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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra biologickych a 1ékaiskych véd

Autor: Anna Maierova

Vedouci bakalaiské prace: PhDr. Zdénka Kudlackova, Ph.D.
Nazev prace: Hemostaza a hemokoagulace

Cil préace:

Jednim z cilli prace bylo vytvofit prehled zdkladnich poznatkii o hemostidze a
hemokoagulaci v jejich fyziologickych aspektech. Dal§im cilem prace bylo
zpracovat informace o patofyziologii hemostazy a hemokoagulace s SirSim
zaméfenim na klinické projevy. Soucasti prace bylo rovnéz vytvorit piehled
soucasnych vySetfovacich metod a postupii spravného odbéru a zpracovani vzorku

pro hemokaogula¢ni vySetteni.
Hlavni poznatky:

Tato bakalarska prace ptiblizuje cely proces hemostazy, charakterizuje jeji slozky
a hlavni vyznam tak, aby bylo posléze jasné, jak jejich nedostatek piipadné funkéni
patologie ovliviiuje proces zastavy krvaceni. Nedilnou soucasti prace je pirehled
zakladnich metod pro diagnostiku poruch v hemostdze a v neposledni fadé€ popis
patologickych stavi hemostizy. Cast prace se zaméfuje také na onemocnéni
hemostazy souvisejici s infekci COVID-19. Zmifluje zvySujici se vyskyt
trombotickych  stavli s nejvétsim dirazem na koagulopatii  spojenou

s COVIDEM-19.
Zaver:

Z piehledu metod a technik, uvadénych po charakterizaci celého procesu hemostazy
je patrné, jak v soucasné dob¢ dochdzi k ¢im dal vétSi automatizaci nejen u
vySetfeni hemostazy. S pfibyvajicim poftem automatizovanych pfistroji rostou
také pozadavky na odborné pracovniky, ktefi s nimi musi umét pracovat. Vétsi

laboratote, kterym se vyplati pofidit si diky vyS§imu poctu vySetifovanych vzorka
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nakladnéjsi vybaveni musi mit také dostatecné proskoleny a vzdélany personal,

ktery je schopen s vybavenim odborné zachdzet.

Kli¢ova slova: Hemostaza, cévni sténa, erytrocyty, koagula¢ni faktory,
fibrinolytické faktory, inhibitory, hemokoagulacni vysetieni, krvacivé stavy, CAC,

trombotické stavy.



ABSTRACT

The Charles University, Pharmaceutical faculty in Hradec Kralové
Department: Department of biology and medical science

Author: Anna Maierova

Supervisor of the bachelor thesis: PhDr. Zdénka Kudlackova, Ph.D.
Headline: Haemostasis and haemocoagulation

Background:

Main aim of the work: One of the goals was to provide an overview of the basic
knowledge about homeostasis and haemocoagulation in their physiological aspects.
Another goal was to elaborate information on the pathophysiology of homeostasis
and haemocoagulation with broader focus on clinical signs. Part of my work
included itemizing current examination methods and procedure of the proper

sampling and analysing the sample for haemocoagulation check-up as well.
Main findings:

This bachelor thesis presents the whole process of hemostasis, characterizes its
components and its main importance so that it is clear how their deficiency or
functional pathology affects the process of bleeding arrest. An integral part of the
thesis is a review of basic methods for the diagnosis of disorders in haemostasis
and, last but not least, a description of pathological conditions of haemostasis. Part
of the thesis also focuses on hemostasis disorders associated with COVID-19
infection. It mentions the increasing incidence of thrombotic conditions with the

greatest emphasis on COVID-19 associated coagulopathy.Conclusions:
Conclusions:

From the overview of methods and techniques presented after the characterization
of the whole haemostasis process, it is evident how nowadays there is more and
more automation not only in haemostasis examinations. As the number of
automated devices increases, so do the demands on the professionals who must be

able to operate them. Larger laboratories, which find it worthwhile to purchase
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more expensive equipment due to the higher number of samples to be tested, must
also have sufficiently trained and educated staff who are able to handle the

equipment competently.

Keywords: Haemostasis, vessel wall, erythrocytes, coagulation factors, fibrinolytic
factors, inhibitors, haemocoagulation testing, bleeding states, CAC, thrombotic

states.
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1. ZADANI - CIL PRACE

Jednim z cilti prace bylo vytvofit piehled zdkladnich poznatki o hemostize a
hemokoagulaci v jejich fyziologickych aspektech. DalSim cilem prace bylo
zpracovat informace o patofyziologii hemostazy a hemokoagulace s SirSim
zaméfenim na klinické projevy. Soucasti prace bylo rovnéz vytvorit piehled
soucasnych vysetrovacich metod a postupii spravného odbéru a zpracovani vzorku

pro hemokaogulac¢ni vySetfeni.



2. UVOD

Hemostaza neboli zastava krvaceni je jednim z procesi, ktery se podili na
homeostaze a udrzuje stalost vnitiniho prostiedi. Pii poruseni cévni stény slouzi
jednak k zastave krvacenti, ale také brani tomu, aby v cévach vznikaly tromby, které
by bréanily v pratoku krve a tim zachovéava integritu (celistvost) ob&hového
systému. Podrobny popis celého procesu je popsan v prvni kapitole. Jeji soucasti je
nasledné 1 popis sloZzek hemostazy, mezi které patii reakce cévni stény, trombocyti,
systétm plazmatickych koagula¢nich faktord (tj. plazmatické bilkoviny),
fibrinolyticky systém a aktivatory a inhibitory krevniho srdzeni. Tyto reakce
zpravidla nenavazuji pfimo na sebe, jejich jednotlivé funkce se v ¢ase riznym

zpisobem prolinaji a jako celek zajist'uji zastavu krvaceni.

V dalsi ¢asti prace jsme se zaméfili na metody slouZici k diagnostice patologickych
stavlli hemostazy. Tyto patologie jsou z pravidla zplisobeny poruchou jedné, nebo
n¢kolika z vySe zminovanych slozek a vedou ke staviim mezi které patii zvySena
krvacivost nebo naopak patologické srazeni krve. Tyto stavy mohou mit vrozenou
pri¢inu (napt. vrozené chybéni nékteré ze slozek koagulacni kaskady), nebo se
jednd o ziskanou skupinu onemocnéni (kam patii napt. jiz zmiflované krvaceni

v disledku poranéni).

V soucasné dobé je hemostdza negativné ovliviilovana hlavné pfitomnosti nové
nemoci COVID-19. Nejcastéjsi pti¢iny umrti pacientd s COVID-19 jsou kromé
diabetu mellitu (DM), obezity a s nimi souvisejici hypertenzi a kardiovaskularnich

nemoci pravé zmiflované patologie v oblasti hemostazy.
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3. HLAVNI CAST

3.1 Fyziologie hemostazy

Jak jiz bylo fe¢eno v tivodu, hemostdza je fyziologicky proces v organismu, jejimz
hlavnim ukolem je zastava krvaceni v poruseném krevnim feciSti a soucasné i
obnova normalni cirkulace v poskozené cévé. Ve své podstaté se tedy nejedna o
fyziologicky d¢j, za béznych podminek by se krev ve zdravém organismu srazet
nem¢la. S rezervou ale mluvime o fyziologickém hemostatickém mechanismu,
pokud se uplatiiuje v piipadé poskozeni cévni stény a tim, pomoci fady slozek a
mechanismi zajisti pavodni, fyziologickou cirkulaci krve v cévnim fecisti. Pokud
dojde k poskozeni, chybéni, poptipadé aktivaci ¢asti hemostatického procesu jinym
podnétem, nez poskozenou cévou mluvime o poruse v hemostatickém procesu, tedy

o patologickém dé&ji (Pecka 2004; Mohammed, Monroe, a Gailani 2020).

3.1.1 Slozky hemostazy

Na procesu zastavy krvaceni se podili n€kolik sloZek. Uplatiiuji se v riznych fazich
hemostéazy, které uvadime v dalSich kapitolach. Mezi hlavni slozky hemostazy
fadime cévni sténu, trombocyty, koagulacni faktory, fibrinolytické faktory,
aktivatory a inhibitory krevniho srazeni (Pecka 2004; Mohammed, Monroe, a

Gailani 2020).

Cévni_sténa se skladad ze tii vrstev (tunica intima, media a adventicia). Pro
hemostazu ma nejvétsi vyznam endotel, hlavni ¢ast intimy, ktery je v kontaktu
s krvi, pfipadné¢ bunky hladké svaloviny, které jsou soucésti stfedni vrstvy.
Neporusena vrstva endotelovych bunék vytvaii na vnitini stran€ cévy nesmacivy,
antikoagulacni povrch, ¢imZ udrzuje spravnou cirkulaci a fluiditu krve v lumenu
cévy, navic vytvari negativni naboj, kterym taktéz zaporné nabitym trombocytim
bréani v pfichyceni na sténu cév. Jedna se o endokrinni organ. Céva skrze endotel
uvoliiuje do lumenu plisobky branici aktivaci desti¢ek a tim brani krevnimu srazeni

(ptehled viz. Tabulka 1).

11



Tabulka 1 Latky fyziologicky uvoliiované 7 endotelu cév k udrieni inaktivnich

trombocytii
PUSOBKY FUNKCE
Prostacyklin Méni priisvit cév (rozsifuje) = vazodilatator.
(PGI2) Inhibuje agregaci krevnich desticek.
. Meni prisvit cév (rozsifuji) = vazodilatator.
Oxid dusnaty . . o .
(NO) Stimuluje pteménu guanosintrifosfatu (GTP) na cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP) a tim tlumi aktivaci desticek.
Pieménuji adenosindifosfat (ADP) na adenosinmonofosfat
Endonukledzy

(AMP) a tim brani aktivaci desticek, nebot’ ADP se podili

na aktivaci trombocytl.

Zdroj: (Pecka 2004) (Prepracovano z textu do tabulky)

Pii poruSeni celistvosti endotelové vrstvy dojde k odkryti silné¢ trombogenni,

subendotelové vrstvy, ¢imz se zah4ji cely proces sraZeni krve. Funkci cévni stény

pii hemostatickém procesu je v prvni fazi schopnost vazokonstrikce, jako

endokrinni organ je zdrojem a zasobarnou néckterych koagulacnich faktord,

inhibitoril a dalSich latek, které se v procesu hemostazy uplatiiuji (viz v Tabulka 2),

a predevsim se jednd o misto, kde dochézi k interakci jednotlivych slozek celého

systému (Penka a Slavickova 2011; Pecka 2004; Iba a Levy 2019).
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Tabulka 2 Ldtky uvoliiované 7 endotelu cév uplatiiujici se v procesu hemostdzy

PROTROMBINOVE PUSOBKY ANTITROMBINOVE PUSOBKY
tkanovy faktor (TF) inhibitor tkanového faktoru (TFPI)

von Willebrandtv faktor (vVWF) vWF protedza

' ‘ tkanovy aktivator plazminogenu
plazminogen aktivator systém 1 (PAI-1)

(t-PA)
tromboxan A2 (TXA>) prostacyklin (PGI)
faktor aktivujici desticky (PAF) oxid dusnaty (NO)
trombinovy receptor (PAR) trombomodulin (TM)
_ glykozaminoglykany (heparansulfat,
heparinazy
dermatansulfat)
selektiny, cytoadhezivni molekuly down-regulace téchto molekul
. antagonisté, down-regulace
cytokiny

receptord

Zdroj: (Martinkova, Penka, a Gumulec 2014)

Trombocyty neboli krevni destiCky jsou bezjaderné elementy, které se
fyziologicky vyskytuji v krvi v neaktivni formé&. B&zny podet trombocyti je Ceskou
hematologickou spole¢nosti uvadén na 150-400 x 10° v jednom litru krve (¢lenové
Laboratorni sekce CHS CSL JEP 2021). Vznikaji fragmentovanim cytoplazmy ze
zralych megakaryocytil v kostni dfeni, kde probiha jejich neustala obnova, protoZe
ziji pouze 9-12 dnGt (Mourek 2012). Tvorbu a uvoliiovani z kostni diené do
krevniho obé&hu ovliviluje protein trombopoetin (TPO) vazbou na specificky
receptor na membrané¢ kmenovych bunék megakaryocytii. Neaktivované, voln¢
cirkuluji v krevnim ob&hu, maji hladky, ovéalny tvar. Strukturné se skladaji ze dvou
vrstev: vnéjsi, svetlejsi hyalomery a vnitini granulomery. Granulomera obsahuje 3
typy granul, které se pii aktivaci desti¢ky shlukuji a uvoliiuji latky v nich obsazené
(jejich obsah uvolnény pti aktivaci viz Tabulka 3). V cytoplazmé trombocyti se dale
vyskytuji kontraktilni elementy. Ty zajiStuji jednak uvolnéni obsahu vySe
zminénych granuli, retrakci trombu a také zménu tvaru celé desticky z ovalné,
hladké buiky na bunku s vybézky. Hlavnim disledkem aktivace desticek je
vytvoreni primarni hemostatické zatky (PHZ), ale rozmanité funkce ptisobkt, které
se z desticek uvolni zajist'uji 1 dal$i uplatnéni pifi vazokonstrikci, sebeaktivaci,
aktivaci proteinl koagulacni kaskady a nasledné reparaci cévni stény. Glukdza v
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plazmé je pro trombocyty jedinym/hlavnim zdrojem energie, kterou ziskavaji
aerobni glykolyzou (Mourek 2012; Pecka 2004; Pokorny 2002; Weisel a Litvinov
2019).

vvvvvv

uvoliiuji pii aktivaci desticky a hlavni funkce téchto latek.

GRANULA OBSAH POPIS

Zprostiedkovava vazbu mezi receptory
von glykoproteinové povahy na trombocytech ke
Willebrandiv | kolagennim vlakntim obnazeného endotelu

faktor (VWF) | cévy a mezi destickami navzajem (GP

Ib/111a).
. Ma stejnou funkci jako vWF (zajist'uje
fibronectin ‘ _ _
adhezi a agregaci desticek).
' Jedna se o koagulacni faktor. Prekurzor
fibrinogen ' _
fibrinu. Podili se na tvorb¢ fibrinové sité.
destickovy Podporuje srazeni a podili se na hojeni ran.

faktor 4 (PF4)

beta Aktivator plazminogenu.
tromboglobulin
(B-TG)

rustovy faktor | M4 proliferativni u€inky a podili se tim na

Alfa-granula

desticek (PDFQG) | reparaci poranéné cévy.

Cast se zabudovava do membrany

. trombocytu, kde se predpoklada, ze slouzi
P-selektin ‘
jako receptor pro vazbu leukocyti.

Cast je uvolnéna do plazmy.

Vytvotenim stabilizujicich muistkti mezi

trombospodin | destickami, zajiSt'uje sekundarni agregaci

(nevratnou).
faktor V Jedna se o kofaktor aktivace faktoru II.
inhibitor Jedna se o hlavni inhibitor, inhibujici
aktivatoru aktivator plazminogenu, kromé PAI-1
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plazminogenu 1

existuje jesté¢ PAI-2, ktery vznika v placent¢,

(PAI-1) v histiocytech a leukocytech.
makroglobulin | Pisobi inhibi¢né na proteazy.
antiplazmin Je inhibitor plazminu.
Jeden z faktorti aktivace trombocyti.
ADP . ‘
Podporuje agregaci trombocyti.
Adenosintrifosfat, je zdrojem energie a
ATP
substrat pro tvorbu ADP.
Ca? IV faktor koagula¢ni kaskady, ticastni se
a +
aktivace téméeft vSech koagulacnich proteinti.
serotonin Pozitivné ovlivituje vazokonstrikei.
Ovliviiuje metabolismus vapniku, ktery je
pyrofosfat
klicovy pro cely proces hemostazy.
Delta- EE— .
. Zajistuje prichyceni bilych krvinek na
granula P selektin o
trombocyty, v jejichz membran¢ se nachazi.
(denzni)
Jeho funkce nesouvisi pfimo s hemostazou.
' Jedna se o latku, kterou vylucuji kromé
transformujici o '
desticek i dalsi bunky jako fibroblasty a
rastovy faktor B . .
dalsi. Jejich hlavni funkei je podpora
bunécného déleni.
katecholaminy | Plsobi jako neurotransmitery.
GDP Guanosindifosfat, vznik4 stépenim GTP
Guanosintrifosfat zajist'uje dodavani
GTP .
energie, Stépenim na GDP.
glukohydrolazy
hexozaminidazy
Lambda- katepsin
granula B-glukoroniddza | Hydrolytické enzymy.
(lysosomy) galaktozidazy
fukozidazy

kysela fosfataza

Zdroj: (Pecka 2004; Mourek 2012; Penka a Slavickova 2011; Pecka 2006, Klener 2003; Martinkova 2014)
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vvvvvv

koagulacni kaskady, uplatnujici se u rozsahlejsiho krvaceni. VétSina z nich ma
charakter bilkovin volné se vyskytujicich v plazmé. Dale k nim fadime ionty
mineral, konkrétng Ca®* a tkanovy faktor, ktery jako jediny z faktori nenajdeme
v krvi, nebot’ se nachazi na membrané bunék, se kterymi pfijde do styku krev, ktera
vysla z poranéné cévy. Ze strukturalniho hlediska se kromé vapenatych iontt jedna
o proteiny krevni plazmy. Biochemicky je rozliSujeme na enzymy a kofaktory. V
celkovém poctu se jedna o tiinact faktora, které se oznacuji velkym pismenem “F*
a fimskou ¢islici v pofadi, v jakém byly objeveny. Takto znac¢ime neaktivni formy,
které se v krvi vyskytuji fyziologicky, tedy pokud neni aktivovéna koagulac¢ni
kaskada. Aktivované faktory navic oznacujeme malym pismenem “a“. VSechny
koagulacéni faktory jsou bézné v krvi pfitomny jako neaktivni, pouze faktor VII se
v malém mnozstvi vyskytuje v krvi i aktivovany. Rada z nich je zavisla na vitaminu
K, bez kterého jsou sice vytvoreny, ale nemaji schopnost podilet se na koagulaci.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o proteiny, vétSina z nich je tvofena v jatrech, proto
také nedostatek vitaminu K a jaterni poruchy jsou nej€astéjsi primarni ptic¢inou
patologickych zmén v koagulacnim procesu (Ar, Balkan, a Kavakli 2019; Pecka
2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014). Zakladni
charakteristika jednotlivych faktord, jejich funkce, zpisob aktivace, zavislost na

vitaminu K, je uvedena v nasledujicim piehledu:

F 1. se nazyva fibrinogen. Tvofi se v jatrech, vyskytuje se v plazmé a v granulich
trombocytl. Aktivuje se pomoci trombinu, ktery $t€pi fibrinogen na fibrinové
monomery, které nasledn¢ vytvareji fibrinova vlakna a ty zajiSt'uji vytvoreni sité
kolem krevni srazeniny. Také ma schopnost aktivovat trombocyty (Pecka 2004;

Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Jako F II. je oznaCovan protrombin. Patii do skupiny koagulacnich faktord,
zavislych na vitaminu K a jeho tvorba probihd v jatrech. Je aktivovan §tépenim
pomoci komplexu zvanym protrombinaza na trombin. Protombinaza je komplex
slozeny z aktivovaného faktoru X, F V, krevnich desti¢ek a z vapenatych iontt.
Aktivovany faktor II (trombin) ma koagulaéni, fibrinolytické funkce a také se
ucastni procesu hojeni. Jeho hlavni funkci v koagulacni kaskddé je pfeména
fibrinogenu na fibrin, mezi dal$i funkce fadime aktivaci faktoru V, VIII, IX, XIII,

dale aktivuje krevni desticky a TAFI (trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy),
16



a tim Ze se podili na tvorbé t-PA a aktivaci proteinu C se ucastni i fibrinolyzy (Pecka

2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

F III. je znacka tkanového tromboplastinu neboli tkanového faktoru. Jediny
protein z fady koagulacnich faktort, ktery je soucasti membrany subendotelovych
bunék cév, tudiz se v krvi nenachazi. Diky tomu aktivuje hemostaticky proces
okamzité po poruseni vnitini struktury cévy. Tkanovy faktor mize byt uvoliiovan
do krve z makrofagi a hladkych svalovych bunék, ale pouze za patologického
stavu. Nemd enzymatickou aktivitu, pouze vytvaifi komplex v pfitomnosti
vapenatych iontl s F Vlla, ¢imz zahajuje vnéjsi cestu koagulacni kaskady (Pecka

2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014; Wenzel 2019).

Vapenaté ionty se oznacuji jako F IV. a Gc€astni se vétSiny d&ji hemostazy. T¢lo
je ziskava z potravy a vstfebavani probihd ve stievech. Minimalni hladina pro
koagulaci v krvi je 0,5 mmol/l (Pecka 2004). Jsou nutné jak pro dé&je zajistujici
srazeni krve, tak dé&je opacné cCili inhibiéni. Konkrétné se ucastni aktivace
tkanového faktoru, F X. v ramci aktivace vné&jsi cestou i vnitini cestou, F V. a
v neposledni fad¢ aktivuje F II. a F XIII (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;
Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Faktor V. neboli prokalcelerin vznika jako vétSina faktort v jatrech. Jedna se o
glykoprotein spadajici do skupiny koagulacnich faktort, a to specialné kofaktori
Slouzi tedy pouze k urychleni koagulaéni kaskady. Konkrétné se podili na aktivaci
protrombinu na trombin. Stépeni F II. na trombin urychluje az 200 000krat (Pecka
2004). Sam je aktivovan trombinem, podobné¢ jako faktor VIII (Pecka 2004; Penka
a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Jako faktor VI. byl difive oznaCovan aktivovany faktor V. V soucasné dobé¢ se toto

oznaceni nepouziva a faktor VI. tedy neni znam (Pecka 2004).

F VII. ma nazev prokonvertin. Jedna se o glykoprotein, ktery spadd do faktorii
zavislych na vitaminu K. Jako jediny z faktori se v malych koncentracich nachazi
v plazmé aktivni 1 fyziologicky. Jinak je aktivovan trombinem a aktivovanym
faktorem IX, X, a XI. Uastni se spolu s tkafiovym faktorem a vapenatymi ionty
zahajeni vngj$i cesty koagulacni kaskady a aktivuje faktor IX (Pecka 2004; Penka
a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014; Gobel et al. 2018).
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Antihemofilicky faktor oznacovany jako F VIIL. je sloZen ze dvou bilkovinnych
fetézcl, z nichz jeden se tvoii v jatrech a druhy v buiikach cévni vystelky. Jedna se
o kofaktor podobné struktury jako F V. Tyto fetézce se spojuji pti aktivaci faktoru
VIII. K aktivaci je nutnd pfitomnost vapenatych ionti a aktivovaného faktoru II.
nebo je moznost F VIII. aktivovat plsobenim F Xa, ale pouze za pfitomnosti
fosfolipidii. Jako kofaktor slouzi az k 10 000nasobnému urychleni aktivace faktoru
X. v ramci vnitini cesty. Je soucasti tzv. vnitini tenazy, ktera je slozena z F [Xa,
VIila, PL a Ca2+ (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002;
Martinkova 2014).

F IX. je zndmy jako Christmasiv faktor, je soucCasti vnitini cesty aktivace
protrombinu. Vzniké v jatrech a pro jeho tvorbu je dilezity vitamin K. Je aktivovan
primarné F XIa nebo ho miize aktivovat komplex F VIla, F III., krevnich desticek
a vapenatych iontii. Jeho hlavni funkci je aktivace protrombinu, jako soucast vnitini
tenazy, kterou uvadime vySe (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002;
Martinkova 2014).

F X. neboli Stuart-Prowerové faktor je soucasti faktort, jejichz tvorba zavisi na
vitaminu K. Opét se jedna o glykoprotein tvoreny v jatrech. Aktivace probiha
dvéma zplsoby. Jednak v rdmci vnitini koagulaéni cesty piisobenim komplexem
vnitini tendzy, kterou jsem zmiflovala u faktoru VIIL. a IX., jednak jako soucést
cesty vné&jsi, kde jej aktivuje tzv. vnéjsi tendza, slozend z F VIIa, F III, PL a Ca".
Slouzi jako soucast komplexu protrombindzy ke St€peni protrombinu na trombin
(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014; Allen a
Byrnes 2019).

Antihemofilicky faktor, znaceny také jako PTA (,plasma thromboplastin
antecendent®), byl objeven jako jedenacty, proto ho oznacujeme F XI. Opét se
jedna o glykoprotein tvofeny v jatrech. Existuje ve dvou odliSnych formach. Ve
formé plazmatické a trombocytarni. Forma, ktera koluje v plazmé ¢ili plazmaticka
je vazana v komplexu s HMWK (high-molecular-weight kininogen). Aktivuje jej
aktivovany faktor XII. Ale pouze v piitomnosti HMWK a negativné nabitych
povrchil, v téle se zpravidla jedna o povrch desticek, in vitro jsou tyto povrchy

nahrazeny umeéle napf. sklem, kaolinem atd. Posléze aktivovany slouZi pro aktivaci
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faktoru IX (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova
2014).

F XII. je znacka pro Hagemaniiv faktor, glykoprotein, ktery jako aktivovany
zahajuje vnitini cestu koagulacni kaskady. Tvofi se v jatrech a fyziologicky koluje
v plazmé 1 v séru a nereaguje s povrchem cévni stény. Aktivuje jej kontakt se
subendotelovym povrchem cév, ktery je za normalnich okolnosti zakryty endotelem
a do kontaktu s krvi se dostane pouze pii poskozeni endotelu cévy. Takovyto
povrch Ize snadno in vitro nahradit sklem, kaolinem a dalSimi umélymi povrchy

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Jako posledni byl objeven fibrin stabilizujici faktor, zndmy jako F XIII. Tento
faktor se syntetizuje jako vétSina koagulaénich proteinti v jatrech, odkud tato cast
poté volné cirkuluje v plazmé. Dale je produkovan megakaryocyty, ze kterych se
dostava do desticek a v nich je ulozena do doby jejich aktivace. Ackoliv se F XIII.
tvoii na riznych mistech, jeho funkce je jednotna. Je aktivovan trombinem, ktery
katalyzuje jeho hydrolyzu na aktivni formu v pfitomnosti vipenatych iontd a
fibrinogenu. Cely proces urychluje polymerni fibrin. Aktivovany fibrin stabilizujici
faktor stabilizuje fibrinovou sit’ vytvorenou kolem PHZ, a jeho vedlejsi funkci je
hojeni ran (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova
2014).

Posledni dva faktory, které maji prokoagulacni aktivitu, nemaji klasické oznaceni
fimskymi ¢islicemi, ale diky své funkci a struktute spadaji do této skupiny. Jako
prvni uvadime Prekalikrein vznikajici v jatrech nebo ve slinivce bfisni. Aktivuji
jej obé podjednotky faktoru VII a samotny kalikrein nasledn¢ aktivuje F VII a
zvySuje uvoliiovani kininl, které piisobi vazodilatacn€. Vyskytuje se v plazmé
navazany na HMWK, zndmy jako vysokomolekularni kininogen, ze kterého se
diky prekalikreinu uvoliuji kininy. Kininy se nasledné vazi na povrch poskozené
cévy, kde tvoti vazebna mista pro F XII. spolu se samotnym HMWK (Pecka 2004;
Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Fibrinolytické faktory jsou dalsi skupinou, kterou fadime do systému

plazmatickych faktordi, spolu s koagulaénimi faktory, aktivatory a inhibitory
krevniho srazeni. Obecné maji opacnou funkci nez koagulacni faktory, a to

rozpoustét krevni koagulum, aby nedoSlo k ucpani krevniho ftecisté, krevni
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srazeninou. Jedinym enzymem, zajiStujicim Stépeni fibrinu je plazminogen,
respektive plazmin, vznikly aktivaci plazminogenu. Dal$i faktory jako tkanovy
aktivator plazminogenu (t-PA) a wurokinaza slouzi pouze k aktivaci
plazminogenu (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova
2014).

Plazminogen je glykoprotein vznikajici v jatrech. Vyskytuje se ¢aste¢né volné
v plazm¢ a z €asti je vazan na nejriznéj$i povrchy v krevnim fecisti. Aktivace
probiha okamzité pii zahajeni koagulace (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;
Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Aktivatory a inhibitory krevniho sraZeni jsou nedilnou soucésti celého procesu

hemostéazy, nebot’ udrzuji rovnovéhu a zabramuji nekontrolovatelnému srdzeni nebo
naopak nadmérné fibrinolyze. Nazvy a funkce téch zakladnich jsou uvedeny v

nasledujicich odstavcich:

Jako prvni uvadime protein antitromin (AT), ktery patfi do skupiny inhibitor
koagulace. Jeho hladinu v plazmé& reguluje hladina fibrinogenu. Jakmile dojde ke
Stépeni fibrinogenu, automaticky se snizuje i antitrombin a tim vznika signal pro
jeho tvorbu. Jedna se hlavné o inhibitor trombinu, jak je slySet jiz z nazvu, ale
obecn¢ inhibuje vétSinu slozek koagula¢niho systému jako serinové proteazy,
faktor XIa, Xa, Ila a jako kofaktor mu slouzi heparin (Pecka 2004; Penka a
Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

Heparin kofaktor II (HCII) je polysacharid, ktery ma taktéZ antikoagulacni
funkei, nebot’ slouzi jako inhibitor trombinu a kofaktor antitrombinu. Vyskytuje se
na endotelu cév (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak
1990).

Proteinazovy inhibitor (ZPI) je tvofen jatry. Vyskytuje se v plazm¢ navazany na
proteinu Z. Slouzi k inhibici faktoru XIa a pokud je v komplexu s proteinem Z, Ca**
a trombocyty, inhibuje také F Xa. Protein Z (PZ) tedy nespada pfimo mezi
inhibitory, poptipadé aktivatory hemostazy, ale jedna se pouze o kofaktor ZPI. Ze
strukturniho hlediska je to glykoprotein zavisly na vitaminu K (Pecka 2004; Penka
a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).
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Inhibitor cesty tkanového faktoru neboli inhibitor zevni koagulacni cesty (TFPI)
se v malém mnozstvi vyskytuje ve vazb¢ na krevni desticky a uvoliiuje se pfi jejich
aktivaci. Zbytek je v plazm¢é vazan na komplexy lipoproteinti. Jeho funkci je
inhibice komplexu TF/F VIla vytvorenim komplexu s aktivovanym faktorem X, se
kterym se nasledn¢ vaze na TF/F VIla (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;
Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Protein C se tvoii v jaternich buiikach a endotelu. M4 antikoagula¢ni funkci, ktera
se projevuje inaktivaci aktivovaného faktoru V a VIII. Pro jeho aktivaci je nutna
pritomnost trombomodulinu (TM), trombinu a vapenatych iontd. Jiny zptsob jeho
aktivace je pomoci F Xa spolu s TM a negativné nabitymi trombocyty, plazminem

a z exogennich latek hadim jedem. Aktivovana PC se podili také na fibrinolyze tim

-----

vvvvvv

2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Hlavni funkce proteinu S byla zminéna uz v pfedchozim odstavci, jelikoz je
soucasti systému proteinu C. Je ukladan podobné jako protein C v cévnim endotelu
a v granulich krevnich destic¢ek. Jeho dal$i funkei je inhibice tkdfiového faktoru a
komplexu aktivujici protrombin a komplexi aktivujici F X (Pecka 2004; Penka a

Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

Trombomodulin se také vyskytuje na endotelu cév. Jednad se o glykoprotein
podilejicim se na aktivaci proteinu C. K jeho dalSim funkcim patii inhibice

trombinu (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

Vyse zminéné latky zpravidla riznymi zpusoby inhibuji vytvofeni krevniho
koagula. Funkce inhibitoru aktivovaného proteinu C (PCI) zavisi na tom, jaky
faktor zrovna inhibuje. Kromé& inhibice APC (aktivovaného proteinu C) slouZzi
k inaktivaci F Ila, F Xa, tPA a uPA. Nachazi se v télnich tekutinach (Pecka 2004;
Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

C1 inhibitor (C1INH) je dalsi faktor, ktery piisobi na krevni srdZeni jak inhibicné,
tak aktivacné, nebot’ ovlivituje faktory koagulacni kaskady i faktory fibrinolyzy.

Nachazi se v plazmé a v granulich krevnich desticek. Konkrétné inhibuje plazmin
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a faktory kontaktu, k nimz fadime faktor VII, XI a Prekalikrein. Jeho tvorba probiha
v jatrech (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

Latky ovliviiujici fibrinolyzu: Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA)
uvoliiovany z endotelu. Funkce, jak je zfejmé z ndzvu, je aktivace plazminogenu na
plazmin. Krom¢ endotelovych buné¢k jej tvoii také megakaryocyty a monocyty.
Jeho uvolnéni je fizeno pfitomnosti nckolika latek, mezi které patii protein C,
trombin, histamin, bradykinin a interleukin 1 (IL1). Déle jeho hladinu zvySuje také
stres a fyzicka zatéz. Funkéné pasobi pouze volné ptitomny t-PA v plazmé, zbytek
je vazan na inhibitor aktivatoru plazminogenu, zkracen¢ PAI-1 (Pecka 2004; Penka

a Slavickova 2011; Martinkova 2014).

Urokinazovy aktivator plazminogenu (u-PA) je taktéZ uvoliovan z endotelii, ale
v plazm¢ se nachazi pouze ve volné form¢. V ramci fibrinolyzy se projevuje jako
kofaktor pro t-PA. Jinak je jeho hlavni funkci $tépeni extracelularni matrix a s tim
souvisejici funkce (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak
1990).

Dalsi skupina latek spadaji do skupiny inhibitorti fibrinolyzy. Jedna se o
glykoprotein a2-antiplazmin (02AP), ktery vznika v jatrech a pisobi jako primarni
inhibitor fibrinolyzy. Jelikoz se vyskytuje v plazmé volné a v nadbytku, okamzité
po zahdjeni fibrinolyzy se inhibi¢né zapojuje do procesu, a to dv€éma zplsoby.
V prvni fadé€ se vaze na aktivovany plazmin a tim mu brani v jeho funkci. A dale se
vaze na fibrin na krevnim koagulu, tim zplsobi, Ze 1 po vazbé plazminu na tento
komplex je jeho funkce potlacena (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;
Martinkova a Chrobak 1990).

vvvvv

t-PA. RozliSujeme je podle mista jejich tvorby na 2 typy. Prvni z nich, kterého se
také v organismu nachézi nejvice (PAI-1) je tvofen v krevnich desti¢kach, endotelu,
adipocytech, jaternich bunkéch, v buiikach hladkych svalii a v jaternich bunkach.
PAI-2 je tvofen placentou, histiocyty a leukocyty. PAI-1 inhibuje oba typy
aktivatorii plazminogenu, t-PA i u-PA, na rozdil od PAI-2 ktery inhibuje pouze
funkci u-PA (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).
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Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI) odstépuje dilezit¢ AMK
z fibrinu a tim odstraiuje na fibrinu vazebnd mista pro t-PA a plazminogen. Timto
zpusobem znemoziuje Stépeni plazminogenu na plazmin, nebot’ k tomu dochazi az
po vazbé na fibrin. Neaktivni TAFI se vyskytuje v plazmé navazany na
plazminogen. Tvofi se v jatrech jako glykoprotein a jak uz fikéd nézev je aktivovan

trombinem (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

Enzym S$tépici antiplazmin (APCE) je enzym odstépujici z antiplazminu nékolik
AMK, ¢imz zvysuje jeho schopnost vazat se na fibrinovou sit. Zjednodusené
feCeno tedy zlepSuje funkci antiplazminu a tim podporuje inhibici fibrinolyzy

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Martinkova a Chrobak 1990).

Plazmaticky protein a2-makroglobulin ovliviiuje aktivitu prakticky vSech faktorti
hemostazy. Konkrétné inhibuje funkce protedz tim zplsobem, Ze obali molekulu
enzymu, ¢imz zakryje jeho aktivni mista pro navazani substratti. V hemostaze se
funkéné uplatituje zejména potom, co se vycerpaji ostatni inhibitory hemostdzy

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Martinkova 2014).

3.1.2 Hemostatické déje

Hemostatické déje rozliSujeme na tfi zakladni, z nichz kazdy ma svou funkci a
uplatiiuji se pfi ném jiz vySe zminéné zakladni slozky. VSechny tyto déje jsou
aktivovany viceméné soucasné, fyziologicky hned po poranéni, kterym se obnazi
endotel cévy. Teoreticky se popisuji tak, Ze nejprve dochazi k vytvoreni PHZ,
nasleduje stabilizace PHZ tvorbou fibrinové sit€ a soucasné k inhibici tohoto
procesu neboli k fibrinolyze, aby nedochéazelo k ucpani cévy nekontrolovanym
sraZzenim. Pokud dojde k poranéni malych cév, popiipadé kapilar, n€kdy staci
k jejich zhojeni pouze primarni hemostaza, u vétSich cév je nutnd ucast celého
procesu. U velkych tepen ani cely pfirozeny proces zastavy krve nestaci a je nutna
pomoc vnéjsi. Jednotlivé déje a jejich podrobny popis uvaddime v nasledujicich

kapitolach.

3.1.2.1 Primarni hemostaza

Primarni hemostaza zajiStuje v konecném duasledku vytvofeni primarni

hemostatické zatky (PHZ) neboli bily trombus a tim uzavird poranénou cévu.
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Slozky, které se t€astni tohoto procesu jsou trombocyty a cévni sténa (Weisel a

Litvinov 2019).

Okamzité po poranéni dochézi k procesu vazokonstrikce, kterou zajistuje cévni

sténa. Jedna se o smrsténi cévy, a tim ke snizeni mnozstvi krve, které touto oblasti
proudi. Tim zajisti mensi ztratu krve. Jedna se o reflexni déj, ktery je podporovany
1 nékterymi latkami, které se uvoliiuji v ostatnich hemostatickych procesech Mezi
ty hlavni patfi tromboxan A; (TXA») a serotonin. Nasledné po vazokonstrikci
dochazi k uvolnéni serotoninu a derivatu kyseliny arachidonové z endotelu (Pecka

2004; Mourek 2012; Pokorny 2002).

Dalsi déje jiz zajiStuji vySe zminéné destiCky, patifi mezi n¢ adheze, aktivace,

agregace a uvolilovaci faze. Tyto d¢je podobné jako vSechny déje hemostazy nelze

chapat pouze jako jednotlivé d&je, které na sebe navzdjem navazuji, protoze
probihaji vicemén¢ soucasné a navzajem se ovliviiuji, podobn¢ jako primarni
hemostazu ovliviiuje hemokoagulace a naopak. Cely proces by fyziologicky nem¢l
trvat vice nez 5 minut (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Pecka
2006; Winter, Flax, a Harris 2017).

Jakmile dojde k poskozeni cévy a obnazeni cévniho endotelu, dochédzi soucasné
s vazokonstrikci cévy k adhezi desti¢ek neboli pfilnuti desticek na odkryty endotel.
Spojeni trombocytu s endotelem ¢ili s kolagennimi vldkny endotelovych bunégk, je
zajiSténo bivalentnimi proteiny (von Wilebrandovym faktorem (vWF),
fibronektinem (Fb) nebo vironektinem). Tyto proteiny se tedy vazi jednim koncem
na receptory kolagenovych vlaken a na druhé strané€ k receptoriim na trombocytech.
Receptory desticek jsou glykoproteinové povahy a jedna se o glykoprotein Ib-V-1X
(GP Ib/V/IX) a GP Ia/IIa/Ilb (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002;
Pecka 2006; Vinholt 2019).

Dal$im dé&jem, ktery je nutny k vytvoreni PHZ je aktivace desticek. Tento d&j je
podminény plisobenim tzv. aktivatorti. Mezi aktivatory fadime kolagen, ktery je
odhalen pti poskozeni cévni steny a déle latky uvoliiované z endotelu nebo z granuli
aktivované desticky. Nejznaméjsi a také nejdulezitéjsi jsou ADP, TXA», trombin a
faktor aktivujici trombocyty (PAF). Aktivaci desti¢ka prochazi riznymi zménami.
Jednak dojde k morfologickym zménam, desticka méni sviij tvar na ovalny
s vybezky, které hraji klicovou roli v jejich nasledné agregaci. Déle dochazi k tzv.
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flip-flop fenoménu, pifi kterém dojde k ptevraceni fosfolipidové membrany
trombocytll a tim se na povrch desticek dostavaji negativné nabité fosfolipidy,
¢ehoz je vyuzito u hemokoagulace. Kromé toho, diky morfologickym zménam, také
dochazi k odhaleni vice glykoproteinovych receptori (konkrétné¢ GP IIb/Illa)
desticek, ¢imz je podpoiena jejich adheze a agregace (Pecka 2004; Penka a

Slavi¢kova 2011; Pokorny 2002; Pecka 2006; Vinholt 2019).

Dalsi vyznamnou funkci aktivovaného trombocytu je sekrece aktivnich latek

z granuli, tuto reakci nazyvame také uvoliovaci fazi. Latky vyplavené z granuli

desti¢ek nasledné ovlivnuji prakticky vSechny kroky hemostazy, vcetn¢ aktivace

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Pecka 2006; Vinholt 2019).

Agregace desticek je podminéna zménou jejich tvaru, expresi glykoproteinového
receptoru a také uvolnénim ADP z granuli desti¢ek, popiipadé jinych latek.
Zjednodusen¢ feceno, agregace jsou schopné pouze aktivované desticky. Jedna se
o proces vazby desticek na sebe navzajem neboli shlukovani. Tyto vazby jsou
podobné jako vazby na subendotelové struktury zprostiedkovany bivalentnimi
proteiny, mezi které ale patii pouze vWF a fibrinogen. Receptorem pro tuto vazbu
je pouze GP IIb/Illa. Nejprve dochazi pisobenim pouze ADP k primarni agregaci
a pozd¢ji pusobenim dalSich latek dojde k nevratné sekundéarni agregaci (Pecka

2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Pecka 2006; Vinholt 2019).

K retrakci neboli smr$t'ovani destic¢ek, je nutna dodavka velkého mnozstvi energie.
Jsou ji schopné zajistit pouze Zivé a odolné desticky. Zajist'uje ji kontraktilni systém
uvniti desticek a slouzi obecné ke znovu zprichodnéni cévy uzaviené PHZ (Pecka

2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002; Pecka 2006; Vinholt 2019).

3.1.2.2Hemokoagulace

Z popisu se muze zdat, ze k hemokoagulaci jinak feceno k sekundarni hemostaze
dochazi az po vytvoreni PHZ, ale neni tomu tak. I tento d¢j nastava okamzité po
poranéni. Jeho cilem je zpevnit PHZ pomoci fibrinové sité, do které se nasledné
zachytavaji dals$i bunétné elementy a vznik4 tzv. erveny trombus. Jedna se o sled
na sebe navzdjem navazujicich reakci, pfi kterém se aktivuji jednotlivé koagulacni
faktory popsané vyse, s cilem vytvofit fibrinova vlakna. Nejprve uvadime model

koagulace, kterému se v dne$ni dob¢ zacalo fikat tzv. stary neboli MacFarlanuv.
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Druhy model, je tzv. novy neboli revidovany (Pecka 2004; Penka a Slavickova

2011; Pokorny 2002).

Podle starého modelu z roku 1964 (Penka a Slavickova 2011) se koagulacni

kaskada d€li na 2 cesty, vnitini a vnéjsi, které se nasledné spojuji v cestu spolecnou.
Vnéjsi cesta je zahajena aktivaci F VII. kontaktem s tkanovym faktorem (F III.)
uvolnovany z poskozené cévy. Komplex TF/FVIla zvany také vnéjsi tenaza, za
pfitomnosti Ca’" a navdzany na membrané PL, nasledné aktivuje F X. Aktivace
vnitini cesty je zahdjena aktivaci faktoru XII. Ten se aktivuje kontaktem prakticky
s jakymkoliv nefyziologickym povrchem. Povrch, se kterym nereaguje je
neporusena cévni sténa. V organismu, pii potiebé zastavit krvaceni v poskozené
céve, je aktivovan odkrytou subendotelovou vrstvou. Na rozdil od aktivace vné&jsi
cesty, u vnitini neni nutna porusend celistvost cévy. Po aktivaci F XII dochézi
nasledné ke kaskadovité aktivaci dalSich faktort. F XIla aktivuje F XI. a ten po své
aktivaci $tépi F IX. Z aktivovaného fakotru IX a VIII, navdzanych na fosfolipidové
membrané za piitomnosti Ca®" vznikd komplex nazyvany vnitini tenaza, ktera
aktivuje F X. Spole¢nou cestu zahajuje komplex zvany protrombinaza, slozeny
z aktivovaného faktoru X, F Va, membrany trombocytii a z Ca*". Protrombindza
Stépi protrombin na trombin. Trombin nasledné Stépi fibrinogen na fibrinové
monomery. Tyto monomery samovolné polymeruji a vytvari nestabilni fibrinovou
sit’, do které se zachytavaji krevni elementy. Poslednim krokem spolecné cesty je
stabilizace fibrinové cesty aktivovanym F XIII., ktery je aktivovan trombinem.
Jednotlivé faktory se navzajem ovliviiuji v celém procesu, presné jsou jejich funkce
popsany v kapitole 3.1.1 (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002;
Pecka 2006; Shikdar, Vashisht, a Bhattacharya 2021).
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Obrazek 1 Koagulacéni kaskdda — stary model
(PKa - prekalikrein)

vnitrni cesta zZevni cesta
'Ka Jila
Xla
l I'f } N
' IXa A Vila Vil
Ca “'N_x ,/’(/d
v " Villa ~. | &«
Xa
~ protrombin
.
La T
~
] -
e
trombin
E— — La
‘ Xilla « X
fibrinogen - fibrin

Zdroj: (Penka a Slavickova 2011)

Postupné se zacind v literatufe vice objevovat tzv. tfifazovy model koagulace.

Oproti starému modelu 1épe popisuje proces hemostazy, ktery probihd in vivo ¢ili
uvniti organismu. Star$i model délici hemokoagulaci na dvé cesty, 1épe popisuje
aktivaci faktorli pfi testovani in vitro, také je pravdépodobné snadnéjsi pro
pochopeni sloZitého procesu. Prakticky ale cel4 kaskada je slozend z déji navzajem
propletenych, proto novy model vice odpovida skute¢nosti. Tento novodoby model
rozdéluje koagulaéni proces na tfi faze — iniciaci, ampliﬁkaci a propagaci. Hlavni
nutné uvolnéni TF do cévniho fecisté, bud’ z poSkozené cévni stény nebo aktivaci
monocytl, které také mohou uvoliovat sviij TF. TF uvolnény do krve nasledné
tvofi komplex s fyziologicky pfitomnym, malym mnozstvim aktivovaného faktoru
VII, ktery navic je schopny sdm sebe aktivovat a tim zvySovat pocet aktivnich forem
F VII. Komplex TF/VIla dale aktivuje F X. a F IX. F Xa zpétn¢ aktivuje dalsi F
VII. a navic §té€pi protrombin na trombin. Mnozstvi F Xa, vzniklé pti této fazi, neni
tak vyznamné, aby dokazalo vytvofit dostatecné mnozstvi trombinu k vytvoieni
fibrinové sité. Vznikly trombin, ale staci pro ovlivnéni dalSich fazi tfifdzového

modelu. Pii amplifika¢ni fazi dochézi k aktivaci kofaktorti V. a VIII. a faktoru XI.,
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trombocytl a leukocytl trombinem, vzniklym pfi iniciaci. Na aktivované krevni
bunky se vazi aktivované faktory a vytvaii tak ¢ast komplexu protrombinazy a
vnitini tendzy, kterou jsem popsala jiz ve starSim modelu. V posledni fazi,
propagaci dochazi ke kompletaci komplexu vnitini tenazy a protrombinazy a diky
tomu ke vzniku dostate¢ného mnozstvi trombinu pro Stépeni fibrinogenu a ke
vzniku fibrinové sité. Tato sit’ je stabilizovana stejné jak uz jsem popisovala vyse
aktivovanym faktorem XIII (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny 2002;
Martinkova 2014).

Obrazek 2 Koagulacéni kaskdada — Trifazovy model

_ FIBRIN N,
- 11 Pl
[
I — — &
: FIBRIN P.
i IXa. Villa ' ‘ . T .
Fosfolipid . Ca2+ ’l‘ Fosfolipid FIBRINOGEN —7%| FIBRIN M.
Ly
% = “ II—>| I'ROMBIN | .
v g [ X
Fostolipid = AMPLIFIKACE _fosfulipia ™~
VI [ villa | -
n—s[lla e | IXa.Vila .
—@ Fosfolipid
V — X
INICIACE PROPAGACE

Zdroj: (Pecka 2004)

3.1.2.3Fibrinolyticky systém

Fibrinolyza je pfesny opak koagulace. SlouZi k rozpu$téni krevniho koagula a
fyziologicky k ni dochazi okamzité po zahajeni tvorby hemostatické zatky. Jejim
hlavnim cilem je zabranit ucpani krevniho fecisté¢ nekontrolovatelnym sraZzenim
krve, jinak feceno udrzuje homeostatickou rovnovahu. Hlavni sloZkou fibrinolyzy
je plazminogen, ktery se pfi aktivaci riznymi aktivatory méni na funkéni plazmin,
ktery nasledné proteolyticky $té€pi krevni koagulum. Plazminogen je aktivovan t-
PA a u-PA, jejichz charakteristiku uvadime v kapitole 3.1.1. Plazminogen je
aktivovan az po vazbé na krevni sraZeninu. Méné€ vyznamnou cestou aktivace
plazminogenu je ptes faktor VII (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pokorny
2002; Martinkova 2014; 2014).
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3.1.3 Rizeni hemostazy

Rizeni celého procesu jak hemokoagulace, tak fibrinolyzy je dilezity krok celého
procesu. Zajistuje, Ze v neporuseném krevnim fecisti nedochézi k aktivaci zadnych
faktort ani k jejich hromadéni a pii aktivaci usmériuji cely proces pouze do mista
poranéni. Rozd¢luje se na tii hlavni skupiny. Jednim z hlavnich ¢initela, ktery fedi
krevni faktory, aby se nehromadily v misté poranéni je plynuly proud krve. Pokud
nedojde k poskozeni vnitini vrstvy cévy, neporusena cévni vystelka zajistuje, ze
se neaktivuje jediny faktor. A nejdalezitéjsi je regulace latkova. Plsobenim
inhibitort jak koagulacnich, tak fibrinolytickych zajist'uje organismus, ze nedojde
ani k nadmérnému srazeni, ani k pfilisné fibrinolyze. Hlavni inhibitory obou
hlavnich d&jti hemostazy jsou popsany v kapitole 3.1.1 (Pecka 2004; Penka a
Slavickova 2011; Pokorny 2002).

3.2 VySetieni hemostazy a hemokoagulace

VySetieni déji ucastnicich se pii hemostdze se vyuziva ke screeningu pievazné u
pfedoperacnich vySetteni, dale k monitorovani antikoagulacni 1écby, jako vedlejsi
vySetfeni jaternich poruch a v neposledni fad¢ k diagnostice krvacivych, poptipadé

trombofilnich stavii (BeneSova et al. 2006; Lu¢na 2021).

3.2.1 Odbér a zpracovani vzorku pro hemokoagulaéni vySetieni

Podobné jako u kazdého vySetieni biologického materidlu 1 u hemokoagula¢niho
vySetieni je nutné dodrZovat urcity postup pii odbéru a zpracovani vzorku, aby

nedoslo k jeho kontaminaci a tim ovlivnéni celkovych vysledk.

Pied odbérem by m¢l byt pacient fadné poucen jakym potravindm a aktivitim by

se mél vyhybat, aby nedochazelo k faleSné pozitivnim, popiipadé negativnim
vysledkiim. Obecné by se kazdy pacient mél v obdobi jednoho dne pted odbérem
vyhnout konzumaci alkoholu, tuénych a sladkych jidel, koufeni a omezit vyssi
fyzickou zatéz. Odbér se provadi nejlépe na lacno, ¢imz se rozumi odbér po 10-12
hodinach la¢néni, v klidové fazi a odbérem v rannich hodinach. Pied odbérem se
doporucuje vypit neslazené napoje, aby se zamezilo dehydrataci. Konkrétné pro
hemokoagulac¢ni vySetieni je navic vhodné v dob¢ 10 dnti pied odbérem nepouzivat

ptipravky s obsahem kyseliny acetylsalicylové a pfipravky s obsahem vytazku
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z Gingo biloba. Pted samotnym odbérem je samoziejmé¢ nutné dolozit zadanku,
ktera musi obsahovat jméno a rodné ¢islo pacienta, jeho zdravotni pojistovnu,
telefonni ¢islo, adresu, diagnoézu, pozadované vySetfeni a typ poZadovaného
biologického materialu, podpis a razitko 1ékate, datum a ¢as odbéru a v ptipade
koagulac¢niho vySetfeni je navic nutné uvést ptipadnou antikoagulacni 1é¢bu. Pro
ukéazku uvadime Obrazek 3 a Obrazek 4 zadanku z pracoviste klinické biochemie a
hematologie, s.r.o. Olomouc. (Taborska a Tmandl 2005; Hiskova a Kasa 2009;
Opravilova 2018; Lu¢nd 2021; Duchoslavova 2015; Sigutové et al. 2017;
Opravilova 2018).

Obrdzek 3 Zidanka o laboratorni vySetieni 7 pracovisté klinické biochemie a
hematologie, s.r.o. Olomouc — piedni strana

PRACOVISTE KLINICKE BIOCHEMIE
A HEMATOLOBIE, 5. 7. 0.

ZADANKA 0 LABORATORNI VYSETRENI

Materidl odebral Datum Cas ‘ 1f. Svobody 32, 779 00 OLOMOUC
| O tel: 585 506 122, 585 506 327
Materidl piijal Datum Cas | e-mail: popotrandovska@polsro.cz
| Piijmen a [méno Razitko a podpls lékafe |
it paidtnce Poltoma Datum a ¢as odbéru vzorku a pfijmu
i il vzorku do laboratofe a podpis
BIOGHEMIE - krev, sérum, plazma pracovnika, ktery ho odebral a pfijal.
4 Urea 26 Cholesterol 32 Zelezo 367 Androstendion
5 Kreatinin N 25 HDL cholesterol 33 Vazebna kapacita Fe 326 VWV'E:OHrpfogestcrrun
6 Kyselina mocové 282 | LDL cholesterol 307 | | Fenitin 306| | SHBG
1|  Natrium - 27 | Triacylglyceroty 51 Transferin i 53 [ -DHEAS
2 Kalium 43 | ApoA 265 | Folat 52 Kartizol
a | | chioridy 4 | |ApoB 266| | vitamin 812 315 | | Parathormon @ @
28 Vapnik 372 | | Homocystein @
3t | | Fostor [] 104 [HIV 1.2 AgrAb
29 | | Horiik B 8 | | TSH 106 | | HBsAg
98 | | Lithium 8 Celkova bilkovina 89 T3 |
9 Albumin 90 T4 206 |PSA
It Bilirubin celkovy 188 | | Elfo bilkovin 36| | M3 235| | PSA
12 Bilirubin konjug. a7 | IgG N7 | m 310| |cA153
13 ALT 48 | | IgA 240 | antiTPO 31| |cAt1s8
14 | | AST a9 | gMm  |238 |antiG 312 [CcA125 p—
15 | |ALP 50 | |IgE 203 | TRAK 231| | CEA
16 | |GMT i 373 | Thyreoglobulin
7 | Amyldza | ‘
17 | | 294| | C3 komplement 202, | Total beta HCG 360 | | ANA screen
19 | |cK 205| |c4 196 | FSH 369 | | ENA typizace sm Sue SsA
154 CRP 197 LH 5SB, Jo-1, 5670 + nucleasorny)
93 Glukoza 219| | ASLO 198 | | Prolaktin 361| | Celiakie (antiT6)
38 | | glykovany Hb © 220| | RF 199 | | Estradiol |
182 oGTT 297 Progesteron 24 Troponin |
298| | Cpeptic 20 | | Odhad GF (CKDEPI) 305| | Testosteron 35 | | Myoglobin
(I | i 301 | Hestosteron 18 [ BNPO
[ SR R N R e PR T e
500 | Moc + sediment 66 | Kalium 92 | Glukbza Dopliiujici idaje pro vypoély
181 | Hamburgeriiv sediment 65 Natrium (115 | | Bilkovina (odpady, Hamb. sed., clearance)
68 | |Urea |67 | | coloridy 164 | Mikoabuminie | Objem moce.............
69 Kreatinin 72 Vapnik 283 Kortizol Doba SBEMU .......uemeene
70 Kys. motova - |73 | | Fosfor 178 Clearance kreat. Télesna hmotnost .....
71 | | Amyiéza 7 Horik 384 | | Drogovy test T T
ATOLO 0
EDTA | | CITRAT SKLO, NEBO PLAST BEZ GELU | 186 | | Sedimentace erytrocytd
KOM Krevni obraz 349 [Pt 359 Krevni skupina iesie
KOD| | KO + diferencial 354| | APTT  Wars| potiaky | Odbér 2ini krve
358 | Retikulocyty 23 | | D-Dimery @ [
| @ odbér jako krevni obraz @ doprava na ledu @ odbér jako na PT kOlOIlky pro odbér na hemostatické Vyéetf’eni

Zdroj: viastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc
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Obrizek 4 Zadanka o laboratorni vySetieni z pracovisté klinické biochemie a
hematologie, s.r.o. Olomouc — zadni strana

POKYNY PRO PACIENTY

Pfiprava pied odbérem Zilni krve
Viazena pani, vazeny pane,

bude Vam proveden odbér Zilni krve pro Géely laboratorniho vySetfeni. Aby nedo$lo ke
zkresleni Vasich vysledkil, dodriujte, prosim, nasledujici pravidla:

- Kodbéru se dostavte rano nalacno po 10-12 hodinach hladovéni.
- Odpoledne a veger pfed odbérem nejezte tutna jidla.
- Réno pfed odbérem vypijte zhruba 1/4 | vody nebo neslazeného caje.

Priprava pied vySetfenim oGTT (glykemicka kfivka)

- 3 dny pfed odbérem musi denni pfijem sacharidi dosahovat miniméainé 150 g
(neomezuite proto jejich pifjem).

- Na vy3etfeni se dostavte rano nalaéno po 10-12 hodinach hladovéni.

K odbéru se miiZzete dostavit na tato odbérova mista:

- do laboratofe na Poliklinice, tf. Svobody 32, Olomouc (u trznice)
Provozni doba: 7-15 hodin, tel.: 585 506 122
Odbery krve do 13.30 hodin

- na odbérové misto Palackého 3, Olomouc
Provozni doba: 7-11 hodin

- na odbérové misto ve Zdravotnim stfedisku Janského 24, Olomouc
Provozni doba: 7-11 hodin, tel.: 585 418 150

- na odbérové misto ve Zdravotnim stfedisku Dlouhd 34, Olomouc-Lazce
Provozni doba: 7-10 hodin, tel.: 734 606 814

- na odbérové misto na Hornim lanu 1310, Olomouc
Provozni doba: 7-11 hodin, tel.: 734 606 805

- na odbérové misto ve Zdravotnim stfedisku Lutin 87
Provozni doba: 7-15 hodin, tel.: 585 652 586
Odbéry krve 7-11 hodin

Tésime se na Vadi navétévu.

Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s. 1. 0.

[ F030b (verze 7))

Zdroj: vlastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

Obrazek 5 Pracovisté pro piijem Zddanek a tisk Stitkii pii odbéru biologického
materidlu

Zdroj: vlastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc
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Obrazek 6 Pracovisté pro odbér biologického materidlu

Zdroj: vlastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

Obrazek 7 Pracovisté pro odbér biologického materidalu — detail pomiicek pro odbér

Zdroj: viastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

Pro hemokoagulaéni vySetteni se provadi odbér ze zily. Odbér z kanyly ¢i katetru
neni vhodny, nebot’ by kontaktem s jejich sténou mohlo dojit k aktivaci hemostazy,
zéroven by hrozilo natfedéni krve obsahem, ktery v nich zbyl. K vySetfeni nejsou
vhodné prvni 2-3 ml krve, jelikoZ obsahuji tkanovy tromboplastin uvolnény z mista
vpichu a ten by nasledn¢ falesné zkratil koagulacni ¢asy. Pti odbéru vice vzorku se

proto pied odbér na hemokoagulaci prediazuje jiny odbér, nikoliv v§ak odbér do
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zkumavek obsahujicich ¢inidla aktivuji koagulaci. Ceska hematologicka spole¢nost
doporucuje poradi nasledujici: odbér na hemokulturu, koagulaci, pro biochemické
vySetieni s 1 bez koagula¢niho ¢inidla, zkumavky s heparinem, zkumavky s EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina) a nakonec zkumavky na vySetfeni glukozy.
Samotny odbér se provadi co nejSetrnéji, za aseptickych podminek, do zkumavky
obsahujici antikoagulaéni ¢inidlo 0,109 M citrat sodny v poméru 1:9 (citrat sodny:
krev), ptesné po risku uvedenou na zkumavce. Citrat sodny z krve vychytava Ca>",
které jsou nezbytné pro vétSinu reakci v hemostaze, jejich vychytani tedy zabrani
aktivaci koagula¢ni kaskady. Thned po odbéru je nutné krev s koagula¢nim ¢inidlem
Setrné promichat. Obrazek 5, Obrazek 6 a Obrazek 7 ukazuji odbérovou mistnost
na pracoviSti klinické biochemie a hematologie, s.r.o. Olomouc. (Téborskd a
Tmandl 2005; Hiskova a Kasa 2009; Luc¢na 2021; Duchoslavova 2015; gigutové
et al. 2017).

Obrazek 8 Typy zkumavek pouZivanych pro odbér krve na hemokoagulacni vySetieni

Zkumavky pro otevieny Vakuové zkumavky
odbérovy systém typu zkumavka typu zkumavky BD
Dispolabb Sarstedt Vacutainer

(rizové vicko) (zelené vicko) (modré¢ vicko)

Zroj.' viastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

Po odbéru nésleduje ptijem vzorku a nasledné transport do laboratofe. Na piijmu
materialu se zkontroluje, Ze odebrany vzorek je fadné oznaceny a idaje na ném
souhlasi s udaji na zddance. Obrazek 8 ukazuje typy zkumavek, které se mohou
vyuzit pro odbér na hemokoagulacni vysetieni. Pracovisté klinické¢ biochemie a
hematologie, s.r.o. Olomouc vyuziva zkumavku typu Dispolabb. Poté se veskeré
informace z zddanky ptepiSou do laboratorniho informacniho systému (LIS).
Naptiklad Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o. Olomouc pouziva
LIS od firmy LIRS. Mezi dal§i pouzivané systémy v Ceské republice

patii OpenLIMS piipadné Infolab a dalsi. Nakonec se zkumavka polepi kodem, ve
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kterém jsou zakddované veskeré potiebné informace (Téborskd a Tmandl 2005;
Huskova a Kasa 2009; Lu¢na 2021; Duchoslavova 2015; Sigutové et al. 2017;
Anonymus 2011).

Transport do laboratofe je zprostfedkovan v zavislosti na zatizenosti I¢kaiského
zafizeni nemocni¢nim svozem, potrubni poStou, piipadné piimou donaskou
zajiSténou sanitafem nebo pifimo pacientem. Méla by pfi ném byt dodrzena
laboratorni teplota kolem 20 °C a doba by neméla za normdlnich okolnosti
piesahnout dobu dvou hodin po odbéru. Vzorky pacientl 1écenych heparinem, by
méli byt dodany do jedné hodiny, jelikoz se jedna o latku piisobici antikoagulacné
a pfi delSim stani krve by doslo k falesnému prodlouzeni koagulacnich casi.
STATIMOVE vzorky se transportuji okamzité po odbéru. Jako STATIMY se
oznacuji vzorky pacientil se zdvaznymi stavy a vysledek vySetfeni ma vliv na jejich
pribéh. Pro laboratof je to znamka toho, Zze maji vySetfeni téchto vzorkl provést
prednostng. Jediné vzorky, které stavime pted STATIMOVE jsou tzv. vitalni
indikace, oznacujici vzorky u pacientii s pfimym ohrozenim zivota, kde jejich
vysledek ma vliv na pacientovo preziti. Tyto vzorky se také laboratoti hlasi predem
telefonicky (Taborska a Tmandl 2005; Hiskova a Kasd 2009; Lucna 2021;
Duchoslavova 2015; Sigutové et al. 2017; Linhardt 2016; Jaskova 2021).

Po pfijmu do laboratofe jest¢ v ramci preanalytické faze dojde k centrifugaci
vzorku plné krve, protoze v hemokoagulaénim vySetfeni se pracuje prevazné
s plasmou, plna krev se pouZziva spiSe vyjimecné. Centrifugu vyuzivanou pro tento
ucel na Pracovisti klinické biochemie a hematologie, s.r.o. Olomouc vidime na
Obrazek 9. Plasma, ktera se vyuziva v hemokoagula¢ni diagnostice se rozdéluje na
bezdesti¢kovou plasmu, plasmu bohatou na desticky a plasmu chudou na desticky.
Vsechny vyjmenované typy se pfipravuji centrifugaci, ale liSi se poctem otacek a
dobou centrifugace. Posléze maji rozdilnou stabilitu a pouziti. Jejich pouZiti u
jednotlivych testl je popsano v kapitole 3.2.2. Plazma bohata na desti¢ky (PRP)
se ziskava centrifugaci z plné krve, kterd probihd 5-10 min pti 200-250 g, plasma
chuda na desti¢cky (PPP) se centrifuguje pii 2000-2500 g 15 min. Protoze obé¢
obsahuji trombocyty, nelze je zmrazit ani del$i dobu skladovat. Bezdestickova
plasma (PFP) se pfipravuje centrifugaci pfi 2000-2500 g 2x 15 min, tato plasma se

vyuziva pfevazné na vySetieni protilatek a jako jedind se d4 zmrazit a tim ziskava

34



moznost dlouhodobého uchovani (Taborska a Tmandl 2005; Haskova a Kasa 2009;
Lucna 2021; Duchoslavova 2015; Sigutova et al. 2017).

Obrazek 9 Centrifuga na pracovisti klinické biochemie a hematologie s.r.o

Zdroj: viastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc
Vysledky jsou po probéhlé analyze zasilany pfevazné elektronicky, v mensi mife
v tisténé formée s razitkem laboratofe a podpisem opravnéné osoby laboratote. Tzv.
STATIMY jsou vysetfovany prednostné a okamzité po vysetieni se jejich vysledky
volaji osob¢, kterd o né Zadala (Taborska a Tmandl 2005; Hiskova a Kasa 2009;
Lu¢na 2021; Duchoslavova 2015; Sigutova et al. 2017).

3.2.2 Prehled vySetfovacich metod

Po preanalytické fazi jsou vzorky zpracovany podle pozadovanych vySetfeni,
zakddovanych v ¢arovych kodech nalepenych na zkumavce. Techniky vyuZzivané
pro stanoveni jsou uvedeny v zavéru této kapitoly. V nasledujici kapitoly jsou
vénovany testim provadénych v laboratoftich, jejich zdkladnim principtim a pouziti.
Obecné je fadime do tii vétSich skupin, podle toho, jakou ¢ast hemostazy popisuji.
Globalni testy popisuji cely srazeci proces. Testy skupinové jsou zaméfeny na
urcitou ¢ast koagulacniho déje, viibec tedy neodhali poruchy v primarni hemostéze.
A pomoci poslednich specifickych testl vzdy vySetfime jednu hemostatickou

slozku. V praxi, pokud nemame piimo podezieni na uréitou poruchu v hemostaze,
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se pii screeningu postupuje postupné od testli globalnich pies skupinové po
specifické, ¢imz postupné zazime oblast, kde by se mohla vyskytovat patologie
(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka 2006; Zima 2007; Pecka a Bldha
2010).

3.2.2.1Testy globalni

Jako prvni uvadime test na zjiSténi doby krvacivosti. Jeho principem je méteni

Casu, ktery je potieba pro zastavu krvaceni po standartnim vpichu ptipadné fezu.
Existuji rizné metody urceni, které se 1isi pomuickami pouzivanymi pro vpich a na
nich zavislymi referenénimi hodnotami. Nejstarsi je metoda podle Dukeho, ktera
vyuziva vpich do usniho lalic¢ku. Standartni doba potiebna k zastavé krvaceni by
méla byt v rozmezi 3-5 min (Pecka 2004). Rez specilni lancetou se vyuziva u
metody podle Souliera. U této metody, by mélo dojit k zastavé v podobném case
v rozmezi 2-4,5 min (Russeau, Vall, a Manna 2021). A poslednim, v dnesni dob¢&
nejvyuzivanéjsim typem, je metoda dle Ivyho, vyuzivajici specidlni fezné zatizeni.
Touto metodou se pii stazeném predlokti na ném provedou tifi mélké fezy a
k zastavé krvaceni by u nich mélo dojit v do 8 min (Russeau, Vall, a Manna 2021)
(Penka a Slavickova 2011; Pecka 2006; Masopust 1998; Zima 2007; Pecka a Blaha
2010).

Trombin_generacni_test je test vyuzivajici fluorescencni stanoveni. Hodnoti

tvorbu trombinu v plazmé chudé nebo bohaté na desticky. Principem je méfeni
signalu, ktery vznik4 pfeménou substratu na fluorofor, generovanou trombinem
vznikajicim v prib&hu srdZeni. Vystupem je kiivka zavislosti signalu (mnoZstvi
vytvofeného trombinu) na ¢ase. Metoda se pouZziva pievazné ke sledovani 1éCby jiz

diagnostikovanych pacientl (Pecka a Bldha 2010; Raber 1990).

Tromboelastografie je pfistrojova metoda, kterd zaznamendva vSechny kroky

hemostéazy. Jejim vystupem je kiivka, ze které lze vycist poruchy koagulacnich
faktorti, trombocytil i pfitomnost inhibitord. Ptistroj zaznamenava zménu viskozity
a pruznost srazeniny od okamziku piidani Ca** po dobu jedné hodiny. Vysetieni se
provani z PRP 1 PPP a da se vyuzit i plna krev (Pecka 2004; Masopust 1998; Pecka
a Blaha 2010; Winter, Flax, a Harris 2017).
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Posledni metody, které uvadime v ramci globalnich testi slouzi k hodnoceni

aktivity fibrinolytického systému. Jako prvni jmenuji fibrinolyzu plné krve, u

které zaCneme méfit Cas, jakmile se vytvori krevni srazenina a méfime ho do doby
jejiho uplného rozpusténi. Diagnosticky jsou vyznamné pouze snizené hodnoty
hlavné pod 30 min. Fyziologicky by mélo dojit k fibrinolyze po vice nez 4 hodinach
(Pecka a Blaha 2010). K tomuto testu se pouziva nativni ¢ili srazliva krev (Pecka

2004; Pecka a Blaha 2010; Pecka 2006).

Euglobulinova lyza je dalSi metoda zkoumajici schopnost fibrinolytického

systému. Touto metodou se nejprve za specifickych podminek z plazmy chudé na
desticky vysrazi bilkovinna frakce. Tato frakce, jinak zvana euglobulinova, je po
vysrazeni v ptitomnosti Ca?* slozend =z fibrinu, fibrinolytickych enzymii a
trombinu. Po srazeni sledujeme ¢as potiebny k rozpusténi euglobulinové frakce.
Doba rozpusténi by fyziologicky méla byt po 4-6 hodinach (Ilich, Bokarev, a Key
2017) (Pecka 2004; Pecka a Blaha 2010; Pecka 2006).

Celkova fibrinolyticka kapacita je test, kterym stanovujeme frakce D-dimert, coZ

jsou latky wvznikajici St€penim fibrinu. K jejich stanoveni se vyuzivaji
imunoanalytické metody, konkrétn¢é LIA metoda (chemiluminiscencni
imunoanalyza) nebo aglutinace na latexovych ¢asticich. Standartni hladina D-

dimert v plazmé je 0,2 mg/l (Zhang et al. 2020) (Pecka a Blaha 2010; Pecka 2006).

Jako posledni uvadime seznam testl, které se v dneSni dobé obvykle neprovadi a

v nékterych zdrojich se ani neuvadeji. Patii mezi n€ test na zjiSténi doby sraZlivosti

nativni krve, ktery se miize vyjime¢né vyuzit jako tzv. bed-side test, provadény

pfimo u operace. Test na fragilitu krevnich kapilar neboli jejich rezistenci se

vyuzival ke stanoveni odolnosti cévni stény. Stanovovala se odolnost cév na nizky,
popiipadé vysoky tlak, vysledkem byly petechie vytvofené na kizi v misté

pusobeni tlaku. Test konzumpce protrombinu se vyuzival ke stanoveni hladiny

protrombinu, ktery zbyl v séru po vysrazeni krve. V dnes$ni dobé je nahrazen

citlivéjsi APTT testem (aktivovany parcidlni tromboplastinovy test). A

v neposledni fad¢ test retrakce krevniho koagula. Jednd se o méfeni objemu
tekutiny, ktera se uvolni z krevni sraZeniny pfi jeji retrakci. VySetfeni se provadi
z plazmy bohaté na desticky, vyjimecné z plné krve a objem tekutiny by mél za

normalnich okolnosti zaujimat 30-50 % mnozstvi odebrané krve (Masopust 1998;
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Zima 2007; Pecka a Blaha 2010; Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka
2006).

Nekteré zdroje uvadi okrajove i vySetieni poctu trombocytii. Obecné se vysetiuje

v ramci krevniho obrazu, ale mizeme ho vyuzit jako globalni test pfi podezieni na
poruchu v rdmci primarni hemostazy. Referenéni meze jsou od 150 do 400 x 10°

trombocytl v jednom litru krve (Pecka 2004; Mourek 2012).

3.2.2.2Testy skupinové

Protrombinovy test (PT) neboli Quickiiv test je test hodnotici vnéjsi koagulacni

cestu, konkrétné se jednd o faktory VII., X., II., I. a kofaktor V. Pouziva se
bezdestickovd plazma, ke které pridavame dveé reagencie: tzv. tkanovy
tromboplastin (extrakt tkanového faktoru) a Ca>*. Reagencie se do vzorku pfidavaji
postupné (nejprve tkdnovy tromboplastin), nebo soucasné, v zavislosti na typu
stanoveni. Zaznamendvame &as od ptidani Ca®" iontl po vytvofeni fibrinového
koagula. Vysledky muzeme vyjadiit nckolika zplsoby. Pokud se uvadi
v sekundach, musi se k nim pfipsat i Cas referen¢ni plazmy, jelikoz se ¢as pohybuje
v rozmezi 10-17 sekund (Pecka 2004) (podle jinych zdroji 12-15 sekund (Penka a
Slavickova 2011)), v zavislosti na pouzité reagencii. Jinym zpisobem jsou
procenta aktivity normalni plazmy, standartné se uvadi rozmezi 70-110 %. V dne$ni
dob¢ uz se vysledky prakticky uvadéji jen pomoci tzv. R, coz je pomér Casu plazmy
pacienta/¢as normalni plazmy. Pro sledovani pacientli lé¢enych warfarinem,
popfipad¢ jinymi derivaty dikumarinli se pouziva INR, jedné se o vySe zminény
pomér umocnény na ISI (mezinarodni index citlivosti pouZitého tromboplastinu).
Diky standardizovanému poméru ¢asi mizeme porovnavat vysledky z riznych
laboratofi. Hodnota R by se u zdravych jedinci méla pohybovat kolem 1,00
(Shikdar, Vashisht, a Bhattacharya 2021) (n¢které zdroje uvadi pfesné rozmezi 0,8-
1,2) a hodnota INR taktéZ (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Masopust 1998;
Zima 2007; Sahli et al. 2020; Winter, Flax, a Harris 2017).

Test monitorujici vnitini cestu aktivace protrombinu na trombin se nazyva
aktivovany parcidlni tromboplastinovy test (APTT). Faktory, které ovliviuji

vysledek testu jsou F XII., XI., IX., X., II., I. a kofaktor VIII., prekalikrein a

HMWEK. Principem testu je inkubace vySetfovaného vzorku plazmy s kontaktnim

aktivatorem, ktery nahrazuje negativni povrchy trombocytl, déle s fosfolipidy a
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cel4 reakce je zahajena podobné jako protrombinovy test piidinim Ca*. M&fi se
&as potiebny pro vytvoreni krevniho koagula od pfiddni Ca?* do reakéni oblasti.
Vysledky se udavaji podobné jako PT. Cas by se mél pohybovat v oblasti 30-50 s,
zavisi ale podobné¢ jako u PT na pouzitych reagenciich, také proto se rtizné zdroje
v presné hodnoté neshoduji. Pomér ¢asii R je na rozdil od konkrétniho Casu stejny
pro vSechny reagencie a zaroven stejny jako u PT testu, tedy okolo 1,0 (Shikdar,
Vashisht, a Bhattacharya 2021) (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Masopust
1998; Zima 2007; Sahli et al. 2020; Winter, Flax, a Harris 2017).

Trombinovy test kontroluje pouze funkéni schopnost piemény fibrinogenu na

fibrin. Nazev je odvozen od reagencie, ktera cely proces zahajuje ¢ili trombin.
Abnormalni hodnoty tohoto testu, tedy ukazuji na patologii v koncentraci ptipadné
funk¢nosti fibrinogenu nebo poukazuje na pfitomnost antitrombinu. Hodnoti se
opét Cas potiebny k vytvoreni krevni srazeniny. V referen¢nich hodnotéach se zdroje
lehce rozchézi, obecné by se mély pohybovat v ¢ase kolem 20 s (Pecka 2004; 2006;
Penka a Slavickova 2011; Masopust 1998; Zima 2007; Sahli et al. 2020; Heid et al.
1996). Jednotna je opét hodnota R, ktera je fyziologicky opét kolem 1,0 (Shikdar,
Vashisht, a Bhattacharya 2021).

Posledni globalni test, ktery se v laboratotfich provadi je alternativou trombinového
testu a nazyva se Reptilazovy. Stejné jako trombinovy test hodnoti ¢ast spolecné
cesty pfemény fibrinogenu na fibrin. Na rozdil od trombinu, ktery se pouzivau TT
se jako aktivator pouziva protedza ziskana z hadiho jedu zvana reptildza neboli
batroxobin. Tato alternativa se vyuzZiva zejména proto, Ze reptildza neni ovlivnéna
antitrombinem a ani jednim druhem heparinu. PouZitim tohoto testu tedy vylou¢ime
ovlivnéni témito latkami. Referenéni meze jsou srovnatelné s hodnotami

trombinového testu (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka 2006).

3.2.2.3Testy specifické

Specifické testy se zaméfuji na vySetfeni funkcénosti jednotlivych koagulaénich

faktori a dalSich Ciniteli hemostazy ptipadné jejich kvantitu. Slouzi k presnéjsi
diagnostice patologickych stavii hemostdzy. Pro jejich stanoveni se vyuzivaji bud’
Jednorazové  koagulacni metody nebo  spektrofotometrické  metody
s chromogennimi substraty (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Bldha

2010).
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Jednoriazové koagulaéni metody se obecné provadi tak, Ze smichame plazmu
pacienta s plazmou, ve které chybi vySetfovany faktor a ostatni jsou v nadbytku.
Dale se postupuje jako u aPTT poptipadé€ PT testu. Plazmy se smichaji reagenciemi,
reakce se spusti piidanim Ca’*' a méfime &as potiebny k vytvoieni krevniho
koagula. Vysledek se uvadi v procentech koagulacni aktivity. Odecet se provadi
z kalibra¢ni kitivky, kterd zobrazuje zéavislost koagulacnich Casi na procentech
koagulac¢ni aktivity kalibratort se znamou hladinou faktori. Test se tedy vyuziva
ke stanoveni aktivity jednotlivych faktorti (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;
Pecka a Blaha 2010).

Spektrofotometrické stanoveni se pouziva také k hodnoceni funkéni aktivity
jednotlivych faktort konkrétné serinovych protedz, ale méné Casto nez predchozi
test. Jeho hlavnim nedostatkem je, Ze vyuziva pouze schopnost katalytického mista
na faktoru $tépit substrat na produkt, z toho diivodu nejsou schopné na rozdil od
koagulacnich metod, odhalit patologii souvisejici s ndvaznosti zkoumaného faktoru
na ostatnich slozkdch koagula¢niho systému. Naopak vyhodné&jsi oproti
koagula¢nimu stanoveni je jejich schopnost pouzivat vice fedéné vzorky a tim
eliminovat interference s nepfiznivymi latkami. Vysledek se wuvadi opét
v procentech katalytické aktivity. Pro stanoveni se vyuzivaji metody piimé a
nepiimé detekce. Ob¢ se pouzivaji v alternativach jednostupiiové az tfistupnové
detekce. Principem metody piimé detekce je aktivace primo faktoru, ktery
stanovujeme a ten pak nasledné St€pi chromogenni substrat na produkt, ktery
meéfime fotometricky. Mnozstvi chromoforu (produkt Stépeni chromogenniho
substratu) je ptimo Umérny aktivit¢ stanovovaného faktoru. Naopak u metody
neprimé detekce se stanovovany faktor vaze na aktivni slozku, ktera se v reak¢ni
smési vyskytuje v nadbytku a tim ji inaktivuje. Nadbytek aktivni sloZky poté $tépi
chromogenni  substrdt na chromofor, jeho intenzitu opét méfime
spektrofotometricky a hodnota je nepifimo umérné mnozstvi analytu ve vzorku

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).

Pokud mame podezieni na pritomnost inhibitori v plazmé, nafedime plazmu
pacienta postupné tfikrat pomoci normalni plazmy a stanovime jejich aktivitu.
Pokud bude dochézet k optimalizaci €asti, je porucha ve funkéni schopnosti faktord,

nebo v jejich mnozstvi. Naopak pokud se hodnota nebude vyrazné menit,
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usuzujeme, ze se v plazmé nachézi inhibitor (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;

Pecka a Blaha 2010).

Testy na vySetieni funkce a biochemie krevnich destic¢ek jsou specidlni skupinou

testl, které se v nekterych zdrojich ani neuvadi v ramci vySetieni hemostazy.
Popisuji, jak uz je feceno z nazvu pouze schopnosti trombocyt. Rozd€lujeme do
ctyt skupiny podle déji, kterych se trombocyty i€astni v priméarni hemostaze: na
vySetieni adheze trombocytl, vySetfeni agregace, vySetfeni jejich aktivacnich
pusobkll a na vySetfeni retrakce. Pro vSechny metody se vyuziva plazma bohatéd na
krevni desticky piipadné plna krev (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka
a Blaha 2010; Raber 1990).

K vySetfeni adheze se pouzivd metoda Fredina a podle Hellema. Metoda dle
Fredima se v soucasné dob¢ prakticky nevyuziva. Metodou se zjiStoval pocet
destic¢ek, které adherovaly na sklicko. Metoda podle Hellema pouziva podobny
princip, ale desticky u ni adheruji na sklenéné kulicky umisténé v hadicce, do které
se tlakem vstfikuje nativni krev. Zméti se pocet desti¢ek v krvi po a pied projiti
pres sklenéné kulicky a z toho se vypocitd pomér neboli koeficient retence, ktery
by se m¢l pohybovat od 0,1 do 0,6 (Penka a Slavi¢kova 2011; Zima 2007; Pecka a
Blaha 2010; Raber 1990).

VySetreni agregace se provadi bud’ metodou spontanni, nebo tzv. stimulovanou
agregaci. Spontanni agregace se méfi ve sklenénych zkumavkach a agregace
stimulovand se hodnoti po pfidani agregacniho induktoru. Méfeni agregace pak
provadime turbidimetrickou nebo impedancni metodou v dnesni dobé€ prakticky uz
jen na piistrojich nazyvanych agregometry. Optické agregometry vyuZivaji
turbidimetricky princip, méfi tedy zménu optické hustoty po priichodu plazmou, ve
které se tvoii agregaty. Agregometry impedancni vyuzivd zménu odporu po
agregaci desti¢ek na elektrody. Vysledkem obou metod je agregacni kiivka
zavislosti hustoty plazmy na Case. Fyziologickd plazma ma normalni pribeh
agregacni kiivky (Penka a Slavickova 2011; Zima 2007; Pecka a Bldha 2010; Raber
1990).

K vysetteni schopnosti trombocyti uvoliiovat obsah granul se provadi stanoveni
jednotlivych latek po jejich uvolnéni ztrombocytl, coz je vyvolano umélou

stimulaci trombocytl. VySetfeni se provadi prevazné stanovenim antigenu
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imunochemickymi metodami. Pfipadné¢ se vyuZzivaji funkcni testy stanoveni
schopnosti latek neutralizovat substrat (Penka a Slavickova 2011; Zima 2007;

Pecka a Blaha 2010; Raber 1990).

Jako posledni u trombocytt kontrolujeme jejich schopnost retrakce. Opét existuje
vice typu stanoveni. Pokud provadime test z plné krve zvany test retrakce
krevniho koagula, nechame odebranou krev srazit a stanovujeme objem tekutiny
vytlaené pfii srazeni krve, tedy stanovujeme objem séra. Fyziologicky by se mé¢lo
jednat asi 0 30-50% objemu odebrané krve. Dal$im zptsobem je vySetfeni plazmy
bohaté na desticky. Tato metoda se nazyva retrakce plazmatického koagula
neboli metoda podle Benthause. Aktivace koagulace se provede piiddnim
tromboplastinu a Ca?*. Podobné jako u ptedchozi metody se smriténé desticky
oddéli od séra a jeho objem se nasledné¢ zméti. Objem se vydava v procentech a
vypocita se z objemu vytlacené tekutiny a z délky koagula, poptipadé se odecte
z prevodni tabulky (Tabulka 4). Fyziologick¢ hodnoty se udavaji v rozmezi
88-100 %. Obecné u obou metod plati, ze ¢im vice se uvolni séra tim lepsi maji
desticky schopnost retrakce (Penka a Slavickova 2011; Zima 2007; Pecka a Blaha
2010; Raber 1990).
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Tabulka 4 Referencni tabulka pro hodnoceni retrakéni schopnosti desti¢ek metodou

podle Benthause
Pocet dilkt stupnice % Pocet dilkl stupnice %
(pocitano po 0,1 ml) (pocitano po 1 ml)

0 100 0 100
5 99,98 0,5 99,98
10 99.90 1,0 99.90
15 99,60 1,5 99,60
20 99,20 2,0 99,20
25 98,50 2,5 98,50
30 97,30 3,0 97,30
35 95,80 3,5 95,80
40 93,60 4,0 93,60
45 90,90 4,5 90,90
50 87,50 5,0 87,50
55 83,40 55 83,40
60 78,40 6,0 78,40
65 72,60 6,5 72,60
70 65,70 7,0 65,70
75 57,90 7,5 57,90
80 48,80 8,0 48,80
85 38,60 8,5 38,60
90 27,10 9,0 27,10
95 13,40 9,5 13,40
100 0 10,0 0

Zdroj: (Zima 2007)

3.2.2.4Techniky pouZivanad v laborato¥i a pFistrojové vybaveni laboratoii

Mezi techniky v dnesni dob€ nejvice vyuzivané pro hodnoceni vyse zminiovanych
testl, 1 proto ze se daji snadno automatizovat, patii koagulacni metody,
spektrofotometrické metody, imunoanalytické metody, zdkalové metody a

gelifika¢ni testy. Nize uvadime jejich hlavni principy.
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U vétSiny testl se vyuziva stanoveni pouzitim koagula¢nich metod. Principem je
méfeni Casu od chvile piidani aktivatoru do vySetfované smési az po vytvoreni
krevniho koagula. Kromé¢ toho, Ze je tato metoda velmi snadna na provedeni, jeji
vysledek se da hodnotit prakticky jakoukoli metodou, kterd se u vySetieni
hemostatickych déji vyuziva. Patii mezi né detekce vizudlni (ta se ale jiz prakticky
nepouziva), detekce optickd, elektrickd a magnetickd (Pecka 2004; Penka a

Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).

Spektrofotometrické metody se vyuzivaji zejména pro stanoveni jednotlivych
slozek hemostatického dé&je, nebot’ diky zplsobu provedeni nejsou ovlivnény
dal$imi slozkami. Na rozdil od koagulacnich metod, ke kterym se ptiklani zejména
pro hodnoceni urcité ¢asti hemostatického déje. Zakladnim principem je schopnost
jednotlivych aktivovanych faktorti $tépit substrat za vzniku chromoforu, jehoz
mnozstvi nasledné hodnotime spektrofotometricky, nej¢astéji monochromatickym
zafenim. Podrobnéjsi popis této 1 koagulacni metody je uveden v kapitole v 3.2.2.3

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).

Imunochemické jinak zname jako imunologické metody jsou obecné
charakterizovany jako reakce antigenu s protilatkou za vzniku komplexu, ktery
v zavislosti na pouzité metod€ riznym zplsobem stanovujeme. Pro hemostatické
vySetieni se vyuziva stanoveni prakticky jen antigent a protilatky jsou v metodach
znamé a znacené. Mezi nejCastéjsi typy imunologickych metod se fadi ELISA
(enzymaticka imunoanalyza), EID (elektroimunodifiize) a LIA. V ramci téchto
metod se Casto setkdvame i s tzv. aglutina¢nimi pfipadn€ hemoaglutina¢nimi testy,
vyuzivajicimi pro lepsi vizualni hodnoceni latexové castice. Obecné se ale Castéji u
hemostatickych stanoveni vyuzivaji koagulacni a spektrofotometrické metody

(Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).

Gelifikaéni testy slouzi prevazné ke stanoveni fibrinu. Obecnym principem je, Ze
nckteré slozky hemostatického procesu v pritomnosti urcitych latek polymeruji,
¢imz vytvafi viditelny gel. Nejznamé&j$im testem je Ethanol-gelifika¢ni test pro
stanoveni jiz zminéného fibrinu (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a

Blaha 2010).

Polymerazova retézova reakce (PCR) je metoda vyuzivana nejen v hemostaze,

slouzi k mnohonasobnému zmnozeni urcit¢ho useku DNA, ktery pak nésledné
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stanovujeme. U hemostatickych déji se vyuziva hlavné pro identifikaci riznych
mutaci koagula¢nich faktorti (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Bldha
2010; Fenclova 2018).

Jako posledni metodu uvadime pritokovou cytometrii, ktera se také vyuziva spise
okrajové a slouzi ke stanoveni pievazné receptorii na bunkach, pripadné dokaze
odlisit aktivované a nezaktivované buiky (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011;

Pecka a Blaha 2010).

V dnesni dobé vétSina i malych laboratofi provadi veskeré testy na pfistrojich.
Hlavnim divodem je rychlost a nenaro¢nost analyzy, nebot’ se neustile zvysuje
pocet vySetfovanych vzorkli. Manudlni detekce se provadéla michanim
zkoumaného vzorku s reagenciemi pomoci hacku a ve vodni 14zni se okem stanovil
C¢as kdy doslo kvytvofeni koagula. V nasledujicich kapitolach uvadime
nejzéakladnéjsi principy detekee nejvice vyuzivanych v bézné praxi. Piistroje, které
tyto principy vyuzivaji se nazyvaji koagulometry (Pecka 2004; Penka a Slavickova
2011; Pecka a Blaha 2010).

Optické koagulometry méii vlastnosti zateni, prochazejiciho vzorkem. PouZziva se
pfevazné monochromatické. Intenzita zafeni proSlého vzorkem nam dava
informace o charakteru vzorku. Mezi optické metody fadime i metody zakalové,
uvadéné v nékterych zdrojich namisto optickych. Piistroje vyuZivaji dvou
zakladnich principi: nefelometrického a turbidimetrického. Nefelometrickymi
metodami stanovujeme mnoZstvi zafeni kolmo odrazeného od Castic.
Turbidimetrické metody méti zareni proslé vzorkem. Vystupem je kiivka zavislosti
absorbance na Case (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).
Tento typ analyzéatoru vyuZziva i Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.0.

Olomouc, coz ukazuje Obrazek 10, Obrazek 11 a Obrazek 12.

Elektrochemické koagulometry vyuZivaji taktéZ dvé moznosti fyzikalni detekce.
Prvnim zpisobem detekce vzniklého koagula je pomoci dvou elektrod. Jakmile
dojde k vytvofeni srazeniny, probéhne mezi elektrodami impuls, ktery zastavi Cas.
Dalsim zptsobe je detekce vyuzivajici zménu viskozity plazmy, pfi tvorbé koagula.
Vyuziva se kovova kuli¢ka pohybujici se v magnetickém poli, kterd vlivem vyssi
viskozity zpomali. Zména rychlosti je pfevedena na elektricky impuls, ktery zastavi

Casovac (Pecka 2004; Penka a Slavickova 2011; Pecka a Blaha 2010).
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Obrazek 10 STA Compact CT — automatizovany koagulacni analyzdtor s optickou
detekci

Zdroj: viastni fotografie z Pracoviste klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

Obrazek 11 STA Compact CT — automatizovany koagulacni analyzdtor s optickou
detekci — pocitac pro jeho ovladani

(B BALN Rals REES,
i DR RS-
e

Zdroj: vlastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc
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Obrazek 12 STA Compact CT — automatizovany koagulacni analyzdtor s optickou
detekci — manudlni vklad zkumavek se vzorky

Misto pro
STATIMOVE

Zdroj: vlastni fotografie z Pracovisté klinické biochemie a hematologie, s.r.o Olomouc

3.3 Poruchy hemostazy a hemokoagulace

Patologické stavy v hemostaze rozdélujeme na dv¢ velké skupiny a to na: krvacivé
a trombotické stavy. Ty pak mizeme rozdélit vice zpisoby. Nejsnazsi zplisob je na
vrozené a ziskané, jinak je ale konkrétngji charakterizujeme spis§ v zavislosti na
tom, kterou C¢ast hemostazy postihuji. V jednotlivych kapitoldch uvadime
v kratkosti ty nejcastéjsi, a kromé jiného uvadime jejich rozsahlejsi vyskyt

zpisobeny v soucasné dobé novou infekei COVID-19.

3.3.1 Krvacivé poruchy

Krvacivé stavy jsou obecné zpiisobeny chybénim nékterych slozek hemostazy,
nebo poruchou jejich funkce. Ob¢ tyto skute¢nosti mohou byt zptisobené vrozenou

1 ziskanou poruchou.

3.3.1.1Poruchy primdrni hemostazy

Poruchy v primarni hemostaze se zaméfuji na patologii krevnich desticek.

Onemocnéni zpusobené nedostatkem trombocytll se nazyvaji trombocytopenie.

Toto onemocnéni je charakterizovano snizenym poctem krevnich desti¢ek pod
hodnotu trombocytii 150x10° v jednom litru krve (Smock a Perkins 2014). Miize
byt zplisobena vyssi destrukci trombocytd, jejich snizenou produkci, zvySenou

spotfebou nebo vzacné i vrozenou pricinou. Ve velké mife ji vyvolavaji infekéni
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onemocnéni. [ z toho diivodu se v soucasné dobé vyskytuje u pacientii s COVID-

19 (Yujiao et al. 2020; Smock a Perkins 2014; Gauer a Braun 2012).

Dalsi velkou skupinou poruch primarni hemostizy jsou trombocytopatie,

vyvolané patologii na urovni funk¢niho stavu desticek. Tyto stavy jsou ve vétSing
piipadi také ziskané. Jejich pficinou byva poskozeni funkce jater, kostni diené
ptfipadné l1éky. Vzacné se vyskytuji i vrozené trombocytopatie spojené hlavné
s nedostatkem povrchovych receptori na trombocytech. I toto onemocnéni je
v dnesni dob¢ povazovano za rizikovy faktor infekce COVID-19 (Gu et al. 2020;
Holmannova 2021).

3.3.1.2Poruchy sekundarni hemostazy

Patologie vyvolavajici krvéacivé stavy na urovni sekundarni hemostazy zahrnuje
funk¢éni nebo kvantitativni nedostatecnost koagulacnich faktort, faktorii fibrinolyzy
a pripadné 1 vy$§i mnoZstvi inhibitorii hemostdzy. Souhrnné tyto poruchy
oznacujeme jako koagulopatie. Nejcastéji se v literatufe setkavame s rozdélenim
na vrozené a ziskané poruchy. Vrozené poruchy obvykle zahrnuji nedostatek
kvantitativni, poptipad€ funkéni v rdmci jednoho faktoru. Chybéni vice faktori je

vyvolano pfevazné ziskanou pticnou (Hajkova 2020; Pecka 2004).

Mezi nejcastéjsi pfiCiny ziskané koagulopatie patii nedostatek vitaminu K nebo
porucha jeho vyuZiti, coZ vede k poruse syntézy né€kterych faktorti. Dale porucha
funkce jater, kde dochazi k tvorbé témét vSech faktord potfebnych ke koagulaci.
Mezi dal$i, méné Casté, ale neméné vyznamné piiciny patii nddorova onemocnéni,
krevni transfuze pouze erytrocyti, vyskyt protilatek, infekce, poptipadé¢ nadmérna
antikoagulacni 1écba. Pro terapii je nejprve dulezité spravné diagnostikovat

primarni pficinu koagulopatie a tu nasledné 1€¢it (Salaj 2015; Pecka 2004).

Neznaméjsi ziskand koagulopatie se nazyva Diseminovana intravaskularni
koagulace (DIC). Toto onemocnéni je obvykle zafazeno mezi krvacivé stavy, ale
jeho rizikovym projevem je i nadmérnd tvorba trombu. V nékterych zdrojich je
navic zvlast’ uvaddéno onemocnéni sepsi vyvolana koagulopatie (SIC), které ma
stejny mechanismus jako DIC, pouze je konkrétné¢ ureny plvodni podnét,
vyvoldvajici tuto patologie (Iba, Levy, Connors, et al. 2020). DIC je

charakterizovana nadmeérnou aktivaci koagulace, vyvolanou urcitym podnétem.
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Zaroven dochazi k potlaceni fibrinolyzy, coz vyvola nekontrolované srazeni, které
nakonec vede az k vyCerpani vétsiny slozek hemostazy a rozvine se fatalni krvaceni.
SIC je ve své podstaté typ DIC, vyvolany bakteridlni infekci (Iba et al. 2021).
Ukazatelem téchto poruch je pokles trombocytii a prodlouzeny PT. Podle (Hadid,
Kafri, a Al-Katib 2021) se aPTT nezahrnuje do kritérii Mezinarodni spole¢nosti pro
trombdzu a hemostazu, 1 kdyz je ¢asto zvysSeny podobné jako PT, a z toho diivodu

jej neuvadime jako ukazatel DIC (Iba, Levy, Connors, et al. 2020).

V soucasné dobé se velice Casto v souvislosti s poruchami hemostazy objevuje
koagulopatie asociovana s onemocnénim COVID-19 (CAC). Uz u uz vyse jsme
zminili velky vliv coronaviru na zvysujici se mnoZzstvi onemocnéni spojenych
s hemostazou. Koagulopatie jsou nejcastéjsi z téchto onemocnéni. Zpocatku bylo
toto onemocnéni zaménovano za DIC, z toho diivodu je uvadime mezi krvacivé
stavy. Postupem casu ale vyzkumy ukazali na odlisny mechanismus vzniku
z diivodu odli$nych laboratornich vysledki a s tim souvisejicich i vngjSich projevi.
Hlavnim rozdilem v projevech oproti DIC je to, ze nedochazi ke krvacivym
komplikacim. Hlavnim a v soucasné dobé jedinym znamym patologickym
projevem je hyperkoagulabilita. Co se tyce diagnostik, u vétsiny pfipadii nenajdeme
sniZzeny pocet trombocytl ani prodlouzeny PT, pfipadné aPTT, a kdyz tak jsou tyto
hodnoty jen mirn¢ odklonény od normélu. Naopak je pro toto onemocnéni
charakteristickd zvySena hladina D-dimert a dalSich produktti degradace fibrinu
(FDP), dale pfitomnost cytokini, zvySené hladiny vWF, fibrinogenu F VIIL. a
aktivovaného TF (Hadid, Kafri, a Al-Katib 2021; Bilkova a Hirmerova 2020; Iba,
Levy, Connors, et al. 2020). Mechanismus vzniku tohoto onemocnéni podléha
neustdle aktualizacim a neni v soucasné dobé dokonale popsan, ale v zasad¢ se
zdroje shoduji na tom, Ze pivodni impuls logicky zajisti pfitomnost viru SARS-

CoV-2, ktery vyvoldva onemocnéni COVID-19. Tento patogen zpusobi, Ze

rrrrr

-----

-----

konkrétné se jedna o IL-6 a IL1B. Poskozeny endotel, kromé toho, Ze se také podili
na aktivaci hemostdzy, snizuje regulaci trombomodulinu, ¢imz také podporuje

koagulaci. Sou€asné s vySe popsanymi procesy coronavirova infekce v téle aktivuje

49



PAI-1, jehoz hlavni funkci je inhibice fibrinolyzy. Lécba tohoto onemocnéni,
vzhledem k tomu, Ze je relativné nové, neni dostatené znama. Casto se doporuduje
u COVID-19 diagnostikovanych pacientli podan antitrombotického 1é¢ivo po dobu
hospitalizace 1 po ni. NejCastéji je uvadén nizkomolekularni (LMWH) nebo
nefrakciovany heparin (UFH). Davky jsou ovSem velice individudlni a pozitivni
vliv neni jisté zarucen (Iba, Levy, Levi, a Thachil 2020; Goémez-Mesa et al. 2021;
Connors a Levy 2020; Iba, Levy, Connors, et al. 2020; Iba, Levy, Levi, Connors, et
al. 2020; Gorlinger et al. 2020; Hadid, Kafri, a Al-Katib 2021; Bilkova a Hirmerova
2020).

Mezi nejcastéjsi a zaroven nejznaméejsi vrozené koagulopatie patti Hemofilie a Von
Willebrandova choroba. Hemofilie A je charakterizovana nedostatkem faktoru
VIII. U hemofilie B chybi faktor IX. Oba typy hemofilie jsou recesivni poruchy
vazané na chromozomu X. A v neposledni fadé¢ von Willebrandova choroba je,
jak je slySet z ndzvu zpiisobena vrozenym deficitem von Willebrandova faktoru.
Tuto chorobu fadime mezi autozomaln¢ dominantni onemocnéni (Doherty a Kelley

2021).

3.3.2 Trombotické stavy

Trombotické stavy jsou naopak oproti krvacivym stavim vyvolany nadmérnou
aktivitou nékteré ze slozek hemostazy, ptipadné poskozenim cévni stény nebo
poruchou hemodynamiky. To obecné vyvolavd zvySenou aktivitu hemostazy

zpisobujici negativni tvorbu trombil v krevnim fecisti (Hajkova 2020).

Obecné je rozdélujeme na vrozené a ziskané (sekundarni). Mezi pfi€iny ziskanych

trombofilnich _stavii fadime trombocytemie, aterosklerézu, uzivani latek

vyvolavajicich zvySenou tendenci ke vzniku trombu (napft. antikoncepci), vyskyt
exogennich latek v organismu, jako jsou viry a bakterie, zpomaleni krevniho toku,

poskozeni cév aj (Anonymus 2019).

Mezi nejCastéjsi vrozené poruchy vyvolavajici zvySenou krevni srazlivost patii

Leidenska mutace a mutace 20210A v genu pro protrombin, dal$i zndmé vrozené
poruchy jsou pomérné vzicné. Pro piiklad uvadim vrozeny nedostatek
antitrombinu, proteinu C, protein S a dalsi. Leidenska mutace je vrozena mutace

F V, ktera zpiisobi, ze aktivovany faktor V je odolny na inaktivaci proteinem C. To
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zpusobuje nekontrolovany vznik trombii. Toto onemocnéni se vyskytuje prakticky
jen v mirné forme a neptedstavuje u vétSiny piipadi smrtelné riziko. Mutace 20210
v genu pro protrombin je zplsobena vrozené zvysenym mnozstvim faktoru II

(Dautaj et al. 2019; Momot et al. 2019).

Srazeniny vznikajici z vySe zminovanych ptfi¢in mohou vznikat kdekoliv v krevnim
feCiSti a v konecném dusledku mohou putovat krevnim fecistém do mist, kde
neprojdou a zpusobit tak embolii. Rizikovymi faktory vzniku trombu jak u
vrozenych, tak u ziskanych koagulopatii byva nezdravy zivotni styl a s nim
souvisejici obezita, hypertenze, koufeni, DM a v neposledni fadé¢ v dnesni dobé
vysoce rizikova, jiz v pfedchozi kapitole uvadéna coronavirova infekce (Gomez-

Mesa et al. 2021; Connors a Levy 2020; Hajkova 2020).
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4. ZAVER

V préci je popsany proces zastavy krvaceni a také slozky, které se na ném podileji.
Daéle je jeji soucasti pirehled metod a technik, které slouzi k diagnostice poruch
hemostazy. Z charakteristik jednotlivych metod a technik je patrné, jak v soucasné
dobé dochazi k ¢im dal vétsi automatizaci nejen u vySetfeni hemostazy.
S pribyvajicim poctem automatizovanych ptistroji rostou také pozadavky na
odborné pracovniky, které s nimi musi umét pracovat. VEtsi laboratote, kterym se
vyplati poridit si diky vysSimu poctu vySetfovanych vzorkl nakladnéjs$i vybaveni
musi mit také dostatecné proskoleny a vzdélany personal, ktery je schopen
s vybavenim odborné zachdzet. V soucasné dob¢ se zvysuje pocet vysetfovanych

vzorkll 1 diky nové se objevujicimu onemocnéni koagulopatie spojené s COVID-

19.
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5. POUZITE ZKRATKY

ZKRATKA CESKY VYZNAM
ADP adenosindifosfat
AMP adenosinmonofosfat
APC aktivovany protein C
APTT aktivovany parcialni tromboplastinovy
test
AT antitrombin
ATP adenosintrifosfat
B-TG beta tromboglobulin
Ca? vapenaté ionty
CAC koagulopatie spojené¢ s COVID-19
DIC diseminovand intravaskularni
koagulopatie
DM Diabetes Mellitus
DNA deoxyribonukleova kyselina
EDTA ethilendiamintetraoctova kyselina
EID elektroimunodifuze
ELISA enzymova imunoanalyza
Fb fibronektin
FDP degradac¢ni produkty fibrinu
GB glykoprotein
GDP guanosindifosfat
GTP guanosintrifosfat
HCII heparin kofaktor II
HMWK vysokomolekularni kininogen
LIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
LIS laboratorni informacni systém
LMWH nizkomolekularni heparin
NO oxid dusnaty
PAF faktor aktivujici desticky
PAI-1 plazminogen aktivator systém 1
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PAR trombinovy receptor
PCR polymerazova fetézova reakce
PDFG rustovy faktor desti¢ek
PF,4 destickovy faktor 4
PFP bezdestickova plazma
PGI, prostacyklin
PHZ primarni hemostatické zatka
PL krevni desticky
PPP plazma chuda na desticky
PRP plazma bohata na desticky
PTA antihemofilicky faktor C
Pz protein Z
SIC sepsi vyvolana koagulopatie
TAFI trombinem aktivovany inhibitor
fibrinolyzy
TFPI inhibitor cesty tkanového faktoru
™ trombomodulin
t-PA tkanovy aktivator plazminogenu
TPO trombopoetin
TXA> tromboxan Az
UFH nefrakciovany heparin
u-PA urokinazovy aktivator plazminogenu
vWF von Willebrandiv faktor
ZP1 proteindzovy inhibitor
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