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zkuSenosti s pouzitim trombin generac¢niho testu
u pacienti s trombofilii
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Souhrn

Bézné uzivana vySetreni hemostatického systému dostatecné nepostihuji komplexitu procesu krevniho srazeni. Do-
savadni zkuSenosti se stanovenim generace trombinu, centralniho enzymu koagulac¢niho systému, naznacuji moznou
korelaci s trombofilnim fenotypem. V nasem souboru pacientiit hodnotime parametry trombin generac¢ni kiivky u pa-
cientti s trombofilii a zdravych darci krve. Rovnéz srovnavame vysledky u symptomatickych a asymptomatickych
nosicu trombofilni mutace a hodnotime vliv ziskanych rizikovych faktora na generaci trombinu. Ziskané vysledky
prokazuji statisticky signifikantné vyssi generaci trombinu u nosic¢i trombofilni mutace.

Klicova slova: trombofilie, trombin generacni test, ziskané rizikové faktory

Summary )
Hlusi A., Slavik L., Ulehlova J., Krc¢ova V., Zapletalova J., Indrak K.: Global assessment of haemo-
static function - part II. Our experience with thrombin generation test using in thrombophilia patients

Generally used haemostatic tests do not cover the complexity of clotting system. Estimation of the potential to gene-
rate thrombin, which is the central enzyme in the blood coagulation, may correlate with thrombophilic fenotype. In
our study we used thrombin generation test to evaluate the parameters of thrombin generation curve in thrombop-
hilic patients and healthy blood donors groups. We compare results in asymptomatic and symptomatic subgroups of
thrombophilic mutation carriers and also an influence of acquired risk factor on thrombin generation is assessed. The
results show higher generation of thrombin in carriers of thrombophilic mutation which is statistically significant.
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Uvod

Trombin pfedstavuje centrdlni enzym v hemostatickém
systému. Jednoduchy test sledujici tvorbu trombinu byl
navrZen pred vice nez 50 lety (1, 2). Poslednich deset let
pfi novych technickych moZnostech metoda sledovéni ge-
nerace trombinu zaziva renesanci. Objevuje se celd fada
klinickych mozZnosti vyuZziti této metody jak u hypo-, tak
u hyperkoagulacnich stavti. Sledovani generace trombinu
umoznuje posouzeni kapacity koagulacniho systému
v tvorbé fibrinové krevni sraZeniny a tim posouzeni glo-
bélni funkce hemostdzy. V fad¢ pripada potencidl moni-
torovani generace trombinu pfekondvd mozZnosti kon-
venc¢nich testd (napf. sledovani icinnosti bypassové 16¢-
by u hemofilikli, monitorovani efektu novych antitrom-
botickych 1€kti).

V soucasnosti jsou komercné dostupné dvé varianty
trombin generacniho testu (TGT), obé zaloZené na prin-
cipu $tépeni fluorogenniho substrdtu vznikajicim trom-
binem (3—11). Kone¢nym vysledkem méfeni je softwaro-
vé zpracovand kiivka charakterizovand tfemi zakladnimi

parametry: dobou do nastupu generace trombinu (lag fa-
ze), maximalni koncentraci vznikajiciho trombinu (Cmax)
a celkovym mnozstvim vzniklého trombinu (ETP, plo-
cha pod krivkou) (obr. 1).

Trombin
Cmax

nM

Lag time min

Obr. 1. Trombin generacni kfivka.
(Lag time — doba do ndstupu generace trombinu, Cmax — maximum
generace trombinu, ETP — plocha pod kiivkou odpovida celkovému
mnoZzstvi generovaného trombinu)
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TGT miZe byt potencidlné piinosny i v problematice
hyperkoagulaénich stavili, v posouzeni zvyseného rizika
Zilnich tromboembolickych komplikaci ¢i v hodnocent ri-
zika rekurence téchto prihod (10-12). Déle uvadime vlast-
ni zkusenosti s pouzitim TGT u pacientti s geneticky pod-
minénym trombofilnim stavem.

Vlastni zkuSenosti

Cil prace

Stanoveni generace trombinu u zdravych jedinct a no-
si¢d trombofilni mutace. Posouzen{ zavislosti parametrt
TGT na pohlavi a véku. Zhodnoceni ptinosu jednotlivych
parametrli trombogramu a jejich korelace. Statistické zhod-
nocen{ rozdilii v jednotlivych parametrech TGT mezi kon-
trolni a trombofilni skupinou. U pacientl s trombofilif
zhodnoceni jednotlivych parametri v podskupinéch s/bez
prodélané tromboembolické komplikace a s/bez pritomnos-
ti ziskaného rizikového faktoru v dobé odbéru vzorku.

Metodika

Odbér krve — periferni Zilni krev byla odebrana do
zkumavek s 3,2% citratem sodnym. Vzorek byl nasledné
za laboratorni teploty centrifugovan 10 min. pfi 3000xg.
Ziskana hornf frakce (plazma chudd na desticky — PPP)
byla rozdélena do stejnych ddvek a uchovdvana pri
-70 °C do doby analyzy.

Trombin generacni test — pouzit kit TECHNO-
THROMBIN® TGA (Technoclone, Rakousko) na plné
automatickém analyzdtoru Ceveron® Alpha (Technoc-
lone, Rakousko). Popisovana laboratorni metodika vy-
chazi z Cetnych literarnich zkuSenosti (8, 13-16). Ge-
nerace trombinu v méfeném vzorku byla iniciovdna
7,16 pM rekombinantniho tkanového faktoru (rTF) re-
suspendovaného v 0,32 uM fosfolipidovych micel (ob-
sah fosfatidylcholinu 2,56 uM a fosfatidylserinu 0,64
UM). Vlastni stanoveni bylo provddéno ndsledovné:
Ke 40 pl vzorku PPP bylo pfiddno 20 pl TRIS pufru
a 15 ul 71,6 pM rTF s 3,2 uM fosfolipidovych micel.
Nasledné bylo pfiddno 25 pl fluorogenniho substratu Z-
G-G-RAMC a vlastni reakce byla zahdjena 35 ul
25 mM CaCl,. Kalibrace stanoveni byla provadéna na
standard trombinu ~800 nmol. Z tohoto standardu by-
ly pfipraveny kalibra¢ni body s koncentraci ~200, ~400
a ~800 nmol. Z téchto fedéni byla provedena méteni dle

Tab. 1. Charakteristika trombofilniho souboru.

nasledujiciho protokolu. Do reakce bylo pipetovano 90
ul prislusné narfedéného standardu trombinu. Dalsi po-
stup byl identicky jako v pripadé vzorku. Vlastni inte-
grovany fluorescencni reader pracuje s excitacni vlno-
vou délkou 360 nm a emisni vinovou délkou 465 nm.
Detekci fluorescence provadi v minutovych intervalech
po dobu 60 min. pii 37 °C.

Vyhodnoceni vysledki bylo automaticky provadéno po-
moci software Ceveron PC-SW ver. 1 4., kdy primarné mé-
fené referenéni fluorescencni jednotky (RFU) byly pomo-
ci kalibra¢ni kiivky pfevedeny na aktudlni koncentraci
trombinu ve vzorku. Jednotlivé parametry TGT (lag faze
—TGTt, max. generace trombinu — TGTm, plocha pod kfiv-
kou TGTe) byly ziskany derivaci z naméfené kiivky.

TGT test byl proveden u skupiny pacientil s vrozenou
trombofilif, u kterych byl rutinnimi metodami vylouc¢en
deficit antitrombinu, PC, PS, ¢i pfitomnost antifosfolipi-
dovych protilatek. Z vyseteni byli vylouceni pacienti se
stavajici nebo neddvno (< 4 tydny) ukoncenou antikoagu-
la¢n{ terapii. K potvrzeni vrozené trombofilni mutace by-
ly pouZity standardizované PCR metodiky. Srovndvaci
soubor tvofili zdravi darci krve. U nosi¢t trombofilni mu-
tace jsme anamnesticky hodnotili pfitomnost zevniho ri-
zikového faktoru v dobé odbéru vzorku.

Soubory nosi¢t trombofilni mutace a kontrol
— popisné charakteristiky

Hodnoceny soubor nosi¢l trombofilni mutace tvofilo
celkem 71 probandui s geneticky potvrzenym vyznamnym
trombofilnim stavem (Leidenskd mutace G1691A, muta-
ce FII G20210A). Vybér trombofilniho souboru byl ome-
zen pouze na uvedené genetické mutace vzhledem k jejich
Cetnosti v populaci, dostate¢né potvrzenym riziktim trom-
boembolickych komplikaci a s ohledem dobrou defino-
vatelnost stran statistického hodnoceni. K hodnocenf by-
ly zafazeny pouze vzorky od probandii vysetfenych v na-
§i ambulanci, u kterych byla zndma anamnéza piipadnych
prodélanych Zilnich tromboembolickych komplikaci
(TEN+ — hlubok4 Ziln{ trombdza, plicni embolie) a byl
zjistén vyskyt pfidatnych rizikovych faktorti v dobé od-
béru (RF+; v souboru zastoupeny: gravidita, hormonaln{
antikoncepce, hormonaln{ substitu¢ni 1é¢ba, chronické za-
nétlivé onemocnéni, rendlni insuficience, maligni nado-
rové onemocnéni). U hodnocenych piipadi neprobihala
antikoagulacni 1écba, pripadné byla ukoncena vice nez 4
tydny pred odbérem vzorku. V podskupiné trombofilnich
pacientti s mutaci FII G20210A byla hodnocena i hladina
koagula¢niho FII pro jeji moZny vyraznéjsi vliv na gene-

N vék /roky/ medidn, FVL mutace FII mutace FVLA+FII mutace ziskany RF TEN +
(SD, rozsah)
celkem 71 36+13.9 (15-79) 62 6 3 23 36
muzi 23 42+13.8 (17-77) 23 0 0 5 9
Zeny 48 31+16,1 (15-79) 39 6 3 18 27

(RF = ziskané rizikové faktory — gravidita, hormondln{ antikoncepce, hormondlni substitu¢ni 1é¢ba, chronické zanétlivé onemocnéni, rendlni insu-
ficience, maligni nddorové onemocnéni, TEN+ = manifestni hlubokd Zilni trombéza ¢i plicni embolie v anamnéze, SD = standardni odchylka)
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Tab. 2. Vysledky TGT — kontroln{ skupina.

pohlavi TGTm (nM) TGTe (nM) TGTt (min)

C N 66 66 66
Median 113,1 1529,6 4,1
Std. odchylka | 433 281,1 38

M N 41 41 41
Median 109 4 1482 4 4,1
Std. odchylka | 44,96 283,16 4,07

Z N 25 25 25
Median 116,3 1564,90 42
Std. odchylka | 40,58 251,64 34

(C-cely soubor, M-muZi, Z-Zeny)
Tab. 3. Vysledky TGT — trombofilni soubor.

pohlavi TGTm (nM) TGTe (nM) TGTt (min)

C N 71 71 71
Median 2032 21240 54
Std. odchylka| 90,2 4280 2,1

M N 23 23 23
Medidn 2042 19724 54
Std. odchylka | 68,8 5269 2,2

Z N 48 48 48
Medidn 202,1 22537 53
Std. odchylka| 98,3 424.6 2,0

(C-cely soubor, M-muZi, Z-Zeny)

Tab. 4. Vysledky parametri TGT v podskupindch pacientti s trombo-
filni mutaci.

podskupina TGTm (nM) | TGTe (nM) TGTt (min)

TEN N 36 36 36

+  Medidn 204,6 22537 55
Std. odchylka| 63,1 397,1 2,1

TEN N 35 35 35

- Medidn 1998 2039 53
Std. odchylka| 112,5 446.6 2,1

RF N 23 23 23

+  Medidn 2189 2157.6 49
Std. odchylka| 88,3 4033 1,65

RF N 48 48 48

- Medidn 200,0 2107,0 55
Std. odchylka| 91,8 439,1 22

(TEN +/- = prodélana/neprodéland zilni tromboembolicka piihoda,
RF +/- = pfitomen/nepfitomen ziskany rizikovy faktor v dobé odbéru)

raci trombinu. ZvySena hladina FII byla prokazana pouze
u dvou nosicti této mutace. Popisné charakteristiky trom-
bofilnitho souboru jsou uvedeny v tabulce 1.

Srovnévaci soubor tvofilo 66 vzorki plazmy ziskanych
od zdravych ddrct krve pfi venepunkci predchazejici dar-
covskému odbéru. Medidn véku &inil v této skuping 32,5
roku, podil zastoupeni muzii a Zen byl 41 ku 25.

Statistické hodnoceni

Statistické hodnocenf ziskanych dat provedlo pracovis-
t& biometrie Ustavu lékatské biofyziky, LF UP v Olomou-
ci. Pro posouzeni zavislosti parametri TGT na sledova-
nych proménnych (pohlavi, vék, anamnéza TEN, pfitom-
nost RF) byly pouZity neparametrické statistické metody:

Mann-Whitney U-test resp. Spearmanova korela¢n{ ana-
lyza. Posouzeni moZnosti predikce Zilni TEN ze ziska-
nych dat bylo postaveno na ROC analyze.

Vysledky

Kontrolni soubor

Ziskané vysledky jednotlivych parametrii TGT u zdra-
vych darct krve jsou uvedeny v tabulce 2. Pfi statistic-
kém zpracovani Spearmanova korelacni analyza nepro-
kézala zdvislost mezi hodnotami TGT parametrl a vékem
(r=-0,037 az 0,042), Mann-Whitney U-test neprokazal
zavislost mezi hodnotami TGT parametrti a pohlavim
(p = 0,42-0475).
Trombofilni soubor

Vysledky parametrd TGT u nosicd s trombofilni mu-
tace sumarizuje tabulka 3. Ani v tomto souboru neproka-
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Graf 1 a 2. Srovnén{ parametrti TGT v kontrolnim a trombofilnim sou-
boru.

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

123



HLUSIA. ET AL.

600 — - -

r=08653

500

400

300

TGTm

200

100

1000 1500 2000 2500 3000 3500
TGTe

Graf. 3. Korelace mezi parametry TGTm a TGTe.
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Graf. 4. ROC analyza — odhad rizika TEN.

zala korelacni analyza z4vislost mezi hodnotami paramet-
rid TGT a vékem (r = 0,123 az 0,190). Z hlediska pohla-

vi byly zjiStény signifikantné vyS$si hodnoty TGTe u Zen
ve srovnani s muZzi (p = 0,044).

Srovndni jednotlivych souborii, analyza podskupin
v ramci trombofilie

Pri srovndni vysledkd parametrd TGT kontrolniho
a trombofilniho souboru byly prokdzany signifikantné
vys$$i hodnoty TGTm a TGTe u pacientd s trombofiln{
mutaci (p < 0,0001 v obou pripadech, box grafy 1, 2).
V dobé do ndstupu generace trombinu TGTt nebyl vy-
znamny rozdil prokazéan (p = 0,714).

Subanalyza parametri v rdmci jednotlivych podskupin
v trombofilnim souboru (s/bez prodélané TEN piihody)
prokdzala vyssi medidn hodnot v parametru TGTe (2253,7
nM v.s. 2039 nM) u pacientl s prodélanou komplikaci. Pri
srovnani podskupin bez a s pritomnosti ziskaného riziko-
vého faktoru byl prokdzan vyssi median hodnot v paramet-
rech TGTm a TGTe (200 nM vs 218.9 nM, resp. 2107 v.s.
2157,6 nM) pii pritomnosti RF. Statisticky nebyl ov§em
tento rozdil vyznamny pro zaddny z parametrt (p = 0,16 az
042). Vysledky shrnuje tabulka 4.

Korelacni analyza parametrii, posouzeni mozZnosti
predikce TEN

Zhodnocen{ vzdjemné zavislosti jednotlivych paramet-
rd TGT pomoci Spearmanovy korelacni analyzy proka-

zalo korelaci pouze mezi parametry TGTm a TGTe (r =
0,653, stfedné pozitivni korelace, graf 3), doba do nastu-
pu generace trombinu TGTt ani s jednim z ostatnich pa-
rametrd vyznamné nekorelovala.

V ramci posouzeni vhodného parametru pro predikci
TEN byla provedena ROC analyza (graf 4). Statisticky
nebyl ani jeden z hodnocenych parametrd TGT shledan
jako vhodny prediktor pro odhad rizika vzniku TEN kom-
plikace (plocha pod ROC kiivkou AUC je menSi nez
0,75). Hranici vyznamnosti se nejvice bliZi celkové mnoz-
stvi generovaného trombinu TGTe (AUC = 0,624).

Shrnuti, diskuse

Z analyzy vlastnich vysledkli vyplyvd, Ze generace
trombinu nen{ u mlads$ich zdravych jedinci statisticky vy-
znamné ovlivnéna pohlavim ani vékem. Tento zavér nel-
ze vztahovat na viechny v€kové kategorie. Uvedend srov-
ndvaci skupina predstavuje soubor selektovany, darci kr-
ve jsou primérné niz§tho véku.

U nosic¢t trombofilni mutace byla generace trombinu
statisticky vyznamné zvySend v porovndni se zdravou
skupinou (parametry TGTm, TGTe). V ramci této skupi-
ny byla prokdzdna vyS$§i celkovd generace trombinu
(TGTe) u Zen. Toto zjistén{ l1ze vysvétlit frekventné;jsi pii-
tomnosti pridatnych protrombogennich rizik v dobé mé-
fen{ ve srovnani s muzi (uZivani hormondlnich pfipravka,
gravidita).

Pfi subanalyze souboru nebyl prokdzan signifikantni
rozdil mezi asymptomatickymi nosici trombofilni muta-
ce a pacienty s prodélanou TEN komplikac{ v anamné-
ze. Tento ndlez podporuje teorii multifaktoridlni etiologie
tromboembolismu, kdy vlastni manifestaci TEN piihod
vétSinou predchdzi plisoben{ dal$iho nebo kombinace vi-
ce pridruzenych ziskanych rizikovych faktord.

U probandi s trombofilnim stavem a pfitomnym zis-
kanym rizikovym faktorem jsme prokdzali generaci trom-
binu vyssi v porovnani se zbytkem skupiny, rozdil ale pre-
kvapivé nebyl statisticky vyznamny. Vzhledem k velikos-
ti souboru nebyla z tohoto pohledu moZznd dalsi podrob-
néjsi stratifikace dle typu rizikového faktoru.

V ramci analyzy moznosti TGT jsme prokazali stied-
né pozitivni korelaci mezi parametry TGTm a TGTe. Dle
naSich zkuSenosti se doba do néstupu generace trombinu
TGTt jevi jako klinicky nejméné pouZitelny parametr pri
hodnoceni trombofilnich stavt. Klinicky potencidl TGT
pro odhad rizika TEN komplikaci byl hodnocen podrob-
nou statickou analyzou. Ani jeden z parametrd TGT ne-
byl shledén jako vhodny prediktor TEN.

Ve shodé s fadou literdarnich zkuSenosti byl i v nasich
souborech pozorovdn vyrazny interindividudlni rozptyl
v TGT parametrech, ktery mizZe byt vedle omezeného po-
¢tu hodnocenych subjektti, jednou z pfi¢in nékterych ne-
signifikantnich statistickych zavért. Pro zkvalitnéni nasi
analyzy je do budoucna potfebné rozsifeni obou soubortl.

Trombin generacni test predstavuje urcité slibnou moz-
nost v posuzovéni globdlni hemostatické funkce. Nejen
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nasSe zkuSenosti, ale i vysledky dosud publikovanych pra-
cf zatim neumoznuji zavedeni této metody do rutinni kli-
nické praxe. Brani tomu mimo jiné velkd mezilaborator-
ni variabilita testu, nedostatecna standardizace a v nepo-
sledni fadé i vyssi ekonomicka narocnost vysetieni. TGT
tak zatim v oblasti vySetfovani trombofilnich stavi stdle
zGstava hlavné experimentalnim laboratorni metodou.

Prdce byla podpoiena granty NS 10319-3/2009 86-14
a NR 9282-3/2007 86-12.

Literatura

1. Macfarlane R, Biggs R. A thrombin generation test; the applicati-
on in haemophilia and thrombocytopenia. Journal of Clinical Pat-
hology 1953; 6: 3-8.

2. Pitney WR, Dacie JV. A simple method of studying the generati-
on of thrombin in recalcified plasma; application in the investiga-
tion of haemophilia. Journal of Clinical Pathology 1953; 6: 9—14.

3. Hemker HC, Beguin S. Thrombin generation in plasma: its assess-
ment via the endogenous thrombin potential. Thrombosis and Ha-
emostasis 1995; 74: 134-138.

4. Hemker HC, Giesen P, Al Dieri R, Regnault V, de Smedt E, Wa-
genvoord R, Lecompte T, Beguin S. Calibrated automated throm-
bin generation measurement in clotting plasma. Pathophysiology
of Haemostasis and Thrombosis 2003; 33: 4-15.

5. Hemker HC, Willems GM, Beguin S. A computer assisted met-
hod to obtain the prothrombin activation velocity in whole plas-
ma independent of thrombin decay processes. Thrombosis and Ha-
emostasis 1986; 56: 9-17.

6. Hemker HC, Wielders S, Kessels H, Beguin S. Continuous regist-
ration of thrombin generation in plasma, its use for the determi-
nation of the thrombin potential. Thrombosis and Haemostasis
1993; 70: 617-624.

7. Hemker HC, Giesen PL, Ramjee M, Wagenvoord R, Beguin S. The

10.

11.

12.

13.

thrombogram: monitoring thrombin generation in platelet-rich
plasma. Thrombosis and Haemostasis 2000; 83: 589-591.
Hemker HC, et al. Thrombin generation, a function test of the ha-
emostatic-thrombotic system. J Thromb Haemost 2006; 96: 553-
561.

Viradi K, Turecek PL, Schwarz HP. Thrombin generation assay
and other universal tests for monitoring haemophilia therapy.
2004; 10: 52, 17-21.

Hron G, Kollars M, Binder BR, Eichinger S, Kyrle P.A. Identifi-
cation of patients at low risk for recurrent venous thromboembo-
lism by measuring thrombin generation. JAMA: The Journal of the
American Medical Association 2006; 296: 397-402.

Tripodi A, Legnani C, Chantarangkul V, Cosmi B, Palareti G, Man-
nucci PM. High thrombin generation measured in the presence of
thrombomodulin is associated with an increased risk of recurrent
venous thromboembolism. J] Thromb Haemost 2008; 6: 1327-33.
Besser M, Baglin C, Luddington R, van Hylckama Vlieg A, Bag-
lin T. High rate of unprovoked recurrent venous thrombosis is as-
sociated with high thrombin-generating potential in a prospective
cohort study. J Thromb Haemost 2008; 6: 1720-5.

Devreese K, Wijns W, Combes I, et al. Thrombin generation in
plasma of healthy adults and children: chromogenic versus fluo-
rogenic thrombogram analysis. Thromb Haemost 2007; 98: 600-
613.

. Baglin T. The measurement and application of thrombin generati-

on. Br ] Haematol 2005; 130: 653-661.

. Dargaud Y, Luddington R, Gray E, et al. Effect of standardization

and normalization on imprecision of calibrated automated throm-
bography: an international multicentre study. Br J Haematol 2007;
139: 303-309.

Chandler WL, Roshal M. Optimization of Plasma Fluorogenic Th-
rombin-Generation Assays. 2009; 132(2):169-79.

MUDr. Antonin Hlusi
751 05 Kokory 401
e-mail: hlusian@fnol.cz

Doruceno do redakce: 27. 10. 2009
Prijato po recenzi: 20. 1. 2010

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

125



