
Úvod

Trombin představuje centrální enzym v hemostatickém
systému. Jednoduchý test sledující tvorbu trombinu byl
navržen před více než 50 lety (1, 2). Posledních deset let
při nových technických možnostech metoda sledování ge-
nerace trombinu zažívá renesanci. Objevuje se celá řada
klinických možností využití této metody jak u hypo-, tak
u hyperkoagulačních stavů. Sledování generace trombinu
umožňuje posouzení kapacity koagulačního systému
v tvorbě fibrinové krevní sraženiny a tím posouzení glo-
bální funkce hemostázy. V řadě případů potenciál moni-
torování generace trombinu překonává možnosti kon-
venčních testů (např. sledování účinnosti bypassové léč-
by u hemofiliků, monitorování efektu nových antitrom-
botických léků).

V současnosti jsou komerčně dostupné dvě varianty
trombin generačního testu (TGT), obě založené na prin-
cipu štěpení fluorogenního substrátu vznikajícím trom-
binem (3–11). Konečným výsledkem měření je softwaro-
vě zpracovaná křivka charakterizovaná třemi základními

parametry: dobou do nástupu generace trombinu (lag fá-
ze), maximální koncentrací vznikajícího trombinu (Cmax)
a celkovým množstvím vzniklého trombinu (ETP, plo-
cha pod křivkou) (obr. 1).
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Souhrn
Běžně užívaná vyšetření hemostatického systému dostatečně nepostihují komplexitu procesu krevního srážení. Do-
savadní zkušenosti se stanovením generace trombinu, centrálního enzymu koagulačního systému, naznačují možnou
korelaci s trombofilním fenotypem. V našem souboru pacientů hodnotíme parametry trombin generační křivky u pa-
cientů s trombofilií a zdravých dárců krve. Rovněž srovnáváme výsledky u symptomatických a asymptomatických
nosičů trombofilní mutace a hodnotíme vliv získaných rizikových faktorů na generaci trombinu. Získané výsledky
prokazují statisticky signifikantně vyšší generaci trombinu u nosičů trombofilní mutace. 
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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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Obr. 1. Trombin generační křivka.
(Lag time – doba do nástupu generace trombinu, Cmax – maximum
generace trombinu, ETP – plocha pod křivkou odpovídá celkovému
množství generovaného trombinu)
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TGT může být potenciálně přínosný i v problematice
hyperkoagulačních stavů, v posouzení zvýšeného rizika
žilních tromboembolických komplikací či v hodnocení ri-
zika rekurence těchto příhod (10–12). Dále uvádíme vlast-
ní zkušenosti s použitím TGT u pacientů s geneticky pod-
míněným trombofilním stavem. 

Vlastní zkušenosti

Cíl práce
Stanovení generace trombinu u zdravých jedinců a no-

sičů trombofilní mutace. Posouzení závislosti parametrů
TGT na pohlaví a věku. Zhodnocení přínosu jednotlivých
parametrů trombogramu a jejich korelace. Statistické zhod-
nocení rozdílů v jednotlivých parametrech TGT mezi kon-
trolní a trombofilní skupinou. U pacientů s trombofilií
zhodnocení jednotlivých parametrů v podskupinách s/bez
prodělané tromboembolické komplikace a s/bez přítomnos-
ti získaného rizikového faktoru v době odběru vzorku. 

Metodika 

Odběr krve – periferní žilní krev byla odebrána do
zkumavek s 3,2% citrátem sodným. Vzorek byl následně
za laboratorní teploty centrifugován 10 min. při 3000xg.
Získaná horní frakce (plazma chudá na destičky – PPP)
byla rozdělena do stejných dávek a uchovávána při
-70 °C do doby analýzy.

Trombin generační test – použit kit TECHNO-
THROMBIN® TGA (Technoclone, Rakousko) na plně
automatickém analyzátoru Ceveron® Alpha (Technoc-
lone, Rakousko). Popisovaná laboratorní metodika vy-
chází z četných literárních zkušeností (8, 13–16). Ge-
nerace trombinu v měřeném vzorku byla iniciována
7,16 pM rekombinantního tkáňového faktoru (rTF) re-
suspendovaného v 0,32 μM fosfolipidových micel (ob-
sah fosfatidylcholinu 2,56 μM a fosfatidylserinu 0,64
μM). Vlastní stanovení bylo prováděno následovně:
Ke 40 μl vzorku PPP bylo přidáno 20 μl TRIS pufru
a 15 μl 71,6 pM rTF s 3,2 μM fosfolipidových micel.
Následně bylo přidáno 25 μl fluorogenního substrátu Z-
G-G-RAMC a vlastní reakce byla zahájena 35 μl
25 mM CaCl2. Kalibrace stanovení byla prováděna na
standard trombinu ~800 nmol. Z tohoto standardu by-
ly připraveny kalibrační body s koncentrací ~200, ~400
a ~800 nmol. Z těchto ředění byla provedena měření dle

následujícího protokolu. Do reakce bylo pipetováno 90
μl příslušně naředěného standardu trombinu. Další po-
stup byl identický jako v případě vzorku. Vlastní inte-
grovaný fluorescenční reader pracuje s excitační vlno-
vou délkou 360 nm a emisní vlnovou délkou 465 nm.
Detekci fluorescence provádí v minutových intervalech
po dobu 60 min. při 37 °C.

Vyhodnocení výsledků bylo automaticky prováděno po-
mocí software Ceveron PC-SW ver. 1.4., kdy primárně mě-
řené referenční fluorescenční jednotky (RFU) byly pomo-
cí kalibrační křivky převedeny na aktuální koncentraci
trombinu ve vzorku. Jednotlivé parametry TGT (lag fáze
– TGTt, max. generace trombinu – TGTm, plocha pod křiv-
kou TGTe) byly získány derivací z naměřené křivky.

TGT test byl proveden u skupiny pacientů s vrozenou
trombofilií, u kterých byl rutinními metodami vyloučen
deficit antitrombinu, PC, PS, či přítomnost antifosfolipi-
dových protilátek. Z vyšetření byli vyloučeni pacienti se
stávající nebo nedávno (< 4 týdny) ukončenou antikoagu-
lační terapií. K potvrzení vrozené trombofilní mutace by-
ly použity standardizované PCR metodiky. Srovnávací
soubor tvořili zdraví dárci krve. U nosičů trombofilní mu-
tace jsme anamnesticky hodnotili přítomnost zevního ri-
zikového faktoru v době odběru vzorku. 

Soubory nosičů trombofilní mutace a kontrol 
– popisné charakteristiky

Hodnocený soubor nosičů trombofilní mutace tvořilo
celkem 71 probandů s geneticky potvrzeným významným
trombofilním stavem (Leidenská mutace G1691A, muta-
ce FII G20210A). Výběr trombofilního souboru byl ome-
zen pouze na uvedené genetické mutace vzhledem k jejich
četnosti v populaci, dostatečně potvrzeným rizikům trom-
boembolických komplikací a s ohledem dobrou defino-
vatelnost stran statistického hodnocení. K hodnocení by-
ly zařazeny pouze vzorky od probandů vyšetřených v na-
ší ambulanci, u kterých byla známa anamnéza případných
prodělaných žilních tromboembolických komplikací
(TEN+ – hluboká žilní trombóza, plicní embolie) a byl
zjištěn výskyt přídatných rizikových faktorů v době od-
běru (RF+; v souboru zastoupeny: gravidita, hormonální
antikoncepce, hormonální substituční léčba, chronické zá-
nětlivé onemocnění, renální insuficience, maligní nádo-
rové onemocnění). U hodnocených případů neprobíhala
antikoagulační léčba, případně byla ukončena více než 4
týdny před odběrem vzorku. V podskupině trombofilních
pacientů s mutací FII G20210A byla hodnocena i hladina
koagulačního FII pro její možný výraznější vliv na gene-
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N věk /roky/ medián, FVL mutace FII mutace FVL+FII mutace získaný RF TEN +
(SD, rozsah)

celkem 71 36±13,9 (15-79) 62 6 3 23 36
muži 23 42±13,8 (17-77) 23 0 0 5 9
ženy 48 31±16,1 (15-79) 39 6 3 18 27

Tab. 1. Charakteristika trombofilního souboru.

(RF = získané rizikové faktory – gravidita, hormonální antikoncepce, hormonální substituční léčba, chronické zánětlivé onemocnění, renální insu-
ficience, maligní nádorové onemocnění, TEN+ = manifestní hluboká žilní trombóza či plicní embolie v anamnéze, SD = standardní odchylka)
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raci trombinu. Zvýšená hladina FII byla prokázána pouze
u dvou nosičů této mutace. Popisné charakteristiky trom-
bofilního souboru jsou uvedeny v tabulce 1. 

Srovnávací soubor tvořilo 66 vzorků plazmy získaných
od zdravých dárců krve při venepunkci předcházející dár-
covskému odběru. Medián věku činil v této skupině 32,5
roku, podíl zastoupení mužů a žen byl 41 ku 25. 

Statistické hodnocení
Statistické hodnocení získaných dat provedlo pracoviš-

tě biometrie Ústavu lékařské biofyziky, LF UP v Olomou-
ci. Pro posouzení závislosti parametrů TGT na sledova-
ných proměnných (pohlaví, věk, anamnéza TEN, přítom-
nost RF) byly použity neparametrické statistické metody:

Mann-Whitney U-test resp. Spearmanova korelační ana-
lýza. Posouzení možnosti predikce žilní TEN ze získa-
ných dat bylo postaveno na ROC analýze. 

Výsledky

Kontrolní soubor
Získané výsledky jednotlivých parametrů TGT u zdra-

vých dárců krve jsou uvedeny v tabulce 2. Při statistic-
kém zpracování Spearmanova korelační analýza nepro-
kázala závislost mezi hodnotami TGT parametrů a věkem
(r = - 0,037 až 0,042), Mann-Whitney U-test neprokázal
závislost mezi hodnotami TGT parametrů a pohlavím
(p = 0,42–0,475).
Trombofilní soubor

Výsledky parametrů TGT u nosičů s trombofilní mu-
tace sumarizuje tabulka 3. Ani v tomto souboru neproká-
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HEMOSTÁZA II. – TGT

pohlaví TGTm (nM) TGTe (nM) TGTt (min)
C N 66 66 66

Medián 113,1 1529,6 4,1
Std. odchylka 43,3 281,1 3,8

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

Ž N 25 25 25
Medián 116,3 1564,90 4,2
Std. odchylka 40,58 251,64 3,4

Tab. 2. Výsledky TGT – kontrolní skupina.

(C-celý soubor, M-muži, Ž-ženy)

pohlaví TGTm (nM) TGTe (nM) TGTt (min)
C N 71 71 71

Medián 203,2 2124,0 5,4
Std. odchylka 90,2 428,0 2,1

M N 23 23 23
Medián 204,2 1972,4 5,4
Std. odchylka 68,8 526,9 2,2

Ž N 48 48 48
Medián 202,1 2253,7 5,3
Std. odchylka 98,3 424,6 2,0

Tab. 3. Výsledky TGT – trombofilní soubor.

(C-celý soubor, M-muži, Ž-ženy)

podskupina TGTm (nM) TGTe (nM) TGTt (min)
TEN N 36 36 36
+ Medián 204,6 2253,7 5,5

Std. odchylka 63,1 397,1 2,1
TEN N 35 35 35
- Medián 199,8 2039 5,3

Std. odchylka 112,5 446,6 2,1
RF N 23 23 23
+ Medián 218,9 2157,6 4,9

Std. odchylka 88,3 403,3 1,65
RF N 48 48 48
- Medián 200,0 2107,0 5,5

Std. odchylka 91,8 439,1 2,2

Tab. 4. Výsledky parametrů TGT v podskupinách pacientů s trombo-
filní mutací.

(TEN +/- = prodělaná/neprodělaná žilní tromboembolická příhoda, 
RF +/- = přítomen/nepřítomen získaný rizikový faktor v době odběru)

Graf 1 a 2. Srovnání parametrů TGT v kontrolním a trombofilním sou-
boru.
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zala korelační analýza závislost mezi hodnotami paramet-
rů TGT a věkem (r = 0,123 až 0,190). Z hlediska pohla-
ví byly zjištěny signifikantně vyšší hodnoty TGTe u žen
ve srovnání s muži (p = 0,044).

Srovnání jednotlivých souborů, analýza podskupin 
v rámci trombofilie

Při srovnání výsledků parametrů TGT kontrolního
a trombofilního souboru byly prokázány signifikantně
vyšší hodnoty TGTm a TGTe u pacientů s trombofilní
mutací (p < 0,0001 v obou případech, box grafy 1, 2).
V době do nástupu generace trombinu TGTt nebyl vý-
znamný rozdíl prokázán (p = 0,714). 

Subanalýza parametrů v rámci jednotlivých podskupin
v trombofilním souboru (s/bez prodělané TEN příhody)
prokázala vyšší medián hodnot v parametru TGTe (2253,7
nM v.s. 2039 nM) u pacientů s prodělanou komplikací. Při
srovnání podskupin bez a s přítomností získaného riziko-
vého faktoru byl prokázán vyšší medián hodnot v paramet-
rech TGTm a TGTe (200 nM vs 218,9 nM, resp. 2107 v.s.
2157,6 nM) při přítomnosti RF. Statisticky nebyl ovšem
tento rozdíl významný pro žádný z parametrů (p = 0,16 až
0,42). Výsledky shrnuje tabulka 4.

Korelační analýza parametrů, posouzení možnosti 
predikce TEN

Zhodnocení vzájemné závislosti jednotlivých paramet-
rů TGT pomocí Spearmanovy korelační analýzy proká-

zalo korelaci pouze mezi parametry TGTm a TGTe (r =
0,653, středně pozitivní korelace, graf 3), doba do nástu-
pu generace trombinu TGTt ani s jedním z ostatních pa-
rametrů významně nekorelovala. 

V rámci posouzení vhodného parametru pro predikci
TEN byla provedena ROC analýza (graf 4). Statisticky
nebyl ani jeden z hodnocených parametrů TGT shledán
jako vhodný prediktor pro odhad rizika vzniku TEN kom-
plikace (plocha pod ROC křivkou AUC je menší než
0,75). Hranici významnosti se nejvíce blíží celkové množ-
ství generovaného trombinu TGTe (AUC = 0,624). 

Shrnutí, diskuse

Z analýzy vlastních výsledků vyplývá, že generace
trombinu není u mladších zdravých jedinců statisticky vý-
znamně ovlivněna pohlavím ani věkem. Tento závěr nel-
ze vztahovat na všechny věkové kategorie. Uvedená srov-
návací skupina představuje soubor selektovaný, dárci kr-
ve jsou průměrně nižšího věku. 

U nosičů trombofilní mutace byla generace trombinu
statisticky významně zvýšená v porovnání se zdravou
skupinou (parametry TGTm, TGTe). V rámci této skupi-
ny byla prokázána vyšší celková generace trombinu
(TGTe) u žen. Toto zjištění lze vysvětlit frekventnější pří-
tomností přídatných protrombogenních rizik v době mě-
ření ve srovnání s muži (užívání hormonálních přípravků,
gravidita). 

Při subanalýze souboru nebyl prokázán signifikantní
rozdíl mezi asymptomatickými nosiči trombofilní muta-
ce a pacienty s prodělanou TEN komplikací v anamné-
ze. Tento nález podporuje teorii multifaktoriální etiologie
tromboembolismu, kdy vlastní manifestaci TEN příhod
většinou předchází působení dalšího nebo kombinace ví-
ce přidružených získaných rizikových faktorů. 

U probandů s trombofilním stavem a přítomným zís-
kaným rizikovým faktorem jsme prokázali generaci trom-
binu vyšší v porovnání se zbytkem skupiny, rozdíl ale pře-
kvapivě nebyl statisticky významný. Vzhledem k velikos-
ti souboru nebyla z tohoto pohledu možná další podrob-
nější stratifikace dle typu rizikového faktoru. 

V rámci analýzy možností TGT jsme prokázali střed-
ně pozitivní korelaci mezi parametry TGTm a TGTe. Dle
našich zkušeností se doba do nástupu generace trombinu
TGTt jeví jako klinicky nejméně použitelný parametr při
hodnocení trombofilních stavů. Klinický potenciál TGT
pro odhad rizika TEN komplikací byl hodnocen podrob-
nou statickou analýzou. Ani jeden z parametrů TGT ne-
byl shledán jako vhodný prediktor TEN. 

Ve shodě s řadou literárních zkušeností byl i v našich
souborech pozorován výrazný interindividuální rozptyl
v TGT parametrech, který může být vedle omezeného po-
čtu hodnocených subjektů, jednou z příčin některých ne-
signifikantních statistických závěrů. Pro zkvalitnění naší
analýzy je do budoucna potřebné rozšíření obou souborů.

Trombin generační test představuje určitě slibnou mož-
nost v posuzování globální hemostatické funkce. Nejen
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Graf. 3. Korelace mezi parametry TGTm a TGTe.

Graf. 4. ROC analýza – odhad rizika TEN.
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naše zkušenosti, ale i výsledky dosud publikovaných pra-
cí zatím neumožňují zavedení této metody do rutinní kli-
nické praxe. Brání tomu mimo jiné velká mezilaborator-
ní variabilita testu, nedostatečná standardizace a v nepo-
slední řadě i vyšší ekonomická náročnost vyšetření. TGT
tak zatím v oblasti vyšetřování trombofilních stavů stále
zůstává hlavně experimentálním laboratorní metodou. 

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