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UvVoD

Po delsi iivaze pFedkldddm $irst odborné verejnosti se zdjmem o laboratorni hema-
tologii knihu Laboratorni hematologie v piehledu (3. dil) — fyziologie a patofyzio-
logie hemostdzy. Proti piivodnimu zdméru jsem preskocil &dst, kterd se tykd , ultra-
struktury, morfologie, fyziologie a patofyziologie krevnich bunék”. Tato kniha by
méla byt publikovdna béhem Cesko-slovenskych dnit laboratorni hematologie v ro-
ce 2006. Prikrocil jsem k tomu zejména z toho ditvodu, Ze v poslednich nékolika
letech doslo k vyznamnému pokroku v odhalovdni hemostatickych procesi, a tak
[ tato oblast se v mnohém dostdvd do roviny molekuldrnich procesii a vzdjemné in-
terakce mezi burtkami &i burtkami a prostredim. O téchto souvislostech je jen mdlo
zminek v soucasném Ceském pisemnictvi.

V této knize se vénuji zejména cévnimu systému, vztahu mezi endotelem a he-
mostdzou, aktivaci koagulacnich faktori, vzniku koagulacné aktivnich komplexii
a toto ddvdm do spojitosti s klasickymi a novymi modely hemostatickych procesit.
V dalsi ¢dsti se vénuji problematice fibrinolyzy, inhibitorit krevniho srdZeni a jejich
primému zdsahu v oblasti aktivované hemostdzy. V ¢dsti zaméfené na patofyziologii
hemostdzy se zabyvdm pFicinami vzniku daného onemocnéni a laboratornimi testy.
Nezaméfuji se na klinické aspekty souvisejici s diagnostickou rozvahou a strategii
1échby. V prvni &dsti popisuji krvdcivé stavy z riiznych pFicin (cévni sténa, krevni de-
sticka, koagulopatie), ddle trombotické a trombofilni stavy a moZnostmi jejich lé-
Cebného monitorovdni. Samostatny oddil je vénovdn metoddm a pristrojové techni-
ce vyuZitelné pri sledovdni zmeén hemostatickych mechanismi. Kniha vychdzi z mych
vice neZ 27letych zkusenosti s laboratorni problematikou oboru klinické hematolo-
gie a volnou formou navazuje na jiz drive vydané publikace ,, Piehled laboratorni
hematologie [-IV*.

Chtel bych vyuZit této prileZitosti a podékovat prof. MUDr. Jaroslavu Malému,
CSc. za celoZivotni spoluprdci a nezistné prdtelstvi. Je pro mné milou povinnosti
podékovat i obéma recenzentum prof. MUDr. Ladislavu Chrobdkovi, CSc. a prof.
MUDr. Miroslavu Penkovi, CSc. za jejich velmi kvalifikovanou, dislednou a pecli-
vou recenzi této knily. Podékovdni patFi ddle Martiné Tomsikové za véasné a rychlé
vypsdni a sefazeni jednotlivych stati a pomoc p¥i vpravé obrdzkil. RovnéZ jsem vel-
mi zavdzdn pani Irené Sulcové za perfektni prevedeni obrdzkit do elektronické
podoby a jejich kopirovdni, ing. Elisce Slezdkové a Mgr. Filipu Vrbackému za zhoto-
veni digitdlnich fotografii a grafit k jednotlivym statim této knihy.

Firmdm A.L. Instruments a HK Credit, predevsim panu ing. L. Cimalovi a panu
ing. J. Michdlkovi a dal§im firmdm dékuji za podporu p¥i vyddni a pFipadné distri-
buci této knihy. Na zdvér bych chtél podékovat i vsem dalsim spolupracovnikiim,
laborantkdm a lékarium za jejich pochopeni pro mou prdci a své rodiné za trpélivost,
kterou mi poskytovala po celou dobu sepisovdni jednotlivych stati.

V Hradci Krdlové, zdFi 2004
Miroslav Pecka
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1.CEVY, CEVNI SYSTEMY
A ENDOTELOVE BUNKY

1.1. Cévni systém (schéma, tlaky, distribuce krve)

systém®, pro rozvod okysliené krve a je-
ji néavrat po pfedani kysliku tkdnim.
Cévni sténa je jednou s velmi dileZitych
sloZek hemostatického procesu a to ze-
jména jeji sty€na plocha s krevnim fecis-
t¢m — endotel.

V krevnim obéhu miazZeme rozlisit:

Qa

d

Cévy, to neni jen jakysi ,,potrubni

tepenny rozvod (vyssi tlak) — rozvadi
okysli¢enou krev ze srdce do tkdni
Zilni' rozvod (niZsi tlak) — sbira tekuti-
nu z tkani a odvadi odkysli¢enou krev
k srdci a k plicim.

Tepenny (ervené)
a Zilni rozvod (modie)

v. jugunaris
interna

a, carotis
communis

arcus
sortac

v. pulmonales

v. cava
superior

v. cephalica
v. cava
interior

truncus
coeliacus

a. brachialls

N_ a. hepatica
communis

v. femoralis

SCHEMA CEVNIHO SYSTEMU

Za prumérny lidsky Zivot se
srdce smrsti asi 2,5 miliard-
krdt a pres cévy preCerpd
asi 145 milion litri krve.
W3S rychlost  krevniho
toku je v arteriich.

WSST rychlost krevniho toku
Je ve vnitinich Cdstech cév.
Erytrocyty proudi ve vniti-
nich Ccdstech cév, kdeito
trombocyty podél cévni
steny.

Venézni cévni systém

Tepny
Arterie

Tepénky
Arterioly
Vldsecnice
Kapildry

T

Arterialn{ cévnf systém
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SCHEMA KAPILARNIHO ROZVODU

Tepna

Kapilara

Venula

Zlla

1.1.1. RozlozZeni tlakia v cévnich systémech

Tlak v cévich smeé-
rem od srdce k systému
kapilar postupné klesa
z hodnoty kolem 100 na
hodnoty 25 mmHg.

Krevni tlaky v systémové
a plicni cirkulaci

120

o]
(o]

Systémova cirkulace

Plicni cirkulace

vyssi tlak nizsj tlak
@ '] @
8 25
N = = S = Q'8 2 =2 B
sl | 2|88 88 E 2 £ § |38
| ® 5 k] 22 g8 ® = 2
f
R\'L\ 25 mm Hg
\_JHUUUUV\[VU\IM’V\NV‘,L,\,\,\-,

1.1.2. Distribuce krve do organti a cév

Krev v jednotlivych
orgdnech a Castech cévni-
ho systému neni rozloZe-
na rovnomérné. Nejvice
krve se nachazi ve vénach
(64 % objemu krve), ne-
jméné v kapilarach (pii-
blizn€ 5 % objemu krve).

70%
50% [

9,0% r\

80% 0%

64,0%

B vény

[J plice

O kapilary

£1 velké arterie

] malé arterie
a arterioly

srdce (diastola)

14

1.2.1. Tepny (artérie)

Maji primér kolem 2-3 cm a silné a pruz-

né stény sloZené ze 3 vrstev:

N ynitfai — vystlana endotelem

B stiedni — hladké svaly, kolagenni v1dk-
na a fibroblasty

B zevni — fibroelastické vazivo, cévy vy-
Zivujici artérie a nervy

vnitin| elasticks lamina .
I § tunicainlima
tkan

hladky sval — tunica medla

fibrokolagonn th i
s vnajsi elastickou
laminou

= fibrokolagennt
™

funica adventitia

Rez arterii — schéma

Tato struktura umozZiiuje tepnidm vyrov-
navat velké tlakové razy vznikajici pti kaz- |
dém srde¢nim stahu. Svaly tepenné stény
jsou pod kontrolou nervového systému,
ktery tidi kentrakci nebo dilataci tepny.

Rez arterif (vievo) a vénou (vpravo)

1.2.2. Tepénky (arterioly)

Artérie se v&tvi uvnitt tkdni na mensi tepénky (arterioly), jejichZ stény maji mé-
né vaziva a vytvofenou vrstvu hladké svaloviny. Svaly arteriol jsou iizeny vegeta-
tivnimi nervy. Arterioly jsou mistem hlavniho odporu se kterym se pfi svém toku
krevnim fe¢i§tém krev setkdvd — periferni odpor.

fibroblast

elastické

endotelium fibrly

hladky sval endotelialni buiiky

hladky sval

Mensi (vlevo) a vétsi (vpravo) arteriola — schéma

1.2.3. Vldsecnice (kapildry)

Z tepének mize prechédzet krev do Zilek vlase¢nicemi (kapilarami). VlIdsecnice
maji pramér blizky priméru lidského vlasu. MnoZstvi vlaseénic, kterym je tkam vy-

15



bavena zavis{ na intenzité jejiho metabolis-
mu. Jedna arteriola se miZe vétvit az do |7~
100 vlase<nic.

Struktura kapilar — tenky fez tkani

Q V kosternim svalu prochdzi krev za klidu v oblasti o privezu 1 mm? asi 200 ka-
pildrami, v dobé maximdlniho vykonu aZ 2 500 kapildrami.
1V éle clovéka je asi 90 km vidsecnic.

1.2.3.1. Funkce vidsecnic (kapildr)

Vlastni vyména plynil, Zivin a zplodin metabolismu mezi krvi a tkanémi se
uskute¢iuje v kapilarach. Sté€ny kapilar jsou sloZeny z jedné vrstvy endotelovych
bunék. Maji praveé takovy prifez, Ze se jimi musi pohybovat krvinky v fadé za se-
bou. Mezi kapildrami a extraceluldrni tekutinou dochdzi k ustaveni rovnovahy me-
zi objemem krve a mezibuné¢né tekutiny.

V arteridini {asti kapilary je krevni plazma ptsobenim krevniho tlaku filtrova-
na pres kapildrni sténu, takZe Cast tekutiny pfechizi do mezibuné¢ného prostoru.
Krvinky a bilkoviny z@stdvaji v kapilare.

KAPILARA ARTERIALNI CASTI

endotel

Ve venozni Casti kapildry je krevni tlak nizky, niZ$i neZ osmoticky tlak krevnich
bilkovin — tzv. onkoticky tlak. Dochazi proto k nasdvani tekutiny do kapilary. Pfi
poruse této rovnovahy dochdzi ke vzniku otokit (edémit).

KAPILARA VENOZNI CASTI

S S

endotel

Q V kapildrdch dochdzi k vyrazné ldtkové vymeéné, kierd se uskutectiuje na velké
plose vymezené endotelidini zonou kapildr. Nap¥: plocha kapildr svalit dospélé-
ho clovéka dosahuje rozmérii 6 400 m2.

Q V lidském organizmu je sit zhruba 10 miliard kapildr, ve kterych je v daném
okamZiku soustredeéno asi 5 % celkového mnoZstvi krve.

SCHEMA OKYSTICOVANI A VYMENY LATEK
MEZI VLASECNICEMI A TKANEMI

Viasecnice
Kapildary
0] 0

od srdce

Q Vkapildardch kyslik opousti Cervené krvinky, prostupuje tenkymi sténami kapildr
a difunduje intersticidlni tekutinou aZ k jednotlivym buitkdm. Opacnym smérem
prochdzi CO,.

Q Z krve do tkdni pronikaji rovné? vyZivné ldtky, zatimco opacnym smérem prostu-
puji odpadni a vedlejsi produkty (napi mocovina).

Q K orgdniim, které produkty ldtkové pfemény a odpadové ldtky bud' vylucuji nebo
neskodriuji patii: ledviny, plice, jdtra, slezina a jiné.
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1.2.4. Zilky (venuly)

Krev z periferniho kapilarniho prokrveni se
sbird do Zilek a odtud do Zil.

1.2.5. Zily (vény)

Zily maji tenci st&ny neZ tepny a obsahuji
malo svalovych vldken. Pouze v Zildch konce-
tin, které musi udrZet veiky hydrostaticky tlak
krve, maji stény Zil siln€j$i vrstvu svaloviny.
V Zilach jsou vytvofeny chlopné, které dovolu-
ji krvi proudit pouze ve sméru od tkani k srdci.
Z Zil se krev vraci horni a dolni dutou Zilou do
srdce.
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Priény ez venulou

chlopen
{oteviena)

endotelium

fibrokolagenni (kan
- tunica adventitia

hladky sval
- tunica media

fibrokolagenni tkan
- tunica intima

Véna — schéma

1.3. Struktura cévni stény

Cévni sténa je tvofena intimou, mé-
dii a adventicii. Intima se sklada z jed-
né vrstvy endotelidlnich bunék uloZe-
nych na bazdlni membréiné (BM). Cévni
endotel vytvaii sty¢nou plochu mezi
cirkulujici krvi a tkanémi. Monocelu-
larni vrstva tenkych plochych endotelii
spoCivd na bazilni membréané, ktera
spolu se subendotelidlni plochou vytva-
I sekundérni bariéru pfechodu tekutin,
makromolekul a formovanych elementi
do extraceluldrniho prostoru. Subendo-
telidlni bazélni membranu tvofi latky
znamé jako extracelularni matrix (EC). Jeji hlavni soucést{ je kolagen typu IV a V,
elastin a mikrofibrily spolu s glykoproteiny (GP) a dale lamininem, entaktinem, vi-
tronectinem a von Willebrandovym faktorem. Hlavnim proteoglykanem BM je he-
paran sulfét.

Priifez cévni sténou

O Subintima malych a vel- [
kych cév (prostor pod
BM) obsahuje Zirné bun- |
ky,  které  syntetizujf
a skladuji heparin, hista-
min, serotonin.

Q Média je ohranidena | #=
vnitinim a zevaim elastic- ||
kym listem (lamina) a je
tvorena hladkym sval- *
stvem obklopenym pojivo-
vou tkdni. Obsahuje kolagen typu I a 111, elastickd vidkna, glykozaminoglykany,
strukturdlini glykoproteiny. Zodpovidd za elasticitu a tonus cévy. Pomoci elastic-

sevy

endotellaini buiky
extracelularni malrix
izalni

subendolellum

vnitni elasticka membrana

buiiky hladké svaloviny

Podélny ez cévou

Q Vadventicii jsou fibroblasty (syntéza pojivové tkdné), adipocyty (syntéza lipidii)
a nachdzi se zde i Zirné buriky.
Q Za subendotel povaiujeme obecné cévni sténu mimo vrstvu endotelovych bunék.

U dospélého jedince pfedstavuje cévni endotel piiblizné 1 % hmotnosti téla
a plochu kolem 5 000 m?. V porovnani s velkymi cévami se podil plochy endotelu
na jednotku krevniho objemu v mikrocirkulaci mnohondsobné zvétSuje. Mikrocir-
kulace predstavuje hlavni prostor, ve kterém se piisobeni endotelu uplatriuje.
Neporuieny a nesmacivy endotel je nejlep§im protisrazlivym prostredim.
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Protisrazlivé ptsobi:

Q elektronegativni ndboj povrchu endotelidlnich bun&k
L glykosaminoglykany (heparan sulfat a heparin jsou pfimo tvofeny endotelem)
Q prirozené inhibitory krevniho srdzeni vazané na povrchu endotelu (napt. AT)

O receptory membrdny (trombomodulin)

O prostacyklin (je syntetizovan v cévnim endotelu)
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1.4. Zména prusvitu cévy

Hybnost (motilita) cévni st€ény maze byt vyvo-

lana dvéma mechanismy:

e piisobky uvolnénymi z endotelovych bunék

® neurovegetativnim systémem. Tento sys-
tém ovliviluje reflexn€ stimulaci nebo inhi-
bici plisobk, které mohou ovlivnit zménu

i
prosvitu cévy

N

AT,- receptory

Ca?* kanaly

G-protein

Cévni tonus je regulovin riznymi mechanismy: ‘

m Hlavni dlohu zde hraji systémy angioten-
sin/renin (plsobeni pfes AT, -receptory —
uvolnéni Ca?*) — vyvold vazokonstrikci

m Systém oxidu dusnatého (NO), ktery vyvola vazodilataci aktivaci enzymu gua-
nylétcyklazy.

U NO je plynnd substance, kterd se tvori v endotelu oxidaci aminokyseliny argini-
nu—Arg. Snadno difunduje z endotelu do hiadkého svalu, kde aktivije enzym gu-
anyldteykldzu. Tento enzym ve zvySené mive produkuje cyklicky guanozinmono-
Josfdt (¢cGMP), ktery vyvold sniZeni koncentrace nitrobunééného vdpniku, snizi
se kontrakce a dochdzi k vazodilataci. NO pronikd rovnéZ do trombocytii, u kte-
rych také sniZuje kontraktilni pochody podobnym mechanismem, tim tlumi ad-
hezivni a agregacni procesy krevnich destiéek.

Prenos signalu pomoci AT, -receptoru

Zména prisvitu cévy nastiava pri vazokon-

strikci nebo vazodilataci:

& Vazokonstrikce ma extrémné rychly priibéh,
ktery mtiZze velmi efektivn€ zabranit krvace-
n{ hlavn€ v malych cévich, ale nemiiZe za-
mezit krvaceni v cévach vétlich. Zde se
uplatni hlavng systémy krevnich destitek §
(adheze a agregace). Vazokonstrikce pred- -

. N . . . Normadlni céva (nahote)
stavuje komplexni interakci mezi nervovym a vazokonstrikee (dole)

systémem, svalovymi
bufikami a nékterymi
mediétory, Ja.kO je sero- angiotenzinogen kininogeny

tonin, adrenalin, norad- _.’ ’_

renalin a jiné.

vazokonstrikce vazodilatace

angiotenzin | bradykinin
& Vazodilatace je vyvolé- neutralnl neulrélnl
. pephdazy peplldazy
na prostaglandiny, hlav-
né prostacyklinem I agiotenzin Il inaktivni 5tépy

bradykininu J
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1.5. Endotel a endotelové burky

Endotel tvofi funk¢ni a dynamicky netrombogenni povrch lumina cév a jeho po-
$kozeni mlZe byt pficinou zdnétu, trombdzy nebo aterosklerézy. U dospélého je-
dince predstavuje endotel pfiblizné 1 % hmotnosti t&la a plochu kolem 7 m? (Cines
a spol., 1998). Endote]l mimo jiné reguluje cévni tonus, pratok krve a permeabilitu
kapilér, proliferaci bun&k hladkého svalu i hemostazu (Poredos, 2001). Endotel se-
hrava kliCovou roli v regulaci hemostazy, jak prostiednictvim exprese vazebnych
mist pro prokoagulacni, tak i antikoagulagni ¢initele na svém povrchu, ¢i tvorbou
a uvolfiovanim fady biologicky aktivnich latek (Hudecek a spol., 2004).

ANGIOGENEZE
D d
Bazalni membrana Foromace egtl;Zzg(I::i
- kolagen IV rustu membrany

- laminin )
SRS

o
b
SN, i, LR

-

S——

1.5.1, Vznik a vyvoj endotelovvch bunék

Béhem embryonélniho vyvoje se endotelie diferencuji z prekurzorovych bungk,
které jsou pravd€podobng totoZné se subpopulaci hemopoetickych CD34+ kmeno-
vych bunék. Tyto ,,hemangioblasty” se mohou i v dospélosti mobilizovat z kostni
dfené do periferni cirkulace, kde se podileji na angiogenezi (Poredos, 2001).

1.5.1.1. Funkce endotelovych bunék

Drive se piedpokladalo, Ze endotelové buriky pouze vytvafi inertni vrstvu, kterd
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pokryva vnitini povrch viech cév a tvoii fyzikalni pfekdZku mezi krvi a cévni sté-
nou. Dnes se predpoklad4, Ze endotelové buiiky maji i vyznamné vykonné a regu-
laéni funkce, které vyplyvaji z jejich sekre€nich aktivit a schopnosti ménit tyto ak-
tivity v zavislosti na signélech pfichazejicich z kardiovaskuldrniho, imunitniho
a nervového systému (Schnitzer, 1997).

Podle soucasnych poznatkl se povazZuje cévni endotel za rozsahly a velmi aktivni
endokrinni organ, ktery zodpovidad za mnohé Zivotn€ diileZité funkce organismu
(Ferancik a spol., 1997). Endotelové buiiky maji velmi Cilou biosyntézu bilkovin.
Endotel umozZiiuje vyménu kysliku, tekutin a makromolekul mezi krvi a tkdnémi,
udrZuje rovnovahu mezi stimulaci a inhibici ristu cév, mezi vazokonstrikci a vazo-
dilataci, rozhoduje o adhezi krevnich elementil, podili se na metabolismu lipoprote-
inl a vyznamné ovliviiuje procesy hemostézy (Davies, 1993). U&astni se rovn&Z i na
metastdzovani solidnich nadord.

Endotelové buriky plni v organizmu tyto funkce:

e zajistuji nesmacivy (netrombogenni) povrch cév a kapilar

udrZuji lumen cév otevieny a prichodny

podileji se na regulaci vazomotoriky cév (dtileZité pro krevni tlak a priitok krve)
podileji se na funkci trombocytd a hemostize

1.5.1.2. Aktivity endotelovych bunék

B selektivni propustnost endotelu pro molekuly a buiiky z cirkulace do okol-
niho prostredi. Endotelové buiitky maji schopnost béhem nékolika minut rever-
sibilné ménit svoji architekturu a tim i velikost mezery mezi sebou. Touto me-
zerou pak prochdzi makromolekuly a buiiky do mimocévniho prostoru.

B schopnost endotelu syntetizovat a vylucovat mnoZstvi medidtori a cytokini.
Tyto pisobky regulacné zasahuji do kardiovaskularniho a imunitniho systému.
Endotelové buriky maji na svém povrchu receptory pro cytokiny, leukoadheziv-
ni molekuly, chemotaktické faktory a neurotransmitery (Esmon, 2000). Endote-
lové buiiky maji intenzivni metabolismus. Je u nich rozvinut cyklus kyseliny
arachidonové a jsou schopny syntetizovat a uvoliiovat substance, které:

e zpusobuji zménu prisvitu cévy (prostacyklin a oxid dusnaty, diive oznaco-
vany jako EDRF: endothelium — derived relaxing factor). Vazodilatace a va-
zokonstrikce jsou velmi daleZité pro udrZeni krevniho srdZeni pouze v misté
poranéni, a déle usnadiiuji rychlé odplaveni koagula¢né aktivnich latek.
zabratiuji agregaci krevnich desti¢ek (prostacyklin)
aktivujf protein C (trombomodulin)
aktivuji nebo inhibuji fibrinolyzu (r-PA, u-PA, PAI-1)
potencuji t¢inek AT a TM (heparan sulfdt)

B na povrchu endotelu je vyvazana Fada receptorii. Jde zejména o receptory
pro: trombomodulin — TM, VWE, protein S, trombospondin, fibronectin a tPA.
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1.5.2. Znamky poskozeni nebo aktivace endotelu

Je diileZité rozlisit t&Z81 stupenl poSkozeni endotelu od funkénich zmén, tj. od zvy-
Sené aktivace endotelu a poruch inhibi¢ni funkce endotelu (Buitas a Karetovd, 2004):
W Poskozent endotelu

® Dezintegrace celé builky — s uvolnénim proteindi na jejim povrchu (TM, TFPI,

adhezivni proteiny) nebo ze zdsobnich granul endotelu (vWF)

® Poskozeni bun&né membriny ~ oxida¢nim stresem nebo proteolytickymi

enzymy uvolnénymi z aktivovanych neutrofildl, spojenym s uvolnénim trans-
membrinovych proteinit (TM, adhezivni proteiny) a proteinti vdzanych v po-
vrchové proteoglykanové vrstvé (TFPI, tPA).

B Dysfunkce endotelu — porucha funkce se mize tykat:

Antitrombotického plisobeni povrchu endotelu

® Regulace krevniho tlaku

e Prutoku krve

e Permeability kapildr

Obecné jsou za znamky poskozeni nebo aktivace endotelu povazovany:

@ (-PA a PAI-1 (plsobky pifevdiné syntetizované endotelem)

& plazmaticky trombomodulin — (TM). Pii poSkozeni endotelu se z ného proteo-
lytickou degradaci tvori rizné nizkomolekuldrni fragmenty.

@ plazmaticky vWF (jeho zdrojem je endotel)

& TF exprimovany na povrchu endotelu (odraZi stupei stimulace endotelovych
bunék)

ProtoZe endotel pfi své odpovédi na stimulaci nebo poSkozeni syntetizuje a ex-
primuje fadu proteinii ovliviiujicich hemostazu, neni moZné uréit jediny spolehlivy
ukazatel jeho aktivace. Vidy je nutné brat v Uvahu vySetfeni vice parametrl
(Visseren a spol., 2000).

V SOUCASNOSTI SE PREDPOKLADA, ZE ABNORMALITY V AKTIVITACH
ENDOTELOVYCH BUNEK (DYSFUNKCE ENDOTELU) JSOU SOUCASTI PATO-
GENEZE TAKOVYCH CHOROBNYCH STAVU, JAKO JSOU HYPERTENZE,
ATERIOSKLEROZA, DIABETES MELLITUS A SEPTICKY SOK.

(Luscher a Nol, 1996).
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2. FYZIOLOGIE HEMOSTAZY

2.1. Hemostaza (sraZzeni krve)

Pro existenci Zivého organis-
mu je zcela nezbytné zachovdni
krevniho obéhu a pritomnost kr- |
ve v tekutém stavu. Krev je oddé- ]
lena od vnéjsiho prostiedi cévni
sténou, kterd ji chrdni pred uni-
kdnim. PFi posSkozeni cévni vy- §
stelky se zacind uplatriovat he- [
mostaticky mechanismus, kiery ||
pieméni tekutou krev na krevni |
sraZeninu, kterd cévu uzavie. Po
urcité dobé se rdna postupné Tvorba fibrinové zatky v cévnim systému
zhoji, krevni sraZenina se rozpusti
a obnovi se piivodni cirkulace tekuté krve. Systém krevniho srdZeni je tedy velmi dii-
leZity pro zachovdni integrity (celistvosti) obéhového systémis.

Za urcitych okolnosti vSak mitZe dochdzet ke srdZent krve i bez naruSeni integ-
rity cévy a tehdy miiZe vést porucha krevniho srdZeni ke komplikacim. Vedle patolo-
gickych okolnosti, které ovliviiuji proces krevniho srdZeni v souvislosti s jinou cho-
robou nebo nepfiznivym stavem, je zndma celd Fada vrozenych defektii, které samy
mohou ovlivnit procesy krevniho srdzeni a tim i v§echny dalsi interakce v nich? mii-
Ze krevni srdZeni sehrdt svou roli.

HEMOSTAZA JE SCHOPNOST ORGANISMU ZASTAVIT KRVACENI. JDE O KOMPLEXN{
PROCES, NA KTEREM SE PODILI RADA SLOZEK A MECHANISMU S ROZDILNYMI
VSTUPY A UCINKY. JEDNA SE O SLOZITY MECHANISMUS SPOJENY S CELOU RADOU
POZITIVNICH A NEGATIVNICH ZPETNYCH VAZEB.

PoZadavky kladené na hemostatické mechanismy se li8i podle toho, zda tyto me-
chanismy probihaji v arteridlni nebo vendzni ¢4sti cévniho fedisté:

O Krevni tlak v cévdch vyZaduje pohotovou interakci koagulacnich faktort s de-
stiCkami pfi tvorb& krevniho uzdvéru.

QO V Zildch je naopak duleZita u€ast inhibitori plazmatickych koagulaénich fakto-
rd, které bran{ rastu krevni{ sraZeniny a jeji propagaci do cévniho feciste.

Na lokalizaci krevni zdtky a pfedev§im na jejim odbourdvéni se vyrazn€ podili
fibrinolytické mechanismy.
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Nékteré diilezité pojmy

HEMOSTAZA — KOMPLEXNI DEJ, PRI KTEREM DOCHAZI K ZASTAVE KRVACEN]
HEMOKOAGULACE — SOUBOR MECHANISMU, PRI KTERYCH SE ZEJMENA UPLATNUIJE
PLAZMATICKY KOAGULACNI SYSTEM

U Proces srdZeni krve neni ve své podstaté fyziologicky déj. U zdravého jedince se
krev za normdlnich okolnosti srdzet nemd.

2.1.1. Hemostaza od narozeni do dospélosti

Hemostaza je dynamicky proces, ktery z hlediska vyvoje organizmu prochazi
riznymi stadii. RozliSujeme hemostdzu:
e Fetdlni a neonatdlni
o Détského véku
o Dospélosti
o Vestdii

2.1.1.1. Fetdini a neonatdlni hemostdza

B Fetalni a neonatdlni hemostaza je nevyzrdld s velini malou rezervni kapacitou
pii odpovédi na rlizné podnéty.
B Koagulacni proteiny neprochdzi placentdrni bariérou.

Syntéza koagulacnich proteint

B zadind ve fetu kolem 10. tydne, jejich koncentrace stoupd s prodluzujici se do-
bou t&hotenstvi.

B mezi 19.-29. tydnrem jsou hodnoty faktori na 1/3aZ 1/2 hodnot po narozeni.

B kolem 30.-38. tydne na 1/2 aZ 3/4 hodnot po narozeni.

B u galého novorozence jsou hodnoty faktord K — dependentnich a faktorti kontaktu na
1/3 az 1/2 oproti hodnotdm dospé€lych. Koncentrace postupné stoupé a piiblizné po
6 mésicich od narozeni se bliZi hodnotdm dospélych. Koncentrace fetdlniho fibrinoge-
nu odpovida hladiné dospé€lych (fibrinogen ma v3ak sniZenou schopnost polymerace).

Laboratorni hodnoty

e PT: prodlouZen mezi 19.-29. tydnem primérné na trojnasobek (33 s) hodnoty
dospé&lych (13 s). Ve 30.-38. tydnu poklesne na hodnoty kolem 23 s. Po naroze-
ni se ¢asy PT ustéli na hodnotéch kolem 17 s.

e APTT je prodlouZen na hodnoty kolem 160 s v 19.-29. tydnu a na 105 s ve
30.-38. tydnu. Po narozeni se hodnoty pohybuji kolem 44 s.

e Doba krvaceni je po porodu srovnatelnd s hodnotami dospélych.

2.1.1.2. Hemostdza détského véku

V détském véku se jednotlivé parametry hemostizy postupné bliZi hodnotdm
dospélych:
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e hodnoty vitamin K — dependentnich faktorti a faktord kontaktu jsou asi 0 20 %
niZsi.
e hodnoty faktord V, VIII, XIII a vWF jsou podobné jako u dospé&lych.

Pies veskeré odliSnosti hemostizy v détském véku od hemostizy dospélych:
W zistdvd zachovdna hemostatickd rovnovdha.

B rovnovdha je velmi kiehkd s velmi nizkou rezervai kapacitou.

B mirné rozkolisdni nestabilni rovnovahy miZe vyvolat zdvazné komplikace.

V tomto véku se vyskytuje velmi mdlo tromboz a trombotickych pFihod (vrozenych,
i ziskanych). Rozkolisdni rovnovdhy vede spise ke krvdcivym komplikacim.

2.1.1.3. Hemostdza pozdniho véku

Se stoupajicim vékem (nad 50 let) se:
B vySyji signifikantné hladiny nékterych faktord (fibrinogen, F VIII, F VIla).
® u nékterych faktord naopak dochazi k jejich sniZeni (protrombin, F X, AT).

Vyznamné se ve vySSich vé€kovych skupinach zvySuji hladiny molekuldrnich
markerii aktivace koagulace a fibrinolyzy (F1X a X, F 1 + 2, TAT, D-dimery) opro-
ti mlad$im vékovym skupindm:
® 51-69 let: zvySeni zhruba 0 25 % (D-dimery o 72 %)
® 90-100 let: zvyseni o 200-300 % (D-dimery o 1 100 %)

2.1.2. Slozky hemostazy

Hemostaza je fizena optimalni souhrou endotelidln{ bariéry, trombocytd, akti-
vacnich a inhibi¢nich faktorti koaguladni kaskady a fibrinolytického systému.

Hlavnimi slozkami hemostizy jsou:

B cévni sténa (endotel a subendotelové struktury)

slozka tkdiiovd (uvolnéna z porusené tkiné)

krevni desticky

Cinitelé plazmatického koagulacniho systému s aktivitory, inhibitory a sloZka-
mi fibrinolyzy

2.1.2.1. Cévni sténa

Cévni sté€na s endotelidlni vystelkou hraje v hemostize dlleZitou dlohu. Endotel
kontroluje jak protrombotické déje v pripad€ poSkozeni cévy, tak udrZzuje fluiditu
krve za fyziologickych podminek. Vedle modulace hemostdzy méa pfi poSkozeni
cévni st€ny vyznam 1 vazokonstrikce, kterd nejen sniZi pratok krve a zmen3i riziko
krvéceni, ale umozni lokalné zvySit protrombotické plisobky. Do procesu sraZeni
krve zasahuje cévni sténa n&kolika zplsoby:
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e schopnosti vazokonstrikce — dochazi pti ni ke staZeni cévy

e je mistem interakce jednotlivych slozek vSech systéml hemostazy

® je zdrojem a zdsobdrnou nékterych faktort, inhibitort a dalSich latek dileZitych
pro zastavu krvaceni.

Na poranéni (poruseni své celistvosti) reaguje cévni st€na reflexnim smrsténim
— vazokonstrikci. Zmé&nu priisvitu cévy zajituje stfedni vrstva elastickymi vldkny
a hladkou svalovinou. Tim se v okamZiku poranéni zabrani unikdni krve z feciSté.
Krev nemtzZe v postizeném tseku proudit a tedy ani unikat. Vazokonstrikce je pou-
ze doCasnd a trvd kritce, ale umoZiiuje, aby se aktivovaly ostatni systémy.
Predeviim dochazi k organizaci primdrni (destickové) hemostatické zdtky na obna-
Zené subendotelové pojivové tkani cévni stény.

Nejdilezitéj&i sloZkou z hlediska zdstavy krvaceni je endotel (cévni vystelka)
a subendotelové struktury. Intaktni endotelidlni buiiky hraji podstatnou tlohu v pri-
marn{ hemostéze, protoZe udrzuji trombocyt v intaktnim stavu a brén{ jeho adhezi
na cévni sté€nu. Aktivaci desti¢ek kontroluji riznymi mechanismy:

B vytvali bariéru mezi krvi a thdnémi a oddé€luji tak od cirkulace vysoce trom-
bogenni subendotelidlni vrstvy, zejména struktury na bazi kolagenu (kolagen ty-
pu III).

B syntetizuji prostacyklin (PGI,), ktery stabilizuje desticku stimulaci pomoci
cAMP

W trvale uvoliiuji NO, ktery tlumi aktivaci krevnich desti¢ek pomoci cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP)

m produkuji endonukledzy (zejména CD39/ADPézu), které pieménuji ADP na ne-
aktivni AMP.

B Vytvafi negativni elektrostaticky ndboj, ktery nedovoli negativné nabitym trom-
bocytim pfilnout k endotelu

Vlastni hemostatické procesy ovliviiuje endotel:

O cestou aktivace proteinu C (trombomodulin se vaZe na endotelovy receptor)
Q tvorbou heparansulfdni, proteoglykanii — potencuiji Gcinek antitrombinu
Q uvoln&nim TFPI z endotelovych bunék

2.1.2.2. SloZka tkdriovd

Z poranéné tkdné a okolnich bunék se uvolnuje:
e ADP — vyvoldva primarni agregaci
o Tkariovy faktor — zpisobi pfemé&nu protrombinu na trombin
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2.1.2.3. Krevni desticka

Krevni desti¢ky se zicasttiuji hemostatickych procest tim, Ze zprostiedkuji fadu
interakci mezi krvi a cévni sténou, ale hlavné se uplatiiuji v primarni hemostéze. Dale
krevni desticky poskytuji fosfolipidovy povrch pro navézéni koagula¢nich faktort z4-
vislych na vitaminu K pies Ca2* mustky. Navic se krevni desticky zG&astiiuji hemo-
stazy tim, Ze specificky vazi faktory VIII a V a jsou schopny pfimo aktivovat faktory
X1l a XL

2.1.3. Kontakty mezi krevnimi a endotelidlnimi butikami

Aktivace krevnich desticek vede k expozici nékterych aktivovanych receptort,
jako je selektin (CD-62). P-selektin je uvolitovan z o-granuli krevnich desticek a za-
budovava se do jejich membrany. Ur¢ité mnoZstvi p-selektinu pfechézi do plazmy.
Predoklada se, Ze p-selektin je diileZitym receptorem pro navazani leukocytd.

Kontakt mezi destickami vyvoldva rtizné reakce v leukocytech, které odpovida-
ji produkci a uvolnénim nékterych cytokindl a adhezivnich proteinii. RovnéZ je
zndma stimula¢ni funkce krevnich destiCek na endotelidlni butiky. To vede k expre-
si adhezivnich proteint (ICAM-1, VCAM-1 a selektint). K aktivaci endotelidlnich
bun€k dochézi i prostfednictvim aktivovanych koagulagnich faktort, interleuki-
nem [ (IL-1) a tumor nekrotizujicim faktorem (TNF).

Selektiny a adhezivni molekuly zprostfedkuji navazani endotelidlnich bun&k
a leukocytl, hlavng granulocytt. Kontakt vede u granulocytti k rolovani (,,rolling®)
téchto bun€k po endotelidlni vrstvé€, nasledné adhezi a migraci do tkani.

2.1.4. Uloha nékterych adhezivnich proteinti v hemostize

FIBRONECTIN (lidsky)
0 MW: 440 kDa
O Syntéza: v jaternich buiikach
Q Koncentrace v plazmé: 300 mg/l

Lidsky fibronectin je adhezivni glykoprotein, ktery se nachazi v subendotelu
a plazmé. Je syntetizovan fibroblasty, endotelem, burikami hladké svaloviny a epi-
telem. Je pfitomen v plazmé, subendotelu a granulich krevnich desticek.
Rozlifujeme dva typy fibronectinu:
m Plazmaticky
® Bunélny

Fibronectin je slou¢enina dvou velmi podobnych polypeptidovych Fetézci spo-
jenych disulfidickou vazbou blizko C-konce molekuly. KaZd4 subjednotka je orga-
nizovéna do rdznych strukturalnich domén, obsahujicich specifickd vazebnd mista
pro buiiky, kolagen, fibrin a glykosaminoglykany.
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Funkce fibronectinu: Fibronectin se zii¢astiiuje v komplexu interakci s ostat-
nimi makromolekulami na ovlivnéni buné¢nych vlastnosti zahrnujicich adhezi, mor-
fologii, migraci, fagocytdzu, diferenciaci, hemostdzu a antigenni transformace.
Zprostiedkovava vzajemna bunénd propojeni interakcemi mezi bunénymi recepto-
ry a slozkami extracelularni matrix. Fibronectin obsahuje v jedné €asti své molekuly
sekvenci RGPS (Arg-Gly-Asp-Ser) — sekvence umoZiiujici bunécné piipojeni. RGPS
je mistem pfipojeni buné&ného RGPS receptoru, ktery je ¢lenem skupiny integrino-
vych protein. Pomoc{ RGPS adhezni sekvence vaZe fibronectin aktivované desticky.
Na molekule fibronectinu jsou dal$i vazebna mista pro nékteré makromolekuly.

STRUKTURA FIBRONECTINU
(domény)

O ‘ RGPS |

XIIla FBN/HEP KOL B  HEP FBN ? IS
B — buriky
HEP — heparin
FBN — fibrin

Vazebna mista KOL — kolagen

Fibronectin zprostfedkovava adhezi desti¢ek a jejich rozprostranéni, jak v kli-
dovych podminkach, tak i v cirkulaci. Podporuje adhezi krevnich desti¢ek k ostat-
nim povrchiim (kolagen typu I a III).

VITRONECTIN

0 MW: 74 kDa (monomerni forma)
> 100 kDa (multimer)

O Syntéza: v jaterni buiice

U Koncentrace v plazmé: 200-400 pg/l

Vitronectin je adhezivni glykoprotein, ktery se nachazi v lidské plazmé, tkénich
a extracelulatni tekuting. Vitronectin se po pfidani do tkatiovych kultur snadno mé-
ni v multimer. Podporuje pfipojeni a navazani moZnych variant buné¢nych typt za-
hrnujicich endotelie, osteosarkomové a melanomové buiiky, krevnf desti¢ky, fibro-
blasty, osteoklasty a makrofagy.

Funkce vitronectinu: Vitronectin mé Ustfedni regulacni tlohu v systému kom-
plementu, koagulace a fibrinolyzy. Je identicky s S proteinem komplementu a inhi-
buje lyzu bunék zprostfedkovanou komplementem.

Fibronectin redukuje rychlou inaktivaci trombinu a F Xa vyvolanou antitrombi-
nem a déle védZe a stabilizuje biologickou aktivitu PAI-]1 a zplsobuje jeho konverzi
do latentni podoby nezbytné pro fibrinolyzu.

31



TROMBOSPONDIN
(anti-angiogenic factor, glykoprotein G)

Trombospondin je velky multifunkeni glykoprotein uvoliiovany trombinem
z o-granuli aktivovanych krevnich desti¢ek. Je rovnéZ syntetizovdn a uvolfiovan
fibroblasty, butikami endotelu a hladkych svald. Podporuje agregaci krevnich desti-
ek a angiogenezi. Hraje dileZitou roli ve zpevnéni hemostatické zétky. St&pi se
trombinem.

OSTEONECTIN
Je protein vdzajici mé&d, ktery stimuluje angiogenezi a vede ke zmé&ng tvaru
.Zakulaceni* bunék dosud nezndmym mechanismem.

TENASCIN
Pusobi piimo proti adhezivni funkci fibronectinu, ale podporuje adhezi k endo-
telidlnim buiitkam.

2.1.5. Mechanismy hemostatickych procesii

Po jakémkoli poSkozeni endotelu cévniho |8
povrchu (mechanické, chemické, biologické) b
je zahdjen proces srdZeni kombinovanou adhe-
zivni reakei, kterd zahrnuje jak krevni desticky,
tak i ostatni bufiky nebo latky podilejici se na |
hemostaze. K zastavé krvaceni dochdzi bez-
prostfedné po ataku tvorbou primarni hemosta-
tické zétky, ktera se aktivovanim dalSich pro-
cest zpevni a po jejim smrsténi se vytvofi
definitivni krevni zatka.

y SR |
Fibrinova zitka

MEZI1 ZAKLADNI MECHANISMY HEMOSTAZY PATRI:
U Primarni hemostiza

O Plazmaticky koagulacni systém

U Fibrinolyticky systém

QA TIhibitory krevniho sraZeni a fibrinolyzy

Primdrni hemostdza, tj. vytvoteni destickové zatky a sekunddrni hemostdza, tj.
stabilizace trombu fibrinovou siti jsou funkce diilezité pro udrZeni integrity cévni
stény a cirkulace krve. V primédrni hemostaze zaujimaji kli¢ovou roli trombocyty,
dominantnim momentem sekundarni hemostdzy je tvorba trombinu, vedouci k poly-
meraci fibrinogenu. Oba pochody tvofi jeden navzajem se prolinajici celek. Kone¢nou
fazi hemostatického déje je fibrinolyza, kterd umoZni rozpusténi trombu, rekanalizaci
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poskozeného tiseku a obnoveni pln€ funkéntho pritoku. Soucasné s timto dé€jem do-
chazi k inicializaci procest, které vedou k proliferaci poSkozenych tkdni a nakonec
k celkovému zhojeni podkozené cévy (Colman a spol., 2001).

CASOVE RELACE JEDNOTLIVYCH PROCESU HEMOSTAZY

Primarni hemostaza Fibrinolyza

Q0 Vazokonstrikce O Aktivace fibrinolyzy
(bezprostiedn&) (minuty)

O Adheze desticek QO Lyza srazeniny
(desetiny a7 jednotky sek.) (hodiny)

U Agregace desticek
(sekundy aZ minuty)

SCHEMA HEMOSTAZY

Adheze I
Uvol‘gsyr:ga Tk Mitivass y&mm&chmm
Primarni hemostaticks zatka, ;‘Uﬂm I 3 H'iw ﬁﬁﬁiému

Fibrinova
zéatka

|

\__/\

-

Stabilnf
fibrinov4 zdtka
e
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O Krev v systému in vitro. Umistime-li nativni krev mimo cévni recisté (nap¥ do zku-
mavky), dochdzi po case k samovolnému srdZeni krve — vznikd krevni koldc. Po
centrifugaci se ziskd krevni sediment a naZloutld tekutina, které Fikdme sérum.

2.1.6. Dynamika hemokoagula¢nich procesi

V lidském organismu dochazi pravdépodobné v né€kterych mistech k aktivaci
hemostatickych procesii. Tyto aktivacni procesy jsou tlumeny inhibitory krevniho
srazeni a pochody, kterymi jsou aktivni latky transportovany do tkdni. Soudasng se
udrZuje rovnovaha mezi koagula¢nim a fibrinolytickym systémem.

Piedpoklada se trvald existence
urcité koncentrace trombinu v cirku-
laci. Jeho biologicky polo¢as se po-

hybuje mezi 20-30 sekundami
a proto se musi urcité ¢ast trombinu <:>
stéle tvofit. Je to pfirozené, protoZe

fyziologickou funkei krevnich desti-

¢ek je uzavirat prostory mezi sou-
sednimi endotelovymi buiikami i pfi jejich pouhém funkénim oddileni. Adheze

a agregace krevnich desti¢ek vyvola vnitinimi podnéty nevelkou iniciaci hemosta-
zy, v€etné uvolnéni trombinu.

Literatura

Colman, R. W, Hish, J., Marder, V. J. et al.: Hemostasis and Thrombosis. New York 2001,
Lippincott Williams and Wilkins.
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2.2. Primarni hemostaza

Primdrni hemostdza je proces tvorby primdrni hemostatické zdtky, kterd uza-
vird misto naruSen{ celistvosti cévni sté€ny a zastavuje tak krvaceni (Levy—Toledano
a spol., 1997). Primarni hemostdzy se hlavn€ ziastiiuje:
® krevni desticka
® cévni slozka

2.2.1. Priubéh tvorby primarni destickové zatky

m Neaktivni cirkulujici desti¢ky volné smécené krevnim tokem majf ovalny disko-
idni tvar. Na normélni (nenarusenou a nezméné&nou) endotelovou vystelku cév-
ni sté€ny krevni desticky nereaguji.

B Jakmile dojde k naruSeni endotelové vystelky (poranéni, zanétlivy nebo degene-
rativni proces), obnazi se pod endotelem pojivova tkan V misté, kde dojde k po-
Skozeni cavni st€ny a obnaZeni kolagennich vldken v subendotelidlnim prostoru,
dochazi k adhezi, tj. ptichyceni krevnich desti¢ek pomoci jejich receptord gly-
koproteinové povahy (GP Ia/lla/IIb a GP Ib/V/IX) ke kolagenovym vldkniim.
Spojeni je zprostfedkovano bivalentnimi proteiny: vWF nebo fibronectinem - Fb
(Colman a spol., 2001).

[ Subendotelidlni struktury ]

GP Ib-V-IX GP Ib-V-IX

Zasobni
granule

B Adheze destiCek s aktivaci receptord navodi kaskédu biochemickych a metabo-
liskych pochodll — aktivace krevnich desti¢ek. Pti tomto d&ji dochazi ke zméné
tvaru, k centralizaci granuli. Proces je provdzen uvolnénim proagregacnich
a chemickych plsobki (sekrecni fidze), zejména PDGF, PF4, BTG, fibrinogenu
a dochéz{ i k aktivaci receptort GP ITb/IlTa.

B Pomoci mezibunéénych signall se kontaktuji dalsi desticky, protoZe aktivované
desticky secernuji ze svych granuli ADP a metabolismem kyseliny arachidono-
vé vznikd TXA,. Obé dvé& tyto latky jsou vyraznymi stimuldtory agregace krev-
nich desticek. VaZi se na své receptory okolnich desti€ek, aktivuji je a ty po ak-
tivaci méni sviij tvar na kulovity s vybézky, pritom dochézi ke zmé&né struktury,
k aktivaci a obnaZzeni vazebnych mist receptort GP IIb/Il1a.

B Aktivace a zména struktury receptortt umoZzni vzéjemnou vazbu trombocyti bi-
valentnimi proteiny — fibrinogenem, vWF a vitronektinem. Dochazi k vzdjem-
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nému pospojovdani krevnich destiCek — agregaci. Nejprve probihd primdrni
agregace, kterd byva hlavné vyvoldna ADP uvolnénym z poruSenych bunék
a tkani. Z granuli krevnich desti¢ek se uvolni dalsi proagregacni pisobky (ADP,
TXA,) a trombospondin, ktery vytvoii stabilizujici mistky mezi desti¢kami
a agregace se tak stdva nevratnou — sekunddrni agregace.

Proagregacni stimuli aktivuji dal¥i desticky, dochazi k amplifikaci (zesileni) dé-
je a postupné se tvoli tzv. bily trombus — destickovd zdtka.

Dalsimi ditleZitymi stimuly ve vyvoldni agregace jsou kolagenovd vidkna a trombin.
Prvni vina agregace navozend zevni aktivaci destiCek vede ke vzniku nestabilni-
ho trombocytdrniho agregdtu, druhd vina (vyvoland uvolnénymi destickovymi
puisobky), vede ke vzniku stabilni zdtky, zpevnéné fibrinovou siti.

Vyvrcholenim této faze primdrni hemostizy je presun fosfolipidd, z vnitfni
membranové dvojvrstvy (fosfatidylserinu, fosfatidyletanolaminu) do vnégjsich
membranovych struktur krevni desti¢ky. Uvolnéné fosfolipidy vyrazné potencu-
ji dal3i fazi procesu hemostézy, tedy polymeraci rozpustného fibrinu na neroz-
pustny fibrin (Colman a spol., 2001).

Viskézni metamorféza zplsobi slepeni a splynuti trombocytl. Destickovy trom-
bus se zvétluje a je hlavnim hemostatickym mechanismem.

B&hem tvorby destiCkové zitky se uplatiiu-
je 1 TF z poSkozenych perivaskularnich tka-
ni. Na povrchu aktivovanych krevnich de-
stitek dochazi k tvorbé koagulacné
aktivnich komplext a povrch krevni desti¢-
ky se tak stdva pfistupny pro interakce s ko-
agula¢nimi faktory, ktera vytsti nakonec
v tvorbu fibrinové zatky. Fibrinova vldkna &
se objevi aZ pozdéji.

Hemaostaza: tvorba destickové zéatky

Do vytvorené fibrinové sité jsou vychytdvany erytrocyty a leukocyty a ,bily*
trombus se postupné méni v ,,Cerveny*.

V primdrni hemostaze hraji zdkladn{ Glohu glykoproteiny krevni desticky, pfe-

dev§im komplexy GP Ib/IX, ale i GP Ia/lla, GP Ib/lla a GP IV. RovnéZ svoji tilohu
sehrédvaji adhezivn{ molekuly (vibronektin a fibronektin) a von Willebrandiv faktor
(Sussman, 1992). Pfi vytvoteni destickového trombu piebiraji klicovou tilohu
GP IIb/11a a fibrinogen (Gordon a Chelladurai, 1992). Uplatiiuji se zde rovnéZ pro-
staglandiny, cAMP, trombin a dal3i plisobky (Nemerson, 1992). Z ucasti nékterych
latek napf. fibrinogenu a trombinu na krevnich desti¢kdch vyplyva vzajemna pro-
pojenost primarni hemostazy s plazmatickym koagula¢nim systémem. Podobné& i sa-
motné destiCky ovliviiuji plazmatické koagulaéni procesy uvolnénymi plsobky,
adhezivnimi molekulami a fosfolipidy (Swars a spol., 1991).
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SCHEMA PRIMARNI HEMOSTAZY

Vazokonstrikce

Poruseni cévni stény

Agregace ¢
Uvolniovaci reakce
Primarni hemostaticka zitka
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2.3. Plazmaticky koagulacni systém

Plazmaticky koagulaéni systém
predstavuje skupinu dé&ja, které vedou
ke vzniku nerozpustného fibrinu.
Dochazi postupné k pfeméné fibrinoge- |
nu na fibrin, dale na fibrinové mono- '@
mery, které spontanné polymeruji. [R&
Polymery fibrinu se pak propojuji kova-
lentnimi vazbami pisobenim aktivova- &%
ného faktoru XIII (XIIla) — vznika |
nerozpustny fibrin. Fibrin vytvar{ vidk- |-
nitou sif, ve které se zachycuji krevni = =
buiiky — tvoii se krevni sraZenina tzv. stabilni f brinovd zdtka, na jejimZ staZeni (re-
trakci) v posledni fazi hemostazy a tim i na staZeni okraji rany a jeji hojeni se po-
dileji krevni desti¢ky (Sussman, 1992).

2.3.1. Historie vyvoje nazora na proces hemostizy

Vysvétlit nékteré procesy, které vedou ke sraZeni krve, se podafilo aZ ve 20. stoleti:

SCHMIDT a MORAWITZ 1905
V roce 1905 navrhl Morawitz zdkladni hemostatické schéma, ve kterém se
uplatiiovaly 4 koagula¢ni faktory (Morawitz, 1905):
e fibrinogen (FI)
e protrombin (F II)
e tromboplastin (F III) - tkdfiovy faktor
e Ca> (FIV)

Predstava:
SraZeni krve probiha ve dvou fdzich:
1. Z porangné tkdné se uvolni tkafiova ; “ﬁ',‘(‘;fvf"é

trombokindza (tromboplastin), ktera
za pFitomnosti Ca 2* aktivuje v plaz- N
mé piitomny proenzym protrombin n Fibrinuysi
na aktivni enzym trombin. TN I:'} il

2. Trombin aktivuje pfeménu fibrinoge-
nu na fibrin. _] il

L:-

MacFARLANE 1964

MacFarlane roz§ifil pfedstavu Morawitzovu o dal3i cestu aktivace. V systémech in
vitro vytvaiel umélé podminky, pii kterych pfedpokladal odhaleni subendotelovych
struktur. Kontaktem s t€mito strukturami pfi tzv. kontaktni fazi se aktivoval F XII. Tato
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aktivni sloZka (FXIIa) spustila naslednou kaskadovitou reakci béhem které se aktivo-
valy dal§i faktory (XI, IX a X). Proces sraZeni MacFarlane chapal jako sérii reakei, kte-
ra vedla k tvorb€ trombinu a nésledné k pteméné fibrinogenu na fibrin (MacFarlane,
1964). SloZky, které se na hemostaze podilely oznatil jako faktory plazmatického koa-
gulacniho systému. Vnéjsi systém u této pfedstavy mél mensi vyznam, k jeho aktiva-
ci mélo dochazet a7 pfi vyrazné€j$im poskozeni tkani a po uvolnéni TE

Rozvoj hemokoagulacnich systémi a déjii po roce 1964

Krevni srdZeni bylo posuzovino jako komplexni dé&j, ve kterém se plné€ uplatiiu-
ji vzajemné interakce bunéénych a plazmatickych systémt, jeZ jsou piitomny v ki-
vi a v cévni sté€né.

Krevni srdZeni je ddno pfedevsim interakci mezi systémem krevnich desticek,
systémem plazmatickych koagulacnich faktors, systémem inhibitord krevniho
sraZeni, fibrinolyzou a cévni sténou. Kromé téchto zakladnich systému se na sré-
Zeni krve podili i erytrocyty, leukocyty, systémy adhezivnich molekul a integrint
a dale produkty lipidového metabolismu. Cely proces vytvéii fetézce reakei zaloZe-
nych na vzdjemné aktivaci a inhibici, ovlivnény a kontrolovany vice mechanismy.

LISAN{ MUZE VEST KE VZNIKU ZAVAZNYCH KLINICKYCH PROJEVU.

UCELEM TECHTO DEJU JE UDRZENT DYNAMICKE ROVNOVAHY, NEBOT JEJI ROZKO-J

2.3.2. Koagula¢ni faktory

Mezindrodni komise pro ndzvoslovi koagulaénich faktorit sjednotila jejich ndzvy
tak, Ze doporucila oznacovat jednotlivé faktory Fimskymi cisly, podle casové po-
sloupnosti jak byly objeveny. Soucasné ponechala i nékterd synonyma. Aktivované
formy se oznacuji indexem a (Pi' F X —-> F Xa).

Vetsina koagulacnich Cinitelh je tvorena v jdtrech, nékteré potiebuji k syntéze
vitamin K. VEtSina z nich, mimo faktory I a II (fibrinogen, protrombin) se nachézi
v plazmé ve velmi nizkych koncentracich. Pfevazna ¢ast faktord, s vyjimkou tké-
nového faktoru, je v plazmeé pfitomna v podob€ proenzymu (koenzymu) a pro svou
spravnou funkci vyZaduje proteolytické St€peni, pii kterém z ptivodniho proenzymu
vznikd koagulaéné aktivni enzym. Jediny z faktorl, ktery koluje v cirkulaci v ak-
tivni formé, ale ve velmi nizkych koncentracich, je faktor VIia. VEétSina F VII je pti-
tomna v plazmé v podob& neaktivniho proenzymu.

V piipadé koagulacnich faktorti se jedna pfevdZng o glykoproteiny charakteru
proenzymi a kofaktortil, které v procesu krevniho srdZeni prodé&lavaji strukturdlni
zmeny. Faktory 11, VII, IX, X, XI, XII a prekalikrein po roz$tépeni vykazuji enzy-
matickou aktivitu a fadi se mezi serinové protedzy. Jejich aktivni misto obsahuje se-
rin. Jiné koagula¢ni faktory se po roz$tépeni Gcastni tvorby koagulacné aktivnich
komplexi a chovaji se jako kofaktory. Jsou to ptedeviim faktory VIII, V a vysoko-
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molekularni kininogen HMWK (high molecular weight kininogen). Fibrinogen
tvoli substrat pro trombin, ktery jej $tépi.

Chybéni, pokles, nebo funkéni nedostate¢nost vétSiny faktorti (kromé faktoru
X1y vedou ke krvdcivym projeviun.

CHROMOSOMALNI LOKALIZACE KOAGULACNICH FAKTORU

[ Chromosom 13 q21 J

g —

FChromosom 2 qlﬂ rChromosom 11 p_} [ Chromosom 1 qZSJ
I PC l I FV |

2.3.2.1. Serinové protedzy

[ Chromosom X q27-28J

Protedzy patii mezi hydrolytické enzymy, které katalyzuji $t€peni peptidické
vazby, tedy vazby C-N.

R4 o Rj R, (o] R3
| H I | H | H I | H
R CH N C CH N protedza CH N C CH N
NN INS N 8 Ho /= /NSNS N\ + SN
N C CH'N ¢ N C CH O HyN €
H I | H I H I | I
o) R, 0o o Ry

Serinové protedzy maji v aktivnim mist& aminokyselinu serin. Obsahuji tzv. ka-
talytickou triddu:

Serin-Histidin-Kyselina aspartamova (Ser—His—Asp)

— Sel‘ - HiS = ASp - aktivni misto

@ © @ 20'2’\
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Funkce aktivniho mista serinovych proteaz
V aktivnim mist& serinové protedzy jsou uloZeny aminokyseliny s reaktivnimi
postrannimi fetézci, které vzajemné reaguji se
substratem. Pro katalyticky ucinek enzymu
maji zefjména vyznam postranni Fetézce seri-
nu (Ser) a histidinu (His). Histidin slouZi jako His 57 Gly 193
donor a akceptor protontl. Karboxylové skupina EEEIS
Lys nebo Arg na molekule proenzymu, vytvoii
nejprve s hydroxylovou skupinou serinového
zbytku v aktivnim mist€ serinové protedzy ester Asp 102
a odstépi se aktivaéni peptid. Hydrolysou esteru
se uvolni produkt (vétSinou dalsi serinova pro-
tedza) a regeneruje se serin v aktivnim misté
enzymu, ktery provedl proteolyzu.

Faktor VII a — aktivni misto

Aktivacni
Serinova protedza Proenzym Ester peptid
R-CH,-OH + R{~CiNH-R,—» R-CH,-0-C~-R,;+H,N-R,
Ser (”) H* (His) (”)
sen'nov:é zakonéeni
T
§—CH20H
U I “R-CH,-O-H
! +
NH "
i( Y
N novy enzym
H Aktivni misto
serinové protedzy

histidinové zakonceni

K serinovym proteazam se fadi bilkoviny a glykoproteiny z oblasti:

B Plagmatickych faktorn — faktory II, VII,
IX, X, X1, XII a prekalikrein. — -1 =P} prowombin
W Fibrinolyzy — plazminogen, t-PA, u-PA. ARHIO-0O-IO-C-EBP plazminogen
m Serpinu — protein C G- - R e
Faktory II, VII, IX a X, XI, XII a déle pro- B P wrokingza
tein C a S maji velmi podobnou molekularni —EFEE B fakor Vi
strukturu. Jednd se o faktory zdvislé na K vita- GRER- WP fakorxu
minu. Bilkovinné fet€zce t&chto molekul byva- -GRER-GR-ERl roors
ji ukonceny glutamovou kyselinou. _

Struktura nékterych serinovych proteaz
(domény: P ~ protedzova, GF — ristového faktoru, K — Kringle)
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Syntéza prekurzorii (proenzymi) serinovych proteiz
Cast molekuly glutamové kyseliny zvana té7 ,,gla oblast je (I:OO_
dileZita k plné funkci téchto faktorti a navézani Ca**. Jednd se | H;N*-C-H
o tu ¢ast molekuly kyseliny glutamové, ve které je tzv. ykar- (IEH
boxy-glutamové zakonéeni. V ptitomnosti vitaminu K je tato .
Cast glutamové kyseliny karboxylovana enzymem ¥ glukarbo- CIHZ

xyldzou. COO-
Y Kyselina glutamova (Glu)

Y glukarboxyldza je enzym
uloZeny v membrang endoplaz—

\Il~

ni tzv. PIVKA (Protein induced by vitamin K absence or vitamin K antago-

nists) faktory.

oHN - CH - gIO — NH - proteinovy retézec >HN - CH — ?O —NH -
p ?Hz ?Hz
vy CH, CH - COOH
éOOH éOOH
PIVKA faktor Koagulaéni faktor

matického retikula. Obsahuje 7 F ao.: m 2 ﬁm jﬂﬂ fan as0a0a0ca0s
- e UOUUUIIOIN ULU ittt

transmembranovych hydrof6b- |

nich sekvenci a katalytickou do- AP

ménu o délce 400 aminokyselin. e \"““(‘.(;;l’" s

TS

¥ glukarboxyldza (GC)

KARBOXYLACE GLUTAMOVE KYSELINY V y-OBLASTI

/Ca7~+
Vit. K Vit. K ™~
COO~ redukovand  oxidovani COO~ COO~
| forma forma N\ 7
lese]ing Y(I:H vGC Y(|:H Kyselina
glutamova v-karboxyglutamova
CH.
Glu | 2 (CO,, 0y) B(I:HZ Gla
aCH aCH
VRN /7 N\
—CO NH- —CO NH-—

Druh4 karboxylova skupina je nezbyt-
né k vazbé na fosfolipidové struktury pies | \
vapnikové mistky pfi tvorbé koagulacng | HOQCTH o Mt = 000K
aktvnich komplexd, u kterych dochézi
k seskupeni aktivniho faktoru, neaktivni-
ho faktoru (zastupuje roli substratu) a ko-
faktoru. Fosfopilidovou matrix vytvari
membriny aktivovanych bunék (vétsinou
se jednd o monocyty a trombocyty).

V pfipad€ jaterni poruchy, sniZeni Vazba aktivované a neaktivované formy
hladiny vitaminy K, anebo pfi antikoagu- faktord na fosfolipidovou matrix
la¢ni 1é¢b& preparédty kumarinového typu
ke karboxylaci nedochézi. Misto aktivnich faktorli ztistadvaji koagulaéné neaktiv-
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Q Mimo y karboxylaci probihaji ve faktorech i jiné post-translancni mechanismy,
Jjako je fosforylace, sulfatace a jiné.

Aktivace serinovych proteaz

Prostorova struktura (konformace) enzymu je duleZita pro vznik aktivniho cent-
ra. Tato prostorova struktura urcuje i specifitu vazby pro substrat.

Aktivaénim procesem se vétSinou rozumi limifovand (dstecnd) proteolyza, pti kte-
ré je molekula roz§t€pena za vzniku dvoutetézcové bilkoviny spojené disulfidickymi
mistky nebo nekovalentni vazbou. Proteolyza vyvolana serinovymi protedzami probi-
ha vétdinou v misté argininové (Arg) nebo lysinové (Lys) vazby. Vznik4 l4tka s enzy-
matickou aktivitou serinové protedzy. Aktivni centrum je pobliZ C- oblasti molekuly.

‘ ; proteolyza

v
H;N | Gla-oblast [~EES

S
H,N | Gla-oblast coow  © 4 i
Aktivaéni peptid
S——S

U Nespecifickd aktivace koagulacnich faktorit miize nastat i vlivem protedz mikro-
organizmi, tumordznich bunék, leukocytit nebo protedz uvolnénych z poskozené
tkdnée.
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ODSTEPEN{ AKTIVACNIHO PEPTIDU A VZNIK AKTIVNIHO MISTA

His

Val ASQ ASE‘ lleu™”
Asp Asp L S |
9 s

aI A A
AR
Asp Asp Lys

Ileu :
2.3.2.2. Kofaktory

Nachézi se ve formé plazmatické (Faktory V a VIII, HMWK, Protein S) nebo
vdazané do bunécné membrdny (TF). TF nepotiebuje byt aktivovdn. Plazmatické
kofaktory jsou aktivovany. PYi aktivaci nedochézi ke spojeni disulfidickymi, &i ne-
kovalentnimi vazbami, ale kovalentni vazbou pfes Ca?*. Faktory V a VIII jsou
inaktivovdny roz§tépenim molekuly v systému proteinu C.

STRUKTURA FAKTORU V a

tezky retézec lehky Fetézec

[ ar | a2 pdlca D a3 | aa |

B

2.3.2.3. Substrdty

Fibrinogen je substratem v enzymové reakci, pii které jej trombin $t€pi na fibrin.
QO Doména — je rozsdhly polypeptidovy Fetézec vytvdrejici zdhyby, ktery md charakter
samostatné jednotky v molekule dané slouceniny (bilkovina, glykoprotein a jiné).

2.3.2.4. Koagulacné aktivni komplexy

Membranové struktury

Vétsina hemokoagula¢nich reakci probihd na makroskopickém povrchu a ne
v roztoku. Aktivacni fosfolipidové povrchy poskytuji poSkozené cévni stény (tkané,
monocyty), subendotelidlni struktury, ateriosklerotické platy nebo membrany krev-
nich desti¢ek. Uplatiiuji se v§ak i t¥irozmérné struktury, zejména jde o mikroc¢astice
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(mikrovehikuly, mikropartikule) uvolnéné s
z membran krevnich desticek. Tyto drobné mem- .
branové struktury nejsou zjistitelné v bé€Znych a-
nalyzatorech krevnich ¢astic.

V tomto strukturdlnim usporddéni vznikaji ko- '
agulacné aktivai komplexy, které mohou aktivo- |NECIRETIEs,
vat dalsi slozky koagulaniho procesu. Na vzniku
koagulaénég aktivniho komplexu se podili: b
B Enzymy — véSinou jde o serinovou protedzu Mikroéastice uvolnéné z krevnich

(poskytuje aktivni misto) destiek
B Substrdty — vétSinou jde o proenzym, ktery se proteolyzou aktivuje
B Kofaktory — véiSinou jde o struktury sloZené ze dvou fetézcl, které jsou vzi-

jemng propojeny Ca?* mistkem. Tyto sloZky vytvaii stericky blok a napomaéha-

ji natodit a udrZet proenzym v katalytickém misté serinové proteazy.
® lonty Ca?* — umoZiiuji vyvizani karboxylovych skupin enzymi a proenzymi na

zaporné nabity fosfolipidovy povrch.

B Fosfolipidové povrchy — fosfolipi- L ' 0 @ 1
dové membrany nebo jejich zbytky, | Fosfatidylserin T R \ 4 1
které maji ve vng&j&f povrchové vrst- @ﬂ rlﬁ
vé& zaporné nabité fosfolipidy (fosfa- ] ,\nir L4 i
tidyletanolamin, fosfatidylserin). rans — T :fgw;,\gg\\i i “”'Afg

Vznik koagulaéné aktiv. komplexii Vazba faktori na fosfolipidové povrchy
— Cervené vyznacen fosfatidylserin

Zdvojend karboxylovd skupina (P — proenzym, E ~ enzym, K — kofaktor)
umoziluje nésledné piipojeni protedz

k fosfolipidovému povrchu buné&fné A ==y
membrany, prostfednictvim vdpniko- | riFva ' T ek
vych mustkii (Ca**). Enzymovy kofak- | %, =]
tor (TE, VIlla, Va) specificky véZe na | exa

o . ) cax
vitaminu K zdvislou protedzu (F Vlia, . P
F IXa, F Xa). Kofaktor zvysi afinitu en- ! B
zymu k fosfolipidovému povrchu a zvy- ol NS ll":):::" “ﬁj

$i katalytickou ry CthS't enzymu. .., Vliv jednotlivych sloZek komplexu protrombinazy
Kofaktory vykazuji mnohem vySSi na rychlost reakce (Pl - fosfolipid)

afinitu k fosfolipidovym povrchiim neZ
enzymy. Enzym vzhledem ke své malé afinit€ k povrchu se vaZe pfesné v misté na-
vazani kofaktoru na fosfolipidovy povrch (Waxman a spol., 1992).

Pfi katalytické reakei se nejprve vytvoli komplex [enzym . substréit], v naem
ptipad¢ komplex [serinova proteaza . proenzym]. Za vazbu substratu jsou odpo-
védné iontové vztahy a valence reaktivnich skupin postrannich fet€zch. Serinova
protedza pomoci svého aktivniho mista proteolyticky $t€pi substratovou ¢ast proen-
zymu, od§t€pi se aktivacni peptid a z proenzymu vznikd dal$i serinovd protedza.
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NEKTERE SERINOVE PROTEAZY A MISTA JEJI AKTIVACE

Kringle-doména
e

Protrombin

Faktor VII

Faktor IX

" - g.la-uo mena

Faktor X

Pripojeni serinové proteazy
v Gla-oblasti pres
Ca?* milstky (modré)

4+ =:° neboXia

Faktor XI

o —

Kkallirain

Faktor XII

V koagulacné aktivnim komplexu dochézi ke §tépeni neaktivovaného faktoru za
vzniku koagulacng aktivni sloZky

. P PLAZMATICKE PROTEINY — MW A KONCENTRACE V PLAZME
@ —— gy ]S_E Zl:letrat Protein MW (kDa) Koncentrace Koncentrace
+ - — + —ctnzym v plazmé (mg/l) v plazmé (mmol/1)
— o “‘.@ . Ml | produkt Fibrinogen 330 3 000 9,09
Protrombin 72 90 1,388
Faktor V 330 10 0,03
SCHEMA AKTIVACE FAKTORU Faktor VII 50 0,5 0,01
A VZNIK KOAGULACNE AKTIVNICH KOMPLEXU Faktor VIII 330 0,1 0,003
Faktor IX 56 5 0,08928
Faktor X 58,8 8 0,13605
T Faktor XI 160 5 0,031
| peptid % Faktor XII 80 30 0,375
0 Faktor X111 320 10 0,03125 |
Protein C 62 4 0,0645 ]
Protein S (volny) 69 10 0,1449
Protein Z 62 2,2 0,0355
Prekalikrein 86 50 0,5814
HMWK 110 70 0,6363
Fibronectin 450 300 0,667
Antitrombin 58 290 5
Plazminogen 90 ] 216 2,4
Urokinaza 53 0,1 0,001887
Heparin kof. TI 66 90 1,3636
o-2-antiplazmin 63 60 0,9524
PCI 57 4 0,00702 |
o-2-makroglobulin 725 2100 2,8966
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2.3.3. Popis, struktura a funkce plazmatickych
koagulaénich faktoru

FIBRINOGEN (FAKTOR I}
O MW: 340 000
O Biologicky polocas: 64-96 hodin
L Fyziologické hodnoty v plazmé: 24 g/l (8,8 umol/l)
Fibrinogen je nejlépe charakterizovany glykoprotein pfitomny, jak v plazmé, tak
i v granulich krevnich desti¢ek. Je syntetizovén v jatrech (Shafer a Higgins, 1988;
Blombdck, 1996).
Struktura molekuly: Moleku- o o
la fibrinogenu tvori dimer, ktery trombin
se sklada se ze 3 rozdilnych pard
polypeptidovych fetézch o, B a vy,
které jsou vzdjemné vazany di-
sulfidickymi miistky. DuleZitou
ulohu v udrZeni struktury fibri-
nogenu hraji Ca?* ionty.
Specifickd vazebna mista na
molekule fibrinogenu jsou ¢asto kryptickd (skrytd) a jsou dostupné aZ po konfor-
macni zmén€ molekuly a to bud pfeménou fibrinogenu na fibrin nebo odit&penim
fibrinopeptidi B, ptipadné vazbou na pevny povrch. Fibrinogen mé 3 vazebna mis-
ta pro navazani Ca®*. Jsou-li tato mista obsazena, je fibrinogen chrangn pied $t&pe-
nim plazminem. Cukerné sloZky navdzané na o a B jsou nezbytné pii polymerizaci
fibrinovych vldken. Jednotlivé fetézce molekuly fibrinogenu jsou kédovany geny na
4. chromosomu. Déle se fibrinogen vdZe na membranovy bilkovinny komplex krev-
ni desti¢ky GP IIb/ITla. Mimo tuto vazbu se fibrinogen vaZe i na nékteré dal§i inte-
grované 1 neintegrované receptory (& 130 kDa receptor, CD 44 povrchovy receptor,
kalretikulin, 92-94 kDa receptor, ICAM-1) fibroblastli a endotelidlnich, nidoro-
vych, hemopoetickych, lymfoidnich a mezotelidlnich bunék a ovliviluje jejich pro-
liferaci, adhezi, agregaci, migraci a také uvoltiovdni vWF.
Funkce: Fibrinogen je substratem nejen pro trombin, ale i pro plazmin (Hosseson,
1997). Kromé& toho miZe byt fibrinogen 3t€pen i jinymi tzv. trombinu podobnymi
enzymy, jedna se pfedevs$im o hadi jedy (napf. reptilaza). Fibrinogen je rovnéZ hlav-
ni krevn{ bilkovinou podporujici agregaci krevnich desti¢ek prostfednictvim inter-
akce s desti¢kovymi receptory na sousedicich destickach (GP IIb/IIa).
Q Fibrinogen je vychytdvdn trombocyty a shromaZdovdn v jejich o-granulich.
U Minimdlni plazmatickd koncentrace fibrinogenu pro hemostdzu je 0,5-1,0 g/l.
Q Fibrinogen patii mezi proteiny akutni fdze (cévni poskozeni, chirurgicky zdkrok,
akutni infekce, infarkt myokardu). V pritbéhu nékolika hodin po navozeni téchto
stavit dojde ke zvySeni synt€zy fibrinogenu v jdtrech a jeho hladina se v priitbéhu
3-5 dnit zvy$i na 3~-5ndsobek vychozi hodnoty. Po této dobé se vraci k normdiu.

fp - fibrinopeptid
a, [}, y - proteinové fetézce

Struktura molekuly fibrinogenu
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PROTROMBIN (FAKTOR II)

Q MW: 72 kDa (Trombin 37 kDa)

O Biologicky polocas: 48 hodin

Q Koncentrace v plazmé: 100-200 mg/l 1,4 umol/l aktivita: 0,7-1,3
Protrombin je sloZeny z 532 aminokyselin. Vznika v jatrech za pfitomnosti vita-

minu K. U€inkem protrombindzy se méni na trombin (F Ila).

STRUKTURA F II
(domény)

Arg-Ser ]
U
D3P/ Gia \|/Klﬂr l/KI?H SP -COOH

S—§

GLA - oblast zahrnujici y karboxylové skupiny glutamové kyseliny
KRI — ,,Kringle* doména
SP — serinovd protedza
aktivacni peptid uvolnény po preméné zymogenu na aktivni serinovou pro-
M tedzu — fragmenty | a 2

Preména protrombinu na trombin
Faktor Xa $tépi protrombin v mist& Arg32 za vzniku meizotrombinw

STRUKTURA MEIZOTROMBINU

(domény)
D@q/_@— KRI KRI SP |-coon
S S

m Faktor Xa dale §t&pi meizotrombin v mist& Arg?”! a dochdzi k uvolnéni frag-
mentu F1 a F2, soudasné o-trombin §tépi meizotrombin:
m v mist® Arg!55: oddeli se fragment 1 a fragment 2
B v mist® Arg?8*: o3t&pi se maly fragment s N koncem (272-284)
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STRUKTURA a-TROMBINU
(domény)

_Gla—\ |/KR7\|—I/KRI\| SP — COOH
L lpar

NH» —A

Trombin vznikajici touto cestou se nazyva o-trombin. Dal§im §tépenim B fetéz-
ce trombinu autoproteolyzou nebo trypsinem vznikaji p trombin (fetdzec B se §t&pi
v mist€ Arg 71 nebo 73 na B1 a B2 fetézec) a y trombin (B2 fetézec se déle §t&pi
v misté Arg 154 na B5 a B4 fet&zce).

SCHEMA MOLEKULY PROTROMBINU — GLA-OBLAST

aktivacni
peptid

-Ala-Asn-Lys-Gly-Phe-Leu-Gla-Gla-Val-Arg-Lys-Gly-Asn-Leu-Gla-Arg-
-Gla-Cys-Leu-Gla-Gla-Pro-Cys-Ser-Arg-Gla-Gla-Ala-Phe-Gla-Ala-Lys-Gla

Funkce trombinu: Trombin plsobi jak koagula¢né, tak i inhibi¢né. NejdileZit&jsi
aktivity trombinu:

§t€pi fibrinogen na fibrin

limitovanou proteolyzou aktivuje faktory V a VIII

aktivuje faktory 1X a XI1IL

je vyznamnym aktivatorem krevnich desti¢ek

na endotelu posiluje tvorbu a sekreci t-PA

po navézani na trombomodulin aktivuje protein C a TAFI

Trombin se déle uplatiiuje 1 v procesech zanétu a hojeni.

L 2K 2R 2% 2K 2R 4

TKANOVY FAKTOR (TF)
(Tissue Factor — TF, -CD142. drive: tkaiovy tromboplastin, F 1)
Q MW: 37 kDa

TF je membranovy protein, ktery je exprimovan na povrchu fady bunék. Je sou-
¢asti membrdn endoplazmatického retikula. Extrahuje se z tkdné s nejveétsi aktivitou
v mozku, v plicich, placentg, ale i v jinych orgdnech.
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Vyskyt TF a jeho stimulace

TF je ve velkém mnoZstvi exprimovan na subendotelidlnich butikach (buiiky ne-
souci TF) v subendotelidlnich strukturdch (Scarpati a spol., 1987). Exprese TF na
fibroblastech a svalovych butikdch umoZiiuje aktivovat hemostazu okamzité po po-
ruleni integrity cévni sté€ny (Rickles a spol., 1995). Makrofigy a hladké svalové
buiiky uvoltiuji TF do okoli a jsou pravdépodobné zdrojem extravaskuldrniho TF
zjiSt€ného v ateromatdznich platech (Giesen a Nemerson, 2000). Apoptéza prové-
zena zmeénami v membrané vede ke zvySeni aktivity TE.

TF se za normalnich okolnosti na builkdch krevni cirkulace nevyskytuje
Endotelové buriky a leukocyty normdlné tkéfovy faktor neexprimuji. Rizné stimuly
(ristové faktory, endotoxin, cytokiny, TNF, IL-1) vedou in vivo ke zvy3eni syntézy TF
v bunikach, které ho b&zné produkuji, ale soucasné k jeho expresi butikami, které jej
za fyziologickych podminek neprodukuji (endotelové buiiky, monocyty aj.). In vitro
se zjiStuje TF prakticky ve vSech bunécnych kulturach.

Aktivita tkatiového faktoru byla zjiSt€na v plazmé (Osterud a spol., 2000; Ozcan
a spol., 2001). Zatim nebyla potvrzena schopnost granulocytll generovat aktivitu ne-
bo antigen TF. Za zdroj TF v cirkulujici krvi jsou povaZovdny monocyty. TF uvol-
nény ze stimulovanych monocytl méZe vyvolat trombdzu u chronickych infektd,
u gram negativni sepse, u endokarditidy, nestabilni anginy pectoris, ale i pfi opera-
cich a traumatech (Osterud a spol., 2000). U nadorovych onemocnéni jsou mono-
cyty stimulovdny nddorovymi bufikami k expresi TF. Hladinu TF v krvi mohou zvy-
Sovat i nddorové a leukemické buiiky (Rickles a spol., 1995). N&které builky jsou po
stimulaci schopné od$té€povat tzv. vezikuly obsahujici TF. V podstat€ jde o ,,proko-
agulaéni mikrocastice*, které vznikaji pfi rekonstrukci a odStépeni membrany z ce-
1¢ fady bunék po jejich aktivaci nebo apoptéze (Greer, 2001). Tyto mikrocéstice ob-
sahuji nékteré prokoagulacni fosfolipidy (fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin).
MikroCastice odStépené z trombocytll, monocytll a endotelovych bun&k souvisi
pravd€podobné s protrombotickymi stavy, jako je heparinem indukovand trombo-
cytopenie, paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie a hemolyticko uremicky syndrom
(Greer, 2001; Osumi a spol., 2001).

Slozeni a zarazeni TF

Lidsky TF je integralni transmembrénovy glykoprotein o 263 aminokyselinach,
Patii do 2. tiidy rodiny cytokinovych receptort. Jeho koagulacni aktivita kolisa pod-
le druhu tkdné a zplsobu piipravy.

Struktura molekuly: TF obsahuje extracelularnf ¢4st (AA: 1-219), hydrofébni
transmembrdnovou Cast (AA: 220-242) a C-termindlni cytoplazmatickou oblast
(AA: 243-263). V extracelularni doméné ma 3 glykosylovand mista (Waxman
a spol., 1992). Molekula je vysoce asymetrickd. Extraceluldrni ¢4st sestava ze dvou
domén typu fibronektinu III se dvéma fosforyla¢nimi misty. Tato ¢4st mé4 vyznam
pii tvorbé koagulaéné aktivniho komplexu [TF . VIIa]. TF je pevné zakotven ve fos-
folipidové membran€ hydrofobni ¢asti své molekuly. Tim se vysvéiluje nerozpust-
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nost jeho molekuly. TF se snadno vdZe na membranovy povrch nebo fosfolipidové
vesikuly, coZ zajistuje jeho aktivitu v suspenzi.

Funkce: TF nevyZaduje aktivaéni kroky a neni znamo, Ze by mél enzymatickou
aktivitu. Jakmile dojde ke kontaktu s krvi, slouZi TF jako vysoce afinitni receptor
pro F VIla a vytvdi{ s nim v pfitomnosti Ca?* na fosfolipidovém povrchu komplex
[TE . VIIa] v pomeéru 1:1, ktery dale vyvold pfeménu F X na F X, (Rapaport
a Vijaya Mohan Rao, 1995). TF se vaze u F Vila na Lys'93, Lys'%¢ a Glu3>.

KOAGULACNE AKTIVNI KOMPLEX [TF . Vlla]

Faktor VIIa

Neaktivni faktor VII maZe také tvofit komplex s TF, ktery je proteolyticky ne-
aktivni. Komplex [TF . VIIa] je navic dileZitym aktivatorem faktoru IX (Osterud
a Rapaport, 1977). TF piisobi jako bunéény receptor pro F VIla a soucasné zvySu-
je jeho afinitu k substratim.

Inhibice [TF . VIIa]

Inhibice tohoto komplexu je zajiStovana dvéma cestami:

e TFPI - v procesu hemostazy probiha inhibice [TF . VIIa] ve dvou stupnich. Nejpr-
ve se vaze F Xa k TFPI na Arg reaktivniho mista druhé domény Kunitzova typu
za vzniku komplexu [Xa . TFPI]. Ve druhém stupni se F VIla vdZe na Lys reaktiv-
niho mista prvni domény za vzniku kvarterniho komplexu [Xa . TFPI. VIla. TF],
ktery uZ neni katalyticky aktivni. Uloha tfeti domény neni zatim zndma.

e AT - v pritomnosti heparinu velmi rychle vyvazuje F V1la vazany na TF za vzni-
ku ternarniho komplexu [AT . heparin . VIla]. TF bez vazby na VIla postrada ko-
agulaéni aktivitu.

AT tedy na rozdil od TFPI umozZiluje vyvédzani F VIIa z vazby na TF a tim
uvoliiuje TF pro viazéni dalfich molekul F VIla. TFPI se z t€chto divodt povaZuje
za primdrni reguldtor katalytické aktivity [TF . VIIa] v procesu hemostézy.

Klinicky vyznam: TF hraje vyznamnou tlohu pfi vzniku hyperkoagulacnich
stavll a pravdépodobné i u vét§iny trombotickych nemoci. Tkdiovy faktor ma i né-
které nehemostatické funkce. Patif k nim jeho Gcast v angiogenezi, aterogenezi, pfi
zanétech a pfi ristu a metastdzovan{ tumord. Tyto funkce pravd€podobné souvisi
s pisobenim TF v tloze signdlniho receptoru, ktery zprostiedkovava presun bunéc-
ného véapniku, aktivaci enzymu a expresi nékterych geni.
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Neaktivni (kryptogenni) forma TF

V membrané bunék hladkého svalstva byla zji§t€na neaktivni tzv. , . kryptogenni®
forma TF. Tato forma vazZe F VIla, ale vznikl4 struktura nevykazuje koagula¢ni ak-
tivitu. Kryptogenni TF pfedstavuje tzv. latentni pool koagulacniho TF. Predpoklada
se, Ze pri¢inou jeho inaktivity, pfestoZze mé kompletni expozici a zakotveni v mem-
brang je bud chybéni expozice fosfatidylserinu a fosfatidyletanolaminu, nebo ste-
ricka zdbrana (vyvolana sousednimi molekulami), kterd brani plné exprimaci TF na
membrang. Je mozZné, Ze po expozici kolagenu se stava kryptogenni TF aktivnim
a podporuje vznik trombdzy.

KALCIUM (FAKTOR 1V)

Vépnikové ionty (Ca2+) jsou nezbytné pro celou fadu reakci ve viech systémech
hemostdzy. Nejmensi nutna koncentrace pro hemokoagulaci je 0,5 mmol/l. U fak-
tord zdvislych na K vitaminu zprostfedkuji vdpnikové ionty pripojeni y karboxylo-
vé skupiny kyseliny glutamové na fosfolipidy. Kalciové ionty jsou mimo jiné vyZa-
dovdny pro usporddani koagula¢né aktivnich komplext vnitfni [VIlla . IXa] a vnéj3i
[Va . TF] tendzy a protrombindzy [Va . Xa]. Na piitomnosti kalciovych ionth je
také odvisld tvorba nékterych inhibi¢nich komplexu — napf. [TFPI . Xa . VIla . TF].

FAKTOR V (PROAKCELERIN)
Q MW: 330 kDa
Q Biologicky polocas: 12-15 hodin
O Koncentrace v plazmé: 8-14 mg/l 20 nmol/l aktivita: 0,65-1,5
Faktor V je jednofetéz-
covy glykoprotein, ktery
vzniké v jatrech a megaka-
ryocytech a véZe se pomér-
né snadno na povrch bu-
né¢né membrdny. Nachézi
se v plazmé cirkulujici kr-
ve a v a-granulich krevnich
destiCek (asi 20 %). Mini-
malni aktivita nezbytnd k zastavé krviceni je 10-15 %.
FV je podobny svym sloZenim F VIII. lonty Ca?* stabilizuji FV a jsou nezbytné pro
jeho aktivaci. Faktor V je aktivovéan limitovanou proteolyzou trombinem nebo F Xa.

Tvorba FV v megakaryocytech a jeho ukladani
do o-granuli krevnich desticek

STRUKTURA F Va
(domény)
tézky Fetézec lehky retézec
B

T >4®>4 3 el e
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AKTIVACE FAKTORU V TROMBINEM

N MW: 330 kDa cj

FaktorV
IIa Ila IIa

[ 94 kDa ]l[ 71 kDa Jl[ 120 kDa ]if 74 kDa
N 94 kDa } -Ca2+- 74 kDa C

teZky Fetézec Faktor Va  lehky Fetézec

F Va mizZe byt aktivovan i nékterymi dalSimi plsobky v nizkych koncentracich:
plazminem, elastazou neutrofild, desti¢kovym kalpainem, jedem Russelovy zmije.

Funkce: V komplexu protrombinézy spole¢n& s Ca?* a fosfolipidy urychluje
F Va rychlost proteolytického St€peni protrombinu faktorem Xa az 200 000krat.

FAKTOR VI

Tento faktor je zde zminén z ditvodu historického pohledu, aby byla respektovd-
na posloupnost vzniku ciselnych oznaceni jednotlivych faktori. Pozdéji se tvrdilo, Ze
tento faktor u ¢lovéka neexistuje a Ze je pFitomen pouze u hovéziho dobytka.

Dnes se tento termin nepouZivd. Faktor VI byl ztotoinén s nékterymi fosfolipidy,
zejména membrdnovymi fosfolipidy vnitini dvojvrstvy membrdny krevni desticky
(fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin). V 70. a 80. letech minulého stoleti se ozna-
Coval jako destickovy faktor 3 (Platelet factor 3 — PF3).

FAKTOR VII (PROKONVERTIN)
Q MW: 50 kDa

Q Biologicky polocas: 4-6 hodin

U Koncentrace v plagme:

F VII: 2-5 mg/l (10 nmol/1) aktivita: 0,7-1,3

F VIIa: < 100 pmol/]

Lidsky faktor VII cirkuluje v krvi ve formé€ zymogenu jako jednofetézcovy gly-
koprotein o 406 aminokyselinach. Na N-konci se nachdzi doména bohatd na vy kar-
boxylové skupiny glutamové kyseliny — gla oblast. Tyto karboxylové skupiny se zis-
kéavaji karboxylaci v oblasti glutamové kyseliny zabudované v proteinovém fet&zci
prozymogenu F VII. Karboxylace probiha za t¢asti vitaminu K v jaterni butice (cel-
kem je karboxylovadno 10 Glu). F VII patfi tedy mezi serinové proteazy — endopep-
tiddzy s gla oblasti.
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STRUKTURA F VII
(domény)

NHzm EcF | Ecr | D<L| Aktivai misto SP —coon

GLA - oblast zahrnujici y karboxylové skupiny glutamové kyseliny

EGF — doména, ve které probihaji interakce mezi faktory

SP — serinovd protedza

M aktivacni peptid uvolnény po pfeméné zymogenu na aktivni serinovou pro-
tedzu

F VII je v procesu koagulace proteolyticky $t€pen na aktivni serinovou protedzu
F VIlIa. K aktivaci dochazi v pfitomnosti trombinu nebo nékterého z faktorii: 1Xa,
Xa a Xla. Molekula F VII se $té€pi v misté Arg!52 za vzniku dvou fetézcil spojenych
kovalentni jednoduchou disulfidickou vazbou.

Retézce aktivovaného F VII (F VIIa)

B Lehky fetézec (MW: 20 kDa) — zakoncen aminoskupinou

B TEZky fetezec (MW: 30 kDa) — zakoncen karboxylovou skupinou. Obsahuje ka-
talytickou doménu.

STRUKTURA F VIla
(domény)
lehky Fetézec tetky Fetézec
NH, Gla EGF EGF Aktivni misto SP F COOH
S S

55



Lehky fetézec obsahuje Gla doménu a dvé domény homologni s rastovym fak-
torem, téZky zahrnuje aktivni misto enzymu,

Aktivn{ forma F VII (F VIIa) je stabilni po dobu asi 2,5 hodiny. Minimaélni he-
mostatickd hladina se pohybuje kolem 10 %. Aktivovany faktor VII (F VIIa) se na-
chézi volné v cirkulaci v koncentraci odpovidajici priblizné 1 % celkového mnoz-
stvi proteinu F VII, to odpovidé asi 2-5,5 ug/l. MnoZstvi volného aktivovaného
F VII (FVIIa) v plazmé se postupné s v€kem zvySuje (Macik a Morrissey, 1991).

Funkce: F V1la je velmi slabou serinovou protedzou. Plny enzymaticky poten-
cidl F VIIa se projevi teprve aZ v komplexu s TF. Po vyvézani na tkanovy faktor se
jeji aktivita zvySuje vice neZ milionkrat (Waxman a spol., 1992). F V1la a TF vytviri
na negativnim fosfolipidovém bun&fném povrchu na kalciu zdvisly komplex
[VIIa . TF . Ca?*. Pl]. Tento komplex tzv. vuéj$i tendza, katalyzuje pfeménu fakto-
ru IX na IXa a faktoru X na Xa (Nemerson, 1992).

FAKTOR VIII (ANTIHEMOFILICKY FAKTOR A)

U MW: 330 kDa

U Biologicky polocas: 15-20 hodin

Q Koncentrace v plazme: 0,1-0,2 mg/l 0,7 nmol/1 aktivita: 0,5-1,5

Faktor VIII je plazmaticky glykoprotein — 3 globin o 2332 aminokyselindch.
V plazmé je F VIII v4zédn do komplexu s vWF. Molekula F VIII se vdZe na vWF po-
bliZ N — konce molekuly vWFE. Vazebné misto pro vWF ma F VIII v oblasti svého
lehkého fetézce. Komplex [VIII . vWF] pravd€podobné chrani F VIII pied jeho bio-
logickym St€penim vlivem APC nebo F Xa (bliZze o F VIII ve spojitosti s vVWF — viz
kapitola vWF). Z této vazby je uvoliiovdn kontaktem s fosfolipidy nebo trombinem
za sou€asného uvolnéni vazebného mista na strukturu fosfolipidd.

F VII m4 fadu shodnych sekvenci s F V. Minimalni aktivita F VIII, kterd je ne-
zbytna k zastavé krvaceni je vy33i nez 25 %. Popisujeme jednak funkcni aktivitu
faktoru VIII (FVIII:C) a antigen FVIII (FVIII:Ag).

Gen pro FVIII je pomémné velky a nachdzi se na vrcholu dlouhého raménka
X chromosomu. V soucasné dobé je zndmo asi 80 riiznych mutaci F VIII (Wood
a spol., 1984).

Funkéni faktor VIII je charakterizovan 3
strukturdlnimi doménami A,B,C a dv€ma kyse-
lymi peptidy (al, a2). Z krevni plazmy se po-
dafilo izolovat 2 fet€zce F VIIL:

e T&7ky fetézec — HC (Heavy Chain) o MW

92 000-210 000, domény: Al, A2, B
® Lehky fetézec — LC (Light Chain) o MW

80 000, domény: A3, C1, C2

membré;m . A kraevni desticky

F VIII - struktura molekuly (A, C — domény)
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STRUKTURA F VIII
(domény)

B

a1 | a2 PGP 43 | a | e

Tyto Fetdzce v pritomnosti fosfolipidit se spojuji prostfednictvim Ca 2* v koagu-
laéné aktivni faktor VIIIa. K aktivaci F VIII dochazi limitovanou proteolyzou vy-
volanou trombinem. V pfitomnosti fosfolipidi maze byt FVIII aktivovan i plisobe-
nim F Xa.

Funkce: funkéné aktivni F VIII (FVIIIa) funguje jako proteinovy kofaktor ve
vnitini cesté aktivace protrombinu, pfi tvorb€ koagulacné aktivniho komplexu te-
ndzy [VIIIa . IXa . Pl . Ca%*], nezbytné k aktivaci F X (Vehar a spol., 1984). Reakce
v komplexu tendzy je urychlena v pfitomnosti v8ech sloZek asi 10 00Okrat.
Nedostatek nebo funkéni nedostate¢nost F VIII miiZze vést k t€Zkému krvacivému
defektu — hemofilii A.

Klinicka interpretace: hladina F VIII se zvySuje pfi zanétech, pfi chronickych
infekcich a pfi stresu.

FAKTOR IX (CHRISTMAS FAKTOR)
Q MW:55kDa
Q Biologicky polocas: 24 hodin
Q Koncentrace v plazmé: 3-5 mg/l 90 nmol/l aktivita: 0,7-1,3

F IX je jednofetézcovy glykoprotein, ktery vznikd v jatrech za Géasti vitaminu
K. Gla oblast obsahuje celkem 12 skupin y karboxyglutamové kyseliny. Pfi aktiva-
ci se §t&pi na 2 podjednotky vazané 2 disulfidickymi mastky. Radi se mezi endo-
peptiddzy s gla oblasti.

Q Je popsdno asi 400 mutaci faktoru IX

STRUKTURA FIX
(domény)
NH,—/ Gla \—@@*{){}'— Aktivni misto SP |- COOH
S S
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GLA — oblast zahrnujici y karboxylové skupiny glutamové kyseliny

EGF — doména, ve které probihaji interakce mezi faktory

SP — serinovd protedza

M aktivacni peptid uvolnény po preméné zymogenu na aktivni serinovou pro-
tedzu

F IX je aktivovdn bud F Xla nebo koagulatné aktivhim komplexem
[VIIa . TF . PL . Ca?*]. Nejprve dochazi k rozi@peni molekuly v mist& Ala 14 za
vzniku meziproduktu IX o, ktery je nasledn€ konvertovan k plné aktivni formé IX
of $t&penim v misté B (Arg'80). Lehky fetézec obsahuje Gla-doménu a 2 domény
homologni s ristovym faktorem (EGF), t€Zky zahrnuje aktivni misto enzymu —
serinovou triddu (Ser365, His?2!, Asp2%), Hemostaticka hladina potiebné k zastavé
krvaceni se pohybuje mezi 20-30 %.

STRUKTURA F [Xa
(domény)

NH, / Gla \—@@ Aktivni misto SP |-- COOH

S S .

Funkce: F 1Xa tvofi koagulané aktivni komplex vnitini cesty aktivace premeé-
ny protrombinu na trombin [VIlla . IXa . P . Ca2*] tzv. vniti'nf tendzu, Kterd akti-
vuje F X na Xa.

FAKTOR X (FAKTOR STUARTA-PROWEROVE)
(ndzev podle jména muZe a Zeny, u kterych byla porucha poprvé zZjisténa)

0 MW: 58,9 kDa
Q Biologicky polocas: 32 hodin
QO Koncentrace v plazmé: 6-10 mg/1 170 nmol/l aktivita: 0,7-1,4

F X je dvoufetézcovy glykoprotein, ktery vznika v jatrech za Gcasti vitaminu K.
Gla oblast obsahuje celkem 11 skupin y karboxyglutamové kyseliny. Radi se mezi
endopeptidazy s gla oblasti. Lehky fetézec obsahuje Gla doménu a 2 domény ho-
mologni s rustovym faktorem (EGF). Na t€Zkém Yetézci je aktivni misto enzymu -
serinovd tridda (Ser—His—Asp).

58

STRUKTURA F X
(domény)

NHz—/ Gla H?GF\F@»N-! Aktivni misto SP |- COOH

S S

GLA — oblast zahrmujici y karboxylové skupiny glutamové kyseliny

EGF — doména, ve které probihaji interakce mezi faktory

SP — serinovd protedza

M aktivacni peptid uvolnény po preméné zymogenu na aktivni serinovou pro-
tedzu

Aktivace F X probiha
v piitomnosti tendzy [VIIIa .
. IXa . PL . Ca?*] nebo za
tcasti komplexu [VIIa . TF .
. PL . Ca**]. Pii aktivaci do- |4 ) Yo
chazi ke $tépeni t€Zkého fe- : . g R,
t8zce F X v misté Arg®2 — Ile> :
za soucasného uvolnéni{ akti-
va¢niho glykopeptidu (AP).

Faktor Xa - aktivni misto
serinové protedzy
a vazebna mista

STRUKTURA F Xa
(domény)

NH,—/ Gla \-| EGF EGF Aktivni misto SP } COOH

| o

S S
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K zastave krvaceni je potfeba nejméng 20 % jeho ko-
agulacni aktivity.

Funkce: Faktor Xa je soudsti enzymatického koa-
gula¢n& aktivniho komplexu protrombindzy, kteri kata-
lyzuje pfeménu protrombinu na trombin.

Inhibice F Xa v systému proteinu Z

Protein Z (PZ) slouZi jako kofaktor pro inaktivaci
F Xa na fosfolipidovém povrchu. Vytvéfi se komplex
s inhibitorem proteazového typu zdvislym na proteinu
Z (ZP1 - protein Z protease inhibitor).

FAKTOR XI (PLASMA TROMBOPLASTIN ANTECEDENT - PTA)
(Nazyvd se téZ Rosenthaluv faktor podle autora, ktery tento faktor poprvé popsal)

O MW: 160 kDa
O Biologicky polocas: 60-80 hodin
O Koncentrace v plazmé: 4-5 mg/l (30 nmol/l) aktivita: 0,7-1,3

Koluje v krvi v neaktivni formé& v podob€ zymogenu (proenzymu) serinové pro-
tedzy. Je to glykoprotein, ktery je aktivovan pii tzv. kontaktni fazi plazmatického
koagula¢niho procesu (Thompson a spol., 1977). F XI cirkuluje v obvodové krvi ja-
ko monodimer sloZeny ze dvou identickych fetézcti, vyvazan nekovalentni vazbou
do komplexu s HMWK (Hu a spol., 1998). Minimdlni hladina pro koagulaci je
15-20 % aktivity.

F XTI siln& adheruje k aniontovym povrchiim, jako je sklo, celit, kaolin a je také
vyvazovdn na povrch krevni desticky. Studie prokazaly na kaZzdé desticce asi 300
navdzanych molekul F XI (Hu a spol., 1998). F XI pfitomny v desti¢kach neni
identicky s F XI kolujicim v plazmé.

F XI je aktivovdn limitovanou proteolyzou zprostfedkovanou F XIla (v piftom-
nostit HMWK a negativné nabitych povrchil). Aktivace je moZna i trypsinem, F VIIa
a trombinem. Taxonomicky se fadi se mezi endopeptidazy.

STRUKTURA F X1
(domény)

G

v
NH;—| Al A2 A3 A4 | Aktivai misto E kcoop[
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Béhem proteolyzy F XI dochazi A2
k rozité€peni dimerni molekuly v ob- ~
lasti katalytického mista. Molekula
zUstdva propojena pfes disulfidické N
milstky. LC

Struktura molekuly faktoru XI Lo
(A - domény, LR — lehky Fezétec)

FAKTOR XII (HAGEMANUYV FAKTOR)
(podle nemocného, u kterého byla poprvé zjisténa nepritomnost tohoto faktoru)

Q MW: 80 kDa
Q Biologicky polocas: 50-70 hodin
U Koncentrace v plazme: 3040 mg/l 400 nmol/1 aktivita: 0,7-1,3

Jde o glykoprotein vznikajici v jatrech. F XII se fadi mezi serinové protedzy.
V podobé zymogenu (proenzymu) nereaguje za fyziologickych podminek s povr-
chem cévni stény. Nachazi se jak v plazmé, tak 1 v séru.

K aktivaci faktoru XII dochazi kontaktem se subendotelidlnimi strukturami pfi
poSkozeni povrchu cévni st€ny. Aktiva¢nim povrchem muZe byt i sklo, kaolin, ce-
lit, dextran, sulféty, elegova kyselina, kloubni chrupavka, kiiZe, mastné kyseliny
a endotoxiny.

Stépeni kalikreinem v misté F X1low sméfuje k tvorbé F X1la, vytvéti se dva pro-
teinové fetézce spojené disulfidickou vazbou. Leh¢i fetézec (MW = 28 kDa) obsa-
hujici karboxylovou skupinu nese katalytickou triadu (His*0, Asp®, Ser'®!), zatimco
t8Z3i fetézec (MW = 52 kDa) s amino (-~NH,) skupinou zajistuje pfipojeni moleku-
ly k aniontovym povrchiim Stépeni kalikreinem v misté F XIIB vede k tvorbé sloz-
ky, ktera mliZe aktivovat prekalikrein, ale nema vyraznou prokoagulacni aktivitu.

STRUKTURA F XII
(domény)

NHZ{ 12 | EGF "T1;

Aktivni misto E }—COOH

§—8§
EGF — struktura podobnd epidermdlnimu riistovému faktoru
Type I a Il — domény podobné tém, které se nachdzi u fibronectinu
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FAKTOR XIII (TRANSGLUTAMINAZA, EC 2.3.2.13)
(faktor stabilizujici fibrin)
Q MW: 320 kDa
L Biologicky polocas: 40-50 hodin
U Koncentrace v plazmé: 10-20 mg/l 50 nmol/l

F XIII je zymogenni forma glutaminyl-peptid y-glutamyl transferdzy. Nachazi se
jak v plazmé véazén na molekulu fibrinogenu, tak i v bunécnych komponentdch
(krevni desticky, megakaryocyty, monocyty), déle i v placenté& a jatrech. Krevni de-
stiCky obsahujf asi 50 % celkové aktivity F XlIla (vétSina je uloZena v cytoplazmé
krevni desticky a je uvoliiovana pfi jeji aktivaci).

Struktura faktoru XIII:

@ Faktor X1l pfitomny v plazmé je syntetizovén v jitrech a cirkuluje v podobé fetra-
meru (MW = 320 kDa), ktery obsahuje 2 pary dvou neidentickych subjednotek
(A2,B2). Podjednotky A a B jsou pfitomny v plazmeé i jako samostatné komponenty.

& T XIII pritomny v buiikdch je v nich syntetizovin v podob€ dimeru
(MW = 146 kDa) sloZeného ze dvou identickych A fet€zcl (A2).

A jednotky z plazmy a z bun€k jsou funkéné€ identické. A podjednotka je
dale funkéné shodnd s ostatnimi transglutaminazami, které zajistuji stabilizaci tkani
kovalentné€ vazanymi proteiny. Kazd4 A subjednotka obsahuje 6 volnych SH skupin,
které poskytuje Cys, z nichZ jedna je soudasti aktivniho mista F XIIIa (A2’).

B podjednotka je ¢aste¢né homologni se skupinou proteind regulujicich kom-
plement. Hraje diileZitou roli v regulaci aktivace F XIII. B podjednotka je tvofena
v jatrech a v plazmé je pfitomna, bud v podobé tetrameru spole¢né s A podjednot-
kou nebo samostatné v podobé dimeru. Je pravdépodobné, Ze jednou z funkci
B podjednotky je stabilizace podjednotky A (Muzbeck a spol., 1999).

Aktivace faktoru XI11
Pfeména F XIII na
F XIIla je vysledkem hy-
drolyzy vyvolané trombi-
nem v mist& Arg3-Gly¥
u N-konce A subjednotky.
Tento proces je usnadnén
disociaci B2 dimeru od A2 dimeru za . L= —lombin
G¢asti iontl Ca?* a fibrinogenu. Hydrolyza cleats s
F XIII katalyzované trombinem je podporo- At —— peptid
véna polymernim fibrinem. Tim je zaji§t€no, :
Ze nemUZe vznikat velké mnoZstvi F XIlla
v dobé&, kdy neni je§té vytvoren fibrin. Fibrin

urychluje $t€peni subjednotek faktoru XIII TERIEH
trombinem a usnadiiuje jejich disociaci |FEEES k
z centraln{ molekuly. F Xl (a2)

Aktivace F XIII trombinem
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AKTIVACE F XIII (X1Ila)

Trombin, Ca2*

Fibrinogen

F X111

Funkce F XIIIa

V koagula¢ni kaskddé F XIlla stabilizuje fibrinovou sraZeninu provazanim
o a1y fet€zcl fibrinu za vzniku homopolymeru. F X1IIa katalyzuje formaci intermo-
lekuldrnich vazeb mezi riiznymi proteiny.

Dalsi substraty, které miZe ovlivnit F XIIIa jsou fibronectin, o-2-antiplazmin,
kolagen, F V a vWF. Mimo svoji tilohu v hemostdze ovliviiuje F XIlla hojeni ran
a je daleZity i pfi udrZeni plodu v dobé t€hotenstvi.

- (CH); - C\ _
NH - (CHp)4 -1

N3

PREKALIKREIN (FLETCHERUV FAKTOR)
a MW: 90 kDa
Q Biologicky polocas: 30 — 40 hodin
Q Koncentrace v plazmé: 35 - 50 mg/l 400 nmol/l
Prekalikrein (z fe. kallikreas = slinivka bfisni) je proteindza syntetizovana ve
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slinivce bri¥ni a v jatrech. V krevni plazmé se vyskytuje ve formé& zymogenu, ktery
je vyvazan na HMWK. Prekalikrein je aktivovan F XIIa nebo B na a-kalikrein.

Kalikrein aktivuje F XII a zvySuje uvolfiovani kinintt z kininogenii (Schloesser

a spol., 1997).
Struktura: molekula prekalikreinu je sloZena z jednoho t€Zkého a dvou typt leh-
kych fetézc.

VYSOKOMOLEKULARNI KININOGEN

(High molecular weight kininogen — HMWK)

O MW: 120 kDa

Q Biologicky polocas: 120—-150 hodin

O Koncentrace v plazmé: 60-80 mg/] 700 nmol/l

Kininogeny jsou plazmatické proteiny syntetizované v jatrech a endotelu pu-
pecnikovych Zil. Z kininogen® vznikaji za spoluicasti prekalikreinu nebo jinych
kininogena’z v rémci kjninového metabolického syste’mu vazoaktivni peptidy nazy-
sylbradykinin (oba Ginné Sanujl cévni propustnost, vyvolévaji kontrakei hladkych
svalli a navozuji pocit bolesti). HMWK se védZe na povrch aktivovanych krevnich
destiCek a také na neutrofily a buriky endotelu.

Funkce: Kininy se v hemostaze vaZi spolecné s F XI a prekalikreinem na po-
Skozenou cévni st€nu a to tak, aby se vytvofila optimalni vazebnd poloha vzhledem
k faktoru XII. HMWK putsobi jako kofaktor pii aktivaci F XII kalikreinem.
Ptitomnost HMWK umoziiuje vyvazani prekalikreinu a F X1 na zéporn€ nabité po-
vrchy. HMWK je pak St€pen kalikreinem ve tfech krocich na $t€pné produkty (bra-
dykinin vznika ve druhém kroku $tépent).

HMWK - struktura molekuly s vazebnymi misty
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Plazmaticky koagulaéni systém se aktivuje:
B stykem s tkdfiovym faktorem
B kontaktem se subendotelovymi strukturami

V nékterych &astech systému koagulace se uplatiiuje kaskddovité zesileni.
Pavodni{ vyvoldvaci signdl je mnohonasobné zesilen. Na kazdém stupni pak doché-
zi ke zvy3eni koncentrace meziproduktu.

AMPLIFIKACE SIGNALU SE ZVYSENIM KONCENTRACE FAKTORU

: .. @i P -
: I@ : f@

2.3.4. Preména protrombinu na trombin

K p¥eméné protrombinu na trombin miiZe dojit dvéma cestami:

B vnéjsi cesta aktivace pro-

. N . Endotel
trombinu — véfsinou je
poruSena celistvost cév

w . ’, ! p
I Protrombin
a krev unikd s cévy a do- EX

stava se do okolnich tka-

ni. Aktivace nastdva sty- /-FE e pmrmmn
kem s TF. s_s
fo o . FIX
B vnitini cesta aktivace ? / FX Tmmhin
| wal jaa|

protrombinu — vétfinou Coh 11

neni porufena celistvost

cév. Aktivace nastava

kontaktem se subendote-

lidlnimi strukturami.

PrestoZe jednotlivé reakce v procesu krevniho sraZzeni jsou pomérné dobie
popsany, vlastni spoustéci mechanismus celého procesu je bezpochyby komplexni
a sloZity dg&j, zavisly na tad€ sloZek a faktor@i, z kterého zndme jen Cast dil¢ich
usekdl.

Membrana krevni desticky

Preména protrombinu na trombin
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SCHEMA KOAGULACNICH DEJU

Vnitrni cesta

negativné nabity povrch

HMWK
PK
o T
XII H N d
_ﬂ% Vnéjsi cesta
+
X7 avwi s Xla e - vl
Ca2+ N l e
IX IXa BN
Ca2+ VIla + TF  *—
VI —» VIla » | PI o ]
cévni poskozeni
/\A A/_\
‘ X Xa X
V— Va —_— Ibaz+
‘ }‘ Pl
| Protrombin Trombin
= = S ok N
— . XIH

-9-'"/” Y
Fibrinogen —— Fibrin monomer

\ X1lIa

Polymerovany /
fibrin »

Nerozpustny fibrin

2.3.4.1. Vnéjsi (extrinsic) systém

Vnéjsi systém aktivace piremény protrombinu na
trombin se spousti po expozici tkdiového faktoru, Tkanovy faktor, Ca2+, P|
pri které dochazi k vazbé F VIIa volné cirkulujiciho
v plazmé na TF. Vytvoreny komplex aktivuje F Xa,
ktery spoleéné s F Va vstupuje do komplexu pro-
trombinazy a konvertuje preménu protrombinu na
trombin. Vznikly trombin aktivuje tvorbu fibrinu
z fibrinogenu. Fibrinové monomery polymeruji
a vznikly polymer se stabilizuje F XIIla aktivova-
nym trombinem — vznika nerozpustny fibrin.

Pti poruleni kontinuity cév se krevni slozky do- ;
stavaji do tkdni. PoSkozeni tkané vede k poruSeni en- s
dotelidlni buné&né bariéry, kterd normilné oddéluje
butiky nesouci tkdriovy faktor — TF od cirkulujici ki-

) - R Vnéjsi systém aktivace
ve (Weiss a spol., 1989). KliCovym bodem iniciace he- protrombinu
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mostéazy je tvorba koagulaéné aktivniho komplexu [TF . VIla] v misté poSkozeni cé-
vy (Nemerson, 1988). V plazmé je vidy pfitomno malé mnoZstvi aktivovaného
F VII (F VIIa), ktery miZe voln& cirkulovat v krvi.

Koagulagn€ aktivni komplex [TF . VIla] vyvéazany na
fosfolipidové matrix buné¢né membrany a v pfitomnosti
ionth Ca?* aktivuje koagulaci ptimo v mist& poskozeni
cévni stény.

Komplex [TF . VIla] konvertuje preménu:
e FX —»FXa

Dochazi k mnohondsobnému zesileni (amplifikaci)
piivodniho podnétu.

F Va potiebny k vytvofeni protrombinazy je aktivo-
vén F Xa:

[TF. VIlla. Ca2+.Pl]
X —» Xa
Proteolyza :

;
— [ Va]

Nové generované faktory Va a Xa se pak uplatni pfi tvorbé koagulacne aktivni-
ho komplexu — protrombindzy.

2.3.4.2, Vnitrni (intrinsic) systém

Vnitini systém aktivace pfemény protrombinu na trombin se spousti ve fazi
kontaktu. Pfi ni dochazi k aktivaci F XII. F XIla da-
le aktivuje faktory XI a IX, pricemzZ béhem této kas-
kadovité reakce dochazi k amplifikaci (zesileni) vy-
volavajiciho efektu a k aktivaci faktorti V a VIIL
Faktor IXa a VIIIa tvori tenazu, ktera generuje do-
stateéné mnozstvi F Xa a ten spole¢né s faktorem Va &=
v komplexu protrombindzy konvertuje protrombin
na trombin. Vznikly trombin aktivuje preménu fib-
rinogenu na fibrin. Fibrinové monomery polymeru-
ji a vznikly polymer se stabilizuje F XIIla aktivova-
nym trombinem - vznik& nerozpustny fibrin.

U vnitfniho systému dochdzi k aktivaci kontaktem
PFi neporusené kontinuité cév (Heimark a spol.,
1980). Sled d&ji je zahjjen aktivaci Hagemanova fak-

toru po jeho kontaktu s poSkozenym cévnim povr- Vnitini systém aktivace
chem (negativni naboj, subendotelové struktury). protrombinu
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Kontaktni povrchy

B in vivo — subendotelova pojivova tkai (kolagen), povrch trombocytil (desti¢ko-
vé fosfolipidy)

W in vitro — sklo, kaolin, silica

Priibéh kontaktni faze
Molekulovy charakter

d&js behem kontakent fé- HiK
\{

ze neni jesté zcela objas-
nén. Predpoklada se, Ze

F Xa spole¢né s F Va, fosfolipidy bunééné membrany krevni destiCky a ionty
Ca?* vytvati koagulacné aktivni komplex protrombindzu, ktery $t€pi protrombin na
trombin v misté, kde je navdzdna aminokyselina Arg. Podminkou celého procesu je
piesna prostorova orientace v3ech za¢astnénych sloZek (Hemker a spol., 1967).

Faktor Xa Faktor Xa

F XII po styku se seben- Prefmlilrein |::> Kalllorein
dotelidlni vystelkou méni )
svou konformaci a stava se J&J
sobeni komplexu HMWK 1 " ]
(High molecular weight Ji».l'.l'd <::| J&JJ
kininogen) a kallikreinu. T
Tento komplex jej hydro-
Iyticky $t€pi na dva frag-
menty s aktivitou F XII
Vznikd tak cyklicky dé&j, v némZ se nejprve F XII aktivuje stykem se subendote-
liélni strukturou — vznika malé mnoZstvi F X1Ia, ktery v pfitomnosti HMWK preme-
fuje prekalikrein na kalikrein. Ten pak hydrolyticky 5t&pi F X1I na jeho fragmenty —
vznika F XIIa, f. F XIla maZe aktivovat i preménu plazminogenu na plazmin.
V prub&hu koagulaéni kaskéady se v této cesté postupné aktivuji: > >
F VIIIa (aktivovany trombinem) spolu s F IXa, s Ca?* a fosfolipidy aktivuje F X.
Kontakt
s povrchy _}ﬁ' 'III
I cos=)> DN Vilka.PY) |
x ll xa Tenaza

stericky pfistupnym k pi-
A}
q'F Kontakt
J : t (neg. ndboj)
(oznaduji se F XIIa, f).
Tomuto komplexu se tika vnitini tendza.
Obé cesty, jak vnitfni, tak i vnéjsi vedou ve své konetné fazi k aktivaci F X.
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Faktor Xa proteolyticky $tépi protrombin v misté Arg
(F Va pfi proteolyze funguje jako kofaktor).

Pfi tvorbé protrombinézy dochazi ke zméndm konformace molekul. Faktor Va se
véZe svym lehkym i t€Zkym fetézcem na F Xa a k protrombinu se vaZe F Va svym
t€Zkym fetézcem.

Protrombinaza je velmi a¢inng vy-

vazovdna na receptorovd mista mem- PHOEHOMNIN

T

brany krevni desti¢ky. Na povrchu krev- “
ni desticky byva 1 000-3 000 -
vazebnych mist pro protrombinézu. ir Jf’; l'f/

Protrombindza §t€pi protrombin na
trombin za uvolnéni fragmentd 1 a 2 (F1, F2). Faktor Xa miZe sdm vyvolat pfemé-
nu protrombinu na trombin, ale vazbou protrombinézy na krevni desticky se pfeména
protrombinu na trombin urychli az 200 000krét (Swars a spol., 1991). Smyslem té-
to neobycejné rychlé produkce trombinu vazané na povrch trombocytu, je:

ZAJISTENT KOAGULACE V MISTE NARUSENE ENDOTELOVE STRUKTURY, TEDY BEZPRO-
STREDNE V TE OBLASTI, VE KTERE SE TVORI DESTICKOVA ZATKA.
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Tomu brani:

e fedeni aktivovanych faktorll jejich misenim s krevni plazmou - inaktivace trombinu

e inaktivace protrombinézy (inhibici a cestou stérické zdbrany)

2.3.5. Preména fibrinogenu na fibrin

Trombin%

Trombin %

Fibrinogen T» Fibrin monomer 1 T> Fibrin monomer 2

FPA FPB
Trombin vyvola preménu fibrinogenu na fib- rommbin Fibrin monomer vznikly po od$t€peni obou fibrinopeptidd ma zmé&nénou strukturu
rinové monomery, které spontinné polymeruji Fibrinogen " molekuly a je nachylny k polymeraci.
a plsobenim aktivovaného faktoru XIII (XIIIa) ¥
vytvaii v kone¢né fdzi nerozpustny fibrin. l Polymerace fibrinu
F XIII je aktivovan trombinem (McKee a spol., o011 Polymerace fibrinovych monomerd probi-
1972). Fibrin monomer + (lorinopaptidy ha v prvni fazi na ziklad& interakce komple- | 1. Axivace FPA FPB
o—*—o l oo mentarnich vazebnych mist mezi doménami Og&? — . 00

E a D. Labilni ¢4stice se samovoln€ spojuji ne- | 2. protoribriy

kovalentnimi vazbami do v&tsich celkii — vzni- | 020 — OSERPER, 0
ka intermedidrni polymer. Fibrinova vlakna se | s.Fibrinove vazby

napojuji na sebe svymi konci (v oblasti D-do-
mén). Nésledné vazebna mista E domény rea-
gujf s komplementérnimi misty y fet€zce D-do-
mény pfilehlych fibrinovych monomerl

Polymerovany fibrin

2.3.5.1. Preména fibrinogenu
na nerozpustny fibrin lXIIla

Fibrinogen je molekula se 3 doménami (2-D-
-domény jsou propojeny pies doménu E). Trombin
§t€pi koncove aminoskupiny Yet€zed o v misté R 16
— G 17 a B-Yetézce fibrinogenové molekuly v misté

Nerozpustny fibrin

Preména fibrinogenu
na nerozpustny fibrin

R 14 — G 15 za oditépeni dvou fibrino- (strana ke stran€). Tak se postupné tvofi dvou- p— 3 A
peptidii A (FPA) a dvou fibrinopeptidi vlaknové protofibrily, ve kterych jsou jednotli- b — { N

B (FPB). Jde o malé peptidy (FPA — - domén vé monomery v sousednich vlaknech navzajem |y “\ e //;

peptid o 16 aminokyselindch a FPB — posunuty o polovinu délky molekuly fibrino- \\h\ poymerovany fon .
peptid o 14 aminokyselindch), které genu — vznika rozpustny fibrin. Tvoli se vlak- \4&%%5‘;«;?,& /]
tvofi asi 3 % hmotnosti molekuly fibri- na o praméru 40-200 nm, ktera nejsou mecha- '\ R TN
nogenu. Uvolnéni FPA probih4 rychleji nicky piili§ pevnd — fibrinovy gel. @5 AS ™

nez uvolnéni FPB. Urychleni od3té€po-

vani fibrinopeptidu B z molekuly fibri- Stabilizace fibrinu F X1IIa

nogenu je pak zprostfedkovano postran- Zpevnéni se dosahuje
ni asociaci fibrinovych monomerd pfi uc¢inkem F XIlIla, ktery _HN_(((:::_)CO_R —HN—((éﬁ—)CO—R
tvorbé fibrinu (Dyr a spol., 1989). v pfit'omx}ostl vépnikoj co ﬁle Cot?
vych ionth vytvai mezi rIqH +NH
. . 2 PRI P~ 2 3
Fibrinové monomery C- kooncovyrm’castml yie- NH, F Xllla, Ca2+ (CHa)g
Uvolnénim t&chto peptidd se obnaZi vazebna mis- t€zch sousednich molekul (CHy)s R-NH-CH-CO-R-
ta v centrdlni E-doméné fibrinogenu. Molekula tvoii v protofibrilach fibrinu R-NH-CH-CO-R- Nerozpustny fibrin

piiéné kovalentni dvojné
vazby (mezi H,N-CH,- skupinou Lys*% jednoho monomeru a H,N-CH,- skupinou
Glu?9 monomeru druhého). Dochézi k pfinému vyztuZovani vlaken, jejich zvétieni
a tim zpevnéni koagula — vznikd polymerni stabilni fibrin (Sobel a Gawinowitz,
1996). Tato tfirozmérna struktura fibrinu neni rozpustnd v mocoving a je mnohem o-
dolnéj3i proti G¢inku proteindz (Olexa a Budzynski, 1980). Struktura fibrinu je urco-

noduldrn{ strukturu, kterd miZe byt dle segmentova-
p,a do cent'ralm’E—domeny a dvou D-domén — vznika- Fgiinogn | - ZFPA <2 FPE
ji tzv. fibrinové monomery. 11 vy

Nejprve se plisobenim trombinu odstépi fibrino-

peptid A (FPA) — fibrin 1 monomer a v dalsi trombin non

od3tépi fibrinopeptid B (FPB) — fibrin 2 monomer.
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véana pocate¢ni rychlosti ,,aktivace* fibri- \
nogenu (tj. odstépovanim FPA a FPB
trombinem) a koncentraci fibrinogenu. HTN

Fibrin neni pasivni substrit, reguluje

mnoho r:lznych fyziologickych reakci ]
a procesii: N

2.3.6. Uloha trombinu v hemokoagulaci

moduluje lyzu fibrinu nebo fibrino-

genu H/C\

F Xl \c’H
Hy / ™H
K W n
Trombin C/
H\c/ ~H
F Xilla RN

N—H + NH;
[o] C/
Ca?* =

\C,H
Hy / ™H

C.
I
7N

aktivitu trombinu
aktivitu faktoru XIII
adhezi bunék

O tloustce fibrinovych vidken, o velikosti
pori fibrinové sité a tim spojenych mecha-

nickych vlastnostech — ,trombogenicité* [
Jibrinu a také odolnosti k fibrinolyze rozho- (¥
duji kinetické faktory pFi tvorbé fibrinu. |38

Podstatné se také uplatiiuje koncentrace
fibrinogenu.

Takto vytvoreny stabilizovany fibrin je ne-
rozpustny v roztoku mocoviny a v kyseliné

monochloroctove. Fibrin, ktery vznikl bez &
piitomnosti F XII a Ca** je v téchto rozto- ek

cich rozpustny.
Pri preméné fibrinogenu na fibrin se méni
viastnosti molekuly. Odstépenim fibrino-

peptidii, plisobenim trombinu a v disledku
konformacnich zmén provdzejicich polyme- |

rizaci se vytvdri nové struktury, které mo-
hou pusobit jako regulacni mista pro Fadu
mechanisnut (zejména v oblasti fibrinolyzy).

Trombin je vicefunkéni bilkovina a mnohymi biologickymi aktivitami v hemo-

staze a trombodze:

Aktivuje plazmatické faktory a krevni desticky

Stabilizace polymerovaného fibrinu
faktorem XIlla

Nerozpustny fibrin — elektronovy snimek

Paodili se na formaci fibrinu (plazmaticky koagulaéni systém, F XIII)
Podili se na inhibici koagulace a fibrnolyzy (APC, TAFI)

Ovliviiuje funkce né&kterych bunék
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SCHEMA STEPENI FIBRINOGENU NA FIBRIN A JEHO POLYMERACE
NA FIBRINOVOU SIT

E \E_j/ E
Trombin ey

FpA | | | | EPB
Fibrin monomer " C ()

Polymerovany
fibrin

Ca2+

o Kovalentni
Nerozpustny fibrin vazba

Trombin ma radu specifickych vazebnych mist, které se riizné€ uplatiuji v jeho

éetnych aktivitach.

Q Trombin vizany na fibrin vyznamné ovliviiuje aktivaci plazminogenu. Trombin
vyvdzany v tomto dimernim komplexu je necitlivy k heparinu a je pravdépodob-
né pFicinou Fady heparinovych rezistenci u nékterych klinickych stavii. Vazba
trombinu zdvisi na struktufe fibrinu, na tloustce jeho vidken a na mnoZstvi od-
Stépenych fibrinopeptidil.
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SCHEMA AKTIVACE KOAGULACNICH PROCESU

Vnitfni Vneéjsi
cesta cesta
I ]

|Xa
| protrombinza y@ w

V4 JEP}X
2 rPo

Fibrin Stabiini

2.3.7. Novy pohled na koagulac¢ni déje

VYSLEDKY ZKOUMANI RUZNYCH MODELU HEMOSTAZY IN VITRO A OBJASNENI ULO-
HY INHIBITORU POTVRDILY, ZE VNITRN{ A VNEJSI SYSTEM NEMOHOU V ORGANISMU
PUSOBIT ODDELENE A ZE EXISTUJI VZAJEMNE INTERAKCE MEZI RADOU KOAGULAC-
NICH FAKTORU A TIM I MEZI OBEMA SYSTEMY KOAGULACE. ZJISTILO SE, ZE:

B Vnitfni systém neni nezbytny pro iniciaci koagulace

m Koagulace pievaZné probihd na povrchu membran krevnich bunék

B Pribéh koagulatnich reakci neni prisné kaskadovity, ale dochézi k fad€ interak-
ci mezi faktory vnitfniho a vné&j$iho systému

m Hemostdza neni jen aktivovéna pri poSkozeni cévy, ale i fyziologicky po ndma-
ze nebo po jidle. Dale bylo zjisténo, Ze jednotlivé soucasti a procesy v hemosta-
ze podléhaji dennimu rytmu v zdvislosti na zménach neurohumoralniho a imu-
nitniho systému. RovnéZ krevni desti¢ky jsou aktivovany v cévnim fecisti i1 pfi
zachovani integrity cévy (Galajda a spol., 1998).

TYTO NOVE POZNATKY VEDLY K REVIZI DO TETO DOBY POUZIVANYCH MODELU
A K VYTVORENI NOVE KONCEPCE SRAZENI KRVE.
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Podle nejnovéjsi teorie existuji tii faze koagulace:
e Iniciacni fdaze

o Amplifikadni faze

® Propagacni fdaze

Novy tiistupfiovy model
koagulace vystihuje proces he-
mostdzy in vivo, lépe neZ kla-
sicky MacFarlaniv model kas-
kadovitych reakci a umoZiuje
vysvétlit patogenezi protrom-
botickych stavll. V koagulac- ezl
nich procesech probihajicich 6 Sos oty
v organismu se vice uplatiiuje L
vnéjsi systém, kdeZto vnitfni systém iniciuje koagulacni d&je hlavn& na artificidlnim
povrchu v systémech in vitro.

Iniciaéni faze probihd na povrchu monocytd, kdezto fdze amplifikaéni a ¢astec-
né i propagacni probihaji na povrchu aktivovanych trombocytd.

n
=]
=]

o
o

100 ; TFPI

Prolrombinéza

(F Xa/F va/Pl/Ca™]

Vnitinl tenaza

[F IXa/F Villa/Pl/Ca*'}

Tvorba koagula

Trombin - aklivace destiCek
FViaF

Trombin (nM)

8
<z==
rd
)

20

2.3.7.1. Iniciacni fdze

Ve, fdzi iniciace* je hlavnim inicidtorem koagula¢niho procesu in vivo nyni po-
jiman tkanovy faktor (TF). Proces iniciace hemostézy, ktery probiha hlavné na po-
vrchu monocytil vede k procesu regulované geneze trombinu (Andree a Nemer-son,
1995).

Vysledkem iniciaéni fdze je tvorba malého mnoZstvi trombinu, ktery sice ne-
dostaéuje pro preménu fibrinogenu na fibrin, ale md vyznam pro pokracovdni
koagulace v tzv. ,,amplifikaéni* a ,,propagacni fazi“.

Q F Xlla se na iniciaci koagulacni kaskddy in vivo vétsinou nepodili. Jak se ukdzalo
byla aktivace koagulace v tzv. kontakmi fdzi pouze artefaktem in vitro studii, pri kte-
rych se pouzivaly nadmérné ddvky aktivdtorit a arteficidlni povrchy. VySetreni ne-
mocnych s deficitem nebo defektem F XII ukdzala, Ze u téchto nemocnych nedochdzi
k naruseni iniciace hemostdzy a to i v pripadé kardiochirurgickych zdkrokit s mi-
motelnim obéhem. Experimentdini prdce na zvifatech prokdzaly, Ze vyvdzdni I XII
protildtkami neovlivni pribéh koagulacnich reakci in vivo (Miller a spol., 1996).

Tkdriovy faktor se normalng nachazi ve dvou rozdilnych podobach, které se zicast-
fiuji na iniciaci koagulace za rtiznych podminek:

B Subendotelovd a perivaskuldrni sloZka TF — zahrnuje povrch fibroblastil v sub-
endotelidlni a perivaskularni oblasti a ddle parenchymové buiiky jako jsou mo-
zek, plice, ledviny, endometrium a placenta. Tato sloZka je charakterizovana ba-
zalni expresi TF a zvySenim jeho syntézy vlivem né&kterych ristovych faktord.
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Perivaskularn{ exprese TF vytvari ochrannou vrstvu pfed masivnim krvacenim.
Zucastiiuje se hemostazy hlavné€ pfi poSkozeni cévy, kdyZ se krev dostane do
kontaktu s tkdnémi.

B Cévni sloZka TF — zahrnuje monocyty
a endotel. V' téchto buiikach nedochdz{ | /A [~ i

k syntéze TF. Exprese na téchto bun- f Rkt
kdch je indukovana rlznymi podnéty L
mezi které patif TNF (tumor necrosis ; v
.. . . S TF endotoidins botka
factor), endotoxin, interleukinl, lipopo- =
lysacharidy, nékteré riistové faktory —
a trombin. (Conkling a spol., 1988; -y A

Conway a spol., 1989; Moore a spol., ) . -
1987; Cozzolino a spol., 1988). Exprimace TF na nékterych buiikach

Za fyziologickych podminek odd&lujI TF od cirkulace jednak endotelové barié-
ra (subendotelovd a perivaskuldrni sloZka), tak i mechanismy selektivni exprese
(cévni slozka TF). Buiiky, které jsou s krvi v pfimém kontaktu (endotelie, krevni
elementy) exprimuji TF aZ po stimulaci. Pokud nedojde k pfimému poSkozeni cév-
niho systému, probihd exprese TF hlavné na akfivovanych monocytech. Aktivace
monocytll miZe byt vyvolana fadou pfi€in — zanét, sepse, metabolicky rozvrat, ate-
rosklerotické zmény aj. (Osterud a Bjorklid, 2001 ).

Q Na povrchu aktivovanych monocytit se nachdzi jen asi 20 % jejich TF aktivity.
Aby se projevila celd kapacita aktivity TF je pravdépodobné nutnd spoluprdce
monocytii s granulocyty a trombocyty. Predpoklddd se, Ze aktivované monocyty
produkuji TNF-q, ktery stimuluje granulocyty k tvorbé faktoru aktivujiciho
trombocyty (PAF). Tento faktor zvySuje expresi a aktivitu monocytdrniho TF pro-
stfednictvim trombocytit (Osterud a Bjorklid, 2001; ten Cate a spol., 1999).

K INICIACI KOAGULACE JE NEZBYTNE VYTVORENI KOMPLEXU [TF . VIIA]. TENTO
PROCES JE ZAVISLY NA UVOLNENI TF Z POVRCHU NEKTERYCH BUNEK NACHAZEJI-
CICH SE V KRVI NEBO PRICHAZEJICICH DO STYKU S KRVI A DALE NA DOSTATECNEM
MNOZSTVI FVIIA; KTERY V MALEM MNOZSTV! CIRKULUJE V PLAZME.

Pribéh koagulace pri exprimaci cévni slozky TF

Iniciaéni faze koagulace probiha na povrchu aktivovanych monocyti ex-
primujicich TF. Faktor VIIa se viZe k membranovému TF na povrchu bunék
za vzniku dimerniho komplexu [TF .VIIa]. TF v komplexu s F VIIa plsobi nejen
jako kofaktor, ale zvySuje jeho proteolyticky u¢inek az 3 000krat.

Pii vazbé F VIla na TF dochazi soucasné k prenosu aktivacniho signalu do
buiiky. ZvySuje se koncentrace nitrobuné¢ného vépniku, aktivuji se proteinové
kindzy C a adhezivni kindzy. To se projevi inhibici fosfolipidové translokazy
a zafixovanim ¢4sti bunécné membrany - vznika plné tdinny tetramerni komplex
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[TF. VIIa. Ca?* . P1] a soucasné se potencuje dalsi
exprese TF (Preissner a Kanse, 1996).

Aktivované monocyty jsou nejicinnéj$im spousté-
¢em koagulace v cévnim systému a to zejména tehdy,
je-li exprese TF na endotelu velmi mald. K ti¢inné he-
mostize je v3ak potfebna adheze monocytl k aktivo-
vanému povrchu endotelu, kterd zvys$i i expresi TF
(Camerer a spol, 1996).

V Kkrvi koluje vZdy malé mnozstvi F VIla
(< 100 pmol/l), ktery na rozdil od ostatnich serino-
vych protedz nema sam o sob¢ prakticky Zadnou pro-
teolytickou aktivitu (Macik a Morrissey, 1991).

Q Pivod v plagmé cirkulujiciho faktoru Vila neni zcela jasny. Predpoklddd se, Ze
se v malych mnoZstvich samovolné aktivuje, zejména po jidle iicinkem lipopro-
teirul bohatych na triacylglyceroly. K aktivaci by mohlo dochdzet na povrchu
fosfolipidovych mikropartikuli za spoluticasti F [Xa (Bauer, 1997).

TF vaze primo aktivni faktor VII (F VIla), ale [~
soucasné mitZe vazat i inaktivni formu (F VII). F VII =
je ndsledné konvertovdn v komplexu s TF na aktivo-
vanou formu (F VIIa) autokatalytickym komplexem
[TF . VIla] ptipadn& dal$imi koagulaénimi proteazami |
(IXa, Xa, trombin, plazmin).

Tkafovy faktor
Gla-domény ¥

Komplex [TF . Vlla] Plazmaticka membra’a'

TF+ VIla —— [TF . Vlla] aktivai komplex
([TEVIa], IXa, Xa, T trombin, plazmin)

TF + VII ——— [TF . VII] neaktivni komplex

[TF. VIIa. Ca2+. Pi] .
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Komplex [TF . VIIa] spolecné s fosfolipidy a ionty Ca?*:
B Limitovanou proteolyzou aktivuje faktor IX na IXa (Rao a Rapaport, 1988):

U F IXa je daleko lépe chrdnén proti inhibic-
nim viliviim neZ F Xa a proto v aktivni for- .,
mé pretrvdvd aZ do propagacni fdze, kdy | |
je adsorbovdn na membrdné trombocytu | | Vllla | IXa© X

a spolecné se svym kofaktorem (F VIlia) p Y
17ifTy 1 in........lﬂﬂg

VOTT tzv. ,,vnitini tendzu®.

,» Vnitini teniza*

B V systému tzv. ,,vnéjsi tenazy* aktivuje komplex [TF . VIla] faktor X:

cytoplazma

Aktivovany faktor X se na membrané aktivovanych monocyti vize do
komplexu protrombinazy a v této formé generuje malé mnozstvi trombinu
(Osterud a Rapaport, 1977):

F Va potfebny k vytvofeni malého mnoZstvi protrombindzy na povrchu bunék
exprimujicich TF je aktivovan bud F Xa nebo butikami, které produkuji nekoagu-
la¢ni proteézy.

[TF. Vlla. Ca2+ . Pi]

X an

Proteolyza

¢ v

Vzniklé malé mnoZstvi trombinu aktivuje faktory V, VIII, X1, a krevni desticky
nahromadéné v misté poskozeni tkéné.

v

V—pVa VIII—»VIlIa IX—pIXa

Soub€Zné se vznikem komplexu [TF . VIla] dochézi k aktivaci inhibitoru tkd-
fiového faktoru (TFPI — tissue factor protein inhibitor). ProtoZe plisobeni kom-
plexu [TF . VIIa] je ohrani¢ené jen na povrch bunék exprimujicich TF, dojde po na-
vazani TFPI k zablokovani této cesty aktivace. Dochdzi i k inhibici faktoru Xa,
ktery pokud opusti ochranné prostiedi bunéného povrchu je rychle vyvazéan AT na
inaktivni komplex.

iniciace

Vnéjii cestou aktivovany F Xa nestadi k zabezpe€eni kompletni hemostazy, tj.
pfemény fibrinogenu na fibrinové vldkno. Koagulace pak probihd déle jen vnitini
cestou ve fdzi amplifikace a propagace.
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O Protedzy iniciacni faze hemostdzy neaktivuji jen hemostdzu, ale jsou soucasné
polyfunkcnimi molekulami, které piisobi na Siroké spektrum bunék pres specific-
ké receptory. Trombin piisobi pres proteolyticky aktivovany receptor PAR-1,
F Xa pres efektorovy protedzovy receptor EPR-1 a TF je receptorem pro F Vila
a spolecné s nim se zicastiiuje na pfenosu signdlu do buiitky. Protedzy koagu-
lacni kaskddy takto nepfimo reguluji tvorbu zdpalovych cykokinii, chemotaxi
leukocytii, proliferaci lymfocytii a jsou dideZitymi riistovymi faktory pro endote-
lidInt buriky (Hudecek a spol., 2004).

2.3.7.2. Amplifikacni fdze

Ve ,,Fdzi amplifikace* dochdzi k vyvdzdni faktorii aktivovanych ve fdzi propa-
gace na povrchy aktivovanych trombocytii, které se v procesu adheze a agregace
soustredily v misté poranéni k vytvoreni dostate¢ného mnoZstvi protrombindzy.

O Aktivaci desticek zajistuje v této fdazi hlavné interakce destickovych receptorii
s trombinem (Hoffman a spol., 1996; Morrissey a spol., 1997).

Trombinem aktivované formy faktorii VIIla, Va a faktor [Xa, aktivovany kom-

plexem [TF . VIIa] se s vysokou a€innosti vaZi na povrch zdporné nabitych fosfoli-
pida, odhalenych po flip-flop reakci aktivovanych desticek (Bevers a spol., 1982).

2.3.7.3. Propagacni fdze

Ve ,,.fdzi propagace* koagulacné aktivni komplexy tendza a protrombindza vy-
vdazané na povrchu krevnich desticek, zajisti dostateéné mnoZstvi trombinu, ktery
vyvold preménu fibrinogenu na fibrin.

Fosfolipidovy komplex tendza zajiStuje de novo na povrchu krevnich desti¢ek
aktivaci F X na F Xa.

Ve fazi propagace se rovnéz uplatiiuje faktor XIa, ak- [XIa . Ca*.Pl]
tivovany trombinem ve fizi iniciace, ktery po navazan{ na IX ——— > IXa
. . e 1. Proteolyza
povrch trombocytl podporuje dalsi aktivaci faktoru IX.
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Hlavni tvorba trombinu je pak zaji§t€na fosfolipidovym komplexem — protrom-
bindzou [Va . Xa . Ca?* . Pl] vyvéazaného na membrang aktivovanych krevnich de-
sti¢ek, ve kterém je F Xa jiZ dostate¢n€ chranén proti inaktivaci. Touto cestou vzni-
k& dostate¢né mnoZstvi trombinu nezbytné k vytvofeni pevné fibrinové zétky
(Hoffman a Monroe, 2001).

Trombin je klicovym enzymem hemostazy, ktery ovliviiuje jak koagula¢ni a an-
tikoagulaéni dé€je, tak i fibrinolytické a antifibrinolytické systémy. Souhra funkci
téchto systému je zabepe€ovana rliznou citlivosti jejich sloZek k plisobeni trombinu
(Hudecek, 2004).

Dostate¢na tvorba trombinu je nezbytna.

B K vytvofeni plné stabilizované a pevné fibrinové hemostatické zdtky. K tomu je
nezbytna funkénost obou tendz, jak vné&jsi [TF .VIIa], tak vnitfni [IXa .VIIIa].

B K aktivaci F XIII — stabilizace fibrinové sité

m K aktivaci trombinem aktivovaného inhibitoru fibrinolyzy — TAFI (Thrombin
Activable Fibrinolytic Inhibitor), ktery je vyZadovan k normalni rezistenci fibri-
nové zatky béhem fibrinolytického procesu.

Q Mezi jednotlivymi kom-
plexy tohoto schématu
existuji pozoruhodné po-
dobnosti. KaZdy z nich ob-
sahuje neenzymovy ko-
faktor (TF, Villa, Va), ( :
ktery specificky vdZe na R &

vitaminu K zdvislou seri- bunk B
novou protedzu (F Vlla,
Protrombin
Xa
Trombin

Krevni desticka
v klidovém stavu

F IXa, F Xa). Na rozdil
od F VIl a F 'V nevyZadu-
Jje tkdriovy faktor aktivaci.

Aktivované
desticka

Iniciac¢ni a amplifikadni
faze koagulace
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SCHEMA KOAGULACE
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Pri deficitech faktora IX, VIII, V, (XI) je sniZena tvorba trombinu na povrchu
krevnich desticek a tvori se nestabilni destickovd zdtka (zvysSend permeabilita,
zvySend lyza). Hemofilie A i B je tedy onemocnéni s poruchou koagulace, ale
i fibrinolyzy. Hemostatickd zdtka tvoFend pFi nedostateCné aktivité F XI (deficit
F XI) je citlivéjsi na lyzu a soucasné je naruSena i aktivace TAFI. Nemocnym
s deficitem F VII chybi moZnost aktivovat F X.

Normalneé funkéni endotel

Funkcné normdini endotel je schopen zabranit amplifikacni a propagacni fzi

koagulace a vytvoreni fibrinové zatky. SlouZi k tomu 2 inhibi¢ni mechanismy:

Antitrombin navizany na povichové proteoglykany na membrané endotelu in-
hibuje trombin

Systém proteinu C - ktery se tvoii na endotelu za uicasti systému trombomodu-
lin/trombin $t&pi faktory Va a VIIla — znesnadiiuje tvorbu tenazy a protrombiné-
zy a tim sniZuje genezi trombinu.

Inhibitory v novém modelu koagulace

Pfed nekontrolovanou aktivaci koaguladniho procesu je organismus chrdnény

tfemi hlavnimi antikoagula¢nimi systémy:

oeNER

TFPI

Systém PC

AT

Vzestup hladiny F Xa vyvola tvorbu TFPI, ktery jej pfimo inhibuje vytvorenim
komplexu [FXa . TFPI]. Tento komplex blokuje aktivitu komplexu [TF . VIIa],
ktery se nach4zi na povrchu dysfunk¢nich nebo aktivovanych bunék, hlavné€ mo-
nocyt.

Vzestup hladiny trombinu vyvola tvorbu rovnocenného mnoZzstvi APC komple-
xem [TM . ITa]. Inaktivaci faktort Va a VIIIa sniZzuje APC dal$i tvorbu trombi-
nu. Uginnost systému PC zvy$uje EPCR a PS, ktery je nezbytny pro inaktivaci
F VIIIa v tendzovém komplexu.

Antitrombin inaktivuje v&tSinu sloZek koagulace. Tvorbu komplex s témito sloz-
kami vyznamng€ urychluje pfitomnost heparinu nebo jinych glykosylaminoglyka-
nl. Vazba heparinu na molekulu komplexu je v piipad€ trombinu podminkou. AT
odstraiiuje trombin i z komplexu [TM . trombin] (de Jonge a spol., 2001 ).
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2.4. Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je odpovédny
za lyzu fibrinového koagula, ale hraje }

lagenu, v angiogenezi, u metastdz tu-
moru. V této ¢asti bude popséana a dis-
kutovdna pouze uloha fibrinolytického &
systému v hemostéze.

Lidska krev obsahuje enzymovy
systém schopny rozpoustét krevnf fibri-
novou srazeninu. Za fyziologickych
podminek systém udrZuje hemostatic-
kou rovnovahu. Fibrinové koagulum vyrazné omezuje krevni tok, coZ miiZze vést pii
nekontrolovateiné aktivaci i k uzavieni cévy.

Fibrinolyza je v fad¢ svych aktivaénich a reak&nich krokd podobna plazmatic-
kému koagulacnimu systému. Centralni sloZkou fibrinolytického systému je plaz-
minogen, ktery je prekurzorem (proenzymem) serinové protedzy — plazminu.
NejdialeZit&j§imi aktivdtory plazminogenu jsou prekurzory serinovych proteédz tkd-
riovy aktivdtor plazminogenu (t-PA) a urokindza (u-Pa).

Na fibrinové koagulum nebo na pfitomnost fibrinovych vldken reaguje organis-
mus aktivaci fibrinolytického systému (Davie a spol., 1991). Plazminogen se vazZe
na krevni koagulum, je aktivovdn na plazmin piisobenim aktivitorl uvoln&nych
z endotelu. Plazmin proteolyticky piisobi na koagulum a je nakonec inaktivovan cir-
kulujicimi antiplazminy. Fibrinolyza je fyziologicky vizdna na misto poranéni,
plazmin je generovan pouze na povrchu koagula. Schopnost fibrinolyzy specificky
$tépit fibrin a ne fibrinogen je ddna zvy$enou afinitou jak plazminogenu, tak i jeho
aktivatoru (t-PA) k fibrinu.

Q Zvyseni fibrinolytickych schopnosti krve miiZe vést ke krvdceni, sniZen{ fibrino-
lyzy mitZe naopak vyvolat trombotické stavy (Bachman, 1994).

2.4.1. Plazminogen

Q MW: Glu-plazminogen 90 kDa
Lys-plazminogen 83 kDa
Q Biologicky polocas: Glu-plazminogen 48—60 hodin
Lys-plazminogen 12-20 hodin

Q Fyziologické hodnoty: 2,4 umol/l plazmy 200-210 mg/l plazmy

Plazminogen je jednofetézcovy glykoprotein, ktery je syntetizovan jtry ve dvou
formacich Glu- a Lyz- plazminogen. Je pfitomen i v jinych tkanich a butikich
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(eozinofily, ledviny). Lyz-plazminogen tvoii men$i molekulu a ma krat3i biologicky
polocas, neZ Glu-plazminogen. V plazmé se plazminogen vyskytuje ¢astené vyva-
zan na glykoproteiny bohaté na histidin. Plazminogen se vaZe na povrchy nejriiz-
n&jSich bunék a na membrany krevnich desti¢ek. Bun&&nych receptori pro plazmi-
nogen je n€kolik, v pfipad€ krevnich destiek se jedna o GP IIb/Illa.

Plazminogen je prekurzorem antikoagula¢niho proteinu plazminu, ktery jako se-
rinova protedza aktivuje disociaci fibrinové slozky krevni sraZeniny. Bilkovinny fe-
t€zec plazminogenu sestava ze 790 aminokyselin a 2 cukernych sloZek navazanych
v mistech Asp?8 a Thr34,

Lidsky plazminogen sestava s 5 ,Kringle” modulii spojenych disulfidickymi
vazbami. Déle obsahuje protedzovou doménu a peptid s koncovou aminoskupinou.
Domény oznacované , Kringles* obsahuji afinitni mista pro vazbu lysinu. Interakce
plazminogenu s fibrinem a oy-antiplazminem je zprostiedkovéana pravé t€mito lysi-
novymi vazebnymi misty. Kazdy ,,Kringle* modul je sloZen ze 78 residuf, které ma-
ji podobnou sekvenci.

O, Kringle* moduly obsahuji také nékteré krevni koagulacni proteiny, jako je pro-
trombin, tPA uPA, F X a jiné. Podobnost téchto enzymii v oblastech zvanych
Kringle ukazuje na to, Ze tyto slouceniny se vyvinuly behem evolucniho vyvoje
z primitivnéjsi spolecné formy.

STRUKTURA PLAZMINOGENU
(domény)

w Lys-Lys @ Arg-Val
76-77 560-561

h 2 \

NH; ki [ k2 | k3 | ke I K5 | |katalytické misto |- coon

!
&

K — Kringle domény

K aktivaci plazminogenu dochédzi souCasné s aktivaci koagulace. K pieméné
plazminogenu na plazmin dochdzi plasobenim aktivatori plazminogenu.
Plazminogen se védZe na fibrin pfes vazebna mista lysinu na jeho molekule. V mis-
tech navdzaného plazminogenu jsou i vazebnd mista pro jeho aktivatory. Aktivace
pomoci t-PA je nékolikrat urychlena v pritomnosti fibrinu, ktery slouZi jako kofak-
tor pfi aktivaci plazminogenu vyvolanou t-PA. Interakce Glu-plazminogenu s fibri-
novym povrchem zvySuje rychlost aktivace t-PA 12—13krét. Forma Lys-plazmino-
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genu je aktivovana t-PA nebo u-PA asi 10-20krét rychleji neZ Glu-formace.
Aktivacni plisobky $t&pi molekulu plazminogenu v misté Lys’’ a uvolni se pep-

tid. Potom nésleduje dalsi $tdpeni v mist& Arg3%0, Vznikd dvoufetézcova molekula

sestavajici ze dvou fragmentd spojenych disulfidickou vazbou:

o (8781 Afetézec

e lehky B fetézec — obsahuje aktivni katalytické misto

Fetézec A retézec B
(k1| k2| K3 | ke | K5 | katalytické misto |- COOH
S——S

2.4.2. Aktivatory plazminogenu
2.4.2.1. Vnitini

Jsou soudasti krevni plazmy a tvoii je hlavné kontaktni systém: F XII, prekali-
krein a HMWK. Aktivace nastava po kontaktu F XII s poSkozenou cévni sténou. Mezi
vnitini aktivatory plazminogenu se dale fadi trombin a trypsin (Champan, 1997).

2.4.2.2. Vnejsi
Pochézeji z lidského organismu, ale z mist mimo krevni obéh (Champan, 1997).

Za fyziologickych podminek se na aktivaci plazminogenu podili z piiblizné
1/4 F X1la, z 1/4 u-PA a z 1/2 t-PA (Spraggon a spol., 1995).

Urokindza — u-PA (lidska HMW)

a MW: 54 kDa (HMW forma)

Q Biologicky poloc¢as: 6 min

Q Koncentrace v plazmée: 2-8 pg/l

Prourokiniza je jednofet®zcova O

glykosylovand proteaza serinového PJU_/J“]”UU&”
typu, kterd se nachdz{ hlavné v led-
vindch. Je uvoliiovana z endotelial- Prourokinéza—li? Urokindza l ﬂ
nich bun€k v pfitomnosti endoto-
xinu nebo tumor nekrotizujiciho Y| PN
faktoru (TNF). Prourokinéza (single -'J JLL/JJ,“JJ
chain urokinase: scu-PA) se nachazi
se v nizké koncentraci v plazmé.
Vlivem kontaktniho systému (kalikerin, HMWK, F XIla) a plazminu pfechdzi
jednotetézcova formace (prourokindza — scu-PA) na aktivni dvoufetézcovou forma-
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ci (urokindza — u-PA). Urokindza je uvolfiovadna v ramci fibrinolyzy a je rychle vy-
vazovand hlavnim moduldtorem fibrinolyzy PAI-1.

Nachdzi se v nizko- 1 vysoko-molekularnich formach (LMW: 31 kDa, HMW:
55 kDa). V plazmé cirkuluje samostatng (Spraggon a spol., 1995). Poprvé byla izo-
lovana z modi.

Q Urokindza (u-PA) byla zjisténa i v pojivové tkdni, v buiikdch podobnych fibro-
blastim, ddle v epitelidlnich burikdch, monocytech a makrofdzich.

Tkaiiovy aktivator plazminogenu (t-PA)
a MWw: 68 kDa (HMW forma)

Q Biologicky polodas: 5-8 minut

O Koncentrace v plazgmé: 5-10 pg/l

Nejdilezit€jsimi faktory ovliviiuji- .
cimi proces fibrinolyzy in vivo jsou tkd- PJU!U“”UU&”
novy aktivdtor plazminogenu (t-PA) -
a jeho inhibitor (PAL-D). Vetsina t-PA | [romme ) @
v cirkulaci je vyvazdna v komplexu _ A
s PAI-1, &4st je ve formé& volné. T —

t-PA je proteindzou serinového typu, JJJJJZ““-”
kterd se uvolfuje jako jednofetézcova
molekula ze zdravych endotelovych bun€k po jejich stimulaci trombinem nebo ak-
tivovanym proteinem C, piipadné histaminem, bradykinem, ¢i IL1. Dal§im bunéc-
nym zdrojem t-PA jsou aktivované monocyty a megakaryocyty (Lanbda a spol.,
1996). Tkénovy aktivator plazminogenu se vyskytuje hlavn& v orgénech s bohatym
cévnim zastoupenim, jako jsou déloha, ledviny, plice. Koncentrace t-PA se zvySuje
po Zilni okluzi, po svalovém cviceni, ale i pfi stresové reakci (uvolnéni katechola-
mind a vazopresinu).

Jednoret€zcova molekula je proteolyticky St€pena bud plazminem nebo tkéfio-
vym kalikreinem, ¢i F Xa za vzniku dvoufetézové aktivni formy.

t-PA je fibrin specificky aktivdtor plazminogenu. Fibrinova specifita je vysled-
kem interakce kringle-2 domény t-PA se specifickym lysinovym reziduem na ne-
rozpustném fibrinu. Nenavédzany t-PA se rychle neutralizuje v jatrech, kde je metabo-
lizovan. Aktivita t-PA vG¢i plazminogenu se zvySuje, je-li plazminogen navazan na
fibrinovou sit nebo ¢aste¢né degradovany fibrin (Wiman a Collen, 1978). Odpovida
tedy za specifickou fibrinolyzu (Hoylaerts a spol., 1982). Toho se vyuZiva pfi trom-
bolytické 1é¢bé cévnich uzaveéri zejména pii trombotizaci korondlnich tepen. t-PA
ma piiznivy efekt pii redukci trombofilie a obnovy recirkulace po trombolyze.

Q 1-PA je silnd protedza a ticastni se napr: procesu nidace oplodnéného vajicka a je
spolu s dalsim aktivdtorem plazminogenu — urokindzou, icinny pFi procesu pro-
liferace a migrace bunék (Godyna a spol., 1996). Nyni byl zjistén také zvyseny
obsah t-PA v mozku pFi procesu ,,uceni” pokusnych zvirat.
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O +PA se rovnéZ podili na procesu neo-
vaskularizace buriky nebo tkdni, kde
Jeho proteolytickd aktivita napomdhd
migraci proliferujicich endotelii i bu-
nék hladké svaloviny, popfipadé i nd-
dorovych bunék pri metastdzovani
(Desana a spol., 1988). Takto musi-
me pohliZet na t-PA i z opacného ne-
priznivého hlediska. V novéjsich stu-
diich byla potvrzena zvySend hladina
t-PA u osob s rizikem IM a s rozvojem
aterosklerczy. Vyssi koncentrace t-PA
Jje povaziovdna za dalsi rizikovy fak-
tor kardiovaskuldrnich chorob.

Rotoplaza (rPA)
Molekulovd hmatnost 39 kDa

Tenoktapldza (TNK-tPA)
4 hmotnost ~75 kDa

Laboratornt stanoveni
® stanoven{ antigenu
e stanoveni aktivity t-PA

Struktura t-PA, reteplazy (r-PA), lanoteplazy
(n-PA) a tenekteplazy (TNK-t-PA)

Proaktivdtory

Jsou to extrakty tkéarnovych kultur nékterych bakterif, které se vyuZivaji zejména
16¢ebné (Gonzales—Gronow a spol., 1978). Nejznamé&jsi je Streptokindza (enzym,
ktery je produkovany f-hemolytickym streptokokem).

2.4.3. Preména plazminogenu na plazmin

Fibrinolyticky systém se aktivuje
ihned po vytvoieni prvnich struktur 1PA
fibrinu. Na fibrinovy povrch se navize

plazminogen a t-PA. Dochazi k for- | [Plazminagen  tPA] I Hazmin
maci ternarniho komplexu mezi WY g :> vy
¥y dLd

t-PA, plazminogenem a lysinovymi
strukturami na C- fetézci fibrinu
[t-PA . plazminogen . fibrin].
Plazminogen v komplexu s t-PA, vy-
vazany k fibrinu je velmi G¢inné konvertovan na plazmin. Fibrin pisobi v této reakci
jako kofaktor.

Plazmin 3tépi fibrinové koagulum na jednotlivé fragmenty (fibrin degradacni
produkty — FDP). K zesilen{ t¢inku dochézi zpétnou vazbou. V prabéhu Stépeni fib-
rinu plazminem vznikaji koncové karboxylové lysinové fetézce degradovaného fib-
rinu, které na sebe vaZi daldi plazminogen a t-PA. Tim se zvy$uje tvorba plazminu
a nasledné tcinnost fibrinolyzy.
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Podle specificity k fibrinu rozliSujeme tyto aktivitory pfemény plazminogenu

na plazmin:

W s vy$ST specifitou pro fibrin, aktivuji pfedev§im plazminogen na povrchu fibrinu

W s niZSi nebo Zddnou specifitou pro fibrin. Tyto aktivatory vedou k rozsahlé
systémové aktivaci plazminogenu, pii niZ dochazi ke Stépeni nékterych plazma-
tickych bilkovin, napiiklad fibrinogenu, faktoru V a faktoru VIII.

PREMENA PLAZMINOGENU NA PLAZMIN — AKTIVATORY
PLAZMINOGENU SPECIFICKE A MENE SPECIFICKE PRO FIBRIN

Povrch fibrinu

C specilicﬂé pro fibrln ’

\ . .
Trombin @-1/} ------ { | a,-antiplazmin
Wsledl& {
Fibrinogen éiépenf
ﬁbnnu K’
2
Kapalna faze

f Aldivétory plazmino nu nespaclllcke 1)
nebo méné speci Icke profibrin

ﬁl 1 } ------ .' az-antiplazmin

Fibrinogen,
[ Plazmmogen i ﬂb- Stép/ =slp FalorV,
S Faktor VI

Inhibitory aktivatorii plazminogenu

Inhibitor aktivatoru plazminogenu PAI-1 a o,-antiplazmin jsou inhibitory seri-
novych protedz — tzv. serpiny (serine proteinase inhibitor) a psobi jako hlavni in-
hibitory aktivatord plazminogenu, resp. plazminu v lidské plazmé. O daisich inhi-
bitorech fibrinolyzy viz kapitola inhibitory.

2.4.4. Plazmin

Q MW: 83 kDa
U Biologicky polocas: 0,1 sekundy

Plazmin je proteolyticky enzym o malé specifité, ktery kromg fibrinu $t€pi i nékte-
ré dalsi bilkoviny koagulacniho systému (fibrinogen, fibrin ve viech jeho podobach
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a koagulaéni faktory II, V a VIII, ]
GP Ib, GP Iib/Illa, vWF, trombo- Flonnogen » Trombin
'7 . £ Y X m
spondin). Plazmin miZe aktivovat / \f/
F VH a XH’ stimulovat agregaci 01. Fibrin monomer + fibrinopeptidy
trombocytd a aktivovat ¢asti kom- A A »
plementu. D E
P v v Plazmin Polymerovany fibrin

Plazmin je pfitomen ve tfech od- lx'"a
liSnych formacich. Lehky fetézec je o o
ve viech strukturch stejny, t8Zky se Nerozpustny fibrin
1% podle mista §t&peni molekuly. Ve . Liy
viech tfech piipadech jde o endo- € $tépne produkly D-dimer
peptidazy, které nespecificky hydro- fibrinu

lyzuji v neutrdlnim prostfedi (pH  Schéma stépeni fibrinogenuw/fibrinu plazminem
kolem 7) citlivé argininové a lysino-
vé vazby proteind.

Plazmin zajistuje rozpousténi krevniho koagula. Vznika ze zymogenu plazmi-
nogenu l¢inkem aktivétori fibrinolyzy. Je generovan na povrchu fibrinového koa-
gula v komplexu [Plazminogen . tPA . fibrin]. Fyziologicky je plisobeni plazminu o-
mezeno na mista fibrinovych depozit. St&pi popsanym mechanismem jak
fibrinogen, tak i fibrin postupné na stale mensi Castice tzv. Stépné produkty fibrino-
genu (fibrinu), nejdfive vznika fragment X, pak Y a nakonec 3t8py D a E. St&peni
fibrinu probihé déle neZ $t€peni fibrinogenu.

Plazmin je ze systému vyvazovan svymi inhibitory a v neaktivni podobé je vy-
chytdvan monocytomakrofigovym systémem.

SCHEMA FIBRINOLYTICKEHO SYSTEMU

Pluziinuyen == Pluzuin
@ |
Flbrinogen C= M (m) —> R (1)

Q Plazmin se ddle ziicastiiuje pri zdnétlivé reakci, stimuluje proliferaci B lymfocy-
ti1, zvySuje tvorbu protildtek a kapacitu riiznych cytostomickych bunék.
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2.4.5. Stépné produkty fibrinogenu a fibrinu

(Eibrinogen / Fibrin Degradation Products — FDP)
(Eibrinogen / Fibrin Splits Products — FSP)

2.4.5.1. Stepeni fibrinogenu a rozpustného fibrinu

Pri Sté€peni fibrinogenu a rozpustnych fibrinll vznikaji fragmenty (Mirshahi a spol.,
1986):

@ vysokomolekuldrni (X,Y)

& nizkomolekuldarni (D,E)

Stépy X aY

B maji antipolymera¢ni G¢inek a tvoii s monomery fibrinu rozpustné komplexy.
Tim zabrafiuj{ monomertm fibrinu v jejich polymeraci, tedy ve vzniku fibrino-
vé sit€ — v tom se projevuje jejich antikoagulacéni vicinek. Jsou schopny inhibo-
vat agregaci krevnich desticek.

m Daile se 3t&pi na slozky D a E. St&py D a E jsou odbourdvany MFS (Amiral
a spol., 1990).

SCHEMA STEPENI FIBRINOGENU A ROZPUSTNEHO FIBRINU

Rozpustny
fibrin

2.4.5.2. Stepeni nerozpustného fibrinu

Pri proteolytické degradaci nerozpustného

P N Stépeni nerozpustného fibrinu {

fibrinu plazminem probihd §t€peni podobné @ @9 &
(Bounameux a spol., 1994). Isou od$t€poviny \ 'M_I_.._T.
!

fragmenty X a Y, které se ale vzhledem k pri¢-
nym kovalentnim vazbam od sebe neoddéluji.
Kone¢nym stadiem jsou fragmenty o MW
182 kDa, nazyvané D-dimery, které jsou od-
plavovany do obvodové krve. Molekula D-di- .;’ oimory @@
meru se sklada ze dvou D-domén vzniklych
z prilehlych fibrinovych jednotek, spojenych kovalentni Glu-Lys vazbou mezi je-
jich y fetézci. Tato kovaletni vazba zaji§tuje jeho odolnost proti $t€peni plazminem
a laboratorni priikaz D-dimeru je pifimym dikazem $tépeni nerozpustného fibrinu
(Bounameux a spol., 1994).

J
Rt
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Q D-dimer slouZi jako marker trombofilnich stavii. Spliiuje totiZ vSechny poZa-
davky, které by marker takovychto stavii mél obsahovat. Jejich hladina v krvi od-
rdZi aktudini aktivaci systému in vivo a nevznikd ex vivo (Amiral, 1998).
Biologicky polocas in vivo je 4-6 hodin.

Tvorba D-dimeru

Fragment D

Fragment Y

Fragment E

Q Pro rychlost proteolytické degradace fibrinu je urcujicim parametrem tloustka
fibrinovych vidken. Byla popsdna korelace mezi rychlosti fibrinolyzy a privimeé-
rem vidken. Gely s vétsimi pdry a s tust§imi vidkny, opticky hustsi a mechanic-
ky méné odolné lyzuji rychleji, nezZ gely s tencimi vidkny, které vznikaji pri vetsi
koncentraci trombinu (Bachman, 1994).

SCHEMA STEPEN{ NEROZPUSTNEHO FIBRINU

Fibrin
(nerozpustny)

95



2.4.6. Aktivace fibrinolyzy

Fibrinolyticka aktivita je
schopnost odbourdvat ne-
rozpustny fibrin. Tento pro-
ces patii mezi zakladni fyzi-
ologické dé€je v organismu. ‘
Aktivita odpovida za odbou-
rdvani jiZ nepotiebného fib-
rinového koagula po pro-
b&hlém procesu sraZzeni krve
a zhojeni rany.

Fibrinolyza tedy zprii-
chodiiuje cévy a uvddi je do

| | Poskozena tkan | | || Aktivace kontaktm

] Plazininuysi
Fibrinogen

-—
Fibrin (solubilni) Fibrin
Fibrinové monomery (nerozpustni)

—Plazmin—L1
puvodniho stavu. Je aktivo-

Vndjsi
aktivitor

P D-D+2E
vana stejn€ jako ostatni

systémy pfi porudeni endotelu. PiestoZe k jeji aktivaci dochazi sou€asné s aktivaci
krevnich destiCek a koagulace, probihd cel4 fibrinolyza podstatné déle tj. 48-72 ho-
din. RovnéZ rozpousténi fibrinové zétky fibrinolytickymi dé&ji je za normaélnich
okolnosti nékolikahodinovy proces. Za chorobnych stavili se miiZe tento proces vy-
razné zkratit (aZ na nékolik minut).

Hyperfibrinolyza je spojovana s vyraznou produkei plazminu. Jedna se o velmi
nebezpecnou klinickou situaci, kterd je spojovéna s tézkymi krvacivymi stavy, ale
nékdy miZze predisponovat i k trombéze. Hyperfibrinolyza se miZe vyvinout u ne-
mocnych s traumatem v pribéhu sepse, u DIK.

Vets§ina laboratornich testdi zahrnujici formaci plazminu, a generaci FDP neni
vhodn4 k prikazu stavu se zvySenou fibrinolyzou. Nejvhodn&jSim globdlnim testem
bezprostiedné prokazujicim hyperfibrinolyticky stav je trombelastografie.

Hypofibrinolyza vznika vétSinou jako ndsledek poSkozeni nebo nedostate¢né
funkce nékteré komponenty v systému fibrinolyzy:
o defektni molekula nebo nizka koncentrace t-PA, u-PA a plazminogenu
e nedostatecné uvoliovani tPA z endotelu (syntéza, skladovaci pool)
o zvySend koncentrace nékterych inhibitort fibrinolyzy, zejména PAI-1 a -2-an-
tiplazminu.
e nefunkéni kontaktni systém.
Hypofibrinolyza je ¢asto spojovdna s vyvojem tromboembolické nemoci.

U Fibrinolyza je nepfetrZity proces, probihajici v normdiné fungujicim organismu:
® s vyS§T aktivitou béhem dne a po fyzické ndmaze
® s niZsi aktivitou v téhotenstvi

Q Fibrinolyza md vyznam u mnohych reparativnich procesii, jako je rekanalizace
trombosovanych cév a riznych zdanétlivych zmén s tvorbou fibrinu.
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O Fibrinolytickou aktivitu nalézdme nejen v krvi, ale také v jinych télnich tekuti-
ndch, napr. v slzdch, synovidlni tekuting, menstruacni krvi, miéku, moci.

PROKAZATELNA.

FIBRINOLYZA JE OMEZENA JAKO VSECHNY REAKCE V PROCESU SRAZENI JEN NA
MISTO ENDOTELIALNf LEZE. FYZIOLOGICKY PROBIHA JEN TAM, KDE VZNIKL FIB-
RIN. SYSTEM PRIROZENYCH INHIBITORU PLAZMINU SPOLU S KREVNIM PROUDEM
ZAMEZUJE ROZSIRENI TETO REAKCE DO DALSICH CASTI ORGANISMU. ZA FYZIO-
LOGICKEHO STAVU NENf V PLAZME BEZNYMI TESTY FIBRINOLYTICKA AKTIVITA
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2.5. Systémy inhibitort hemostazy

Inhibitory krevniho srdZeni jsou soucésti a zaroveii i zdkladnim regulaénim me-
chanismem koagulace. Po prob&hnuti celé koagulacni kaskady se docili znacného
zesilen{ prvotniho aktivaniho impulsu (u vritini cesty aktivace se predpoklddd ze-
sileni az 1:1 000 000). Tento sled reakci by v kratké dob& mohl vést k masivnimu
srdZeni krve, k ucpani cév a nésledné ke smrti. UdrZovani dynamické hemokoagu-
la¢ni rovnovahy je zdkladnim principem procesi krevniho srdZeni. Podili se na ném
celd fada mechanismi a pfi jeho regulaci je nejvyznamné;jSim ucinek fyziologickych
inhibitoru koagulacniho a fibrinolytického systému.

Inhibitory krevniho srdZeni jsou prirozené sloZky krve, které tlumi antikoagu-
lacnimi mechanismy proces jejiho srdZeni vyvolany plazmatickym koagulaénim
systémem a fibrinolyzou. Tyto latky inhibuji aktivni slozky hemostatického proce-
su — proteolytické enzymy (hiavng& serinové protedzy). V organismu slouZi inhibito-
ry k zabrané€ni nekontrolovatelného sraZenf a tim k udrZeni dynamické koagulacni
rovnovahy.

POZMENENE HLADINY, PRIPADNE FUNKCNI ABNORMALITY NEKTERYCH INHIBITO-
RU {ZEJMENA ANTITROMBINU, SYSTEMU PROTEINU C A TAFI) PREDSTAVUJi ZNAC-
NE RIZIKO PRO VZNIK TROMBOZY.

Kritéria pro rozdéleni inhibitora
Inhibitory krevniho srdZeni mtZeme tfidit podle riznych kritérii dle:
W pavodu: plirozené
ziskané
W specifity: inhibitory serinovych protedz (serpini)
inhibitory kofaktor serinovych protedz
nespecifické inhibitory s roz$ifenym spektrem
B systému: inhibitory koagulace a fibrinolyzy

V této stati jsme pouZili pro inhibitory nasledujiciho rozdéleni:
Prirozené inhibitory

B Specifické inhibitory koagulace a fibrinolyzy

B Nespecifické inhibitory koagulace a fibrinolyzy

Ziskané inhibitory

SERPINY

Serpiny tvoii velkou skupinu inhibitorti serinovych protedz (serpin — Serine
Protease Inhibitor). Serpiny se vyskytuji v t€lovych tekutindch nejen u savct, ale
i u dalSich druhil Zivocicht a rovnéZ i u rostlin. VEtSinou jde o nespecifické inhibi-
tory, které tvori komplex v poméru 1 : 1 s cilovym enzymem [serpin . serinové pro-
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o = g

‘ Inaktivni komplex

Proteaza Iprotedza . nhibilor]
aktivni misto

tedza], ktery je z cirkulace vychytdvan seri-
novymi receptory 1 a 2 uloZenymi na hepa-
tocytech.

Serpiny sehrdvaji diileZitou 1lohu
v systémech hemostdzy. Nadmérné St€peni
serpinll u nékterych patologickych stavii ma i
pro organismus zdvazné nasledky (v&t§inou Inhibice serinovjch protedz serpiny
se vyvine DIK).

KUNINY
Kuniny jsou inhibitory protedz se strukturou v molekule, které se #ikd doména
Kunitzova typu. Jsou to latky homologni s aprotininem.

2.5.1. Inhibitory koagulace a fibrinolyzy

2.5.1.1. Inhibitory plazmatického koagulacniho systému

Trombin je proteolyticky enzym, ktery se tvofi po dobu sraZeni krve v nadbyt-
ku. Po ukonceni srdZeciho procesu musi byt trombin rychle a G¢€inn€ vyvazan (inhi-
bovan), aby srdZeni krve nepokracovalo. Inhibice neni vdzdna jen na trombin, ale
i na ostatn{ aktivované slozky krevniho srazZeni.

V3echny znamé inhibitory plazmatického koagula¢niho systému jsou obsaZeny
v plazmé a jejich specificita je velmi nizka. Vedle hlavniho substratu inhibuji v men-
8i mife v&t§inu ostatnich faktort (serinovych protedz).

Z fyziologickych inhibitord krevniho sraZeni se v plazmatickém koagula¢nim
systému nejvice uplatiivji Antitrombin (AT) a alfa, — makroglobulin. Oba jsou
v plazmé obsaZeny v pomérné vysoké koncentraci. AT spolecné s kofaktorem hepa-
rinu IT odpovida za 80 % inhibi¢ni koagulaéni aktivity.

ANTITROMBIN (AT)
{dFive: Antitrombin III — AT I1I)

Ndzev antitrombin byl poprvé pouZit na zacdtku sto-
leti pro ldtky, které pusobily proti trombinu. V té dobé se
nazyval , heparin cofactor”. Byl poprvé izolovdn
v . 1968 Abildgaardem a pojmenovdn Antitrombin I11.
Dnes se pouZivd spise ndzvu antitrombin, protoZe pojem
wantitrombin“ neni v jinych souvislostech pouZivdn.

Q MW: 58 kDa
O Biologicky polocas: 65-70 hod (68 hodin). V pFi-
tomnosti heparinu se nuiZe biologicky polocCas zkrd-

Antitrombin - strukturni model
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tit na 32 hodin i méné. Patologicky dochdzi ke zkrdceni biol. polocasu pri Soku
nebo u DIK, kde se miiZe zkrdtit aZ na nékolik hodin.

Fyziologické hodnoty:

Funkcéni aktivita: 0,8-1,2 (80~120 %)

Koncentrace v plazmé: 0,10-0,25 (pramérmé 0,14) g/l

Antitrombin je jednofetézcovy o-,-glykoprotein o 424 aminokyselinach, ktery
se tvori v jatrech, ale byl zjiStén i v endotelovych burikdch. Jednd se o antikoagu-

la¢né nejucinnéjsi latku, kterd je schopna neutralizovat i¢inek trombinu (Lechner

a Kyrle, 1995). Neplisobi v3ak okamZit€, ale ma opozdény Gcinek (15-30 minut).

Syntéza AT ma4 spojitost se syntézou fibrinogenu. St&peni fibrinogenu je disled-
kem aktivace koagula&nich mechanismu, pti kterych dochézi k poklesu AT. Stépeni
fibrinogenu dév4 tedy signél k nasledné syntéze AT.

STRUKTURA ANTITROMBINU
(domény)

Serinova

NH, 4‘ ]— CHO R-§ ~{ ]7COOH

CHO: doména bohatd na karbohydrdty

Funkce AT
AT pisobi jako nejdileZitéjsi fyziologic- [V
ky inhibitor serinovych protedz, tak e vy- heparinUy __ vazebné misto

vazuje trombin a jiné plazmatické protedzy “‘_ p_r:;::“ e
(v poméru 1:1) za vzniku komplexu, ktery je proF lla
odbourévén v MFS (Barrowcliff a Thomas, — = S na
1987; Lechner a Kyrle, 1995). Vazba se LMWH
uskutecni mezi aktivnim mistem serinové
protedzy (Ser) a mistem Arg38-Ser38¢ v mo-
lekule antitrombinu.

Rychlost vzniku tohoto komplexu miize
byt mnohondsobné zvySena navdzdnim he-

Heparin

parinu nebo proteoglykanii z endotelovych
bunék. Interakci mezi heparinem a AT do-

Antitrombin — vazebna mista
serinové proteazy a heparint

vych jednotek na heparinu a rezidua lysinu na molekule AT. Na tato residua (Lys) se
molekula heparinu vaZe.

Serinové aktivni centrum trombinu ma zasadni vyznam pro jeho reakci s AT.
Trombin $t€pi argininové vazby v bilkovindch (zejména v molekule fibrinogenu).
Bazické oblasti AT (zejména v mistech Lys a Arg) pfitahuji zaporn& nabité oblasti
molekuly heparinu. Vazebné misto pro AT na heparinu tvoii specificki sekvence
monosacharida.

Reakce s trombinem
Je-li pfitomno malé mnoZstvi trombinu vznik4 komplex oznacovany jako TAT —
[Trombin . Antitrombin], ktery postrada koagula¢ni aktivitu obou slozek:

Trombin + Antitrombin —— [ Trombin . Antitrombin]

Tento komplex se oddéli z receptorovych struktur na buné¢né membrané a je
v nékolika minutdch odbourdvan v jatrech (buitkkami MFS). TAT informuje nepfimo
o hyperkoagulacnim stavu systému.

Reakce s trombinem v pfitomnosti heparinu
Neutralizacni aktivita AT vici trombinu (pii-
padné faktoru Xa) se 3001 000 krét zvysi pliso- sFH20S0H
benim latek s negativnim povrchovym nibojem
— polyglykosaminoglykanii, jako je napt. hepa-
ran sulfat (Lechner a Kyrle, 1995). Hepariny se
nachézi na povrchu endotelovych bunék a mo- H 0SO3H H NHSO3H
hou byt uvolnény z tkdtovych bazofill (Zirnych
bunék). Vazba heparinu s AT je reversibilni — he-  Heparan sulfat — strukturni vzorec
parin uvolnény z komplexu je schopen vazby
z dalsi tatkou:

AT + heparin ——» [AT. heparin]
Trombin + [AT. heparin] ——— [Trombin . AT. heparin]

Heparin jako smés mukopolysacharidd ma riiznou afinitu k AT. Z komer¢né do-
stupnych heparinf se na AT vaZou jen ty molekuly heparinu, které maji sekvenci
pentasacharidu. Nisledna konformacéni zména AT vede az k tisicinasobnému
zvySeni jeho antiproteazového ticinku.

Inaktivace trombinu vyZaduje soucasnou
vazbu trombinu i AT na jednu molekulu hepa-
rinu. Tato reakce poZaduje keparin tvoFeny mi- Tromoin

< Heparin

chéazi ke konformalni zmé&né&, pii které se
zptistupni (odkryji) sekvence sulfitovanych nebo nesulfdtovanych monosacharido-
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nimdiné 18 monosacharidovymi jednotkami.
Krat$i molekuly trombin neinhibuji, zachovéva-
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Antitrombin

Vazba AT a trombinu na heparin



Ji si v8ak moZnost inhibovat F Xa. Heparin
v komplexu s AT inhibuje faktory Ila a Xa.
Vazba heparinu s AT vyZaduje minimélni kon-
centraci AT v plazmé > 40 %. DuleZit4 je i hla-
dina koagula¢nich faktorti, pocet krevnich de-
sti¢ek a pfitomnost proteind akutni faze. Svymi
Cetnymi zdpornymi ndboji vytvaii hepariny ja-
kousi matrix, na které se mohou snadnégji AT
a trombin uspofddat a vytvatet tak snadnéji

komplex [AT . trombin]. oy
Inhibi¢ni vliv AT
AT funguje jako velmi potentni inhibitor
trombinu. Podobn& samotny AT miZe vyvazo- FX"E _
vat i F Xa. Ostatni protedzy vyvazuje a&inngji Flla . kalikrein

jen v pritomnosti heparinu. Kromé trombinu
a F Xa vyvazuje i nékteré jin€ slozky koagulac- Fla ——
niho systému se kterymi podobné jako s trombi-
nem tvoff inaktivni komplexy. Jedna se zejména

~Flka
AN

- | \:L
0 dal3i serinové protedzy uvedené ve schématu. |l|ﬂZﬂlII'I ' ; ) TF. vual
Mimo to inhibuje urokincdzu, Cl-esterdzu a tryp- {rombin
sin. Reakce s trombinem trva kolem 35 sekund,
s ostatnimi protedzami kolem 25 minut. AT za-
sahuje i do regulace systému komplementu.

AT ovliviiuje i dalsi slozky
koagulacniho systému

Laboratorni vySetfeni:
e pritkaz biologické aktivity
e prikaz antigenu

MERENI HLADINY AT V PLAZME

1. Metody na bazi imunoanalyzy (prilkaz antigenu)

Klasické techniky zahrnujici radidlni imunodifizi a elfo-techniky jsou Casove
naro¢né a byly nahrazeny nefelometrickymi technikami (LIA), radioimunoanalyzou
(RIA) a enzymimunoanalyzou (ELISA).

2. Metody méfeni biologické aktivity

U koagulaéniho stanoveni AT je kvantitativni hodnoceni redukovino na sledo-
vani rezidualn{ aktivity trombinu nebo F Xa po jejich reakci s AT v prostiedi s nad-
bytkem enzymu a v pfitomnosti heparinu. (Neutralizace trombinu v nepfitomnosti
heparinu je pomala a tinek o,-makroglobulinu i oj-inhibitoru proteindz mtZe kon-
kurenéné inaktivovat trombin).

Daleko prakti¢téjsi a dnes i roz§ifen&j$i jsou metody pouZivajici chromogenni
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syntetické substraty. Po aplikaci AT in vivo lze touto metodou snadno monitoro-
vat jeho hladinu v krevnim obé&hu.

Imuno a afinitni analyzy poskytuji podobné vysledky. Diskrepance byly pozo-
rovany u dédi¢nych chorob s afunkénim AT, pii stanoveni AT v neonatdlni plazmé
a pti stanoveni AT v jeho koncentratech. V poslednim ptipadé¢ je pomé&r aktivita/an-
tigen niZ8i. V uvedenych piipadech neni imunoanalyza vhodnd a miiZe poskytovat
nespravné udaje.

Klinicka interpretace: Klinicky vyznam md sniZeni hladiny AT anebo zm&ny
v jeho molekule — defekt AT. Riziko Zilni nebo tepenné tromboézy vznika, jestlize
plazmatickd hladina AT poklesne pod hodnotu 70 %. ZvySend hladina nemd dia-
gnosticky vyznam.

Nedostatek AT je moznym rizikovym faktorem tromboembolické nemoci:

B Kongenitdlni (vrozeny) nedostatek AT (autosomélng dominantni typ dédi¢nosti)
se vyskytuje asi u 3 % pacientli s tromboembolickym onemocnénim. Existuje
v nékolika podtypech a antigenni exprese AT nen{ vZdy paralelni s jeho biolo-
gickou aktivitou. Asi 50 % nosi¢li ma v anamnéze trombdzu, Casto rekurentni
a sponténni.

m Cast&jsi nez kongenitalni nedostatek AT je nedostatek ziskany. Ten pak miZe
vést k zvySenému ohroZeni Zilni trombdzou a k zvySeni rezistence na heparin.
Ziskany nedostatek AT miuiZze vznikat:
€ v disledku sniZeni syntézy AT. Nejcastéji u nékterych jaternich onemocnéni

(cirhdza), u nezralych nedonoSenych deéti a to zvidsté v souvislosti s respi-
racnim distress syndromem, gastrointestindlnimi komplikacemi apod.

@ u nékterych typl medikament6zni terapie nap# lécba L-aspiragindzou a est-
rogeny. Nepochybny pokles vyvoldvd déle trvajici a vysoko ddvkovd hepari-
novd terapie, protoZe miiZe dochdzet k rezistenci na heparin.

@ pii zvySenych ztratich AT sekreci — napF: u onemocnéni gastrointestindiniho
traktu vedoucich ke zvySenym ztrdtdm bilkovin a u nefrotického syndromu
paralelné se ztrdtami albuminu.

€ zvyleni konzumpce AT u DIK — v souvislosti s Sokovymi stavy, sepsi, spdle-
ninami, nékterymi gynekologickymi nemocemi, porodnimi komplikacemi
a nékterymi zdvainymi operacemi. Spoustécim mechanismem u gram nega-
tivni sepse je uvolnéni endotoxinu, u gram pozitivai sepse sehrdvaji tilohu
mukopolysacharidy. SniZend hladina AT omezi terapeuticky iicinek komple-
xu [AT . heparin].

Vyskyt AT v jinych télnich tekutindch

Q AT se vyskytuje nejen v plazmé, ale i v pleurdlni a peritonedini zdnétlivé tekuti-
né. V cerebrospindini tekutiné se AT vyskytuje ve stdlém poméru k albuminu ja-
ko neagregovany protein bez prokazatelné inhibi¢ni aktivity. Tato skutecnost by-
vd pFipisovdna funkci bariéry krevni obéh — cerebrospindini mok.
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W Exkrece AT moci u normdlnich jedincii je mensi nez 3 ug za den. U pacientii
s proteinurii se pomér AT/Albumin méni ve velkém rozsahu. AT vylucovany
u téchto pacientit md znatelné snizenou afinitu k heparinu a neni schopen vdzat
trombin ani F Xa.

HEPARINOVY KOFAKTOR 11 (HC II)

Inhibicni icinek HC Il byl poprvé zjistén v r. 1974 Briginshawem a Shanbergem
jako reversibilni pomald inhibice trombinu heparinen, kterd byla nazvdna ,, heparin
kofaktorem A* (Briginshaw a Shangerge, 1974). Ldtka zpusobujici tento inhibicni
efekt byla v roce 1981 izolovdna z lidské plazmy Tollefsenem a byla nazvdana HC-11
(Tollefsen a Blank, 1981).

Q MW: 65,6 kDa
U Koncentrace v plazmé: 8 -9 mg/l 1.2 umol/l

HC II je jednofetézcovy glykoprotein patiici mezi inhibitory serinovych prote-
dz, ktery se nachdzi hlavné na cévnim endotelu a ma ziejmé jen lokdini vyznam.
Je syntetizovéan endotelovymi buiikami a jatry. Molekula je sloZzena ze 480 amino-
kyselin (Jaffe a spol., 1985). Gen pro HC-II se nachdzi na 22. chromosomu
(Tollefsen, 198]).

Funkce Heparinového kofaktoru II

HC II je homologn{ inhibitor k AT. Na rozdil od AT je aktivita HC II namifena
vyhradné proti trombinu. V prostiedi o vy$$i koncentraci heparinu (> 1 IU/ml) inhi-
buje HC II trombin, ale neinhibuje faktory Xa a IXa. Jednd se tedy o specificky in-
hibitor trombinu, se kterym tvoii komplex v poméru 1:1 (Tollefsen, 1995). Blokuje
ucinek trombinu nejen v hemostaze, ale 1 v dalSich oblastech jeho pisobeni.

Trombin se vadZe u HC II na vazebné misto bilkovinného fetézce, které je uloZe-
no v misté Leu**-Ser**>. Ukinek inhibi¢niho pisobeni HC 11 se zvysi aZ 1000
x v pFitomnosti heparinu, heparansulfitu, dermatansulfdtu a dalSich glykosami-
no-glykanii. Dochazi k nespecifické vazbé HC-1I na malou oblast sacharidového
retézce glykosaminoglykanu. Vyrazngj$i urychleni inhibice nastane navaze-li se na
trombin minimalné 20 monosacharidovych jednotek heparinu. Heparin a dermatan-
sulfat reaguji s riznymi misty povrchu HC-II a tato mista se ¢dsteCné prekryvaji
(Tollefsen, 1995).

HEP + Ila » [HEP. IIa]
+ +
HC II HCII
[HC II . HEP] » [HEP.HCII. [Ia]
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HC II (spolu s AT) se podili na udrZeni netrombogennich vlastnosti vnitiniho po-
vrchu cév. HC I se uplatiiuje v inhibici trombinu aZ tehdy, poklesne-Ii hladina AT
pod 30 %. U¢inek HC II se projevi u vysokych davek heparinu. HC II zprostiedko-
véava antikoagulaéni u¢inky dermatansulfatu a laktobionovych kyselin.

A > [[rombin | < w3 iy

heparin heparin

Klinicka interpretace: hladina HC-II je sniZena u novorozenct, zvy$uje se v té-
hotenstvi a s pfibyvajicim v€kem. Byvé zvySena také b&hem akutnich zan&tlivych
reakci. ZvySend aktivita HC II byla zjiSt€na pfi vy$8§im INR b&hem antikoagulacni
terapie dikumariny (Bertina a spol., 1987).

SYSTEM PROTEINU C

Spolecné s AT a TFPI je systém proteinu C nejucinnéjsim inhibicniin systé-
mem hemostdzy. Systém proteinu C je tvoren proteinem C, proteinem S a trombo-
modulinem (Esmon, 1992).

Systém proteinu C je kliCovou
sloZzkou pfirozené antikoagula&ni
cesty, kterd je aktivovadna na povr-
chu endotelovych bunék trombinem 0
naviazanym k trombomodulinu. Sy- ) X
stém proteinu C je schopen inakti- Y Vg ¥lila
vovat n&které faktory krevniho sra- -
Zeni (VIIIa a Va) a tim reguluje tvorbu
trombinu (Debize a spol., 1995).

Hyievmi

Systém proteinu C - inaktivace faktord Va a VIlla

PROTEIN C

O MW: 62 kDa (APC 56 kDa)
Q Biologicky polocas: 5-7 hodin
U Koncentrace v plazmé: 4-5 mg/l . Stejnd u muZa i Zen, mirné vzrista s vékem.

Protein C izoloval a popsal Stenflo v r. 1976. Ukdzalo se, Ze popsand substance
Jje identickd s autoprotrombinem Ila popsanym r. 1960 Seegersem a spol. Ndzev pro-
tein C dostal podle poFadi pFi chromatografii, kde se projevil jako tFeti (C) protein.

PC je jednotetézcovy plazmaticky glykoprotein, ktery vznika v jatrech za ucas-
ti vitaminu K a pravdépodobné i v endotelu. Tento feté€zec o 461 aminokyselindch
je nasledné §tépen. Molekula proteinu C pak sestdvd ze 2 polypeptidovych Fetézci,
t€Zzkého a lehkého, kieré jsou navzajem propojeny disulfidickymi (-S-S-) mustky.

105



Lehky fet€zec zahrnuje na kalciu zdvislé domé-
ny pro navdzdni k fosfolipidovému povrchu Aspas
a pro piipojeni proteinu S. Katalytické misto té- ARG

to serinové protedzy je umisténo na t8Zkém fe- "
tézci. Asi 10 % proteinu C zlistdvd v plazmé
v jednofetézcové podobd (McClure a spol.,
1992). Protein C obsahuje podobnou homologni
strukturu jako protrombin a nékteré dalsi serino-
vé protedzy. Je zndmo jiZ vice nez 160 mutaci
v genu proteinu C. V&tSina té&chto mutaci nema
klinicky vyznam.

‘Gluig

Protein C — Gla oblast

STRUKTURA PROTEINU C
(domény)

Lys-Arg
146-147

NHZ—/ Gla H/Ecﬂ@ [>4-4 Aktivni misto SP | — COOH

GLA — oblast zahrnujici y karboxylové skupiny glutamové kyseliny

EGF — doména, ve které probihaji interakce mezi faktory

SP — serinovd protedza

M aktivacni peptid uvolnény pri preméné zymogenu na aktivai serinovou pro-
tedzu

Aktivace proteinu C

Protein C je proenzymem serinové protedzy. K nejucinnéjsi aktivaci dochdzi in
vivo na povrchu cévnich endotélii, kde je navazan specificky endotelidlni receptor
trombinu trombomodulin — TM (Esmon a spol., 1982). Trombomodulin vazZe trom-
bin a moduluje jeho prokoagulaéni aktivitu. Trombin navdzany na trombomodulin
ve stechimetrickém poméru 1 : 1 jiZ neni koagulacné aktivni, ale umoziuje aktiva-
ci PC. Aktivace trombinem v komplexu s trombomodulinem [trombin . trombomo-
dulin] probiha vice nez 1 500-2 000krat rychleji, neZ se samotnym trombinem.
Aktivace proteinu C samotnym trombinem je velmi pomaly a neefektivni proces.
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Protein C se véZe na specificky receptor
(EPCR - endotelidlni receptor proteinu C). Akti- aens
vace nastdva pfednostn€ na vétSim cévnim endo- 8
telu. EPCR zvySuje aktivacni iicinek komplexu
[trombin . trombomodulin] aZ pétinasobneé.

Pti aktivaci proteinu C dojde k od3t€peni
peptidu o 12 aminokyselindch z N-konce jeho
molekuly — vznika tzv. aktivni protein C (Activa-
ted Protein C — APC). APC ma biologicky polo-
¢as kolem 15 minut.

Vazba Gla-domény PC na EPCR

SCHEMA AKTIVACE PROTEINU C

subendotelové
struktury

] endotel

#

S5x »
\‘ 1

e —== APG

Q K aktivaci proteinu C miiZe dochdzet, mimo aktivaci komplexem [trombin . trom-
bomodulin], riznym zpiisobem — napf pitsobenim trypsinu, plazminu, jedu
Russelovy zmije (RVV), PROTACEM, pripadné F Xa navdzanym na trombomo-
dulin v pFitomnosti negativné nabitych fosfolipidovych povrchil.
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STRUKTURA AKTIVNIHO PROTEINU C

(domény)
NH, *[ Gla —rEGF [ Aktivni misto E |- COOH

S S

AP

Funkce APC

Aktivovand forma proteinu C vykazuje tizce specifickou ticinnost serinové pro-
tedzy. Na rozdil od ¢inku AT, ktery vyvazuje enzymy do komplexu, ptsobi APC,
tak Ze v pfitomnosti fosfolipida a Ca®*, proteolyticky $tépi a tim inaktivuje, na
membrané navdzané plazmatické faktory neenzymového pivodu — F Va a Viiia.
Inhibice aktivity t€chto faktord, vede k blokaci nebo k men3i produkei koagula¢né
aktivnich komplex tendzy a protrombindzy a celkov€ k potlaceni aktivovaného ko-
agulaéniho procesu. Kofaktory jsou v tomto pfipad€ Protein S a pravdépodobné
i neaktivovana forma faktoru V (Debize a spol., 1995).

STEPENI FAKTORU Va

Aktivovany faktor V (Va) je tvo-

fen dvéma ietézci, t€Z8im (Al, :
A2) a leh¢im (A3, C1, C2). APC [APC . PS.Pl. Ca2*]
FV.
F Va a to ve 3 specifickych mis- téz’k{;? Fetdzec
tech (Arg306, 506. 679):

Inaktivace F Va koagulatné : — r
aktivnim komplexem APC na- — =] =] =
stiva sekvenénim $tépenim jeho — = ==
molekuly v mist& Arg>%, nasle-
dované roz$té€penim v mistech

Arg06 a Argt”:

Stépeni t&zkého Fetézce F Va komplexem
[APC.PS.Pl.Ca?]

Q Arg3% — odkryti vazebnych

mist v misté 306 a 679 mca Vi

Q Arg306 _ sniZeni aktivity o 70 % Ay g S0 argt? l
Q Argt” - sniZeni aktivity 0 30 % ___

- ‘/ICaZ’ W TR
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SCHEMA STEPENI F Va KOMPLEXEM APC
(domény)

[APC.PS.Pl. Ca2+]

Stépeni v rfu’steé:h Arg

A

Faktor Va 94 kDa Ca?+ 74 kDa

306/ 506| 679

45 30 22 j Ca2 | 74kDa

Faktor Vi

TeZ3{ fetézec F Va obsahuje doménu pro navazini F Xa.

y ()

A\
| 94 kDa I’Ca“\| 74kDa| —>» | 94ikDa Ca’*\[ 74kDa|

Odstépenim vazebného mista pro F Xa se inaktivovany F Va (oznacovany jako
F Vi) stava nepouZitelny pro vznik protrombinového komplexu.

NO -
A \A A

Oddé&leni a vyté&snéni hydrolyticky odStépeného vazebného mista pro F Xa z po-
vrchu membrany urychluje komplex [APC . PS . P1. Ca?*]. Protein S vystupuje v té-
to reakci jako kofaktor APC, konforma¢nim usporadanim ovliviiuje tuto reakci ¢as-
te¢né i molekula faktoru Vai. A

A
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SCHEMA AKTIVACE SYSTEMU PROTEINU C
A INAKTIVACE FAKTORU Va

vazany protein S (inaktivni) volny protein S (aktivni)

inaktivni

STEPENI FAKTORU VIIIA

Aktivovany protein C inaktivuje podobnym zplisobem i F VIIIa. St€pi F VIIla
v mist& Arg33® v Al podjednotce a v mist& Arg>? v A2 podjednotce:

Arg33 — Al podjednotka

Arg>2 — A2 podjednotka

3 Protein S s APC vytvdii komplex ve stechiometrické poméru (1:1) a urychluje re-
akci 3—10x.

Q Protein S zde piisobi jako kofaktor a umoZriuje navdzdni proteinu C k fospolipi-
dovym povrchim (nap¥ k membrdné krevnich desticek, nebo k membrdné po-
Skozenych endotélii apod.).

Q Aktivovany protein C md navic i profibrinolytickou aktivitu (zvysuje uvoliiovdni
t-PA z vazby na PAI-1 v cévnich endoteliich, s PAI-1 tvoFi komplex).

Inaktivace proteinu C

K inaktivaci aktivovaného proteinu C dochazi v pfitomnosti:
@ prirozeného inhibitoru proti APC-PCI (Protein C Inhibitor)
@ lehkych fet&zch faktoru Va

# Jupus antikoagulans

@ o,-makroglobulinu

€ (o, -antitrypsinu
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SYSTEM PROTEINU C V HEMOSTAZE

Vnitrni cesta

negativné nabity povrch
HMWK

PK
/\ V&4
X1 /V’SIZ‘\A Vnéjsi cesta
2+
X1 Hgflawx Xla -~ Vit
Ca2* . N l <
IX IXa \
Ca2+ Vila + TF <4 —
VIII —» VIIIa > |PI ! T
A cévni poSkozeni
X Xa X
|
V —p Va » | Ca2+
Pl
Protrombin ~~ ™ Trombin
~
- . X1
a— i
— Fibrinogen — Fibrin monomer f
\ XIlla
Polymerovany /
fibrin

Nerozpustny fibrin

Laboratorni vySetfeni:

e prikaz biologické aktivity: keagulacni metody na bdzi APTT s aktivaci PC ha-
dim jedem Protacem (Kraus a spol., 1995)

e prikaz antigenu: imunologické metody (ELISA)

PROTEIN S (PS)

Q MW: 69 kDa
U Biologicky polocas: 60 hodin
U Koncentrace v plazmé:
m Celkovy PS (Ag): u Zen 20-40 mg/l plazmy (hodnota je ast 0 10-15 % vy$-
$1 u muzh), stoupé s v&kem u obou pohlavi
B Volny PS: 10 mg/l plazmy
B funkCni test: 65-130 %

Protein S izoloval v r. 1977 di Scipiema spol. v Seetle — odtud ndzev protein S.
Ulohu proteinu S jako kofaktoru aktivovaného PC popsal aZ v roce 1980 Walker:
Protein S je jednoret€zcovy glykoprotein, ktery vznika v jatrech za adasti vita-
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minu K, didle miZe vznikat v endotelidlnich butikich a megakaryocytech (Esmon,
1992). Gen pro protein S je pfitomen na 3. chromosomu. PfevadZna ¢4st proteinu S je
uloZena v a-granulich krevnich destiek a v endotelu. Odtud miiZe byt uvolnén pii-
sobenim protrombindzy a tendzy.

Vyskytuje se:
B navazany na specificky receptor piitomny na cévnich endoteliich
B plazmaticky protein S, ktery mtzZe byt ve dvou formach:

& vdzané (60 %): Cast proteinu S je vdzdna s C4-bBP (C4-bound Binding
Protein) slozkou komplementu v komplexu [PS . C4-bBP]. Tato forma se ne-
véZe na APC.

@ volné (40 %): Cast proteinu S je v plazmé ve formeé volné. Tato forma se va-
Ze na APC.

Kofaktorem proteinu C je pouze volny plazimaticky protein S.

STRUKTURA PROTEINU S
(domény)
NH,-|  Gla }[ TRS ]— EGF |- > COOH

TSR — oblast citlivd k trombinu
EGF — doména, ve které probihaji interakce mezi faktory
Gla — oblast zahrnujici ¢ karboxylové skupiny glutamové kyseliny

Funkce proteinu S

Protein S ma v pfitomnosti Ca?* afinitu k fosfolipidovym povrchtim. Plsobf, ja-
ko kofaktor aktivovaného proteinu C, vdZe se na n&j ve stechimetrickém poméru
1 : 1. Protein S usnadiiuje vazbu APC k fosfolipidovym povrchiim desti¢ek a endo-
télif. Vznik4 pravdépodobné komplex [APC . PS . Pl . Ca 2*]. Aktivita proteinu
S mtiZe byt zvySena v piitomnosti 3, GP I. Protein S je inaktivovan trombinem pro-
teolytickym $t€penim v misté fet€zce s NH, ukonenim.

Protein S ve své volné i vazané formé ma vlastni inhibi¢ni aktivitu nezavislou
na APC. Vézani forma inhibuje F Xa. Volna forma se navic vaZe na faktory V, Va,
PS a dédle na F VIII a to i ve formé& vazané — komplex [C4-bBP . PS] m4 vy$3i afi-
nitu k F VIII neZ volny PS. Vyvazinim na tyto faktory blokuje PS vznik tenédzy
a protrombindzy a inhibuje tak aktivaci F Xa a trombinu. V men3i mife se PS védze
inaF VIIT v komplexu [FVIII . vWF].

Stanoveni proteinu S

e Vidzany protein S: PS vézany na frakci komplementu C4-bBP
e Volny protein S: funk¢ni test

e Celkovy protein S: stanoveni antigenu proteinu S
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SLOZKA KOMPLEMENTU C4-bBP
(C4 - bound Binding Protein)

C4-bBP je reguladni protein cesty komplementu. Je to vysokomolekularni (mul-
timerni) protein sloZeny ze 6-7 o fetézcl, ktery bud obsahuje nebo neobsahuje P fe-
t8zec. Pouze forma s [ fetézcem véze reversibilng PS.

PS v systému komplementu pravdépodobné zprostiedkovava vazbu C4-bBP na
povrch bunék. C4-bBP patfi mezi proteiny akutni faze, jejichZ hladina se zvySuje pfi
zanétech, u akutnich stavil a u Zen pii 1é¢be steroidy (antikoncepce). U té&chto stavi
dochézi k vyvazani C4-bBP na volny protein S, pfi¢emz se hladina PS v plazmé& vy-
razné snizZi.

TROMBOMODULIN
Q MW: 74 kDa

Trombomodulin je integralni transmembranovy glykoprotein trvale pfitomny na
cévnim endotelu, ktery vaze trombin. Trombin vyvazany na trombomodulin ztraci
sviyj prokoagulacni i¢inek a naopak potencuje aktivaci proteinu C, ktery $t€penim
F V a VIII vyrazné tlumi koagula¢ni procesy.

Z povrchu endotelovych bunék je trombomodulin uvoliiovan do krevni plazmy
proteolytickym St€penim elastazou aktivovanych neutrofild. Hladina plazmatického
TM je zavisla na stavu endotelu a zvySuje se v pfipadé jeho poSkozeni a miiZe byt
tak markerem pro endotelidlni poSkozeni, jak velkych, tak i malych cév, zatimco
zvy3ena hladina solubilniho — SEPCR obraZi poSkozeni jen malych cév.

Mutace v molekule trombomodulinu by mohly byt pfi€inou nékterych arterial-
nich tromboz.

STRUKTURA TROMBOMODULINU
(domény)

[ C }COOH

NH2~E:]— EH E}E_‘ E]~ E Ho

E — EGF: oblast obsahujict sekvence blizké lidskému epidermdlnimu ristovému faktoru
O — O-GLYCOS: oblast bohatd na o-glykosylovand mista

M — MEM: oblast preklenujici membrdnu

C — CYTO: cytoplazmatickd doména obsahujici volny cystein

V hemostize se TM uplatiiuje v téchto oblastech:

e kofaktor pro aktivaci PC trombinem (reakci urychluje asi 1 500krét) — v pomé-
ru 1:1 vznikd komplex [TM . Trombin], ktery nevyZaduje CaZ*, Nizka koncent-
race F Va urychluje vazbu PC na [TM . Trombin].
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e inhibuje proteolytické pisobeni trombinu na makromolekuldrni substraty

e obsahuje-1i molekula TM galaktozaminoglykan urychluje TM inaktivaci trom-
binu pisobenim AT.

e komplex [TM . Trombin] aktivuje faktory XIIL, VIII, V a krevni desti¢ky

ENDOTELIALNI RECEPTOR PROTEINU C
(Endothelial protein C receptor — EPCR)

EPCR je transmembranovy protein. Existuji 2 formy EPCR plazmaticka a bu-
nééna. Bunécnd (membrdnovd) forma podporuje aktivaci PC na endotelu. Plazma-
tickd (rozpustnd) forma EPCR (sEPCR) si zachovava vazebné vlastnosti pro PC,
ale nezvy3uje jeho aktivaci, tak jako jeho membranova forma — EPCR.

Klinick4 interpretace: Zvysené hladiny SEPCR se nachdzi u nemocnych se se-
psi nebo SLE, ¢i dalSich systémovych nemoci.

INHIBITOR AKTIVOVANEHO PROTEINU C
(Protein C Inhibitor — PCI, dfive: PAI-3)

Q MWw: 57 kDa
Q Koncentrace v plazmé: 3-5 mg/l plazmy
Q PCI byl izolovdn Suzukim v r. 1983.

PCI je serinovd protedza syntetizovana v jatrech bez zdvislosti na vitaminu K.
PCI s proteinem C tvoii ekvimolarni komplex. Tato reakce je potencovana hepari-
nem (G¢inek se zvy$i asi 30 krat). Inhibitor APC neni specificky jen k proteinu C,
ale inhibuje t¢Z komplex [TM . Trombin] i jiné sloZky koagulace (F 1la, Xa, tPA, ka-
likrein, trypsin). PCI byl ztotoZnén s PAI-3.

INHIBITOR TKANOVEHO FAKTORU - TFPI
(TFPI1 - Tissue Factor Pathway Inhibitor)

0 MW: 33 kDa
O Koncentrace v plazmé: 1 umol/l plazmy
Q Fyziologické hodnoty:  volny TFPI celkovy TFPI Jednotka

Dé&ti 0-6 mésich 7,8 2,0 76,0 £ 16,5 ug/l plazmy
6 mésict — 4 roky 8,9+273 90,6 £ 17,8 ug/l plazmy
vice neZ 4 roky 8,8+ 3,6 89,2 +19,4 ug/l plazmy

Dospéli 10,0+4.8 81,2+£30,4 pg/l plazmy

Koncentrace TFPI v plazmé stoupd s vy33i hladinou cholesterolu a kles4 pfi me-
dikamentdézni 1é¢b€ vrozenych hypercholesterolemii. Obsah TFPI se zvy3uje po po-
ranéni.

TFPI byl poprvé popsdn v roce 1987. Dfive byl oznacovdn jako EPI — extrinsic
pathway inhibitor nebo LACI — lipoprotein associated coagulation inhibitor.
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TFPI je plazmaticky inhibitor serinovych protedz Kunitzova typu — obsahuje
3 Kunitzovy domény (Sprecher, 1994). Jde o specificky inhibitor zevni cesty akti-
vace koagulacniho systému o 276 aminokyselindch, ktery inhibuje komplex
[Va . TF]. Na molekule jsou 2 aktivni mista. TEPI je syntetizovén endotelovymi
butikami a je uvoltiovdn do krevniho ob&hu spole¢né s tkdfiovym faktorem. V&tSina
cirkulujiciho TFPI je navdzana na frakce cholesterolu (lipoproteiny HDL-LDL-
VDL, hlavné LDL). TFPI je vychytavan z plazmy pfedev3im jétry a ledvinami.

Nachazi se:

® v plazmé (20 %): tento pool se miiZe vdzat na lipoproteiny (LDL a HDL), vzni-
kaji aterosklerotické pldty s ndslednou neutralizaci TF.

® vdzany na endotel (80 %): uvoliiuje se heparinem béhem heparinové terapie —
heparin stimuluje uvoliiovdni TFPI z endotelidlnich bunék. MitZe dojit ke zvySe-
ni hladiny plazmatického TFPI 2—10krdt (Kijowski a spol., 1994). Kontinudlni
infuze nefrakcionovaného heparinu zvys$uje na dvojndsobek koncentrace TFPI
v plazmé. Lécebné hladiny LMWH zvySuji hladinu TFPI podstatné méné
(Esmon, 1992). Uvolnéni TFPI a zvySeni jeho inhibicni aktivity po poddni hepa-
rinu se povaZuje za jeden 7 hlavnich momentii pro vysvétleni antikoagulacni ak-
tivity endotelu.

® vdzany na trombocyty (2-10 %): z krevnich desticek se uvoliiuje po stimulaci trom-
binem. Proto je v mistech destickové agregace nalézdna zvySena hladina TFPL

Funkce TFPI
TFPI je daleZitym inhibito-
rem zevni cesty koagulace.
M4 dvoji inhibi¢ni G&inek:
@ piimd inhibice F Xa — vi-
7e se ve stechiometrickém
poméru (l:1). Reakce je
urychlovdna heparinem
a daldfmi polyanionty e
& tvorba koagulacné neak-
tivniho komplexu [TFPI .
Xa. VIla. TF] - zavisi na
koncentraci Ca?+. TFPI
se vdZe pouze na Kom- : S
plex s [VIIa . TF], ale ne- Uloha TFPI v hemostaze
inhibuje volny F VIla.

"t

Q TFPI indukuje mimo jiné vatbu F Xa na monocyty a inhibicné vyvazuje trypsin

UroHA TFPI sPOCIVA V TOM, ZE INHIBUJE 1 MALA MNOZSTVI TF!
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[lredfal @I[IH TFPI I]U:> [T e Wb, T

Klinicka interpretace: Zvysené hodnoty se nachazi v pocateéni fazi DIK, pfi
sepsi a u nékterych nadorit. SniZzena hladina TFPI, pfipadné defekt jeho molekuly
mohou byt podobné jako u ostatnich defekt inhibitor provazeny trombofilii.

Laboratorni stanoveni: sledovani aktivity TFPI (funk¢ni test).

TFPI-2

Byl popsdn TFPI-2. Jde to homologni protein k TFPI o MW 32 kDa, ktery je
primarné vazany k extracelularni matrix. Jeho koncentrace v plazmé je velmi nizka
(kolem 0,45 ug/l), ale v priibéhu t€hotenstvi se zvySuje 40-70nasobné. TFPI-2 in-
hibuje protedzy s riiznymi specifitami a funkcemi, jako je trypsin, chymotrypsin,
plazmin, plazmaticky kalikrein, faktory Xla a XIla a pravdépodobné inhibuje
i amidolytickou aktivitu komplexu [VIIa . TF].

OSTATNI PLAZMATICKE INHIBITORY

Hlavni fyziologicky inhibitor elastaz je inhibitor ¢ protedzy. Ostatni inhibitory
maji pravdépodobné jen minimdlni daleZitost pro hemostazu.

Inhibitory vdazané na buiiky maji trochu odli$nou tlohu pfi kontrole hemostatic-
kych procest. Mezi dileZité inhibitory této skupiny fadime protedzové nexiny I a Il
a trombomodulin. Protedzové nexiny nachdzime v endotelialnich buiikach, ale ¢4sted-
né i na povrchu ostatnich bunék. Tyto inhibitory reagujf s nékterymi protedzami.

2.5.1.2. Inhibitory fibrinolyzy

Podobné jako koagulacni systém ma4 i fibrinolyticky systém své inhibitory, kte-
ré za fyziologickych podminek zajistuji’ lokalizaci a utlumeny fibrinolytickych dé-
Jit a zabrariuji jejich SiFeni do okoli.

0,~rANTIPLAZMIN

MW: 70 kDa
Biologicky polocas: 60 hodin
Koncentrace v plazmé: 50~70 mg/l 1 pmol/l plazmy

Po dlouhou dobu se hlavni inhibitory plazminu povaZovaly o-makroglobulin
a oy-antitrypsin. Teprve v roce 1976 byl popsdn nejvyznamnéjsi inhibitor plagminu
~ Oy-antiplazmin.
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Antiplazminy jsou pfitomny v plazmé v nadbytku a okamZit€ vazi velmi ucinné
veSkery nadbytecny plazmin v pomé&ru (1:1). Biologicky poloc€as volného plazminu
v krvi je jen 0,1 sekundy.

Zejména o,-antiplazmin je velmi dileZitym inhibitorem systému fibrinolyzy. Je
to glykoprotein tvofeny v jatrech, ktery patfi mezi inhibitory proteindz serinového
typu. o,-antiplazmin ma velkou afinitu k vazebnému mistu pro lysin na plazminu
a podobné jako fibrin se k tomuto mistu velmi G¢inn€ vaze.

0,-antiplazmin  vyvazuje -
jen volny plazmin piitomny <:lﬂﬂ | g-2-untiplazmin
v plazmé se kterym tvori kom- — :
plex v poméru 1:1 [plazmin . o,-antiplazmin]. Takto vyvézany ¢,-antiplazmin je
odstranén pomoci MFS.

Je-li plazmin vyvdzdn na
fibrin pak o,-antiplazmin takto UI]
vyvazany plazmin jiZ prakticky
nevaze. M4 sice nepatrny inhibi¢ni vliv, ale reakce probiha asi 50krat pomaleji, nez
s volnym plazminem.

a,-antiplazmin déle inhibuje navazani plazminogenu na fibrin, pfipadné mize
§t&pit faktory XIla, XIa, Xa, pfipadné kalikrein, trombin, u-PA a t-PA. Volny o,-an-
tiplazmin je inaktivovan, v pfitomnosti F XIIla, vyvaz4dnim na o fet€zec fibrinu.

0-2-antiplazmin

INHIBITORY AKTIVATORU PLAZMINOGENU (PAD)
(Plasminogen Activator Inhibitor — PAI)

Inhibitory aktivdtorit plazminogenu jsou pfirozené inhibitory tkariového akti-
vétoru plazminogenu (tPA). Zatim jsou popsédny 3 typy: PAI-1, PAI-2 a PAI-3.

PAI-1
O MW: 52 kDa (glykosylovan4 forma)
43 kDa (neglykosylovand forma)

Q Biologicky polocas: Biologicky polocas latentni (neaktivni) formy je kolem
1 hodiny pfi fyziologickém pH a teploté. Lehce stabilnéjsi forma vznik4 nava-
zanim PAI-I na adhezivni protein Vitronectin (biologicky poloCas 2 hodiny).
Mutované formy PAI-1 maji biologické pologasy aZz 145 hodin.

QO Koncentrace v plazmé: 20-100 g/l

Lidsky PAI-1 se fadi mezi serinové protedzy. Je syntetizovén endotelidlnimi butika-
mi cév, megakaryocyty a hepatocyty (po stimulaci cytokiny), jako jednofet€zcovy
glykoprotein, ktery je z prevazné Casti pfitomen v o-granulich krevnich desticek,
v mensi mife v endotelu a v plazmeé. Syntéza je regulovana trombinem i nékterymi
hormony napt. glukokortikoidy, ¢i inzulinem.
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Funkce PAI-1

PAI-1 je inhibitor obou typt
aktivatoru plazminogenu (t-PA , Dliinina
a u-PA), PAI-2 inhibuje pouze lf'!uﬂ JJJJ_'““”J:JJ“
u-PA, zatimco PAI-3 inhibuje :> N
u-PA, t-PA a trombin. + l H‘HA"M]

Nejucinné€j$im inhibitorem PAI
z této fady je PAIL-1, ktery vytvafi T
s tPA stechiometricky kor}rllplex -|J Jﬁ—/-”“”
[PAI-1. t-PA]. v poméru 1:]1 a tim
Jjej inaktivuje. Proces je urychlovan fibrinem, na ktery se PAI-1 vaZe a v této vazbé
rychleji vychytava t-PA z plazmy. Komplex pak disociuje z molekuly fibrinu a je od-
bourdvan v jatrech vazbou na receptor podobny lipoproteinovym receptorim. Po
uvolnéni PAI-1 pom&meé rychle konvenvertuje na neaktivni formu a v této podobég ko-
luje v plazmé. Aktivuje se zm€nou konformace a odhalenim aktivniho mista vazbou
na negativné nabity povrch fosfolipidd.

Klinické pouZziti: Vy§si hodnoty PAI-1 ukazuji na indukci endotelu, navozuje je
i endogenni insulin. Zvy3ené hodnoty PAI-1 jsou rovnéZ spjaty s dyslipemii smiSe-
ného typu a obezitou. Vyskytuji se i v t€hotenstvi, pfi horecce a zanétu.

=
=

Q Uéinek PAI-1 je namifen proti aktivaci plazminogenu, to znamend, Ze jeho 1ci-
nek spadd do obdobi, kdy jesté neni aktivovdna fibrinolyza (vyhoda v porovndni
s wcinkem oy-antiplagminu, ktery je namiren proti vznikajicimu plazminu).

U Klinické studie prokazuji, Ze jedinci se zvySenou hladinou PAI-1 se po prodéla-
ném IM doZivaji kratsiho véku.

O PAI-1 je moiné spolu s fibrinogenem a dalsimi proteiny zdnétlivého procesu
(C-reaktivni protein, alfa I — antitrypsin a jiné) zahrnout do skupiny proteinii tzv.
akutnf fdze, jejichZ syntéza a uvolnéni jsou indukovdny v rdmci zdnétlivé (imu-
nitni) reakce organismu.

PAI-2

O MW: 48 kDa
Q Koncentrace v plagmeé: 2—4 ug/l. Zvysuje se v pribéhu t€hotenstvi.

TROMBINEM AKTIVOVANY INHIBITOR FIBRINOLYZY (TAFI)
(Thrombin Activated Fibrinolysis Inhibitor — TAFI, plasma pro-carboxypeptidase
B /CPB/, pro-carboxypeptidase U /CPU/, E.C.3.4.17.3.)

O MW: 58 kDa
QO Koncentrace v plazmé: 2,5 — 5 mg/1 (50 nmol/1)

TAFI je élenem rodiny metalokarboxypeptiddz. Karboxypeptiddzy jsou enzynty,
které hydrolyzuji C- koncovy rFetézec peptidu. Délime je na serinové karboxypepti-
ddzy, cysteinové karboxypeptiddzy a metalokarboxypeptiddzy. Metalokarboxypep-
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tiddzy, mezi které patvi i TAFI jsou no-
siteli atomu Zn, ktery je nezbytny pro
Jjejich katalytickou funkci. Karboxy-
peptiddza B (CPB) hydrolyzuje bazicke
aminoretézce. Byla objevena v roce
1958 jako pankreatickd protedza. Jeji
hladina v séru je prakticky nulovd.
Vzhledem k velké podobnosti CPB
a TAFI ve struktuie a katalytickém me-
chanizmu jejich ucinku je vétSina auto-
i ztotoZituje a jejich ndzvy pouZivd ja-
ko synonyma (Hendriks a spol., 1989).
TAFI byl popsany v roce 1988, jako Model molekuly TAFI
labilni karboxypeptiddza v séru, kterd
interferovala pfi mé&feni karboxypeptiddzy N (lysinova karboxypeptiddza — CPN).
Vyskytuje se jako jednofetézcovy glykoprotein o 401 aminokyselindch. Neaktivni
zymogen o 423 aminokyselindch je syntetizovan v jatrech. B&hem sekrece TAFI
v jaterni butice je od§tépen N- koncovy signélni peptid o 22 aminokyselinach (Tan
a Eaton, 1995). Gen pro TAFI m4 velikost 48 kB, obsahuje 11 exonii a nachazi se
v chromosomu 13q14.11.

Q Vsoucasné dobé je navriena novd nomenklatur: misto TAFI — pro TAFI, misto
TAFla — TAFI, misto TAFlai — TAFIi (Antovic, J.P.,, 2004)

STRUKTURA TAFI
(domény)
@ N - N22, NS1, N63, N§6
| HEH - 8299, G336, D344
1
NH; —Fktivaém’peptid Aktivni misto }»COOH
NN N N HE H S GD

Znt+

Tato Cdst molekuly je homologni s tkdriovou karboxypeptiddzou B, kterd obsa-
huje 7 rezidui cysteinu (Cys6 77, 136. 151,160, 165, 291) " deile koordinacni mista Zn®*
(HG67, E69, HI196) a misto k vyvdzdni substrdtu pobli7 C- konce molekuly (D257,
G244, 5207).
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Aktivace TAFI (TAFIa)

TAFI je neaktivovana forma karboxypeptidazy U, kterd se aktivuje trombinem,
plazminem a pravdépodobné také trypsinem. Trombin, plazmin a trypsin proteoly-
ticky $t&pi TAFI v mist& Arg®? proteinového fetézce poditano od N konce molekuly.
Pii Stépeni se oddéli od katalytické domény aktivalni peptid s N- koncem, obsahu-
jici 4 N- glykosylovand mista, kterd jsou dileZitd pro stabilizaci a prodlouZeni bio-
logického polocasu TAFI. Pfi St€peni se oddéli katalytickd doména (TAFla)
s C- koncem chovajici se jako karboxypeptiddza, kterd miZe hydrolyzovat Lys a Arg
v C oblasti proteinu (Fuentes-Prior a spol., 2000).

subendotelové
struktury

=¥ endotel

trombin Plazmin
trypsin

TRl == i/mﬂa

peptid

Komplex trombinu s TM zvySuje rychlost §t€peni trombinem aZz 1 250krat.
Aktivaéni ucinek TM je zprostfedkovan jeho doménami pro epidermalini ristovy
faktor (EGF-domény). Trombin se vdZe na domény EGF-5 a 6, kdeZto EGF je ne-
zbytnd pro aktivaci proteinu C. Nejmensi mutant TM schopny jeSté aktivovat TAFI
musi mit usporddani téchto domén EGF-3, 4, 5 a 6 (Wang a spol.. 2000).

AKTIVACE TAFI
TAFI
Pktivaé’m’ peptid ] Aktivni misto ]
55 kDa
19,1 kDa TAFTa 35,8 kDa
[ Aktivaéni peptid Aktivai misto
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TM ma4 dvoji tlohu v koagula¢nim systému:

B SniZuje tvorbu trombinu v systému aktivace proteinu C vyvazanim do komple-
xu [TM . trombin] — reakce probiha zejména pii vysokych koncentracich trom-
bomodulinu.

B v systému komplexu [TM . trombin] ovliviiuje aktivaci TAFI a tak nepiimo pl-
sobi sniZeni fibrinolytického efektu — reakce probiha zejména pii nizkych kon-
centracich trombomodulinu.

Q [ kdyZ obé reakce mohou probihat soucasné, zdd se Ze urcujicim faktorem pro vy-
sledny iicinek viivu TM na TAFI a PC je jeho koncentrace. K aktivaci TAFI ve-
dou nizké koncentrace TM (kolem 5 nmol/l), zatimco p¥i vyssich koncentracich
(kolem 10 ug/ml) se aktivace TAFI sniZuje. To se vysvétluje zvySenou tvorbou ak-
tivovaného proteinu C, ktery zasahuje do koagulacnich déjit a sniZuje produkci
trombinu.

Trombomodulin plisobi profibrinolyticky pfi vy38ich a antifibrinolyticky pfi niz-
Sich koncentracich. DilleZitym faktorem pro regulacni icinek in vivo TM na TAFI
je priisvit cévy. Koncentrace TM v plazmé se zvySuje smérem od aorty ke kapila-
rdm. V kapildrach je diky vys3i koncentraci trombomodulinu, nejmensi aktivace
TAFI a v disledku toho i sniZena inhibice fibrinolyzy.

Inhibice TAFIa

TAFlIa se inaktivuje konformacéni zmeénou na TAFlIai. Pfi této zm&né nedoché-
zi k proteolytickému $té€peni. Degradace TAFIai je umoZnéna trombinem, ktery jej
proteolyticky $t&pi v mist& Arg302 na 2 fragmenty o MW 25 a 11 kDa (Marx a spol.,
2000).

TROMBIN

tonformacs
TAFa @Tlﬁﬂ@ﬁ <,

35,8 kDa aména

‘ Fragment 1 I kDa

Uloha TAFI v organizmu

TAFI hraje klicovou dlohu v interakci mezi prokoagulaénimi, antikoagulac-
nimi a fibrinolytickymi systémy. V plazmé koluje neaktivni forma TAFI v komple-
xu s plazminogenem [TAFI . plazminogen]. V tomto komplexu se TAFI vizie
10krat vy$3i afinitou k Lys-plazminogenu, neZ Glu-plazminogenu. Vazba TAFI na
plazminogen je zprostfedkovéna glykosylovymi misty na aktivacnim peptidu TAFI
(Wang a spol., 1998).

TAFI nepatif mezi serpiny a jeho inhibi¢ni funkce je zcela odli¥na. Plazminogen
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a nasledné i generovany plazmin jsou vyvazany v pocateCni fazi fibrinolytického
St€peni na bilkovinny fetézec molekuly fibrinu vazbami na karboxyskupiny konco-
vych aminokyselin v jeho molekule — Lys a Arg. TAFIa hydrolyticky $tépi tyto a-
minokyseliny v koncovych oblastech fetézce fibrinu v tzv. karboxy C- oblasti a tim
sniZuje poc€et vazebnych mist pro plazminogen a t-PA na molekule fibrinu.

Fibrin — Lys - OH TAFla Fibrin — Lys
Fibrin — Arg - OH Fibrin - Arg

ProtoZe jak plazminogen, tak i plazmin se nemohou dostate¢né vyvazat k mole-
kule fibrinu, nedochézi k tvorbé trimerniho komplexu [t-PA . plazminogen . fibrin],
sniZuje se tvorba plazminu a nisledné i G¢inek fibrinolytického systému.

TAFI v piipadé fibrinolyzy aktivované t-PA modifikuje koncové ¢asti molekuly
fibrinu a tim znemoZituje pfipojeni komplexu [t-PA . plazminogen] k aktiva¢nimu
povrchu fibrinu a vytvofeni komplexu [t-PA . plazminogen . fibrin], jak je patrné
z obrdzku.

Y B

PA TAFla +PA
[Plazminogen . 1-PA] T Plazmin l?yll | T Plazmin
E:i TISAL 1) \: o)

Normalni stav Pasobeni TAFIa inhibitoru

TAFIa cirkuluje v plazmé vdzany v nekovalentnim komplexu s o,-makroglobu-
linem [o,-makroglobulin . TAFI]. TAFla je velmi citlivy na teplotu. V organizmu je
jeho biologicky polocas kolem 10 minut. TAFIa téZ uvoliiuje PAI-1 z granuli akti-
vovanych krevnich desti¢ek.

Funkce TAFI v organismu

Aktivace TAFI tinkem
komplexu [trombin . TM] | BOY
spojuje oba jevy koagulace
a to jednak inhibicni vliv
TAFI na fibrinolyzu a profibrinolyticky efekt aktivovaného proteinu C.
Aktivovany TAFIa moduluje fibrinolyzu in vivo. Exprese TAFla vyvold inhibici
fibrinolyzy zejména u ziskanych trombotickych stavit (napf. u infarktu myokardu
a cévni piihody mozkové).

Naopak je-li tento systém naruSen, dochdzi ke zvyseni fibrinolyzy. To miZe mit
za ndsledek krvaceni u vrozenych defekt( vnitini cesty aktivace koagulace (napf. u he-

hih + Fm@ * po T
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mofilie A i B) Tito nemocni maji sniZenou
diky nizkym koncentracim TF a soucasné
sniZzenou tvorbu trombinu vnitin{ cestou ak-
tivace. Aktivace TAFI a ndsledné i inhibi-
ce fibrinolyzy jsou v téchto pripadech na-
ruSeny a vytvoreny fibrin bude rychleji
lyzovdn. Naopak u nemocnych s vysokymi
koncentracemi F V111, IX a XI je fibrino-
Iyza blokovand a ndsledkem toho se zvysu-
Jje riziko trombaozy.

Nemocni s deficitem F XI jsou nachyl-
ni ke krvaceni do tkdni s vysokou lokélni -
fibrinolytickou aktivitou. Vysvétlenim pro TAFIa — inhibi¢n efekt
tento jev by mohla byt nedostate¢na inhibi-  (PLM - plazmin, PLG - plazminogen)
ce fibrinolyzy z divodu sniZené tvorby
trombinu (vlivem deficitu F X1I) a sniZend aktivita TAFIL.

Klinicka interpretace: Klinické studie vykazuji pozitivni korelaci mezi koncent-
raci TAFI a v&kem muZzl a Zen, které nepouZivali oralni kontraceptiva. Hormonalni
1é¢ba oralnimi kontraceptivy zvy3uje hladinu TAFI. U ¢ernos§ské populace — v porov-
nani s bilou rasou byla zji$t€na vyznamné niZ8i hodnota TAFI. Zvy3ené hladiny TAFI
byly nalezeny u nemocnych s anginou pectoris, ICHS, u nemocnych s venézni trom-
bdzou a pfi zdnétech. U revmatoidni artritidy a u nékterych hemoblastéz byly naopak
zji¥t€ny sniZené hladiny TAFI (van Tilburg a spol, 2000).

2.5.2. Inhibitory s nespecifickymi vazbami

Vedle specifickych inhibitort existuji také inhibitory s nespecifickymi vazbami
na cilové molekuly. K této skuping inhibitord se fadi:
B alfa,-makroglobulin
W alfa;-antitrypsin
® Cl-inhibitor

Jde obecné o inhibitory protedz, jejichZ ucinek piesahuje rdmec koagulacnich
a fibrinolytickych dg&ja. V téchto systémech se v§ak mohou vyznamné uplatnit.

0,-MAKROGLOBULIN

O MW: 725 kDa

Q Biologicky polocas: 200-250 hodin

Q Koncentrace v plazmé: 2-2,5 mg/l plazmy. Koncentrace se sniZuje s vékem
(v détstvi asi 2,5krat vice neZ v dospélosti). Vyrazné se zvySuje v t€hotenstvi.
a-makroglobulin je v historickém vyvoji jednim z nejstarsich plazmatickych

proteinit. Molekula existovala v organizmech jiZ nékdy pred 600 miliony let.
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op-makroglobulin je tvofen hepatocyty v jat-
rech i fadou dalSich bunék v&etn& makrofagit. Je [l

piitomen v plazmé i mimo cévni systém. Je sloZen T

ze dvou, &i &tyt identickych podjednotek. M4 nej-

§irSi spektrum antiprotedzové aktivity. Je schopen proteaza
vytvafet komplexy s proteolytickymi enzymy § * aktivnf

misio

plazmy, leukocytil, bakterii i hadimi jedy. Pasobi
odli$n& v porovnani se serpiny, nevyuzivé limito- |
vanou proteolyzu. Tato velkd molekula psobi po-
dobné jako past na my$i. Molekula o,-makroglo- .

bulinu zméni svou konformaci, obklopi molekulu

enzymu a tak uzavie vstup substratu k nému, ze-

jména do oblasti aktivniho mista cilového enzymu. Inhibibice proteiz
Vazba nevede tedy k inaktivaci aktivni slozky, ale 0z-makroglobulinem (MG)

ke sterické zdbrané (neumozni se odkryti vazebného mista).
Klinick4 interpretace: Jeho d¢inek nenastupuje ihned, ale postupné se zvysuje.
Uplatiiuje se zejména v situacich, kdy jsou vycerpany kapacity ostatnich inhibitort.

C-1 INHIBITOR (C1INH)

0 MW: 105 kDa

O Biologicky polocas: 38 — 40 hodin

Q Koncentrace v plazmé: 0,18 — 0,22 g/l plazmy
Je to glykoprotein, ktery je syntetizovén

v jatrech a je uvolflovén v priib&hu aktivace de- e ‘“ﬂ
sti¢ek (je pfitomen v a granulich krevnich de-
i, ¢
Je nejmocnégj$im inhibitorem kontaktni fa- | + W
e lo—> Xl a

ze, inhibuje faktory XIla, XIa a kalikrein, ale
i plazmin a zasahuje do systému komplementu.
Utinek je asi 10-20krat zesilen v pfitomnosti heparinu.

Klinicka interpretace: Jsou znamy jak vrozené, tak i ziskané deficience Cl-in-
hibitoru (napf. pfi sepsi).

o;-ANTITRYPSIN

O MW: 55 kDa
Q Biologicky polocas: 90 — 96 hodin
O Koncentrace v plazmé: 1.3 — 2.5 mg/l plazmy

Je to glykoprotein, ktery je syntetizovan v jitrech. Inhibuje pfedeviim F Xa a je
i pomérné silnym inhibitorem aktivovaného PC. Jeho hlavni vyznam spo&iva v in-
hibici proteéz slinivky bfisni a bilych krvinek.
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2.5.3. Ziskané inhibitory

Zatimco pfirozené inhibitory jsou soucésti a zaroveidi i zdkladnim regulaénim
mechanismem koagulace, jsou ziskané inhibitory ndlezem patologickym, nepfizni-
v€ zasahujicim do koagulace. Ze ziskanych inhibitorQ hraji nejvyznamné;jsi alohu
tzv. antifosfolipidové protildtky (Cines a McCrae, 1995; Debize a spol., 1995).

ANTIFOSFOLIPIDOVE PROTILATKY
(APA - Antiphospholipide Antibody, Antifosfoproteinové protilatky)

Antifosfolipidové protildtky ptedstavuji heterogenni skupinu protildtek (imu-
noglobulint — hlavné IgG a IgM), které vytvéfeji komplexni sloueniny s negativ-
né nabitymi fosfolipidy (kardiolipin, fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin) nebo
s jejich komplexy s makromolekuldrni latkou — kofaktorem, nejéastéji bilkovinné
povahy. Jako proteinové kofaktory pro vazbu APA na negativné nabité fosfolipidy
se uplatiiuji o,-glykoprotein I, protein C, protein S, annexin V, HMWK, F X a dalSi.

Vazba antifosfolipidovych protilatek na fosfolipidové struktury znemoZni nebo
omez] tvorbu koagulacné aktivnich komplexi.

Ko - kofaktor
S — substrat
En - enzym
(vétsinou
serinovd protedza)
Ab — protildika

Ko.S.En X [Pl. Ab] [P1.Ab]

Po vazb¢ kofaktoru v koagula¢né aktivnim komplexu dochdzi k modifikaci kon-
Jormace fosfolipidii spocivajici v pFechodu z lameldrni do hexagondlni fdze, pro niZ
Jje charakteristickd vyssi antigenicita. Tim se vytvéreji podminky pro reakci APA
s proteinfosfolipidovym komplexem.

Pro APA je typicka vyrazna heterogenita. Pacienti Casto vytvéieji , koktejl* pro-
tildtek reagujicich s riiznymi fosfolipidy. Specifické G€inky jednotlivych druhit APA
zlstavaji zatim ne zcela objasnény.

S antifosfolipidovymi protilatkami se setkadvame za riiznych situaci:
® u pacientll s autoimunitnim onemocnénim

e u jedinch po prodélaném infek&nim onemocnéni

e u zdravych lidi

125



Podle jednoduché klasifikace rozdélujeme APA na:
W autoimunitni
B alloimunitni

Autoimunitni APA

Autoimunitni APA se vyskytuji v séru 20-50 % pacienti se systémovym lupus
erythematodes (SLE), méné éasto ve spojitosti s jinym onemocnénim pojivové tkd-
né. Piitomnost autoimunitni APA byvd spojovdna s opakovanymi Zilnimi i arteridl-
nimi trombézami, trombocytopénii a u Zen s opakovanymi spontannimi potraty.

Alloimunitni APA

Alloimunitni APA doprovdzeji pFechodné nékterd infekéni a maligni onemoc-
néni a na rozdil od autoimunitnich APA nenf jejich piftomnost v séru doprovizena
klinickymi pfiznaky. Nalézaji se v 8 % u normdlni populace a jejich vyskyt stoupé
s vékem.

Klasifikace APA

Antifosfolipidové protilatky (APA) tvoii heterogenni skupinu, kam fadime:

B lupus antikoagulans (LA)

B antikardiolipinové protildtky (ACLA) typu IgM, IgG a IgA (Debize a spol., 1995).

LUPUS ANTIKOAGULANS

V r 1952 Conley a Hartman prokdzali v séru pacientii se systémovym Lupus
Erythematodes substanci, kterd zpiisobovala prodlouZeni srdzlivosti krve a &asu po-
tiebného k premeéné protrombinu na trombin. Pozdéji byla tato ldtka pojmenovdna
. lupus antikoagulans“ (LA).

Jednd se o skupinu imunoglobulint,
které interferuji s jednim nebo vice koa-
gulaénimi testy zdvislymi na fosfolipi-
dech. Jde hlavn€ o autoprotildtky, které
jsou namiieny proti fosfolipidovym sloZ-
kam protrombinového komplexu koagu-
la¢ni kaskady (Debize a spol., 1995).

S — substrat
En - enzym
Ko ~ koenzym

Miize jit o: Cilovy antigen: Wiskyt:
W protildtky typu A B,-glykoprotein| 1/3 LA
B protildtky namiiené proti protrombinu protrombin 2/3 LA

Tyto autoprotilatky vstupuji do koagula¢niho déje na riiznych turovnich koagu-
la¢niho procesu, reaguji s prokoagula¢nimi fosfolipidy a soutéZzi o mista na nich
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s faktory koagula¢niho systému. Tim ome-
zuji vazani téchto faktor do koagulacné
aktivnich komplext a zpisobuji abnormal-
ni nalezy koagulalnich testl, zejména
APTT. Dochazi k interferenci napf. pfi en-
dotelidlni aktivaci systému proteinu C, ale
i k interferencim na trovni primarni he-

Kompetice faktora a protilatek o misto

mostazy, popiipadé v dal§ich mistech, ve na fosfolipidovém povrchu
kterych se uplatiiuji koagula¢ng aktivni fos- ~ (GP - glykoprotein, Ab — protilitka).
folipidové povrchy.

Jednim z proteint, ktery vytvaii po-
dobné komplexy je i B,-glykoprotein 1
(B,-GP1). B,-GP1 se dale vaZe na lipopro-
teiny bohaté na triacylglyceroly. Protilatka
proti P,-glykoproteinu 1 je B,-globulin,
ktery miZe inhibovat cestu koagulacni
kaskddy tim, Ze vaZe negativné nabité fos-
folipidy, které se dostdvaji na povrch bu-
nék napf. u krevnich elementil, endotélii
nebo trofoblastti v disledku jejich poSko-
zeni. B,-GP1 se po navdzani autoprotilatky
inaktivuje a ztrdci své antikoagulacni
vlastnosti.

Klinicka interpretace: Nemocni s LA
maji zvySené riziko vzniku trombézy
(Cines a Mc Crae, 1995). LA jsou ¢asto nalézany u pacientd s trombocytopenii, u he-
patitid, vazospastickych poSkozeni, koZnich ulceraci, infarktu myokardu, trombézy
mozkovych tepen, po ptestalych bakterialnich a virovych infekcich, po maldrii, ly-
meské boreliéze a neurologickych nezanétlivych chorobéch (epilepsie, migréna).

APA namiiené proti protrombinu a B,-GP

W Frekvence LA nariistd s vékem.

Laboratorni stanoveni protilatek typu LA
Od roku 1988 je diagnostika LA pod dohledem Subcommittice on Lupus
Anticoagulant-Antifosfopilid Antibodies of the SSC of the ISTH. PouZivaji se:
& funkcni vySetfeni: na zéklad€ jejich schopnosti ovliviiovat koagulacni testy za-
vislé na fosfolipidech (Lupus Anticoagulans — LA)
Q PT - asi 2/3 vSech pripadd, antiprotrombinové protilatky. Trombéza asi
u 20 % piipadi
Q APTT
Q fedény RVVT (Rusel Viper Venom Time) — anti-B,-glykoproteinové proti-
latky. Trombdza se vyskytuje asi u 70 % piipada
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& Fedici studie: JestliZe testy jsou abnormdlni provddi se Fedici studie (smisenim
plazmy pacienta a plazmy normdlu)

@ konfirmacni testy: nedojde-li k normalizaci testu v Fedicich studiich provddi se
konfirmacni testy (Fedi se fosfolipid — APTT, tkdriovy faktor — PT nebo iicinnd
reagencni sloZka pritomnd v setu — RVVT)

O Neexistuje Zddny absolutné spolehlivy screeningovy test na pritkaz LA.

ANTIKOAGULACNI A PROKOAGULACNI
PUSOBEN]{ PROTILATEK TYPU LA

tikcagulacni

viiv

Prokoagulacni
viiv

ANTIKARDIOLIPINOVE PROTILATKY
(ACLA - Anticardiolipin Antibody)

V 1. 1906 objevil Wasserman v séru pacientii se syphillis protildtky, které nazval
reaginy. V ndsledujicich 30 letech se hledaly pro zdchyt téchto protildtek vhodné
zdroje antigenit a predevsim vhodné metody k jejich zdchytu. V r. 1951 Pangborn
Zjistil, Ze antigen, ktery vdZe reaginy, je kysely fosfolipid, ziskany alkoholovou ex-
trakci hovéziho srdecniho svalu a nazval ho kardiolipin.

Kardiolipin je soucdsti vnitrni membrdny mitochondrii. Protildtky proti kardio-
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lipinu reaguji s fosfodiesterovou skupinou kardiolipi-
nu a reprezentuji tak pouze jeden ¢len skupiny proti- |,
latek, které se mohou vazat na fosfolipidy, kdeZto ne-
gativné nabité fosfolipidy, na které se vdzi protildtky
typu LA jsou témé¥ ve viech membrdndch riznych tkd- |
ni (v mozku, trombocytech, endotelu). Tento rozdil ve
schopnosti vazat kardiolipin nebo negativn€ nabité

fosfolipidy je klinicky velmi dleZity.

Laboratorni stanoveni: Od r. 1986 probihd dia- |
gnostika antifosfolipidovych protildtek podle doporu- i

Ceni International Anticardiolipin Standardisation Workshops. PouZivaji se komerc-
ni ELISA testy pro ACLA ke stanoveni hladin IgG, IgA a IgM (The Subcommittee on

Lupus Anticoagulans, 1995):

W stanoveni antigenu — ELISA metoda:

e vySetfuji se antikardiolipinové protilatky (ACLA) —1gG, IgM a IgA.
e stanovuji se protilatky proti né€kterym fosfolipidim (fosfatidyletanolaminu,
fosfatidylcholinu, fosfatidylserinu, fosfatidylglycerolu, fosfatidylinozitolu,

kyseling fosfatidylové).
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3. VYSETROVACI METODY HEMOSTAZY
3.1. Pristroje a techniky pouzivané v hemostaze

3.1.1. Koagulacni

Jednotlivé sloZky koagula¢niho systému jsou pfitomny v plazmé vétSinou ve
formé& neaktivnich slozek — proenzymil (zymogenll). Aby mohl probéhnout srazeci

proces je nutné tyto slozky aktivovat.

PouZivaji se tyto aktivatory:

o nefyziologicke: silika, kaolin, celit

e fyziologické: tkanové extrakty nebo Cidténé ¢i rekombinantni aktivované koagu-

la¢ni faktory

® specifické: zmiji enzymy (jedy). Tyto maji svd omezeni. N&které hadi enzymy
nejsou zavislé na inhibitorech a aktivuji nejen proenzymy (zymogeny), ale
i PIVKA formy téchto koagulaénich faktorti. Hadich jedt je moZné vyuZitik in-
aktivaci inhibitori protedz, které by jinak v systému b&Znych koagula¢nich tes-
td mohly interferovat s nékterymi sloZkami systému a vykazovat prodiouZzené

hodnoty koagula¢nich ¢asi.

Enzymaticke cesty (zejména oblast plisobeni serinovych protedz) vyZaduji nejen
aktivované faktory, ale i aktivované kofaktory a déle fosfolipidy a vapnikové ionty.
Jedna se tedy vétSinou o velmi komplexni smési relativné nestabilnich proteind.
Takovyto nestabilni systém lze jen obtiZné standardizovat.

Princip: Techniky vyuZivané u koa-
gula¢nich vySetfeni spocivaji v tom,
7e se méii reakCni Cas od spusténi re-
akce aZ po vytvoreni zjistitelného ko-
agula nebo fibrinového vlakna.
Naméfené ¢asy se porovndvaji s asy
standardni poolové normélni kontrol-
ni plazmy v komerénim provedeni
(ISO 9001).

Detekce:

e vizudlni

e opticka

o clektricka
e magneticka

V

3.1.2. Zakalové (nefelometrické, turbidimetrické)

Princip: Zikalové metody jsou vlastné fotooptické metody. Pii mé&feni t€mito me-
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todami se sleduje mnoZstvi odraZzeného svétla na Casticich

koloidniho charakteru. Patii sem:

® Nefelometrie: zjistuje se mnoZstvi rozptyleného zafeni na
Césticich koloidniho charakteru ve sméru kolmém na do- @5
padajici paprsek (detektor je umistén v Ghlu 90 stupiit).

o Turbidimetrie: zjiStuje se zména optické hustoty po pri-

chodu systémem fotocella

Detekce: Zjistuje se optickd hustota rozptyleného svétla pro-

chézejiciho méfici kyvetou a dopadajiciho na detektor.

3.1.3. Spektrofotometrické metody (chromogenni substraty)

Syntetické chromogenni substrity se zaCaly pouZivat k posouzeni koagula¢ni akti-

vity nékterych enzymi nebo inhibitort, u kterych:

B nebylo moiné zavést jednoduché koagulacni testy (napf. stanoveni F XIII nebo
Cl-inhibitoru)

B byla obtiZnd standardizace pro jejich snadné ovlivnéni fadou dal3ich pilisobki
(napr. antitrombinem).

Metody zalozené na chromogennich substratech jsou schopné odhalit aktivitu,
Jednotlivych sloZek koagulacniho systému (enzym, inhibitor) bez ndvaznosti na
ostatni sloZKy tohoto systému, jak je tomu napf. u koagula¢nich metod. To méa své
vyhody i nevyhody, jak je zminéno v kapitole 3.3.3.2. Testy jsou velmi podobné
béinym fotometrickym stanovenim enzymu a jsou snadno automatizovatelné
a standardizovatelné.

Princip: V tomto systému se zjisfuje intenzita zabarveni (absorbance), kterou vyka-
zuje od3t€peny peptid po prob&hlé proteolytické rekci. Koagulaéni faktory jsou vét-
Sinou serinové protedzy, které St€pi peptidy nebo proteiny zejména v misté navaza-
ni argininu v molekule proteinu. Metody vyuZivajici chromogenni syntetické
substraty pouZivaji chromogenni peptid o 2—-4 aminokyselindch, ktery ma ve snad-
no St€pitelné koncové oblasti navdzanou ldtku tzv. chromofor, kterd po odstépeni
z vazby peptidu poskytne vyrazné zabarveni, méfitelné pfi urcité vinové délce.
VESinou se jedna o p-nitroanilin (p-NA). Aminokyselinova sekvence je totoZna ne-
bo podobna s mistem uCinku (aktivnim mistem) enzymu na pfirozeny substrat
s chrdnénym N-koncem:

Chrinény N- Misto Stépeni specifickym enzymem

konec specifického - 7-Gly-Pro-Arg-p-NA

substritu

Chromogenni peptid je $t€pen na oligopep-
tid a p-nitroanilin, ktery je moZné stanovit fo- @,
tometricky na spektrofotometru. Maximum ab- ~ ety

sorbance peptidu s navdzanym pNa (380 nm)
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je odli¥né od maxima absorbance samotného pNA (405 nm). K méfeni se vyuZiva
vét§inou monochromatického zafeni a ke zji$té€ni vysledné hodnoty se pouZije bud
kinetické metody nebo metody ,,end-point“. Zména absobance pNA je piimo amér-
né aktivit€ enzymu (Kolde, 2001).

Detekce: spektrofometrické stanovent

Enzym
Chromogenni substrat — pNA ———— Oligopeptid + pNA
substrdt produkt barevnd substance

AKTIVACE ENZYMU A ODSTEPENI CHROMOFORU

Aktivacni
peptid

Katalytické
misto

COCO- BN COE®
L

Nékdy se misto chromogennich substrdtd pouZivaji fluorogenni substrdty.
Detekce se provadi na jiném typu zafizeni (spektrofluorometry). Nejéastéji pouzi-
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vanou fluorogenni skupinou je 7-amino-4-methylcoumarin (AMC), ktery vykazuje
maximalni fluorescenci pfi 440 nm. Spektrofluorometrickd méfeni s flurogennimi
substraty jsou obecn& povaZovéana za presné€jSi neZ spektrofotometrickd meéfeni
§ chromogennimi substraty. Tyto metody se hlavné vyuZivaji k mé&feni enzymu
s nizkou koagulacni aktivitou.

DileZitym ddajem je specifita nebo-li selektivita enzymatického systému, kterou
Jje nezbytné znat zejména tam, kde je stanoveni provadéno v plazmé, kterd mimo ci-
lovy enzym obsahuje i fadu dal3ich proteaz. Pfi zji$téni tohoto tdaje se méfi reakéni
rychlost cilového enzymu proti reakénim rychlostem kontaminujicich enzymi.

3.1.4. Imunochemické metody
3.1.4.1. ELISA (enzymimunoanalyza)

V hemostdze se hlavné vyuZiva sendviCové techniky. ELISA testy detekuji anti-
geny v koncentraci mensi nez 1 ng/ml. Zji¥tuje se pouze mnoZstvi dané latky, ne je-
ji funk&nost.

Princip: ke stanoveni antige-
nu se vyuziva protilatky zna- ¢ ula @ [:> <

C¢ené enzymem (vét§inou

peroxidazou). Pfi tzv. ,,send- e o

vi¢ové metod€” se na pevnou
&ast, kterou reprezentuje sté- }_<
na mikrotitra¢ni desti¢ky ne-

znamé, ¢i zndmé (kalibrace)

pfipoji urcité mnoZstvi anti- v Prlldllkl
genu. Po promyti systému se

z druhé€ strany navaze proti-
latka znacend enzymem (tzv. konjugét). Po promyti se enzym a nepiimo i antigen
prokéZ{ pridanim specifického chromogenniho substratu, ktery je enzymem $t€pen
— vznika barevny produkt. Intenzita zbarveni je pfimo imérnd koncentraci antigenu.
Detekce: spektrofotometrické stanoveni barevného produktu. Jde o metody, pii kte-
rych se vyuZivd reakce antigenu s protilatkou. Vznikajici komplex se bud zviditel-
ni vhodnym zpiisobem nebo funguje jako nosi¢ pro navazéni substance, kterou se
dani latka detekuje.

3.1.4.2. EID (elektroimunodifize)

Princip: zjisfovany antigen, se pohybuje .
ve stejnosmérném elektrickém poli a rea- > Ab
guje s protilatkou pfitomnou v gelu za

vzniku precipitainiho piku (raketky). | |Antigeny

Délka piku je pfimo dmérnd koncentraci
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antigenu. Laurellova elektroforéza a OQuchterlonyho elektroimunodifuze jsou pouZi-
vany pro velmi specidlni aplikace.
Detekce: elektroforéza

3.1.4.3. LIA (svételnd nebo laserovd imunoanalyza)
(LIA — Liquid Immuno Assay)

Princip: Na latexové Céastice se vaZe po-
lyklonéln{ protilatka a v pfitomnosti an-
tigenu dochdzi k zeslabeni prichodu CO
svételného nebo laserového svazku
(sniZeni absorbance).

f&fﬁ Antigen )\@\ Latexova ¢astice s navazanou protilatkou

Detekce: zeslabeni svételného nebo laserového paprsku po priichodu méfici kyve-
tou.

3.1.4.4. RIA (radioimunoanalyza)

Princip: RIA metoda je obecné ur¢ena k méfte-

ni koncentrace rozpustnych antigenti, haptend >_ >
nebo protilatek. U této metody se pouZiva pro-

tilatky zna¢ené radionuklidem. Dochézi k vza- | >— >
jemné sout@Zivosti (kompetici) mezi znacenou

a neznacenou protilatkou, kterd vytvaii kom- | <>— o
plex s uré,ltym a,ntlgenem. z kahbravcm 'krlvk'y > <o
zhotovené se znamou hodnotou znacené proti- = o ———
latky se po odecCteni na gama &itaci vypocte vy- }__< }__<

slednd hodnota. = -G
Detekce: CitaC gama zafeni. Latex — aglutinaéni test

3.1.4.5. Latex — aglutinacni testy

Princip: Na-latexové Céstice jsou nespecificky
navazany protildtky proti hledané substanci
(napf. protilatka proti fibrinogenu). V pufrova-
ném prostfedi dochdzi k vyvazovani vhodné
substance (antigenu) na latexové Castice s protilatkou, ¢4stice se spojuji, nastava je-
jich shlukovani — aglutinace.

Detekce: Aglutinaci hodnoti subjekt, bud vizualné na tmavé podloZce nebo ve zku-
mavce, piipadné pod mikroskopem.
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3.1.4.6. Hemaglutinacni testy

Princip: krvinky (nejCastéji se pouziva Cervenych krvinek) maji na svém povrchu
navéazany receptory nebo protilatky proti fad€ induktor(l. V plazmé pritomny induk-
tor (antigen) se navaZze na piisluSné receptory nebo protilatky a dochazi ke shluko-
véni (aglutinaci) krvinek.

Detekce: Aglutinaci hodnoti subjekt, bud vizualn& na tmavé podloZce nebo ve zku-
mavce, pfipadné pod mikroskopem.

3.1.5. Gelifikaéni testy

Princip: Snadno polymerujici sloZky (napi. monomery fibrinu) v pfitomnosti nékte-
rych latek (protamin sulfét, etanol) vyraznégji polymeruji, piipadné tvoii komplexy.
Detekce: Gel hodnoti subjekt — v plazmé se objevuji vlocky, ¢i vldkna fibrinu nebo
se vytvafi viditelny gel.

3.1.6. Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je vyuZivdna zejména ke stanoveni receptorfi nebo ostat-
nich antigenii na povrchu bunék, déle ke stanoveni aktivaénich produktl jako jsou
destickové vesikuly. Metody priitokové cytometrie umoZziluji rozli§it aktivované
a neaktivované bunky a vyuzivaji se hlavné€ v hematoonkologii.

Detekce: Specidlni stanoveni pomoci pritokového cytometru, vyuZivajici znace-
nych monoklonalnich protilatek

3.1.7. PCR (polymerazova retézova reakce)

PCR je pouZivéna k identifikaci mutaci nékterych sloZek hemostatického procesu, ja-
ko jsou: FV Leiden, protrombin 20210, polymorfismy faktori XII a XIII a dalsi.

Cilovi sekvence DNA
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3.2. Typy koagulacnich stanoveni
3.2.1. Manudlni

Princip: detekce tvorby prvého fibrinového vldkna v koagulanim médiu pomoci
pohybu ha¢ku v temperované vodni ldzni

Detekce: méfeni koagulaéniho ¢asu od okamzZiku pridani startovaci reagencie aZ do
vytvoreni fibrinového vldkna

U Tento zpusob vySetreni se v dnesni dobé prakticky nepouZivd

3.2.2. Pristroje (koagulometry)

3.2.2.1. Optické

Princip: monochromatické sv&telné zafeni prochézi kyvetou, kieré na fotoburiku pro-
pousti nebo odraZ{ jen urcité mnoZstvi zaieni. Opticka hustota dopadajiciho zafeni ob-
raZi vlastnosti média v aktudlnim stavu koagulaéniho d&je. VyuZiva se metod:

o Turbidimetrie

® Nefelometrie

Detekce: méii se sniZeni optické hustoty,
bud po vytvoreni fibrinové struktury (stro-
meckova struktura), nebo po vytvofeni ko-
agula. K vypoctu nastaveni optimélni ab-
sorbance a jeji hodnoty pifi ukoncCeni
méieni se pouZivd rlznych algoritma.
Kone&ny bod méfeni (end-point) je pocitan
ze zmény absorbance a odrazu svételného
paprsku nebo se vyuZiva jen pfeddefinova-
né zmény absobance (30 mA nad zdkladni
linii optické hustoty), &i se vychazi z deri-
vace kiivky absorbance svételné hustoty.
Koagulometry vyuZivajici derivace detekuji velmi Casné koagulaéni zmény a po-
skytuji relativné kratké Casy sraZeni. VeEtSina t€chto optickych metod je zavisld na
koncentraci fibrinogenu v plazmé, ke které je nutné pfi méfeni prihliZet.

>
>

normalini pritbéh

Absorbance

abnormaini prubeh

Y

>
Koagulaéni éas

Normalni a abnormalni koagulace

U Optické koagulometry mohou mit problémy se stanovenim hemolytickych, lipe-
mickych nebo ikterickych vzorkii.

3.2.2.2. Elektromechanické

Elektromechanické pfistroje se rozdé€luji do dvou hlavnich skupin:
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Hackové
Princip: do méfici kyvety jsou
vloZeny dvé elektrody. Leva je
pohybliva, pravd pevna. Na
elektrody je napojen elektricky
proud. Jakmile dojde k vytvoie-
ni prvniho fibrinového vldkna,
probéhne elektricky impuls mezi
elektrodami a zastavi se ukazatel
Casu.

Detekce: prob&hnuti
elektrického signéalu
mezi elektrodami.

Koagulometr
Schnitger and Gross

pohybliva elektroda

nepohybliva elektroda \m ll\,l

tarmostaticky -

blok J

Kulickové
Princip: kovovd kuli¢ka se pohybuje v magnetickém poli
(bud krouZi nebo se kyve). Vlivem zmény viskozity pro-
stfedi, po spusténi koagula¢niho procesu, dojde ke zpoma-
leni pohybu kuli¢ky a k jejimu vychyleni z diivéj§iho
sméru.

Detekce: zména magnetického pole po vychyleni kuli¢ky.
Tato zména je pak pievedena na elektricky impuls, ktery za-
stavi ukazatel casu.

O Nékteré typy elektromechanickych pFistrojit mohou mit
urcité problémy se stanovenim lipemickych vzorki.
Lipemicky vzorek muiZe sniZit viskozitu koagula.

tormostaticky
blok

kovova

otony koloue » mugnoty

Princip AMAC 200 a 400

A

-

Amelung KC 4 COMPACT
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AMAC 400

3.3. Testy pouzivané v hemostaze:

m globalni — popisuji cely sraZeci proces
m skupinové — popisuji ur€itou ¢ast koagulacniho déje
B specifické — stanovuje se jeden z koagulaénich Cinitelt

3.3.1.Globalni testy

Doba srazlivosti nativni krve (LEE — WHITE)

Metodu zavedli v roce 1913 Lee a White (Lee a White, 19]3). Doba srdZlivosti se
dnes jiZ neuzivd, jde o obsoletnt vySetFeni, které se nahrazuje vétfinou skupinovymi
koagulacnimi testy.

Princip: UrCeni Casu srdZen{ nativni Zilni krve. Mé&fil se ¢as od okamZiku odb&ru az
po sraZeni krve za standardnich podminek.

Fyziologické hodnoty: sklenéna zkumavka (d = 1 cm): 4-9 minut (t = 37 °C)

Q Krev se srazi a preméni na rosolovitou hmotu — krevni koagulum. To obsahuje
agregdty desticek, nerozpustny fibrin a ostatni krevni buriky (erytrocyty, leuko-
cyty) zachycené ve vidknech fibrinové sité.

OV plastovych a silikonovanych zkumavkdch jsou srdZeci Casy delsi. Pohybuji se
zhruba na dvojndsobku aZ trojndsobku casii ziskanych ve sklenénych zkumavkdch.

Doba krvaceni
(Doba krvécivosti, krvacivost)

Princip: UrCeni ¢asu, pii kterém dojde k zastave€ krvéaceni pii standardnim vpichu —
Duke (Duke, 1910), Yezu: specidlni lanceta — Soulier (Soulier a spol., 1952) nebo
specidlni fezné zatizeni — Ivy (Ivy a spol., 1935). Pro objektivni posouzeni se pro-
vadi vySetfeni na dvou nezavisiych mistech v ndslednych nebo soucasnych caso-
vych intervalech.

Fyziologické hodnoty: Duke 2-5 minut
Soulier 2-4,5 minuty
Ivy 3-8 minut

O Doba krvdceni je rychld orientacni metoda, kterd ndm poskyine prvni informa-
ci o funkci krevnich desticek. Je dilleZitd zejména tam, kde se poddvaji desticko-
vé koncentrdty — informuje o prijeti funkcnich desticek pFijemcem a o pritkazu
trombopatie.
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Test konzumpce (spotreby) protrombinu

Princip: Stanovuje se mnoZstvi protrombinu v séru za uritou dobu po vysraZeni kr-
ve za standardnich podminek. VySetfeni nepfimo ukazuje na aktivitu sloZek partici-
pujicich se na vnitini cesté aktivace pfemény protrombinu na trombin.
Fyziologické hodnoty: nad 30-45 sekund '

O P#i srdZeni normdlni krve se pFevdind Cdst protrombinu méni na trombin. Zbytek
protrombinu (10-20 %) zistdvd v séru. PFi poruchdch, u kterych vdzne tvorba
koagulacné aktivniho komplexu — protrombindzy, ziistane znacnd &dst protrom-
binu nespotrebovdna a ziistdvd v séru (hemofilie a trombocytopenie).

O Test se dnes ji7 prakticky nepouZivd

Retrakce krevniho koagula

Princip: po odb&ru nativni krve dochazi nejprve k tvorb€ krevni zatky, pozdéji k re-
trakci (smr$téni) krevniho koagula, pii kterém se projevuje funkcnost kontraktilni-
ho systému krevnich desti¢ek. Dochézi k vypuzeni piebyte¢né tekutiny, jejiZz objem
se zméfi.

Fyziologické hodnoty: objem vytlacené tekutiny zaujima 30-50 % objemu odebra-
né krve.

QO Retrakce se vySetiuje bud v krvi nebo v plazmé bohaté na krevni desticky — PRP
(Platelet Rich Plasma).

Thromboelastografické vySetieni (Thromboelastograf — TEG)

Thromboelastograf byl vyvinut
a pouiit Hartertem ji v roce T(‘“’"'“""
1948 (Hartert, 1948). V posledni

dobé doslo k renesanci a novému
rozvoji této techniky, zejména
v aplikaci na pocitacové zpraco-
vdni. Nejnovéj§im zdstupcem
téchto pristrojii je rotac¢ni throm-

boelastograf ROTEG.

Princip: ve specidlnim piistroji
— thromboelastografu dochazi ke sraZeni krve nebo plasmy vyvolané pfidénim ion-
ti Ca?*. Pomoci mechanického detekéniho systému se mé¥i zména elasticity b&hem
formace krevni sraZeniny, tvofené mezi pistem a st€nou kyvety. Pfistroj md vykyv-
né zrcadlo, které odrazi svételny paprsek vysilany svételnym zdrojem. Zrcadélko je
umisténo na pohyblivém pistu uloZzeném ve vélecku. Neprojevuje-li se viskozita

Princip thromboelastografu
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prostiedi, kresli zafizeni jednolitou ¢aru (paprsek se setkdva v jednom mistg) zvy-
Seni viskozity méa za nasledek rozdéleni paprskil z obou vykyvl a kresbu kiivky
(Mallett a Cox, 1992).

Parametry TEG kfivky

W r - startovaci ¢as (¢as,ktery ub&hne od pfidani vapniku po prvni znidmky forma-
ce krevni sraZeniny

B k - kinetika formace trombu

W m, — maximalni amplituda (zji$tuje pevnost a stabilitu krevni sraZeniny)

Fyziologické hodnoty: normalni kiivka.
Pomoci thromboelastografu lze promé-
fovat nesrazlivou krev, desti¢kami bo-
hatou a na desti¢ky chudou plazmu.
Thromboelastograf zachycuje kvalita-
tivni a kvantitativni Gdaje, které charak-
terizuji tvorbu krevni sraZeniny, jejf fy-
zikélni pevnost a stabilitu a schopnost
jeji retrakce (Spiess a spol., 1987).
Thromboelastograf velmi dobie popisuje
stavy a nékteré defekty koagulaCniho
systému (hypo- a hyperkoagulace, trom-
bocytopenie, vyrazna fibrinolyza aj.).

Priklady TEG kfivek (1-normalni,
2-hyperkoagulacni, 3-trombocytopenicka,
4-hemofilick4, 5-fibrinolyticka)

Fibrinolyza plné krve

Princip: po odbéru nativni krve dochdzi nejprve k jejimu sraZeni pozdéji k retrakci
krevniho koagula. Nakonec dochézi k projeviim fibrinolytické aktivity a k rozpou-
Sténi krevni zatky.

Fyziologické hodnoty: fibrinolyza probiha za fyziologickych podminek aZ po vice
neZ 4 hodinich. Diagnosticky vyznam mé zkraceni ¢asu nastupu fibrinolyzy, ze-
jména pod hodnoty 30 minut.

Euglobulinova lyza

Euglobulinova lyza patii mezi globalni testy fibrinolytického systému. Ukazuje na
lytickou schopnost euglobulinové frakce (Collen, 1999).

Princip: Specidlnim postupem ziskand bilkovinnd frakce obsahujici hlavn& plazmi-
nogen se srazi ionty Ca?*. Samovolné& se aktivuje fibrinolyticky proces, generuje se
plazmin a dochdzi k pozvolnému rozpousténi (lyze) bilkovinné frakce.

Detekce: Mirou fibrinolytické aktivity je doba, kterd uplyne od okamZiku rekalcifi-
kace plazmy do okamZiku, kdy je ve$kera bilkovinna frakce rozpusténa.
Fyziologické hodnoty: vice neZz 180 minut.
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3.32.Skupinové testy

SCHEMA AKTIVACE PLAZMATICKYCH KOAGULACNICH FAKTORU
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Tromboplastinovy test
(Protrombinovy test — PT, Quickdv test)

Test zavedl v roce Armand Quick (Quick, 1935).

Sledovany systém: vnéjsi cesta aktivace pfemé&ny protrombinu
na trombin (viz schéma ¢ast B). Zachycuje tyto slozky koagu-
la¢niho systému: faktory II, V, VII, X a fibrinogen.

Reakéni smés: vySetfovand plasma

Startovaci reagencie: kalciovy tromboplastin (kalcium)
Hodnoty kontrolni plasmy: 12-15 sekund

Armand Quick
Fyziologické hodnoty: Hodnota kontrolni plasmy * 20 %

Reagencie:

U Rekombinantni PT reagencie — obsahu- v Trombeplastin, Ca2*
ji: rekombinantni tkatovy faktor, ionty
Ca?*, fosfolipidy, pufr a stabiliz4tory.

U Tkdriové tromboplastiny — obsahuji: re-
lativng€ malo Cistény extrakt z tkani bo-
haty na tkafovy faktor (vétSinou z kré- w
liciho mozku nebo lidské placenty)
a ionty Ca?*.
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Q Kombinované tromboplastiny — obsahuji: tkafiovy tromboplastin (napf.z hové-
ziho mozku fedény ve fibrinogenové frakci (bohaté nebo chudé na F V), obvy-
kle obsahuji absorbovanou hovézi plazmu a ionty Ca?*. Tyto preparity se v&tsi-

nou vyuZivaji pfi antikoagulacni terapii.

QO WHO doporucuje pouzivdni tromboplasting, jejich? ISI se bliZi 1. Tyto trombo-
plastiny maji vétsinou stejné charakteristiky, i kdyZ se nestanovuje INR.

QO Mnoho reagencii ke stanoveni tromboplastinového &asu obsahuje inidlo neu-
tralizujici heparin — polybren (kvarterni polymerovany amin). Vysledek PT neni

pak odvisly na koncentraci heparinis.

Abnormalni hodnoty PT se nachazi:

m U vrozenych nebo ziskanych nedostate€nosti faktoru II, V, VII, X a fibrinogenu

Pri ordlni antikoagula¢ni lé¢bé
Pfi nedostatku vitaminu K

APTT
(APTT — Aktivovany parcialni tromboplastinovy test)

APTT zavedl do klinické praxe Proctor a Rapaport (Proctor |

a Rapaport, 1961).

Sledovany systém: vnitini cesta aktivace pfemény protrombi-
nu na trombin (viz schéma Cast A). Zachycuje tyto slozky ko-
agulacniho systému: faktory II, V, VIII, IX, X, XI, XII, fibri-
nogen, prekalikrein a HMWK.

Reakcéni smés: vySetfovand plasma, fosfolipid, aktivator
Startovaci reagencie: chlorid vapenaty

Hodnoty kontrolni plasmy: 28-42 sekund podle pouZitého
systému (povrchovy aktivator + fosfolipid) napi::

U jaternich nemoci (z poklesu faktortt protrombinového komplexu)
Jsou-li pfitomny autoprotilatky proti faktordm a lupus antikoagulans

Rapaport
® kefalin + kaolin: 3642 sekund
® kefalin + silica: 30-36 sekund
® platelin: 28-34 sekund
Fyziologické hodnoty: Hodnota kontrolni
plasmy + 10 % v Ca?*, PL, aldivitor

Reagencie:

e Kontaktni aktivdtory — zahmuji: nega-
tivné nabité povrchy, jako jsou kaolin,
kfemicitany, elagové kyselina, polyfeno-
ly nebo sulfatidy (negativné nabité sulfa-
tované lipidy) kombinované s kaolinem.
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e Fosfolipidy — zahrnuji: syntetické fosfolipidy, fosfolipidy izolované ze zvifecich
tkani (napf. krali¢i mozek) nebo fosfolipidy z rostlin (napf. soja). Obvykle se
pouZivaji smési riznych fosfolipidli, které maji optimélni sloZeni a zastoupeni
hlavné fosfatidylserinu. Typ a koncentrace fosfolipidd je pro provedeni testu diile-
Zit§j8i, neZ negativné nabité povrchy. Reagendni profil v§ak uréuje spiSe kombi-
nace obou sloZek spole¢né s iontovou silou pufrovaciho systému a stabilizatory.

e Ca?* — dhleZitou tlohu miZe hrdt i molarita roztoku chloridu vépenatého.

Komeréné jsou vyriabény reagencie se zvysenou citlivosti k:
e Faktoriim

e Lupus antikogulans (LA)

e Heparinu

QOdliseni mezi nedostateénosti faktoru a inhibitory nebo LA

Je-li zvySen4a hodnota APTT testu provede se smésny test s normélni plasmou
(1:1). Dojde-li k normalizaci ¢asu jedné se nejspiSe o nedostatecnost nékterého
z faktoril (sniZen4 koncentrace nebo zména v molekule faktoru). Je-1i ¢as APTT i po
smé&sném testu abnormélni miZe jit o pfitomnost inhibitori proti nékterému z fak-
tord vnitini cesty aktivace pfemény protrombinu na trombin nebo o pfitomnost pro-
tilatek typu lupus antikoagulans.

Abnormalni hodnoty APTT:

Q Zkrdcené casy:
e trombotické stavy

Q ProdlouZené casy:
e vrozené nebo ziskané nedostate¢nosti F VIII (mohou byt i pfi deficienci vWEF)
e nedostatecnost faktord IX, XI, pfipadn€ i dalSich, vyjma faktory VII a XIII
e terapie nefrakcionovanym heparinem, hirudinem a aprotininem
e dysfibrinogenemie nebo afibrinogenemie

Q Cas APTT muize byt mirné prodlouzen i v pfipadech, kdy je nemocny lécen ku-
marinovymi prepardty ¢i nizkomolekuldrnimi hepariny.

QO APTT nuiZe byt také vyuZit ke sledovdni dysfunkce systému proteinu C. PouZivd
se zde hadiho jedu PROTAC, ktery je aktivdtorem proteinu C. V testu se vyuZivd
dvou systému bez a s priddnim PROTACu. Dostdvdme tak dva rozdilné systémy
a gjistujeme pomér obou Casii. Je-li systém proteinu C funkcni, dostdvdme vy-
razné prodlouzeni ¢asu APTT v pFipade, Ze je pouZit PROTAC. Citlivost tohoto
uspordddni je velmi vysokd je-li pritomen Faktor V Leiden nebo pri dysfunkci
proteinu C (Bertina, 1999). Pro zmény v molekule proteinu S a ostatni trombo-
filni mutace je citlivost sniZena.
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Trombinovy test (TT)
(Trombin Cloting Time — TCT)

Trombinovy test pouZil v r. 1957 Jim (Jim, 1957).

Trombinovy test je jednoduchy screeningovy test ke stanoveni polymerace fib-
rinu. SlouZi i jako kvalitativni test ke stanoveni heparinu v plazmé. Test detekuje
koncentraci fibrinogenu v plazmé a poruchu jeho molekuly, pfipadné i pfitomnost
antitrombinu.

Sledovany systém: pfeména fibrinogenu na _
fibrin a naslednd tvorba fibrinové zatky V Trombin
(viz schéma &ast C)

Reakéni smés: vySetfovana plasma
Startovaci reagencie: roztok trombinu %
Hodnory kontrolni plasmy: 14-16 sekund

(hodnota je odvisld od koncentrace trom- E:ll>
binu)

Fyziologické hodnoty: Hodnota kontrolni
plasmy + 20 %

Abnormalni hodnoty TT:
Q Prodlouzené casy:

e V piitomnosti keparinu, dojde k rychlé neutralizaci ptidaného trombinu an-
titrombinem a vyrazné€ se prodlouZi koagulacni ¢as. Viiv heparinu je moiné
vyvdzat protamin sulfdtem nebo roztokem toluidinové modri ¢i polybrenem.

e ProdlouZené Casy se také nachazi v pfitomnosti relativné vysokych koncen-
traci degradacnich produktit fibrinogenu/fibrinu sledovanych pfi trombo-
lytické 1€€b&, u DIC nebo u jaternich nemoci, pfipadné u dysfibrinogenemie.

® Paraproteiny na pf. u nemocnych s myelomem mohou také interferovat
s tvorbou fibrinu a vést k prodlouzeni ¢asu TT.

U Ordlni antikoagulancia nemaji vliv na hodnoty TT.

Q Trombinovy test nent vhodny k monitorovdni hladiny heparinu p¥i lé¢hbé ne-
[frakcionovanym heparinem a to pro jeho malou specificnost, zdvislost testu na
systému premeény fibrinogenu na fibrin a pro velkou citlivost testu k heparinu
(nepatrnd koncentrace nefrakcionovaného heparinu vyvold velké prodlouZeni
casu TT).

Reptilazovy test
(Reptilase time, Batroxobin time)

Reptildzovy test do klinické praxe zaved! Funk v roce 1971 (Funk a spol., 1971).
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Batroxobin neboli reptilaza je trombinu podobnd protedza ziskand z hadiho je-
du, ktera je schopna pfeménit fibrinogen na fibrin. Na rozdil od trombinu reptildza
odStépuje z molekuly fibrinogenu jen fibrinopeptid A a nem4 aktivitu k dal§im trom-
binovym substratiim, jako jsou faktory V a VIII. Reptilaza nenf ovlivnéna antitrom-
binem, nefrakcionovanym heparinem a LMWH. Proto tento test miiZe byt provadén
i v pfitomnosti té€chto latek.

Sledovany systém: preména fibrinoge- .
nu na fibrin. Vysledkem polymerace je Fibrinagen

des-A-fibrinova formace fibrinového
viékna. q@Dﬂﬂ % E .I'J .r&

Reakcni smes: vySetiovand plasma
Startovaci reagencie: roztok jedu hada

Bothrops atrox (reptildza) Fbrin r' ner — Fe
Hodnoty kontrolni plasmy: 16-20 sek. Palyme [q., i fibein— Fpg
Fyziologické hodnoty: Hodnota kon-

trolni plasmy * 20 %. Vysledek testu ‘Em a _’l

neni ovlivn&n léCbou heparinem. Filwin Stahitoi — Fpg

Abnormalni hodnoty reptilazového testu:

U ProdlouZené casy:
o U afibrinogenémie a v pritomnosti t&€Zkych nedostate¢nosti fibrinogenu
o Pii hyperfibrinolyze (zvySené hladiny FDP)

Aktivovany koagulacni Cas
(Activated Cloting Time — ACT)

Metoda byla zavedena Hattersleyem v r. 1966 (Hattersley, 1966)

Aktivovany koagulacni ¢as je metoda podobnd svym principem APTT. V testu se
vyuZiva kontaktnich latek, jako jsou silica, celite nebo kaolin, ale bez ptidani fosfo-
lipida a iontd Ca?*. Kontaktni aktivitory jsou umistény ve specidlnich ,cartriges®,
které se pouZivaji k méfeni hodnot testu ve zv14st k tomuto tcelu uzptisobenych pii-
strojich. Po ptidani vzorku do ,,cartriges™ se
iniciuje srdZeci proces a tvorba fibrinu je Plazma
mefena elektromechanickymi nebo optic- v

kymi piistroji.

Sledovany systém: preména fibrinogenu na
fibrin

Reakéni smés: vySetfovand plasma + akti-
vétory

Startovaci reagencie: plazma
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ACT je vyrazné ovlivnén nefrakcionovanym heparinem (prodlouZeny Cas je
umérny koncentraci heparinu). Test ddle oviiviiuji tyto faktory: nevyvaZenost koa-
gula¢nich faktorti a inhibitorti, lyza desti€ek, zvySend hemodiluce, hypotermie ne-
mocnych a jiné.

Test je zavisly hlavn€ na kontaktni fazi a ziskané €¢asy mohou mit znaény roz-
ptyl. Vyhody tohoto testu jsou v jeho jednoduchém provedeni a v pouZiti pfimo na
klinickém pracovidti. ACT je vyuZitelny jen pro nefrakcionovany heparin. Citlivost
k LMWH a hirudinu je velmi nizka a proto test nelze pouZit ke sledovéani hladiny
t&chto substanci.

3.33.Specifické

Vetdina létek, které hraji podstatnou ulohu v diagnostice hemostatickych proce-

st se vy3etfuje nékterou z uvedenych metod. Sleduji se v&tSinou:

Q funkéni charakteristiky dané ldtky: koagulatnimi metodami a spektrofotome-
trickymi metodami vyuZivajicimi chromogennich substrati.

O mnoZstvi ldatky (stanoveni klotabilni bilkoviny nebo piitomnosti antigenu) —
kvantitativni stanoveni: ELISA, LIA

3.3.3.1. Metody ke stanoveni fibrinogenu

Fibrinogen se chova v ramci koagula¢niho a fibrinolytického systému jako sub-
strat. Metody, které se zaméfuji na stanoveni fibrinogenu sleduji bud schopnost je-
ho premény na fibrin nebo sleduji pouze jeho mnoZstvi (pfitomnost molekuly fib-
rinogenu).

E Metoda podle Clause. Fibrinogen se v této metodé stanovuje jako mnoZstvi
»klotabilni bilkoviny®. Jde o koaguladni stanoveni fedéné plazmy v nadbytku
trombinu. Stanoveni ovliviiuji jak faktory, které ptsobi na aktivn{ misto trombi-
nu, tak i faktory majici vliv na polymerizaci fibrinu. Pfi pouZiti vysokych kon-
centraci trombinu a pfi nizké koncentraci fibrinogenu (zhruba 10krat méné, nez
Jje fyziologicka koncentrace fibrinogenu v plazmé) je geladni ¢as umérny kon-
centraci fibrinogenu a nezavisly na mnoZstvi trombinu.

® Kinetické méfeni. N&které optické koagulometry, vyuZivajici nefelometrickou
nebo turbidimetrickou ,,end-point™ detekci odvozuji koncentraci fibrinogenu
v plazmé z kinetického méfeni icinnosti protrombinového komplexu. Celkové
zvyseni turbidity systému je u t€chto metod pfimo Gmérné koncentraci fibrino-
genu jako klotabilni bilkoviny. Metoda velmi dobfe koreluje s Clausovou meto-
dou.

B Kineticka turbidimetrie. Metoda kinetické turbidimetrie vyuziva hadiho jedu
(Batroxobin — reptildza). Batroxobin a jemu podobné zmiji enzymy nejsou inhi-
boviany antitrombinem, neaktivuji desti¢ky a n€které faktory (napt. V, VIII, XI,
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XIII). Metoda ma vhodny méfici rozsah, velmi dobrou pfesnost a muZe byt
snadno provddéna v automatickych méficich systémech.

B Imunochemické metody. Imunochemickée metody nejsou schopny odliit mezi
funk¢nim fibrinogenem a inaktivni nebo pozméné&nou formou fibrinogenové mo-
lekuly. Tyto metody poskytuji vét§inou vy35i hodnoty, neZ funkéni testy. ELISA
testy ke stanoveni fibrinogenu nenalezly v rutinni praxi vyznamné uplatnéni.

Fyziologické hodnoty: 2—4 g/l . Hodnoty se mirn€ zvy3uji s pfibyvajicim vékem.
Klinické pouZiti: fyziologicky se zvySené hladiny fibrinogenu nachdzi v priibéhu
t€hotenstvi. ZvySené hodnoty byvaji u kufdki, znacné vy33i hodnoty (> 10 g/1) jsou
u t&Zkych zanétl a trombdz. U n&€kterych arterialnich nemoci (napf. IM) korespon-
duje zvySend hladina fibrinogenu se zvySenou viskozitou plazmy.

Neékteré 1€éky, nahle prerudeni koufen{ a fyzicka aktivita mohou sniZit hladinu fibri-
nogenu v plazmeé. Pokud koncentrace fibrinogenu < neZ 0,5 g/l dochazi vétSinou ke
krvacivym projevam. Také dysfibrinogenémie, kterd je dnes pomé&mé Casta se milZe
manifestovat krvacivymi projevy.

W Heparin podstatné neovliviiuje vysledek testu

O FDP vétsinou interferuji s testem a mohou vést k falesné nizkym hodnotdm fib-
rinogenu.

3.3.3.2. Funkéni aktivita sloZek koagulacniho a fibrinolytického systému

Ke stanoveni funkéni aktivity sloZek koagulaéniho a fibrinolytického systému by-
la vyvinuta celd fada metod, které vyuZivaji chromogennich substritl, ale nejéastéji
se vyuZiva jednofdzové koagula¢ni metody na principu APTT nebo PT. Tyto metody
1épe obraZi funk&nost celého koagulaéniho systému (Tripodi a Manucci, 1996).

Jednofazové koagulaéni metody
VyuZivaji se zejména ke stanoveni aktivity faktor( plazmatického koagulacniho
systému.

Sledovany systém: zjisténi hladiny jednot- . . .

livého faktoru ve vnitini nebo vn&jsi cesté v VySelovand a deficitnd plazma

aktivace pfemény protrombinu na trombin

v modifikaci PT nebo APTT testu. Témito

cestami se zjiStuji:

# Faktory vnéjsi cesty aktivace plazma-
tického systému - F IL, V, VII, X

& Faktory vnitini cesty aktivace plaz-
matického systému — F VI, IX, XI,
XTI, prekalikrein a HMWK
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Reakcni smes: vySetfovand plasma fedénd deficitni plazmou (pro testovany faktor)
vét§inou v poméru 1:10.

Startovaci reagencie: podle pouZitého systému (v&t§inou ionty Ca 2+).

Hodnoty kontrolni plasmy: odli$né pro rizné faktory

Fyziologické hodnoty: odli¥né pro rizné faktory

Deficitni plazma: neobsahuje vySetfovany faktor (faktor nenf zjistitelny pouZitou
metodou) — ostatni faktory v této plazmé jsou v piebytku.

Metody s chromogennimi substraty

Metody vyuZivajici chromogenni substraty se pouZivaji hlavné ke zjisténi
funkénosti serinovych protedz. Tyto metody maji nékteré prednosti, ale i nedostat-
ky v porovnani s koagula¢nimi metodami:

Prednosti: pomé&meé snadné, jednoduché a presné stanoveni. Ke stanoveni je
mozné pouZit vet8i fed&ni vzorku, které eliminuje nékteré problémy, zejména inter-
ferenci nékterych latek pii koagulacnich stanovenich (Lupus antikoagulans, FDP,
nespecificky heparin).

Nevyhody: zjistuje se schopnost katalytického mista serinové protedzy proteoly-
ticky $tépit predem definovany substrat na produkt. St&peni probih4 v mist& nava-
zaného argininu na koncovy chromofor. Metoda nefesi problematiku strukturdlniho
usporadani koagulaénég aktivnich komplexi. Z t&chto diivodl se mohou v nékterych
piipadech ziskat odli¥né hodnoty od vysledkl ziskanych koagula¢nimi metodami
(napf. vy3si hodnoty v pfipadé stanoveni PIVKA faktort)

KOAGULACNI METODA A METODA CHROMOGENNICH SUBSTRATU

Koagulace Chromogenni substraty

Spektrofotometrie
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Ke stanoveni se pouZivaji metody:
B Piimé detekce
B Neprimé detekce
Vyuziva se vétSinou dvou az tifstupiiové metody.

Metody primé detekce
Slozka, ktera se stanovuje se aktivuje a aktivovana forma ptfimo Stépi pfisluSny
chromogenni substrat na produkt a chromofor

B Jednostupiiova metoda

Faktor Xa FX ———» FXa
RVV

chromogenni substrat — pNA

F
peptid pNA
B Dvoustupriova metoda

Faktor VIlla Trombin
F VIII » | Villa

[F IXa + F Vllla + Pl + Ca?+]
» | Xa

'

chromogenni substrat — pNA

I\

peptid pNA

Metody nepiimé detekce
SloZka, kterd se stanovuje se vdZze do komplexu § jinou aktivni sloZkou. Nevy-
vazana ¢4ast aktivni sloZky $t€pi substrat na produkt.

0 AT AT + UFH + trombin —— [AT . UFH . trombin]

v prrebytku \ vyvdzany

trombin
nevyvdzany

chromogenni substrat — pNA
peptid pNA
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3.3.3.3. Odliseni nedostatku faktorii od pritomnosti inhibitori

Nedostatek faktorti miiZe byt zpiisoben vrozenym nebo ziskanym nedostatkem.
Pritomnost inhibitori (autoprotilatek) je jednim z pripadil ziskaného nedostatku.
K odliSeni, zda jde o pfitomnost inhibitorfi nebo nedostatku faktort 1ze vyuZit tfech
fedén{ vySetfované plazmy s normélni plazmou. Optimalizace testu se dosahne in-
kubaci plazem pfi 37 °C. U vzorku s nedostatkem faktoril se bude hodnota postup-
né se vzristajicim zastoupenim normalni plazmy, bliZit hodnoté normalni plazmy,
kdeZto v pfitomnosti inhibitoru se hodnota nebude vyraznéji ménit.

Stanoveni titru inhibitoru

Titr inhibitori se d4 ur¢it specidlnimi koagulacnimi testy jako jsou ,,Bethesda*
»Nijmegen nebo ,,0xford“ metody. V tomto testu je normalni plazma (nebo kon-
centrat plazmy) inkubovan s riznymi fedénimi vzorku nebo norméilni kontroly.
Inhibitory inaktivuji vySetfovany faktor v normalni plazmé (nebo koncentritu). Po
2 hodinové inkubaci pfi 37 °C se vypocte titr inhibitoru. Titr o hodnoté 1,0 je defi-
novén jako 50 % inhibice cilového faktoru v norméalni plazmé. Existuji 2 typy inhi-
bitort:
@ inhibitor I typu — vykazuje linearni inhibi¢ni kinetiku
@ inhibitor Il typu — nelinearn{ typ inhibicni kinetiky
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4. PATOFYZIOLOGIE HEMOSTAZY

Hemostdza predstavuje jeden z mechanismd, které udrZuji integritu vnitfniho pro-
stfedi. Za fyziologickych pomérii hemostaza zaji$tuje fluiditu krve v intaktnim cévnim
feCilti a v pripad€ poruchy kontinuity cévni st€ny vede krevnim srdZzenim k zastavé
krvaceni. Hemostaticka rovnovaha je vysledkem normalni funkce cévni stény, krev-
nich desti¢ek a plazmatickych ¢initelll zahrnujicich systém koagulaéni, fibrinolyticky
a jejich aktivatory a inhibitory. NaruSeni hemostatické rovnovéhy se miZe projevit jako:
W krvdcivy stav
M (romboticky nebo trombofilni stay

4.1. Krviacivé stavy

Krvécivé stavy jsou charakterizovany spontannimi krvécivymi projevy nebo kr-
vacenim, které je nedmérné staviim nebo podnétiim, jeZ je vyvolaly. Krvacivé stavy
vznikaji narulenim hemostatické rovnovahy v disledku poruchy nékterého z he-
mostatickych mechanismil. Mezi tyto mechanismy patfi:

@ funkce krevnich desticek
4 funkce cévni stény
€ plazmaticky koagulaéni systém
@ fibrinolyticky systém
Pripadné€ muze jit o naruSeni dvou, tfi nebo v3ech &tyf slozek.

4.1.1. Krvicivé stavy z cévnich priéin (purpury)

Normalni funkce cévni stény v hemostdze je vysledkem jednak neporulené
struktury cévni stény a jednak jeji metabolické aktivity, pii které se tvofi rada he-
mostaticky aktivnich latek. Povrch souvislé endotelidlni vystelky je za fyziologic-
kych podminek inertni ke krevnim hemostatickym cinitelim.

Selhani nékterych funkei cévni sloZky miize byt pricinou krvécivych projevi.
Zanétlivé a alergické zmé&ny drobnych cév byvaji pfiinou zvySené prostupnosti
cévni stény. Dochazi k pronikdni krve do okoln{ tkdné. VEtSinou se jednd o stavy,
které postihuji cely organismus, ¢asto s orgdnovou akcentaci. Na kdZi, ptipadné na
sliznicich jsou viditelné jasné& Cervené drobné krevni vyrony (petechie) s moZnou a-
lergickou reakci okolni kiize nebo plo¥nym podkoZnim krvacenim (ekochymoza).

Purpury

Jde o skupinu krvécivych stavi, u kterych je patogenetickym mechanismem po-
rucha interakce cévni st€ny a krevnich desti¢ek. Projevuji se nejéastdji koZnim ¢&i
slizni¢nim krvdcenim a jejich zavaZnost je ddna vyvolavajici pfi¢inou ¢i lokalizaci
krvaceni. RozliSujeme poruchy cévni st€ny:
B vrozené — vrozené purpury
B ziskané — ziskané purpury
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4.1.1.1. Vrozené purpury

RANDUAVA-OSLEROVA-WEBEROVA PURPURA

Hereditarni hemorhagicka teleangiektazie je autoso-
maln€ dominantni dédi¢né onemocnéni, které je cha-
rakterizovano ptitomnosti feleangiektdzii, tj. dyspldzii
pojivové sloZky stén drobnych cév. U postizenych se
nachazi cévni roz§ifeniny a vydut€ s vyznamnym
ztenenim cévni st€ny. Cévy v mist€ vydut€ nejsou
schopny vazokonstrikce a tim se zt€Zuje tvorba de-
stickové zatky. V zeslabenych mistech cévy snadno
praskaji a dochazi k obtiZné zastaviteInému krvaceni.
Krvdcivé projevy vyplyvaji ze sniZené odolnosti stény
cévni a jsou Cetngjsi se stoupajicim vékem. Patogene- :
ze 1ézi neni znama. Byla popsdna souvislost s haplo- ~ Cévy u Randuovy-Oslerovy
typem HLA A2Bw17. choroby
Onemocnéni postihuje viechny rasy a obvykle se vyskytuje na rtech, bukélni
sliznici, k0Zi kolem ust a nosu. MiiZe predstavovat pouze kosmeticky defekt. Léze
maji vzhled tmavé Cervenych az fialovych podélnych ¢i ovélnych skvrnek velikos-
ti 0,5-3 mm. Polovina nemocnych mé znamky krviceni do gastrointestinalniho
traktu a Sestina ma mikroskopickou hematurii. Asi u 15 % nemocnych se tvoii plic-
ni arteriovenézni spojky, které vedou k hypoxémii, pravolevému zkratu a €asto
k embolizacim do mozku. Nemocni s plicni lokalizaci teleangiektdzii maji sekun-
dérni polyglobulii a pali¢kovité prsty. Jaterni lokalizace onemocnéni vede k mést-
navé srde¢ni dekompenzaci a fibroze jater.
Priibéh onemocnéni: Po puberté se objevuji drobné, jasné ervené uzli¢ky na rtech,
bradg, Cele, tvatich, nose, na nosni sliznici a sliznici dutiny Gstni, na bfiSkéch prstd
i jinde na t&le. Byvaji velikosti §pendlikové hlavi¢ky (nékdy vice, jindy méné vy-
znacené. Uzliky jsou vlastné malé vyduté drobnych cév (tepének, Zilek a vldsec-
nic) vyvolané zmé&nami cévni stény.

Laboratorni nalez: VySetfeni hemostdzy — normalni nélez.

Lécba: Lécba je prevazné podpiirna, kauzalni 1é¢ba chybi. Prognéza je ur€ena lo-
kalizaci 1éze, Cetnosti krvacenf{ a je vé€tSinou dobrd. Opakovana krvéceni mohou vést
k sideropenické anémii.

EHLERSUV-DANLOSUV SYNDROM

Ehlersiiv-Danlosuy syndrom je vzacna vrozend prficina krvéaceni cévniho plivodu,
provazend zménami kuZe a jizvenim. Pfi¢inou krvdcent je abnormdlni struktura ko-
lagenu stény cévni a onemocnéni je provazeno i destickovymi a koagulacnimi ab-
normalitami.
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4.1.1.2. Ziskané purpury

HENOCHOVA-SCHONLEINOVA PURPURA
(Anafylaktoidni purpura, peliosis revmatica)

Henochova-Schionleinova purpura je imunokomplexové onemocnéni se zvySenou
permeabilitou kapildr a orgdnovymi projevy. Vyskytuje se nejastéji v détském ve-
ku a v dospivani. Vyskyt v dospélosti v3ak neni vyjimkou.

PostiZeni stény cévni vznikd na podkladé vaskulitidy drobnych cév a kapilar.
Antigenni podnéty vyvoldvajici vaskulitidu jsou nej¢astéji infekéni (f hemolyticky
streptokok, viry). Onemocnéni mivd vyznamny nefrologicky nélez s postizenim
glomeruldrnich cév.

Onemocnéni za¢ind zpravidla -3 tydny po prodé€lané infekci hlavné hornich
dychacich cest, ale miZe byt i projevem alergie na léky ¢i potraviny. Onemocnéni
se projevuje témito piiznaky:

m tvorbou petechii na konéetindch (na extenzorové strané dolni koncetiny a femu-
rové strané horni koncetiny)

® kolikovymi bolestmi biicha, n€kdy krvacenim do GIT

H bolestmi a otoky kloubti

m kompletnim mofovym syndromem s hematurif, proteinurif a valci

Laboratorni nélez: Test fragility kapilar je pozitivni

Lécba: Je kauzalni — odstranéni infekce, Iéku ¢i alergenu

SKORBUT

Skorbut je ziskana purpura vyvoland zvySenou lomivosti kapilar pfi dlouhodobém
nedostatku ¢i chybéni vitaminu C v potravé. Vitamin C je kofaktor hydroxylace pro-
linu a lysinu s vlivem zhruba na jednu ¢tvrtinu aminokyselin ve struktuie kolagenu.

Onemocnéni vede ke koZnimu a slizni¢nimu krvéaceni z ddsni. Defekt kolagenu
vede k zastaveni riistu vlasti. Onemocnéni se miize vyskytnout u osob se zvia§tnimi
dietnimi pravidly, u starych a zanedbanych osob, alkoholikil, u osob v malnutrici
a lidi vystavenych extremnim podminkam bez pfisunu vitaminu C.

Laboratorni ndlez: Test fragility kapildr je pozitivni
Lécba: Podani vitaminu C ma zpravidla okamzity efekt, nutnd je vétSinou i nutri¢-
ni podpora.

STEROIDNI PURPURA

Kortikosteroidy maji vliv na syntézu kolagenu, tim Ze inhibuji tvorbu mRNA (mes-
senger RNA). Zmény kolagenu se projevuji i zvySenou krvécivou tendenci zejmé-
na pii postiZeni kolagenu st€ny cévni a mliZeme je vidét u Cushingova syndromu ¢i
po terapii kortikoidy.
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Purpura simplex a purpura senilis patfi mezi krvacivé stavy z cévnich pficin,
jsou klinicky nezdvaZné a vyskytuji se pfedev8im na koncetinach u starych osob ne-
bo jako nésledek nadmérného slunéni ¢i po terapii kortikoidy.

4.1.2. Krvicivé stavy z poruchy krevnich desticek

Uloha krevnich desticek v hemostaze je mnohostrannd. Jsou nezbytné pro not-
malni funkci cévni stény, uplatiiuji se v procesu plazmatické koagulace a maji kli-
Covou ulohu v primarni hemostdze. Funkce trombocytl je podminéna nékterymi
strukturdln€ funkénimi zvlaStnostmi.

Nemoci krevnich desti¢ek mohou byt vyvoldny zménou poctu nebo funkce krevnich
desti¢ek:
Q sniZeni pottu — trombocytopenie
U zvySeni poltu ~ trombocytéza, trombocytemie
QO funk¢ni nedostatenost — trombocytopatie

Jednotlivé stavy nelze presné oddé€lit, miZe dochazet k souc¢asnym zmé&nam jak
poctu, tak i funkce krevnich desticek.

V obou piipadech je tvorba priméarni hemostatické zatky narusena a koagula¢ni
odpovéd je nedostate€na.

U trombocytopenii a trombocytopatii se vyskytuji krvdcivé projevy. Krvaceni mize

byt z riiznych orgéni:

® I nosu — epistaxis

o ze Zaludku — hematemesis (zvraceni krve)

® ze stfev — z horni &dsti GIT: melena (stolice Serné zbarvend natrdvenou krvi)
—z dolni ¢dsti GIT: enteroragie (pritomnost nenatrdvené krve ve stolici)

® z délohy — metroragie

e zdasni

® koini — petechie, ekchymozy, sufuze

4.1.2.1. Trombocvytopenie

O trombocytopenii mluvime tehdy, je-1i sniZen pocet trombocytd v uréitém objemu

krve vétSinou pod hodnotu 100 . 10%/1. RozliSuji se trombocytopenie:

® Vrozené (primdrni) — pokles krevnich destiCek mliZe byt samostatnou primarni
chorobou z nejriiznéjsich piicin.

e Ziskané (sekunddrni) ~ vyskytuji se jako druhotny projev riiznych patologic-
kych stavt.

Primarni trombocytopenie mohou vznikat ze ti'i hlavnich pficin:
e 7 prfedéasného zdniku trombocytii —periferni (tvorba desticek ve dieni je
normdlni)
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& vyfetieni kostni diené: pocet megakaryocytit normdlni nebo zvyseny
@ preZivani destiek v obvodové krvi se zkracuje z téchto pricin:

— zvySena spotieba desticek (koagulace)

— rychlejsi odbourdvdni desticek (obvodovd krev, tkdné)

® 7 nedostateCné produkce trom- -
bocytit — centréalni (sniZeni T Wruzsis
wvorby megakaryocytii v kostni | 1 profiss Zishand
dreni a ndsledné sniZeni desticek f]'U]]]UUEle}JH]HH .
v cirkulaci) p— imvmiimd )
& vySetieni kostni drené: pocet destrokes | ppimuniin]

megakaryocytit sniZemny
® ze zadriovdni (sekvestrace) desticek
& vysené hromadéni destiCek ve sleziné (zvétSend slezina)

PREZIVANI KREVNICH DESTICEK
(Cernd — norméln{ stav). dervend (t€7k4 trombocytopenie)

radioaktivita (log %)

By
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Podle poétu desticek v obvodové krvi rozliSujeme trombocytopenii:

e lehkou: 90-130 . 1091
® stiedné téZkou: 50-90 . 109/1
® (tétkou: < 50. 1091

Za normdlnich okolnosti krevni desti€¢ky kromé ti¢asti v koagulaénim procesu
zajistuji 1 nepropustnost cévni st€ny pro erytrocyty. Proto nej¢astéjsim spoleénym
pfiznakem sniZeného poctu krevnich desti¢ek byva spontanni krviceni do kiiZe a ze
sliznic (ekchymosy). Krvaceni mliZe nastat i po drobnych drazech.
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Pii krvaceni do kiiZze se mohou vytvéret drobné teckovité krevni vylevy — pete-
chie. Tvorba petechii je typickd pro krvdcivé projevy pFi poruse primdrni he-
mostdzy. Nachazime je zejména v mistech v&t$iho hydrostatického tlaku (dolni kon-
Cetiny a pod.).

U Ne kazdé sniZeni krevnich desticek vede ke krvdceni. I velmi vyrazné trombocytope-
nie (méné nez 20 . 109/1) mohou byt bez krvdcivych projevii. Rozdily jsou velmi in-
dividudlni, zrejmé se na nich podili jak funkcni stav desticek, tak i stav cévni sloZky.

4.1.2.1.1. TROMBOCYTOPENIE Z NEDOSTATECNE PRODUKCE TROMBOCYTU

VROZENE

Mohou byt dédény jako autosomalné dominantni, nebo recesivni onemocnéni ¢asto
sdruZené s dalS$imi anomaliemi. Mnohdy byvaji sou¢4sti syndromu s jinymi projevy
(Fanconiho anémie, Mayova-Hegglinova a Aldrichova-Wiskottova anomalie).

TROMBOCYTOPENIE
pfi anomdlii May-Hegglinové

Anomdlie Mayova-Heglinova je vrozena autosomal- %
né dominantni porucha, u které jsou ovlivnény neu-
trofily a krevni desticky. Ackoliv jsou neutrofily mor-
fologicky abnormalni jejich funkce je normalni (May,
1909; Hegglin, 1945). l‘
® PFidina: porucha vyzrdvdni megakaryocytii
(hlavné porucha jejich fragmentace). SniZeny po-
Cet desticek je na iikor jejich velikosti.
e Laboratorni nilez
Q Xo:
e piitomnost obrovskych trombocytit (6-15 pm), vétsich neZ erytrocyty
e Dohleho téliska v granulocytech
Q  PreZivdni desticek: normalni

TROMBOCYTOPENIE
pit syndromu Wiskotové-Aldrichové

Syndrom byl roku 1937 popsdn Wiskottem, pozdéji 'm
Aldrichem (Wiskott, 1937; Aldrich a spol., 1954).

Syndrom Wiskottuv-Aldrichitv je vrozenou autoimu-
nitni poruchou. Imunitni defekt ovliviiuje hlavné bu-
né¢nou imunitu, spiSe neZ imunitu humorélni.
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® Prifina: megakaryocyty produkuji mdlo desticek a desticky jsou malé.

o Kilinicky obraz: Trombocytopenie pomé&mé t€Zkého stupné, postihuje hiavné chlap-
ce. Postizené déti trpi chronickym ekzémem a sniZenou odolnosti vii¢i infekcim (or-
ganismus u tohoto syndromu produkuje protein, ktery tyto odezvy vyvolava).

ZISKANE

Mohou vznikat z rliznych pfiéin — infekce, chemikalie, 1éky, pfipadné v dasledku ji-

ného zékladniho onemocnéni.

A Trombocytopenie z chemickych a fyzikalnich pFic¢in. Nékteré 1atky (chlorot-
hiazid, estrogeny, interferon, alkohol, cytostatika) mohou pozvolna toxicky pu-
sobit na megakaryocyty a vyvolat tak trombocytopenii. Nékteré 1éky puisobi to-
xicky jen na trombopoézu, jiné obecné€ na hematopoézu.

O Trombocytopenie prFi virovych infektech. Viry maji pfimy supresorovy efekt
na megakaryocytopoézu. Megakaryocyty mohou byt sidlem replikace virl, coZ
muZe vést k poruSe jejich vyzravani a nésledné k trombocytopenii. Po$kozeni
megakaryocytll a trombocytl zfejmé zplsobuji endotoxiny, pfipadné splodiny
metabolismu bakterii, pfipadné prvoki. Krvacivé projevy se dostavi jen pfi t&z-
kém stupni trombocytopenie

U Jiné pric¢iny vedouci k potlaceni megakaryocytopoézy:
® roxické poSkozeni (toxické ldtky, jedy) — napr. nékteré tézké kovy (Bi, Hg)
® zmnoZeni patologickych bunécnych kmenii (leukemie, metastdzy)
® nedostatek kyseliny listové a vitaminu B, — vyvold i poruchu DNA v dozrd-

vdani megakaryocytit (megaloblastové anémie)

4.1.2.1.2. TROMBOCYTOPENIE ZE ZVYSENE DESTRUKCE TROMBOCYTU

Trombocytopenie imunitni povahy

Mohou byt vyvelany:
Q autoprotilathami
Q aloprotildtkami

PREDCASNY ZANIK KREVNI DESTICKY VYVOLANY PROTILATKOU

| 3
&

=+ ®
B O@‘ﬁ@(}é%

{4
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AUTOIMUNITNI PROTILATKY (AUTOPROTILATKY)

U téchto stavil dochazi ke zvySenému rozpadu krevnich desticek v diisledku po-
Skozeni membrdny autoprotildtkami, ¢i imunitnimi komplexy. Autoprotilitky mo-
hou byt zaméieny proti desti¢kam, nebo cévni st€né (cévni st€na je destiCkam anti-
genné€ piibuznd). Pfi¢ina miZe byt bud zndma nebo nezndma (Kelion, 1995):

a) Znama4 pricina tvorby protildtek

0 Trombocytopenie vznik4 ze zndmé pticiny: 1éky, t€hotenstvi, autoimunitni cho-
roby, AIDS, TKD. Stav oznaCujeme jako sekunddrni autoimunitni trombocyto-
penickou purpuru

b) Neznima pri¢ina tvorby protilatek

0 U tohoto onemocnéni dochazi ke zvySenému rozpadu trombocytd z nezndmé pii-
¢iny za spolutasti protilatek - idiopatickd trombocytopenickd purpura (ITP).

IDIOPATICKA TROMBOCYTOPENICKA PURPURA - ITP

Synonyma: Autoimunitni trombocytopenickd purpura, autoimunitni trombocytope-
nie, primarni imunitni trombocytopenické purpura (George, 1996a).

Chorobu popsal Werlhof (Werlhof, 1734) a nazval ji ,, MORBUS MACULOSUS
HAEMORHAGICUS ", pozdéji oznacovdna jako ,, MORBUS MACULOSUS WERL-
HOFI“. Na nedostatek krevnich desticek u této nemoci upozornil ji7 Krauss. Dnes
pouZivany ndzev pochdzi od Franka z r. 1915 (Frank, 1915).

® Definice: ITP je izolovand trombocytopenie zpiisobend protildtkami navdzany-
mi na membrdné desticek.

e Prifina: nemocny z nezndmych divodi vytvari autoprotildtku proti viastnim
trombocytiim. Protilatka, kterd patfi do podskupiny 1gG; se vdZe na normélni
i pacientovy desticky, hlavné na jejich membranové glykoproteiny. PoSkozené
desti¢ky s navazanou protilatkou jsou sekvestrovény slezinou a ndsledné fago-
cytovany v MFS (George, 1996b).

e Diagnostika ITP
se zaklada na vylu€ovani jinych pficin, protoZe Zadny
z dnes zndmych testll neni dostatecné citlivy.

RozliSujeme dvé formy ITP, které se 1i8i etiopatogenezi
a klinickym prabéhem:

€ akutni

4 chronicka

Akutni forma ITP

Vznik4 ndhle vétSinou navazuje na probéhlou virovou
infekci a ma prudky prabé&h s vyraznymi projevy krvice- e
ni. Onemocnéni trvd nékolik dnit aZ mé&sicti. N&kdy kon- Petechie u ITP
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¢ vylééenim (spontdnni remise), nebo se miZe opakovat. U ¢4sti nemocnych pie-
chazi do chronické podoby (Lichtin, 1996). Dochéazi vétfinou i k pfimému postize-
ni cévni stény. Nachazi se petechie, purpura, sufuze, krviceni ze sliznic, nenf sple-
nomegélie.
Jedna se o chorobu
z pritomnosti cirkulu-
Jicich imunokomple-
xd. Antigenem byva
vét§inou virus, ktery
vyvolal infekcl.
Imunokomplexy jsou
vyvazovdny na recepto-
ry krevnich desticek
a tyto agregdty jsou vy-
chytdvdny v MFS. Akutnf ITP - vzn'ik"imunok,or}lp’lexﬁ S kr}evm’mi destickami
a jejich vyvazani makrofagy

‘ makrofag

o Wiskyt: zejména u déti mezi 2—6 rokem, 10 pFipadii/100 000 déti rocné. U do-
spélych se vyskytuje vzdcné (Lichtin, 1996).

Chronickd forma

ITP dest:g*:a X
Krvéaceni byvad mé- N y

n¢ rozsahlé a vétSinou X et

neohroZuje Zivot. PTici-
nou byvaji autoproti-
ldtky proti antigenium
krevnich desticek, kte-
ré jsou pak vychytavé-
ny v MFS.

o

protilatka

makrofag

Chronicka ITP - vychytavani protilatek vyvizanych
na krevni desticky v MFS

o Vyskyt: u dospélych ve véku 20-50 let, Castéji se i
vyskytuje u Zen

e Laboratorni nilez:

O KO: Normilni morfologie &ervené krvinky, y_
normdlni zastoupeni a morfologie bilé krvinky, | k ) .
vyraznd trombocytopenie s vétsimi destickami |
se spontdnnimi krvdcivymi projevy pri pokle- /

su poCtu pod 20 . 10°/1.
U Doba krvdceni: prodlouZena (aZz na hodnoty Chronick4 ITP —
kolem 20 minut, nékdy i delS{) velké desticky
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O Pieivdni desticek: poloCas mé-

=

né neZ polovina normdini doby, z’_‘{{Urémfe i
¢asto jen nékolik hodin
Q Kostni dferi: posun doleva v me- ey I‘\rnn Willebrandova

gakaryocytarni fadé (zvy¥eny [ SR,
pocet megakaryoblastl a prome- &
gakaryocytll na tkor vyzralych &
forem) E

e Lécba: Potladent tvorby profildtek Normalnldestieky

imunosupresivy (kortikoidy). Sou-
¢asti 1&¢by zavainé trobocytopenie
je 1 potlaCeni krvacivych projevil
poddvanim trombocytarnich napla-
vil, nebo 1€kl potlacujicich krvaceni

(napf. etamsylét). Chronickd ITP -
zkricené preZivani desticek

ALOIMUNITNI PROTILATKY (ALOPROTILATKY)

Aloimunitni trombocytopenie vznikaji podobné jako aloimunitni hemolytické ané-
mie v disledku inkompatibility (nesouhlasnosti) desti¢kovych antigeni:

e u pifjemce a darce

e u matky a plodu (novorozeneckd trombocytopenicka purpura)

Trombocytopenie neimunitni povahy

Trombocytopenie pri chronickém onemocnéni jater

Objevuje se zejména u cirhdzy jater. U tohoto onemocnéni dochazi ke zmnoze-
nf vaziva v jatrech — ,,tvrdnuti jater. Pfi téchto stavech je ztiZzen pritok krve jaery.
Krev se hromadi ve slezing, kde dochazi k odbourdvani trombocytt.

4.1.2.1.3. TROMBOCYTOPENIE ZE ZVYSENE KONZUMPCE TROMBOCYTU

TROMBOTICKA TROMBOCYTOPENICKA PURPURA
TTP — syndrom Moschocowitziv (Mikroangiopahita trombotica)

Prvni popis tohoto onemocnéni od Eli Moschcowitze pochdzi z r. 1924. Autor myl-
né povaioval zrnity materidl v cévdch za erytrocytdrni drt (Moschcowitz, 1924).
Pozdéji se zjistilo, Ze jde o ndlez destickovych trombii.

O Tromboticka trombocytopenickd purpura je zévainé onemocnéni s postiZenim
¢etnych orgdni, které nelécené vede ke smuti.
O Pii TTP jde o generalizované postiZeni cirkulace krve.
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e Pri¢ina: na tomto onemocnéni se patogeneticky podili deficit metaloproteinazy,
ktera $tépi multimery vWF (ADAMTS 13), ktery mizZe byt bud vrozeny nebo
ziskany. Do krevniho ob&hu jsou uvoliioviny z Weibel-Paladeho t€lisek cévnich
endotélil nadmérné aktivni multimery (vysoce polymerizované agregdty) von
Willebrandova faktoru (Ruggeri a spol., 1983). Tyto multimery jsou pravdépo-
dobné 3t€peny na rizné fragmenty, z nichZ fragment o MW 176 kDa je
aktivatorem destickového povrchového integrinu GP ITb/11Ia. Vznikajici desti¢-
kové agregity jsou disledkem této aktivace. K tvorb€ trombu dochazi po na-
startovani banalnimi virovymi ataky.

o Vyskyt: postihuje spi¥e mladsi vékové kategorie

e Klinicky obraz:
O Horecka
U Mikroangiopatickd hemolytickd anémie
U Trombocytopenicka purpura
O Proménliva neurologickd symptomatologie
U Renélni selhéni

e Klinick4 interpretace: TTP miZe vzniknout ve spojitosti s vir6zou nebo obec-
né s infekénim onemocnénim, malignitou, chirurgickymi vykony, t€hotenstvim,
nékterymi léky a s ockovéanim.

e Lécba: Drive to bylo smrtelné onemocnéni. LéCba musi byt okamZita a jejim za-
kladnim predpokladem je provedeni vysokoobjemové plazmaferézy a podani
Cerstv€ mrazené plazmy. U poruchy vyvolané inhibitory se pokldda za vhodné
podavani kortikoida.

Q Oproti TTP byvd DIK nastartovdn vdZnou poruchou narusujict fluidokoagulac-
ni rovnovdhu. Jde zejména o nemoci vedouci k destrukci tkdni — napr: rozpada-
Jjici se tumory, septicky stav a jiné).

HEMOLYTICKO-UREMICKY SYNDROM
HUS - syndrom Gasserliv

o Wyskyt: Na rozdil od TTP se nachazi nejcastéji u déti do 1 roku. MuiZe se vy-
skytovat i v dospélosti, u Zen v t€hotenstvi (Gasser a spol., 1955).

e Pricina: pravdépodobné vlivem cirkulujicich imunitnich komplexii a aktivova-
ného komplementu dochdzi u téchto stavii k poskozent kapildr (mikroangio-
patie) a ddle k poSkozeni regulacnich mechanismii primdrni hemostdzy a koa-
gulace.

V ledvinich se tvori agregaty krevnich desticek, které po¥kozuji ledviny, na-
sledn& dochazi k jejich selhani. V mikrocirkulaci dochazi k aktivaci krevniho
srdZeni, vytvéii se tromby a prohlubuji se zmény vnitiniho povrchu cév. Na tak-
to zmé&n&ném endotelidlnim povrchu doch4zi k hemolyze erytrocytll. Z naruse-
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nych erytrocytil jsou vyplavoviny koagula¢né aktivni latky, které dale rozvijeji
poruchu krevniho srdZeni.
Dal3i moZnou vyvolavajici pfi¢inou mizZe byt i nedostate¢nd produkce prosta-
cyklinu v cévni sténé.

® Klinicky obraz: selhani ledvin, trombocytopenie a hemolyticka anémie

e Laboratorni nilez
Q KO: zvySeny nalez schistocytl

e Lécba: Prostd infize plasmy (pravdépodobné dochézi ke stimulaci tvorby pro-
stacyklinu v cévni sténé).

e Trombocytopenie pri DIK: Dochdzi k aktivaci nitrocévniho srdZeni krve.
Krevni desticky se shlukuji — vznikaji mikrotromby. V kostni dfeni nestaci tvor-
ba desti¢ek kompenzovat jejich zvy3enou spotiebu.

4.1.2.1.4. TROMBOCYTOPENIE ZE ZTRAT TROMBOCYTU

Trombocytopenie po masivni transfiizi nebo vyméné krve

Pii rychlé ndhrad€ krve, u které b&hem 24 hodin dodame mnoZstvi krve odpovi-
dajici objemu krve nemocného, miZe dojit k trombocytopenii, protoZe v pievedené
skladované krvi neni dostateény pocet trombocyta.

Q Md-li kostni dFeri dostate¢nou kapacitu dochdzi spise k trombocytoze.

Trombocytopenie pfi mimotélnim ob&hu

U mimotélniho ob&hu krve (napt. pfi operacich srdce, cytoferézach, plasmaferé-
zéach) dochézi v mimot&lnim ob&hu ke sniZeni teploty krve aZ na hodnoty kolem
25 °C. Pod tuto teplotu mohou krevni desti¢ky spontanné adherovat nebo agregovat.

Trombocytopenie pri splenomegalii

Je-1i pfitomna splenomegalie (zvé&tSend slezina) dochézi zpravidla ke zvySenému
skladovani destiCek ve slezin€ (v n€kterych ptipadech miZe byt ve slezin€ uloZeno
az 90 % vSech desticek). V obvodové krvi vznikd trombocytopenie.

HEPARINEM INDUKOVANA TROMBOCYTOPENIE (HIT)
Nejde o onemocnéni, ale o stav vyvolany v pribéhu Iécby heparinem
o Vyskyt: u 0,5-5 % vsech pacientii léCenych nefrakcionovanym heparinem

(Warkentin a spol., 1995). Dnes se pouZivd vétsinou nizkomolekuldrni heparin
(LMWH), u kterého k této poruse prakticky nedochdzi.

RozliSujeme 2 typy HIT:
W HIT I: (asiu 10 %) prostd interakce heparinu s trombocyty — lehky aglutinac-

ni efekt. Jde o benigni, klinicky nevyznamnou trombocytopenii, kterd se objevi
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b&hem prvnich dnii 1é€by. Pocet desticek

v&t¥inou neklesa pod 100 . 10%1. HIT typ Krevni
I mitZe podle n&kterych autortl prejit plynu- deticin
le v typ II (Greinacher, 1995). e

Priéina: trombocytopenie vznika jako nd- komplex

sledek neimunitnich reakci. K poklesu
trombocytlt dochdzi pravd&podobné pfi-
mym pilsobenim heparinu na agregaci
krevnich destiek. Heparin se nespecificky
navéaze na trombocyty v z4vislosti na mole-
kulové hmotnosti heparinu a stupni sulfata-

¥
ce. Proagregatnim efektem heparinu jsou g:;‘i'éi"ké“f Aktivace desticek
z o-granuli destiCek uvoliiovany proteiny [RUENCIEENEILY
schopné vézat heparin (zejména PF4), kte- o,
ey s . . Uvolnovaci
ré se vazZi na heparin navazany na trombo- ! reakce
cytech. Trombocytopenie J'
Agregace
HIT II (HITT - HIT s trombdzou): (asi desticek
u 0,5-5 %). Jde o vzacnou, ale zdvaZnou J'
komplikaci heparinové terapie, kterd pfimo TromBesa

ohroZuje Zivot nemocného.
Kolem 7.-15. dne 1é¢by pre-
dev§im nefrakcionovanym
heparinem dochézi k vyrazné Primy
trobocytopenii pod hodnoty
100.10%1, ptipadng i mén&.
Pii¢ina: trombocytopenie je
vyvoldna produkci autoproti-

ldtek rypu IgM, 1gG, a IgA, )\
které jsou cilené zamérené |wmmmn
k vyvdzdni PF4. Trombo-
genni mechanismy téchto
autoprotildtek nejsou plné
objasnény. V piftomnosti he- Mechanismy vedouci k poSkozeni endotelu u HIT
parinu se protilatky (Ab) vazi

do komplexu [Heparin . PF4 . Ab] — vznikaji imunitni komplexy, které vyvold-
vaji aktivaci a agregaci krevnich desticek. Komplexy PF ;s heparinem pred-
stavujici hlavni antigen. Tyto velké komplexy mohou vdzat nékolik protild-
tek a vznikaji tak imunitni komplexy, které aktivuji desticky cestou jejich
receptorit pro Fc fragment imunoglobulinu. Stejné komplexy se vytvafeji na
endotelidlnich buiikdch, coZ ma za nésledek jejich po3kozeni — aktivace endo-
telu.

teR HiTab
TR Nepfimy
i kontakt
;4 "3

Endotellain] bubka
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Predpoklada se, Ze u postizenych se jednd o genetickou odchylku destickového
faktoru (PF4), pri které dochdzi k zdmeéné aminokyseliny v pozici 131. Béiné
je v proteinovém retézci faktoru na tomto misté Arg, kdeZto u faktoru s gene-
tickou odchylkou His. Tato zaména vyrazné zvySuje riziko HIT. Homozygot ma
oba Arg zaménéné za His, takZe incidence HIT je u né&j velmi vysoka.

Pri interakei hraje podstatnou ulohu nejen vazba na PF4, ale i na chemokiny
uvolnéné spolecné s PF4 (napt. interleukin 8 nebo neutrofily aktivujici peptid 2).
Uplatiiuje se tloha imunitniho systému.

PF4 miZe tvofit mono az tetramer. Tetramer PF4 je , idedlni* pro tvorbu imu-
nitnich komplexit. Nekolik tetramerii PF4 vdZe 1 molekulu glykosaminoglykanu
— GAG (Zdst Fetézce heparinu).

Vyvolani imunitni reakce ovliviiuje:

o délka GAG fetézcl

e doba expozice pacienta.

o PF4 miZe byt nahrazen i jinym proteinem vézajicim heparin.

Laboratorni hodnoty:

O HIT I trombocyty < 150 a > neZ 100.10 /1. Po vysazeni heparinu se velmi
rychle pocet desticek upravi na normalni hodnoty. Tento stav nevyZaduje na-
slednou 1é¢bu a nemocni nemaji vyznamné&jsi klinické nasledky.

Q HIT II: trombocyty < nez 100, nékdy méné neZ 60.10 9/1.

Lécba HIT II: Uplné vysazeni heparinu (nebezpedné mohou byt i preparéty

LMWH). Misto heparinu se jako antikoagulancia poddvaji hirudin nebo dana-

paroid. V akutni fazi onemocnéni neni vhodné podévat prepardty kumarinového

typu.

Soudi se na zkiiZenou reakci s heparansulfdtem nebo glykosaminoglykanem
a poSkozeni endotelidlnich bunék je pravdépodobnym vysvétlenim neobvykié lo-
kalizace trombotickych komplikaci. Neni jasné pro¢ dochdzi k trombozdm ve vel-
kych a stredné velkych arteriich spise neZ v arterioldch.

Zvldsté nemocni s trombotickymi komplikacemi dostdvajici heparin maji ,, hype-
ragregabilni* trombocyty, které snadno vytvdreji ,,shluky* in vitro.

4.1.2.2. Trombocytopatie

U trombocytopatii je pocet desticek vétSinou normélni (piipadné lehce sniZzeny

nebo i zvySeny), ale je u nich naruSena ultrastruktura desti¢ek nebo je zménéna je-
jich funkce ¢i metabolismus.

Funkéni poruchy desticek mohou byt:
Q vrozené
U ziskané
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4.1.2.2.1. VROZENE TROMBOCYTOPATIE

Vrozené trombocytopatie jsou velmi vzacné. VEtSinou se projevuji krvacivymi
syndromy: kozZni a slizni¢ni krvéceni, krvdcen{ po malych poranénich. Vrozené
trombocytopatie byvaji spojovany s poruchou:

1. membrany krevni desticky (hlavné membrinovych glykoprotein®).
B tromboastenie Glanzmannova-Naegeliho
B syndrom Bernard-Soulieriv

2. skladovacich granuli
€ porucha skladovaciho poolu (storage pool deficiency). Denzni granula ob-
sahujici serotonin a ADP bud chybi zcela nebo se vyskytuji jen sporadicky.
Chybi sekunddrni vina agregace po ADP.
@ syndrém Sedych desticek (gray platelet syndrome). Byl poprvé popsan v ro-
ce 1971, Klinicky mlZe byt pfitomno krvéceni.

® Piicina: a-granula desticek bud' chybi zce- |
la nebo se vyskytuji jen sporadicky. MiZe
jit i o kombinovanou poruchu. Desti¢ky [
maji méné neZ 15 % normdlniho obsahu -
granuli, ziskavaji tim Sedavé zabarveni.
Proto se tento syndrom nékdy oznaluje jako
syndrom ,Sedych desticek*. Dochizi ke
zkraceni doby prezivani desti¢ek, destiCky
maji narusenou strukturu a chybi GP Ia a Ib.
V nat€ru se nachdzi velké, Spatné obarvitel- g
né desti¢ky a je pfitomna trombocytopenie. [
Ve dieni nachdzime Sedé megakaryocyty
s vyraznou vakuolizaci (tvar $vycarského |
syru) a byva fibréza. Do této skupiny patii:
U Hefmanského-Pudlakiv syndrom
U syndrom Sedych desti¢ek

3. enzymovych aktivit
e chyb&ni nebo funk&ni nedostatenost
cyklooxygendzy
® chybéni nebo funkéni nedostate€nost
tromboxansyntetdzy

3 bl
« U8 b g8

Velké desticky bez granuli
a s vakuolizaci

4. mobilizace nitrobunécného vapniku. Porucha cesty, kterou se stinuduje uvol-
néni nitrobunécného vdpniku, pripadné cest, které reagujf na jeho zvySenou hla-
dinu uvnitf buiiky (poruchy aktivace a stimulace kontraktilniho aparatu)

5. snizeni nebo chybéni odpovédi na TXA,. Jde o poruchy receptoru pro TXA,,
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neprobihd jeho navazani na desti¢ky a nedochdzi k nasledné stimulaci dalSich
desti¢ek — neprobihd agregacni impuls zprosttedkovany TXA,.

6. uvolniovaci reakce. Desti¢ky obsahuji viechny typy granuli s dostatenou vy-
bavou jednotlivych sloZzek v nich zastoupenych. Neprobihd stimulace, kterd
sméruje k uvolnéni obsahu granuli (poruchy receptort, nebo stimulaénich me-
chanisma).

1. Poruchy membrany
GLANZMANNOVA-NAEGELIHO TROMBOASTENIE

Porucha byla popsdna r. 1918 Glanzmannem (Glanzmann, 1918).
Jde o pomérné fidce se vyskytujici autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni.
Dochézi pfi ném k poruse tvorby destickové zatky.

® Pricina: Defekt komplexu membrdnovych glykoproteinii IIb/Il1a, ktery vede Kk na-
ruleni agregace desti¢ek po ADP, kolagenu, arachidonové kyselin€ a trombinu.

RozliSujeme 3 typy poruch:
W Typ I —iipiné chybéni komplexu GP IIb/llla. V o-granulich desti¢ek je vel-
mi nizka koncentrace fibrinogenu. Je poruSena agregace i retrakce
B Typ Il - snieny pocet téchto glykoproteinii (10-20 %). Hladina fibrinogenu
v desti¢kach je jen lehce sniZena, retrakce koagula je jen mirné narudena.
m Typ III - fyziologické mnoZstvi GP, ale porusena je jeho funkce.

e Laboratorni ndlez:
Q KO: MPV normadlni
0 Doba krvdceni: prodlouZena
U Retrakce krevniho a plasmatického koagula: snizena
U Adhezivita desticek: narusena
U Agregace desticek: po stimulaci ADP odpovéd chybi

BERNARDUV-SOULIERUV SYNDROM

Bernard a Soulier v r. 1948 popsali vrozeny autosomdiné recesivni krvdcivy stav
charakterizovany prodlouienou dobou krvdcivosti, stiedné téZkou trombocytopenii
a pritomnosti neobvykle velkych trombocytii s porusenou funkci (Bernard a Soulier,
1948).

Kracivé projevy se vyskytuji zejména v détstvi a zahrnujf piedevsim slizni¢ni
a koZni krviceni. U tohoto syndromu jde o poruchu tvorby primarni hemostatické
zatky — neprobihd adheze krevnich desticek.

® Priina: defekt glykoproteinového komplexu [Gplb-V-1X] spojeny s mutaci v ge-
nu slozky Gplb, ktera je patologicky zmén€na. Komplex je receptorem pro vWF
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a je sloZen ze 4 podjednotek GP (GP Iba, GP IbB, GP IXa, GP V). Tento kom-

stavba genu pro GPIb, které vede ke sniZeni jeho mnoZstvi. Déle se nachézi

i morfologické abnormality krevnich desticek (Lopéy, 1994).

Adheze, kterd je vysledkem interakce komplexu [Gp Ib-V-IX] a von Willebrando-

va faktoru neprobihd. Defekt tohoto komplexu je rovnéZ pfi¢inou neschopnosti

destiéek agregovat v piitomnosti ristocetinu. Agregace po stimulaci ostatnimi

stimula¢nimi latkami probiha norméalné (Modderman a spol., 1992).

e Laboratorni nilez:

QO KO: Pocet destiCek — vétdinou sniZen,

MPYV - velké abnormalni desti¢ky (ma-

krotrombocytédza)
O Krevni ndtér: nachdzi se dystrofické de- o,
sticky s velkymi vakuolami, které jsou : o

napadné svou velikosti (primér az

20 wm) a nahromadénim granuli ve

stiedu trombocytu (vznika dojem jadra

— desticky pfipominajf lymfocyty). Aty-

pické desticky obsahuji 2—4nasobné mnoZstvi proteint a jsou v celkovém

poctu trombocytd zastoupeny 3040 % (Roth, 1991).

Doba krvdceni: prodlouZena

Adhezivita desticek: naru¥ena

PreZivdni desticek: zkracené

Agregace trombocytit:

B ADP — normalni kfivka

m Epinefrin — normélni kiivka

B Ristocetin — agregacni kiivka chybi nebo je patologickd. Agregace s ris-
tocetinem je totiZz zdvisla na interakci komplexu [GP 1b.V.IX] s vWF
(Ruggeri a spol., 1983).

U0o0o0o

2. Poruchy skladovacich granuli
HERMANSKEHO-PUDLAKUV SYNDROM

Syndrom byl r. 1959 popsdn Hefmanskym a Pudldkem u dvou nemocnych. Je sdru-
Zen s albinismem.

® Pri¢ina: na rozdil od tromboastenie probihd adhezivita a primarni agregace de-
stiCek normalné — chybi v8ak druhd agregacni vlna po stimulaci ADP, protoZe
destic¢ky nejsou schopné uvolriovat ADP z denznich granuli. Tvorba desti¢ko-
vé zatky probihd nedostate¢né. Rozlifuji se dva typy této poruchy:
m nedostatek destickového ADP
B porucha uvolfiovdni ADP z granuli
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e Laboratorni nalez:
Doba krvdceni: prodlouZena
Agregace desticek: chybi druh4 agregacni vina pfi stimulaci ADP

4.1.2.2.2. ZISKANE TROMBOCYTOPATIE

Ziskané trombocytopatie vznikaji sekundarné jako disledek zdkladni poruchy,
kterd ovliviiuje funkci krevni desticky. Jsou podstatng Castéj$im ndlezem, neZ vroze-
né formy. Krvécivé projevy nebyvaji vyrazné a vétSinou nenf ani nutné lécba.

Trombocytopatie u myeloproliferativnich onemocnéni
e Pricina: u n&kterych nemoci, které maji vliv na krvetvorbu se mohou tvofit po-
$kozené nebo nefunkeni krevni desticky.

Trombocytopatie u lymfoproliferativnich onemocnéni

e Pricina: nékteré nemoci produkuji patologické bilkoviny, které se nasledné mo-
hou vazat na membranu krevni desti¢ky. Mize dochdzet k poSkozeni membra-
ny, eventuilné sterické zdbrang, kterd neumozni krevni desti¢ce plné€ rozvinout
svij funkéni potenciél.

Trombocytopatie pri anémii

e Piifina: toxické latky a metabolické splodiny vznikajici napf. pii urémii ovliv-
fuji funkei krevnich desti¢ek

Polékova trombocytopatie

e Pric¢ina: GCinkem né&kterych lékl dochdzi k utlumeni, nebo poSkozeni funkci
krevni destiCky. Mezi tyto 1éky se fadi: cytostatika, vysoké ddvky antibiotik, an-
tipyretika (aspirin), analgetika

® Klinické projevy: drobné krvéceni s tvorbou petechif a vyrazné&jsi krvaceni napf.
po urazech.

4.1.2.3. Trombocytoza, trombocytemie

Trombocytozy a trombocytemie jsou stavy, u kterych se nachdz{ zvySené pocty
krevnich destic¢ek v obvodové krvi.

4.1.2.3.1. TROMBOCYTOZA

U trombocytozy jde o sekunddrni zvy3eni poctu krevnich desticek (obvykle na
hodnoty 400-600.10%1, ale mohou se pohybovat aZ kolem 1 000.10%1). V kostni
dfeni se vétSinou nachazi zvySeny pocet megakaryocyta.
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Trombocytozy se vyskytuji: .
® u infekei nebo zanétlivych onemocnéni
B po splenektomii — nedochdzi k sekvestraci

desti¢ek ve sleziné ".
W pii krviceni — v obdobi 48-96 hodin po

masivnim krvaceni vzriistd pocet krevnich ‘ :

desticek e Y . ¥

B pii fyzické ndmaze a psychickém vypéti
— pfechodné zvySeni -
B u nidord — Hodgkinova choroba Trombocytéza v periferni krvi

vy

o Lécba: vétSinou neni nutnd, po odstranéni nebo 16¢bé prvotni pfi¢iny trombo-
cytdéza vymizi.

4.1.2.3.2. TROMBOCYTEMIE

U trombocytemie jde o trvalé zvySeni poctu trombocytl (vétSinou na hodnoty
6001 000.10°/1, n&kdy i vy§si) vyvolané myeloproliferativnim procesem. Trombo-
cytemie se vyskytuje:

B u chronické myeloidni leukémie (zejména v po€atku onemocnéni)
B u pravé polycytémie
B u esencidlni trombocytemie — pietrvdva nadprodukce trombocytl

W BliZe o této problematice viz ,,Laboratorni hematologie v prehledu Il — Ultra-
struktura, funkce, fyziologie a patofyziologie krevnich bunék* (kapitola: Myelo-
proliferativni stavy).

4.1.3. Koagulopatie

Uloha plazmatického koagula¢niho systému

Vysledkem aktivace plazmatickych koagulaénich faktorit je vytvoreni stabilni-
ho fibrinu. Fibrin vytvéii fibrinovou sit na trombocytarni matrici, kterou tim zpev-
fluje. Vznik stabilnfho fibrinu je vysledkem vzdjemného plsobeni koaguladnich
plazmatickych proteind. Prirozené inhibitory koagulace slouZi ke zpomaleni nebo
zastaveni koagulaéniho procesu, lokalizaci cévniho po$kozeni a chrani nepoSkoze-
né cévy proti trombdze. SniZzené zastoupeni nebo ptfipadné abnormality v moleku-
lach nékterych sloZzek mohou vést ke koagulopatii.

Koagulopatie jsou krvacivé stavy, u kterych je pfiCinou krvacenf sniZend kon-
centrace nebo aktivita plazmatickych koagula€nich faktorti. Maji vé&tSinou typicky
klinicky obraz, projevuji se spontannim krvacenim piedevsim do tkani a kiiZe a tvo-
fi se hematomy ¢&i suftze.

Stupet krvéceni zvisi vé&tSinou na poklesu koagulaéni aktivity faktoru. Pfi vyraz-
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ném poklesu dochézi k t€Zkym krvacivym projevam, jinak byvaji krvacivé projevy
mirné&j$i povahy, €asto se projevi pouze pfi chirurgickém vykonu nebo poranéni.

Diagnéza se stanov{ pfimym vySetfenim hladiny faktorli. Pfi terapii se vétSinou
poddvaji krevni derivaty.

Koagulopatie se nachazi pti:

e nedostatku, ¢i chyb&ni jednoho nebo nékolika hemokoagulaénich faktort

e pii vyskytu koagulacnich faktor( s odli¥nou molekularni stavbou

e pii zvySenych hladinéch inhibitorti

O Stupeti krviceni zdvisi vét§inou na poklesu koagula¢ni aktivity faktoru. PFi vy-
razném poklesu dochdzi k teZkym spontdnnim krvdcivym projevim, jinak byvaji
krvdcivé projevy (podle hladiny koagulacni aktivity faktoru) mirnéjsi povahy,
casto se projevi pouze pri chirurgickém zdkroku, nebo poranéni.

Q Diagndza se stanovi pfimym vySetienim hladiny faktoru. Pri léCb€ se vétSinou
podavaji krevni derivaty.

Rozlisujeme koagulopatie:
O vrozené
Q ziskané

4.1.3.1. Vrozené koagulopatie

Vrozend absence vétSiny koagulacnich faktorii je spojena s krvdcenim. Pouze
nedostatek nebo funk&ni defekt prekalikreinu a F XII nebyva spojen s klinicky na-
padnym krvacenim a dokonce se projevi predispozice k trombéze.

VROZENE DEFEKTY KOAGULACNICH FAKTORU JSOU POMERNE VZACNE A TYKAJI
SE VETSINOU JEN JEDNOHO FAKTORU.

Z vrozenych koagulopatii jsou nejcastéj$i hemofilie A a B, které piedstavuji
zhruba 95 % viech vrozenych krvacivych stavil plazmatického ptivodu (hemofilie
A 85 %, B 10-12 %).

4.1.3.1.1. HEMOFILIE

Odvozeno od feckych slov haima — krev, filia — ndchylnost, jinak feceno ,,ndchyl-
nost ke krvdceni*.

Hemofilii jako diagnostickou jednotku poprvé popsal americky Iékar Otto v ro-
ce 1803 (Thompson a Chen, 1993). Hemofilie je nevylécitelné onemocnéni, které
provdzi lidstvo jiZ od jeho ranného vyvoje. Prvni zminku o hemofilii nachdzime jiZ
v 5. stoleti po Kristu v babylonském talmudu (Cahill a spol., 1997). Ve stfedovéku
pak zejména §lechtické rody, u kterych dochdzelo k minimdinimu miseni populace,
trpély touto chorobou.
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Zajimavy je pFibéh britské krdlov-
ské rodiny zacinajici krdlovnou
Viktorii (1819—-1901) jako prenasec-
kou a zasahujici dalsi evropské krd-
lovské rodiny. Krdlovna méla jednoho
hemofilického syna a jeho dcera rov-
néz jednoho hemofilického syna. Dvé
dcery krdlovny Viktorie byly pFenasec-
kami a mély hemofilické syny a vnuky.
Pravnuk krdlovny Viktorie, syn ruské-
ho cara Mikuldse 11, carevic Alexej tr- :
pél teZkou hemofilii. Hemofiliky a pre-
nasecky z rodu krdlovny Viktorie md
mezi svymi bezprostiednimi pFedky i soucasny spanélsky krdl Juan Carlos.

Hemofilie se vyskytuje po celém svét€, nebyla zjiSt€na rasova zdvislost. Jesté ve 40.
letech nadeho stoleti byla primérnd doba Zivota hemofilikd 16,5 roku a byli nemoci t&€Z-
ce invalidizovéni. Prognéza hemofilie se za¢ala ménit k lepS§imu v 50. letech minulého
stoleti, kdy byly zahdjeny prvni pokusy s lé¢bou plasmou a pozdéji s koncentraty F VIII
a F IX, zv1asté pak v 60. a 70. letech, kdy zacala primyslova vyroba t€chto preparatd.

_a & 5

Britské kralovska rodina
(ve stfedu krilovna Victorie)

Od roku 1952, kdy byla zjisténa podstata hemofilie rozliSujeme:
Q hemofilii A (vrozeny nedostatek nebo funkéni nedostate¢nost F VIII)
Q hkemofilii B (vrozeny nedostatek nebo funk&ni nedostate¢nost F IX)

Klinicka manifestace

Klinické projevy hemofilie A i B jsou téméf totoZné. Ob€ onemocnéni jsou cha-
rakterizovdna zejména spontinnimi, opakovanymi a protrahovanymi krvacivymi
stavy. Bez sprdvné volené 1é¢by vede krvaceni do kloubi a svali ke vzniku dege-
nerativnich kloubnich zmén tzv. progresivni artropatii a k oslaben{ (atrofii) svalstva
zejména koncetinového.

S krvécivymi pfihodami se setkdme u t&€Zkého hemofilika nej¢astéji uZ v prvém
roce Zivota. Do ti let véku se obvykle projevi kloubni krvaceni. Kolisani hladin
koagula¢nich faktorti u hemofiliki je béZné. Mezi faktory, které mohou ovlivnit ten-
denci ke krvaceni miZe patiit i emo€ni a fyzicky stres. Dé&ti krvaceji méné nez do-
spéli. Krvaceni z pupe€niku nebo mozkové krvaceni bezprostiedné po narozeni jsou
znamkou velmi nizké hladiny faktoru VIII.

Hemofilické defekty

Hemofilie se klasifikuje podle zbytkové aktivity defektniho koagulacniho fakto-
ru na hemofilii lehkého, sttedniho a t&Zkého stupné:
o tézké formy (F VIII <1 %, F IX <2 %)

Pti t€Zkém hemofilickém defektu je hemostdza nedostatedna i pfi nepatrnych

173



trazech a poranénich. PostiZzeni jedinci trpi krvacenim do kloubt, svall, gast-
rointestinalntho traktu a centralniho nervového systému.
® stiedni formy (F VIII: 1-5 %, F I1X: 2—-6 %)
Stredné t&7ké formy se projevuji klinicky méné& ¢astym spontdnnim krvécenim
e lehké formy (F VIII: 5-25 %, F IX: > 6 %)
U leh¢ich pfipad se projevuje zvySend pohotovost ke krvdceni jen po téZkych
poranénich a iirazech, popi. po operacnich zdsazich, napf. po extrakcich zubd.

Q Z celkového mnoZstvi nemocnych s hemofilii jich priblizneé 50 % trpi hemofilii
stedniho a? téikého stupné, kterd vyZaduje lécbu nékolikrdt rocné aZ nékolikrdt
mésicné. U teZkych hemofilikii se onemocnéni objevuje ji7 v raném détstvi, vét-
Sinouw do 1 roku Zivota. Stredné téZky stuperi se objevuje v casném obdobi dét-
ského véku. Lehci stuperi se objevuje vétsinou aZ po traumatu.

W Prognoza zejména u téZkych forem neni priznivd, dochdzi ke krvdceni. Nejcas-
1€j51 je intrakranidlni krvdceni — jedna tretina vsech vumrti (Hemophilia, 1997).
Dalsimi oblastmi vzniku maligniho krvdceni je hitan a brisni dutina.

Geneticky ziklad hemofilie
Hemofilie A i B jsou choroby s gonozomalné recesivnim typem dédi¢nosti va-
zané na pohlavni chromozém 23 a to na chromozém X.

Q Geny pro faktory VIII a IX jsou uloZeny na vzddlenéjsim konci delsiho raménka
chromozomu X v pdsech Xq28a a Xq27.1 (Scharrer a spol., 1999). Gen pro F IX
Jje lokalizovdn na dlouhém raménku X chromozomu, zatimco gen pro F VIII je
umistén bliZe k telomére chromozomu X.

e Zena: XX — zd&di-li Jena defektni chromozém je jeden chromozom z paru ne-
funkéni (X), ale druhy (X) stali pokryt potfebu F VIII - Zeny jsou pFenasecka-
mi a chorobou samy netrpi.

® MuZ: XY — zd&di-li muz defektni chromozém (X), nemlze produkovat F VIII
anebo jej produkuje v mensi mife - rozvine se hemaofilie.

Zeny jsou prenaleckami onemocnéni a mohou mit ojedingle zvy¥enou tendenci
ke krvaceni pti nizké koncentraci F VIII a IX. Pro diagnostiku hemofilie mé zasad-
ni vyznam rodinnd anamnéza, piesto je asi 30 % nemocnych s deficitem F VIII bez
pozitivni rodinné anamnézy (sporadické hemofilie).

Nékteré mozné kombinace

Q Otec: hemofilik (XY), matka: zdrdva (XX). Synové nejsou hemofilici. Dcery sa-
my nekrvdci, ale pfendsi onemocnéni na polovinu svych synii (stanou se hemo-
filiky) a na polovinu svych dcer (stanou se pFenafeckami — pFendsi hemofilii stej-

né jako jejich matky) — rodi se zdravi synové a pienaSecky.
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A Otec: zdrav/XY), matka: prenasSecka (XX). Rodi se polovina zdravych syni
a dcer a polovina synu jsou hemofilici a polovina dcer jsou pfenaSeckami.

W Otec: hemafilik (XY), matka: pienasSecka (XX). Vzicna kombinace, vétsinou
k ni nedochdzi vzhledem k nedoporuceni poceti v takovychto pFipadech.

Lécba: Béhem poslednich 20-30 let se 1é€ba pacientl zménila. MoZnosti 1€Eby se

roziifovaly od pouZiti Cerstvé zmraZené plazmy (CZP), kryoprecipitdtu, pres vyso-

ce purifikované plasmatické koncentrity faktorti (VIII a IX) aZ k rekombinantnim

formdm. Diky této ucinné 1é¢b& se prodlouZila délka Zivota pacientd na primér

v populaci. U téZkych hemofilikil se v détstvi pouziva preventivni lé¢ba koncentra-

ty faktori. Ndhradou postiZenych kloubi miiZeme dale zlep&it kvalitu Zivota t&chto

nemocnych.

Inhibitor u pacientii s hemofilii

Potencialnim rizikem nahrady koagulaéniho faktoru je tvorba alloprotildtek (in-
hibitoru) Tato komplikace se vyskytuje u 7-8 % nemocnych s hemofilii A au 2-5 %
nemocnych s hemofilii B (Scharrer a spol., 1999). Jedna se vétiinou o protildtky ty-
pu IgG. Imunologicky mechanismus potencujici tvorbu inhibitoru nebyl dosud na-
lezen (Shapiro a Rajagopalan, 1996). LéCba pacienti s pfitomnosti inhibitoru je ob-
neucinnd. Hladiny inhibitoru jsou kvantifikovany pomoci mezindrodnég standardizo-
vané jednotky — Bethesda Unit (BU). Vypocet titru je provadén v BU (Kasper
a spol., 1975). 1 BU/ml plazmy vyjadfuje 50 % zbytkové aktivity F VIII nebo IX
po dvouhodinové inkubaci pfi 37 °C. Hladina inhibitorti u v€t§iny nemocnych vy-
razné kolisd, ¢asto aZ k nulovym hodnotam. Pfi nové 16¢bé se vZdy rychie zvySuje.

U Inhkibitor se vzdcné miife objevit i u nehomofilickych pacientii. Mluvime pak
o tzv. Ziskaném inhibitoru. Ziskany inhibitor je stav, pri némz se u doposud he-
mostaticky normdlnich osob vyvine tvorba inhibitoru koagulacnich faktori (veét-
Sinou spiSe auto-, neZ alloprotildtek). Objevuje se jen v nékolika mdlo pFipa-
dech/milion obyvatel. 10 % nemocnych se ziskanym inhibitorem wumird
v prithéhu I roku (Hay, 1998). Pri¢inu vzniku ziskaného inhibitoru se podari od-
halit asi u 50 % nemocnych. PribliZné ve 20 % pripadii trpi pacienti autoimu-
nitnim onemocnénim nebo systémovym onemocnénim pojiva, v 7 % se nachdzi
maligni onemocnéni, u 6 % nemocnych nastdvd vyvin inhibitoru v souvislosti
s probihajici farmakoterapii a u dalich 7 % se vyvine ziskany inhibitor po po-
rodu (Green a Lechner, 1981).

Nemocni s hemofilii by méli byt sledovéni v centrech pro hemofiliky, ve kterych
Jje mozné dokonala diagnostika i odpovidajici terapie.

KAZDY HEMOFILIK BY MEL NOSIT U SEBE PRUKAZ S OZNACENIM KREVNI SKUPINY
A DOPORUCENYM LECEBNYM POSTUPEM!
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HEMOFILIE A

Jde o dédi¢nou chorobu s recesivnim typem dé&di¢nosti, vizanou na pohlavni chro-
mosom 23. Gen pro F VIII obsahuje 186 kb (kilobdzi), jde o pomérné dlouhy gen
a nezbytnd genetickd informace je obsaZena v 9 exonech (Scharrer a spol., 1999).

Pri¢ina onemocnéni:
3 Vrozeny nedostatek F VIII — hemofilie A -
O Funkéni porucha F VIII - hemofilie A +

RozliSeni hemofilie A - a A +
B Hemofilie A — (hladiny F VIII:C a F VIII:Ag jsou sniZeny)
B Hemofilie A +(hladina F VIII:C je sniZena a hladina F VIII:Ag je normdlni)

Wskyt: 1 pfipad na 10 000-20 000 obyvatel (WFH, 1999)

Laboratorni nalez

® APTT: prodlouZeny ¢as (pti poklesu F VIII pod 25 %)

® SrdZlivost krve: prodlouZeny cas (asi u 30 % vySetfovanych)

® F VII:C (funkéni koagulacni sloZka molekuly faktoru VIII) — sniZend hladina

® [ VIII:Ag (molekula F VIII posuzovand jako antigen) — sniZend (A—) nebo nor-
mdini hladina (A +)

Q Hladina faktori ziistdvd béhem Zivota pFibliZné na stejné vrovni (po substitucni
léche casem klesne na hodnotu pred lécbou).

Lécba: Lécba hemofilie je substitu¢ni (nahrazuje se pokles F VIII) a podplrna.
K vypoctu potiebné davky faktoru se pouziva jednotka koagulacniho faktoru, kterd
je definovina jako mnozZstvi faktoru obsazeného v jednom ml Cerstvé plazmy.

Substituce se provadi:

e (CiSténym koncentrdatem F VIII

® rekombinantnim faktorem VIII (vylouceni pfenosu infekéniho nebo parazitér-
niho agens)

Q F VI md krdtky biologicky polocas (8—12 hodin), proto je nutné davky opako-
vat, hlavné pri perzistujicim krvdcen.

HEMOFILIE B

Oznacovand také jako Christmasova choroba podle prvniho zndmého pacienta
s timto typem hemofilie (Biggs a spol., 1952). Gen pro faktor IX md celkem 34 kb
a nezbyind genetickd informace je obsaZena v 8 exonech (Giannelli a spol., 1997).

176

Piiznaky u hemofilie B jsou podobné jako u hemofilie A (Cahil a spol., 1997).
Krvaceni miZe byt stejn€ zdvazné, zdleZi na tiZi hemofilie (Thompson a Chen, 1993).

Piifina onemocnéni: u hemofilie B chybi koagulaéni aktivita faktoru IX.
Vyskyt: 4-5krat méné Casty, neZ hemofilie A (1 ptipad na 50 000-100 000 obyvatel).

Klinicky obraz je podobny jako u hemofile A, ale zavaZnost krvécivych projevi je
men3i. V dospélosti se etnost krvacivych epizod zmensuje

Laboratorni nilez
® APTT: prodlouZeny Cas
® F IX: sniZend hladina

Lécba: Lécba je podobna jako u hemofilie A. Poddvaji se pfipravky s dostatkem
chybé&jiciho faktoru.

4.1.3.1.2. VON WILLEBRANDOVA NEMOC

VON WILLEBRANDOVA CHOROBA

Prvni pFipad nemoci byl popsdn von Willebrandem v r. 1926 na Alandskych ostro-
vech. Von Willebrandova nemoc (vWch) je autosomalné dédi¢né onemocnéni, kte-
ré postihuje ob€ pohlavi, ale Cast&ji Zeny. Nepatii mezi Cisté koagulopatie. Stav je
rovné&Z provazen krvacivymi projevy. Pro toto onemocnéni je typické krvéceni sliz-
ni¢ni (z nosu — epistaxis). V piipad€ t€Zkého defektu (pfi soucasném sniZzeni F VIII)
se pfidruZzi i krvaceni typickd pro hemofilii. U Zen byva silné menstruacni krvaceni
(divka u které byla choroba poprvé popsdna vykrvdcela pri prvini menstruaci).

Vyskyt: vWch je nej¢ast&ji se vyskytujici vrozené krvacivé onemocnéni. Zji¥tuje se
u 1,5 aZ 3,5 pripadil /1 000 obyvatel, vé&tSinou bez klinickych projevil. Vyznamné;j$i
krvaceni asi u 125 pripad(i/1 milion obyvatel, z toho 1écbu vyZaduje n&co kolem
6,5-13 ptipadd/milion. TéZky typ vWch je pomérné€ vzicny 0,5-3 pfipady/milion.

Pricina onemocnéni: Pri¢inou onemocnéni je defekt (kvantitativni, funk¢ni) adhe-
zivniho glykoproteinu — von Willebrandova faktoru (vWF), pfi kterém dochdzi
k porue funkce krevnich desti¢ek (nejde tedy o poruchu krevnich desticek). Je na-
rusena funkce vWF v primdrni hemostdze a to jak adheze, tak i agregace krevnich
desti¢ek. Sekundarn€ dochézi ke sniZeni schopnosti vWF vdzat koagulacni faktor
VIII. Podle stupné sniZeni hladiny vWF a zmény jeho molekuly se miiZe ménit cha-
rakter a prib&h onemocnéni.

Typy von Willebrandovi nemoci
Krvdcivé projevy u této nemoci odvist od tiZe postiZeni vWF a na jeho schop-

177



nosti vdazat a udrZet F VIII. Onemocnéni je bud autosomdalné dominantni nebo re-

cesivni. Podle sniZeni koncentrace vWF v plazmé& a defektu jeho molekuly rozlifu-

Jeme celkem 3 typy von Willebrandovi nemoci:

e Typ I (kvantitativni defekt) — je nejastéjsi, autozomdin€ dominantn€ dédi¢ny
(60-80 % vsech vWch). Jde hlavn€ o sniZenou hladinu vWF bez patrnéjSich
zmén ve strukturdch multimeri. Dle relativniho zastoupeni multimert jej d€lime
na podtypy la a Ib.

e Typ II (kvalitativni defekt) — funkéni nedostatelnost velkych multimeril.
Deédi¢nost je dominantni i recesivni. RozliSujeme 4 podtypy t€chto multimerd
1Ia, 1Ib, Ilc, 11d:

B Krvacivé projevy u subtypu Ila mohou piipominat krvéaceni u t€Zkého typu I

® U IIb jsou zachovény velké multimery v destickach.

m Subtyp Ilc je charakterizovin funk¢ni nedostate¢nosti velkych multimert
v plazmé i destickach.

e Typ I (t&zky kvantitativni defekt) — vyskytuje se jen zfidka a je nejt&€Z3i. Je cha-
rakterizovany absenci multimerit vWF. Nachazi se u néj i kloubni krvaceni.

Podle stupné sniZeni hladiny vWF a zmény jeho molekuly se miize ménit cha-
rakter a priibé€h onemocnéni.

Patofyziologickd klasifikace von Willebrandovi nemoci (Sadler, 1994) bere
v uvahu patofyziologii defektu (typ mutace vWF) a déli se rovnéZ na 3 typy.

subendotelové
struktury

endotel (IEFIT)

membrana
krevni desticky

Klinické projevy

Slizni¢ni krvaceni (krvdceni z nosu, ddsni, po extrakci zubu)

KoZni (hematony, petechie)

Krvéceni pfi poranéni (obtiZne stavitelné)

Krvaceni typickd pro hemofiliky (vyvoland v tomto pFipadé sniZenou schopnos-
ti vWF vdzat F VIII)

cooo

Laboratorni nalez
® APTT: prodlouZeny as
® Krvdcivost: prodlouZeny Cas
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® Testy zamétené na detekci vWF: FVIII, RiCo (ristocetin kofaktor), RIPA (agre-
gace po ristocetinu), vVWF:Ag, multimery vWF — patologické hodnoty

Lécba: Lécba je zavisld na typu vW nemoci a klinickych projevech krvaceni.

Podava se koncentrat s obsahem vWE. Prognoza je pii zvladnuti krvacivych kom-

plikaci dobra.

Biologicky polo¢as vWF je 6-8 hodin.

Ziskana von Willebrandova nemoc

Ziskany von Willebrandiiv syndrom je vzdcné ziskané onemocnéni, svymi proje-
vy a obrazem podobné vrozené vW nemoci, ale s negativni rodinnou a osobni ana-
mnézou krvdcivé choroby. Poprvé byl tento syndrom popsdn v r. 1968 u nemocného
se systémovym Lupus erythematodes. Jde bud o sniZenou tvorbu nebo pritomnost
protildtek proti vWF.

Pricina ziskané von Willebrandovy nemoci:
W zvySend proteolyza (myeloproliferativni stavy),
B zvySend spotieba vWF, Ci jeho vyvdzdni na povrch malignich bunék
W tvorba protildatek (nejcastéji typu IgG), které:

e vyvolaji funkéni poruchu vWF

e zapfi¢ini vychytdvani vWF a tim sniZuji aktivitu FVIIIRCo

e viZi se na vWF a urychli jeho odstrafiovani z cirkulace.
Laboratorn{ testy maji obdobné hodnoty jako u vrozené vWch.

Ziskana forma von Willebrandovy choroby se nachazi predevsim u:

B Autoimunitnich onemocnéni (SLE, hypotyreéza, sklerodermie)

m Ndidorovych onemocnéni (myeloproliferativni a lymfoproliferativni onemocné-
ni, solidni tumory)

B Kardiovaskuldrniho onemocnéni (aortdlni stenéza, prolaps mitralni chlopné)

W Angiodysplazie v GIT

Vyskyt: nej¢astgji jsou postiZeni lidé star§i 60 let, vice muZi neZ Zeny (3:2). Déti jsou

postiZeny jen vyjime¢né.

Lécba: VEt§inou se 16¢1 zakladni onemocnéni a piipadné akutn{ krviceni

Pseudo von Willebrandova nemoc (Destickovy typ vWch)

Tato forma je zapfiCinéna defektem GP Ib/IX. Zménény GP vdZe multimery
vWF a tim dochdzi k jejich rychlému odstranéni z plazmy a ke zvySené spotiebé
desticek. Vznikd lehkd trombocytopenie a v obvodové krvi se nachdzi velké destic-
ky. Laboratorni nélez je prakticky totozny s typem IIb u vWch.

4.1.3.1.3. DEFEKTY OSTATNICH FAKTORU

Jsou to velni vzdcné, vétSinou autozomdliné recesivné dédicné choroby. Stupeni
krvéceni zdvisi na stupni poklesu koagula€ni aktivity faktoru. P¥i vyrazném pokle-
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su aktivity jsou nemocni postizeni t&€Zkymi krvacivymi projevy. Pii vy§Sich aktivi-
tadch vétSinou krvacivé projevy chybi nebo jsou jen velmi mirné. Presnou diagnézu
Ize stanovit jen cilenym vySetfenim jednotlivych faktor. Kauzalni lé¢ba neexistu-
je, ke zmirnéni projevii onemocnéni se podévaji koncentraty daného faktoru.

DEFEKTY FIBRINOGENU

Defekty fibrinogenu

m Chybéni funkéniho fibrinogenu (afibrinogenémie)

B SniZend hladina fibrinogenu v plasmé (hypofibrinogenémie)

m Pozménéna funkce molekuly fibrinogenu (dysfibrinogenémie).

Laboratorni nilez

® APTT: prodlouzeny cas

PT: prodiouZeny cas

TT: prodlouzeny cas

Fibrinogen: sniZend hladina, nebo chybi

O

U afibrinogenémii nemiiZeme koagulacni Cas zachytit (netvoii se fibrinové vidkno).
Lé&ba: piipravky lidského fibrinogenu nebo &erstvé zmrazenou plasmou (CZP).

Vrozena afibrinogenémie
Je velmi vzicné onemocnéni, které zejména v mladSim v&ku konci fatalné.
Obvykle i rodice postizeného ditéte maji sniZenou hladinu fibrinogenu.

Dysfibrinogenémie

Hladina fibrinogenu (jako bilkoviny) je vét§inou normaélni, ale jeho fukce v he-
mostdze je pozménéna. Byly popsdny jiZ vice neZ dvé desitky variant molekuly fib-
rinogenu (oznacuji se podle mést, kde byly poprvé zjistény — Baltimore, Paris, Oslo
a jiné).

DEFEKT F 11
Jde o autosomalné recesivni vrozené onemocnéni s poruchou molekuly protrombi-
nu (pokles pod 40 %).

Laboratorni nilez

® APTT: prodlouZeny cCas

o PT: prodlouZeny cas

® Protrombin: sniZend hladina

DEFEKT I V
Jde o autosomdlné recesivni vrozené onemocnéni z nedostatku F V (pokles pod 15 %).
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Laboratorni nalez

® APTT: prodlouZeny cas
® PT: prodlouZeny cas

® FV:sniZend hladina

DEFEKT F VII

Jde o autosomalné recesivni vrozené onemocnéni z nedostatku F VII (pokles pod
10 %). Objevuje se zde nachylnost ke krvaceni ze sliznic. Vyskytuje se v podobé
krviceni z nosu, u Zen jako nadmérné menstruacni krvicent.

Laboratorni nilez
e PT: prodlouZeny cas
® FVII: snizend hladina

DEFEKT F X
Jde o autosomalné recesivni dédi¢né onemocnéni z nedostatku F X (pokles pod 10 %).

Laboratorni nélez

® APTT: prodlouZeny cas
® PT: prodlouZeny cas

® FX: sniZend hladina

DEFEKT F XI
Byl drive nékterymi autory nesprdvné nazyvdn hemofilie C. Objevuje se velmi zrid-
ka. Na rozdil od hemofilie A se vyskytuje jak u muzit, tak i u Zen a to hlavné u se-
mitské populace.

Jde o autosomalné recesivni vrozené onemocnéni z nedostatku F XI. Krvicivé
projevy jsou mirného stupné, choroba postihuje i Zeny a je zna¢né€ geograficky i ra-
sové omezend. V naSich podminkéch se prakticky nevyskytuje.

Laboratorni nalez

® APTT: prodlouZeny cas
® F XI: sniZend hladina

Lécba: podavani Cerstvé plasmy

DEFEKT F XII
Nedochézi k projeviim zvySené krvacivosti, nebot krevni desti¢ky mohou aktivovat
F XI pfimo na svém povrchu. Tyto stavy nevyZaduji 1é€bu.

Laboratorni nilez

® APTT: prodlouzeny cas

o Test konzumpce protrombinu: zkrdceny cas
® F XII: sniZend hladina
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VROZENY DEFEKT F XIII

Jde o autosomadlné recesivni dédi¢né onemocnéni z nedostatku F XIII — projevuje se
jen u homozygotl (pokles hladiny F XIII pod 3 %). Krvéceni se objevuje opoZdéné
(aZz po 24 hodinach). Heterozygoti nebyvaji vét§inou vyrazné poSkozeny jen v oje-
dinélych piipadech se u Zen mohou objevit spontanni potraty. Podle toho, které pod-
jednotky jsou narueny déli se na 3 typy:

m Typ I — kombinovany deficit podjednotek A i B

m Typ II — chybi podjednotka A

B Typ III — chybi podjednotka B

Pri¢ina onemocnéni: Nestabilizované fibrinové koagulum podléha odbourdvani
plasminem diive, neZ dojde k zahojeni rany. Dochézi k rozpadu rédny a ke kompli-
kovanému hojeni.

Laboratorni nalez
® F XII: sniZend hladina
® Ostaini koagulacni testy byvaji normdlni.

Lécba: prevody koncentratu F X111

4.1.3.2. Ziskané koagulopatie

NA ROZDIL OD VROZENYCH SE ZISKANE KOAGULOPATIE VYZNACUJI SNIZENIM NE
JEDNOHO, ALE ZPRAVIDLA CELE SKUPINY KOAGULACNICH FAKTORU.

Ziskané koagulopatie provazeji poruchy jaternich funkei, poruchy stfevni re-
sorpce, poruchy transportu Zluce nebo nékteré otravy. Jsou ¢ast&jsi nez koagulopa-
tie vrozené. U t€chto stavll je moZné vhodnou 1é¢bou zakladniho onemocnéni do-
sdhnout u vét§iny nemocnych vymizeni priznaki koagulopatie.

PRICINY ZISKANYCH KOAGULOPATII

Faktory s porusenou funkcf
— defektnf faktory

Zvysena Zvyseni
hladina <}= @] @ 0 @ %—J> fibrinolytické
inhibitord aktivity
Nedostatek faktoru

- porucha syntézy bilkovin
- zvyend potieba faktoril (DIK)
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4.1.3.2.1. PORUCHY RESORBCE A VYUZITI VITAMINU K

Poruchy resorbee a vyuZiti vitaminu K vedou k nedostate¢né syntéze koagulac-
nich faktorti zavislych na vitaminu K. K vitamin se podili na tvorbé& faktort II, VII,
IX, XI tim, Ze zprostfedkuje karboxylaci glutamové kyseliny v y-oblasti. Nedosta-
te€né syntéza faktorl zdvislych na vitaminu K v jaterni butice mtize byt nejastéji
zplsobena:
® Destrukci nebo jinym poSkozenim jaterni buriky

e Poruchou transportu K vitaminu pfi obstruk¢ni Zloutence
® Poruchou resorpce K vitaminu ve stieve

U Vitamin K clovék ziskdvd jednak z potravy, jednak jako produkt své normdini
bakteridlnt stievni flory. Ke vstiebdvdni vitaminu K 7 obou zdrojit je potFebnd
pritomnost Zluci a zdravd stievni sliznice. Proto se pri delsim trvdni poruchy
vstiebdvdni vitaminu K (onemocnéni Zlucniku a tenkého streva) miiZe objevit
koagulopatie ze sniZené syntézy koagulacnich faktorit i pFi zdravych jdtrech. Pri
nedostatku vitaminu K v potravé zpravidla koagulopatie nevznikd, protoZe vita-
min K je normdiné syntetizovdn bakteridlni stfevni flérou. K avitamindze miiZe
dojit, je-li soucasné potlacena tvorba vitaminu K ve stveve (antibiotika, sulfo-
amidy).

Ldtky zdvislé na vitaminu K jsou pritomny v celé rade tkani — kosti, ledviny, pan-
kreas, plice, placenta. Nejlépe prostudovdny jsou plazmatické koagulacni fakto-
ry zdvislé na vitaminu K.

Q P¥i postiZeni jaterni buriky (nap¥ hepatoceluldrni ikterus) neni transport K vita-
minu k jaterni buiice narusen, jaterni busika jej v§ak nedovede utilizovat a do-
chdzi k poklesu na vitaminu K zdvislych koagulacnich faktoril.

Kromé faktorl vznikajicich v jaterni bufice za pfitomnosti vitaminu K se miiZe
pfi onemocnéni jater sniZit i hladina faktordl, které vitamin K pii své syntéze nevy-
Zaduji (F V, VIII, fibrinogen a jiné). Pfi¢inou poklesu je jejich zvySend spotieba
v procesu chorobné aktivace sraZenf krve pii pokro€ilém a t€Zkém onemocnéni jater.

Laboratorni nilez
® APTT: prodlouZeny Cas
e PT: prodlouZeny cas

Lécba: U krvacivého stavu provazejictho t€Zkd hepatoceluldrni postiZeni, kdy je
nutnd rychlé uprava hladin koagula¢nich faktord, je vyhodnéjsi substituce koagu-
Ja¢énich faktordi transfiznimi p¥ipravky (CZP, koncentrat faktorti protrombinového
komplexu). U maloabsorpéniho syndromu a biliarniho ikteru se podava K vitamin
(Kanavit). Vzhledem k biologickému polocasu na vitaminu K zavislych faktori lze
oCekdvat Gpravu faktord protrombinového komplexu za 12-24 hodin.
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4.1.3.2.2. AUTOIMUNITNI A ALOIMUNITN{ KOAGULOPATIE

U né&kterych onemocnéni

v&tSinou mtevr,m.ho. ck.\araktervu., Koagulaéni faktor N
mohou nékteli jedinci vytvofit L

protilitku  proti  nékterému IgC
z vlastnich koagula¢nich fakto-
ri. Mluvime pak o pfitomnosti cirkulujictho antikoagulans.

Predpokladame, Ze cirkulujici antikoagulancia vznikaji pfevaZn€ mechanismy
imunologickymi, vét§inou v3ak nezndme presny mechanismus jejich vzniku.

Jako cirkulujici antikoagulancia se oznacuji latky proteinové povahy, vesmés
imunoglobuliny tfidy IgG, které omezuji funkéni schopnost koagula¢nich faktori.
Nejvice se vyskytuji u nemocnych se systémovym onemocnénim pojiva, u myelo-
mu a u lymfoproliferativnich chorob. Inhibi¢ni Gi¢inek miiZe byt namifen proti kte-
rémukoliv koagulaénimu faktoru. Historicky nejzndmé;jSim je cirkulujici antikoagu-
lans proti faktoru VIII:C — vznika stav ziskané hemofilie A.

Rovné&Z nemocny s vrozenym defektem napi. hemofilik A miiZe pfi opakovanych
trasfizich vytvofit protilatku proti F VIII jiného jedince. V tomto piipadé€ jde o ko-
agulopatii ziskanou aloimunizact.

Nemocni v pfitomnosti téchto imunoglobulind maji krvdcivé projevy riizné in-
tenzity, od snadné tvorby modfin, aZ po krvacent, které se objevuje po chirurgickych
vykonech.

Laboratorni nalez

® APTT: prodlouZeny ¢as
e PT: prodlouZeny as

e TT: prodlouZeny Cas

Lécba: Tato skupina autoimunitnich koagulopatii velmi $patn€ odpovida na substi-
tu¢ni 1é¢bu. Protilatky vyvazuji piisluSny funkCni faktor a jeho hladina v plazme se
sniZzuje:
Pridany faktor + protilitka —————— [faktor . protildtka]

Komplex je ndsledné vyvdzdn MFS

Terapie je zdvisld na koncentraci inhibitoru. Pfi spontdnnim vymizeni inhibitoru
neni léCba nutnd, jinak se vyuziva plazmaferézy a imunosupresivni terapie. Pfi in-
hibici faktoru VIII se dnes nejcastéji podava F Vlla.

4.1.3.2.3. OSTATNI ZISKANE PORUCHY KOAGULACE

Krvacivy stav miZe nastat pii pfeddvkovani antikoagulancii kumarinového typu
nebo pii otravich n€kterymi jedy. Krvicivé stavy miiZe vyvolat i pfadavkovani he-
parinem.

BliZe o kumarinovych prepardtech a heparinu viz kapitola: Antitrombotickd lécba.
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4.1.3.2.4. KRVACIVE STAVY Z JINYCH PRICIN

Konzumpéni koagulopatie

(Difusni intravaskuldrni srdZeni, Diseminovand intravaskuldrni koagulace — DIK,
diseminovand intravaskuldrni formace fibrinu — DIFF, Disseminated intravascular
coagulation — DIC)

Diseminovana intravaskuldrni koagulace (DIK) predstavuje ziskanou koagula¢ni
poruchu, pii které dochdzi k vyznamné aktivaci hemostizy s tvorbou nitrocévnich
mikrotrombi, spotfeb€ koagulacnich faktort, aktivaci sekunddrni fibrinolyzy a ten-
denci ke krvaceni nebo vyznamnému klinickému krviceni.

DIK se projevuje:

B poklesem Fady koagulacnich faktori a krevnich desticek z diivodu jejich zvy-
Sené spotieby. Nejcitlivéji reaguji krevni desti¢ky, sniZi se jejich pocet.

B uvolnénim velkého mnoZstvi trombinu, ktery §tépi fibrinogen. V krvi s pak ob-
jevuji volné monomery fibrinu, které lze in vitro prokazat jejich precipitaci
$ etanolem.

B poklesem plazmatické hladiny, pfipadné inaktivaci inhibitorii krevniho srdZe-
ni

B aktivact fibrinolyzy

Pri¢ina onemocnéni: Nadmérna spotieba krevnich destiek a plasmatickych koa-
gulanich faktori po dobu chorobné aktivace hemostazy. Aktivace byvd vyvoldna
zdnéty, rozpadem tkdné, poruchou krevniho obéhu.

Syndrom DIK je doprovodnym jevem zavaznych stavl v fad& lékatskych obo-
ri. Klinicky mtize byt némy, vétSinou se setkdvame s t&€Zkymi krvacivymi nebo
trombotickymi projevy, ¢asto s obojim souasné. Zejména u nemocnych v §okovém
stavu pusobi DIK nepfiznivé svymi patofyziologickymi mechanismy na rozvoj
krvécivého stavu se soucasnou blokadou mikrocirkulace a blokddou retikuloendo-
telidlniho systému.

Diseminovand intravaskuldrni koagulace patii k pomérné ¢astym poruchiam

hemostazy. Vznika nejcastéji pri:

W t¢Zkych infekénich onemocnénich riznych orgdnii (sepse — endotoxiny).
PoSkozeni cévni vystelky drobnych cév v nemocnych orgénech vede k aktivaci
srazeni krve v t€chto cévich a ke vzniku mikrotrombi. Masivni vznik mikro-
trombt je pii¢inou nadmérné spotfeby koagulaénich initeld.

B uvolneénivelkého mnoZstvi tkdriového faktoru do krevniho obéhu. P¥icinou by-
vé chorobny rozpad velkého mnoZstvi bun&k (pifi leukémii a pfi nadorovych
one-mocnénich, zadrZeny potrat a jiné).

B uvolnéni velkého mnoZstvi fosfolipidii (hemolyza). Po naruieni bun&nych a ni-
trobunéénych membran dojde k uvolnéni velkého mnozstvi fosfolipidi.
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V priibéhu DIK rozliSuji nékteri autori 3 stadia:
m Hyperkoagula¢ni

m Hypokoagula¢ni

B Aktivace fibrinolyzy

Hyperkoagulacéni stddium
Klinické projevy: nemocny nemusi mit Zidné potiZe, mohou se objevit mikrotrom-
bdzy organi, ale i velké trombozy a embdlie.

Laboratorni nalez:

® APTI, TT, PT v normé& (APTT muiZe byt i zkrdcen) AT: pokles

Trombocyty, fibrinogen: v normé, nebo lehce sniZzeny F-M: +

®
® Fibrinové monomery. pozitivni
® AT: hladina pozvolna klesé

Hypokoagulaéni stadium
Klinické projevy: objevuji se krvacivé projevy v dusledku zvySené spotieby fak-
tord.

Laboratorni nalez:

Fibrinové monomery a FDP: pozitivn{ test
AT: sniZen
Faktory: sniZeny

Fbg: snizen
Plt: sniZeny pocet

® APTT: prodlouZen AT: sniten

® PT: prodlouZen FM +

° TT I?rOleUZCnN APTT: prodiouzen
® Fibrinogen: sniZen PT: prodlouzen

® Trombocyty: sniZeny TT: prodlouzen

°

°

®

Lécba: substituce, heparin

Aktivace fibrinolyzy

Aktivace fibrinolytického systému je soucasti rozvinuté DIK

Klinické projevy: nasledkem aktivace koagulace, v diisledku porusSenf zpétnovazeb-
nych a koagulaénich mechanismt, dojde k nekontrolované fibrinolyze. Vy&erpaji se
vSechny faktory a krev ztrdci schopnost se sraZet — tézké krvicivé projevy

Laboratorni nalez: vétSina testi neméfitelnd Nem&Fitelné

Lécba: antifibrinolytika hodnoty testu

Antitrombinovd aktivita, jejiZ Glohou je vyvazani aktivniho enzymu trombinu
(zejména plisobeni antitrombinu) se miZe postupné€ vy¢erpat. FDP naopak svym an-
tipolymera¢nim i¢inkem mohou poruchu hemostazy zhorSovat.
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Po dobu aktivace nitrocévniho srdZeni krve je alohou aktivovaného fibrinoly-
tického systému vzniklé tromby odbourat. Je-li jich mnoho, miZe se tento systém
rovnéz vycerpat.

DIK miiZe postupné prochazet viemi stadii, ale miZe mit i akutni priibe€h a pro-
jevit se ihned krvacivym stavem s prakticky nesrdZlivou krvi. Diagnéza DIK mus{
byt stanovena rychle, a proto vSechny testy, které se k diagnostice DIK pouZivaji
musi mit povahu statimovych testi.

LABORATORNI TESTY, KTERE SE POUZIVAJI U DIK JSOU TESTY ZAMERENE NA
ZJISTENI AKTIVACNIHO PUSOBENI TROMBINU A PLAZMINU.

Lécba: Terapie DIK je ddna urcitou strategii a podle klinickych druhi a fazi one-
mocnéni je moZno volit u jednotlivych nemocnych individualni taktiku, pokud jde
o mnoZstvi a rychlost poddvanych pripravkil, délku a intenzitu terapie. Intenzitu te-
rapie ovliviiuje mohutnost krvacivého stavu a organové dysfunkce. Kauzalni prin-
cip v 1€¢b& DIK musi byt zachovan, coZ v praxi pfedstavuje Sirokou $kélu 1é¢ebnych
opatfeni. :

VYVQJ DIK

Zdnét, rozpad thdné,
porucha koagul. systému

DIK A S
Stadium I X -
Hyperkoagulaéni k E e
Il

L

—» Spotigha
esticek
DIK Mikroagregdty
t;i SRR b ¥ Hyitoalg::gllllgﬁni P P ,.-'[mmhnc“nuﬂm&
Wiﬁ Krvdcivé
projevy
v o 2 ) DIK = = - L
| — Stadiuvm III TIvaL- e
e | Stodiom 1 <:| Aktivace fibrinolyzy
Krey urdci
schopnost se srdZet
(TeZké krvdcivé
projevy)
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Krvacivé stavy z aktivace primarni fibrinolyzy

Fibrinolyticky systém plnf fadu fyziologickych funkci, nejdaleZit&jsi z nich je
St€penf fibrinu proteolytickym enzymem plazminem, ktery vznika aktivaci plazmi-
nogenu. Fibrinolyticky systém udrZuje v rovnovéze inhibitory plazminu, které sni-
Zuji i riziko degradace systémového fibrinogenu. Pfi fibrinolyze vznikaji $t€pné pro-
dukty (FDP), které mohou rovn€Z inhibovat koagulaci. Vyrazné&j3i aktivace
fibrinolytického systému miize vést rovnéz ke krvacivym projevam.

Krvacivé fibrinolytické stavy se zvySené fibrinolyzy

Jde o krvacivé stavy vyvolané zvySenou fibrinolytickou aktivitou bez pfedchozi
intravaskuldrni tvorby fibrinu. Vyskytuji se pomé&rn& vzicné€. Dochézi pfi nich k ak-
tivaci plazminového systému a lyze fibrinogenu. Déle dochézi k vyznamnému vy-
plaveni aktivatoru plazminogenu a soucasné je utlumen antiplazminovy systém.
Projevi se proteolyticky efekt plazminu na fibrinogen a ostatni proteinové koagu-
la¢ni faktory. MiiZe jit i o vrozeny nedostatek inhibitord plazminu.

Klinické projevy: aktivace primarni fibrinolyzy provazi nadorovd onemocnéni pro-
staty, pankreatu, plic a stavy po operaci té€chto nddorti. Onemocnéni se projevuje
koZnim i slizni€énim krvdcenim. Vyskytuji se pievdZné€ sufize a hematomy, nebyva-
ji piitomny petechie, protoZe nebyvé trombocytopenie.

Laboratorni nalez

® Fibrinogen: sniZen

e [FDP:zvy3end hladina v plazmé

® FEuglobulinovd fibrinolyza: zkraceny as

Vzhledem ke zvySené lyze proteinovych koagulacnich faktordi plazminem jsou
prodlouZené €asy APTT a PT a byvé sniZena hladina antitrombinu.

Lécba: Po odliSeni DIK jsou u tohoto onemocnéni{ zakladnim lékem antifibrinoly-
tika. Hemoterapie nebyva vét§inou nutnd.
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4.2. Trombotické a trombofilni stavy

Motto.: PliZilo se to pozvolna, hloubéji a hloubéji . . .
doprava - doleva — daleko a Siroko
— Se sténdnim prokleté duse;
k mému srdci pliZivym krokem tygra.
E. A. Poe: Jdma a kyvadlo

4.2.1. Trombotické stavy

Trombotické stavy jsou chorobné stavy, charakterizované ptihodami nitrocévni-
ho srdZeni (trombézami). Predstavuji opak stavil krvacivych, u kterych se hemosta-
ticka rovnovaha naruluje opaénym smérem.

vove

Obecné jejich pricina
pravdépodobné tkvi:
BV postiZeni cévni st€ny
B V porufe hemodynamiky
B Ve sloZeni a funkcei krve
@ V porude desti¢kovych funkci
@ V narudeni plazmatického koa-
gulaéniho systému véetné inhi-
bitort
@ V narudeni fibrinolytickych mechanismu

Krewni tok - stiza

Wiasinest Sluzeni
céwmi stény e

Virchovova tridda

O Tuto triddu pricin moiného naruSeni hemodynamiky, které mohou vést k trom-
bdze postuloval Virchow jiZ v roce 1856 (Virchow, 1856).

U téchto stavl nachdzime v krev-
nim obé&hu aktivované formy Ciniteld
hemostdzy a miZe dochédzet ke vzniku
drobnych, ¢i vétsich trombii. Trombo-
ticky stav miZe provézet fadu cévnich
onemocnéni a ve svém kone¢ném di-
sledku mlze byt pri¢inou tromboem-
bolické piithody, to je stavu, pii kterém
dojde k uvolnén{ trombu a naslednému |
ucpén{ n&které z dileZitych cév uvol-
nénym trombem — embolem (Alving,
1996). Z nejvainéjsich je to infarkt myokardu, zplisobeny vét§inou ucpanim véndi-
tych tepen trombem, plicni embolie a ndhla cévni pfihoda mozkova (ictus). Pati{
sem i trombdzy Zil, hlavng konCetinovych (Tabernero a spol., 1991).

Trombus

191



Q Poprvé popsal diagnozu tipiného uzdvéru véncité tepny v prvni poloviné 19. sto-
leti Quian.
Cévni onemocnénf je dnes nejCastéjsi pii¢inou umrti v civilizovanych zemich.
Koronarni trombéza, plicni embolie a onemocnéni perifernich cév tvofi polovinu
v§ech amurti.

Q Podpora integrity cévni stény vyZaduje normdlini funkci jak cévniho endotelu, tak
cirkulujicich desticek (Frenette a spol., 1998). Ackoli endotelové buriky nemaji
za normdlnich okolnosti trombogenni povrch mohou se stdt prokoagulacnimi
za urcitych okolnosti. Napi: pFi stimulaci endotoxinem, interleukinem 1 (IL-1)
nebo tumor nekrotizujicim faktorem (TNF-@). Endotelové buiiky syntetizujici
tkdriovy faktor a ostatni prokoagulacni proteiny, které mohou vyvolat trombdzu
u pacientiv s chronickymi zdnétlivymi procesy.

Q Stimulované endotelové buiiky také odhaluji rizné adhezivni molekuly. Mezi
né patii selektiny uvolnéné adhezivni interakci mezi leukocyty, destickami a en-
dotelem (Frenette a spol., 1998). P-selektin je skladovdn ve Weibel-Paladeho té-
liskdch endotelovych bunék a v a-granulich krevnich desticek (Kansas, 1996;
Tedder, 1995, Bevilacqua a spol., 1987).

Hemostaza se miize aktivovat v misté:
B poskozeni cévni stény
m stagnujiciho krevniho proudu

a) poskozeni cévni stény

Aterosklerotickd cévni sténa (odtrZeny endotel, vyklenuty a popraskany atero-
skleroticky plat a pod.) stimuluje krevni desticky. Dochdzi k jejich aktivaci a adhe-
zi a soucasné k aktivaci zevniho systému koagulaéni kaskady TF uvolnénym z de-
stabilizovaného platu (Toshi a spol., 1997; Fernandez — Ortiz a spol., 1994,
Badimon a spol., 1999). Po zméng konformace membranovych glykoproteinl krev-
ni destiCky dochazi k agregaci trombocytl s naslednou tvorbou ndsténného trom-
bu). Stabilita trombu je ddna obsahem fibrinu, ktery je imérny intenzité aktivace
koagula¢niho systému. Nasténné tromby ve velkych tepnach, pfisedlé k defekeni
sténé a vystavené rychlému toku okolni krve, jsou zdrojem emboll s pfevaZujicim
obsahem agregovanych trombocytl, s krystaly cholesterolu a ateromatdzni drti
(Topol a spol., 1997).

K prevenci arteridlnich tromb6z se s vyhodou vyuZiva lé¢hy antiagregacni.

b) stagnujici krevni proud

V mistech krevni stagnace je naopak pfevaZujicim mechanismem vzniku trom-
bézy hemokoagulace. Proti ni zaméfujeme lécbu antikoagulacnyi.

Stagnacni tromby, bohaté na fibrin a erytrocyty, pochazeji naopak spise ze srd-
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ce, piipadng ze stagna€nich méstki v Zilach dolnich kon¢etin a panve. Embolizuji
do mozku bud z levého srdce, nebo vzécné z Zil velkého ob&hu v pripad€ oteviené-
ho foramen ovale. Vznikld koagula setrvavaji po ur¢itou dobu v mist€ svého vzni-
ku, podle hemodynamickych okolnosti se v§ak mohou posléze uvolnit a odcestovat
s proudem krve jako emboly (Rodgers, 1998).

Z téchto pohledi rozliSujeme trombozy:

B Zilni - jsou velmi Uzce spjaty s hyperkoaguladnimi stavy. Pii Zilni trombéze do-
minuje pfedevsim krevni stdza a hyperkoagulace v plazmatickém systému.

W arteridlni — pii arteridlni trombdze se uplatiiuje pfedeviim poskozeni endotelu
a zvySend agregabilita krevnich destiCek (Alving, 1993).

Z tohoto odli¥ného pohledu na oba systémy vyplyvd i Ié¢ebna prevence téchto sta-

vii:

B v Zilnim systému — nefrakcionovany a nizkomolekularni heparin, kumariny

B v arferidlnim teCisti — acetylsalycilova kyselina (Acetyl Salycilic Acid — ASA)
a dal3i inhibitory desti¢kovych funkeci.

4 adheze krevnich
P~ desti¢ek k poskozenéd
zdrava céva - _cévnisténé =

¢ .
fez ateromatoznim platem
v cévni sténé
A

.

zachytavani ervenych™\
krvinek v misté
krevni sraZeniny

zmény na cévni sténé Y \h o
- ZuZena céva LA
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4.2.1.1. Venozni trombdzy

V klinické praxi jsou Zilni tromboembolické komplikace daleko Cast&j3i neZ kr-
vacivé stavy.

Pri¢iny vzniku venézni trombézy

B snifend hladina inhibitoru krevniho srd-
Zeni. Jde hlavné o inhibitory plazmatické-
ho koagulacniho systému. Inhibitory fibri-
nolyzy hraji méné vyznamnou tlohu
(Heljboer a spol., 1990).

B inik tkdriového faktoru do krevniho obg-
hu (napf. u chirurgickych vykonl) miiZe
vyvolat vznik trombu. Zaneseni trombu do
pravého srdce a odtud do plic je potom pfi-
¢inou plicni embolie.

B zpomaleni cirkulace krve Zilnim fe€i§tém
milZe prispet k aktivaci nitrocévniho sra-
Zeni krve.

B hluboké a rozsahlé poskozeni krevnich
kapildr

B rozpad cévniho endotelu vyvolany bakte-
riemi, ¢i jinymi toxiny vede k silnému
podnétu ke spusténi hemostatické reakce,
pfi které vznikaji mikrotromby v cévnim
fecisti.

Prvni zminka o pFipadu
venézni trombdzy v pisemnictvi

Tromboticka mikroangiopatie mé za nasledek pferuSeni cirkulace v postizené
oblasti s eventudlnim postupnym odumienim okolni tkan€. Vznikaji-1i tromby v ka-
pilarach u v&t§iho poctu tkdni a orgénil, hovofime o DIK.

Ziskané rizikové faktory venézni trombozy
VEK nad 45 let

Obezita

Velké operace a operace ortopedické
Poranéni (vetné€ popéalenin)

Imobilizace

Nédorova onemocnéni

Tromboembolickd nemoc (TEN) v anamnéze
Varixy

Kouieni

Hormonalni 1é¢ba

T&hotenstvi

Venézni trombus
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4.2.1.2. Arteridini trombozy

PYi vzniku arteridlni trombaozy byla stéZejni viloha pripisovina ateromatoznim
zméndm stény cévni. Tyto patologické procesy sméfujici k trombéze se rozvijeji
vétSinou aZ ve druhé poloving Zivota.

Stadia aterosklerotického procesu

@ zvySené vystaveni stény cévy chemickym
nebo biologickym vliviim.
® 7 chemickych viivii piispivaji k posko-

zeni endotelu: vyssi hladina LDL a ho-
mocysteinu, tabdkovy kou¥ nedostatek | Ak
kysliku v organismu.
e 7 biologickych viivit postihuje endotel
cytomegalovirus a nékteré dalsi infekce.
® Dalsimi pFicinami byvaji mechanickd
poskozeni endotelu.

& porucha funkce a poSkozeni endotelu.
V tomto stddiu se zhorSi mozinost rozsiFit
prisvit cévy (relaxace) a zvysi se prilnavost
endotelovych bunék. " At

& vznik pénovych bunék z monocytii a mak- | \
rofdgii a tvorba aterosklerotického pldtu. AN
Diisledkem tohoto jevu je sklon k vazokon-
strikci cév, k tvorbé destickové krevni sraZe-
niny (trombu) a konecné k proniknuti zdnét-
livych bunék do cévni stény.

& poruleni stability a prasknuti pldatu

endotel

Tvorba trombu na roztrZzeném aterosklerotic-
kém platu pfedstavuje hlavni patogeneticky
mechanismus vzniku akutnich korondrnich
syndrom0 — infarktu myokardu (IM) a anginy
pectoris:
O IM je disledkem plného uzdvéru korondr- :
ni arterie Tvorba trombu
Q angina pectoris je prevdiné zpiisobena tvor- na aterosklerotickém platu
bou trombu na cévni sténé s nevplnym uzdvérem korondrni arterie. Dochdzi
k ziiZeni prisvitu arterie, ne k jejimu uzdveru.

Metabolicky velmi aktivni platy se vyznacuji zna¢nou aktivitou polymorfonuk-
le4rnich leukocytii a monocytt. Nejcastéji praskaji mékké pldty s tenkym krytem,
které jsou bohaté na lipidy a makrofdgy.
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Na vzniku koronérni trombozy se podili interakce cirkulujicich elementi, pre-
dev§im monocyti a krevnich desticek. Aktivované monocyty po stimulaci P-selek-
tinem exprimuji TF, fadu cytokint a matrixové metaloproteindzy. Metaloproteindzy
$t€pi kolagen v krytu platu a vyplavuji TF do cévniho eCidt€ (Demers a spol.,
1992). Kromé uvoltiovani z ateromatézniho platu je TF produkovén téZ aktivova-
nymi krevnimi elementy. TF pak hraje klicovou roli pri vzniku korondrniho trombu:
1. Vytvoreni komplexu [TF . VIIa]

2. Aktivace F X na Xa

3. Tvorba komplexu [TFPI . Xa]

4. Inaktivace komplexu [TF . VIla] komplexem [TFPI . Xa] za vzniku tetramerni-
ho komplexu [TF . VIIa . TFPI . Xa]

Tento komplex je reverzibilni a pomér mezi jeho genezi a uvoliiovdnim jednotli-
vych sloZek uréuje aktudlni stay protromboftickych a antitrombotickych pochodii.

Q Ve studiich bylo prokdzdno, Ze heparin sniZuje produkci TF in vitro a soucasné
vyvold pokles prokoagulacni aktivity monocytit.

Mechanismus vzniku tepenného trombu
Mechanismus vzniku trombu v tepenném

feCisti je odlisny od tvorby hemostatické zatky.

Vznik arteridIniho trombu probiha nasledovneé:

1. adheze destitek

2. aktivace a kontrakce destiCek

3. adherence k rozpoznanym tromboaktivnim

substratim poskozené Casti arteridlni cévni

stény (napt. vWE, vldkna kolagenu, fibronektin, vitronektin, laminin)

rozprostranéni destiCek na poSkozeném cévnim povrchu

agregace dalSich pfilehlych destiek

aktivace koagulacni kaskddy s tvorbou fibrinu

vznik bilého trombu tvoteného prevazné krevnimi desti¢kami — pfekryva vrstvy

nejblizsi k poSkozené cévni st€né

8. vychytavani erytrocytd, neutrofild a ojedin€lé monocyti v dal§ich vrstvach vzni-
kajiciho ¢erveného trombu.

Nank

Uloha krevnich desti¢ek
p¥i vzniku arteriilni trombézy

Krevni desticky se uplatiluji nejen pii sa-
motném vzniku arteridlni tromboZy, ale podile- |
ji se také na zanétlivych zménéch, které probi-
haji v koronarnim platu. Pfi pokozeni cévni

Rez tepnou s drobnymi agregaty destiéek (Sipky)
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stény dochazi k adhezi krevnich desti¢ek na mista s chybégjici endotelidlni vystel-
kou. Vrstva adherovanych desti¢ek v mist€ poSkozeni pfedstavuje v zdsadé jednu ze
slozek, které se snazi zajistit reparativni proces. V tomto procesu dochazi k obnové
pratoku cévni st€nou. ZaleZi pak na rovnovéze proagregacnich a protiagregacnich
mechanismii, zda tento d&j prestoupi do tvorby desti¢kového trombu.

Aktivace krevnich desticek mizZe probihat dvoji cestou:

B ZvySeni striznich sil v intakini endotelidini vrstvé — v disledku vazokonstrikce
nebo pii vzniku vyznamné koronérni stenézy. Tento pochod je zprostiedkovan
vWF a GP Ib/IX a GP IIb/Il]a.

@ Reparativni proces — zprostfedkovan vazbou vWF na GP 1b/IX/V nebo vazbou
na kolagen.

Nejsilng€jsi aktivatory cirkulujicich neaktivnich desti¢ek jsou ateromatézni lipi-
dové édsti platu, kolagen, trombin a cirkulujici katecholaminy. Dalii aktivator de-
sticek — ADP je uvoliiovan jednak z hemolyzovanych Cervenych krvinek a jednak ze
samotnych krevnich desti¢ek. Uvolnény serotonin a tromboxan A, podporuji dalsi
agregaci destiCek a navic i korondrni vazokonstrikci. Dochézi k aktivaci destiCkové
proteinkindzy C a prostiednictvim aktivace cesty cyklooxygendzy i k expozici destic-
kovych fibrinogenovych receptori — glykoproteinového komplexu GP I1b/Il1a.

O Na povrchu krevni desticky jsou receptory pro adhezivni proteiny. Ze skupiny in-
tegrini jsou to predevsim GP IIb/llla, GP la/lla, GP Ic/lla, fibronektinovy a vi-
tronektinovy receptor. Na klidové desticce je pFitomen i receptor pro vWF (GP
1b), ktery zprostiedkovdvd adhezi desticek k obnalenym subendotelidinim vrst-
vdimn.

Q DileZitym receptorem na aktivovanych krevnich destickdch je glykoprotein
[Ib/lla, ktery je receptorem pro fibrinogen, fibronectin, vWF, vitronektin a trom-
bospodin. Fibrinogen md dvé mista, kterymi rozezndvd receptor GP I1b/I11a
a proto miiZe zprostiedkovat interakce dvou desti¢ek mezi sebou a je zdkladnim
mechanismem vedoucim k agregaci desticek.

QO Zcela zdsadni roli pFi vzniku tepenného trombu hraje i proteolyticky enzym
trombin. Jak jiZ bylo uvedeno, je jednim za hlavnich aktivdtorii desticek a navic
tim, Ze odStépuje 7 fibrinogenu fibrinopeptidy A a B se podili na tvorbé neroz-
pustného fibrinu. Vytvorend vidkna fibrinu zpeviiuji destickovy trombus.

4.2.1.3. Laboratorni markery trombogeneze a trombofilie

Zavedeni novych vySetfovacich metod pro stanoveni molekulovych markert
podstatné ovlivnilo moZnosti v diagnostikovani a prevenci trombogeneze a trombo-
filie. Molekulové markery jsou molekuly nejCastéji na bazi proteinli. UmoZiiuji
v mnohych pfipadech stanovit zmény hemostatickych mechanismu in vivo.
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Molekulové markery popisuji fyziologii a patofyziologii hemostazy:

B Pfi dysfunkci endotelu — endotelové markery (vWF, trombomodulin, solubilni
TF, TFPI, adhezivni proteiny: E-selektin, ICAM-1, VCAM-1).
Endotelové markery slouZi k odliSeni ¢asné endotelové dysfunkce (aktivace endo-
telu) od jeho pozdéjsiho zavazn&jsiho poskozeni. vWF byl plivodné€ zaveden jako
marker po$kozen{ endotelu, v soucasnosti je spiSe povaZovén za zndmku chronic-
ké aktivace endotelu. ZvySené hladiny trombomodulinu a TFPI jsou zndmkami
vyraznéj$iho poskozeni endotelu. ZvySené hladiny TFPI se nachézi pti vaskulopa-
tiich v souvislosti s poSkozenim povrchovych endotelidlnich proteoglykand.
Vzhledem k tomu, Ze jeho hladina se m&ni v zavislosti na hyperlipidémii je vhod-
néjsi vysetfovat antigen volného TFPI. Hladina solubilniho TF m4 klinicky vztah
k riiznym vaskulopatiim a indukcim endotelové exprese TF zan&tlivymi latkami in
vitro. tPA je povazovén téZ za endotelovy marker, protoZe je tvoren a uskladnén
v endotelu v granulich odli¥nych od Weibel-Paladeho (WP) t&lisek.

B Pri aktivaci krevnich destiCek — markery krevnich desti¢ek (povrchové antige-
ny, a dile PF4, B-TG, TXA,).
Trombocytové markery jsou proteiny uskladnéné v c-granulich krevnich desti-
¢ek a jsou uvoliiovany z krevnich deti¢ek pfi jejich aktivaci. Vyhodou t&chto pa-
rametr( je, Ze odraZi stav aktivace desti¢ek in vivo.

B Pii aktivaci koagulaCnich procest — markery aktivace koagulace (stanovuji se
aktiva¢ni peptidy plasmatickych faktorti nebo komplexy faktori s inhibitory —
F 1 + 2, TAT komplexy, fibrinopeptid A, aktiva¢ni peptidy faktor IX a X, fibri-
nové monomery, F VIla)

B Pii aktivaci fibrinolyzy — markery aktivované fibrinolyzy (FDP, D-diméry, PAP
komplexy — [plasmin.antiplasmin], celkova fibrinolyticka aktivita).

4.2.2. Trombofilni stavy

{(Trombofilie z feckého ,, thrombophilia“ - je predispozice ke vzniku trombdz, podobné ja-
ko hemofilie z feckého ,, haemophilia* je predispozici ke vzniku krvécivych stavil.)

V poslednich letech se podafilo prokazat u celé poloviny nemocnych s trombo-
embolickou nemoci vrozenou poruchu v regulaci procesu krevniho srdZeni, ktera
zpiisobuje zvySené riziko této nemoci. Tyto stavy se objevuji zejména u jedincit
mlad§tho véku (pod 40 let) a Casto maji charakter rodinného onemocnéni.

TROMBOFILIE JE TEDY VROZENA NEBO ZISKANA PORUCHA HEMOSTATICKEHO
MECHANISMU, KTERA JE PRAVDEPODOBNOU PRICINOU ZVYSENE TENDENCE
K TROMBOZE.

RozliSujeme trombofilni stavy:
Q vrozené (kongenitdlni)
Q ziskané (sekunddrni)
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4.2.2. 1. Vrozené (kongenitdini) trombofilni stavy

Béhem poslednich 30 let bylo zjist€no celkem 7 genetickych faktorl spojovanych

se zvySenym rizikem venézni trombézy a nachazi se dalsi:

m Dysfibrinogenémie: byla popsdna Beckem a spolupracovniky v roce 1965 (Beck
a spol., 1965). Od té doby bylo zjisténo celkem 15 riiznych mutaci genit fibrino-
genu ¢, B a vy, které vedou k syndromu dysfibrinogenémie. Nejzndméjsi je muta-
ce B-fibrinogenu (455 G-A), pFi které dochdzi ke zvySeni hladiny fibrinogenu
v plazmeé, zvyseni viskozity krve a plazmy a ke zvySené agregaci erytrocytii.

B Rezistence na aktivovany protein C (APC-R): jde o genetické defekty spojo-
vané s jednobodovou mutaci genu, ktery generuje faktor V (Bertina a spol.,
1994). APC rezistence byla poprvé popsdna v roce 1993 Dahlbéickem (Svenson
a Dahlibick, 1994) .

B Deficience antitrombinu byla poprvé ozndmena Egebergem v roce 1964
(Egeberg, 1967). Je to autosomdlne dominantni porucha u heterozygoti. Podle
kvantity, aktivity a schopnosti vdzat heparin se déli na 3 typy. Defekt se projevu-
Je hlavné trombozami hlubokych Zil, vetsinou dolnich koncetin a plicni embolit.
Prvni projevy se objevuji v puberté, u Zen v obdobi téhotenstvi.

B Deficience proteinu C byla poprvé popsdna v roce 1981 Griffinem a spol.
(Griffin a spol., 1981). Projevuje se jiZ v deétstvi jako zdvaind predispozice.
Jednd se o geneticky velmi riiznorodé onemocnéni, u kterého zndme vice neZ 160
mutaci genu proteinu C (Reitsma a spol., 1995). Klinickym vyrazem poruchy
systému proteinu C byvaji Zilni, ale i arteridlni trombézy (Engesser a spol.,
1987). Zv148tnim syndromem je purpura fulminans novorozencii u homozygott
a tzv. kumarinové nekrézy pii zavadéni 1éby perordlnimi antikoagulancii
(Devine a Brigden, 1996).

B Deficience proteinu S byla poprvé popsdna Compem a spol. v roce 1984 (Comp
a spol., 1984). Také u proteinu S je zndmo kolem 70 mutaci genu (Aiach a spol.,
1995).

N Mutace protrombinu spojovand s 20210 A alelou protrombinového genu — F 11
20 210. Byla poprvé popsdna v roce 1996 Poortent a spol. (Poort a spol., 1996).

® Homocystein — nachdzi se hyperhomocystémie, kterd je charakterizovdna zvy-
Senou hladinou homocysteinu v krvi.

B Nékteré dalsi polymorfismy vedouci k arteridlni nebo venézni trombéze:
® GP Ia — mutace v genu se zaménou C 807 T. Zvyuje se riziko infarktu myo-

kardu zejména u mladych jedincit.
® TFPI - mutace v genu se zaménou C 536 T. Zvysuje se riziko vendzni trom-
bozy mutace v TM a EPCR (endotelovy receptor pro PC)
® PAI 1 — mutace v genu se zdménou 4G/5G. MiiZe zvySovat riziko dvéma riiz-
nymi mechanismy:
@ Depozita fibrinu tvoFici zdklad aterosklerotickych pldtii spolu s vysokou
lokdlni koncentraci PAI 1 podporuji tvorbu aterosklerotickych plakii.
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® Mechanismus u infarktu myokardu je odlisny. Trombdza vznikd v misté

ruptury aterosklerotického pldtu. Zvysené koncentrace PAI zFejmé zpiiso-
buji korondrni trombdzu vyvoldnim protrombotického stavu.

Prevalence u jednotlivych rizikovych faktori trombofilie:

FV-Leiden (Svenson a Dahlbdck, 1994)
defekty proteinu C (Griffin a spol., 1993)
defekty antitrombinu (Demers a spol., 1992)
defekty proteinu S (Engesser a spol., 1987)
antifosfolipidovy syndrom (Devine a Brigden, 1996)
deficience fibrinogenu

abnormality fibrinolyzy*

defekt protrombinu spojovany s jednobodovou
mutaci alely A20210 protrombinového genu
hyperhomocystémie (> neZ 18,5 mmol/l)
neznamé faktory

Prevalence trombofilie
20-50 %

2-5%

2-4 %

2-5 %

2-3 %

1%

10-15 %

15-20 %
7-10 %
3-5%

* patFi k nim abnormality plazgminogenu, t-PA, nebo PAI

4.2.2.1.1. REZISTENCE NA AKTIVOVANY PROTEIN C (APC-R)

Rezistence na aktivovany protein C piedstavuje nedostate¢rou nebo viibec Zdd-
nou odpovéd na aktivovany protein C. Popisuje tedy odolnost koagulacniho systé-
mu vidi inhibiénimu vlivu proteinu C na koagulané aktivni faktory Va a Vllla

(Poort a spol., 1996).

Vrozena APC-R miize byt vyvolana:

W jednobodovou mutaci genu pro koagulacni faktor V

(Leidenska mutace, Cambridge mutace)
B postieni dnes nezndmym defektem

FAKTOR V-LEIDEN
(Factor V-Leiden mutation (F-V-LM))

5 - 10 % piipadii

Mutace vznikla asi pred 20-30 tisici lety, pravdépodobné jiZ po oddéleni asijské po-
pulace (proto se u asijské populace prakticky nevyskytuje). U evropské populace se

vyskytuje u 3-5 % jedincii (Topol, 1997).

Geneticky se u postiZzenych nachazi Fv
mutace faktoru V (Bertina, 1997). Jde F V Leiden
o bodovou mutaci v exonu 10 genu

Ser-Leu-Asp-Arg-Gly-lle-Gin...
Ser-Leu-Asp-GIn-Gly-lle-Gin...
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90-95 % pripadii

kédujicim F V, kde v potadi nukleotidl dochdzi k zdméné G za A (G 1691 A).
Vznikly triplet koduje v proteinu (F V) v pozici 506 misto aminokyseliny argininu
(Arg), glutamin (Gln):

F V Q 506 (Leiden) FV
CAA CGA
Arp - Gln - Gly Arp - Arg - Gly

U Leidenské mutace je sniZeny inhi-
bi¢ni vliv APC na aktivovany koagulac-
ni systém dén vyskytem patologického
faktoru Va (faktor Va-Leiden). Tento
faktor ma normélni prokoagula¢ni akti-
vitu, ale ned4 se proteolyticky St€pit ak-
tivovanym proteinem C. Varianta F V,
kterd ma v pozici 506 misto aminokyse-
liny argininu glutamin mé vyrazné
sniZenou kofaktorovou aktivitu a inakti-
vace faktor Va a VIIla v systému
[APC . PS . CaZ+ . Pl] je velmi pomalé:

Normalri stay. |

Trombomodulin

Cévni endotolio

Predispozico

aklivace K trombéze

Limflovana
koagulace

Utinek FV a FV Leiden v systému Proteinu C

ArgS06 ———= GlIn »»»»»» | F Va R506Q

Vlivem této mutace ne-
probihd v systému proteinu
C 3tépeni t&€Zkého ietézce
faktoru Va. Faktor zistava ve
své aktivované podobg, ne-

Faktor Va/Va-Leiden Args0s

Téiky Fetézec  m,N -{ Al I A2 ]— coon

dochédzi k jeho inaktivaci
o x - Ca2+
a miZe se podilet v komple- SN
Xu protrombindzy na zvy$0- | Lehky Fetézec HzN— - coon

vani hladiny trombinu.

CAMBRIDGE MUTACE
(Faktor V-Cambridge)

V tomto piipadé jde o jednobodovou mutaci faktoru V (Williamson a spol., 1998), kte-
ry ma v pozici 306 misto aminokyseliny argininu (Arg) aminokyselinu threonin (Thr):
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Arg306 ——— Thr »»»»»» | F Va R506Q

Vyskyt: asi u 2-3 % mutaci faktoru V

Vliv APC-R na funkci aktivovaného proteinu C

ProtoZe se sniZi rychlost §t€peni faktoru Va vlivem APC, dochazi jen pozvolna
k jeho inaktivaci (Badimon a Badimon, 1996). To zvy3uje stabilitu protrombinového
komplexu a miZe dojit k rozvinuti hyperkoagula¢niho stavu a k riziku trombozy.

Q Viozend rezistence na aktivovany protein C je hlavnim rizikovym faktorem pro
vznik venoni trombozy (Bertina, 1997). Byla zjisténa u 20-60 % nemocnych
touto chorobou a u 2-7 % jedincii béZné populace. Homozygoti maji vySsi rizi-
ko vzniku trombdzy neZ heterozygoti, u kterych je 50 % F V s normdini skladbou
aminokyselin.

Ziskana APC-R

Ziskand APC-R nastava v dasledku stavi, které zpUsobuji dysbalanci mezi pro-
koagulaCnimi a antikoagula¢nimi proteiny hemostazy ovliviiujici reakce pouZiva-
nych laboratornich vySetfeni (zvySeni hladiny F VIII, z&né&t, t€hotenstvi, hormonal-
ni antikoncepce, antikoagulaéni 1é¢ba, lupus antikoagulans, defekty proteinu C a S).
Ziskan& APC-R je provézena stejnym rizikem vzniku trombézy a klinické projevy
se podobaji klasické APC-R.

Laboratorni stanoveni APC — R
€ Funkéni testy (koagula¢ni, chromogenni substréty)
4 VySetfeni genotypu

4.2.2.1.2. DEFEKT 20210 A ALELY PROTROMBINU (FII 20210)

Tento defekt byl poprvé popsdn Poortem a spol. v roce 1996 (Poort a spol.,
1996). Jde o polymorfismus genu pro tvorbu protrombinu v 5. exonu, spojeny s vy-
sokou hladinou protrombinu. Podobné& jako APC-R je i tento defekt vyvolan jedno-
bodovou mutaci. Defekt je spojeny se zdmé&nou G za A v pozici 20210 protrombi-
nového genu (G 20210 A).

TCCCAATAAAAGTGACTCTCAGCGAGCC

miutace
TCCCAATAAAAGTGACTCTCAGCAAGCC

4.2.2.1.3. HYPERHOMOCYSTEINEMIE

Porucha spojend s homocysteinem se projevuje zvySenou hladinou homocystei-
nu v krvi — hyperhomocystémii. Je vyvoldna genetickou mutaci nékterého enzymu
cyklu methioninu, nejCastéji 5,10 methylentetratetrahydrofoldt reduktdzou.
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Homaocystein je metabolit degradace methioninu. Za normalnich okolnosti miZe byt
metylovan zpé&tné na methionin enzymem methioninsyntdzou. V metabolismu ho-
mocysteinu hraji vyznamnou roli 3 enzymy:

M Cysthationin-B-syntdza (CBS)
B Methionin-syntdza (MS)
W 5,10 methylentetrahydrofoldt reduktdza (MTHFR)

CYKLUS METHIONINU

*
NS-metyl-THF Chl Methionin — S-adenosyl-
\ /‘ 4\ /’ methionin
C*
|CH 3-transferaza I |CH3-transferéza | CH3

4/ o / \
* ; S-adenosyl-
(;’EI; Metyl-Cbl Homocystein €= homocystein
n Ed |

Cystathionin

Cystein

Fyziologické meze homocysteinu: < 30 let 4,6-8,1 pmol/l
30—-59let Zeny: 4,5-7,9 umol/l

muzi: 6,3-11,2 pmol/l

> 59 let 5,8-11,9 pmol/l

Hyperhomocysteinemie muze byt:
Q vrozend
O ziskand

Vrozend hyperhomocystemie je vyvolana vét§inou piitomnosti mutované termola-
bilni formy MTHFR. Mutace spo¢iva v zaméné v genu generujicim tento enzym
(C 677 T). Z metabolismu homocysteinu vyplyva, Ze hyperhomocysteinemie miize
byt zplisobena:

a) deficitem nebo sniZenou aktivitou nékterych enzymii — vétSinou MTHFR
a v méné piipadech defekty enzymu cystathion-B-syntdzy

b) deficitem vitamini — vitaminy skupiny B jsou kofaktory t&chto enzymi (kyseli-
na listova, vitaminy Bg, a B,).
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U Homozygotni defekty jsou spojoviny s téZkou hyperhomocysteinémii a jsou do-
provdzeny Fadou defektit (neurologickych a psychickych a casnou chorobou cév,
véetné TEN). U heterozygotii se objevuje lehkd aZ stfedné tézkd forma hyperho-
mocystémie

Q Hyperhomocystemie je nezdvislym
rizikovym faktorem cévnich chorob.

X S e
Ukazuje se, Ze by mohla byt i riziko- u:‘::‘igmi“‘
vym faktorem pro Zilni trombdzy. ' R
Mechanismy, kterymi se hyperho-

W

Disbetes

mocystemie podili na atero, i trom- ~ 4l e melitus
bogenezi nejsou dostateCné ndmy. |

v .72 X . ’ Celkov
Predpoklddd se poskozeni endotelu, | ST homacystain

proliferace bunék hladkého svalstva ':- Shazy
a zesileni intimy. Hyperhomocyste-
, mie se projevuje jako rizikovy faktor | j ) Ee
hlavné u mladsich lidi. | coiyl - harmony

Ledvinava
Genellka pockozen|

.

Stavy a léky, které ovliviiuji homocystémii

4.2.2.2. Ziskané trombofilni stavy

4.2.2.2.1. ANTIFOSFOLIPIDOVY SYNDROM (APS)

Antifosfolipidovy syndrom (APS — Anti Phospholipide Syndrome) je charakte-
rizovén pritomnosti vendznich i ateridlnich trombéz v mikrocirkulaci, pfed¢asné
ukoncenych téhotenstvi a trombocytopenie v piftomnosti antifosfolipidovych proti-
latek. Tyto latky tim, Ze vyrazuji fosfolipidy ze hry v rdmci koagulaCnich procest
vyznamné a rliznym zpisobem zasahuji do procesu krevniho sraZeni a vysledkem
tohoto pasobeni byva zpravidla trombofilie.

U APS se vytvd¥i protildtky proti negativné nabitym fosfolipidovym povrchiim,
proteinim vdzajicim fosfolipidy nebo proteinim (kofaktoriim) v piipadé, Ze fosfo-
lipidy nejsou pritomny.

Mechanismy d¢inku
V ptipadé APS se piedpoklada nékolik mechanismil G¢inku antifosfolipidovych pro-
tilatek:

@ APA se napojuji na fosfolipidové slozky protrombinového komplexu koaguladni
kaskady, tim vznik4 hyperkoagulacni stav.

& APA zabrariyji uvoliiovdni kyseliny arachidonové z endotelu krevnich cév, coZ
vede ke sniZeni tvorby prostacyklinu jako prirozené se vyskytujici antikoagu-
la¢ni slozky, zvysi se agregace destiek a dochéz{ k nasledné trombdze.
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€ APA zvy3uji moZnost trombozy inhibici ticinku prekalikreinu a nasledné poSko-
zeni fibrinové ,clearence®.

€@ APA inhibuji pusobeni trombomodulinu pifi aktivaci proteinu C trombinem,
a tim se ztraci zp€tnovazebna inhibice koagulace.

& Primé poSkozeni trombocyti protilatkami typu Lupus anticoagulans, coz vede
ke zvySeni jejich adhezivni schopnosti a nasledné k trombéze.

Pomérng vzicny je tzv. katastroficky APS, u kterého dochézi v diisledku nezviad-
nutelné trombofilni tendence k akutnimu stavu s obrazem multiorgdnového selhdni.

Laboratorni diagnostika: Je zaloZena na kombinaci koagulacnich laboratornich
testd zdvislych na fosfolipidech a ELISA testech.

Klinicka interpretace: Tvorba protildtek miZe byt vyvoldna Iéky, bakteridlni a viro-
vou infekci. Velmi €asto se APS zji§tuje u nemocnych s revmatickym onemocnénim.

Lécba: Hlavnimi klinickymi komplikacemi spojenymi s pfitomnost{ APA jsou vas-
kularni okluze, opakovany spontdnni potrat a trombocytopenie. Snahou je co nej-
rychleji odhalit diagnézu a sniZit koagula¢ni potencial, aby se co nejrychleji elimi-
novala rizika spojend s timto syndromem. K 1é¢bé se pouZiva kortikosteroidii
(prednison), oralni antikoagulancia, antiagregacni léky nebo heparin.

U Neni jisté, zda APA pouze doprovdzi riznd onemocnéni, nebo zda maji s riiznymi

patologickymi stavy pricinnou souvislost. Pricina tvorby APA je komplexni, je
pravdépodobné ndsledkem poruchy imunitniho systému. Nejsou zatim zndmy me-
chanismy, kterymi tyto protildtky vyvoldvaji hyperkoagulacni stav a trombdzu.
Predpoklddd se iicast v inhibici uvolriovdni kyseliny arachidonové 7 membrdny
endotelii a ndsledné sniZeni produkce prostacyklinu. Literdrni prameny se zmi-
Auji 0 tom, Ze APA pravdépodobné pozitivne ovliviuji syntézu destickového ak-
tivacniho faktoru — PAF (platelet activating factor), ktery ndsledné zesiluje
agregaci krevnich desticek. Dalsi cilovou strukturou APA by mohly byt membrd-
nové fosfolipidy u krevnich desticek primdrné lokalizované na vnitinim povrchu
membrdny, které se po jejich predchozi aktivaci nebo poskozeni dostdvaji na vnéj-
8t povrch. Jako jind moZnost plisobeni APA se popisuje zesileni adheze krevnich
desticek spolecné s uvolnénim prokoagulacniho faktoru a tromboxanil.
Na kauzdlni vcast APA pFi vzniku trombu ukazuje i modelovy pokus, kdy bylo
u experimentdlniho zvirete vyvoldno standartnim zpiisobem poskozeni femordl-
ni artérie. Po infiizi APA tiid IgG, IgM i IgA byl pozorovdn dramaticky ndriist
trombu i doby jeho trvdni.

4.2.2.3. Sekunddrni (pFidruZené) trombofilni stavy

Sekunddrni trombofilni stavy se objevuji v patobiologickych situacich, mezi
néZ patii napf. gravidita, nebo jsou ndsledkem zndmého patologického procesu (he-
patopatie, nefroticky syndrom, DIK rozli¢né geneze).
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4.3. Antitromboticka 1ééba

Hemostatické mechanismy jsou fyziologickym procesem. Za uréitych podminek
je aktivace hemostatickych mechanisml neZadouci a Zivot ohroZujici a je potfeba
jeji aktivitu tlumit. K inhibici primarni hemostdzy jsou k dispozici protidestickové
1éky a ke tlumeni sekundérni hemostdzy antikoagulancia. Spontanni fibrinolyzu fib-
rinového trombu, spo¢ivajici v aktivaci plazminogenu na plazmin, je moZné tera-
peuticky potencovat podanim t-PA nebo Ize pfimo podat pfirozend fibrinolytika, ¢i
jejich analoga (Bultas a Karetovd, 2004).

Lécebné zakroky u projevil trombogeneze vychazi z toho, Ze podand Gcinn4 lat-
ka muze:

W zabranit zvé€tSovan{ trombu, pfipadné rozpusti jeho fibrinovou slozku

B zamezit dal§imu shlukovani trombocyth

B sniZit hyperkoagulabilitu systému

Shilukovdni trombocytit — I.-—> _
Trombus | < — Rozpusténi fibrinové sité

SniZeni hyperkoagulability — —»

RozlisSujeme antitrombotickou 1é¢bu:
Q1 antikoagulaéni
Q trombolytickou
O antiagregaéni

4.3.1. Monitorovani lé¢by

Laboratorni hodnoty pouZitych testd by se b&hem anti-
trombotické 1€¢by mély pohybovat v léCebném rozmezi.
Jsou-1i niZ8f (nedostateCny €as) je nemocny ohroZen from- /N
boembolickymi pFihodami, jsou-li naopak vy$§i (nadmérny | Hrviseni
o . Y P ; . E_—
¢as) je nemocny ohrozZen krvdcivymi komplikacemi. V dol-
ni ¢asti je uveden piiklad monitorovani 1é€by kumariny po-
moci protrombinového testu:

N\ )
iy

FAAN

J‘rl'imiJﬁuﬁ

INR Nadmérny c¢as

Lécebné rozmézi

Nedostatecny cas

doba 1éEby (mésice)

208

4.3.2. Antikoagula¢ni 1écba

Antikoagulacni léc¢ba zabraiiuje vzniku trombu, tim Ze bréni genezi trombinu
a nasledné pfeméné fibrinogenu na fibrin. Antikoagulaéni 1é¢bou se potlauje akti-
vace koagulacnich faktor® tim, Ze se jednak brani vzniku plné hodnotnych faktorti
(prepardty kumarinového typu) nebo se potencuje G¢inek antitrombinu k nepifmé-
mu vyvazani trombinu (nefrakcionovany heparin), €1 k vyvazani aktivovaného F Xa
(frakcionovany heparin). Snizenou tvorbou nebo vyvazovanim trombinu z koagu-
lagniho déje se vyrazné omezuje i riziko aktivace trombocytarniho systému.

Fibrinogen

Antikoagulace STOP> @

Fibrin

Hlavnim zdmérem antikoagulacni 1é¢by je co nejrychlej$i dosaZeni stabilni
ucinné léCebné dévky, udrZeni této davky v terapeutickych mezich a vylouéeni vy-
znamngjsiho pfedavkovani antikoaguladnim plisobkem.

Inhibice koagulace lze dosihnout Fadou zpidsobii:
B Inhibice inicidlni faze koagulace
e inhibitory TF (TFPI)
e inhibitory ostatnich koagulacnich faktort
E Zamezenim premény protrombinu na trombin
e inhibitory F IXa
e inhibitory F Xa
B Blokiddou u¢inku trombinu
e piimé inhibitory
e nepiimé inhibitory: blokuji trombin zprostfedkované zvyseni
trombinu (UFH, LMWH)
B Posileni pFirozené antikoagula¢ni odpovédi organismu
e rekombinantni fyziologické proteiny s antikoagulaéni aktivitou (rekombi-
nantni protein C, rekombinantni trombomodulin). Tyto faktory stimuluji pfi-
rozenou antikoagula¢ni schopnost organismu.
B Potladeni geneze faktora zavislych na vitaminu K
e antagonisté vitaminu K (kumarinové preparaty)

P

¢inku anti-

4.3.2.1. Neprimé inhibitory trombinu

Nepiimé inhibitory trombinu vyZaduji dalsi
substanci, kterd jim umozni ptipojit se k moleku-
le trombinu. Mezi latky, které usnadiiuji pripojeni
inhibitoru k molekule trombinu patfi heparin.

Heparin
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Heparin byl objeven Mc Leanem v roce 1916 (McLean, 1916). Je to piirozeny
mukopolysacharid s vyrazng&j$im zastoupenim siry (polysulfonovany glykosamino-
glykan). Jako anionicky polysacharid obsahuje zbytky kyseliny uronové. Tvoii se
v lidskych tkanich, hlavné v jatrech, plicich a ve stfevé. Samotny heparin méd mini-
mélni antikoagula¢ni uc¢inky. Antikoagulaéni dcinek heparinu je zprostfedkovin
2 cestami:

e Auntitrombinem — viz kapitola ,, Systémy inhibitori hemostdzy*
e TFPI - uvoliiuje TFPI (dochézi k inhibici dimérniho komplexu [FVIIa . TF])

Q V systému hemostdzy nepotencuje heparin pouze inhibici aktivovanych koagu-
lacnich faktori, ale ovliviiuje také primdrni hemostdzu, endotel a fibrinolyzu.
Je zndmo, Ze wicitd Cdst heparinu se spotiebuje k nezbytné saturaci endotelu.
Heparin se soucasné vdZe na rizné ldtky a bunécné systémy, které spolupiisobi
v hemostdze. DilleZitd je schopnost heparinu vdzat se na granulocyty, lymfocyty
a makrofdgy, co? se projevuje zejména u zdnétlivych stavii. Heparin je schopen
se vdzat i na rizné makromolekuldrni ldatky v organizmu, jako jsou lipoproteiny,
enzymy a léky.

Q Pfi poddvdni heparinu je zndma celd Fada Iékovych interakci, které je nutno pri
této 1éche brdt v tivahu, ovlivnéni potravinami neni zndmé.

Heparin se z{skdva frakcionovanym enzymatickym Stépenim praseci nebo ho-
vézi sliznice.

' Prased] el bowizd slizilee)

|
L8

aliciomovan heparin

Frakcionace

AW Fralcionovany heparin

P1i frakcionaci dochazi k postupnému '7%’

St€peni heparinovych fetézcli na nizkomo- heparin _?_;?A;
lekularni slozky (LMWH, LLMWH — low s

molecular weight heparin, low LMWH), LMWH
pfipadné aZ na jednotlivé oligosacharidy.

oligosacharidy
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RozliSujeme 2 druhy heparini:

Ndzev: Oznaceni: MW: Monitorovdni 1échy:
nefrakcionovany heparin UFH 3-40 tisic Da APTT
nizkomolekuldrni heparin ~ LMWH 4,5-6 tisic Da aktivita Anti Xa

Nefrakcionovany heparin
(Unfrakcioned heparin — UFH)

Nefrakcionovany heparin, tak
jak je vyuZivan v klinické praxi, je
heterogenni smeés polysacharido- |~
vych fet€zcd rtzné molekulové
hmotnosti v rozmezi od 3 000 do Cilst Fetézce UFH
40 000 daltond. Obsahuje pramérn€ 45 monosacharidovych jednotek.

Jen asi jedna tFetina Fetézci
UFH obsahuje pentasacharidovou

050,
o W0} o o, o %'m ‘:“ o0 HNSOS
sekvenci, ktera se viZe na antitrom- % \%\ /%?/\%
o’ 00" o 50 SO st
050; 0580

bin. Jinou sekvenci se pak viZe na

trombin v poméru 1 : 1. UFH muzZe

potencovat u¢inek AT i k jinym seri-
novym protedzadm (napf. inhibice F Xa). V té€chto pfipadech se vdZe svou pentasa-
charidovou sekvenci k AT, ale nevéze se k F Xa.

UFH déle sniZuje produkci TF in vitro (stericky omezuje jeho expozici na mo-
nocytech). I pTes tyto jeho vyhodné vlastnosti mé jeho praktické vyuZiti nékolik za-
vaznych nedostatk:

m Dlouhé molekuly UFH se nepiedvidatelné vaZi na radu proteinii piitoimnych
v plazme, ddle na desticky, buiiky endotelu a makrofdgy (Andersson a spol.,
1979). Vysledkem t€chto interakci je vyraznd variabilita antikoagulaéniho 0¢in-
ku s nutnosti ¢astého monitorovani a pravy davkovéni.

® Jednim z proteinii inhibujicich iicinek heparinu je PF4. Praskly aterosklero-
ticky plat s aktivovanymi trombocyty, které uvoliiuji PF4 tak mizZe byt para-
doxné mistem, které je vici antikoagulaénimu G¢inku heparinu rezistentni.

m Dalsi podstatnou nevyhodou UFH je jeho rneschopnost inaktivovat trombin vd-
zany na fibrin, coZ miZe vést k nepiijemné reaktivaci koagulacniho procesu po
nahlém pferuseni terapie (rebound fenomen).

Pro rychlost svého u€inku se hodi heparin spiSe k oSetfeni akutnich stavil pfi
vzniku cévni piihody. Heparin se aplikuje parenteralng, jeho uCinek lze ovéfovat po-
moci APTT.

Pentasacharidova sekvence

Nizkomolekularni heparin
(Low molecular weight heparin ~ LMWH)

Nizkomolekuldrni hepariny jsou heterogenni smési kratSich heparinovych fetéz-
cti, které vznikaji chemickou nebo enzymatickou depolymeraci UFH. Jejich pri-
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mérnd molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 4 500-6 000 Dalton(i. Neni to
jen délka fetézce, kterou se vychozi a kone¢ny produkt depolymerace odlisuji. Pti
depolymeraci dochdzi k modifikaci monosacharidovych jednotek v mistech $t€peni
a k tvorbé novych koncovych skupin. Vysledkem je ridzné biologicka aktivita ko-
ne¢nych produktl, které se pak vzdjemné 1i$i schopnosti vazat trombin, uvoliovat
TFPI, vézat se na heparinovy kofaktor II, uvoliiovat PAI-1 a ovliviiovat adhezi de-
sticek. Rozd{Iné jsou i farmakokinetické vlastnosti a jejich inaktivace protaminem.

U LMWH je podobn¢ jako u UFH antikoagula¢ni ucinek podminén potlatenim
tvorby trombinu. LMWH velmi G¢inné€ potencuje v ptitomnosti AT inhibici faktoru
Xa. Vazba pentasacharidové sekvence LMWH na antitrombin méni konformaci mo-
lekuly a usnadni vazbu F Xa k této molekule. Dojde k vy-
raznému zesileni inhibi¢niho efektu a ke sniZeni produk-
ce trombinu, zatimco aktivace ostatnimi mechanismy je

.. ~ Trombin
v tomto piipad¢ zachovéna. b
Kratst heparinové retézce, které obsahuji méné ne
18 monosacharidovych jednotek, kterych je ve smési : AT

50-75 %, nejsou schopné vdazat AT i trombin soucasné
a proto trombin neinhibuji. Z t€chto diivodi je inaktiva-
ce trombinu 4 x mens$i neZ inaktivace faktoru Xa.
Inaktivace F Xa je zachovdana a to 1 v piipadg, Ze je tento Trombin
vyvdzan na fosfolipidovou membranu krevnich desticek.

‘ .
né fazi aktivace. L AT

Inaktivace F Xa zpomali koagulaéni proces jiZ v jeho ran-
Rozdil mezi UFH a LMWH

Kritké heparinové fetézce LMWH jsou ve srovnini s UFH:

B v mnohem men$i mife vaziny na plazmatické bilkoviny a buné&né povrchy, pro-
to maji del§t plazmaticky polocas.

B LMWH jsou také méné vdzdny na desticky a k PF4. Tim se vysvétluje niZif in-
cidence heparinem indukované trombocytopenie v porovnani s UFH.

B Ale ani lé¢ba LMWH neni optimdlni, terapie neovlivni trombin vazany fibrinem.

Hlavni pfednosti nizkomolekularnich heparind je pomérné dobrd predvidatel-
nost u€inku a lep3i snéSenlivost.

Pentasacharidy

Pentasacharidy, zprostiedkované pres antifrombin selektivné blokuji F Xa.
Jsou to syntetické latky, analoga pentasacharidové sekvence heparinu, které zpro-
stiedkuji interakei s AT a vznik trimerniho komplexu. Jedna se o kratky fetézec ob-
sahujic{ sekvenci 5 monosacharidi.

Whoda: jednoduché davkovdni, dlouhd doba dcinku, ktery je dobfe snaen a je
predvidatelny.

Nevyhody: neni znimo antidotum.
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4.3.2.2. Primé inhibitory trombinu PHimy
inhibitor p
Piimé inhibitory trombinu inhibuji trombin |_ "°‘“'°‘“”\. o
:/;F

tak, Ze se vazi pifmo na jeho molekulu bez pl- ~
sobeni dalsi zprosttedkujici latky.

Hirudin
V roce 1884 objevil J. B. Haycraft antikoagulacni aktivitu u pijavice lékarské —
Hirudo medicinalis.

Hirudiny jsou znamy jako nejsiln€j3i inhibitory trombinu. Hirudin tvori s trom-
binem dimérni komplex [hirudin . trombin]. Takto vyvédzany trombin ztrici své pro-
teolytické schopnosti a to jak v hemostatickych procesech, tak i mimo né. Lé¢ebny
antikoagula¢ni G¢inek hirudinu je srovnatelny s LMWH.

- . Trombin

Hirudin ovliviiuje nékteré pochody v lidském oganismu:
& vkrvi:
B formaci koagula — pfeménu fibrinogenu na fibrin, aktivaci F XIII
W aktivaci faktorti V a VIII
B trombocyty ~ inhibuje jejich agregaci, uvoliiovaci reakci a syntézu TXA,
B leukocyty — inhibuje produkcei cytokinil
B makrofagy — inhibuje chemotaxi
& v cévni stené
m endotelové buiiky — inhibuje syntézu a uvolilovani prostacyklinu, EDRF, t-PA,
endotelinu, TF, inhibuje aktivaci proteinu C
B fibroblasty — inhibuje jejich proliferaci
m hladké svaly — inhibuje jejich kontrakci a mitogenezi
B srdecni sval — inhibuje pozitivni inotrompismus
& mimo to hirudin:
B ovliviiuje nddorové bufiky — inhibuje jejich adhezi, tvorbu metastaz a rlist
bunék
B ovliviiuje neurdény — inhibuje regulaci ristu
B tvorbou komplexu [hirudin . trombin] vyfazuje ze hry antitrombin

Vyuziti hirudinu v diagnostice
B Stanoveni trombinu a protrombinu
B Odlideni trombinu od ostatnich plazmatickych proteaz
B Testovani trombinem indukovanych bunék a funkci krvinek
B Stabilizace krve (mlZe slouZit jako antikoagulans)

Nekovalentni inhibitory trombinu

e MEGALATRAN (XIMELAGATRAN). Tyto latky jsou G¢inné i peroraing.
Whody: neni nutné monitorovani 1é¢by a nevaze dal3i plazmatické proteiny — lze
s vyhodou vyuZit pfi 16€b€ heparinem indukované trombocytopenie.
Nevyhody: neni zndmo specifické antidotum.
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Kovalentni inhibitory trombinu

e syntetické tripeptidy, které se vaZi na aktivni misto trombinu

vnitinf

Protein (TAP)

x:molagatran

Antistasin | Pentasacharidy
DX-9065a =

DPC 906 Warfarin
Hirudin 11‘:‘55\,“
Bi\falirudm —
Argatroban

Primé a neprimé inhibitory trombinu a faktoru Xa

4.3.2.3. Potladeni geneze faktori zdvislvch na vitaminu K

Mezi antagonisty vitaminu K pativ
prepardty kumarinu. Tyto 1atky sniZuji
Jaterni syntézu faktori zdvislych na vi-
taminu K (bliZe viz kapitola plazmatic-
ké koagulacni faktory). Ustdleného sta-
vu plazmatickych hladin preparéti
kumarinového typu se docili teprve po
nékolika dnech od zahdjeni 1é¢by, Gdi-
nek 1é¢by je moZné monitorovat pro-

o >
=
Protrombin (||)_1.—_> Trombin {lla) m‘
./ ik
Fibrin Fibrinogen R
\ E \\\\‘&

Inhibice ASA

> D-divn

trombinovym testem.

Uéinek dikumarint

Vitamin K je nezbytny k syntéze koagulacnich faktort
zéavislych na vitaminu K. Jedna se zejména o faktory II,
VII, IX, X, protein C a S v jatrech. Derivity kumarinu
a indandionu maji strukturdlni podobnost s vitaminem
K a omezuji jeho dc¢inek pii gama-karboxylaci glutamové
¢asti koagula¢nich faktorti (klesa nejdiive hladina faktoru
VII, pak X, IX a nakonec protrombinu). Jejich t¢inkem
vznikaji faktory, které nemaji plnou fyziologickou funkci
pii vazb& na fosfolipidovou matrix — tzv. PIVKA faktory
(PIVKA = Protein Induced by Vitamin K Antagonist).
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Kumarinové preparaty a jejich i¢inek

na hemostizu

XXX CO NH XX KX
CH2

PIVKA
CH2  (nafunkeéni taktor)
]

COO- Vitamin K

cyklus

AXX CO NH XXXX
|
CH2

inhibice
CH-COO- | oshinimi antikoagulancii
|
coo-
tunkéni koagulaéni faktor

vitamin K p i
y-carboxylasa vitaminu K I
C€o,, 0, vitamin K

QO Vitamin K1 je obsaZen v chloroplastech zelenych
rostlin. Proto se u nemocnych lécenych dikumariny

nedoporucuje piti bylinnych odvarii, nebot dochdzi

ke zmirnéni antikoagulacnich ucinki dikumarini.
RozSireno bylo hlavné piti kopFivového daje.

Strukturni vzorec vitaminu K

Podle terapeutického acinku délime dikumariny na:
W preparity s krdtkym biologickym polocasem (2-8) hodin — dfive hojné pouZiva-

né prepardty Pelentan, Pelentanettae.

W preparity s delsim biologickym polocasem (2-5) dnl — Warfarin, Coumadin,

Marcumar.
Dicumarol Phenprocoumon Warfarin sodny
0. 00 [e] Ie) 0 o] ONa
o x = @ l =
[ <)
OH OH OH | ONa
CH,CH, e
cI:o
CH4

4.3.2.4. Monitorovdni antikoagulacni 1écby kumariny

Protrombinovy test

Test zachycuje vné&jSi cestu aktivace
koagula¢niho déje, pii kterém pfemena fib-
rinogenu na fibrin nenf ovlivnéna faktory
X1, X1, IX, VIII a fosfolipidy krevnich
destiCek. Test je startovan pfiddnim kalcio-
vého tromboplastinu (smés tromboplastinu
a iontd CaZ¥).

v Trombaplastin, Ga2*

Tvorba
fibrinového

viikna

INR a ISI

Po doporuceni ICSH (Mezinarodni vybor pro standardizaci v hematologii)

a WHO byl v r. 1982 zaveden pro vyjadieni tromboplas

Mezinarodni normalizovany pomér — INR
(International Normalized Ratio)

tinového testu:

Vysledek laboratore je vyjadfen pomérem tromboplastinového ¢asu nemocné-
ho (tp) a Casu smé&sné kontrolni plasmy (ty). Podle rozhodnutf WHO jsou laborator-

ni vysledky vyjadfovdny v mezinarodnich normalizo
Tento zplisob je jednotny v celém svété.
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vanych pomérech — INR.




INR vyjadfuje pomér tp/ty ziskany s tromboplastinem BCT 67/40 (referencni re-
agencie WHO od r. 1978, lidsky tromboplastin uloZeny v lyofilizované formé v ka-
palném dusiku). U ostatnich tromboplastint se zjiStuje pomoci kalibrace.

INDEX CITLIVOSTI — IS1
(International Senzitivity Index)

Kalibrace tromboplastinu

17
16 e
1‘5 — ey — - “ -

14 +—

! y=1,18x -0,16
o I ) R*=0,96

log {t) standardniho tromboplastinu

1 11 12 13 1.4 1.5 1,6 1,7

log (t) kalibrovaného tromboplastinu

|

Index citlivosti — ISI uddva smérnici pouZivaného tromboplastinu, kterd byla zis-
kéna porovnanim referen¢niho tromboplastinu s tromboplatinem kalibrovanym.

Hodnota INR pro dany vzorek tp | 151
a aktualni tromboplastin INR = |—
se vypocte ze vztahu: N

ISI — hodnota indexu citlivosti pouZitého tromboplastinu
tp, ty — Casy pacienta a normdlu (kontroly)

Fyziologické rozmezi INR: neléceni 0,8-1,2

1é¢eni (prihlizi se k diagnoze)

4.3.2.5. Monitorovdni antikoagulacni 1écby prepardty heparinu

Monitorovani 16¢by heparinem piedstavuje stdle velky problém. Dosud neni
k dispozici test, ktery by odrazZel antitrombotické plsobeni heparinu u nemocného.
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Pri¢iny jsou jednak v polyvalentnim G¢inku heparinu a ddle v testu samotném.
Béhem 1éCby je duleZité zajistit vyvaZenou hladinu nefrakcionovaného heparinu,
kterd je schopna udrZovat efektivni hypokoagulacni stav a sou€asné neohrozi paci-
enta krvicenim.

Monitorovani léCby nefrakcionovanym heparinem (UFH)

NiZz§i 1é¢ebné davky nefrakcionovaného heparinu se sleduji pomoci aktivovaného
parcialniho tromboplastinového testu (APTT). U t&chto davek se pfedpokladd, Ze koa-
gulacni ¢as tohoto testu je pifmo imé&my hlading heparinu v plazmé nemocného.

Aktivovany parcidini tromboplastinovy test (APTT)

APTT popisuje hlavng vnitini cestu koagu-
laéniho dé&je. V piitomnosti fosfolipidd
krevnich desti€ek a po kontaktni aktivaci
plasmy chudé na desti¢ky se test startuje
piidanim chloridu vépenatého.

Tvorba
fibrinového
vldkna

Q Heparin md ponékud odlisné viastnosti
v systému in vivo a in vitro, ke kterym je
nutné béhem monitorovdni prihliZet.
V systému in vivo je heparin z cdsti vyvazovdn PF4 uvolnénym z krevnich desti-
Cek. Ddle je nutné brdt odlisnou iicast v systému antitrombinové a anti Xa akti-
vity. K antikoagulacnimu efektu ptispivaji i nékteré dasi fyziologické faktory ja-
ko je télesnd hmotnost, plasmatické proteiny (zejména v dobé zdnétu),
cirkadidlni rytmus. Toto vse souhrnné prispivd k citlivosti reagencii v p¥Fipadé
vyhodnoceni terapeutického iicinku heparinu v systému APTT.

Q V nékterych pfipadech zejména tam, kde dochdzi k vyraznéjSimu vyvazovdni he-
parinu na plasmatické proteiny, miiZe dochdzet k tomu, Ze ddvky a hladiny APTT
nekoreluji. V takovych pfipadech je vhodné sledovat hladinu heparinu v plazmé
Jinymi metodami (napi- chromogenni metodou).

Q Béhem monitorovdni hladin heparinu, zejména pFi antikoagulacni terapii Zilni
trombdzy miZe dochdzet k ndsledujicim problémiim:

1. Jde o akutni stav, ktery je provdzen vzestupem bilkovin ranné fdze, které sou-
tezi s AT o vazbu na UFH. Jednd se zejména o tyto sloceniny: vitronectin, na
histidin bohaty glykoprotein — HRG (histidin rich glycoprotein), PF4.

2. Pokles AT — pri poklesu pod 50 % muZe dochdzet k tzv. , heparinové rezi-
stenci® — tj nedostatku AT, pri kterém nedochdzi ke vzniku terndrniho kom-
plexu [AT . trombin . heparin]. Zjistuji se kratsi casy APTT, neZ by odpovi-
dalo dané 1é¢hé. V téchto pripadech je nutné podat intravendzné AT.

3. ZvySené hladiny F VIII a fibrinogenu (vyvolané akuinim stavem). Dochdzi
ke zkrdceni casit APTT i pFi terapeutickych ddvkdch heparinu, diky zvysené
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aktivité FVIIl a zvysenym hladindm fibrinogenu. HovoFime o tzv. ,,nepravé
heparinové rezistenci.
4. Dochdzi k prodlouZeni APTT a to:
— extrémne: pri deficitu F XII a faktorli kontaktni faze (pind korekce po
priddni normdlni plazmy).
— méné vyrazné: v pritomnosti protilatek typu LA (nedojde ke korekci).

Pfi heparinizaci krve u mimotélnich ob&ht se vyuZziva vysokych ddvek hepari-
nu, které nejsou méfitelné APTT. V téchto pfipadech se 1é¢ba heparinem monitoru-
je pomoci aktivovaného koagulaéniho testu — ACT.

Aktivovany koagulaéni test
(Activated Cloting Time — ACT)

ACT je metoda zavedena v r. 1966 Hattersleyem a podobnd svym principem APTT,
ale provadi se na rozdil od APTT piimo s krvi. Metoda vyuZiv4 kontaktnich latek,
jako jsou silica, celite nebo kaolin, ale bez pfidani fosfolipidi. Kontaketni aktivato-
ry jsou umistény ve specidlnich ,cartriges®, které jsou uzplisobeny k méfeni ACT
pomoci zvlaste k tomuto G¢elu uzpisobenych piistroju. Po pfidani vzorku do ,,cart-
riges se iniciuje kontaktni faze sraZeciho procesu a tvorba fibrinu je méfena me-
chanickymi nebo optickymi pfistroji.

O Silica, celite, kaolin jsou riizné formy
Jjemné drcenych kifemilitanit s velkymi v Krev Tvorb
. vorbpa

kontaktnimi povrchy fibrinového

R vidkna
® Sledovany systém: pfeména fibrinogenu %
na fibrin

® Reakcni smés: vySetfovana krev + akti-
vatory

® Startovaci reagencie: krev

e Casy kontrolni plasmy: 120-180 s

e Terapeutické hodnoty: 300-600 s

ACT je vyrazné ovlivnén hladinou heparinu (prodlouZeny ¢as je imérny kon-
centraci heparinu). Test dale ovliviiuji tyto faktory: nevyvaZenost aktivovanych ko-
agula¢nich faktorii a inhibitort, 1yza desti¢ek, zvySend hemodiluce, hypotermie ne-
mocnych a jingé.

Test je zdvisly hlavn€ na kontaktni fazi a ziskané ¢asy mohou mit znaény roz-
ptyl. Vyhody tohoto testu jsou v jeho jednoduchém provedeni a v pouZiti pfimo na
klinickém pracovisti ke kontrole heparinové davky. ACT je vyuZitelny jen pro
nefrakcionovany heparin, ktery je poddvdn ve vysokych ddvkdch pFi mimotélovém
obéhu, tak jak je tomu pfi hrudni chirurgii nebo u dialyzy. APTT nelze v téchto pfi-
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padech pouZzit, protoZe monitoruje nizsi hladiny heparinu. Citlivost k LMWH a hiru-
dinu je velmi nizkd a proto test nelze vyuZit ke sledovani hladiny téchto pfipravkd.

Monitorovani 1é¢by LMWH

LMWH jsou hepariny vyrobené rizenou enzymatickou frakcionaci. Maji proto
pfiblizné strukturovanou délku polysacharidového fet€zce a a z toho vyplyva, Ze
maji i 1épe definovatelnou molekulovou hmotnost. Nizkomolekuldrni hepariny vy-
kazujf, vzhledem ke své struktufe (nedostatek sacharidovych jednotek pro vznik
komplexu [AT . LMWH. trombin]), méné interakci s trombinem a prednostné in-
aktivyji F Xa.

Na zakladé€ téchto skutecnosti je u€innost nizkomolekuldrnich heparinti pfedvi-
dateln&jsi, neZ ucinnost UFH. Navic LMWH maji niZ3i afinitu k endotelu, plazma-
tickym bilkovindm, makrofaglim a desti¢kam.

Na podklad€ anti Xa aktivity nizkomolekularnich frakci heparinu je zaloZen
princip jeho stanoven{ v plazmé. Nizkomolekularni heparin tvofi s antitrombinem
dimerni komplex [AT . LMWH], ktery vyvazuje v nadbytku dodané definované
mnoZstvi ¢istého F Xa. Zbytkové mnoZstvi F Xa lze méfit koagulaéné nebo meto-
dou chromogennich substratd. Pokles faktoru Xa je nepfimo dm&rmny koncentraci
LMWH.

S testem neinterferuji FDP a zvySené hladiny F VIII. Tyto sloZky vyrazné ovliv-
Huji APTT a ACT.

Terapeutické hodnoty: 0,3-0,7 anti Xa U/ml

V PRAXI SE VETSINOU OBEJDEME BEZ LABORATORNiI KONTROLY!

4.3.2.6. Monitorovdni lécby hirudinem

Kdyz vylou¢ime APTT, ktery je v pfipad€ hirudinu spojen s fadou problémd,
zbyva nékolik testil, kterymi lze pfesné stanovit hladinu hirudinu v plazmé (napft.
chromogenni metoda, ELISA a j.). V praxi se v§ak nej¢astéji pouziva ecarinovy test.

Stanoveni hladiny hirudinu
(Ecarinovy test,
Ecarin Cloting Test — ECT)

Ecarin
Ecarinovy test byl publikovdn Novakem v Tvorba

fibrinového

a Buchou v roce 1996 (Novak a Bucha,

1996).

® Sledovany systém: po aktivaci koagu-
latniho systému ecarinem dochazi
k pfeméné€ protrombinu na trombin
a nésledné fibrinogenu na fibrin.
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® Reakéni smés: vy3etfovand
plasma
® Startovaci reagencie: ecarin

U Ecarin je metaloprotedza
z jedu hada Echis carinatus,
ktery aktivuje pFeménu pro-
trombinu na trombin v pro-

stiedi nezdvislém na fosfoli-
pidech a Ca**.

-fromiiin

Rozdil mezi G¢inkem protrombinizy a Ecarinu

Pri reakci se nejprve tvofi mezotrombin, ktery je rychle inaktivovan ecarinem na
mezotrombin-des-F1, jeZ spontdanné piechdzi na o-trombin. Trombin pak vyvola
pieménu fibrinogenu na fibrin. Heparin neovliviiuje vysledek testu. ECT miZe byt
vySetfen v plné krvi nebo plazmé.

Protrombinazou vyvolany koagulacni test
(Prothrominase induced cloting test — PiCT)

PICT je novy test vyvinuty Calatzisem v r. 2000, ktery je moZné pouZit k monitoro-
vdni vSech typi heparinii a inhibitorit trombinu, jako je hirudin.

Test je zaloZen na aktivaci plazmy enzymem jedu Russelovy zmije, ktery akti-
vuje pouze F V (RVV-Va). V ptitomnosti fosfolipidii, Ca?* a pfidaného F Xa dojde
k tvorb€ protrombinédzy na povrchu aktivovanych desti¢ek. Po urcité dob€ inkubace
se nastartuje tvorba trombinu, kterd vede k nasledné preméné fibrinogenu na fibrin.

4.3.3. Trombolyvticka 1éc¢ba

Trombolytickd lé¢ha je vedle chirurgické léchy jedinou aktivni metodou lécby
trombdz. Uspé$nost trombolytické 1é¢by odvisi na Casném zalatku (Marder
a Sherry, 1988). Trombolytika aktivuji fibrinolytické viastnosti krve zejména v ob-
lasti trombu. Aktivace probiha pii i¢asti endogennich nebo exogennich aktivatori
plazminogenu. Cilem trombolytické 1é€by je zprichodnéni tepny nebo Zily, bypas-
su ¢i dialyzacniho zkratu. Disledkem v€asné upravy cirkulaénich pomérti je zlep-
§eni funkce postizeného organu ¢&i koncetiny, a tim sniZeni mortality (Gmrtnosti).

4.3.3.1. Mechanismus trombolyzy

Vznik trombu je vysledkem interakei mezi aktivnimi sloZzkami krve, endotelem
a piipadné subendotelovymi strukturami. Béhem srdZeni krve dochazi k navazani
asi 4 % plasminogenu na fibrinové vlakna. Fibrinova depozita jsou soudasti trombu
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a tim se plasminogen dostava do vnitfnich struktur trombu. Po aktivaci srdZeciho
procesu dochdzi ke zvy3eni koncentrace trombinu, ktery uvolni t-PA z endotelovych
bunék. RovnéZ pfi vazokonstrikci se miiZe uvolnit ur¢ité mnoZstvi tkdtfiového akti-
vatoru plazminogenu. Ten se vaZe na fibrin a spole¢né s plasminogenem vznika tri-
merni komplex [plasminogen . fibrin . t-PA]. Komplex zahaji pfeménu plazminoge-
nu na plasmin, ktery zptisobi lyzu fibrinu uvnitf trombu. Alfa, antiplasmin
neinhibuje komplex [plasmin . fibrin], takZe fibrinolyza uvnitf trombu miZe volné
probihat.

4.3.3.2. Trombolvtika

Trombolytika jsou latky, které vyvoldvaji pfeménu plazminogenu na plazmin
a tim aktivuji fibrinolyticky proces.

Idealni trombolytikum by mélo byt:
specifické ke $tépeni fibrinu

s rychlym ndstupem fibrinolytické aktivity
s dlouhym plazmatickym polo¢asem
nemélo by byt antigenni

L 2R 2% 2R 4

Vsechny poZadavky zatim nespliiuje Zddné z trombolytik uZivanych v klinice. PFi
rozhodovdni o vybéru nékterého z dostupnych prepardtii je tieba posuzovat jeho
viastnosti s ohledem na okolnosti, za nichZ bude pouZito.

Trombolytika délime na:
M Prima trombolytika
B Nepiima trombolytika

QU Dfive se pouZivalo déleni podle iicinnosti a historického vyvoje na léky 1.-111
generace.

4.3.3.3. Neprimd trombolvtika

Streptokinaza, streptaza

Je to neenzymovy protein o MW 47 000 produkovany uréitymi typy B-hemoly-
tickych streptokokii. Streptokindza nemad vlastni proteolytickou aktivitu a aktivuje
fibrinolyticky systém nepiimo. M4 vysokou afinitu k plazminogenu, s nimZ v po-
méru 1 : 1 vytvaii komplex [plasminogen . streptokindza], ktery je t¢innym aktivé-
torem plazminogenu. Takto prostorové uspofddany komplex pak §t&pi plasminogen
volny i vzany v trombu na plazmin. Pfedpokladem jeho d¢innosti je dostate¢né
mnoZzstvi volného plazminogenu. Plazmaticky polocas je udavan v rozmezi od 18 do
30 min.
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Streptokinaza obsahuje 2 komponenty:
W rychld sloZka (biologicky poloCas 18 minut) — vazba na protilatky
WM pomald sloZka (biologicky polo¢as 83 minut) — odrdZi systémovou clearence

Streptokinaza + Plazminogen » [plasminogen . streptokinazal

Plazminogen ——— Plazmin

Nevyhody:

W cizorodd ldtka — plsobi jako antigen. Indukuje tvorbu neutralizacnich protilatek,
které limituji moZnost opakovaného podani (od 5 dnl do | roku). Dnes existuji
vyhradné purifikované formy streptokindzy a ptesné€ definovanou MW, bez pfi-
mési balastnich litek.

B odbourdvd i fibrinogen a nemocny je ohroZen krvacenim.

Pri klinickém podavani musi byt nejprve nasycen bolus protildtek vici strepto-
kinaze (1zv. antistreptolysinit). Tato hodnota je u kazdého jedince jind a kolisa mezi
25 000-3 000 000 jednotek. Proto se v klinické praxi mohou vyskytnout piipady,
kdy stejnd davka trombolytika je u jedné osoby i€innd a u druhé zpisobuje systé-
movy lyticky stav. ZvySent titru protildtek proti streptokindze po jeji aplikaci zne-
moZiiuje vétSinou opakované poddni u stejného nemocného.

Antistreptaza, anistreptaza
(APSAC — Anisolated Plasminogen Streptokinase Activator Complex)

APSAC je komplex streptokindzy a lidského plazminogenu, jehoZ aktivni cent-
rum je reverzibilné inaktivovdno acylaci. V plazmé je acylova skupina hydrolyzova-
na a katalyticka aktivita se obnovi. V nizkych ddvkéch nutnych k dosaZeni reperfuze
obdobné jako u streptokindzy muiZe dochazet k depleci fibrinogenu a s tim spojenych
krvacivych komplikaci. TéZ se mohou vyskytovat alergické reakce a hypotenze.

Plazmaticky polo¢as je 70 minut (50-90 min.). Molekulovd hmotnost je 131 kDa.

Urokinaza

Mc Farlane a Pilling popsali fibrinolytickou aktivitu normdini moci jiz v 50. le-
tech minulého stoleti.

Urokinaza je enzym tvoreny epitelidlnimi burikami mocového traktu. Vyskytuje
se v mo¢i zdravych lidi, ze které se také ptipravuje. Plazminogen aktivuje na roz-
dil od streptokindzy p¥imo, coZ usnadiiuje fizeni nékterych 1é¢ebnych postupt.
Urokindza nepulsobi lyticky jen na fibrin. Plazmaticky polocas je primérné 15 min.
(10-30 min.).

222

Biochemicky jde o polypeptid existujici ve dvou formach:
B urokindza s MW 54 000, H-UK: vys$7 fibrinolyticka aktivita
B urokindza s MW 33 000, L-UK: niZ§7 fibrinolyticka aktivita

. urokindza .
Plazminogen » plazmin

Vyhody:
B neni antigenni, nevyvolava tvorbu protilatek, takZe lé¢ba neni doprovéazena
alergickymi komplikacemi a miZe byt kdykoliv opakovéna.

4.3.3.4. Piimd trombolvtika

Tkanovy aktivator plazminogenu
(t-PA — Tissue Plasminogen Activator)

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA), je syntetizovan endotelidlnimi burika-
mi a ke klinickému uZiti je z{skdvan rekombinantni DNA technologii (rekombi-
nantni: rt-PA). Struktura jeho molekuly ma vazebné misto pro fibrin (NH,-termi-
nalni Yet€zec) a katalyticke misto, které konvertuje plazminogen na plazmin (Mark
a spol., 1995). Biologicky polo€as < 10 minut.

Vyskytuje se ve dvou formach:
B jednofetézcova alteplaza (single chain tissue: sct-PA)
B dvoufetézcova dutepldza (two chain tissue: tct-PA),

t-PA se s vysokou afinitou, zejmeéna ve vnitinich strukturdch trombu, specific-
ky vdZe na fibrin. Vznika komplex [fibrin . t-PA], ktery indukuje pfemé&nu plazmi-
nogenu na plazmin.

Teoreticky pfedpoklad sniZeni krvacivych komplikaci nebyl pfi praktickém uZi-
ti potvrzen. Kratky plazmaticky polocas, 4-6 minut, umozZiiuje ¢asné provadéni in-
vazivnich vykoni. Molekulovd hmotnost je 68—72 kDa.

Vyhody:
B ProtoZe je humannim enzymem, neindukuje antigenni odpovéd.

Jina trombolytika

V praxi se dnes pouZivaji dal8i trombolytika, jako je napf. retepldza (single-
-chain urokinase plasminogen activator: scu-PA), prourokindza (PUK) a staphylo-
kindza (STA-r, rekombinatni).

Vlastnosti nové vyvijenych trombolytik:
B jednoznacna specificita pro fibrin
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B omezené krvicivé komplikace
B vy38i % rekanalizaci
m opakovang aplikace

NEJSIRSIHO UZITI DOZNALA STREPTOKINAZA. NEVYHODOU TETO LECBY JE PO-
MERNE DLOUHA DOBA PRETRVAVANI ANTIGENNICH PRODUKTU. TUTO NEVYHODU
LZE ELIMINOVAT NASLEDNYM POUZITIM t-PA NEBO UROKINAZY.

SCHEMA PUSOBEN{ SOUCASNYCH TROMBOLYTIK

- Terapeuticky zisah

plazminogen [plazminogen . fibrin]
| g '
plazmin % [plazmin . fibrin]

intravendézni fibrinolyza
fibrinogenolyza
plazminogenolyza

Indikace k pouziti trombolytik

e arterialni a Zilni uzévéry (infarkt myokardu, periferni arteridlni uzavéry)
e plicni embolie

e hluboké Zilni trombézy

Nezadouci G¢inky trombolytické 1écby
Q krvdcivé komplikace — krviceni byva zévislé na dévce a zplisobu aplikace

Q alergické reakce — nejCastéji se vyskytuji pfi aplikaci streptokinazy
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4.3.3.5. Monitorovdni trombolytické 1é¢by

Q Jednorazové podani trombolytika
Indikace: infarkt myokardu do 6 hodin od vypuknuti obtiZi (retrosternalni bolesti)
Lécba: Jednordzovd davka trombolytika (streptdza 1-1,5 milionu jednotek
+ hydrokortison)
Monitorovdni: neprovadi se

0 Kontinualni podavani trombolytika
Indikace: arteridlni a Zilni uzavéry, plicni embolie
Lécba: kontinudlni dévkovani trombolytika (streptdza 3-5 milionu jednotek
+ hydrokortison)
Monitorovdni: trombinovy test
Lécebné rozmezi: 30-90 sekund

Q Hydrokortison md zabrdnit alergické reakci

4.3.4. Antiagregacni 1écba

Prijdou-li krevni desti¢ky b&hem cirku-
lace do styku s obnaZenym kolagenem
v subendotelidlni vrstvé cévni stény v di- |
sledku ruptury aterosklerotického platu, |
dochazi v tomto misté¢ k jejich adhezi.
ZaleZi na rovnovéze proagregacnich a anti-
agrega¢nich mechanismi, zda tento dg&j
piestoupi do tvorby destickového trombu
(Vojdcek, 2002).

V soucasnosti dostupné protidesti¢kové
léky interferuji s riznymi kroky aktivacnich procest, v&etné adheze, uvoliiovaci re-
akce nebo agregace a snizuji riziko arteridlni trombdzy, ale mohou zvysit riziko kr-
vdceni p¥i jejich preddvkovdni. Indikace protidesti¢kové 1é¢by vyplyva predevsim
z piitomnosti rizikovych faktord tepenné okluze.

Anftiagregacdni lécha je zamérena na omezent shlukovaci schopnosti krevnich
desti¢ek (Badimon a Badimon, 1996). Aktivace krevnich desti¢ek nabizi vzhledem
k po¢tu zdcastnénym faktord nékolik drovni, ve kterych je moZno farmakologicky
zasdhnout a [éCbu je moZné kombinovat.

Trombocyty je mozné inhibovat ve fazi adheze, aktivace nebo agregace, popri-
padé miiZeme potencovat jejich stabilitu:
B Blokdda adheze krevnich desti¢ek na subendotelidlni matrix

~ blokatory GP Ib/Ila

— antagonisté vWF
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B Blokdda aktivacnich cest a cykli
— inhibitory COX (cyklus kyseliny arachidonové)
— antagonisté TXA,
— blokada ADP cesty
— blokéada trombinového receptoru
B Stabilizace krevnich desticek
— zvySeni destickové cAMP a cGMP
B Blokdda agregace krevnich destiek — blokdtory GP 11b/l11a
— fragmenty monoklondlnich protilatek
— syntetické peptidové inhibitory GP IIb/I1la
— nepeptidové inhibitory GP IIb/Illa (fibany)

4.3.4.1. Blokdda adheze krevnich desticek na subendotelidlni matrix

Ve fazi adheze lze inhibovat vazbu na obnaZen4 kolagenni vldkna bud na trov-
ni destickovych receptortt nebo blokddou vWF, ktery tuto vazbu zprostredkuje.

e blokatory GP Ib/Ila: zkousi se blokdda kyselinou aurinkarboxylovou, hetero-
genni smési polykarboxylovych polymerit nebo proteiny izolovanymi z jedu
Bothrops jararaca.

e antagonisté vWF: pouZivaji se nefunkcnt fragmenty vWF, které obsazuji va-
zebna mista. Blok&da na tomto mist& zabrzd{ vazbu trombocytll na obnaZena ko-
lagenni vlakna, zabrani jejich adhezi, aktivaci a pozdg;$i agregaci.

4.3.4.2. Blokdda aktivacnich cest a cykli

4.3.4.2.1. BLOKADA ENZYMU CYKLU KYSELINY ARACHIDONOVE (TVORBA TXA,)

Blokace acetylsalicylovou kyselinou (ASA)

Antiagregaéni u¢inek ASA je dan interferenci s bi- COX-1
osyntézou cyklickych prostanoida v cyklu kyseliny a-
rachidonové (Awtry a Loscalzo, 2000). ASA vyvola
nevratnou inhibici cyklooxygendzy a néasledné potla-
Ceni syntézy tromboxanu A, a dalSich prostaglandint
(Hilmerovd a Filipovsky, 2004). ASA je pomémé
rychle deacetylovana jatry — plazmaticky polocas je

asi 20 minut.
V roce 1991 byly zji§t€ny 2 izoformy cyklooxyge-
nazy: COX-1 a COX-2 (Samama a Elalamy, 2000). \
COX-1 se nachazi v krevnich desti¢kach, kdeZto ;
kyselina arachidonova
COX-2 hlavné v monocytech a makrofazich, ve kte- 3?3&;‘.’1‘{;";‘;:?255
rych se tvori ,,de novo®. Obé& izoformy cyklooxygené- prostaglanding
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zy jsou membranové vazané enzymy, které tvoii uzky a dlouhy hydrofobni kanal,
do kterého vstupuje kyselina arachidonovd uvolnénd z poSkozené membrany.
Enzymy katalyzuji pfeménu této kyseliny na prostaglandiny. COX-1 vznik4 expre-
si genu o velikosti 22 kB na chromosomu 2 nebo 9, kdeZto COX-2 je kédovén ge-
nem o velikosti 8,3 kB lokalizovanym na chromosomu 1. Bilkovinné fetézce obou
cyklogenaz maji stejnou molekulovou hmotnost (72 kDa) a vykazuji 63 % homolo-
gii v sekvenci aminokyselin (Vane a spol., 1998).

ASA je 50-100krat u€innéjsim inhibitorem desti¢kové COX-1, neZ monocytér-
ni COX-2. PrestoZe plazmaticky polocas ASA je pomé&rné kratky, sta¢i za tuto do-
bu inhibovat prakticky v3echny desti¢ky. Navic se pfedpoklada, Zze ASA inaktivuje
COX i v relativné zralych megakaryocytech, ve kterych jsou jiz pfitomny zarodky
krevnich desti¢ek (Awtry a Loscalzo, 2000). Inhibice je nevratna a vzhledem k to-
mu, Ze desti¢ky nedokazi COX syntetizovat, pfetrvava po celou dobu biologického
Zivota trombocytu (10-12 dni). V soufasné dob& se pouZiva terapeutické davky
ASA v rozmezi 50-100 mg za den. Tato 1écba by méla zajistit ti¢innou blokaci syn-
tézy tromboxanu A,, aniZ by soucasn€ blokovala endotelidlni produkci PGI,.

Ukinek ASA na krevni desti¢ky

Arachidonova kyselina Prostaglandin G5

a endotelové burnky: L ST

eykloaxygenizn 6\

T T

e Ireverzibilné acetyluje cyklooxyge-
ndzu (COX-1) v cyklu kyseliny ara-

. . polypeptid
chidonové Molekularni mechanis- A
mus této inhibice spotiva v blokade e " HFoon
COX kandlu v dasledku acetylace M(W’ Leu
hydroxylové skupiny serinového re- &
zidua v mist€ Ser’®. Tim je zabra- “NH-CHZ~CO-

néno piistupu substratu ke katalytic-
kému mistu enzymu (Patrono
a spol., 2001).

e Ireversibiln€ inaktivuje COX-1
v krevnich destickdch, tim zamezu-
je arachidonové kyseliné se vézat
¢ésti své molekuly ke COX-1 (Samama a Elalamy, 2000).

® Acetyluje COX-1 v endotelovych burikdch a zamezuje tak nasledné konverzi
arachidonové kyseliny na vyrazné vazodilatatory, zejména na prostacyklin PGI,.

Acetylace serinového rezidua COX-1

Q COX-1 (prostaglandin H syntdza: PGHS-1) je exprimovdna mnoha tkdnémi
a burikami, zahrnujici krevni desticky, endotelové buriky, buriky stfevni sliznice
a jiné.

Q Inhibicni vliv ASA k COX-1 je zdvisly na ddvce. Jednordzovd ddvka 160 mg
ASA nebo denni ddvka 30-50 mg ASA po dobu 7-10 dnii by méla plné inhibovat
destickovou COX-1.
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Q Vnékterych zemich se vyuZivd inhibice triflusalem, ktery podobné jako ASA blo-
kuje cyklooxygendzu. Vhodou je, Ze inhibice je omezena na cyklooxygendzu
krevnich desticek a cyklooxygendza endotelii neni ovlivnéna. Syntéza prosta-
cyklinu je tak plné zachovdina.

O Acetylsalicylovd kyselina: ji Hippokrates
pouzival 400 let pred Kristem jako analgeti-
kum a antipyretikum odvar z vrboveé kiiry, ktery
obsahuje salicin — ndzev odvozen od latinského
ndzvu vrby — Salix (Dalen, 1991). Italsky che-
mik Raffael Piria vyluhoval 7 extraktu vrbové s’;{;‘;‘"g\?a ace{;{:g:i‘:;wa (&SR
kiry kyselinu salicylovou (McKee a spol.,

2002). V roce 1897 syntetizoval Felix Hoffmann
kyselinu acetylsalicylovou (Samama a Elalamy, 2000). Viiv Acetylsalicylové ky-
seliny na krevni desticky publikoval v roce 1967 Morris.

Existuje fenomen, ktery se nazyva ,rezistence na ASA*. O tomto jevu lze hovo-
fit bud z klinického pohledu - jako o selhédni protektivniho G¢inku ASA pied trom-
botickou komplikaci, nebo ji lze definovat laboratorné — jako neschopnost zpiisobit
in vitro prokazatelnou inhibici desti€kovych funkci (Hilmerovd a Filipovsky, 2004).

Blokace tromboxansyntetizy

VyuZiva se imidazolovych pfipravkd (napf. VAPIPROST nebo RIDOGREL).
Jedna se o kombinované blokétory receptorit TXA, a tromboxansyntazy.

4.3.4.2.2. BLOKADA MEMBRANOVYCH RECEPTORU KREVNICH DESTICEK

Selektivni inhibitory

G Antagonista
B Receptory ADP: ADP je vyluCovany
z denznich granuli desticek a z aktivované- E Receptor ADP
ho cévniho subendotelu

TICLOPIDIN A CLOPIDOGREL
jsou thienopyrimidinové derivéty,
které ireversibilné blokuji recep-
tory aktivace desti¢ek pro ADP ty-
pu P2Y,. Jiné cesty aktivace zl-

o
: Cl
stavaji neovlivnény. N N/ N7
Desti€ky nemocnych, ktefi @CC@ <j© H
uzivaji tyto léky nejsou schopné : s s
agregovat po stimulaci ADP, ale

CH,

ticlopidin clopidogrel
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zachovavaji si schopnost zmény tvaru po ptidani ADP. Blokdda receptori P2Y | ne-
ni schopna inhibovat v8echny ADP receptory aktivace desti¢ek. Je snaha najit inhi-
bitory receptort P2Y p.

W Receptory trombinu: pouZivaji se
~ Blokétory trombinovych destickovych receptorti PAR-1: jejich tGi¢inek je
zaloZen na principu protilatek proti vlastnimu receptoru.
— Trombostatin: jednd se o degradacni oligopeptidovy produkt bradykininu
o 5 aminokyselinich, ktery se vaZe pfimo na aktivni misto receptoru.

Komplexni inhibitory
Jsou lé¢iva s komplexnim plsobenim.

B Anagrelid: inhibuje aktivaci po fadé podnéti (ADP, trombin, kyselina arachido-
novd, kolagen a j.). Po dlouhodobém poddvéni se milize objevit trombocytopenie.

4.3.4.3. Blokdda agregace krevnich desticek — blokdtory GP IIb/I1la

4.3.4.3.1. BLOKATORY RECEPTORU GP IIB/IITA

Inhibitory glykoproteinovych recep- —
tord typu IIb/IIla zasahuji v mist& konec- @ @
ného a spole¢ného bodu vSech cest ve- 2 '
doucich k aktivaci krevnich desticek ..‘.
a v disledku toho blokuji agregaci desti-
ek, kterd je vyvoldna viemi agonisty. @ @

Inhibitory blokuji pfipojeni fibrino-
genu k receptoru IIb/llla na krevnich  piokatory GP 1Ib/iita blokuji spojovani
desti¢kach tim, Ze obsadi receptorové desti¢ek pies mistky Ca?* a fibrinogen
misto na konformacéné zménéné moleku-
le GP IIb/IlIa.

. . . Antagonista

W Inhibitory na bdzi monoklondlni protildt-

ky: ABCIXIMAB (chimerickd mygi/lidska @ Receptor GPIb/Ia A&

monoklonaln{ protilatka blokujici nespeci-

ficky sterickou zdbranou desti¢kovy recep-
tor GP IIb/IIla)

U ABCIXIMAB blokuje i vitronectinovy re-
ceptor (o,Bs;) endotelii, bunék hladkého svalu a desticek a vdze se i na 0,3,
(Mac-1) receptor monocytii, neutrofili a NK bunék (natural killer cells).

Krevni desticka

Krevni desticks

B Inhibitory s malou molekulou — Tyto latky napodobuji RGD sekvenci amino-
kyselin fibrinogenu a vdZi se specificky na receptor krevnich desticek IIb/I11a.
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RozliSujeme tyto nizkomolekularni latky: Inhibitory GP b/llla
® Peptidové inhibitory mata mojokula abciximat
— EPTIFIBATID: cyklicky heptapeptid
odvozeny z hadiho jedu pygmejového
chrestyse. Md nahrazen Lys za Arg.
Jednd se tedy o sekvenci KGD, kterd
napodobuje RGD sekvenci a vdZe se
s vysokou afinitou na GP lIb/llla.
® Nepeptidové inhibitory
— TIROFIBAN: nepeptidovy derivdt ty-
rosinu
— LAMIFIBAN

S
M na GP Ifllia, afy

INHIBITORY GP RECEPTORU JSOU V SOUCASNE DOBE NEJUCINNEJSIMI PROTIDE-
STICKOVYMI LEKY.

4.3.4.3.2. BLOKATORY AKTIVATORU AGREGACE KREV. DESTICEK — TROMBINU

B Nizkomolekularni hepariny — LMWH: v piitomnosti AT potencuji jeho u€inek
na aktivovany faktor Xa a tim sniZuji produkci aktivatoru krevnich desti¢ek —
trombinu. Aktivace destiek ostatnimi mechanismy z{istdva zachovéna (Vojdcek,
2003).

4.3.4.4. Monitorovdni antiagregacni lécby

4.3.4.4.1. SLEDOVANI INHIBICE AGREGACNI D ,;‘:w;_\.bm;.m[ TEEE
KRIVKY STIMULOVANE KOLAGENEM Ein \ ! "][ !
L0 ! |
Zjisti se hodnota agregalni kfivky po stimulaci kola- ~»$‘~ ! 5k LH~-—~
genem pied zahdjenim 1é¢by a nasledné se tato hod- g"”?”" T 1 j NT r
nota sleduje po celou dobu 1égby piiblizng v mésic- (371" || | N\ [T
nich intervalech MNEER []
Lécebné rogmezi: 15-30 % maxima kfivky pred 16¢- "—n:)«, LI Sl Lo

bou. 80 f ===
{

Agregacni krivka po kolagenu

4.3.4.4.2. SLEDOVANI INHIBICE AGREGACNI KRIVKY STIMULOVANE
KATIONICKYM PROPYLGALATEM

Sleduje se agrega¢ni k¥ivka po stimulaci kationickym propylgalatem (CPG). Stano-
venj probiha v optickém agregometru za pouZiti destickami bohaté (PRP) a chudé
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(PPP) plasmy. Méfi se vySka maxi-

30uM CPG  pfed lécbou 24 hodin
malni amplitudy (ma), rychlost na- | 100 - po podéani ASA
b&hu agregaéni k¥ivky (ms-slope)
a doba pottebn4 k dosazeni 50 % ma | ‘
(T50). Je-li to mozné zmaii se agre- | £ ;
ga¢ni odpovéd pied podidnim proti- E
destickové terapie (ASA) a pak se | 2
provadi pravidelnd méfeni v pribg- | 2
hu terapie, dokud se nedoséhne opti- | ] -
maélniho sniZen{ hodnoty slope. 0 -_-;;:5\,;’__”__#.—’—' """
Kontroly po dosazeni této hodnoty 0 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12
je potom moZné provadét v del§ich minuty

¢asovych intervalech. Agregace s propylgalitem — kfivka pred (vlevo)

a po podini ASA (vpravo)

O Heparin do hodnoty 4,0 1U/ml nemd viiv na vysledek vySetieni,
Q Pocty desticek pod 100 . 10 %1 mohou vyznamné ovlivnit vysledek testu.
Q Nelze stanovit vzorky s chylozni, ikterickou a hemolytickou plazmou.

PROTIDESTICKOVA LECBA -~ MECHANISMY UCINKU

clopidogrel
ficlopidin

| wma |
| antagonisté

WVE ] -~

dipyridamol

kolagen
trombin
TXA;

- Gp lIb/ia

(fibrinogenovy
receptor)

‘ kyselina acetylsalicylova )
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Seznam zkratek

AA
ACLA
ADP
ACT
AP
APA
APC
APC-R
APS
APTT
ASA
AT

BM

BU

C-1 INH
cAMP
CD
cGMP
CML
COX
CPG
czp
DIK
DNA
ECT
EID
ELISA
EPCR
F I-XIII
Fe

FDP
F1+2
FPA a FPB
GIT
Gla

GP

HC II
HDL, LDL, VDL
HEP
HIT-Ia Il
HMW
HMWK
HUS
ICHS
IL 1

™M

aminokyselina

antikardiolipinové protilatky
adenosindifosfat

aktivovany koagulacni €as (acivated coagulation time)
aktiva¢ni peptid

antifolipidové protilatky

aktivovany protein C

rezistence na aktivovany protein C
antifosfolipidovy syndrom

aktivovany parcidlni tromboplastinovy test
acetylsalicylova kyselina (aspirin)
antitrombin

bazélni membréina

Bethesda jednotky, (Bethesda Unit)
Cl-inhibitor

cyklicky adenosinmonofosfat
nomenklatura CD znaki

cyklicky quanosinmonofosfit

chronicka myeloidni leukémie
cyklooxygendza

kationicky propylgalat

Cerstv€ zamraZend plazma

diseminovand intravaskularni koagulace
deoxyribonukleové kyselina

ekarinovy test (ecarin cloting test)
elektroimunodifuze

enzymimunoanalyza

endotelidlni receptor proteinu C

faktory plazmatického koagulacniho systému
fragment imunoglobulinu

fibrin/fibrinogen degrada&ni produkty
fragmenty 142

fibrinopeptidy A a B

gastrointestinalni trakt

oblast zahrnujici gamakarboxylovou skupinu glutamové kyseliny
glykoproteiny

heparinovy kofaktor IT

frakce lipoproteinii

heparin

heparinem indukované trombocytopenie
vysokomolekuldrni sloZka (Heavy Molecular Weight)
vysokomolekuldrni kininogen
hemolytickouremicky syndrom
ischemickd choroba srde&ni

interleukin 1

infarkt myokardu
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INR

IST

ITP

LA

LIA
LMWH
MFS
MTHFR
MW
UFH
PAI-1
PAP
PAR-1
PC

PCI
PCR
PGI,
PIVKA

PPP
PRP
PS
PT
RIA
RiCo
RIPA
RNA
RVVT
SLE
TAT
TAFI
TEG
TEN
TF
TFPI
TG
™
TNF

t-PA
TT
TTP

TX A2
u-Pa
vWF

mezindrodni normalizovany pomér u antikoagula¢ni 16¢by
(international normalized ratio)

index citlivosti tromboplastinu

idiopaticka trombocytopenickd purpura

Lupus antikoagulans

svételnd nebo laserova imunoanalyza
nizkomolekularni heparin (low molecular weight heparin)
monocytomakrofagovy systém
methylentetrahydrofolat reduktiza

molekulovd hmotnost (molecular weight)
nefrakcionovany heparin

inhibitor aktivatord plazminogenu
plasmin-antiplasmin komplex

proteolyticky aktivovany receptor
jednotetézcovy plazmaticky glykoprotein
inhibitor aktivovaného proteinu C
polymerazova fetézova reakce

prostacyklin

neaktivni koagulaéni faktory

fosfolipidovd matrix

plazma chuda na desti¢ky (platelet poor plasma)
palzma bohata na desti¢ky (plateled rich plasma)
protein S

protrombinovy test (quick test)
radioimunoanalyza

ristocetin kofaktor

agregace stimulovand ristocetinem
ribonukieovd kyselina

Test s jedem Russelovy zmije

systémovy lupus erythematodes
trombin-antitrombin komplex

trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
thrombelastogram

tromboembolickd nemoc

tkatlovy faktor

inhibitor tkafiového faktoru

tromboglobulin

trombomodulin

tumor nekrotizujici faktor

transplantace kostni diené

tkanovy aktivitor plasminogenu (tissue plasminogen activator)

trombinovy test (thrombin test)
tromboticka trombocytopenickd purpura
(thrombotic thrombocythopenic purpura)
tromboxan A2

urokinaza

von Willebrandiav faktor
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Rejstrik

A

afibrinogenémie 146
agregacni kfivky 230
aktivitory 131
—t-PA 90, 75,78
—urokindza 75,77
anagrelid 229
anémie

—vrozené 158
antiplazmin 115-116

antifosfolipidovy syndrom 200, 204

angina pectoris 195
antigen 129, 134, 135
anistreptaza 221

antitrombin 91, 99, 100, 210

antitrypsin 124, 111

B
blokatory

- GPIb/lla 226

— GPIIb/Illa 229
buriky

—endotelové 22-23

C
cévni sténa 19, 28
— aterosklerotickd 192
cévy 13,21
cytometrie 136
C4-b BP 100

D

desticky 196
—adheze 196

— agregace 196

— aktivace 197
dikumarin 214
dysfibrinogenémie 180
D-dimery 82

E
endotel 13, 22-23

F
faktory koagula¢ni 29, 39, 50, 53-62, 200
faze koagulace

— iniciaéni 63

— amplifikani 68, 69

— propagaéni 69-72
fibrin 70-72, 94-95

— monomer 59

— nerozpustny 60

— polymerovany 59
fibrinogen 48, 70, 94, 180
fibrinolyza 96

— aktivace 96
FDP 81

G
glykoproteiny 36
glykosaminoglykany 20

H
hemofilie 172, 174, 176
hemokoagulace 27, 72
hemostdza 26-28, 32-33, 35, 37, 131, 192

— fetalni 27

—neonatdlni 27

— primarni 22-24
heparin 212

— nefrakcionovany 211

— nizkomolekuldrni 211
heparinovy kofaktor II 91, 92
hirudin 213, 219
homocystein 203
hyperfibrinolyza 96
hyperhomocysteinemie 203-204
hypofibrinolyza 96

1
inhibitor 83, 98-99, 116-118, 123-125,
151, 175, 209, 213, 229-230
— tkanového faktoru 102
ITP 209



K

kalcium 41

kapilary 15-16
kardiolipin 125
kininy 64

kininogen 64

koagulace 184

— aloimunitni 184

— komplexy 32-34

— konzumpéni 185

— vnéjsi systém 55

— vnitin{ systém 56-58
koagulopatie 171, 172
koagulometry 125-127, 137
kofaktory 44

kuniny 99

L
lécba
— antiagrega¢ni 192, 225, 230
— antikoagulagni 184, 192, 209
— antitromboticka 208
- monitorovani 208, 219
— trombolytickd 220, 193
leukocyty 36
lupus antikoagulans 113, 125-126

M
makroglobulin  122-123
markery 197
— aktivace koagulace 198
— aktivované fibrinolyzy 198
— krevnich desticek 198
— molekulové 198
— trombogeneze a trombofilie 197
metody
~ koagulaéni 119
— gelifikatni 124
— imunochemické 123, 134, 148
— spektrofotometrické 132
— zdkalové 131
mutace
— Cambridge 174
— Leidenska 173
- MTHFR 175
— protrombinu 175
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N
nemoc
— von Willebrandova 177, 179

P
plazmin 91, 92-93
plazminogen 87-89, 91-93
protedza 41
protein C  105-111, 99
protein S 111-112
protilatky
— antifosfolipidové 125
— antikardiolipinové 128
protrombin 49, 65, 69
protrombindza 69
purpury 153-155, 162
—vrozené 154
—ziskané 155

R

radioimunoanalyza 135

receptory ADP 228

rezistence na aktivovany protein C 200

S
serpiny 98
stavy
— trombofilni 171
— trombotické 163-166
streptokindza 221, 222
syndrom
— antifosfolipidovy 176
— Bernard-Soulier 168
— hemolyticko-uremicky 163
— Herfmanského Pudidkiv 169

T
TAFI 105-109
tendza

—vnéjdi 67

- vnitini 67
tepénky 15
tepny 15
test

- ACT 134, 146, 191

- APTT 131,132,19

— fibrinolyza 130

— konzumpce protrombinu 128

— krvacivost 128

— Lee-White 128

—na hirudin 192

— protrombinovy (Quick) 130

—reptildzovy 134

—retrakce 129

— thromboelastograf 129

— trombinovy 133
tkaniovy faktor 38-40, 64, 65, 66, 68
trombin 49-50, 65, 72, 2329
trombocytemie 170-171
trombocytéza 170-171
trombocytopatie  166-168, 170
trombocytopenie 156, 158, 159, 161, 164
trombofilie 197
trombomodulin 113
trombolytika 221, 223, 225
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trombospondin 18
trombozy 194-195

— arteridlni  166-168
—vendzni 166
TTP 211
turbidimetrie 132

v

vazodilatace 21
vazokonstrikce 21
vldseCnice 16-17
vitamin K 183, 214
vitronectin 31

yA
silky 18
sily 18
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