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Souhrn

Vysettovaci proces po zilni tromboembolicke
piihod¢€ zahrnuje zobrazovaci i laboratorni metody, jeho
cilem je nejen diagnostika a sledovani vyvoje
onemocnéni, ale 1 pokud moZno objasnéni pfic¢iny. Neni-
li zteymy klinicky vyvolavajici faktor, je vhodné patrat
jednak po skryté malignité, jednak po trombofilii.

Z praktickeho hlediska jsou vyznamné zejména ty
trombofilni stavy, které zvysuji riziko recidivy, a mohou
tedy hrat roli pi rozhodovani o dé¢lce antikoagulacni
1é¢by (obvykle warfarinem) po pfihod¢. Nejcasté;si

z vrozenych trombofilnich stavll vSak zvySuji riziko
recidivy jen mirng a jejich prukaz vétSinou neni indikaci
k prodlouZeni warfarinizace (1-3).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je ziskanym
trombofilnim stavem a je spojen s vyznamné vySSim
rizikem recidivy tromboembolické nemoci, a to zejména
po vynechani antikoagulacni 1€€by (4-8). Laboratorni
diagnostika APS je zaloZena jednak na koagulacnim
vySetieni tzv. lupus antikoagulans, jednak na
sérologickém prikazu antifosfolipidovych protilatek
(APA) (9-10). APA jsou velmi heterogenni, za
diagnosticke jsou povazovany antikardiolipinove
protilatky (ACA) a nov¢ tézZ protilatky proti 32-
glykoproteinu I (anti-B2-GPI) (11). N&kteti autoti vSak
povazuji za dilezité 1 dalsi podskupiny APA (12-22).

NasSe prace byla zamétena na prevalenci nejen
ACA, anti-B2-GPI, ale 1 dalSich, ,,nediagnostickych*
APA - proti fosfatidylserinu, fosfatidylglycerolu,
fosfatidylinositolu, fosfatidyletanolaminu (anti-phE),
kyseliné fosfatidové v 1sotypu IgG a IgM u pacientil po



prodélané Zilni tromboembolické ptihod¢€. Prokazali jsme
statisticky vyznamné vyssi prevalenci protilatek IgM -
ACA, IgG - anti-B2-GPI, IgM — anti-phE. Nase vysledky
tedy jednak podporuji zaClenéni anti-B2-GPI do novych
diagnostickych kritérii APS, jednak pripoustéji
potenciadlni vyznam vySetfeni anti-phE — zejména u
nemocnych s klinickym podezienim na APS, avSak

s negativnim vysledkem testii na ,,diagnostické* APA.
Tyto vysledky by bylo jist¢ vhodné ovéfit v rozsahlejsi a
prospektivni studii.



Summary

The diagnostic workup in patients with venous
thromboembolism (VTE) consists of imaging methods as
well as laboratory assays and concentrates not only on
diagnostic and follow-up procedures but also on the
evaluation of the possible cause of VTE event. In the
absence of an obvious clinical provoking factor, occult
malignancy or thrombophilic disorder should be searched
for. From the practical point of view, the most relevant
are those thrombophilic states that are associated with an
increased risk of recurrence and may therefore play a role
in the decision about the length of the anticoagulation
therapy (usually with warfarin) following the event.
However, the most common inherited thrombophilic
disorders are associated with only mildly increased risk
of VTE recurrence and their detection does not usually
warrant prolonged warfarin therapy.

Antiphospholipid syndrome (APS) is an acquired
thrombophilic state with a significantly higher risk of
VTE recurrence, especially after warfarin withdrawal.
The laboratory diagnostics of APS consists of
coagulation assays (detection of lupus anticoagulans) as
well as serologic tests of antiphospholipid antibodies
(APA). APAs are very heterogeneous and only some of
them are considered ““diagnostic” — anticardiolipin
antibodies (ACA) and newly also antibodies against f2-
glycoprotein I (anti-B2-GPI). Some authors, however,
consider some other subgroups of APAs significant, too.

The aim of our study was to assess the prevalence
of not only ACA and anti-B2-GPI but also
“nondiagnostic” APA - antibodies against



phosphatidylserine, phosphatidylglycerol,
phosphatidylinositol, phosphatidylethanolamine (anti-
phE), phosphatidic acid - in both IgG and IgM isotypes
in patients after a VTE event. We have confirmed
statistically higher prevalence of IgM - ACA, IgG - anti-
B2-GPI and also IgM - anti-phE. Our results thus support
the inclusion of anti-B2-GPI assays into the newly
revised APS diagnostic criteria and suggest the potential
utility of anti-phE testing, especially in the case of strong
clinical suspicion of APS with the absence of
“diagnostic” APA. Nevertheless, these results deserve
further evaluation in a larger and prospective study.



Prilohy disertacni prace:

Priloha ¢. 1

Hirmerova J. Optimalni délka antikoagulacni 1éCby po
Zilni tromboembolické prihod¢: obecny ¢i
indidualizovany ptistup? Vnitt Lek 2007;53:662-668
(souhrnny ¢lanek)

Souhrn: Po tromboembolické ptihodé€ je indikovéana
dlouhodoba peroralni antikoagula¢ni lécba. Dé¢lka jejiho
trvani by méla byt vysledkem porovnani rizika recidivy a
rizika krvacivych komplikaci. Minimalni doba 1€cby jsou
3 mésice, pricemz v urcitych ptipadech ji 1ze zkratit, u
mnoha pacientil je vSak na mist€ lécba delsi. Zasadni vliv
na rozhodnuti o trvani IéCby ma piitomnost ¢i absence
vyvolavajiciho faktoru a jeho povaha. Pacienti

s tromboembolickou piihodou vyvolanou pfechodnym
(reverzibilnim) rizikovym faktorem (operace, uraz, lécba
estrogeny apod.) maji riziko recidivy velmi nizké a je pro
n¢ dostatecna tfimesicni 1écba. V ostatnich piipadech je
vhodna léc¢ba prodlouZena, vétSinou alespon 6-12
mgésicll. Je nutno posoudit i typ a rozsah piihody a pocet
eventualnich pfedchozich epizod. Pacienti s malignim
onemocnénim maji vyrazné vyssi riziko recidivy a
nejvyhodné;si je pro né dlouhodoba 1é¢ba
nizkomolekularnim heparinem. Riziko recidivy zvysuje 1
muzské pohlavi, nékteré trombofilie a podle nékterych
studii 1 pfitomnost rezidualniho trombu v Zile.
Vyznamnou pomoci pii ur€ovani délky léCby mize byt
D-dimer test pred vynechanim 1€Cby a zeyména 1 mésic
po jejim vynechani. Negativni vysledek testu znamena
velmi nizké riziko recidivy, pii1 pozitivnim vysledku je



riziko recidivy vysoké a je vhodne zvazit eventualni
obnoveni antikoagula¢ni lécby. Rozhodnuti o délce 1€cby
je slozitym procesem, v némz by se méla uplatiiovat
mezioborova spoluprace.
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Priloha €. 2

Hirmerova J. Antifosfolipidovy syndrom a jeho projevy v
tepenném a zilnim systému. Cor Vasa 2005;47(5):187-
194 (souhrnny ¢lanek)

Souhrn: Pojem ,,antifosfolipidovy syndrom* oznacuje
asociaci mezi pritomnosti antifosfolipidovych protilatek
se syndromem hyperkoagulability. Antifosfolipidové
protilatky jsou velmi heterogenni skupinou
autoprotilatek, jejich laboratorni diagnostika je zaloZena
jednak na testech ELISA, jednak na koagula¢nich testech
k priikkazu tzv. lupus antikoagulans. Zéakladni klinicka
kritéria antifosfolipidového syndromu jsou tromboticke
projevy a komplikace gravidity. Klinické manifestace
vS8ak mohou byt rliznorod¢ a zasahovat do riiznych obort,
vCetné kardiologie, angiologie a flebologie. Mnohé studie
potvrdily souvislost antifosfolipidovych protilatek a
infarktu myokardu, ischemické cévni mozkové ptihody,
chlopniovych vad a Zilniho tromboembolizmu. Dulezit4 je
otazka sekundarni prevence u nemocnych

s antifosfolipidovym syndromem po prodélané trombdze.
Bylo prokazano vysoke riziko recidivy trombozy po
vynechani antikoagula¢ni 1é¢by. Indikovana je
dlouhodoba warfarinizace s cilovym INR 2-3, existuji
vSak 1 nazory, Ze néktefi pacienti s antifosfolipidovym
syndromem by mohli profitovat z intenzivng¢jsi
antikoagulac¢ni lécby. Patofyziologie syndromu zatim
nebyla uspokojivé vysvétlena.
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Priloha ¢. 3

Hirmerova J, Ulcova-Gallova Z, Seidlerova J, Filipovsky
J, Bibkova K, Micanova Z, Mayer O Jr. Laboratory
evaluation of antiphospholipid antibodies in patients with
venous thromboembolism. Clin Appl Thromb Hemost —
piijato k publikaci. IF 1,008 (ptvodni prace)

Summary: Of antiphospholipid antibodies (APA), only
anticardiolipin antibodies (ACA), lupus anticoagulant
and newly also anti-beta 2 glycoprotein I (anti-B2-GPI)
are established laboratory criteria for antiphospholipid
syndrome (APS). The objective of our study was to
evaluate the significance of extended antiphospholipid
profile in patients with venous thromboembolism (VTE)
without systemic lupus erythematosus (SLE) or any other
systemic autoimmune disease.

In 140 patients (age 18-69 years; 47.1% men) with VTE
and 136 control subjects we tested ACA, anti-B2-GPI and
non-criteria APA: anti-phosphatidic acid, anti-
phosphatidylethanolamine (anti-pE), anti-
phosphatidylglycerol, anti-phosphatidylinositol, anti-
phosphatidylserine. Commercial and in-house ELISA
assays were used.

The antibodies with significantly higher prevalence in
patients (compared to controls) were: IgM - ACA (n=18;
12.9%; p=0.035), IgG - anti-B2-GPI (n=23; 16.4%;
p=0.0032), IgM - anti-pE (n=20; 14.3%; p=0.014). In
most cases, ACA and anti-2-GPI antibodies did not
overlap. Moreover, 12 of the 20 patients with IgM - anti-
pE had neither ACA nor anti-B2-GPI. In conclusion, of
non-criteria APA, only anti-pE were significantly more

12



prevalent in non-SLE patients with VTE, with only minor
overlapping with the criteria APA .

Our results suggest the possible utility of searching for
anti-pE in the clinical suspicion of APS and the absence
of criteria APA. However, the significance of anti-pE
should be proved in larger and prospective studies.
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Vlastni vysledky - rozbor provedené studie vyskytu
antifosfolipidovych protilatek u nemocnych
s tromboembolickou nemoci

Cil studie: Cilem nasi studie bylo ovéfit vyznam
vySetteni rozsiten¢ho profilu APA u skupiny pacientti

s TEN bez systemoveho lupus erythematodes (SLE) ¢i
jiného autoimunitniho onemocnéni.

Metody. Soubor tvoiilo140 pacientl (vék 18-69 let;
47,1% muzl), vySetfenych v ambulanci pro trombdzu po
prodélané tromboembolicke piihodé. Kromé peclivé
anamnézy, zaméeirené predevsim na uptesnéni klinického
vyvolavajiciho momentu TEN, konkomitantni medikaci a
onemocnéni, jsme stanovili body mass index (BMI) a
provedli laboratorni vySetfeni — jednak rutinni testy
(krevni obraz, jaterni a rendlni testy, glykémii, celkovy
cholesterol a triglyceridy), jednak testy na trombofilni
stav. Kontrolni soubor zahrnoval 136 osob
odpovidajiciho v€ku a pohlavi (zdravych darct krve ¢i
predstavitelil obecné populace s negativni anamnézou
zilni ¢i arterialni ptihody, bez autoimunitniho ¢i
maligniho onemocnéni). U obou soubortt jsme vySettili
ACA, anti-B2-GPI a ,,nediagnostické* APA: proti
fosfatidylserinu, fosfatidylglycerolu, fosfatidylinositolu,
fosfatidyletanolaminu (anti-phE), kyseliné fosfatidové

v isotypu IgG a [gM. Pouzili jsme komer¢ni testy (ACA,
anti-B2-GPI) a ,,in-house* ELISA testy (ostatni APA).
Statisticke zpracovani bylo provedeno pomoci t-testu a
Fisherova testu, dale pak Mann-Whitney U testu, ROC
(receiver operator curve) analyzy a vypoctu ,,poméru
Sanci“ (odds ratio - OR).
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Vysledky:. 48,6% nemocnych mélo ,,nevyprovokovanou*
tromboembolickou piihodu (resp. TEN bez jasn¢ho
provokujiciho faktoru), 23,6% nemocnych mélo ptihodu
,,hevysvétlenou®, tj. bez jakékoli znamé priciny, resp. bez
provokujiciho faktoru i bez trombofilie. U 12,1% byla

v minulosti dokumentovana také arterialni pfihoda
(akutni koronarni syndrom, ischemicka cévni mozkova
piihoda Ci periferni tepenny uzavér).

Vyssi prevalence APA (resp. hodnoty nad 95.
percentil kontrolniho souboru) byla zjisténa pro IgM -
ACA (n=18; 12.9%; p=0.035), IgG - anti-f2-GPI (n=23;
16.4%; p=0.0032), IgM — anti-phE (n=20; 14.3%;
p=0.014). Ve vétsing piipadil nebyla prokazana zktizena
reaktivita ACA a anti-32-GPI. 12 z 20 pacientl
s prokazanymi IgM - anti-phE nemélo ani ACA, ani anti-
B2-GPI a u 9 z nich byla IgM - anti-phE jedinou
nalezenou antifosfolipidovou protilatkou, tedy nebyla u
nich zjiSténa ani Zadna jina nonkardiolipinova protilatka.

Dale jsme hodnotili vyznam jednotlivych APA
pomoci ROC analyzy. Vysledky byly signifikantni pro
protilatky IgG - anti-2-GPI (AUC 0,743) a IgM — anti-
phE (AUC 0,621), avSak nikoli pro I[gM — ACA (AUC
0,486). Take vysledné hodnoty OR byly vyznamné pouze
pro IgG - anti-f2-GPI (OR 1.271; 95% CI 1.156-1.398)
a IgM — anti-phE (OR 1.194; 95% CI 1.084-1.315), pro
IgM — ACA nedosahly statistické vyznamnosti(OR
1.082; 95% CI 0.909-1.287).

Nebyly prokazany signifikantni rozdily
v prevalenci APA mezi jednotlivymi podskupinami
pacientll (muzi oproti Zenam; TEN s jasnym
provokujicim faktorem versus TEN ,,nevyprovokovana®;
pacienti se soucasnou anamnezou arterialnich ptihod
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oproti pacientim bez takovéto anamnézy; TEN

s 1identifikovatelnou pfi¢inou versus TEN
,,hevysvétlena®).

Diskuze: NaSe vysledky mohou ptfispét k debaté o
laboratornich kritériich APS ve 2 smérech:

» jednak jsme zjistili signifikantné vyssi prevalenci
anti-32-GPI u pacienti s TEN, a to ve vétSing ptipadi
bez soucasné pozitivity ACA. V tomto sméru tedy nase
vysledky podporuji zaclenéni anti-B2-GPI do novych
diagnostickych kritérii APS (11). Na tuto problematiku
stale existuji rozporné nazory (23-25).

» z ,nediagnostickych® APA byla v naSem souboru
zjiSténa vyssi prevalence IgM — anti-phE, jen s nevelkou
zktizenou reaktivitou s ,,diagnostickymi* APA. NaSe
vysledky tedy ptipoustéji potencialni vyznam vySetieni
anti-phE u nemocnych s klinickym podezienim na APS,
avSak s negativnim vysledkem testli na ,,diagnosticke*
APA. Bylo by jisté vhodné ovéfit tyto vysledky ve velké
prospektivni studii.

Limitace: nase studie ma urcité limitace, pro které je
treba vysledky interpretovat s jistou opatrnosti.

e vzhledem k relativné mal¢ velikosti naSeho
souboru jsme jako cut-off zvolili 95.percentil hodnot
kontrolni skupiny, ackoli jsme si védomi, Ze pro
,,diagnostickeé“ APA jsou v kritériich doporu€eny jako
pozitivni az titry nad 99.percentil. V nasi praci jsme se
vSak zabyvali hlavné vyzkumem ,,nediagnostickych*
APA, pro nézZ zatim nejsou zavazna doporuceni ohledné
cut-off a v provedenych studiich jinych autort byly
pouzity rozli¢né hodnoty cut-off.

e Dosud nebylo provedeno opakované testovani
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na piitomnost APA, proto nelze s jistotou hodnotit jejich
pozitivitu jako trvalou. Pozitivita APA mulzZe byt pouze
piechodna, napt. v souvislosti s infekénim onemocnénim,
proto je v diagnostickych kritériich stanovena nutnost
opakovaného pritkkazu LA, ACA ¢i anti-f2-GPI

s intervalem mezi nabéery alespon 12 tydnu (11).
Planujeme vSak opakovane¢ vySetieni pacientii

s pozitivnimi ACA, anti-2-GPI a antiphE.

e Nepodarilo se nam prokazat rozdily
v prevalenci APA mezi jednotlivymi podskupinami
pacientl (viz vyse), coz vSak muze byt zpusobeno malou
velikosti téchto podskupin.

e U vétSiny pacientli nebylo provedeno
vySetteni na LA. LA je povazovano za nejsilngjsi
prediktor trombodzy (26), a bylo by tedy zajimavé
korelovat asociaci LA s jednotlivymi APA. Naprosta
vétSina pacientil byla vSak na warfarinu, a proto by
testovani LA bylo zna¢né¢ obtizné.

Zaver. ve skupiné pacientii s TEN bez SLE jsme
prokézali vyssi prevalenci protilatek IgM - ACA, IgG -
anti-B2-GPI a take IgM - anti-phE.

V této souvislosti je tfeba si uvédomit, Ze
v novych diagnostickych kritériich APS uz je
doporucovano vysetieni protilatek anti-£2-GPI. V nasi
studii byla zjisténa vyznamné vyssi prevalence téchto
protilatek u nemocnych s TEN oproti kontrolnimu
souboru. Testy na anti-32-GPI vSak zatim nejsou
v naSich podminkéach béznou soucasti vysetteni na APS.
Je vhodne zvazit jejich zavedeni do praxe, alespon na
vybranych pracovistich, napt. ve specializovanych
centrech.
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Pokud jsou vysledky ,,diagnostickych® APA (t;j.
ACA, anti-B2-GPI) negativni a vySetfeni na LA je bud’
také negativni, nebo z diivodl antikoagulacni 1écby
dosud nebylo provedeno a pti¢ina TEN nebyla jinymi
vySettenimi (tj. onkologickym screeningem ani jinymi
testy na trombofilii) objasnéna, ptichdzi v uvahu jesté
vySetfeni ,,nediagnostickych* APA. Dle naSich vysledkt
se zda, Ze ze Siroke¢ho spektra APA si protilatky anti-phE
zaslouzi dal$i pozornost a jejich vyznam by mél byt
zhodnocen ve vétst a prospektivni studii.
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