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1. Uvod a cil prace

Tato prace se zabyva problematikou sledovani zmén hemostazy u
nemocnych zafazenych do programu k transplantaci jater pro rizny stupen
selhani jaterniho parenchymu. Ve studii jsme se zaméfili na néktera vySetieni,
ktera popisuji vnéjsi a vnitini cestu aktivace pfemény protrombinu na trombin.
V dalsi ¢asti jsme sledovali hladiny nékterych ¢initeltl z oblasti plazmatickych
koagulacnich faktorti, inhibitortt a fibrinolytického systému. Pacienti byli
rozdéleni do 3 skupin podle typu onemocnéni : jaterni cirhdza riizné etiologie,
chronické virova hepatitida B, onemocnéni zlu¢ovych cest.

Cilem prace bylo monitorovat zmény hemostatickych mechanizmt u
téchto nemocnych se zdvaznym jaternim onemocnénim pied, v priibéhu a po
transplantaci jater a zjistit, zda dochazi k Gpravé a normalizaci parametri, které

sleduji zmény hemostatickych mechanizmil.



2. Teoreticka cast

2.1. Uvod

Pro existenci Zivého organismu je zcela nezbytné zachovani krevniho
ob¢hu a pfitomnost krve v tekutém stavu. Krev je oddélena od vnéjsiho prostiedi
cévni sténou. Pii poskozeni cévni vystelky se zacina uplatiiovat hemostaticky
mechanismus, ktery pfeméni tekutou krev na krevni sraZeninu, ktera cévu
uzavie. Po urcité dob¢ se rana postupné zhoji, koagulum se rozpusti a obnovi se
plvodni cirkulace tekuté krve. Systém krevniho sraZeni je proto dualezity pro

zachovani celistvosti obéhového systému (Pecka, 2004).

2.1.1. Hemostaza (srazeni krve) - fyziologie a funkce

Po jakémkoli poskozeni endotelu cévni stény (mechanické, chemicke,
biologické) je zahajen proces sraZzeni kombinovanou adhezivni reakci, ktera
zahrnuje jak krevni desticky, tak 1 ostatni buniky nebo latky podilejici se na
hemostaze. K zastavé krvaceni dochdzi bezprosttedné po ataku tvorbou primarni
hemostatické zatky, kterd se aktivovanim dalSich procesli zpevni a po jejim
smrsténi se vytvoii definitivni krevni zatka.

Primarni hemostaza, tj. vytvofeni destickové zatky a sekundarni
hemostaza, tj. stabilizace trombu fibrinovou siti jsou funkce dulezité pro
udrzeni integrity cévni stény a cirkulace krve. V primarni hemostaze zaujimaji
klicovou roli trombocyty, dominantnim momentem sekundarni hemostazy je
dostateCna tvorba serinové proteazy trombinu, vedouci k polymeraci
fibrinogenu. Oba pochody tvoii jeden navzijem se prolinajici celek. Kone¢nou
fazi hemostatick¢ho déje je fibrinolyza, ktera umoZzni rozpusSténi trombu,
rekanalizaci poskozeného tiseku a obnoveni pln¢ funk¢éniho pritoku. Soucasné

stimto dé&jem dochazi kinicializaci procest, které vedou k proliferaci



poskozenych tkani a nakonec k celkovému zhojeni poskozené cévy (Levy —
Toledano a spol., 1997).

Pozadavky kladené na hemostatické mechanismy se 1i$i podle toho, zda
tyto mechanismy probihaji v arteridlni nebo vendzni Casti cévniho feciste.
Krevni tlak v arteriich vyzaduje pohotovou interakci koagulaénich faktora s
destickami pii tvorbé krevniho uzdvéru.V Zildch je naopak dualezita ucast
inhibitorii plasmatickych koagulac¢nich faktori, které brani rastu krevni
srazeniny a jeji propagaci do cévniho fecisté. Na lokalizaci krevni zatky a
predevS§im na jejim odbourdvani se vyrazné podili fibrinolytické

mechanismy.(Bultas a Karetova, 2004)

2.1.1.1. Cévni sténa
Ceévni sténa s endotelidlni vystelkou hraje v hemostaze dilezitou ulohu.

Endotel kontroluje jak protrombotické déje v piipadé poskozeni cévy, tak
udrzuje fluiditu krve za fyziologickych podminek. Vedle modulace hemostazy
ma pii poskozeni cévni stény vyznam i vazokonstrikce, ktera nejen snizi pritok
krve a zmenS$i riziko krvaceni, ale umozni lokdIlné zvysit protrombotické

plusobky.

2.1.1.2. Krevni destic¢ka - trombocyt
Krevni desticky se zucastiiuji hemostatickych procesit tim, Zze

zprostiedkuji fadu interakci mezi krvi a cévni sténou, ale hlavné se uplatiuji v
primarni hemostaze. Dale krevni desticky poskytuji fosfolipidovy povrch pro
navazani koagulaénich faktorti zavislych na vitaminu K pies Ca ** mustky.
Navic se krevni desticky zicCastiiuji hemostazy tim, Ze specificky vazi F VIII a F

V a jsou schopny piimo aktivovat F XII a F XI (Chap a spol., 1987).



2.1.1.3. Plazmaticky koagula¢ni systém

Plazmaticky koagulacni systém piedstavuje skupinu déji, které vedou
ke vzniku nerozpustného fibrinu. Dochazi postupné k preméné fibrinogenu na
fibrin, dale na fibrinové monomery, které spontanné polymeruji. Polymery
fibrinu se pak propojuji kovalentnimi vazbami ptisobenim aktivovaného faktoru
X1 (F XI1la) - vznika nerozpustny fibrin. Fibrin vytvaii vlaknitou sit’, ve které
se zachycuji krevni builkky — tvoii se krevni srazenina tzv. stabilni fibrinova
zatka, na jejimz staZeni v posledni fazi hemostdzy a tim i1 na stazeni okraji rany
a jeji hojeni se podileji krevni desticky.

Prevazna Cast koagulacnich Cinitell je tvorfena v jatrech, nckteré
potfebuji k syntéze vitamin K. V jatrech dochazi v pritomnosti vitaminu
K k jejich dalsi karboxylaci. V ptipad¢ jaterni poruchy, snizeni hladiny vitaminu
K, nebo pfi antikoagulacni 1é€bé preparaty kumarinoveého typu ke karboxylaci
nedochazi. Misto aktivnich faktort ziistavaji koagulacné neaktivni tzv. PIVKA
(Protein induced by vitamin K absence or vitamin K antagonists) faktory
(Sussman, 1992).

Vétsina z plazmatickych koagulac¢nich faktort, mimo faktory I a 1l se
nachazi v plazmé ve velmi nizkych koncentracich Vv podobé proenzymu
(koenzymu). K aktivaci dochazi proteolytickym Stépenim, pii kterém se odstépi
aktivacni peptid a obnazi se aktivni misto, z pivodniho proenzymu tak vznika
koagulaén¢ aktivni enzym. Pouze F VIla koluje v cirkulaci v aktivni form¢, ale
ve velmi nizkych koncentracich. TF aktivaci nevyzaduje.

Faktory II, VII, IX, X, XI, XII a prekalikrein po rozstépeni vykazuji
enzymatickou aktivitu a fadi se mezi serinové proteazy. Jejich aktivni misto
obsahuje serin. Jiné koagula¢ni faktory se po rozStépeni ucastni tvorby aktivnich
komplexti a chovaji se jako kofaktory. Kofaktory se nachazi ve formé

plazmatické (Faktory V a VIIlI, HMWK, Protein S) nebo vazané do bunécné



membrany (TF). Fibrinogen tvofi substrat pro trombin, ktery jej stépi (Bauer,
1997).

Vnéjsi cesta aktivace premény protrombinu na trombin

Vnéjsi systém aktivace pfemény protrombinu na trombin se spousti po
expozici tkanového faktoru na membrané aktivovanych bunck (monocyty,
endotelové bunky, krevni desticky), pii které dochazi k vazbé F VIla volné
cirkulujiciho v plazmé na TF. Vytvofeny koagula¢né aktivni komplex, tzv.
vnéjsi tenaza aktivuje F Xa, ktery spole¢né s F Va, fosfolipidy a Ca** vstupuje
do komplexu protrombinazy a konvertuje pfeménu protrombinu na trombin.
Vznikly trombin aktivuje $tépeni fibrinogenu na fibrinové monomery, které
spontanné polymeruji. Fibrinovy polymer se stabilizuje F Xllla aktivovanym
trombinem — vznika nerozpustny fibrin.

K monitorovéani vnéjsi cesty aktivace pfemény protrombinu na trombin se
vyuziva protrombinové testu, ktery muize byt mimo jin€¢ ovlivnén hladinami

nebo funkénimi zménami faktoru I, I, V, VII a X.

Vnitrni cesta aktivace premény protrombinu na trombin

Vnitini systém aktivace pfemény protrombinu na trombin se spousti ve
fazi kontaktu. Pti ni dochazi k aktivaci F XII. F Xlla dale aktivuje faktory XI a
IX. Béhem této kaskddovité reakce dochazi k zesileni vyvolavajiciho efektu.
V dalsi fazi jsou trombinem aktivovany faktory V a VIII. Faktor 1Xa spole¢né se
svym kofaktorem F VIII, fosfolipidy a Ca®" tvoii tzv. vniténi tendzu, ktera
generuje dostate¢né mnozstvi F Xa. F Xa spole¢né s faktorem Va vytvafi na
fosfolipidovém povrchu koagulacné aktivni komplex tzv. protrombinazu, ktera
konvertuje protrombin na trombin. Vznikly trombin aktivuje pfeménu

fibrinogenu na fibrin. Vznikaji podobné jako ve vné&jsi cesté fibrinové



monomery, které polymeruji a vznikly fibrinovy polymer je stabilizovan
aktivovanou formou F XI11 za vzniku nerozpustného fibrinu (Sussman, 1992).

K monitorovani vnitfni cesty aktivace koagulace pouzivame tzv.
aktivovany parcialni tromboplastinovy test (aPTT). Hodnoty tohoto testu mohou
byt mimo jiné ovlivnény hladinami a funk¢énimi zménami faktora |1, V, VIII,

IX, X, XI, XII.

Fibrinogen (faktor I)

MW: 340 000
Biologicky polocas: 64 - 96 hodin
Fyziologické hodnoty v plazmeé: 1,8- 3,5 g/l

(minimalni plazmaticka koncentrace fibrinogenu pro hemostdazu je 0,5 — 1,0 g/l)

Fibrinogen je nejlépe charakterizovany glykoprotein pfitomny, jak
Vv plazmé, tak i v granulich krevnich desticek. Je syntetizovan v jatrech.
Molekula fibrinogenu tvoii dimer, ktery se sklada se ze 3 rozdilnych par
polypeptidovych fetézci Ao, BB a vy, které jsou vzijemné vazany disulfi-
dickymi mastky. Dillezitou ulohu v udrZeni struktury fibrinogenu hraji Ca*".

Specificka vazebna mista na molekule fibrinogenu jsou Casto skryta a jsou
dostupna az po konformacni zméné molekuly a to bud’ preménou fibrinogenu na
fibrin nebo odStépenim fibrinopeptidii B, ptfipadné vazbou na pevny povrch.
Fibrinogen ma 3 vazebna mista pro navazani Ca**. Jsou-li tato mista obsazena je
fibrinogen chranén pted Stépenim plazminem. Cukerné slozky navédzané na § ay
jsou nezbytné pii polymerizaci fibrinovych vlaken (Shafer a Higgins, 1988).
Fibrinogen miZze podobné jako néckteré dal$si makromolekuldrni proteinove
struktury zprosttedkovat agregaci krevnich desticek prostfednictvim interakce
s destickovymi receptory na membrang krevni desticky (GP I1b/111a).

Fibrinogen patii mezi proteiny akutni faze (cévni poskozeni, chirurgicky

zakrok, akutni infekce, infarkt myokardu). V prubéhu nékolika hodin po



navozeni téchto stavl dojde ke zvySeni syntézy fibrinogenu v jatrech a jeho
hladina se v pritb¢hu 3 az 5 dnli zvysi na 3 - 5 ndsobek vychozi hodnoty. Po této
dobé se vraci k normalu. Hladina nad 4,5 g/l je povazovana za trombofilni
riziko. Snizené hodnoty se nachazi u takovych stavt jako jsou afibrinogenémie,
hypofibrinogenémie, u nékterych dysfibrinogenémii a dale u nckterych
ziskanych koaulopatii (DIC), pii fibrinolytické 1é¢bé a u nékterych tézSich

poruch jaterniho parenchymu.

Faktor V (proakcelerin)

MW: 330 kDa

Biologicky polocas: 12 - 15 hodin
Koncentrace v plazmé: 8 - 14 mg/|
Fyziologické hodnoty: 70 - 120 %

Faktor V je jednofetézcovy glykoprotein, ktery vznika v jatrech a
megakaryocytech a vaze se pomérné snadno na povrch bunéénych membran.
Aktivni forma faktoru V je slozena z tézkého a lehkého fetézce, které jsou
vzajemn& propojeny Ca’" mustky. F V je ptitomen Vv plazmé cirkulujici krve a
v o granulich krevnich desticek (asi 20 %). Minimalni aktivita nezbytna
k zastaveé krvaceni je 10 — 15 %. FV je kofaktorem krevniho srazeni a svym
slozenim je podobny F VIII. Aktivuje se limitovanou proteolyzou trombinem
nebo F Xa. Inhibitorem FVa je aktivovany protein C, ktery jej $t€pi na neaktivni
slozky. K inaktivaci F Va dochazi také GC¢inkem plazminu. Aktivovany faktor
V tvoii spoleéné sF Xa, fosfolipidy a Ca** koagulaéné aktivni komplex
protrombindzu. V komplexu protrombindzy je FVa chranén pred ucinkem
plazminu.

Faktor Va je jednim z dualezitych parametrd pro posouzeni funkce

jaterniho parenchymu. Byva snizen u parenchymatoznich 1ézi (soucasné s Fll,



FIX a FX, AT a krevnimi destickami). Sou€asné snizeni FV a zvySeni FVIII je

nepiiznivym prognostickym markerem.

Faktor VIl (prokonvertin)

MW: 50 kDa

Biologicky polocas: 4 — 6 hodin
Koncentrace v plazme: 2 -5 mg/I
Fyziologickeé hodnoty: 70 - 120%

Lidsky faktor VII cirkuluyje vkrvi ve formé zymogenu jako
jednofetézcovy glykoprotein o 406 aminokyselinach, vyskytuje se 1 v séru. Na
N-konci se nachazi doména bohatd na y karboxylové skupiny glutamové
kyseliny — gla oblast. Karboxylace probiha za ucasti vitaminu K v jaterni bunce
(celkem je karboxylovano 10 Glu). F VII se fadi mezi serinové proteazy —
endopeptidazy s gla oblasti.

Pti aktivaci je neaktivni F VII proteolyticky $tépen na aktivni serinovou
proteazu F VIla. K aktivaci dochdzi v ptfitomnosti trombinu nebo nékterého
z faktori: 1Xa, Xa a Xla. Molekula F VII se $tépi v misté Arg 152 za vzniku
dvou fetézcti (lehky o 20 kDa a tézky o 30 kDa) spojenych jednoduchou
disulfidickou vazbou. Aktivni forma FVII (FVIIa) je stabilni po dobu asi 2,5
hodiny. Minimalni hemostaticka hladina se pohybuje kolem 10 %. Aktivovany
faktor VII (FVIla) se nachazi volné v cirkulaci v koncentraci odpovidajici
pfiblizné 1% celkového mnozstvi proteinu F VII. Mnozstvi volného
aktivovaného F VII (FVIIa) v plazmé se postupné s vékem zvysuje.

F VIla je velmi slabou serinovou proteazou. Plny enzymaticky potencial
FVIla se projevi teprve az v komplexu s TF. Po vyvazani na tkanovy faktor se

jeji aktivita zvySuje vice nez milionkrat. FVIIa a TF vytvaii na negativnim



fosfolipidovém bun&éném povrchu na kalciu zavisly komplex [Vlla . TF . Ca *".
PL]. Tento komplex tzv. vnéjsi tendza, katalyzuje pieménu faktoru IX na [Xa a
faktoru X na Xa. Nejsou dosud popsany inhibitory aktivovaného F VII, pouze
komplexu [VIla . TF], mezi které patii TFPl a AT. Hladina FVII, vzhledem
k jeho polocasu rozpadu 2-5 hod, klesa ze skupiny plazmatickych koagula¢nich
faktort nejdiive (Bauer 1977).

Aktivita FVII se pomalu zvySuje s vékem a v téhotenstvi. U jaternich poruch a
u koagulopatii s vrozenym nebo ziskanym nedostatkem faktoru VII. Soucasné
snizeni FVII, FII, FIX, FX, PC a PS se nachazi u cholestazy. (aktivace téchto

proteintl je zavisla na pfitomnosti vitaminu K — rozpustného v tucich).

2.1.1.4. Systémy inhibitori hemostazy

Inhibitory krevniho srdZeni jsou soucéasti a zaroven 1 zakladnim
regula¢nim mechanismem koagulace. Po probéhnuti celé koagulaéni kaskady se
docili znacného zesileni prvotniho aktiva¢niho impulsu. Tento sled reakci by v
kratké dobé mohl vést k masivnimu sraZeni krve, k ucpani cév a nasledné ke
smrti. Udrzovani dynamické hemokoagulacni rovnovahy je zdkladnim
principem procesii krevniho srdzeni. Podili se na ném celd fada mechanismu a
pfi jeho regulaci je nejvyznamnéjSim tucinek fyziologickych inhibitora
koagulac¢niho a fibrinolytického systému (Pecka, 2004).

Inhibitory krevniho srédzeni jsou pftirozené slozky krve, které tlumi
antikoagulaénimi mechanismy proces jejiho sraZeni vyvolany plazmatickym
koagulacnim systémem a fibrinolyzou. Tyto latky inhibuji aktivni slozky
hemostatického procesu - proteolytické enzymy (hlavné serinové proteazy). V
organismu slouzi inhibitory k zabranéni nekontrolovatelného srdzeni a tim k
udrzeni dynamické koagulaéni rovnovahy. VsSechny znamé inhibitory

plazmatického koagula¢niho systému jsou obsaZeny v plazmé a jejich specificita
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je velmi nizka. Vedle hlavniho substratu inhibuji v mensi mife vétSinu ostatnich
faktort (serinovych proteaz).

7 fyziologickych inhibitort krevniho srazeni se v plazmatickém
koagula¢nim systému nejvice uplatiuji Antitrombin, systém proteinu C a TFPI.
AT spole¢né s kofaktorem heparinu II odpovida za 80 % inhibi¢ni koagulacni

aktivity.

Antitrombin

MW: 58 kDa

Biologicky polocas: 65 - 70 hod (68 hodin).
Fyziologickeé hodnoty: 80 — 120 %
Koncentrace v plazme: 0.10 - 0.25 g/l

Antitrombin je jednotetézcovy o, glykoprotein o 424 aminokyselinach,
ktery se tvofi v jatrech, ale byl zjiStén 1 v endotelovych buiikach. Jedna se o
antikoagulacné nejucinnéjsi latku, ktera je schopna neutralizovat ucinek
trombinu. Neptisobi v§ak okamzité, ale ma opozdény ucinek (15 - 30 minut).

Syntéza AT ma spojitost se syntézou fibrinogenu. Stépeni fibrinogenu je
dusledkem aktivace koagula¢nich mechanismd, pii kterych dochazi k poklesu
AT. Stépeni fibrinogenu dava tedy signal k nasledné syntéze AT. AT pisobi
trombin a jiné plazmatické proteazy (v poméru 1:1) za vzniku komplexu, ktery
je odbouravan v MFS. Rychlost vzniku tohoto komplexu mize byt
mnohondsobn¢ zvySena navdzdnim heparinu nebo proteoglykani z
endotelovych bunck.

Serinové aktivni centrum trombinu ma zasadni vyznam pro jeho reakci s
AT. Trombin S§tépi argininové vazby v bilkovinach (zejména v molekule

fibrinogenu). Bazické oblasti AT (zejména v mistech Lys a Arg) pritahuji

11



zaporn¢ nabité oblasti molekuly heparinu. AT funguje jako velmi potentni
inhibitor trombinu. Podobn¢ samotny AT muze vyvazovat i F Xa. Ostatni
protedzy vyvazuje uc€innéji jen v pritomnosti heparinu. Reakce s trombinem trva
kolem 35 sekund, s ostatnimi proteazami kolem 25 minut. AT zasahuje 1 do
regulace systému komplementu (Lechner a Kyrle, 1995).

Snizené mnoZstvi AT byva pfi jeho nizké produkci v jatrech, pii zvySené
spotfebé pii1 intravaskularnich trombozéach, sepsich nebo pii nefrotickém
syndromu. Je indikatorem poruchy jaterni bunky a diseminované
intravaskularni koagulace.Hladina AT u muzt klesa s vékem, u Zen po
menopauze je niz$i nez u muzi. Déti do pul roku zivota maji snizenou hladinu,

poté hladina AT dosahne normalnich hodnot.

Systém proteinu C

Syst¢tm proteinu C je tvofen proteinem C, proteinem Sa

trombomodulinem.

Protein C

MW: 62 kDa (APC 56 kDa)
Biologicky polocas: 5 - 7 hodin
Koncentrace v plazme: 4 —5 mg/l
Fyziologické hodnoty: dospéli 70 - 140 %

PC je jednotetézcovy plazmaticky glykoprotein, ktery vznika v jatrech za
ucasti vitaminu Ka pravdépodobné 1 v endotelu. Tento fetézec o 461
aminokyselindch je nasledné St€pen. Molekula proteinu C pak sestava ze 2
polypeptidovych fetézct, tézkého a lehkého, které jsou navzajem propojeny
disulfidickymi mistky. Lehky fetézec slouzi pro navazani k fosfolipidovému

povrchu a pro piipojeni Proteinu S. Katalytické misto PC je umisténo na tézkém
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fetézci. Je znamo jiz vice nez 160 mutaci v genu PC. V¢étSina téchto mutaci
nema klinicky vyznam.

Protein C je proenzymem serinové proteazy. K nejucinngsi aktivaci
dochézi in vivo na povrchu cévnich endotélii, kde je navdzan specificky
endotelialni receptor trombinu trombomodulin, ktery véze trombin. Trombin
navazany na trombomodulin jiz neni koagula¢né aktivni, ale umoziiuje aktivaci
PC. Aktivace trombinem v komplexu s trombomodulinem probiha vice nez
1500 - 2000 krat rychleji, nez se samotnym trombinem. Aktivace proteinu C
samotnym trombinem je velmi pomaly a neefektivni proces. Protein C
ovliviiuje koagulacni proces Stépenim F Va a F VIlla v pfitomnosti Proteinu
S, ktery je také proteinem zavislym na vitaminu K (Esmon a spol., 1982).

Pti aktivaci proteinu C dojde k odstépeni peptidu o 12 aminokyselindch z
N - konce jeho molekuly - vznika tzv. aktivni protein C (Activated Protein C -
APC). APC ma biologicky poloc¢as kolem 15 minut. K inaktivaci aktivovaného
proteinu C dochazi v pfitomnosti pfirozeného inhibitoru proti APC - PCI
(Protein C Inhibitor).

Nedostatek proteinu C miize vést k tromboze. SniZzené hladiny proteinu C
se nachazi u DIC a u trombofilnich stavii, dale u jaternich nemoci (hepatitida,

cirhosa), u septickych stavi. Déti maji fyziologicky nizsi hladiny proteinu C.

2.1.4.5. Fibrinolyticky systém

Fibrinolyticky systém je odpovédny za lyzu fibrinového koagula, ale
hraje také podstatnou tlohu pii degradaci kolagenu, u metastaz tumoru. Lidska
krev obsahuje enzymovy systém schopny rozpoustét krevni fibrinovou
srazeninu. Za fyziologickych podminek systém udrzuje hemostatickou
rovnovahu. Fibrinové koagulum vyrazné omezuje krevni tok, coZ mize vést pii

nekontrolovatelné aktivaci 1 k uzavieni cévy.
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Fibrinolyza je vtadé svych aktivatnich a inhibi¢nich mechanizmii
podobna  plazmatickému  koagulacnimu  systému. Zakladni slozkou
fibrinolytického systému je plazminogen, ktery je proenzymem serinové
proteazy — plazminu.

Na fibrinové koagulum nebo na pfitomnost fibrinovych vladken reaguje
organismus aktivaci fibrinolytického systému. Plazminogen se vaze na krevni
koagulum, je aktivovdn na plazmin pisobenim aktivatorii uvolnénych
z endotelu. Plazmin proteolyticky s$tépi fibrinova vlakna a je nakonec
inaktivovan cirkulujicimi antiplazminy. Fibrinolyza je fyziologicky vazana na
misto poranéni, plazmin je generovan pouze na povrchu koagula (Heimark a
spol., 1980).

Zvyseni fibrinolytickych schopnosti krve mizZe veést ke krvaceni, sniZeni

fibrinolyzy miize naopak vyvolat trombotické stavy.

Fibrinové monomery
Fyziologické hodnoty: 0 — 7 mg/l

Fibrinové monomery vznikaji pfi preméné fibrinogenu na fibrin
pusobenim serinové protedzy trombinu. Pfi proteolytickém Stépeni dochazi k
uvolnéni dvou fibrinopeptidit A a dvou fibrinopeptidii B. Tim se obnazi vazebna
mista v centralni E doméné fibrinogenu. Na tato mista se vazi D domény jiného
monomeru a postupné vznikaji dvouvlaknové protofibrily, ve kterych jsou
jednotlivé monomery v sousednich vlaknech navzajem posunuty 0 polovinu
délky molekuly monomeru — vznika rozpustny fibrin. Pisobenim aktivovaného
faktoru XIII (Xllla) dochazi k vytvofeni kovalentnich vazeb mezi dvéma D
doménami za vzniku nerozpustného fibrinu. F XIII je aktivovan trombinem
(Heimark a spol., 1980).
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D-dimery
Fyziologické meze. 0 — 280 pg/l

Plazmin §tépi vazby mezi E a D doménami fibrinovych vlaken, ale neni
schopen S§tépit kovalentni dvojnou vazbu mezi dvéma D-doménami. Vznika;ji
rizn¢ dlouhé fetézce s charakteristickymi dvéma D doménami, tzv. D-dimery.

D-dimery slouzi jako markery trombofilnich stavi, protoze spliuji
vSechna kritéria, které by indikatory takovychto stavi mély obsahovat.
U trombofilnich stavli dochdzi ke zvySené produkci trombinu, ktery nésledné
vede ke zvySené tvorbé nerozpustného fibrinu a tim se vyraznéji uplatituje
fibrinolyza a nasledn¢ tvorba D-dimerd. ZvySena hodnota D-dimerd muze
upozornit na prob&hlou tromboembolickou piihodu. Nachazi se u hluboké zilni
trombozy, plicni embolie, DIC, jaterni cirhézy a u nékterych malignich

onemocnéni (MatySkova a spol., 1999).
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3. Prakticka cast

3.1. Material

3.1.1. Odbér krve pro koagulaéni stanoveni

Na vSechny vySetfeni tykajici se spravné funkce hemostazy se odbér
provadi do modré 5 ml zkumavky (VACUETTE®, Greiner). Vakuovym
systtmem se provede odbér krve po rysku na zkumavce. 5 ml zkumavka

obsahuje 0,5 ml 3,2 % citratu sodného jako antikoagulancia).

3.1.2. Odbér krve pro stanoveni poc¢tu trombocytli

Odbér se provadi do antikoagula¢niho roztoku K3EDTA (1,5 g na 1 litr
krve). Odbér se provadi do fialové 2 ml zkumavky (VACUETTE®, Greiner).
Vakuovym systémem se provede odbér krve po rysku na zkumavce. Krev se
dokonale promisi nékolikerym prevracenim obsahu odbérové nadobky a pied

vySetfenim na analyzatoru se promichava na valivé tfepacce.

3.1.3. Priprava a vysetieni koagulaénich vzorkii

Odebrana krev pro koagulatni stanoveni byla ihned po doruceni do
laboratofe centrifugovana (2500 x g, 15 minut, centrifuga Allegra X-12).
Plazma byla vysetiena nejpozdéji do dvou hodin po odbéru nebo zamrazena na —
80 °C (zamrazenou plazmu lze skladovat az 1 mésic pii —20 °C). Pred
vySetfenim plazmu rozmrazime, temperujeme na 37 °C a zpracujeme nejpozdéji
do 2 hodin.

Vysetieni vzorku plazmy bylo provedeno na koagulaénich analyzatorech

(STA-Compact, Stago a BCS, Dade Behring). Pipetované objemy vzorku a
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reagencii byly nastaveny podle doporuceni vyrobce. Méfici systém je pravidelné
sledovén v internim a externim systému kontroly kvality.

Vsechny vysledky méfené na analyzatorech jsou zajistény 2-mi hladinami
interni kontroly kvality. U FV a FVII a FM byla vzdy pfed méfenim provedena

kalibrace. Ostatni parametry byly nakalibrovany pro pouzivanou Sarzi reagencii.

3.2. Metody

3.2.1. Protrombinovy test

Fyziologické hodnoty: ratio 0,80 - 1,20
Princip: K citratové plazmé se piida tkanovy tromboplastin obsahujici
vapenaté ionty (Ca®"). Sleduje se koagulaéni ¢as do vytvofeni prvnich

fibrinovych vlaken. Vysledek testu se vyjadiuje pomérem Casu pacienta ku ¢asu

kontrolni plazmy (Rpt).

tp
R, = —
PT t

tp - Cas pacienta, ty - ¢as normalni plazmy

PT se vyuziva k diagnéze poruch jaterniho parenchymu a ke sledovani

koagulopatii jiného typu s poruchou tvorby aktivatord protrombinu.

3.2.2. APTT

Fyziologické hodnoty: ratio =0,8 — 1,2

Princip: V piitomnosti purifikovanych fosfolipidd desti¢kového typu
(napt. kefalin - slouzi jako nahrada fosfolipidové membrany krevnich desti¢ek),

kalcia a povrchového aktivatoru na bazi kfemicitani dochéazi v plazmé chudé na
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desticky k aktivaci medidtori vnitini cesty pfemény protrombinu na trombin.
Vznikly trombin aktivuje nasledné preménu fibrinogenu na fibrin. Vysledek se
vyjadiuje podobné jako u protrombinového testu:

tp

Raptr = —

N

tr ... Cas pacienta, ty .....as normalni plazmy

Plazmy s poklesem hladiny koagulac¢nich faktord VIII, IX, XI a XII
piiblizn¢ na hodnoty kolem 40 % davaji jest¢ normalni koagulacni casy.
Poklesne — li kterykoliv z téchto faktorti pod hodnotu 40 %, dochazi zpravidla
Kk prodlouzeni testu. Prodlouzeni ¢asu APTT vyvola i pfitomnost heparinu pfi
dostate¢né hlading antitrombinu v plazmé.

APTT se vyuziva k diagndéze koagulopatii s poruchou faktorti vnitini
cesty piremény protrombinu na trombin. ProdlouZzené cCasy se nachazi u
jaternich nemoci, pfi poruchach faktor(i vnitiniho koagulacniho systéemu (VIII,
IX, XI a XII), u hemofilii a pfi nedostatku vitaminu K. APTT vsak nepostihuje
faktory VII a XIII a kvantitativni a kvalitativni zmény krevnich desti¢ek. Na

hodnoty APTT ma vliv 1 pfitomnost FDP a D-dimert.

3.2.3. Stanoveni fibrinogenu

Princip: VySetfovana plazma je inkubovana s nadbytkem trombinu.
V takovém systému je koagula¢ni ¢as zavisly na mnozstvi fibrinogenu. Latky,
které mohou inhibovat funkci trombinu neovliviuji vysledek testu. Pfi pouziti
reagencie Multifibren U od firmy Dade Behring neni nutno plazmu fedit,
protoze tato reagencie obsahuje peptid, ktery zpomaluje rychlost piemény

fibrinogenu na fibrin.
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3.2.4. Stanoveni faktoru V

Princip: Ziedéna vySetfovana plasma chudad na desticky se smisi s
deficitni plazmou (STA deficient V, Stago) zbavenou faktoru V. Po ptfidani
tromboplastinu s kalciem se méfi ¢as do vytvoreni fibrinového vlakna. Rychlost
pfemény protrombinu na trombin je V tomto systému umérna hlading faktoru V

ve vySetfované plazmé.

3.2.5. Stanoveni faktoru VI

Princip: Ziedéna vySetfovana plasma chudad na desticky se smisi s
deficitni plazmou (DG-FVII, Grifols) zbavenou faktoru VII. Po pfidani
tromboplastinu s kalciem se méfi ¢as do vytvoreni fibrinového vlakna. Rychlost
pfemény protrombinu na trombin je Vtomto systému piimo umérnd hladiné

faktoru VII ve vysetiované plazmé.

3.2.6. Stanoveni antitrombinu

Princip: vyuziva se dvoustupnové koagula¢ni metody, ve které je
testovand plazma inkubovéna Vv ptitomnosti heparinu pii 37 °C s piebytkem
aktivovaného faktoru X (Xa). AT pfitomny ve vySetfované plazmé vytvori
s FXa a heparinem trimerni komplex (AT * heparin * FXa). Nevyvazany FXa
v dalsim kroku reaguje se substratem (S-2772, Chromogenix) a uvoliiuje z n¢j
zluté zbarveny chromofor (p-nitroanilin). Intenzita zabarveni je neptimo umérna
koncentraci AT v plazmé a je detekovana fotometricky pii 405 nm.

Reak¢ni schéma:

AT + heparin — [AT-heparin]
AT + heparin + FXa — [ AT - heparin - FXa ] + FXa (nevyvazany)
Substrat — pNA + FXa (rezidudlni) — pNA (zluté zabarveni) + peptid
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3.2.7. Stanoveni proteinu C

Princip: Protein C je aktivovan v pfitomnosti specifického aktivatoru
(COAMATIC R, Chromogenix) extrahovaného z jedu hada Agkistrodon
contortrix contortrix. Aktivovany protein C §té€pi chromogen pyro Glu-Pro-Arg-
pNA*HCI tak, ze odstépi z peptidu pNA (p-nitroanilin). Intenzita zbarveni je
pifimo umérna pii spektrofotometrickém stanoveni hladiné funkcniho proteinu

C.

3.2.8. Stanoveni fibrinovych monomert

Princip: Vyuziva LIA testu, ktery pouziva latexové mikrocastice
potazené¢ monoklonalni protilatkou specifickou k fibrinovym monomerim. Pii
styku latexovych castic s testovanou plazmou dochazi k jejich aglutinaci. Narust
absorbance je pifimo umérny hlading fibrinovych monomert ve vysetfovaném

vzorku.

3.2.9. Stanoveni D-dimeru

Princip: vychazi z LIA stanoveni. Paprsek monochromatického svétla se
stietne se suspenzi mikrolatexovych ¢astic (COAMATIC D, Chromogenix)
pokrytych specifickou monoklondlni protilatkou. Jestlize je vinova délka svétla
vetsi nez pramér latexovych Castic (neni pfitomen antigen D-dimeri), dochazi
pouze ke slabé absorbci. V pfitomnosti antigenu dochazi k aglutinaci a vzniku
agregati vétSich nez vlnova délka prochdzejiciho svétla. Tim dochazi 1
k vétsimu zeslabeni svételného zafeni, které je imérné hladin€ antigenu ve

vzorku.
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3.2.10. Test ke sledovani euglobulinové lyzy

Fyziologicke hodnoty. 120 - 240 minut (i delsi)

Princip: Sledovani lyzy (rozpousténi) z plazmy vysrazené euglobulinové
frakce za specifickych podminek. Bilkovinnd frakce plazmy (sklada se z
fibrinogenu, fibrinolytickych enzymu, protrombinu - respektive trombinu) se za
pfitomnosti iontl vapniku vysrdzi na fibrin a sleduje se doba, za kterou se
fibrinové koagulum euglobulinové frakce rozpusti. Z plazmy se v isolektrickém
bod¢ vysrazi 2 % kyselinou octovou euglobulinova bilkovinna frakce obsahujici
plazminogen. Vysrazena frakce se rozpusti v boritanovém pufru o pH 8,2 a
koagulacni proces se startuje piidanim roztoku 0,025 mol/l CaCl, — dochazi
K tvorb¢ fibrinové srazeniny. Mé&fi se ¢as do rozpusténi fibrinové srazeniny.

Pii zvysené fibrinolyze (p¥i poruchach jaterniho parenchymu) se
nachazi zkracené Casy (krat$i nez 120 minut), nékdy krat$i nez 30 minut. U
hypofibrinogenémii nelze touto metodou silu fibrinolytického potencidlu viibec
zachytit, nebot’ chybi substrat ke sledovani G¢inku plazminu. U téchto stavu je
nutné dodat fibrinogen do systému.

Zvyseni fibrinolyticke aktivity nastava pti trombolytickeé 1&€be, u DIC,
ne¢kterych cirhéz, u aktivace primarni fibrinolyzy, latentné¢ pii nékterych

duSevnich a télesnych zatézich.
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3.3. Pristroje

3.3.1. Koagulaéni analyzator COMPACT

Compact (Stago) je  pln¢ automaticky a volné programovatelny
koagulometr pro provadéni in vitro testi koagulacnich, chromogennich,
hematoimunologickych. M¢feni koagulacnich testi je provadéno na
elektromagnetickém principu, u chromogennich a imunoturbidimetrickych testl
je vyuzivano zmény intenzity svétla halogenové lampy, které prochazi kyvetou.

Princip: koagulacni méfeni je zalozeno na tvorbé viskdzniho koagula
béhem sraZzeciho procesu. Zvysena viskozita klade odpor ocelové kuli¢ce, ktera
se Vv systému pohybuje ve dvou tvratich. Zména pohybu kulicky je detekovana

elektromagneticky — dojde k zastaveni ¢asového ¢idla.

3.3.2. Koagulaéni analyzator BCS

Analyzator BCS (Dade, Behring) je vysokokapacitni, pln¢ automaticky a
volng programovatelny koagulometr pro provadéni in vitro testli koagulacnich,
chromogennich, hematoimunologickych, zaloZzeny na optickém principu méfeni
zmény intenzity svétla prochdzejiciho kyvetou.

Princip: Analyzator BCS pracuje na principu optické metody detekce
vzniku koagula, zalozené na zmén¢ intenzity svétla, rozptyleného pii prichodu
vzorkem. Umoznhuje 1 méfeni chromogennich a imunoturbidimetrickych
stanoveni (dano moznosti vyuzivat vinové délky 340, 405 a 570 nm — chylosni a

ikterické vzorky).
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3.3.3. Analyzator krevnich ¢astic LH-750

LH 750 (Beckman Coulter) je automaticky analyzator krevnich ¢astic S 5-
ti populacnim diferencidlem s moznosti automatického podavace vzorki. Je
urcen k pfimému méfeni krevniho obrazu z plné krve. Pro méfeni kompletniho
krevniho obrazu véetné pétipopulacniho diferencialu vyuziva tzv. VCS
technologii (analyza ¢astic v tfirozmérném prostoru tfi, na sob¢ vzajemné
nezavislych, fyzikalnich veli¢in: impedance, vysokofrekvencéni stiidavé
elektromagnetické pole a modifikovana laserova priitokova cytometrie).

K méfeni poctu trombocytil se vyuziva impedanéniho principu.

Impedanéni princip - Méfeni probiha v komote, do které je nasat vzorek
nafedény isotonickym roztokem. Odmeéfené mnozstvi fedéného vzorku je
pomoci vakua z komurky nasato do métici kyvety otvorem, jehoz pramér je jen
nékolikanasobné& vEtsi nez je velikost buiiky. Vné a uvnitf apertury jsou
umistény elektrody, na které je vloZzen stejnosmérny proud. Pti prichodu bunky
je ze vstupniho otvoru apertury vytlaéena ¢ast diluentu a zméni se mérny odpor,
ktery se projevi zménou napéti na vlozeném voltmetru. Velikost zmény napéti

odpovida ptimo umérné velikosti objemu ¢astice prochéazejici aperturou.
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4. Vysledky
4.1. Tabulky

Tabulka 1 - Hodnoty nékterych parametrd u pacienti ¢. 1 - 7

Datum PC FV | FVII |Eugllyza | Ddimery| FM
1. (%) (%) (%) (minuty) (ug/l) (mgfl)
HM 1970 dg. Jina neurcena cirhoza

pred TXJ  15.6.2006 36 32 30 80 374

b&hem TXJ  15.6.2006 240

po TXJ 3.4.2007 93 98 79 295 5
2. LJ 1962 dg. Alkoholicka cirhéza

pred TXJ 9.3.2007 42 45 26 90 3016

b&hem TXJ  9.3.2007 120

po TXJ 3.4.2007 144 140 148 3733 7,97
3. DH 1956 dg. Alkoholicka cirhoza

pred TXJ  20.4.2004 47 40 46 55 339

b&hem TXJ 20.4.2004 56 95

po TXJ 3.4.2007 122 128 114 259 5
4. JJ 1944 dg. Primarni biliarni cirhoza

pred TXJ  21.6.2005 36 36 23 225 2912

b&hem TXJ  22.6.2005 240

po TXJ 3.4.2007 89 111 100 478 5
. DV 1977 dg. Zanét Zluéovych cest

pred TXJ  24.2.2007 106 124 96 240 1556

b&hem TXJ  25.2.2007 240

po TXJ 3.4.2007 108 97 103 852 6,89
6. MN 1996 dg. Artrézie zZlucovych cest

pred TXJ  2.10.2005 43 60 35 160 615

b&hem TXJ ~ 3.10.2005 150

po TXJ 342007 67 84 83 333 5,09
/. KP 1982 dg. Zanét zlu¢ovych cest,virova hepatitida B

pred TXJ 14.1.2006 68 89 89 210 428

b&hem TXJ  15.1.2006 240

po TXJ 3.4.2007 82 92 87 211 5
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Tabulka 2 - Hodnoty nékterych parametri u pacientu ¢. 8 - 17

Datum PC FV | FVII | Eugllyza | Ddimery| FM
8. (%) (%) (%) (minuty) (ug/l) (ma/l)
RM 1951 dg. Alkoholicka cirhéza
pred TXJ 17.5.2005 26 24 31 60
béhem TXJ  17.5.2005 320
po TXJ 3.4.2007 124 106 105 248 5
9. RJ 1948 dg. Alkoholicka cirhdza
pfed TXJ  16.11.2004 42 49 35 45 2641
b&hem TXJ 17.11.2004 52 120 705
po TXJ 3.4.2007 124 106 105 200 9,16
10. FJ 1951 dg. Alkoholicka cirhdza
pfed TXJ  14.12.2005 52 54 44 140 4188
béhem TXJ 15.12.2005 240
po TXJ 3.4.2007 108 127 112 283 5
12. NV 1945 dg. Chronicka virova hepatitida B
pred TXJ 9.3.2006 18 62 40 110 2755
b&hem TXJ  10.3.2006
po TXJ 3.4.2007 92 104 94 435 15,38
14. LP 1948 dg. Jina neuréena cirhoza
pfed TXJ  22.2.2007 46 101 62 170 986
b&hem TXJ  23.2.2007 70
po TXJ 3.4.2007 164 164 150 2630 6,08
15. FM 1957 dg. Alkoholicka cirhoza
pfed TXJ  5.10.2006 29 52 53 240 30354
b&hem TXJ  6.10.2006 240
po TXJ 3.4.2007 94 85 98 200 5
17. PJ 1947 dg. Karcinom jaternich bunék
pred TXJ 21.6.2006 52 66 70 240 276
béhem TXJ  22.6.2006 220
po TXJ 3.4.2007 147 128 444 7,49
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Tabulka 3 - Hodnoty nékterych parametri u pacientu ¢. 18 - 24

Datum PC FV | FVII | Eugllyza | Ddimery| FM
18. (%) (%) (%) (minuty) (ug/l) (mg/l)
HD 1936 dg. Akutni selhani jater

pred TXJ 29.6.2006 23 5 240

b&hem TXJ  30.6.2006 180

po TXJ 3.4.2007 60 114 52 200 6,17
20. SP 1947 dg. Chronicka virova hepatitida B

pred TXJ 23.8.2006 59 72 67 60 341

b&hem TXJ  24.8.2006 240

po TXJ 3.4.2007 144 140 148 200 5
21. ZJ 1956 dg. Chronicka virova hepatitida B

pred TXJ 27.2.2007 31 47 54 60 2958

b&hem TXJ  27.2.2007 62 240

po TXJ 3.4.2007 113 87 110 1782 7,25
22 [ ] r 4 W 4 r

GV 1972 dg. Zanét Zlu¢ovych cest

pred TXJ 12.12.2006 43 45 21 240 1007 32,9

b&hem TXJ 12.12.2006 60

po TXJ 3.4.2007 56 95 63 517 5
23. HV 1950 dg. Primarni biliarni cirhéza

pred TXJ 7.12.2006 43 81 60 200 1453

béhem TXJ  7.12.2006 200

po TXJ 3.4.2007 96 110 108 219 5
24. Pl 1952 dg. Alkoholicka cirhéza

pred TXJ 6.12.2006 27 30 21 65 4821

béhem TXJ  6.12.2006 240

po TXJ 3.4.2007 183 110 121 200 5
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Tabulka 4 — Fyziologicka rozmezi jednotlivych testl

Testy (jednotky) Fyziologické hodnoty
PT (ratio) 08-12
APTT (ratio) 08-1.2
Fbg (g/l) 18-35
AT (%) 80 — 130
PIt (*10%1) 130 — 380
FV (%) 70 - 120
F VI (%) 70 — 120
Euglobulinova lyza (min) 120 - 240
D-Dimery (ug/l) 0-280
FM (mg/l) 0-7
PC (%) 70 - 140

Tabulka 5 — Nemocni s jaterni cirh6zou pied provedenim TXJ

Testy (jednotky) Zmény VvV hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 10 z 11 pacient 91
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 7 z 11 pacientt 64
Fbg (g/]) snizena hodnota 2 z 11 pacienti 18

zvysend hodnota 2 z 11 pacientti 18
AT (%) snizend hodnota 11 z 11 pacientti 100
Plt (*10%1) snizena hodnota 10 z 11 pacient 91
FV (%) snizena hodnota 9 z 11 pacienti 82
F VIl (%) snizend hodnota 11 z 11 pacientli 100
Euglobulinova lyza (min) | sniZena hodnota 6 z 11 pacienti 55
D-Dimery (ug/l) zvysena hodnota 10 z 10 pacienti 100
PC (%) snizena hodnota 11 z 11 pacientd 100




Tabulka 6 — Nemocni s hepatitidou B pied provedenim TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 2 ze 4 pacientd 50
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 2 ze 4 pacientli 50
Fbg (ol snizena hodnota u 1 ze 4 pacientii 25
zvySena hodnota u 2 ze 4 pacientil 50
AT (%) snizena hodnota u 2 ze 4 pacientii 50
PIt (*10%1) snizena hodnota u 4 ze 4 pacientii 100
FV (%) snizend hodnota u 3 ze 4 pacientti 75
FVII (%) snizena hodnota u 3 ze 4 pacientii 75
Euglobulinova lyza (min) | sniZzena hodnota u 3 ze 4 pacientt 75
D-Dimery (ug/l) zvySena hodnota u 4 ze 4 pacientl 100
PC (%) snizenad hodnota u 4 ze 4 pacient 100
Tabulka 7 — Nemocni s cholestazou pted provedenim TXJ
Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 2 ze 4 pacientti 50
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 3 ze 4 pacientd 75
Fbg (gl snizena hodnota u 0 ze 4 pacienti 0
zvysena hodnota u 2 ze 4 pacientil 50
AT (%) snizena hodnota u 2 ze 4 pacientii 50
PIt (*10%) snizena hodnota u 3 ze 4 pacienti 75
zvysSenda hodnota u 1 ze 4 pacientil 25
FV (%) snizend hodnota u 2 ze 4 pacientti 50
F VIl (%) snizena hodnota u 2 ze 4 pacientl 50
Euglobulinova lyza (min) | snizena hodnota u 0 ze 4 pacientl 0
D-Dimery (ug/l) zvysena hodnota u 4 ze 4 pacientl 100
PC (%) snizena hodnota u 2 ze 4 pacientl 50
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Tabulka 8 — Nemocni s jaterni cirh6zou v prubéhu TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 6 z 11 pacientt 55
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 10 z 11 pacienti 91

snizend hodnota 1 z 11 pacientl 10
Fbg (g/1) .

zvySena hodnota 1 z 11 pacientil 10
AT (%) snizend hodnota 10 z 10 pacientt 100
PIt (*10%1) snizena hodnota 11 z 11 pacientl 100
Euglobulinova lyza (min) | snizena hodnota 4 z 11 pacientt 36

Tabulka 9 — Nemocni s hepatitidou B v pribéhu TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 2 ze 4 pacientli 50
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as U 3 ze 4 pacientd 75

snizend hodnota u 0 ze 4 pacientl 0
Fbg (g/1) .

zvySena hodnota u 2 ze 4 pacientl 50
AT (%) snizend hodnota u 3 ze 4 pacientti 75
Plt (*10%1) snizena hodnota u 4 ze 4 pacientii 100
Euglobulinova lyza (min) | sniZzena hodnota u 0 ze 4 pacientt 0

Tabulka 10 — Nemocni s cholestazou v priab&hu TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 2 ze 4 pacientli 50
APTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 3 ze 4 pacientd 75

snizend hodnota u 0 ze 4 pacientti 0
Fbg (g/1) .

zvySend hodnota u 2 ze 4 pacientii 50
AT (%) snizend hodnota u 2 ze 4 pacientli 50
PIt (*10%1) snizend hodnota u 3 ze 4 pacientli 75
Euglobulinova lyza (min) | snizend hodnota u 1 ze 4 pacientd 25
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Tabulka 11 — Nemocni s jaterni cirhozou po TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 0 z 11 pacientti 0
aPTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 0 z 11 pacientt 0
Fbg (ol snizena hodnota 0 z 11 pacienti 0

zvySena hodnota 6 z 11 pacienti 55
AT (%) snizena hodnota 0 z 11 pacienti 0
PIt (<10°/) snizena hodnota 1 z 11 pacienti 10

zvySend hodnota 1 z 11 pacientli 10
FV (%) snizena hodnota 0 z 11 pacienti 0
F VIl (%) snizend hodnota 0 z 11 pacienti 0
FM (mg/l) zvySena hodnota 1 z 11 pacientt 10
D-Dimery (ug/l) zvysena hodnota 3 z 11 pacienti 27
PC (%) snizend hodnota 0 z 11 pacienti 0

Tabulka 12 — Nemocni s virovou hepatitidou B po TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 0 ze 4 pacientti 0
aPTT (ratio) prodlouzeny cas u 0 ze 4 pacientli 0
Fbg (gl snizena hodnota u 0 ze 4 pacientii 0

zvySend hodnota u 1 ze 4 pacientl 25
AT (%) snizena hodnota u 0 ze 4 pacientii 0
PIt (*10%1) snizend hodnota u 0 ze 4 pacientti 0
FV (%) snizena hodnota u 0 ze 4 pacientii 0
F VIl (%) snizend hodnota u 0 ze 4 pacientli 0
FM (mg/l) snizend hodnota u 1 ze 4 pacientt 25
D-Dimery (ug/l) zvysena hodnota u 2 ze 4 pacientt 50
PC (%) snizend hodnota u 0 ze 4 pacientti 0
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Tabulka 13 — Nemocni s cholestazou po TXJ

Testy (jednotky) Zmény v hodnotach testi %
PT (ratio) prodlouzeny ¢as u 1 ze 4 pacientd 25
aPTT (ratio) prodlouzeny ¢as u 1 ze 4 pacientli 25
Fbg (ol snizena hodnota u 0 ze 4 pacientii 0
zvysSena hodnota u 0 ze 4 pacientil 0
AT (%) snizena hodnota u 1 ze 4 pacientii 25
PIt (*10%1) snizena hodnota u 2 ze 4 pacientii 50
FV (%) snizend hodnota u 0 ze 4 pacientti 0
FVII (%) snizena hodnota u 1 ze 4 pacientii 25
FM (mg/l) snizend hodnota u 0 ze 4 pacientti 0
D-Dimery (ug/l) zvySena hodnota u 2 ze 4 pacientt 50
PC (%) snizend hodnota u 2 ze 4 pacient 50
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5. Diskuse

Studie se zabyva problematikou sledovani zmén hemostdzy u nemocnych
zafazenych do programu k transplantaci jater pro rizny stupen selhani jaterniho
parenchymu. Cilem prace bylo monitorovat zmény hemostatickych mechanizmut
U téchto nemocnych se zavaznym jaternim onemocnénim pied, v pribéhu a po
transplantaci jater a zjistit, zda dochdzi k Gipravé a normalizaci parametra, které
sleduji zmény hemostatickych mechanizmti.

Do studie jsme zaradili 20 dospé€lych pacientt transplantovanych v IKEM,
Praha 4 - Kr¢ v uplynulych 2 letech. Primémy v€k nemocnych byl 49,3 let a
pohyboval se v rozmezi 20 az 70 let. Pacienty jsme rozdélili podle zakladnich
diagno6z do 3 skupin: jaterni cirh6za riizné etiologie, chronicka virova hepatitida
B a onemocnéni Zlu¢ovych cest. K hodnoceni vysledkt méfeni byly pouzity pro
jednotlivé vysetfovaci postupy nasledujici fyziologické meze (viz tabulka 4).

Hepatocyty syntetizuji velké mnozstvi plazmatickych proteini, vcetné
vetSiny faktorh koagulaéniho a fibrinolytického systému. Metabolicky obrat je
vSak u jednotlivych faktort rlizny, proto z jejich stanoveni miizeme usuzovat na
rozsah postizeni funkce jaterniho parenchymu (Kang, 1993). Na poruchu jaterni
buiky miizeme pomyslet jiz pii prodlouZeni nckterych skupinovych testil

plazmatického koagula¢niho systému (PT, aPTT).

Zmény v hemostaze pred provedenim TXJ

Do skupiny nemocnych s jaterni cirhézou bylo zafazeno celkem 11
pacientt. V této skupiné¢ mélo 7 pacientd diagnézu Alkoholicka jaterni cirhoza,
2 nemocni Primarni bilidrni cirhézu a 2 pacienti blize neurCenou cirhédzu.
Hodnoty jednotlivych testli s procentudlnimi ukazateli patologické zmény jsou
zpracovany v tabulce 5. U pacientd S jaterni cirhdzou jsou viditelné zmény
V koagulacnim 1 fibrinolytickém systému vlivem jejich nedostatecné tvorby

nebo kvalitativni zmény v bunkéch jaterniho parenchymu . V literatufe se uvadi,
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7e snizeni koagula¢nich faktord odpovida mife rozvoje onemocnéni (Bure$ a
Horacek, 2003). V nasem souboru pacientl ¢ekajicich na TXJ byl F V snizen u
82 % a F VII u 100 %. Vsichni pacienti z této skupiny méli snizenou hladinu
antitrombinu, proteinu C, dale zvySenou hladinu D dimerti v plazmé a nizky
pocet trombocytli. VétsSina méla prodlouzeny ¢as PT (91 %). Naopak u aPTT
byla hodnota testu zvySena pouze u 64 % - faktory vnitini cesty nejsou patrné
snizeny tak vyrazn¢ jako faktory vnéjsi cesty. Navic v kone¢nych stadiich jaterni
cirhozy byva jako nepiiznivy prognosticky ukazatel zvySena hladina F VIII a
snizena hodnota F V (Kang, 1993). Zmény v koncentraci fibrinogenu nejsou
jednoznaéné¢ interpretovatelné. Vice nez u poloviny pacientl byly zkraceny ¢asy
euglobulinové lyzy. Abnormity ve fibrinolytickém systému jsou vysledkem
poskozené syntézy a zménéné clearance fibrinolytickych faktort. Jako
nejvyznamnéjsi zména je popisovana nerovnovaha mezi tPA a PAI-1, jejiz
vysledkem je zvySeni volného tPA v plazmé a snizeni ap-antiplazminu. Tyto
hodnoty nebyly ale u sledovanych pacient transplanta¢ni jednotkou

poZadovany.

V dalsi ¢asti studie jsme Se zaméftili nemocné, kteti prodélali chronickou
virovou hepatitidu B. Do této skupiny byli zafazeni 4 pacienti. Rozsah poruch
hemostazy u akutnich nebo chronickych hepatitid ¢i toxickych poskozeni je dan

stupném zavaznosti téchto onemocnéni (Masopust, 1998).

STUPEN ZAVAZNOSTI ) ,
., ZMENY V HEMOSTAZE
ONEMOCNENI
Mirny Z4dné zmény. SniZeni F VII
Snizeni faktorti zavislych na vitaminu K.
Stredni . .
Mirna aktivace fibrinolyzy.
Tézky Deficit vSech faktord. Aktivace fibrinolyzy
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Ve sledovaném souboru (tabulka 6) ma polovina pacienti prodlouzené
casy PT (50 %) a APTT (50 %) a snizenou hodnotu antitrombinu (50 %). Stupen
poSkozeni jaterniho parenchymu je mozno zieteln€ji sledovat na zménach
hodnot faktort V (75 %) a VII (75 %) a Casi euglobulinové lyzy (75 %).
VSichni nemocni méli snizeny pocet trombocytd (100 %), sniZenou
plazmatickou hladinu PC (100 %) a zvyS$enou hodnotu D-dimerd (100%).

Pii cholestaze dochazi k poruseni pfivodu Zluc¢i do stieva a je vyrazné
omezeno vsttebavani vitaminu K. U téchto nemocnych pozorujeme sniZeni
koagulaéni aktivity F VII a proteinu C (diky kratkému biologickému polocasu) a
dochdzi k naslednému snizeni ostatnich serinovych proteaz. Pokles
prokoagulacnich faktort ma za nasledek prodlouzeni ¢asti PT i APTT. V jatrech
jsou koagulac¢ni faktory syntetizovany, ale vznika jejich neucinna forma
(PIVKA faktory).

U cholestazy v nami sledovaném souboru 4 nemocnych (3 s diagndzou
Zanét zluCovych cest a 1 pacient s Artrézii zluéovych cest) nebyly zjistény
vyraznéj§i zmény V hemostatickych ukazatelich v porovnani se soubory
nemocnych s jaterni cirhdzou a hepatitidou typu B (tabulka 7). U poloviny
nemocnych byly zjistény proslouzené casy PT (50 %) i APTT (75 %) a snizené
hladiny antitrombinu v plazmé (50 %). Dale byly zjistény snizené hodnoty F V
(50 %), F VI (50 %), proteinu C (50 %) a poctu trombocytt (75 %). U vSech
pacient byla nalezena vyssi hladina D-dimer (100 %). U poloviny pacientt
byla zvySena hodnota fibrinogenu (fibrinogen se v téchto pfipadech patrné
choval jako reaktant akutni faze). V porovnani s ostatnimi skupinami nebyly
hodnoty testu ke stanoveni euglobulinové lyzy zkraceny (znamka aktivace

fibrinolyzy).

Zmény v hemostaze béhem TXJ

Béhem transplantace se mize objevit komplex koagula¢nich poruch, které

jsou zptsobeny predopera¢nim stavem a hemostatickymi zménami zptisobenymi
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vlastni TXJ. VSechny tyto vlivy pfispivaji k riziku vadzného krvaceni. Také
ptevladad riziko dilu¢ni koagulopatie, které mize zhorsSit krvaceni pii vykonu
(Masopust, 1998).

Krvaceni béhem TXJ je zavislé na aktivaci fibrinolytického systému.
Vyjmuti poskozenych jater a rekonstrukce dilezitych cév vyzaduje transfuze
krve a plazmy i u relativné nekomplikovanych pacientd. Dochazi k vyraznému
poklesu syntézy koagulacnich faktorti, hrozi DIK (Ten Cate a spol., 1999). Pocet
krevnich desti¢ek (PIt) klesa na velmi nizké hodnoty, casteéné vlivem jejich
spotieby a diluci, ¢asteéné jejich sekvestraci ve sleziné po premosténi portalni
vény (Bure§ a Horacek, 2003).

Béhem TXJ jsou zmény v hemostaze zavislé na pouzité terapii (plazma,
AT, hepariny, trombocyty, koncentraty faktorti aj,). Mezi jednotlivymi
skupinami pacientll nebyly zaznamenany podstatné zmény - u vSech nastalo

mirné zlepsSeni ve vSech sledovanych parametrech (tabulky 8 — 10).

Zmény v hemostaze nejméné 1 mésic po TXJ

Sledované 3 skupiny pacientii se ve vysledcich koagula¢nich parametra
s odstupem minimalné¢ 1 mésic po TXJ vyznamné nelisi (tabulky 11 — 13). U
vétSiny z nich doSlo k upravé sledovanych parametrti, u nékterych dokonce az
k normalnim hodnotam. Pouze u fibrinogenu nedoSlo u nékterych pacientl
k Gpravé nebo zlepSeni jeho hodnoty, pravdépodobné z divodu jeho reakce na
akutni fazi. Hladina D-dimerti byla méfena pouze pfed a po transplantaci.
Béhem transplantace se ptfedpokladaji vysoké hodnoty, které nemaji Zadnou
vypoveédni hodnotu. D-dimery ve vzorcich s odstupem minimalné 1 mésic po
TXJ byly signifikantné niz$i. Stanoveni fibrinovych monomert bylo v laboratoti
zavedeno az v letoSnim roce, kdy jiz probihala zavérecna meéteni. Z tohoto
diuvodu byly méteny az ve skupiné po transplantaci. U vétSiny vysledki FM
Vv této skupiné nepozorujeme vyrazné zvyseni, tedy nedoslo k aktivaci koagulace

ani fibrinolyzy.
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6. Zaver

V této praci jsme sledovali zmény v hemostaze u pacienti pied, béhem a
po transplantaci jater. Pacienty jsme rozd¢lili do 3 skupin podle typu
onemocnéni: jaterni cirhoza rizné etiologie, chronickd virovd hepatitida B,
onemocnéni zlucovych cest.

Pfed transplantaci byly pozorovany vyrazné zmény v hemostize u
nemocnych S jaterni cirh6zou, méné vyrazné u pacientli S onemocnénim
zluCovych  cest. NejCastéji  jsme nachdzeli zmény Vv prodlouzeni
protrombinového €asu a ve sniZenych hodnotach faktort V a VII, dale proteinu
C a antitrombinu. Ke zkraceni ¢asu euglobulinové lyzy doslo pouze v 1. skupiné
nemocnych s cirhézou a u skupiny pacientd s chronickou virovou hepatitidou.
Hladina fibrinogenu se vétsSinou pohybovala v rozmezi normalnich hodnot,
nejnizsi hodnota 1,4 g/l byla namétena u pacienta s akutnim selhanim jater.

Béhem transpntace jater (TXJ) jsou zmény v hemostaze odvislé od na
pouzité terapie (plazma, AT, hepariny, trombocyty, koncentraty faktord...).
Protrombinovy €as je béhem TXJ vétSinou pouze mirné prodlouzen. APTT se
v prib¢hu TXJ prodluzuje v zavislosti na terapeutické davce heparinu.
Fibrinogen se vétSinou pohybuje v normdlnich hodnotach, v nékolika ptipadech
byla jeho hladina zvySena, patrné jako reakce na akutni fazi. VSichni pacienti
méli snizeny pocet trombocyti a u Cvrtiny pacientd doslo ke zkraceni
cuglobulinové lyzy. Mezi jednotlivymi skupinami pacienti v prubéhu TXJ
nebyly zaznamenany vyrazn€jsi zmény - u vSech nastalo mirné zlepSeni ve
sledovanych parametrech, pravdépodobné pfedevsim vlivem pouzité substitucni
terapie.

Po transplantaci u vétSiny respondentd doSlo k tupravé sledovanych
parametri na normdalni hodnoty nebo hodnoty velmi blizké normalnimu
rozmezi. Pouze u koncentrace fibrinogenu doSlo u néckterych pacientd ke

zvySeni jeho koncentrace ziejm¢ v disledku jeho reakce na akutni fazi. Hladina
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D-dimert byla métfena pouze pied a po transplantaci. D-dimery ve vzorcich
S odstupem minimdln¢ 1 mésic po TXJ byly signifikantné¢ nizsi. Stanoveni
fibrinovych monomerd bylo v laboratofi zavedeno az v letoSnim roce, kdy jiz
probihala zavérecna meéfeni. Z tohoto divodli byly méfeny az ve skupiné po
transplantaci. U vétSiny vysledki  fibrinovych monomertt nedoSlo po
transplantaci K jejich vyraznéjSimu navyseni.

Jatra hraji v hemostaze nezastupitelnou roli. Na jejich poskozeni mohou
upozornit jiz nékteré bézné pouzivané skupinové koagulacni testy (PT, APTT).
Stupen poskozeni je mozno piedpovédét stanovenim poctu trombocytt a hladin
nekterych plazmatickych proteini napi. faktort Va VII, proteinu C a
antitrombinu. Hladina faktoru VII a proteinu C je diky jejich kratkému polocasu
vyznamnym ukazatelem pfi akutnim selhani jater. Béhem transplantace neni
mozZn¢ funkci jater hodnotit na zaklad¢ testli hemostazy, protoze vSichni pacienti
jsou substitu¢né a antikoagula¢né 1éCeni a hodnoty testii jsou v této fazi jen
obtiZzné¢ interpretovatelné a zkreslené vlastni terapii. Potvrdili jsme, Ze po
uspésné provedené transplantaci dochazi u pievazné Casti transplantovanych
K normalizaci vétSiny hemostatickych testd. Piipadné zmény v hemostaze

vétsinou signalizuji selhavani nebo rejekci transplantovaného organu.
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8. Seznam pouzitych symbolu a zkratek

APC  Aktivovany protein C

APTT Aktivovany parcialni tromboplastinovy test
AT Antitrombin

DIK  Diseminovana intravaskularni koagulopatie
Fbg  Fibrinogen

FDP  Fibrin-degradacni produkty

FM Fibrinové monomery

FlI Faktor 11

FPA  Fibrinopeptid A

FPB  Fibrinopeptid B

FV  FaktorV
F Va  Aktivovany faktor V
F VIl Faktor VII

F VIIa Aktivovany faktor VII
F VIl Faktor VIII

F VIIIa Aktivovany faktor VIII
FX Faktor X

F Xa  Aktivovany faktor X

F Xl Faktor XI

F Xla  Aktivovany faktor XI

F X1l Faktor XII

F XIla Aktivovany faktor XII
F X1l Faktor XIlI

F XIIIa Aktivovany faktor XIII
GP Glykoprotein

IKEM Institut klinické a experimentalni mediciny

HMWK Vysokomolekularni kininogen
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Da  Dalton

MFS Monocytomakrofagovy systém
PC  ProteinC

PCI Inhibitor proteinu C

PIVKA Neaktivni koagulac¢ni faktory
PLG Plasminogen

Plt Trombocyty

PS Protein S
PL  Fosfolipidy
R Ratio

TAFI Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy

TF Tkanovy faktor
TFPI Inhibitor tkanového faktoru
Thr  Trombocyty

t-PA  Tkanovy aktivator plazminogenu

TX  Transplantace
TXJ Trasplantace jater

47



