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Poruchy hemostazy v klinické praxi

Predmluva
Vazeni kolegové, mili ¢tendfi,

do rukou se Vam dostava kniha, kterd se vénuje tromboze a hemostdze s cilem probrat
tuto tematiku od teorie k praxi. Od standardni teoretické ¢asti postupné prechdzime do
klinické praxe az do zavére¢né ¢asti, ktera popisuje padesat vybranych pripadii z redlné
praxe, tak jak je v poslednich vice nez 20 letech prinesl Zivot. Pomérné velka ¢ast je
vénovana antikoagula¢ni terapii, protoZe jedinct s touto terapii pribyva a problematika
se tyka vSech klinickych obort.

Koho chceme knihou oslovit? V$echny, kteti s touto tematikou prichdzeji do styku,
od studentt mediciny pies tcastniky postgradualniho vzdélavani az po lékare v kli-
nické praxi.

Bude-li kniha ¢tenafi hodnocena jako prinosnd pro studium ¢i klinickou praxi,
bude to pro nés nejvétsi odména.

Zavérem mi dovolte podékovat velikému mnozstvi kolegti, mym uciteliim, nadii-
zenym, ktef{ mi pomdhali v rozvijeni znalosti o hemostaze. Mé podékovani patti také
kolegtim doc. Malému, Ph.D., a Mgr. Iloné Fatorové za poskytnuti bohaté obrazové
dokumentace.

V4§ Petr Dulicek

Hradec Kralové, srpen 2022



Séé the signs.
Save a life.

e s B PISINY
253 S A,

P Lt Ll d vt it
Ty e AIISY
22

* Tvorba modfin a nevysvétlitelné krvaceni Zveme vas i vade kolegy k prostudovani
mUze byt pfiznakem ziskané hemofilie A' kazuistik prezentovanych odborniky

* Mira umrtnosti u pacientt s AHA je odhadovéna naidiagnostikulhemofilicnzlnasempreby;

na 15-42 %2 a Ize ji snizit v¢asnou diagnostikou
a rychlym zahjenim lé¢by "**

Mezi projevy AHA patfi rozsahlé podkozni krvaceni,
krvaceni u pacientli bez anamnézy krvacivych
poruch, zejména pokud jsou starsi nebo po porodu,
nepfimérené krvaceni po Uraze nebo operaci **®

Pacienti s abnormalnim krvacenim by méli byt https./ /takeda4health.cz/ hemofilie-a-inhibitor/
co nejdfive odeslani do hemofilickych center’”’

Lkratky: AHA - acquired hemophilia A

REFERENGE: 1. Collins P. et al. BMC Res Notes. 2010;3:161. 2. Coppola A, et al, N I V4
Semin Thromb Hemost, 2012:38:433-446. 3. Kessler O, Kndbl P Fur J _o_
Haematol. 2015:95(Suppl 81):36-44. 4. Zeitler H, et al. Haemophilia Meda . ABNORMAL BLEEDING?

2010;16(102): 95-101. 5. Escobar MA, Dyer CB. J Gerontol Geriatr DONT DELAY TAKING ACTION!
201367:141-153. 8. Kruse Jarres R, etal, AmJ Homatol. 2017:92(7):895-705 EMERGENCY! | ALERT HEMATOLOGY SPECIALISTI
1. Stefanacei RG, et al. Curr Gerontol Geriatr Res. 2012;2012:308109. 8. Baudo F _

etal. Management of bleeding in acquired hemaphilia A: results from the European Takeda Pharmaceuticals Czech Republic s.ro

Acquired Haemophilia (FACH2) Registry. Blood. 2012 Jul 5;120(1):39-46 Skrétova 490/12, 120 00 Praha 2, Czech Republic Datum pripravy rekdamy: 2/2022 e C-ANPROM/CZ/HEM/0037



1 Teoreticka cast

1.1 Zakladni principy hemostazy

Hemostéza predstavuje jeden z mechanismd, které udrzuji integritu vnitfniho pro-
stiedi. Za fyziologickych pomért hemostaza zajistuje fluiditu krve v intaktnim cévnim
Fecisti a v pripadé poruchy kontinuity cévni stény dochazi k aktivaci hemostatickych
mechanism a k zastavé krvaceni. Hemostaticka rovnovaha je velmi dimyslné vyva-
Zena, na jeji funkci se podili: cévni sténa, krevni desti¢ky (trombocyty) a plazmatické
faktory, které zahrnuji systém koagula¢ni, fibrinolyticky a jejich inhibitory. Naruseni
hemostatické rovnovahy muze vyustit na jedné strané v krvacivy stav a na strané druhé
ve stav trombofilni (obr. 1.1).

1.1.1  Primarni hemostaza

Normalni funkce cévni stény v hemostaze je komplexnim vysledkem jeji neporusené
struktury, metabolické aktivity a tvorby fady hemostaticky aktivnich latek. Povrch sou-
vislé endotelidlni vystelky je v podstaté inertni ke krevnim hemostatickym ¢initelim.
V subendoteliu jsou piitomny tzv. adhezivni proteiny, kolagen, von Willebrandtiv faktor
(vWF), trombospondin, fibronektin a dalsi. Endotelidlni bunky syntetizuji prostaglan-
din L, tzv. EDRF (endotelidlni relaxacni faktor), tkanovy aktivator plazminogenu (tPA)
a jeho inhibitor (PAI-1). Sou¢asti membrany endotelidlnich bunék jsou dale glykos-
aminoglykany s heparinovym uc¢inkem (heparansulfaty) a trombomodulin.

Obr. 1.1 Prifez cévou s aterosklerotickymi platy (Depositphotos)
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Uloha cévni stény je tedy v podstaté dvoji: mechanicka, kdy bezprostiedné po
poranéni dochdzi k reflexni nervové podminéné kratkodobé vazokonstrikci, ktera je
vystfiddna vazokonstrikei zpisobenou latkami uvolnénymi z trombocyta (trombo-
xan A, serotonin). Za nékolik minut je vazokonstrikce vysttidana vazodilataci, kterd
usnadiiuje rychlé odplaveni hemostaticky aktivnich latek a je dtlezitd pro vymezeni
procesu krevniho srdZeni jen na misto poranéni. Vazodilataci vyvolava oxid dusnaty
(NO) a prostaglandin I..

Uloha krevnich desti¢ek je v hemostdze mnohostranna. Jedna se o bezjaderné krev-
ni elementy tvaru diskd o praméru 2-4 pm, objemu 4-8 fl. Vznikaji v kostni dfeni
fragmentaci nebo odstépovanim periferni cytoplazmy megakaryocyta. Jejich morfo-
logie je pomérné komplikovand. Dvé tietiny celkového poctu koluji v periferni krvi,
zbyvajici tfetina je deponovana ve sleziné.

Morfologie trombocytii

e Mitochondrie, Golgiho aparit, denzni tubularni systém, lyzosomy, desti¢kova
granula: alfa granula obsahuji: vVWF, desti¢kovy faktor 4 (PF4), fibrinogen, trom-
bospondin, faktor V; denzni granula obsahuji: ADP (adenosindifosfat), ATP (ade-
nosintrifosfat), Ca?*, serotonin.

e Cytoplazma - aktin, myozin (konstrikce desti¢ek méd vyznam pro uvolnéni obsahu
granul).

e Membréna je tvofena lipoproteinovou dvojvrstvou s negativné nabitymi fosfolipidy
na ,rubové strané®. V zevni vrstvé jsou umistény specifické glykoproteiny (GP).

e Na povrchu desti¢ek se nachdzeji antigeny skupiny ABO, antigeny HLA 1. tfidy
a specifické destickové antigeny (HPA).

e Funkce trombocytl je mnohostrannd: jsou nezbytné pro normalni funkci cévni
stény, maji klicovou ulohu v primérni hemostdze a uplatiiuji se také v procesu
plazmatické koagulace.

Uloha trombocytii v primarni hemostaze

Po poranéni cévy se trombocyty aktivuji kontaktem se subendotelidlnimi strukturami.
Tato aktivace vede prostfednictvim cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a cyklic-
kého guanosinmonofosfatu (cGMP) ke strukturnim zménam membrany a pfesuniim
intracelularniho Ca?*. Uvedené zmény iniciuji v§echna ndasledujici stadia nezbytna
k vytvoreni krevni zatky, tj. adhezi, tvarové zmény desticky, sekreci, agregaci a retrakci.

Stadium adheze - bezprostfedné po poranéni endotelidlni vystelky se trombocyty
hromadi v misté poskozené cévy a adheruji k subendotelidlnim strukturdm. Promptni
adheze je funkci glykoproteinu Ia na povrchu trombocytu. K jejimu pokracovani je
nezbytna ptitomnost dal$tho glykoproteinového receptoru GP Ib/IX/V (tab. 1.1) avWE
Tento faktor tvofi most mezi subendotelidlnimi strukturami a trombocyty.

Stadium tvarové zmény - adherujici desticky méni po kontaktu s kolagenem sviij
tvar na kulaty. Vytvareji pseudopodie a rozprostiraji se po exponovaném povrchu
(obr. 1.3). Soucasné dochazi ke zménam povrchovych vlastnosti membrany desticek
a k sekreci dulezitych komponent.

Stadium sekrece - z trombocyttl je nejdfive secernovan obsah a-granul (vWf, PF4,
PDGEF [platelet derived growth factor], FV, B-tromboglobulin, trombospondin aj.)
a pfi silnéj$im stimulu i obsah §-granul (tj. denznich granul, a to ADP, ATP, serotonin
a Ca™).
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Stadium agregace - znamena shlukovani krevnich desti¢ek z krevniho proudu
k trombocyttim jiz adherovanym. Hlavnimi fyziologickymi induktory agregace je ADP
a tromboxan A, (TXA2), jenZ vznikd biotransformaci zahdjenou aktivaci destickové
fosfolipazy. Na agregaci se rovnéz podili trombin vznikly v malém mnoZstvi na povrchu
destic¢ek. Agregace trombocytu je zavisla na pritomnosti dvou dalsich glykoproteino-
vych receptorti (GP IIb a Gp IIIa) v membrané desticek, fibrinogenu a Ca**. Fibrinogen
spojuje desticky a podminuje tim tvorbu agregatii. Zatimco TXA2 podporuje uvol-
fovani ADP, prostacyklin PGL, ktery vznikd v cévnich endoteliich, uvolfiovani ADP
brzdi, inhibuje agregaci desticek a zabranuje tvorbé destickovych trombti mimo misto
poranéni. Vede navic k lokélni vazodilataci. Adhezi a agregaci krevnich desti¢ek vznika
tzv. primarni hemostatickd zatka (obr. 1.4).

Stadium retrakce je poslednim krokem primarni hemostazy. Znamend smrsténi
jiz utvorené krevni srazeniny (zatky). Jedna se o desti¢kovou funkei, kterd umoziuje,
aby pseudopodia pfilnula k fibrinovym vldknéim. Smrsténi kontraktilnich bilkovin
desticek (,,zatazeni pseudopodii®) vyvola retrakci koagula.

Uloha trombocytii v plazmatické koagulaci

Krevni desti¢ky jednak poskytuji povrch k fyziologickému priibéhu koagula¢nich re-
akei, jednak se reakci samy t¢astni. Presunem negativné nabitych fosfolipidt do zevni
vrstvy membrany (tzv. flip-flop) vytvareji vazebnd mista pro vitamin K-dependentni
koagula¢ni faktory. Tato vazebnd mista slouzi také k selektivni vazbé F V a F VIII - tj.
kofaktorti uplatiiujicich se pti tvorbé komplext koagula¢nich faktorti s destickovymi
fosfolipidy. Trombocyty aktivované prostfednictvim ADP také mohou za pfitomnosti
F XI ptimo aktivovat F XII (obr. 1.2).

Obr. 1.2 Trombocyty v krevnim obéhu  Obr. 1.3 Trombocyty s pseudopodii
a jejich aktivace (Depositphotos) (Depositphotos)
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Tab. 1.1 Receptory na krevnich destickach

Receptory

pro adhezi

desticek ke
kolagenu

membranové GP;

v dUsledku konformacnich zmén se
po navazani VWF na komplex GP
[b-IX-V aktivuje komplex GP IIb/Illa,
ktery pak mlze vazat fibrinogen;
molekuly fibrinogenu vytvari mezi
destickami mastky, které slouzi
jako podklad pro agregaci desticek;
v pfipadé nedostatku fibrinogenu
pini roli mastku VWF, ktery se za
téchto okolnosti mdze vazat také ke
komplexu GP lIb/Illa

GP la/lla, GP VI, GP IV

Vysoky
stfihovy
stres
GP Ib-
-IX-V

Membrano-
vé glyko-
proteiny

komplex GP Ib-IX-V

nedostatecna syntéza tohoto komplexu
vede ke vzniku Bernardova-Soulierova
syndromu

GP la/lla

na povrchu desticek existuje vysoka
variabilita exprese tohoto komplexu
zejména v souvislosti s polymorfismem
genu pro podjednotku GP |a; ¢asto
dochdzi k bodové zéméné na pozici 807
(C-T bodové mutace), kterd je spojena
s nebezpedim infarktu myokardu ¢i s is-
chemickou cévni mozkovou prihodou

komplex GP Ilb/Illa na molekule
fibrinogenu

defekt komplexu Ilb/Illa se projevuje jako
Glanzmannova trombastenie;

pacientdim zcela chybi schopnost trombo-
cytll agregovat

GP V/llla (GP V/llla = integrin a,3,)

komplex se nachazi pfedevsim na endote-
lidInich bunkach, ale i na burikach hladké
svaloviny, makrofazich a trombocytech;
jeho hlavni funkce je adheze téchto bunék
ke slozkam extraceluldrni matrix
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Obr. 1.4 Funkce trombocytt v hemostaze; GP Ia/Ila = glykoprotein Ia/ITa, GP IIb/
I1Ia = glykoprotein IIb/IIIa, GP Ib/IX/V = glykoprotein GP Ib/IX/V, vVWF = von Wille-
brandawv faktor (ptekreslil Jiti Hlavacek)

1.1.2  Plazmaticka cast koagulace

Vysledkem aktivace plazmatickych koagula¢nich faktori je vytvoreni stabilniho fibri-
nu. Fibrin vytvari fibrinovou sit na trombocytarni matrici, kterou tim zpevnuje. Vznik
stabilniho fibrinu je vysledkem vzajemného ptsobeni koagula¢nich plazmatickych
proteind. Tento déj predstavuje reakci, pii které se neaktivni protein (proenzym) méni
na aktivni enzym a ten aktivuje dalsi proenzym.

Koagulacni faktory

Koagula¢ni faktory (tab. 1.2) je mozné délit podle chemické struktury a podle funkce

v hemostaze. Podle chemické struktury se déli takto:

a) Proenzymy (zymogeny, serinové protedzy), které maji po rozstépeni enzymatickou
aktivitu. Do této skupiny patfi: FII, F VIL, F IX, F X, F XI, F XII a prekalikrein.

b) Kofaktory, které se icastni tvorby koagula¢nich faktorti s fosfolipidy a urychluji
enzymatické reakce. Jde o: F V, F VIII, vysokomolekuldrni kininogen (HMWXK)
a tkanovy faktor (TF).

c) Substraty — k nim patfi fibrinogen, ktery je zdkladnim koagulaénim substratem
pro trombin.

d) Transglutamindza F XTII.
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Tab. 1.2 Prehled koagula¢nich faktorti

Zkratka g;:{gzy
Faktor | fibrinogen Fl jatra 2-4 9/l 72-120 340 |4
Faktor Il protrombin Fll jatra 0,1-0,2 9/l 60-96 |72 1
g‘ﬁ%‘r’w tromboplastin TF t”ﬂgﬁ.'ho 0 - 37 1
jatra,
Faktor V proakcelerin FV mega- 8-14 mg/ml 8-24 330 |1
karyocyt
Faktor VII prokonvertin FVII jatra 2-5mg/ml 4-6 50 13
Faktor VIII | antihemofilicky globulin | F VIII jatra 0,1 mg/ml 8-12 330 [X

Faktor IX antihemofilicky faktor | FIX jatra 3-4 mg/ml 18-30 |56 X

Stuart(iv-Prowerové .
- FX jatra 6-8 mg/ml 30-48 |56 13

Faktor XI Rosenthaldv faktor FXI jatra 5-7 mg/ml 48-60 160
Faktor XII Hagemaniv faktor FXII jatra 30-40 mg/ml |50-70 |80 5

Faktor X

jatra (b)
- I mega- _ z 1(b)
Faktor XIll | fibrin stabilizujici faktor |F XIII karyocyt 10-20 mg/ml | 72-160 {320 6 (a)
(@)
Prekalikrein | Fletcher(iv faktor PK jatra 35-50 mg/ml | 30-40 |90

HMWK Fitzgeralddv faktor HMWK | jétra? 60-80 mg/ml |120-150 (120 3

K, =rozsah plazmatické koncentrace, MV = molekulova hmotnost, T, , (hod.) = biologicky polocas eliminace,
Chr = chromosom jako nositel pfislusného genu

Pozn.: Koagulacni faktory oznaCujeme pismenem F (faktor), fimskou ¢islici (v Casovém poradi, v jakém byly
objeveny) a jejich aktivovanou formu malym pismenem a - napt. aktivovany paty faktor - F Va. VétSina
koagulacnich faktord byla izolovdna v Cisté formé, a bylo proto mozné stanovit jejich sloZeni a dnes i pfesné
sloZeni genu, ktery koduje danou bilkovinu.

Faktor VIII tvofi komplex s von Willebrandovym faktorem. Von Willebrandtv
faktor pochdzi z megakaryocytt a endotelidlnich bunék, T, ,= 6 hod. V téle zajituje
dvoji funkci. Je dtilezity pro primdarni hemostazu (viz vyse) a slouzi jako nosi¢ pro
F VIIL, prodluzuje jeho T, .

Podle jejich rozdilné funkce v procesu krevniho srdzeni mtizeme koagula¢ni faktory
rozdélit do péti skupin:

e bilkoviny slouzici jako kofaktory enzymdt,

e serinové protedzy - katalyzuji parcialni proteolyzu koagula¢nich faktort,

e (Ca? - napomdhd vazbé nékterych koagula¢nich faktortt na membranové fosfoli-
pidy,

e fibrinogen - prekurzor fibrinové sité,

e transglutamindza (F XIII) stabilizuje fibrinovou sit.

V tradi¢nim pohledu na koagulaci je koagula¢ni kaskdda zahajovana ve dvou téméf ne-
zavislych systémech, které se podileji na aktivaci F X (obr. 1.5). Vnéjs$i koagula¢ni systém
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styk s negativné nabitym povrchem
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E— »
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Obr. 1.5 Klasické déleni koagula¢ni kaskady

se spousti uvolnénim TF. Ten md jako inicidtor aktivace koagulace zdsadni misto. TF je
lipoprotein pritomny ve vétsiné tkani, pfedev$im v mozku, placenté, plicich, ale i v en-
dotelidlnich burikach a monocytech. Proteinovou ¢ast TF tvoii apoprotein III, ktery se
vpoméru 1 : 450 vaze s fosfatidyletanolaminem. TF postrddd enzymatickou aktivitu, pa-
sobi jako kofaktor pfi tvorbé komplexu s F VIIa. Vnitini koagula¢ni systém je aktivovan
kontaktem se smacivou plochou. Aktivace F X, ktera zahajuje tvorbu fibrinu, je spole¢nou
¢asti koagulaéni kaskady. Proces tvorby fibrinu mize byt zahdjen tedy dvéma zptisoby:
zevni cestou - expozici krve k poskozené cévé, nebo vnitini cestou, ktera je iniciovana
cestou F XII (Hagemanuv faktor), tato cesta zahrnuje také HMWK a kalikrein. Tyto tfi
faktory patti ke kontaktnimu systému. Kontakt s negativné nabitymi povrchy vede ke
konformacni zméné v zymogenu - F XII, coz vede k tvorbé malého mnozstvi aktivni for-
my F XII (F XIIa). Ten vede ke zméné prekalikreinu na kalikrein, ktery reciproéné aktivuje
F XII. F XIIa vede téZ k aktivaci F XI a také dochazi k uvolnéni zanétlivého medidtoru
bradykininu (BK) z HMWK diky kalikreinu. Vazba BK ke kininovému B2 receptoru
(B2R) aktivuje prozanétlivou signdlni cestu, ktera vede k dilataci cév, indukci chemotaxe
neutrofil a zvy$eni vaskularni permeability. Tudiz kontaktni systém cestou F XITa ma
prozanétlivé a prokoagulacni vlastnosti cestou kalikrein-kininového systému a vnitfni
koagulaéni cestou. Serpin C1 inhibitor esterazy (C1INH) je hlavni plazmaticky inhibitor
F XIIa a prekalikreinu a kontroluje proteolytickou aktivitu kontaktni cesty koagulace.
Kromé C1INH maji schopnost blokovat F XIIa také antitrombin (AT) a PAI-1. In vitro
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F XIIa vede k aktivaci komplementu a iniciuje fibrinolyticky systém prekalikreinem

zprostiedkovanou aktivaci urokinazy. Neni zcela jisté, zda toto plati i pro situaci in vivo.
Podle nyn¢jsich poznatki neni oddéleni obou aktiva¢nich systému uplné. Existuje

pfim4 aktivace F IX ve vnitfnim systému aktivovanym F VII ze zevniho systému.

Zajimavé je, ze defekty F XTI, prekalikreinu a HMWK prodluzuji aktivovany parcidlni

tromboplastinovy ¢as (aPTT) in vitro, ale in vivo nejsou krvacivé projevy pfitomny.

Podle nejnovéjsich poznatki se krevni srazeni odehravé ve tfech nasledujicich fazich

(obr. 1.6):

a) iniciace, kdy na zdklad¢ podnétu dochdzi k uvolnéni TF a tim k aktivaci koagulac-
nich faktord,

b) amplifikace, kdy dochdzi vlivem F Xa ke zméné protrombinu na trombin,

c) propagace, kdy aktivni proteolyticky enzym trombin aktivuje dalsi koagula¢ni
faktory a vytvéri aktivni povrch na destickové membrané a $tépi fibrinogen na
fibrinové monomery, které polymerizuji do stabilniho fibrinu.

Tab. 1.3 Uloha trombinu v hemostaze

Stépeni fibrinogenu

aktivace FV, F Vllla F XI

Prokoagulacni ti¢inek aktivace F XIII

aktivace trombocyt(

TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)
Antikoagulacni ti¢inek aktivace proteinu C

X
X Il - ! Villa
podnét Vil \
Vila™—__
lla ™~ xa e Va
— lla

Vil :
NG N® :
IX --~w|a (Tka " X __\E(a ) \

X I trombocyt
IXa
_-//
aktivovany trombocyt —
)E l]l Villa
VHa\=- Xa -~ Va
< ~lla =
burkas TF —
X__Vlla unkas Xla

@
IXa X I trombocyt

| .
XIa/-IXaV”'a\‘ Xa Vi lla

|X ©_aktivovany trombocyt =

oo

Obr. 1.6 Faze koagulace: iniciace, amplifikace a propagace
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Funkce trombinu

heparin + antitrombin [l serpin
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|
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—_ Il L

agregace desticek aktivace fibrin

Vila Xllla

Va Villa

NI

Obr. 1.7 Uloha trombinu v hemostaze

protein C,

Kli¢ovym enzymem v hemostaze je trombin (F Ila). Zasahuje s vysokou aktivitou do
celé rady aktiva¢nich procest, jak je ukdzano v tabulce 1.3.

Kromé svého hlavniho tkolu ($tépeni fibrinogenu) aktivuje faktory F VIII,
FV, F XIII a zpétnou vazbou tak autokatalyzuje svou vlastni tvorbu. Déle aktivuje
(zvy$enim agregace) trombocyty. Trombin m4d kromé vy$e uvedenych ,,prokoagu-
la¢nich® vlastnosti i u¢inky antikoagulaéni (obr. 1.7). Po vazbé na trombomodulin
na povrchu endotelu ztraci sviij prokoagulaéni uc¢inek a aktivuje protein C (trombo-
modulin je v této reakci kofaktorem), ktery pak proteolyticky §tépi F Va a F VIIIa.
Zaroven také aktivuje inhibitor fibrinolyzy TAFI, latku dfive oznacovanou jako
prokarboxypeptidaza B. TAFI pritomny ve fibrinu znesnadiiuje pfeménu plazmi-
nogenu na plazmin a sniZuje tak u¢inek fibrinolyzy na krevni srazeninu. TAFI je
tak prostfednikem mezi koagula¢nimi a fibrinolytickymi mechanismy a zajistuje
funkce prokoagulaéni.

Pirozené inhibitory koagulace

Slouzi k restrikci koagula¢niho procesu, lokalizaci cévniho poskozeni a chrani cévy

proti tromboze. Délime je dle mista funkce do nasledujicich skupin:

a) Inhibitory serinovych proteaz
Do této skupiny patii antitrombin, heparinovy kofaktor II (HC II), C, inhibitor
esterdz, inhibitor aktivovaného proteinu C a nékolik dal$ich, méné vyznamnych
inhibitorti. Za 80 % inhibi¢ni aktivity plazmy (inhibi¢ni kapacita 1 ml plazmy pred-
stavuje schopnost inhibovat 750 IU trombinu) jsou zodpovédné AT a HC I1.

15




Poruchy hemostazy v klinické praxi

Antitrombin je protein akutni faze, jednotetézcovy a,-glykoprotein, ktery je
tvoten v jétrech a v cévnim endotelu. T, , pedstavuje 45-72 hodin, aktivita se
pohybuje v rozsahu 80-120 %. Se serinovymi protedzami tvofi stabilni komple-
xy v poméru 1 : 1, nejvyssi aktivitu vykazuje viiéi trombinu, pomaleji reaguje
s F IXa, F Xa, F XIa a F XIIa. Tato reakce je az 1000x urychlena heparinem.
Antitrombin neinhibuje samotny F VIIa, ale je dtileZitym blokdtorem komplexu
TE-F VIla.
Heparinovy kofaktor II blokuje predevsim trombin. Blokada trombinu je urychle-
na heparinem (za podminky, Ze koncentrace heparinu je 50-100x vyssf). Blokdda
je urychlovana také dermatansulfatem a heparinoidy pfitomnymi na povrchu en-
dotelialnich bunék. HC II neinhibuje F Xa.
C, inhibitor esteraz (C1INH) je aktivovand forma komplementdrni komponenty.
Tvoii komplex s faktory kontaktni faze. Alfa-2-antitrypsin blokuje zejména F Xa.
Jeho hlavni G¢inek je namifen proti protedzam leukocytarnim a pankreatickym.

b) Inhibitory kofaktorii koagula¢nich faktorii - systém proteinu C
Trombomodulin (TM) v membrané endotelu pfimo inhibuje prokoagula¢ni ak-
tivitu trombinu a urychluje aktivaci dal$iho inhibitoru - proteinu C trombinem.
Protein C je vitamin K -dependentni glykoprotein, tvoteny v jitrech. Jeho T, , je
5-7 hodin. Aktivita v plazmé se pohybuje v rozsahu 70-140 %. Zptisobuje proteo-
lytickou inaktivaci F Va a F VIIIa. V této reakci je kofaktorem protein S, jenz tak
pusobi i pti inaktivaci F VIIIai F V.

c) Inhibitor zevniho systému aktivace hemostazy (TFPI)
TFPI (tissue factor pathway inhibitor) patfi mezi kininy, které maji charakteris-
tickou ¢ast molekuly, jez se nazyva Kunitzova doména. Jedna se o latky homologni
s aprotininem (inhibitorem pankreatickych enzymi). TFPI je inhibitorem zevni
podil TFPI (50-80 %) je vazan na cévni sténu a miize byt uvolnén do obéhu po
podani heparinu. Pro heparin obsahuje molekula TFPI vazebné misto s vysokou
afinitou (o vyznamu této reakce bude pojednano v kapitole vénované 1é¢bé he-
parinem). Zbylé mnozstvi volného TFPI (20-30 %) cirkuluje v plazmé. Cilovymi
protedzami pro TFPI jsou F Xa a F VIIa. Zatimco funkce F Xa je inhibovana
ptimo, k blokddé komplexu TE-F VIla je pozadovana pifitomnost F Xa a kal-
ciovych iontd. Tato reakce probiha ve dvou krocich: v prvnim je vytvoren dudlni
komplex TFPI/F Xa a ve druhém kroku pak kvarterni komplex TFPI/F Xa/TF/F
VIIa. Univerzalnim inhibitorem blokujicim v§echny koagula¢ni faktory je alfa-
-2-makroglobulin.

1.1.3  Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je aktivovan soucasné s aktivaci primdrni hemostdzy a koagu-
la¢ni kaskady. To znamena, Ze tvorba trombu je primarnim stimulem také k aktivaci
fibrinolyzy. Fibrinolyza v§ak probiha podstatné pomaleji (48-72 hod. i déle). Hlavnim
ukolem systému (obr. 1.8) je v¢asné odstranéni fibrinu z cévniho feci$té a tim opé-
tovné zpriichodnéni cévy. Je poslednim regula¢nim proteolytickym mechanismem
v hemostaze, ktery limituje tvorbu koagula tim, Ze rozpousti fibrin pfitomny v trom-
bu a je zdroven reparaénim mechanismem. Fibrin se degraduje proteolytickym en-
zymem plazminem, ktery vznika aktivaci plazminogenu. Plazminogen se endogenné
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Obr. 1.8 Systém fibrinolyzy

aktivuje tkanovym aktivatorem plazminogenu. Fyziologicky je ptsobeni plazminu
omezeno na mista fibrinovych depozit. Vlivem plazminu se fibrinogen rozpada na
produkty - tzv. fibrinogen-degrada¢ni produkty (FDP), které ozna¢ujeme jako frag-
menty X, Y (ptechodné meziprodukty), D a E (hlavni, kone¢né produkty). Stépeni
fibrinu probihd déle nez $tépeni fibrinogenu, protoze fibrin je proti plazminu relativné
odolny. Stabilizaci fibrinu faktorem XIIIa se vytvori kovalentni vazby, které maji za
nésledek, ze se fragmenty X a Y od sebe neuvoliuji a vznikaji produkty YY/DXD,
YD/DY, DD/E (obecné také oznacované jako FDP). Posledné jmenované (DD/E) jsou
specifickym §tépnym produktem fibrinu, zndmym jako D-dimery. Plazminogen se
muze aktivovat rovnéz exogenné podanim urokindzy nebo streptokindzy a dal$imi
trombolytiky. Fibrinolyticky systém je udrzovan v rovnovaze inhibitory plazmi-
nu, které snizuji i riziko degradace systémového fibrinogenu. Hlavnimi inhibitory
plazminu jsou alfa-2-antiplazmin a PAI-1. Vznikajici FDP mohou rovnéz inhibovat
koagulaci, napt. interferenci s agregaci trombocytt.

Zavérem této Gvodni Césti je na prehledném obrazku (obr. 1.9) uveden systém
krevniho srazeni tak, jak probihd po poranéni cévni stény.

Jednotlivé inhibitory ptisobi v riznych ¢astech koagulaéni kaskady. K zastavé
krvaceni dochazi v diasledku tvorby primarni zatky (trombu), ktera je tvofena agre-
gatem krevnich desti¢ek. Zpevnénim fibrinovymi vlakny a naslednou retrakei se
vytvaii definitivni koagulum. Systém plazmatickych inhibitora slouzi k ohrani¢eni
krevni zatky, k vytvoreni efektivniho agregatu trombocyti, rozpusténi vytvorené
srazeniny, a tim zpriichodnéni cévy, coz je hlavni tlohou fibrinolytického systému.

17




Poruchy hemostazy v klinické praxi
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Klasické déleni plazmatické ¢asti na vnitfni a zevni je spise didaktické, oba systémy
jsou propojeny.

Vnitini cesta koagulace md vztah i k zanétu a komplementu.

Trombocyty jsou velice komplikovanymi elementy s mnoha funkcemi.

Hemostazu je nutno vnimat jako celek, véetné systému fibrinolytického.
Dobré znalost hemostazy je nezbytnd pro pochopeni laboratorni diagnostiky a kli-
nickeé interpretace vysledki, stejné tak jako etiopatofyziologie jednotlivych chorob.
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1.2 Laboratorni vysetreni hemostazy

Pfed vlastnim laboratornim vysetfenim je nutno zduraznit, Ze stejné dilezitym krokem
pri vySetfeni hemostdzy je spravnd znalost jak rodinné, tak osobni anamnézy. Labora-
torni testy maji riznou senzitivitu a specificitu, navic jejich abnormalni vysledky vzdy
neznamenaji problémy klinické. VySetfeni hemostazy slouzi k diagnostice vrozenych
a ziskanych poruch hemostazy, a to jak stavii krvacivych, tak trombofilnich. Labora-
torni testy slouzi také k monitorovani terapie antikoagula¢ni (u trombotickych stavii)
i terapie substitu¢ni (v pripadé lé¢by krvacivych chorob).

K ziskani spravnych hodnot ptilaboratornim vysetfovani je nutno dodrzovat zdsady
spravné laboratorni praxe. Zasady se tykaji spravného odbéru krve (atraumaticky),
pouziti spravnych zkumavek a antikoagula¢niho roztoku (zejména doporucovaného
poméru odebrané krve a antikoagula¢niho roztoku) a véasného dodéani vzorku do
laboratofe (obr. 1.10).

Vice nez 90 % nespravnych vysledki je zptisobeno chybou v této ,,preanalytické*
fazi, nikoli pfi vlastnim stanoveni (obr. 1.11).

Koagula¢ni testy lze délit riizné, napt.

podle vysetfovaného systému a specificity vySetfeni

1. Zhlediska vysetfovaného systému

a) primdrni hemostaza,

b) plazmaticka ¢ast koagulace,

c) vysetfeni inhibitort krevniho sraZeni,
d) fibrinolyticky systém.

Obr 1.10 Set pro vysetteni krve (laborator IV. interni kliniky FN HK)
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Teoreticka ¢ast

Obr. 1.11 Priklady $patného odbéru krve (laboratof IV. interni kliniky FN HK)

2. Podle specificity vySetieni
a) Nespecifické, globalni testy
o Testy neselektivni, které mohou byt:
- globalni, tj. postihujici bud jeden celek (euglobulinova fibrinolyza),
nebo vice systému (srazlivost),
- skupinové - screeningové (zachytné), které umoziuji rozlieni napt.
poruch ve vnitini ¢i zevni cesté krevniho srdZeni apod.
b) Specifické, cilené vysetieni
o Testy selektivni, které vysetfuji jednotlivé slozky systémi koagula¢nich
faktort.
Pfi vySetfeni hemostazy neselektivnimi skupinovymi testy (napf. protrombinovy ¢as
[PT], aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as [aPTT]) si musime uvédomit nasledujici:
— Vysledky in vitro nemusi vzdy odrézet stav in vivo. Cili jejich prodlouzeni nemusi
vzdy znamenat sklon ke krvaceni, ale naopak sklon k trombdze.
— Normalni hodnoty nevylucuji krvécivy stav.
Obecné plati, Ze dostupnymi testy je snadnéj$i a presnéjsi vySetfeni plazmatické
¢asti koagulace nez vysetteni primarni hemostazy.
Laboratorni testy podle vySetfovaného systému:
1. VySetfeni primarni hemostazy
2. VySetfeni plazmatické ¢asti koagulace - tj. vnitfniho ¢i zevniho systému spo-
le¢né cesty koagulace:
a) fibrinolyzy,
b) cirkulujici protilatky - typu lupus anticoagulans (LA),
¢) inhibitord koagula¢niho faktoru.
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1.2.1  VySetieni primarni hemostazy

K vysetfeni primarni hemostazy mame celou $kalu testtl, zalozenych na naprosto od-
lisnych principech. Lisi se svou senzitivitou, specificitou, ¢etnosti vyuziti v klinické
praxi (tudiz i dostupnosti) a cenou.

Vysetreni cévni stény

Vy$etfeni rezistence kapilar (Rumpeliv-Leedtv test; obr. 1.12 a 1.13). Hodnoti se
pocet petechii, které se vytvoiina ploe 16 cm? (na predlokti) po 10minutové kompresi
manzetou tonometru pti tlaku 80 mmHg. Jako pozitivni se hodnoti nalez > 10 petechii.
Tento test je pozitivni u trombocytopenii, trombocytopatii, nékterych vaskulopatii ¢i
von Willebrandovy choroby.

Vy$etfeni rezistence kapilar petechiometrem (orienta¢ni)

Kloboucek vyvévy prilozime na predlokti, vytvofime podtlak 300 mmHg na dobu
45 sekund a provedeme odecteni petechii pod klobouc¢kem. Normalni vysledek: pocet
petechii < 10.

Obr. 1.12 Vysetfeni rezistence kapilar podle Rumpelova-Leedova testu (IV. interni
hematologicka klinika, FN HK)
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Obr. 1.13 Hodnoceni Rumpelova-Leedova testu (IV. interni hematologicka klinika,
FN HK)

Test je pozitivni: u cévnich purpur a u trombocytopenii a trombocytopatii. Test
miize byt pozitivni, ackoliv je doba krvacivosti normalni.

VySetteni poctu trombocytii
Pocet se vét§inou stanovuje na automatickych analyzatorech krevnich elementt soucas-
né s ostatnimi parametry krevniho obrazu. Analyzatory také davaji tdaje o stfednim
objemu desticky (MPV - mean platelet volume), $ifi distribuce desti¢ek (PDW - platelet
distribution width) a destickovém hematokritu (plateletcrit). Tyto parametry lze vyuzit
v diferencialni diagnostice trombocytopenii. Normalni pocet desti¢ek zavisi na typu
analyzatoru a vétsinou se pohybuje v rozpéti 150-400 x 10°/1. Soucasti vySetfeni kazdé
zji$téné trombocytopenie je prohlédnuti krevniho natéru k odliSeni pseudotrombocy-
topenie pti agregaci desti¢ek zptisobené EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
nebo pii tzv. satelitnim fenoménu (navazani desti¢ek na neutrofily) (obr. 1.14 a 1.15).
Vyhodna mtize byt i znalost tzv. IPF (frakce nezralych trombocytt). To jsou mladé,
1-2 dny zijici, desticky s vétsimi zbytky RNA. To dava informaci o rychlosti trombo-
poezy v kostni dfeni. Diagnosticky vyznam je zejména u trombocytopenii zptisobenych
zvysenou konzumpci nebo pti utlumu kostni diené (1-6,1 %).
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Obr. 1.15 Desti¢kovy satelitismus

terni hematologické kliniky FN HK) (laboratot IV. interni hematologické
Kliniky FN HK)

Doba krvacivosti
Dobu krvacivosti miizeme méfit riznym zpisobem. Vzhledem k nevyhovujici stan-
dardizaci klasické metody podle Dukea se postupné objevily i dal$i metody.

Metoda podle Dukea
Sleduje se doba nutna k zastavé krvaceni po standardnim vpichu do usniho lalti¢ku
nebo do pati¢ky u kojence. Metoda (obr. 1.16) je méné presnd, dnes jiz pouzivand velmi
ztidka, na nagem pracovisti jiz vibec.

Normalni hodnota: 2-5 min.

Prodlouzend doba krvacivosti je u trombocytopenii, trombocytopatii — funkénich
poruch desti¢ek, u von Willebrandovy choroby (WD), pii podavani 1éki s protides-
tickovym ué¢inkem.

Metoda s pouzitim standardni incize na pfedlokti (standardized template method) -
Simplate

Ptedlokti na volarni strané otfeme dezinfekénim roztokem. Na pazi pfilozime man-
zetu tonometru a nafoukneme na 40 mmHg a pti tomto tlaku udrzujeme po celou

Obr. 1.16 Stanoveni krvacivosti — Duketiv test (laboratot IV. interni kliniky FN HK)
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