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Hemostaza

* Primarni - trombocyty
- cévni sténa
- adhezivni proteiny

« Sekundarni - prokoagulac¢ni faktory
- iInhibitory koagulace

* Fibrinolytické mechanismy - aktivatory
- Inhibitory



Krvaciveé projevy u poruchy prim.
hemostazy

Krvaceni potraumaticke, perioperacni
(okamzite)

Sliznicni

Petechie

Hematomy



Vysetreni primarni hemostazy |

Zakladni vysetreni:
« pocet trombocytu (MPV)

— vylouc€eni koagulopatie: aPTT, PT, fibrinogen

Globalni testy prim. hemostazy:
 PFA -100
« doba krvaceni: - Duke

- lvy (Simplate R)
« Rumpel - Leedeho test
« trombelastograf (ROTEG)
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PFA — 100 (closure time = CT)

« kolagen / epinefrin (85 — 165 s)
« kolagen /ADP (71 - 118 s)

Zavisi na:

* poctu trombocytu (<100)

« funkci trombocytu

« VWF

« Ht (<30%)

« afibrinogenemii

Nezavisi na:

« koagulacnich faktorech (VIil, IX, Xl)
« kumarinech

* heparinu



Vysetreni primarni hemostazy Il
(specificka)

adhezivita: - in vitro — dle Salzmana

retrakce

VWF:RCo

ovéreni po¢tu a morfologie trombocytu (MPV)
agregace

Imunofenotypizace

elektronova mikroskopie

DF 3



Vysetreni desticek na flowcytometru

Glykoproteiny: Markery aktivace:
 llla=CD61 * P-selectin = CD 62P
 |lIb =CD 41 * lysozomy = CD 63

* Ibaa=CD 42b * neoepitopy GPIlIb/llla:
 |IX=CD 42a = PAC-1
[V =CD 36 = LIBS

* la=CD 49Db

 lla=CD 29

Imunologickeé stanoveni poctu desticek (CD41)
Retikulované trombocyty (obarveni mRNA)



Defekty primarni hemostazy - cévni steny - vrozené
(dédicnost autosomalné dominantni)

Hemangiomy (Kasabach-Merritt syndrom)
Telangiektazie (Rendu-Osler-Weber syndrom = HHT) (AD)
Mutace v genech pro:
— Endoglin (ENG, HHT1)
— Activin A receptor typ Il like (ACVRL1, ALK1, HHT2)
— Bone morphogenesis protein (BMRRII)
— SMAD4
Ehler-Danlos syndrom (AD)
- cévni fragilita, hyperelastiCnost, hypermoaotilita,
prominujici bulby, maly nos a rty
- dg: elektroforéza kolagenu z kultury fibroblastu
polovina pfipadu: mutace COL5A1 nebo COL5A2
Marfantiv syndrom (AD)
- dlouhé koncetiny, prsty, aneuryzmata, subluxace CoCky



Defekty primarni hemostazy - cévni steny
(ziskane)

Henoch-Schonleinova purpura
« vaskulitida — poskozeni imunokomplexy
- alergie — infekCni agens, potraviny, léky
* postizeni:

— kuze

— sliznice GIT

— kloubu
— mocovych cest

pozitivhi Rumpel-Leedeho test
léCba vyvolavajici priciny (+kortikoidy)



Defekty primarni hemostazy - cévni stény
(ziskané)

Steroidni purpura:

« zmena strutury kolagenu (inhibice mMRNA)
 tvorba sufuzi

* obdobou je senilni purpua

Skorbut:

e porucha tvorby kolagenu

« Krvaceni

— perifolikularni
— z dasni



Poruchy trombocytu

Odchylka poctu:
 trombocytopenie
* trombocytoza (trombocytemie)

Trombocytopatie:
 ve smyslu hypofunkce

* ve smyslu hyperfunkce
— sticky platelet syndrome



Trombocytopenie - etiologie

pseudotrombocytopenie v EDTA (15-20%)
destickovy satelitismus

ziskané (sekundarni)
— protilatkoveé

— ostatni
« zvyseny zanik v periferii
* snizena produkce

vrozené (primarni)
— casto sdruzené i s trombocytopatii



Trombocytopenie/trombocytopatie
hereditarni — klasifikace dle:

velikosti trombocytu

typ dedicnosti

pridruzené abnormity
funkéniho defektu trombocytu

mutace



Velikost trombocytu

« MPV < 7 fl
— Wiskott-Aldrich sy
« MPV =7-11fl
— TAR (trombocytopenie s aplazii radia)
— kongenitalni amegakaryocytarni trombocytopenie
— dedicna trombocytopenie s predispozici k AML
« MPV > 11 f
— nejcastejsi



Typ dedicnosti
¢ vétsSina autosomalné dominantni

« autosomalneé recesivni
— TAR
— Bernard-Soulier sy
— Glanzmannova trombastenie

 X-recesivni
— Wiskott-Aldrich sy



Pridruzené abnormity

May-Hegglin anomalie (Fehtner sy, Epstein sy)

— gen MYH9

TAR (trombocytopenie s aplazii radia)

— gen RBMS8A

trombocytopenie s radioulnarni synostozou (srustem)
— geny HOXAl1l, MECOM

dedicna trombocytopenie s predispozici k AML

— gen RUNX1

X-vazana trombocytopenie s dyserytropoezou
— gen GATA 1

Paris-Trousseau (Jacobsen) sy
— gen FLI1



Hereditarni trombocytopatie/penie dle
funkcniho defektu

membrany: Bernard-Soulier, Glanzmann, dest. typ vVWCh defekt

receptoru pro kolagen (GP VI, GPla/lla), pro ADP, tromboxan
o granuli: Wiskott-Aldrich, Hermansky-Pudlak, Chediak-

Higashi sy, &-storage pool disease
o granuli: Gray platelet sy, Quebec platelet sy, Paris-

Trousseau sy
enzymu: COX, LPO, TXS

signalni defekty: mobilizace ARA, Ca, aktivace G proteinu,

fosforylace

Porucha:

adheze
aktivace
sekrece
agregace

prokoagulace



Schéma funkénich defektu u vrozenych trombocytopatii
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Agregace trombocytu u jetnotlivych vrozenych poruch
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Hereditarni makro - trombocytopenie |

Bernard-Soulier (AR, fu — P: ristocetin)

- defekt GPIb/IX/V,
- defekt genu: GP9, GP1BA, GP1BB
Gray platelet sy (AD, fu— P: ADP, kolagen, trombin)

- agranula mala, prazdna, vakuolizace MGK, myelofibroza
- defekt genu: NBEALZ2
Destickovy typ von Willebrandovy choroby (AD, fu — P)

- agregace po ristocetinu < 0,5 pg/ml

- agregace s VWF | bez ristocetinu (dif. dg. M.vW 2B)
- defekt GP Ib, T afinita k VWF

- defekt genu GP1BA

May-Hegglin anomalie (AD, fu - N)

- Dohleho inkluze leukocytu (1 v bunce)
- defekt genu MYH9



Hereditarni makro - trombocytopenie Il
mutace MYH9 — gen pro nesvalovy myosin lla
porucha distribuce uvnitr bunék myosinu a tubulinu

May-Hegglin anomalie (AD, fu - N)

- Dohleho inkluze leukocytu (1 v burice)
Epstein sy (AD, fu — P: ADP, kolagen)

- zanoreni GP Ib/IX/V

- glomerulonefritis, hluchota

Fechtner varianta (AD, fu — N)

- vice leukocyt. inkluzi (dif. dg. M-H, CH-H)
- glomerulonefritis, hluchota, katarakta
Sebastian varianta (AD, fu — N)

- vice leukocyt. inkluzi

- bez pridruzeneho defektu




Dohle-like inkluze
+ makrotrombocyt




Dohle-like inkluze
v leukocytech

— tvoreny shluky ribozomu kolem vilaken abnormalniho
tezkého retézce nesvalového myozinu IIA

(nommuscle myosin heavy chain-A — NMMHCA)
— mutace Vv jeho genu oznaceneho jako MYH9

— pfi panoptickém barveni, pokud hodnoceni neni

provedeno bezprostredne po odbéeru, nemusi byt
inkluze vzdy patrny

— provest imunohistochemické barveni na NMMHCA
« atypické agregaty NMMHCA pfitomny v kazdém leukocytu

« U syndromu Epsteinova lze abnormalni inkluze prokazat
pouze imunohistochemicky




Hereditarni normo-trombocytopenie amegakaryocytarni

TAR —trombocytopenie s aplazii radia (AR, fu — P: kolagen, epinefrin)
— defekt genu RBM8A
trombocytopenie s radioulnarni synostozou (srustem)
— defekt gent HOXA11, MECOM
Fanconiho anemie (AR, fu - ?)
- cytopenie, pigmentace, hypoplasie — skeletu, oci, ledvin, mentalni
retardace
- instabilita chromozomu (minim. 5 genu)
Quebec syndrom (AD, fu — P: epinefrin)
— defekt FV v a-granulich, ne v plazmé&, degradace obsahu a-granuli vivem T uPA
— defekt genu PLAU
kongenitalni amegakaryocytarni trombocytopenie
* pancytopenie, zvySena hladina trombopoetinu
» defekt genu MPL
» terapie: HSCT (hematopoet. stem cell transplant.), vylou€it mutaci MPL u darcua v
rodiné

dédicna trombocytopenie s predispozici k AML(AD, fu- N/P: kolagen, epinefr.)
- defekt genu RUNX1
- terapie: HSCT (vyloucit u darcu v rodiné)




Hereditarni normo — trombocytopatie |

Glanzmannova trombastenie, defekt GP Ilb/llla (AR):
- patol. retrakce - norm. adhezivita
- typ I: - defekt FBG v a gr. - GP lIb/llla < 5%
- 1I: - norm. FBG v a gr. (norm. retr.) - GP lIb/llla > 10%
- 1lI: - GP llb/llla pritomen, funkéni defekt
- defekt genu ITGA2B, ITGB3

« Scott syndrom: (AR)

- porucha transportu PS ze vnitfni na vnéjsi stranu
- patol DF3, KT, snizeni vazby FVa, Xa

- defekt genu TMEM16F




Hereditarni normo - trombocytopatie |l

Defekt 6 granuli: (fu - P: kolagen, epinefrin, ARAx, ADP%)

 Hermansky-Pudlak (AR)
- HPS protein — fu pfi vzniku organel, defekt lysozomu
- defekt genu HIPS1-9
- okulokut. albinismus, pigment v makrofazich
- plicni fibroza, stfevni onem.

« Chediak-Higashi sy (+trombocytopenie) (AR)
- CHS protein — hydrofobni, fu v membranach, defekt lysozomu
- defekt genu CHS1, LYST
- okulokutanni albinismus, infekty, lymfoproliferace
- Chediak-Higashi granula POX pozit




Hereditarni mikro - trombocytopenie

« Wiskoltt-Aldrich (XR, fu — P: ADP, kolagen, trombin)
- defekt WASP - prenos signalu IC

- regulace cytoskeletu
- defekt genu WAS

- lymfopenie az od 6 let
-\ IgM A IgA, IgE
-MPV 3,8 -5,0fl (7,1 -10,5) @ 1,8+-0,12 um (2,3 +- 0,12)




Hereditarni trombocytopenie

MPV
trombocyty
" mikroskopicky ~~ agregace
typ dédicnoti trombocyti

pridruzené .
_ flowcytometrie
abnormity? dilagnoze
| ol. genet 1
elektronova
mikroskopie

kostni dren



Vrozena hyperfunkce trombocytu:
Sticky platelet syndrome (SPS)
Syndrom lepivych desticek
(Mammen, Bick, Kubisz)

dedicnost autosomalne dominantni

neidentifikovan defekt

hyperreaktivni trombocyty

az u 14% TEN
zvysuje riziko | tepenneé tromboézy — az u 12-33%

prukaz:

— T agregace po epinefrinu 11 - 1,1 - 0,55 mmol/ml

— T agregace ADP 2,34 - 1,17 - 0,58 mmol/ml

— k dg. je nutna T agregace alespon ve 2 fedé&nich ze 6 uvedénych

vySetrovat u trombofilie s negat. labor. nalezem
léCba: ASA (acetylosalicylova kyselina)



Ziskaneé trombocytopenie:
zvyseny zanik v periferii na podklade protilatek

 autoprotilatky:
—ITP: - imunokomplexy (akutni)
- protilatky (chronicka)
- HIT II: proti komplexu PF4+heparin

- antifosfolipidovy sy — protilatka proti B2GP1, ktery se
vaze i na povrch trombocytl, miuze byt trombocytopenie

- aloprotilatky:
» novorozenecka
» potransfuzni




Ziskaneé trombocytopenie:
zvyseny zanik v periferii neimunitni etiologie

* hypersplenismus —redistribuce
(doprovazi hepatopatie)

* DIC

* trombotické mikroangiopatie
—~TTP, HUS, MAHA

e HIT |
e diluce




Ziskane trombocytopenie:
snizena produkce

* toxicke vlivy:
— chemické
— léky (kombinace s protilatkami)
— infekce (kombinace s protilatkami)
—aplasticka anemie (kombinace s protilatkami)

* infiltrace drené malignitou:
—solidni TU, leukemie
— lymfoproliferace (kombinace s protilatkami)

» deficit folati a B 12



Heparinem indukovana trombocytopenie HIT

HIT —typ I:

pfimy proagregacni efekt heparinu, trombocyty >100x10%/|

HIT - typ II:

komplex heparin-PF4-protilatka reaguje s destiCkovym Fc
receptorem a vyvola uvolnovaci reakci a agregaci

predpoklada se, ze jedinec se v minulosti setkal s mikrobialnim
antigenem podobne struktury, proto se tvori hned IgG

vyskyt 4. - 10. den po nasazeni heparinu
pocet trombo ¢asto < 60 x10%/1, ale ne < 20 x109/I

dulezitéjSi je relativni pokles - 0 50% HIT 2 vysoce
pravdepodbné

u 50% nemocnych paradoxni tromboézy - oznaCovano HITT
upousti se od rozliseni HIT | a HIT |l a pojem HIT dnes

N’ LD & 4



Skorovaci system diagnostiky HIT Il :14 T's

*Lo et al: JTH 2006: 4: 759-765

2 body 1 bod 0 bodu
Tr-penia; > 50% 30-50% < 30%
pocet nadir >20 x109%1 | nadir 10-19 x107/I nadir < 10 x109/I
Timing 5-10D; <1D Neznamy timing; >10D; [<4D

(H do 30D) <1D (H 30 - 100D)
Tromboza |nova; kozni progrese, recidiva, zadna

nekroza, akutni | susp. trombdza, ne-

sy reakce (UFH) | nekrotizujici kozni

reakce

Tr-penia; |zadny mozny pravdepodobny
jiny duvod

* vySetrovat pri skore > 3

*4-5 stredni, 6-8 vysoka pravdepodobnost




HIT - typ 2 — diagnhostika a lecba
 Kklinicky 4T > 3 + laboratorni prukaz:
— agregace zdravych trombocytu se sérem nebo PPP pacienta

s heparinem
* nizka senzitivita, vysoka specificita = potvrzeni HIT
— ELISA pro komplex heparin-PF4 protilatky
» vysoka senzitivita, nizka specificita = negativita vylucuje HIT
— aktivace trombocytu uvolnénim 14*C-serotoninu
 vysoka senzitivita i specificita
— cytoflowmetrie - IgG/M asociované s trombo
« vysoka senzitivita, nizka specifita
* |éCba:
— zkrizena reaktivita mezi UFH a LMWH
— argatroban (inhibitor lla)
— danaparoid

— fondaparinux (pouze anti-Xa efekt) nelze vyloucit zkriz. reakt.



Terapie trombocytopatii / penii

* trombokoncentrat:
<10 x 10°/
<20 x 10°/1 - rychly pokles, jina rizika
<50 x 10°/1| - operace, krvacejici, AML M3
<80-100x 10°/| - operace CNS, ocni
— KI: TTP, HUS, HIT Il
—zohlednit: -koagulogram (fibrinogen)

- Je-li trombocytopatie
- klin. stav - krvaceni
- rychlost poklesu
* trombopoetin a jeho analoga (kratsi peptidy)




Trombocytoza

Ziskané:
* reaktivne:
— infekty, nadory, zanety, stres
— po splenektomii
— nasledkem krvaceni
— pfri sideropenii
* esencialni trombocytémie;
— klonalni myeloproliferace
« doprovazi i ostatni myeloproliferace:
— CML, myelofibrozu, polycytémii vera
Vrozeneé:
- extremne vzacneé




