je schopnost využití funkčního systému hemostázy při nedostatečnosti jiného systému (např. zvýšené aktivity koagulace u nemocných s trombocytopenií). Velmi podstatným faktem je také to, že rFVIIa působí jen v místě poškozené cévy kde se nachází odpovídající množství TF. Neopominutelné je také to, a s předchozí poznámkou korespondující, že rFVIIa lze účinně využít i u krvácení bez předchozí poruchy koagulace, tedy především u poúrazových krvácení.

V dnešní době se pro svoje vlastnosti a pro výsledky, kterých se v této léčbě dosahuje používá rFVIIa v nejširší indikaci a v následujících byl použit na našem pracovišti:

	hemofilie A či B s inhibitorem

	von Willebrandova choroba jako alternativní léčba k dosavadním postupům v případech ohrožení života

	defekt faktoru XI

	defekt faktoru V (závažný vrozený defekt)*

	defekt faktoru X (amyloidosa)*

	defekt faktoru VII (těžký vrozený defekt)*

	DIC (závažné popáleniny, rhabdomyolýza, purpura fulminans)*

	závažná poporodní krvácení (atonie dělohy)*

	závažná krvácení při poranění (odtržená aorta)*

	závažná krvácení pooperační (mnohočetné extrakce zubů, pooperační krvácení po nefrektomii)*


* (v závorkách jsou uvedeny příklady z vlastní praxe)

Neztišitelné krvácení v intenzivní péči – současné problémy z pohledu intenzivisty

Eduard Kasal, ARK FN Plzeň

Urgentní příjem nemocnice a JIP jsou největšími spotřebiteli krevních transfúzí. Krvácení v intenzivní péči (IP) má řadu příčin – trauma, chirurgické krvácení, hemokoagulační poruchy rozličného původu, vedlejší účinky antikoagulační léčby a další. Léčba těžkého krvácení spočívá v lokálním ošetření zdroje krvácení, objemové resuscitaci, transfuzní léčbě a v podání hemostaticky působících látek. Podání masivních krevních transfúzí je zodpovědné za řadu metabolických změn, vede k TRIM (transfusion related immune modulation) se  zvýšeným výskytem infekčních komplikací, přispívá k progresi hemokoagulační poruchy a multiorgánového poškození a podílí se tak na zvýšení morbidity a mortality. Současným trendem je proto snížit užití allogenní krve a krevních derivátů. Jednou z možností léčby život ohrožujícího krvácení při vyčerpání všech možností konvenční hemostatické léčby je použití rekombinantního aktivovaného faktoru VII (rFVIIa). Tento faktor kromě léčby hemofilií s inhibitory faktorů VIII a IX je užíván jako off label léčba. Podle výsledků řady studií i podle klinických zkušeností jsou jeho hemostatické účinky, lokalizované na místo poraněné cévy bez aktivace systémové hemokoagulační kaskády, přínosem u život ohrožujícího krvácení s vysokým bezpečnostním profilem a nízkým rizikem tromboembolických komplikací. rFVIIa  signifikantně snižuje velikost krevní ztráty a spotřebu transfúzí, umožňuje identifikovat a ošetřit zdroj chirurgického krvácení, je účinný dokonce i u nemocných s hypotermií, pouze těžká acidóza s pH < 7,1 ruší jeho účinek. Alkalizační léčba  natrium bikarbonátem účinnost rFVIIa obnovuje. Správně načasované podání rFVIIa může předejít rozvoji MODS a MOF. Vysoký výskyt multiorgánového poškození prezentovaný v některých studiích je dán opožděným podáním rFVIIa  až fázi dekompenzace šoku s těžkou acidózou a orgánovou hypoperfuzí. Léčebné užití rFVIIa jako doplňkové léčby při komplexní léčbě život ohrožujícího krvácení v intenzivní péči přichází v úvahu v následujících indikacích:

1. chirurgicky neošetřitelné krvácení u traumat

2. krvácení při jaterním postižení – chirurgie jater, krvácení z jícnových varixů 

3. předávkování antikoagulační léčby vedoucí k závažnému krvácení, např. při drobném úrazu hlavy nebo plic u warfarinizovaných, při krvácivých komplikacích u těchto nemocných (žaludeční vřed) nebo při akutní indikaci chirurgického zákroku

4. antagonizace antikoagulační léčby pentasacharidy, např. v případě akutního chirurgického zákroku

5. krvácení způsobené těžkou formou trombocytární dysfunkce

6. při léčení krvácivých komplikací trombolytické léčby

7. těžké poporodní krvácení, kdy racionálně indikovanou léčbou pomocí rFVIIa lze i předejít hysterektomii

8. krvácení způsobené DIC a septickou koagulopatií je velice komplexní problém, jehož řešení vyžaduje úzkou spolupráci s hematologem, nelze dosud považovat za jasnou indikaci pro podání rFVIIa

9. perspektivní užití u intracerebrálních hemoragií nebo/a kontuzí mozku k prevenci zvětšení objemu hematomu a kontuzního ložiska pokračujícím krvácením

Specifickým problémem je monitorování účinnosti hemostatické léčby pomocí rFVIIa. Přestože po podání rFVIIa dochází k mírnému zlepšení některých koagulačních parametrů, neexistuje žádný specifický laboratorní test k posouzení účinnosti této léčby a hlavním kritériem účinnosti léčby zůstává zastavení krvácení a zlepšení klinického stavu nemocného. Kandidátní monitorovací strategií se zdá být trombelastografie a rotační trombelastografie, které měří změny elasticity krevní sraženiny, fibrinolytickou fázi a funkci trombocytů. rFVIIa způsobuje v závislosti na dávce zlepšení všech 3 parametrů.

Vrozené kombinované defekty plazmatických faktorů

Matýšková M., Zavřelová J., 

OKH FN Brno 

Mezi vzácné krvácivé nemoci se řadí vrozené defekty fibrinogenu, protrombinu, faktoru (F) V, FVII, FX a FXIII. Jejich prevalence se udává 1 – 2 pacientů na 10 milionů obyvatel. V porovnání s „běžně“ se vyskytující chorobou von Willebrandovou, hemofílií A, B,  defektem FXI je tato skupina nejen hůře charakterizována klinicky, ale hlavně nemá dobře definována léčebná doporučení. Větší pozornost je této skupině chorob věnována až v posledním desetiletí, kdy se objasnila řada genetických defektů a toto následně vede i ke zlepšení léčebných postupů.

Ještě vzácněji se setkáváme s rodinným výskytem kombinovaných defektů. Příčinou těchto postižení může být jednak koincidence dvou genetických defektů nebo jeden defekt, který postihuje více faktorů. Kombinované defekty jsou velmi vzácné a je zatím popsáno šest typů, z toho nejčastější a lépe definovány jsou pouze typ I a III (viz dále), ostatní se vyskytují velmi zřídka (typ II – FVIII + FIX; typ IV – FVII + FVIII; typ V – FVIII + FIX + FXI; typ VI – FIX + FXI) . 

Kombinace snížení FV a VIII (typ I) byla poprvé popsána v roce 1954, především z oblasti středního východu. Hladina faktorů se pohybuje mezi 5 – 30%. Dědičnost je většinou autozomálně recesivní a u postižených jsou lehké až střední krvácivé projevy. U některých rodin se jedná o výskyt dvojitých heterozygotů pro hemofílii A a defekt FV. U dalších byly nalezeny dva typy poruch. Asi u dvou třetin případů se nalezla mutace na chromozomu 18 v části kódující tzv. lektin manóze vázající protein (LMAN1), také zvaný ERGIC-53, který byl popsán v r.1988. Protein zajišťuje transport obou faktorů přes endoplazmatické retikulum-Golgiho aparát. Vadný protein není schopen vázat a přenášet kofaktory FV a VIII a tím dochází k jejich nedostatku. U ostatních rodin je popsána mutace na chromozomu 2 v genu zvaném MCFD2 („multiple coagulation factor deficienty 2 gene“). Tento gen kóduje protein, který se váže v komplex s LMAN1 a má funkci kofaktoru při intracelulárním přenosu FF V a VIII.

Mnohočetný nedostatek K-dependentních faktorů (označován také jako typ III) – FII+ VII + IX + X současně s proteinem C a S je autozomálně recesivně dědičný. Zatím je popsána porucha na úrovni poruchy jaterní karboxylace – defekt na chromozomu 2 v GGCX genu (gen pro gama-glutamyl karboxylázu). Jako další je popsána mutace genu VKORC1 („vitamin K epoxid reduktase komplex subunit 1“). Toto postižení bylo poprvé popsáno v r. 1966. U  nemocných se nesmí zapomínat, že se jedná o postižení všech K-dependentních proteinů, tzn. i proteinů kostního metabolismu. U části nemocných je popsána klinická odpověď na vysoké dávky K vitaminu. 

U všech zmíněných typů závisí klinické projevy na tíži defektů. V některých případech jsou nositelé asymptomatičtí, většinou se však (zejména u defektu K-dependentních proteinů) setkáváme s těžkými krvácivými projevy.  Laboratorní nálezy odpovídají typu kombinace a tíži postižení.

Fibrinolýza a proteolýza – novinky a otazníky 2005

J. Novotný, M.Penka, M. Matýšková, A.Buliková, M.Šlechtová, P. Smejkal, Z.Čech,

J.Zavřelová

OKH a TO&KB Fakultní nemocnice Brno

Jihlavská 20, 625 00 Brno

novotnyj@fnbrno.cz

     V současnosti je zcela zřejmé, že fibrinolytický systém zastává v organizmu řadu důležitých rolí mimo úzké hranice  hemostázy. Vedle významného podílu na regulaci fluidokoagulační rovnováhy zasahuje fibrinolýza jak přímo prostřednictvím plazminu, tak i nepřímo přes aktivaci matrix-metaloproteináz a štěpením jiných proteinů do procesů remodelace extracelulární matrix, proliferace a diferenciace buněk, modulace migrace buněk, řízení imunitní odpovědi a do v současnosti ostře sledované oblasti modulace angiogeneze, neoangiogeneze a růstu i metastázování maligních nádorů. Fibrinolytický systém může být aktivován, podobně jako koagulační kaskáda, vnější i vnitřní cestou a rovněž analogicky ke koagulační kaskádě zde hraje zásadní úlohu aktivace zevní cestou přes liberaci tkáňového aktivátoru plazminogenu ( tPA).

     Podíl poruch fibrinolýzy na vzniku a/nebo manifestaci hyperkoagulačních příhod v tepenné i žilní oblasti není v současnosti přesně znám a je různými autoritami odhadován v širokém rozmezí mezi 0 – 20 %. Například de Moerloose a kol. ve svém přehledném článku, zabývajícím se klinickým významem jednotlivých vyšetření antitrombotického potenciálu uvádějí, že testy na přítomnost hypofibrinolýzy ( s vyjímkou dysfibrinogenémie, kdy vlastně nejde o poruchu v oblasti faktorů fibrinolytického potenciálu) patří mezi testy s diskutabilním klinickým významem (de Mooerloose et al,STH 1998, 24,4). Je tomu tak nejspíše proto, že zatím nemáme k dispozici spolehlivý test, který by jednoznačně detekoval klinicky významnou hypofibrinolýzu a navíc k nejasnostem v této oblasti přispívají i hemostazeologické paradoxy, kdy například u probandů s homozygotním defektem plazminogenu i v jejich rodinách není zvýšená frekvence trombotických příhod a na druhé straně jemnější poruchy fibrinolytického potenciálu ( např. vysoká aktivita PAI a/nebo  TAFI) jsou mnohdy u pacientů s hyperkoagulačními syndromy detekovány. Uvádí se, že defekty fibrinolytického potenciálu, spojené s trombotizací, jsou zastoupeny v 80% vysokou hladinou PAI, v 19% může jít o poruchu liberace tPA a pod 1% se pohybují defekty plazminogenu a dysfibrinogenémie.

     Oblíbeným testem na hypofibrinolýzu je sledování euglobulinové fibrinolýzy před a po stimulaci venookluzním testem nebo podáním vasopresinu (DDAVP). Většina autorů uvádí nízkou výpovědní hodnotu i reproducibilitu testu. Takzvaná „euglobulinová frakce“, kterou získáme po acidifikaci, ochlazení a odstředění plazmy, je tvořena dosti nekonstantním poměrem fibrinogenu, plazminogenu  a aktivátorů i inhibitorů fibrinolýzy, což vede k následnému vysokému rozptylu naměřených hodnot i s prokázanou nízkou reproducibilitou u jednotlivých vyšetřovaných osob. Test je navíc hodnocen subjektivně zrakem.

     Na našem pracovišti jsme vyzkoušeli možnosti detekce hypofibrinolýzy pomocí trombelastografického (TEG) vyšetření, zatím bohužel s neuspokojivými výsledky.

     Vyšetření antigenů tPA, PAI a komplexů tPA/PAI a ještě více stanovení aktivit obou faktorů je citlivé na zachování kautel atraumatického odběru (zdrojem obou aktivit jsou endotelie i destičky) a následné manipulace s vzorky a naměřené hodnoty proto mohou kolísat i řádově. 

     Dle panelové diskuze expertů College of American Pathologists není vyšetřování defektů plazminogenu a tPA u pacientů s trombofílií oprávněno. Stanovení koncentrace a aktivity plazminogenu je plně indikováno u pacientů s lignózní konjunktivitidou (Brandt JT et al, Arch Pathol Lab Med 2002, 126:1376).

     Dysfibrinogenémie, i když je u trombofilních pacientů poměrně nízce zastoupena ( pod 1%), může představovat    významný     trombofilní    defekt a je ji třeba podrobně vyšetřit.

Při podezření na tyto poruchy vyšetřujeme mimo klasické testy vždy trombinový, reptilázový a eventuelně i ancrodový čas, dále srovnáváme koncentraci klotabilního (Clauss) a celkového fibrinogenu   (nefelometrie),   eventuelně indikujeme  i jiná,   běžně   nedostupná       vyšetření 

(krystalografie fibrinogenu, elektronová mikroskopie fibrinového koagula, HPLC detekce release FBA+B, interakce fibrinu s tPA, PLG, cytoadhezivními molekulami, MALDI-TOF vyšetření fragmentů fibrinu, DNA analýzu aj..).

    Histidin rich glykoprotein (HRG, HRGP) interaguje s řadou bílkovin, včetně plasminogenu.Nebyl však prokázán jednoznačný vztah HRGP k poruchám fibrinolytického potenciálu.

    Není jednoznačně prokázáno, že zvýšená aktivita PAI a/nebo PAI 4G polymorfizmus představují nezávislé rizikové faktory kardiovaskulárních onemocnění, vysokou aktivitu PAI však často detekujeme u pacientů s tzv. „ metabolickým syndromem“ ( vysoký BMI, inzulínová rezistence, dyslipidémie, často i kouření a hypertenze). Diskutuje se dále o vztahu vysoké hladiny a/nebo aktivity PAI k pooperačním venózním tromboemboliím u rizikových skupin pacientů (ortopedie, onkologie, obézní ..), vztahu 4G polymorfizmu k tíži DIC u sepsí a je prokázán potencující vliv PAI na progresi malignit. PAI má unikátní postavení mezi serpiny tím, že existuje v několika izoformách – v latentní, aktivní a substrátové, což dále ztěžuje klinickou interpretaci laboratorních nálezů.

     TAFI je relativně nedávno objeveným inhibitorem fibrinolýzy a v literatuře můžeme nalézt řadu protichůdných údajů, zvláště ohledně vztahu vysokých hladin TAFI a arteriálních trombóz, v oblasti VTE je situace přehlednější. V literatuře je diskutováno ovlivnění výsledků studií zvolenou metodikou měření TAFI, kdy ELISA metody jsou málo spolehlivé a nejlepší výsledky poskytují imunoelektroforetické a chromogenní testy. V minulém roce byla publikována prospektívní studie 600 pacientů s idiopatickou VTE, která multivariační analýzou jednoznačně prokázala RR rekurence u pacientů s vysokou hladinou TAFI kolem 2,0; vysoká hladina TAFI byla navíc spojena s vysokými hladinami koagulačních faktorů VIII, IX a XI (Eichingerová et al, Blood 2004, 103: 3733).

     V minulém roce byl rovněž objeven nový inhibitor fibrinolýzy – APCE. Jedná se o antiplazmin-cleaving enzyme, který odštěpením 12 aminokyselin z molekuly &2-antiplazminu způsobuje asi 13x rychlejší navázání antiplazminu na fibrinové koagulum, čímž zvyšuje rezistenci koagula vůči fibrinolýze (Lee et al, Blood 2004, 103: 3783). Nový inhibitor bude jistě předmětem dalšího zkoumání jak v oblasti diagnostiky, tak i léčby hyperkoagulačních stavů.

     Závěrem lze říci, že v současné době bohužel nemáme k dispozici spolehlivý test nebo testy pro detekci hypofibrinolytických stavů, navíc podíl poruch fibrinolýzy na manifestaci hyperkoagulačních stavů je zatím nejasný. Vyšetřování poruch fibrinolytického potenciálu patří proto k nejobtížnějším úkolům, které před nás staví klinika i laboratoř.

Vliv polymorfismu 4G/5G v promotorové oblasti genu PAI-1 na riziko žilní TEN a rozvoj potrombotického syndromu

Gumulec J., Brejcha M., Klodová D., Wróbel M.,*Penka M.,*Blatný J., Richterová R., Janotová P., Klaricová K, Kneiflová M, Radina M

Centrum hemostázy a trombózy při Onkologickém centru J.G.Mendela v Novém Jičíně

*Centrum trombózy a hemostázy při Oddělení klinické hematologie FN Brno

ÚVOD: Populace nosičů zvláště heterozygotních forem Leidenské mutace FV (FVL) a/nebo mutace genu protrombinu G20210A je z hlediska rizika hluboké žilní trombózy (HŽT) poměrně heterogenní skupinou. Různý výskyt HŽT u osob se stejným genotypem svědčí pro to, že se tyto vlohy různě kombinují s dalšími protrombotickými faktory nebo s protektivními vlivy.

Patofyziologickým podkladem známek chronické žilní insuficience je žilní hypertenze, která vzniká v případě potrombotického syndromu (PTS) jako následek žilních obliterací a poškození žilních chlopní. Pro efektivní a cíleně zaměřenou prevenci PTS je nutné identifikovat pacienty s vysokým rizikem rozvoje PTS. Z review literatury publikované Bradburym a spol. vyplývá, že prevalence trombofilních stavů u osob s chronickou žilní ulcerací je srovnatelná s prevalencí trombofilií u pacientů s anamnézou HŽT.

Mnohé práce svědčí o podílu poruch fibrinolýzy v etiopagogenezi žilního tromboembolismu i při rozvoji potrombotického syndromu. V těchto souvislostech je velmi podrobně studován význam inhibitoru aktivátorů plazminogenu 1 (PAI-1).

CÍL: Posoudit význam 4G/5G polymorfismu v promotorové oblasti PAI-1 genu pro riziko vzniku HŽT a rozvoje PTS.

SOUBOR PACIENTŮ A METODA: Sledovaný soubor tvoří 1523 pacientů, 487 (32%) mužů a 1036 (68%) žen ve věku od 10 do 93 let, přičemž maximum pacientů (24,2%) bylo v době analýzy dat ve 4. deceniu. V tomto souboru je 487 (32%) osob s anamnézou idiopatické, rekurentní nebo časně manifestované HŽT, 548 (36%) osob s pozitivní rodinnou anamnézou trombofilie, 122 (8%) žen s anamnézou opakovaných ztrát plodu a 366 (24%) osob s projevy trombofilie manifestované v tepenné části řečiště. Molekulárně-biologicky byl stanoven genotyp FV???, protrombin G20210A a PAI-1 4G/5G. Při statistickém hodnocení byl použit test dobré shody.

VÝSLEDKY: V celém souboru jsme v případě PAI-1 genu prokázali 458 (30%) nosičů genotypu 4G/4G, 759 (50%) nosičů genotypu 4G/5G a 301 (20%) nosičů genotypu 5G/5G. FVL v homozygotní podobě jsme prokázali u 19 (1%) osob a v heterozygotní podobě u 258 (17%) osob, variantní protrombin v homozygotní podobě u 2 (0,1%) jedinců a v heterozygotní podobě u 131 (9%) pacientů. Genotyp 5G/5G PAI-1 genu byl prokázán u 113 (23,1%) pacientů s HŽT resp. u 188 (18,3%) osob bez HŽT, alespoň 1 alela 4G byla prokázána u 377 (76,9%) pacientů s HŽT resp. u 840 (81,7%) osob bez HŽT. Pravděpodobnost výskytu TEN je u nosičů genotypu 4G/_ statisticky významně nižší (31%) než u nosičů genotypu 5G/5G (37,7%) (p<0,05). 
Genotyp 5G/5G PAI-1 genu byl prokázán u 19,6% osob s žádným nebo mírným stupněm chronické žilní insuficience (CEAP 0-3) resp. u 26,1% pacientů těžkou žilní nedostatečností (CEAP 4-6), alespoň 1 alela 4G byla prokázána u 80,4% jedinců s žádnou nebo mírnou žilní insuficiencí (CEAP 0-3) resp. u 73,9% pacientů těžkou žilní nedostatečností (CEAP 4-6).

ZÁVĚR: Z provedené analýzy vyplývá, že nosičství alespoň jedné alely 4G představuje, ve srovnání s genotypem 5G/5G, nižší riziko vzniku žilní trombózy (p<0,05). Na hladině významnosti 0,05 se nepodařilo prokázat význam polymorfismu 4G/5G v promotorové oblasti PAI-1 genu pro rozvoj potrombotického syndromu. Významným limitem studie je skutečnost, že nebylo možné výsledky porovnat s výsledky kontrolní skupiny zdravých osob.

Trombofílie

Petr Kessler, Hynek Poul

odd. hematologie a transfuziologie

Nemocnice Pelhřimov, p.o.

Trombofilní stavy jsou vrozené nebo získané poruchy hemostázy, patofyziologicky a statisticky asociované se zvýšeným rizikem trombózy. Jejich nejvýznamnější klinickou manifestací je žilní tromboembolismus, příčinná souvislost tepenné trombózy s trombofilními stavy je méně významná. Ženy s trombofilními poruchami mají zvýšené riziko spontánních potratů, předčasných porodů, intrauterinní retardace růstu plodu, těžké preeklampsie, HELLP syndromu a abrupce placenty. Oproti osobám bez trombofílie mají osoby s trombofíliemi především zvýšené riziko první tromboembolické příhody, zatímco riziko rekurentní příhody je ovlivněno řadou dalších faktorů. Nejvýznamnějšími z nich jsou: přetrvávání vyvolávající příčiny, resp. nevyprovokovaná trombóza, neúplná rekanalizace postižené cévy, proximální trombóza a plicní embolie, zvýšené riziko retrombózy je signalizováno i anamnézou opakovaných příhod a zvýšenou hladinou D-dimerů po vysazení antikoagulační léčby.

Při indikaci laboratorního screeningu trombofílií je nutno si položit 2 otázky: 1. Jaká je pravděpodobnost, že daná osoba je nositelem trombofilního stavu? 2. Jaký význam bude mít pro danou osobu nebo její přímé příbuzné zjištění trombofilního defektu?

K osobám s vysokou pravděpodobností záchytu trombofílie patří: 1. pacienti s rekurentním žilním tromboembolismem, nebo s první příhodou do 45 let věku, 2. pacienti s tepennou trombózou do 35. roku věku, 3. pacienti s trombózou neobvyklé lokalizace, 4. pacienti s žilním tromboembolismem a pozitivní rodinnou anamnézou u přímých příbuzných, 5. ženy s opakovanou ztrátou plodu, 6. přímí příbuzní osob s již prokázanou vrozenou trombofílií. U těchto osob je indikováno vyšetření trombofílií, pokud lze předpokádat, že pozitivní nález ovlivní jejich léčbu nebo pokud mají přímé příbuzné, kteří by ze zjištění trombofílie profitovali. 

K osobám se střední pravděpodobností záchytu trombofílie patří ostatní pacienti s žilním tromboembolismem a jejich přímí příbuzní a dále pak přímí příbuzní osob s vysokou pravděpodobností záchytu trombofílie. Vyšetření trombofilních stavů u těchto osob je opodstatněné v případě, že pozitivní  nález ovlivní rozhodování o jejich další léčbě.

Ze zjištění trombofilního stavu profitují zejména lidé ve středně zvýšeném riziku trombózy, neopodstatňujícím jinak paušální medikamentózní profylaxi. Významnou skupinu tvoří ženy užívající hormonální antikoncepci nebo o jejím užívání uvažující, ženy těhotné nebo plánující těhotenství a ženy uvažující o hormonální substituci v menopauze.

Základním předpokladem efektivity laboratorního testování trombofilních stavů je návaznost adekvátní klinické hemostazeologické péče.

Prediktivní cena D Dimerů

Prof. MUDr J. Malý CSc, Prof. MUDr Jiří Widimský, DrSc, FESC

     D-dimery jsou konečným výsledkem působení plazminu na fibrin. Plazmin jako proteolytický enzym štěpí nejen fibrin a fibrinogen, ale i faktor V, faktor VIII a protrombin. Štěpné produkty vzniklé štěpením fibrinogenu jsou fibrinogen degradační produkty (FDP) zatímco degradací definitivního, zpevněného fibrinu plazminem vznikají D-dimery. 

     Stanovení D dimerů v klinické praxi je užitečné k vyloučení diagnózy plicní embolie či žilní trombózy při ambulantním vyšetření, protože výsledek D dimerů má vysokou negativní predikční hodnotu (Ginsberg a spol. 1998, Janssen a spol. 1997, Perrier a spol. 1999,1997,1996). Pozitivita D dimerů však provází všechny stavy, které jsou synonymem fibrinémie, např. záněty, nekrózy, nádorová onemocnění, infekce a podobně, což je důvodem jejich nízké specificity. Z těchto důvodů je diagnostická hodnota D-dimerů u hospitalizovaných nemocných velmi problematická –  u celé řady nemocných je pozitivní nález D dimerů z výše uvedených důvodů.

     Stanovení D dimerů se provádí jednak ELISA a LIA metodami, dále aglutinací z plné krve a latex fixačními metodami. ELISA metody mají velmi dobrou senzitivitu a průměrnou specificitu. Aglutinační testy z plné krve a latexové testy mají senzitivitu kolem 85%, která neumožňuje jejich použití k vyloučení plicní embolie nebo žilní trombózy. Naopak rychlé ELISA testy ke stanovení D dimerů jsou užitečné pro vyloučení plicní embolie a  žilní trombózy u nemocných, kteří mají příznaky připomínající tuto diagnózu (Oger a spol.1998). ELISA testy na D dimery mají negativní predikční hodnotu u nemocných, kteří neberou antikoagulancia (Perrier a spol. 1999). 

     Prospektivní studie, které by jednoznačně určily, že nepřítomnost  D dimerů je testem, který vylučuje žilní tromboembolie však nejsou dokončeny. 

Tabulka 22 uvádí přehled významu D-dimerů podle Perriera a Bounameauxe 2001.

Tab 22 Význam D-dimerů u suspektní plicní embolie
	Metoda
	n pacientů
	počet PE

z celkového počtu pacientů
	senzitivita %

(95%CI)
	specificita %

(95%CI)
	negativní predikční hodnota %

(95%CI) 

	klasická ELISA

citace 1,2
	1579
	538 (34 %)
	98 (97-99)
	43 (40-46)
	98 (96-99)

	Vidas-DD

citace 3,4
	639
	150 (23 %)
	100 (98-100)
	44 (40-49)
	100 (98-100)

	Klasický latexový test

citace 5
	364
	167 (46 %)
	92 (87-96)
	55 (48-62)
	89 (83-94)

	Simplired

citace 6,7,8 
	1317
	232 (18 %)
	87 (82-91)


	68 (65-71)
	96 (94-97)

	Liatest

citace 9
	 386
	146 (38)
	100 (98-100)
	35 (29-41)
	100 (96-100)


citace 1,2 = Bounameaux a spol. 1997, Perrier a spol. 1997

citace 3,4 = Perrier a spol. 1999, deMoerloose a spol. 1996

citace 5 = Bounameaux a spol. 1994

citace 6,7,8 = Turkstra a spol. 1996,  Ginsberg a spol. 1995, 1998

citace 9 = Oger a spol. 1998

V citovaných pracech byla diagnóza vesměs stanovena na podkladě plicního scanu.

Z této tabulky vyplývá jasně suverenita ELISA a LIA testů. Klasický aglutinační test nelze použít, neboť jeho negativní prediktivní hodnota je pouze 89%.

     Porovnání stanovení plasmatických D-dimerů rychlou ELISA metodou (rapid ELISA Assay) s přítomností plicní embolie diagnostikované výhradně plicní angiografií u 342 pacientů uveřejnili Sijens a spol. 2000. Z těchto 342 nemocných vyšetřených plicní angiografií mělo plicní embolii 78 nemocných. Tabulka 23 ukazuje výsledky této studie.

Tab 23 Přesnost plasmatického stanovení D-dimerů pro detekci segmentální a subsegmentální plicní embolie („cutoff „hodnota 500 ng/ml)

	
	segmentální PE (n=49)
	subsegmentální PE (n=29)

	senzitivita
	98,0 %
	75,9 %

	specificita
	45,1 %
	45,1 %

	pozitivní predikční hodnota
	24,9 %
	13,1 %

	negativní predikční hodnota
	99,2%
	94,4%


     Dřívější porovnání D-dimerů u nemocných se suspektní plicní embolií dosahovaly lepších výsledků. Nicméně v dřívějších studií se diagnóza často opírala o plicní scan. Studie PIOPED 1990 ukázala, že u nemocných vykazujících na plicním perfuzně-ventilačním scanu nález „téměř normální/normální“ prokáže plicní angiografie plicní embolie u plných 9 %.

      Z tabulky 21 vyplývá uspokojivá negativní predikční hodnota pro segmentální plicní emboly, ale neuspokojivá pro subsegmentální plicní embolie. Nicméně autoři vyšetřovali pacienty již v průběhu nasazené léčby heparinem. Léčba heparinem vede k poklesu hodnoty D-dimerů o 40% během 24 hodin a o 50% během 48 hodin  (Speiser a spol. 1990) Korekce na tuto chybu uspořádání studie by vedlo k tomu, že u 3 z 8 falešně negativních nálezů by hladina D-dimerů překročila 500 ng/ml.

Pak by takto korigovaná senzitivita pro subsegmentální plicní embolie činila94 % a negativní prediktivní hodnota 96 %.  I to je však méně nežli v dřívějších studiích udávajících 98%-100% negativní predikční hodnotu.

     Ve studii Dunna a spol. 2002 mělo plicní embolii jen 2 nemocní z 547 nemocných s negativní hodnotou D-dimérů stanovenou ELISA metodou. Senzitivita D-dimérů stanovených ELISA metodou (VIDAS D-dimer assay, bioMérieux, Marcy l´Etoile, Francie) pro diagnostiku plicní embolie činila 96,4% a negativní predikční hodnota 99,6%. Přesto 24% nemocných s normální hodnotou D-dimérů vyžadovalo další zobrazovací metody pro plicní embolii. Akutní plicní embolii mělo ve studii Dunna a spol. 2002 55 nemocných, z nichž 53 mělo zvýšené hodnoty D-dimérů. U těchto 2 nemocných s plicní embolií s negativní hodnotou D-dimérů se jednalo v prvém případě o 75-letou ženu hospitalizovanou pro exacerbaci chronické obstrukční nemoci plicní: Druhého dne byl proveden CT scan, který odhalil plicní embolii. Ve druhém případě se jednalo o 26letou ženu s anamnézou opětované plicní embolizace, která neadherovala k antikoagulační léčbě předepsané před hospitalizací. Její počáteční hodnota D-dimérů činila 376 ng/ml a poté byla propuštěna domů. Během 24 hodin byla znovu přijata na JIP a opakovaná hodnota D-dimérů byla větší než 1 000 ng/ml a hrudní CT diagnostikovalo plicní embolii. ( Dunn et al. 2002).

    Diskutuje se také o tzv. hraniční hodnotě (cut-of hodnotě) D dimerů, která by jednoznačně vyloučila žilní trombózu a/nebo plicní embolii. Hodnoty 500 ng/l jsou problematické; za bezpečnou hraniční hodnotu se považuje hodnoty 300 ng/l a nižší. Při použití citlivých metod jako jsou rychlé ELISA testy a LIA testy je možné s vysokou senzitivitou vyloučit plicní embolii při hodnotách D dimerů pod 300 ng/l.

     U nás se pro stanovení D dimerů při rychlé diagnostice a vyloučení plicní embolie používá bohužel často latexový test a aglutinační testy z plné krve, které mají problematickou senzitivitu, protože propouštějí až 15% nemocných s možnou plicní embolií ! Tyto testy jsou doporučeními Evropské kardiologické společnosti z roku 2000 považovány za nevhodné !! Podmínky pro rychlou diagnostiku pomocí ELISA testu zatím u nás nebyly vytvořeny.

     Pro rychlé stanovení D dimerů se senzitivitou odpovídající ELISA testům je možné použít isoturbidimetrických metod (LIA testy). Princip metody spočívá v měření paprsku monochromatického světla, které prochází prostředím, ve kterém jsou latexové částice s navázanou protilátkou proti antigenní determinantě D dimerů. V přítomnosti D dimerů dochází k navázání antigenu na protilátku a vytvořené shluky jsou větší než je vlnová délka monochromatického světla a dochází ke změnám absorpce světla. Zesílení absorpce je úměrné koncentraci D dimerů ve vzorku. Cena testu je asi120 Kč za vyšetření. 

     Stanovení D-dimerů má tedy hlavní význam při vyšetřování ambulantních hemodynamicky stabilních nemocných (viz strana). U hospitalizovaných nemocných je jeho význam menší, protože značná nemocných má pozitivní test z jiných důvodů (záněty, traumata, stavy po operaci a j.). Specificita D-dimerů je také nízká u pacientů velmi starých (starších 80 let)(Righini a spol. 2000, LeBlanche a spol. 1999). Proto v tomto věku nemá stanovení D-dimerů diagnostickou výtěžnost. Stanovení D-dimerů má také omezenou hodnotu u nemocných s maligními onemocněními.

     Pokud je klinické podezření na plicní embolii vysoké, musí být i přes normální hodnoty D-dimerů plicní embolie vždy vyloučena (může totiž se jednat.o analytickou nebo i preanalytickou chybu (odběr krve, zpracování vzorku, metodika testu jak již uvedeno).

Poměr D-dimeru k fibrinogenu

     Pacienti s akutní plicní embolií mají významně nižší hodnoty fibrinogenu. Podle Kuchera a spol. 2001 poměr D-dimeru k fibrinogenu umožňuje predikci přítomnosti plicní embolie se senzitivitou  92% a specificitou 83%. Hraniční hodnota činí podle těchto autorů 310.; při použití vyšší hraniční hodnoty vyšší než 1030 poskytuje 100%ní specificitu a 46%ní senzitivitu. Bude nutné získat více dat a zejména porovnat predikční hodnotu tohoto poměru s jinými diagnostickými metodami.

Význam negativních D-dimerů a negativního Dopplerovského vyšetření

     Kombinace negativního Dopplerovského vyšetření žil dolních končetin a negativních D-dimerů vylučuje nutnost použití zobrazovacích metod při podezření na žilní trombózu. U těchto nemocných nemusíme nasazovat antikoagulační léčbu za předpokladu, že klinické podezření není velké a ventilačně perfúzní scan nevykazuje vysokou pravděpodobnost plicní embolie.

Prognostický význam D dimerů 

Vysoká hladina D dimerů po skončené antikoagulační léčbě predikuje rekurenci žilních tromboembolismů  U hodnot  D dimerů  278 ug/l a více představuje  významný rizikový faktor. D dimery jsou zvýšené u rekurence hluboké žilní trombózy a je zajímavé, že tato zvýšená hodnota nekoresponduje s recidivami žilních tromboembolismů  provázejících nádorové stavy (Palareti et al. 2002,). Vysoká hladina D dimerů v průběhu plicní embolie je prognosticky nepříznivým faktorem a je sledována zvýšeným počtem úmrtí (M. Söhne et al 2003).

Vzestup D Dimerů je rizikem budoucího tromboembolismu (Palareti et al. 2003).

Dunn KL, Wolf JP, Dorfman DM, et al. Normal D-dimer levels in emergency department patients suspected of acute pulmonary embolism. J Am Coll Cardiol 2002; 40: 1475-8

Palareti G, Legnani C, Cosmi B, Valdre L, Lunghi B, Bernardi F, Coccheri S. Predictive value of D-dimer test for recurrent venous thromboembolism after anticoagulation withdrawal in subjects with a previous idiopathic event and in carriers of congenital thrombophilia. Circulation. 2003 Jul 22;108(3):313-8.

 Palareti G, Legnani C, Cosmi B, Guazzaloca G, Pancani C, Coccheri S. Risk of venous thromboembolism recurrence: high negative predictive value of D-dimer performed after oral anticoagulation is stopped.
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Prevence venózního tromboembolizmu v graviditě

P Dulíček, J. Malý. O. Široký.

II. interní klinika – Oddělení klinické hematologie, Fakultní nemocnice, Lékařská fakulta v Hradci Králové

Venózní tromboembolizmus ( VTE ) představuje nejen významný zdravotnický problém ( je na 3. místě mezi příčinami úmrtnosti mezi kardiovaskulárními onemocněními ), ale i  problém sociálně ekonomický ( často jsou postiženi jedinci v produktivním věku ). Incidence VTE závisí na věku, v evropské populaci se udává 1/ 1000. 

Venózní tromboembolizmus je onemocnění multifaktoriální, na jeho vzniku se podílí dynamická interakce vrozených a získaných rizikových faktorů a pokud dojde k překročení prahu obranyschopnosti, vznikne žilní trombóza.

Mezi fyziologické získané trombofilní stavy patří i gravidita a šestinedělí. Tento stav je spojen s 4x – 10x větším rizikem VTE. Incidence VTE v graviditě se udává 0,5 – 1/1000, incidence VTE v populaci pod 40 let pak 1/ 10 000. Riziko VTE stoupá s průběhem gravidity a je ještě asi 2x – 3x větší v šestinedělí. Riziko VTE je také větší po porodu císařským řezem.

Plicní embolie stále patří mezi nejčastější příčiny mateřské úmrtnosti.

Příčiny většího rizika VTE v graviditě a šestinedělí jsou komplexního charakteru. V graviditě dochází

1, ke změnám hemostázy – a, zvýšení hladiny ( aktivity ) některých koagulačních faktorů –

                                                fibrinogenu, F VII, F VIII, vWF, FXII a faktorů kontaktní fáze

                                             b, snížení hladiny některých fyziologických inhibitorů – proteinu S (až o 40% ), který klesá s postupem gravidity, může dojít i k poklesu antitrombinu či k získané rezistenci na aktivovaný protein C (APC – R ).

                                             c,  snížení fibrinolytické aktivity, poklesu tPa, zvýšení PAI – I.

2, ke změnám reologickým – snížení průtoku v cévách a při větší distenzi žil

3, útlaku cév gravidním uterem

Žilní trombóza se vyskytuje častěji v žilách levé dolní končetiny ( asi v 75% - 80% případů ).

Mezi další rizikové faktory VTE v graviditě patří: věk nad 35 let, opakovaná gravidita, rozsáhlé varixy na dolních končetinách, obezita, kouření, prolongovaná imobilizace, pozitivní rodinná či osobní anamnéza VTE a již výše zmíněný způsob porodu. Mezi nově identifikované rizikové faktory patří i vrozené trombofilní stavy. Trombofilním stavům je věnována  velká pozornost zejména v posledních 10 letech po objevu APC – R. Tyto trombofilní stavy jsou diagnostikovány až u 30- 50% případů VTE v časové souvislosti s graviditou a šestinedělím. Všechny trombofilní stavy však nejsou identické. Dělíme je zhruba do 2 skupin

1, trombofilní stavy s vysokou prevalencí v populaci, ale s poměrně malou klinickou expresivitou – F V Leiden a mutace protrombinu – F II20210A

2, trombofilní stavy s nízkou prevalencí, ale s vysokou pohotovostí ke vzniku trombu – sem patří deficit antitrombinu, proteinu C, proteinu S

Samostatnou problematikou je antifosfolipidový syndrom, kterým se však nebudeme podrobně zabývat.  

Z výše uvedených faktů vyplývá nutnost správného individuálního zhodnocení míry rizika VTE u každé ženy v souvislosti s graviditou a šestinedělím a v případě zvýšeného rizika zvolení správné strategie profylaxe venózního tromboembolizmu. Ženy se zvýšeným rizikem VTE dělíme dle míry rizika VTE do 3 skupin

1. skupina -   ženy s nízkým rizikem VTE

do této skupiny patří

· ženy s heterozygotní formou mutace F V Leiden či F II20210A s negativní osobní anamnézou ( OA ) VTE

· ženy s OA VTE, která vznikla v rizikové situaci ( která již pominula a nejednalo se o užívání hormonální antikoncepce či graviditu ) a u kterých nebyl prokázán vrozený trombofilní stav 

Prevence VTE spočívá v následujících opatřeních:

· nošení kompresivních punčoch

· cvičení s dolním končetinami

· poučení ženy o l.příznacích hluboké žilní trombózy v dolních končetinách a l. příznacích plicní embolie

· užívání Warfarinu v šestinedělí s cílovým INR mezi 2-3

· podávání LMWH – Fraxiparinu v preventivní dávce pouze u žen po individuálním zhodnocení všech dalších rizikových faktorů VTE a to od III. trimestru gravidity / i dříve /, tedy při přítomnosti dalších rizikových faktorů

2. skupina – ženy se středním rizikem VTE

do této skupiny patří

· ženy s deficitem antitrombinu, proteinu C a S, F V Leiden v homozygotní formě, F II20210A v homozygotní formě či kombinovaným trombofilním stavem – mutací F V Leiden a F II20210A s negativní OA VTE

· ženy s VTE v OA – která vznikla v časové souvislosti s užíváním hormonální antikoncepce či graviditou bez prokázaného trombofilního stavu

· ženy s idiopatickou  VTE v OA bez prokázaného trombofilního stavu

Prevence VTE spočívá v následujících opatřeních

· podávání LMWH – Fraxiparinu dle hmotnosti: 0,3 ml při hmotnosti pod 50 kg

                                                                                                    0,4 ml při hmotnosti 50 –70 kg

                                                                                                    0,6 ml nad 70 kg

                        termín zahájení je nejméně od III. trimestru, ale je individuálně posouzen dle přídatných rizikových faktorů, stejně jako může dojít k úpravě dávky. Nasazení je v této skupině u žen s trombofilním stavem nejméně od poloviny gravidity, v případě deficitu antitrombinu po celou dobu gravidity

· nošení kompresivních punčoch

· cvičení s dolními končetinami

· poučení o prvních příznacích VTE 

· Warfarin v šestinedělí s cílovým INR mezi 2-3

3. skupina – ženy s vysokým rizikem VTE

do této skupiny patří

· ženy s osobní anamnézou VTE a prokázaným trombofilním stavem

· ženy s osobní anamnézou VTE – 2 a více příhod bez ohledu na okolnosti vzniku a bez prokázaného trombofilního stavu

· ženy s osobní anamnézou jedné, idiopatické, život ohrožující VTE příhody bez prokázaného trombofilního stavu

Prevence VTE spočívá v následujících opatřeních

· podání LMWH – Fraxiparinu v dávce nejméně poloviční dávky terapeutické, event. adjustované tak, aby hodnota antiXa byla v rozmezí 0,2 – 0,6. Termín nasazení je nejméně od III. trimestru, ale po individuálním zhodnocení rizikových faktorů i dříve

· nošení kompresivních punčoch

· cvičení s dolními končetinami

· poučení o l. příznacích VTE

· Warfarin v šestinedělí s cílovým INR mezi 2-3

Podíl gravidity a šestinedělí na incidenci VTE v populaci je poměrně malý, ale gravidita a šestinedělí představují významný rizikový faktor pro vznik VTE u žen do 40 let věku.

Proto správná znalost rizikových faktorů a tudíž i volba správné profylaxe VTE jsou velmi důležité, protože lze pak ve velkém počtu  případů předejít vzniku žilní trombózy.

Moderní registrace klinických dat z pohledu informatiky – standardizované a uživatelsky přijatelné řešení demonstrované na projektu HemIS (Hemofilie - Informační Systém)
L. Dušek, D. Klimeš, P. Brabec, M. Penka, J. Blatný, P. Pavliš, J. Koptíková, J. Mužík, O. Coufal, A. Svobodník

 

Sběr klinických dat v elektronické podobě s sebou nese některé obecné požadavky, mezi něž patří především bezpečnost dat, dostupnost dat, flexibilita struktury dat a analytické výstupy. Moderní řešení klinických registrů musí mít  současně všechny tyto atributy pod kontrolou. Kromě toho je jistě výhodou, pokud systém umí automaticky data agregovat a prezentovat v podobě, která je uživatelsky přímočaře dostupná. Prezentace představí univerzální řešení pro lokální i multi-centrické registry, které bylo již úspěšně aplikováno ve více než 15ti dlouhodobých projektech. Základními komponentami jsou (1) on-line databázové řešení umožňující sběr dat přes webové formuláře s vysokým stupněm zabezpečení, (2) prohlížeč dat zpřístupňující primární data pro statistickou sumarizaci a (3) expertní služby, které zahrnují automatizované výstupy v konečné tabelární nebo grafické podobě. Výhody nabízeného řešení jsou především následující: 

· možnost organizace rozsáhlých projektů (i mezinárodních) 

· flexibilní datová struktura (možnost rychlé modifikace formulářů, nebo vytváření nových formulářů i podle lokálních přání jednotlivých center)

· komunikační platforma a standardní správa centrálních dat, zajištění importů a exportů (i pro mezinárodní spolupráci) 

· archivace a dostupnost dat v místě sběru (centra nejsou závislá na centru)

· přímá dostupnost dat pro analýzy

· automatizované nástroje pro analýzu (i ucelené prezentace) 

Univerzálnost řešení nutně nevyžaduje rozsáhlé projekty, nástroje lze využívat i lokálně, např. pro analýzu dat grantu s daty uloženými v běžných programech MS Office apod.. Vlastní vývoj systému (mimo konkrétní registrační projekty) je podporován projekty MZ ČR (Program podpory kvality zdravotní péče) a projektem MZO 00209805.
Cílem prezentace je představit klinický registr zaměřený na sběr a analýzu dat pacientů s hemofilií. Výstupem sběru dat v registru HemIS je plnohodnotná analýza vložených dat, která jsou zapojeným centrům vracena jednak v primární podobě a jednak jako připravené prezentace a protokolární zprávy. Registr tedy koncipován především jako nástroj pro podrobné hodnocení klinických dat s vědeckými cíly. Režimy práce s registrem jsou rozrůzněny podle náročnosti na pořizovaná data. Registr je navržen ve struktuře vyhovující komplexnímu a ucelenému hodnocení klinického vývoje pacienta, jednotlivé moduly jsou však realizovány odděleně a stupeň podrobnosti záznamu tak závisí na konkrétním rozhodnutí uživatele. 

V registru lze v zásadě pracovat ve třech režimech práce:

(1) Minimální režim. Vedení minimálního záznamu (do 25 parametrů), identifikujícího diagnostikovaného pacienta pouze za účelem evidence, sumarizace záznamů a epidemiologického hodnocení

(2) Režim klinické identifikace případu. Vedení souhrnných záznamů o léčbě a jejích výsledcích. Hodnocení léčebné odpovědi a komplikací.

(3) Doplňující záznamy. Parametricky definované záznamy zaměřené na doplňující informace nebo studie (detailní záznamy o léčbě, o komplikacích, kvalita života, …)

Datový model registru je dán režimy (1) a (2), prostřednictvím režimu doplňujících záznamů je zajištěn další rozvoj a případné rozšiřování záznamů. Konkrétní záznamy o léčbě tak mohou být rozšířeny o nové parametry nebo mohou být navrženy záznamy zcela nové. Struktura databáze registru nevylučuje ani úpravu pro správu dat složitějších konfirmačních studií, včetně randomizovaného náběru pacientů. 

Hlášení záznamů do registru je organizováno koordinátory projektu a je založeno na dobrovolné spolupráci klinických pracovišť. Vzhledem k popisnému charakteru záznamů je možné zajistit i vstup nových center po rozjezdu projektu. Organizace sběru dat vyžaduje od jednotlivých center především kázeň při vyplňování parametrických standardů. Správa dat registru je centralizovaná a jednotlivá centra mohou požadovat i jednorázové zpracování vložených záznamů v „ad hoc“ navrženém stylu. 

Ochrana dat je technicky zajištěna. Komunikace mezi klientem a serverem probíhá přes zabezpečený protokol https, použito je 128-bitové šifrování. Správce systému přiděluje jednotlivým uživatelům přístupový login a heslo. Pro každý takový účet lze specifikovat úroveň přístupu. Není-li stanoveno jinak, je pro každé centrum plánováno detailní zpřístupnění pouze jeho vlastních dat a celkové sumarizace dle dohody center. Lze definovat i přístup pro externí uživatele pouze pro čtení záznamů. 

Osobní data pacientů nejsou v registru v žádném z režimů práce sbírána. Jednotlivým centrům je přidělen pořadový kód, v rámci kterého šifrují pacientovu identifikaci již při zadávání dat (záznam je založen pod jedinečným náhodným kódem). Ošetřující pracoviště je tak jediným bodem sběru dat, který je schopen identifikovat vlastní pacienty. Přímá i nepřímá identifikace pacienta jinými uživateli je zcela nemožná. 

Softwarové nástroje registru jsou zapojeným centrům zpřístupněny zdarma, včetně pomoci s instalací a zprovozněním. Sběr dat je prováděn přes formuláře vyhovujícím klinickému modelu vývoje pacienta (forma „standardních CRF“), každé centrum má plnou kontrolu nad pořizovanými záznamy, a to i zpětně. Sběr dat je zajištěn databází s webovým rozhraním, veškeré formuláře jsou běžně zpřístupněny přes prohlížeč, na straně klienta není třeba žádné další vybavení.  Kromě databáze je registr vybaven analytickými a grafickými nástroji, kterými lze data zviditelnit a připravovat prezentace „na míru“ dle přání uživatelů. 

Prezentační a grafické funkce jsou připraveny především pro zajištění následujících pohledů do dat (výběr není konečný a lze jej kdykoli rozšiřovat nebo měnit; veškeré prezentace ovládá uživatel jednoduše výběrem položek, které mají být v navrženém stylu zobrazeny):

· Kazuistika záznamu. Po výběru je zobrazena sumarizace vložených dat, včetně postupu léčby a výsledků. Prezentace jsou časově orientovány a umožňují velmi přehledné hodnocení vývoje pacienta. 

· Léčebné schéma. Prezentace postupu léčby v časovém schématu včetně dávkování léků. Dostupná sumarizace dle typů krvácivých epizod nebo na úrovni třídění pacientů. 

· Kategorizace pacientů. Modul umožňuje výběr skupiny pacientů dle jakéhokoli parametru v databázi. Následně je možné prohlížet vložená data sumarizovaná za vybranou skupinu. 

· Kategorizace krvácivých epizod. Modul umožňuje výběr skupiny epizod dle jakéhokoli parametru v databázi. Následně je možné prohlížet vložená data sumarizovaná za vybranou skupinu. 

· Dynamika iFVIII. Prezentace dat o titru inhibitoru FVIII ve vztahu k typologii pacientů, krvácivých epizod a zvolené léčby. 
Registrační databáze HemIS (Hemofilie - Informační Systém) a její význam pro sledování pacientů s inhibitorem proti faktoru VIII/IX 

Penka M., Dušek L., Blatný J., Mužík J., Smejkal P., Komrska V., Salaj P., Klimeš D., Šnábl I., Matýšková M., Pták J., Zdráhalová K., Zapletal O., Černá Z., Křížek  M., Hrachovinová I., Ptoszková H., Blažek B., Krčová V., Buliková A.

Projekt HemIS je klinickým registrem zaměřeným na hodnocení dat dospělých a dětských pacientů s hemofilií. Primárním cílem projektu je hodnocení stavu, léčby a jejích výsledků u pacientů s inhibitorem proti faktorům VIII nebo IX. Projekt HemIS má tři typy výstupů: A) on-line databáze se základními klinickými údaji pacientů a údaji o krvácivých epizodách, B) vlastní klinická data a přehledy o výsledcích léčby a C) expertní systém pro základní analýzu a poskytování dat pro klinické hodnocení. Data jednotlivých zapojených center jsou jim přímo k dispozici jednak v databázové formě  a jednak v podobě sumárních analýz.

Registr HemIS umožnil kromě sběru dat o pacientech s inhibitorem též vedení běžných registračních přehledů o dospělých a dětských pacientech s hemofilií typu A nebo B. 

Celkem bylo získáno 187 záznamů od dospělých pacientů (89 % typu A a 11 % typu B) a dále 129 záznamů od dětských pacientů. Dětská část registru aspiruje na kompletní registr pacientů pro celou ČR a v tomto smyslu je pro období 2005 – 2007 podpořena grantem z Národního programu kontroly kvality ve zdravotnictví MZ ČR. Vybudování registru HemIS je zajištěno výzkumným grantem MU v Brně a podporováno společností Novo Nordisk. 

Výsledky registrace pacientů s inhibitorem: od zahájení projektu v roce 2003 byla získána úplná klinická data od 29 pacientů s inhibitorem (průměrný věk 16 let v rozmezí 3-53 let, medián 13 let).  Celkově 92% těchto pacientů trpí hemofilií typu A, většinou těžkou formou (72%). „High responder“ skupinu tvoří 43 % těchto pacientů. Průměrná četnost krvácivých epizod ročně je 12 (rozmezí 1-28). Průběžný monitoring umožnil podrobné záznamy 360 krvácivých epizod. Celkově 35 % krvácivých epizod bylo posttraumatických, 51 % spontánních, 59% epizod bylo lehkých a 35 % středně těžkých. U 40 % pacientů s inhibitorem byla doba krvácení 9-24 hodin v závislosti na tíži hemofilie. Krvácení do kloubů činilo 45 % do svalu 20 % a do podkoží 15 %. U 8 % krvácivých epizod nastal „rebleeding“, který ve 24 % trval do 24 hodin a v 38 % trval do 48 hodin. Příčina „rebleedingu“ byla ve 23 % spatřována v pozdním nasazení léčby a v 15 % dávána do souvislosti s rozsahem a intenzitou krvácení. Celkem 63 % pacientů je v režimu domácí léčby (z nich 73 % s těžkou hemofilií). Ve 38 % případů krvácení byl k léčbě použit preparát NovoSeven, v 29 % Immunate, v 17 % FEIBA a v 16 %  Fanhdi.

Mezi 129 dětskými pacienty je 81% s hemofilií typu A a 19% s hemofilií B, 17 pacientů pak má nebo v posledních čtyřech letech mělo významnou hladinu inhibitoru faktoru VIII nebo IX. Celkem 44 % dětských pacientů má těžkou hemofilii, 31 % středně těžkou a 25 % lehkou formu. Průměrný počet krvácení ročně je 6.5 (medián 2, rozsah 0 – 43). Nejčastější lokalizace krvácení jsou klouby (37 %) a dále svaly (25 %). Bylo zjištěno, že 50 % dětských pacientů je na domácí léčbě, profylaxe je uplatněna u 36 %. Nejčastěji aplikovanými preparáty jsou u hemofilie typu A Immunate (45 %) a Kryobulin (21 %), u typu B pak Immunine (35 %) a Bebulin (23%). 

Předložená data poskytují podrobnou analýzu, která může sloužit k vypracování dlouhodobého plánu péče o pacienty daného centra či vůbec, soustředit se na nejvýznamnější problémy a racionalizovat směry léčby, jak např. zavedením preventivních programů, tak také ve smyslu využití optimálních postupů, které z analýzy vyplývají.

Analýza vzniku venózního tromboembolizmu u žen s F V Leiden v heterozygotní formě v časové souvislosti s užíváním hormonální antikoncepce

P. Dulíček1, J. Malý1, R. Malý2, M. Beránek3, O. Široký1

Úvod: Venózní tromboembolizmus (VTE) je multifaktoriální onemocnění. F V Leiden je nejčastějším vrozeným, dosud poznaným trombofilním stavem. Užívání hormonální antikoncepce je známým rizikovým faktorem VTE. Riziko VTE se u žen s F V Leiden v heterozygotní formě a užíváním hormonální antikoncepce násobí a udává se asi 15x – 30x větší vůči ženě bez F V Leiden, která hormonální antikoncepci neužívá. U homozygotní formy je toto riziko až 100x větší.

Cíl práce: Zhodnocení okolnosti vzniku VTE u žen s F V Leiden, u které došlo k VTE v časové souvislosti s užíváním hormonální antikoncepce. Hodnoceny byly přídatné rizikové momenty ( jak vrozené, tak získané ), typ trombotické příhody a délka užívání hormonální antikoncepce v době vzniku VTE. 

Hodnocený soubor: K l.l.2005 je evidováno na naší klinice 1006 jedinců s Leidenskou mutací (951 s heterozygotní formou, 55 s homozygotní formou) z 524 nepříbuzenských rodin. U 100 žen byla diagnostikována Leidenská mutace na základě prodělané trombotické příhody při užívání hormonální antikoncepce (OC). Medián hodnoceného souboru je 34 let (18 –62 ) a průměrný věk VTE je 28,1. U každé ženy byla trombotická příhoda objektivně dokumentována zobrazovací technikou.

Výsledky: U 41 žen byl identifikován další rizikový faktor, který se mohl spolupodílet na vzniku VTE. Výsledky jsou shrnuty v následující tabulce

	Typ přídatného rizikového faktoru
	Počet rizikového faktoru

	F V Leiden v homozygotní formě 
	5

	F II20210A
	1

	Imobilizace dolní končetiny
	14

	Velká fyzická námaha
	3

	Teplota, zánět, infekční onemocnění
	4

	Operace
	6

	Dlouhá cesta (letecky(6h, autobusem(12h)
	5

	Více než 1 další rizikový faktor
	3

	F V Leiden v homozygotní f. + cestování
	

	F II20210A + infekční onemocnění
	

	Antifosfolipidový syndrom + poranění
	


Průměrná doba užívání hormonální antikoncepce v době vzniku VTE byla

2,6 roku. Hluboká žilní trombóza v dolní končetině značně převažovala a to v 87 případech, v 22  z těchto případů byla navíc komplikována plicní embolií. U 2 žen došlo k žilní trombóze v žilách horní končetiny, u 6 žen došlo k velkému zánětu povrchových žil v oblasti velké safény, 3 ženy prodělaly TIA. U 2 žen došlo k rozvoji Budd – Chiari syndromu. Nepozorovali jsme větší riziko závažnější VTE ( plicní embolie, Budd - Chiari syndrom ) mezi 41 ženami s dalším rizikovým faktorem, stejně jako větší výskyt VTE v l. roce užívání OC.

Shrnutí a doporučení: Ve skupině 100 žen s F V Leiden s výskytem trombotické příhody v časové souvislosti s užíváním OC jsme u 41 žen identifikovali další rizikový faktor, který se mohl spolupodílet na rozvoji příhody. Na základě našich zkušeností a literárních dat se v případě užívání OC u žen s F V Leiden řídíme následujícími doporučeními:

1,  Užívání OC je kontraindikováno u žen s osobní anamnézou (OA) prodělané VTE ( to ale platí bez ohledu na přítomnost prokázaného vrozeného trombofilního stavu )

2, Užívání OC u ženy s F V Leiden v heterozygotní formě s negativní OA VTE není kontraindikováno, ale je nutno provést následující

   a, zhodnotit přítomnost dalších rizikových faktorů VTE – věk, hmotnost, přítomnost varixů, RA VTE

  b, poučit ženu o míře rizika VTE s F V Leiden a užíváním OC

  c, poučit ženu o příznacích hluboké žilní trombózy či plicní embolie s cílem návštěvy lékaře při l. příznacích VTE

  d, doporučit striktní farmakologickou tromboprofylaxi při výskytu dalšího rizikového faktoru – operace, imobilizace dolní končetiny apod.

Pokud není přítomen další rizikový faktor (2a), žena s vyčíslenou mírou rizika souhlasí a je poučena o příznacích VTE, pak není antikoncepce kontraindikována

3, Hormonální antikoncepci nedoporučujeme ( považujeme za kontraindikovanou ) u žen s F V Leiden v homozygotní formě, či v  heterozygotní formě v kombinaci s jiným – dalším vrozeným či získaným trombofilním stavem

Závěr: Naše výsledky potvrzují známý fakt, že venózní tromboembolizmus je multifaktoriální onemocnění. Podíl užívání hormonální antikoncepce na incidenci VTE  populaci není vysoký, ale užívání OC je častým rizikovým faktorem pro VTE u žen do 45 let věku. Nicméně ani ženy s F V Leiden v heterozygotní formě bez přítomnosti dalšího rizikového faktoru nemusí být z této rozšířené, oblíbené a účinné formy antikoncepce eliminovány.   

Antikoagulační léčba warfarinem u nemocných s antifosfolipidovými protilátkami

Buliková A., Némethová D., Penka M., Dušek L, Šlechtová M., Meluzínová H. 

Pacienti, u nichž se přítomnost antifosfolipidových protilátek manifestuje vznikem trombózy, vyžadují antikoagulační léčbu warfarinem. Tato léčba může být ovlivněna krvácivou tendencí u některých těchto nemocných v důsledku doprovodné trombocytopenie, trombocytopathie nebo sekundární hypoprotrombinémie. Od poloviny 90-tých let některé práce dokládaly ovlivnění stanovení hodnoty INR v přítomnosti lupus antikoagulans (LA 1,2). Proto bylo navrženo sledování antikoagulační léčby modifikovanými metodami mj. specifickým nastavením ISI, vyšetřováním protrombinového-prokonvertinového času, stanovením faktoru X chromogenní metodou a jiné. Další publikace však prokázaly, že ne všechny tromboplastiny jsou stejně citlivé k přítomnosti LA (3,4,5) a jasnou tendenci ukazovat vyšší hodnoty INR vykazovaly preparáty obsahující rekombinantně připravený tkáňový faktor. Také při monitorování antikoagulace za pomocí „point of care testing“ ojedinělé zprávy dokladují vyšší hodnoty INR nežli hodnoty laboratorně stanovené u nemocných s LA (6).

K posouzení, zda přítomnost LA ovlivňuje kontrolu antikoagulační léčby warfarinem klinicky nebo možnostmi laboratorního nastavení, jsme porovnali skupinu 13 nemocných s antifosfolipidovým syndromem a 13 pacientů dlouhodobě léčených warfarinem z jiné indikace. Doba klinického a laboratorního sledování u každého pacienta přesáhla 365 dní. Jako cílová hodnota účinné antikoagulační léčby byl stanoven interval INR 2,0 až 3,0 u všech nemocných. Pro stanovení protrombinového času byl použit Neopastin ® CI plus (Diagnostica Stago), vyšetření byla provedena na koagulačním automatu STA-R nebo STA-Compact. 

Ve sledování jsme porovnávali počet nutných stanovení protrombinového času v uvedeném časovém intervalu, relativní počet hodnot INR mimo stanovený terapeutický interval, počet dnů, po které byli pacienti účinně léčeni, krvácivé komplikace a také udržovací dávku warfarinu. 

Mezi oběma skupinami nemocných nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl v žádném ze sledovaných parametrů.  Průměrný počet kontrol u LA pozitivních nemocných byl 15,62, u LA negativních  15,46 (medián 15 v obou skupinách). Počet hodnot mimo terapeutický interval byl 39,49% u LA pozitivních, 37,2% u LA negativních. Tato čísla jsou srovnatelná s s velkými studiemi (7)– v auditu na Novém Zélandu našli v terapeutických hodnotách 58,3% výsledků INR z 9038 měření při stejně stanoveném terapeutickém rozpětí. 

Práce, které analyzují dobu, po níž jsou nemocní účinně léčeni dlouhodobě sledovaní neselektovaní nemocní, většinou udávají hodnoty okolo 50% (8). V naší práci bylo relativní zastoupení času účinné antikoagulační léčby příznivější – 72,5% (v průměru 272,7 z 376,8 sledovaných dní) u skupiny nemocných s přítomností LA 70% (v průměru 283,9 z 385,9 dní) léčených z jiných důvodů. Bez statisticky významného rozdílu bylo i srovnání udržovacích dávek warfarinu – v průměru 34,54 mg u LA pozitivních 42,12 mg u LA negativních s tendencí potřeby nižších dávek u starších nemocných. 

V námi provedené analýze antikoagulační léčby u nemocných s antifosfolipidovým syndromem jsme nezjistili žádné rozdíly v přítomnosti nežádoucích klinických projevů ve smyslu krvácivých komplikací, selhání antikoagulační léčby či větší nestability udržení náležitého cílového INR ve srovnání se skupinou pacientů dlouhodobě léčených warfarinem z jiného důvodu. Při výběru vhodného tromboplastinu ke kontrole těchto nemocných zřejmě nedochází k interferencím v přítomností LA a běžně používaný protrombinový čas je dostatečnou metodou pro sledování nastavení terapie kumarinovými deriváty. 
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Úspěšná a bezpečná profylaktická léčba hemofilie A/B u dětí pomocí plasmatických koncentrátů Immunate/Immunine – výzva pro medicínu dospělého věku?!

Blatný, J., Kohlerova S., Komrska V.*, Blazek B.**, Pospisilova D.***

Oddělení klinické hematologie FN Brno

*Klinika dětské hematologie a onkologie, FN Motol, Praha

**Dětská klinika, Hemato-onkologická jednotka, FN Ostrava

***Dětská klinika, FN Olomouc

Úvod:

Profylaxe krvácení u pacientů s hemofilií A/B pomocí preventivního podávání koncentrátů FVIII/IX je standardním postupem, který má vést ke snížení počtu a frekvence krvácení u těchto pacientů a má výrazně zlepšit kvalitu jejich života.

 V období 2/2003-2/004  proběhlo v České republice  ve 4 centrech zaměřených na léčbu hemofilie v dětském věku  sledování  profylaktické léčby   koncentráty FVIII/FIX.  K léčbě byly u sledovaných pacientů použity preparáty firmy Baxter Immunate® a Immunine ®. Sledovaný soubor tvořilo 28 dětí ve věku od 3 do 18 let. Všechny trpěly těžkou formou hemofilie A (24 pacientů) nebo B (4 pacienti).

Sledování bylo prospektivní a proběhlo během 12 měsíců formou pěti návštěv v jednotlivých centrech. Bylo zaměřeno zejména na četnost a tíži krvácivých epizod a na stav pohybového aparátu (opakovaná goniometrická měření) dětských pacientů , respektive na změnu těchto parametrů v průběhu sledovaného období. Kromě  těchto parametrů byla prováděna i laboratorní vyšetření zaměřená na odhalení přítomnosti inhibitoru (iFVIII/iFIX) a na virovou bezpečnost zavedené léčby (serologická vyšetření HAV,HBV,HIV,HCV,). Při návštěvách rovněž pacienti vyplnili dotazník se zaměřením na kvalitu života.

Cíl: 

Cílem  sledování bylo získat informaci  o změnách hybnosti  zejména vybraných  u hemofiliků nejčastěji postižených kloubů v průběhu sledovaného období. Byla hodnocena i celková změna (zlepšení/stagnace/zhoršení) stavu pohybového aparátu. Srovnáním výsledku testu serologických vyšetření před  a po ukončení sledování byla hodnocena virová  bezpečnost použitého krevního derivátu. Sledování  bylo rovněž zaměřeno na to, zda  profylaxe  vedla  ke změně počtu krvácivých epizod, event. ke  změně tíže krvácivých epizod a zda i  při profylaxi byla třeba hospitalizace pacienta z důvodu krvácení. Dále jsme sledovali zda nedošlo k vývoji inhibitoru F VIII/IX , či  během profylaktické léčby nedošlo ke vzniku cílového kloubu. Hodnoceno rovněž bylo, jak se výše uvedené změny projeví v kvalitě života pacientů.

Výsledky:

Všechna provedená vyšetření byla hodnocena na statisticky významné hladině. a  přesto, že se jedná o malý soubor , z údajů jednoznačně vyplývá  zlepšení  či alespoň zachování kloubní hybnosti jak v celém souboru souhrnně,tak  i u jednotlivců. Při profylaktickém podání FVIII či FIX  (medián dávky 25,4 IU/kg) 2 – 3 x týdně došlo,  až na výjimku (1 pacient z 28), ke snížení krvácivých epizod i jejich tíže, nebo alespoň nedošlo k progresi těchto potíží. Během sledování  nedošlo k vytvoření cílového kloubu u žádného pacienta  a nebyl zjištěn inhibitor F VIII/F IX.Nedošlo  ani k serokonversi v žádném ze sledovaných virologických parametrů.

Závěr:

Profylaktickou léčbu koncentráty FVIII/IX (preparáty  Immunate®/Immunine®)  považujeme za  bezpečnou a, vzhledem ke snížení  četnosti a tíže krvácivých epizod  a  tím i zlepšení kloubní hybnosti,  za úspěšnou a prospěšnou. Tento postup ve shodě s literárními údaji vede ke zlepšení kvality života dětských pacientů a  mimo jiné i předchází  nákladné léčbě ortopedických komplikací u dospělých hemofiliků. Je s výhodou, když tato léčba může pokračovat i ve věku dospělém.

Faktor V Leiden je rizikovým faktorem časného rozvoje potrombotického syndromu

Wróbel M., Gumulec J., Brejcha M., Klodová D.,*Penka M., *Blatný J., Klaricová K., Kneiflová M., Richterová R.., Janotová P., Radina M. 

Onkologické centrum J.G.Mendela,  Nový Jičín

*Oddělení klinické hematologie, FN Brno

Úvod: Leidenská mutace koagulačního faktoru V (FVL) patří mezi nejčastěji se vyskytující vrozený trombofilní stav s prevalencí v bílé populaci mezi 2-6%. U pacientů s trombózou se tato bodová mutace vyskytuje až u 20-40% jedinců. 

Hluboká žilní trombóza se vyskytuje v hospodářsky vyspělých zemích s prevalencí mezi 

2-3%. Počet nových případů je 150-180 na 100 000 obyvatel. Potrombotický syndrom je poměrně častou komplikací hluboké žilní trombózy, vzniká na podkladě žilní hypertenze jako následek obliterace a poškození žilních chlopní. Tento syndrom má dle literatury 8-40% jedinců, kteří prodělali trombózu, z nichž asi 1,4% má bércovou ulceraci. Trombofilie může vést k bércové ulceraci buď poškozením velkých žil trombózou nebo trombotickým postižením mikrocirkulace.

Cíl: Zhodnotit význam FVL pro vznik trombembolické nemoci (TEN) a rozvoj těžkých forem potrombotického syndromu s ohledem na věk a pohlaví.

Popis souboru: Sledovaný soubor tvoří 1519 pacientů, 1033 (68%) žen a 486 (32%) mužů. 25% osob bylo v době hodnocení ve věku 30-39 let. 33% jedinců má pozitivní osobní anamnézu žilní TEN, 24% prodělalo tepenné okluze, 36% osob bylo vyšetřeno v rámci rodinné studie při průkazu hereditární trombofilie u pokrevních příbuzných, 8% tvořily ženy s anamnézou opakovaných abortů. Žilní TEN prodělalo 493 pacientů, idiopatickou žilní TEN mělo 13,4%, sekundární  žilní TEN 18%  a povrchové tromboflebitidy 3,3%  ze všech pacientů. Rekurentní žilní TEN (dvě a více epizod) prodělalo celkem 8.2% jedinců. V souboru  nacházíme celkem 258  nosičů  FVL v heterozygotní formě (17%),  19 nosičů FVL v homozygotní formě (1%) a 1242 jedinců (82%)  nejsou nositeli mutace FV.

Výsledky: Pravděpodobnost vzniku žilní TEN je u nosičů homozygotní formy FVL 94,7%, u nosičů heterozygotní formy FVL 37,8% a u wild type FV je pravděpodobnost vzniku pouze 30,3%.

Tíže chronické žilní insuficience je hodnocena dle CEAP klasifikace. Pravděpodobnost rozvoje těžších stupňů chronické žilní insuficience (4.-6. stupeň dle CEAP) je u nosičů homozygotní formy FVL  36,8%,  u  heterozygotů  FVL již jen 6,16%  a u  nosičů wild type FV  pouze 3,7%.

Těžké stupně potrombotického syndromu se objevují u nosičů FVL v mladším věku ve srovnání s osobami bez mutace.

Závěr: V našem souboru byla potvrzena následující fakta známá z literatury. Muži mají vyšší riziko vzniku TEN než ženy a mírně vyšší riziko rozvoje těžších stupňů potrombotického syndromu (bez statistické významnosti). S věkem roste četnost epizod TEN i tíže chronické žilní insuficience. Nosiči heterozygotní formy FVL mají riziko vzniku žilní TEN vyšší o 7,5% ve srovnání s wild type FV. Nosiči homozygotní formy FVL mají riziko již o 57% vyšší než osoby s wild type FV (rozdíl je statisticky významný p<0,05).

Riziko rozvoje  těžkých forem potrombotického syndromu je ve srovnání s wild type u nosičů heterozygotní formy FVL vyšší o 5% a u homozygotů dokonce o 11,5%. Rozdíl je statisticky významný (p<0.05). U nosičů FVL se potrombotický syndrom rozvíjí v mladším věku a k jeho manifestaci stačí menší počet recidiv TEN. Limitem studie je nemožnost srovnání s kontrolní skupinou zdravých dárců.

ADHEZE KREVNÍCH DESTIČEK NA FIBRIN - PACIENTI S TROMBASTENIÍ

Vaníčková M.a, Křížová P.a, Cieslar P.b, Salaj P.a, Dyr J. E.a

aÚstav hematologie a krevní transfuze, U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2

b1. Lékařská fakulta, Univerzita Karlova, U Nemocnice 2, 128 20 Praha 2

Krevní destičky hrají klíčovou roli v procesu hemostázy a trombózy. Adheze krevních destiček je rozhodující událostí v sekvenci mechanizmů, které zastavují krvácení [1]. Adhezivní povrch, který destičky rozeznávají v místě poškození cévní stěny, je velmi rozmanitý a liší se v závislosti na typu poškození. Složky subendotelu, jako různé typy kolagenu, vWF, fibronektin, laminin, trombospodin a vitronektin, jsou rozeznávány specifickými membránovými receptory destiček. Důležitý pro adhezi je také fibrinogen, který, přestože není přirozený protein subendotelu, může být v místě poškození ihned imobilizován adsorpcí z plazmy [2]. 

Interakce mezi fibrin(ogen)em a GPIIb-IIIa, nejhojněji zastoupeným membránovým receptorem krevních destiček, je pro adhezi nezbytná [3]. Neaktivované krevní destičky neinteragují s fibrinogenem v roztoku. Jsou-li destičky aktivované, dochází v GPIIb-IIIa ke konformačním změnám a tento receptor může vázat volný fibrinogen, dochází k agregaci destiček. Je-li fibrinogen imobilizován na povrchu, dochází ke změně jeho konformace v okolí vazebných míst pro GPIIb-IIIa a neaktivované destičky adherují na fibrinogen za statických i dynamických podmínek [4].

Snížení počtu (trombocytopenie) a funkční poruchy krevních destiček (trombocytopatie) způsobují různě závažné krvácivé stavy [5]. Adheze je klíčová funkce destiček, přitom ale žádný jednoduchý test pro rutinní diagnostiku zatím nebyl navržen. Vyvinuli jsme metodologii adheze krevních destiček, která zahrnuje přípravu adhezivních povrchů a proteinů, úpravu počtu krevních destiček ve vzorku, adhezi za statických a dynamických podmínek a vyhodnocení obrazovou analýzou a biochemickou metodou.

Statická adheze dovoluje použití menšího množství vzorku, je vhodná k počátečním experimentům např. při volbě adhezivního povrchu a proteinů, sledování vlivu různých faktorů apod. Statická adheze je prováděna v mikrotitračních destičkách nebo na krycí sklíčka, která jsou vložena do plastových misek. Při tomto uspořádání experimentu je používána plazma bohatá na destičky (PRP), ve které je možno jednoduchým ředěním pomocí plazmy chudé na destičky (PPP) upravit počet destiček ve vzorku. Adheze probíhá 60 min. při laboratorní teplotě. Poté je PRP odmyta pufrem. Další postup závisí na způsobu vyhodnocení adheze.

Dynamická adheze umožňuje přesnější napodobení přirozených podmínek toku krve. Volbou adhezivního proteinu a nastavením různých smykových rychlostí je možno přímo sledovat funkci krevních destiček při podmínkách napodobujících poranění cévy o různém průměru. Při toku krve se na adhezi krevních destiček podílejí také ostatní krevní částice, zejména erytrocyty. Proto se na rozdíl od statické adheze používá k experimentů plná krev. Dynamická adheze je prováděna v průtokové komůrce ve které je umístěno krycí sklíčko. Tok plné krve je zajištěn peristaltickým čerpadlem. Celý perfuzní systém je temperován na 37(C. Experimentu předchází promytí systému pufrem. Vlastní dynamická adheze probíhá 5 min. a následuje opět promytí systému pufrem.

Vyhodnocení adheze krevních destiček je prováděno biochemickou metodou v případě pokusů prováděných v mikrotitračních destičkách nebo metodou obrazové analýzy při adhezi na krycí sklíčka. Biochemická metoda je založena na stanovení aktivity enzymu laktátdehydrogenasy (EC 1.1.1.27) nebo kyselé fosfatasy (EC 3.1.3.2) uvolněné z lyzovaných adherovaných destiček. Tato metoda je rychlá, avšak nevypovídá nic o morfologii adherovaných destiček. Vyhodnocení adheze obrazovou analýzou předchází fixace destiček na krycí sklíčka a obarvení systémem barviv May-Greenwald – Giemsa Romanowski. Preparát je pak snímán světelným mikroskopem a vyhodnocen obrazovým analyzátorem Lucia. Touto metodou je možno měřit procentové pokrytí povrchu celými destičkami nebo jejich granulomery a sledovat morfologické vlastnosti adherovaných destiček.

Zjistili jsme, že nejen adhezivní, ale i nosný materiál ovlivňuje adhezivitu a morfologii adherovaných krevních destiček. Při adhezi na proteiny syntetizované na polystyren destičky snadněji vytvářely roztažené formy než při použití skla. Adhezivní povrchy jsme tedy připravovali na stěny jamek mikrotitračních destiček vyrobených z polystyrenu nebo na krycí sklíčka potažená tenkou vrstvou polystyrenu [6].

V naší laboratoři se pro účely sledování adheze destiček velmi dobře osvědčily postupně připravené fibrin(ogen)ové povrchy, které bylo možno připravit s lepší opakovatelností a přesností než dříve používané fibrinové povrchy připravené nastříkáním směsi fibrinogenu s trombinem [7]. Nedávno analýzy patologických vzorků přímo potvrdily přítomnost aktivního trombinu v trombu [8, 9]. Trombin navázaný na fibrinu zůstává aktivní i po té kdy je v roztoku již inhibován (antitrombinem III) a napomáhá tak hemostatickým a prokoagulačním účinkům. Abychom zvolili nejvhodnější fibrin(ogen)ový povrch, sledovali jsme dynamickou adhezi na krycí sklíčka potažená polystyrenem s imobilizovaným fibrinogenem (FBG), fibrinovým dimerem s aktivním trombinem (FD1) a fibrinovým dimerem s inhibovaným (nízkomolekulárními inhibitory) trombinem (FD2) při smykové rychlosti 300 s-1. Adheze na fibrinogen byla signifikantně nižší (P  0,0001) než adheze na fibrinové dimery. Adheze na fibrinové dimery, které se lišily pouze navázaným aktivním nebo inhibovaným trombinem, se také signifikantně lišila (P = 0,0029). Zjistili jsme, že krevní destičky nejvíce adherovaly na fibrinovým dimer s aktivním trombinem (FD1). Naše výsledky ukazují, že aktivní trombin navázaný na fibrinu skutečně podporuje adhezi krevních destiček.
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Obr.1 Morfologické vlastnosti krevních destiček adherovaných na FD1 za dynamických podmínek. A) zdravý dárce s počtem destiček v krvi 168×103/l, destičky tvoří agregáty, B) pacient s počtem destiček v krvi 168×103/l, destičky jsou malé, netvoří agregáty, celková morfologie je podobná krevním destičkám s „aspirin like defect“.

Při statické i dynamické adhezi jsme zjistili, že počet destiček v plazmě a v krvi má velký vliv na množství adherovaných destiček. Tento jev zatím nebyl podrobněji sledován, proto jsme studovali závislost adheze na počtu destiček v plazmě a krvi. Zvláštní pozornost vyžadovala příprava krve chudé na destičky (PPB) s normálním hematokritem, která byla získána postupnou centrifugací za různých podmínek.

Získanou závislost jsme použili ke studii adheze a morfologie krevních destiček pacientů, u kterých funkční poruchy destiček bývají často doprovázeny i sníženým počtem destiček v krvi. Vzorky z jejich krve jsme tak mohli srovnat se vzorky zdravých jedinců se stejným počtem destiček. Sledovali jsme adhezi u pěti trombastenických pacientů, pacienta s prokázanou Glanzmannovou trombastenií a dvou zdravých jedinců, kteří dobrovolně užívali aspirin.

U pacientů trpících blíže neurčenou trombocytopatií a poruchou primární hemostázy jsme nezjistili defektní adhezi destiček na fibrinový dimer s aktivním trombinem. Při vyhodnocení obrazovou analýzou bylo snížení či zvýšení výsledků adheze destiček pacientů způsobeno morfologickými odchylkami adherovaných destiček (Obr. 1). U pacientky trpící dědičným onemocněním Glanzmannova trombastenie jsme potvrdili defekt GPIIb-IIIa. Zjistili jsme, že užívání aspirinu nemá přímý vliv na adhezi normálních krevních destiček na fibrinový dimer, ovlivněna byla pouze jejich agregace.

Měření schopnosti krevních destiček adherovat na definované povrchy může přinést nové poznatky vedoucí k dalšímu objasnění funkce krevních destiček a jejich membránových glykoproteinů. Takto získané vědomosti mohou přispívat k vývoji nových přístupů v diagnostice nebo léčení onemocnění, při kterých dochází k poruchám krevní srážlivosti, i k vývoji hemokompatibilních biomateriálů.
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Působení volných radikálů při aktivaci krevních estiček

A. Havelková, J. Suttnar, J. Hřebačková, J. E. Dyr

Ústav hematologie a krevní transfuze, Praha, ČR

Krevní destičky se účastní celé řady procesů, které zahrnují interakci destiček s endotelem zprostředkovanou receptory, "rolování" destiček po povrchu endotelu, jejich pevnou adhezi na endotel, agregaci a tvorbu trombu. Vzhledem ke složitosti uvedených pochodů je zřejmé, že aktivační kaskáda destiček je velmi jemně regulována. Ukazuje se, že některé známé látky regulující procesy při aktivaci krevních destiček mají charakter volných radikálů nebo reaktivních kyslíkových (ROS) a dusíkových (RNS) látek (RONS), které mohou být exogenního nebo endogenního původu [1]. Jedním z možných obecných mechanizmů působení ROS při aktivaci krevních destiček je ovlivnění systému fosfatasa/kinasa ve prospěch kinasové aktivity [2]. Kromě toho existuje možnost přímé modifikace bílkovin účinkem ROS vedoucí ke změně jejich vlastností. Byla popsána nitrace VASP (vasodilator-sensitive phosphoprotein) při aktivaci destiček kolagenem [3]. VASP se v nefosforylované formě účastní spolu s  dalšími bílkovinami cytoskeletonu změny tvaru destiček při adhezi a agregaci. Nitrace VASPu pravděpodobně brání jeho fosforylaci a tak může podporovat polymeraci aktinu z profilin-aktinových komplexů vázaných na VASP. VASP je vázán prostřednictvím vinkulinu a talinu na integrinové molekuly [4]. V této práci sledujeme vznik oxidačních produktů destičkových bílkovin po aktivaci destiček kolagenem.

Promyté destičky zdravých dárců v Tyrodovém pufru za přítomnosti fibrinogenu byly aktivovány kolagenem. Sediment aktivovaných destiček i kontrol byl lyzován dodecylsulfátem sodným (SDS) a pro průkaz karbonylových skupin v bílkovinách byl přidán dinitrofenyl hydrazin (DNP hydrazin). Pro identifikaci vznikajících nitrotyrozinových zkytků byl použit samotný SDS lyzát. Dinitrofenylhydrazínové produkty karbonylových derivátů bílkovin i nitrované bílkoviny byly detegovány imunoblottingem po jednorozměrné SDS-PAGE, a po 2D-PAGE (1.směr izoelektrická fokuzace na immobilinových gelech, 2. směr SDS PAGE).

Pomocí imunoblottingu za použití protilátky proti DNP skupinám bylo v sedimentu destiček aktivovaných kolagenem prokázáno několik výrazných zón neredukovaných i redukovaných bílkovin obsahujících karbonyly vzniklé účinkem ROS. Protilátkou proti nitrotyrosinu nebyly detegovány žádné nitrované bílkoviny. V supernatantu destiček aktivovaných kolagenem nebyly nalezeny karbonylované ani nitrované bílkoviny. Zóny karbonylovaných bílkovin obarvené koloidní Coomassie Blue byly zpracovány pro analýzu metodou hmotnostní spektroskopie (MALDI-TOF). Jedna z nich byla identifikována jako vinkulin. Vzhledem k tomu, že vinkulin se účastní reorganizace cytoskeletonu při aktivaci krevních destiček, vzniká otázka, zda jeho modifikace při aktivaci krevních destiček kolagenem má fyziologický význam. Pro posouzení je důležitou informací kvantitativní zhodnocení podílu oxidačně modifikovaného vinkulinu. Na základě elektroforetických údajů bylo odhadnuto, že v destičkách aktivovaných kolagenem dochází k oxidaci více než poloviny celkového množství vinkulinu. Zkoumání procesů při aktivaci krevních destiček, spojených se vznikem reaktivních kyslíkových a dusíkových látek, může přispět k novým znalostem o modifikaci destičkových bílkovin při působení různých agonistů a k rozšíření znalostí o šíření signálu vyvolaného působením destičkových aktivátorů.
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Povrchní tromboflebitida – je opravdu vždy benigní?

Hirmerová J., II.interní klinika LF UK a FN Plzeň

Povrchní tromboflebitida dolních končetin je častým onemocněním, obvykle považovaným za benigní. Z výsledků některých studií však vyplývá, že současný výskyt hluboké žilní trombózy je dosti vysoký (3%-40%). Ta může vzniknout progresí procesu z povrchního žilního systému do hlubokého či se může jednat o koexistující hlubokou žilní trombózu v jiné lokalizaci, například i na druhostranné končetině. Výskyt plicní embolie u nemocných s povrchní tromboflebitidou rovněž není vzácností (údaje kolísají od 2% až do 33% pacientů).

Pojmem flebitida je nazýváno zánětlivé postižení segmentu epifasciálního žilního systému. Zánětlivý proces bývá provázen trombózou příslušného segmentu, přičemž vztah mezi zánětem a trombózou je velmi variabilní. Je-li tedy trombóza součástí patologického procesu, lze předpokládat, že se v etiopatogenezi mohou uplatnit i klasické rizikové faktory, obvykle uváděné zejména v souvislosti s hlubokou žilní trombózou. Byla zjištěna  asociace povrchních tromboflebitid s některými vrozenými i získanými trombofilními stavy – např.  s Leidenskou mutací v genu pro faktor V,  deficitem proteinů C a S, vysokou hladinou faktoru VIII a s pozitivitou antikardiolipinových protilátek. Jako další rizikové faktory povrchní tromboflebitidy byly popsány: malignita, obezita, operace, trauma, delší imobilizace, hormonální antikoncepce, těhotenství a šestinedělí. 

Povrchní tromboflebitida může vzniknout na varikozních či nevarikozních žilách, za zvláště závažnou je považována tzv. ascendentní tromboflebitida v. saphena magna. 

U pacientů s povrchní tromboflebitidou na dolních končetinách se doporučuje provést duplexní sonografii k posouzení rozsahu postižení povrchových žil a současně i k vyšetření hlubokého žilního systému. Dále je vhodné pátrat po eventuální malignitě či infekčním fokusu, v indikovaných případech provést vyšetření trombofilního stavu (zejména při tromboflebitidě v nevarikózních žilách či u nemocných s recidivující varikoflebitidou či 

s pozitivní rodinnou tromboembolickou anamnézou). 

Většina pacientů s tromboflebitidami je léčena ambulantně, nutná je kompresní léčba, z farmak jsou užívána nesteroidní antiflogistika, při febriliích i antibiotika. Antikoagulační léčba je jednoznačně indikována při postižení proximálních částí vena saphena magna či při současném průkazu hluboké žilní trombózy. Jinak je ale otázka antikoagulační léčby u povrchní tromboflebitidy poměrně kontroverzní záležitostí, nepanuje shoda co do její indikace, způsobu, intenzity a délky trvání. Pro jasná doporučení v tomto smyslu dosud není dostatek podkladů z randomizovaných kontrolovaných studií. Podle některých autorů je třeba povrchní flebitidu považovat za rizikový faktor hluboké žilní trombózy a vždy podávat nízkomolekulární heparin v profylaktických dávkách. Délka léčby by se pak měla řídit lokalizací a rozsahem tromboflebitidy, přítomností chronické žilní insuficience a zhodnocením eventuálních dalších rizikových faktorů trombózy i celkového stavu pacienta.

Esenciální trombocytémie a trombocytémie provázející myeloproliferativní onemocnění – Doporučení diagnostiky a léčby

M. Penka1, J. Schwarz2, R. Pytlík3, M. Doubek4, Y. Brychtová4, P. Dulíček5 

1OKH FN Brno, 2UHKT Praha, 3I. interní klinika FN Praha, 4IHOK FN Brno, 5OKH a I. interní klinika FN Hradec Králové 
Esenciální trombocytémie (ET) ale také trombocytémie provázející jiné myeloproloferativní choroby (MPOT) může vést k závažným krvácivým či trombotickým projevům. Cílem klinické péče je tyto příhody nejen zvládnout, ale především účinně jim předcházet. Existuje řada prací, které se zabývají jednotlivými způsoby diagnostiky a léčby, nicméně srovnávací studie jsou zatím buď v běhu anebo jsou jejich výsledky kontroverzní. Některé výsledky jsou ale i tak velmi cenným poznatkem, jiné námětem k další diskusi a podrobnější analýze.  

Základem patřičného řešení případu je diagnostika, která vychází z možnosti několikera klasifikací (PVSG, WHO). Opírá se všeobecně o zvýšené počty krevních destiček s korespondujícím nálezem aktivované megakaryopoezy v kostní dřeni za současného vyloučení reaktivních změn. Terapie se zaměřuje na korekci počtu destiček v periferní krvi s více či méně cíleným ovlivněním megakaryopoezy v kostní dřeni a na symptomatická opatření k ovlivnění příznaků nemoci. Přitom se rozlišuje mezi opatřeními používanými v mladších či starších věkových skupinách, dále u nemocných s rizikovými souběžnými okolnostmi jako jsou kardiovaskulární riziko nebo riziko či přítomnost trombotické diatézy. Existuje několik směrů doporučení k použití vybraného léku v prvním či druhém sledu a při méně obvyklé reakci na léčbu nebo komplikovaném vývoji onemocnění. Základními léky používanými k prvotnímu ovlivnění trombocytémie jsou anagrelid, hydroxyurea a interferon-alfa. K těmto lékům jsou k dispozici i alternativní možnosti a dále rozšiřující se spektrum již zmíněných symptomatických opatření. 

Cílem této prezentace je poskytnout přehled současných doporučení diagnostiky s přihlédnutím k významu některých diagnostických postupů a doporučení léčby s ohledem na výhody a nevýhody toho kterého postupu s doplněním o některé vlastní výsledky léčby nemocných a se zohledněním doporučení především italské skupiny Barbuiho, která podává nejobsáhlejší hodnocení dosavadních poznatků. 

Pacient s antifosfolipidovými protilátkami – přehled současných diagnostických a léčebných doporučení

Buliková A. 

Nález antifosfolipidových protilátek (APA) může být náhodným u jinak zcela zdravých jedinců, nebo přechodným po banálních infektech. Trvalá pozitivita APA je však závažným nálezem, který vyžaduje podrobné vyšetření, sledování, případně i léčbu pacienta. 

Diagnostický proces u nálezu APA zahrnuje řadu postupů, z nichž je třeba zdůraznit zejména: 

· určení, zda jde o primární či sekundární proces; i v případě, že není nalazeno žádné vyvolávající onemocnění a je stanovena diagnóza primárního antifosfolipidového syndromu, je indikováno dlouhodobé sledování k vyloučení systémového onemocnění pojiva;

· stanovení orgánového postižení za pomocí klinického, laboratorního, zobrazovacího vyšetření, v některých případech je nutné i histologické vyšetření (zejména postižení ledvin);

· stanovení dalších rizikových faktorů trombózy;

· stanovení krvácivé tendence.

Procesy, které jsou výskytem APA provázeny a po nichž je potřeba pátrat jako po možné vyvolávající příčině, shrnuje tabulka. 

Onemocnění provázené výskytem antifosfolipidových protilátek

	Autoimunitní onemocnění:

Systémová onemocnění pojiva:

Jiné autoimunitní stavy:
	SLE, lupus like disease, revmatická artritida, smíšené onemocnění pojiva, Sjögrenův syndrom, sklerodermie, ankylozující spondartritida, difúzní fasciitida, dermatomyozitida-polymyozitida, vaskulitidy

diabetes mellitus, Crohnova choroba, ITP, AIHA,  autoimunitní thyreoiditis

	Malignity:

Solidní tumory:

Hematologické:
	thymom, karcinomy (plíce,ledviny,ovarium, prostata, čípek děložní, kůže, trachea, močový měchýř, střevo, jícen, hepatocelulární )

lymfomy, leukémie, Waldenstromova makroglobulinémie, myeloproliferativní choroby

	Infekční choroby:

Virové:

Bakteriální a spirochetové:

Parazitární:
	virus hepatitidy C, A i B, EBV, CMV, HIV, parvovirus 19, adenovirus, varicella zoster, vakcinia virus, virus lidských příušnic, zarděnek, spalniček, HLTV-1

lepra, tuberkulóza, mycobakterium pneumonie, salmonela, stafylokoky, streptokoky, lymeská boreliosa, lues, středozemní skvrnitá horečka, Q horečka, legionářská nemoc, ornitosa, E. coli

malárie, kala azar, toxoplazmóza

	Léky:

Antiarytmika:

Antipsychotika:

Antihypertenziva: 

Antikonvulziva: 

Tricyklická antidepresiva:

Antibiotika: 

Jiné léky a drogy:
	prokainamid, chinin/chinidin, fenytoin

chlorpromazin, haloperidol, flufenazin, perfenazin, fenothiazin, clozaril

hydralazin, propranolol, acebutol

fenytoin, kyselina valproová

doxepin

penicilin a deriváty (amoxycilin), streptomycin

interleukin/interferon, silika, estrogenní kontraceptiva, intoxikace alkoholem, drogy – heroin

	Jiné stavy:
	renální selhání, GVHD


ITP – idiopatická trombocytopenická purpura, AIHA – autoimunitní hemolytická anémie, 

EBV – virus Ebstein Barrové, CMV – cytomegalovirus, HIV – virus získaného lidského imunodeficitu,  

GVHD – „graft versus host disease“ – onemocnění štěpu proti hostiteli

Klinické projevy působení antifosfolipidových protilátek jsou velmi pestré. Většina z nich je zapříčiněna trombotizací venózní nebo arteriální části cévního řečiště nejrůznějších systémů od velkých cév po mikrocirkulaci. Na změnách se podílí trombotická mikroangiopatie, druhotná ischemie zapříčiněná poruchou přítoku na základě okluze ateriálního řečiště, periferní embolizace z venózních, ateriální či intrakardiálních zdrojů. Teoreticky může být postižen jakýkoli orgán, nejčastěji kůže, ledviny, endokrinní orgány a jiné. U některých typů klinické manifestace však v některých případech trombóza ani mikrotrobmotizace cílového orgánu prokázána nebyla;  zde se předlokládá přímé působení APA na cílové struktury – zejména centrální nervový systém. 
Venózní trombóza se objevuje s frekvencí 29-55 % nemocných s přítomnými antifosfolipidovými protilátkami v průměrné době sledování méně nežli 6-ti let. Ve velkém prospektivním sledování italského registru pro antifosfolipidové protilátky se trombotická manifestace objevovala s celkovou incidencí 2,5%/pacienta ročně; zřetelná většina nemocných mělo idiopatický typ trombotické manifestace. Arteriální trombóza a/nebo okluze je u antifosfolipidového syndromu o něco méně častým klinickým příznakem. Nejčastějším postižením je ischemická cévní mozková příhoda, která tvoří 50% ateriálních postižení. 

Primární prevence. Léčebný přístup k nemocným, u nichž je průkaz APA doposud asymptomatický, není s definitivní platností vyřešen. V úvahu přichází následující postupy:  žádná trvalá léčba s krátkodobou antitrombotickou profylaxí při při dalším navýšení trombofilního rizika; kyselina acetylosalicylová; antimalarika; případně nízkodávkovaná antikoagulační léčba warfarinem s cílovým INR 1,5. 
Iniciální léčba akutní trombotické epizody se u pacienta a APS v ničem neodlišuje od terapie trombózy vzniklé z jiných důvodů (41). Hlavním terapeutickým zásahem pro sekundární profylaxi je antikoagulační léčba.  Na základě retrospektivních studií bylo stanoveno doporučení dosažení cílového INR  3,0 – 4,0 a dlouhodobé resp. i doživotní podávání dikumarolových preparátů. V současné době prospektivní studie prokazují, že řada nemocných je úspěšně léčena konvenčním dávkováním kumarinů s cílovým INR 2,0-3,0 (44,45). Vysokodávkovaná a dlouhodobá resp. doživotní léčba bude zřejmě vyhrazena nemocným s rekurentní idiopatickou trombembolickou manifestací.

Jasný přínos léčby antikoagulační ve srovnání s antiagregační terapií nebyl prokázán u nemocných s cévní ischemickou mozkovou příhodou. . 

Při selhání antikoagulační léčby warfarinem je zvažováno přidání ASA k vysokodávkované léčbě dikumarolovými preparáty, podání imunomodulační terapie nebo nízkomolekulární heparin (38), a to zejména v případech arteriální manifestace. 

Imunosupresivní léčba není účinná pro prevenci rekurence trombózy. Má své přesně vymezené indikace, ať už je to léčba základního onemocnění u sekundární indukce APA systémovým procesem, je jí možno ovlivnit sekundární hypoprotrombinémii s krvácivými projevy (1), klinicky významnou trombocytopenii. Její podání je taktéž zvažováno tam, kde se předpokládá jiný nežli protrombotický mechanizmus klinické manifestace. Do této indikace patří zejména některé z neurologických symptomů. Postupy ovlivňující imunitní systém jsou taktéž používány u katastrofického průběhu APS.

V současné době jsou diskutovány různé další léčebné možnosti u APS. Jednak je to využití léků, které se používají rutinně v jiných indikacích, druhým směrem je pak specifické ovlivnění imunitního systému. Mezi perspektivní přístupy je jeví využití statinů. Tyto léky, primárně užívané k ovlivnění nepříznivého lipidového spektra, mají znám i vícečetný efekt na krevní elementy (trombocyty, monocyty). V současné době byl in vitro prokázán inhibující vliv fluvastatinu na protrombotické a prozánětlivé vlastnosti endoteliálních buněk navozené přítomností APA . Na zhodnocení v této indikaci čekají jak novější typy protidestičkových léků – z nichž širší využití u APS doznal pouze klopidogrel. , stejně tak i řada dalších nových antitrombotik – např. přímé inhibitory trombinu melagatran/ximelagatran, rekombinantní inhibitor cesty tkáňového faktoru a jiné.  Příkladem léčebného přístupu s imunomodulačním zaměřením je syntéza toleragenu (LJP 993) určeného k inaktivaci B lymfocytů  specifických k epitopu 2-glykoproteinu I.
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Přišel čas pro vyhledávání skryté malignity u nemocných s venózním tromboembolizmem?

Malý R.

I. interní klinika, LF UK a FN, Hradec Králové 

Spojení mezi symptomatickým žilním tromboembolizmem (VTE) a přítomností dosud nepoznané malignity je předmětem zájmu lékařské společnosti již 70 let. Jméno Armand Trousseau se stalo od roku 1865 synonymem pro vztah VTE a malignity, ale až v roce 1935 internisté James a Matheson publikovali případ nemocného, u kterého se maligní onemocnění objevilo 2 měsíce po vzniku žilní trombózy a poprvé vyslovili domněnku o úloze skryté malignity ve vývoji trombózy.

Retrospektivní i prospektivní studie potvrdili incidenci nově diagnostikované malignity u pacientů se spontánním VTE v následujících 2-3 letech v průměru 7.5 %, zatím co nemocní se sekundárním VTE okolo 1.6 %. Množství dalších studií rozvíjí teorii o vhodném screeningu malignity po prodělaném VTE, protože kromě podložených faktů o tom, že v následujících 3 letech je u těchto nemocných častěji diagnostikována skrytá malignita, je VTE známkou horší prognózy u pacientů s malignitou. 

Více malignit je detekováno intenzivním pátráním. V recentní multicentrické randomizované mortalitní práci Piccioliho a spoluprac. byla dokumentována vysoká efektivnost  vstupního intenzivního screeningu v porovnání s výsledky kontrolního souboru (detekce malignity    13.1 % vs 0 %), včetně následujících dvou let (1 % vs 9.8 %). Senzitivita  iniciálního intenzivního screeningu byla 93%, výskyt 2leté mortality byl nižší u pacientů po intenzivním screeningu, ale ne signifikantně. Malignity detekované intenzivním pátráním byly časného stádia  a navíc byla zaznamenána statisticky významná redukce zpoždění diagnózy novotvaru z průměru 11.6 na 1.0 měsíce. Monreal a spoluprac. vytvořili 2 stupňový postup k odhalení skryté malignity, který byl v průběhu 1 roku po první epizodě VTE  úspěšný v  77 % případů. Statisticky významným rizikovým faktorem přítomnosti skryté malignity byl věk nad 70 let a spontánní VTE. 

Použití intenzivních, zvláště neinvazivních, metod detekce (včetně důkladné anamnézy a fyzikálního vyšetření)  skryté malignity je přínosnější k odhalení většího počtu maligních procesů než rutinní testy samotné. Předpokládá se, že malignity detekované intenzivním screeningem jsou vhodné pro kurabilní léčbu, ale je nejasný dopad na mortalitu těchto nemocných. 
Dispenzarizace jedinců s idiopatickým VTE po dobu nejméně 1 roku se považuje za nezbytnou z důvodu pozdní manifestace malignity, nebo pro přítomnost jiného trombofilního stavu. Podezření na maligní proces je vyšší v případech, je-li VTE spontánní, ve věku nad 70 let, v krátkém období opakovaně, migruje z místa na místo, spojen s arteriální tromboembolií, nereaguje dobře na správně vedenou terapii, nemocný má trombohemoragické projevy nebo neprokážeme-li některý z významných laboratorních trombofilních faktorů, pokud jejich vyšetření bylo indikováno. Postup při vyhledávání skryté malignity zahrnuje pečlivou anamnézou (krvácení, váhový úbytek, bolest v epigastriu, změna charakteru nebo frekvence stolice), fyzikální vyšetření (per rektum, prsy, palpačně přístupné uzliny, šťítnice, břišní rezistence) a rutinní vyšetření (sedimentace erytrocytů, krevní obraz, jaterní testy, urea, kreatinin, vyšetření moči chemicky a sedimentu, rentgenové vyšetření hrudníku), kterým lze v kombinaci s břišní a pánevní ultrasonografií a stanovením PSA/CA-125 prokázat okolo 70 % skrytých malignit. 
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FUNKČNÍ STANOVENÍ PROTEINU C V PLAZMĚ PACIENTŮ LÉČENÝCH ANTOGONISTY VITAMINU K

M. Pecka,  E. Slezáková,  J. Malý, P. Dulíček, V. Dytrychová

II. interní klinika – Oddělení klinické hematologie FN a II. interní katedra LFUK, Hradec Králové

Společně s AT a TFPI je systém proteinu C (PC) nejúčinnějším inhibičním systémem hemostázy. Systém proteinu C je tvořen proteinem C, proteinem S a trombomodulinem. Na rozdíl od účinku antitrombinu působí aktivovaný protein C (APC), tak že proteolyticky štěpí a tím inaktivuje, v přítomnosti fosfolipidů a Ca2+, na membráně navázané plazmatické faktory neenzymového původu - F Va a VIIIa, což vede k potlačení aktivovaného koagulačního procesu. Kofaktory jsou v tomto případě Protein S a pravděpodobně i neaktivovaná forma faktoru V.

K aktivaci proteinu C může docházet různými způsoby. K nejúčinnější aktivaci dochází in vivo na povrchu cévních endotélií, kde je navázán specifický endoteliální receptor trombinu trombomodulin.

Cílem této studie bylo vyšetřit funkční aktivitu proteinu C metodou koagulační a metodou pomocí chromogenních substrátu u nemocných léčených antagonisty vitaminu K a v případě neshod těchto metod pokusit se o vysvětlení rozdílu v naměřených hodnotách. Dále nás zajímalo u jakých stavů lze podobný výsledek očekávat

Laboratorní vyšetření proteinu C:

· průkaz biologické aktivity: 

· koagulační metody na bázi APTT s aktivací PC hadím jedem Protacem 

· chromogenní metody

· průkaz antigenu: imunologické metody (ELISA)

Protein C je v plazmě přítomen v neaktivní formě, proto se před vyšetřením jeho funkce in vitro aktivuje hadím jedem. U koagulační metody (set firmy Diagnostica Stago) se využívá schopnosti aktivovaného proteinu C (APC) inaktivovat společně s kofaktorem (protein S) koagulační faktory Va a VIIIa. Inaktivace koagulačních faktorů způsobí prodloužení koagulačního času v systému APTT, které je přímo úměrné  aktivitě proteinu C ve vyšetřovaném vzorku. 

U fotometrické metody (set firmy Chromogenix) dochází po aktivaci proteinu C hadím jedem k reakci APC se specifickým chromogenním substrátem. Při reakci se ze substrátu uvolňuje žlutě zbarvený chromofor – p nitroanilin. Intenzita zabarvení je přímo úměrná aktivitě proteinu C v plazmě.

Ke stanovení funkční aktivity jsme v obou případech použili koagulační automat STA‑R (firmy Diagnostica Stago).Výsledky získané chromogenní metodou vykazují výrazně vyšší hodnoty než hodnoty získané metodou koagulační. Příčinou je pravděpodobně skutečnost, že chromogenní metoda je citlivá také na přítomnost tzv. PIVKA - proteinu C, který se vyskytuje v plazmě během antikoagulační terapie antagonisty vitamínu K. 

Aktivními složkami koagulačního procesu jsou tzv. serinové proteázy, mezi které patří i aktivovaný protein C. Serinové proteázy mají v aktivním místě triádu aminokyselin: Ser, His, Asp. Jsou ukončeny tzv. „gla“ oblastí – oblast kyseliny glutamové. V cyklu vitaminu K dochází v játrech k připojení další karxylové skupiny v γ karboxylové oblasti a tím k vytvoření dikarboxylové kyseliny. Jedna z karboxylových skupin slouží k navázání serinové proteázy na fosfolipidovou matrix pomocí vápníkových můstků a společně s kofaktorem se tak vytváří koagulačně aktivní komplex, který pak funguje v systémech, které využívají koagulační metody.

Používáme - li metodu chromogenních substrátů ke stanovení aktivity, či funkce koagulačních složek enzymového původu je nutné přihlížet k tomu, že tato metoda popisuje pouze funkčnost aktivního místa daného enzymu a nebere v úvahu eventuální další seskupení (sterická, tvorba komplexů, více míst štěpení) ke kterým fyziologicky během srážecího procesu dochází a které popisuje pouze metoda koagulační.
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      Cytokíny a hypertenzia.  

      M.Nosáľ, I.Balažovjech, FN-Bratislava,  Slovenská republika.

Úvod:   Hladiny pro- a protizápalových cytokínov sú zmenené  pri esenciálnej hypertenzii (EH) zhodne s aktiváciou imunokompetentných buniek v cirkulácii. Pacienti s EH v počiatočných štádiách majú zvýšené cirkulujúce hladiny IL-1ra, ale aj TNF-, IL-1 a IL-6 v porovnaní so zdravými, ktorí majú normonálne hodnoty krvného tlaku. TNF- je dôležitým stimulátorom transkripčného angiotenzinogénového receptora. Cirkulujúce hladiny IL-6  majú významný proaterogénny účinok. Pôsobením niektorých cytokínov dochádza k expresii tkanivového faktora na cirkulujúcich monocytoch,  tým k aktivácii koagulačnej kaskády  a prostredníctvom trombínu aj k aktivácii krvných doštičiek. 

Cieľ: chceli sme zistiť ako sa budú chovať niektoré cytokíny ( IL-6, TNF-u pacientov s hypertenziou v porovnaní s inými zápalovými markermi.

Výsledky: zistili sme zmenené hladiny dvoch cytokínov (IL-6 a TNF-u pacientov s hypertenziou, ale nie v takej miere ako u pacientov s ischemickou cievnou mozgovou príhodou.

Záver: u pacientov s hypertenziou účinkom niektorých cytokínov dochádza cestou tkanivového faktora k aktivácii hemokoagulácie a cestou trombínu k aktivácii krvných doštičiek. Hypertenziu tak možno považovať za protrombotický stav.
         Výsledky vyšetrení u pacientov s čerstvo zistenou hypertenziou
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	2.11

	14.


	Ž/51
	140/90
	
	284.0
	3.40
	negat.
	4.52
	56.6
	140
	5.82
	1.40
	3.76
	1.43
	0.63
	2.63

	15.


	M/41
	180/120
	
	253.0
	2.12
	negat.
	5.43
	63.8
	140
	6.81
	2.30
	3.53
	2.25
	1.04
	1.57

	16.


	M/52
	180/106
	
	171.0
	2.02
	negat.
	7.77
	65.9
	140
	4.65
	1.60
	2.95
	0.98
	0.72
	3.01

	17.
	Ž/53
	135/95
	10/18
	191.0
	2.42
	negat.
	5.04
	62.5
	139
	4.81
	1.78
	2.78
	1.23
	0.80
	2.26

	18.
	Ž/56
	165/105
	8/

18
	173.0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	19.


	M/53
	152/95
	
	208.0
	2.96
	negat.
	5.07
	101
	142
	6.04
	1.03
	4.21
	1.37
	0.46
	3.07

	20.


	M/54
	135/95
	
	158.0
	2.12
	negat.
	4.96
	75.1
	143
	4.41
	2.64
	2.45
	0.77
	1.19
	3.18

	21.


	M/50
	130/100
	
	135.0
	2.12
	negat.
	4.85
	88.0
	142
	6.54
	1.64
	4.47
	1.33
	0.74
	3.36

	22.
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              Výsledky vyšetrení u pacientov s čerstvo zistenou hypertenziou

	
	CRP

mg/l
	BMI
	Fajčenie

poč.cig./ deň
	TNF-
	IL-1
	IL-1ra
	CP-IgG

do 45 EIU
	CP-IgA

do 12

EIU
	CP-IgM

EIU
	H. p.

IgG

20 AU
	H. p.

IgA



	1.
	0.98
	
	10/ týž.
	
	
	
	   290
	negat.
	negat.
	252
	pozit.

	2.
	0.94
	
	0
	
	
	
	1 057
	39
	negat.
	negat.
	negat.

	3.
	2.20
	
	0
	
	
	
	   381
	25
	negat.
	235
	pozit.

	4.
	1.11
	
	0
	
	
	
	     61
	negat.
	negat.
	
	

	5.
	2.58
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	6.
	3.02
	
	0
	
	
	
	   587
	53
	
	
	

	7.
	5.51
	
	40 / d.
	
	
	
	
	
	
	
	

	8.
	4.65
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	9.
	0.47
	25.1
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	10.
	0.46
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	11.
	2.15
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	12.
	0.59
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	13.
	5.88
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	14.
	8.85
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	15.
	0.67
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	16.
	1.22
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	17.
	1.27
	
	do 10/d
	
	
	
	
	
	
	
	

	18.
	
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	19.
	1.39
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	20.
	0.69
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	21.
	0.36
	
	0
	
	
	
	
	
	
	
	

	22.
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DYSFIBRINOGENEMIE Aα Arg16 ( Cys – FUNKČNÍ VYŠTŘENÍ PLAZMY

Vaníčková M.1, Kotlín R.1, Suttnar J.1, Salaj P.1, Blatný J.2, Dyr J. E.1

1 Ústav hematologie a krevní transfuze, U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2

2 Oddělení klinické hematologie, Pracoviště dětské medicíny, Fakultní nemocnice Brno,

  Černopolní 9, 625 00 Brno

Fibrinogen je centrálním prvkem hemostázy a trombózy [1]. Významnou úlohu hraje ve zprostředkování adheze a agregace krevních destiček v procesu primární hemostázy a v koagulačním systému, ovlivňuje agregaci erytrocytů a také může výrazně přispívat k rozvoji arterosklerózy. Fibrinogen je rozpustný glykoprotein krevní plazmy s molekulovou hmotností ( 340 kDa, který tvoří 2-3% bílkovin krevní plazmy (tj. 2-4 g/l). K syntéze fibrinogenu dochází v játrech a megakaryocytech [2]. Molekula fibrinogenu je dimer složený ze tří párů polypeptidových řetězců označovaných A(, B( a (. Součástí řetězců A( a B( jsou N-koncové fibrinopeptidy A a B tvořené 16, resp. 14 aminokyselinovými zbytky, které jsou v místě vazby Arg16-Gly17, resp. Arg14-Gly15 odštěpovány trombinem (EC 3.4.21.) za vzniku fibrinového monomeru. Vzniklé fibrinové monomery spontánně polymerují a tvoří zpočátku protofibrily, které dále agregují a tvoří fibrinová vlákna [3].

Vrozené poruchy fibrinogenu často vedou ke změně jeho funkcí, ke snížení jeho koncentrace v plazmě nebo k úplné absenci fibrinogenu v plazmě. Běžněji se však vyskytují ty poruchy, kdy dochází ke změně funkce fibrinogenu, nazývané dysfibrinogenemie. Mezi nejběžnější (možná však, díky svým klinickým příznakům, pouze nejčastěji diagnostikované (abnormální krvácení např. při trhání zubů, menstruaci)) patří bodové mutace v oblasti A( 16 kodónu fibrinogenového genu. Jedná se o nukleotidové záměny C→T nebo G→A, které vedou k záměnám A( Arg16 ( Cys (např. fibrinogen Metz, Stony Brook a další) nebo A( Arg16 ( His (např. fibrinogen Chapel Hill, Petoskey I a další) [4,5,6,7].

Vyšetřili jsme plazmu 12-ti leté pacientky, která trpí častým krvácením z nosu a dásní a zvýšenou tvorbou modřin. Trombinový test, protrombinový test a APTT byly výrazně prodlouženy. Koncetrace fibrinogenu v plazmě stanovená dle Clausse byla 0,3 g/l, ale koncentrace fibrinogenu stanovená imunoturbidimetricky byla 2,13 g/l. Dále jsme sledovali funkční vlastnosti fibrinogenu v plazmě této pacientky podezřelé z dysfibrinogenemie.

Sledovali jsme kinetiku odštěpování fibrinopeptidů. Zředěná plazma byla inkubována s trombinem. Jednotlivé reakce byly zastaveny v daných časových intervalech přídavkem kyseliny trichloroctové. Vzorky byly odstředěny. Množství fibrinopeptidů A a B v supernatantu bylo stanoveno RP-HPLC metodou. Během kinetického měření se z plazmy pacientky odštěpovaly fibrinopeptidy A přibližně v polovičním množství vzhledem k fibrinopeptidu B, což je velmi neobvyklé, neboť odštěpování fibrinopeptidů B je u normálního fibrinogenu podmíněno odštěpováním fibrinopeptidů A (Obr. 1).

Fibrinové polymerizační křivky byly získány turbidimetrickým měřením. Zředěná plazma byla inkubována s trombinem nebo reptilasou („thrombin like enzyme“ odštěpující pouze fibrinopeptidy A). Vzrůstající zákal způsobený vznikem klotu byl měřen při 365 nm. Plazma pacientky netvořila rigidní klot po přidání trombinu a během měření nedošlo k nárůstu turbidity. Po přidání reptilasy odštěpující pouze fibrinopeptidy A tvořila plazma pacientky klot s nižší turbiditou a prodlouženou lag fází.

Sledovali jsme také vliv plazmy pacientky na adhezi krevních destiček. Destičky izolované z krve zdravého dárců byly resuspendovány v plazmě pacientky. Adheze probíhala za statických podmínek na fibrin(ogen)ové povrchy. Počet adherovaných destiček byl vyhodnocen metodou stanovení aktivity kyselé fosfatasy. Zjistili jsme, že plazma pacientky obsahující abnormální fibrinogen neměla vliv adhezi zdravých krevních destiček.
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Obr. 1
Kinetika odštěpování fibrinopeptidů. Z plazmy pacientky se odštěpovaly fibrinopeptidy A přibližně v polovičním množství vzhledem k fibrinopeptidu B.

Na základě získaných výsledků bylo doporučeno provést genovou analýzu genomové DNA pacientky v exonu kódujícím řetězec fibrinogenu AByla nalezena bodová mutace C→T v heterozygotním stavu, která měla za následek změnu argininu v pozici 16 na cystein. Tato dysfibrinogenemie byla již popsána jako například fibrinogen Metz [4], Stony Brook [5], Kaiserslautern III [8] a mnoho dalších.

Poděkování:
Tato práce vznikla díky finanční podpoře GAČR 303/03/0249 a IGA MZ ČR-NA/7616-3
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Aktivace krevních destiček celulosou

P. Křížová, L. Mášová, P. Salaj, J. Suttnar, J. Komárek, J. E. Dyr                              Ústav hematologie a krevní transfúze, U nemocnice 1, Praha 2

Hemostyptické materiály jsou využívány při chirurgických zákrocích k zástavě krvácení. Mezi hemostyptické materiály dříve patřil vroucí olej nebo roztavené olovo, v současné době se používá např. fibrin, trombin, kolagen a celulosa1. Celulosa obsahuje hydroxylové skupiny, které je možno dále modifikovat a tím upravit její vlastnosti (vyšší či nižší rozpustnost ve vodě, biostabilitu či biodegradabilitu)2. V naší práci jsme používali mikrodisperzní vápenato-sodnou sůl oxidované celulosy s obchodním názvem Altracell. Jde o biokompatibilní dobře resorbovatelné hemostyptikum, které se ve formě prášku používá k zástavě kapilárního a parenchymatózního krvácení. Mechanismus hemostyptického působení celulosy však není dosud znám a k jeho bližšímu objasnění by měla vést i naše studie.

Bylo publikováno, že smícháním plné krve s oxidovanou celulosou dochází k velkému snížení počtu destiček v závislosti na čase2,3, neboť dochází k jejich adhezi a agregaci. V naší práci jsme sledovali interakce destiček s celulosou analysou serotoninu, uvolněného z destiček během jejich aktivace.

Porovnávali jsme účinek oxidované celulosy na krevní destičky v plazmě, která obsahovala normální nebo sníženou koncentraci vybraných koagulačních faktorů. Byla sledována míra aktivace krevních destiček pomocí stanovení serotoninu metodou HPLC-RP s fluorescenční detekcí. 

Destičky resuspendované v plazmě byly aktivovány 2% oxidovanou celulosou. Závislost aktivace destiček na čase měla vždy stejný průběh - lag fáze, po které následoval rychlý nárůst koncentrace serotoninu. Délka lag fáze se u normální plazmy pohybovala od 10 do 20 minut. Z hlediska množství uvolněného serotoninu je aktivace destiček celulosou srovnatelná s aktivací destiček TRAPem.

Promyté destičky nebyly celulosou aktivovány během 60 minut. Je tedy pravděpodobné, že celulosa neaktivuje destičky přímo, ale pomocí některých koagulačních faktorů z plazmy. Promyté destičky s 0,2% fibrinogenem rovněž nebyly celulosou aktivovány během 60 minut4. 

Závislost aktivace destiček resuspendovaných v plazmě pacienta s deficiencí faktoru VIII měla silně prodlouženou lag fázi. Podobný vliv měla i snížená koncentrace faktoru XII v plazmě. Oproti tomu úplné chybění faktoru XIII nemělo vliv na aktivaci destiček celulosou a závislost množství uvolněného serotoninu na čase byla shodná s kontrolou.
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Obr.: Časová závislost aktivace krevních destiček celulosou vyjádřená jako procenta celkového destičkového serotoninu uvolněného z destiček. 

N – normální plazma, D FVIII, D FXII, D FXIII – plazmy pacientů s deficientí faktoru VIII, XII nebo XIII.

Angiodysplázia tráviaceho traktu u pacienta 

s Glanzmannovou trombasténiou.
Wild A.1, Žarnovičanová M.1, , Okapec S.2, Šinkovič L.3, Lepej J.4
1Hematologické odd., 2Rádiodiagnostické odd., 3Chirurgická klinika, 4Odd. nukleárnej medicíny FNsP F.D.Roosevelta, Banská Bystrica.

    Autori prezentujú diagnostiku a liečbu recidivujúcich klinicky významných krvácaní pri angiodysplázii čreva u 62 ročnej pacientky s trombasténiou a prehľad vyhľadaných literárnych údajov.

    Pacientka bola opakovane hospitalizovaná pre symptomatickú anémiu a / alebo melény. Gastrofibroskopia, rektosigmoidoskopia, irigografia ani enteroklýza neodhalili zdroj krvácania. Scintigrafia gastrointestinálneho traktu po podaní autológnych erytrocytov značených 99mTc ukázala krvácanie do horného úseku tenkého čreva, najskôr do proximálnej časti jejuna. Angiograficky obraz angiodysplázie orálnej časti tenkého čreva, najvýraznejšie zhruba v proximálnej časti jejuna. 

    Štvormesačné kontinuálne podávanie antifibrinolytík bez efektu, krvácanie sa opakovalo, posledný mesiac so zvýšenou frekvenciou. Preto pridané konjugované estrogény. Počas 3 týždňov ich podávania sa klinicky významné krvácania stávali čoraz častejšie. Preto indikované chirurgické riešenie. Zhruba mesiac pred operáciou vysadené konjugované estrogény, tesne pred operáciou vysadené antifibrinolytiká. Do operácie si liečba vyžiadala 45 TU erytrocytovej masy a 13 TU koncentrátov trombocytov.

    Peroperačne makroskopicky ani palpačne problematický úsek čreva nezistený, endoskopicky orálne aj aborálne od ligamentum Treitzi bez jednoznačnej patológie. Preto robená resekcia 50cm najviac suspektného úseku jejuna podľa angiografie s následnou jejuno-jejunostómiou. Operácia bez nadmerného krvácania. Perioperačne podaných 8 koncentrátov trombocytov a 2 TU erytrocytovej masy. Od 6. pooperačného dňa nasadené späť antifibrinolytiká do trvalej liečby. 

    3 mesiace po operácii sa objavila hraničná mikrocytová anémia, pridaná ferosubstitúcia s normalizáciou hemogramu až do decembra 2004, t.j. 8 mesiacov po operácii. 

    Priebeh prípadu znázorňuje nasledovný graf.
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    V januári 2005 fraktúra femuru s komplikovaným priebehom, čo znemožnilo hodnotiť eventuálnu anemizáciu  zo strát z čreva, ale meléna nebola pozorovaná.

Speciální hemokoagulační vyšetření u invazivního meningokokového onemocnění (IMO)

Šlechtová J., Hajšmanová Z., Šefrna F., Kasal E., Perlík R. et all.

Hematologický úsek ÚKBH a ARK  FN a LF UK v Plzni

Meningococcal Research Group Czech Republic

Podpořeno grantem NI 7109-3

Invazivní meningokokové onemocnění je infekční onemocnění, způsobené diplokokem Neisseria meningitis s širokou škálou rychle se rozvíjejících symptomů a klinických příznaků od benigní meningokokcémie přes meningitidu po sepsi. 

Cílem naší práce bylo najít hemokoagulační parametry, mající vztah k závažnosti klinického průběhu, mortalitě a virulenci patogenu nezávisle na věku a pohlaví nemocných s výraznou prediktivní hodnotou – ať pozitivní či negativní. Výběr hemokoagulačních parametrů vycházel z patofyziologie sepse. 

Monitorovali jsme osm hemokoagulačních parametrů :  funkční aktivitu AT III, PC, PS,  plazminogenu a PAI-1,  antigen PAI-1, trombomodulin a TFPI.

Koagulačně bylo vyšetřeno 86 nemocných z celého souboru 141 hodnocených pacientů – 60,9%. Pacienti byli pro statistické zpracování rozděleni do dvou skupin.  Skupina 0 – pacienti s meningitidou nebo meningokokcémií s / či bez kožních projevů, skupina 1 – pacienti s meningokokovou sepsí a zemřelí.

Pro statistické zpracování byly použity statistické parametry včetně  testu normality. Z prvotního statistického zpracování vyplynula nutnost užití dalších statistických metodik - zpracování dat Wilcoxonovým nepárovým neparametrickým testem, chi-quadrát testem, logistickou regresí typu step-wise  a balíkem typu MedCalc – ROC křivkami.

Závěr : logistickou regresí typu step-wise jsme prokázali s ohledem na průběh a závažnost onemocnění vysokou prediktivní hodnotu u stanovení funkční aktivity PS a PAI-1. 

Logistickou regresí a analýzou ROC křivek balíkem MedCalc jsme potvrdili vysokou prediktivní hodnotu u stanovení funkční aktivity PC a PAI-1.

Ostatní hemokoagulační a jiné parametry  (věk, virulence patogenu, pohlaví) v našem vzorku nenesly další statisticky významnou informaci. 

Rutinní a pravděpodobně i statimové vyšetření testů stanovujících funkční aktivitu PC, PS a PAI-1 by se výhledově mělo stát (i vzhledem k nezbytné monitoraci úpravy hemostázy) samozřejmostí na všech pracovištích poskytujících nemocným s IMO komplexní péči.

První zkušenosti s léčbou anti-D globulinem u dětí s chronickou imunní trombocytopenickou purpurou

P.Smíšek1, D.Pospíšilová2, H.Ptoszková3, M.Suková1, V.Komrska1

1Klinika dětské hematologie a onkologie FN Motol Praha, 2Dětská klinika FN Olomouc, 3Klinika dětského lékařství FN Ostrava


Chronická imunní (idiopatická) trombocytopenická purpura (ITP) je autoimunitní onemocnění vyskytující se v dětském věku relativně vzácně. Léčba této nemoci je často obtížná a komplikovaná. Jednou z možností terapie je u Rh (D) pozitivních pacientů  použití anti-D  globulinu.


Od července 2001 do března 2005 jsme anti-D globulinem (preparát WinRhO SDF, Cangene Corporation, Canada) léčili 16 dětí (13 dívek a 3 chlapce) ve věku 4-17 let s ITP. 15 bylo sledováno pro chronickou formu ITP, 1x jsme podali  anti-D globulin chlapci s akutní ITP. Všechny děti měly před podáním léku v krevním obraze počet trombocytů pod 20 x109/l. Podávali jsme 50-70 μg anti-D globulinu/kg v krátké (20-30 minut) intravenozní infuzi.U většiny pacientů bylo anti-D aplikováno opakovaně (1-8 podání/pacienta), celkem jsme podali 42 dávek. 13  pacientů (81%) na léčbu odpovědělo  dobře, tj. počet trombocytů stoupl na relativně bezpečnou hodnotu = nad 5O x109/l, z toho v 6 případech jsme zaznamenali vzestup až na normální hladinu trombocytů (nad 150 x109/l). V jednom případě  došlo jen k minimální odpovědi, tj. ke vzestupu trombocytů na hodnoty mezi  20-50 x109/l. 2 děti na podání anti-D neodpověděly vůbec, tj. hodnoty trombocytů zůstaly pod 20 x109/l. Vzestup počtu trombocytů byl ve všech případech pouze přechodný, v odstupu několika dnů až týdnů hladina trombocytů opět klesla. U pacientů , kteří neodpověděli dostatečným vzestupem trombocytů po prvním podání  ani opakované aplikace nebyly přínosem. Naopak u dětí s dobrou odpovědí i další infuse anti-D globulinu vedly k vzestupu hladiny trombocytů.    

Aplikace imunoglobulinu probíhala většinou bez závažných reakcí či  vedlejších  účinků, při  42 podáních jsme zaznamenali 3x pyretickou reakci, 1x bolest hlavy s nevolností a 1x třesavku s přechodnou centralizací oběhu, vše s rychlou normalizací stavu. U všech pacientů jsme pozorovali mírnou anemizaci způsobenou hemolýzou. Průměrný pokles hladiny hemoglobinu  byl 14 g/l (3 g/l - 27 g/l), ve všech případech se hladina hemoglobinu následně normalizovala..

Přestože anti-D globulin nezasahuje přímo do patogenetického mechanismu ITP,  jeho použitím lze u významného procenta dětí s chronickou ITP se závažnou trombocytopenií vyžadující léčbu dosáhnout přechodného vzestupu hodnot trombocytů do bezpečných hodnot. 

Významným přínosem je léčba anti-D imunoglobulinem pro pacienty, kteří vyžadují dlouhodobou či opakovanou terapii trombocytopenie.   Podání anti-D globulinu znamená oproti vysokodávkovaným intravenozním imunoglobulinům (HD IVIG) podstatné  zkrácení doby aplikace bez nutnosti hospitalizace  a tím zlepšení kvality života.  Léčba anti-D je dobře tolerována , výskyt komplikací po aplikaci či jiných nežádoucích účinků je velmi malý.  V neposlední řadě je přínosem léčby anti-D globulinem také snížení nákladů na léčbu ve srovnání s HD IVIG.
POUŽITÍ  REKOMBINANTNÍHO F. VII A U POPORODNÍHO KRVÁCENÍ

J.Kissová, A. Buliková, 1D.Seidlová, 1J.Mannová, 2J.Vrastyaková, M.Penka, M.Šlechtová, M.Matýšková

Oddělení klinické hematologie FN Brno

1I. Anesteziologicko-resuscitační oddělení FN Brno

2II. Anesteziologicko-resuscitační oddělení FN Brno

Poporodní krvácení  zůstává hlavní příčinou  mateřské morbidity a mortality. Cílem léčby  je zástava krvácení ať již medikamentozně či chirurgicky a tím prevence šoku a udržení  hemodynamické cirkulace. Masivní poporodní krvácení je i přes včasnou a adekvátní léčbu  rychle progredující a mnohdy fatální. Ke kontrole krvácení je nutno v některých případech provést hysterektomii , jež však není vždy definitivním řešením krvácivých komplikací.

Rekombinantní f. VII a /preparát Novoseven/ byl  původně vyvinut  k léčbě krvácení u pacientů s hemofilií s inhibitory. V současné době  je úspěšně používán také u vrozených trombocytopatií, při různých  vrozených a získaných defektech koagulačních faktorů /v.Willebrandova choroba, defekt f. V, VII,X,XI/. Všechny tyto indikace jsou již považovány za klasické indikace podání rFVIIa. K perspektivním indikacím pro použití rFVIIa patří mimo jiné i život ohrožující poporodní krvácení.

V našem sdělení uvádíme pět případů podání rFVIIa u pacientek se závažným poporodním krvácením. U dvou žen byly příčinou masivního poporodního krvácení placentární poruchy , u jedné pacientky DIC způsobený embolií plodovou vodou , u další z žen atonie dělohy a u páté ženy se jednalo o chirurgickou příčinu po provedeném císařském řezu. U všech těchto žen i přes včasnou a adekvátní léčbu  /čerstvá mražená plazma, fibrinogen, koncentrát antitrombinu, trombokoncentrát, heparin/ dochází k progresi závažné koagulopatie.

U všech nemocných byl podán preparát Novoseven v dávkách 90-100 ug/kg, u  tří žen byla podána více než l dávka. Ve všech případech se jednalo o úspěšné podání rFVIIa, následkem kterého došlo buď  ke konečnému řešení progredující koagulopatie  nebo k umožnění definitivního chirurgického vyřešení krvácivých komplikací. U žádné nemocné nebyly pozorovány vážné nežádoucí účinky po podání preparátu Novoseven. U jedné pacientky s časovým odstupem 14 dní od vzniku život ohrožujících poporodních  komplikací byly diagnostikovány trombembolické komplikace.

Dle našich dosavadních zkušeností se jeví podání rFVIIa u závažného poporodního krvácení jako léčba  velmi efektní i bezpečná. Odpověď na léčbu byla rychlá , s kontrolou krvácení a úpravou koagulopatie.

Otázkou podání rFVIIa  u závažného poporodního krvácení zůstává nadále dostatečná dávka, včasnost podání  a bezpečnost preparátu.

Observation of immobilized fibrinogen and fibrin and their interaction with thrombin and fibrinogen using TEM and AFM

T. Riedel1, J. E. Dyr1, E. Brynda2
1 Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic

2 Institute of Macromolecular Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague, Czech Republic
Fibrinogen and fibrin immobilized on graphite or glass were observed using transmission electron microscopy (TEM) on ethanol step-by-step dried samples and atomic force microscopy (AFM) on non-treated samples in situ in aqueous solutions. Fibrinogen was adsorbed on surfaces from Tris buffer at concentrations of 200 µg/ml for 30 min and at 2 µg/ml for 5 min to obtain a saturated and 10 % coverage of the surface with fibrinogen, respectively. Uncovered surfaces were saturated with Tween to prevent further protein adsorption. Immobilized fibrinogen was transformed to fibrin by incubation with thrombin solution. After washing with buffer, irreversibly bound thrombin was inhibited with D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketone (PPACK) and hirudin and two-dimensional fibrin structures were formed stepwise by repeating the successive adsorption and activation of fibrinogen. The resulting structures depended on initial coverage of the surface with fibrinogen. If thrombin immobilized on the initially adsorbed fibrinogen layer was not inhibited, three-dimensional fibrin network started to grow out of the surface after adding new fibrinogen solution (Fig. 1).
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Fig. 1 Fibrin network growing out of the surface due to the activation of fibrinogen in the ambient solution by noninhibited thrombin adsorbed on the initial fibrinogen monolayer. (A) Transmission electron micrograph (bar = 500nm) of dried fibrin network on graphite surface. (B) Micrograph (2μm x 2μm) of fibrin network observed by AFM in Tris buffer using tapping mode on glass surface. 
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Neaktivovaný protein C (Ceprotin®) – úspěšné podání při léčbě sepse a MOF u dítěte s febrilní neutropenií při léčbě neuroblastomu

Blatný J., Klimovič M*., Penka M., Štěrba J**.

Oddělení klinické hematologie, Centrum pro trombózu a hemostázu, FN Brno

* Dětské ARO, FN Brno

** Klinika dětské onkologie, FN Brno

Úvod: Trombóza i krvácení jsou známými komplikacemi septických stavů. Zatím co trombóza velkých cév typu hluboké žilní trombózy (HŽT) ohrožuje pacienta v sepsi zřídka, trombotizace mikrocirkulace je  principem patofyziologie DIC, který je obávanou komplikací septických stavů a prokazatelně zvyšuje morbiditu i mortalitu pacientů se sepsí zejména tím, že přispívá k rozvoji multiorgánového selhání (MOF). Pokud se týká krvácení, bývá většinou terminálním  projevem konsumpční koagulopatie při nezvladatelném DIC. 

Fyziologicky je fluidokoagulační rovnováha regulována principiálně ve třech etážích třemi přirozenými in inhibitory. V počátku  se jedná o inhibitor cesty tkáňového faktoru (TFPI) a jeho reakci s aktivovaným faktorem VII (FVIIa). Regulaci v oblasti tzv. „amplifikační smyčky“ má na starosti aktivovaný protein C (aPC) se svým kofaktorem proteinem S (PS), které jsou schopny inaktivovat především faktory FVIIIa, FVa. Antitrombin  (AT) se pak na udržení fyziologické fluidokoagulační rovnováhy podílí  vytvářením komplexu s FII, FX, ale i FIX a FXI. Některé inhibitory mají rovněž výrazné protizánětlivé účinky (PC, AT). Zejména možnost klinického použití koncentrátů proteinu C (aktivovaného či inaktivovaného) je v posledních letech často diskutovanou otázkou.

Již srovnání na zvířecím modelu (opice) prokázalo, že použití aPC při léčbě sepse a DIC vede ke snížení fibrinových deposit v glomerulech pokusných zvířat při zkrácení doby krvácivosti, je-li tato léčba srovnána se standardní léčbou heparinem [Taylor et al.,  J. Clin. Invest 79, 918, 1987]. Studie PROWESS pak prokázala 29%  relativní redukci úmrtí vysoce rizikových pacientů se sepsí (APACHE II score ≥ 25; p=0,0002). Tatáž studie  však upozorňuje na trend k častějším vážným krvácivým epizodám  (3,5% versus 2,6%, p=0,06). Role proteinu C zřejmě není pouze v oblasti koagulační, ale je dána i jinými aspekty jeho vlivu na procesy probíhající při sepsi (např. protizánětlivý účinek). O tom nám dovoluje spekulovat např. fakt, že pozitivní vliv aPC byl pozorován i u pacientů s mutací FV Leiden,  jejichž FVa  má výrazně nižší citlivost v inaktivaci pomocí aPC. 

Z tohoto pohledu je zajímavá možná role neaktivovaného proteinu  C (PC) v léčbě septických stavů a DIC.  Za prokázané lze považovat pozitivní ovlivnění stavu u dětí s hereditárním a/nebo získaným deficitem PC a sepsí, zejména meningokovou, pomocí léčebného podání PC (preparát Ceprotin, Baxter) [Veldman et al, 2002].  Léčba tímto preparátem navíc není spojována s rizikem krvácení. Zprávy o užití tohoto preparátu v jiných indikacích jsou zatím ojedinělé, nikoli však zanedbatelné. V našem sdělení informujeme o úspěšném léčebném podání Ceprotinu® u pacienta se sepsí a MOF, která byla komplikací těžké febrilní neutropenie během onkologické léčby.

Kasuistika: Čtyřletý chlapec přijatý na ARO pro akutní respirační selhání jako komplikaci těžké febrilní neutropenie při léčbě neuroblastomu IV. klinického stadia. Stav progreduje v MOF s hypotenzí, oligurií a jaterním selháním. Hodnoty krevního obrazu s Leu trvale pod 0,1 x 109/l , trombocyty bez substituce pod 10 x 109/l.  I přes adekvátní resuscitační péči, ventilační podporu, antibiotickou a antimykotickou  léčbu, podporu oběhu vazopresory a stimulaci kostní dřeně G-CSF se stav nedaří uspokojivě stabilizovat. CRP dosahuje hodnot 180 g/l. V té době podán Ceprotin® v dávce 100 IU/kg jako bolus a následně v šestihodinových intervalech podána pokračující dávka 50 IU/kg. Celkem podáno v průběhu 24 h  4 200 IU Ceprotinu®.  Před podáním léčby byl laboratorně prokázán získaný deficit PC  16% jako projev sepse a MOF. Léčba Ceprotinem® vedla k elevaci plasmatických hladin PC k maximálním hodnotám  57% a následně v průběhu léčby se hladiny PC pohybovaly v rozmezí 40 – 53%. Hladina PS byla před podáním Ceprotinu 33% a nedošlo k její signifikantní změně v průběhu léčby. Během následujících 24 h došlo ke klinickému zlepšení s možností snížení Fi02, obnovila se diuréza a zastavil se vzestup CRP. Za dalších 48 h mohl být pacient extubován.

Závěr:Tímto sdělením upozorňujeme na dobrý  klinický efekt léčby Ceprotinem® u pacienta se sepsí komplikující onkologickou léčbu. Nezaznamenali jsme žádné vážné nežádoucí účinky. Podání preparátu nebylo spojeno s krvácení a to i přes nízké hodnoty trombocytů. Naše zkušenost pobízí k úvahám nad rozšířením možných indikací tohoto preparátu  při získaném deficitu PC i mimo oblast neonatologie, která bývá v literatuře nejčastěji citována.

Imunologické monitorování metodou Elispot - první protinádorová vakcína na bázi    Id-KLH připravená v ČR a schválená SÚKLem  

Vidláková P. (1), Smejkalová J. (1), Hanák L. (1), Očadliková D. (1), Kovářová L. (1), 
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1 Laboratoř experimentální hematologie a buněčné imunoterapie, Oddělení klinické               hematologie, FN Brno

2 Interní hematoonkologická klinika, FN Brno

3 I.dětská interní klinika, FN Brno

4 Univerzitní onkologické centrum Masarykovy univerzity v Brně

Úvod. Mnohočetný myelom je charakterizován neoplastickou proliferací plazmatických buněk, které  produkují jedinečný typ monoklonálního imunoglubulinu. Vakcinace Id-proteinem je jednou z možností imunoterapie mnohočetného myelomu s cílem vyvolat specifickou imunitní odpověď proti nádorovým buňkám. Vakcína byla aplikována  skupině vybraných 12 nemocných se stabilním onemocněním nebo s mírně progredujícím onemocněním. Pro  sledování  specifické imunitní odpovědi byl zvolen, mimo jiné,   proliferační test mononukleárních buněk v  přítomnosti antigenu – Elispot.

Metody. Příprava vakcíny: Z  periferní krve se získá plazma, afinitní chromatografií se izoluje Id-protein. Poté je konjugován s KLH (keyhole limpet hemocyanin).  Provedou se kontroly bezpečnosti a jakosti. Je aplikováno 6 dávek vakcíny každých 28 dní. Elispot: Použit set  firmy AID – Elispot Assay Kit-interferon (.  Z  periferní krve se izolují mononukleární buňky před podáním vakcíny a dále každé tři měsíce. Buňky jsou inkubovány s antigenem (Id-protein) a aktivované T lymfocyty produkující cytokiny (interferon () jsou následně  detekovány pomocí přístroje Elispot  reader.  

Výsledky. Vstupní test  Elispot  byl proveden u všech 12 pacientů. Jeden pacient vykazoval pozitivní odpověď. Další test ve třetím měsíci po podání první vakcíny  byl proveden u 8 pacientů. Kromě jednoho pacienta byla u všech odpověď negativní. Následující testy v šestém,devátém a dvanáctém měsíci po podání první vakcíny vykazovaly negativní odpověď. Aplikace byla ukončena u 2 pacientů po podání čtvrté vakcíny.

Diskuse. Z 12 pacientů zařazených do probíhající vakcinační studie (duben 2004) 1 pacient vykazoval pozitivní odpověď při vstupním vyšetření. Z 8 pacientů, u kterých byla provedena kontrola ve třetím měsíci, pouze jeden vykazoval pozitivní odpověď. Testy v šestém,devátém a dvanáctém měsíci vykazovaly negativní odpověď. Id protein se jeví jako slabý imunogen.

Částečně podporováno z grantu IGA MZČR 7475-3.

Stanovenie fibrinogénu metódou derivovaného fibrinogénu z PT – využiteľnosť metódy v praxi a jej limitácie.

Sedlačková M., Hulíková M.

RCHaT, Fakultná nemocnica L.Pasteura, Košice, SR


Fibrinogén je glykoproteín s molekulovou hmotnosťou 340 kDa, ktorý je substrátom pre koaguláciu a aj pre fibrinolytický systém.

Na stanovenie fibrinogénu existuje celá škála metód funkčných a metód stanovujúcich množstvo molekuly fibrinogénu. Funkčné metódy sú špecifickejšie na stanovenie fibrinogénovej funkčnej kapacity.Referenčnou metódou je metóda podľa Ratnoff- Menzie.

K jedným najčastejšie používaným metódam patrí metóda podľa Claussa a jej modifikácia. Niektoré analyzátory umožňujú stanoviť hladinu fibrinogénu odvodeným so zmeny absorbancie pri premene fibrinogénu na fibrín.

Cieľom štúdie bolo porovnať metódu derivovaného fibrinogénu z PT s met´odou podľa Claussa ( modifikácia s polybrénom ).


V 383 vzorkách pacientov sme vyšetrili PT, derivovaný fibrinogén a fibrinogén podľa Claussa. V 11 vzorkách sme stanovili vyšetrili fibrinogén RID, antiXa a D-dimér. Hladina fibrinogénu sa pohybovala v rozmedzí 0,5 – 11,0 g/l.

Všetky 3 metódy vykazovali pomerne dobrú závislosť. Korelačný koeficient pri porovnaní derivovaného fibrinogénu a fibrinogénu podľa Claussa bol 0,9201, priemerný rozdiel medzi metódami bol 0,42 g/l.

Pri porovnaní obidvoch metód v oblasti 0,5 – 5 g/l bol korelačný koeficient 0,9725 a priemerný rozdiel medzi metódami 0,17 g/l.

N a hladinách fibrinogénu 5 – 11 g/l sme zaznamenali výrazný rozdiel medzi derivovaným fibrinogénom a fibrinogénom stanoveným podľa Claussa pričom priemerný rozdiel bol 1,3 g/l a korelačný koeficient 0,3655.

Prítomnosť nízko-molekulového heparínu vo vzorke do koncentrácií 1,0 antiXa/ml významne neovplyvnila výsledky metód.

U pacientov liečených kumarínovými derivátmi alebo u pacientov s PT < 50% sme zaznamenali vyššie hladiny derivovaného fibrinogénu ako u fibrinogénu podľa Claussa.

Pri zohľadnení vyššie uvedených faktorov je metóda derivovaného fibrinogénu porovnateľná smetódou podľa Claussa, je ekonomicky nenáročná a použiteľná v rutinných laboratóriách.

Antikoagulace warfarinem v graviditě u ženy s deficitem antitrombinu: kasuistika

Gumulec J., Klodová D., Brejcha M., Wróbel M., *Penka M., Klaricová K., Kneiflová M., **M.Kubečková, Radina M. 

Onkologické centrum J.G.Mendela,  Nový Jičín, *Oddělení klinické hematologie, FN Brno, **HTO NsP Frýdek Místek

ÚVOD: Nedostatek antitrombinu je autozomálně dominantně dědičné onemocnění s prevalencí 1 na 350 obyvatel. Předpokládá se, že asi u 55% lidí s vrozeným defektem se vyvine žilní trombóza. Klinicky se defekt projevuje trombózami hlubokých žil hlavně dolních končetin a plicní embolií, atypickou lokalizací nebo rekurentním výskytem trombózy. Asi 65% pacientů s defektem antitrombinu má první trombózy ve věku 10-35 let. Žilní trombóza se objevuje bez zjevné příčiny asi u 40% pacientů nebo po lehčím úraze, větší fyzické námaze či infekčním onemocnění, u žen často v těhotenství a ve spojení s hormonální antikoncepcí (60%). Kromě vrozených forem je při průkazu deficitu antitrombinu nutno diferenciálně diagnosticky vyloučit získaný, konsumpční nedostatek (sepse, nefrotický syndrom, porucha jater, léčba heparinem). Z hlediska trombofilie se za kritické považují hladiny antitrombinu pod 50% normálních hodnot (u těhotných již pod 80%).

Rekurentní trombotické epizody u osob s deficitem antitrombinu jsou nepochybnou indikací dlouhodobé antikoagulační léčby. Warfarin je v těchto situacích lékem volby, vzhledem k faktu, že prochází placentární bariérou s rizikem teratogenity mezi 6-12. týdnem gravidity a vzhledem k riziku krvácení u plodu vystupňovaném zvláště po 35. týdnu těhotenství je jeho podávání v těchto fázích gravidity kontraindikované. Mezi 13. a 35. týdnem těhotenství je sice antikoagulace warfarinem neobvyklá, je ale možná.

POPIS PŘÍPADU: V našem sdělení popisujeme kazuistiku pacientky s recidivujícími trombózami v osobní anamnéze s neobvyklou dynamikou plazmatické aktivity antitrombinu a s antikoagulací warfarinem mezi 13-35. týdnem těhotenství. 

Pacientka byla poprvé vyšetřena v naší ambulanci v roce 2000 ve věku 23 let. První iloeofemorální flebotrombóza vlevo byla popisována jako komplikace apendektomie v 11 letech věku, následovaly recidivy flebotrombóz i přes zavedenou  p.o. antikoagulaci nebo krátce po vysazení Warfarinu (pro snahu o graviditu). V anamnéze pacientky je navíc popisován 1x spontánní inkompletní abort ve 4. měsíci gravidity s následnou revizí (1999), 1x spontánní abort do 10. týdne (2001).

Během naší dispenzarizace byla opakovaně zachycena snížená hladina antitrombinu s progresí snížení jeho aktivity v době trombózy, léčby LMWH a v graviditě. Je zajímavé, že v době stabilizované antikoagulační léčby warfarinem byla hodnota aktivity antitrombinu bez předchozí substituční léčby několikrát v referenčním rozmezí.

Pacientka byla po celou dobu 3. gravidity hematologicky dispenzarizována. Ještě před koncepcí dostávala dlouhodobě nízkomolekulární heparin v dávce 75% vypočtené terapeutické dávky. Aktivita antitrombinu se v této době pohybovala kolem hodnoty 49%. Ve stejné léčbě bylo pokračováno až do konce 12. týdnu těhotenství, kdy pro progresivní pokles aktivity antitrombinu až na hodnoty kolem 30% byla zahájena substituční léčba koncentrátem antitrombinu. Během 13-14. týdne byla za obvyklých kautel a za trvající substituční léčby pacientka převedena na antikoagulaci warfarinem s cílovým protrombinovým testem v rozmezí 2,0-3,0 INR. Warfarin v monoterapii byl podáván až do 35. týdne těhotenství, antikoagulace byla stabilizovaná a nekomplikovaná. Do 26. týdne se aktivita antitrombinu pohybovala kolem hodnoty 65%, mezi 26. a 35. týdnem poklesla na hodnoty mezi 31-48%. Od 35. týdne byla pacientka opět převedena na LMWH (75% terapeutické dávky), warfarin byl vysazen a znovu byl substituován antitrombin až do porodu. Ve 39. týdnu gravidity porodila zralého chlapečka s hladinou antitrombinu 70%. Od třetího dne po porodu je pacientka warfarinizovaná, aktivita antitrombinu se pohybuje kolem hodnoty 50%. 

ZÁVĚR: Péče o gravidní ženy s hereditárním defektem antitrombinu vyžaduje soustředěnou péči porodníka i hematologa, pro antitrombotické zajištění se obvykle užívá nízkomolekulární heparin, mezi 13-35. týdnem je možné v určitých případech podávat i warfarin. Důsledné laboratorní monitorování jednotlivých léčebných modalit i plasmatické aktivity antitrombinu je nezbytné.

Kvalita života nemocných po transplantaci krvetvorných buněk na Oddělení klinické hematologie II. interní kliniky FN Hradec Králové

Ladislav Slováček1, 2, Birgita Slováčková3, Ladislav Jebavý1, 2, Martin Blažek2
Katedra válečného vnitřního lékařství, Fakulta vojenského zdravotnictví Univerzity obrany, Hradec Králové1
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Transplantace krvetvorných buněk je specifickou léčebnou metodou užívanou nejen v terapii hematologických malignit, ale i v terapii solidních tumorů a v neposlední řadě i v terapii nenádorových onemocnění. Podobně jako jiné léčebné metody i transplantace krvetvorných buněk ovlivňuje další průběh onemocnění, a tím i kvalitu života nemocného. 

Kvalita života je obecně definována jako„subjektivní posouzení vlastní životní situace“. Pojem kvalita života zahrnuje údaje o fyzickém, psychickém, sociálním a spirituálním stavu jedince. Hodnocení kvality života je prováděno generickými a specifickými dotazníky. Generické dotazníky všeobecně hodnotí celkový stav nemocného bez ohledu na dané onemocnění. Z mezinárodních generických dotazníků lze zmínit Short Form 36 Questionnaire, European Quality of Life Questionnaire – Version EQ-5D, World Health Organization Quality of Life Questionnaire 100, General Health Questionnaire, apod. Specifické dotazníky jsou koncipovány pro hodnocení celkového stavu nemocného u konkrétního typu onemocnění. Se specifickými dotazníky jsou často užívány tzv. moduly zaměřené na specifické symptomy a obtíže u daného typu onemocnění. Z mezinárodních specifických dotazníků užívaných konkrétně v transplantologii krvetvorných buněk lze zmínit Functional Assessement of Cancer Treatment – Bone Marrow Transplantation Questionnaire, Satisfaction with Life Domains Scale – Bone Marrow Transplantation, Quality of Life – Bone Marrow Transplant Survivors Tool Questionnaire, Bone Marrow Transplantation – Quality of Life Questionnaire, apod. Ze specifických modulů lze zmínit Leukemia / Bone Marrow Transplantation Module a Chronic Graft Versus Host Disease – specific symptom: 30-Item Symptom Scale. Okruhy vyšetřované v dotaznících kvality života zahrnují obvykle fyzické, psychické a sociální funkce včetně ekonomického zajištění, společenského uplatnění, bolesti, spánku a jeho kvality, spirituálních aspektů (zájmy, záliby, koníčky) a v neposlední řadě symptomů specifických pro dané onemocnění.

     Na Oddělení klinické hematologie II. interní kliniky Fakultní nemocnice v Hradci Králové, proběhla v roce 2004 transverzální, retrospektivní studie analyzující faktory ovlivňující globální kvalitu života nemocných po transplantaci krvetvorných buněk. Soubor našich respondentů byl 95. Zastoupení respondentů po transplantaci krvetvorných buněk dle typu transplantace krvetvorných buněk a dle typu onemocnění uvádí tab. 1 a 2.

Tab. 1.: Počet respondentů dle typu transplantace krvetvorných buněk.

	Typ transplantace krvetvorných buněk
	rok 2001
	rok 2002
	rok 2003
	Celkový počet

	Autologní transplantace krvetvorných buněk
	20
	18
	28
	66

	Alogenní transplantace krvetvorných buněk 
	0
	2
	3
	5


Tab. 2.: Počet respondentů dle typu onemocnění.
	Typ onemocnění
	počet respondentů
	autologní / alogenní transplantace 

	Hodgkinův lymfom
	9
	7 / 2

	Non-Hodgkinův lymfom
	15
	15 / 0

	Akutní lymfoblastická
	2
	2 / 0

	Akutní myeloidní leukémie
	12
	10 / 3

	Chronická myeloidní leukémie
	1
	1 / 0

	Mnohočetný myelom
	32
	32 / 0


     K otestování byla použita česká verze mezinárodního generického dotazníku European Quality of Life Questionnaire – Version EQ-5D. Dotazník hodnotí 2 ukazatele, objektivní a subjektivní. Objektivní ukazatel zahrnuje 5 dimenzí kvality života: pohyblivost, sebeobsluha, obvyklá činnost, bolest / obtíže, úzkost / deprese . Výstupem je EQ-5D index (dimenze kvality života) nabývající hodnot 0-1 (0 – nejhorší zdravotní stav, 1 - nejlepší zdravotní stav). Subjektivní ukazatel zahrnuje vizuální analogovou škálu (hodnota 100 - nejlepší zdravotní stav, hodnota 0 - nejhorší stav). Výstupem je EQ-5D VAS (subjektivní zdravotní stav) nabývající hodnot 0-100 (4, 25). Návratnost dotazníků byla 72,1% (od 71 respondentů), hodnotitelných dotazníků bylo 100%.

     Sledovanými faktory byly: věk, pohlaví, vzdělání, rodinný stav, abusus kouření, religiozita, polymorbidita, typ transplantace krvetvorných buněk (autologní / alogenní), typ onemocnění, časový odstup od provedení transplantace krvetvorných buněk. Statistické zpracování dat bylo provedeno analýzou rozptylu. 

     Z výše uvedených faktorů jsme prokázali statisticky významnou závislost EQ-5D indexu a EQ-5D VAS na věku (v obou případech p<0,01), polymorbiditě (v obou případech p<0,01), religiozitě (v obou případech p<0,01) a typu onemocnění (v obou případech p<0,05). EQ-5D index (dimenze kvality života) a EQ-5D VAS (subjektivní zdravotní stav) s rostoucím věkem a vyšším počtem přidružených onemocnění signifikantně klesá. U věřících nemocných je signifikantně vyšší kvalita života v porovnání s nemocnými bez náboženské vyznání. Signifikantně nejnižší kvalita života byla prokázána u nemocných s mnohočetným myelomem. Vliv ostatních faktorů na EQ-5D index a EQ-5D VAS se jako statisticky významný neprokázal. Globální kvalita života nemocných po transplantaci krvetvorných buněk na Oddělení klinické hematologie II. interní kliniky Fakultní nemocnice v Hradci Králové je na velmi dobré úrovni, o čemž svědčí průměrné hodnoty EQ-5D indexu (72,5) a EQ-5D VAS (75,5).

Stanovení endoteliálního protein C receptoru

Krčová V., Slavík L., Hluší A., Hájek R. *                                                                                                     Hemato-onkologická klinika FN Olomouc Kardiochirurgická klinika FN Olomouc
Endoteliální protein C receptor (EPCR) představuje transmembránový glykoprotein primárně lokalizovaný na endotelu velkých cév. Funkce  EPCR spočívá ve vazbě jak proteinu C tak jeho aktivované formy (APC). Vazba proteinu C prostřednictvím EPCR zvyšuje rychlost aktivace proteinu C na APC komplexem trombin-trombomodulin a takto mu dovoluje disponovat protizánětlivou aktivitou.

Proteolýza membránově vázaného EPCR prostřednictvím metaloproteáz uvolňuje solubilní formu EPCR (sEPCR) do plazmatického oběhu. Tato proteolýza je nepřímo závislá na generaci trombinu. sEPCR může vázat PC resp. APC a v in vitro testech inhibuje jak tvorbu tak aktivitu obou, přičemž antikoagulační aktivita je inhibována tvorbou komplexu sEPCR/APC, který nemůže být navázán na fosfolipidové povrchy.

Stanovení sEPCR je prováděno ELISA testem s monoklonálními protilátkami proti lidskému sEPCR, přičemž první monoklonální protilátka je navázána na mikrotitrační destičku a druhá , která se váže po immobilizaci sEPCR je naznačena peroxidázou, která nám následně umožňuje spektrofotometrické stanovení množství vázáného sEPCR v plasmatickém vzorku.

Steanovení sEPCR bylo provedeno na skupině 47 pacientů po provedeném koronárním by-passu, kdy bylo sledováno uvolnění solubilní formy z poškozeného endotelu. Vyhodnocení hladiny sEPCR bylo vztaženo ke klinickému stavu pacientů a provedenému rozsahu kardiochirurgického výkonu.

Syndrom Kassabach-Merrittové a těžké pooperační krvácení

Zdeňka Hajšmanová*, J.Šlechtová*, P.Salaj**, P.Cetkovský**, K.Kubáčková***  et.al.

*     Hematologický úsek ÚKBH FN a LF UK Plzeň 

**   ÚHKT

*** Radioterapeuticko- onkologické oddělení FN Motol 

Syndrom Kassabach –Merrittové je vzácné onemocnění, které může být provázeno chronickou formou DIC.

S touto diagnózou jsme se setkali u 18 letého muže, u něhož se kavernosní hemangiom objevil ve 3 letech a  v okamžiku autonehody  dosahoval od  levého třísla  až po koleno. Histologická diagnóza byla stanovena z biopsie měkkých tkání v r. 2002. Vyšetření hemostázy nebylo ze strany pacienta dokončeno, ale již tehdy laboratorní koagulační parametry odpovídaly chronické  formě DIC. Pacient neměl žádné krvácivé komplikace. Pro množství přívodných cév nebyla provedena ani terapeutická embolizace tumoru. 

V březnu 2004 měl pacient autonehodu, při níž si zlomil levou dolní končetinu v oblasti stehna. Fraktura proximální diafýzy femuru s dorzální dislokací o šíři kosti byla ihned řešena  operačně. Za týden po operaci začala distální část sutury krvácet a to v rozsahu asi  0,5 cm. Krvácení bylo tak intenzívní, že  se pacient neobešel bez  transfuzních přípravků.

Extrémně nízká  hladina fibrinogenu, prodloužené APTT a PT přesně odrážely závažnost DIC, ale normální hladina antitrombinu  a  normální počet destiček nás nutily uvažovat  o vrozené dysfibrinogenémii.

Kontinuální standardní léčba DIC byla klinicky neefektivní. Koagulum bylo fragilní a jakmile 

byla substituční léčba přerušena,  krvácení pokračovalo. Pro neztišitelné krvácení bylo podáno 

NovoSeven ( NovoNordisk) v dávce 90 ug/kg hmotnosti , ale krvácení se zastavilo pouze na 48 hodin, proto musely být podány další 2 dávky Novo Seven ve  2,5 hodinovém intervalu.

Až teprve po zahájení kortikoterapie a ozáření tumoru se krvácení zastavilo a sutura se zhojila ad intergrum. 

Kontrolní CT prokazuje významnou redukci nádorové hmoty a koagulační parametry se významně zvýšily.  

Dysfibrinogenemie A 16 Arg ( Cys – genetické vyšetření, MALDI – TOF
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Úvod


Plasmatický glykoprotein fibrinogen zajišťuje v kooperaci s dalšími faktory krevního srážení a krevními destičkami tvorbu hemostatické zátky. Molekuly fibrinogenu jsou při tomto procesu přeměňovány serinovou proteázou -thrombinem na molekuly fibrinového monomeru za uvolnění fibrinopeptidů A a B. Fibrinové monomery mezi sebou spontánně interagují za vzniku fibrinových vláken [1]. Na fibrinová vlákna se zachytávají přes své recoptory krevní destičky a dochází k zamezení ztráty krve z cévy. 


Dysfibrinogenémie je choroba, která se na molekulární úrovni projevuje abnormalitami v primární nebo terciární struktuře fibrinogenu a v současné době bylo popsáno více než 250 případů dysfibrinogenemie [2]. Vnějšími projevy této choroby jsou poruchy v hemostáze. Vyskytují se krvácivé komplikace při chirurgických výkonech, komplikace při porodech, silná menstruace, dlouhé a těžko zastavitelné krvácení atp. V závažných případech může docházet i k život ohrožujícím stavům.

Výsledky


Vyšetřili jsme fibrinogen 12 leté pacientky s diagnózou dysfibrinogenemie. Výsledky koagulačních testů jsou shrnuty v tabulce 1. Zjistili jsme neobvyklý průběh uvolňování fibrinopeptidů působením -thrombinu. Vyizolovali jsme fibrinogen metodou precipitace síranem amonným [3] a provedli jsme elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsulfátu sodného. V neredukujícím prostředí jsme neobjevili žádný nový band, který by odpovídal nové molekule fibrinogenu. V redukujícím prostředí jsme v porovnání se vzorkem fibrinogenu od zdravého dárce získali normální elektroforetický profil jednotlivých řetězců fibrinogenu.

Tabulka 1: koagulační vyšetření pacientky

	
	Pacientka
	Normální hodnoty

	APTT
	44,5 s
	29,6 - 38 s

	Prothrombinový čas
	21,4 s
	11,5 - 14,5 s

	Thrombinový čas
	70,8 s
	12,8 - 16,8 s

	Reptilasový čas
	> 180
	14 – 17 s

	Fibrinogen (Clauss)
	0,3 g/l
	2,0 - 4,2 g/l

	Fibrinogen (Immunoturbidimetrický)
	2,13 g/l
	2,07 - 4,36 g/l



Jednotlivé řetězce fibrinogenu po elektroforetickém dělení jsme podrobili štepení v gelu [4] třemi proteázami – trypsinem,  - chymotrypsinem a endopeptidásou Glu-C ze Staphylococcus Aureus. Produkty po štěpení jsme přečištili chomatografií na reverzní fázi v provedení ZipTip. Následně jsme změřili hmotnostní spektra produktů pomocí hmotnostní spektroskopie na principu matrix – assisted laser desorption / ionisation time of flight (MALDI – TOF) s cílem nalézt abnormální části štěpených řetězců fibrinogenu pacientky. 

Pomocí databáze MASCOT SEARCH (www.matrixscience.com) se nám podařilo zjistit s pravděpodobností 75%, že pacientka má mutaci v A řetězci na pozici 16, kde arginin je nahrazen cysteinem. V hmotnostním spektru získaném pomocí MALDI –TOF jsme nalezli abnormální peptidový fragment, který měl molekulovou hmotnost 1085,5 Da a sekvenci v A řetězci GGGVCGPRVVE (pozice 12 - 22 v A řetězci). Byl nalezen také normální peptidový fragment s molekulovou hmotností 1081,6 Da a odpovídající sekvencí v A řetězci GGGVRGPRVVE (pozice 12 - 22 v A řetězci). Oba tyto fragmenty se ve vzorku pacientky nalézaly a pacientka je tudíž heterozygot pro danou mutaci.

[image: image9.png]



Provedli jsme genovou analýzu genomové DNA pacientky. Pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) jsme namnožili exon 2 genu kódujícího řetězec A fibrinogenu a provedli jsme sekvenaci produktu. Nalezli jsme bodovou mutaci v tomto exonu na pozici 3455 C ( T, která způsobuje změnu ve 34 kodonu mRNA ve směru čtecího rámce CGT ( TGT. Ta má za následek změnu argininu na pozici 16 v  řetězci na cystein. Bodová mutace byla nalezena v heterozygotním stavu (Obr. 1). Případů dysfibrinogenemie A Arg16 ( Cys16 bylo popsáno již 39 případů, např. fibrinogen Bergamo I, Bern V nebo Kaiserslautern III [5-7].

Obrázek 1: Sekvenace DNA exonu 2 pro řetězec A. Šipka ukazuje nalezenou heterozygotní bodovou mutaci C ( T v pozici 3455 genu kódujícího Ařetězec fibrinogenu, měnící triplet CGT (Arg) na TGT (Cys).
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Tvorba orientovaného fibrinového gelu účinkem elektromagnetického pole
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Úspěch fibrinolytické terapie závisí na rychlosti penetrace trombolytických činidel do trombu. To je zajišťováno dvěma odlišnými procesy, difúzí a permeací. Oba tyto mechanizmy závisí na struktuře a fyzikálních vlastnostech trombu, které jsou kromě jiného ovlivňovány i prouděním v krevním řečišti. Jedním z hlavních efektů laminárního proudění je uspořádání fibrinových vláken. Jak orientovaný fibrin může ovlivnit průtokové vlastnosti fibrinového klotu a difúzi aktivátoru plasminogenu (tPA) a streptokinasy do fibrinového klotu bylo předmětem našeho zkoumání.

Fibrinová vlákna lze uspořádat rovněž pomocí silného elektromagnetického pole. Směs plazmy a vápenatých iontů byla ve skleněných kyvetách umístěna na dvě hodiny do elektromagnetického pole 9 T. Fibrinolytická činidla tPA a streptokinasa byla rozpuštěna v 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH 7,4 nebo v séru. Uniformita vzniklých orientovaných fibrinových gelů byla kontrolována pomocí fluorescenčního a elektronového mikroskopu. Pro fluorescenční mikroskopii byl fibrinogen značen AlexaFluor 488, plasminogen AlexaFluor 543 a streptokinasa a tPA AlexaFluor 364. Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly zafixovány glutaraldehydem, dehydratovány řadou roztoků o vzrůstající koncentraci ethanolu a pokryty vrstvičkou zlata a paladia. Permeační konstanta byla měřena jako množství kapaliny, které proteklo fibrinovým gelem za určitý čas. Pro měření permeační konstanty byly kloty připraveny v polypropylenových trubičkách aktivací rekalcifikované plazmy tkáňovým faktorem.

Permeační vlastnosti fibrinového klotu neorientovaného a fibrinového klotu orientovaného kolmo ke směru průtoku kapaliny byly podobné, fibrinový klot orientovaný ve směru průtoku kapaliny měl permeační konstantu desetkrát větší. Fibrinolýza aktivována tPA rozpuštěným v pufru či v séru nebyla paradoxně orientací vláken ovlivněna. Streptokinasa rozpuštěná v pufru (2000 – 20000 U/ml) aktivovala fibrinolýzu stejně rychle v orientovaném i neorientovaném fibrinovém gelu. Streptokinasa rozpuštěná v séru však aktivovala fibrinolýzu rychleji v orientovaném gelu než v neorientovaném. Fibrinolýza působením tPA i streptokinasy byla mnohem rychlejší pokud kyvety s fibrinovým gelem byly umístěny horizontálně. Při umístění kyvet vertikálně bylo zpomalení fibrinolýzy výsledkem pokrytí povrchu klotu degradačními produkty, kdy došlo k zamezení přístupu aktivátorů fibrinolýzy k  vláknům. Umístění kyvet vertikálně částečně simuluje podmínky fibrinolýzy v krevním řečišti. Působením streptokinasy se v orientovaných i neorientovaných fibrinových gelech umístěných vertikálně tvořily úzké kanálky. Tyto kanálky se netvořily ve fibrinových gelech lyzovaných působením tPA. Konce kanálků byly vyplněny agregáty, které obsahovaly degradační produkty fibrinolýzy, plasminogen i streptokinasu. Kanálky se v čase nerozšiřovaly, pouze se prodlužovaly. Protože plasminogen byl přítomen nejenom na konci kanálku, ale i na jeho stěnách, lze předpokládat, že komplex streptokinasa-plasmin se hromadil právě ve zmíněných agregátech.

Přítomnost uspořádaných fibrinových vláken v trombu může napomoci penetraci trombolytických činidel. Studium tvorby kanálků při fibrinolýze aktivované streptokinasou by mohlo přispět k odhalení mechanizmu jejího působení.

Poděkování: tato práce vznikla díky podpoře grantu VZ ÚHKT MZ02373601.

PRVNÍ ZKUŠENOSTI S DIAGNOSTICKÝM AGREGOMETRICKÝM SYSTÉMEM MULTIPLATE, PŘEDBĚŽNÉ VÝSLEDKY PILOTNÍ STUDIE ALYSBERK

J. Prošková1, D. Stejskal1, A. Calatzis2

1Odd. laboratorní medicíny Nemocnice Šternberk,  2 Ústav pro výzkum trombózy a hemostázy Mnichov
Na našem pracovišti jsme měli možnost vyzkoušet analyzátor funkce destiček Multiplate (Dynabyte) a zároveň jsme na tomto analyzátoru začali provádět studii Alysberk, na které spolupracujeme s Ústavem pro výzkum trombózy a hemostázy v Mnichově. Tato studie je zaměřena na způsob odhadu pacientů s rezistencí na podávání kyseliny acetylsalicylové, u kterých existuje prokazatelně několikanásobně vyšší riziko vzniku kardiovaskulárních komplikací.

Analyzátor Multiplate by měl být podle výrobce lépe použitelný pro odhad ASA resistence než např. systémy typu PFA nebo Verifynow. První testování výrobce potvrdilo vysokou specifičnost tohoto systému pro odhad ASA resistence. 

Funkce trombocytů je hodnocena v plné krvi  impedanční metodou a každé stanovení se automaticky provádí v dubletu, celé vyšetření trvá 10 min. Součástí analyzátoru Multiplate je počítač a přístroj má 5 nezávislých měřících kanálů. K interpretaci výsledků se používá výpočet plochy pod křivkou (AUC). Při testování funkce trombocytů lze využít libovolné induktory. V rámci studie Alysberk byly vzorky testovány s kationickým propylgallátem (CPG) a s kolagenem

V pilotní studii Alysberk bylo vyšetřeno 20 zdravých dobrovolníků s negativní anamnézou nemoci, kteří nebyli léčeni žádnými medikamenty a současně 20 pacientů s metabolickým syndromem, kteří nebyli léčeni antiagreganciemi.  U všech probandů bylo provedeno vyšetření trombocytů na přístroji Multiplate  po indukci kolagenem a CPG. 

Současně byly testovány vzorky plné krve všech uvedených probandů s přídavkem kyseliny acetylsalicylové (ASA). Její koncentrace v kyvetě by měla odpovídat běžným hodnotám u pacientů léčených 100 mg ASA za den (Allysin, Bayer)  a opět bylo provedeno vyšetření po indukci kolagenem a CPG. U obou skupin byl hodnocen rozdíl mezi získanými křivkami před a po přidání Allysinu. Výsledky budou prezentovány v rámci vlastního sdělení.

Analyzátor funkce trombocytů Multiplate je přístroj s jednoduchým ovládáním a přátelským softwarem, který lze využít pro odhad přítomnosti rezistence na kyselinu acetylsalicylovou. Výrobce připravuje současně i diagnostické algoritmy, které by měly sloužit k odhadu rezistence na podávání clopidrogelu, ticlopidinu a abciximabu.

Trombocytopénia spôsobená angiomatózou sleziny - kazuistika

Bratková A.1, Pažinka P.2, Bodnár J.3

1Hematologicko-transfuziologické oddelenie Nemocnica Košice-Šaca, 1. súkromná nemocnica, 2Chirurgické oddelenie Nemocnica Košice-Šaca, 1. súkromná nemocnica, 3Cytodiagnostické laboratórium Košice

Autori prezentujú prípad 55-ročného muža s postupne progredujúcou trombocytopéniou. Subjektívne udával mierny hmotnostný úbytok a dyspeptické ťažkosti. Zistený bol ložiskový proces sleziny (verifikovaný sonograficky a CT), autoimunitné mechanizmy neboli dokázané, kostná dreň nebola infiltrovaná, neboli známky parazitového ochorenia ani lymfoproliferatívneho ochorenia, bez známok konzumpčnej koagulopatie.  

Po príprave – vakcináciou (pneumokok, influenza) a kortikoidmi bola vykonaná splenektómia. V slezine boli početné ložiská od 5 do 30 mm, s histologickým nálezom “angiomatosis precipue cavernosus lienis”. Prechodná pooperačná trombocytóza s maximom na 21. deň ustúpila. Pacient je 8 mesiacov po operácii bez výraznejších subjektívnych ťažkostí s normálnymi parametrami hemogramu.

Tromboza mozkových žilních splavů a trombofilie 

Autorky : Eva Kadlčková, Yvetta Stavařová – HTO KBN Zlín 

     Cévní mozkové příhody jsou třetí nejčastější příčinou smrti – po srdečních a nádorových chorobách . Vedle arteriální trombozy spojené s ictem nebo transitorní ischemickou atakou může dojít k tromboze i v mozkových žilních splavech či retinálních žilách . Dispozice k ní mají zejména osoby s geneticky podmíněnou žilní trombofilií , jako je leidenská mutace f V, mutace protrombinu aj. nebo nemocní s antifosfolipidovým sy . Tendenci k této žilní tromboze mohou také vyvolat kontraceptiva či HRT s estrogeny , zejména v kombinaci s uvedenými trombofiliemi . 

     Autorky příspěvku uvádějí kazuistiky 2 mladých pacientů s trombozou mozkových splavů. 

     Pacientka K.N. narozena 1972, s negativní rodinnou i osobní anamnézou stran trombembolie , s preexistující hormonální antikoncepcí , byla původně neurologem asi 2 měsíce vyšetřována pro úporné bolesti hlavy , v 9/2003 byla vyšetřením MRI prokázána tromboza sinus transversus a pacientka ihned lawarinizována , vysazena hormonální antikoncepce. Od 10/2005 dispenzarizována v naší HA , postupně došetřeny dostupné testy na trombofilii vyjma metod , které mohou být zresleny kumarinizací , zatím zjištěna jen homozygocie PAI-l 4G/4G . Na kontroních MRI bohužel navzdory plné a řádné lawarinizaci zatím přetrvávající reziduum s korelátem přetrvávajích bolestí hlavy a zvýšenou únavností. 

     Pacient L.B.narozen 1977, s negativní rodinnou i osobní anamnézou stran TEN byl od 3/2004 vyšetřován pro bolesti a tlaky v hlavě , 26.5.2004 na MRI objevena tromboza sinus sagitalis , při první návštěvě v naší hematologické ambulanci provedeny odběry na trombofilii a zahájena fraxiparinizace v léčebných dávkách . Zjištěna homozygocie MTHFR C677T s korelátem sérové hyperhomocysteinemie a heterozygocie PAI-l 4G/5G , zahájena léčba Acidem folicem 2xl . Při kontrolním vyšetření v 8/2004 zaznamenán pokles homocysteinu , z 24,92 mmol/l na 9,l7 mmol/l , pacient převeden na plnou warfarinizaci , dávka A. folica ponechána . Postupně ústup až vymizení klinických obtíží , kontrolní MRI a CT mozku v l/2005 prokázalo plnou rekanalizaci cévy.      Součástí sdělení budou MRI a CT snímky .   
Ovlivňuje mutace genu protrombinu G20210A riziko vzniku žilní tromboembolické nemoci a potrombotického syndromu?

Wróbel M., Gumulec J., Brejcha M., Klodová D.,*Penka M., *Blatný J., Klaricová K., Kneiflová M., Richterová R ., Janotová P., Radina M. 

Onkologické centrum J.G.Mendela,  Nový Jičín

*Oddělení klinické hematologie, FN Brno

Úvod: Mutace protrombinu G20210A má prevalenci asi 2,3% u normální populace, u osob s pozitivní rodinnou anamnézou nacházíme tuto mutaci až v 18% procentech případů. Mutace protrombinu zvyšuje riziko žilní trombózy asi 2,8-krát.

Prevalence hluboké žilní trombózy je  2-3% v hospodářsky vyspělých zemích. Potrombotický syndrom je  poměrně častou komplikací hluboké žilní trombózy, je podmíněn poškozením žilních chlopní při rekanalizaci trombů s následnou  insuficiencí svalové žilní pumpy,  vzniku žilní hypertenze a přetížení povrchového žilního systému. Potrombotický syndrom vzniká dle literatury až u  8-40% jedinců po prodělané žilní trombóze, u 1,4% pacientů se následně objevuje bércová ulcerace. Trombofilie se podílí na vzniku  bércové ulcerace buď poškozením velkých žil trombózou nebo trombotickým postižením mikrocirkulace.

Cíl: Zhodnotit význam mutace genu protrombinu G20210A pro vznik trombembolické nemoci (TEN) a rozvoj těžkých forem potrombotického syndromu s ohledem na věk a pohlaví.

Popis souboru: Sledovaný soubor tvoří 1522 pacientů, 1036 (68%) žen a 486 (32%) mužů. 25% osob bylo v době hodnocení ve věku 30-39 let. 33% jedinců má pozitivní osobní anamnézu žilní TEN, 24% prodělalo tepenné okluze, 36% osob bylo vyšetřeno v rámci rodinné studie při průkazu hereditární trombofilie u pokrevních příbuzných, 8% tvořily ženy s anamnézou opakovaných abortů. Žilní TEN prodělalo 493 pacientů, idiopatickou žilní TEN mělo 13,4%, sekundární  žilní TEN 18%  a povrchové tromboflebitidy 3,3%  ze všech pacientů. Rekurentní žilní TEN (dvě a více epizod) prodělalo celkem 8.2% jedinců.

U 131 (9%) osob byla nalezena heterozygotní forma mutace protrombinu, pouze 2 (0,13%)  pacienti byli nosiči homozygotní formy mutace, 1389 (91%) osob bylo bez mutace. Tíže chronické žilní insuficience je hodnocena dle klasifikace CEAP. Vzhledem k velmi nízkému počtu nosičů homozygotní formy mutace protrombinu G20210A porovnáváme pouze heterozygotní nosiče  s osobami bez mutace.  

Výsledky: Pravděpodobnost vzniku žilní TEN je u nosičů heterozygotní formy mutace protrombinu 37,4%  u  wild type je riziko 31,9%.  Pravděpodobnost rozvoje těžších stupňů chronické žilní insuficience (4.-6. stupeň dle CEAP) je u nosičů heterozygotní formy mutace protrombinu 4,58%, u nosičů wild type je riziko srovnatelné 4,54%. 

Závěr: Nosiči heterozygotní formy mutace protrombinu mají ve srovnání s wild type jen mírně vyšší riziko vzniku žilní TEN a rozdíl je bez statistické významnosti. V našem souboru se nepodařilo prokázat vliv heterozygotní formy mutace genu protrombinu G20210A na riziko vzniku žilní TEN ani na riziko rozvoje těžších stupňů potrombotického syndromu. Limitem studie je nemožnost srovnání s kontrolní skupinou zdravých dárců.
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Obr.: Časová závislost aktivace krevních destiček celulosou vyjádřená jako procenta celkového destičkového serotoninu uvolněného z destiček. 


N – normální plazma, D FVIII, D FXII, D FXIII – plazmy pacientů s deficientí faktoru VIII, XII nebo XIII.
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Hárok1
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		Hemoglobín		45		114		71		108		80		103		112		81		105		62		110		74		109		84		102		78		84		60		92		84		98		68		113				89				114		123		116		129		133

		Erymasy		6				4				2						2				5				6		0		3				3				5				5				4								2

		Trombokoncetráty		2				2				1						0				1				1		1		1				1				1				1				1				3		4		1

		Iná liečba								kont.: ascorutin+Pamba 4x1+famotidin		Venofer 5						Venofer 5														6-25.3.2004 Premarin 0.625mg/d+predchádzajúce																		resekcia				znovunasadená Pamba 3x2				Pamba 3x1		Pamba 3x1 + Fe

				anémia				melény				anémia						anémia				meléna				meléna		AG+anemizácia						meléna				meléna				meléna				meléna										4.5..Pamba 4x1
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Hárok3

		






_1173280431.xls
030305

		Vzorky ze  23.2.2005, davka 20ul										PRP		300000d/ul

		Ex270 Em340												5-HT v bohate plasme

		HPLC 3.3.2005

		5-HT [ng/ml]		t 5-HT		P 5-HT		t IS		P IS		5-HT /IS

		1000

		500

		250		7.007		2918.4997		7.96		983.1079		2.9686463714

		125		7		1398.4067		7.96		918.2508		1.5229027843

		62.5		6.973		671.4276		7.947		856.8577		0.7835928883

		31.25		6.947		355.5493		7.913		836.522		0.4250328144

		15.625		6.953		189.4851		7.913		903.1578		0.2098028717

		0		7		105.5479		7.933		946.4707		0.1115173454

														5-HT [ng/ml]

		Tot		6.967		603.2387		7.92		926.1913		0.6513111276		56.1475110022

		Tot		6.953		736.4664		7.92		995.3421		0.73991284		63.7855896567

		Desky		6.893		40.2584		7.907		977.7037		0.0411764832		3.5496968296

		Desky		7		57.0137		7.94		1031.0042		0.0552991928		4.7671717903

		TRAP		6.953		530.2169		7.92		1101.4254		0.4813915677		41.4992730768

		TRAP		6.947		660.7509		7.893		1063.9435		0.6210394631		53.5378847493

		N=normal

		N0		6.98		50.432		7.933		1040.8448		0.048452949		4.1769783611				0

		N10		6.967		52.9518		7.887		1095.1846		0.0483496572		4.1680738981				10

		N15		6.953		487.2714		7.907		1082.907		0.4499660636		38.7901778938				15

		N20		6.94		854.6251		7.913		1028.229		0.8311622216		71.6519156591				20

		N30		6.947		811.7955		7.907		1006.5703		0.8064965755		69.5255668577				30

		N60		6.94		905.7031		7.907		1041.6273		0.8695078364		74.9575721069				60

		D=deficience FVIII (FVIII:c=1.1%)

		D0		7.073		42.897		7.893		1060.5922		0.0404462714		3.4867475373				0

		D0		6.867		38.1392		7.893		1048.4931		0.0363752513		3.135797526				0

		D20		6.933		258.4481		7.867		1112.3734		0.2323393386		20.0292533251				20

		D20		6.98		205.8153		7.887		1068.9751		0.1925351676		16.5978592727				20

		D30		6.94		672.5495		7.907		1057.4088		0.6360354671		54.8306437136				30

		D30		6.947		600.1058		7.887		1060.4007		0.5659236174		48.7865187383				30

		D40		6.967		658.7726		7.893		1049.3265		0.6278051684		54.1211352037				40

		D40		6.96		674.8259		7.92		1057.5386		0.638109947		55.0094781899				40

		D60		6.973		707.932		7.927		1081.6993		0.6544628438		56.4192106713				60

		D60		6.987		697.7003		7.907		1008.2872		0.6919658407		59.6522276453				60
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050215

		Vzorky ze  23.2.2005, davka 20ul										PRP		300000d/ul

		Ex270 Em340												5-HT v bohate plasme

		HPLC 4.3.2005

		5-HT [ng/ml]		t 5-HT		P 5-HT		t IS		P IS		5-HT /IS

		1000

		500

		250		7.007		2918.4997		7.96		983.1079		2.9686463714

		125		7		1398.4067		7.96		918.2508		1.5229027843

		62.5		6.973		671.4276		7.947		856.8577		0.7835928883

		31.25		6.947		355.5493		7.913		836.522		0.4250328144

		15.625		6.953		189.4851		7.913		903.1578		0.2098028717

		0		7		105.5479		7.933		946.4707		0.1115173454

														5-HT [ng/ml]

		Tot		6.967		603.2387		7.92		926.1913		0.6513111276		56.1475110022

		Tot		6.953		736.4664		7.92		995.3421		0.73991284		63.7855896567

		Desky		6.893		40.2584		7.907		977.7037		0.0411764832		3.5496968296

		Desky		7		57.0137		7.94		1031.0042		0.0552991928		4.7671717903

		TRAP		6.953		530.2169		7.92		1101.4254		0.4813915677		41.4992730768

		TRAP		6.947		660.7509		7.893		1063.9435		0.6210394631		53.5378847493

		N=normal

		N0		6.98		50.432		7.933		1040.8448		0.048452949		4.1769783611				0

		N10		6.967		52.9518		7.887		1095.1846		0.0483496572		4.1680738981				10

		N15		6.953		487.2714		7.907		1082.907		0.4499660636		38.7901778938				15

		N20		6.94		854.6251		7.913		1028.229		0.8311622216		71.6519156591				20

		N30		6.947		811.7955		7.907		1006.5703		0.8064965755		69.5255668577				30

		N60		6.94		905.7031		7.907		1041.6273		0.8695078364		74.9575721069				60

		D=deficience FVIII (FVIII:c=1.1%)

		D0		7.073		42.897		7.893		1060.5922		0.0404462714		3.4867475373				0

		D0		6.867		38.1392		7.893		1048.4931		0.0363752513		3.135797526				0

		D20		6.933		258.4481		7.867		1112.3734		0.2323393386		20.0292533251				20

		D20		6.98		205.8153		7.887		1068.9751		0.1925351676		16.5978592727				20

		D30		6.94		672.5495		7.907		1057.4088		0.6360354671		54.8306437136				30

		D30		6.947		600.1058		7.887		1060.4007		0.5659236174		48.7865187383				30

		D40		6.967		658.7726		7.893		1049.3265		0.6278051684		54.1211352037				40

		D40		6.96		674.8259		7.92		1057.5386		0.638109947		55.0094781899				40

		D60		6.973		707.932		7.927		1081.6993		0.6544628438		56.4192106713				60

		D60		6.987		697.7003		7.907		1008.2872		0.6919658407		59.6522276453				60
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Grafy

		No		tr		area		height		w05		area%		height%

		1		4.06		1125.7161		92.292		0.187		35.537		53.008

		2		5.86		0.9208		0.406		0.047		0.029		0.233

		3		6.173		126.9637		5.849		0.353		4.008		3.359

		4		6.987		697.7003		30.165		0.353		22.025		17.325

		5		7.907		1008.2872		37.63		0.407		31.83		21.613

		6		9.587		15.5659		1.251		0.173		0.491		0.719

		7		9.853		27.0317		1.113		0.127		0.853		0.639

		8		10.947		9.496		0.666		0.06		0.3		0.382

		9		11.433		156.0444		4.737		0.54		4.927		2.722

		1		4.06		1125.7161		92.292		0.187		35.537		53.008

		2		5.86		0.9208		0.406		0.047		0.029		0.233

		3		6.173		126.9637		5.849		0.353		4.008		3.359

		4		6.987		697.7003		30.165		0.353		22.025		17.325

		5		7.907		1008.2872		37.63		0.407		31.83		21.613

		6		9.587		15.5659		1.251		0.173		0.491		0.719

		7		9.853		27.0317		1.113		0.127		0.853		0.639

		8		10.947		9.496		0.666		0.06		0.3		0.382

		9		11.433		156.0444		4.737		0.54		4.927		2.722

		-		Total		3167.7259		174.108

						w05		asymetry		k		N		N/m

		1		4.06		4.088		0.0072		0.519		0.196		2310		23102

		2		5.86		5.848		0.0001		-0.103		-1.104		231587		2315871

		3		6.173		6.253		0.0197		0.131		-0.495		1988		19882

		4		6.987		7.018		0.0279		0.414		-0.017		1764		17638

		5		7.907		7.97		0.0372		0.37		0.062		1708		17077

		6		9.587		9.553		0.0089		-0.396		-0.789		10306		103060

		7		9.853		10.11		0.0431		0.047		-1.343		2369		23689

		8		10.947		10.817		0.0067		0.248		-1.076		17455		174549

		9		11.433		11.432		0.0458		0.188		-0.606		2853		28529





Graf3

		Vzorky z 15.2.2005, davka 20ul										PRP		300000d/ul

		Ex270 Em340												5-HT v bohate plasme

		HPLC 9.3.2005

		5-HT [ng/ml]		t 5-HT		P 5-HT		t IS		P IS		5-HT /IS

		1000

		500

		250		7.027		2528.9354		7.987		999.3954		2.5304653193

		125		6.987		1265.2465		7.947		962.5742		1.3144404868

		62.5		6.98		626.7967		7.953		955.7638		0.6558071147

		31.25		6.98		331.8266		7.953		936.6912		0.3542539953

		15.625		6.967		164.1325		7.96		911.0225		0.1801629488

		7.8125		6.993		112.3292		7.927		943.3672		0.1190726156

														5-HT [ng/ml]

		Tot		6.967		768.6114		7.927		1010.7946		0.7604031521		76.0403152134		75.6156988536

		Tot		6.933		783.3122		7.887		1041.7621		0.7519108249		75.1910824938		%

		Desky		6.967		123.4645		7.887		1012.9853		0.1218818279		12.18818279		16.12

		Desky		6.933		93.0424		7.86		1003.2415		0.0927417775		9.2741777528		12.26

		TRAP		6.887		537.0998		7.853		998.0359		0.5381567938		53.8156793759		71.17

		TRAP		6.88		467.0807		7.82		942.529		0.4955610915		49.5561091489		65.54

		N=normal

		N0		6.893		35.7867		7.88		1065.9096		0.0335738603		3.3573860297		4.44		0

		N10		6.927		62.2211		7.847		1063.2273		0.0585209767		5.8520976653		7.74		10

		N15		6.913		706.2192		7.833		1082.6814		0.6522871825		65.2287182545		86.26		15

		N20		6.907		716.7716		7.867		1022.5174		0.700987191		70.0987191025		92.70		20

		N30		6.907		712.6269		7.867		966.5898		0.7372588662		73.7258866171		97.50		30

		N60		6.873		796.0985		7.847		1055.9168		0.7539405567		75.394055668		99.71		60

		D=deficience FXII (FXII:c=2,2%)

		D0		6.72		15.6455		7.84		1010.4084		0.0154843329		1.548433287		2.05		0

		D10		6.9		33.1855		7.847		1044.261		0.0317789327		3.1778932661		4.20		10

		D10		6.893		59.7711		7.867		1026.34		0.0582371339		5.8237133893		7.70		10

		D20		6.873		119.3049		7.86		1088.1928		0.1096358109		10.963581086		14.50		20

		D20		6.893		56.8023		7.84		1023.3746		0.0555048953		5.5504895275		7.34		20

		D30		6.94		319.5772		7.893		950.1717		0.3363362643		33.6336264277		44.48		30

		D30		6.927		64.9331		7.9		1039.3052		0.0624774128		6.2477412795		8.26		30

		D45		6.913		177.5968		7.887		1032.3188		0.1720367778		17.2036777786		22.75		45

		D45		6.947		380.9664		7.887		974.4191		0.3909677058		39.0967705785		51.70		45

		D60		6.913		812.3639		7.88		1016.0646		0.7995199321		79.9519932099		105.73		60

		D60		6.947		710.0003		7.893		968.5988		0.733017943		73.3017943033		96.94		60
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		Vzorky z 22.2.2005, davka 20ul										PRP		300000d/ul

		Ex270 Em340												5-HT v bohate plasme

		HPLC 10.3.2005

		5-HT [ng/ml]		t 5-HT		P 5-HT		t IS		P IS		5-HT /IS

		1000

		500

		250		7.047		2792.0542		8.013		962.9505		2.8994784259

		125		7.067		1161.3393		8.04		787.9729		1.4738315239

		62.5		7.06		601.4395		8.047		772.1975		0.778867453

		31.25		7.06		332.6646		8.047		814.8744		0.4082403374

		15.625		7.06		189.3108		8.033		787.4753		0.2404022069

		7.8125		7.033		115.8192		8.02		808.248		0.1432966119

														5-HT [ng/ml]

		Tot		7.047		871.0583		8.007		939.6684		0.9269847746		81.3144539148		79.8538032959

		Tot		7.033		858.8262		8.013		960.9976		0.8936819405		78.3931526769		%

		Desky		7.033		20.4108		8.013		995.0438		0.0205124639		1.7993389363		2.25

		Desky		7.02		30.612		7.987		976.1239		0.031360773		2.7509449957		3.44

		TRAP		7.027		682.3938		8.013		979.3053		0.69681416		61.1240491225		76.54

		TRAP		7.02		661.3162		7.993		947.052		0.6982892175		61.2534401305		76.71

		N=normal

		N0		7.4		14.7283		7.987		1103.2249		0.0133502244		1.1710723175		1.47		0

		N10		7.367		23.3494		7.987		1071.3357		0.0217946625		1.9118124995		2.39		10

		N15		7.273		11.2925		7.993		1048.0149		0.0107751331		0.9451871108		1.18		15

		N20		6.993		507.9079		7.987		939.9235		0.5403715302		47.4010114242		59.36		20

		N30		7		726.2161		7.98		972.6105		0.746666934		65.4970994727		82.02		30

		N60		7.027		813.0579		8.027		894.9223		0.9085234551		79.6950399169		99.80		60

		D=deficience FVIII (FVIII:c=...%)

		D0		7.42		4.8095		7.993		929.4447		0.0051745951		0.4539118518		0.57		0

		D0		7.067		8.9328		7.98		995.2681		0.0089752701		0.787304393		0.99		0

		D10		7.32		3.5477		7.96		974.968		0.0036387861		0.3191917626		0.40		10

		D10		7		19.3372		7.973		947.906		0.0203999131		1.7894660589		2.24		10

		D15		7.393		3.347		7.973		963.2502		0.0034746943		0.3047977475		0.38		15

		D15		7.1		9.1444		8		1073.252		0.008520273		0.7473923653		0.94		15

		D20		7.033		9.6359		8.02		969.9621		0.0099343057		0.8714303229		1.09		20

		D20		7.033		8.5561		8		1018.2549		0.0084027094		0.7370797702		0.92		20

		D30		7.167		19.7713		7.973		979.4792		0.0201855231		1.7706599195		2.22		30

		D30		7.033		7.5998		7.993		1017.9219		0.0074659952		0.654911858		0.82		30

		D40		7.067		17.2992		8.027		852.9222		0.0202822719		1.779146661		2.23		40

		D40		7.213		13.2506		8.007		1075.7579		0.0123174554		1.0804785476		1.35		40

		D50		7.073		35.5022		8		911.6361		0.0389433898		3.4160868247		4.28		50

		D50		6.987		77.7056		7.967		909.5327		0.0854346413		7.4942667831		9.38		50

		D60		7.007		150.3651		8.013		887.675		0.1693920635		14.8589529418		18.61		60

		D60		7.013		250.2314		8		878.6688		0.2847846652		24.9811109795		31.28		60
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		Vzorky z 25.2.2005, davka 20ul										PRP		300000d/ul

		Ex270 Em340												5-HT v bohate plasme

		HPLC 11.3.2005

		5-HT [ng/ml]		t 5-HT		P 5-HT		t IS		P IS		5-HT /IS

		1000

		500

		250		7.08		2865.177		8.067		990.0389		2.8940044679

		125		6.973		1271.7661		7.913		885.4444		1.4363026069

		62.5		6.953		629.7488		7.873		827.6337		0.7609028004

		31.25		6.953		292.145		7.913		805.3522		0.3627543328

		15.625		6.913		150.9981		7.9		849.4275		0.1777645532

		7.8125		6.947		102.8533		7.913		834.2148		0.123293545

														5-HT [ng/ml]

		Tot		6.94		1005.6307		7.913		943.9268		1.0653693697		92.6408147603		91.146409343

		Tot		6.96		1017.6792		7.887		987.0816		1.0309980451		89.6520039258		%

		Desky		6.96		30.2233		7.9		919.6256		0.0328647876		2.8578076159		3.14

		Desky		6.867		48.9706		7.887		973.5594		0.0503005774		4.3739632564		4.80

		TRAP		6.913		563.8674		7.907		880.304		0.6405371326		55.698881098		61.11

		TRAP		6.92		610.0633		7.893		897.9313		0.6794097722		59.0791106276		64.82

		N=normal

		N0		6.8		17.2362		7.907		928.5984		0.0185615224		1.6140454259		1.77		0

		N10		6.853		24.9138		7.913		927.3481		0.0268656398		2.3361425891		2.56		10

		N15		6.953		775.9309		7.907		927.1455		0.8369030535		72.7741785663		79.84		15

		N20		6.96		780.6264		7.893		917.1293		0.8511628622		74.0141619309		81.20		20

		N30		6.94		952.3385		7.9		969.4719		0.9823270793		85.4197460269		93.72		30

		N60		6.933		902.921		7.9		877.5307		1.0289338025		89.472504569		98.16		60

		D=deficience FXIII (FXIII:c=...%)

		D0		6.973		16.1698		7.907		970.0961		0.0166682455		1.4494126564		1.59		0

		D10		7.073		10.8932		7.887		851.5248		0.012792581		1.1123983501		1.22		10

		D10		6.733		25.6305		7.853		966.115		0.0265294504		2.3069087328		2.53		10

		D15		6.88		815.9989		7.84		990.3448		0.823954344		71.6482038245		78.61		15

		D15		6.953		827.9426		7.873		912.0185		0.9078133832		78.9402941888		86.61		15

		D20		6.927		886.1958		7.927		925.9129		0.9571049286		83.2265155263		91.31		20

		D30		6.92		904.7974		7.847		896.3957		1.009372758		87.771544177		96.30		30

		D30		6.933		940.207		7.9		979.401		0.9599816623		83.4766662836		91.59		30

		D40		6.913		964.877		7.873		978.4114		0.9861669641		85.7536490541		94.08		40

		D40		6.92		913.3815		7.867		919.8512		0.9929665798		86.3449199837		94.73		40

		D50		6.907		1056.8824		7.847		982.1224		1.0761208583		93.5757268048		102.67		50

		D50		6.94		957.5827		7.88		920.8052		1.0399405868		90.4296162419		99.21		50

		D60		6.887		995.249		7.847		944.8286		1.0533645997		91.5969217108		100.49		60

		D60		6.927		1042.6009		7.853		996.7917		1.0459566427		90.9527515388		99.79		60
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				% celk. serotoninu

		N		2/15/05		2/22/05		2/25/05		průměr		sm.odch.

		0		4.44		1.47		1.77		2.559		1.6360

		10		7.74		2.39		2.56		4.232		3.0384

		15		86.26		1.18		79.84		55.763		47.3764

		20		92.70		59.36		81.20		77.756		16.9374

		30		97.50		82.02		93.72		91.080		8.0697

		60		99.71		99.80		98.16		99.224		0.9195

		D FVIII		2/22/05				průměr		sm.odch.

		0		0.57		0.99		0.777		0.2952

		10		0.40		2.24		1.320		1.3019

		15		0.38		0.94		0.659		0.3919

		20		1.09		0.92		1.007		0.1190

		30		2.22		0.82		1.519		0.9880

		40		2.23		1.35		1.791		0.6187

		50		4.28		9.38		6.831		3.6112

		60		18.61		31.28		24.946		8.9632

		D FXII		2/15/05				průměr		sm.odch.

		0		2.05				2.048		0.0000

		10		4.20		7.70		5.952		2.4742

		20		14.50		7.34		10.920		5.0620

		30		44.48		8.26		26.371		25.6094

		45		22.75		51.70		37.228		20.4729

		60		105.73		96.94		101.337		6.2188

		D FXIII		2/25/05				průměr		sm.odch.

		0		1.59				1.590		0.0000

		10		1.22		2.53		1.876		0.9267

		15		78.61		86.61		82.608		5.6571

		20		91.31				91.311		0.0000

		30		96.30		91.59		93.941		3.3319

		40		94.08		94.73		94.408		0.4587

		50		102.67		99.21		100.939		2.4407

		60		100.49		99.79		100.141		0.4997
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