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ProC®global u pacientt s antifosfolipidovymi protilatkami

Bulikova A.1l, Némethova D.2, Penka M.1, Zavielova J.!, DuSek L.2
10ddéleni klinické hematologie, Fakultni nemocnice Brno
2Centrum biostatistiky a analyz, Masarykova Univerzita Brno

Souhrn

Antifosfolipidové protilatky (APA) jsou spojeny s trombotickymi pfihodami a opakovanymi ztratami plodu. Jejich
mozné pusobeni na koagulaéni systém je zfejmé riuznorodé a mize vést k protrombotické dispozici. DuleZity mecha-
nismus, ktery je zminovan v téchto procesech, je vliv na systém inhibitoru proteinu C. Cilem nasi studie bylo urcit
zmény systému proteinu C u nemocnych s antifosfolipidovymi protilatkami za pouziti testu ProC®global. Bylo vySet-
feno 126 pacientti a 64 osob kontrolni skupiny. Hodnoty ProC®global byly signifikantné nizsi u pacient nezli
u zdravych osob (p < 0,001) a u pacientu, kteri prodélali Zilni trombembolismus (p < 0,001) p¥i srovnani s osobami
bez této komplikace. Za pouziti ROC analyzy jsme mohli stanovit rozhrani pacientu s vyssim rizikem trombézy.
Hodnoty ProC®global < 0,8 byly u Zen spojeny s 1,8nasobnym zvySenim rizika trombézy, u muzii hodnoty < 0,71
s 1,7nasobnym.
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Summary

Bulikova A., Némethova D., Penka M., Zavielova J., DuSek L.: ProC®global in patients with antiphospolipid anti-
bodies

Antiphospholipid antibodies (APA) are known to be associated with thrombembolic events and/or recurrent foetal
loss. Their possible action to the blood coagulation system seems to be various and could lead to prothrombotic ten-
dency. An important mechanism involved in this process has been referred — the influence on the protein C inhibi-
ting pathway. The aim of our study was to determine abnormalities in protein C pathway by the test ProC®global
in patients with antiphospholipid antibodies. 126 patients and 64 controls were evaluated. ProC®global values were
significantly lower (p < 0.001) in patients than in healthy persons and in patients who undervent venous thromebo-
lism (p < 0.001) when comparing them with persons without this complication. Using ROC analysis we could deter-
mine cut off patients with higer risk of the thrombosis. In women ProC®global value < 0.8 were asociated with the

1.8-fold thrombotic risk increasing, in men ProC®global value < 0.71 with 1.7-fold.
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Uvod

Trombofilni tendence je u antifosfolipidovych protilatek
(APA) disledkem mnohocetného vlivu na koagulacni kas-
kadu. Vyznamnou roli hraje ovlivnéni nalezité funkce
systému proteinu C, a to bud pfimo, nebo Castéji ovlivné-
nim jeho kofaktort (1-6). V roce 1995 byl vyvinut jedno-
duchy test k zjiSténi funk¢nich odchylek systému proteinu
C - test ProC®global (7, 8). Zachycuje jednak funkéni
ovlivnéni krevniho sraZeni v pfitomnosti Leidenské muta-
ce faktoru V, ziskané rezistence k aktivovanému proteinu
C, deficitu proteinu C, deficitu proteinu S, ale také odrazi
vychyleni hemokoagulaéni rovnovahy u stavil, provaze-
nych zvysenou aktivitou faktoru VIII. Dokonce po vylou-
¢eni vSech téchto jednotlivych moZnosti je sniZend hodno-
ta testu ProC®global stéle spojena s vys§im rizikem trom-
bdzy (9, 10). Leidenska trombofilni skupina udava u toho-
to testu pfi pouZiti hodnoty ,,cut-off* < 0,68 riziko trombo-
zy s OR 4,3 po vylouceni deficiti proteinu C, proteinu
S a Leidenské mutace FV.

Pfi pouziti u pacientt s antifosfolipidovymi protilatka-
mi jsou vysledky tohoto testu rozdilné. Ne&ktefi autoii

neprokdzali statisticky vyznamné rozdily v hodnot¢ testu
ProC®global u pacientti s lupus antikoagulans mezi sku-
pinou s klinickou manifestaci trombdzy a nemocnymi
bez klinickych pfiznakd (10). Jiné nédlezy dokladuji, Ze
skupina nemocnych s inhibitory typu lupus antikoagu-
lans, které vice ovliviiuji test s jedem Russelovy zmije
(dRVVT), nezli test s kaolinovou suspenzi (KCT), a tim
jsou povazovany za vice asociované s tromboézou (11-
15), maji vyznamnéji ovlivnén ProC®global test (16).
Ani v této studii vSak jasna korelace poklesu ProC®glo-
bal s klinickou manifestaci tromb6zy nebyla prokdzana
se statistickou vyznamnosti. NaSe vlastni pfedchozi
prace vSak prokazovaly statisticky vyznamny pokles
testu ProC®global u klinické manifestace trombozy pri
primarnim vyskytu lupus antikoagulans, tedy u nemoc-
nych bez priikazu pfitomnosti revmatického ¢i nadorové-
ho procesu (17, 18).

Soubor pacienti

Do hodnoceni bylo zarfazeno 126 nemocnych s ptitomnos-
ti antifosfolipidovych protilatek tj. s lupus antikoagulans
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Tab. 1. Charakteristika souboru.

Material a metodika

jenLA | LA +ACLA | jen ACLA* | jen anti3,-GPI zadné APA | Celkem
pacienti Zeny 29 40 13 2 0 84
pacienti muzi | 19 21 2 0 0 42 Stanoveni antifosfolipidovych
kontroly Zeny 0 0 0 0 38 38 protildtek
kontroly muzi 0 0 0 0 26 26 . .. ..
celkem 48 61 15 B o4 190 Na naSem pracovisti pouZi-

*slaba pozitivita ACLA zafazena mezi negativni nalezy
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Obr. 1. Vek ve skupiné kontrolni a u nemocnych s antifosfolipidovymi
protilatkami.

a/nebo s prikazem antikardiolipint ve tfidé IgM a/nebo
IgG, ptipadné s prikazem protilatek proti 3,-glykoprote-
inu I. Soucasné bylo vysetfeno 64 zdravych dobrovolni-
ka, u nichz byla pritomnost antifosfolipidovych protila-
tek testovanim vyloucena. U téchto probandd nikdy
nedoslo ke klinické manifestaci trombdzy ¢i ke spontan-
nim ztratam plodu.

Pacienti byli podle klinické manifestace rozdéleni
do skupin; MV+ pfi anamnéze prodélané Zilni trombo-
zy, pfipadné M V-, pokud ke klinické manifestaci v zil-
nim fecisti nedoslo. Analogicky byla vytvorena skupi-
na MA+ z nemocnych, u nichZ doslo k manifestaci
trombozy v arteridlnim feciSti, pacienti, ktefi tento typ
trombotickych ptihod neprodélali, byli zafazeni do
skupiny MA-. Zeny, které prodélaly minimalné jednou
ztratu plodu, byly zatazeny do skupiny SPA+, zatimco
Zeny bez téchto porodnickych komplikaci, tvofi skupi-
nu oznacenou SPA-.

Popisnou charakteristiku souboru udava tabulka 1.

Zastoupeni pohlavi se ve skupin€ pacientd a ve sku-
piné kontrolni nelisi (test dobré shody: x2 = 0,982; p =
0,322). Pramérny vék nemocnych byl 51,7 let (median
53 let, minimum 18, maximum 88 roki), ve skupiné
kontrolni 41,08 let (median 39 let, minimum 19, maxi-
mum 78 let). Ve skupiné kontrolni byl tedy vék
vyznamné niz$i (Manntv-Whitneyav U test; U =
2732,5 p < 0,001, obr. 1). Na zakladé statisticky nevy-
znamné korelace mezi vékem a hodnotou ProC®global
ovSem muzeme tvrdit, Ze v€k neovliviluje hodnotu
testu (ve skupiné pacienti: ry = 0,013; p = 0,884;
v kontrolni skupiné: ry = 0,043; p = 0,734) a tak jsou
pouZzité soubory srovnatelné.

vame pro stanoveni inhibitoru
LA vicestuptiovou diagnosti-
ku navrzenou standardizaénim vyborem Mezinarodni
spoleCnosti pro tromb6zu a hemostazu s ohledem na
dal$i modifikace (19, 20). Jako screeningové testy jsou to
fedény aktivovany parcidlni tromboplastinovy test —
PTT-LA (Diagnostica Stago), fedény test s jedem
Russelovy zmije — reagencie Russel viper venom
(Diagnostica Stago) a kaolinovy ¢as za pouZiti 2% kaoli-
nové suspenze (Kaolin Diagnostica Stago). V pfipadé
pozitivniho ndlezu ve screeningovém testu je proveden
korek¢ni test normdlni smésnou plazmou. Ve vzorcich,
v nichz nedochazi ke korekci, je pfitomnost inhibitoru
ovéfena nebo vyloucena konfirmacnim testem — neutra-
lizaci inhibitoru fosfolipidy trombocytl. U nejednoznac-
nych vysledkt je doplnén dalsi konfirmacni test s neu-
tralizaci fosfolipidy v hexagondlni fazi II -Hexagonal
Neutralization Procedure (HNP) - Staclot®LA
(Diagnostica Stago). Toto diagnostické schéma je od
ledna 2002 na naSem pracovisti doplnéno o pouZiti aPTT
s diagnostickym reagens necitlivym k pfitomnosti LA
(Actin® FS, Dade Behring). Veskeré testy jsou provade-
ny ze specidlné preanalyticky pripravené bezdestickové
plazmys; stejnd piiprava je pouZita pro pfipravu normalni
plazmy pouzivané ke smésnym studiim. Do studie byli
zafazeni pacienti, u nichZ byla pfitomnost inhibitoru opa-
kované ovéfena v ¢asovém odstupu 6 a vice tydni.

Stanoveni protilatek proti kardiolipinim a proti [3,-gly-
koproteinu I bylo provedeno mimo naSe pracovisté uzitim
ELISA techniky a pro vyhodnoceni vysledki jsme pouzili
Skélu doporucenou laboratoii, kterd vysledky provadi. Ta
poskytuje hodnoceni pro antikardiolipinové protilatky < 10
U/ml jako negativni, hrani¢ni nalez zahrnuje rozmezi 10-
19 U/ml, nalezy 20-39 U/ml jako ndlez slabé pozitivni.
Pozitivni ndlezy pak zahrnuji titry protilatek 40-79 U/ml,
hodnoty nad 80 U/ml jsou hodnoceny jako silna pozitivita.
Pokud byl prikaz antikardiolipind izolovany, tj. bez pfi-
tomnosti lupus antikoagulans resp. protilatek proti (3,-gly-
koproteinu I, pak bylo pro zatazeni do studie nutno proka-
zat opakovany nalez pozitivity ACLA IgM nebo ACLA
IgG v titru nejméné 40 U/ml.

Vysledky protilatek proti f,-glykoproteinu I jsou spo-
lupracujici laboratofi vyjadfovany pouze v semikvantita-
tivni Skédle hodnoceni jako negativni, slabé pozitivni,
pozitivni a silné pozitivni. Pokud byl prikaz téchto pro-
tilatek izolovany, pak pro zafazeni pacienta byl nutny
opakovany prikaz nejméné pozitivniho nalezu.
Stanoveni Pro®Cglobal

Ke stanoveni hodnoty testu ProC®global byla
u nemocnych bez zavedené antikoagulacni 1é¢by warfa-
rinem odebirdna vendzni krev do plastikovych odbéro-
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vych zkumavek s obsahem 3,8% citronanu sodného
v poméru 1:10, centrifugovana pti 2500 g po 20 minut
pri pokojové teploté, Sokoveé zmraZena a nasledné ucho-
vavana v plastikovych zéasobnicich pfi -70 °C do doby
provedeni vysetfeni. K laboratorni diagnostice byl pouZit
puvodni kit ProC®global (Dade Behring), stanoveni bylo
provedeno na koagulaénim analyzatoru STA-Compact.
Princip testu: test odrazi globalni aktivitu systému prote-
inu C, ke které dochazi po aktivaci endogenniho protei-
nu C ve vzorku plazmy po pfidani hadiho jedu Protac
(jed Agkistrodon contortrix). Takto aktivovany protein
C vede k prodlouZeni aktivovaného parcidlniho trombo-
plastinového ¢asu (aPTT); z poméru aPTT pred a po
aktivaci je vypocitdin pomér R. Normalizovany pomér
R (NR) je stanoven vyndsobenim poméru R kalibra¢nim
faktorem, ktery je uren pro kazdou SarZi reagencie.
Vyjadfovani vysledki v NR snizuje ovlivnéni konecnych
vysledki pouzitym koagulacnim analyzatorem, Sarzi
testu a podobné. Normalni hodnoty poméru NR dané
firemnim nastavenim testu jsou > 0,8.

U nemocnych, u nichZ byla stanovena hodnota, ktera
je povaZovana za patologickou resp. pozitivni tj. méné
nez 0,8, byla v dal§im prabéhu doplnéna vysetfeni, ktera
bliZe tuto pozitivitu analyzuji — stanoveni piipadné pfi-
tomnosti Leidenské mutace FV, deficitu proteinu C, defi-
citu proteinu S a zvysené aktivity FVIIL
Stanoveni Leidenské mutace FV

Izolace DNA byla provedena standardni metodou,
pomoci izolaéniho kitu ,,QIA Blood Mini Kit*“ firmy
Qiagen, umoznujici rychlou izolaci DNA z malého
mnozstvi periferni krve (200 ul) odebrané do odbéro-
vych zkumavek obsahujici K;zEDTA.

Vlastni prikaz Leidenské mutace FV byl proveden
metodou PCR-RFLP, ktera je zalozena na amplifikaci
znamé sekvence genu pomoci dvou specifickych prime-
ra (21) FVL1 a FVL2 (Metabion International AG).
Vysledkem amplifikace jsou amplikony (PCR produkty
o stejné délce), které jsou detekované elektroforeticky na
agar6zovém gelu, po predchozim enzymatickém Sté€peni
pomoci restrikénich endonukledz (Promega Corporation)
za specifickych podminek.

Stanoveni aktivity proteinu C a proteinu S

Venoézni krev odebrand do plastikovych zkumavek
s obsahem citronanu sodného v poméru 1:10 byla centri-
fugovana po 15 minut pii 2500 g, Sokové zmraZena
a uchovana pfi -70 °C do doby vySetfeni. Aktivita prote-
inu C byla stanovena za pomoci reagen¢niho setu STA
Staclot Protein C (Diagnostica Stago) na koagulacnim
analyzatoru STA-Compact nebo analyzitoru STA-R.
Aktivita proteinu S byla stanovena za stejnych podminek
pomoci reagenc¢niho setu STA Staclot Protein
S (Diagnostica Stago).

Stanovent aktivity FVIII

Venoézni krev odebrand do plastikovych zkumavek
s obsahem citronanu sodného v poméru 1:10 byla centri-
fugovana po 15 minut pii 2500 g, Sokové zmraZena
a uchovavana do doby vySetfeni pii -20 °C do doby
vySetfeni (ne déle neZ 4 tydny). Aktivita faktoru VIII

an

byla stanovena standardni metodikou zavedenou na pra-
covisti v fedéni plazmy 1:20 resp. podle zjisténé hodno-
ty i v fedéni 1:40 event. i 1:80 k zabezpeceni presného
odectu vysokych hodnot aktivity. Stanoveni bylo prove-
deno na koagulaénim analyzatoru STA Compact nebo
STA-R za pouziti diagnostik PTT-Automete 10
(Diagnostica Stago), FVIII deficitni plazmy DG-FVIII
(Grifols s.r.o), STA Unicalibrator (Diagnostica Stago)
a STA System Control N+P (Diagnostica Stago).

Statistické zpracovani

Ke srovnani hodnot ProC®global mezi pacienty a kon-
trolni skupinou byl vzhledem k normalité rozloZeni hod-
not ProC®global pouZit t-test. T-test byl rovnéz pouzit ke
srovnani hodnot ProC®global u pacientii s manifestaci
Zilni trombdzy a pacientl bez této manifestace, ke srov-
nani hodnot ProC®global u pacient s manifestaci arte-
ridlni trombdzy a pacientti bez této manifestace, dale pak
ke srovnani hodnot ProC®global u pacientek, které mély
samovolny potrat a pacientek bez samovolného potratu.
Podobné byl t-test pouzit ke srovnani hodnot ProC®glo-
bal u pacienti s lupus antikoagulans a bez lupus antiko-
agulans, také ke srovnani hodnot ProC®global u pacien-
th s pritomnosti antikardiolipinovych protiladtek a bez
téchto protilatek. T-test byl pouZit také ke srovnani hod-
not ProC®global mezi muzi a Zenami a to jak u souboru
pacientl tak i v kontrolni skupiné a dale ke srovnani
hodnot ProC®global u pacient s klinickou manifestaci
trombozy a bez této manifestace. Toto srovnani bylo pro-
vedeno zvlast pro muze a zvlast pro Zeny. U pacientl
s hodnotou ProC®global nizsi nez 0,8 byl ke srovnéni
hodnot ProC®global mezi pacienty s Leidenskou mutaci
FV a pacienty bez Leidenské mutace pouZit také t-test.

Ke srovnani hodnot ProC®global u pacientt s pfitom-
nosti pozitivity, slabé pozitivity a nepfitomnosti protila-
tek proti [3,-glykoproteinu I byla pouZzita analyza rozpty-
lu. Analyza rozptylu byla pouZita také ke srovnani hod-
not ProC®global mezi pacienty s pfitomnosti/nepiitom-
nosti Leidenské mutace a jiného koagulacniho nalezu.
K uréeni vyznamnosti rozdili mezi jednotlivymi skupi-
nami byl déle pouzit Fishertiv LSD test.

ROC analyza byla pouzita k urceni takové hodnoty
ProC®global, ktera nejlépe rozlisi pacienty s Zilni a/nebo
arteridlni trombdzou a pacienty bez manifestace trombo-
zy. Diskrimina¢ni hodnota testu ProC®global byla urce-
na zvlast pro muze a zvlast pro Zeny.

Zavislost manifestace trombézy na hodnoté
ProC®global vzhledem ke hrani¢ni hodnoté ur¢ené ROC
analyzou byla sledovdana pomoci testu dobré shody.

Vysledky

Hodnota ProC®global se statisticky vyznamné lisila
mezi skupinou pacientli a skupinou kontrolni (t-test,
p < 0,001). Pfi analyze jednotlivych skupin nemocnych Ize
zjistit statisticky vyznamny rozdil v hodnoté testu pfi srov-
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Tab. 2. Hodnoty NR testu ProC®global v jednotlivych skupinach.

an

ProC®global ProC®global t-test
skupina N prumér sm.od. skupina N prumér sm.od. t df p
kontrola 64 1,10 0,25 pacienti 126 0,82 0,24 -7,767 188 <0,001
kontrola
K - Zeny 38 1,13 0,27 k - muzi 26 1,06 0,20 1,149 62 0,255
pacienti
P - Zeny 84 0,85 0,24 p - muzi 42 0,76 0,23 1,994 124 0,048
MV- 73 0,38 0,24 MV+ 53 0,73 0,21 3,691 124 <0,001
MA- 96 0,83 0,23 MA+ 30 0,78 0,26 -0,821 124 0,413
SPA- 65 0,85 0,24 SPA+ 19 0,83 0,23 0,344 82 0,732
LA- 17 0,91 0,24 LA+ 109 0,80 0,24 -1,747 124 0,083
ACLA- 43 0,85 0,25 ACLA+ 80 0,81 0,24 -0,913 121 0,363
Vysvétlivky: sm. od. = smérodatna odchylka
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Obr. 2. Hodnota ProC®global ve skuping kontrolni a u nemocnych
s antifosfolipidovymi protilatkami.

1.2

1.1

1.0

|

L ALELRIrRTTER

ProCglobal®

0.7

o primér
[ primér+sE
0,6 T primér+1 96°SE
kontrolni skup. MV - MV +

Obr. 3. Hodnota ProC®global ve skuping kontrolni a u nemocnych
s antifosfolipidovymi protilatkami bez klinické manifestace Zilni trom-
bézou (MV-) a u nemocnych s touto klinickou manifestaci (MV+) .

nani skupiny nemocnych s Zilni trombé6zou a skupiny bez
této manifestace (skupiny MV+ a MV-, t-test, p < 0,001),
rozdil vSak nebyl zjistén pri klinické manifestaci arterialni
trombdzy (skupiny MA+ a MA-, t-test, p = 0,413) a samo-
volné ztraty plodu (t-test, p = 0,732). Vysledky hodnoty
NR testu ProC®global shrnuje tabulka 2 a obrazky 2-5.
Hodnota ProC®global se zdala byt vice ovlivnéna pfi-
tomnosti lupus antikoagulans, ale ani zde nedosahl roz-
dil statistické vyznamnosti (t-test, p = 0,083). Také pri
srovnani pacientdl s piitomnosti antikardiolipinovych

kontrolni skup.  MA - MA +

Obr. 4. Hodnota ProC®global ve skupiné kontrolni a u nemocnych
s antifosfolipidovymi protilatkami bez klinické manifestace arteridlni
trombdzou (MA-) a u nemocnych s touto klinickou manifestaci (MA+).
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Obr. 5. Hodnota ProC®global ve skupiné kontrolni a u pacientek s anti-
fosfolipidovymi protilaitkami bez prodélané ztraty plodu (SPA-)
a u nemocnych s touto klinickou manifestaci (SPA+).

protildtek a nemocnych bez tohoto nalezu, nebyla hod-
nota NR ProC®global testu odlisna (t-test, p = 0,363).
Stejné tak pritomnost pozitivity, slabé pozitivity, ptipad-
né nepfitomnost protilatek proti $,-glykoproteinu I neo-
vliviiovala hodnotu testu se statistickou vyznamnosti
(ANOVA; F = 0,157; df, = 2; df, = 80; p = 0,855).

Hodnoty ProC®global v piitomnosti ¢i nepfitomnosti
jednotlivych typti antifosfolipidovych protilatek shrnuje
tabulka 2 a obr. 6-8).
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Obr. 6. Hodnota ProC®global ve skupiné kontrolni a u nemocnych
s lupus antikoagulans a bez tohoto laboratorniho nalezu.
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Obr. 7. Hodnota ProC®global ve skupiné kontrolni a u nemocnych
s nalezem silné a stfedni pozitivity antikardiolipinovych protilatek
a bez tohoto laboratorniho nalezu.
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Obr. 8. Hodnota ProC®global v kontrolni skuping a u nemocnych pfi
rizné pozitivité protilatek proti bbb,-glykoproteinu 1.

Pri blizsi analyze pficin poklesu ProC®global na hodno-
tu 0,8 NR a méné jsme vySetiili 59 nemocnych na pfi-
tomnost Leidenské mutace FV (FVL+), deficit proteinu
Cresp. S a zvySeni aktivity FVIII nad 150 % (pro potte-
by dal$i analyzy byly tyto tfi odchylky zahrnuty do sku-
piny ostatni).

V tomto vySetfovani jsme zjistili u 13 nemocnych

an

Tab. 3. Hodnoty NR pfi pozitivnim nélezu ProC®global testu v jedno-
tlivych skupinéch.

Skupina N ProC®global ProC®global
pramér sm. odch.
FVL - 46 0,64 0,11
FVL + 13 0,51 0,09
FVL +/ostatni - 5 0,51 0,10
FVL +/ostatni + 5 0,52 0,10
FVL -/ostatni - 32 0,66 0,10
FVL -/ostatni + 12 0,59 0,13
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Obr. 9. Hodnota ProC®global s NR < 0,8 u pacientii bez Leidenské
mutace FV a s touto vrozenou trombofilii.
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Obr. 10. Hodnota ProC®global s NR < 0,8 podle priciny.

nilez Leidenské mutace FV, vSechny v heterozygotni
formé. V 17 ptipadech pak byly nalezeny dalsi koagu-
laéni odchylky — 4krat kombinovana odchylka se zvy-
Senim aktivity FVIII nad 150 % a sniZenim proteinu S,
8x sniZeni proteinu S, 4krat zvySeni aktivity FVIII
a jednou kombinace deficitu proteinu S, deficitu prote-
inu C a zvySeni aktivity FVIII. Zmény, které byly nale-
zeny, byly spiSe méné vyznamné — nejvySsi dosaZena
hodnota FVIII byla 282 %, nejnizsi zjiSténad aktivita
proteinu S dosahovala 50 %. Jediny deficit proteinu
C v kombinaci s jinymi faktory byl 69 %. U péti
nemocnych byla pfitomnost Leidenské mutace kombi-
novéana s jinym koagula¢nim nalezem.

Hodnoty ProC®global v jednotlivych skupinach blize
urc¢enych nemocnych shrnuje tabulka 3. U tii nemocnych
s pozitivnim nalezem ProC®global bylo provedeno

158

—



zlom transfuze 4

14.12.2005 11:55 Stranka 159
1,3
1,2
o
11
1,0
2
2
E}
S 09
2
&
L
0,7
0,6 O primér
Zeny mugzi Zeny muzi [ primérssE
T primérsl D67SE
kontrolni skupina pacienti

Obr. 11. Porovnani pramérmné hodnoty ProC®global v obou skupinéch
(kontrolni a pacienti s antifosfolipidovymi protilatkami) podle pohlavi.
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Obr. 12. Pramé&rma hodnota ProC®global ve skuping pacientl s anti-
fosfolipidovymi protilatkami podle pohlavi a klinické manifestace
trombodzy (T- bez trombdzy v Zilnim a arteridlnim fecisti, T+ s trombo-
zou v Zilnim a/nebo v arteridlnim fecisti).

Tab. 4. Hodnoty NR ProC®global ve vztahu ke klinické manifestaci Zilni nebo tepenné trombozy.

ProC®global ProC®global t-test
skupina N pramér ‘ sm.od. skupina N prameér sm.od. t df p
pacienti s antifosfolipidovymi protilatkami
Zeny T- 40 0,94 0,24 Zeny T+ 44 0,76 0,21 -3,713 82 <0,001
muzi T- 12 0,80 0,12 muzi T+ 38 0,74 0,27 -0,843 40 0,404
cely vySetieny soubor (véetné kontrol)
Zeny T- 78 1,03 0,27 Zeny T+ 44 0,76 0,21 -5,837 120 <0,001
muzi T- 38 0,98 0,22 muzi T+ 30 0,74 0,27 -4,157 66 <0,001
Vysvétlivky: sm. od. = smérodatnd odchylka
Tab. 5. PoCet Zen a muzi podle kritické hodnoty ProC®global.
pocet Zen s hodnotou ProC®global pocet muzi s hodnotou ProC®global
do 0,8 NR nad 0,8 NR do 0,71 NR nad 0,71 NR
Zeny T- 10 30 muzi T- 2 10
Zeny T+ 25 19 muzi T+ 19 11
12 odchylek s trombofilni tendenci byli soucasné
nositeli Leidenské mutace FV a téch, ktefi tuto vrozenou
1,1 nachylnost neméli (t-test; t = 4,033; df = 57; p < 0,001,
obr. 9).
1.0 Hodnoty ProC®global se mezi pacienty s vyskytem
@ Leidenské mutace a/nebo jinym koagulacnim nalezem
[} v
509 lisily (ANOVA, F = 4,466; df, = 3, df, = 50; p = 0,007,
= . . .
% obr. 10). Pomoci Fisherova LSD testu byl statisticky
& 08 T . P P . . . .
vyznamny rozdil zji§tén mezi skupinou pacienti FVL-
o7 . /ostatni- a skupinou FVL+/ostatni- a také skupinou
' T FVL+/ostatni+. Z toho plyne, Ze s pozitivitou FVL se
06 o primer hodnota ProC®global snizuje. Tento nalez se odrazi
’ T- T T T %W?’”?’*SE . i v klinické manifestaci — pouze jeden ze tfinacti nosite-
) N primér+] 96*SE B K B N o . N
zeny mutzi 1 Leidenské mutace se soucasnou piitomnosti antifosfo-

Obr. 13. Pramérma hodnota ProC®global v celém vySetfené souboru
podle pohlavi a klinické manifestace tromb6zy (T- bez trombézy v Zil-
nim a arterialnim fecisti, T+ s trombo6zou v Zilnim a/nebo v arteridlnim
fedist).

pouze stanoveni Leidenské mutace FV, zatimco koagu-
la¢ni faktory vySetfeny nebyly.

Porovnani hodnot ProC®global se statisticky vyznamné 1isi
pfi srovnani nemocnych, kteti kromé piitomnosti antifos-
folipidovych protilatek pripadné dalSich koagulacnich

lipidovych protilatek nemél Zadnou trombotickou kom-
plikaci tj. 7,69 % v porovnani 53 (tj. 41,73 %) pacienty
s APA bez trombotické manifestace v celém souboru
pacientd. Pozitivita dalSich koagula¢nich odchylek nema
na snizovani ProC®global statisticky vyznamny vliv.
Hodnota testu se v§ak v nami vySetfovanych soubo-
rech liSila i dle pohlavi (tab. 2), a to se statistickou
vyznamnosti ve skupiné pacienttl s antifosfolipidovymi
protildtkami (t-test, p = 0,048). Podobné ve skupiné kon-
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trolni 1ze vysledovat tento trend, ale zfejmé diky mensi-
mu poctu probandii nebylo statistické vyznamnosti dosa-
Zeno (t-test, p = 0,255). Rozdily ukazuje obrazek 11.

Pri analyze vztahu hodnoty ProC®global a klinické
manifestaci trombdzy u nemocnych s antifosfolipidovy-
mi protildtkami jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil
u Zen, které prodélaly Zilni ¢i arteridlni trombotickou
komplikaci (T+) ve srovnani se skupinou Zen, které zad-
nou klinickou manifestaci tromb6zy nemély (T-) (t-test,
p <0,001). Tento rozdil vSak nebyl zjistén u muzi (t-test,
p = 0,404), zfejmé diky malému poctu muzi bez klinic-
ké manifestace arteridlni ¢i vendzni trombdzy v této sku-
piné. Je-li toto porovnani provedeno v celém vySetiova-
ném souboru, je statisticky vyznamného rozdilu dosaze-
no v obou pohlavich (t-test, v obou ptipadech p < 0,001).
Vysledky shrnuje tabulka 4, obrazky 12 a 13.

Pomoci ROC analyzy jsme se u obou pohlavi pokusi-
li nastavit diskriminacni hodnotu testu ProC®global tak,
aby byla schopna predikce manifestace trombézy. Toto
stanoveni je smysluplné pouze na celém souboru, proto-
Ze u muzl neni rozdil v hodnotéch statisticky vyznamny
mezi T+ a T- pacienty. Pro skupinu Zen se jako nejlepsi
jevi hrani¢ni hodnota 0,80 NR, pfi které je 76 % piipadd
klinické manifestace trombézy spravné zarazeno. Ve
skupiné muzl byla uréena hrani¢ni hodnota 0,71 NR, pfi
které je 81 % pripadd klinické manifestace trombozy
spravné zafazenych.

Ve skupiné Zen s ProC®global do 0,8 byl zaznamenan
1,8krat vyS8i vyskyt tromboézy ve srovnani se Zenami
s ProC®global nad 0,8 (tab. 5). Ve skupiné muZzi
s ProC®global do 0,71 byl zjistén 1,7krat vyssi vyskyt
trombdzy ve srovnani s muzi s ProC®global nad 0,71
(tab. 5). U Zen i u muZzl byla potvrzena zavislost vysky-
tu trombdzy na hodnoté ProC®global vzhledem ke hra-
ni¢ni hodnoté ur¢ené ROC analyzou (test dobré shody;
Zeny: %2 = 8,727, df = 1; p = 0,003; muzi: x2 = 7,467, df
=1; p = 0,0006).

Diskuse

ProC®global se jevi jako jednoduchy screeningovy
test, ktery je schopen predikovat nachylnost zejména
k Zilnimu trombembolismu v rdznych situacich. Vice
praci dokladuje, Ze jeho patologicka hodnota muze byt
po vylouceni dalSich trombofilnich dispozic nezavislym
rizikovym faktorem Zilni trombézy (22, 23).

V na$i praci jsme u pacientd s antifosfolipidovymi
protilaitkami nalezli niz§i hodnoty testu ProC®global
nezli v kontrolni skupiné zdravych jedincl bez téchto
autoprotilatek. S poklesem této hodnoty navic nartistala
Cetnost pripadti klinické manifestace Zilni trombdzy.
Hodnota testu byla soucasné vyznamné ovlivnéna pfi-
tomnosti Leidenské mutace faktoru vcetné klinické
manifestace. V souhlase s jinymi nélezy (24) je i podle
nasich vysledkd pritomnost Leidenské mutace vyznam-
nym pridatnym rizikovym faktorem u osob s pozitivnim

an

prikazem antifosfolipidovych protilatek. Protoze
ProC®global je povazovan za test s vysokou senzitivitou
k odhaleni pfitomnosti této vrozené trombofilie (22, 25),
Ize predpokladat, Ze pokles jeho hodnoty upozorni i na
riziko mozZnosti takto kombinované trombofilie.
Pfitomnost jinych odchylek krevniho sraZeni ovliviuji-
cich hodnotu ProC®global . deficity proteinu C, protei-
nu S, pfipadné zvySeni aktivity FVIII byla prokdzana
v 17 nélezech. Hodnota testu v téchto ptipadech vsak jiz
nebyla statisticky vyznamné niZsi ve srovnani se 32 pfti-
pady, kdy kromé ptitomnosti antifosfolipidovych protila-
tek nebyla zjiSténa jind koagula¢ni odchylka a také
zastoupeni trombotickych komplikaci nebylo vyznamné
vysS8i. Zjisténé zmény ziejmé druhotné odrdzi jak vliv
vlastnich APA na systém krevniho srdZeni, ale stejné tak
je mozny i vliv zdkladniho onemocnéni, které tvorbu
APA indukuje (zanétlivé ¢i nadorové procesy). Témito
faktory navozené sekundarni zmény koagulace jiz dle
nasich vysledka riziko trombézy dale nezvysuji a jedno-
znaény vrozeny deficit pfirozenych inhibitorG krevniho
sraZeni v naSem souboru prokazan nebyl.

Nalez zavislosti hodnoty ProC®global na pohlavi ve
skupiné nemocnych byl spiSe prekvapivy, i kdyZ o tren-
du nizSich hodnot u muzi bylo jiz referovano v praci
Matyskové 2001 (25). Zde vsak na souboru 565 osob
s trombofilii nenabyl rozdil statistické vyznamnosti (p =
0,275) pti prumérnych hodnotach 0,80 zjisténych u muza
a 0,82 zjiSténych u Zen. Statisticky vyznamny rozdil
mezi Zenami a muZi ve skupiné nemocnych nas vedl
k rozdilnému nastaveni ,,cut-off* hodnoty, kterd v jedno-
tlivych skupinach predikuje riziko trombézy. U Zen se
tato hodnota rovnala firemné nastavené tj. 0,8 NR, zatim-
co u muzl nami zjisténa hodnota schopna predikovat
riziko trombo6zy je 0,71 NR.

Vzhledem k tomu, Ze pokles hodnoty ProC®global je
spojen s vyznamné vyS§im rizikem zilni trombdzy
u nemocnych s antifosfolipidovymi protilatkami, Ze test
s vysokou citlivosti zachycuje pritomnost Leidenské
mutace FV, Ze odrdzi vliv sekundarnich zmén koagulac-
niho systému (deficity C, S a zvySeni FVIII) i bliZe neur-
¢eny zasah antifosfolipidvych protilatek do krevniho sra-
Zeni, jevi se tento test jako vyhodné screeningové vyset-
feni v této skupiné nemocnych.
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