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Preeklampsie a trombin generacni test
Preeclampsia and thrombin generation test
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Objective: Acquiring new information to allow predic-
tion of the development of diseases associated with
impaired coagulation. Design effective preventive
measures most serious diseases (TEN) in the fields of
gynecology and obstetrics. For pregnant women with
preeclampsia, hypertension compared with women
with normal pregnancies could lead to increased
thrombin generation due to the synergistic effect
of thrombotic risk factors. Based on the results and
found statistically significant differences between the
groups among pregnant can select for a higher risk
of developing deep vein thrombosis. This risk group
could then greatly benefit from more stringent follow-
up and possible preventive treatment prophylactic
doses of LMWH in reducing maternal and perinatal
morbidity and mortality.

Design: Prospective study.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecology,
University Hospital Olomouc.

Methods: In early pregnancy - during pregnancy
standard samples (up to the end of the first trimester)
patients venous blood was sampled and they comple-
ted information questionnaire. A second sampling was
carried out between 24 to 28 week, the third sample
and between 36th to 40th week. Obtained blood sam-
ples were subsequently processed in the coagulation
laboratory Hemato-Oncology Clinic and Olomouc.
The blood samples were investigated protein C and
S, antithrombin, FVIII level, FlI, Leiden, and plasma
endothelial microparticles, and lupus anticoagulant
and APC resistance standardized methodologies.
Thrombin generation was determined thrombin ge-
neration test. Thrombin generation was measured
fully automatically using a kit (Technothrombin TGA,
Technoclone, Vienna, Austria) and analyzer Ceveron
Alpha (Technoclone, Vienna, Austria) with fully au-
tomatic analysis software. As the main parameter is
evaluated by the maximum thrombin generation, at
the same time, however, was also detected in the total
amount of thrombin and the time until the beginning
of the formation of thrombin.

Results: In the period 2008-2011 were analyzed
blood samples of 303 healthy pregnant women.
215 women, ie 71% were nuliparas, 60 women, ie 19.8%
were primiparas, 28 women, 9,2% were secundiparas.
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The average age of pregnant women was 28.6 years
(+ 3.8 years). The average maternal weight at the
beginning of pregnancy was 63.6 kg (£ 7.8 kg). Of the
303 women in 18 (6%) developed slight to moderate
degree of preeclampsia or HELLP syndrome with
varying severity of clinical manifestations. 20 mothers
(6.6%) gave birth prematurely terminated before
37 week of pregnancy. 3 pregnancies (0.9%) were
discontinued due to genetic indication for fetal birth
defect. The complete study protocol (sampling in all
three trimesters) thus completed 280 pregnancies.
Of the three evaluated, parameter Lag time, ETP
and peak we observed significant differences when
comparing physiological pregnancies and pregnan-
cies with preeclampsia (Table 3 and Figure 5-7),
the statistical level of p < 0.01. In pregnancies with
chronic hypertension, these differences were not
significant. Comparison of 18 pregnancies, in which
the lll. trimester developed preeclampsia with other
pregnant with physiological pregnancy did not show
statistically significant differences in|. and Il. trimes-
ter. The results suggest the activation of coagulation
through the late stages of pregnancy. Results are
influenced by strong clinical variability of disease.
In severe and early preeclampsia this activation and
significant differences begin much earlier.
Conclusion: We demonstrated significantly higher
activation of thrombin generation in women with
preeclampsia [10]. Changes in preeclampsia are cha-
racterized by increased generation of thrombin in
plasma. This fact may explain the partial success of
the clinical use of aspirin in preeclampsia. In the third
trimester, during the manifestation of the disease,
patients with preeclampsia have significantly higher
ETP compared to patients with a normal pregnancies.
Pregnant women with chronic hypertension also
show a slight increase in the activation of thrombin.
However, these results are not statistically significant.
Examination of coagulation in the first and second
trimester in women who later developed preeclamp-
sia, showed no statistically significant differences and
thus can not be used in this case as predictive, but
only as a diagnostic test.

thrombin generation test - gravidity - coagulation
- preeclampsia



Cil studie: Ziskani novych informaci umoznujicich
predikci rozvoje chorob spojenych s poruchou koa-
gulace. U gravidnich zen s preeklampsii a hypertenzi
ve srovnani s zenami s normalnim téhotenstvim by
mohlo dochazet k vys$si generaci trombinu v ddsled-
ku synergického plsobeni jednotlivych rizikovych
faktord. Tato rizikova skupina by pak mohla vyrazné
profitovat z prisnéjsi dispenzarizace a eventualni
preventivni terapie profylaktickymi ddvkami LMWH,
amohlo by tak dojit ke snizeni materské a perinatalni
morbidity a mortality.

Typ studie: Prospektivni studie.

Nazev a sidlo pracovisté: Porodnicko-gynekologicka
klinika LF UP a FN, Olomouc.

Metodika: Na zacatku gravidity - v dobé standardnich
téhotenskych odbér( (do konce I. trimestru) byla
pacientkdm odebrana vendzni krev a vyplnily infor-
macni dotaznik. Druhy odbér byl proveden v obdobi
24.-28. tydne, tfeti vzorek potom mezi 36.-40. tyd-
nem. Ziskané krevni vzorky byly nasledné zpraco-
vany v koagula¢ni laboratofi Hemato-onkologické
kliniky FN a LF UP Olomouc. Z krevnich vzork{ byl
vysSetfovan protein C a S, antitrombin, hladina FVIII,
FIl, leidenskd mutace, plazmatické a endotelidini
mikropartikule, a dale lupus antikoagulans a APC
rezistence standardizovanymi metodikami. Generace
trombinu byla stanovena trombin genera¢nim testem
plné automaticky pomoci kitu (Technothrombin TGA,
Technoclone, Vienna, Austria) a analyzatoru Ceveron
Alpha (Technoclone, Vienna, Austria) s automatickym
vyhodnocovacim softwarem. Jako hlavni parametr je
vyhodnocovdno maximum generace trombinu, sou-
¢asné vsak bylo detekovano také celkové mnozstvi
trombinu a doba do pocatku tvorby trombinu.
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podminkach dobu od zahajeni koagulac¢ni reakce
do vytvoreni fibrinové sraZeniny. Tyto testy jsou
vhodné k orientacnimu zhodnoceni pripadného
rizika krvaceni nebo k monitorovani prislusné
antikoagulac¢ni terapie. K hodnoceni trombotic-
kého stavu je uzit nelze. Dalsi Sirokou skupinou
laboratornich vysetfeni predstavuji testy slou-
Zici ke kvantitativnimu, popf. kvalitativnimu
stanoveni jednotlivych koagulac¢nich faktord ne-
bo inhibitord, slozek fibrinolytického systému
a pritomnosti nespecifickych (antifosfolipidové
protilatky) nebo specifickych inhibitor@ krevniho
srazeni. Moderni molekularné genetické testy jiz
rutinné umoznuji vySetfeni vrozenych trombofil-
nich dispozic, jako jsou mutace faktoru V Leiden
nebo protrombinova mutace [1, 2, 13]. K vySetfeni
funkce krevnich desticek je k dispozici nékolik
moznosti. Mezi klinicky nejuzivané;jsi patii vy-
Setfeni agregace trombocytli nebo funk¢ni test
PFA-100; méreni casu krvaceni (krvacivost) patii
mezi testy hrubé orientacni. Zavedené laboratorni
koagula¢ni metody vzdy postihuji pouze ¢ast he-
mostatického systému a vlibec neodrazeji vztah
plazmatickych a bunéénych sloZek. Pfes nesporné
pokroky v laboratorni hemostazeologii ale stale
zlstava cast pacientll, u kterych zavazny klinicky
pribéh nekoreluje s vysledky dostupnych vysSet-
feni. Jde pfedevsim o idiopatické ¢i recidivujici
tromboembolické komplikace bez laboratorniho
prikazu trombofilniho stavu.

Filozofie méfeni trombinové generace vychazi
z postaveni trombinu v koagula¢nim procesu, kde
predstavuje centralni enzym. Trombin zajistuje
aktivaci krevniho srdzeni, zaroven ale v pokroci-
lych fazich procesu zprostfedkovava samotnou
inhibici hemostatickych pochodii, hraje vyznam-
nou roli v mezibunécné signalizaci, ovliviiuje fib-
rinolyzu a zanétlivé procesy. Uvedené funkce jsou
realizovany skrze plejadu enzymatickych reakci,
které vyzaduji tésnou koordinaci. V fadé reakci
vystupuje trombin jako enzymaticky substrat,
jindy ptisobi jako kofaktor. Jeho illoha v hemostaze
je multifunkéni, obcas i bivalentni. Monitorovani
tvorby trombinu se jevi jako vhodny postup pro
globalni vySetfeni funkce hemostazy.

Laboratorni sledovani generace trombinu jedno-
duchym testem bylo poprvé popsano Macfarlanem
a Pitneym jiZ v roce 1953 [11, 12]. Principem dnes
pouzivanych automatizovanych meéteni je in vitro
monitorace vzniku trombinu v plazmeé po aktiva-
ci koagulac¢ni kaskady tkanovym faktorem (TF).
Reakce probiha za tcasti negativné nabitych fos-
folipid@ a Ca*. TF a koncentrace fosfolipidd se
pouziva v rliznych koncentracich v zavislosti na
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typu pouzivané plazmy a charakteru vysetfeni
(by-passova 1é¢ba u hemofilikii, trombofilni stav,
antikoagulacni 1é¢ba). Generovany trombin Stépi
chromogenni nebo fluorogenni substrat, ktery je
odpovidajici metodou detekovan. Nevyhodou chro-
mogennich substratl je jejich pomalejsi Stépeni
trombinem, niz§i afinita k trombinu a potfeba blo-
kace vzniku fibrinu ve vySetfované plazmé. Pouziti
fluorogenniho substratu je vhodnéjsi navic i proto,
Ze generovany fluorogenni signal neni rusen vzni-
kajici srazeninou ani pfitomnosti trombocytdi.

Vysledkem méfeni je kfivka odrazejici aktualni
kapacitu systému pro generaci trombinu, ktera
je charakterizovana tfemi hlavnimi parametry:
dobou do nastupu generace trombinu (lag faze),
maximalni koncentraci trombinu (peak) a plochou
pod kfivkou, odrazejici celkové mnozstvi vzniklého
trombinu (endogenni trombinovy potencial, ETP).
K vySetfeni lze pouzit plazmu chudou na desticky
(PPP) nebo plazmu na desticky bohatou (PRP).
Z technického hlediska béhem vyvoje vznikla fada
variant testu, pouZzivajicich rizné koncentrace
tkanového faktoru a fosfolipiddi, pfidani inhibi-
toru kontaktni faze nebo trombomodulinu [4-6,
8, 15, 16].

Cilem nasi prace bylo porovnani generace trom-
binu u Zen s preeklampsii a Zen s fyziologickym
téhotenstvim. Mélo by dochazet ke zvySeni TGT
vlivem synergického ptisobeni jednotlivych trom-
bofilnich rizikovych faktord.

V obdobi let 2008-2011 byly analyzovany krevni
vzorky celkem 303 zdravych téhotnych. Rodicky
zatfazené do této skupiny mély negativni osobni
a bezvyznamnou rodinnou anamnézu. Celkem
215 zen, tj. 71 %, byly primipary, 60 Zen, tj. 20 %,
byly sekundipary, 28 Zen, tj. 9,2 %, byly tercipary.
Prameérny vék téhotnych Zen byl 28,6 let (+ 3,8 let).
Primérna hmotnost rodicek na zacatku gravidity

Tab.1 Porovnani analyzy trombin genera¢niho testu
v jednotlivych trimestrech u fyziologické gravidity

Lag time 25.-75. percentil

I. trimestr 29 2,6-31
II. trimestr 2,8 2,4-29
III. trimestr 2,7 2,3-2.8

ETP 25.-75. percentil
I. trimestr 2010 1980-2280
II. trimestr 2250 2015-2448
IIl. trimestr 2611 2168-2732

Peak 25.-75. percentil
I. trimestr 451 420-470
II. trimestr 522 499-548
1. trimestr 578 525-609




Tab.2 Koagulacni parametry v jednotlivych trimestrech

Faktor Il Faktor VIII Protein C Protein S Antitrombin
I. trimestr 95 112 110 73 96
II. trimestr 110 143 98 61 105
Il trimestr 136 178 102 49 102

byla 63,6 kg (+ 7,8 kg). Primérny vahovy priristek
¢inil 12,03 kg (+ 3,4 kg), primérna vyska rodicek
byla 168 cm (+ 4,6 cm).

Z celkového poctu 303 Zen se u 18 (6 %) vyvinul
lehdi az stfedné tézky stupen preeklampsie nebo
HELLP syndrom s rznou tizi klinické manifestace.
Dvacet tfi rodicek bylo zatazeno do studie ve III.
trimestru pfi manifestaci preeklampsie. Dvacet
rodicek (6,6 %) porodilo pred¢asné pfed ukoncenym
37. tydnem gravidity. Tfi téhotenstvi (0,9 %) byla
ukoncena z genetické indikace pro vrozenou vadu
plodu. Kompletni protokol studie (odbéry ve vSech
tfech trimestrech) tedy absolvovalo 280 téhotnych.
Dale jsme vysetfili v jednotlivych trimestrech 15 té-

hotnych s chronickou hypertenzi, 40 gestac¢nich
diabeticek a 30 téhotnych Zen s diabetem I. typu.

LABORATORNI VYSLEDKY
shrnuji tabulky 1a 2 a grafy 1-4.

Vysledky hodnoceni generace trombinu u fyzio-
logickych gravidit odpovidaji idajéim v literatufe.
Lag time, tedy doba do zacatku tvorby trombinu
zlistava po celou dobu téhotenstvi stabilni a vysled-
ky, resp. rozdily nejsou statisticky signifikantni.
ETP (endogenni potencial trombinu neboli plo-
cha pod kfivkou) odpovidajici mnozstvi aktivo-

Lag time ETP
1 3000 -
185 2500 1
i% - 3006 + ]
175 — — —  wlaghime sisn | o
& 1000 -
165 1 ki +
16 *
| Erimiesde il Erimeste il Trimesin
umeshr Il trimesty 1. Trienasbe
Graf 1  Lag time u fyziologické gravidity Graf 2  ETP u fyziologické gravidity
Peak -
160
140
oy 120 =
500 + — 100
anh BO | et
60 WL rimestr
o - B Peak &
0 o il Erimestr
00 1 0
100 4 l iaEdd I o LS
o+ - ) gﬁ & & 'f" &
(RRATLTE W Bromeshi . ek & .‘g
Graf 3  Peak u fyziologické gravidity Graf 4  Koagula¢ni parametry v jednotlivych trimestrech

2013,78,¢.5

CESKA GYNEKOLOGIE



vaného trombinu v pribéhu téhotenstvi roste.
Signifikantni nartist jsme pozorovali v rozdilech
mezi 1. a Ill. trimestrem. Podobné peak, neboli
maximalni hodnota koncentrace trombinu, vytva-
i signifikantni rozdil meziI. a III. trimestrem

ETP a peak tedy v priibéhu téhotenstvi signifi-
kantné nartistaji, lag time se neméni.

Hodnoty ostatnich koagula¢nich parametrt
jsou uvedeny v tabulce 2 a grafu 4. Pozorovali
jsme signifikantni nartist faktoru Il a VIII a dale
pokles volného proteinu S. U proteinu C doslo
rovnéz k poklesu, rozdil vSak nebyl signifikant-
ni, podobné vysledky jsme zaznamenali u an-
titrombinu.

Laboratorni hodnoty u rizikovych skupin pre-
eklampsie a chronicka hypertenze ukazuji tabulky
3-5a grafy 5-8.

Tab.3 TGT u preeklampsie a chronické hypertenze, srovnani
ve Ill. trimestru

Fyziologické | Preeklampsie Chronicka

téhotenstvi hypertenze
ETP 261 2920 2700
Lag time 2,7 2,4 2,6
Peak 578 668 590
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Graf 5 Lag time u preeklampsie a chronické hypertenze,

srovnani ve lll. trimestru
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Tab.4 Ostatni koagulaéni parametry u preeklampsie a chronické hypertenze, srovnani ve lll. trimestru

Faktor Il Faktor VIl Protein C Protein S Antitrombin
Fyziologické téhotenstvi 136 178 102 49 102
Preeklampsie 152 193 91 38 7
Chronicka hypertenze 145 185 95 35 85

Tab.5 Porovnani parametrii TGT u fyziologickych gravidit a téhotenstvi, u nichz se ve tfetim trimestru vyvinula preeklampsie (n = 18)

I. trimestr
Fyziologicka gravidita-median Preeklampsie-median p < 0,01
ETP 2010 2015 NS
Lag time 2.9 2.8 NS
Peak 451 462 NS
1. trimestr
Fyziologicka gravidita-median Preeklampsie-median p < 0,01
ETP 2250 2180 NS
Lag time 2.8 2.8 NS
Peak 522 510 NS
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Ze tfi hodnocenych paramentri lag time, ETP
a peak jsme zaznamenali signifikantni rozdily pri
porovnani fyziologickych téhotenstvi a téhotenstvi
s preeklampsii (tab. 3 a grafy 5-7) pfi statistic-
ké hladiné p < 0,01, u téhotenstvi s chronickou
hypertenzi vSak tyto rozdily vyznamné nebyly.
Zajimavé porovnani 18 téhotnych, u nichz se ve
I1I. trimestru vyvinula preeklampsie, s ostatnimi
téhotnymi s fyziologickou graviditou neprokazalo
statisticky vyznamné rozdily v I. a II. trimestru
(tab. 5). Vysledky svédci pro aktivaci koagulace
az v pozdnich fazich téhotenstvi. Vysledky jsou
vSak ovlivnény vyraznou klinickou variabilitou
onemocnéni. U tézkych, resp. ¢asnych preeklamp-
sii tato aktivace i signifikantni rozdily nastupuji
podstatné drive. Vysledky tedy svéd¢i pro aktivaci
koagulace az v pozdnich fazich téhotenstvi. Tyto
zmeény v koagulac¢nim systému jsou signalnimi
procesy pro ischemické procesy poruseni endote-
lu, jeZ nasledné aktivuji dalsi patofyziologické
procesy.

Pri¢ina aktivace koagulace je komplexni.
Z ostatnich parametri jsme pfi srovnani fyzio-
logickych téhotenstvi a preeklampsii ve III. tri-
mestru zaznamenali vyznamny vzestup faktor
II a VIII, pokles volného proteinu Siantitrombinu
(p < 0,01). U chronické hypertenze doslo k po-
dobnym zmeénam, vysledky v§ak kromé proteinu
S nebyly statisticky vyznamné.

Preeklampsie predstavuje multisystémové
onemocnéni neznamé priciny, které se objevuje
ve druhé poloviné téhotenstvi a je charakterizo-
vano abnormalni cévni odpovédi na patologickou
invazi trofoblastli. Tato interakce s decidualnimi
bunikami, které exprimuji tkanovy faktor (TF),
vede k rychlé aktivaci zevni koagulacni cesty [9,
14]. TF je také exprimovan na placentarnich tro-

Graf 8  Ostatni koagulaéni parametry u preeklampsie
a chronické hypertenze, srovnani ve Ill. trimestru

foblastech, kde je vSak za fyziologickych podmi-
nek inhibovan proteinem C aktivovanym vazbou
na ePCR [7]. ZvySeny cévni odpor a dysfunkce
endotelu jsou hlavnim patofyziologickym da-
sledkem této abnormalni placentace. Komplikace
postihuje zhruba 2-7 % téhotnych a je jednou
z hlavnich pri¢in matefskych amrti na celém
svété. Ve srovnani s fyziologickym téhotenstvim
dochazi u pacientek s preeklampsii k dalsi aktiva-
ci hemostatického systému, a to véetné zvySené
generace trombinu. V nasi studii jsme porovna-
vali vysledky trombin generac¢niho testu u skupi-
ny téhotnych s ptivodné fyziologickym téhoten-
stvim, u nichZ se vyvinula preeklampsie a také
vysledky téhotnych preeklampticek zafazenych
az ve tfetim trimestru. RovnézZ jsme porovnavali
vysledky testu u skupiny téhotnych s chronic-
kou formou hypertenze bez pfitomnosti protein-
urie. Pfi porovnani obou skupin jsme zachytili
statisticky vyznamneé vyssi pocet prvorodicek ve
skupiné preeklampsie a také vyssi primérny vék
rodicek u této komplikace. Ve shodé s literaturou
jsme potvrdili signifikantné vyssi aktivaci gene-
race trombinu u téhotnych s preeklampsii [10].
Zmeény u preeklampsie jsou tedy charakterizovany
zvySenou generaci trombinu v plazmé, avsak na
rozdil od fyziologického téhotenstvi dochazi také
k aktivaci trombocytl a formaci mikropartikuli
[10]. Tento fakt mizZe vysvétlit castecny Klinic-
ky tspéch podavani kyseliny acetylosalicylové
u preeklampsie. Lze tedy shrnout, Ze ve tfetim
trimestru v dobé manifestniho onemocnéni maji
preeklampticky signifikantné vy$si ETP v porov-
nani s fyziologickym téhotenstvim a normotenzi.
Téhotné s chronickou hypertenzi rovnéz vykazuji
mirny nartst aktivace trombinu. Tyto vysledky
vSak nejsou statisticky signifikantni. VySetfeni
koagulace v prvnim a druhém trimestru u zZen,
u nichz se pozdéji vyvinula preeklampsie, nevy-
kazalo statisticky vyznamné rozdily a nelze jej
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tedy vyuzit v tomto pripadé jako prediktivni, ale
jako pouze diagnosticky test.

Prace byla podpofena grantem NT 14394-3/2013.
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