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1 UVOD

Antifosfolipidovy syndrom (APS) jako takovy byl prvné popsan v roce 1983 panem
Dr. Grahamem Hughesem. Je to autoimunitni onemocnéni, které je spojené
s perzistentnimi antifosfolipidovymi protilatkami (aPL). Existuje velké mnoZzstvi aPL,
jenz riznymi zplsoby interaguji s negativné nabitymi fosfolipidovymi povrchy bunck
a tkani. Mezi aPL patii protilatky kriterialni pro APS, coz je lupus antikoagulans,
antikardiolipin a protilatky proti Pr—glykoproteinu—1. Dalsi APS protilatky jsou
nekriteridlni protilatky, kam se fadi antif>—glykoprotein—1 domény—I, anti—annexin V,
anti—annexin II, anti—protrombin, antifosfatidylserin/protrobin, antikardiolipin/vimentin,
antiprotein S/proteinC a mnoh¢ dalsi.

Pokud je pacient testovan s podezienim na pfitomnost aPL je podstatné znat jeho
soucasnou 1é¢bu, pokud tomu tak je. Jestlize pacient v ptechozich letech uzival pfima
peroralni antikoagulancia, je to velmi dilezité sd€leni pro pracovniky laboratote, jelikoz
takovato 1éCiva vyznamné prodluzuji hodnoty jednotlivych testli, coz by mohlo vést
k fale$Sn¢ pozitivnim vysledkim. Aby se zabranilo vydavani nespravnych vysledki,
zaCaly né€které laboratofe vyuzivat DOAC-Stop tabletky, jejichz funkci je vyvézani
peroralnich antikoagulancii ze vzorkil pacienta, a tim také snizeni faleSn€¢ pozitivnich

ptipadi.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 ANTIFOSFOLIPIDOVE PROTILATKY

Antifosfolipidové protilatky jsou heterogenni skupinou autoprotilatek nebo
aloprotilatek s riznym vyznamem pro jeho nositele. Nékteré z nich byly prokazany
i u zcela zdravych jedinct, a proto se spekuluje o jejich vyznamu v pfirozenych
pochodech organismu a mezi takové pochody miize patfit odstranovani rezidui
apoptického procesu (Bulikova, 2016). Antifosfolipidové protilatky se bézné vyskytuji
u pacientd s antifosfolipidovym syndromem a u systémového lupus erythematodes (SLE)
(Huh et al., 2011). Pacienti s aPL maji zvySené riziko ischemické ataky, plicni embolie,
hluboké zilni tromboézy a jsou také spojeny s potraty, pred€asnym porodem nebo
narozenim mrtvého plodu (Tong et al., 2015).

Mezi aPL patii tyto tfi nejvyznamnéjsi protilatky: lupus antikoagulans (LA) a IgG
a/nebo IgM antikardiolipinové protilatky (aCL) a protilatky proti B2-glykoproteinu-1
(antiB2—GPI) (Oliveira et al., 2020). Antifosfolipidové protilatky se vyznacuji vysokou
afinitou k aniontovym fosfolipidim jako je fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin nebo
kyselina lysobisfosfatidova. Maji také silnou vazbu k proteintim, jako je protein C,
protein S, B2—GPI a protrombin. Antifosfolipidové protilatky se rovnéZ mohou véazat na
komplexy fosfolipid—protein, jako protrombin/fosfatidylserin a vimentin/kardiolipin
(Misasi et al., 2020).

Nejvice prozkoumanym antigenem je B>-GPI, ktery se vyskytuje ve vysokych
koncentracich v plazmé, 50-400 pg/ml (Chighizola et al., 2014). B2-glykoprotein-I musi
byt imobilizovéan na negativné nabitém povrchu, jakym je naptiklad aniontovy fosfolipid,
fosfatidylserin, a nasledné se mlize vazat s aPL. Za fyziologického stavu se fosfatidylserin
vyskytuje na vnitini strané¢ plazmatické membréany, tudiz B>-GPI a aPL nemohou
reagovat. Pokud ovSem dojde k poskozeni bunky nebo k jeji apoptdze, dochazi
k vylouceni fosfatidylserinu na vnéj$i stranu plazmatické membrany, coZ umozni vazbu
B2-GPI na negativni povrch fosfolipidu. Néasledn€ se miize na buiiku vazat aPL, coz vede
k patologickym ucinkiim. Antifosfolipidové protilatky mohou také reagovat s riznymi
typy bunck prostifednictvim bunécnych povrchovych receptorti, véetné toll-like receptoru

2 (TLR2), toll-like receptoru 4 (TLR4) a receptoru apolipoproteinu E2 (Tong et al., 2015).
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2.2 ANTIFOSFOLIPIDOVY SYNDROM

Antifosfolipidovy syndrom, také znamy jako Hughestiv syndrom, je systémové
hematologické autoimunitni onemocnéni, které je charakterizované hyperkoagulacnim
stavem (Bertolaccini a Sanna, 2016). Tento stav je spojen s vaskularni trombo6zou a/nebo
porodnickou morbiditou, tedy potratem nebo smrti plodu v pfitomnosti trvale pozitivnich
aPL, jako je LA, aCL a antif,—-GPI. Pretrvavajici pozitivita aPL je definovana jako dvé
nebo vice po sob¢ jdoucich méteni s odstupem alespon 12 tydnti (Ghembaza a Saaudoun,
2020). Antifosfolipidovy syndrom je klasifikovan jako primarni, pokud se u pacienta
nenalezl Zadny klinicky nebo laboratorni ditkkaz jiného onemocnéni. Sekundarni APS je,
pokud se u pacienta vyskytuje jiny klinicky stav, jako jsou infekce, autoimunitni
onemocnéni (SLE), léky a/nebo rakovina. Sekundarni APS se mize vyskytnout
ve spojeni s hemolytickou anémii, imunitni trombocytopenickou purpurou, revmatoidni
artritidou, systémovou skler6zou a u mnoha dalSich poruch funkce organismu (4rreola-
Diaz et al., 2022).

Diagnéza APS je zalozena na vyskytu klinickych znakti APS v pfitomnosti
ptretrvavajici pozitivity aPL. Klasifikacni kritéria byla plivodné navrZena v roce 1998
v Sapporu, a proto byla oznacovana jako ,,sapporska kritéria®“. Tato kritéria byla nasledné
revidovana v roce 2006 a jsou nyni znama jako ,,sydneyska kritéria®“. Plivodn¢ byla tato
kritéria navrzena pro kategorizaci pacientll za ucelem vyzkumu, ale dnes se také vyuzivaji
ke stanoveni definitivni diagnézy. Pro stanoveni diagnézy APS je velmi dileZita
pfitomnost jednoho klinického a jednoho laboratorniho kritéria (Dhir a Pinto, 2014).

Mezi klinicka kritéria patii cévni trombodza, kdy pacient prodé€lal jednu nebo vice
epizod arteridlni, zilni trombdzy nebo trombozy malych cév v jakémkoli organu nebo
tkani. Jedinou vyjimkou je trombdza povrchovych zil. Prodélani trombozy musi byt
potvrzeno snimky nebo histopatologii. U histopatologického vySetfeni by méla byt
tromboza bez vyrazného zénétu cévni stény. Druhym klinickym kritériem je vySe
zminéna porodnickd morbidita. Jedna se o nevysvétlitelné umrti plodu béhem 10. tydne
té¢hotenstvi nebo po ném, 1 pies to ze plod md normalni morfologii, ktera je
dokumentovéna ultrazvukem nebo invazivni metodou vySetieni plodu. Déle to miZe byt
jeden nebo vice predcasnych porodii u morfologicky zdravého novorozence ve 34. tydnu
gestace nebo 1 diive v disledku zdvazné preeklampsie, eklampsie nebo placentarni
insuficience (Ardila-Suarez et al., 2016). Jelikoz tyto klinické projevy pievladaji v bézné

populaci, jsou laboratorni vySetieni zcela zasadni pro diagnostiku APS. Mezi laboratorni
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kritéria patii pfitomnost aPL ve dvou nebo vice ptipadech s odstupem nejméné 12 tydnd,
a ne vice nez 5 let pred klinickymi projevy. Prvni aPL je LA, ktery je detekovan podle
pokyni Mezinarodni spolecnosti pro trombo6zu a hemostazu. Druhymi protilatkami jsou
aCL, kter¢ jsou detekovany ve formé IgG nebo IgM v séru v titrech nad 99. percentil
a jsou mefeny metodou enzymové imunosorbéni analyzy (ELISA). Poslednimi aPL jsou
antif2—GPI protilatky, které jsou opét ve formé¢ IgG nebo IgM v séru v titrech nad 99.
percentil a jsou opét méteny metodou ELISA (Khamashta et al. 2016).

Prevalence aPL v populaci se pohybuje mezi 1-5 %. Pouze u menSiny téchto
jedinct se vSak vyvine v APS. Hrubé odhady uvadéji incidenci APS kolem 5 novych
pripad na 100 000 osob za rok a prevalenci kolem 40-50 ptipadi na 100 000 osob
(Gomez-Puerta a Cervera, 2014).

2.2.1 PATOFYZIOLOGIE

Antifosfolipidové protilatky ovlivituji velkou ¢ast hemostatického systému
aktivace, kterd mize byt endotelidlni, imunitni nebo aktivace krevnich desticek. Do druhé
skupiny se fadi inhibice antikoagulacniho potencidlu, do tfeti inhibice fibrinolyzy
a do posledni skupiny spada aktivace komplementového systému (Bitsadze et al., 2024).

Antifosfolipidové protilatky vedou ke sniZeni aktivity endotelidlni syntazy oxidu
dusnatého (eNOS). Interakce s receptorem apolipoproteinu E2 vede aPL ke snizeni
produkce oxidu dusnatého. Nedostatek NO vede k poruse vazodilatace a podporuje
adhezi trombocytl. Odolnost aPL ovliviiuje také inhibici endogennich antikoagulancii,
jako je protein C, protein S, protrombin a annexin. K aktivaci proteinu C dochéazi vazbou
trombomodulinu a trombinu na povrch endotelidlnich bunék a krevnich desticek.
Antifosfolipidové protilatky dokazi inhibovat protein C tim, Ze sniZuji aktivitu
sestavovani komplexu trombomodulin/trombin, inhibuji sestavovani protein C komplexu,
pfimo potlacuji ¢innost proteinu C anebo snizuji clearance proteinu C (Sacharidou et al.,
2018).

Annexin V ma vysokou afinitu k fosfolipidim a je pfirozenym antikoagulantem
a markerem apoptézy. Fosfolipidové membrany bunck jsou vazany na annexin V,

a ten zabranuje tvorbé autoprotilatek a nadmérné prokoagulacni reakci. Antifosfolipidové
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protilatky mohou tuto annexinovou zabranu zni€it v momenté, kdy soutézi o vazbu
na fosfolipidy, a to vyvold autoimunitni reakci (Alijotas-Reig et al., 2022).

Do systému patogeneze je také zapojen systém komplementu. U pacientil s akutnim
onemocnénim jsou hladiny komplementu C3 a C4 sniZeny, ale C5b-9 je zvySen.
K aktivaci komplementu dochézi hlavné klasickou cestou. V disledku pisobeni C3
konvertazy se slozka C3 rozStépi na C3a a C3b. Na povrchu trombocyti se C3a vaze
na svij receptor, a tim dochazi k aktivaci, adhezi a agregaci krevnich desticek. C3b
podporuje fagocytézu a podili se na sestavovani C5 konvertdzy, kterd Stépi CS5
na C5a a C5b. C5a stimuluje expresi tkanového faktoru a plazminogenu—1 (Chatuverdi
etal., 2021). C5b se podili na sestavovani komplexu C5b—9 a jeho ukladani na buné¢ny
povrch, coz vede k poSkozeni bunky nebo ke zvySené aktivité¢ koagulacni kaskady,
coz vede k aktivaci endotelu a zvySenému uvolnovani tkanového faktoru (Admbati et al,
2023). Na obr. 1 je znazornéno ovlivnéni hemostatického systému ptsobenim aPL.
Obrézek shrnuje, jak aPL mohou ovlivilovat hemostaticky systém na bunééném povrchu
— endotelidlnim, trombocytarnim a dalsi. Prvni ¢ast ukazuje antiangiogenni profil
a snizeni produkce NO, druhd c¢ast ukazuje spousténi sekrece zanétlivych cytokint

a chemokinil a posledni ¢ast, jak aPL ovliviiuji drahu komplementu.
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Obr. 1: Ovlivnéni hemostatického systému viivem aPL
(ApoER2—receptor apolipoproteinu E2; DAB2—postizeni; PP2A—proteinfosfatiza 2A;

eNOS—syntdza oxidu dusnatého; sSENG—rozpustny endoglin; TLR—4—toll—like receptor 4;
TLR—8—toll-like receptor 8) (upraveno, prevzato od Bitsadze et al., 2024).

LW

21



Protilatky mohou také ovlivnit vnéjsi a vnitini cesty fibrinolyzy (obr. 2). Nadmérna
aktivita koagulacni kaskady je regulovana komplexni souhrou aktivatori a inhibitort,
kofaktori a receptorti. Plazminogen je pfeménén na plazmin tkanovym aktivatorem
plazminogenu (tPA) a urokindzou (uPA). Inhibitor aktivatoru plazminogenu—1 inhibuje
aktivitu tPA a uPA. Antifosfolipidové protilatky zptsobuji aktivaci endotelidlnich bunék,
coz ma za nasledek zvySené uvolilovani tPA a plazminogenu—1. Protilatky brani tPA ve
vazb¢ na jeho endotelidlni receptor interakci s annexinem A2. Antifosfolipidové
protilatky také zabranuji inaktivaci trombinu inhibici antitrombinu III. Tim, ze aPL
zasahuji do funkce fibrinolytickych proteinii, dochdzi k hypofunkci fibrinolytického
systéemu (Bitsadze et al., 2014).
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Obr. 2: Ovlivneni koagulacni kaskady a fibrinolyzy viivem aPL
(PC—protein C; PS—protein S; aPC—aktivovany protein C; TF—tkanova faktor,
ATIlI—-antitrombin III; polyP—aniontové polyfosfaty; TM—trombomodulin (upraveno, prevzato
od Bitsadze et al., 2024).
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2.2.2 KATASTROFICKY ANTIFOSFOLIPIDOVY SYNDROM

Katastroficky antifosfolipidovy syndrom (CAPS) je vzacné varianta APS, jenz je
charakterizovan trombotickou mikroangiopatii v pfitomnosti aPL a mnohacetnym
organovym selhanim. Tento Zivot ohrozujici syndrom ma umrtnost 50 % a pfedstavuje
méné nez 1 % vSech APS (Adhikari et al, 2019). Klasifika¢nimi kritérii pro CAPS jsou:

1. poSkozeni tfi nebo vice organt,

2. rychly rozvoj klinickych projevi (be¢hem 1 tydne),

3. okluze malych cév pfi histologickém vySetieni,

4. laboratorni potvrzeni piitomnosti aPL (Kazzaz et al. 2016).

Prestoze se syndrom vyvine u méné nez 1 % pacientii s APS, je nutna vcasna
diagnostika a okamzité¢ zahajeni 1écby (Bitsadze et al, 2024). Aby byl CAPS
diagnostikovan, musi byt splnéna vSechna ctyfi kritéria. Mlze byt také stanovena
diagnéza pravdépodobného CAPS, pokud:

¢ kritéria 2, 3 a 4 jsou pfitomna, ale doslo pouze k poskozeni dvou organi,
namisto tfi a vice,

¢ kritéria 1, 2 a 3 jsou pfitomna, ale nedoslo k zddnému laboratornimu
potvrzeni pfitomnosti aPL,

¢ jsou pfitomna kritéria 1, 2 a 4,

¢ kritéria 1, 3 a4 jsou sice pfitomna, ale klinické projevy se rozvinuly béhem
jednoho mésice, 1 kdyz je pacient na antikoagulaéni 1é¢be (Kazzaz et al.
2016).

Patofyziologie CAPS je nejasnd, ale existuje hypotéza, Ze nckolik spoustécich
faktort, jako je infekce, operace, trauma a malignita, mohou zplsobit poskozeni endotelu,
a to vede k nadprodukci cytokintl a trombotické boufi v mikrocirkulaci (Wu et al., 2022).

Vzhledem k vzéacnosti tohoto syndromu byl v roce 2000 vytvoien evropskym forem
pro antifosfolipidoveé protilatky mezinarodni registr pacientii s CAPS. Databaze se nazyva
,»CAPS Registry* a v soucasné dobé dokumentuje klinicka, laboratorni i terapeuticka data
pro vice nez 500 pacientli s CAPS. Pravé diky tomuto registru mohly byt vytvofeny
popisy klinickych a laboratornich charakteristik, ale také se vypracovaly klasifika¢ni

kritéria a moznosti terapie (Cervera et al., 2018).
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2.3 HISTORIE

Ackoli je APS obecné povazovan za relativné nové onemocnéni, zminky o APS
sahaji az do pocatku 20. stoleti s objevem Wassermannovy protilatky (Sammaritano,
2020). V roce 1905 August Paul von Wassermann uznal spirochetu Treponema pallidum
za pricinu syfilis. K identifikaci protilatky, ktera se vaze na povrch spirochet pouzil fixaci
komplementu, coz byl imunologicky test, ktery byl dostupny v jeho letech. Vytvofil
diagnosticky test na syfilis, ktery ptretrval dodnes. OvSem brzy se ukazalo,
ze Wassermannova protilatka byla i u pacientt, jenz syfilis neméli, coz vedlo k mySlence
biologicky falesné pozitivniho testu na syfilis. Ve 40. letech minulého stoleti 1ékari
uznali, Ze tento faleSné€ pozitivni test je znakem autoimunity, jelikoZ pacienti s faleSnou
pozitivitou na syfilis byli 1é¢eni se SLE nebo souvisejicim autoimunitnim onemocnénim
(Arachchillage a Pericleous, 2023).

Vroce 1941 Mary Pangborn vycistila antigen syfilis odpovédny za pozitivni
Wassermanntiv test. JelikoZ antigenem je fosfolipid, ktery byl extrahovan z hovéziho
srdee, byl pojmenovan kardiolipin. V 50. letech byla objevena souvislost mezi falesné
pozitivnim testem na syfilis a pfenosnym inhibitorem koagulace, ktery je dnes zndm jako
lupus antikoagulans. Pivodné byl LA povazovan za pfic¢inu krvaceni, ale v roce 1963
a 1967 byly publikovany préce, které prokazaly, Ze LA je jako protromboticky faktor
(Lockshin a Harris, 2017). Jelikoz byl test na LA neprakticky, protoze byla potieba
Cerstva plazma a test na LA nebyl snadno standardizovany, musel byt nalezen jednodussi
zpisob identifikace. V roce 1983 byla pouzita k identifikaci aCL radioimunoanalyza,
a po ni uz byly k dispozici snadnéji provadéné a standardizované testy ELISA, kterymi
se mohly detekovat aCL u pacientti se SLE (Sammaritano, 2020).

Navaznost mezi LA, SLE a tromb6zou byla zndma jiz od 60. let 20. stoleti, ovSem
ztrata té¢hotenstvi byla v souvistlosti s aPL publikovana miniméln¢€. S dostupnosti ELISA
byl testovan aCL, jelikoz test byl rychlejsi a spolehlivéjsi nez test na LA. Ponévadz se
u mnoha pacientll se SLE potvrdila pfitomnost aCL, vedlo to k poznani, Ze trombdza
1 ztrata t€hotenstvi spolu souvisi a vykytuji se u pacienti, ktefi jsou nositeli aCL/LA. Tato
forma SLE se dfive nazyvala antikardiolipinovym syndromem nebo lupus
antikoagulacnim  syndromem. Nejvice preferovanym ndzvem byl ovSem
antifosfolipidovy syndrom. Pouziti ELISA testi na aCL vedlo k celosvétovému vyzkumu

a nasledné byly identifikovany dalsi klinické ptiznaky APS (Lockshin a Harris, 2017).
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Od té doby bylo béhem nékolika let popsano mnoho pacientl, ktefi neméli
diagnostikovany SLE, ale méli APS. V roce 1987 pan Harris popsal zakladni rysy APS
a uvedl, ze APS je nezavisla a odliSna od SLE. Timto se také postupné APS rozdé¢lil na
primarni, kde neni pfitomen SLE, a sekundérni, kde je APS doprovazen SLE nebo jinym
onemocnénim. V roce 1987 byl také panem Ashersonem popsan zivot ohrozujici APS,
ktery se projevoval mnohocetnymi trombozami a selhdvanim organt. Pozdéji byl pouzit
termin katastroficky antifosfolipidovy syndrom (Jayakody Arachchllage a Greaves,
2014).

V 90. letech 20. stoleti bylo potvrzeno, ze aPL se primdrné vazou na cirkulujici
plazmaticky protein, P>—GPIL, pokud je vazan na fosfolipid. Tedy dalsi protilatka,
antif>—GPI, mohla byt testovana metodou ELISA pro detekcei pfitomnosti novych aPL.
Primarni aPL se tedy stavé antif;—GPI (Sammaritano, 2020).

Od roku 1984 se pravidelné kazdé 2-3 roky konaji konference v Istanbulu (nyni
presunuty na severni Kypr) za t€elem vyzkumu aPL a APS. Evropské forum vzniklo
vroce 1996 a v roce 1998 byla v Sapporu navrzena klinickéd a laboratorni kritéria pro
diagnostiku APS. V roce 2004 probéhla revize kritérii v Sydney a v roce 2010 vznikla
APS Alliance for Clinical Trials and International Networking (APS—ACTION), kterou
tvoii skupina védct, kteti se vénuji klinickym studiim aPL a APS (Lockshin a Harris,

2017).

2.4 KLINICKE PROJEVY

Cévni tromboza a t¢hotenskd morbidita jsou dva klinické znaky APS, ale klinické
spektrum onemocnéni zahrnuje 1 dalsi, relativné bézné znaky, které nelze vysvétlit pouze
protrombotickym stavem. Tyto projevy se nazyvaji nekriterialni, jelikoZ samy o sobé
nemohou kvilli své nizké specifité klasifikovat pacienta jako pacienta s APS. Z tohoto
divodu nebyly zahrnuty mezi sou€asna klasifikacni ,,sydneyska* kritéria APS (Negrini
etal., 2017).

Klinicky nalez APS miize byt charakterizovan od postizeni jedné cévy az po
mnohocetné cévni okluze, coz vede k Siroké Skale klinickych projevil. Spektrum nalezt
sahd od pfitomnosti trombocytopenie aZ po rozvoj hemolytické anémie a recidivujici
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nimi je variabilni. MiZe to byt v ramci tydnl az po mésice nebo i roky. Klinické piiznaky
tedy predstavuji pfimé nebo neptimé disledky hyperkoagulaéniho stavu, a s tim spojené

trombozy (Oliveira et al., 2020).

2.4.1 KRITERIALNI PROJEVY

Zilni tromboembolismus je nejéast&j§im projevem u pacientii s APS a na rozdil od
trombozy u vrozenych trombofilii mohou byt vSechny ¢asti cévniho fecisté, jak vendzni,
tak i arterialni, zapojeny do jakékoli kombinace okluzivnich ptihod. Zilni trombéza
nejvice zasahuje hluboké Zily dolnich koncetin, Casto doprovazené plicni embolii nebo
chronickou tromboembolickou plicni hypertenzi. Ackoli je arteridlni trombdza méné
cirkulaci, jenz je pfi¢inou cévni mozkové piithody (Jayakody Arachchillage a Cohen,
2014). U APS je velmi casta recidiva trombotickych piihod, kterd se pohybuje mezi
19-29 % roc¢né. I piesto, Ze existuji rizné formy 1é¢by, recidiva pietrvava i u pacientl
1é¢enych, zejména u téch, ktefi maji ptitomny trojité pozitivni profil na aPL (Nalli et al.,
2014).

Téhotenské morbidity jsou druhym hlavnim rysem spojenym s APS. Nejcastéjsi
porodnickou komplikaci je opakujici se potrat, definovany tfemi nebo vice po sobé
jdoucimi té¢hotenskymi ztratami. OvSem souvislost mezi ¢asnym spontdnnim potratem
a pozitivitou aPL je ztizena tim, Ze ran€ potraty jsou v bézné populaci ¢asté a mohou mit
mnoho pficin. Asi nejcastéjsi pri¢inou jsou fetdlni chromozomalni anomalie. Z tohoto
davodu se screening na aPL doporucuje pouze u Zen se tfemi nebo vice ¢asnymi potraty.
Dal$im porodnickym neZaddoucim jevem je omezeni intrauterinniho ristu po 10. tydnu
gestace, kdy hmotnost plodu je pod 10. percentilem pro jeho gesta¢ni vék. Kromé toho
muze t€hotenstvi u zen s APS komplikovat matei'ska trombdza souvisejici s téhotenstvim

nebo jiz vyse zminéné predcasné porody pied 34. tydnem gestace (Knight et al., 2023).
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2.4.2 NEKRITERIALNI NEUROLOGICKE PROJEVY

Cast neurologickych problémi byla spojena s piitomnosti aPL, véetné pohybovych
poruch, epilepsie, migrény, kognitivnich vad, psychiatrickych onemocnéni, poruchy
podobné roztrouSené sklerdze, senzorineurdlni nedoslychavosti a Guillain—Barrého
syndromu. U déti jsou nejcastéjSimi neurologickymi projevy bolesti hlavy, chorea

a zachvaty. Mezi dospélymi jedinci prevlada migréna a epilepsie (Negrini et al., 2017).

2.4.2.1 MIGRENA

Migréna je nejcastéji uvadény typ bolesti hlavy u APS/aPL pozitivnich pacientl. Je
vyznacovana tézkou, vétSinou jednostrannou nesnesitelnou bolesti spojenou s fotofobii,
fonofobii, nauzeou a zvracenim (Miyamea a Kawabe, 2021). Patofyziologie migrény neni
zcela objasnéna, ale nckteré studie uvadéji, ze dochazi k dysfunkci krevnich desticek
béhem zachvatl migrény, a Ze vazba aPL na fosfolipidy destickové membrany zpiisobuje

aktivaci trombocyti (Jayakody Arachchillage a Cohen, 2014).

24.2.2 CHOREA

Chorea je definovana jako hyperkineticka pohybova vada, ktera je charakterizovana
nadmérnymi spontdnnimi pohyby v disledku poskozeni bazalnich ganglii z odliSnych
pfi€¢in u déti. Poruchy projevujici se choreou zahrnuji infekce, ischemii pfi
kardiopulmonélnim bypassu, mozkovou obrnu, toxické nebo akutni metabolické procesy,
degenerativni stavy a vrozené poruchy metabolismu. Poprvé byla zminka o souvislosti
mezi choreou a aPL v roce 1983, kdy se vedla studie European Phospholipid Project
Group a zkoumali 1000 pacientl. Chorea byla ¢astéji pozorovana u Zen a déti. I klinické
studie potvrzuji, Ze projevy chorey jsou spiSe autoimunitniho ptivodu nez vaskularniho.
Pfi neurologickém postizeni APS se aPL véaZou na endotel cév v mozku, coz vede
k endotelialni dysfunkci, a to vede k mikrotrombodze a zanctu krevnich cév. Je zde
predpoklad, ze tato vazba naruSuje nebo ¢astecné meéni permeabilitu hematoencefalické
bariéry, coz brani cirkulujici krvi neselektivné prochézet do extracelularni tekutiny
centrdlniho nervového systému, vcetné aPL a aktivovaného trombinu. Nésledné aPL

zpisobuji piimé poskozeni nervli vazbou na povrch neuronti (Miyamea a Kawabe, 2021).
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2.4.2.3 EPILEPSIE

Epilepsie ma u lidi s APS prevalenci mezi 6-9 %. Riziko zachvati se 1i$i mezi
primarnim a sekundarnim APS, pficemz u sekundarniho APS je prevalence epilepsie
vyssi, skoro 14 %. Patogeneze zachvatii souvisejici s APS neni zndma, ale 1 tak existuje
nékolik navrhovanych mechanismti véetné mikrotromboézou indukované ischemie, které
vedou k vaskuldrni epilepsii a aPL zprostfedkovand inhibice receptord kyseliny
gama—aminomaselné. Jelikoz je spojitost mezi aPL a epilepsii nejasnd, ke studiim
se vyuzivaji mladi pacienti s atypickymi zachvaty nebo jedinci s mnohocetnymi
abnormalitami na magnetické rezonanci, pro které nebyla nalezena jina pravdépodobna

pti¢ina (Leal Rato et al., 2021).

2.4.3 NEKRITERIALNI SRDECNI PROJEVY

Chlopenni onemocnéni, které se projevuje predevSim ztlusténim chlopné,
je nejcastéjSim srdecnim projevem u APS. U jedné tietiny pacientll je detekovan
transtorakalnim  ultrazvukem, svys$i mirou detekce pfi transezofagedlni
echokardiografii. Kromé& ztlusténi chlopné je dal§im projevem valvulopatie ztlusténi
aorty. Zakladni patogenetické mechanismy onemocnéni chlopni nejsou u APS zcela
znadmy. S nejveétsi pravdépodobnosti dochazi k tomu, ze aPL podporuji intravalvularni
kapilarni endotelidlni poSkozeni, trombozu a vaskularni proliferaci, které vedou
k chlopennim deformacim. Zplsob 1écby neni momentéalné jisty, jelikoZ peroralni
antikoagulace ani antiagregacni 1écba nezastavi rozvoj nebo progresi chlopennich 1ézi.
U 4-6 % pacientil s APS je nutna operace chlopné. OvSem nahradni chlopent miiZze pro
pacienta predstavovat komplikace, jako jsou tromboembolické piihody nebo krvaceni

(Xourgia a Tektonidou, 2020).

2.4.4 NEKRITERIALNI PLICNI PROJEVY

Difuzni alveolarni krvaceni (DAH) je vzicna komplikace APS, jenz
je charakterizovana tfemi hlavnimi histopatologickymi vzorci: plicni kapilaritidou
vyvolanou aktivaci endotelidlnich bunék zprostfedkovanou aPL, intraalveolarni
a intersticidlni krvéaceni a jako posledni, difuzni alveolarni poSkozeni (Stoots et al., 2019).

Klinicky obraz je vétSinou sloZen z hemoptyzy, dusnosti, kasle, pleurické bolesti na hrudi
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a respiracniho selhani. JelikoZ pfiblizn¢ jedna tietina pacient s DAH umira na respiracni
selhani je velmi dilezité vcasné zahdjeni 1éCby. Lécba spociva ve vysokych davkach
kortikosteroida. V ptipadé vyskytu DAH u CAPS je jako prvni volba 1écby kombinace
kortikosteroidl a plazmaferézy (Xourgia a Tektonidou, 2020).

2.4.5 NEKRITERIALNI HEMATOLOGICKE PROJEVY

Antifosfolipidové protilatky se Casto nachazeji u pacientll s diagnostikovanou
idiopatickou trombocytopenickou purpurou (ITP), kterd mize byt prvnim projevem
u vice nez 20 % pacienti s APS. Mechanismus patogeneze, ktery indukuje
trombocytopenii neni zcela objasnén, ale vzhledem k tomu, Ze se trombocytopenie
vyskytuje u 3040 % pacientii s APS, tak se u pacientt s ITP doporucuje screening aPL.
Trombocytopenie je vétSinou bez klinické manifestace a malokdy vyzaduje 1é¢bu. Dal§im
hematologickym projevem muze byt autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA), jejiz
incidence je niz$i nez u trombocytopenie. Prevalence u AIHA je zhruba mezi 6—10 %.
Patogeneze je u AIHA opét nejasnd, ale nejspisSe se aPL podileji pfimo na destrukci
erytrocytl. Mezi dal§i hematologické komplikace se tfadi nekréza kostni diené

a trombotickd mikroangiopatie (Negrini et al., 2017).

2.4.6 NEKRITERIALNI RENALNIi PROJEVY

Ledviny jsou vyznamnymi cili poSkozeni u APS. Klinické rendlni projevy jsou
definovany podle mista a velikosti postiZzeni cév (Miyamea a Kawabe, 2021). VSechny
cévy, zily a tepny (od rendlnich tepen az po glomerularni kapilary) mohou byt zapojeny
do rendlnich syndromi APS. Rendlni 1éze u APS, kterd souvisi s trombdzou zahrnuje
okluzi renalni arterie nebo infarkt s vyslednou hypertenzi a embolii rendlnich zil. Kromé
toho, nekriteridlni postizeni ledvin zahrnuje intrarenalni vaskulopatii, APS nefropatii
a glomerularni onemocnéni (Pons-Estel a Cervera, 2014). APS nefropatie miize byt
akutni nebo chronickd. Navic u pacienti s APS a SLE muze renalni onemocnéni
koexistovat s lupusovou nefritidou, kterd je zprostiedkovand imunitnim komplexem.
U téchto pacientli je doporuceno provést biopsii za ucelem rozliSeni zanétlivych
a trombotickych 1€ézi, protoze tyto dva stavy vyzaduji odliSnou lécbu (Negrini et al.,

2017).
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2.4.7 NEKRITERIALNI KOZNIi PROJEVY

Livedo reticularis (obr. 3) je nejCastéjSi dermatologickou manifestaci u APS
pfitomnou pfiblizné u jedné Ctvrtiny pacientd. Livedo reticluaris se projevuje
symetrickym a jednotnym sitovym vzorem. Dal§im podobnym vzorem je
charakteristicky ,,zlomeny* vzhled, pojmenovany livedo racemosa, jenz byl také popsan
ve spojeni s aPL (Xourgia a Tektonidou, 2020).

Livedo vaskulopatie (obr. 4 a 5) je forma bolestivych zilnich koZznich 1ézi
s porcelanové bilymi atrofickymi jizvami. Jeho histologické vySetfeni odhaluje ukladani
fibrinu s nebo bez koexistujicich trombt. Pro livedo vaskulopatie bylo popsano nékolik

1é¢ebnych postupii s variabilni mirou Gspésnosti (Xourgia a Tektonidou, 2020).

Obr. 3: Livedo reticularis u téhotné pacientky s APS
(Radu et al., 2019)
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Obr. 4: Livedo vaskulopatie pred lécbou
(Evans et al., 2015)

Obr. 5: Livedo vaskulopatie po lécbé rivaroxabanem
(Evans et al., 2015)

2.4.8 SYSTEMOVY LUPUS ERYTHEMATODES

Systémovy lupus erythematodes je mozné definovat jako chronické
multisystémové onemocnéni se Sirokym spektrem systémovych projevii postihujicich
skoro vSechny orgdny a tkdn€ s riznymi ucinky. Projevy mohou byt od drobného kozniho
postizeni az po velkd organova poskozeni (Dar et al., 2023).

Diagnoéza SLE je stanovena na zakladé kombinace typickych klinickych projevi
a pozitivni sérologie. Vzhledem k Siroké heterogenit¢ klinickych projevii bylo v pribéhu

Casu zavedeno nékolik klasifikacnich kritérii, pficemz ty nejpouzivangjsi jsou z roku

1982, revidovana 1997, kritéria ACR (American College of Rheumatology). Mezi tato
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kritéria patii 1 kozni lupus (Fava a Petri, 2019). Kozni postizeni u SLE se vyskytuje
zhruba u 90 % pacientd a maji specifické projevy, jako je akutni kozni lupus, subakutni
kozni lupus a chronicky kozni lupus. Mezi nespecifické kozni projevy spada alopecie,
vaskulitida, livedo retucularis a mnoho dalSich projeva (Jin et al., 2023). Alopecie je
béznd u SLE, ale miize mit vice pfi¢in. Prava lupusova alopecie neboli ,,lupusové vliasky*
je reverzibilni a vyznacuje se zkracenim frontdlniho ochlupeni, které je nepravidelné
a s lamanymi chloupky. Dalsim kritériem je postizeni ledvin, které je piitomno asi
u 50 % pacientd se SLE. V tomto pfipad€ je velmi dilezitd vCasnd detekce, jelikoz
lupusova nefritida je hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u SLE. Poslednimi kritérii jsou
onemocnéni centralniho nervového systému a poruchy pohybového aparatu. Mezi ty
myelitida, periferni nebo kranidlni neuropatie a akutni stav zmatenosti (Fava a Petri,
2019).

Patogeneze SLE je velmi komplexni a neni zcela znama. Pti vzniku a rozvoji SLE
je velmi zasadni porucha autotolerance. Vrozené a adaptivni imunitni reakce proti
vlastnimu antigenu indukuji produkci autoprotilatek a ukladdni imunitnich komplext ve
tkanich vede k aktivaci komplementu, akumulaci neutrofili a monocyti a samovolné
reagujicich lymfocyti (Pan et al., 2020).

Utinnost tradi¢nich metod 1é¢by SLE je velmi mala. V sou¢asné dobé je u pacienti
se SLE béZna rezistence na 1écbu steroidy a imunosupresiva. Pacienti s nefritidou mayji
obecné zavaznou toxicitu zpisobenou léky, jenz ptispiva k organové dysfunkci, 1 ptes
vSechny dostupné terapie. Jako jedina schvalena latka pro 1é¢bu SLE je Belimumab,

jelikoZ ostatni biologické latky nemaji spravny terapeuticky ucinek (Joy et al., 2022).

2.5 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Laboratorni testovani aPL by se mélo provadét, pokud ma pacient existujici
klinické projevy, které mohou byt indikujici pro APS. Pokyny pro celosvétové testovani
jsou od Britské spolecnosti pro hematologii a od Mezindrodni spolecnosti pro trombozu
a hemostdzu. V ramci Ceské republiky jsou navrzena doporudeni pro postup testovani
aPL od Ceské hematologické spolecnosti (CHS). Kromé jiz vyse zminénych klinickych
projevl,, by se mélo zvazit testovani u pacienti mladSich 50 let, ktefi prod¢lali

ischemickou cévni mozkovou ptihodu nebo jinou mozkovou ptihodu (Sayar et al., 2021).
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Soucasna klasifikacni kritéria déli laboratorni parametry na tfi skupiny aPL,
atona LA, aCL a antif,—GPI IgG a IgM. Optimalizace laboratorni diagnostiky umoziuje
pusobeni 1 pro non—kriteridlni aPL. V posledni dobé nabyvd na vyznamu komplex
antifosfatidylserin—protrombin, ktery se vramci klinickych studii prokazal
u trombotickych a té€hotenskych komplikaci (Devreese et al., 2021). U pacienti
s vysokym klinickym podezienim na APS, ale bez ptfitomnosti kritérii aPL, se navrhuje
»séronegativni APS“. Tito pacienti mohou byt pozitivni na nekriteridlni aPL nebo byt
negativni na kritéria aPL z divodu nedostatecné citlivosti testil (Vandevelde a Devreese,

2022).

2.5.1 ELISA PRO ANTI-KARDIOLIPIN A
ANTI-p-2-GLYKOPROTEIN

Detekce antifo—-GPI a aCL IgG a IgM se provadi metodou ELISA. Antigen
(kardiolipin nebo B>-GPI) je potazen na pevné fazi, ¢imz mohou byt polystyrenové
kalisky, magnetické castice, mikrokulicky nebo membrany. Pokud jsou pfitomny
protilaitky ze vzorku plazmy nebo séra pacienta, mohou se vazat na pevnou fazi.
Reagencie obsahuji protilatky proti lidskému IgG nebo IgM, a ty jsou navazany
na konjugat, ktery se miize vazat na Fc Cast protilatek od pacienta na pevné fazi. V dal$im
kroku pii pfeméné substratu pres konjugat dojde k reakci, ktera mize byt barevna,
chemiluminiscencni nebo fluorescenéni (Vandevelde a Devreese, 2022). Dana reakce je
zaznamenavana detekénim systémem, ktery mize byt chemiluminiscenéni, multiplexni
nebo na principu pratokové cytometrie. Tyto systémy maji vyhodu lepSich pracovnich
podminek ve srovndni s manualné provadénou ELISou (Devreese et al., 2021). Podle
mezinarodni spole¢nosti pro trombdzu a hemostazu je stanoveny cut-off pro pozitivitu
antif>—GPI >40 IgG antifosfolipidovych podjednotek/ml nebo IgM antifosfolipidovych
podjednotek/ml (Bradacova et al., 2021).

2.5.2 LABORATORNI TESTY PRO LUPUS ANTIKOAGULANS

Lupus Antikoagulans je jednim ze tfi laboratornich kritérii pro diagnostiku APS.
Detekce LA je zaloZena na fosfolipidové dependentnich koagula¢nich testech, které
komplikuji metodologii a zt€Zuji jeji interpretaci, jelikoz miZe dochéazet k interferenci
s antikoagula¢ni terapii nebo s n€kterymi proteiny akutni faze (Devreese et al., 2020).
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Testovani na pfitomnost LA se nedoporucuje béhem akutni faze zanétu, jelikoz v krvi
jsou vysoké hladiny faktoru VIII nebo C-reaktivniho proteinu. Faktor VIII muze
maskovat piitomnost LA a reaktivni protein mize poskytovat faleSné¢ pozitivni nebo
negativni vysledky, stejné jako perordlni antikoagulancia (Devreese, 2014). Lupus
antikoagulans je nejlépe prokdzanym rizikovym faktorem pro klinické projevy souvisejici
s APS. Z tohoto divodu je pfesné stanoveni LA zasadni pro diagnostiku a naslednou
1écbu pacientti s APS. Vysledky z externiho hodnoceni kvality ovSem stale vykazuji
vysokou miru falesné pozitivnich nebo negativnich vysledka. Toto je z divodu ne zcela
jasného realizovaného postupu, preanalytickych podminek a interpretace. Proto ziistava

analyza LA velmi komplikované (Devreese et al., 2020).

2.5.2.1 AKTIVOVANY PARCIALNi TROMBOPLASTINOVY CAS

Test aktivovaného parcidlniho tromboplastinového casu (APTT) je zalozen
na aktivaci vnitini koagulani kaskady. Analogicky k testu zifedéného casu jedu
Russelovy zmije (ARVVT), 1 u APTT aPL inhibuji kroky vnitini koagulaéni drahy, které
jsou zavislé na fosfolipidech. Je velmi dilezity vybér vhodnych &inidel pro testovani
ptitomnosti LA, jelikoz jich je k dispozici velké mnozstvi s riiznou citlivosti pro detekci
LA, hlavné pro test APTT. Pti vybéru APTT c¢inidla je dillezity vybér aktivacniho ¢inidla
a koncentrace fosfolipidi (Devreese et al., 2020). Doporucuje se zvolit APTT test
s oxidem kfemicitym, jakozto aktivatorem. Pfi tomto testu dochdzi k aktivaci faktoru XII
oxidem kiemicitym, ¢imZ se nasledné aktivuji faktory XI, IX, X, protrombin a také
dochazi ke konverzi fibrinogenu na fibrin. Pravé aktivace faktorti IX a X zavisi na
fosfolipidech. Pokud jsou v téle pacienta ptitomné aPL, dochazi ke kompetici mezi aPL
a koagulacnimi faktory o fosfolipidy prostfednictvim vazby s kofaktory vdzanymi na
fosfolipidy, jako je B>—GPI nebo aCL, a to ma za nasledek prodlouZenou dobu srdzeni

(Vandevelde a Devreese, 2022).
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2.5.2.2 ZREDENY CAS JEDU RUSSELOVY ZMIJE

Test pomoci zifedéného Casu jedu Russelovy zmije je vice specifictéjsi pro detekci
LA. Na druhou stranu, test APTT je citlivéjsi, jestlize se pouzije spravné Cinidlo. Test
dRVVT je zalozen na pfimé aktivaci faktoru X enzymem piitomnym v jedu Russelovy
zmije (Tumian a Hunt, 2022). Nasledné se aktivuje protrombin na trombin zptisobem,
ktery je zavisly na fosfolipidech, vapniku a aktivovaném faktoru V. Trombin potom
pfeméni fibrinogen na fibrin, a ten se detekuje bud’ mechanicky nebo opticky.
Antifosfolipidové protilatky reaguji v plazmé pacienta s fosfolipidovymi slozkami
¢inidla prostiednictvim kofaktort. DRVVT se prodlouzi snizenim aktivity komplexu

protrombinového aktivatoru (Vandevelde a Devreese, 2022).

2.6 TERAPIE

U primarniho nebo sekundarniho APS by méla 1é¢ba pacientti s APS zahrnovat dvé
opatieni. Za prvé, ptisnou kontrolu kardiovaskularnich rizikovych faktord, vcetné
vysokého krevniho tlaku, t€lesné hmotnosti a zdkazu koufeni. Za druhé, screening
pacientll s vysoce rizikovym profilem aPL, jenz zahrnuje trojitou pozitivitu aPL, trvale
vysoké titry aPL, trombotické nebo gestacni APS v anamnéze, ¢i pfitomnost jinych
autoimunitnich onemocnéni (SLE) (Ghembaza a Saadoun, 2020).

U pacienti s trombotickym APS, ktefi jsou asymptomatiCti, ale jejich vzorek
plazmy je pozitivni na pfitomnost aPL, se fesi primarni profylaxe aspirinem. V ptipadé
aspirinu se ovSem snizuje pouze riziko u arterialni, nikoli u ven6zni ptihody. Také se vede
diskuze, zda ucinky aspirinu jsou tak vyznamné, jelikoz mize hrozit riziko krvaceni,
zvlast pokud je pacient star§i >65 let, muzského pohlavi, ma diabetes mellitus nebo
zvySeny krevni tlak. U pacientd, ktefi jsou diagnostikovani s pozitivitou na aPL se SLE,
pfevazuje pfinos primarni profylaxe aspirinem nad rizikem krvaceni. U pacientl
s vysokym rizikovym faktorem se doporucuje denni davka aspirinu 75-100 mg.
U pacientil se SLE se také mlZe vyuzit tromboprofylaxe pomoci hydroxychlorochinu
v dennich davkach 200400 mg. Dals$i moznosti, jak pfedejit trombotickym ptihodam, je
nasazeni VKA, hlavné warfarinu. Warfarin by se mél podavat pacientim, ktefi maji
vysledky mezinarodniho normalizovaného poméru (INR) 2-3 (Khamashta et al., 2016).
Dochazi ke snizeni rizika recidivujiciho zilniho tromboembolismu o 80-90 %. OvSem

u pacientd, kteti prodélali cévni mozkovou piihodu, jsou vyhodnéjsi 1é€bou vyssi davky
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aspirinu nez warfarin, jelikoz by mohlo dochazet k dalSimu krvaceni (Ghembaza
a Saadoun, 2020).

Pfima peroralni antikoagulancia jsou mnohem atraktivnéj$i variantou k VKA.
Hlavnimi vyhodami jsou fixni denni davky, rychlejsi a predvidatelnéjsi antikoagulacni
ucinek bez nutnosti laboratorniho sledovani koagulacnich testi a snizeni velkého
a intrakranialniho krvaceni. Ctyfi DOAC, dabigatran, rivaroxaban, apixaban a edoxaban,
jsou schvaleny pro prevenci cévni mozkové piithody u pacientli s nevalvularni fibrilaci
sini a jako profylaxe hluboké Zilni trombdzy. I pies tyto vyhody DOAC dochazi stale
u nékterych pacientll k tvorb¢é trombotickych ptihod. V porovnani s VKA neni jisté,
zda by to mohlo byt zptisobeno inhibici vnéjsi i vnitini koagula¢ni kaskady pomoci VKA,
coz vede kniz8i tvorbé trombinu ve srovnani s DOAC. Nebo by mohlo dochazet
k niz§imu souladu s DOAC pfi absenci terapeutického monitorovani, ¢i pozadavek
na vyss§i uc¢innou davku DOAC k prevenci arteridlni trombozy (Ghembaza a Saadoun,
2020).

Nizkomolekularni hepariny (LMWH) by mohly ptfedstavovat vhodnou alternativu
k VKA, jelikoZ maji dobrou biologickou dostupnost, pfedvidatelnou reakci na davku,
clearance nezavislou na davce a inhibuji hyperkoagulaéni stav APS. Velkou nevyhodou
LMWH jsou ovsem tézké vedlejsi ucinky, jako je indukovand trombocytopenie nebo
osteoporoza (Radin et al., 2020).

U pacientek s ¢isté porodnickym APS a bez ptedchozi trombdzy se doporucuje
profylaktickda davka LMWH a aspirinu do 6 tydni po porodu. Vedle rutinniho
monitorovani plodu se béhem 3. trimestru t€¢hotenstvi doporucuji mésicni ultrazvukova
vySetieni, aby se mohly hledat znamky placentarni insuficience. Timto opatfenim se

zlep$ila mira porodnosti u pacientek s APS ze 40 % na 85 % (Rodziewicz a D cruz, 2020).

2.7 CESKA HEMATOLOGICKA SPOLECNOST

Ceska hematologicka spoleénost je definovana jako laboratorni sekce, jenz sdruzuje
odborniky s rozsahlymi zkuSenostmi v klinické a laboratorni hematologii vénujici se
zlepSovani kvality a rtstu hematologickych laboratoti vSech typi a velikosti. Ve
spolupraci s vyborem Ceské lékaiské spolecnosti Ceské hematologické spoleénosti Jana
Evangelisty Purkyné se podileji na:

e doporuceni pro tvorbu a aktualizaci standartnich laboratornich postuptl,

36



e vytvofeni a aktualizaci minimalnich pozadavkd na kvalifikaci laboratorniho
personalu, provozu a vybaveni laboratofe,

e vytvafeni a aktualizaci internich a externich doporuceni kontrol kvality
pro praci v hematologické laboratofi,

e tvorb¢ spoluprace s platci zdravotni péce,

e vytvafeni a aktualizaci obsahu pregradudlniho vzdélavani pro bakalaiské
a magisterské programy pro budouci pracovniky hematologickych laboratofi,

e postgradualnim vzdélani pro 1ékate, VS nelékaie a zdravotni laboranty v oborech
hematologie a transfuzniho 1ékaftstvi,

e spolupréaci s narodnim akreditaénim organem CR a spole¢nostmi zajidt'ujicimi
certifikaci a akreditaci hematologickych laboratoii (Laboratorni sekce CHS CLS
JEP, 2019).

2.7.1 DOPORUCENI PRO DIAGNOSTIKU LUPUS
ANTIKOAGULANS

U preanalytického zpracovani vzorku je kvySetfeni LA nutné pouzit
bezdestickovou plazmu (pocet trombocytii <10-10° /1), jenz je piipravena dvojitou
centrifugaci ihned po odbéru. Nejprve centrifugovat pii 2000 g po dobu alesponi 15 minut
a nasledn¢ plazmu stdhnout. Druhé centrifugace probiha pii >2500 g po dobu alespoii
15 minut a po odstfedéni se opét stahne plazma. K odstranéni trombocytd se nepouziva
ultracentrifugace (>5000 g), ani pfefiltrovani ptes destickovy filtr. Plazma bez krevnich
desticek miize byt vyuzita Cerstvd nebo rychle zmrazena pii —20 °C s upotiebenim
maximalné¢ do 2 tydnl. Plazma muZze byt uchovavana i dlouhodobé pti —70 °C.
Bezdestickova plazma se pred vySetfenim rozmrazuje pii 37 °C.

Samotnému vySetieni LA musi vzdy pfedchazet zékladni koagulacéni testy, jako je
test na protrombinovy ¢as, APTT citlivé na LA a trombinovy test pro vylouceni jinych
koagulopatii nebo antitrombické 1é€by. Diagnostika LA zahrnuje né€kolik kroki:

e prikaz prodlouZeni testu zavislého na fosfolipidech (screening),
e potvrzeni pfitomnosti inhibitoru (korekéni testy),
e dikaz fosfolipidové zavislosti inhibitoru (konfirmace),

¢ vylouceni jiné koagulopatie.
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Pti diagnostice LA je nutné pouzit alesponi 2 riizné testy zavislé na fosfolipidech
s riznymi principy, aby se pokryly vSechny ¢asti koagulacni kaskady. Nejprve se délaji
screeningové testy, a pokud je nejméné jeden test pozitivni, nasleduje korekce
a konfirmace.

U screeningu LA musi byt alespoii 2 testy s nizkym obsahem fosfolipidi. ZvySeny
obsah fosfolipidd s sebou nese riziko fale$né pozitivnich testd. Doporucuje se kombinace
testovani pomoci dRVVT, APTT a/nebo dalsi testy. Mezi ostatni testy patii test
s aktivatorem silica (smés kfemicitanti) a s nizkym obsahem fosfolipidii, které nejsou
tkanového ptivodu. Tento test je také zndm jako upraveny APTT. Dalsi moznosti je test
s rekombinantnim lidskym tromboplastinem. A kromé Russelovy zmije se také mulze
vyuzivat i jinych hadich jedd, jako je taipan nebo textarin.

Korekéni testy se provadi u téch testil, které byly ve screeningu prodlouzené.
Provadi se smichanim pacientovy plazmy a normdlni plazmy v poméru 1:1 bez jakékoli
inkubace.

Konfirmace se provadi, pokud jsou prodlouzené testy u screeningu, tedy hodnoty
pomérd jsou nad hodnotami cut-off. Vyuzivd se testl snadmérnym mnozstvim
fosfolipidii. Reagencie pouzité na screeningové a konformacni testy by mély byt od
jednoho vyrobce a také by mély byt validované pro pouziti k diagnostice LA. Pokud dana
laboratof vyuZzivd reagencii od jinych vyrobcl, musi mit vSe naleZit€ otestované
a validované.

Testovani LA u pacientil, u kterych je podezieni na APS nebo maji nevysvétlitelné
prodlouzené testy APTT by vySetfeni mélo byt provedeno mimo akutni zdravotni stavy
a pfed nebo po preruseni antitrombické 1écby, aby nedochéazelo ke zkreslovani vysledk.
Samotna interpretace vysledk testi provedenych na LA musi byt provedena odbornym
lékatfem. Pokud se u pacienta potvrdi pozitivita LA, mélo by se toto vySetieni opakovat

s odstupem nejméné 12 tydnl (Zavrelova et al., 2019).

2.8 PRIMA PERORALNI ANTIKOAGULANCIA

Antagonisté vitaminu K (VKA) byly hlavnim pilifem antikoagulacni 1écby témet
60 let. Lécba VKA, jako je warfarin, vyZaduje Upravu davky podle vysledki
laboratorniho sledovani mezindrodniho normalizovaného poméru (INR). Warfarin je
mezi jednotlivci velmi variabilni v zavislosti na predepsané davce. Ma velmi uzké

terapeutické okno, jelikoz hodnota INR by se méla pohybovat mezi 2-3 (Carlin
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et Eikelboom, 2021). Monitorovani hladin warfarinu je velmi dilezité pro bezpecné
a ucinné uzivani antikoagulacni 1é¢by, protoze VKA patii mezi 1éCiva, kterd interaguji
s mnoha potravinami, 1éky a bylinnymi doplnky. Naptiklad warfarin v kombinaci
s nizkou davkou aspirinu nebo s nesteroidnimi antirevmatiky se kumuluje, a tim se
zvySuje riziko krvaceni. Z tohoto divodu musi byt pacient vzdy fadné poucen, pokud
z preventivnich divodi uziva VKA (Di Minno et al. 2017).

Vroce 2008 byly na trh v USA a Evropé uvedeny nové tady 1€k, jakozto
alternativa VKA k prevenci embolickych komplikaci u nevalvularni fibrilace sini (Grzesk
etal., 2021). Léky mély také slouzit jako prevence cévni mozkové piihody, 1é¢ba Zilniho
tromboembolismu a jako sekundarni prevence pro arteridlni ischemické piihody
u pacientil s chronickym onemocnénim koronarnich nebo perifernich tepen (Cuker et al.,
2019). Jednalo se o novou generaci peroralnich antikoagulancii, piivodné nazyvanych
jako nova peroralni antikoagulancia (NOAC). V soucasné dobé¢ jsou zndma jako piima
peroralni antikoagulancia (DOAC) (Grzesk et al., 2021). DOAC jsou rozdélena do 2 tiid,
a to na peroralni pifimé inhibitory faktoru Xa, coz jsou rivaroxaban, apixaban, edoxaban
a betrixaban. Druhou tfidou jsou pfim¢ inhibitory trombinu, a tim je dabigatran, ktery byl
schvalen viibec jako prvni DOAC, a to v roce 2010 americkym Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA). V pozdéjsich letech byly timto tfadem schvaleny i inhibitory pro
faktor Xa (Chen et al., 2020).

Vyhodou uzivani DOAC je, ze se neprovadi rutinni monitorovani hladin 1é¢iva jako
je tomu u VKA, jelikoZ DOAC maji antikoagula¢ni G¢inek predvidatelngjsi a stabilnéjsi.
Jsou méné ovliviilovany interakcemi s potravinami, bylinkami, pfedepsanymi a volné
dostupnymi léky. Nedostatek rutinniho sledovani ma ovSem za nésledek, Ze pacienti maji
mensi interakci s lékafi. To znamend, Ze u nékterych pacienti miZe dochazet ke
krvacivym problémim. Monitorovani hladin DOAC by se mélo provadét z diivodu
1ékové interakce s cytochromem P450 a induktory P-glykoproteinu (P-gp). Také by se
méla kontrolovat pravidelnost uzivani fixni davky l€ku, jelikoz pii poziti vyssi davky
muze nastat zvySena krvacivost u pacienta. OvSem podle doporuceni European Heart
Rhythm Association by se pacienti uzivajici DOAC méli sledovat kazdych 1-6 mésici.
Prozatim neexistuje zadné doporuceni pro monitorovani koagulacnich vysledka
u pacienti, kteti jsou 1é€eni DOAC (Conway et al., 2017).

DOAC jsou léky, které svymi ucinky ovlivituji koagulacni kaskddu, konkrétné
snizuji tvorbu fibrinu. Z tohoto diivodu dochézi k ovliviilovani testli hemostdzy na bazi

tvorby srazeniny, v€etné¢ APTT a TT. Dabigatran, jakoZto pfimy inhibitor trombinu
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nejvice ovliviluje TT a APTT, oproti PT, na ktery ma mensi vliv. Naproti tomu, inhibitory
pusobici proti faktoru Xa ovliviiuji mnohem vyraznéji vysledky PT, ale maji jenom maly
vliv na vysledky APTT. Na TT nemaji dokonce zadny vliv. Vlivem rozdilné citlivosti
testll dochazi k prodluzovani ¢asti, a to by mohlo vést k faleSn¢€ pozitivnim vysledkiim
(Margeti¢ et al., 2022). Zjisténi koncentrace léCiva je také ovlivnéno pouzitymi
komer¢nimi ¢inidly, jelikoz DOAC vykazuji proménlivou citlivost i u stejnych
screeningovych testi. DOAC maji navic v krevnim ob¢&hu kratky polocas rozpadu
(12-15 hodin), z toho divodu také zalezi na dob¢ odbéru vzorka po poziti Iéku. Proto je
velmi obtizné kvantifikovat hladiny 1é¢iva pomoci koagulacnich test. Tyto testy slouzi
pouze pro kvalitativni stanoveni. Pro zjisténi koncentraci DOAC v plazmé byly vyvinuty
specifické metody. Jednd se o chromogenni a koagulacni testy pro dabigatran
a chromogenni anti-Xa testy s lékové specifickymi kalibratory pro piimé inhibitory
faktoru Xa (Margetic et al., 2022). Pii chromogennim testu anti-FXa se detekuje
ptitomnost latky inhibujici FXa. Do vzorku ziskaného od pacienta se pfida FXa a necha
se inkubovat. B€hem inkubace se FXa vyvaze v plazmé¢ pfitomnym inhibitorem. V dal§im
kroku se ptida substrat specificky pro FXa, a ten je zbylym FXa $tépen za vzniku barevné
pfemény, ktera je pfimo imérna koncentraci FXa v plazmé.

Chromogenni test anti-FIla je zalozen na méfeni inhibice trombinu po piidani
trombinového ¢inidla do vzorku plazmy. Pro kazdy antikoagulant musi byt tyto testy
kalibrovany zvlast (Conway et al., 2017).

Pro stanoveni hladin pfimého inhibitoru, dabigatranu, v plazmé, se vyuziva
1 koagulac¢nich testli. Koagulace je zahajena pfidanim lidského trombinu k fedénému
vzorku plazmy. Ziskany koagulacni Cas zavisi na koncentraci dabigatranu v méfeném

vzorku.

2.8.1 DABIGATRAN

Dabigatran etexilat je prolé¢ivo Dabigatranu, ktery reverzibiln€é inhibuje volny
1 na trombus vazany trombin. K této interakci dochdzi v aktivnim misté trombinu. Jelikoz
je samotny dabigatran hodn¢ polarni, tak po peroralnim poZiti neni biologicky dostupny.
Z tohoto diivodu se vyvinulo prolécivo dabigatranu, dabigatran etexilat, ktery ma
zlepSenou gastrointestindlni absorpci a biologickou dostupnost zhruba 3—7 % (Dunois,

2021). Prolécivo mize podléhat zménam absorpce, jelikoz je substratem
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pro P-gp, jenz je dilezity pfi regulaci pfijmu proléciva ve stievni st€né. Inhibitory P-gp
mohou zpusobit zvySeni, a naopak induktory P-gp sniZeni absorpce proléciva (Grzesk
etal., 2021).

Dabigatran etexilat prochdzi dvéma po sobé¢ jdoucimi aktivacnimi kroky za vzniku
farmakologicky aktivniho dabigatranu (viz obr. 6). Nejprve je prolécivo metabolizovano
na intermediarni metabolit, dabigatran ethyl ester, prostfednictvim karboxylesterazy-2
ve stfeveé. Nasledné je ethyl ester pfeménén na konecny aktivni metabolit, dabigatran,
karboxylesterazou-1 v jatrech (Shi et al., 2016). Dabigatran se podava ve fixnich davkach,
75 mg, 110 mg nebo 150 mg dvakrat denné, v zavislosti na rendlni funkci (Ng et al.,
2022). Nekteti pacienti mohou trpét zvySenou krvacivosti po poziti dabigatranu, proto
se vyuziva Idarucizumab pro rychlé zvraceni antikoagulacniho ucinku dabigatranu
(Van Der Horst et al., 2023). Idarucizumab se také pouziva jako antidotum pii krvaceni
predavkovanych pacientd.

Predepsana davka zavisi na indikaci, véku pacienta, indexu t€lesné hmotnosti
a rendlni funkci. Nejvyss§i plazmatickd koncentrace lé¢iva je méfena 1,5-3 hodiny
po aplikaci davky s biologickym polocasem v obéhu 12—14 hodin pfi fyziologické funkci
ledvin. SniZzend funkcnost ledvin mize ovlivnit plazmatické koncentrace dabigatranu.
Z tohoto diivodu by se clearance kreatininu méla kontrolovat vzdy, nez se zah4ji 1écba.
Nezménény dabigatran je z 80 % eliminovan ledvinami a je jediny DOAC, ktery mize

byt odstranén hemodialyzou (Margetic et al., 2022).
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Obr. 6: Chemicka struktura dabigatranu etexildatu
(nasledna premeéna na aktivni lécivo, dabigatran) (Aljohani et al., 2018).
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2.9 INHIBITORY FAKTORU Xa

Inhibitory faktoru Xa jsou oproti ostatnim serinovym proteazam pro faktor Xa
velmi selektivni, jelikoz ke svému ucelu nepotiebuji kofaktor, jakym je naptiklad
antitrombin pro heparin. Na tomto principu funguji vSechny piimé inhibitory
koagula¢niho systému. Ve vnéj$i a vnitini koagulacni draze ma faktor Xa dilezity cil,
a to preménovat neaktivni protrombin na aktivni trombin a naslednou tvorbu srazeniny.
Ptimo piisobici inhibitory faktoru Xa snizuji tvorbu trombinu, a tim se zabranuje tvorbé

srazeniny (Huisman et Klok, 2018).

2.9.1 RIVAROXABAN

Rivaroxaban je vysoce selektivni pfimy inhibitor faktoru Xa. Inhibuje volny faktor
Xa a faktor Xa véazany na protrombin (Kreutz, 2012). Rivaroxaban je mald molekula
o molekulové hmotnosti 436 g/mol a je prakticky nerozpustnd ve vodé (Mueck, 2014).
Struktura rivaroxabanu je znazornéna na obr. 7.

Absorpce rivaroxabanu je téméf uplnd, s peroralni biologickou dostupnosti
80—100 % pfi davce 10 mg. Maximdalni plazmatické koncentrace (cmax) je dosazeno
béhem 2—4 hodin po poZiti s cmax pfiblizné 250 ng/ml pro davku 20 mg. Biologicka
dostupnost je také zavisla na miste, kde se 1€Civo v gastrointestinalnim traktu uvolnuje.
Pokud dochazi k uvolnéni v proximalnim tenkém stfevé, tak dochazi ke sniZeni Cmax
az 0 56 %. Uvolnéni v distalnim tenkém stfevé nebo ve vzestupném tracniku tlustého
stteva vede k dalSimu sniZeni cmax (Grzesk et al., 2021). Hodnoty plazmatické
koncentrace rivaroxabanu mohou byt také ovlivnény extrémnimi hodnotami télesné
hmotnosti, a to <50 kg anebo >120 kg (Dunois, 2021).

Po perordlnim podéni je nezménény rivaroxaban ptevladajici formou v plazmé
bez vyznamnéjSich metabolitl. Rivaroxaban ma dvoji cestu eliminace. Lék mulze byt
vyluCovan moci anebo hepatobiliarni cestou (Dunois, 2021). Vzhledem k jaternimu
metabolismu by nemél byt tento 1€k uzivan pacienty, ktefi se 1é¢i s jaternimi problémy
spojenymi s koagulopatii (Margetic et al., 2022).

V soucasnosti ma rivaroxaban nejvysSi pocet regulacnich schvéleni ze vSech
DOAC. V Evropské Unii a USA je rivaroxaban schvalen k prevenci zilniho
tromboembolismu u dospélych, ktefi podstupuji operace nahrady kycelniho kloubu nebo

u pacientll s cévni mozkovou piihodou, jenZ maji jeden nebo vice rizikovych faktori.
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Mezi tyto faktory patii méstnavé srdecni selhani, hypertenze, vék nad 75 let, predchozi
cévni mozkova ptihoda nebo pacienti trpici diabetem. Rivaroxaban se také indikuje
u pacientl s nevalvularni fibrilaci sini jako antikoagulacni prevence pied cévni mozkovou

piihodou (Ageno, 2015).
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Obr. 7: Chemicka struktura rivaroxabanu
(Mueck et al., 2014).

2.9.2 BETRIXABAN

Betrixaban, jehoZz chemickd struktura je zndzornéna na obr. 8, kompetitivné
a reverzibiln¢ inhibuje volny 1 na protrombindzu véazany faktor Xa (Huisman et Klok,
2018).

Betrixaban se uziva jednou denné a jeho cmax je okolo 46 ng/ml 3-4 hodiny
po perordlnim podéani pii davce 80 mg (Murphy et al, 2018). Perordlni biologicka
dostupnost po aplikované dadvce 80 mg je 34 %. Absorpce 1é¢iva je hodné ovlivnéna
tuénym jidlem, kdy cmax klesa az o 70 % (Baker, 2018). Mezi DOAC ma betrixaban
nejdelsi polocas rozpadu, s terminalnim poloc¢asem 35—45 hodin a efektivnim poloasem
19-27 hodin (Dunois, 2021). Vyluc€uje se prevazné nezménény Zlu¢i. Rendlni clearance
je nizka, a proto se asi 11 % davky objevi v moci (Murphy et al., 2018). Primarni formou
eliminace je tedy cesta hepatobiliarni, kterou se eliminuje 82—89 % léc€iva (Baker, 2018).

Na rozdil od apixabanu nebo rivaroxabanu neni betrixaban metabolizovan enzymy
cytochromu P450 (CYP) a tudiZ neindukuje ani neinhibuje aktivitu CYP, coZ by mohlo
vést k nezddoucim U¢inkiim. Vzhledem k tomu, ze 1éCiva, ktera méni aktivitu enzymu
CYP mohou zmeénit farmakokinetiku soubézné¢ podavanych 1€ka, jenz jsou
metabolizovany enzymy CYP, miiZze dochédzet k nezddouci 1ékové interakci (Huisman

et Klok, 2018).
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Betrixaban byl schvalen FDA v roce 2017 pro prevenci Zilniho tromboembolismu
(VTE) u dospélych pacientii hospitalizovanych pro akutni onemocnéni, kteti jsou
ohrozeni tromboembolickymi komplikacemi. Vyuziva se také k prevenci VTE

po nahradé¢ kycelniho nebo kolenniho kloubu (Beyer-Westendorf et al., 2018).

NH

Cl

Obr. 8: Chemicka struktura betrixabanu
(Jasemizad et Padhye, 2019).

2.9.3 APIXABAN

Apixaban také patii mezi DOAC, kterda piimo inhibuji faktor Xa,
a to bud’ prosttednictvim inhibice protrombinazy nebo faktorem Xa vazany na sraZeninu
(Dunois, 2021). Toto 1éCivo je dulezitou alternativou k antikoagula¢nim terapiim, jako
jsou VKA nebo nizkomolekularni heparin (Byon et al., 2019). Chemické struktura
apixabanu je znazornéna na obr. 9.

Maximalni plazmatické koncentrace apixabanu, ktera je 170 ng/ml pfi davce 5 mg,
nastavd 3—4 hodiny po perordlnim podani. Biologick4d dostupnost léCiva je ptiblizné
60 % pfti1 davce 2,5 mg a ast 50 % pii davce 10 mg (Dunois, 2021). L€k se primarne
absorbuje v horni €asti gastrointestinalniho traktu, tedy duodenu, jejunu a ileu. Absorpce
se snizuje v distalnéjSich mistech, jako je tlusté stievo (Grzesk et al., 2021). Po peroralnim
podani je hlavni formou apixabanu v lidské plazmé nezménéné 1éCivo bez pritomnosti
vedlejSich metabolitl. Apixaban ma u zdravych jedinct terminalni polocas v plazmé
10-14 hodin (Dunois, 2021).

K eliminaci 1é¢iva mlze dochizet zhruba ze 2,5 % hepatobiliarni sekreci.

Vyznamnéjsi cesta eliminace je renalni clearance, kde dojde k eliminaci zhruba 27 %
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puvodniho nezménéného 1é¢iva. Posledni cestou vylouceni je pfima stfevni exkrece, ktera
tvoti asi 56 % (Hurst et al., 2017).

Pivodné byl apixaban schvalen v roce 2012 pro prevenci cévni mozkové piihody
u pacienti s nevalvularni fibrilaci sini a pro prevenci VTE v roce 2014. U pacienti
s nevalvularni fibrilaci sini se podéava davka 5 mg perordln¢ dvakrat denné. Pokud je ale
pacient starSi 80 let anebo je jeho hmotnost niz§i nez 60 kg, tak je davka apixabanu
snizena na 2,5 mg dvakrat denn¢. Pacienti s VTE uzivaji davku 10 mg dvakrat denn¢
peroraln€ po dobu 7 dnii a nasledné se davka snizuje na 5 mg (Vu et al., 2021). Lécba
apixabanem musi byt piehodnocena, pokud pacient uziva induktory cytochromu
P450 3A4, jelikoz tyto 1éky mohou vést ke zvySeni rizika vyskytu cévni mozkové ptihody
nebo embolie (Hurst et al., 2017).

Obr. 9: Chemicka struktura apixabanu
(Byon et al., 2019)

2.9.4 EDOXABAN

Edoxaban je peroralni, selektivni, pfimy a reverzibilni inhibitor aktivovaného
koagula¢niho faktoru X, ktery je zodpovédny za pfeménu protrombinu na trombin. Lék
se vaze piimo na aktivni misto faktoru Xa, a tim dochazi k blokaci interakce
s protrombinem (Corsini et al., 2020).

Absolutni perordlni biologicka dostupnost je u zdravych jedinct zhruba 62 %

pii davce 60 mg. Oproti jinym DOAC, jako je rivaroxaban, neni expozice edoxabanu
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ovlivnéna jidlem ani télesnou hmotnosti (Ramacciotti et al., 2018). Po peroralnim podéani
se edoxaban vstiebava ve formé tosylatu edoxabanu (viz obr. 10). Maximalni plazmatické
koncentrace je dosazeno po 1-2 hodinach, kterd pfi podané davce 60 mg odpovida
plazmatické koncentraci 170 ng/ml (Dunois, 2021). K nejvétsi absorpci dochéazi v horni
Casti gastrointestinalniho traktu a piiblizné 13 % se absorbuje v tlustém stieve.
Terminalni polocas edoxabanu je asi 9—11 hodin (Parasrampuria et Truitt, 2016).

Po podani je edoxaban transformovan karboxylesterazou-1 na metabolit M4, ktery
tvofi v plazmatické koncentraci asi 10 % ptivodniho 1é¢iva. Metabolismus cytochromu
P450 3A4/5 zprostredkovava tvorbu metabolith M5, M6 a M8, které tvofi v plazmé
necelé 4 % (Dunois, 2021). LéCivo je primarn€ vylucovano v nezménéné podobé moci.
Renalni clearance tvofi zhruba 50 % celkové clearance. Za zbylych 50 % zodpovida
zlucova sekrece a jaterni metabolismus (Parasrampuria et Truitt, 2016).

Edoxaban byl schvélen v Japonsku v roce 2012 pro prevenci VTE u pacientt, kteti
podstupuji endoprotézu kolenniho kloubu, néhradu kycelniho kloubu nebo operaci
zlomeniny kyc¢elniho kloubu (Chan et Pisano, 2015). O dva roky pozdé&ji, v roce 2014 byl
edoxaban také schvalen pro prevenci cévni mozkové piithody. FDA nasledné schvalila
edoxaban v roce 2015 pro 1écbu hluboké Zilni trombdzy a plicni embolie (Margetic et al.,

2022).
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Obr. 10: Chemicka struktura edoxabanu
(Nakamura et al., 2017).
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3 CIL PRACE

Porovnat jednotlivé vzorky pted a po adsorpci DOAC-Stop tabletkami
Zhodnotit miru vyvazani piimych inhibitorti ze vzorkt pacientti

Porovnat hodnoty Normalizovaného poméru pied a po adsorpci

L b=

Zhodnotit pozitivitu, negativitu nebo faleSnou pozitivitu na ptitomnost lupus

antikoagulans u jednotlivych vzorki
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PRISTROJE

1) Centrifuga Consult 21, Spanélsko

2) Vodni lazen Gesellschaft fur Labortechnik,
Némecko

3) Sysmex CS 2500 Sysmex, Japonsko

4) Tiepacka Phoenix Instrument RS-TROS,
Némecko

4.1.1 SYSMEX CS 2500

Sysmex CS 2500, ktery je zndzornén na obr. 11—I13, je plné automatizovany
koagulaéni analyzator, ktery funguje na principu optické detekce s moznosti méteni
chromogennich a turbidimetrickych metod. Zdrojem svétla je halogenova lampa, ktera
se vyuziva pro méteni pii vinovych délkach 340 nm, 405 nm, 575 nm, 660 nm a 800 nm.

Analyzator pracuje se zkumavkami o objemu 4 ml, ale je mozné pracovat
1 s mikrozkumavkami o menS$ich objemech. Pfistroj je doplnén podavacem zkumavek,
které jsou vlozeny obsluhou do specifického stojanu. Stojany se vzorky, které se vkladaji
do tohoto analyzatoru maji kapacitu pro 10 zkumavek, pfi¢emz stroj mize byt naplnén
maximalné 5 stojany po 10 vzorcich. Stroj vzorky pipetuje vzorkovou jehlou, a i sam
si zkontroluje, zda v daném vzorku neni pfitomna hemolyza, lipemie ¢i ikterus. Takeé zjisti
spravnou hladinu naplnéni primarni zkumavky obsahujici vzorek (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., 2022).

Ptistroj ma cast pro uloZeni reagencii, ktera je chlazend na 10 °C a reagencie jsou
zde vkladany ve stojanech v origindlnich lahvickach nebo ve specidlnich reagen¢nich
nadobkach-kepech. Pokud maji ¢arové kody, jsou pfistrojem rozpoznany. Pokud ¢arové
koédy nemaji, musi je nadefinovat obsluha. Do pfistroje se vkladaji reagencie, kontroly
a promyvaci pufry manualnég, pficemz pro reagencie a kontroly je zde 40 volnych mist
a pro promyvaci roztoky 5 pozic. Pres pocitac, ktery je vzdy napojeny na analyzator 1ze
kontrolovat, jaké mnoZstvi od dané reagencie ¢i kontroly jest¢ zbyva, a na kolik
nasledujicich testil postaci. Reagenc¢ni pipetova jehla je vyhiivand pro spravné piedehiati
pipetované¢ho objemu reagencie pred piidanim do reakéni smési. Pipeta pro davkovani
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reagencii ma moznost ddvkovani od 20-200 pl a pipeta, jenz davkuje vzorek ma rozmezi
0od 20-250 pl. K reakei reagencie a vzorku dochdzi v reakéni zkumavee. Samotné méteni
probiha v méfici €asti piistroje za teploty 37 °C. Tato €ast je zakryta z diivodu eliminace
rusivych svételnych interferenci a neni pfistupnéa bézné obsluze.
Pii vyméné reagencii nebo kontrol se provadi kalibrace. Analyzéator zhotovi
az 12bodovou kalibrac¢ni kiivku s maximalné 5 opakovanim analyz kazdého bodu. Vse
se uklada do pocitace a lze hledat nejasnosti i n¢kolik let zpatky, pokud nejsou vysledky
aktivné vymazany.
Jako vétSina analyzatord, ma i Sysmex CS 2500 systém promyvacich roztoki
na CiSténi a proplachovani a odpadni systém (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,

2022).

| A
|\

Obr. 11: Sysmex CS 2500 (pohled zepredu)
(1 — kryt v oblasti pohybu reagencni jehly, 2 — zasobnik reakcnich kyvet a panel umoznujici
spusténi a nouzové zastaveni stroje, 3 — oblast pro vkladani stojanii se vzorky, 4 — zasuvka
pro pouzité reakcni kyvety, 5-6 — kryt mérici ¢asti)
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Obr. 12: Sysmex CS 2500 (pohled ze strany)
(3 — oblast pro vkladani stojanii se vzorky, 7 — boc¢ni strana krytu oblasti pohybu reagencni
jehly, 8 — kryt s ventilem systému a oviadacem pohotovostniho nastaveni vakua)

Obr. 13: Sysmex CS 2500 (pohled dovnitr)
(2 — zasobnik reakcnich kyvet a panel umoziujici spusténi a nouzové zastaveni stroje, 3 — oblast
pro vkladani stojanii se vzorky, 6 — kryt mérici casti, 10 — kryt vstupu do reagencni casti,
11 — kryci cast pro diluenty)
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4.2

1)
2)
3)
4)
5)

4.3

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)

18)

19)
20)
21)
22)

LABORATORNI POMUCKY

Pipety (Eppendorf, Némecko)

Spi¢ky (Eppendorf, Némecko)

Rukavice (Halyard, USA)

Zkumavky s citronanem sodnym (0,106 M) (Sarstedt, Némecko)
Reak¢ni kyvety (Sysmex, Japonsko)

REAGENCIE

BIOPHEN™ Rivaroxaban Control, kontrola I (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Rivaroxaban Control, kontrola II (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Rivaroxaban Control, kontrola 1 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Rivaroxaban Control, kontrola 2 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Heparin, reagent 1 (firma HYPHEN BioMed)

BIOPHEN™ Heparin, reagent 2 (firma HYPHEN BioMed)

BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator I (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator II (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator III (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator 1 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator 2 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Calibrator, kalibrator 3 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Control, kontrola I (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Control, kontrola II (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Control, kontrola 1 (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Apixaban Control, kontrola 2 (firma HYPHEN BioMed)
HEMOCLOT™Thrombin inhibitors, normalni poolové plazma (firma HYPHEN
BioMed)

HEMOCLOT™Thrombin inhibitors, lidsky trombin s vapnikem (firma HYPHEN
BioMed)

BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator I (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator II (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator III (firma HYPHEN BioMed)
BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator 1 (firma HYPHEN BioMed)
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23) BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator 2 (firma HYPHEN BioMed)
24) BIOPHEN™ Dabigatran Calibrator, kalibrator 3 (firma HYPHEN BioMed)
25) BIOPHEN™ Dabigatran Control, kontrola I (firma HYPHEN BioMed)

26) BIOPHEN™ Dabigatran Control, kontrola II (firma HYPHEN BioMed)
27) BIOPHEN™ Dabigatran Control, kontrola 1 (firma HYPHEN BioMed)
28) BIOPHEN™ Dabigatran Control, kontrola 2 (firma HYPHEN BioMed)
29) HEMOCLOT™LA-S (firma HYPHEN BioMed)

30) HEMOCLOT™LA-C (firma HYPHEN BioMed)

31) LA kontrolni plazma, slaba (C1) (firma HYPHEN BioMed)

32) LA kontrolni plazma, silné (C2) (firma HYPHEN BioMed)

33) BIOPHEN™ Normalni kontrolni plazma (firma HYPHEN BioMed)

34) CEPHEN™ LS — APTT citlivé na LA (firma HYPHEN BioMed)

35) CaCl; — startovaci reagencie pro APTT (firma SIEMENS Healthineers)

36) APTT-FS —necitlivé na LA (firma SIEMENS Healthineers)

37) Aqua pro injectione Braun, 500 ml (firma B. Braun)

38) DOAC-STOP tablety (firma Haematex Research)

Nekteré reagencie obsahuji material lidského nebo zviteciho ptivodu, proto jsou
tyto latky testovany na ptitomnost protilatek HIV 1, HIV 2, HCV a na antigeny hepatitidy
B. VSechny reagencie jsou povazovany za potencialn€ infek¢ni, a proto se s nimi musi
zachazet obezietné.

Reagencie, které¢ se uchovavaji zamrazené, se rozmrazuji pouze jednou,

a to pii teploté 37 °C.

4.3.1 PRIPRAVA BIOPHEN™ RIVAROXABANU CONTROL,
KONTROLY L II,1 A 2

Souprava obsahuje lyofilizovanou lidskou plazmu s pfidanym rivaroxabanem
o odlisnych koncentracich a pouZziva se pro kontrolu kvality méfeni ptfimého inhibitoru,
rivaroxabanu. Koncentrace reagencii jsou optimalizovany pro anti-Xa chromogenni test.
Kontrola I obsahuje hladinu rivaroxabanu kolem 25 ng/ml, kontrola II obsahuje
zhruba 75 ng/ml, kontrola 1 obsahuje okolo 100 ng/ml a kontrola 2 obsahuje zhruba
300 ng/ml. Nejdfive se opatrné odstranilo vicko a nasledné byl obsah kazdé¢ lahvicky

kontroly rozpuStén v 1 ml destilované vody. Obsah kazdé lahvicky byl promichan
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a dle navodu vyrobce stabilizovan pti pokojové teplote 18-25 °C po dobu 30 minut.
Stabilita rozpusténych uzavienych reagencii v pfipadé zabranéni kontaminace
a odparovani, je nasledujici: 7 dni pti 2—8 °C, 48 hodin pti 18-25 °C a 6 mésicii pii teplote

nizsi nez -20 °C.

4.3.2 PRIPRAVA BIOPHEN™ HEPARINU, REAGENTU 1 A 2

Tato souprava se vyuziva pro anti-Xa chromogenni test in vitro kvantitativni
stanoveni koncentrace heparinu. Reagencie je vhodna pro stanoveni anti-Xa aktivity
pfimych inhibitort, jako je rivaroxaban, ale i neptfimych, kam patii hepariny. Heparin ma
vysokou afinitu k antitrombinu a spolu plisobi jako inhibitory serinovych proteaz: 1Xa,
Xa, XIa, I1a a trombinu. Souprava se také vyuziva pro stanoveni pfimych inhibitorti anti-
Xa, rivaroxabanu, apixabanu a edoxabanu.

Metoda je zaloZena na inhibici konstantniho mnozstvi FXa testovanym heparinem
v pritomnosti endogenniho antitrombinu. Zbyly FXa hydrolyticky $tépi FXa specificky
substrat za vzniku paranitroanilinu (pNA). Mnozstvi uvolnéného pNA, ktery absorbuje
pfi 405 nm je nepiimo Umérné koncentraci heparinu. Vytvoii se komplex
heparin—antitrombin, a ten se ndsledn¢ vaze na FXa, ktery inhibuji.

Reagent 1 je chromogenni substrat specificky k faktoru Xa a reagent 2 je bovinni
faktor Xa. Jelikoz jsou reagencie tekuté, tak jejich ptiprava spociva v homogenizaci
obsahu. Nasledné byly stabilizovany po dobu 10 minut pfi teploté 18-25 °C a vloZeny

do analyzatoru. Stabilita téchto reagencii je 6 mésici pti 2—8 °C a 14 dni pii 18-25 °C.

4.3.3 PRIPRAVA BIOPHEN™ APIXABAN CALIBRATOR,
KALIBRATORY L, II, IIT A KALIBRATORY 1, 2, 3

Tato souprava obsahuje sadu lyofilizovanych lidskych plazem s pfidanym
apixabanem s riznymi koncentracemi. Kalibrator I neobsahuje zaddné mnoZstvi
apixabanu, je to Cisté lidska plazma. Kalibrator II obsahuje pfiblizn€ 50 ng/ml a kalibrator
IIT ma koncentraci zhruba 100 ng/ml. Koncentrace v kalibratoru 1 je méné nez 50 ng/ml,
kalibrator 2 ma pfibliznou koncentraci 300 ng/ml a kalibrator 3 obsahuje kolem 600 ng/ml
apixabanu. Jednotlivé lahvi¢ky jsou plnény po 1 ml, a jelikoZ jsou lyofilizovany

pod vakuem, je tteba dbat na bezpecnost pii otevirani zatky. Obsahy vSech lahvicek byly
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rozpuStény v 1 ml destilované vody a michaly se do uUplného rozpusténi obsahu.
Kalibratory se nechaly stabilizovat po dobu 30 minut pii teplot¢ 18-25 °C a nasledné
byly vlozeny do analyzatoru. Pokud u nékterych plazmatickych reagencii doslo
k zakaleni, vlivem ptsobeni plazmatickych lipidd, nechaly se lahvicky po dobu 10 minut
stabilizovat a pfed vlozenim do analyzatoru se opét promichaly.

Stabilita rozpusténych reagencii je pii 2—8 °C 7 dni, 48 hodin pii pokojové teploté

(18-25 °C) a 6 mésicti, pokud jsou zamrazeny na mén¢ nez —20 °C.

4.3.4 PRIPRAVA BIOPHEN™ APIXABAN CONTROL, KONTROLY
I, II A KONTROLY 1,2

Sada obsahuje lyofilizované lidské plazmy, které obsahuji apixaban o raznych
koncentracich a jsou urceny pro kontrolu kvality méfeni. Kontrola I obsahuje hladinu
apixabanu okolo 25 ng/ml, kontrola II ma ptibliznou koncentraci 75 ng/ml, kontrola 1 ma
hladinu apixabanu zhruba 200 ng/ml a kontrola 2 obsahuje piiblizn¢ 400 ng/ml
apixabanu. Jednotlivé lahvicky maji objem 1 ml a obsah se rozpousti v 1 ml destilované
vody. Je tfeba dbat zvysSené bezpecnosti pied otevienim lahvicek, jelikoz jsou
lyofilizovany pod vakuem. Pred vloZzenim do analyzatoru byly kontroly ftadné
promichéany, a pokud u nékterych doslo k zakaleni, nechaly se podle potieby stabilizovat
zhruba 10 minut a znovu se promichaly.

Stabilita rozpusténych reagencii je 7 dni pii 2—8 °C, 48 hodin pii pokojové teploté

(18-25 °C) a 6 mésict, pokud jsou zamrazeny na mén¢ nez —20 °C.

4.3.5 PRIPRAVA HEMOCLOT™THROMBIN INHIBITORS,
NORMALNI POOLOVA PLAZMA A LIDSKY TROMBIN
S VAPNIKEM

Souprava slouzi jako anti-II koagulacni metoda pro in vitro kvantitativni méteni
pfimych inhibitor trombinu (DTI) v lidské citratové plazmé. Lze ji vyuzit jak
pro manudlni, tak i pro automatickou metodu. Méfeni koncentraci ptimych inhibitorti
trombinu, jako je dabigatran, se vyuziva u pacientil s antikoagulacni Iécbou,
s trombotickymi ¢i krvacivymi ptithodami nebo pii podezieni na predavkovani.

Principem metody je koagulacni test (méfeny trombinovy cas) pro zjisténi

koncentraci DTI. Koagulace je zahajena pfidanim vysoce purifikovaného lidského
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trombinu v a-trombin podobé a test probihd v pfitomnosti vapniku. Ziskany srazeci cas
je zavisly na koncentraci DTI v méfeném vzorku.

Z reagencii se nejdiive opatrné odstranilo vicko, aby nedoslo ke ztraté produktu.
Obsah kazdé¢ lahvicky byl nafedén 2,5 ml destilované vody a nasledné¢ byly fadné
promichéany, dokud se obsah lahvicek zcela nerozpustil. Reagencie se nechaly stabilizovat
po dobu 30 minut pii teploté¢ 18-25 °C a po promichéni byly reagencie vlozeny
do analyzatoru. Zbylé rozpusténé reagencie mohou byt zamrazeny na mén¢ nez —20 °C

a vyuzity v pribéhu 2 mésica.

4.3.6 PRIPRAVA BIOPHEN™ DABIGATRAN CALIBRATOR,
KALIBRATORY [, II, III A KALIBRATORY 1, 2, 3

Toto jsou soupravy lyofilizovanych lidskych kalibra¢nich plazem, doplnénych
dabigatranem, které se vyuzivaji pro stanoveni koncentrace dabigatranu v lidské plazmé.
Kalibrator 1 neobsahuje 7z4dné mnozstvi dabigatranu, kalibrator II je doplnén
dabigatranem na hladinu okolo 50 ng/ml a kalibrator III obsahuje zhruba 100 ng/ml
dabigatranu. Kalibrator 1 také neobsahuje zadny dabigatran, kalibrator 2 je
suplementovan dabigatranem na hladinu kolem 250 ng/ml a kalibrator 3 ma koncentraci
dabigatranu okolo 500 ng/ml.

Z lahvicek bylo opatrné odstranéno vicko, aby se zabranilo ztratam, jelikoZ jsou
reagencie lyofilizovany pod vakuem. Kazda lahvic¢ka byla nafedéna 1 ml destilované
vody a byly promichédvany do doby, nez se obsah lahvic¢ek rozpustil. Potom se reagencie
nechaly stabilizovat po dobu 30 minut pii teplot€¢ 18-25 °C a nasledné se vlozily
do analyzatoru.

Stabilita kalibratort je nasledujici: 7 dni pii 2—8 °C, 48 hodin pti pokojové teploté

(1825 °C) a 6 mésici, pokud jsou zamrazeny na méné nez —20 °C.

4.3.7 PRIPRAVA BIOPHEN™ DABIGATRAN CONTROL,
KONTROLY L, IT A KONTROLY 1,2

Souprava obsahujici lyofilizované lidské plazmy, které jsou suplementovany
dabigatranem a slouzi ke kontrole kvality stanoveni dabigatranu v lidské plazmé.
Kontrola I obsahuje koncentraci dabigatranu okolo 25 ng/ml, kontrola II zhruba 75 ng/ml.

Kontrola 1 mé koncentraci dabigatranu kolem 100 ng/ml a kontrola 2 asi 300 ng/ml.

55



Opét bylo z lahvicek Setrn€ odstranéno vicko, jelikoz jsou reagencie lyofilizovany
pod vakuem. Kazd4 lahvicka byla nafedéna 1 ml destilované vody a dukladné
promichana, dokud se obsah lahvicek nerozpustil. Nasledn¢ byly kontroly vlozeny
do analyzatoru.

Stabilita uzavienych reagencii je 7 dni pfi 2-8 °C, 48 hodin pii pokojové teploté
(18-25 °C) a 6 mesicu pii —20 °C i méné.

4.3.8 PRIPRAVA REAGNCII PRO LA - HEMOCLOT™ LA-S
A HEMOCLOT™ LA-C

Tyto soupravy jsou fedéné jedy Russellovy zmije pro specifickou detekci LA
v lidské citratové plazmé. LA-S je zjednoduSend reagencie dRVV s nizkym obsahem
fosfolipidti pro screening LA a LA-C je reagencie dRVV s vysokym obsahem fosfolipidt
k potvrzeni ptitomnosti LA.

Citratem oSetiené plazmy bez vapniku a s FX obsazenym v testovaném vzorku je
FX ptfimo aktivovdn na FXa hadim jedem. Za Gcasti FV, vapniku a fosfolipidi pak FXa
Stépi FII na Flla, coZ vede rychle k vytvotfeni koagula. JelikoZ LA-S ma nizkou
koncentraci fosfolipida, tak je reagencie velmi citliva na ptitomnost protilatek proti t€émto
fosfolipidim. Jejich ptitomnost vede k prodlouzeni koagula¢niho ¢asu oproti vzorkim,
které protilatky neobsahuji. Naopak, LA-C, obsahuje vyssi koncentrace fosfolipidi, které
vyvazi ptitomné protilaitky LA ve vzorku a dochédzi tedy ke zkrdceni Casu oproti
screeningovému testu. Tyto reagencie obsahuji heparin neutralizujici latku (koncentrace
heparinu do1 IU/ml), a pro vzorky obsahujici heparin jsou tyto testy o néco specifictéjsi
nez APTT, jehoZ prodlouZeni miiZe heparin zpUsobit.

K minimalizaci moZnosti vzijemné zamény reagencii je reagencie LA-S
lyofilizovéna se zelenym barvivem a LA-C s riZovym barvivem. Vicko z lahvic¢ek bylo
opatrné odstranéno a do obou reagencii se pfidal 1 ml destilované vody. Lahvicky byly
promichény a nechaly se stabilizovat 30 min pfi teplot¢ 18-25 °C. Pfed vlozenim
do analyzéatoru byly znovu promichany. Stabilita téchto reagencii je 7 dni pii teploté

2-8 °C, 24 hodin pti 18-25 °C a 2 mésice pii teploté nizsi nez -20 °C.
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4.3.9 PRIPRAVA LA KONTOROLY - SLABA (C1) A SILNA (C2)

Souprava obsahuje kontrolni lyofilizované plazmy pro kontrolu slabého a silné¢ho
pozitivniho vysledku. Kontrolni plazma C1 ma indikativni pomér k fyziologické plazmé
okolo 1,40 a kontrolni plazma C2 kolem 2,40. Zaroven se sleduje ¢as kontroly, jejiz
rozmezi definuje vyrobce pro konkrétni analyzator, v tomto ptipadé¢ pro CS tadu
analyzatorti Sysmex.

Z lahvicek bylo opatrné odstranéno vicko a kazda lahvicka byla natfedéna
0,5 ml destilované vody. Byly promichavéany, dokud se obsah nerozpustil. Nasledn¢ byly
stabilizovany po dobu 30 minut pfi teploté 18-25 °C. Pfed vlozenim do analyzatoru byly
op¢t promichany, aby doSlo k homogenizaci. Stabilita téchto reagencii je 24 hodin

pti 2—-8 °C, 8 hodin pti 18-25 °C a 7 dni pii teploté nizsi nez -20 °C.

4.3.10 PRIPRAVA BIOPHEN™ NORMALNI KONTROLNI
PLAZMY

Tato souprava obsahuje lyofilizované fyziologické lidské plazmy v citratu, které
jsou urcené pro mefeni kontroly kvality koagulacnich faktorli a vyrobce garantuje
neptitomnost protilatek proti fosfolipidim.

Z lahvicky bylo opatrné odstranéno vicko a nasledné se obsah rozpustil smichanim
s 1 ml destilované vody. Lahvicka se promicha, aby doslo k rozpusténi obsahu. Nasledné
se nechala stabilizovat po dobu 30 minut pifi teplot¢ 18-25 °C. Pied vloZenim
do analyzatoru se lahvicka znovu promichala. Stabilita této reagencie se 1i$i v zavislosti
na pouzitém testu, ale pro LA plati: 24 hodin pii 2—8 °C, 8 hodin pii 18-25 °C a 2 mésice

pii teploté nizsi nez -20 °C.

4.3.11 PRIPRAVA CEPHEN™ LS — APTT CITLIVE NA LA

Souprava se vyuziva ke stanoveni aktivovaného parcidlniho tromboplastinového
Casu v citratové lidské plazmé.

Dochazi k aktivaci vnitini cesty koagulace v testovaném vzorku pomoci smési
rostlinné s6ji, syntetickych fosfolipidi a aktivaitoru. To vSe se méii

za piitomnosti Ca?*. Podobné jako reagencie na APTT FS je tekuté a uloZena v lednici.
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Nemusi se tedy stabilizovat pfi pokojové teploté, ale ihned se vklada

do analyzatoru. Stabilita této reagencie je 3 mésice pii 2—8 °C a 7 dni pti 18-25 °C.

4.3.12 PRIPRAVA APTT-FS — NECITLIVE NA LA

Souprava se vyuziva ke stanoveni aktivovaného parcidlniho tromboplastinového
¢asu v citratové lidské plazmé.

Faktory wvnitiniho koagula¢niho systému jsou aktivovany inkubaci plazmy
s optimalnim mnozstvim rostlinnych fosfolipidi a povrchovym aktivatorem.
Po piidani Ca®* se spusti proces koagulace a mé&fi se ¢as do vytvoreni koagula.

Tato reagencie se nemusi inkubovat, jelikoz teplota v lednici

a v analyzatoru je stejna.

4.4 POSTUP

Nejdiive byly pfipraveny jednotlivé reagencie a kontroly, které byly nafedény
prislusnymi objemy destilované vody a nechaly se inkubovat. Po inkubaci byly
do analyzatoru vlozeny vSechny reagencie, véetn¢ destilované vody a CaCl,. Jednotlivé
kontroly se nasledn¢ ptelily do plastovych zkumavek a byly proméfeny. Jedna kontrola
byla fyziologicka citratova plazma, dal$i kontroly byly pro zjisténi slabého a silného
pozitivniho vysledku.

Po zjisténi optimalnich vysledki kontrol byly z mrazdku vyndany plazmy
jednotlivych pacientii, kde byly uchovavany pii teploté¢ =72 °C. Vzorky plazmy byly
vloZeny na 5 minut do vodni lazné, ktera byla nastavena na teplotu 37 °C. Po rozpusténi
plazmy byly jednotlivé vzorky ptepipetovany do plastovych zkumavek. Je dilezité,
aby vSechny vzorky plazmy byly bezdestickové. To bylo zajiSténo dvojnasobnou
centrifugaci. Prvni centrifugace probihala 15 minut pfi 2000 g a plazma se stahla. Druha
centrifugace probihala 15 minut pti 2 500 g, plazma se op¢t stahla, vlozila do plastovych
zkumavek s identifikaénimi udaji pacienta a zamrazila pfi teploté =72 °C.

Vzorky rozmrazené a promichané plazmy byly nésledné vlozeny do analyzatoru
a byly testovany na APTT necitlivé na LA (APTT-FS) a APTT citlivé na LA, hladinu
pfimych inhibitorti, LA screening a LA konfirmaéni. Jejich vzajemnym pomérem je pak

vypocten Normalizovany pomér, tedy LA normalizovany. Po analyze byla k jednotlivym
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vzorklim plazmy pfidana tableta DOAC-Stop a vzorky se nechaly inkubovat minimalné
10 minut pfi teplot¢ 18-25 °C. Po 10 minutach byly vzorky vlozeny do centrifugy
na 15 minut pii 2 300 g k odstranéni materialu DOAC-Stop s navazanym inhibitorem.
Po stoceni byla plazma piepipetovana do novych zkumavek. Takto ptipravené vzorky
byly opét prométeny na APTT-FS, hladinu ptfimych inhibitorti, LA screening a LA
konfirmac¢ni. LA normalizovany byl opét dopocten zpoméru LA screening/LA
konfirmacni. Sledovala se zména hladin, ¢asti a poméra pied a po neutralizaci tabletami

DOAC-Stop.

4.5 PRINCIP METODY - DOAC-STOP TABLETY (HAEMATEX
RESEARCH, SYDNEY, AUSTRALIE)

Pfima peroralni antikoagulancia (DOAC) se velmi hojné pouzivaji k lécbe
a prevenci Zilniho trombu. U DOAC neni vyZadovano rutinni laboratorni monitorovani,
ale hodnoceni hladin DOAC mtize byt v riznych klinickych situacich nezbytné (Platton
et Hunt, 2018). U¢inek DOAC na koagulaéni testy je riizny v zavislosti na jejich cil. Bud’
jsou zamétené na faktor Xa nebo na trombin. Je zndmo, Ze DOAC v rizné mife interferuji
s témeét vSemi testy srdzlivosti. Proto pacienti, ktefi jsou testovani na zdkladni koagulacni
poruchy mohou byt testovani 1 na ptitomnost DOAC, aby se odhalila ptic¢ina prodluzovani
testl (Kopatz et al., 2018).

Reverzni latky pro jednotlivé DOAC jsou vyvijeny pro terapeutické pouZiti,
ale zatim nejsou Siroce dostupné pro laboratorni testy. Jednou z moznosti je Idarucizumab
(Boehringer-Ingelheim, Némecko), ktery se ukéazal jako ucinny pfi neutralizaci ucinki
dabigatranu ve vzorcich citratové plazmy. Dalsi latkou je Andaxanet alfa (Portola
Pharmaceuticals, USA), jenZ plsobi in vivo na inhibitory faktoru Xa. U této latky vSak
nastava problém, Ze by jakykoli jeji piebytek mohl interferovat s naslednymi testy.
Pro neutralizaci DOAC v testovanych vzorcich je jednou z nejpouzivanéjSich latek
DOAC-Stop (Haematex Research, Sydney), které mohou véazat DOAC ve vzorcich
plazmy in vitro (Exner et al., 2018).

DOAC-Stop je schopny vyvazat vSechny typy DOAC, a to dabigatran, apixaban,
rivaroxaban a edoxaban. Tyto tabletky mohou zminéné inhibitory vyvézat, aniz by doslo
k ovlivnéni plazmatickych proteint, které jsou zapojené do koagulacni kaskady. Proto je
mozné po pouziti DOAC-Stop dale vyuzivat vzorek plazmy pro koagula¢ni vySetfeni

véetné stanoveni deficitu faktord, pfitomnosti heparinu, LA nebo jiné interferujici
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protilatky. Cas zkraceni indukovany DOAC-Stop v testu zavisi na koncentraci a druhu
DOAC, ale i na testované plazmé. Nevyhodou téchto tabletek je, ze mohou vyvazovat
molekuly o nizké molekulové hmotnosti, jako je aprotinin, analoga hirudinu, polymixin
a pribuzné kationtové slouceniny (Favresse et al., 2018).

Pouziti DOAC-Stop tabletek je nasledovné. Nejdiive se pfenese pozadovany objem
citritové plazmy urcené k vySetfeni do plastové zkumavky. Idedlni objem plazmy
je 1 ml, ale piijatelné rozmezi je od 0,5-1,5 ml. Potom se pfidd jedna tabletka
DOAC-Stop a opatrné se promicha, dokud se tableta nerozpusti. DalSich pét minut
se zkumavka promichdva na tfepacce. Po dalSich 5 minutach se provede centrifugace
po dobu 15 minut pii 2 300 g, aby se oddélily partikule. Supernatant, ktery je nyni
zbaveny DOAC, tak mize byt pouzit k testovani nebo miiZze byt zamrazen. Jedna tabletka
v 1 ml plazmy s koncentraci 500 ng/ml dabigatranu, apixabanu, rivaroxabanu nebo
edoxabanu je schopna odstranit vice nez 95 % DOAC béhem 5 minut. Pomoci téchto
tabletek je mozné zabranit vydavani faleSn¢ pozitivnich nebo negativnich testl. (Baker
etal., 2021).

DOAC-Stop je urcéen pro pouziti u vzorkli plazmy podezielych z vlivu DOAC
na vysledky testii. Pokud se tedy vysledek po adsorpci DOAC-Stop neméni a podezieni
na pritomnost DOAC stale pretrvava, je vhodné ud¢lat specifické testy na anti-Xa

a anti-Ila aktivitu (Favresse et al., 2018).
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5 VYSLEDKY

Ve vyzkumné Casti byly testovany jednotlivé vzorky plazmy od 45 pacienti, ktefi
ke své 1écb¢ uzivaji pfimé inhibitory. Pro kazdy vzorek byla vytvofena tabulka
(Tab. 1-45) s vysledky testii pred a po neutralizaci DOAC-Stop tabletkami. U vsech
vzorkd se vzdy délaly testy na APTT-FS, APTT LA, LA scr, LA konf, LA NormR
a hladiny pfimych inhibitorti. VSechny poméry, které byly testovany u jednotlivych
vzorkll, se vzhledem k individudlni variabilité v aktivité koagulacnich faktort hodnoti
jako fyziologické v rozmezi 0,8—1,2.

APTT-FS je reagencie, kterd neni ovlivnéna ptitomnosti protilatek LA, jelikoz
obsahuje rostlinné, sdjové, fosfolipidy. Sojové fosfolipidy jsou antigenné odlisné
od zZivocisnych, a proto by nemélo dochézet ke zménam casti ¢i pomérii u pacientl, kteti
maji pfitomné LA protilatky.

APTT LA je naopak reagencie, kterd je zcitlivéla pro diagnostiku LA.
Tato reagencie obsahuje snizeny obsah fosfolipidli, a ztohoto divodu dochazi
k prodluzovani €asii u vzorku pacienta, jenz ma s nejvétsi pravdépodobnosti pritomné LA
protilatky.

LA scr je screeningovy test a tato reagencie obsahuje jako aktivator fedény jed
Russelovy zmije, snizeny obsah fosfolipidi a Ca ionty. Zmiji jed aktivuje FX, tudiz je
vynechana aktivaéni cesta APTT, kam patii faktory XII, XI, IX, VIII a prekalikrein.

Tti vySe zminéné testy jsou vyuZzivany jako screeningové testy a jejich vysledky
se udavaji jako €as vySetfovaného vzorku a jako pomér — €as vzorku pacienta/primérny
¢as od 20 fyziologicky zdravych jedinct. Pokud je vysledny pomér vyssi nebo roven 1,2
je zde podezifeni na piitomnost protilatek LA a indikuje se konfirmacni test. Pokud
se udélda pomér screeningového a konfirma¢niho poméru, vznikne hodnota pro
normalizovany pomér, ktery by také nem¢l piekrocit hranici 1,2. Pokud je pomér vyssi,
pak je takovy vzorek dale vysetiovan podle doporuéeni CHS.

LA konf je konfirmacni test, ktery se od screeningové reagencie liSi vyS$Sim
obsahem fosfolipidi. Tim, Zze se provede konfirmacni test se dokazuje, ze protilatka
pritomnd ve vySetfovaném vzorku ma specifitu proti fosfolipidim. Jelikoz tato reagencie
obsahuje vice fosfolipidii nez screeningova reagencie, mélo by dojit k vyvazani ¢asti nebo
vSech protilatek proti fosfolipidiim a ke zkraceni nebo normalizaci Casu.

Hladina pfimych inhibitori se m¢éfila ztoho divodu, jelikoz ptitomnost

antikoagulacnich 1é¢iv mize svym vlivem na jednotlivé testy vést k prodluzovani casii
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vySetfovanych plazem. Toto by pak mohlo vést k faleSné pozitivnimu hodnoceni. Proto
je dobré mit informaci o pfitomnosti 1éCiva. Pokud informace neni uvedena, je zde

moznost vlivu 1éCiva na vysledky testii a Spatna interpretace vysledku.

Tab. 1: Pacient ¢. 20-4045

Pacient &. 20-4045 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,08 APTT-FS, R 0,99
APTT-FS, sec 25,00 APTT-FS, sec 22,80
RivaHLRT, ng/l 67,00 RivaHLRT, ng/l 5,00
LA scr, sec 37,80 LA scr, sec 25,00
LA scr, R 1,21 LA scr, R 0,80
LA konf, sec 34,20 LA konf, sec /
LA konf, R 1,07 LA konf, R /
LA NormR, R 1,13 LA NormR, R /
APTT LA, sec 29,40 APTT LA, sec 27,60
APTT LA, R 0,96 APTT LA, R 0,85

U pacienta ¢. 20-4045 byl vysledek poméru LA scr, R lehce zvyseny. Ostatni
pomery testl, APTT necitlivé a citlivé na pfitomnost LA a LA konf, R byly pted
neutralizaci negativni. Normalizovany pomér je pted adsorpci 1,13, a proto 1ze pfitomnost
protilatek vyloucit.

Po vyvazani ptimého inhibitoru, rivaroxabanu (RivaHLRT), doslo k vyraznéjSimu
poklesu i u jiz diive negativnich testl a lze si také povSimnout, Ze screeningovy test je po
neutralizaci uz negativni. Jelikoz byl LA NormR, R pfed adsorpci negativni, tak se
konfirmace neindikovala.

U pacienta €. 20-4045 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 92,54 %.
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Tab. 2: Pacient ¢. 10-4094

Pacient & 10-4094 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,06 APTT-FS, R 0,95
APTT-FS, sec 24,60 APTT-FS, sec 21,90
RivaHLRT, ng/l 283,50 RivaHLRT, ng/l 11,10
LA scr, sec 54,50 LA scr, sec 27,70
LA scr, R 1,75 LA scr, R 0,89
LA konf, sec 52,80 LA konf, sec /
LA konf, R 1,65 LA konf, R /
LA NormR, R 1,06 LA NormR, R /
APTT LA, sec 33,20 APTT LA, sec 32,30
APTT LA, R 1,09 APTT LA, R 0,99

V testu pted neutralizaci u pacienta ¢. 10-4094 byly vysledky testti LA scr, R a LA
konf, R prodlouzeny. OvSem hladina LA NormR, R je pfed adsorpci 1,06 a pomér
screeningového testu LA je po adsorpci 0,89, coz znaci negativni vysledek, a z tohoto
diavodu také nebyla indikovana konfirmace po adsorpci. Po neutralizaci DOAC doslo
k vyznamnému poklesu Cast testu LA scr, R. Také si 1ze povSimnout vyznamného rozdilu
hladin rivaroxabanu pted a po adsorpci. Doslo k témé&f 26nasobnému vyvazani inhibitoru.

U pacienta ¢. 10-4094 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 96,09 %.

Tab. 3: Pacient ¢. 9-4128

Pacient & 9-4128 |

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 0,97 APTT-FS, R 0,91

APTT-FS, sec 22,50 APTT-FS, sec 21,60
RivaHLRT, pg/l 252,40 RivaHLRT, pg/l 10,30
LA scr, sec 61,70 LA scr, sec 34,60
LA scr, R 1,98 LA scr, R 1,11

LA Kkonf, sec 55,10 LA konf, sec 32,70
LA konf, R 1,72 LA konf, R 1,02

LA NormR, R 1,15 LA NormR, R 1,09

APTT LA, sec 30,60 APTT LA, sec 30,08
APTT LA, R 1,00 APTT LA, R 0,97

Pacient ¢. 9-4128 ma pted adsorpci vysoké hodnoty RivaHLRT, 252,4 ng/l. Toto
Cislo pouze ukazuje na pfitomnost piimého inhibitoru v téle pacienta, konkrétné

rivaroxabanu. U takto vySSich hodnot 1ze pfedpokladat, Ze pacient uzil 1€k chvili pred
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odbérem, jelikoz maximalni plazmatické koncentrace ptimych inhibitort se pohybuji od
2—4 hodin po poziti.

Hodnoty testti LA scr, R a LA konf, R jsou pied adsorpci t€Z zvySeny, ale hodnota
LA NormR, R pfed neutralizaci je 1,15, coz vylucuje pfitomnost LA. Po nasledném
vyvazani pifimého inhibitoru doslo k poklesu hladin u vSech zminénych testl, a proto
muzeme u pacienta €. 9-4128 potvrdit nepfitomnost protilatek LA.

U pacienta €. 9-4128 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 95,92 %.

Tab. 4: Pacient ¢. 6-4139

Pacient & 6-4139 |

Pied neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,11 APTT-FS, R 0,92
APTT-FS, sec 25,70 APTT-FS, sec 21,80
RivaHLRT, pg/l 193,70 RivaHLRT, ng/l 9,60
LA scr, sec 62,70 LA scr, sec 27,90
LA scr, R 2,01 LA scr, R 0,89
LA konf, sec 47,90 LA konf, sec 29,70
LA konf, R 1,50 LA konf, R 0,93
LA NormR, R 1,34 LA NormR, R 0,96
APTT LA, sec 29,30 APTT LA, sec 28,50
APTT LA, R 0,96 APTT LA, R 0,89

Pacient ¢. 6-4139 ma pted neutralizaci zvySené hodnoty LA NormR, R, které by
mohly falesné pozitivn€ potvrdit pfitomnost protilatek LA. Jsou také zvySené hodnoty
LA scr, R a LA konf, R. Vysledky poméri APTT-FS, R a APTT LA, R jsou pied adsorpci
v mezich normy.

Po provedeni neutralizace DOAC-Stop tabletkami doslo ke sniZzeni hodnot vSech
testll na fyziologické rozmezi. Jelikoz nejsou po adsorpci zvySené hodnoty LA NormR,
Rnad 1,2, tak byla pfitomnost protilatek LA vyloucena. Pacient byl 1é¢en rivaroxabanem.

U pacienta €. 6-4139 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 95,04 %.
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Tab. 5: Pacient ¢. 9-4176

Pacient €. 9-4176

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,55 APTT-FS, R 1,02
APTT-FS, sec 35,70 APTT-FS, sec 24,20
RivaHLRT, ng/l 6,20 RivaHLRT, pg/l /
DTI Dabi, pg/l 149,90 DTI Dabi, pg/l 0,00
LA scr, sec 96,20 LA scr, sec 33,60
LA scr, R 3,08 LA scr, R 1,08
LA konf, sec 66,70 LA konf, sec 35,40
LA konf, R 2,08 LA konf, R 1,11
LA NormR, R 1,48 LA NormR, R 0,97
APTT LA, sec 43,30 APTT LA, sec 33,30
APTT LA, R 1,42 APTT LA, R 1,04

Pted neutralizaci se pacient ¢. 9-4176 jevi jako pozitivni, jelikoz hladina LA
NormR, R je 1,48 a poméry ostatnich testii jsou také prodlouzené. Po provedeni
neutralizace doslo ke zkraceni ¢ast a hladina LA NormR, R klesla na 0,97, coz maze byt
oznaceno jako negativni vysledek pro ptfitomnost protilatek LA. V piipad¢ pretrvani
pozitivity by byly nasledné provedeny testy podle metodiky CHS.

Jako prvni test na pfimy inhibitor byly pouzity reagencie na stanoveni
rivaroxabanu, jelikoz je to nej€astéji vyuzivany DOAC. Jelikoz byly hladiny pied
adsorpci nizké, byl proveden test na pfitomnost dabigatranu (DTI Dabi), coz se nasledné
potvrdilo. Pacient tedy uZiva ptimy inhibitor proti trombinu. Také je zajimavé, Ze u tohoto
pfimého inhibitoru doslo k Gplnému vyvazani z plazmy, a tudiz nemize dojit k zddnému
zkresleni vysledk.

U pacienta €. 9-4176 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 100 %.
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Tab. 6: Pacient ¢. 9-4195

Pacient & 9-4195 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,30 APTT-FS, R 0,87

APTT-FS, sec 30,00 APTT-FS, sec 20,60
RivaHLRT, ng/l 326,30 RivaHLRT, ng/l 4,60
LA scr, sec 145,90 LA scr, sec 46,30
LA scr, R 4,68 LA scr, R 1,48

LA konf, sec 81,10 LA konf, sec 38,80
LA konf, R 2,53 LA konf, R 1,21

LA NormR, R 1,85 LA NormR, R 1,25

APTT LA, sec 49,80 APTT LA, sec 37,90
APTT LA, R 1,63 APTT LA, R 1,19

U pacienta €. 9-4195 jsou velmi vysoké hodnoty u vSech testt, které byly provedeny
pred neutralizaci. LA NormR, R je 1,85, coz by mohlo znalit pozitivni vysledek.
Nasledné byla provedena neutralizace, kdy doslo k vyvéazani velkého mnozstvi ptimého
inhibitoru, rivaroxabanu. Hodnota klesla z 326,3 pg/l na 4,6 pg/l. OvSem hodnota LA
NormR, R ziistava nad hranici 1,2. I pfesto, Ze je tato hodnota na dolni hranici, tak je
tento pacient oznacen jako hrani¢né pozitivni pro pfitomnost protilatek LA.

Pti hrani¢né pozitivnich vysledcich byva osetiujicimu 1ékafi doporuc¢eno opakovat
vySetieni LA s odstupem minimaln€ 12 tydnd. ZvySené hodnoty normalizovaného
poméru mohou byt zplsobeny i probihajicim onemocnénim, které neni nijak spojeno
s antifosfolipidovym syndromem, jelikoZ dochézi ke zvySeni hladin u vSech protilatek v
téle, vCetné€ LA.

U pacienta ¢. 9-4195 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 98,59 %.
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Tab. 7: Pacient ¢. 21-4107

Pacient & 21-4107 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,27 APTT-FS, R 0,89
APTT-FS, sec 29,40 APTT-FS, sec 20,50
DTI Dabi, pg/l 186,70 DTI Dabi, pg/l 15,60
LA scr, sec 148,70 LA scr, sec 41,60
LA scr, R 4,44 LA scr, R 1,24
LA konf, sec 85,00 LA konf, sec 35,70
LA konf, R 2,66 LA konf, R 1,12
LA NormR, R 1,67 LA NormR, R 1,11
APTT LA, sec 37,80 APTT LA, sec 27,20
APTT LA, R 1,28 APTT LA, R 0,92

U pacienta ¢. 21-4107 jsou zvysené hodnoty testit APTT citlivych i necitlivych na
LA pted adsorpci. Poméry LA scr, R a LA konf, R jsou také vyssi oproti fyziologickym
neutralizaci 1,67, coz mlize znadit pritomnost protilatek LA. Po provedeni neutralizace
doslo k poklesu u vSech stanovovanych testi a LA NormR, R klesl pod hranici pozitivity
na 1,11. U tohoto pacienta tedy mizZeme vyloucit protilatky LA. Pacient byl lécen
dabigatranem.

U pacienta €. 21-4107 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 91,64 %.

Tab. 8: Pacient ¢. 25-4158

Pacient & 25-4158 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,94 APTT-FS, R 1,02
APTT-FS, sec 44,70 APTT-FS, sec 23,50
RivaHLRT, pg/l 739,70 RivaHLRT, pg/l 18,40
LA scr, sec 148,80 LA scr, sec 38,50
LA scr, R 4.44 LA scr, R 1,15
LA Kkonf, sec 92,30 LA konf, sec 33,50
LA konf, R 2,88 LA konf, R 1,05
LA NormR, R 1,54 LA NormR, R 1,10
APTT LA, sec 51,50 APTT LA, sec 31,90
APTT LA, R 1,75 APTT LA, R 1,08

Pacient ¢. 25-4158 uziva jako pfimy inhibitor rivaroxaban a lze vidét, Ze hodnota

pfed neutralizaci byla 739,7 pg/l a po neutralizaci 18,4 pg/l. Doslo tedy k téméf
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40nasobnému vyvazani inhibitoru. Pokud by se neprovedla neutralizace ptfimych
inhibitorti, mohlo by dojit k mylnému oznaceni vysledkt jako faleSné€ pozitivnich.

Hodnota LA NormR, R je pfed pfidavkem DOAC-Stop tablet 1,54, coz by vedlo
k potvrzeni protilatek LA v téle pacienta. Kromé LA NormR, R jsou také zvysSené testy
APTT citlivé i necitlivé na ptitomnost LA. Vysoké poméry jsou i u testii LA scr, R a LA
konf, R. Po provedeni neutralizace doslo k poklesu hladin u vSech testd na fyziologické
rozmezi, tedy 0,8—1,2 a byla vyloucena pfitomnost protilatek LA.

U pacienta €. 25-4158 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 97,51 %.

Tab. 9: Pacient ¢. 23-4090

Pacient & 23-4090 |

Pied neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,06 APTT-FS, R 0,85
APTT-FS, sec 24,60 APTT-FS, sec 19,70
RivaHLRT, ng/l 184,30 RivaHLRT, ng/l 9,20
LA scr, sec 80,00 LA scr, sec 37,50
LA scr, R 2,39 LA scr, R 1,12
LA konf, sec 54,00 LA konf, sec 32,60
LA konf, R 1,69 LA konf, R 1,02
LA NormR, R 1,41 LA NormR, R 1,10
APTT LA, sec 33,90 APTT LA, sec 28,00
APTT LA, R 1,15 APTT LA, R 0,95

Pacient ¢. 23-4090 ma zvySené poméry testi LA scr, R a La konf, R, ale hodnoty
tesi APTT-FS, R a APTT LA, R jsou negativni. Vysledek LA NormR, R je pted
neutralizaci 1,41, coz by bez vyvazani pfimého inhibitoru vedlo k potvrzeni falesné
pozitivity na pfitomnost protilatek LA.

Po provedeni neutralizace pomoci DOAC-Stop tabletek doslo k vyvazani pfimého
inhibitoru, rivaroxabanu, z 184,3 pg/l na 9,2 pg/l, ¢imZz se limituje chybné urceni
diagnozy. Poméry screeningovych a konfirmacnich testl klesy na fyziologickou hladinu
a hodnota LA NormR, R klesla na 1,1, coz vylu€uje pfitomnost protilatek LA.

U pacienta €. 23-4090 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 95,01 %.
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Tab. 10: Pacient ¢. 23-4069

Pacient &. 23-4069 |

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,90 APTT-FS, R 1,13
APTT-FS, sec 44,00 APTT-FS, sec 26,00
DTI Dabi, pg/l 204,20 DTI Dabi, pg/l 25,90
LA scr, sec 97,50 LA scr, sec 33,00
LA scr, R 2,91 LA scr, R 0,99
LA konf, sec 79,40 LA Kkonf, sec 33,60
LA konf, R 2,48 LA konf, R 1,05
LA NormR, R 1,17 LA NormR, R 0,94
APTT LA, sec 51,00 APTT LA, sec 31,70
APTT LA, R 1,73 APTT LA, R 1,07

U pacienta ¢. 23-4069 jsou pied neutralizaci zvySené hladiny testi APTT citlivé
1 necitlivé na pritomnost LA. Nad fyziologické rozmezi jsou také poméry testit LA scr, R
hranici pozitivity, a proto se miize vyloucit ptitomnost protildtek LA uz pied provedenim
adsorpce.

Po vyvazani pfimého inhibitoru doslo k poklesu hodnot u v§ech provedenych test
a nepfitomnost protilatek se potvrdila. Pacient pouZiva jako pfimy inhibitor proti
trombinu, dabigatran. Lze vidét, ze po provedeni neutralizace sice doSlo k vyvazani
vétSiny inhibitoru, ale ¢islo je stale vyssi, 25,9 pg/l. Neni jisté, pro¢ zde nedoslo k vétSimu
vyvazani 1éCiva. Jedna z moznosti je, Ze nedoslo k dostate¢né inkubaci vzorku pacienta
s DOAC-Stop tabletkami.

U pacienta €. 23-4069 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 87,32 %.
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Tab. 11: Pacient ¢. 24-4082

Pacient & 24-4082 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,05 APTT-FS, R 1,00
APTT-FS, sec 24,20 APTT-FS, sec 23,10
RivaHLRT, ng/l 38,40 RivaHLRT, ng/l 8,40
LA scr, sec 48,10 LA scr, sec 36,90
LA scr, R 1,44 LA scr, R 1,10
LA konf, sec 39,70 LA konf, sec 32,90
LA konf, R 1,24 LA konf, R 1,03
LA NormR, R 1,16 LA NormR, R 1,07
APTT LA, sec 27,90 APTT LA, sec 27,20
APTT LA, R 0,95 APTT LA, R 0,92

Hodnoty pfimého inhibitoru, rivaroxabanu, u tohoto pacienta, ¢. 24-4082, nebyly
pfed neutralizaci ptili§ vysoké. Aby se ale potvrdilo spravné fungovani tablet DOAC-
Stop byla provedena neutralizace a hodnota rivaroxabanu klesla z 38,4 pg/l na 8,4 pg/l.

Pomeéry testit APTT-FS, R a APTT LA, R jsou pfed neutralizaci negativni. Lehce
zvySené jsou hodnoty testli LA scr, R a LA konf, R. Hodnota LA NormR, R byla pted
pouzitim tablet DOAC-Stop 1,16, coZ je hrani¢né negativni vysledek. Provedenim
neutralizace byly pivodni hladiny testi LA scr, R a LA konf, R sniZeny na fyziologické
rozmezi a hodnota LA NormR, R klesla na 1,07. Neptitomnost protilatek byla tedy
provedenim neutralizace potvrzena.

U pacienta €. 24-4082 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 78,12 %.

Tab. 12: Pacient ¢. 5-358

Pacient ¢. 5-358 ‘

Pied neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,02 APTT-FS, R 0,85
APTT-FS, sec 23,50 APTT-FS, sec 19,70
RivaHLRT, pg/l 151,40 RivaHLRT, pg/l 10,10
LA scr, sec 89,60 LA scr, sec 42,50
LA scr, R 2,67 LA scr, R 1,27
LA Kkonf, sec 54,20 LA konf, sec 33,00
LA konf, R 1,69 LA konf, R 1,03
LA NormR, R 1,58 LA NormR, R 1,23
APTT LA, sec 31,30 APTT LA, sec 27,90
APTT LA, R 1,06 APTT LA, R 0,95
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Pacient ¢. 5-358 ma zvysSené hodnoty pomérii u testii LA scr, R a LA konf, R.
Hodnoty pomért u testt APTT citlivych i1 necitlivych na LA jsou negativni. Pfed
provedenim neutralizace je také zvySeny pomér LA NormR, R, jehoz hodnota je 1,58.

Po vyvézani rivaroxabanu zlstava stale zvySena hladina LA scr, R, ale také LA
NormR, R, jejiz vysledek je 1,23. Takto slabé zvySené hodnoty mohou vést k potvrzeni
ptitomnosti protilatek LA, ale je tfeba ud€lat podrobnéjsi testy. OSetfujicimu Iékari je
posldna zpréva s informaci, aby byl pacient znovu zkontrolovan minimaln¢ po 12
tydnech. ZvySené hodnoty LA NormR, R mohou byt ale i pacientq, které prodé€lavaji jiné
onemocnéni, a z tohoto diivodu doslo ke zvySenym hladinam protilatek. Proto je dilezité,
aby byl pacient pribézné monitorovan a aby se ptipadna 1écba zahégjila v Cas.

U pacienta €. 5-358 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 93,33 %.

Tab. 13: Pacient ¢. 11-4048

Pacient & 11-4048 |

Pied neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,26 APTT-FS, R 1,12
APTT-FS, sec 29,20 APTT-FS, sec 25,90
RivaHLRT, ng/l 138,90 RivaHLRT, ng/l 18,10
LA scr, sec 57,60 LA scr, sec 33,40
LA scr, R 1,72 LA scr, R 1,00
LA konf, sec 48,50 LA konf, sec 32,70
LA konf, R 1,52 LA konf, R 1,02
LA NormR, R 1,13 LA NormR, R 0,98
APTT LA, sec 33,10 APTT LA, sec 30,50
APTT LA, R 1,12 APTT LA, R 1,03

Pacient ¢. 11-4048 ma pied neutralizaci zvySené hodnoty APTT-FS, R, LA scr, R
a LA konf, R. Hodnoty testit APTT LA, R, a hlavné LA NormR, R jsou negativni, coz
vylucuje ptitomnost protilatek.

Po vyvazani ptfimého inhibitoru, rivaroxabanu, doslo k poklesu u vsech jiz vyse
zminénych testll. Hladina LA NormR, R je po adsorpci 0,98 a tudiz se mlze potvrdit
neptitomnost protilatek LA.

I u tohoto pacienta si lze v§imnout, Ze sice doSlo k vyvazani piimého inhibitoru,
hodnota klesla z 138,9 ng/l na 18,1 pg/l, ale hodnota po neutralizaci by mohla byt nizsi.

U pacienta €. 11-4048 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 86,97 %.
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Tab. 14: Pacient ¢. 14-4036

Pacient &. 14-4036 |

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,00 APTT-FS, R 1,03

APTT-FS, sec 23,10 APTT-FS, sec 23,80
RivaHLRT, pg/l 80,90 RivaHLRT, ng/l 11,60
LA scr, sec 46,10 LA scr, sec 38,70
LA scr, R 1,38 LA scr, R 1,16

LA konf, sec 39,90 LA konf, sec 34,90
LA konf, R 1,25 LA konf, R 1,09

LA NormR, R 1,10 LA NormR, R 1,06

APTT LA, sec 30,30 APTT LA, sec 29,90
APTT LA, R 1,03 APTT LA, R 1,01

Pacient ¢. 14-4036 ma pred neutralizaci negativni vysledky testdi APTT-FS, R,
APTT LA, R, a pfedevsim LA NormR, R, ktera vylucuje pfitomnost protilatek na LA.
Mirné jsou zvysSené hodnoty pomeéri screeningovych a konfirmac¢nich. Po provedeni
adsorpce doslo ke snizeni hodnot u vSech testli na fyziologické rozmezi, a tudiz je
vyloucena piitomnost protilatek.

Hodnoty rivaroxabanu, stejné jako u pfedchoziho vzorku, jsou i po neutralizaci
vysSi.

U pacienta €. 14-4036 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 85,66 %.

Tab. 15: Pacient ¢. 10-408

Pacient &. 10-408 |

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 0,88 APTT-FS, R 0,93
APTT-FS, sec 20,40 APTT-FS, sec 21,50
RivaHLRT, ng/l 18,00 RivaHLRT, ng/l 9,70
LA scr, sec 40,70 LA scr, sec 37,00
LA scr, R 1,21 LA scr, R 1,10
LA konf, sec 34,10 LA konf, sec 33,00
LA konf, R 1,07 LA konf, R 1,03
LA NormR, R 1,13 LA NormR, R 1,07
APTT LA, sec 27,70 APTT LA, sec 27,70
APTT LA, R 0,94 APTT LA, R 0,94

Hodnoty vSech testi jsou u pacienta ¢. 10-408 pied neutralizaci

negativni. Lehce je zvySen pouze pomér LA scr, R, jelikoz obsahuje malé mnozstvi
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fosfolipidii. Z téchto vysledkl lze vyloucit pfitomnost protilatek LA. Po provedeni
adsorpce byla nepfitomnost protilatek potvrzena. Doslo i poklesu u ptivodné zvySeného
screeningového testu.

Hodnoty APTT citlivych 1 necitlivych na LA jsou po neutralizaci stejné nebo
vys$si nez pred adsorpci. Toto miize byt zpisobeno dlouhym c¢ekéni mezi jednotlivymi
analyzami nebo také tim, Ze se pracuje se zamrazenymi vzorky a hodnoty v jednotlivych
alikvotech nemusi byt stejné. Piimy inhibitor, rivaroxaban, byl vyvazan pouze
z poloviny.

U pacienta ¢. 10-408 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 46,11 %.

Tab. 16: Pacient ¢. 4-4073

Pacient &. 4-4073 |

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,35 APTT-FS, R 0,97

APTT-FS, sec 31,20 APTT-FS, sec 22,30
RivaHLRT, ng/l 331,00 RivaHLRT, ng/l 8,80

LA scr, sec 101,50 LA scr, sec 36,80
LA scr, R 3,03 LA scr, R 1,10

LA konf, sec 67,60 LA konf, sec 32,20
LA konf, R 2,11 LA konf, R 1,01

LA NormR, R 1,44 LA NormR, R 1,09

APTT LA, sec 34,80 APTT LA, sec 27,50
APTT LA, R 1,18 APTT LA, R 0,93

U pacienta ¢. 4-4073 jsou pred vyvazanim piimého inhibitoru zvysSené hodnoty
pomérit APTT-FS, R LA scr, R a LA konf, R. Normalizovany pom¢r je pied adsorpci
1,44, coz by bez vyvazani vedlo k potvrzeni faleSné pozitivniho vysledku. Po provedeni
neutralizace doSlo k poklesu hladin u vSech testli véetné LA NormR, R. Jeho hladina je
po adsorpci 1,09, tudiz maze byt pfitomnost protilatek LA vyloucena.

Také doSlo k velkému vyvéazani pfimého inhibitoru, rivaroxabanu, za vyuziti
DOAC-Stop tablet, kdy hladina pfed neutralizaci byla 331,0 pg/l, a po adsorpci klesla na
8,8 ng/l.

U pacienta €. 4-4073 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 97,34 %.
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Tab. 17: Pacient ¢. 3-4027

Pacient &. 3-4027 |

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,06 APTT-FS, R 0,96
APTT-FS, sec 24,40 APTT-FS, sec 22,20
RivaHLRT, ng/l 79,00 RivaHLRT, pg/l 12,20
LA scr, sec 55,20 LA scr, sec 35,00
LA scr, R 1,65 LA scr, R 1,04
LA konf, sec 42,90 LA konf, sec 30,80
LA konf, R 1,34 LA konf, R 0,96
LA NormR, R 1,23 LA NormR, R 1,08
APTT LA, sec 29,60 APTT LA, sec 27,90
APTT LA, R 1,00 APTT LA, R 0,95

U pacienta ¢. 3-4027 lze pozorovat lehce zvySené hodnoty testi LA scr, R a LA
konf, R pred neutralizaci. Vys$si hodnoty jsou také u LA NormR, R, ktera je 1,23. Stejné
jako u ptedchoziho pacienta by mylné¢ mohlo dojit k potvrzeni falesné pozitivity na
ptitomnost protildtek LA. OvSem po provedeni neutralizace je hodnota normalizovaného
poméru 1,08 a u pacienta byl vyloucen vyskyt protilatek. Screeningové a konfirmaéni
testy jsou po adsorpci také negativni.

Hodnoty ptimého inhibitoru, rivaroxabanu, byly po neutralizaci 12,20 pg/l.

U pacienta €. 3-4027 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 84,56 %.

Tab. 18: Pacient ¢. 2-0050

Pacient ¢. 2-0050

Pied neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,75 APTT-FS, R 1,16
APTT-FS, sec 38,80 APTT-FS, sec 25,70
RivaHLRT, pg/l 263,10 RivaHLRT, ng/l 10,50
LA scr, sec 85,50 LA scr, sec 35,10
LA scr, R 2,50 LA scr, R 1,03
LA Kkonf, sec 62,90 LA konf, sec 34,10
LA konf, R 1,97 LA konf, R 1,07
LA NormR, R 1,27 LA NormR, R 0,96
APTT LA, sec 41,50 APTT LA, sec 31,10
APTT LA, R 1,41 APTT LA, R 1,04
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Pacient ¢. 2-0050 méa zvySené hodnoty APTT-FS, R a APTT LA, R pied
provedenim neutralizace. Jsou také zvySené poméry screeningového a konfirmaéniho
testu. Pozitivni je také normalizovany pomér, ktery mize ukazovat na piitomnost LA.

Po vyvéazéani ptimého inhibitoru ze vzorku doslo k poklesu hodnot u vsech vyse
zminénych testl. LA NormR, R je po neutralizaci 0,96, coz u tohoto pacienta vylucuje
pfitomnost protilatek.

Pivodni hladina pfimého inhibitoru, rivaroxabanu, byla 263,1 ug/l, a po adsorpci
klesla hladina na 10,5 ug/l. Doslo tedy k 26nasobnému vyvazani inhibitoru.

U pacienta ¢. 2-0050 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 96,01 %.

Tab. 19: Pacient ¢. 4-4114

Pacient ¢. 4-4114

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 0,93 APTT-FS, R 0,91

APTT-FS, sec 20,60 APTT-FS, sec 20,10
RivaHLRT, ng/l 265,50 RivaHLRT, pg/l 8,90
LA scr, sec 60,10 LA scr, sec 37,00
LA scr, R 1,76 LA scr, R 1,08

LA Kkonf, sec 42,40 LA Kkonf, sec 29,50
LA konf, R 1,33 LA konf, R 0,92

LA NormR, R 1,32 LA NormR, R 1,17
APTT LA, sec 30,00 APTT LA, sec 28,60
APTT LA, R 1,00 APTT LA, R 0,95

U pacienta €. 4-4114 si 1ze pov§imnout, Ze provedené testy APTT, citlivé i necitlivé
na pfitomnost LA, byly pfed neutralizaci negativni. VyS§si poméry byly u testl LA scr, R
a LA konf, R. Jako pozitivni se také jevil vysledek normalizovaného poméru, ktery byl
pfed vyvazéanim inhibitoru 1,32.

Po adsorpci doslo ke sniZzeni hladin poméra screeningového a konfirmacéniho testu.
LA NormR, R klesl na 1,17, ¢imZ by se méla vyloucit pfitomnost protilatek. OvSem
takovy vysledek je hrani¢né€ negativni, a z divodu prevence by mél oSettujici 1¢kar
pacienta poslat na kontrolu minimélné po 12 tydnech, aby se nepfitomnost protilatek

potvrdila.
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Stejné jako u predchozich pacientdl, i zde jsou vysoké hodnoty rivaroxabanu pied
neutralizaci, 265,5 pg/l. Po vyvézani inhibitoru pomoci DOAC-Stop tabletek doslo
k 29nasobnému vyvazani a hodnoty rivaroxabanu klesly na 8,9 pg/l.

U pacienta €. 4-4114 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 96,65 %.

Tab. 20: Pacient ¢. 12-4065

Pacient ¢. 12-4065

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 3,92 APTT-FS, R 1,00

APTT-FS, sec 87,00 APTT-FS, sec 22,10
DTI Dabi, pg/l 510,00 DTI Dabi, pg/l 20,90
LA scr, sec 214,30 LA scr, sec 32,80
LA scr, R 6,27 LA scr, R 0,96

LA konf, sec 190,20 LA konf, sec 35,50
LA konf, R 5,94 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,06 LA NormR, R 0,86

APTT LA, sec 90,20 APTT LA, sec 28,70
APTT LA, R 3,01 APTT LA, R 0,96

Zde, u pacienta ¢. 12-4065 si Ize vSimnout vysokych pomért u testt APTT citlivych
1 necitlivych na LA. Vysoké hodnoty jsou u pomért screeningovych a konfirmacnich
testd. Velmi vysoké Cislo je také u pfimého inhibitoru, dabigatranu, 510 pg/l. Takto
vysoké hodnoty mohou byt zplisobené tim, Ze pacient Sel na odbér chvili potom, co uzil
1€k. Nejvyssi hladiny pfimych inhibitord 1ze métit béhem 2—4 hodin po poziti. Z tohoto
ditvodu mohou byt prodlouZené i ostatni testy, oproti fyziologicky zdravym pacientim.
Ovsem hladina normalizovaného poméru je pted vyvazanim inhibitoru 1,06, coZ vylucuje
pfitomnost protilatek LA.

Po provedeni neutralizace 1ze vidét znacny pokles u vSech provadénych testl, kdy
se vysledky dostaly az na fyziologické rozmezi. LA NormR, R klesl jesté vice, na 0,86,
¢imz se potvrdila nepfitomnost protilatek. Také si lze povSimnout velkého rozdilu
koncentraci dabigatranu pfed a po neutralizaci, kdy doSlo k témét 25nasobnému
vyvazani.

U pacienta €. 12-4065 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 95,90 %.
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Tab. 21: Pacient ¢. 28-4094

Pacient ¢. 28-4094

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 2,19 APTT-FS, R 1,18
APTT-FS, sec 48,60 APTT-FS, sec 26,10
DTI Dabi, pg/l 92,00 DTI Dabi, pg/l 16,00
LA scr, sec 67,00 LA scr, sec 40,50
LA scr, R 1,96 LA scr, R 1,18
LA konf, sec 64,90 LA konf, sec 39,80
LA konf, R 2,03 LA konf, R 1,24
LA NormR, R 0,97 LA NormR, R 0,95
APTT LA, sec 51,90 APTT LA, sec 37,70
APTT LA, R 1,73 APTT LA, R 1,26

Pacient ¢. 28-4094 ma pted neutralizaci zvySené poméry u testt APTT-FS, R,
APTT LA, R, LA scr, R a LA konf, R. OvSem normalizovany pomér je negativni, a tudiz
lze vyloucit pfitomnost protilatek LA uz pted adsorpci.

Po vyvéazéni ptimého inhibitoru doSlo k poklesu u dvou zminénych testi na
fyziologické rozmezi, a to u APTT necitlivého na LA a u screeningového testu.
Konfirmaéni test a APTT citlivy na LA zistavaji po neutralizaci lehce nad hladinou
fyziologickych hodnot. LA NormR, R ziistava i po adsorpci stile negativni, takze lze
vyloucit protilatky LA.

U ptimého inhibitoru, dabigatranu, doslo pouze k necelému 6nasobnému vyvazani.
Toto mlzZe byt zplsobeno kratkou dobou inkubace DOAC-Stop tabletek ve vzorku
pacienta.

U pacienta €. 28-4094 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 82,61 %.
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Tab. 22: Pacient ¢. 26-0083

Pacient ¢. 26-0083

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,66 APTT-FS, R 1,04
APTT-FS, sec 36,90 APTT-FS, sec 23,00
DTI Dabi, pg/l 226,00 DTI Dabi, pg/l 15,10
LA scr, sec 98,60 LA scr, sec 37,00
LA scr, R 2,88 LA scr, R 1,08
LA konf, sec 93,20 LA konf, sec 37,10
LA konf, R 291 LA konf, R 1,16
LA NormR, R 0,99 LA NormR, R 0,93
APTT LA, sec 41,10 APTT LA, sec 29,10
APTT LA, R 1,37 APTT LA, R 0,97

U pacienta ¢. 26-0083 jsou zvysené poméry u testd APTT citlivych i necitlivych na
ptitomnost LA. Vyssi hladiny jsou také u pomért screeningového a konfirmacniho testu
pted neutralizaci. I pfes vSechny pozitivni hodnoty testll zistava LA NormR, R na hladiné
0,99, coz znamena, ze LA protilatky nejsou pfitomné.

Po adsorpci klesly vSechny hodnoty provedenych testd pod hranici pozitivity
a hodnota normalizovaného poméru se snizila na 0,93, ¢imz se muze potvrdit
nepiitomnost protilatek LA.

Koncentrace dabigatranu klesla z 226 pg/l na 15,1 pg/l. U pacienta ¢. 26-0083 je
procentualni pokles vyvazaného DOAC 93,32 %.

Tab. 23: Pacient ¢. 5-4001

Pacient ¢. 5-4001

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,72 APTT-FS, R 1,32

APTT-FS, sec 38,10 APTT-FS, sec 29,30
DTI Dabi, pg/l 48,70 DTI Dabi, pg/l 11,10
LA scr, sec 70,20 LA scr, sec 37,20
LA scr, R 2,05 LA scr, R 1,09

LA Kkonf, sec 55,20 LA Kkonf, sec 35,50
LA konf, R 1,73 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,18 LA NormR, R 0,98
APTT LA, sec 43,40 APTT LA, sec 34,20
APTT LA, R 1,45 APTT LA, R 1,14
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Pacient ¢. 5-4001 ma zvySené hodnoty poméri u testit APTT citlivych i necitlivych
na pifitomnost LA, screeningovych a konfirmacnich testd. LA NormR, R je 1,18, coz je
hrani¢né negativni vysledek a bez vyvazani ptimého inhibitoru by mohl byt tento pacient
myln¢ testovan pro pifitomnost LA. JelikoZ hodnota normalizovaného poméru po
neutralizaci je 0,98, a tudiz Ize vyloucit pfitomnost protilatek.

Po adsorpci doslo také k poklesu pomérd u vSech ptredchozich test, kromé
APTT-FS, R, u n¢hoz ziistava hodnota lehce zvysSena. Pfimy inhibitor, dabigatran, byl
vyvazan pouze 4nasobné.

U pacienta ¢. 5-4001 je procentualni pokles vyvazaného DOAC
77,21 %.

Tab. 24: Pacient ¢. 4-415

Pacient ¢. 4-415

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 3,63 APTT-FS, R 1,33
APTT-FS, sec 80,60 APTT-FS, sec 29,60
DTI Dabi, pg/l 470,30 [DTI Dabi, pg/l 10,20
LA scr, sec 208,60 LA scr, sec 37,70
LA scr, R 6,10 LA scr, R 1,10
LA Kkonf, sec 141,50 LA konf, sec 36,00
LA konf, R 4,42 LA konf, R 1,13
LA NormR, R 1,38 LA NormR, R 0,97
APTT LA, sec 87,00 APTT LA, sec 35,00
APTT LA, R 2,90 APTT LA, R 1,17

Pacient ¢. 4-415 ma velmi vysoké poméry u testi APTT-FS, R, LA scr, R, LA konf,
R a APTT LA, R. ZvySenym pomérim také odpovidaji prodlouzené cCasy. Pred
neutralizaci je velmi vysokd koncentrace pfimého inhibitoru, dabigatranu, ktera je
470,3 pg/l. Takto vysokd koncentrace miize byt zplisobena tim, ze pacient poziel 1¢k 2—4
hodiny ptedtim, nez mu byl proveden odbér, jelikoZ v tomto ¢asovém rozmezi nastava
nejvyssi plazmatickd koncentrace inhibitor. Toto miZe byt také diivod prodlouZenych
¢ast a vysokych hladin pomérti u vSech provedenych testl. I vysledek normalizovaného
pomeéru je pred adsorpci pozitivni a bez vyvazani ptfimého inhibitoru by mohlo dojit

k potvrzeni falesné pozitivity na pfitomnost LA protilatek.
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Po neutralizaci doslo ke snizeni hladin pomért u screeningového, konfirma¢niho
1 APTT testu citlivého na pfitomnost LA. Jenom test APTT necitlivy na LA zlstava lehce
nad fyziologickym rozmezim. LA NormR, R je po vyvazani inhibitoru 0,97, a proto miize
byt vyloucena pfitomnost protilatek LA.

U tohoto pacienta také doslo k velmi vyraznému vyvazani dabigatranu, z 470,3 pg/l
na 10,2 pg/l.

U pacienta €. 4-415 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 97,83 %.

Tab. 25: Pacient ¢. 2-212

Pacient ¢. 2-212

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,64 APTT-FS, R 1,06
APTT-FS, sec 36,40 APTT-FS, sec 23,60
DTI Dabi, pg/l 109,90 DTI Dabi, pg/l 6,20
LA scr, sec 91,60 LA scr, sec 35,10
LA scr, R 2,68 LA scr, R 1,03

LA konf, sec 69,20 LA konf, sec 35,60
LA konf, R 2,16 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,24 LA NormR, R 0,93

APTT LA, sec 44,40 APTT LA, sec 30,20
APTT LA, R 1,48 APTT LA, R 1,01

Pacient ¢. 2-212 ma pted neutralizaci zvySené hladiny APTT testu citlivého
1 necitlivého na ptfitomnost LA. Pted adsorpci jsou také vyssi poméry u screeningového
a konfirmacniho testu. LA NormR, R je 1,24, coZ by bez vyvazani ptimého inhibitoru
mohlo vést k faleSné pozitivni diagndze na pfitomnost protilatek LA.

Po adsorpci doslo ke snizeni poméri u vSech provedenych testi vcetné
normalizovaného poméru. Vyskyt LA protilatek byl tedy vyloucen.

Koncentrace dabigatranu pted neutralizaci byla 109,9 pg/l a po adsorpci klesla na
6,2 ng/l. Inkubace DOAC-Stop tabletek byla ve vzorku tohoto pacienta dostatecna.

U pacienta €. 2-212 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 94,36 %.
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Tab. 26: Pacient ¢. 2-492

Pacient ¢. 2-492

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 2,37 APTT-FS, R 1,06

APTT-FS, sec 52,60 APTT-FS, sec 23,60
DTI Dabi, pg/l 304,40 DTI Dabi, pg/l 9,40

LA scr, sec 153,70 LA scr, sec 34,60
LA scr, R 4.49 LA scr, R 1,01

LA konf, sec 110,80 LA konf, sec 35,40
LA konf, R 3,46 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,30 LA NormR, R 0,91

APTT LA, sec 60,80 APTT LA, sec 30,80
APTT LA, R 2,03 APTT LA, R 1,03

U pacienta ¢. 2-492 si lze povSimnout pomérn¢ vysokych hodnot poméri, jak
utestt APTT citlivych i necitlivych na pfitomnost LA, tak i u screeningovych
a konfirmacnich test. I LA NormR, R je pted neutralizaci 1,3, coz by mohlo mylIné vést
k potvrzeni ptitomnosti protilatek LA, pokud by nedoslo k vyvazani pfimého inhibitoru.
Po adsorpci doslo k poklesu poméra u vSech provedenych testl na fyziologické rozmezi.
Hladina normalizovaného poméru je po neutralizaci 0,91, a tudiz se miize vyloucit
pfitomnost protilatek LA.

Koncentrace dabigatranu pied adsorpci byla 304,4 ng/l, a po vyvazani inhibitoru
byla koncentrace 9,4 ng/l.

U pacienta €. 2-492 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 96,91 %.
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Tab. 27: Pacient ¢. 4-365

Pacient ¢. 4-365

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 2,77 APTT-FS, R 1,33

APTT-FS, sec 61,50 APTT-FS, sec 29,50
DTI Dabi, pg/l 247,20 DTI Dabi, pg/l 9,40

LA scr, sec 162,20 LA scr, sec 37,90
LA scr, R 4,74 LA scr, R 1,11

LA konf, sec 103,30 LA konf, sec 36,10
LA konf, R 3,23 LA konf, R 1,13

LA NormR, R 1,47 LA NormR, R 0,98
APTT LA, sec 65,50 APTT LA, sec 34,20
APTT LA, R 2,18 APTT LA, R 1,14

Ptfed vyvazanim pfimého inhibitoru ma pacient ¢. 4-365 zvySené poméry testll
APTT citlivého i necitlivého na pfitomnost LA. Vysoké jsou také poméry u testd LA scr,
R a LA konf, R. Normalizovany pomér je pted neutralizaci 1,47, coz by bez vyvazani
inhibitoru mohlo vést k falesné€ pozitivnim vysledkim.

Po adsorpci klesly hodnoty poméri screeningového a konfirmacéniho testu na
fyziologické rozmezi. APTT LA, R také klesl na hodnotu 1,14, ale APTT-FS, R ziistava
nadale lehce zvySen. LA NormR, R klesl po neutralizaci na 0,98, a tudiz miize byt
pfitomnost protilatek LA vyloucena.

Koncentrace dabigatranu klesla z 247,2 pg/l na 9,4 ng/l, takze se ptimy inhibitor
vyvazal 27krat.

U pacienta €. 4-365 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 96,20 %.
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Tab. 28: Pacient ¢. 22-4081

Pacient ¢. 22-4081

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,07 APTT-FS, R 1,19
APTT-FS, sec 23,80 APTT-FS, sec 26,50
ApixHLRT, pg/l 663,60 ApixHLRT, pg/l 33,40
LA scr, sec 58,80 LA scr, sec 56,40
LA scr, R 1,72 LA scr, R 1,65
LA konf, sec 44,00 LA konf, sec 44,00
LA konf, R 1,38 LA konf, R 1,38
LA NormR, R 1,25 LA NormR, R 1,20
APTT LA, sec 31,90 APTT LA, sec 33,90
APTT LA, R 1,06 APTT LA, R 1,13

Pacient ¢. 22-4081 ma pied neutralizaci zvySené hladiny pomért screeningového
a konfirmaéniho testu. Poméry APTT-FS, R a APTT LA, R zGstavaji v rdmci
fyziologickych hodnot. Normalizovany pomér je ptfed adsorpci 1,25, coz miize znacit
pritomnost protilatek LA. Také si 1ze pov§imnou, Ze pacient uziva apixaban (ApixHLRT)
namisto rivaroxabanu. Apixaban, stejné¢ jako rivaroxaban, je pfimy inhibitor, ktery
ovliviiuje aktivitu faktoru X. Koncentrace inhibitoru je pfed vyvazanim 663,6 ug/l.

Po provedeni neutralizace nedoSlo k zddnému poklesu u provedenych testil.
Naopak, u nékterych doslo k mirnému zvysSeni nebo poméry zlstavaji stejné. Takto lehce
zvySené hodnoty testli po neutralizaci, jako tomu je napiiklad APTT-FS, R jsou
zanedbatelné, jelikoz mezi neutralizaci mohlo dojit k vétsi casoveé prodleve, a tim mohl
byt vzorek ovlivnén. Hodnoty mohou byt také ovlivnény i zamrazovanim vzork.

Pozitivni zstava nadéle i normalizovany pomér. LA NormR, R je po adsorpci 1,2
a takovyto pacient je oznacen jako pozitivni. OSetfujicimu 1ékati je nasledné sdélen
vysledek s tim, Ze by se pacient mél dostavit na kontrolu minimélné za 12 tydnt, aby se
diagnéza potvrdila, ¢i vyvratila.

Koncentrace apixabanu klesla z 663,6 png/l na 33,4 pg/l. Doslo tedy k 20nasobnému
vyvazani ptimého inhibitoru.

U pacienta €. 22-4081 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 94,97 %.
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Tab. 29: Pacient ¢. 18-4089

Pacient ¢. 18-4089

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,43 APTT-FS, R 1,10
APTT-FS, sec 31,70 APTT-FS, sec 24,50
RivaHLRT, ng/l 322,60 RivaHLRT, ng/l 15,30
LA scr, sec 106,90 LA scr, sec 45,40
LA scr, R 3,13 LA scr, R 1,33
LA konf, sec 67,10 LA konf, sec 38,00
LA konf, R 2,10 LA konf, R 1,19
LA NormR, R 1,49 LA NormR, R 1,12
APTT LA, sec 37,70 APTT LA, sec 31,30
APTT LA, R 1,26 APTT LA, R 1,04

U pacienta ¢. 18-4089 byly ptfed neutralizaci zvySené poméry u testi APTT
citlivych i necitlivych na ptitomnost LA. Vyssi poméry byly také u LA scr, R a LA konf,
R. Normalizovany pomeér je pfed adsorpci 1,49, coz by mohlo vést k mylné diagnéze, Ze
protilatky LA jsou pfitomné.

Po vyvazani rivaroxabanu doslo ke snizeni pomért u APTT-FS, R a APTT LA, R.
Pomér u konfirmaéniho testu je hrani¢ni a pomér u screeningového testu je stale lehce
zvySeny. LA NormR, R je po neutralizaci 1,12, coZ vylu€uje pfitomnost protilatek LA.

Koncentrace rivaroxabanu byla pied vyvazanim 322,6 pg/l a po adsorpci byla
15,3 pg/l, tudiz doslo k 21ndsobnému vyvazani ptimého inhibitoru.

U pacienta €. 18-4089 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 95,26 %.
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Tab. 30: Pacient ¢. 17-392

Pacient ¢. 17-392

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 0,95 APTT-FS, R 1,01

APTT-FS, sec 21,10 APTT-FS, sec 22,40
RivaHLRT, ng/l 28,00 RivaHLRT, ng/l 15,40
LA scr, sec 43,70 LA scr, sec 44,10
LA scr, R 1,28 LA scr, R 1,29

LA konf, sec 36,10 LA konf, sec 38,70
LA konf, R 1,13 LA konf, R 1,21

LA NormR, R 1,13 LA NormR, R 1,07

APTT LA, sec 30,40 APTT LA, sec 32,40
APTT LA, R 1,01 APTT LA, R 1,08

Pred neutralizaci mé pacient ¢. 17-392 zvySené pomeéry u testt LA scr, R.
APTT-FS, R, APTT LA, R a La konf, R jsou negativni. Normalizovany pomér je pred
adsorpci také negativni, ¢imz lze vyloucit pfitomnost protilatek LA.

Po vyvazani pfimého inhibitoru se nepfitomnost protilatek potvrdila, jelikoz
normalizovany pomér byl po neutralizaci 1,07. Hodnoty poméru u ostatnich provedenych
testll jsou také negativni, kromé screeningového testu. LA scr, R je po adsorpci 1,29, coz
je jeste lehce vys$si neZ pied neutralizaci. Mirn€ zvySené hodnoty po vyvazani inhibitoru
mohou byt zplisobené ¢asovou prodlevou mezi analyzami.

Koncentrace rivaroxabanu byla pfed adsorpci 28,0 pg/l a po vyvazani byla
15,4 ng/l. Inkubace DOAC-Stop tabletek by tedy mela byt delsi, aby doslo
k vyraznéjSimu vyvazani ptimého inhibitoru.

U pacienta ¢. 17-392 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 45,00 %.
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Tab. 31: Pacient ¢. 23-4092

Pacient ¢. 23-4092

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,08 APTT-FS, R 1,28
APTT-FS, sec 23,90 APTT-FS, sec 28,40
ApixHLRT, pg/l 165,90 ApixHLRT, pg/l 36,60
LA scr, sec 52,00 LA scr, sec 49,00
LA scr, R 1,52 LA scr, R 1,43
LA konf, sec 43,60 LA konf, sec 41,30
LA konf, R 1,36 LA konf, R 1,29
LA NormR, R 1,12 LA NormR, R 1,11
APTT LA, sec 34,20 APTT LA, sec 35,70
APTT LA, R 1,14 APTT LA, R 1,19

Pacient ¢. 23-4092 ma pied neutralizaci zvy$ené hodnoty pomérti u screeningového
a konfirmacéniho testu. APTT-FS, R a APTT LA, R maji hodnoty pomérii v normé.
Normalizovany pomér je pted adsorpci 1,12, a proto lze vyloucit pfitomnost protilatek
LA.

Po vyvazani ptimého inhibitoru, apixabanu, si lze povSimnout, ze n¢které vysledky
testll jsou vyssi nez pred neutralizaci. Konkrétné je to zvySeny pomér a prodlouzeny cas
u APTT-FS a APTT LA. Takto prodlouzené vysledky po adsorpci mohou byt zpiisobené
del§imi Casovymi prodlevami mezi jednotlivymi analyzami. ZvySené hladiny APTT
mohou také poukazovat na snizenou aktivitu koagulacnich faktort, ale takové zavéry by
musely byt potvrzeny provedenim smésnych testi.

Dulezité je, Ze hladina normalizovaného poméru po neutralizaci klesla na 1,11,
proto se miize potvrdit nepfitomnost protilatek LA.

U pacienta €. 23-4092 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 77,94 %.
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Tab. 32: Pacient ¢. 13-0050

Pacient ¢. 13-0050

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,25 APTT-FS, R 1,19
APTT-FS, sec 27,7 APTT-FS, sec 26,40
RivaHLRT, ng/l 241,70 RivaHLRT, ng/l 15,90
LA scr, sec 64,20 LA scr, sec 41,80
LA scr, R 1,88 LA scr, R 1,22
LA konf, sec 52,40 LA konf, sec 39,10
LA konf, R 1,64 LA konf, R 1,22
LA NormR, R 1,15 LA NormR, R 1,00
APTT LA, sec 33,50 APTT LA, sec 33,90
APTT LA, R 1,12 APTT LA, R 1,13

Pacient ¢. 13-0050 ma pied vyvazanim piimého inhibitoru zvy$ené hodnoty pomért
APTT-FS, R, LA scr, R a LA konf, R. Hodnota poméru u testu APTT citlivého na
ptitomnost LA je 1,12, tudiz je ve fyziologickém rozmezi. Normalizovany pomér je pred
neutralizaci 1,15, a proto miiZze byt pfitomnost protilatek LA vyloucena.

Po adsorpci zistavaji lehce zvySené hodnoty u screeningového a konfirmacniho
testu. APTT-FS, R je negativni. LA NormR, R je po vyvazani rivaroxabanu 1,0, coz
potvrzuje nepiitomnost protilatek.

Koncentrace rivaroxabanu byla pted neutralizaci 241,7 pg/l a po adsorpci 15,9 pg/l.
U tohoto pacienta tedy doslo k 16nasobnému vyvazani ptimého inhibitoru.

U pacienta €. 13-0050 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 93,42 %.
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Tab. 33: Pacient ¢. 27-5014

Pacient ¢. 27-5014

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 0,99 APTT-FS, R 1,07
APTT-FS, sec 22,00 APTT-FS, sec 23,70
RivaHLRT, ng/l 47,60 RivaHLRT, ng/l 11,80
LA scr, sec 43,70 LA scr, sec 36,90
LA scr, R 1,28 LA scr, R 1,08
LA konf, sec 40,50 LA konf, sec 37,60
LA konf, R 1,27 LA konf, R 1,18
LA NormR, R 1,01 LA NormR, R 0,92
APTT LA, sec 29,30 APTT LA, sec 27,90
APTT LA, R 0,98 APTT LA, R 0,93

Pfred neutralizaci jsou u pacienta ¢. 27-5014 lehce zvySené poméry
u screeningového a konfirmacéniho testu. Hodnota LA NormR, R je 1,01, ¢imz se miize
vyloucit pfitomnost protilatek LA.

Po vyvazani pfimého inhibitoru si lze povSimnout zvySenych hodnot poméra
a prodlouzenych ¢asti u APTT necitlivého na ptitomnost LA. Toto mlze byt zptisobeno
opakovanym zamrazovanim vzorku nebo casovou prodlevou mezi provedenim
neutralizace u vzorku. Hodnoty poméru u LA scr, R a LA konf, R po adsorpci poklesly
na fyziologické rozmezi. Normalizovany pomeér je 0,92, a tim Ize potvrdit nepfitomnost
protilatek LA.

Koncentrace rivaroxabanu byla pted neutralizaci 47,6 pg/l a po byla koncentrace
11,8 png/l. Inkubace DOAC-Stop tabletek by mohla ve vzorku pacienta probihat déle, aby
doslo k vyrazngj$imu vyvazani.

U pacienta €. 27-5014 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 75,21 %.
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Tab. 34: Pacient ¢. 5-4104

Pacient ¢. 5-4104

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,05 APTT-FS, R 1,03
APTT-FS, sec 23,20 APTT-FS, sec 22,90
ApixHLRT, pg/l 276,80 ApixHLRT, pg/l 35,80
LA scr, sec 62,40 LA scr, sec 43,10
LA scr, R 1,82 LA scr, R 1,26
LA konf, sec 53,50 LA konf, sec 39,40
LA konf, R 1,67 LA konf, R 1,23
LA NormR, R 1,09 LA NormR, R 1,02
APTT LA, sec 30,80 APTT LA, sec 31,00
APTT LA, R 1,03 APTT LA, R 1,03

Pacient ¢. 5-4104 ma pred vyvazanim zvySené hodnoty screeningového
a konfirmac¢niho testu. APTT-FS, R a APTT LA, R jsou ve fyziologickém rozmezi.
Normalizovany pomér je 1,09, tudiz Ize vyloudit pfitomnost protilatek LA.

Po provedeni neutralizace zlstavaji poméry LA scr, R a LA konf, R nadéle lehce
zvySeny. Poméry testt APTT citlivych a necitlivych na piitomnost LA jsou nadale
fyziologické. LA NormR, R je po adsorpci 1,02, coZ potvrzuje nepfitomnost protilatek.

Pacient uZiva misto rivaroxabanu, apixaban, ktery rovnéz ovliviiuje aktivitu faktoru
X. Koncentrace apixabanu byla pied neutralizaci 276,8 pg/l, po vyvazani pifimého
inhibitoru klesla koncentrace na 35,8 pg/l.

U pacienta €. 5-4104 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 87,07 %.

&9



Tab. 35: Pacient ¢. 28-4051

Pacient ¢. 28-4051

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,19 APTT-FS, R 1,17
APTT-FS, sec 26,40 APTT-FS, sec 25,90
RivaHLRT, ng/l 106,30 RivaHLRT, ng/l 15,90
LA scr, sec 60,90 LA scr, sec 36,60
LA scr, R 1,78 LA scr, R 1,07
LA konf, sec 50,70 LA konf, sec 38,10
LA konf, R 1,58 LA konf, R 1,19
LA NormR, R 1,13 LA NormR, R 0,90
APTT LA, sec 41,60 APTT LA, sec 32,10
APTT LA, R 1,39 APTT LA, R 1,07

Pomeér u testu APTT-FS, R byl pted neutralizaci u pacienta ¢. 28-4051 1,19, coz je
hrani¢né negativni. Ostatni poméry testil, screeningovy, konfirmacni a APTT LA, R test
byly lehce zvySené. Normalizovany pomér byl ptfed adsorpci 1,13, coz vylucuje
pritomnost protilatek LA.

Po vyvazéani ptimého inhibitoru, rivaroxabanu, doslo k poklesu hodnot u vSech
provedenych testl. Pouze pomér u testu APTT necitlivého na ptitomnost LA a LA konf,
R ziistdvaji hranicni. LA NormR, R klesl na hodnotu 0,9, coz potvrzuje nepiitomnost
protilatek.

Pivodni koncentrace rivaroxabanu byla 106,3 pg/l a po neutralizaci klesla
koncentrace na 15,9 pg/l. Doslo tedy pouze k 7ndsobnému vyvazani.

U pacienta €. 28-4051 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 85,04 %.
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Tab. 36: Pacient ¢. 3-0061

Pacient ¢. 3-0061

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 2,21 APTT-FS, R 1,12

APTT-FS, sec 49,10 APTT-FS, sec 24,90
RivaHLRT, ng/l 530,00 RivaHLRT, ng/l 7,70

LA scr, sec 119,50 LA scr, sec 34,60
LA scr, R 3,49 LA scr, R 1,01

LA konf, sec 82,70 LA konf, sec 35,50
LA konf, R 2,58 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,35 LA NormR, R 0,91

APTT LA, sec 49,20 APTT LA, sec 31,30
APTT LA, R 1,67 APTT LA, R 1,04

Pted neutralizaci byly u pacienta ¢. 3-0061 prodlouzeny vSechny pomeéry testtl, tedy
testy APTT-FS, R, LA scr, R, LA konf, R a APTT LA, R. Normalizovany pomér byl pred
adsorpci 1,35, coz by mohlo mylné vést k falesné pozitivité na pfitomnost protilatek LA.
Velmi vysoka je také koncentrace rivaroxabanu, ktera je pted vyvazanim 530,0 pg/l. Toto
muze byt zplsobeno tim, Ze pacient proziel 1ék 2—4 hodiny piedtim, nez mu byla
odebrana krev. Maximalni plazmatick4 koncentrace nastdva u pifimych inhibitord prave
2—4 hodiny po pozieni léku.

Po adsorpci doSlo k poklesu hodnot u vSech provedenych testli. Normalizovany
pomeér klesl na 0,91, ¢imz mizZe byt vylou€ena piitomnost protilatek LA.

Koncentrace rivaroxabanu klesla po neutralizaci na 7,7 pg/l, takZe doslo k téméf
76nasobnému vyvazani pfimého inhibitoru.

U pacienta €. 3-0061 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 98,55 %.
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Tab. 37: Pacient ¢. 3-0060

Pacient ¢. 3-0060

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,67 APTT-FS, R 1,10
APTT-FS, sec 37,00 APTT-FS, sec 24,50
RivaHLRT, ng/l 278,40 RivaHLRT, ng/l 8,90
LA scr, sec 83,90 LA scr, sec 34,90
LA scr, R 2,45 LA scr, R 1,02
LA konf, sec 63,00 LA konf, sec 35,30
LA konf, R 1,97 LA konf, R 1,10
LA NormR, R 1,24 LA NormR, R 0,93
APTT LA, sec 41,00 APTT LA, sec 31,00
APTT LA, R 1,39 APTT LA, R 1,03

Pacient ¢. 3-0060 m¢l ptred neutralizaci zvySené poméry u testt APTT-FS, R, LA
scr, R, LA konf, R a APTT LA, R. Normalizovany pomér byl pied adsorpci 1,24, coz by
mohlo vést k falesné pozitivité na pritomnost protilatek LA.

Po vyvazéni ptimého inhibitoru doSlo k poklesu hodnot poméri u vSech
provedenych testi. Normalizovany pomér klesl na 0,93, a tudiz miize byt vyloucena
pfitomnost protilatek.

Koncentrace rivaroxabanu byla pted neutralizaci 278,4 ng/l a po adsorpci klesla na
8,9 ng/l. Doslo tedy k 34nasobnému vyvazani. Inkubace DOAC-Stop tabletek byla ve
vzorku pacienta dostatecna.

U pacienta €. 3-0060 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 96,80 %.
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Tab. 38: Pacient ¢. 2-0051

Pacient ¢. 2-0051

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 2,27 APTT-FS, R 1,11

APTT-FS, sec 50,50 APTT-FS, sec 24,60
RivaHLRT, ng/l 520,10 RivaHLRT, ng/l 10,30
LA scr, sec 121,40 LA scr, sec 34,80
LA scr, R 3,55 LA scr, R 1,02

LA konf, sec 81,50 LA konf, sec 35,50
LA konf, R 2,55 LA konf, R 1,11

LA NormR, R 1,39 LA NormR, R 0,92

APTT LA, sec 50,00 APTT LA, sec 31,50
APTT LA, R 1,69 APTT LA, R 1,05

Pacient ¢. 2-0051 mél pted neutralizaci zvySené hodnoty u testi APTT citlivych
1 necitlivych na ptitomnost LA. ZvySeny byl také screeningovy a konfirmacni pomér. LA
NormR, R byl pied adsorpci 1,39, coz byl mohlo vést k mylnému potvrzeni piitomnosti
protilatek LA, pokud by nedoslo k vyvazani ptimého inhibitoru.

Po neutralizaci doslo k poklesu u vSech provedenych testd. Normalizovany pomér
klesl na 0,92, tudiz 1ze ptitomnost protilatek vyloucit.

Plvodni koncentrace rivaroxabanu byla 520,1 pg/l a po adsorpci klesla koncentrace
na 10,3 pg/l. Pfimy inhibitor se tedy vyvazal 52krat, ¢imZ se potvrzuje dostate¢na
inkubace DOAC-Stop tabletek ve vzorku pacienta.

U pacienta €. 2-0051 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 98,02 %.
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Tab. 39: Pacient ¢. 25-4065

Pacient €. 25-4065

Pted neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,15 APTT-FS, R 1,05
APTT-FS, sec 25,50 APTT-FS, sec 23,40
RivaHLRT, ng/l 215,60 RivaHLRT, ng/l 3,10
LA scr, sec 49,50 LA scr, sec 33,10
LA scr, R 1,45 LA scr, R 0,97
LA konf, sec 49,40 LA konf, sec 33,80
LA konf, R 1,54 LA konf, R 1,06
LA NormR, R 0,94 LA NormR, R 0,92
APTT LA, sec 33,90 APTT LA, sec 30,70
APTT LA, R 1,13 APTT LA, R 1,02

Pacient €. 25-4065 m¢l pred neutralizaci testy APTT citlivé i necitlivé na pfitomnost
LA negativni. LA scr, R bylo pfed neutralizaci 1,45 a LA konf, R bylo 1,54. Tyto zvysené
hodnoty by mohly ukazovat na pfitomnost LA protilatek, ale vzhledem k negativité
normalizovaného poméru, ktery byl pted adsorpci ptimého inhibitoru 0,94, mohou byt
protilatky vylouceny.

Po vyvazani rivaroxabanu doslo k poklesu u screeningového 1 konfirmacniho testu
na fyziologické rozmezi a LA NormR, R klesl na 0,92. Neptitomnost protilatek LA je
tedy potvrzena.

Koncentrace rivaroxabanu byla pfed neutralizaci 215,60 ug/l, a po adsorpci klesla
hladina na 3,10 pg/l. Doslo tedy k 70nasobnému vyvazani ptimého.

U pacienta €. 25-4065 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 98,56 %.
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Tab. 40: Pacient ¢. 16-4210

Pacient ¢. 16-4210

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,43 APTT-FS, R 1,08
APTT-FS, sec 31,70 APTT-FS, sec 23,90
RivaHLRT, ng/l 642,90 RivaHLRT, ng/l 41,30
LA scr, sec 95,30 LA scr, sec 39,60
LA scr, R 2,79 LA scr, R 1,16
LA konf, sec 80,50 LA konf, sec 37,00
LA konf, R 2,52 LA konf, R 1,16
LA NormR, R 1,11 LA NormR, R 1,00
APTT LA, sec 39,90 APTT LA, sec 31,90
APTT LA, R 1,33 APTT LA, R 1,06

Pted neutralizaci byly u pacienta ¢. 16-4210 zvysené poméry u testi APTT citlivych
1 necitlivych na pritomnost LA protilatek a zvySené poméry byly také u testi LA scr, R
a LA konf, R. Normalizovany pomér byl pted adsorpci 1,11, ¢imz miiZze byt pfitomnost
protilatek LA vyloucena. Hladina pfimého inhibitoru, rivaroxbanu, byla pied vyvazanim
642,90 pg/l, coz mize byt zpisobeno tim, ze pacient uzil 1ék 2—4 hodiny pted odbéry
krve. Takto vysoké plazmatické koncentrace pfimych inhibitor nastavaji pravé po 2—4
hodinéach po poziti 1éku.

Po neutralizaci lze vidét, ze testy APTT-FS, R a APTT LA, R klesly na fyziologické
rozmezi. Screeningovy a konfirmacni test jsou negativné hrani¢ni, ale jelikoz pomér
normalizovaného testu byl pfed i po adsorpci negativni, miizeme piitomnost protilatek
vyloucit.

Koncentrace rivaroxabanu klesla po vyvdzani na 41,30 pg/l, tudiz doslo
k 15nasobnému vyvazani ptimého inhibitoru.

U pacienta €. 16-4210 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 93,58 %.
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Tab. 41: Pacient ¢. 19-4090

Pacient ¢. 19-4090

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,30 APTT-FS, R 1,11

APTT-FS, sec 28,90 APTT-FS, sec 24,70
RivaHLRT, ng/l 347,40 RivaHLRT, ng/l 21,60
LA scr, sec 66,90 LA scr, sec 39,30
LA scr, R 1,96 LA scr, R 1,15

LA konf, sec 61,10 LA konf, sec 36,60
LA konf, R 1,91 LA konf, R 1,14
LA NormR, R 1,03 LA NormR, R 1,01

APTT LA, sec 37,30 APTT LA, sec 31,90
APTT LA, R 1,24 APTT LA, R 1,06

U pacienta ¢. 19-4090 lze vidét, Zze poméry testit APTT citlivych i necitlivych na
pritomnost protilatek LA byly pfed neutralizaci zvySeny. Stejné tak i poméry testd LA
scr, R a LA konf, R. Pomér normalizovaného poméru byl pted adsorpci 1,03, coz nijak
neukazuje na ptitomnost protilatek v téle pacienta.

Po vyvazani ptimého inhibitoru doslo k poklesu u vSech vyse zminénych testi.
Pomér LA NormR, R zilistava stale negativni, 1,01, a proto miizeme pritomnost protilatek
LA vylou¢it.

Koncentrace ptimého inhibitoru byla pted neutralizaci 347,40 pg/l a po adsorpci
byla hladina rivaroxabanu 21,60 pg/l. Doslo tedy k 16ndsobnému vyvazani.

U pacienta €. 19-4090 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 92,78 %.
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Tab. 42: Pacient ¢. 19-4111

Pacient ¢. 19-4111

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,64 APTT-FS, R 1,08
APTT-FS, sec 36,30 APTT-FS, sec 24,00
RivaHLRT, ng/l 293,70 RivaHLRT, ng/l 8,80
LA scr, sec 92,00 LA scr, sec 36,50
LA scr, R 2,69 LA scr, R 1,07
LA konf, sec 66,90 LA konf, sec 36,20
LA konf, R 2,09 LA konf, R 1,13
LA NormR, R 1,29 LA NormR, R 0,95
APTT LA, sec 39,40 APTT LA, sec 31,00
APTT LA, R 1,31 APTT LA, R 1,03

Pted neutralizaci byly u pacienta ¢. 19-4111 zvysSené poméry testt APTT-FS, R,
APTT LA, R a screeningové i konfirmaéni poméry. LA NormR, R ma pomér pred
adsorpci 1,29, coz by bez vyvazani ptimého inhibitoru mohlo vést k faleSné pozitivité na
pritomnost protilatek LA.

Po neutralizaci doslo k poklesu hladin poméra u testd APTT citlivych i necitlivych
na pfitomnost protilatek LA, LA scr, R a LA konf, R. Normalizovany pomér byl po
adsorpci 0,95, ¢imZ mohou byt protilatky LA vylouceny.

Koncentrace pfimého inhibitoru, rivaroxabanu, byla pted vyvazanim 293,70 pg/l
a po neutralizaci 8,80 pg/l. Rivaroxaban byl tedy ze vzorku plazmy pacienta vyvazan

36krat. U pacienta €. 19-4111 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 97,00 %.
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Tab. 43: Pacient ¢. 25-55

Pacient ¢. 25-55

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,23 APTT-FS, R 1,08
APTT-FS, sec 28,60 APTT-FS, sec 25,20
ApixHLRT, pg/l 135,80 ApixHLRT, ng/l 4,40
LA scr, sec 51,90 LA scr, sec 35,40
LA scr, R 1,52 LA scr, R 1,04
LA konf, sec 48,70 LA konf, sec 34,20
LA konf, R 1,52 LA konf, R 1,07
LA NormR, R 1,00 LA NormR, R 0,97
APTT LA, sec 36,00 APTT LA, sec 32,10
APTT LA, R 1,20 APTT LA, R 1,07

U pacienta €. 25-55 byly pted neutralizaci zvySeny poméry u testit APTT citlivych
i necitlivych na ptitomnost LA. Stejné tak jsou 1 vyssi poméry u LA scr, R a LA konf, R.
Normalizovany pomér byl pted adsorpci 1,00, coz ovSem vylucuje pfitomnost protilatek
LA.

Po vyvazani pfimého inhibitoru doslo k poklesu vSech poméra u jiz vyse
zminénych testl a LA NormR, R byl 0,97, ¢imz je potvrzena neptitomnost protilatek.

Koncentrace apixabanu byla pted neutralizaci 135,80 pg/l a po vyvazani klesla na
4,40 pg/l. Pfimy inhibitor byl tedy vyvazan 33krat.

U pacienta €. 25-55 je procentudlni pokles vyvazaného DOAC 96,76 %.

Tab. 44: Pacient ¢. 25-4015

Pacient €. 25-4015

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,30 APTT-FS, R 1,12

APTT-FS, sec 30,30 APTT-FS, sec 26,00
ApixHLRT, pg/1 212,10 ApixHLRT, pg/l 21,90
LA scr, sec 68,40 LA scr, sec 38,30
LA scr, R 2,00 LA scr, R 1,12

LA Kkonf, sec 60,00 LA Kkonf, sec 36,50
LA konf, R 1,88 LA konf, R 1,14
LA NormR, R 1,06 LA NormR, R 0,98
APTT LA, sec 38,20 APTT LA, sec 33,30
APTT LA, R 1,27 APTT LA, R 1,11
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Pacient ¢. 25-4015 ma pied adsorpci zvysené hodnoty pomért a screeningovych
a konfirmacnich testii. Také jsou zvySené poméry u testi APTT-FS, R a APTT LA, R.
Normalizovany pomér byl pied neutralizaci 1,06, coz nijak nenaznacuje piitomnost
protilatek LA.

Po vyvézani pfimého inhibitoru, apixabanu, doslo k poklesu hodnot u vSech
provedenych testli. LA NormR, R byl po adsorpci 0,98, a tim se mtize vyloucit piitomnost
protilatek LA.

Mnozstvi apixabanu bylo pfed vyvazanim 212,10 pg/l, a po adsorpci klesla
koncentrace na 21,90 pg/l.

U pacienta €. 25-4015 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 89,67 %.

Tab. 45: Pacient ¢. 25-301

Pacient ¢. 25-301

Pred neutralizaci Po neutralizaci

APTT-FS, R 1,53 APTT-FS, R 1,09
APTT-FS, sec 35,70 APTT-FS, sec 25,30
RivaHLRT, ng/l 274,00 |[RivaHLRT, pg/l 3,90
LA scr, sec 79,20 LA scr, sec 36,50
LA scr, R 2,32 LA scr, R 1,07
LA konf, sec 60,20 LA konf, sec 36,80
LA konf, R 1,88 LA konf, R 1,15
LA NormR, R 1,23 LA NormR, R 0,93
APTT LA, sec 38,00 APTT LA, sec 31,50
APTT LA, R 1,27 APTT LA, R 1,05

Pted neutralizaci byly u pacienta €. 25-301 zvySeny hodnoty poméra u testi APTT
citlivych 1 necitlivych na pfitomnost protilatek LA. Také byly zvySeny poméry u testi
LA scr, R a LA konf, R. Normalizovany pomér byl pied adsorpci 1,23, coz by bez
vyvazéani ptimého inhibitoru mohlo falesné poukazovat na pfitomnost protilatek LA.

Po vyvézani rivaroxabanu doslo k poklesu hodnot pomérti u vSech vyse zminénych
testll, pfedevsim LA NormR, R. Normalizovany pomér klesl na 0,93, ¢imz se pfitomnost
protilatek LA muize vyloucit.

Koncentrace rivaroxabanu byla pfed adsorpci 274,00 ng/l a po neutralizaci byla
hodnota ptimého inhibitoru 3,90 pg/l. Doslo tedy k 91nasobnému vyvazani.

U pacienta €. 25-301 je procentualni pokles vyvazaného DOAC 98,58 %.
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6 DISKUSE

Pro vyzkumnou ¢ast byly ziskany vzorky lidské plazmy od 45 pacientli, které
byly zpracovany v Oblastni Nemocnici Kladno, a.s. VSechny vzorky byly testovany
na aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas, jednou citlivy na pfitomnost lupus
antikoagulans a po druhé necitlivy na pfitomnost lupus antikoagulans. Také byly
provedeny testy screeningové a konfirmacni, znichz se nasledné vypocitaval
normalizovany pomér, jakozto hlavni indikator pozitivity. Jako posledni parametr
se meéfila koncentrace piimych inhibitori (rivaroxabanu, dabigatranu a apixabanu).
Vsechny testy byly provedeny pied a po adsorpci piimych inhibitortt pomoci DOAC-Stop
tabletek. Hlavnim cilem bylo ze ziskanych vysledka zjistit, k jak velké interferenci,
vlivem piimych inhibitori dochézi, jestlize jsou pacienti testovani na lupus antikoagulans
a zaroven jsou docasné 1éceni prave ptimymi inhibitory. Ve skupiné€ 45 pacientt byl jako
pfimy inhibitor nejvice zastoupeny rivaroxaban, ktery byl uzivan 29 pacienty. Nasledoval
dabigatran, jenz uzivalo 11 pacientll a nejméné zastoupeny byl apixaban, se kterym se
v dobé& vyzkumu lé¢ilo 5 pacientll. Hladina rivaroxabanu se pied neutralizaci pohybovala
v rozmezi od 18,00 pg/l do 739,70 ng/l. Po vyvazani rivaroxabanu kolisala koncentrace
od 3,10 pg/l do 41,30 pg/l. U dabigatranu byla hladina pied adsorpci mezi
48,70-510,00 pg/l. Po neutralizaci DOAC-Stop tabletkami kleslo rozmezi koncentraci na
0,00-25,90 pg/l. Hladina apixabanu byla pfed vyvazanim v rozmezi od 135,80 pg/l do
663,60 pg/l. Po adsorpci doSlo k poklesu rozmezi koncentraci od 4,40 pg/l
do 36,60 pg/l. Z téchto Cisel je velmi ztetelny pokles hladin pfimych inhibitord, kdyZz
doslo kjejich vyvazani pomoci DOAC-Stop tabletek. Pro jednotlivé tabulky byly
vypocitany 1 procentudlni poklesy vyvazani, jejichZ primér byl 90,31 %. Vysledky
procentudlnich poklesti jsou navic také podpoteny grafickym znazornénim méfenych
hodnot koncentraci pfimych inhibitorii pfed a po adsorpci s vyuzitim DOAC-Stop
tabletek u vSech 45 pacient, jak je znazornéno v prilohdch 1-3. U vSech testl pred
adsorpci vychazely prodlouzené hodnoty, které znemoZiiovaly potvrzeni diagndzy
pacienta. Po vyvazani je znatelny pokles u vSech provedenych testi a vétSina z nich klesla
na negativni hodnoty. Pfed adsorpci je normalizovany pomér u 22 pacientli nad hranici
pozitivity, tedy >1,2. To je skoro 50 % testovanych pacientli, kteti mohli byt
diagnostikovani jako falesné€ pozitivni. Po vyvazani pifimych inhibitort ziistala hodnota
normalizovaného poméru pozitivni pouze u 3 pacientil. Poméry u téchto pacientli byly

lehce nad 1,2, takze nelze usuzovat na ptitomnost lupus antikoagulans. U pacientd, jejichz
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hladina normalizovaného pomeéru ziistava pozitivni i po neutralizaci, se doporucuje dalsi
testovani minimalné po 12 tydnech, ptipadné provedeni smésnych testil, aby se vyloucily
jiné koagulopatie. Ptitomnost antifosfolipidovych protilatek musi byt nasledn€ potvrzena
provedenim testl jako ELISA, APTT citlivé na LA nebo dRVVT.

Ve studii vedenou Kesel a Devreese, 2020 byly koncentrace apixabanu pied
osetfenim DOAC-Stop tabletkami v rozmezi od 43 pg/l do 688 pg/l, rivaroxabanu
od 35 ng/l do 604 ng/l a dabigatranu od 30 pg/l do 250 pg/l. Vsechny 3 DOAC zptisobily
prodlouzeni screeningovych testi a APTT, a z celkovych 43 pacientii byly pozitivni
vysledky nalezeny u 29 pacientli a pouze u 14 zistaly negativni. Vyuzitim DOAC-Stop
tabletek doslo k vyraznému zkraceni doby srazeni, hlavné u screeningovych testi,
a z ptvodnich 29 pozitivnich pacienti zlstalo jenom 6, takze 19 vzorkl se po vyvazani
stalo negativnimi. Pozitivni vzorky pfetrvaly u pacientt, kteti se 1é¢i s APS nebo méli
mnohocetné nevyprovokované trombdzy, ¢i méli jiné autoimunitni onemocnéni
(De Kesel a Devreese, 2020).

Studie vedend Linskens et al., 2022 zkoumala 35 pacientil, ktefi byli [é¢eni pomoci
DOAC a zaroven byli testovani na pfitomnost aPL. U 33 z 35 pacienti byly testy na LA
pozitivni. Po vyuziti DOAC-Stop tabletek se u 28 z ptivodnich 33 pozitivnich vzorki
projevily testy jako negativni. Zustalo tedy pouze 5 pacientii pozitivnich, jeden 1é¢en
dabigatranem, tfi léCeni rivaroxabanem a posledni lécen edoxabanem. Jeden vzorek byl
od pacienta, ktery se jiz 1é¢i s APS a zbylé vzorky byly od pacientti, kteti maji malou
pravdépodobnost na vyskyt APS, jelikoz hladiny provedenych testli byly na dolni hranici
a pacienti neprosli trombdzou nebo téhotenskymi komplikacemi. Po >12 tydnech byli tito
4 pacienti znovu testovani s negativnimi vysledky na pfitomnost aPL (Linskens et al.,
2022).

Ve studii od Savola et al., 2022 bylo ze vSech 50 analyzovanych vzorki
48 pozitivnich ve screeningovém testu na piitomnost LA pted odstranénim DOAC.
Vsechny vzorky pacientll v této studii byly vybrany na zakladé mozné interference
DOAC. Doslo k prodlouZeni jak u screeningového testu, tak i u testlh aPTT. Po vyuZiti
DOAC-Stop tabletek doSlo ke sniZeni Casu sraZeni u obou testl. Ze 48 plvodné
pozitivnich vzorkl zistal pouze 1 pozitivni. Tento pacient mél normalizovany pomér
1,25, a tudiz neleze vyloucit moznost pifitomnosti aPL. DOAC-Stop tabletky snizily
po vyvazani rozmezi koncentraci pfimych inhibitorti na 0-15 pug/l (Savola et al., 2022).

V nésledujici studii od Favresse et al., 2018 bylo ziskano 135 vzorkd plazmy

od pacientt, ktefi jsou lé€eni DOAC. Z celkového mnozstvi se 38 pacientti 1€¢i
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apixabanem, 40 dabigatranem, 15 edoxabanem a 42 rivaroxabanem. Plazmatické
koncentrace se pred pouzitim DOAC-Stop pohybovaly u apixabanu mezi 10-316 pg/l,
u dabigatranu mezi 2—406 ug/l, u edoxabanu mezi 21-354 pg/l a u rivaroxabanu mezi
7-456 ug/l. Po pouziti DOAC-Stop doSlo k vyznamnému poklesu koncentraci
jednotlivych ptimych inhibitort. Zbytkové hladiny kazdého DOAC byly nizsi nez limit
kvantifikace odpovidajicich testli pro pfimé inhibitory. Ve studii potvrdili, Ze u vSech
DOAC byly zjistény falesné pozitivni vysledky na testovani LA a ze k vyvazani DOAC
pouzili pravé DOAC-Stop tabletky, ale bohuzel nejsou ve studii uvedené presné hodnoty
pozitivnich vzorkt pied a po adsorpci (Favresse et al., 2018).

V dalsi studii, Baker et al., 2021, shromézdili 73 vzorki testovanych na pfitomnost
LA od 71 pacienti. Z celkového poctu pacientli se 38 znich 1éCilo s apixabanem,
26 srivaroxabanem, 6 s argatrobanem a 3 s dabigatranem. Pfed neutralizaci bylo
35 pozitivnich vzorkd, ale po vyvazani pfimych inhibitorit DOAC-Stop tabletkami
se odstranilo 29 fale$n¢ pozitivnich vzorkt na zaklad€ normalizovaného poméru. Zustalo
pouze 6 pozitivnich pacientl (Baker et al., 2021).

Je dilezité zminit, Ze metoda vyuZivajici DOAC-Stop je komercni reagencie, ktera
je spojena s néklady pro klinickou laboratof. Tato reagencie by méla byt pouzivana pouze
u vzorki pacientt, kde je zdokumentovana probihajici terapie pomoci DOAC, a to jednak
za Ucelem snizeni vydaji pro laboratof, tak i ke sniZzeni moznosti faleSnych vysledkt
pfitomnosti LA ve vzorcich nelé¢enych DOAC. DOAC-Stop je Uc¢inny pii sniZovani
interference DOAC a nijak vyznamné neovliviiyje testy béZné pouzivané pii testovani
LA a umoznuji identifikaci pacientli spliujici kritéria pro APS, vcetné trojnasobné

pozitivnich pacientli (Baker et al., 2021).
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo zaméfit se na antifosfolipidovy syndrom, jeho historii,
moznou terapii a klinické projevy, které maji velmi Siroké plisobeni, od bolesti hlavy,
trombdzy az po tehotenské komplikace ¢i cévni mozkové piihody. Klinické projevy jsou
Casto projevem piitomnosti antifosfolipidovych protilatek, které se mohou detekovat
koagula¢nimi testy nebo metodou ELISA, v zavislosti na charakteru protilatek.

Cast pacientt, ktera se 16¢i s riznymi koagula¢nimi problémy, mize byt 1é¢ena
pfimymi inhibitory, coz ovSem pii diagndze lupusu muize byt velkda komplikace. Pfi
testovani takovychto vzorki se vyuziva DOAC-Stop tabletek, které maji za tikol vyvazat
co nejveétsi mnozstvi pfimého inhibitoru, bez ohledu na to, zda jsou to inhibitory proti
faktoru X nebo faktoru II. Po neutralizaci inhibitorti se vzorky testuji znovu a tentokrat
uz by vysledky testi nemély byt prodlouzené a pracovnici laboratofe maji vétsi Sanci
zamezit falesné pozitivité. Pokud by u pacientli i nadale pretrvavala pozitivita, musi se
hodnotit aktudlni stav pacienta (tedy pfipadnad ptitomnost akutniho onemocnéni),
kdy dochézi ke zvySovani vSech protilatek v téle, véetné lupus antikoagulans. Také se
vzorek testuje smeésnymi testy, aby se mohla zachytit naptiklad snizend aktivita nékterého
z faktorti koagula¢ni kaskady. Pokud se tyto moznosti vylouéi, je oSetfujicimu lékari
pfeddna zprava s doporucenim opakovaného testovani po >12 tydnech. Pfitomnost
antifosfolipidovych protilatek je nasledné potvrzena testy APTT citlivé na lupus nebo
dRVVT pro lupus antikoagulans, ¢i metodou ELISA pro protilatky proti kardiolipinu
nebo Pr—glykoproteinu—1.
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