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Predmluva profesora Jaroslava Blahose

Vzhledem k tomu, Ze jsem mél tu ¢est napsat pred-
mluvu k 1. i 2. vydani velkolepého dila autorského
kolektivu vedeného p. prof. Zimou, ujal jsem se rad
pfedmluvy také k tomuto tfetimu vydani. Mohl
jsem tak porovnat aktudlni dilo s predchozimi. Treti
vydani nazorné odrazi rychlost vyvoje poznatkil
v laboratorni diagnostice, v jejich racionalnim uplat-
novani a rovnéz zkusenosti renomovanych autort,
ziskané v prubéhu let. Kromé novych poznatka
v »klasickych« metodach obohatili autofi tuto tema-
tiku o nové stati o laboratorni diagnostice napt. v or-
topedii, neurochirurgii, transfuznim lékatstvi a mi-
krobiologii i o navrhy algoritmu ucelného vysetteni.
Dilo se tak rozrostlo do nebyvalé $ife a pokryva ak-
tualnimi laboratornimi moznostmi celou medicinu.

Lékari se dostava do ruky publikace, kterou zce-
la uréité privitd. Ulehéi mu jinak téZkou orientaci
v dne$nich moznostech a v jejich rozumném vybé-

ru pri diagnostice, 1é¢bé, prevenci i pfi posuzovani
progndzy nemoci.

Z vlastni praxe vim, jak nesnadné je nékdy poza-
dovat na laboratoti pravé ta vysetfeni, kterd poskyt-
nou co nejvice potfebnych informaci. Plejada vyset-
feni bez cilenych pozadavki je naro¢na na penize,
¢as i energii. Autofi zdiraznuji proto tcelnou spolu-
praci lékare s laboratofi. Spoluprace pomuze obéma
strandm, ale hlavné pacientovi.

Knihu pouziji zajisté nejen pedagogové na fakul-
tach, ale i 1ékafi pti postgradudlnim a celozivotnim
vzdélavani.

S potésenim gratuluji iniciatorovi dila profesoro-
vi T. Zimovi a jeho spolupracovnikiim. Budou mit
jisté radost, Ze kniha najde své obdivovatele, k nimz
patfim.

prof. MUDr. Jaroslav Blahos, DrSc.
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Predmluva profesora Vaclava Pacesa

Kdyz jsem psal kratké avodni slovo ke druhému
vydani Laboratorni diagnostiky, konstatoval jsem:
»...jsem si jist, ze autori, kdyz listuji védeckymi c¢a-
sopisy, uz s povzdechem uvazuji o tom, kdy bude
tfeba pripravit dal$i vydani se zahrnutim novych
poznatki.« No, a uz je to tady, pravé vychazi aktua-
lizované a rozsifené treti vydani.

Nové citlivé pristroje umoziuji daleko presnéjsi
biochemické analyzy, nez tomu bylo jesté pred dese-
ti lety, kdy vyslo prvni vydani této knihy. A co je di-
lezité, analytické metody se automatizuji a zrychluji,
coz muze znamenat vét$i nadéji na véasnou dia-
gnostiku a lé¢bu. Velky pokrok udélaly naptiklad
diagnostické metody v mikrobiologii. Citlivé a ¢asto
absolutni metody vyuzivajici analyzu DNA stale vice
prostupuji celou diagnostikou. Vysel preklad knihy

Francise Collinse Re¢ Zivota, kde je mimo jiné na-
stinéna i vize budouci diagnostiky, zalozené na
vcasnych predpovédich nastupu chorob, zaloZenych
na znalostech lidského genomu kazdého z nas. A tak
autori tohoto vydani Laboratorni diagnostiky maji
0 praci postarano na léta dopredu.

Osvédceni poradatelé knihy, Tomas Zima a jeho
spolupracovnici Antonin Kazda, Richard Prtisa
a Petr Stern, odvedli opét skvélou préci. A tak u jeji-
ho tfetiho vydani nemohu nez opakovat z tvodniho
slova k vydani druhému: »Laboratorni diagnostika
je zdarila kniha, ktera poslouzi jako u¢ebnice stejné
jako prakticka prirucka. Autortim gratuluji a uziva-
telim preji, aby jim v jejich odpovédné praci poma-
hala.«

prof. RNDr. Vaclav Paces, DrSc.
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Uvod

Neméli bychom prestdvat zkoumat
a na konci vsech badani
se dostaneme na zacdtek
a konecné ho pochopime.

Thomas Stearns Eliot (1888-1965)

V moderni dobé zaznamenavame neustaly a rychly
nartist poznatki ve vSech oborech mediciny. Jednim
ze zakladnich pristupt v diagnostice, 1é¢bé a pre-
venci nemoci jsou laboratorni vysetfeni. »Labora-
torni« vySetteni télnich tekutin bylo provadéno jiz
od starovéku, av$ak k rozvoji laboratorni diagnos-
tiky dochdzi az ve druhé poloviné 20. stoleti. Na-
padnym rysem soucasné doby je skute¢nost, Ze roz-
voj laboratornich diagnostickych metod a ptistup,
predevsim v oblasti molekularni biologie a ¢ipovych
technologii, se nezpomaluje, ale naopak zrychluje.

Pred jedenicti lety vyslo prvni vydani monogra-
fie Laboratorni diagnostika. Podnétem k jejimu na-
psani byla skute¢nost, ze existovalo pouze nékolik
knih zabyvajicich se laboratorni diagnostikou, i kdyz
ji vyuziva kazdodenné skoro kazdy lékat — od prak-
tikd pres ambulantni specialisty az po lékafe v ne-
mocnicich. Byli jsme radi, Ze nase monografie nasla
fadu ¢tenarf, k nimz patfi univerzitni uditelé, 1ékari
a pracovnici v laboratotich. Za nékolik let byla kni-
ha vyprodéna a pred Sesti lety vyslo druhé, aktuali-
zované a rozsirené vydani.

Ve druhém vydéni byly »pouze« dvé nové kapito-
ly: Laboratorni diagnostika v urologii a Cytogeneti-
ka. Rada kapitol byla aktualizovana, objevily se v nich
poznatky o molekularni podstaté chorob z hlediska
mozné diagnostiky i progndézy onemocnéni.

Zéajem o druhé vydani a rychle se rozvijejici po-
znatky v laboratornich diagnostickych postupech,
nové analyty ¢i pristupy nejen v oblasti molekular-
né-biologickych nebo proteomickych technik nds
vedly k pripravé tietiho vydani.

Treti, roz$ifené a aktualizované vydani obsahuje
nové kapitoly - laboratorni diagnostika v ortopedii,
neurochirurgii a transfuznim lékarstvi. Nové je kni-
ha rozsifena o rozsahlou kapitolu laboratorni dia-
gnostiky v mikrobiologii, ktera nebyla fadu let pre-
hledné zpracovana. V tomto vydani monografie
zahrnuje vSechny oblasti laboratorni mediciny a po-

skytuje tak uceleny pohled na sou¢asné moznosti
laboratorni diagnostiky.

Kniha obsahuje kromé novych pristupt a postu-
pu i popis testll a analyta tradi¢né pouzivanych de-
sitky let. Bez nich by nebyla pokryta cela site labora-
tornich vySetfeni a unikala by fada souvislosti.
Pokusili jsme se téz uvadét raciondlni ptistupy a al-
goritmy k diagnostice onemocnéni. Rychly vyvoj
poznatkt v oblasti patofyziologie a patobiochemie
umoznuje tyto klasické parametry neustale hodno-
tit z novych hledisek a v dfive neznamych souvislos-
tech.

Do tretiho vydani jsme se snazili zahrnout nové
udaje, naposledy v 1été letosniho roku.

V dobé¢, kdy se kazdy den objevuji nové poznatky
a informace o podstaté lidskych nemoci, nové poly-
morfismy gend, nové regulace v signalnich kaska-
dach, je obtizné psat knihu o diagnostice. Jsme si
védomi, Ze jsme nemohli obsdhnout vycerpavajicim
zpusobem celou oblast laboratorni diagnostiky.

Chtél bych predevsim podékovat prof. MUDr.
Antoninu Kazdovi, DrSc., doc. RNDr. Petru Ster-
novi, CSc., a prof. MUDr. Richardu Prasovi, CSc.,
a kolegtim z Ustavu lékatské biochemie a laborator-
ni diagnostiky 1. LF UK a VEN za konzultace a po-
moc pri zpracovani monografie.

Muj dik a obdiv patii recenzentovi prof. MUDr.
Jaroslavu Rackovi, DrSc., ktery svymi podnéty a pri-
pominkami monografii obohatil a zkvalitnil.

Jsem velmi zavazan nakladatelstvi Galén za pecli-
vou jazykovou korekturu texttl, za pochopeni a tr-
pélivost pro odbornou terminologii, chemické vzor-
ce, indexy, rovnice a vypolty a téZ celému tymu
nakladatelstvi za prfipravu obrazové dokumentace
a zpracovani monografie.

Je tieba se rovnéz zminit o podpore a pochopeni
od nasich blizkych, jimz nés pfiprava této monogra-
fie vzdalila na dny, tydny ¢i mésice a ktefi se smifili
s tim, Ze jsme se opakované zabyvali textem, opra-
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vovali jej a dopliovali. Podporu a pochopeni jsme
nalezli rovnéz u nasich kolegt a spolupracovnik,
ktefi nam pomahali svymi radami a zku$enostmi.
Snahou moji i celého autorského kolektivu bylo,
aby v knize nachazeli potfebné informace jak nasi
budouci kolegové jiz v dobé pregradualniho studia,
tak i pracovnici laboratornich oborti v dobé post-
gradualniho zvyS$ovani své kvalifikace. Prejeme si,
aby Laboratorni diagnostika patfila mezi knihy,

o kterych vzdy vime, a aby byla prospésna pro lékare
nejruznéjsich obort, ktefi hledaji informace o labo-
ratornim vysetfeni a jeho interpretaci.

Piejeme si, aby tfeti, aktualizované a rozsifené
vydani slouzilo ku prospéchu pti diagnostice a 1é¢bé
nasich pacientd, ale i v preventivni pé¢i ndm vsem.

Tomas Zima
Praha, 31. ¢ervence 2013



Obecny uvod

k laboratornimu vysetreni

Tomas Zima, Kvéta Pelinkova

1.1. Uvod

Laboratorni vy$etfeni nas informuji o probihajicich
procesech v lidském organismu a jejich zménach -
jak fyziologickych, tak patologickych. Nemoc je
vlastné naru$eni rovnovahy, preména fyziologic-
kych déju v patologické, a tyto zmény se bezpro-
sttedné projevi ve zménénych biochemickych reak-
cich organismu. Zmény laboratornich hodnot se
mohou v nékterych ptipadech objevit jesté drive,
nez se nemoc u pacienta projevi; urcité parametry
reflektuji patologické zmény v rozmezi nékolika
minut (napf. myoglobin u akutniho infarktu myo-
kardu).

Obor klinické biochemie a laboratorni diagnos-
tiky se v poslednich letech velmi dynamicky rozviji,
predevsim s rozvojem piistrojové techniky, infor-
macnich technologii a s novymi poznatky v oblasti
molekularni biologie. Podle statistickych udaju ze
Spojenych statd 70-80% lékarskych rozhodnuti
v nemocni¢ni pé¢i zavisi na laboratornich testech,
a to pfi pomérné nizkych nékladech, které ¢ini
3-5% celkovych nakladl na zdravotni péci.

Z pohledu trendu vyvoje jednotlivych soucasti
laboratorni diagnostiky v poslednich péti letech 1ze
pozorovat stagnaci ¢i maly nartst do 5% meziro¢né
v klinické biochemii, hematologii, mikrobiologii,
imunochemickych a statimovych vySetfenich. Né-
rtst 10-15 % je zaznamenan u vySetfovani glukozy,
coz souvisi s celosvétovym nardstem vyskytu dia-
betes mellitus, a také u vysetfeni u ltizka pacienta
(point-of-care testing, POCT). Molekularni biolo-
gie zaznamenava vyznamny kazdoro¢ni nértist (cca
25-30 %), ktery je dan rozvojem technologii ¢ipt
(mikroarray), ale také vyssi dostupnosti a zavadé-
nim téchto technik do bézné praxe (diagnostika he-
patitid, vySetfovani mutaci, napt. leidenského fakto-
ru, atd.).

V laboratorni diagnostice mtizeme oc¢ekavat pre-
ferovani integrovanych laboratornich sluzeb spoje-

nim centralizovanych tzv. core laboratofi se systémy
POCT nebo s vySetfenim u pacienta (near-patient
testing, NPT), které zrychluji diagnostiku nejen
u ltizka nemocného, ale i v domaci pé¢i. Vznika také
efektivni propojeni laboratofi na rtiznych mistech
s vytvarenim interdisciplinarnich tyma (biochemik,
hematolog, imunolog, mikrobiolog, toxikolog, bio-
log). Nové poznatky molekuldrni biologie se pre-
souvaji z vyzkumné roviny do bézného pouzivani.
Zakladni trendy v laboratofich lze shrnout
do nékolika bodii:
¢ laboratorni automatizace a robotika;
konsolidace laboratoft;
akreditace laboratori;
informacni systémy;
molekuldrnébiologicka diagnostika (¢ipy, proteo-
mika);
* POCT;
® zobrazovaci analyzy.
Ve svété existuji tfi zakladni modely pristupt k au-
tomatizaci a konsolidaci laboratofi (obr. 1.1.). Tyto
sméry jsou reprezentovany Japonskem, USA a ze-
mémi Evropské unie. V Japonsku bylo dosazeno vy-
sokého stupné uplné automatizace laboratornich
¢innosti od faze preanalytické pres analytickou az
po fazi postanalytickou s ¢aste¢nou konsolidaci
obortl. Ve Spojenych statech existuje obor »clinical
pathology«, ktery kromé patologie a cytologie zahr-
nuje klasické obory laboratorni diagnostiky — bio-
chemii, hematologii, mikrobiologii, toxikologii. Je
zde preferovan vysoky stupen konsolidace laboratoii
s tzv. modularni automatizaci. Moduldrni automa-
tizace znamenda propojeni jednotlivych vysoce vy-
konnych analytickych systéma. V zemich Evropské
unie se davd prednost vysokému stupni modularni
automatizace véetné preanalytického zpracovani
vzorku. Konsolidace laboratornich obort se v jed-
notlivych zemich Unie lisi.
Laboratotf ma byt organizovana tak, aby uspoko-
jovala potteby »zdkaznikli« — pacientt a 1ékard, kte-



Laboratorni diagnostika

INTEGRACE

tfidéni vzork(

sérum,
plazma, mo¢ aj.

odstfedovani

rozdélovani

tridéni

plazma

krev

odstredo-
vani

Klinicka
chemie

elektrolyty

infekeni
nemoci

nadorové
markery

hormony/
ostatni

jiné tech-
nologie

koagulace

hemato-
logie

KONSOLIDACE

| skladovani, odpad, likvidace

v

Obr. 1.1. Laboratorni integrace a konsolidace

i od ni vyzaduji komplexnost sluzeb, vysokou kva-
litu provadénych vySetfeni, moznost konzultaci
a samoziejmé predevsim vc¢asné a rychlé dodani
vysledkd. Rozvoj $pickovych laboratornédiagnos-
tickych technologii a jejich ekonomické dostupnost
jsou nutnym predpokladem pro urychleni diagnos-
tického a nasledné lé¢ebného procesu, ktery tak
muize byt kvalitnéjsi, cileny, a tim také efektivnéjsi.

Laboratorni vySetfeni miZeme rozdélit na:
¢ zikladni;
® specialni;
® vysoce specializovana.
Toto déleni vychazi z potfebnosti, ale také dostup-
nosti a rychlosti vysetfeni. Zakladni vy$etfeni musi
byt rychle dostupna a v lazkovych zafizenich do-
stupna nepretrzité. Vysoce specializovana vysetfeni
se naopak maji provadét centralizované v laborato-
fich, napt. v jedné nebo nékolika malo v republice,
které tyto metody, vétsinou i ekonomicky nakladné,
provadéji analyticky spravné, ale predev$im maji
zku$enosti s interpretaci nélezti a ptipadnou indika-
ci doplnujicich vySetteni.

Z hlediska pozadavki na rychlost provedeni
vysetfeni délime na:
® rutinni;
® statimova;
e vitalnf indikace.
Vysetfeni oznadené jako vitalni indikace je ordino-
vano v situaci spojené s ohroZenim Zivota, kdy vy-
sledek ma vliv na preziti pacienta. Musi byt prove-
deno bez odkladu (vysledek dostupny do 30, popt.
15 minut od dodani vzorku do laboratore). Stati-
mové vySetfeni je ordinovano v situaci, kdy vysle-

dek vysetfeni mtize zasadnim zptisobem ovlivnit
rozhodovani o dalsi péci o pacienta. Vysetfeni se
provadéji prednostné a maji byt dostupna do 60,
popt. 30 minut od dodani vzorku do laboratore.
V modernich konsolidovanych laboratornich cel-
cich se pomalu stira rozdil mezi rutinnim a statimo-
vym vyS$etfenim. Z hlediska rychlé dostupnosti vy-
sledk je nékdy vhodné provadét zakladni vySetfeni
na misté, tzv. POCT. Nejcastéji se jedna o stanoveni
glukoézy, kardialnich markert, parametrt acidoba-
zické rovnovahy a iontli, hemokoagulace a dal$ich
analytii.

1.2. Obecné charakteristiky metody

Stanoveni pozadovaného analytu mtize byt prova-
déno celou fadou metod, tj. analytickych postupd,
které ovSéem mohou mit riznou vypovédni hodno-
tu. S rozvojem fady technologii v poslednich deseti-
letich se spravnost a spolehlivost analytickych po-
stupt vyrazné zvysily.

Metody musime vzdy posuzovat z pohledu ana-
lytické spolehlivosti. Ta zavisi na ptistrojovém vy-
baveni, na pouzivani validovanych, dokumento-
vanych postupll méfeni a vhodnych kalibra¢nich
a kontrolnich materialt, na sledovani analytické
kvality metody; neméné vyznamnou roli zde hraje
i zku$enost a kvalifikace personalu laboratotre. Kli-
¢ovou vlastnosti dobrych laboratornich vysledk je
néavaznost, tedy porovnatelnost vysledkt bez ohledu
na to, kde vznikly.
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B Nejcastéji vyhodnocované vykonnostni
parametry analytické metody/postupu méeni

Preciznost méfeni je tésnost shody mezi namére-
nymi hodnotami veli¢iny ziskanymi opakovanym
méfenim na stejném objektu nebo na podobnych
objektech za specifikovanych podminek.

Pro hodnoceni metod v laboratorni praxi se zpra-
vidla pouziva jako opakovatelnost (podminka
opakovatelnosti zahrnuje stejny postup méfeni, stej-
ny obsluzny personal, stejny méfici systém, stejné
pracovni podminky a stejné misto; méfeni je prove-
deno v kratkém casovém intervalu) a jako mezi-
lehla preciznost (podminka mezilehlé preciznosti
zahrnuje stejny postup méfeni, riizny obsluzny per-
sondl, stejny mérici systém - alternativné rizné mé-
Fici systémy, stejné misto; méfeni je provedeno
v roz$ifeném casovém useku). Vy$e uvedené para-
metry se obvykle stanovuji v jedné laboratofi a slou-
zi ke kvantifikaci nadhodné chyby méfeni.

Vychyleni (bias) je hodnota odhadu systematic-
ké chyby méfeni. Nejcastéji se uréuje na zakladé
analyzy referen¢niho materidlu jako rozdil mezi
sttedni hodnotou namérenych hodnot a ptijatou re-
feren¢ni hodnotou. Vychyleni mtize byt vyjadfeno
jako analytickd vytéznost R (podil nalezené hod-
noty a referen¢ni hodnoty). Referen¢ni hodnotu zis-
kame bud z hodnoty certifikovaného referen¢niho
materilu, nebo z pridavku (spike) stanovovaného
analytu do matrice. Stanoveni vychyleni ve vztahu
k vhodné referen¢ni hodnoté je vyznamné pro do-
sazeni navaznosti.

Navaznost je vlastnost vysledku méfeni, pomoci
niz miize byt vysledek vztazen ke stanovené referen-
ci pres dokumentovany nepreruseny retézec kalib-
raci. Navaznosti se dosahuje porovnatelnosti vy-
sledkti nezavisle na ¢ase a misté vzniku.

Pracovni rozsah méfeni je interval, v némz lze
bezpeéné ocekavat, Ze plati vyrobcem, popt. labora-
tofi deklarované hodnoty preciznosti a vychyleni
analytické metody.

Robustnost je schopnost metody poskytovat pti-
jatelné vysledky méfeni i v ptipadé, Ze dojde k ma-
lym zménam parametrt charakterizujicich analy-
ticky postup. Udava spolehlivost metody pfi bézném
pouzivani. Experimentalné se vyhodnocuje imysl-
nym zana$enim malych zmén oproti standardnimu
operacnimu postupu.

Selektivita (interference) je schopnost metody
rozliSovat mezi analytem, ktery ma byt stanoven,
a ostatnimi slozkami vzorku. Studie selektivity zkou-
maji vliv pravdépodobnych interferentti obvykle je-
jich pridavanim ke vzorku a zjistovanim odezvy.
Zékladnimi testovanymi interferenty v ptipadé
séra/plazmy jsou hemoglobin, bilirubin a triacylgly-
ceroly.

Nejistota méfeni je parametr pridruzeny k vy-
sledku, charakterizujici rozptyleni hodnot, jez jsou
na zadkladé dostupnych informaci pfifazovany
méfené veli¢iné. Vysledek méfeni analytu uréitou
metodou je v laboratorni mediciné, stejné jako vy-
sledek kazdého meéficiho procesu, jen odhadem
skute¢né koncentrace (obsahu, mnozstvi). Tento vy-
sledek méfeni tedy nemtize predstavovat vlastni
exaktni hodnotu bez znalosti pfidruzeného udaje,
kterym je nejistota vysledku. Nejistota demonstruje
metrologickou kvalitu vysledkii méfeni, zlepsuje
porozuméni analytickému procesu a umoziuje po-
rovnavat vysledky méfeni. Bez znalosti nejistoty
neni mozné odhadnout stupen spolehlivosti vysled-
ku pti jeho pouziti v klinické praxi.

Slozky nejistoty méreni lze ziskat zpiisobem
A (statistickou analyzou naméfenych hodnot), nebo
zpusobem B (data z certifikdtd referen¢nich mate-
riald, informace z kalibra¢nich listd, data uvadéna
vyrobcem pristroje, z udaji v odborné literatute
apod.). Obecné se nejistota vysledku mérfeni skla-
da z nékolika dil¢ich slozek, z nichz ¢ast byla vy-
hodnocena zplisobem A, jina ¢ast zptusobem B.
Ur¢itym navodem jsou doporuéeni odbornych spo-
le¢nosti.

B Nejcastéji uZivané pojmy

Standardni nejistota u,,, — nejistota hodnoty veli-
¢iny x vyjadrena jako smérodatna odchylka. Infor-
mace znamé o jednotlivych slozkach nejistoty mére-
nijsou prevedeny do kvantitativni formy - dohodnot
smérodatnych odchylek.

Kombinovana standardni nejistota

a zakon propagace nejistot

Podle nasledujiciho obecného pravidla je provede-
no slouceni dil¢ich standardnich nejistot a vypocet
kombinované standardni nejistoty u.:

2
n

w=w+ui+...+u
kde u, az u, jsou odhady dil¢ich standardnich nejis-
tot méfeni.

V ptipadé zavislosti jednotlivych proménnych jsou

vvvvv

Kombinovana rozsifena nejistota U,

Urcuje interval, ve kterém se s danou pravdépodob-
nosti da predpoklddat skute¢na hodnota mérené
veli¢iny. Rozsifeni se provadi s pouzitim jednodu-
chého vztahu:

U.=k-u

c (%
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ve kterém k je koeficient rozsifeni. Ve vétsiné pti-
padu se hodnota k voli rovna 2 (odpovida priblizné
95 % intervalu spolehlivosti pro normalni rozdéleni).

Obecné prfi vyhodnocovani nejistoty méfeni je
pottebné vychdzet z doporuceni odbornych spolec-
nosti, vzit v avahu vliv nejistoty na vysledek méfeni.
V ur¢itych pripadech posta¢i uvadét pouze mezi-
lehlou preciznost nebo opakovatelnost formou smé-
rodatné odchylky. Uvadét nejistoty méfeni jako
soucast vysledku vySetfeni neni z déivodu prehled-
nosti obvyklé, ale maji byt pro klienty laboratore
lehce dostupné.

Analyticka spolehlivost je predpokladem pro va-
liditu analytické metody, tzn. pro jeji vypovidaci
hodnotu. Pro rozhodovani v mediciné ma zasadni
vyznam hranice, od které miizeme povazovat pri-
znak — zménu koncentrace analytu - za pozitivni
nalez. U vétsiny analytti dochazi k ¢aste¢nému pre-
kryti zdravych a nemocnych, ¢imz vznikd skupina
zdravych s pozitivnim testem (fale$né pozitivnich)
anemocnych s pozitivnim testem (skute¢né pozitiv-
nich) a také oblast hodnot skute¢né a falesné negati-
vity. Dvé nejzakladnéjsi charakteristiky jsou speci-
ficita testu a senzitivita (citlivost) testu.

Specificita testu je pravdépodobnost, Ze negativ-
ni test vyjadfuje opravdu negativni diagnézu, tedy
schopnost testu vybrat pfipady, u nichz zkoumany
znak (nemoc) nenastava.

Vypocet:

Sp = skute¢né negativni
skute¢né negativni + fale$né pozitivni

Idedlni by byla hodnota 1,0, avSak Zadny test nema
stoprocentni specificitu. Hodnoty nad 0,95 jsou vel-
mi dobré a nad 0,7 jsou jesté pouzitelné. Metody
vysoce specifické s nizkou falesnou pozitivitou jsou
vyuzivany pro kone¢nou diagnézu casto v kombi-
naci rtznych testi. Vy$$i specificita je potfebnd
u zavaznych chorob, protoze fale$né pozitivni nale-
zy mohou pacienta poskodit.

Senzitivita testu (citlivost) je pravdépodobnost,
ze pozitivni test skute¢né vyjadfuje pozitivni dia-
gnozu, tedy schopnost testu zachytit pritomnost sle-
dovaného znaku (nemoci).

Vypocet:

SEN = skute¢né pozitivni
skute¢né pozitivni + fale$né negativni

Cim vy$3i je diagnostické citlivost, tim nizsi je
diagnosticka specificita testu, a obrdcené. Metody
s nizkou fale$nou negativitou jsou vysoce senzitivni
a slouzi dobte pro zachyt. Nejvétsi senzitivita je Za-
douci tam, kde jde o vaznou lé¢itelnou nemoc, jejiz
diagnostika by neméla selhat. Fale$né pozitivni nd-
lezy mohou vést ke skodam souvisejicim s vylouce-
nim nemoci.

Efektivita testu (Gc¢innost) vyjadiuje podil sprav-
né uréenych osob ke v§em vysetfenym.
Vypocet:

skute¢né pozitivni + skute¢né negativni
skute¢né negativni + skute¢né pozitivni +
+ fale$né negativni + fale$né pozitivni

ODbé veli¢iny (specificita, senzitivita) se mohou
vynést do diagramu (kfivky ROC - receiver opera-
ting characteristic) a tak prehledné vyhodnotit vy-
povidaci schopnost diagnostického testu.

1.3. Referencni hodnoty

Soucasné zdravotnictvi chdpe normélnost jako
zdravi a diagnosticky problém rozliSeni stavu zdravi
a nemoci je u kvantitativnich znakt fesen pomoci
normélntho rozmezi intervalu hodnot. Tento ter-
min je nahrazovdn pojmem referen¢ni hodnoty,
protoze je velmi obtizné definovat termin »normal-
ni«. Referen¢ni rozmezi v klinické biochemii jsou
nejcastéji stanovena jako interval, ve kterém lezi
95 % vysledki referen¢ni populace (2,5-97,5% per-
centil). Stanoveni referen¢ntho intervalu tedy spo¢i-
va predev$im ve vhodné volbé referen¢ni skupiny,
vhodném analytickém postupu a statistickém zpra-
covani primarnich udaji. Kazd4 laboratot by si méla
provéfit, zda referen¢ni meze prevzaté z literatury
plati i pro vySetfovanou populaci pacientd, poprt.
stanovit vlastni referenéni rozmezi. V nékterych
pripadech mohou byt takto stanovené hodnoty za-
vadéjici (napf. v pripadé krevnich lipidit). Pouzivaji
se optimalni hodnoty (optimélni pro prevenci a 1é¢-
bu), vydané na zakladé konsenzu odbornych spole¢-
nosti a publikované vétsinou ve formé »guidelines«.

Referen¢ni rozmezi zavisi na véku, pohlavi a také
na pouzité analytické metodé.

1.4. Laboratorni vysetieni

Laboratorni vy$etfeni rozdélujeme na tfi faze:

® preanalytickou (mimolaboratorni a laboratorni);
® analytickou;

® postanalytickou.

Preanalyticka faze se vyznamné podili na sprav-
nosti laboratorniho vysetfeni — az 60 % chyb pfi la-
boratornim vysetfeni vznika pravé v této fazi. Za-
hrnuje veskeré procesy pred vlastnim analytickym
stanovenim, tj. pripravu pacienta pred odbérem,
vlastni odbér biologického materialu, jeho uchovani
a transport z mista odbéru do laboratore, ptipravu
vzorku pred analyzou. Laboratof ma mit zpracova-
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na pravidla pro odmitnuti vzorki z divodu nedodr-
zeni podminek preanalytické faze, popf. nejedno-
znac¢né identifikace vzorkd.

Vlastni analyticka faze probiha v souladu s po-
stupy spravné laboratorni praxe. Jako nejpodstat-
néjsi je tieba uvést nutnost zavedeni systému interni
kontroly kvality, pouzivani validovanych/verifiko-
vanych vyS$etfovacich postuptl a zapojeni laboratore
do systému externiho hodnoceni kvality. Tyto systé-
my vyraznou mérou eliminuji chyby analytického
procesu.

Posledni ¢ast — postanalyticka faze - ma inter-
disciplinarni charakter spoluprace mezi laboratofi
a indikujicim lékatem. Jedna se o interpretaci vy-
sledku ve vztahu k fyziologickym hodnotam, k vy-
sledkiim dal$ich vySetfeni laboratorniho komple-
mentu a ke klinickému obrazu pacienta (anamnéze,
objektivnimu nélezu apod.). Vysledky je tfeba davat
do vztahu k referenénim hodnotam, k souboru pro-
vedenych vySetfeni, popt. sledovat dynamiku zmén
analytu v ¢asovém useku.

1.5. Preanalyticka cast
laboratorniho vysetreni

Rada faktor preanalytické faze mize vyznamnym
zpusobem ovlivnit vysledek vysetfeni, a proto je
snahou tyto faktory eliminovat, pokud je to mozné,
nebo je spravné interpretovat ve vztahu k vysledku
laboratorni analyzy.

Preanalyticky proces za¢ina indikaci pozadova-
ného vySetfeni a pfipravou pacienta k odbéru.
Faktory ovliviiujici preanalytickou fazi:
biologické vlivy:

- ovlivnitelné;

- neovlivnitelné;
odbér materialu;
transport materialu;
skladovani materialu.

1.5.1. Biologické vlivy

Biologické faktory rozdélujeme na:

® neovlivnitelné (rasa, pohlavi, vék, gravidita, bio-
logické rytmy);

® ovlivnitelné (hmotnost organismu, Zivotni styl,
stravovaci navyky, koufeni, alkohol, 1éky a drogy,
fyzicka zatéz a télesna aktivita, zevni prostredi,
mechanické trauma a stres).

Biologické faktory neovlivnitelné
Rasa - nékdy je obtizné rozpoznat vliv rasy, socio-
ekonomickych a geografickych rozdilt na koncent-
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Obr. 1.2. Vliv rasy na vybrané analyty

race analyttl. Rizné rasy maji odli$né nékteré meta-
bolické cesty — odlisnou enzymatickou aktivitu, ale
také mnozstvi svalové hmoty (napt. ¢ernosi maji az
dvojndsobnou aktivitu CK, Asiaté vy$si aktivitu
slinné amylazy apod.) (obr. 1.2.).

Pohlavi - pred pubertou jsou rozdily hodnot
mezi divkami a chlapci minimélni. Rozdily v hod-
notach analytt nespocivaji jen v aktivité pohlavnich
hormont, ale jsou popisovany i rozdily v koncent-
raci (aktivité) ALT, AST, ALP, CK, kyseliny mocové,
mocoviny, hemoglobinu, ferritinu, Zeleza; vSeobec-
né jsou u rady analytti normalni hodnoty o néco
vy$$i u muzt (obr. 1.3.).

Vék - hraje vyznamnou tlohu pti spravné inter-
pretaci nélezu. Rada biochemickych systémt nebo
déju je spojena s urcitou fazi vyvoje organismu. Zde
uvadime jen nékteré z nich. Koncentrace IgM a IgA
linearné stoupd od narozeni v souvislosti s jejich
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Obr. 1.3. Rozdily vybranych analytG podle pohlavi (hodnota
1,0 — zeny)
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syntézou v organismu novorozence. Koncentrace
IgG ma odlisnou kinetiku: nejprve dochézi k pokle-
su (v dusledku rozpadu matetského IgG) a nasledné
k vzestupu (nastartovana syntéza IgG novorozen-
cem). Po porodu se zvy$uje koncentrace bilirubinu
dand rozpadem erytrocytii s naslednou normalizaci
v pribéhu nékolika tydnd, také koncentrace kyseli-
ny mocové stoupa vyrazné nékolik dni po porodu
a béhem tydne klesa k fyziologickym hodnotdm.
Aktivita ALP je vysoka v détstvi a dosahuje maxima
v obdobi 10-16 let véku, pak prudce klesa. Vysoké
hodnoty v puberté jsou dany predevsim vyvojem
skeletu, obdobné hodnoty napt. ve véku 40 nebo
50 let by znamenaly patologicky nalez. Dal$im ana-
lytem je ferritin, ktery je niz$i u Zen ve fertilnim
véku; postupné se zvySuje a miize dosdhnout az
hodnot muzské populace (tyto zmény jsou dany fy-
ziologickymi ztratami Zeleza u fertilnich Zen).

Vyse uvedené faktory by mély byt zohlednény
v rozmezi referen¢nich hodnot.

Gravidita - téhotenstvi znamena vyraznou zmé-
nu biochemickych déji.. Zmény analyttt mohou byt
dany fadou mechanismu, napt. indukci (ALP), zvy-
$enim plazmatickych transportnich proteind, pro-
teintt akutni faze, hormont v plazmé (thyroxin,
ceruloplazmin), hemodiluci (celkova bilkovina, al-
bumin), zvySenim télesného objemu (kreatininova
clearance), relativnim deficitem (Zelezo, ferritin).

Tab. 1.1. Cirkadianni rozdily vybranych analytG

Biologické rytmy - analyty v lidském organis-
mu podléhaji chronobiologickym faktortim jak li-
nearnim (vék), tak cyklickym, z nichZ nejvice pro-
studovany jsou denni (cirkadianni) a biologické
(napf. menstrua¢ni cyklus - zména koncentrace
hormont, ale téZ cholesterolu a Zeleza).

Cirkadiannim zménam nepodléhaji jen hormo-
ny, ale také bézné analyty, jako je Zelezo (zména az
50 %), draselné ionty, urea, kreatinin a rada dalsich.
Nejznaméjsi je denni cyklus kortizolu s maximem
v rannich hodindch a s ve¢ernim minimem s moz-
nou odchylkou az 250 %, ale i jiné analyty maji den-
ni odchylky v radu desitek procent (AST, ALT, LD,
ALP, testosteron, T, prolaktin) (tab. 1.1.).

O cyklech sezonnich je v soucasné dobé malo
udajt, jsou znamy udaje pouze o nékterych zmé-
nach - napt. AST a ALT, triacylglyceroly, vitamin D
maji v prabéhu ro¢nich obdobi maxima a minima
s vychylkou vice nez 5 %.

Do této skupiny radime také intraindividualni
variabilitu, necyklickou, nepredikovatelnou variaci,
kterou lze minimalizovat pomoci opakovanych od-
béri.. Dostupné jsou databaze s daji intraindivi-
dudlni variability pro jednotlivé analyty.

Biologické faktory ovlivnitelné

Hmotnost organismu - muZe ovlivnit koncentra-
ce analytd zménou distribu¢nich objemu. S obezi-
tou pozitivné koreluje koncentrace cholesterolu
(LDL), triacylglycerold, kyseliny mocové, kortizolu
a inzulinu.

Zivotni styl — tento faktor je nejvice proménny
a miize vést k mylné interpretaci nalezu pti $patné
provedené anamnéze. Nejznaméjsim faktorem je
strava a jeji sloZeni, dale pohybova aktivita, abuzus
alkoholu, 1ékd a kouteni.

Stravovaci navyky - ovliviiuji riznymi mecha-
nismy vySetfované analyty. Vyplavuji se hormony
a enzymy pred pfijmem stravy a béhem jidla, nékte-
ré analyty se presouvaji do jinych kompartmentt
(pokles draselnych ionti a fosfatii vlivem vyplaveni
inzulinu, pokles chloridovych iontit). Poziti potravy
se projevi nejvice na koncentraci glukozy, Zeleza, li-
pidt, ALP. Jidlo bohaté na proteiny zvysi fosfaty,
mocovinu a kyselinu moéovou (tab. 1.2.).

Ctyfi dny po zméné standardni diety na vyso-
ce proteinovou se zdvojnasobi koncentrace urey

Tab. 1.2. Zvyseni sérové koncentrace po poziti standardniho
jidla (za 2 hodiny)

Analyty Maximum | Minimum | Amplituda (%)
ACTH 6-10 0-4 150-200
kortizol (S, U) 5-8 21-3 180-200
testosteron 2-4 20-24 30-50
TSH 20-2 7-13 5-15

T, 8-12 23-3 10-20
somatotropin 21-23" 1-21 300-400
prolaktin 5-7 10-12 80-100
aldosteron 2-4 12-14 60-80
renin 0-6 10-12 120-140
adrenalin (S) 9-12 2-5 30-50
noradrenalin (S,U) | 9-12 2-5 50-120
hemoglobin 6-18 22-24 8-15
eozinofily 4-6 2-4 50-70
zelezo (S) 14-18 2-4 50-70
draslik (S) 14-16 23-1 5-10
fosfat (S) 2-4 8-12 30-40
sodik (U) 4-6 12-16 60-80
fosfat (U) 18-24 4-8 60-80
objem (U) 2-6 12-16 60-80
teplota 18-20 5-7 0,8-1,0°C

" zac4tek faze spanku

Do 5% | kyselina mocova, albumin, vapnik, mocovina,

sodik, cholesterol
ALT, draslik
bilirubin, anorganicky fosfat, glukéza, AST

Do 10 %
Do 20 %
Do 50 %

triacylglyceroly
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a zvysi se cholesterol a fosfaty. Dieta bohata na tuky
snizi podil dusikatych latek, napt. kyseliny moco-
vé. Strava bohatd na sacharidy zvy$i ALP a LD, snizi
triacylglyceroly, cholesterol a celkovou bilkovinu,
avSak zména aktivity AST zavisi na typu sacharidu.

U vegetarianti je LDL- a VLDL-cholesterol velmi
nizky, v¢etné celkového cholesterolu a triacylglyce-
rold. Jsou jen malé rozdily v koncentraci bilkovin
a enzymu, mize dochdzet k poklesu albuminu a urey,
nékterych stopovych prvk, bilirubin byva zvyseny
a pH modi je vyrazné alkalické.

Nékteré potraviny a napoje mohou ovlivnit speci-
fické metabolické cesty. Prikladem mize byt kofein
se stimulaci katecholaminti a zvy$enim koncentrace
glukdzy — dva $alky kavy zvysuji koncentraci vol-
nych mastnych kyselin.

Koureni — ovliviiuje koncentraci rady analytt
predevsim ptlisobenim nikotinu na metabolismus
glukdzy, zvysuje koncentraci cholesterolu a triacyl-
glyceroltl, zvy$uje kortizol, olovo, kadmium, karbo-
nylhemoglobin a také CEA (karcinoembryonalni
antigen), naopak snizuje koncentraci imunoglobuli-
nu a vitamin® B,, a C (tab. 1.3.).

Alkohol - konzumace alkoholu méni biochemic-
ké analyty odlisné podle toho, zda se jedna o akutni,
nebo chronicky abuzus. Jednorazové poziti alkoho-
lu v mirné a sttedni davce ovliviiuje biologické testy
minimalné. Pfi akutnim abuzu se zvysuji triacylgly-
ceroly, aldosteron a klesa prolaktin, antidiureticky
hormon, kortizol. Pfi chronickém abuzu se zvysu-
je ALT, AST, GGT, kortizol, adrenalin a estradiol.
Dlouhodoby abtzus vede k hypoglykémii a ketoaci-
dodze, stoupd laktat a koncentrace kyseliny mocové.
Je znam ucinek mirnych davek alkoholu na zvyseni
HDL-cholesterolu, ten je v§ak prechodny.

Léky a drogy - jejich vliv na laboratorni testy ne-
lze zobecnit. Poddvané 1éky maji vliv na biologické
procesy in vivo (indukce nebo inhibice enzymd,
zvy$eni transportnich proteint, cytotoxicita), ale vy-
volavaji téz fyzikalné-chemické interference in vitro
(zktizena reaktivita pfi imunochemickych stanove-
nich). Je tfeba upozornit laboratof, popt. s ni konzul-
tovat nejasny nalez, ktery muze souviset s medikaci
pacienta. Pfibalovd informace, souhrn informaci
o ptipravku a dalsi materidly uvadéji mozné zmény
laboratornich testt, které prislu$nd u¢inna latka
miize vyvolat nebo se kterymi mtize interferovat.

Tab. 1.3. Zmény sloZeni séra kuraku

Pokles

do40% Lp(a), ACE

do20% prolaktin

do10% selen, HDL-cholesterol

Vzestup

do15% fibrinogen, méd’

do30% kadmium, olovo, monocyty, lymfocyty
do60% CEA

Fyzicka zatéz a télesna aktivita — ovliviiuji zmé-
nu slozeni télnich tekutin v zavislosti na délce a in-
tenzité cviceni. Akutni silova a vylerpavajici zatéz
zvy$uje podil anaerobniho metabolismu, pfi akut-
nich zméndach se analyty redistribuuji mezi kom-
partmenty a nastupuje stresova poplachova reakce.
Stfedni zatéz zvysuje stresovou reakci organismu
s naslednym zvysenim koncentrace glukézy a sti-
mulaci sekrece inzulinu, zvysuje se také aktivita en-
zymu souvisejicich s ¢innosti svali, jako jsou AST,
CK, LD, ale i bilirubin. Namahavé cvi¢eni vede
k hypoglykémii a az desetindsobné mize stoupnout
laktat. Naro¢né cviceni také zvy$uje reninovou akti-
vitu a stimuluje sekreci kortizolu s naru$enim jeho
diurnalniho cyklu. Cholesterol a triacylglyceroly
byvaji snizené.

Zevni prostfedi - nemalou mérou ovliviiuje
koncentrace analytd. Jednd se o nadmotskou vysku,
teplotu prostredi, ale také geografickou lokalizaci -
venkov, mésto. Tyto faktory se uplatnuji predevsim
u cizinct nebo osob dlouhodobé ptisobicich v za-
hrani¢i. Cestovani pres ¢asova pasma se projevuje
zménou nékterych analytt — nejéastéji dochazi k re-
tenci sodiku a tekutin, k normalu se vraceji za dva
dny po navratu.

Mechanické trauma, stres — svalové trauma i in-
tramuskuldrni injekce mohou zvysit aktivitu ALT,
AST, CK a koncentraci myoglobinu. Tlak délohy
ve vysokém stupni gravidity zvy$uje aktivitu ALT.
Pti maratonském béhu, ale také pri chlopennich na-
hradach jsou mechanicky poskozovany erytrocyty
s naslednou hemolyzou. Po digitdlnim vySetfeni
prostaty se zvys$uji hodnoty PSA. Stres zvysuje adre-
nalin, kortikotropin, katecholaminy, glukagon, so-
matotropin, renin, aldosteron, kortizol, prolaktin
a dalsi.

1.5.2. Odbér biologického materialu
Nejcastéjsi chyby preanalytické faze se tykaji odbéru
biologického materilu a jeho oznaceni. K obecnym
zasadam pri odbéru materialu patii predevsim pres-
néd a jednozna¢na identifikace biologického mate-
ridlu. Je nezbytné dostate¢né oznacit vzorek (¢aro-
vym koédem, $titkem apod.), aby nemohlo pfi jeho
transportu a zpracovani dojit k zaméné. Pfi odbéru
materialu musime mit na mysli zptisob odbéru po-
dle typu biologického materidlu, mit spravny odbé-
rovy material (vhodnd stabiliza¢ni nebo protisrazli-
va Cinidla), postupovat odpovidajici technikou
odbéru a v neposledni fadé pacienta spravné poucit
a pripravit. V jedné laboratofi nebo v jednom zdra-
votnickém zatizeni je vhodné z hlediska spravné la-
boratorni praxe unifikovat odbérové materialy vcet-
né techniky odbéru.
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Vlastni odbér muze byt vyznamné ovlivnén do-
bou odbéru (cirkadianni rytmy, la¢néni), polohou
pacienta pfi odbéru, typem odbérovych zkumavek
a technikou odbéru.

W O0dbér krve

Odebira se krev venoézni, arterialni nebo kapilarni.
Pro laboratorni diagnostiku se nejcastéji pouziva
vendzni krev ziskand venepunkci, u malych déti
a nedonosencti se odebira kapilarni krev. Punkce
arterii se doporucuje pro vysetfeni krevnich plyni.

Pouceni pacienta hraje kli¢ovou roli v celém pro-
cesu laboratorniho vysetfeni a je nezbytné pro
spravnost vySetfeni. Odbér nala¢no pro vétsinu
laické populace znamena nesnidat, ale odbérem na-
la¢no se rozumi, ze pacient ptiblizné 10-12 hodin
nejedl, byl v relativnim klidu a odbér byl proveden
v rannich hodinach. Nedodrzenim la¢néni vznikaji
zkreslené nalezy v parametrech sacharidového a li-
pidového metabolismu. Pro nékterd specialni vyset-
feni nebo funkéni testy jsou predepsana opatfeni
dietni (napt. vySetreni kyseliny vanilmandlové, hyd-
roxyindoloctové) nebo rezimovéa (PSA mtize byt po-
zitivni po jizdé na kole apod.).

Venepunkce se provadi u pacienta, ktery je v kli-
du a nala¢no, paze je natazena. Nema byt pouziva-
na paze, na které jsou vyrazné jizvy, hematom, paze
se zavedenou infuzi nebo u Zen paze na strané po
provedené mastektomii. K odbéru se pouziva kubi-
talni Zila ve fossa antebrachii nebo zily v loketnim
ohbi. Zily na hibetu ruky je mozné vyuzit, oviem je
treba si uvédomit rizika u diabetikd a osob s horsi
cirkulaci.

zvyseni (%)
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Obr. 1.4. Zvyseni plazmatické koncentrace vybranych para-
metrd pfi zméné polohy vleZe do stoje

Poloha pacienta pii odbéru je velmi vyznamna
amuize ovlivnit koncentraci rady latek (napft. pfi po-
loze vstoje je koncentrace vysokomolekularnich la-
tek — bilkovin - asi 0 10 % vyssi). Nékteré hormony
(napt. aldosteron, renin, adrenalin) maji az o 50 %
vy$$i koncentraci, jestlize pacient stoji. Zména po-
lohy z lehu do stoje znamena asi 10% redukci krev-
niho volumu se vzestupem koncentrace proteind.
Alterace krevniho volumu je tplna asi za 30 min
z polohy vstoje do lehu a asi za 10 minut pfi zméné
z lehu do stoje (obr. 1.4.). Zmény jsou vyraznéjsi
u hypertonikt a pacientt s nizsi koncentraci protei-
nu a u star$ich osob. Hospitalizace a imobilizace
vede k retenci tekutin s poklesem albuminu a bilko-
viny.

Po dezinfekci mista vpichu se priklada turniket,
jehoz pouziti nema byt del$i nez 1 minuta, a pacient
nema pazi »pumpovat« (tab. 1.4.). Vydezinfikovanou
kazi je pred odbérem nezbytné nutné dokonale osu-
$it. Pri del$im zagkrceni koncetiny (asi 5 min) a vy-
raznéj$im cviceni dochazi az k 10% zmén¢ aktivity
nebo koncentrace rady analyt (ALT, CK, bilirubin,
LD, albumin, cholesterol, AST, vapnik, kreatinin,
glukéza a dalsi). Tato zména je ddna nejéastéji pre-
stupem nizkomolekularnich latek z intravaskularni-
ho prostoru do intersticia v dtisledku zvyseni filtra¢-
niho tlaku pres kapilarni sténu a metabolickymi
zménami v misté zaskrceni (anaerobni metabolis-
mus).

Odbér krve u déti je popsan v kap. 37.

V soucasné dobé se ve vét$iné pripadi pouzivaji
uzavrené vakuové odbérové systémy, které chrani
pacienta (neni mozné je opakované pouzit), a zdra-
votnicky personal provadéjici odbér neni v Zadném
kontaktu s krvi pacienta.

V pripadé odbéru z katétru je nutné nejprve od-
sat krev, ktera v katétru stagnuje nebo je promiSena
s antikoagula¢nim ¢inidlem, a pak teprve odebirat
krev na laboratorni vysetfeni. Jedinym bezpe¢nym
zpusobem je v§ak odbér zilni krve z opaéné konce-
tiny nebo opacné strany, nez kde je zaveden katétr
s infuzi. Pfi podavani infuzi neni vhodné odebirat
krev na laboratorni vy$etfeni. Doporuceny ¢as pro
odbér je minimalné 8 hodin po ukonéeni infuze
s tukovou emulzi a ptiblizné 1 hodina po ukonceni

Tab. 1.4. Zména slozeni séra pii vendzni okluzi prodlouzené
z 1 min na3 min

Zvyseni %
celkova bilkovina 49
zelezo 6,7
lipidy 4,7
celkovy cholesterol 5,1
AST 9,3
bilirubin 8,4
Snizeni %
draslik 6,2
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Tab. 1.5. Vliv infuze na vybrané analyty

Tab. 1.6. Rozdily ve sloZeni plazmy a séra

Infuze Zménény analyt

elektrolyty | podavané elektrolyty (Na, K, Cl, Mg apod.)

glukdza glukdza, fosfaty, draslik

fruktoza kyselina mocova

citrat pH, koagulacni testy

dextran trombinovy cas, celkova bilkovina, urea,
urceni krevnich skupin

y-globuliny | sérologicka vysetteni

pro ostatni infuze. Pokud je odbér nezbytny, dopo-
rucuje se odebirat krev z druhé ruky nebo z mista
pod intravenozni linkou, ale nikdy ne proximalné
od mista infuze (tab. 1.5.).

V ptipadé pouziti odbéru do zkumavek s gelovy-
mi separatory je nutné si uvédomit mozné ovlivnéni
vysledku mechanickymi a chemickymi vlastnostmi
gelu a moznou adsorpci latek na gel.

Jestlize potfebujeme pouze malé mnozstvi krve,
je mozné pristoupit k punkci kiize (nejcastéji odbér
u diabetikd ke stanoveni glykémie a glykovaného
hemoglobinu). Ke zvy$eni prokrveni se pouziva
teply vlhky obklad 3 minuty pred vlastnim odbé-
rem. Krev se odebira do kapildr nebo mikrozkuma-
vek. Pfi odbéru tzv. arterializované kapilarni krve
na vysSetfeni krevnich plynu je nutné pracovat an-
aerobné (vyhnout se vzduchovym bublinam v kapi-
lare). Jedinym vhodnym zptisobem je volné odtéka-
ni kapilarni krve do odbérového zatizeni.

Antikoagulacni latky

Odbér plné krve (do nadobky s antikoagula¢nim ¢i-
nidlem) je kromé hematologickych vysetfeni nutny
pro stanoveni krevnich plynti, amoniaku, glykova-
ného hemoglobinu, nékterych stopovych prvka, fo-
latu v erytrocytech, pro stanoveni glukdzy, laktatu,
minerald v plné krvi a pro vy$etfeni analytii z plaz-
my. Velkou pozornost je nutné vénovat vybéru
vhodného protisrazlivého ¢inidla (podle pozadova-
ného vysetteni) a dodrzeni poméru mezi krvi a pro-
tisrazlivym ¢inidlem. Vzhledem k tomu, Ze pro do-
state¢né srazeni krve, a tedy ziskani séra je nutny ¢as
15-30 minut, je pro rychlejsi dostupnost vysledka
vhodnéjsi plazma. Srazeni krve je vhodné provést
v misté odbéru, protoZe napt. okamzity transport
potrubni postou mtize vést k hemolyze vzorku
a jeho znehodnoceni. Mezi bézné uzivand antikoa-
gulancia patfi heparin, EDTA, fluorid sodny, citrat
sodny, oxalaty. Antikoagula¢ni ¢inidlo mize pti vy-
etfovani urcitych analytt interferovat. Heparin se
uziva jako sodnd, draselna, lithna nebo amonna stl,
a tak muiZe stanoveni téchto analytii ovlivnit. EDTA
ma na laboratorni testy maly vliv, kromé nékterych
metod stanoveni (Zeleza a vapniku), ale je nutné vzit

Vyssi v plazmé
bilkovina, transferrin, TSH, LD, vapnik

Vyssi v séru
LD, fosfaty, draslik, GGT, laktat, amoniak, ALP, CK, glukéza

Tab. 1.7. Rozdily ve slozeni vendzniho séra a kapilarni krve (%)

Vyssi v kapilarni krvi Nizsi v kapilarni krvi

glukéza 1,4 bilirubin 5,0

draslik 1,9 vapnik 4.6
chloridy 1,8
sodik 2,3
celkova bilkovina 3,3

v tvahu, Ze se pouziva ve formé draselné soli, a tedy
je nepouzitelna pro stanoveni draselnych iontt.

Mezi plazmou a sérem jsou urcité rozdily ve slo-
zeni, dané bud spotfebou analytl pti srazeni krve
(fibrinogen, glukdza, trombocyty), nebo uvolnénim
analytd z bunék (draselné ionty, LD, fosfaty, laktat,
amoniak) (tab. 1.6.a 1.7.).

Interference stanoveni
Hemolyza vzorku ovlivituje koncentraci a aktivitu
fady analytti (zvy$uje se draslik, LD, ACP, AST, ALT,
hor¢ik, Fe, NSE, a naopak se snizuje GGT, ALP,
amylaza). Nejéastéjsi pri¢inou je vyplaveni intrace-
luldarniho obsahu erytrocytd do plazmy a zvyseni
koncentrace analyti, které jsou predevs$im intrace-
lularni. Uvolnény hemoglobin ovliviiuje fotometric-
ka stanoveni jednak svou ¢ervenou barvou, jednak
zménou pH reakce. Mira interference je zavisla na
stupni hemolyzy u vy$etfovaného vzorku. V soucas-
né dobé je vizualni vyhodnoceni stupné hemoly-
zy vzorku nahrazovano objektivnim a automati-
zovanym métenim hodnoty hemolytického indexu.
Kromé pomérné znamého tc¢inku hemolyzy je téeba
si uvédomit, Ze mozny rozpad trombocyti mtize
ovlivnit laboratorni testy — predevsim zvysit kon-
centraci drasliku.

Mezi dal$i nejcastéji interferujici latky pfi stano-
veni patfi zvy$end koncentrace triacylglycerol a bi-
lirubinu.

W Odbér ostatniho biologického materidlu

Pro chemické vySetfeni moci a stanoveni poctu jed-
notlivych elementt se pouziva vzorek prvni ranni
moci (stfedni porce). Pro stanoveni dal$ich analytt
se pouziva vzorek druhé ranni modi (protein, albu-
min), ndhodny vzorek a ve vét§iné pripadu vzorek
sbirané moci za 24, popt. 12 hodin. Pti sbéru za sta-
novenou dobu je vhodné mo¢ uchovavat v chladu
nebo pouzit rizné konzervaéni latky, které se voli
podle typu analyzy, popt. je nutno upravit pH. V pri-
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padé vysetieni sbirané moci je dulezité pouceni pa-
cienta o jejim spravném sbéru. Moznosti je hodno-
tu vySetfovaného analytu vztahnout ke kreatininu
v moci.

Stolice se v soucasné dobé vysetfuje nejcastéji
na okultni krvaceni odbérem vzorki do jednorazo-
vé kazetky pomoci odbérového kartacku, vyjimecné
se vySetfuje sbér stolice za 72 hodin ke stanoveni
odpadit dusiku nebo obsahu lipidu.

Odbér mozkomisniho moku je popsan v kap. 19.

K vysetteni se dale pouzivaji dalsi télni tekutiny,
jako napt. synovialni tekutina (vySetfeni leukocytt,
krystalua, glukdzy, proteint), amniova tekutina (ge-
neticka vySetfeni), vypotky do télnich dutin (bio-
chemické a cytologické vysetfeni), sliny, ale také
vzorky tkani, které se pred stanovenim pripravuji
podle specialnich postupii v zavislosti na typu tkané
a pozadavku stanoveni analytuL.

1.5.3. Separace a transport materialu

Pro oddéleni krevnich elementt od séra (plazmy) je
vhodna centrifugace pfi 1000-1500g (g = nasobek
gravita¢niho zrychleni) po dobu 10 minut pfi poko-
jové teploté. Delsi doba centrifugace nebo zvy$eni
poctu g muize vést k hemolyze. Plazma nebo sérum
maji byt oddéleny od krevnich elementii co mozno
nejdrive, nesmi byt prekroc¢ena doba stability jed-
notlivych analytti v plné krvi (pro stanoveni gluko-
zy, K, NSE doporuceno do 1 hodiny od odbéru).
Krev pro stanoveni tepelné nestalych analytt (PTH,
osteokalcin, natriuretické peptidy a dal$i) ma byt
centrifugovéna v chlazené centrifuze.

Predc¢asné oddéleni séra od krevnich elementt
(dfive nez asi za 20-30 minut) vSak miZe vést k do-
date¢né tvorbé fibrinu a dochazi tak k pocentrifu-
gacni koagulaci. Z tohoto pohledu je plazma jako
biologicky materidl pro dal$i analyzy vhodnéjsi -
krev je mozné ihned centrifugovat, hrozi mensi ne-
bezpedi hemolyzy.

Transport materidlu ma byt $etrny, rychly, pfi
adekvatni teploté a svételnych podminkach (kyseli-
na listova, bilirubin nestabilni na pfimém svétle).
V ptipadé transportu vzorku plné krve neprodlené
po odbéru do laboratofe postacuje pro transport
pokojova teplota (temperované termoboxy) a fixo-
vana poloha odbérovych zkumavek. Pro stanoveni
nékterych analytt (amoniak, krevni plyny, homo-
cystein, PTH) je doporuden transport na tajicim
ledu. Pokud nelze dopravit krev do laboratote dosta-
te¢né rychle, aby mohly byt oddéleny krevni elemen-
ty od séra/plazmy, je vhodnéjsi pouziti zkumavek se
separaénimi gely a centrifugace pred transportem,
popt. zasilani pouze séra/plazmy.

V kazdém pripadé je dulezité seznamit se s pod-
minkami transportu a skladovani biologického ma-
terialu pro vy$etfovany analyt.

1.5.4. Skladovani materialu

V ptipadé odbéru krve je nejprve oddéleno sérum,
popt. plazma, od krevnich elementt a nasledné za-
visi teplota skladovani biologického materidlu na
dvou faktorech:

o stabilité konkrétniho analytu;

® dob¢ provedeni analyzy.

Pokud je vzorek zpracovan do 24-48 hodin, posta-
¢uje pro vétsinu analyt uchovavani pti teploté 4 °C,
pro dlouhodobé skladovani proteinti je vhodna tep-
lota —20 °C, popt. az —80 °C. Pti skladovani je nutné,
aby materidl byl dobfe uzavien a zabranilo se zahus-
tén{ vzorku odparovanim, mikrobidlni kontamina-
ci, vlivu svétla a difuzi plynti a samoziejmé metabo-
lismu krevnich elementii. Chemicka konzervace se
pro sérum nebo plazmu uziva vzacné, konzervaéni
¢inidla pouzivame spi$e v pripadé skladovani moci.

1.6. Systémy kvality v laboratori

Zvy$ovani kvality patfi mezi jednu z nejdulezitéj-
$ich oblasti ¢innosti v laboratori. Zakladem je za-
vedeni systému interniho fizeni kvality (IQC -
Internal Quality Control). Zahrnuje vSechna stadia
laboratorni ¢innosti v celé jeji $ifi, tj. v preanalytic-
ké, analytické a postanalytické fazi laboratorniho
procesu. Cilem je zachytit a minimalizovat chyby,
které mohou negativné ovlivnit kvalitu vysledkt
a jejich interpretaci. Systém interniho fizeni kvality
v analytické fazi v laboratorni praxi ozna¢ujeme in-
terni kontrola kvality. Laborator analyzuje kont-
rolni vzorky podle predem stanovenych pravidel
(volba kontrolniho materidlu, frekvence analyzy,
koncentrace méfenych analyttl) a pouziva vhodné
néstroje pro vyhodnocovani vysledkt kontrolniho
méfeni. Ziskana data je mozné pouzit pro vyhodno-
ceni odhadu nejistoty méreni. Na zakladé vyhodno-
ceni vysledkd interni kontroly kvality je ptijato roz-
hodnuti o uvolnéni vysledkd, popt. jejich odmitnuti.

Externi hodnoceni kvality (EHK - EQA -
External Quality Assessment) je systém objektiv-
niho hodnoceni laboratornich vysledki nezavislou
organizaci, provadéného pravidelnym porovnava-
nim vysledktt méfeni hodnocenych laboratofi na-
vzéjem a porovnavanim s referenénimi hodnotami.
V soucasné dobé organizace EQA pti zasilani vy-
sledkt pouzivaji Youdenovy grafy, hodnoceni po-
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moci Z-skore. Certifikat uspé$nosti dokumentuje
analytickou zptisobilost a navaznost vysledkt méte-
ni a/nebo porovnatelnost vysledki méteni. Certifi-
kace tispésnosti je zalozena na porovnani chyby mé-
feni laboratote s hodnotou cilové nejistoty méfeni.

Nékdy se setkdvame s pojmy mezilaboratorni po-
rovnavani zkousek (MPZ) nebo testovani zptsobi-
losti (PT - proficiency testing), coz jsou v podstaté
podobné pojmy. Uéast v EHK, popt. v mezilabora-
tornim porovnavani by méla laboratoti odpovédét
na otazky, zda jsou jeji vysledky spolehlivé a zda od-
hadnuta nejistota méfeni vysledku je ptijatelna.

K zabezpecovani kvality v laboratotich slouzi cela
fada dal$ich ¢innosti. MuZeme je charakterizovat
jako systematické a planované ¢innosti provadéné
v ramci systému kvality potfebné k prokazani,
ze sluzba nebo produkt spliuje pozadavky na kva-
litu. Mezi hlavni prvky zabezpeceni jakosti patfi:
vhodné laboratorni prostredi, validované a doku-
mentované metody, udrzované a kalibrované zarize-
ni, programy rizeni kvality, vzdélany a zku$eny per-
sondl, postupy kontroly a vydavani vysledkd, vnitfni
audity, postupy ke zlepSovani.

1.6.1. Pristupy k zabezpecovani kvality

Mnohotvarnost riznych ¢innosti ve zdravotnickém
zafizeni vyzaduje i rtizné pristupy k zabezpecovani
kvality — prvofadym poslanim musi byt orientace
na klienta (pacienta ¢i 1ékare). Z hlediska sluzeb po-
skytovanych klinickou laboratofi musi klient pod
pojmem kvalita prioritné chépat divéru v namére-
né hodnoty a srovnatelnost laboratornich vysledka
nezavisle na misté vzniku.

Zakladni pozadavky a kritéria pro laboratore
z hlediska klienta jsou: dostupnost, komplexnost,
rychla odezva, spolehlivost a spravnost, informova-
nost a konzultace, analyza stiznosti a reklamaci.

Akreditace znamena proces, pfi némz nezavisla
instituce posuzuje ¢innost zdravotnického zafizeni,
popt. jeho ¢asti a ovéfuje, do jaké miry tato ¢innost
odpovida stanovenym standardim zvy$ovani kvali-
ty péce. Jedna se tedy o oficialni uznani zptisobilosti
vykonavat ur¢itou ¢innost na zaru¢ené drovni.

Akreditaci provadi fada instituci a organizaci
na statni nebo nestatni drovni a uznavani jejich ak-
redita¢ni ¢innosti je vzdy dano postavenim téchto
organizaci. Organizace, statni nebo staitem povére-
né, provadéji akreditace v prislusnych oblastech své-
ho povéfeni na narodni, tj. statni drovni, jiné nestat-
ni organizace na rovni odbornych ¢i profesnich
asociaci, které samy garantuji roven urcitych vyko-
nu. Pozadavky (akredita¢ni kritéria) urcuje vidy ten
organ, ktery tuto zptisobilost nakonec uznava, popt.
garantuje.

Je tfeba zdtiraznit, ze Zadny konkrétni jednotny
systém Fizeni a hodnoceni kvality a efektivity ve
zdravotnictvi a jeho mezindrodni uznévani v EU
neexistuje. Kvalita zdravotni péce je fizena na na-
rodnich drovnich jednotlivych zemi. Proto jsou ak-
redita¢ni systémy zdravotnickych zatizeni organi-
zovany ruzné, spoleénym mezindrodnim cilem je
kvalita, bezpec¢nost a efektivita poskytované péce.

Mezinarodné uznavané normy, podle kterych je
posuzovana ¢innost klinické laboratote podle prin-
cipu jednotného evropského akreditaéniho systému
tvoreného ndarodnimi akredita¢nimi organy, jsou
CSN EN ISO 15189 — Zdravotnické laboratofe —
Zvlastni pozadavky na kvalitu a zptsobilost, po-
ptipadé CSN EN ISO/IEC 17025 - Vieobecné po-
zadavky na zpusobilost zkusebnich a kalibra¢nich
laboratofi. Pro ¢innost zdravotnickych zafizeni je
mozné uplatnit standard ISO 9001.

Kromé uvedenych ISO norem je dal$i moznosti
plnit pozadavky akredita¢nich standarda vydéva-
nych nezévislymi organizacemi, které zaroven pro-
vadéji hodnoceni a vydavaji certifikat. Nejznamé;jsi
jsou akredita¢ni standardy mezinarodni sekce (JCI)
Spojené akredita¢ni komise (JCAHO) USA (pouzi-
vané pro posuzovani zdravotnickych zafizeni, popt.
jejich ¢asti mimo USA), standardy z USA (CAP -
College of American Pathologists) a Velké Britanie
(CPA - Clinical Pathology Accreditation). V Ceské
republice je pro posouzeni zdravotnického zatizeni
jako celku vyuzivano sluzeb Spojené akreditaéni
komise, o. p. s. (SAK). Pro klinické laboratote je ur-
¢eno Narodni autoriza¢ni stfedisko pro klinické la-
boratote (NASKL), které provadi edukac¢ni a po-
radenskou d¢innost a déle posouzeni laboratofi.
Zavérem je vydani Osvédceni o splnéni podminek
Auditu I nebo Auditu II. Dokumenty SAK a NASKL
jsou platné na ndrodni urovni a jsou akceptovany
platci zdravotni péce. Akreditace sama, ale zejména
priprava na ni, ma predev$im vzdélavaci, organizac-
né-kultiva¢ni, standardizaéni a ovérovaci charakter.

Z hlediska pripravy laboratofe na akreditaci ¢i
certifikaci je nutné zpracovat procesni mapu ¢in-
nosti laboratore (obr. 1.5.), definovat dokumenty,
které budou zpracovany, vypracovat ptiruc¢ku kvali-
ty a standardni opera¢ni postupy.

V pripadé akreditaci laboratoii v klinické medi-
ciné a laboratorni diagnostice v Evropé vladne jed-
noznacny trend, definovany European Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(EFLM), ktery podporuje cestu akreditaci v souladu
a ve spolupraci s European co-operation for Ac-
creditation (EA) a postup podle norem ISO. EA je
sdruzeni narodnich akreditaénich orgénti - v CR
je to Cesky institut pro akreditaci, o. p. s. (CIA).
Clenstvi CIA v EA, ILAC a uzavfeni mnohostran-
nych dohod zaruduje vzajemné uznavani vysledkt
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Obr. 1.5. Procesni pfistup k laboratornimu vysetieni

akreditace na narodni a celosvétové urovni. Je tieba
si uvédomit, ze akreditace je pouze prostiedek, ni-
koli cil. Cilem je vysoka kvalita poskytované péce
pro pacienty.

1.7. Indikace, riziko
a ucelnost vysetieni

Kazda metoda ma byt spravné indikovéna a tzv. in-
dika¢ni vymezeni by méla byt v budoucnu souéasti
standardii pro jednotlivé terapeutické a diagnostic-
ké postupy.

Pfi stanovovani diagndzy je tfeba snazit se volit
metody, s jejichZ pomoci lze diagndzu stanovit pres-
né a v pomérné kratkém case. Pti indikaci vySetfeni
nesmime zapominat na mozné riziko pro pacienta
i pti relativné malo invazivnich vy$etfenich. Kazdé
vy$etfeni uréitym zptsobem zasahuje do integrity
organismu a muize jej poskodit. Lékat md mit vzdy
na paméti prinos daného vysetfeni pro pacienta
a k tomu musi prihlizet vidy v poméru k riziku vy-
$etfovani. Volba adekvatnich metod vySetfeni se ma
fidit nejen hlediskem etickym, ale i strankou ekono-
mickou.

Je potfebné volit metody v urcitém algoritmu
a snazit se volit metody co nejvice specifické, s vyso-
kou diagnostickou vytéznosti. Pro spravnou a vhod-
nou volbu metod je tfeba mit $iroké teoretické zna-
losti.

Pti indikaci vy$etfeni a jeho pfipadném opakova-
ni hraje podstatnou roli znalost charakteristiky dané
latky, predevsim jeji biologicky polocas, rychlost sti-
mulace syntézy nebo degradace pii patologickém
procesu. Je nesmyslné vysetfovat denné cholesterol,
kazdy tyden glykovany hemoglobin nebo TSH. Pfi-

kladem $patné indikace je napt. pozadovani vyset-
feni vech dostupnych nadorovych markert pti po-
dezfeni na nadorovy proces, nebo zjistovani, zda pri
béiném infekénim onemocnéni je CRP skute¢né
zvy$en. Nadorové markery slouzi pfedevsim k mo-
nitorovani priibéhu lé¢by pripadné recidivy, pouze
nékteré z nich jsou vysoce citlivé pro ur¢ité druhy
nadort (napf. volny PSA). CRP slouzi predevsim
ke kvantifikaci stupné zanétlivého procesu a jeho
monitorovani u zavaznych infekénich nebo auto-
imunitnich onemocnéni.

Lékar by si mél vzdy pred provadénim laborator-
niho i jiného vySetfeni zodpovédét nékolik otazek.
Nejdtlezitéjsi z nich je: kdyz ziskam vysledek poza-
dovaného stanoveni, ovlivni tento vysledek v kon-
textu klinického stavu pacienta mé rozhodovani
(stanoveni diagnoézy, monitorovani choroby, popt.
zménu terapie)?

Vysetteni ma byt cilené a i¢elné indikované, spo-
lehlivé a kvalifikované interpretované. To je mozné
zajistit vzajemnou spolupraci pracovi$té provadéji-
ciho vySetfeni a indikujiciho lékare.
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Diagnostika vétsiny onemocnéni v kardiologii vy-
chazi z anamnestickych udajt, laboratornich vyset-
feni a z vysledkil dalsich neinvazivnich a invaziv-
nich vySetfovacich metod. Biochemické markery
poskozeni myokardu maji v procesu stanoveni dia-
gndzy vyznamnou roli, uplatiuji se také v hodnoce-
ni rizika nemocnych s rtiznymi typy srde¢nich one-
mocnéni.

2.1. Laboratorni vysetieni uZivana
v diagnostice hypertenze

Diagndza a diferencialni diagndza hypertenze ma
stanovit, Ze se jedna skute¢né o hypertenzi, ma urcit
jeji zavaznost, pritomnost organovych komplikaci
a vylou¢it sekundarni formy hypertenze. Diagné-
zu esencialni hypertenze stanovujeme vyloucenim
vSech moznych pri¢in sekundarnich forem hyper-
tenze. K diagnostice sekundarni hypertenze je po-
tfebna rada laboratornich a zobrazovacich vySetto-
vacich metod. Jako zakladni vySetfeni u vSech
hypertoniki jsou doporucovana:
® cilend anamnéza véetné rodinné a gynekologické
anamnézy;
o fyzikalni vysetfeni vetné palpace a auskultace
perifernich tepen;
® méfeni krevntho tlaku vsedé na obou hornich
koncetinach pfi prvnim vySetfeni;
* EKG;
® u vybranych skupin pacientti echokardiografie,
ultrazvukové vysetteni karotickych tepen, rychlos-
ti propagace pulsové viny, vySetfeni o¢niho pozadi.
Laboratorni vySetfeni zahrnuji vySetfeni moci
a mocového sedimentu, sodiku a drasliku v séru,
celkového cholesterolu a jeho frakci HDL a LDL,
glukdzy, triacylglycerold, kreatininu, urey a kyseliny
mocové v séru, mikroalbuminurie, kvantitativni
proteinurie pfi pozitivnim orientacnim vysetreni.

Pfi podezieni na sekundarni hypertenzi mé byt
pacient odesldn na specializované pracovisté k vy-
Setfeni hormonu (renin, aldosteron, katecholami-
ny) a k vySetfeni s pouzitim zobrazovacich metod
(ultrasonografie, vypocetni tomografie, magneticka
rezonance ledvin a nadledvin, arteriografie).

2.2, Laboratorni vysetieni uZivana
v diagnostice aterosklerozy

vror

Parametry slouzici k posouzeni rizika aterosklerdzy
jsou uvedeny v kap. 8, 9 a 10. Zde uvadime pouze
nové biochemické markery vyuzivané v diagnostice
aterosklerézy véncitych tepen.

2.2.1. Nové biochemické markery
vyuzivané v diagnostice aterosklerozy
véncitych tepen

Vznik a vyvoj koronarni aterosklerdzy, ktera se kli-
nicky manifestuje akutnimi a chronickymi formami
ischemické choroby srde¢ni, je priblizné ze tif ¢tvr-
tin vysvétlovan konven¢nimi rizikovymi faktory.
V poslednich letech jsou postupné poznavany nové
biomarkery popisujici riziko vzniku koronarni ate-
rosklerozy. Jejich postaveni mezi nezavislymi rizi-
kovymi faktory vSak neni dosud definitivné proka-
zéno. V soucasné dobé je jejich hlavnim pfinosem
poznani jejich ulohy v patogenezi aterosklerdzy
a v hodnoceni rizikovosti nemocnych ve specific-
kych klinickych situacich. V nasledujicim textu je
uveden prehled téchto novéjsich biomarkert s jejich
struénym popisem a souhrnem mozného vyuZiti
v klinické praxi.

CRP - C-reaktivni protein - je reaktant akutni
faze syntetizovany zejména v jatrech jako odpovéd
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na stimulaci predev$im interleukinem 6 a dal$imi
cytokiny. CRP je stanovovan jako ukazatel probiha-
jictho zanétu, ktery se rovnéz podili na procesu
vzniku a rozvoje aterosklerdzy. Zejména pokrocilé
faze aterosklerotického postizeni jsou spojeny s roz-
vojem tzv. nestabilnich platd, v nichz probihd po-
mérné intenzivni zanétlivy proces s rizikem jejich
ruptury a vzniku aterotrombotickych komplikaci.
Ke stanoveni nizkych koncentraci CRP je vyuziva-
no vysoce senzitivni metody a vysledek oznac¢ovan
jako hs-CRP (high sensitivity CRP). Tento marker
byl prokazan ve vztahu k vysokému riziku akutni-
ho infarktu myokardu, cerebrovaskularnich prihod
a progrese ischemické choroby dolnich koncetin,
a to i u nemocnych bez anamnézy kardiovaskular-
nich onemocnéni. Naopak asymptomati¢ti jedinci
ve stfednim a vy$$im véku s nizkymi hodnotami
(<1,0 mg/1) maji riziko vzniku aterosklerotickych
ptihod nizké. Je dulezité, ze prediktivni hodnota
hs-CRP je aditivni k dobfe dokumentovanym rizi-
kovym ukazatelim, jako jsou hodnoty lipoproteint
¢i tzv. Framinghamské skore rizika. Bylo rovnéz pro-
kéazano, Ze nemocni s vysokymi hodnotami hs-CRP
(nad 3,0 mg/l) maji prospéch z intenzivni hypolipi-
demické terapie statiny. Proto je stanoveni hs-CRP
nékdy doporucovano u nemocnych bez kardiovas-
kularnich projevt ve véku nad 50 let u muzi a 60 let
u zen se sttednim rizikem pred zahdjenim této tera-
pie. To ovSem neplati pro nemocné s vysokym rizi-
kem nebo s klinickymi projevy, kde je 1é¢ba indiko-
vana bez ohledu na vysledek.

Fibrinogen - zakladni protein koagulace, podili
se na viskozité krve a na agregaci desti¢ek. Pfi hod-
noceni jeho vztahu k ICHS bylo prokdzano, ze zvy-
$eni koncentrace o 1g/1 je provazeno zvy$enim rizi-
ka 1,82krat (95% interval spolehlivosti 1,60—-2,06).

Homocystein - aminokyselina, ke zvy$eni kon-
centrace dochazi naptiklad pfi vrozené poruse me-
tabolismu, jinou pri¢inou miize byt zvySeny pri-
sun v dieté. Rozsahlé souhrnné prace prokazaly
neptili§ silny vztah zvy$eni homocysteinu a ICHS
(OR mezi 1,12 az 1,42, 95% interval spolehlivosti
1,11-1,84).

Apolipoproteiny - proteiny, které se po vazbé
na lipidy stavaji ve vodé rozpustnymi lipoproteiny.
Umoznuji transport cholesterolu v krvi, dale jsou
kofaktory nékterych enzymd, receptorovymi ligan-
dy a nosic¢i i jinych lipidd. Celkem existuje $est znd-
mych tfid apolipoproteint — A, B, C, D, E, H. Je zné-
ma fada genetickych polymorfismi, které ovliviuji
strukturu i funkci apolipoproteint.

Apolipoprotein A1 — hlavni predstavitel lipo-
proteinti o vysoké hustoté (HDL), klinicky vyznam
miize mit tedy jeho snizeni — referovano je zvyseni
relativniho rizika 1,62krat (95% interval spolehli-
vosti 1,43-1,83).

Apolipoprotein B — hlavni predstavitel lipopro-
tein@l o nizké hustoté¢ (LDL), klinicky vyznam mad
tedy jeho zvyseni - zvySuje se riziko ICHS 1,99krét
(95% interval spolehlivosti 1,65-2,39).

Apolipoprotein E - u tohoto lipoproteinu neni
vztah k ICHS dosud jasné vysvétlen, mezi studiemi,
které vyznam hodnotily, byly zasadni rozdily. Stejné
poznatky plati zatim i pro lipoprotein(a).

Lipoproteiny vazana fosfolipaza A, (Lp-PLA,)
— enzym, ktery hydrolyzuje fosfolipidy, predev$im
pak oxidované LDL v cévni sténé. Hlavnim produk-
tem této reakce jsou lysofosfatidylcholin a neesteri-
fikované mastné kyseliny. Oba tyto produkty jsou
dualezitymi mediatory zanétu. Jejich dal$i funkei je
chemotaxe makrofag, které jsou poté dal$im zdro-
jem Lp-PLA,, coz vede k uzavieni cyklu vedouciho
k progresi aterosklerotického platu. Lp-PLA, dnes
v praxi predstavuje predevsim marker zanétu, pres-
to byl prokazan i vztah k ICHS, vyjadfeny OR 1,60
(95% interval spolehlivosti 1,36-1,89), a to jak
u asymptomatickych pacientii, tak u nemocnych
s jiz znamou ICHS. U nemocnych s akutnim koro-
narnim syndromem koreluje s mortalitou a pretr-
vavajici zvy$end koncentrace Lp-PLA, je projevem
dal$i progrese aterosklerotického platu s rizikem
recidivy IM.

Cystatin C — inhibitor cysteinovych proteaz, kte-
ry je produkovan vemi jadernymi burikami. Je vol-
né filtrovan glomeruly a kompletné katabolizovan
v proximalnich tubulech. Cystatin C je pouzivan
zejména jako ¢asny marker preklinické rendlni in-
suficience. Jeho zvysend koncentrace predikuje ze-
jména glomeruldrni postizeni, zatimco pomér mezi
jeho koncentraci v mo¢i ke koncentraci kreatininu
je indikatorem tubuldrni dysfunkce. Zvysena synté-
za cystatinu C je reakci na vysokou protedzovou
aktivitu, ktera provazi rozvoj aterosklerotickych 1ézi.
Zvysena koncentrace cystatinu C koreluje s tizi ko-
ronarniho postizeni a u nemocnych s akutnim ko-
ronarnim syndromem, ale i se stabilni anginou pec-
toris je spojena s vy$$i mortalitou.

Adiponektin — protein produkovany adipocyty,
ktery zvysuje citlivost bunék na inzulin a m4 anti-
ateroskleroticky efekt. Jeho sniZzend koncentrace je
spojena s Castéj$im vyskytem metabolického syn-
dromu a ICHS. Novéji bylo prokdzano, Ze tésnéjsi
vztah je mezi ICHS a adiponektinem o vysoké mo-
lekulové hmotnosti (HMW adiponektin).

Cholin - v roce 2010 byla publikovana préce,
kterd prokazala zvySeni cholinu v séru u nemoc-
nych s AKS. Zatim neni jasny vztah mezi cholinem
a rozsahem postiZeni koronarnich tepen.

Copeptin - C-terminalni ¢ast molekuly provazo-
presinu je markerem uvolfiovani arginin-vazopresi-
nu (AVP) z neurohypofyzy. Hlavnim stimulem pro
jeho sekreci jsou zmény ve volémii a osmolarité
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plazmy. Dal$im stimulem je akutni stres. Copeptin
byl prokazan jako ¢asny marker akutniho infarktu
myokardu, kde k jeho vzestupu dochézi jiz v prvni
hodiné IM a k poklesu za 10 hodin. Copeptin tedy
umoznuje ¢asnéjsi diagnostiku IM a piipadné i dia-
gnostiku recidivy IM, nebot koncentrace troponint
klesaji az v fddech dnt. Pri¢ina elevace copeptinu
u IM neni jasnd, zfejmé jde o stresovou reakci
na vznik IM. Koncentrace copeptinu se rovnéz zvy-
$uje pri Soku, sepsi, srde¢nim selhdni. AVP muze
cestou Va a Vb receptorti navodit vazokonstrikci
a hypertrofii myokardu.

NGAL - neutrophil gelatinase-associated lipoca-
lin, glykoprotein secernovany renalnimi tubuly jako
reakce na jejich poskozeni. Je rovnéz markerem ak-
tivace neutrofill. Je exprimovan v aterosklerotic-
kych platech a koreluje s tizi ICHS.

2.3. Laboratorni vysetieni
uzivana v diagnostice
ischemické choroby srdecni

Vysledky laboratornich vySetfeni maji zasadni vy-
znam v diagnostice a klasifikaci nemocnych s riz-
nymi projevy ischemické choroby srde¢ni, nejcasté-
ji zpusobené stendzujici korondarni aterosklerézou.
V roce 1954 La Due a spol. publikovali v ¢asopise
Science moznosti pouziti biochemickych markert
pti poskozeni myokardu. Zvy$eni hodnot kardio-
markert je jednim ze zakladnich ukazateld, jehoz
pozitivita urcuje diagnézu akutniho infarktu myo-
kardu (AIM). Naopak bolest na hrudniku, pti které
jsou tyto hodnoty normaélni, muze byt klasifikovana
jako nestabilni angina nebo jako chronicka stabilni
angina pectoris — v zavislosti na klinické manifestaci
onemocnéni. S rozvojem moznosti stanoveni no-
vych laboratornich ukazatelt, pfedevsim troponind,
se ukazalo, Ze 25-35 % nemocnych s klidovou angi-
nou ma tyto proteiny pozitivni, coz svéd¢i pro mik-

ronekr6zy myokardu. Pozdéji bylo také prokazano,
Ze nemocni s nestabilni anginou a s pozitivitou
téchto proteint jsou skupinou s vy$$im rizikem
vzniku AIM, a zarazujeme je proto do skupiny tzv.
mikroinfarkt. V nasledujicim textu je podan pte-
hled soucasnych moznosti vyuziti laboratorni dia-
gnostiky u nemocnych s akutnimi koronarnimi syn-
dromy se zvlastnim zfetelem k mozZnosti urceni
rizika zavaznych komplikaci u téchto nemocnych.

2.3.1. Laboratorni ukazatele
nekrozy myokardu

Idealni laboratorni ukazatel nekrézy myokardu by
se mél nachazet v myokardu ve vysoké koncentraci,
nemél by se vyskytovat v jinych tkanich ani za pa-
tologickych stavii, mél by byt uvolnovan ¢asné po
zacatku ischémie, jeho zvyseni by mélo odpovidat
mnozstvi poskozené tkané, jeho koncentrace by méla
pretrvavat zvysena po nékolik hodin az dnt, ne v§ak
prilis dlouho, aby byla umoznéna detekce recidivy
poskozeni myokardu. Optimalni by také bylo, aby
byla k dispozici vysoce senzitivni, kvantitativni me-
toda jeho stanoveni, i kdyz vime, Ze pro rychlé roz-
hodovani je v akutni fazi uzite¢né i stanoveni semi-
kvantitativni ¢i kvalitativni, které lze provést pfimo
u ltzka nemocného. Pro kratkodobé i dlouhodobé
stanoveni rizika nemocnych s akutnimi koronarnimi
syndromy by méla byt také zndma korelace mezi
pritomnosti nebo neptitomnosti laboratorniho uka-
zatele v séru a prognézou nemocnych.

Charakteristiky a dynamika vybranych laborator-
nich ukazateld poskozeni myokardu jsou uvedeny
v tab. 2.1.

Uvedené charakteristiky jsou uréovany radou
faktorti, mezi které patfi:

Velikost molekuly - obecné plati, Ze ¢im mensi
je molekula markeru, tim rychleji je tento marker
uvolnovan a odstranén.

Lokalizace v buiice — proteiny vazané na buné¢-
nou membranu jsou uvoliiovany podstatné rychleji

Tab. 2.1. Charakteristiky a dynamika vybranych laboratornich ukazatel( poskozeni myokardu

Marker Molekulova Doba do prvniho Primérna doba | Primérna doba do | Casovani odbéru
hmotnost (Da) zvyseni hodnoty (h) | do maximalni navratu k normalu | vzorku
hodnoty (h)

CK-MB 86 000 3-8 24 48-72h pii piijetia po 6-9 h
cTnl 23500 3-6 12-30 1-10dnt pfi pfijeti a po 6-9 h
cTnT 33000 3-6 12-75 1-15 dnt pfi prijetia po 6-9 h
myoglobin | 17 800 1-3 5-8 <12h pfi pfijetiapo 2 h
HFABP 14 000-15 000 1,5 5-10 24h pfi pfijetia po 4 h
GP 96 000 8-18 24-72 6-10 dnl 24 h po zacéatku

CK - kreatinkinaza; cTnl - srdecni troponin I; cTnT - srdecni troponin T; HFABP - heart fatty acid binding protein; GP - glykogen-

fosforylaza
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nez proteiny z cytosolu, ty jsou ovSem uvolnovany
rychleji nez proteiny vazané na kontraktilni aparat.
Kontraktilni proteiny, které jsou méné rozpustné,
jsou uvolnovany pomaleji.

Pomeér uvolnovani — uréuje procentualni mnoz-
stvi proteinu uvolnéného ze tkané a nalezeného
v krvi. Napriklad pro kreatinkindzu je toto mnoz-
stvi priblizné 15 % pfi pretrvavajicim uzavéru tepny,
podstatné se zvysuje po reperfuzi. Pro fadu proteint
tento pomér neni znamy.

Clearance — obecné plati, Ze malé proteiny maji
rychlejsi clearanci.

Specificita pro myokard - vyznamnym ptino-
sem je skupina troponint, u nichz se specificita blizi
ke 100 %. Ostatni markery maji pro poskozeni myo-
kardu nizsi specificitu.

Specificita pro ireverzibilni poskozeni - v sou-
¢asné dobé nejsou k dispozici metody, které by
umoznily posouzeni tohoto typu poskozeni. Vzhle-
dem k vysoké senzitivité nékterych proteinovych
markerti dochazi k jejich malému zvyseni i tehdy,
kdy neni mozné prokazat nekrézu pri morfologic-
kém vysetfeni. Pfi hodnoceni nélezti tedy vychazi-
me z predpokladu, Ze zvyseni proteinti je dokladem
o pritomné nekréze myokardu.

V soucasné dobé muzeme stanovit nasledujici la-
boratorni ukazatele nekrozy myokardu: myoglo-
bin, kreatinkinazu (CK), jeji izoenzym (CK-MB) -
jeho aktivitu a hmotnostni koncentraci (CK-MB
mass), a dale podskupiny CK MB1 a MB2, troponi-
ny I a T (Tnl, TnT) véetné vysoce senzitivniho TnT
nebo ultrasenzitivintho Tnl. Novéji je pouzivano
také stanoveni proteinu, ktery vaze mastné kyseliny
— heart fatty acid binding protein (HFABP), natri-
uretického peptidu typu B (»brain« — BNP) a isché-
mii modifikovaného albuminu (IMA). Studuje se
také mozny vyznam stanoveni karboanhydrazy III
a lehkych fetézctt myozinu (MLC) (viz tab. 2.1.).

B Kreatinkinaza

Kreatinkinaza je enzym piitomny v cytosolu bunék

pri¢né pruhovaného svalstva a v fadé jinych tkani.

Katalyzuje fosforylaci kreatinu na kreatinfosfat.
Kreatinkinaza ma tfi izoformy, z nichz kazda

sestava ze dvou podjednotek M a B:

® CK-MM se nachazi prevainé v pri¢né pruhova-
ném svalstvu kosternim a srde¢nim;

® CK-MB tvori asi 40 % celkové CK v srde¢nim
svalu (je téZ obsazena v kosternim svalstvu);

® CK-BB se naléza ve vyssich koncentracich v moz-
ku, placenté, prostaté, uteru a je produkovana
také nékterym typem nadort.

Pfi nekréze myokardu je celkova CK zvysena v od-

stupu 4-6 hodin po pocatku ischémie. Koncentrace

celkové CK je nespecifickym ukazatelem poskozeni
myokardu, mimoto je zavisla na véku, rase, pohlavi
a svalové hmoté.

Ke zvyseni celkové CK miize dochazet pii radé
stavil: mtize byt zvySena pii svalovych dystrofiich,
po chirurgickych vykonech a po traumatech, intra-
muskularnich injekcich, pfi intoxikaci alkoholem,
ktecich typu grand mal, plicni embolii, hypothyred-
ze, kolagendzach, pri maligni hypertermii, ale i pfi
velmi intenzivni svalové zatézi. Méreni hodnoty cel-
kové CK ztratilo v poslednich letech na vyznamu,
protoze v soucasné dobé je k dispozici fada specific-
kych markert poskozeni myokardu. Indikuje se jako
pomocny marker k hodnoceni dynamiky a rozsahu
poskozeni myokardu.

Kreatinkinaza MB
Mnozstvi izoenzymu kreatinkinazy MB (CK-MB)
muzeme hodnotit jednak jako enzymovou aktivitu
a jednak jako hmotnostni koncentraci. Na rozdil
od aktivity se pfi stanovovani hmotnostni koncent-
race (CK-MB mass) detekuji i ¢aste¢né degradované
molekuly, které jiz ztratily enzymovou aktivitu, ale
zachovaly si vazbu na specifickou protilatku. Sta-
noveni CK-MB mass je proto citlivéjsi. Test je moz-
né indikovat namisto troponind, neni-li jejich sta-
noveni k dispozici. Stanoveni CK-MB aktivity se jiz
nedoporucuje. Tento izoenzym je specificky pro
myokard, v kosternim svalstvu se nachdzi pouze pti
jeho poskozeni, a to ve velmi malych mnozstvich
(5 % kosterni CK je CK-MB). Pti nekrdze myokar-
du se koncentrace CK-MB zvys$uje uz 3 hodiny od
pocatku ischémie, zvySeni pretrvava 24-36 hodin,
k normalizaci dochazi do 48 az 72 hodin. Vzhledem
k ¢asnému vzestupu i poklesu je mozné stanovenim
CK-MB detekovat reinfarkt v ¢asné fazi po prvnim
AIM. Koncentrace CK-MB se také rychle a vyznam-
né zvysuje po rekanalizaci infarktové tepny - ob-
noveni perfuze vede az ke zdvojnasobeni hodnot
v plazmé, s vrcholem priblizné 16 hodin po vykonu.

Ke zvyseni koncentrace CK-MB dochazi obecné
pii nekréze bunék myokardu, nezévisle na pri¢iné
tohoto stavu. Proto jsou zvy$ené hodnoty CK-MB
nachazeny také po chirurgickém vykonu na srdci,
u myokarditid a perikarditid, pfi kontuzi srdce,
po trazech elektrickym proudem. Diagnéza u téch-
to stavll vychazi predevsim ze spravného vyhodno-
cen{ anamnestickych udaji a klinického stavu. Zvy-
$eni CK-MB je zjistovano také u 20 % nemocnych
s chronickym rendlnim selhanim, kde mtize byt vy-
sledkem abnormalit v metabolismu vapniku, fosfo-
ru a parathormonu. Koncentrace CK-MB se mtize
zvysit rovnéz po velké svalové zatézi, naptiklad po
maratonském béhu.

Sledovani hodnot CK-MB jiz neni zlatym stan-
dardem pro diagnostiku AIM. Ztstava vsak v sou-
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boru provadénych vysetfeni, protoZe na rozdil od
dlouhodobé pretrvavajici zvy$ené hodnoty troponi-
nu poskytuje dobrou informaci o ¢asovych relacich
akutni faze infarktu.

Zvyseni CK-MB po koronarnich intervencich

V radé studii bylo prokazano, Ze po perkutdnnich
koronarnich intervencich (PCI) dochézi ke zvyseni
hodnot CK-MB, a to i v ptipadech, kdy PCI probéh-
la u planovanych vykont bez klinickych komplika-
ci. Byl také nalezen vztah mezi zvy$enim CK-MB
a dlouhodobou prognézou po PCI. Ke zvy$eni hod-
not markert po PCI muze dochazet nékolika me-
chanismy. Pfi¢inou muze byt protrahovand isché-
mie pfi opakovaném déletrvajicim uzavéru tepny
balonkem pti obtizné intervenci. K poskozeni myo-
kardu pti intervenci dochdzi rovnéz na trovni mik-
rocirkulace pti embolizaci drobnych trombu. Po di-
lataci tepny nésledované implantaci stentu se mtize
také vyskytnout intramuralni krvaceni se vznikem
hematomu, coz mtize zhor$ovat perfuzi distalné za
mistem intervence. Podle doporuéeni Evropské kar-
diologické spole¢nosti je zvy$eni CK-MB nebo tro-
ponintt po PCI hodnoceno jako probéhly infarkt
myokardu po PCI. U v§ech nemocnych se zvy$enim
CK-MB po koronarni intervenci je nezbytné peclivé
sledovani klinického stavu a dlouhodobé podavani
antiagregacni terapie.

Podtypy kreatinkinazy MB1 a MB2

V séru se mohou vyskytovat celkem ¢tyfi izoformy
CK-MB. Vétsinu tvorfi tkanova forma MB2 a v séru
jeji konvertovand forma MBI. Pfi nekrdze bunék
myokardu je uvolniovana izoforma CK-MB2 a ta je
v séru konvertovana karboxypeptidazou na izofor-
mu CK-MBI. Pii akutni nekréze mnozstvi vyplave-
né CK-MB2 prevysuje CK-MB1 a jejich vzdjemny
pomér je vyssi nez 1,5. Je-li sou¢asna koncentrace
CK-MB2 nad 1,0 U/, je tento laboratorni nalez vy-
soce specificky a senzitivni pro akutni nekrézu
myokardu. Detekce téchto izoforem je mozna jiz
3 hodiny od pocatku obtizi, negativni nalez ma
v tomto obdobi vysokou prediktivni hodnotu pro
nepritomnost nekrozy.

B Myoglobin

Myoglobin je protein o nizké molekulové hmotnosti
(17,8 kDa), ktery se nachazi ve vSech pri¢né pruho-
vanych svalech v¢etné myokardu. Je to velmi senzitiv-
ni marker ischémie myokardu, nema v$ak organo-
vou specificitu. Pfi ischémii myokardu je uvolovan
¢asné, obvykle je zvySen mezi prvni a druhou ho-
dinou. Vzhledem k rychlé renalni clearanci se jeho
hodnoty vraceji k normé po 12-24 hodinach. Myo-

globin se nachdzi i v kosternim svalstvu, a neni tedy
specificky zvySen pouze pii poskozeni myokar-
du, ale mtize byt »fale$né« zvySen i pti nékterych
myopatiich a trazech postihujicich svalovou tkan.
Vzhledem k rendlnimu vylu¢ovani mize byt zvy-
$en také u stavil renalniho selhani. Protoze myoglo-
bin neni organové specificky, ma predevsim nega-
tivni prediktivni hodnotu. Pokud jsou tedy hodnoty
myoglobinu normalni mezi 4. a 6. hodinou od po-
¢atku obtizi, miizeme s vysokou pravdépodobnosti
vyloudit poskozeni srde¢niho svalu. V zadném pti-
padé vsak myoglobin nemizeme pouzit jako jediny
laboratorni ukazatel.

V soucasné dobé jsou pro ¢asnou diagnostiku po-
$kozeni myokardu pouzivany predevs$im troponiny.

Myoglobin m4 pro kratky polocas stale svoji roli
v diagnostice ¢asného reinfarktu, kdy u nemocnych
muze pretrvavat elevace troponint az dva tydny
po primarnim inzultu.

B Troponiny

Troponiny tvori skupina tfi proteint, C, I a T, které
v reakci s tropomyozinem vytvareji troponin-tropo-
myozinovy komplex. Tento komplex je soucasti re-
gulaéni a strukturalni patere kontraktilniho aparatu
pri¢né pruhovaného svalstva. Troponiny maji obec-
né tii izoformy, které se vyskytuji jednak v koster-
nim svalstvu, jednak v myokardu. V embryonalnim
obdobi jsou obé izoformy exprimovany v obou ty-
pech tkani a teprve v dospélosti je srde¢ni izofor-
ma exprimovana pouze v myokardu. Pfi rendlnim
selhani mtizeme zachytit lehké elevace koncentraci
troponinu. Stale neni jasné, jakého ptivodu tato ele-
vace je. MuZe se jednat o projev nekrézy myokardu,
ale rovnéz o projev hypertrofie myokardu, endote-
lidlni dysfunkce, tnik volného cytosolického poolu
troponinu, snizenou rendlni exkreci. Po dialyze do-
chazi k poklesu TnI az 0 90 %, TnT naopak po dialy-
ze stoupd, proto je vhodné vySetfovat koncentrace
troponinti pred dialyzou. At uz je vSak diivodem
zvy$eni koncentrace troponintl u pacientt s chro-
nickou rendlni insuficienci cokoliv, je znamo, Ze tito
nemocni maji 2—3krat vys$$i mortalitu nez stejni pa-
cienti s normalnimi koncentracemi. Plati to zejmé-
na pro troponin T, kde vzhledem k existenci jedno-
ho vyrobce testu jsou ziskana data robustnéjsi.
Vysledky studii s troponinem I jsou vice divergent-
ni, ale i zde byl prokazan vztah mezi jeho elevaci
a zvy$enou mortalitou.

Troponin T

Troponin T (TnT) v myocytu je témér vsechen
strukturalni komponentou troponinového komple-
xu, kterd ho vaze k tropomyozinu. Pfiblizné 6 % TnT
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se nachazi volné v cytoplazmé myocytii. Po vzniku
ischémie se zvysuje hodnota TnT v séru za 4-6 ho-
din - v této fazi se pravdépodobné vyplavuje TnT
z cytoplazmy. ZvySeni pretrvava 10 dnti az 2 tydny,
v této fazi dochazi k pomalejsimu vyplavovani TnT
vazaného na troponin-tropomyozinovy komplex.
P1i pouziti souc¢asné techniky vyuzivajici pro stano-
veni TnT monoklonalni protilatky neni u zdravych
jedinct TnT detekovatelny. Vyuziti stanoveni TnT
v hodnoceni rizika nemocnych s nestabilni anginou
a non-Q-infarktem myokardu je v soucasné dobé
povazovano za velmi pfinosné a zminime se o ném
pozdéji.

Troponin|

Troponin I (Tnl) je soudasti troponinového kom-
plexu inhibujictho interakci myozinovych vldken
s komplexem aktin-tropomyozin, reguluje tedy
kontrakci pti¢né pruhovaného svalstva. Stejné jako
TnT je Tnl prevazné vazan v troponin-tropomyozi-
novém komplexu, v cytoplazmé je ho ptiblizné
2,5 %. Na rozdil od TnT neni srde¢ni troponin ex-
primovéan v kosternim svalstvu, a to ani v embryo-
nalni fazi. Pfi nekréze myokardu se hodnota Tnl
zvy$uje asi 6 hodin po vzniku ischémie, zvy$eni pre-
trvava 7-10 dnu. Jako laboratorni ukazatel neni Tnl
vhodny k detekei reinfarktu, ale pretrvavani jeho
zvy$ené hodnoty umozni diagnostiku infarktu myo-
kardu i pfi del$im ¢asovém odstupu mezi vznikem
obtizi a ptichodem nemocného k vySetfeni.

Troponiny po koronarnich intervencich

Vzestup troponinit po PCI je pozorovan pomérné
¢asto, po 12-74 % vykont. Lze ho identifikovat jak
u nemocnych, u nichz je indikaci k intervenci akut-
ni koronarni syndrom, tak u nemocnych s chronic-
kou formou ischemické choroby srde¢ni (ICHS).
U nemocnych se stabilni anginou pectoris je vyraz-
né zvyseni troponint (vice nez 3krat) anebo zvyseni
troponint soucasné s elevaci CK nebo CK-MB pre-
diktorem vy$siho rizika ¢asnych hospitaliza¢nich
komplikaci (mikroinfarkt). Jednoznaény prediktiv-
ni vyznam ve smyslu horsi dlouhodobé progndzy
v pripadé izolovaného zvys$eni troponinti byl zjistén
u nemocnych s chronickou rendlni insuficienci,
av$ak u zbyvajici nemocnych nebyl spolehlivé po-
tvrzen. Naproti tomu u nemocnych s akutnim koro-
narnim syndromem bez elevaci tseku ST zvyseni
troponintt pravdépodobné odrazi hor$i casnou
i dlouhodobou prognézu. Pravdépodobnost post-
proceduralni elevace troponint snizuje podani blo-
katorti glykoproteinovych destickovych receptort
IIb/1IIa (blokatory GP IIb/IIla), predléceni statiny,
intrakoronarni podani B-blokéatort a provedeni PCI

metodou primé implantace stentu bez predilatace
balonkem. Pfimy vztah mezi snizenim incidence
elevace troponint a redukci postproceduralnich kar-
diovaskularnich komplikaci neni silny (ackoliv k re-
dukci, zejména pti pouziti blokatortt GP IIb/IIIa
a statindl, dochdzi), a troponin tedy neni optimal-
nim a vSeobecnym ukazatelem prognézy. Navic je
treba uvést, Ze principialné neni zhorseni prognézy
primym negativnim diisledkem koronarni interven-
ce, ale je pouze odrazem pokrodilejsi ICHS a kom-
plexnosti intervenovanych 1ézi.

Na rozdil od doporuceni Evropské kardiologické
spole¢nosti povazujeme z diagnostického hlediska
za nevhodné oznacit kazdou elevaci troponinit po
PCI jako periproceduralni akutni infarkt myokar-
du. Tento nazev doporucujeme vyhradit pro pacien-
ty, u kterych pozorujeme zmény na EKG, u nichz
je procedura doprovazena stenokardii, a zejména
u kterych doslo béhem procedury k omezeni pruto-
ku epikardialni véncitou tepnou. Takovato definice
vyhovuje i konvenénimu chéapéani patofyziologie
AIM. V téchto ptipadech obvykle pozorujeme mno-
honasobné zvyseni troponinti a dochazi ke klinicky
relevantnimu zvy$eni CK-MB a CK. Toto zvy$eni je
jisté kratkodobé i dlouhodobé prognosticky zavaz-
né a je tieba zde kratkodobé i dlouhodobé terapeu-
ticky zasahnout, stejné jako u nemocnych s klasic-
kym AIM. U ostatnich nemocnych je vhodnéjsi
pouzit termin »minimalni myokardidlni léze« ¢i
»periproceduralni asymptomatické zvySeni tropo-
ninu«. Podkladem je totiz subklinickd mikroembo-
lizace do periferie véncité tepny bez angiograficky
patrného omezeni pritoku tepnou. Zde si toto labo-
ratorni zjisténi obvykle nevyzada zadny zvlastni 1é-
¢ebny zasah, nebot vSichni nemocni by jiz méli byt
lé¢eni antiagregancii a -blokatory. Pacienty je po-
tom mozné propustit domt do 24 hodin, jak je ob-
vyklé po nekomplikované PCI. A kone¢né u dalsi
skupiny nemocnych miizeme pozorovat stiedné vel-
ké zvyseni troponinti (vice nez 3krat), které mutize
byt izolované, anebo doprovidzené mirnou elevaci
CK-MB. I u téchto nemocnych ma PCI obvykle
komplikovany pribéh a nékdy pozorujeme i ste-
nokardie béhem vykonu, ale k ischemickym EKG
zménam dochazi jen ztidka. U téchto nemocnych je
vy$$i riziko ¢asnych hospitaliza¢nich kardiovasku-
larnich komplikaci a je vhodny pobyt v nemocnici
alespon 48 hodin po PCI, nejlépe véetné kontinual-
nfho monitorovani EKG.

Stanovovani koncentraci troponintt po PCI ne-
musi byt bézné u vS§ech nemocnych. Doporuc¢ujeme
je pouze u pacientt s komplikovanym prtibéhem
PCI, v pripadé stenokardii béhem vykonu, anebo
pokud se vyvinou ischemické zmény na EKG.
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B Natriureticky peptid typu B

Natriureticky peptid typu B (»brain« - BNP) je citli-
vy marker akutni a chronické dysfunkce srde¢nich
komor. Je uvoliiovan jejich svalovinou pfi neurohu-
moralni odpovédi na zvy$ené napéti stény komory
pti tlakovém nebo objemovém pretizeni. Koreluje
velmi dobfe s funkéni klasifikaci srde¢niho selhani
a citlivé odrazi také klinickou reakci na 1é¢bu; je uzi-
van rovnéz pti odhadu prognézy uvedenych stavi.
BNP je uvolnovan z myokardu komor také pti koro-
narni okluzi a protrahované ischémii myokardu.
U nemocnych s AIM s elevaci tseku ST dochazi
k maximdlnimu zvy$eni hodnoty BNP za 16 hodin
od vzniku obtizi, u poloviny nemocnych byl nalezen
druhy vrchol hodnot paty den po AIM. Pro dia-
gnostiku nekrézy myokardu vsak neni BNP opti-
malni parametr. Jind je situace u nemocnych s AIM
bez elevaci useku ST - také zde byly prokazany zvy-
$ené hodnoty BNP. Nezavisi to v§ak na rozsahu po-
$kozeni myokardu nekrézou, BNP zde miize byt
citlivym ukazatelem déletrvajici ischémie, kterd ma
za nasledek dysfunkci levé komory srde¢ni. Bylo
prokdzano, ze mezi nemocnymi, ktef1 jsou pfijimani
s diagnézou bolesti na hrudniku, je mozné odlisit
nemocné s akutnim koronarnim syndromem podle
hodnot BNP. Na rozdil od nestabilni anginy pecto-
ris dochazi u AIM bez elevaci useku ST ke zvyseni
BNP jiz v prvnich dvou hodinach od vzniku obtizi.
Senzitivita hodnoty BNP pfi ptijeti byla 70,8 %, spe-
cificita 68,9 %, pfi hodnoceni spolu s troponinem I
a CK-MB byla senzitivita 87,3 % a specificita 97,3 %.
Zvyseni hodnoty BNP bylo v multivaria¢ni analyze
také ukazatelem, ktery predikoval vznik AIM neza-
visle na troponinech a CK-MB.

B Heart fatty acid binding protein

Novym markerem akutni ischémie myokardu, ktery
je v pocatcich klinického vyuziti, je heart fatty acid
binding protein (HFABP). Obecné jsou »fatty acid
binding« proteiny ¢asto pritomné v cytosolu bunék
fady tkani a maji nizkou molekulovou hmotnost.
V myokardu se nachazi v bunéénych membranach
myocytl »srde¢ni typ« tohoto proteinu, ktery se pti
poskozeni myokardu velmi rychle uvoliuje. U ne-
mocnych s akutnimi korondrnimi syndromy bylo
prokdzano, ze tento protein je zvySen v ¢asné fazi
onemocnéni, pfedev$im v prvnich 6 hodinach od
vzniku obtizi. V porovnani s bézné uzivanymi mar-
kery vykazuje »fatty acid binding« protein nejvyssi
senzitivitu pro detekci nekrézy myokardu.

B Karboanhydraza lll

Karboanhydréaza III je lokalizovana v pfi¢né pru-
hovaném svalstvu. Sledovani poméru myoglobinu
a karboanhydrazy III pomuze odhalit poskozeni
myokardu. Glykogenfosforylaza se vyskytuje ve tfech
izoenzymech, pri¢emz izoenzym GP-BB se uvoliuje
do obéhu za 2-4 hodiny po poskozeni myokardu
a mohl by byt vhodnym markerem pti poskozeni
myokardu v pribéhu kardiochirurgickych vykont.

B Lehké retézce myozinu

Lehké fetézce myozinu (MLC) - typ 1 a typ 2 — mo-
duluji interakci mezi aktinem a myozinem pfi kon-
trakci. Méné nez 1 % MLC se nachdzi v cytosolu
svalovych bunék. Tato frakce se uvoliiuje rychle
do obéhu a vzhledem k velikosti molekuly je filtro-
vana v glomerulech. Po poskozeni svalové bunky je
vrcholové koncentrace dosazeno za 3 az 6 hodin po
vzniku bolesti. Stanoveni MLC1 muze pomoci urce-
ni nekrézy myokardu, jeji zdvaznosti a prognozy.
Zvyseni MLC1 bylo pozorovano také u pacientt
s chronickym srde¢nim selhdnim a u pacient s ne-
stabilni anginou pectoris.

B Ischémii modifikovany albumin

Ischémie ovliviiuje vazebnou kapacitu albuminu
pro kobalt, respektive i jiné kovy. Tento parametr je
také nékde oznacovan jako ischémii modifikovany
albumin (IMA). Stanoveni IMA je mozné automati-
zovat a provadét je ve vétsich laboratotich i ve stati-
movém rezimu. Dosavadni studie ukazuji, ze tento
parametr miize odhalit pacienty s ischémii myokar-
du, avsak jiz htife rozliSuje mezi pacienty s ischémii
myokardu s infarktem myokardu, nebo bez né¢j.
Ischémii modifikovany albumin muZe byt pouzivan
jako parametr periopera¢niho myokardialniho po-
$kozeni. Je v8ak tfeba uvést, ze IMA je nespecificky
marker ischémie jakéhokoliv ptivodu. Pro ischémii
myokardu svéd¢i pouze v kombinaci s jinymi vySet-
Fenimi, kterd pro myokardialni 1ézi svéd¢i.

B Glykogenfosforylaza

Glykogenfosforylaza je kli¢ovy enzym v glykogeno-
lyze. Ma tfi hlavni izoenzymy, z nichz fosforylaza
BB (GPBB) ma hlavni vyznam a nachazi se pre-
dev$im v myokardu. Pri rozvoji hypoxie dochazi
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k metabolizaci glykogenu, ptitom je GPBB piivodné
strukturalné vdzana na sarkoplazmatické retikulum
a konvertovana na cytoplazmatickou formu. Bylo
prokdzano, Ze GPBB se vyznamné zvy$uje u nemoc-
nych s bolesti na hrudniku v priméru 4,5 hodiny
od vzniku potizi, pokud byla jejich diivodem isché-
mie. Pti srovndni s ostatnimi markery byl vzestup
GPBB nejrychlejsi a prvni patologické hodnoty byly
zaznamenany jiz 3 hodiny od vzniku potizi. K vyraz-
néjsimu vzestupu GPBB dochdzelo u nemocnych
s nestabilni AP a pfi zménach tseku ST a vlny T
v elektrokardiogramu. Dosavadni zku$enosti s tim-
to markerem ischémie jsou malé a teprve dalsi stu-
die vymezi jeho postaveni v diagnostice AKS.

B Plazmaticka oxidaza

Kyslikové radikaly maji vyznamnou ulohu v posko-
zeni tkdné u nemocnych s AIM. Jednim z ukazateld,
které odrazeji rozsah poskozeni myokardu, je oxida-
za, uvolnovana z polymorfonukleart. Plazmaticka
aktivita oxidazy (POA) méfena u nemocnych s AIM
méla v jedné ze studif senzitivitu 95 %, senzitivita
odpovidajici CK-MB byla pouze 54 %. Mirnou vy-
hodou stanoveni oxidazy je delsi doba pretrvavani
zvy$ené hodnoty (pouze 40 % poklesu do 5. dne od
AIM). Hodnoceni POA muze tedy prispivat k retro-
spektivni diagnéze AIM, ktery nebyl vysetfovan
ve své Casné fazi. Vyuziti je mozné pouze u nemoc-
nych bez projevt akutni infekce, zvy$ené hodnoty
byly prokazany napriklad u bronchopneumonie.

V tab. 2.2. jsou uvedeny hodnoty senzitivity jed-
notlivych markert a jejich kombinaci u rtiznych
typt AKS.

B (C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutni faze,
ukazatel jak akutniho, tak chronického zanétlivého
procesu. U AIM dochazi ke zvyseni CRP jiz v ¢asné

fazi a jeho zvyseni pretrvava 3-4 tydny, podle veli-

Tab. 2.2. Senzitivita marker( v zavislosti na klinické diagnéze

kosti infarktového loZiska a dspé$nosti reperfuze.
Ptisobeni CRP v reakci akutni faze je systémové,
v zavislosti na intenzité vyvolavajiciho podnétu se
v pribéhu 48 hodin zvy$uji plazmatické koncent-
race CRP az na tisicinasobky klidovych hodnot.
Po odeznéni kritického stavu je cirkulujici CRP vy-
chytavan a rozklddan opét bunkami jaterniho pa-
renchymu. Odstraniovani CRP z krevniho obéhu
(clearance) ma monoexponencidlni raz s biologic-
kym poloc¢asem 19 hodin. Tento biologicky polocas
nezavisi na aktualnim mnozstvi CRP, neni tedy ur-
¢ovan plazmatickymi koncentracemi CRP. Jedinym
Cinitelem, ktery rozhoduje o plazmatickych koncen-
tracich CRP, je rychlost jeho syntézy burikami jater-
niho parenchymu. Ta je fizena hlavné aktivitou in-
terleukinu 6. Pritom existuje ptima korelace mezi
intenzitou podnétu, ktery vyvolal reakci akutni faze,
a poc¢tem hepatocytd, jez syntetizuji CRP. C-reak-
tivni protein se tak stava dtilezitym parametrem sys-
témové zanétlivé odpovédi u vech forem ICHS.

Koncentrace CRP u bakterialnich ¢i jinych infek-
td dosahuji bézné stovkovych hodnot. Zmény kon-
centraci CRP v souvislosti s predikci ICHS anebo
AKS hodnotime v jiném referenénim rozmezi a sta-
noveni provadime metodou s vyssi citlivosti (tzv.
high sensitivity CRP), kde dolni limit detekce je ro-
ven nebo mensi 0,3 mg/1.

C-reaktivni protein u akutnich koronarnich syndromii
Mezi nemocnymi se syndromem anginy pectoris lze
rozpoznat dvé krajni, jasné vyhranéné skupiny:
® nemocné s chronickou stabilni ndmahovou angi-
nou pectoris;
® nemocné s nestabilni anginou pectoris.
V prvni skupiné je riziko nahlych koronarnich pti-
hod pomérné nizké, zatimco ve druhé skupiné je
vysoké. V obou skupinach je mira kardiovaskularni-
ho rizika pfimo umérnd klidovym koncentracim
C-reaktivniho proteinu, tedy rozsahu systémové za-
nétlivé, neinfekéni, odpovédi organismu.
Nemocné s nestabilni anginou pectoris je mozné
rozdélovat do skupin s riznym rizikem podle kon-
centraci CRP pfi ptijmu. Pokud hodnoty CRP pre-

Marker Nestabilni AP (n = 85) NSTEMI (n = 26) STEMI (n = 20)
IMA 91 (82-96) 69 (48-86) 60 (35-81)
EKG 32(22-43) 50 (30-70) 95 (75-100)
cTnT NA 65 (44-83) 30 (12-54)

EKG + cTnT NA 81 (61-93) 95 (75-100)
IMA + cTnT NA 96 (80-100) 75 (51-91)

IMA + EKG 94 (87-98) 81 (61-93) 100 (83-100)
IMA + EKG + cTnT NA 96 (80-100) 100 (83-100)

NA - neni k dispozici; IMA - ischemii modifikovany albumin; cTnT — srde¢ni troponin T; STEMI - infarkt myokardu s elevacemi ST
usekl; NSTEMI - infarkt myokardu bez elevaci ST Usekd, udaje jsou uvedeny v procentech s 95% konfiden¢nimi intervaly v zavorce
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vy$uji 3,0 mg/l, jsou tito nemocni ohrozeni vét§im
poc¢tem a del$im trvanim rekurentnich ischemic-
kych epizod, vét$im rizikem rozvoje AIM nebo nah-
1é smrti a maji vét$i pravdépodobnost potieby ur-
gentnich revaskulariza¢nich vykonti. Nemocné
s AIM lze rozdélovat do dvou skupin podle koncen-
trace CRP pfi pfijmu. U skupiny nemocnych s vy-
chozi koncentraci CRP vyssi nez 3,0 mg/l nachazi-
me pravidelné anamnesticky udaj o vyskytu novych
nebo zhor$eni dosavadnich klidovych anginéznich
bolesti v bezprostfednim predchorobi. Pokud je
hodnota CRP pii piijmu nizsi nez 3,0 mg/l, rozvoj
infarktu myokardu neni predchazen epizodami ne-
stabilni anginy pectoris.

Vzestup koncentraci CRP v krevnim séru u ne-
mocnych s akutnimi koronarnimi syndromy neni
vyvolan nekrézou bunék srde¢niho svalu, vychozi
koncentrace CRP nad 3,0 mg/l jsou projevem vy-
stupniované zanétlivé odpovédi, ktera je spojena
s horsi progndzou téchto nemocnych.

Vztah troponinii a C-reaktivniho proteinu
U nemocnych s nestabilni anginou pectoris je vze-
stup sérovych koncentraci CRP a/nebo TnT/Tnl
predik¢énim faktorem kardiovaskularni mortality.
Harmonogram odbéru krevnich vzorki a interpre-
tace jejich vysledkt ale naradzeji na uskali odli$né
kinetiky v tvorbé a uvolnovani jednotlivych biomar-
kertt do krevniho obéhu. Hodnoty CRP ziskané
do 6 hodin od néstupu akutni ischemické sympto-
matologie Ize jesté povazovat za »bazalni«, dosud
nezkreslené akutni zanétlivou reakci. Tyto hodnoty
CRP obsahuji prognostickou informaci dlouhodo-
bého kardiovaskuldrniho rizika. V. mnoha pripa-
dech v$ak pozadovany termin nelze dodrzet. Hod-
noty CRP, které se zvysuji jiz v ramci reakce akutni
faze, prinaseji informaci, jez se tyka progndzy ak-
tualni koronarni ptihody. Rozsah vzestupu koncen-
traci CRP a délka jejich pretrvavani vymezuji skupi-
nu nemocnych, ktefi jsou zvy$enou mérou ohrozeni
AIM, srde¢nim selhanim, rozvojem poinfarktového
aneuryzmatu a/nebo rupturou volné stény myokar-
du ¢i mezikomorového septa.

Prognosticka informace, kterou u nemocnych
s nestabilni anginou pectoris pfinasi vysledek vyset-
feni CRP, je vysoce senzitivni, ale malo specificka.
U jedinct s prokazanym vzestupem sérovych kon-
centraci CRP je velmi vysoka pravdépodobnost roz-
voje kardiovaskularnich komplikaci. Zaroven vsak
je u nich nezbytné pomyslet i na jina zanétliva one-
mocnéni, kterd vedou k vzestupu CRP. Vypovédni
hodnota CRP je u nemocnych s ischemickou choro-
bou srde¢ni ponékud méné zietelna ve vztahu k ¢as-
nému infarktu myokardu nez k celkové kardiovas-
kularni mortalité.

M Aspartataminotransferaza

Aspartataminotransferaza (AST) je enzym kataly-
zujici prenos aminoskupiny z aminokyseliny na ke-
tokyselinu, a naopak. Ve vysoké aktivité ji najdeme
v jatrech, kosternim svalstvu a v myokardu. Je loka-
lizovana v cytoplazmé a v mitochondriich (70 %).
Stoupa za 4-6 hodin po zac¢atku ischémie, vrchol
aktivity je priblizné za 1-2 dny a k normalizaci hod-
not dochdzi do 5 dni.

B Laktatdehydrogenaza

Stejné jako kreatinkindza je i laktdtdehydrogenaza
(LD) enzym, ktery je pritomny v mnoha tkanich.
Ma pét izoenzymi a jednotlivé tkané se lisi pomé-
rem jejich zastoupeni. Nefrakcionovanid LD neni
specifickd pro nekrézu myokardu, jeji koncentrace
se zvySuje 12-18 hodin po vzniku nekrdzy, zvyseni
pretrvava az 10 dnti. V myokardu je nejvice zastou-
pen izoenzym LDI, pfi poméru LD1/LD2 vys$$im
nez 1 je mozné zvazovat diagnézu AIM.

V soucasné dobé¢ jiz stanoveni AST a LD v dia-
gnostice akutnich koronarnich syndromi ztratilo
vyznam.

2.3.2. Strategie vyuZiti laboratorni testii
u nemocnych s bolestmi na hrudniku

Stanoveni markerti poskozeni srde¢niho svalu pro-
vadime standardné u nemocnych, ktefi prichdazeji
s bolestmi na hrudniku a maji klinické projevy od-
povidajici akutnimu koronarnimu syndromu (AKS).
Nemocnym, ktefi maji bolest na hrudniku a soucas-
né je z klinického hlediska velmi nepravdépodobné,
Ze se u nich jedna o AKS (naptiklad mladi nemoc-
ni), neni spravné odebirat krev na stanoveni mar-
kerti. Moznost fale$né pozitivniho vysledku u této
skupiny nemocnych muze vést ke zbyte¢né hospi-
talizaci, provadéni dalSich testd a vySetfeni, kterd
mohou byt provdzena komplikacemi. Naopak na
zékladé negativniho vysledku jednoho testu nelze
vyloudit poskozeni myokardu. U nemocnych s prav-
dépodobnym AKS pouzivame jako hlavni bioche-
micky marker troponiny, pfijatelnou alternativou
je CK-MB. Vyhodou troponint je jejich vyssi spe-
cificita a prognosticky vyznam jejich zvySeni i pii
normalni koncentraci CK-MB. Pokud jsou hodno-
ty zji$téné v prvnich 6 hodindch od vzniku obtizi
v normalnich mezich, je nezbytné provést druhy
nabér v intervalu 9-12 hodin od vzniku obtiZi (obr.
2.1.).
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Urceni rizika nemocného s AKS vychazi z anamne-
stickych udaju, fyzikalniho vySetfeni, elektrokardio-
gramu a z hodnot laboratornich markert.. Mira in-
dividudlniho rizika rozhoduje, zda bude nemocny
hospitalizovan, zda to musi byt na koronarni jed-
notce, urc¢i zptisob 1é¢by (konzervativni — intervenc-
ni). Pti negativnich nalezech naopak umoznuje pro-
pusténi a pfipadné odeslani nemocného k provedeni
nékterych neinvazivnich vysetfeni (EKG, echokar-
diografie, scintigrafie).
Nemocny prijaty s bolesti na hrudniku projde op-
timéalné nasledujicim postupem:
— jsou ziskany anamnesticka udaje s uréenim prav-
dépodobnosti, Ze se jedna o AKS;
- je provedeno fyzikdlni vySetfeni a vySetfeni EKG;
- je odebrana krev na stanoveni troponint, popii-
padé CK-MB a myoglobinu;
- pokud je ¢as od vzniku obtiz{ krat$i nez 6 hodin,
odbér opakujeme do 9.-12. hodiny.
Na obr. 2.2. je znazornén algoritmus, podle kterého
se provadi stratifikace rizika nemocnych s bolestmi
na hrudniku v prvnich 72 hodinach od vzniku obti-
zi. Jako faktory ovliviiujici riziko jsou zde uvedeny
zmény na EKG, dale systolicky tlak pod 100 mm Hg,
oboustranné chrupky pfi plicnich bazich, zhorseni
jiz drive pritomné anginy pectoris a pozitivni bio-
chemické markery.

2.4. Laboratorni vysetieni uZivana
pri srdecnim selhani

U nemocnych s chronickym srdecnim selhanim
dochédzi ke komplexni neuroendokrinni aktivaci,
kterd zahrnuje katecholaminy, natriuretické peptidy
a komponenty systému renin-angiotenzin-aldoste-
ron. Novéji se v diagnostice a urceni progndzy ne-
mocnych se srde¢nim selhanim uplatiiuji také en-

| invazivni strategie |

Obr. 2.2. Algoritmus stratifikace rizika nemocnych s bolestmi
na hrudniku v prvnich 72 hodinach od vzniku obtizi

doteliny, neuropeptid Y, adrenomedulin, cytokiny
a chromogranin A. Prognosticky vyznam byl u ne-
mocnych se srde¢nim selhanim prokdzan u endote-
linu 1 a chromograninu A. V poslednich letech do-
$lo k vyuziti laboratorniho vyS$etfeni i v diagnostice
akutniho srdecniho selhani. Krom¢ standardnich
anamnestickych udaju, fyzikalniho vySetieni, rtg srdce
a plic, a predev$im nalezu echokardiografického je
vyuzivano stanoveni natriuretického peptidu typu B.

B Natriureticky peptid typu B

Tento neurohormon je specificky produkovan a vy-
lu¢ovan z myokardu srde¢nich komor v zéavislosti
na objemové zatézi a tlakovém zatiZeni. Dostupné
laboratorni metody stanovuji bud pfimo aktivni
BNP (32 aminokyselin), nebo NT-proBNP (76 ami-
nokyselin) - tedy N-termindlni fragment, ktery
vznika pri $tépeni prekurzoru BNP, jenz je oznaco-
van jako proBNP (108 aminokyselin). NT-proBNP
ma na rozdil od BNP vyhodu v del$im polocase
a vys$si stabilité v preanalytické fazi. Oba dva ukaza-
tele maji vyznamny diagnosticky a prediktivni vy-
znam jak v diagnoéze srde¢niho selhdni s porusenou
systolickou funkci, tak u nemocnych se srde¢nim
selhanim se zachovalou systolickou funkci. Zejména
posledné jmenovand skupina nemocnych se diky
vysoké prevalenci hypertenze a diabetu v popu-
laci neustale zvétSuje a vyznam stanoveni BNP
a NT-proBNP tak vyznamné stoupa. Néktera data
naznacuji, ze pravé v této oblasti by NT-proBNP
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Obr. 2.3. Diagnosticky algoritmus srde¢niho selhani

mohl mit jisté prednosti. Naopak BNP se zdd méné
nachylny na ovlivnéni soucasné pritomnou renalni
insuficienci. Soucasna doporuceni stavi oba dva
ukazatele na roven pouze s odlisnymi hrani¢nimi
hodnotami. Bylo prokazano, Ze sérové koncentrace
natriuretického peptidu typu B (BNP) velmi dobre
koreluji s funkéni tfidou srde¢niho selhani podle
klasifikace New York Heart Association (NYHA)
a s progndézou nemocnych se srde¢nim selhanim.
V soucasné dobé jsou pro stanoveni BNP k dispozi-
ci nejen metody ELISA, ale téZ automatizované
imunochemické metody a »bed-side« metoda, kterd
poskytuje vysledky do 15 minut po odbéru zilni
krve nemocného. Aktudlni doporucéeni Evropské
kardiologické spole¢nosti z roku 2012 postavila dia-
gnosticky algoritmus predev$im tak, aby bylo moz-
no diagnézu srde¢niho selhani s vysokou pravdépo-
dobnosti vylou¢it. K tomu jsou pouzivany velmi
nizké hrani¢ni hodnoty BNP a NT-proBNP v kom-
binaci s abnormdlnim EKG nalezem (EKG je jen
ojedinéle u nemocnych se srde¢nim selhanim nor-
malni). Diagnéza je pak nasledné upfesiiovana pre-
devs$im s vyuzitim echokardiografie.

Jiné pri¢iny elevace BNP nebo NT-proBNP u ne-
mocnych s akutnim nastupem potizi zahrnuji akut-
ni koronarni syndromy, komorové a supravent-
rikularni tachyarytmie, plicni embolizaci, tézkou
chronickou obstruktivni chorobu plicni s pretize-
nim pravého srdce, renalni insuficienci a sepsi.
U nemocnych s neakutnim nastupem potizi je pak

MY

pri¢inou elevace natriuretickych peptidi vék nad

75 let, supraventrikuldrni arytmie, hypertrofie levé
komory, chronicka obstrukéni plicni choroba a chro-
nickd renédlni onemocnéni (obr. 2.3.).

2.5. Laboratorni vysetieni
nemocnych s plicni embolii

U nemocnych s plicni embolii (PE) si klademe pte-
dev$im dvé zédkladni otazky. Za prvé, zda nemocny
plicni embolii ma, ¢i nikoli. Za druhé, pokud plic-
ni embolii skute¢né ma, jak tato embolie ovliviiuje
prognoézu nemocného. Podle toho pak volime 1é¢eb-
nou strategii mezi méné agresivni antikoagula¢ni
1é¢bou a agresivni 1é¢bou fibrinolytickou, pripadné
v krajnim pripadé intervenéni perkutanni nebo chi-
rurgickou desobliteraci obstruovaného plicniho fe-
ciste.

Prvnim krokem v diagnostice PE je urceni prav-
dépodobnosti, Ze se o tuto diagndzu jedna. V tom
ma kli¢ové misto anamnéza nemocnych, posouzeni
jejich rizikovych faktort a klinické vysetteni. V za-
vislosti na tom jsou nemocni rozdéleni do skupiny
s nizkou a sttedni pravdépodobnosti PE (kde je ¢as
na diagnostické rozvahy a kde je rovnéz misto pro
uplatnéni stanoveni D-dimerti) a do skupiny ne-
mocnych s vysokym rizikem (kde u stabilnich ne-
mocnych provadime nejc¢astéji CT angiografii, u ne-
stabilnich zac¢iname echokardiografii k vylouceni
kritického pretizeni pravé komory).
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W D-dimery

Pro diferencialni diagnostiku PE je nejéastéji vy-
uzivano stanoveni D-dimeru. Jde o fibrin-degradac-
ni produkty vznikajici pfi procesu spontanni fibri-
nolyzy.

Uplatnéni D-dimert vyplyva z vlastnosti testu:
senzitivita je 93 % a specificita 25%. Negativni test
ma vynikajici negativni prediktivni hodnotu 99,5 %.
Jinymi slovy, negativni test trombozu a jeji plicni
embolizaci prakticky vylu¢uje, pozitivni v§ak nezna-
mend, ze nemocny ma pravé plicni embolii, nebot
pric¢in elevace D-dimerd muize byt fada - naptiklad
gravidita, jaterni onemocnéni, zanéty a nadorova
onemocnéni, trauma, ale i vyssi vék.

Pro klinickou praxi je kli¢ové, ze mame-li nalé-
havé podezteni na PE z klinického obrazu (pfitom-
nost rizikovych faktoru, typickd anamnéza bolesti
na hrudi, synkopy, expektorace krve, dusnost, cya-
ndza, hypotenze atd.), ¢ekani na vysledek D-dimert
nedava smysl a nemocny by mél byt diagnostikovan
jinymi vyS$etfovacimi metodami (echokardiografie,
CT-angiografie).

Z hlediska velikosti a klinické zavaznosti se diive
délila PE na masivni, submasivni a malou. Toto
hodnoceni bylo v poslednich doporucenich kardio-
logickych spole¢nosti nahrazeno stratifikaci rizika
na »high-risk« a »non-high-risk«. Druh4 skupina se
pak jesté déli na intermediarni riziko a nizké riziko.

Motivaci tohoto déleni je skute¢nost, Ze nemocny
s vysokym rizikem md vysokou pravdépodobnost
umrti a je kandidatem fibrinolytické 1é¢by. Naopak
aplikace takto agresivni terapie u nemocného s niz-
kym rizikem by byla hazardem s vysokou pravdé-
podobnosti komplikace 1é¢by bez odpovidajiciho
kladného vysledku. Pro stratifikaci nemocnych je
mozno vyuzivat kromé posouzeni hemodynamiky
i markery myokardidlniho poskozeni.

B BNP, NT-proBNP

Dysfunkce myokardu vede celkem univerzalné k ele-
vaci natriuretickych peptidd, bez ohledu na to, zda
jde o pretizeni levé nebo pravé komory. Elevace
BNP nebo NT-proBNP je tak ptitomna i pfi dys-
funkci tlakové pretizené pravé komory v dusledku
PE. Data, kterd jsou v soucasné dobé k dispozici,
sice ukazuji, ze BNP ma jen malou pozitivni pro-
gnostickou hodnotu pro nepfiznivy pribéh PE
(12-26 %), av8ak negativni prediktivni hodnota je
dobra (94-100 %). To znamend, Ze normalni kon-
centrace BNP nebo NT-proBNP u nemocného s in-
termedidrnim rizikem jsou dobrym prognostickym
ukazatelem a mohou nas vést spise ke konzervativ-

nimu postupu zalozenému jen na antikoagula¢ni
terapii, a nikoli na fibrinolyze.

B Troponiny

U pacientt s PE vede nékdy tlakové pretizeni pravé
komory k nekréze myokardu i presto, Ze epikardial-
ni véncité cévy nejsou poskozené. Elevace troponi-
nu T byla shledana jako ukazatel spojeny s vysokym
rizikem umrti nemocnych s PE. Daleko cennéj$im
pozorovanim je, zZe elevace troponinil je spojena
s vy$$im rizikem i u normotenznich nemocnych,
tedy u téch, kde hemodynamickou zavaznost nein-
dikuje samotny klinicky stav. Nedavna metaanalyza
prokazala, Ze elevace troponinii je u téchto pacientt
spojena az s $estinasobnym rizikem mortality. U ne-
mocnych je doporuc¢eno zvazit opakované odbéry
troponintt po 6 a 12 hodinach od pocatku potizi,
nebot inicidlni odbéry mohou byt negativni. Pozi-
tivni vysledek troponint tak mtize prispét k pre-
hodnoceni rizika nemocnych a vést k volbé fibrino-
lytické terapie.

W HFABP

O prognostickém vyznamu dal$ich biomarkert
u PE jsou pomérné chuda data. Jako ukazatel myo-
kardialniho poskozeni byl testovan HFABP - heart
fatty acid binding protein, ktery by mél mit v pre-

dikei vysoce rizikové PE dokonce vys$$i pozitivni
i negativni prediktivni hodnotu nez troponiny.

2.6. Laboratorni vysetieni uZivana
v diagnostice infekcnich
onemocnéni v kardiologii

2.6.1. Infek¢ni endokarditida

V diagnostice infekéni endokarditidy maji nejvétsi
vyznam hemokultury. Bakteriémie je u nemoc-
nych s endokarditidou trvala, neni tedy nutny odbér
hemokultur v zavislosti na vzestupech télesné teplo-
ty. Pfed zahajenim lé¢by antibiotiky je pravdépo-
dobnost pozitivai hemokultury odebrané ze Zilni
nebo arteridlni krve 95-100 %; je znamé, Ze toto
procento se lisi podle typu mikroorganismu. Nej-
Castéj$i pri¢inou negativni hemokultury je predcho-
zi 1é¢ba antibiotiky. Odbéry maji byt provadény na-
sledujicim zptsobem: béhem 24 hodin provadime
tfi oddélené odbéry, vzdy z nové venepunkce. Vzor-
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ky po 10ml krve se odebiraji jednak do aerobniho
média, jednak do anaerobniho média. Laboratof
musi byt vidy upozornéna na moznost diagndzy
endokarditidy.

K potvrzeni zanétlivé, infekéni etiologie indikuje-
me vysetfeni krevniho obrazu, CRP, pfipadné pro-
kalcitonin. V krevnim obraze nachazime u 70 az
90 % nemocnych normochromni normocytarni
anémii, nizkou hodnotu sérového Zeleza a nizkou
vazebnou kapacitu pro Zelezo v séru. Leukocytoza
s vy$$im poctem granulocytt je obvykla u akutni
formy endokarditidy, u subakutnich forem je pocet
leukocytt vétsinou normélni. Trombocytopenie se
objevuje pouze vzacné. Témér u véech nemocnych
je zvySend sedimentace erytrocytii - vyjimkou
jsou nemocni se srde¢nim selhdnim, rendlnim se-
lhanim nebo s diseminovanou intravaskularni koa-
gulaci. Ttebaze je sedimentace erytrocytii nespeci-
fickym testem, svéd¢i jeji normalni hodnoty (kromé
vyjmenovanych stavll) proti diagnéze infekéni en-
dokarditidy. Dalsi pouzivané testy prokazuji zanétli-
vou a imunitni aktivaci: pozitivni revmatoidni
faktor, cirkulujici imunokomplexy, kryoglobuli-
ny, imunoglobuliny. Uvedena vysetfeni jsou po-
mérné nakladna, pro stanoveni diagnézy nejsou
nezbytna a neumoziuji ani monitorovani u¢innosti
1é¢by. Velmi vysoké koncentrace cirkulujicich imu-
nokomplext poméhaji odlisit pfechodnou bakterié-
mii od endokarditidy. V diagnostice jsou cenné pre-
dev$im tehdy, nejsou-li vysledky echokardiografie
a hemokultur jednozna¢né. Zvy$end koncentrace
urey byva projevem imunokomplexové glomerulo-
nefritidy a byva spojena se zvy$enim cirkulujicich
imunokomplext a snizenim komplementu.

U vice nez 50 % nemocnych je nachazena pro-
teinurie a mikroskopickd hematurie, a to i tehdy,
jsou-li renalni funkce normalni.

2.6.2. Myokarditida

Myokarditidy jsou charakterizovany zanétlivym po-
stizenim myocytu, intersticia, cévnich struktur, ¢as-
to byva soucasné postiZen i perikard. Pfi¢inou jsou
nejéastéji infekce nejruznéjsiho pavodu (virové,
bakterialni, riketsialni, protozoarni, metazoarni).
V laboratorni diagnostice nejsou proto pouzivana
specificka vySetreni, obecné byvaji nachazeny pro-
jevy infekce — v zavislosti na etiologickém agens.
V diagnostice mé rozhodujici misto elektrokardio-
grafie, echokardiografie a magnetickd rezonance
s pouzitim kontrastnich paramegnetickych latek
na bazi gadolinia a priikaz pozdniho syceni (late en-
hancement). Predev§im magnetickd rezonance
predstavuje zasadni krok bud vylou¢enim zanétlivé-
ho poskozeni, nebo naopak suspekci na néj. Své vy-

uziti nachazeji stéle ¢astéji i radionuklidové metody.
Vyuziti antimyozinovych protilatek znacenych ga-
liem (YGa) nebo indiem ('''In) umoznuje detekci
zanétlivych nebo nekrotickych lozisek v myokardu.
V diagnostice se pouzivaji také metody endomyo-
kardialni biopsie. Ziskané vzorky tkané jsou vysetfo-
vany klasickymi patologickoanatomickymi metoda-
mi, véetné elektronové mikroskopie, v posledni
dobé pak také metodami molekularni biologie.

2.6.3. Perikarditida

Diagnostika perikarditidy je zalozena na vySette-
ni fyzikalnim, elektrokardiografickém, a predev$im
echokardiografickém. Punkce vypotku umozni vy-
Setfeni biochemické, mikrobiologické a cytologické.
Zmény nékterych obecnych laboratornich ukazate-
It - sedimentace erytrocytd, zmény v krevnim ob-
raze, projevy zanétlivé a imunitni stimulace - jsou
zavislé na etiologii onemocnéni.

2.7. Laboratorni vysetieni
uzivana v angiologii

U vSech onemocnéni, kterd vedou k ischemické
chorobé dolnich konéetin, provadime bézna labora-
torni vySetfeni, jako jsou sedimentace erytrocytd,
krevni obraz, stanoveni trombocytti, fibrinogenu,
viskozity plazmy a krve, kreatininu a urey, kyseliny
mocové. U obliterujici aterosklerdzy vysettuje-
me spektrum lipidd — cholesterol a jeho frakee, tri-
acylglyceroly, glykémii, provadime test glukézové
tolerance, popf. zjistujeme také inzulinémii. Jako
prediktivni pro rozvoj komplikaci je mozno vyuzit
podobné jako u ICHS stanoveni hs-CRP. Pro nové
prediktory rozvoje aterosklerdzy, jako je Lp-PLA,,
zatim u ICHDK data témér chybéji.

U obliterujici trombangiitidy stanovujeme rtiz-
né zanétlivé ukazatele — revmatoidni faktor, imu-
noglobuliny, cirkulujici imunokomplexy, slozky C3
a C4 komplementu, popt. antielastinové protilatky
a inhibitor aktivatoru plazminogenu PAI-1. U ko-
lagendz a vaskulitid jsou provadéna specidlni vy-
Setfent, jejichZ souhrn je uveden v kap. 13 a 28.

U zilnich onemocnéni je provadéna fada hemo-
koagula¢nich vySetfeni, zamérenych predev$im na
geneticky podminéné defekty koagulace. Patfi k nim
APC-rezistence (mutace faktoru Va Leiden), deficit
antitrombinu, deficit proteinu C, deficit proteinu S,
faktoru II a hyperhomocysteinémie. Idealnimi me-
todami pro diagnostiku tromboéz jsou duplexni sono-
grafie, kterd ma prakticky 100% specificitu, a vyset-
feni D-dimeru, rozpadového produktu fibrinu, ktery
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ma 95% senzitivitu. Pfi jeho negativité tedy trombo-
za neni s vysokou pravdépodobnosti pfitomna.
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v pneumologii

Jifi Homolka

3.1. Uvod

Plice jsou organ umoznujici vyménu plynti mezi
plicnimi sklipky a zevnim prostfedim - respiraci.
Cilem respirace je zajisténi vymény kysliku a oxidu
uhlic¢itého mezi krvi a tkinémi a tim umoznéni bu-
né¢nych metabolickych pochodii. Respirace sesta-
va ze Ctyr slozek:

® ventilace;

o difuze;

® perfuze;

® kontroly dychani.

Kromé hlavni, tedy respira¢ni funkce maji plice
i funkce nerespira¢ni pfi inaktivaci cirkulujicich
bioaktivnich latek, napt. serotoninu nebo bradykini-
nu. V plicnich cévach dochazi k pfeméné angioten-
zinu I na angiotenzin II t¢inkem enzymu konvertu-
jictho angiotenzin (ACE) v endotelovych bunkach.
V plicni cirkulaci také vznikaji metabolity kyseliny
arachidonové (prostaglandiny a leukotrieny).

Plice jsou dale organ, ktery je velkou plochou plic-
nich sklipku (asi 100 m*) neustale v kontaktu se ze-
vnim prostiedim, a ktery je proto zaplavovan velkym
mnozstvim antigenti. K tomu, aby mohly plnit svou
zakladni respira¢ni funkci, je nutna jejich vybava vy-
konnymi ochrannymi mechanismy. Tyto mechanis-
my lze rozdélit na specifické a nespecifické (tab. 3.1.).

K zékladnim pilifim pneumologické diagnos-
tiky patfi anamnéza a dale fada réiznych vySetfeni
— fyzikalni, laboratorni, zobrazovaci metody, vysetre-
ni funkee plic, endoskopicka, mykobakteriologicka,
imunologicka a alergologicka, izotopova a biopticka.

V ramci diagnostiky a 1é¢by plicnich chorob vy-
$etfuje pneumolog u nemocnych krev, mo¢, sputum,

Tab. 3.1. Plicni ochranné mechanismy

Specifické Nespecifické

alveolarni makrofagy IgG, laktoferrin, komplement

IgA surfaktant

bronchialni sekret, bronchoalveolarni lavadzni teku-
tinu (BALTe), pohrudni¢ni vypotek a dal$i materia-
ly. Nedilnou soucasti pneumologické diagnostiky
jsou klasické i moderni zobrazovaci metody (skia-
grafie, skiaskopie a tomografie hrudniku, vypocetni
tomografie, vypocetni tomografie s vysokou rozliso-
vaci schopnosti — HRCT, sonografie), endoskopické
vySetfovaci metody (tracheobronchoskopie, thora-
koskopie, mediastinoskopie) a vysetfeni funkce plic
(spirometrie, celotélova pletyzmografie, vySetfeni
difuzni kapacity plic pro CO — DL, vySetteni plic-
ni poddajnosti - compliance). Pneumolog indikuje
téz bakteriologicka a mykobakteriologicka vySetfeni
véetné modernich amplifika¢nich metod detekuji-
cich specifické sekvence DNA nebo r-RNA myko-
bakterii. K vylou¢eni embolizace do plic je indiko-
van perfuzni plicni sken v kombinaci s ventila¢nim
plicnim skenem. K zakladnim metoddm diagnos-
tiky zhoubnych nadort v oblasti dychaciho dstroji
patfi pneumologicka cytodiagnostika, kterd je rych-
4 a spolehlivd a nemocného nezatéZuje rizikem
spojenym s odbérem vétsi casti tkané. Presto se
pneumolog v indikovanych pfipadech neobejde bez
bronchobiopsie, transbronchialni plicni biopsie, plic-
ni biopsie pfi videoasistované thorakoskopii nebo
plicni biopsie podle Klassena.

3.1.1. Laboratorni vysetieni v pneumologii

U kazdého nemocného vySettujeme reaktanty akut-
ni faze — sedimentaci erytrocyttt (FW), C-reaktivni
protein (CRP). V indikovanych pripadech pii pode-
zfeni na bakteriadlni sepsi vySetfujeme prokalcito-
nin. Vyrazné zrychlend sedimentace je zjistovana
u systémovych onemocnéni pojiva s plicnim posti-
zenim, primdrnich nebo sekundarnich malignich
plicnich nadort a u zanétd plic. U chronické ob-
strukéni plieni nemoci nebo tuberkuldzy je vétsinou
sedimentace v normé. Leukocytéza s posunem do-
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leva v krevnim obraze svéd¢i pro akutni zanét plic,
polyglobulie muze doprovazet chronickou respirac-
ni insuficienci, eozinofilie miiZe byt pfitomna u bron-
chidlniho astmatu nebo u vaskulitid s plicnim posti-
zenim. Normochromni nebo hypochromni anémie
doprovazi bronchogenni karcinom. Specialni labo-
ratorni vySetreni se tykaji autoprotilatek, stanoveni
haplotypu, ACE v séru nebo zjisténi nddorovych
markerti (CEA, CYFRA, NSE, proGRP).

3.1.2. Mykobakteriologicka vysetieni

Jako dulezité vysetfeni u nemocnych s plicnimi cho-
robami neni mozno opomenout mikroskopické
a kultivaéni vySetfeni sputa, bronchidlniho sekretu,
pohrudni¢niho vypotku, vzork tkané a jinych ma-
terialt na mykobakterie. Mikroskopické vysetfeni
sputa lze provést pri barveni podle Ziehla-Neelsena
nebo auraminrhodaminem B (fluorescenéni mikro-
skopie). Kultivace provadime na pevnych vaje¢nych
pudach Lowensteinovych-Jensenovych nebo na te-
kutych padach (Sulova ptida). Kultivace na myko-
bakterie je tisickrat citlivéjsi nez mikroskopie, ale
trvd primérné 6 tydni. Casto se opomine vysetiit
biopticky material z uzlin kultiva¢né na mykobakte-
rie. Ve snaze zkratit dobu potfebnou k prikazu ma-
lych kvant mykobakterii byly zavedeny rychlejsi
metody, napf. radiometrickd nebo fluorescen¢ni
kultivace BACTEC, kdy lze rtist mykobakterii de-
tekovat jiz za 2-3 tydny. K priikazu specifickych
sekvenci nukleotidti v mykobakterialni DNA se po-
uziva polymerazova retézova reakce (PCR). Lze
prokazovat i ribosomalni RNA mykobakterii po je-
jim prepisu do DNA a amplifikaci (PCR s reverzni
transkripci - RT-PCR).

3.1.3. Imunologicka a alergologicka vysetieni
v pneumologii

U pacienttt s recidivujicimi plicnimi infekcemi je
indikovédno stanoveni koncentraci imunoglobuli-
nt k vyloudeni dysgamaglobulinémie. Pfi intersti-
cidlnich plicnich procesech vysetfujeme koncentra-
ce cirkulujicich imunokomplexti a autoprotilatky.
U bronchialniho astmatu typu extrinsic je na misté
provedeni prick testti a intradermalnich koznich
testl a stanoveni specifickych IgE. Stanovujeme téz
eozinofilni kationicky protein (ECP) jako marker
aktivace eozinofild.

Tuberkulinovy test provadime aplikaci 0,1 ml
purifikovaného proteinového derivatu (PPD) intra-
dermalné na volarni stranu levého predlokti (Man-
toux II) a hodnotime ho za 72 hodin. Tuberkulinovy
test je pozitivni pti induraci 6 mm a vétsi. Reakci nad

15mm hodnotime jako hyperergickou a predpokla-
dame senzibilizaci T-lymfocytt nikoliv po aplikaci
BCG vakciny, ale po infekci virulentnim kmenem
komplexu Mycobacterium tuberculosis. Negativni
tuberkulinovy test miizeme hodnotit jako mozny
defekt buné¢né imunity v oblasti T-lymfocyta.

IGRA testy stanovuji produkci interferonu-y
(IFN-y) senzibilizovanymi T-lymfocyty. Oproti tu-
berkulinovému testu maji vyhodu v tom, Ze jejich
vysledek neni ovlivnén predchozi BCG vakcinaci,
jedna se o jednorazové vysetfeni nevyzadujici dalsi
nav$tévy nemocného. Jejich nevyhodou je vysokd
cena souprav. V CR se pievazné pouzivd Quantiferon
TB-Gold, pouzivajici k méfeni produkce IFN-y
techniku ELISA. V Evropé je kromé tohoto testu
pouzivan i TB-Spot detekujici aktivované T-lymfo-
cyty technikou ELISPOT.

Kveimuv test slouzi k diagnostice sarkoiddzy.
Kveimuv antigen lze pfipravit ze sleziny nemocného
se sarkoid6zou. Takto pripraveny antigen se aplikuje
intradermalné na oznacené misto v davce 0,1 ml.
Za 3-4 tydny se provede z mista vpichu kozni exci-
ze, kterd je po obarveni mikroskopicky hodnocena
— priikaz epiteloidniho granulomu podporuje dia-
gnoézu sarkoidézy. Nékdy podporuje diagnézu sar-
koidézy i hnédocerveny uzlik vznikly v misté po
aplikaci antigenu. Kveimiiv antigen se komer¢né ne-
vyrabi.

3.1.4. Biopticka vysetieni v pneumologii

Pleuralni biopsie provadime u nejasnych pleural-
nich syndromu. Pouzivime k tomu punk¢ni jehly
specialniho typu, napt. Copeho nebo Abramsovu.
Predpokladem nekomplikované necilené pleuralni
biopsie je dostate¢né oddaleni plice tekutinou. Ne-
cilena pleuralni biopsie ma vys$si vytéZnost u tuber-
kuldzni pleuritidy nez u karcinomatdznich pleuri-
tid. Lze provést i cilenou pleuralni biopsii $tipdkem
pri thorakoskopii.

Plicni biopsie lze provadét chirurgicky cestou malé
thorakotomie podle Klassena nebo pfi videothora-
koskopii. Dale lze ziskat vzorek plicni tkané trans-
bronchidlni cestou (Andersenova transbronchidlni
plicni biopsie) nebo punkéni cestou za pouZiti spe-
cidlnich rotujicich jehel a podtlaku. Tenké jehly
(napf. jehla Chiba o primeéru 0,72 mm) umoznuji
ziskani materidlu pouze k cytologickému vySetfeni.

3.1.5. lzotopova vysetieni v pneumologii
Perfuzni plicni scintigrafie dava prehled o pritoku

krve plicemi v zéavislosti na lokalni ventilaci. Ne-
umoznuje sice spolehlivé rozliseni, zda je vypadek
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perfuze dan embolizaci, nebo omezenim ventilace
v prislusném plicnim segmentu, jako screeningové
vySetfeni je vSak indikovana vzdy pii podezfeni
na embolizaci do plicnice. Perfuzni plicni scintigra-
fii je vhodné kombinovat s ventila¢ni plicni scinti-
grafii k odliSeni primarnich a sekundarnich poruch
plicni perfuze. Méfeni epitelidlni plicni permeabili-
ty pomoci *™Tc — DTPA (diethylentriaminopenta-
octova kyselina ve formé aerosolu) spociva na prin-
cipu prestupu radioaktivity z plicnich sklipkit do
cévniho fecisté. Prinik radiofarmaka je zrychlen
u kurdkd a pti intersticidlnich plicnich procesech.
Senzitivita vySetfeni je vysokd, ale specificita je vel-
mi nizka.

3.1.6. Analyza vydechovaného vzduchu nebo
kondenzatu vydechovaného vzduchu

V roce 1998 ziskala trojice védeckych pracovnikt
z USA - Furchgott, Ignarro a Murad - Nobelovu
cenu za fyziologii a 1ékarstvi za objev oxidu dusnaté-
ho (NO) jako signalni molekuly v kardiovaskular-
nim systému. Profesor Furchgott dospél k zavéru, Ze
cévy jsou dilatovany na zakladé neznamé signalni
molekuly, kterou nazval relaxa¢ni faktor odvozeny
od endotelu (EDRF - endothelium-derived relaxing
factor). V roce 1986 identifikovali EDRF nezdvisle
Furchgott a Ignarro jako oxid dusnaty.

Oxid dusnaty je dilezity nespecificky mediator
zénétu. Ucastni se fady fyziologickych déji (regula-
ce periferniho krevniho priitoku, Gcast na funkcich
trombocytll, neurotransmise a dalsi). U zdravych
osob je prubézné syntetizovan v nizkych koncentra-
cich v dychacich cestich. Endogenni NO vznikd
z L-argininu pisobenim enzymu NO-syntazy, kterd
existuje ve tfech izoformach - endotelidlni, neuro-
genni a inducibilni. Jeji expresi mohou indukovat
prozanétlivé cytokiny v epitelidlnich a zanétlivych
bunkach. NO je nestabilni a méni se velmi rychle
na nitrity a nitraty. V leukocytech je NO produko-
van ve velkém mnozstvi a dosahuje toxickych kon-
centraci potrebnych k poskozeni bakterii a parazitii.

V poslednich deseti letech je predmétem rozsah-
1ého vyzkumu vyuziti detekce NO a dalsich substan-
ci k monitorovani aktivity nebo stanoveni diagndzy
u nékterych plicnich onemocnéni. Lze vysetfovat
vydechovany vzduch nebo kondenzat vydechované-
ho vzduchu. Méfeni koncentraci NO ve vydechova-
ném vzduchu (analyzator NIOX) se jiz pouziva
v nékolika desitkach klinickych center v Evropé a je
nazornym piikladem zavedeni novych poznatka
z fyziologie a patofyziologie do pneumologie. Ve vy-
dechovaném vzduchu lze analyzovat i dal$i plyny,
napt. CO, nebo se ochlazenim ziskd tekuty analyt
(kondenzat aerosolovych ¢astic z vydechovaného

vzduchu, ktery odrazi slozeni bronchoalveolarni ex-
tracelularni tekutiny), jenz je pfedmétem laborator-
ni analyzy s vyuzitim rtiznych separacnich a detek¢-
nich metod. VySetfeni predpoklada standardni
odbér materialu (vodni pary a aerosoly) do biolo-
gicky inertniho prostfedi. Material se zmrazi k poz-
déjsim analyzam. Stabilita jednotlivych latek v kon-
denzatu je rozdilnd, z toho vyplyva i vhodna doba
skladovani do prislu$né analyzy. Stanoveni velmi
nizkych koncentraci vyzaduje velmi citlivé metody
analyzy, nejlépe kombinaci plynové nebo kapalino-
vé chromatografie s hmotnostni spektrometrii ¢i ji-
nou identifika¢ni metodou. V porovnani s induko-
vanym sputem nebo bronchoalveolarni lavazi (BAL)
jde o neinvazivni metodu, ktera nemocného nezaté-
Zuje a muze se libovolné ¢asto opakovat.

Hodnoceni intenzity zanétu v dychacich cestach
u bronchidlniho astmatu nebo chronické bronchiti-
dy je problematické. Vzhledem k tomu, Ze koncent-
race markerd zdnétu v krvi nebo moc¢i nabizi ne-
presnou informaci, jevi se jako velmi perspektivni
moznost stanoveni riznych markert ve vydechova-
ném vzduchu. Predmétem vysetfeni mohou byt ply-
ny (NO, CO, ethan aj.), déle peroxid vodiku, nitrity,
nitraty, nitrotyrosin, leukotrieny, prostaglandiny,
poptipadé rtizné cytokiny a dalsi latky. Poslednich
deset let rozsahlého vyzkumu zpresnilo informace
o vyuzitelnosti NO pfi monitorovani zanétu u bron-
chidlnfho astmatu natolik, Ze Utad pro potraviny
a lé¢iva USA (Food and Drug Administration -
FDA) schvalil jeho pouziti k monitorovani zanétu
a ovéfeni tcinnosti 1é¢by. NO zatim nemd pro dia-
gnoézu jednoznaény vyznam, coz ponékud zklamalo
puvodni o¢ekavani klinickych pracovniki.

Poprvé stanovil NO ve vydechovaném vzduchu
Gustafsson v roce 1991 a v roce 1994 bylo publiko-
vano, ze nemocni s bronchidlnim astmatem bez
protizanétlivé 1é¢by maji ve srovnani se zdravymi
jedinci zvysené koncentrace NO. Ze vSech analytic-
kych metod se nejvice uziva méfeni NO na zakladé
chemiluminiscen¢ni reakce s ozonem. Koncentrace
NO ve vydechovaném vzduchu jsou ovlivnény dal-
$imi vlivy, napf. koufenim, rinitidou nebo atopii.
Méteni NO z4visi na pritoku. Cim je priitok vzdu-
chu vydechovaného pacientem niz$i, tim vys$si je
koncentrace NO, a naopak. Pro standardizované
méfeni je proto uzivan konstantni pratok pri vyde-
chu 50 ml/s. Méfit lze on-line i off-line. Prvni zpt-
sob dovoluje kontrolu prutoku ¢i tlaku v prabéhu
méfeni a tim umoznuje zdravotnikiim toto méreni
opakovat pti suboptimélnim usili nemocného. Je-
dinctim neochotnym nebo neschopnym spolupra-
covat je vyhrazena druha verze. Koncentrace NO je
ovlivnéna i stupném plicni inflace. Ani korigované
plicni objemy interindividualni variabilitu zcela ne-

yvr

odstrani. Vétsinou se méti vydech z celkové plicni
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kapacity (TLC). Hodnoty méfené z funk¢ni rezidudl-
ni kapacity (FRC) jsou asi 0 20 % niz$i. Dosud nebyl
presné definovan vliv diet, véku, pohlavi. Méfeni
NO je snadné jak pro personal, tak pro nemocného.
U zdravych jedincti je rozsah koncentraci NO ve vy-
dechovaném vzduchu 5-20 ppb. Koncentrace NO
pozitivné koreluje s eozinofilii ve sputu u astmatikt
nelécenych steroidy. Zvysené koncentrace NO mo-
hou predchazet pred symptomy astmatu a toho lze
vyuzit ke véasnym lé¢ebnym zasahtim.

U chronické obstrukéni plicni nemoci (CHOPN)
mize zvy$ena koncentrace NO ve vydechovaném
vzduchu signalizovat pravdépodobnou odpovéd
na lé¢bu inhala¢nimi kortikosteroidy. Koncentrace
NO je uzitecnéjsi parametr zanétu nez sérovy eozi-
nofilni kationicky protein (ECP) nebo solubilni re-
ceptor pro interleukin 2 (sIL-2R). Inhala¢ni korti-
kosteroidy a antagonisté leukotrienovych receptort
snizuji koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu.
Beta,-mimetika (kratkodobé i dlouhodobé puisobi-
ci) nemaji na koncentrace NO zadny vliv. Vzhledem
ke skute¢nosti, ze vydechovany NO rychle odpovi-
dé na protizanétlivou 1é¢bu, je NO vhodnym néstro-
jem k hodnoceni astmatu a posouzeni u¢inku 1é¢by.

3.2. Diagnostické postupy
u vybranych plicnich chorob

3.2.1. Tuberkuléza

Tuberkul6zou rozumime vSechny chorobné stavy,
jejichz pri¢inou je Mycobacterium tuberculosis
komplex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum).
Vétsina nemocnych s tuberkulézou vyhledava 1éka-
fe pro symptomy choroby, pfiblizné 25 % onemoc-
néni je zjisténo v asymptomatickém stadiu. U né-
kterych chorob je riziko onemocnéni tuberkulézou
zvy$ené — napt. alkoholismus zvysuje riziko one-
mocnéni 4krat, diabetes mellitus a podvyziva rov-
néz 4krat, gastrektomie a hemodialyza 5krat, hemo-
filie 10krat, 1é¢ba imunosupresivy 12krat, silikoza
30krat, HIV-pozitivita 100krat.

Zakladem diagnostiky plicni tuberkul6zy je skia-
gram hrudniku a opakované mykobakteriologické
(mikroskopické, kultiva¢ni) vySetfeni sputa. V sou-
¢asnosti lze diagnostiku urychlit prikazem specific-
kych sekvenci DNA nebo r-RNA mykobakterii nebo
urychlit vysledek kultivaci systémem BACTEC.
Laboratorni diagnostika v pripadech tuberkuldzy
nabizi pouze maélo senzitivni i malo specifické séro-
logické metody. V pripadech podezteni na tuberku-
16zni pleuritidu je pfinosem vysetfeni adenosinde-
aminazy - ADA (EC 3.5.4.4) - ve vypotku. Tento
enzym se Ucastni purinového metabolismu a kata-

Tab. 3.2. Diagnosticky postup u tuberkulézy dychaciho ustroji

1. symptomy + rizikové faktory

2. fyzikalni vysetreni

3. skiagram hrudniku, event. tomogramy

4. opakované vysetfeni sputa a jinych materiald na MTB,
BACTEC, PCR, RT-PCR, u vypotku vysetfeni adenosinde-
aminazy, kyseliny tuberkulostearové, pleuralni biopsie

5. u nevykaslavajicich indukce sputa, event. bronchosko-
pie se sbérem nebo vyplachem

6. tuberkulinovy test

7. laboratorni vysetreni (krevni obraz, jaterni testy, o¢ni
vysetieni — v¢etné perimetru a barvocitu)

lyzuje pfeménu adenosinu na inosin. Ve vypotku je
prokazovan ve zvyS$ené koncentraci. Ve vypotku lze
pomoci HPLC prokazat i kyselinu tuberkulostearo-
vou (tab. 3.2.).

3.2.2. Bronchogenni karcinom

Bronchogenni karcinom predstavuje nejcastéjsi
zhoubny nador u muza (bronchogennim karcino-
mem onemocni béhem roku ptiblizné jeden z tisi-
ce muzl — 91/100 000 muzi), u zZen jeho vyskyt po-
stupné stoupd (27/100 000 Zzen). Tento zhoubny
nador je obtizné ovlivnitelny lé¢bou, dlouhodobé
prezivaji pouze radikalné operovani nemocni. Pfi-
blizné u 90 % postizenych je pricinou bronchogen-
ntho karcinomu kouteni cigaret, v 10 % jsou pric¢iny
jiné (radon, arzen, azbest, nikl, $estimocny chrom,
asfalt).

Nédor, rostouci v plici dlouho, nevyvolava vyraz-
néjsi symptomy, v 95 % je onemocnéni v dobé zjis-
téni jiz pokrocilé. Symptomy bronchogenniho kar-
cinomu jsou jednak celkové (nechutenstvi, hubnuti,
horecka), jednak funkéni (hemoptyza, pleuralni
bolest, dusnost, piskoty, stridor). Dal$i symptoma-
tologie bronchogenniho karcinomu vyplyva z me-
tastatického postizeni jinych organd (mozek -
bolesti hlavy, zavraté, zména osobnosti, poruchy
hybnosti; jatra — bolesti bricha, zloutenka; skelet -
bolesti v kostech). Celkové spektrum priznaku
dopliuji tzv. paraneoplastické syndromy, zptso-
bené ektopickou produkei latek podobnych hormo-
num, jako jsou napt. hypertroficka osteoartropatie,
hyperkalcémie, Cushingtiv syndrom, hypoglykémie
a dal$i. Paraneoplastické syndromy nejcastéji do-
provazeji malobunécny bronchogenni karcinom.
Nadorové buniky mohou produkovat substance po-
dobné ACTH, ADH, kalcitoninu, hCG, parathor-
monu, somatotropinu, prolaktinu nebo B-lipotrop-
nimu hormonu. Nemalobunééné bronchogenni
karcinomy tvoii 70 % pripadd, malobunéény bron-
chogenni karcinom 30 % pripadi onemocnéni.

Podezfeni na bronchogenni karcinom lze vy-
slovit na zdkladé anamnestickych tdaju (kurak ciga-
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Tab. 3.3. Diagnosticky postup u bronchogenniho karcinomu

. anamnéza

. fyzikdlni vysetfeni

. skiagram hrudniku ve dvou projekcich

. nddorové markery (CEA, CYFRA, NSE)

. cytologie sputa, punkce perifernich uzlin
. bronchoskopie s cilenymi odbéry

hrudni punkce, thorakoskopie

. transparietalni aspiracni punkce plic tenkou jehlou
. excize nebo punkce perifernich uzlin

. mediastinoskopie

. diagnosticka thorakotomie

_ -

vy

ret s celkovou zatézi 150 000 a vice) véetné symp-
tomu. Lokalizaci patologického nalezu vétSinou
prokdze skiagram hrudniku. U nemocnych s niz-
kym vykonnostnim stavem postaéi k ovéfeni typu
nadoru pouze cytologické vysetfeni sputa nebo
punktatu perifernich miznich uzlin, jinak vzdy pro-
vadime bronchologické vysetteni s biopsii. Pfi sou-
¢asném vyskytu pleuralniho syndromu provedeme
hrudni punkci s cytologickym vySetfenim punktatu
nebo thorakoskopii. U periferné lokalizovanych né-
dortt mimo dosah bronchologického vysetfeni indi-
kujeme transparietalni aspira¢ni biopsii tenkou jeh-
lou, v ptipadé postizeni paratrachealnich uzlin je
vhodna mediastinoskopie. Pouze ojedinéle je k ové-
feni typu nadoru nutno provést diagnostickou tho-
rakotomii (tab. 3.3.). Po ovéfeni typu nadoru musi-
me provést jeho staging, tzn. zjistit jeho rozsah
a zaradit jej do systému TNM. Metody pouzivané
k urceni stadia nadorového onemocnéni jsou uve-
deny v tab. 3.4.

Laboratorni vySetfeni ukdzou u bronchogenni-
ho karcinomu biochemické zmény, které vyplyvaji
ze zanétlivych a destruktivnich zmén v okolni tkéni.
Dochazi ke zvy$eni reaktant akutni faze (a,-anti-
trypsin, a,;-antichymotrypsin, C-reaktivni protein,
ceruloplazmin) a koncentrace transferrinu, negativ-
niho reaktantu akutni faze, klesd. Rust nadoru je
dale doprovazen sekundarni hypochromni anémii.
U nékterych nemocnych mize byt zvySen néktery
z nadorovych markert: karcinoembryonalni anti-
gen (CEA), tkanovy polypeptidovy antigen (TPA),
antigen karcinomu z dlazdicovych bunék (cytokera-
tinovy fragment - CYFRA), neuron-specificka eno-
laza (NSE) nebo peptid uvoliwujici progastrin (pro-
gastrin-releasing peptide — proGRP). U takovych
jedinct je mozné monitorovani u¢inku 1é¢by na za-
kladé opakovanych stanoveni téchto markert. Ani
jeden z nadorovych markerti neni vhodny k vyhle-

Tab. 3.4. Metody urceni stadia bronchogenniho karcinomu

1. CT hrudniku

2. ultrasonografie bricha

3. scintigrafie skeletu (v budoucnosti tyto metody nahradi
pozitronova emisni tomografie - PET)

davani nemocnych s bronchogennim karcinomem,
protoze vechny maji nizkou senzitivitu.

Karcinoembryonalni antigen poprvé popsal Gold
v roce 1965. Jedna se o glykoprotein s relativni mo-
lekulovou hmotnosti 180 000. Jeho struktura je po-
dobné adheznim molekulam. V literatufe bylo po-
psano jeho zvySeni v plazmé nebo séru u osob
s karcinomy zaludku, pankreatu, tlustého stfeva,
rekta, jater, prsu a u bronchogenniho karcinomu.
Koncentrace CEA se stanovuje radioimunoanaly-
zou (RIA) nebo enzymovou imunoanalyzou (EIA)
¢i fluorescenéni imunoanalyzou (FIA), ale nejvice
luminiscenéni analyzou (LIA). Podle metody jsou
koncentrace u zdravych nekuréki od 2,5 do 10 pg/l.
Koufeni zvy$uje koncentraci CEA. Zvysené koncen-
trace CEA jsou prokazovany asi u 50 % nemocnych
s bronchogennim karcinomem, zvlasté vysoké kon-
centrace jsou nachazeny u nemocnych, ktefi jiz maji
jaterni metastazy. Byly publikovany préce, jez pro-
kazuji zkracené prezivani nemocnych s broncho-
gennim karcinomem v pfimé zavislosti na koncent-
racich CEA. Po tspés$né resekci plic, po aktinoterapii
nebo chemoterapii se koncentrace CEA sniZuji nebo
normalizuji. Opétovny narust signalizuje relaps
onemocnéni.

Tkanovy polypeptidovy antigen je podobny kera-
tinu, ma relativni molekulovou hmotnost 43 000
a je prokazovan ve zvy$enych koncentracich u za-
nétlivych i nddorovych onemocnéni. Normalni kon-
centrace jsou 80-120 U/I, TPA ma u bronchogenni-
ho karcinomu jesté niz$i specificitu nez koncentrace
CEA.

CYFRA je glykoprotein, ktery produkuji nado-
rové bunky u dlazdicobuné¢ného bronchogenniho
karcinomu, karcinomu délozniho hrdla a nékterych
dal$ich nadort. Je prokazovan zejména pomoci LIA
a RIA. Zvy$ené koncentrace jsou podle literatu-
ry prokazovany u 55-75 dlazdicobuné¢nych karci-
nomd.

Neuron-specificka enoldza (NSE) patti do skupiny
enolaz, coz jsou glykolytické enzymy, které jsou tvo-
feny podjednotkami a, 3, y. NSE je dimer y-y a je
syntetizovana nddorovymi burikami, které jsou neu-
roendokrinniho ptivodu (systém APUD). V séru se
stanovuje RIA, EIA, a predev$im LIA, normalni
koncentrace jsou do 15 pg/l. Ke zvyseni dochazi
u malobunééného bronchogenniho karcinomu, me-
dulérniho karcinomu $titné zlazy, feochromocyto-
mu, neuroblastomu a nékterych karcinomi pan-
kreatu, jicnu nebo rekta. U malobunééného bron-
chogenniho karcinomu je ve stadiu ohranicené
nemoci NSE zvy$ena asi u 40-60 % pripadi, ve sta-
diu rozvinuté nemociaz u 90 %. NSE je zvysena také
asi u 8-17 % nemalobunéénych bronchogennich
karcinomd.
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3.2.3. Emfyzém pfi deficitu a,-antitrypsinu

Deficit a,-antitrypsinu je jednou z nejéastéj$ich vro-
zenych metabolickych poruch u bélocht v Evropé.
Tuto odchylku popsali v roce 1963 Laurell a Eriksson
u péti nemocnych, u kterych chybél pruh a,-globu-
linti pti elektroforéze séra. U tfi z nich byl pfitomen
emfyzém.

Alfa, -antitrypsin predstavuje jeden z hlavnich in-
hibitort proteaz. Pfi chybéni tohoto inhibitoru do-
chazi k poskozeni plicni matrix G¢inkem proteaz
z neutrofilnich leukocytii a ke vzniku panacinarni-
ho emfyzému. Cetnost vyskytu mutace Z jako nej-
Castéj$i mutace pri deficitu o, -antitrypsinu neni
v CR znama, ve Svédsku se tato mutace vyskytuje
u 0,02-0,03 % populace, mezi bélochy v Severni
Americe u 0,01-0,02%. Pocty diagnostikovanych
onemocnéni jsou nizsi, coz potvrzuje domnénku, Ze
fada nemocnych neni diagnostikovana. Normalni
hodnota a,-antitrypsinu je 1,0-2,7g/l u homozy-
gotd MM, koncentrace pod 0,56g/l jsou rizikem
pro vznik emfyzému. Dosud bylo popséano vice nez
20 alel spojenych s deficitnim stavem, 95 % je v dii-
sledku homozygotniho stavu ZZ, kdy koncentrace
a,-antitrypsinu je 0,26 g/l. K ¢asnému rozvoji emfy-
zému dochazi i u nékterych heterozygot SZ. One-
mocnéni se manifestuje postupné se zhorsujici dus-
nosti podminénou panacinarnim (panlobularnim)
emfyzémem u kuraka ve véku od 30 let, postizeni
umiraji ve véku okolo 40 let. Emfyzém tohoto typu
je komplikovan pneumothoraxem a nékdy je sdru-
zen s jaterni cirhozou.

Tab. 3.5. Diagnosticky postup u emfyzému v disledku deficitu
a,-antitrypsinu

1. anamnéza (vék nad 30 let, kurdk cigaret)

. fyzikdIni vysetteni (hypersonorni poklep, oslabené
sklipkové dychani)

. skiagram hrudniku

. vySetieni funkce plic

. elektroforéza séra

. stanoveni koncentrace a;-antitrypsinu

. stanoveni typu mutace (izoelektricka fokusace v poly-
akrylamidovém gelu)

N

NO bW

Diagnostika spociva v pritomnosti emfyzému
u mladého kuraka cigaret, u kterého chybi vrchol
a,-globulint pti elektroforéze séra. Déle jsou nachd-
zeny nizké plazmatické koncentrace a,-antitrypsinu
(pod 0,26 g/1). Pritkaz typu mutace Ize ur¢it izoelek-
trickou fokusaci.

Pii diferencialni diagnostice je nutno odlisit
CHOPN a cystickou plicni malformaci.

P1i 1é¢bé je nutny zakaz koufeni. Je indikovana
infuzni nebo inhala¢ni substitu¢ni 1é¢ba koncentra-
ty a,-antitrypsinu, ktera je velmi nakladna, u pokro-
¢ilych pripadi dlouhodoba domaci oxygenoterapie,
popripadé transplantace plic. Pfi sou¢asném posti-
zeni plic a jater je na misté transplantace plic a jater.

Prognoza onemocnéni je zavazna. Diagnosticky
postup u deficitu a,-antitrypsinu je uveden v tab. 3.5.

3.2.4. Asthma bronchiale

Asthma bronchiale je zanétlivé onemocnéni dy-
chacich cest, které je charakterizovano bronchialni
hyperreaktivitou a variabilni bronchialni obstrukci,
kterd je reverzibilni bud spontdnné, nebo vlivem te-
rapie. Slizni¢ni zanét pii bronchidlnim astmatu je
charakterizovan pritomnosti eozinofilnich leukocy-
td, zirnych bunék a aktivovanych T-lymfocyttl. Me-
diatory uvolnované z eozinofilnich leukocyttl, lym-
focytti a Zirnych bunék poskozuji bronchialni epitel,
navozuji edém a zanétlivé slizni¢ni zmény.

Klinicky je pro bronchidlni astma typicka zachva-
tovita dusnost nebo zachvatovity kasel, ktery mtize
byt vyvolan inhalaci alergenu, infekci, psychickym
rozru$enim, télesnou zatézi a dal$imi faktory. Asthma
bronchiale 1ze rozdélit na alergické (extrinsic), ne-
alergické (intrinsic) a smiSené. Rozdily mezi aler-
gickym a nealergickym bronchidlnim astmatem
jsou uvedeny v tab. 3.6.

U nemocnych se suspektnim bronchidlnim ast-
matem postupujeme od anamnestickych tdajt az po
specializovana vyS$etfeni, jak je uvedeno v tab. 3.7.

Nejtézsi stupenn bronchidlniho astmatu je status
asthmaticus, definovany jako protrahovany zachvat

Tab. 3.6. Rozdily mezi alergickym a nealergickym bronchialni astmatem

Alergické astma

Nealergické astma

Rodinna anamnéza vyskyt astmatu v rodiné

bez zatéze

Vék nemocného dité, mlady dospély bez zavislosti na véku
Pficina geneticka/vliv prostredi nejspise virova infekce
Koncentrace IgE zvysena v normé
Autoprotilatky nepfitomny casto proti epiteliim

Krevni obraz eozinofilie po expozici

eozinofilie trvala

Subpopulace lymfocyti CD4+, IL-2R+, CD23+

CD4+, CD8+, IL-2R+, VLA-1+, HLA-DR+, CD45RO

Cytokiny IL-4, IL-5

IL-2, IL-4, IL-5, RANTES
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Tab. 3.7. Diagnosticky postup u bronchialniho astmatu

1. anamnéza (rodinny vyskyt, atopické projevy, typ obtizi,
kdy se objevuiji)

2. fyzikalni vysetreni (atopicky ekzém, piskoty, vrzoty)

3. laboratorni vysetfeni (eozinofilie v krevnim obraze,
eozinofilie ve sputu, eozinofilni kationicky protein
- ECP v séru nebo sputu, Charcotovy-Leydenovy krysta-
ly, Curschmannovy spirdly ve sputu, IgE celkovy,
IgE specificky)

4. kozni provokacni testy (prick testy, intrakutanni provo-
kacni testy)

5. skiagram hrudniku

6. vysetreni funkce plic (spirometrie, kfivka pritok-objem,
celotélova pletyzmografie)

7. nespecifické inhala¢ni provokacni testy

8. specifické inhala¢ni provokacni testy

tézké dusnosti (trvajici hodiny) nereagujici na béz-
nou terapii. Lze jej rozdélit podle analyzy krevnich
plynt do tfi stadii (tab. 3.8.).

Pti diferencialni diagnostice musime bronchial-
ni astma odlisit od chronické bronchitidy, CHOPN,
exogennich alergickych alveolitid, sukcesivni plicni
embolizace, levostranné kardidlni dekompenzace,
aspirace ciziho télesa, endobronchialné rostouciho
nadoru, trachedlni stendzy, tracheomalacie, tra-
chealnich nddort, parézy n. recurrens, laryngospaz-
mu, bronchokonstrikce vyvolané inhalaci drazdi-
vych plynt a par a polékové bronchokonstrikce.

Pfi potvrzeni diagndzy bronchialniho astmatu
zafadime nemocného do uréité kategorie onemoc-
néni podle ¢etnosti zachvattl, variability maximal-
nich vydechovych rychlosti (PEF) a po¢tu no¢nich
zachvatll (intermitentni, lehké perzistujici, sttedné
tézké perzistujici, tézké perzistujici asthma bronchia-
le) a podle toho fidime lécbu. Jeji nedilnou soudasti
je uprava domaciho, popf. pracovniho prostredi
a u perzistujiciho astmatu monitorovani maximal-
nich vydechovych rychlosti vydechomérem. V 1é¢-
bé bronchidlniho astmatu pouzivame kratkodobé
a dlouhodobé uc¢inna B,-mimetika (SABA, LABA),
inhala¢ni kortikosteroidy nebo kombinované pre-
paraty, teofyliny, antileukotrieny a kortikosteroidy
podévané perordlné nebo intravendzné. U déti lze
podat i kromony. Presnou klasifikaci tize astmatu
a stupniovité 1é¢by obsahuji materialy vydané Ces-
kou pneumologickou a ftizeologickou spole¢nosti,
Ceskou iniciativou pro astma, &etné nage i zahranic-
ni ptiru¢ky a publikace.

Laboratorni diagnostika u bronchiélniho ast-
matu spociva ve stanoveni poctu eozinofilnich leu-

Tab. 3.8. Stadia status asthmaticus

Stadium 1 p,O0, v normé p,CO, snizen
(hyperventilace)

Stadium 2 p.0, < 8 kPa p.CO, v normé

Stadium 3 p.0, < 7 kPa p.CO, > 6,6 kPa

kocytt v krvi a sputu, ve sputu je mozno prokazat
Charcotovy-Leydenovy krystaly a Curschmannovy
spiraly. Dale Ize v séru, BALTe nebo sputu zjistovat
koncentraci eozinofilntho kationického proteinu
(ECP) nebo myelinového bazického proteinu (MBP).
Dalsi analyzy tykajici se enzymovych proteint (per-
oxidaza, kolagendaza, arylsulfatiza B, p-glukuroni-
daza a cetné metalloproteinazy) jsou pro rutinni
vySetfovani nepfinosné a jsou provadény pouze
v ramci vyzkumnych studii.

3.2.5. Chronicka bronchitida a emfyzém

Chronicka bronchitida je podle Fletchera defino-
vana jako kasel s expektoraci trvajici alespon tfi mé-
sice v roce ve dvou po sobé nasledujicich letech.
V ptipadé prokdzané bronchialni obstrukce hovori-
me o chronické obstrukéni bronchitideé.

Emfyzém je definovan patologickoanatomicky
jako ireverzibilni rozsifeni dychacich cest s destruk-
ci jejich stén distalné od terminalnich bronchiold.
Lze jej délit na centrilobuldrni, panlobuldrni, senil-
ni a nepravidelny. Ve vétsiné pripadt se chronicka
bronchitida a emfyzém vyskytuji spole¢né — tuto
situaci oznacujeme jako chronickou obstruk¢ni
plicni nemoc (CHOPN). Na vzniku CHOPN se
podili fada faktort, z nichz nejdulezitéjsi je koureni
cigaret. Jednotlivé etiologické faktory jsou uvede-
ny v tab. 3.9.

Pifi CHOPN dochazi k hyperplazii submukéz-
nich hlenovych zlazek, nadmérné tvorbé vazkého
bronchialniho sekretu, infiltraci sliznice neutrofilni-
mi leukocyty a CD8+ T-lymfocyty a k tvorbé vaziva.
Pocet CD8+ T-lymfocytt koreluje s tizi bronchialni
obstrukce. Emfyzém vznikd v dusledku porusené
rovnovahy mezi protedzami a antiprotedzami. Kou-
feni cigaret vede k aktivaci alveolarnich makrofagu,
jez pak produkuji chemotaktické substance pro ne-
utrofilni leukocyty (interleukin 8, LTB,). Neutrofilni
leukocyty z plicnich kapilar migruji do plic, kde
produkci elastazy a dal$ich proteolytickych enzymu
dochazi k rozrusenti elastinu ve sténé alveold, zanét-
livym zménam v bronsich a peribronchialni fibroze.

Pii vySetfovani nemocnych s CHOPN jsou du-
lezité anamnestické tdaje chronického kasle s ex-
pektoraci, pri fyzikalnim vySetfeni prokazujeme
soudkovity hrudnik, prodlouzeny vydech, nad pli-

Tab. 3.9. Etiologické faktory CHOPN

. koureni cigaret

. znedisténi zivotniho prostiedi (SO,, prach)
. pracovni prostredi (pary, prach)

. virové a bakterialni infekce

. nizka porodni hmotnost

. genetické faktory

oA WN =
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Tab. 3.10. Diagnosticky postup u CHOPN

1. anamnéza (koureni, respira¢ni infekce)

2. fyzikalni vysetieni

3. skiagram hrudniku (zvétseni plicnich poli, zvétSeny
retrosternalni a retrokardialni prostor)

4. vypocetni tomografie hrudniku s vysokou rozliSovaci
schopnosti (HRCT)

5. vysetteni funkce plic (zvyseni RV, TLC, FRC, snizeni FEVI/
FVC pod 80 %, snizeni PEFR a MEFR, snizeni DL_)

6. vysetieni acidobazické rovnovahy

7. laboratorni vysetfeni (sekundarni polyglobulie, hypoka-
Iémie, genetické faktory)

8. zatéZovy test (6minutova chlze, kyvadlova chlize)

cemi hypersonorni poklep s oslabenym sklipkovym
dychanim nebo prevazné exspira¢nimi piskoty a vr-
zoty, v pokrocilych stadiich mohou byt prokazatelné
cyandza, zvysena napln krénich zil, hepatomegalie
a otoky dolnich koncetin (tab. 3.10.).

Genetické faktory se uplatiiuji na zakladé dispo-
zic v polymorfismech nebo mutacich v genech pro
zminéné proteiny.

Laboratorni diagnostika u CHOPN prokazuje
sekundarni polyglobulii v dtsledku chronické hy-
poxémie, hypokalémii pfi uzivani diuretik a nékteré
dosud znamé genetické faktory (tab. 3.11.).

3.2.6. Pleuritidy

MY

Pleuralni syndrom muze mit mnoho pfi¢in. Nej-
Castéj$i pri¢inou pritomnosti tekutiny v pleuralni
dutiné je kardialni dekompenzace, dale rozsev na-
doru, zanéty plic, plicni embolizace a dal$i onemoc-
néni. Hromadéni tekutiny v pleuralni dutiné je dano
nepomérem mezi rychlosti tvorby tekutiny a rych-
losti jejiho vstfebavani lymfatickymi cévami hrudni
stény. Pfi mnozstvi tekutiny vét§im nez 500ml lze
vypotek zjistit pti fyzikdlnim vySetfeni hrudniku,
mensi mnozstvi tekutiny prokdzeme sonograficky
nebo na skiagramu hrudniku. Tekutinu ziskdme
hrudni punkeci. Na zékladé specifické hmotnosti te-
kutiny (méné nez 1,015 transsudat, vice nez 1,015
exsudat) a nékterych biochemickych vysetteni (cel-
kova bilkovina méné nez 30g/1 transsudat, vice nez
30g/1 exsudat) lze material rozdélit na transsuddty
a exsuddty. Vétsinou vSak pouzivame kritéria podle
Lighta — pokud je alespon jedno splnéno, jedna se
o exsudat (celkova bilkovina v pleurdlni tekutiné:
celkova bilkovina v séru vice nez 0,5; laktatdehydro-

Tab. 3.11. Genetické faktory CHOPN

. deficit a;-antitrypsinu

. deficit a;-antichymotrypsinu

. zvy$ena aktivita mikrosomalnich epoxidovych hydrolaz
. zvysena aktivita glutathion-S-transferazy

. zvysena aktivita komplementu

. zvy$ena produkce TNF-a

O WN =

genaza — LD - v tekutiné: LD v séru vice nez 0,6; LD
v tekutiné vice nez 2/3 normy v séru). Hodnotime
vzhled tekutiny vizudlné, hemoragickd tekutina
byva u plicni embolizace, pfi nadorovych pleuriti-
dach, u indukované pleuritidy pfi pankreatitidé.
Chylézni tekutina v pleuralni dutiné doprovazi lym-
fomy, lymfangioleiomyomatdzu, primarni lymfedém
nebo syndrom zlutych nehti. Zlutava zkalend teku-
tina je u parapneumonickych a metapneumonickych
vypotki, u empyému ziskdme hrudni punkei hnis.

Lze méfit i pH pleuralni tekutiny, které je dano
mnozstvim laktdtu. pH méné nez 7,0 zjistujeme
u empyému, pH méné nez 7,3 muze byt u tuberku-
16zni pleuritidy, parapneumonickych vypotka, kar-
cinomato6zni pleuritidy nebo prfi postizeni pleury
v ramci systémovych onemocnéni pojiva. Koncent-
race glukdzy je v pleuralni tekutiné stejna jako v krvi
a je dana jeji difuzi z kapilar. Nizsi koncentraci glu-
kézy nachazime u vypotku pri revmatoidni artritidé
(selektivni blok difuze glukézy) nebo u empyému
(ztlusténi pleury, metabolizace glukézy bakteriemi).
U indukované levostranné pleuritidy pfi pankreati-
tidé je tekutina hemoragicka, s vysokou koncentraci
pankreatické amylazy. Vysokd koncentrace amylazy
jeiuvypotku pfiruptufe jicnu (slinna amylaza). Pfi
generalizaci adenokarcinomu na pleuru lze proka-
zat v nékterych pripadech vyssi koncentraci CEA
(nad 20 pg/l). U tuberkulézni pleuritidy je v tekuti-
né vysokd koncentrace adenosindeaminazy (ADA).
K dal$im nezbytnym vySetfenim pleuralni tekutiny
fadime mikrobiologické a mykobakteriologické vy-
Setfeni. Nelze opominout ani cytologické vysetteni,
které casto stanovi typ nadoru; potiZe vznikaji pri
rozli$eni generalizovaného adenokarcinomu od me-
zoteliomu.

V piipadé, ze diagnéza pleurdlniho syndromu
neni stanovena vysetfenim tekutiny ziskané hrud-
ni punkci, indikujeme necilenou pleuralni biopsii
Abramsovou nebo Copeho jehlou. Necilend pleu-
ralni biopsie ma vys$s$i vytéznost u tuberkul6zni nez
u karcinomatdzni pleuritidy. Néktefi autoti ji z dia-
gnostického algoritmu vynechévaji a doporucuji
po nediagnostické hrudni punkci jako dal$i krok
thorakoskopii s cilenou pleuralni biopsii (tab. 3.12.).
Vsemi uvedenymi metodami jsme schopni stanovit
diagnézu u priblizné 95 % pripadi pleuralnich syn-
dromi.

Tab. 3.12. Diagnosticky postup u pleurdlniho syndromu

. anamnéza

. fyzikalni vysetieni

. skiagram hrudniku

. ultrasonografie pleury

. hrudni punkce (CB, LD, glukéza, amylaza, ADA, CEA,
bakteriologie, MTB, cytologie)

. necilena biopsie pleury

7. thorakoskopie s cilenou pleurélni biopsif

A WN =
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3.2.7. Sarkoidoza

Sarkoiddza je systémové granulomat6zni onemoc-
néni neznamé etiologie a castené znadmé pato-
geneze, které je charakterizovano tvorbou nekasei-
fikujicich epiteloidnich granulomi v postiZenych
organech. Nejcastéji jsou postizeny nitrohrudni
mizni uzliny (téméf ve 100 % piipadd) a plice
(60 %), proto se se sarkoidézou nejcastéji setkavaji
pneumologové. Intrathorakalni sarkoidéza mtize
probihat asymptomaticky, nebo je doprovazena pri-
znaky. Lze pozorovat formy s akutnim hore¢natym
prubéhem, s faryngitidou nebo anginou, s artralgie-
mi, perimaleoldrnimi otoky. U nékterych nemoc-
nych prevazuji pfiznaky ze strany dychaciho ustroji,
napt. kasel, du$nost nebo bolesti na hrudi. Lifgre-
nilv syndrom tvori trias bilateralni hilova lymfade-
nopatie (BHL), noddzni erytém a negativni tuber-
kulinovy test. Intrathorakalni sarkoidézu lze podle
nélezu na skiagramu hrudniku rozdélit do tfi sta-

dii podle Wurma:
® 1.stadium - postizeni hilovych uzlin bez postize-
ni plic;

® 2.stadium - postiZeni hilovych uzlin a plic;

® 3.stadium - izolované plicni postiZeni.

Pfiznaky u extrathorakalni sarkoiddzy jsou dany
tim, ktery orgéan je postizen (oko, srdce, jatra, slezi-
na, centralni nervovy systém a dalsi). Pokud klinic-
ky a rtg nalez neni jednoznaény, je nutné diagnézu
sarkoiddzy podpotit biopticky (punkce uzlin, excize
uzlin, mediastinoskopie, kozni excize, bronchobio-
psie, transbronchialni plicni biopsie, plicni biopsie
pti videoasistované hrudni chirurgii — VATS). Pri
extrathorakalni lokalizaci pfipadaji v uvahu bio-
psie jater, sleziny, svali, spojivky, endomyokardialni
a dal$i. Objektivné mizeme u sarkoid6zy prokazat
zdufeni slinnych 714z, zmény na spojivkach, zvétse-
ni perifernich miznich uzlin, kozni zmény v jizvach,
noddzni erytém, hepatomegalii, splenomegalii, pe-
rimaleolarni otoky. Na snimku hrudniku je nejéas-
téji nachdzeno oboustranné symetrické zvétseni sti-
nu plicnich hilt, ddle miize byt pfitomno rozsifeni
stinu mediastina nebo diseminace nodularnich sti-
nt s maximem ve sttednich plicnich polich. Vy-
pocetni tomografie hrudniku upfesnuje rozsah uzli-
novych zmén a charakter plicnich zmén. U akutnich
forem sarkoidézy jsou vétSinou ventilace i difuze
v normé. U chronickych forem byva pritomna re-
striktivni ventilani porucha se snizenim DL.
V BALTe je zvy$en celkovy pocet bunék, je pri-
kazna lymfocytarni alveolitida s prevahou CD4+
T-lymfocytd, imunoregula¢ni index je zvy$en (3 az
10). Hodnoty imunoregula¢niho indexu 3,5 a vy$si
maji podle Costabela 92-100% specificitu pro sar-
koidézu. Chybéni CD4+ T-lymfocytl v periferni

v

krvi je pri¢inou negativni tuberkulinové reakee.

Epiteloidni granulomy se mohou beze zbytku re-
sorbovat, nebo dojde k aktivaci fibroblastii a pro-
dukci vaziva. Prognosticky priznivymi faktory jsou
zenské pohlavi, vék pod 40 let, akutni zac¢atek one-
mocnéni s nodéznim erytémem, stadium 1 nebo 2
podle Wurma, normalni parametry ventilace a difu-
ze, normalni metabolismus kalcia a trvani nemoci
do 24 mésicti. U ¢ernochtt ma sarkoidéza horsi pro-
gnoézu nez u bélochi. Sarkoidéza doprovazena hy-
perkalcémii nebo hyperkalciurii ma horsi prognézu.

Lieberman v roce 1975 popsal zvySeni koncent-
raci angiotenzin konvertujictho enzymu v séru
(S-ACE) u nemocnych s aktivni sarkoidézou. Poz-
déji se zjistilo, Ze koncentrace tohoto enzymu je ele-
vovana i u jinych granulomatoéznich procesu (lepra,
berylidza, silikoza, Gaucherova nemoc, tuberkuld-
za, azbest6za, exogenni alergické alveolitidy) a dal-
$ich chorob. Procento nemocnych se zvySenymi
koncentracemi S-ACE u sarkoidézy a jinych chorob
udavd tab. 3.13.

Sérovou koncentraci ACE lze stanovit spektrofo-
tometricky nebo spektrofluorometricky. Normalni
koncentrace se li$i podle metody a typu genového
polymorfismu (alely II, ID, DD), nositelé alel DD
maji nejvyssi normy. Stanovovani S-ACE je vhodné
pfi monitorovani aktivity procesu a odrazi objem
granulomu v organismu.

Stupen aktivace monocyti a makrofagu lze u sar-
koidézy monitorovat méfenim koncentraci solubil-
niho CD14, lyzozymu, neopterinu v séru nebo mé-
fenim koncentraci IL-6 v BALTe.

Solubilni CD14 (sCD14) je glykoprotein specific-
ky pro bunky monocytarniho ptivodu. Je uvolnovan
z buné¢né membrany pti aktivaci bunék a jeho kon-
centraci Ize méfit metodou ELISA.

Lyzozym je enzym uvolnovany z aktivovanych fa-
gocytl (monocytil, makrofagt, neutrofilnich leuko-
cyta) pti jejich aktivaci. Lyzozym $tépi mukopolysa-
charidy bakterialni stény a hraje dtilezitou tlohu pfi
fagocytdze. Jeho koncentrace je zvysSena asi u 60 az
70 % nemocnych se sarkoidézou. Koncentraci ly-
zozymu lze stanovit turbidimetricky nebo radialni
imunodifuzi.

Neopterin je nizkomolekuldrni produkt metabo-
lismu guanosintrifosfatu, jehoz koncentrace v séru

Tab. 3.13. Procento nemocnych se zvysenymi koncentracemi
angiotenzin konvertujiciho enzymu v séru

sarkoid6za 70-95 %
hyperthyreéza 90 %
lepra 70 %
Gaucherova nemoc 70 %
silikdza 32%
chronicky alkoholismus 30 %
diabetes mellitus 24 %
primarni bilidrni cirhéza 14 %
tuberkuléza 10 %
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Tab. 3.14. Diagnosticky postup u sarkoidézy

. anamnéza

. fyzikalni vysetreni

. skiagram hrudniku - stadium onemocnéni

. vysetieni ventilace a difuze

. tuberkulinovy test

. laboratorni vysetreni (KO, AST, ALT, GGT, ALP, Ca,
kalciurie)

7. BAL vcetné subpopulaci lymfocytt

8. ocni vysetfeni

9. rtg prstd rukou a nohou

10. biopsie uzlin, kiize, transbronchialni plicni biopsie,

biopsie jater, KveimUv test

O unh WN =

odrazi stupen aktivace monocytii/makrofagtl. Zvy-
$ené koncentrace jsou zjistovany asi u 60 % nemoc-
nych se sarkoidézou. Je stanovovan pomoci RIA.

Solubilni forma receptoru pro IL-2 (sIL-2R) v séru
je parametrem aktivace T-lymfocytd. Zvy$ené kon-
centrace méd 90 % nemocnych se sarkoidézou. Kon-
centraci sIL-2R lze méftit metodou ELISA. Normal-
ni hodnoty se lisi podle pouzivanych typt souprav
(T Cell Sciences, Behring, R&D Systems, Genzyme).
U nami pouzivané soupravy (T Cell Sciences) je
horni hranice normy 477 kU/L

Stanoveni koncentrace IL-6 v BALTe odrazi stu-
pent aktivace alveolarnich makrofagt. Ke zjisténi
koncentrace IL-6 je pouzivana metoda ELISA. Pro
nakladnost stanoveni je toto monitorovani aktivace
alveolarnich makrofagt vyhrazeno pro experimen-
talni studie.

Diagnosticky postup a markery aktivity jsou uve-
deny v tab. 3.14. a 3.15.

3.2.8. Kryptogenni fibrotizujici alveolitida
— idiopaticka plicni fibroza

Kryptogenni fibrotizujici alveolitida (KFA) nebo
idiopaticka plicni fibréza (IPF) je celosvétové se vy-
skytujici onemocnéni charakterizované poskozenim
pneumocytu typu I a endotelii, na néz navazuje pro-
gredientni zanétliva a fibroproduktivni reakce, ktera
vede k rozruseni alveolokapilarni jednotky a k ukla-
déani vaziva do plicniho intersticia. Etiologie one-
mocnéni neni znama. Progndza je velmi zavazna,
do tfi let umira 50 % nemocnych.

Klinicky se onemocnéni projevuje suchym kas-
lem a postupné se zhor$ujici namahovou dusnosti.
V pokrodilych stadiich se pridruzuje cyandza a znam-
ky cor pulmonale. Pfi fyzikalnim vysSetfeni mtize

Tab. 3.15. Markery aktivity sarkoid6zy

Markery aktivity sCD14, lyzozym,
monocyti/makrofagt neopterin, IL-6
Markery aktivity lymfocyta | sIL-2R

Objem granulomti ACE v séru

byt pfitomna tachypnoe a centralni cyandza, kterd
se zesiluje télesnou zatézi. V dtsledku zvysené de-
chové prace pri zménénych elastickych vlastnostech
plic Ize na nemocnych pozorovat vtahovani jugular-
ni a nadklickovych jamek. Nad plicemi je slysitelny
krepitus, nékdy jsou pritomny i ojedinélé vysoké
piskoty. Pfi vySetfeni srdce lze vidét pulsaci v epi-
gastriu v dasledku hypertrofie pravé komory, mtize
byt akcentovéna druha ozva nad plicnici. Nékdy ma
nemocny jiz znamky pravostranného srde¢niho se-
lhavani (zvy$end napln krénich Zil, hepatomegalie,
pozitivni hepatojugularni reflux, perimaleolarni
otoky). Vétsina nemocnych s KFA ma koilonychii
nebo palickovité prsty. Na snimku hrudniku jsou
viditelné stiny typu mlé¢ného skla, retikulonodulér-
ni stiny s maximem v dolnich tfetinach plicnich
poli, nékdy az obraz vostiny. Dale mohou byt pii-
tomny znaky prekapilarni plicni hypertenze. Plicni
pole jsou zmensena, stin mediastina mtiZe byt rozsi-
feny. V bo¢ni projekei je zmenseny retrosternalni
a retrokardialni prostor. Asi 10 % nemocnych ma
v dobé zjisténi choroby normalni nélez na skiagra-
mu hrudniku. Rozsah a charakter zmén uptesiuje
HRCT hrudniku, ktera je schopna stanovit i aktivitu
onemocnéni.

P1i vy$etfovani funkce plic je typicka restriktivni
ventila¢ni porucha se snizenim difuzni kapacity plic,
nékdy je i v klidu pfitomna hypoxémie, jindy lze po-
Kkles p,O, vyvolat i malou zatézi (50 W po dobu 5 min).

V BALTe je zmnozZen celkovy pocet bunék, jsou
pritomny aktivované alveolarni makrofagy, neutro-
filni leukocyty a nékdy i lymfocyty. Vyraznéjsi pii-
més lymfocytii je nachdzena u nemocnych s priz-
nivéj$i prognézou. Prikaz alveolitidy potvrzuje
aktivitu onemocnéni. Presny typ onemocnéni (UIP,
DIP a dalsi) Ize spolehlivé ur¢it pouze histologic-
kym vySetfenim plicni tkané ziskané biopsii plic.

Z laboratornich parametrii je u nemocnych
s pokrocilym onemocnénim pritomna sekundarni
polyglobulie, u 30 % nemocnych je pozitivni anti-
nuklearni faktor (ANF), u 50 % nemocnych jsou
zvy$ené koncentrace cirkulujicich imunokomplexd,
u témét 80 % nemocnych jsou pfitomny autoproti-
latky proti plicni tkani.

Tab. 3.16. Diagnosticky postup u kryptogenni fibrotizujici al-
veolitidy

1. anamnéza

2. fyzikalni vysetieni (cyanéza, vtahovani jugula, krepitus,
koilonychie nebo palickovité prsty)

. skiagram hrudniku

. vysetieni funkce plic

. Ig kvantitativné, CIK, ANF, LD

. acidobazicka rovnovaha v klidu a po zatézi

. HRCT hrudniku

BAL

. plicni biopsie

VWENOU AW
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Aktivitu onemocnéni lze monitorovat pomoci
BAL nebo HRCT hrudniku, v literatufe jsou jako
dals$i parametry doporucovany IL-8 v séru nebo LD
v plazmé. Diagnosticky postup u KFA je uveden
v tab. 3.16.

3.2.9. Plicni alveolarni proteindza

Plicni alveolarni proteinéza (PAP) je velmi vzacné
plicni onemocnéni, které je charakterizovano na-
hromadénim surfaktantu podobného materialu v al-
veolech. Hlavni slozkou tohoto materialu je fosfati-
dylcholinpalmitat a surfaktantovy protein A.

Onemocnéni se mtize vyskytnout u pracovnikil
s rizikem vdechovani volného SiO, i po inhalaci ji-
nych anorganickych i organickych prachti (hlinik,
titan, tantal, nitroaromatické barvy aj.), u nemoc-
nych s defektem imunity navozenym chorobou (he-
matologické malignity) nebo lé¢bou (imunosupre-
siva, cytostatika — busulfan, interferon a). Je popsan
i rodinny vyskyt. Zptsob dédi¢nosti je v téchto pri-
padech autosomalné recesivni. Jedna se o poruchu
produkce GM-CSE u téchto nemocnych lze v séru
prokazovat autoprotilatky proti GM-CSE.

Podstatou onemocnéni je hromadéni materialu
podobného surfaktantu v alveolech. Alveolarni mak-
rofagy degraduji 10-20 % syntetizovaného surfak-
tantu. V dasledku hromadéni surfaktantu dochazi
k poruse buiikami zprostfedkované imunity. Alveo-
larni makrofagy u nemocnych s PAP maji nizsi
schopnost fagocytdzy a baktericidie. Nemocni s PAP
maji proto Castéji plicni infekce. Surfaktant od ne-
mocnych s PAP se li$i svym sloZzenim od surfaktan-
tu, ktery je v plicich za fyziologickych podminek.
Jsou pritomny zmény ve slozeni surfaktantovych
proteint A a C, u vrozenych forem chybi surfaktan-
tovy protein B.

Na my$im modelu lze vyvolat onemocnéni po-
dobné alveolarni proteindze odstranénim genu pro
GM-CSE. Tento gen zfejmé reguluje odstranovani
surfaktantu z plic. Stejny obraz je mozno indukovat
i nulovou mutaci pro spole¢nou pB-podjednotku re-
ceptori pro GM-CSE IL-3 a IL-5. U mysi se zavaz-
nou kombinovanou imunodeficienci (severe combi-
ned immune deficiency — SCID mice) jsou alveoly
vyplnény lipoproteinovym materidlem. Tato zvifata
maji poruchu homeostazy surfaktantu v oblasti al-
veoltl.

Plicni alveolarni proteindza se Castéji vyskytuje
u muzid, vék nemocnych kolisa od 20 do 60 let.
Onemocnéni véak miize postihnout i novorozence
a déti. Cim dfive onemocnéni zac¢ne, tim hor$i ma
prognoézu. Nemocni si stézuji na zhorsujici se dus-
nost, suchy kasel, mohou byt pritomny febrility,
hubnuti, hemoptyza nebo bolest na hrudniku. Pfi-

blizné 50 % nemocnych je bez obtizi, prvnim néle-
zem je patologicky nalez na skiagramu hrudniku.
Pti fyzikalnim vySetfeni je na hrudniku nad plicemi
u dvou tfetin postizenych fyziologicky nalez, u jed-
né tfetiny nemocnych mizeme slySet jemné chrip-
ky nad obéma plicnimi bazemi. Pali¢kovité prsty
nebo cyandzu prokazujeme pouze v 5 % pripadi.

U jedné tretiny nemocnych je pritomna restrik-
tivni ventila¢ni porucha, dvé tfetiny maji snizenou
difuzni kapacitu plic. Asi u 20 % nemocnych pro-
kazujeme v dobé zjisténi choroby jiz klidovou hypo-
xémii.

Onemocnéni lze diagnostikovat pomoci BAL.
Aspirovana tekutina ma makroskopicky mlé¢ny opa-
leskujici vzhled a obsahuje eozinofilni a PAS-pozi-
tivni bilkovinny material. P¥i vySetfeni v elektrono-
vém mikroskopu obsahuji alveolarni makrofagy
¢etné fagolyzosomy s lameldrnim osmiofilnim ma-
teridlem. Je dulezité védét, ze v BALTe jsou zvySené
koncentrace surfaktantovych proteintt A a D (SP-A,
SP-D). Jsou rovnéz zvyseny hodnoty nékterych na-
dorovych markertt v BALTe (CEA, CA19-9, CA125,
CA15-3, TPA) avséru (CEA, CA 15-3, TPA). V séru
je priblizné u dvou tfetin nemocnych zvysena kon-
centrace LD a SP-A.

U nemocnych s alveolarni lipoproteindzou je nej-
ucinnéjsi 1écbou plicni lavaz — dialyza plic. K dialyze
plic jsou indikovani nemocni s p,0, pod 8,0 kPa.

Déle Ize podéavat GM-CSF bud injekéné, nebo in-
hala¢né. Diagnosticky postup u plicni alveolarni
proteindzy je uveden v tab. 3.17.

3.2.10. Idiopaticka plicni hemosideréza

Idiopaticka plicni hemosiderdza (M. Ceelen) je vel-
mi vzdcné onemocnéni charakterizované opakova-
nym krvacenim do plic. Obé pohlavi jsou postize-
na stejné casto. Pfi¢ina onemocnéni neni znama.
Predpoklada se, Ze mtize byt vyvolano insekticidy,
inhalaci rozpoustédel, podanim nékterych 1éku
(D-penicilamin) nebo vznikd z imunologickych pti-
¢in. Dojde k poskozeni stény plicnich kapilar a ke
krvéceni do alveolt. Zelezo z erytrocytt je zabudo-
vano do hemosiderinu a tim se stava nepouzitelnym
pro syntézu hemoglobinu. V dtsledku nedostatku
Zeleza trpi nemocni hypochromni anémii. Inci-

Tab. 3.17. Diagnosticky postup u plicni alveolarni proteinézy

. anamnéza

. fyzikaIni vysetieni

. skiagram hrudniku

. laboratorni vysetreni (CEA, CA 15-3, TPA, LD a SP-A)

. vysetieni ventilace, difuze a acidobazické rovnovahy
. HRCT hrudniku

BAL

NoOUAWN =
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dence onemocnéni neni u nas znama. Idiopaticka
plicni hemosiderdza se manifestuje opakovanymi
hemoptyzami u mladého jedince s anémii. Hemo-
ptyzy jsou nékdy doprovazeny horeckou a dusnosti.
Asi 25 % nemocnych ma bolesti kloubt, nékdy mo-
hou byt jedinymi priznaky choroby hypochromni
sideropenicka anémie a infiltrativni stiny na skia-
gramu hrudniku. Pfi fyzikalnim vy$etfeni hrudniku
jsou slySet nad plicemi prizvu¢né chripky, néktefi
nemocni mohou mit palickovité prsty, zvétseni pe-
rifernich miznich uzlin nebo splenomegalii. Na
skiagramu hrudniku jsou pfitomna mékka infil-
trativni zastinéni, kterd jsou ¢etnéjsi v dolnich treti-
nach plicnich poli. Ve vétsiné infiltratti 1ze prokazo-
vat vzdu$ny bronchogram. Na pocatku onemocnéni
je v dtisledku volného hemoglobinu v alveolech zvy-
$en transfer faktor pro CO, v pozdéjsich stadiich
nemoci je ptitomna restriktivni ventila¢ni porucha
se snizenim DL, Charakteristickd je anémie. Ve
sputu nebo v BALTe jsou nachazeny ¢etné siderofa-
gy. U nékterych nemocnych jsou zjistovany zvysené
hodnoty cirkulujicich imunokomplexi, pozitivni
prukaz autoprotilatek proti bazalnim membranam
glomerultl svéd¢i pro diagnézu Goodpastureova
syndromu. Pri typickém klinickém obraze s opako-
vanymi hemoptyzami a anémif je diagndza snadna.
Pii diferencialni diagnostice je nutno odlisit jiné
pri¢iny opakované hemoptyzy, jako napt. bronchial-
ni adenom, kapilaritidu, bronchiektazie nebo mit-
ralni stendézu. U idiopatické plicni hemosiderdzy
jsou lékem volby glukokortikoidy, nékdy je u¢inna
az kombinace glukokortikoidu s azathioprinem. Bylo
popsano zlepSeni po opakovanych plazmaferézach
nebo po dieté bez mlé¢nych vyrobkt.. Nékdy one-
mocnéni pres veSkerou terapii progreduje a vede
ke smrti. Progndza idiopatické plicni hemosiderézy
je zavazna, prabéh je horsi u déti.
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v hematologii

Jan Haber, Kristina Forsterova, Pavel Klener jr., Jan Kvasnicka,

Daniela Duskova, Lukas Darebnicek

4.1. Uvod

Jan Haber, Kristina Forsterovd, Pavel Klener jr.

Hematologie je klinicko-laboratorni obor, u kterého
stanoveni presné diagndzy zavisi jak na peclivém
klinickém vySetfeni, tak na kvalitnim laboratornim
zdzemi. Diagnostické postupy vsak presahuji oblast
vlastni hematologie, tj. pro diagnostiku krevnich one-
mocnéni vyuzivaji metod jinych specializaci a kom-
plementu (imunologie, histologie, mikrobiologie,
cytogenetiky, molekularni biologie, zobrazovaci me-
tody atd.), a soucasné hematologie poskytuje dia-
gnosticky servis mnoha jinym obortim mediciny.

Obor reprezentuje na jedné strané oblast klinické
hematologie a na strané druhé oblast imunohema-
tologie a transfuzni sluzby. Obé soudasti se v mno-
hych aspektech prolinaji a v diagnostice i v 1é¢bé se
uzce dopliuji. Tato kapitola je zaméfena na oblast
klinické hematologie.

Na pocatku je nutné zdiraznit, Ze nejcastéjsi
zmény v krevnim obraze jsou druhotné, obvykle ne-
jsou projevem krevniho onemocnéni, ale jiné za-
kladni choroby. I proto se neziidka prvotni krevni
onemocnéni ve svych pocatcich prehlédne (nemys-
lime na né) a diagnostikuje se jiz zna¢né pokro¢ilé,
se zakonité horsi prognézou. Proto je nutné hodno-
tit vSechny aspekty vySetfeni, tj. vysledky vstupnich
(screeningovych) laboratornich vySetfeni, vzdy ve
vztahu ke klinickému stavu nemocného (vcetné
anamnézy). Pokud po komplexnim zhodnoceni
vznikne naléhavé podezieni na krevni onemocnéni,
pak je indikovano podrobné vysetfeni hematologem
s vyuzitim celé palety diagnostickych moznosti.

Nedilnou soucasti vysetfovaciho postupu jsou:
® anamnéza a fyzikalni nélez;
® laboratorni vysetteni, které délime na

- rutinni,

- specialni,

- doplikové.

Nejvyznamnéjsi anamnestické udaje vedouci

k podezfeni na krevni onemocnéni:

® RA: malignity, splenektomie, krvaceni a trom-
bozy.

® OA: tnava, slabost, nechutenstvi, ubytek hmot-
nosti, no¢ni poceni (tj. profuzni s nutnosti pre-
vléci pyzamo — jeden z B-priznakd u malignich
lymfom); bolesti skeletu (myelom); pokles fyzic-
ké i psychické vykonnosti (anémie, malignity);
krvaceni do kuze, sliznic (cévni pticiny, koagu-
la¢ni poruchy, trombocytopenie, trombocytopa-
tie, leukémie); paleni jazyka, pyrdza (sideropenie,
anémie); pruritus kiize (prava polycytémie, ma-
ligni lymfomy); intermitentni ikterus (hemolyza);
recidivujici infekce (lymfomy, leukémie, aplastic-
ké anémie); recidivujici trombdzy, event. emboli-
zace (trombofilni stavy).
Prehled specifickych priznakii krevnich onemoc-

néni je uveden v interni propedeutice.
Nejvyznamnéjsi objektivni nalezy vedouci

k podezfeni na krevni onemocnéni:

® bledost kize a spojivek;

® adenomegalie (generalizovand, nebolestiva!), he-
patosplenomegalie;

® slizni¢ni a kozni projevy krvaceni;

¢ recidivujici trombozy;

® 7loutenka, tachykardie, ortopnoe.

4.2, Rutinnivysetieni
periferniho krevniho obrazu

4.2.1. Vysetieni krevniho obrazu
na automatickych analyzatorech

Automatické analyzatory pouzivané pro vySetfeni
krevniho obrazu jsou v zasadé dvojiho druhu:

o elektrické impedanéni;

® optické.
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Tab. 4.1. Rizné chorobné stavy, které mohou falesné ovlivnit pocet jednotlivych krevnich elementd pfi automatickém zpracova-

ni krevniho obrazu

Buriky Patologicky stav, nemoc | Falesné ovlivnéni vysledku Pfi¢ina, mechanismus
poctu krvinek
erytrocyty mikrocytéza nizsi pocet erytrocytt mikrocyty a schistocyty nedosahuji objemu
nebo schistocyty dolni hranice detekce erytrocytt
polycytémie nizsi pocet erytrocytd s¢itani agregovanych erytrocytu
Howellovy-Jollyho téliska | vys3si pocet trombocytl Howellovy-Jollyho téliska jsou podobné
velikosti jako trombocyty
leukocyty leukocytdza; nizsi pocet leukocytd; s¢itani agregovanych leukocytd;
nad 50 - 10%/I vyssi MCV erytrocytl nékteré leukocyty »precteny« jako erytrocyty
ALL, CLL nizsi pocet leukocytt zvysena fragilita leukocytd, véetné jejich
virové infekce nezralych forem
chemoterapie vyssi pocet trombocytl fragmenty leukemickych bunék jsou s¢itany
akutni leukémie jako trombocyty
trombocyty | destickové aglutininy nizsi pocet trombocytl, nékdy | agregéty desti¢ek, mohou byt scitany jako
i falesné vyssi pocet leukocytli | leukocyty
plazma chladové aglutininy nizsi pocet erytrocytd dublety, triplety erytrocytu scitany jako
s makrocytézou makrocyty
kryoglobuliny, variace poctu desticek bilkovinné precipitaty mohou byt scitany jako
kryofibrinogen trombocyty

ALL - akutni lymfoblasticka leukémie; CLL — chronickd lymfaticka leukémie; MCV - stfedni objem erytrocytu

Elektrické impedancni metody

Charakteristika: Gzkym otvorem mezi platinovymi
elektrodami, mezi kterymi je stejnosmérné napéti,
protékaji stalou rychlosti krvinky (nevodi¢) a krat-
kodobé (podle velikosti, svého objemu) snizi napéti
mezi elektrodami. Zmény napéti (pulsy) jsou tak
detekovany individualné pro kazdou krvinku a jsou
pak definovany jednotlivé krevni elementy - erytro-
cyty, leukocyty, trombocyty. Soucasné jsou automa-
ticky vypoéteny nékteré dal$i hodnoty erytrocytt
(Hb, Ht, MCV, MCH, MCHC, RDW), viceparamet-
rové pristroje jsou schopny provadét i diferencialni
rozpocet bilych krvinek.

Optické metody

Charakteristika: fotoelektricka ¢idla detekuji lom
svétla nebo jeho rozptyl (scattering) pfi priichodu
krvinky optickym systémem. Detektor generuje elek-
trické pulsy, jejichz intenzita odpovida velikosti ¢4sti-
ce (krvinky). Intenzita pulst je vyhodnocena a podle
definovanych parametri je pak uréen druh krvinky.

Kombinované technologie nejmodernéjsich pti-
stroju vyuzivaji jak proudu stejnosmérného (zjisténi
objemu bunky), tak sttidavého (charakter jadra)
a optické — laserové — metody (velikost a morfologie
bunky, pfitomnost granul v cytoplazmé).

Pfesnost stanoveni je u obou metod stejna a vel-
mi vysokd. Ur¢itd nepresnost vysledkt je dusled-
kem zprimérovanych hodnot, ve kterych se ztraci
nepravidelna (fyziologicka) distribuce krvinek. Pti-
nos vy$etfeni krevniho obrazu na automatickych
analyzatorech snizuje individudlni chybu rué¢niho
zpracovani (subjektivni, technickou) a umoziuje

spolehlivé srovnani vysledkl mezi rtiznymi labora-
tofemi, zejména dnes, kdy se povinné provadéji
kontroly kvality a kalibrace laboratornich piistroju
podle jednotnych kritérii. Nékteré chorobné stavy
véak mohou polty jednotlivych krvinek falesné
ovlivnit (tab. 4.1.).

4.2.2. Vysetieni periferniho krevniho obrazu
v mikroskopu

Stanoveni krevniho obrazu (complete blood count,
CBC) znamena kvantitativni vySetfeni poctu krvi-
nek a diferencialni rozpocet bilych krvinek (leuko-
cyte differential count).

I kdyz automatizace pri vy$etfeni krevniho obra-
zu (KO) a diferencidlniho rozpoc¢tu bilych krvinek
stale nezastupitelnou roli »ru¢ni diferencidl, tj. di-
ferenciace bunék v optickém mikroskopu zkugenym
laborantem.

Morfologické vysetteni krevniho natéru neprova-
dime rutinné, pouze v indikovanych pripadech. Pti
mikroskopickém (kvalitativnim) vySetfeni natéru
ziskdme informaci o morfologii erytrocytd, o pri-
tomnosti retikulocytd, o velikosti erytrocytti (mik-
ro-, normo- a makrocyty) a jejich tvaru (ovalocyty,
stérocyty, eliptocyty, schistocyty - fragmentované
erytrocyty tvaru vojenské helmy, akantocyty -
svra$télé erytrocyty s nepravidelnymi ostruhovity-
mi vybézky, anulocyty - prstencité, drepanocyty —
srpkovité, leptocyty — teréovité, dakryocyty - slzicky,
stomatocyty — unikonkavni — viz tab. 4.12.), 0 mnoz-
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Tab. 4.2. Normalni hodnoty periferniho krevniho obrazu (complete blood count - CBC)

Cervena fada Muzi Zeny Obé pohlavi Rozmér
pocet erytrocytt (RBC) 4,2-58 3,8-5,2 10'%/1
hemoglobin (Hb) 140-180 120-160 a/l
hematokrit (Ht)" 0,38-0,49 0,35-0,46 I/l krve
stfedni objem erytrocytu (MCV) 80-96 fl
stfedni hmotnost Hb v erytrocytech (MCH) 27-32 pg/ery
stredni koncentrace Hb v erytrocytech (MCHC) 0,32-0,37 g Hb/l ery
site rozptylu ¢ervenych krvinek (RDW)
variaéni koeficient velikosti erytrocytt (VC)? 11,5-14,5 %
pocet retikulocytd (Rtc) 0,003-0,015
Bila fada % zastoupeni Absolutni pocet (- 10°/1)
leukocyty (Leu) 4,4-10,5

tyce 0,005-0,010

segmenty (neutrofilni) 0,4-0,75 2,5-7,5

eozinofily 0,01-0,04 0,04-0,11

bazofily 0,00-0,01 0,015-0,1

lymfocyty 0,20-0,45 1,5-4,0

monocyty 0,03-0,10 0,2-0,8
desticky, trombocyty 150-450

RBC - red blood cells; MCV - mean cell volume; MCH - mean corpuscular hemoglobin; MCHC - mean corpuscular hemoglobin

concentration; RDW - red cell distribution width

" Hematokrit vyjadfuje relativni objem, ktery erytrocyty v plazmé zaujimaji. Ve starsi literature je jesté uvadén vyraz PCV (packed

cell volume), dnes je vak jiz zcela vytlacen pojmem hematokrit.

2V literatufe byva uvadéna také zkratka CV (coefficient of variation - varia¢ni koeficient); obsah pojmu je tyz jako RDW a vyjadiuje

variabilitu prdméru (velikosti) krvinek, anizocytézu.

stvi a zastoupeni podtypti bilych krvinek (neutrofil-
ni, bazofilni, eozinofilni leukocyty, monocyty, lym-
focyty) veetné nezralych forem bilé krevni rady,
které se v perifernim krevnim obraze objevuji za
chorobnych stavii (myeloblasty, promyelocyty, mye-
locyty, metamyelocyty, ty¢e atd.) a o morfologic-
kych anomaliich v8ech krevnich rad.

V tab. 4.2. jsou uvedeny normélni hodnoty peri-
ferniho krevniho obrazu a nékterych doplnujicich
vy$etfeni, kterd upresnuji diagnostiku poruch cer-
vené krevni rady. Rozpéti zde uvedenych normél-
nich hodnot odrézi fyziologické variace spojené
pouze s pohlavim, vék u zdravého jedince hodnotu
krevniho obrazu neovlivni. Pfi hodnoceni KO je
vhodné védét, Ze v noci, béhem spanku, dochdzi
k hemodiluci s ranni hemokoncentraci po probuze-

Tab. 4.3. Nejcastéjsi indikace k odbéru vzorku kostni dfené

cytopenie (anémie, zejména makrocytarni, leukopenie,
trombocytopenie)

leukocytéza, trombocytémie

v rdmci stagingu hematologickych malignit (staging lymfo-
mu, leukémii)

septické stavy nejasné etiologie (véetné detekce potencial-
niho infek¢niho agens)

zjisténi stavu zasob a lokalizace Zeleza (sideroblasty versus
RES)

ni, coz miize ovlivnit hodnoty hematokritu. U gra-
vidnich Zen a u kurak jsou obvykle vys$si hodnoty
lymfocytl a neutrofili a niz$§i hodnoty eozinofili.
Pocet leukocytii se zvysuje po fyzické aktivité a pti
stresu.

4.3. Vysetieni kostni diené
4.3.1. Metody odbéru vzorku

Vysetteni kostni drené je integralni soudasti dia-
gnostického algoritmu u hematologickych i nehe-
matologickych onemocnéni. Jde o invazivni meto-
du, proto ji indikujeme uvazlivé az po zhodnoceni
anamnézy a fyzikalniho nalezu, analyze periferniho
KO, event. po dalsich laboratornich vysettenich (bio-
chemickych, imunologickych apod.). Nejcastéjsi in-
dikace k vySetfeni kostni dfené jsou shrnuty v tab. 4.3.

B Aspiracni punkce kostni diené
K cytologickému vySetteni krvetvorby stac¢i aspirace

drenové krve (bone marrow aspiration), nejéastéji
z hrudni kosti.
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Sterndlni punkce je pomérné nerizikové vysetre-
ni, mozné komplikace (proniknuti do mediastina
pres zadni kompaktu sterna) jsou vzacné. Provadime
ji specialni jehlou ve vysi 2.-3. mezizebti. Pti dob-
rém lokalnim umrtveni nemocny nepfijemné vni-
ma pouze prvni injekei a infiltraci tkdné a periostu
anestetikem a ndsledné kratky pocit sevieni na hru-
di pfi aspiraci bunék.

Cytologické vysetreni drenové krve sta¢i pro po-
tvrzeni ¢i vylouceni diagndzy akutnich leukémii.
V pripadé jinych hematologickych chorob (lymfomy,
myelofibréza, aplastickd anémie aj.) vSak nutné po-
trebujeme histologickou analyzu vzorku kostni dfené
ziskaného trepanobiopsii, nejcastéji z crista iliaca
posterior superior (odbér lze provést i z crista iliaca
anterior, u déti se dava prednost tuberositas tibiae).

B Trepanobiopsie

Trepanobiopsie (trephine biopsy, bone marrow bio-
psy) panevni kosti slouzi prvotné k histologickému
vySetfeni. Pouzivime specidlni trepanobioptické
jehly (Jamshidi, Israeli). Pfed vySetfenim je nutné
ziskat informovany souhlas nemocného. Vzhledem
k tomu, Ze jde o invazivni vySetfeni, které ¢asto pro-
vadime z obou lopat ky¢elni kosti (crista iliaca pos-
terior superior), provadime jej v lokalni anestezii
s kratkodobou celkovou analgosedaci, a to ve spolu-
praci s anesteziologem. Dnes vétsinou z jednoho
vpichu provadime odbér na cytologii i histologii.
Nejprve aspirujeme cytologicky vzorek a ve druhé
fazi pak odebirdme histologicky vzorek, valecek
kosti priblizné 2-3cm dlouhy a 2mm silny (resp.
podle svétlosti pouzité trepanobioptické jehly).
Bunky punktatu kostni dfené i periferni krve je
mozné presnéji zaradit k urc¢itému typu jednotlivych
vyvojovych krevnich fad pomoci dal$ich technik.

4.3.2. Cytologické vysetieni punktatu
kostni diené
(examination of bone marrow film)

Po obarveni natéru (podle Giemsy, Wrighta) hod-
notime morfologii buniky a subcelularnich struktur.
U péti set bunék hodnotime jejich velikost, tvar
a obrysy (vybézky), barvitelnost a bohatost cyto-
plazmy, vakuolizace, charakter a hustotu granulaci,
uloZeni, tvar a strukturu jadra, usporadani chroma-
tinu, event. pfitomnost jadérka. Spojenim morfolo-
gickych vlastnosti jadra a plazmy uréujeme druh
krevni bunky. I ptes dostupnost dal$ich modernich
metod je morfologické vySetfeni natéru kostni dre-
né zcela nepostradatelné, nebot kromé vyse uvede-
nych tdaju ziskdme informaci o bunéénosti diené

Tab. 4.4. Fyziologické zastoupeni krevnich bunék v kostni dfe-
ni (bone marrow differential counts)

Cervena rada Relativni vyskyt | 15-25 %
proerytroblast 0,5-3,0
makroblast 1,0-3,0
normoblast 2,0-20,0
bazofilni 1,0-5,0
polychromatofilni 5,0-20,0
oxyfilni (ortochromni) 1,0-15,0
Bila frada Relativni vyskyt | 50-75 %
myeloblast 0,1-3,5
promyelocyt 1,0-6,0
myelocyt 8,0-15,0
metamyelocyt 9,0-25,0
ty¢ 10,0-30,0
segment 7,0-25,0
eozinofilni metamyelocyt | 0,1-3,0
tyé 0,2-3,0
segment 0,2-3,0
bazofil 0,0-0,5
lymfocyt 5,0-20,0 5-25%
plazmaticka bunka 0,3-3,5
monocyt 0,0-3,5
retikularni burika 0,0-2,0
megakaryocyt 0,1-0,5
Fyziologicky pomér myeloidni a erytrocytarni rady:
3-4:1

(normocelularni, hypocelularni, hypercelularni),
o bohatosti odbéru (sucha punkce, chudy vzorek,
bohaty vzorek) a o odporu kosti pfi punkci (osteo-
pordza, fibréza diené atd.).

Pomér myeloidni a ¢ervené fady (M/E) je pribliz-
né 3 az 4:1 (tab. 4.4.) a zvysuje se ve prospéch bilé
fady u nemocnych s infekci, pfi leukemoidni reakci,
u malignich myeloproliferaci, jen vzacné u ¢isté
aplazie cervené fady. Snizeni poméru M/E zjistuje-
me pii hyperplazii cervené fady (krvéceni, hemoly-
za) nebo prii inefektivni erytropoéze (megaloblastic-
ka, sideroblastickd anémie).

Morfologie krevnich prekurzorti muze odhalit
poruchy maturace (megaloblastickd anémie), pri-
tomnost prevazujici infiltrace jednoho typu bunék
(leukémie, lymfomy, mnohocetny myelom), dys-
plastické zmény. Pro priikaz infiltrace dfené nado-
rovymi buiikami, pfitomnost fibrézy a pro zhodno-

Vv

ceni stavu zeleza je vhodnéjsi trepanobiopsie.

4.3.3. Histologickeé vysetreni kostni diené

Vzorek ziskame trepanobiopsii z panevni kosti. Vy-
Setfeni slouzi ke zjisténi celkové bunéénosti drené
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(hypo-, normo-, hypercelularni) a stupné fibrozy,
u hematologickych malignit k posouzeni charakte-
ru infiltrace (napt. u lymfoma noduldrni versus di-
fuzni infiltrace, u myelodysplastického syndromu
k lokalizaci nezralych krevnich prekurzort (ALIP -
abnormal localization of immature precursors a dal-
§1), u leukémii, lymfomu a myelomu je navic dalezi-
ta znalost masivnosti infiltrace. U nadorovych chorob
zji$tujeme pritomnost nadorovych bunék v kostni
dreni pfi metastatickém procesu, specialnim barve-
nim histologického vzorku jsme schopni zjistit pri-
tomnost a lokalizaci zeleza (sideroblasty, RES). Vedle
morfologickych metod je vzorek moiné vysetfit
dal$imi (imunohistochemickymi, molekuldrnébio-
logickymi) metodami véetné imunofenotypovych.

4.4, Specialni vysetrovaci metody

V soucasné dobé prevladaji metody zaméfené na
molekuldrni uroven. Reflektuji skute¢nost, Ze jsou
na této Grovni poznavany mechanismy onkogeneze.

Cytogenetické a molekularnébiologické metody
jsou v hematoonkologii duleZitou soucasti diagnos-
tiky, nebot ur¢ité chromosomalni aberace jsou spe-
cifické pro konkrétni diagnézu (napf. translokace
t(11;14) a zvy$ena exprese cyklinu D1 u lymfomu
z plastovych bunék, MCL). Detekce molekularnich
markert se vyuzivd také ke stanoveni minimalni re-
zidudlni nemoci (MRN), kdy vyuzivame vysokou
citlivost téchto metod k detekci malého poc¢tu ma-
lignich bunék, které po 1é¢bé ziistavaji v organismu
pacienta, ale nelze je zachytit béZnymi cytologicky-
mi metodami. Podobnym zptisobem detekujeme
¢asny molekularni relaps choroby a mtizeme velmi
presné monitorovat lééebnou odpovéd. Nékteré
molekularni markery maji vyznam pro prognostic-
ké hodnoceni nemoci jiz v poc¢atku diagnézy a tak
pfimo ovlivni prvotni lééebny postup (agresivni
versus vyckavavy).

4.4.1. Cytochemické vysetieni krevnich bunék

Klasicka cytochemickd vysetteni se pfi jinych moz-
nostech identifikace bunék pouzivaji dnes jiz omeze-
né, a to pouze na specializovanych hematologickych
pracovistich. Jejich hlavni vyuZiti je v diferencialni
diagnostice myeloproliferaci (tab. 4.5.). VySetfeni
také indikuje pouze hematolog. Cytochemické vy-
Setfenti je zaloZeno na rizném enzymatickém vyba-
veni krevnich bunék riznych zarode¢nych rad a je-
jich vyvojovych stadii. Pouzité reagens dava se
specifickym enzymem jedine¢né zbarveni, které tak
identifikuje ptislusnou burku.

V $irs$i hematologické diagnostice se cytochemic-
ké vySetfeni stale vyuzivd, nejcastéji na priikaz zele-
za (sideroblasty, RES drené), ale i v dalsich pripa-
dech. Diagnostika vlasatobuné¢né leukémie se opira
o nalez tartarat-rezistentni kyselé fosfatazy (TRAP),
v diferencidlni diagnostice Ph-negativnich myelo-
proliferativnich neoplazii (MPNs) a chronické mye-
loidni leukémie (CML) se pouziva stanoveni indexu
alkalické fosfatazy v neutrofilech (LAP - leucocyte
alkaline phosphatase).

Nizkou hodnotu LAP (mensi nez 20, obvykle 10,
ale i nula!) zjistujeme u CML, vysoké hodnoty (vice
nez 120, obvykle 150-200) u MPNs (a fyziologicky
v gravidité). Mimo uvedené krajni hodnoty neni vy-
Setfeni diagnosticky pfinosné a pri dal$ich moznos-
tech diagnostiky (viz nize JAK2 mutace) je i toto
vySetfeni na dstupu.

Nékteré cytochemické reakce jsou vsak i dnes
podkladem diferencialniho rozpoctu bilé krvetvorby
v optickém multikandlovém automatickém analyza-
toru zaloZeném na laserové technice. Pri diferencia-
ci bilé rady se vyuziva pritomnosti cytoplazmatické
peroxidazy (pozitivni reakce) v neutrofilech, eozino-
filech a (slabsi) v monocytech, které jsou v analyza-
toru (peroxidazovy kandl) podle specifického zbar-
veni aktivné detekovany, vzajemné odliSeny od sebe
podle velikosti a také od lymfocytd, které jsou per-
oxidaza-negativni. Princip stanoveni bazofill je

Tab. 4.5. Cytochemicka vysetieni uzivana v diagnostice akutnich myeloidnich leukémii

Cytochemie M 1-3 (gran) | M 4-5 (mono) | M6 (erytro) | M 7 (megakar)
peroxidaza (PE) +—++ neg. neg.
sudanova cern (SB) +—-++ neg. neg.
chloracetatesteraza (CAE) +/++ + neg.
nespecificka esteraza (acetat) (a-naftylacetatesteraza) (NAE) | +/- +++ +/- +++
blokada Na fluoridem (NAE-F) (= NAE s inhibici Na fluoridem) ano - ano
nespecificka esteraza (a-naftylbutyratesteraza) (BE) +++ neg. neg.
kysela nespecifické esteraza (ANAE) +/- dif. +++ -—- -—-
alkalicka nespecificka esteraza dif. + -—- -—-
PAS +/- +/++ + +
kysela fosfataza (KF) -/+ + erytroblasty | - --
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jiny, dal$i kandaly (jiné pouzité reagencie) umozni
odlisit mononukledrni a polymorfonukledrni leu-
kocyty (stanovenim indexu lobularity, tj. poméru
mono- a polynukleart) véetné blastt, atypickych
lymfocytt a jadernych forem ¢ervené krevni rady.

4.4.2. Cytogenetické a molekularnébiologické
vysetieni bunék kostni diené

B (ytogenetické vysetieni

Zhoubna onemocnéni krvetvorby jsou ¢asto prova-
zena zménou karyotypu; nékteré chromosomalni
zmény jsou pro urcitou chorobu zcela specifické
(tab. 4.6.) a maji diagnosticky vyznam. Ur¢ity cy-
togeneticky nalez ma také prognosticky vyznam,
proto je toto vySetfeni standardni soucasti za-
kladniho vySetfovaciho algoritmu.
Chromosomalni zmény mohou byt pocetni
(zména v po¢tu chromosomit), nebo strukturni (ze-
jména translokace, delece, inverze). Typickou chro-
mosomalni aberaci u hematologickych malignit (na
rozdil od solidnich nadort) jsou translokace. U mye-
loidnich leukémii dochazi v disledku téchto chro-
mosomalnich translokaci nejcastéji ke vzniku faz-
nich gent a nasledné fiznich proteinii s aberantni
funkci. Napf. pro chronickou myeloidni leukémii
(CML) je patognomonicka translokace t(9;22), kte-
r4 dava vznik BCR-ABL fuznimu genu, jehoz prepi-
sem vznika BCR-ABL fuzni protein s aberantné
konstitutivni tyrosin-kinazovou aktivitou. Nésled-
kem exprese BCR-ABL v hematopoetické kmenové
burice dochdzi k nekontrolované proliferaci leuke-
mického klonu, ktery normélné vyzrava, coz je ty-
pické pro CML (obr. 4.1.). Kromé toho miize u mye-
loidnich leukémii nédsledkem chromosomalnich
translokaci dochazet naopak k zaniku funkce uréi-
tého genu. Napt. nejcastéj$i chromosomalni aberace
u akutni myeloidni leukémie t(8;21) vede k translo-
kaci genu pro hematopoeticky transkripéni faktor
AMLI k transloka¢ni komponenté ETO. Prepisem

AMLI-ETO vznikd fazni protein, ktery funguje
jako negativni kompetitivni inhibitor nemutované-
ho hematopoetického transkripéniho faktoru AMLI.
Nasledkem exprese AML1-ETO v hematopoetické
kmenové burice dochazi k zastavé diferenciace, coz
je pro akutni leukémii typické (hiatus leukemicus).
Na rozdil od akutnich leukémii dochdzi u zralych
lymfoproliferaci (lymfomu a myelomu) nasledkem
chromosomalnich translokaci typicky k aberantné
zvy$ené expresi translokovanych gent, obvykle on-
kogend, aniz by se zménila jejich struktura ¢i funk-
ce. Ke zvySené expresi onkogent dochazi nasled-
kem fyzického premisténi protoonkogenu pod vliv
silnych transkripénich regula¢nich elementt genti
kodujicich tézké a lehké retézce imunoglobulini (tj.
na chromosom 14, 2, 22) nebo gent pro T-bunéény
receptor (TCR) (tj. na chromosom 7, 14). Tento typ
translokace nasledné zptsobi abnormalné zvysenou
expresi strukturné normélniho genu.

Prikladem tohoto typu aberace je translokace
t(14;18) u folikularniho lymfomu, kdy se zvy$uje ex-
prese antiapoptotického proteinu BCL2 nasledkem
presunu BCL2 genu ke genu kédujicimu tézky imu-
noglobulinovy retézec. Obdobné se zvy$uje exprese
transkripéniho faktoru MYC translokaci t(8;14)
u Burkittova lymfomu ¢i upregulace cyklinu D1
translokaci t(11;14) u lymfomu z plastovych bunék
(mantle cell lymphoma, MCL).

K detekci chromosomalnich aberaci jsou vyuzi-
vany metody klasické cytogenetiky i metody mole-
kularnécytogenetické. Klasicka cytogeneticka ana-
lyza spociva v kultivaci bunék po 24-72 h, poté je
déleni bunék zastaveno pridanim vreténkového
jedu (napt. kolcemidu), ktery zastavi déleni bunék
v metafazi mitézy. Dale jsou bunky fixovany a obar-
veny, nejcastéji podle Giemsy (G-pruhovani). Po
tomto obarveni lze na kazdém chromosomu pozo-
rovat svétlé a tmavé pruhy (G-pruhy), jejichZ uspo-
radani je charakteristické pro kazdy chromosom.
Nasledné jsou preparaty vyhodnoceny zku$enym
cytogenetikem pod mikroskopem, ptip. i s vyuzitim
vypocetni techniky. Vyhodou pruhovacich technik
je analyza celého genomu v ramci jednoho experi-

Tab. 4.6. FAB (French-American-British) klasifikace a cytogenetické charakteristiky akutnich myeloidnich leukémii (tu¢nym pis-

mem zvyraznény prognosticky pfiznivé cytogenetické nalezy)

Typ AL Cytogenetické nalezy
AMLM1  myeloblasticka bez vyzravani (blasty I., Il. typu)

AMLM2  myeloblasticka s vyzravanim (¢ast: PMC - Seg, pelger. formy) 40 %: t(8;21) (g22;922)
AML M3 promyelocytarni (Auerovy tyce — faggot cells - otypky) 90 %: t(15,17) (922,912)
AMLM4  myelomonoblastickd 20 %: inv/del (16) (q22)
AML M5  monoblastickd (LSDM = lyzozym) 5%:t/del (11) (923)
AML M6  akutni erytroleukémie (kritérial)

AML M7  megakaryoblasticka (produkce PDGF)
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Obr. 4.1. Filadelfsky chromosom (Ph chromosom). Translokace t(9;22), pfi které vznika fizni gen a nasledné fuzni protein BCR-ABL
(p2108F48); je lokalizovan v oblasti »major breakpoint cluster region« (M-bcr). Na 22. chromosomu mUze viak nastat zlom v ob-
lasti »minor cluster region« (m)-bcr nebo »micro cluster region« (u)-ber, kde vznikaji fizni onkoproteiny (p1908R48 g p230BCRABL),
Vysledkem je pak CML s ponékud odlisnymi projevy — pfevahou monocyt(, resp. neutrofilli s trombocytémii (p230CML).

mentu, jsou v$ak limitovany pouze pro aktivné se
délici bunky a maji nizsi rozliovaci schopnost.
Kromé klasické cytogenetické techniky jsou pro dia-
gnostiku a prognostiku hematoonkologickych cho-
rob vyuzivany i metody molekuldrni cytogenetiky,
zejména tzv. fluorescenéni in situ hybridizace, FISH,
jejiz vyhodou je pouziti i v nedélicich se bunkach
(interfaznich jadrech). Tato metoda je zaloZena na
hybridizaci fluorescen¢né znac¢ené sondy (syntetic-
ky usek DNA, ktery je komplementarni k urcité ¢as-
ti chromosomalni DNA) s interfdznimi jadry nebo
metafdznimi chromosomy a lze ji vyuzit k detekci
numerickych i strukturnich aberaci. Pouzivany jsou
sondy specifické pro konkrétni chromosomy nebo
chromosomalni oblasti. Po vazbé sondy k cilové
sekvenci je tato sekvence vizualizovdna pouzitim
fluorescenéniho mikroskopu, hledand sekvence je
pozorovatelnd jako napadny signal. Na rozdil od
pruhovacich technik lze metodou FISH vysettit
v jednom experimentu pouze tu ¢ast genomu, k niz
je pouzitd sonda komplementarni, nelze tedy analy-
zovat rizné chromosomalni aberace celého genomu.
Z tohoto duvodu byly vyvinuty dal$i molekuldrné-
cytogenetické metody, které umoznuji analyzovat
cely genom a hledat strukturni i numerické aberace.
Jsou to zejména mnohobarevna FISH (mFISH),

spektralni karyotypizace (SKY), mnohobarevné pru-
hovani (mBAND) a srovnavaci genomova hybridi-
zace (CGH). Blize v kap. Cytogenetika.

B Metody molekularnébiologické

Rovnéz molekuldrnébiologické metody jsou nedil-
nou soucasti vySetfovacich postupt pti diagnostice
a prognostice hematoonkologickych onemocnéni.
Tyto metody, z nichZ nejvyznamnéjsi je polymera-
zova fetézova reakce (PCR), jsou vyuzivany k de-
tekci klonality B- i T-lymfocytd, a to jak pfi stanovo-
vani diagnézy hematologické malignity, tak pri
sledovani minimalni rezidualni nemoci. PCR lze
vyuzit také pro detekci mutaci onkogent i tumor-
supresorovych gent a pro detekci nékterych trans-
lokaci. Pri reakci dochazi k amplifikaci DNA za
tvorby velkého mnozstvi kopii urcité sekvence, coz
umoznuje provést analyzu DNA i z velmi malého
mnozstvi vzorku. Templdatem PCR muize byt DNA
i RNA. V pripadé RNA je nutné nejprve provést
transkripci RNA do komplementarni DNA (cDNA),
kterd je nasledné amplifikovana pomoci PCR. Tento
typ PCR je ozna¢ovan jako RT-PCR (PCR s reverzni
transkripci). RT-PCR je vyuzivana zejména pro de-
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tekci chromosomovych translokaci (napt. detekce
chimérické mRNA BCR/ABL u chronické myeloid-
ni leukémie). Blize v kap. Molekularni diagnostika.

Vyznam téchto metod pro diagnostiku a prognoé-
zu akutnich leukémii doklada tab. 4.6., pro chronic-
kou lymfatickou leukémii tab. 4.23. a 4.24., pro
mnohocetny myelom tab. 4.26. a pro myelodysplas-
ticky syndrom tab. 4.29.

4.4.3. Imunofenotypizace

Princip: na povrchu membrany jednotlivych krev-
nich bunék jsou pritomny specifické molekuly, které
jsou jednak strukturalni a jednak vypovidaji o spe-
cifické buné¢né funkci. Nékteré z téchto povrcho-
vych (membranovych) znak (cell surface markers)
jsou spole¢né pro celou skupinu bunék (napf. mar-
kery T- a B-lymfocytt, markery myeloidni fady
atd.). Soucasna exprese dalsich znakt umozni blize
specifikovat urcity bunéény podtyp (subpopulaci),
resp. jeho vyvojové stadium. Kazda z bunék mad tak
svij specificky imunofenotyp, ktery je dan soubo-
rem specifickych diferencia¢nich znaku (clusters of

tak podle kvantitativniho zastoupeni imunofenoty-
pu ziskdme informaci o bunééném ptivodu one-
mocnéni (klonalité) a podle toho cilené orientujeme
1é¢bu. Jako priklad imunofenotypové charakteristi-
ky lze uvést spole¢ny znak B-lymfocytti (CD 19+,
20+), populace T-lymfocyti (CD3+) a subpopulace
lymfocytt pomocnych (T}, — helper; CD3+, CD4+)
nebo tlumivych (T — supressor; CD3+, CD8+).
Imunofenotypizace (immunophenotypic analy-
sis, IPA) se provadi pomoci monoklondlnich proti-
ldtek (monoclonal antibody, MAb) bud na priitoko-
vém cytometru (FACS - fluorescence-activated cell
sorter), nebo imunohistochemicky v tkanich. Pfi
vy$etfeni na pratokovém cytometru jsou specific-
ké MAD oznacené fluorescen¢ni latkou navazany
na odpovidajici povrchovy bunéény marker CD. Pti
pritoku jednotlivych bunék tzkou kapilarou pii-
stroje je fluorescen¢ni latka excitovana laserem, fo-
tony jsou nasledné preménény na elektricky signal
a pulsy zaznamendny v pocitadi a kvantitativné vy-

Tab. 4.8. Prehled zakladnich imunofenotypovych charakteris-
tik (tu¢né jsou vyznaceny nejcastéji pouzivané markery v dia-
gnostice hematologickych malignit)

differentiation, CD). U hematologickych malignit | Markery | Buiiky s pozitivni reakci
myeloidni
fady
Tab. 4.7. Piehled zakladnich imunofenotypovych charakteris- a NK-bunék
tik (tucné jsou vyznaceny nejcastéji pouzivané markery v dia- -
gnostice malignich lymfoproliferaci) CD11a,b B-a T—Iymfocyty, granulocyty, monocyty,
NK-burky
Markery Buniky s pozitivni reakci
T-lymfocyti 1c granulocyty, monocyty, trombocyty, HCL
D2 PanT cb13 granulocyty, monocyty, eozinofily, bazofily;
AML
cD3 Pan T, zralé T-lymfocyty
cD 14 monocyty, makrofagy
CcD4 Ty (pomocné, helper)
. CcD 15 granulocyty, monocyty, RS-buriky
cD5 Pan T-lymfocyty, B-CLL lymfocyty, zralé
B_|ymf0cyty CD 16 NK-bUhky
CD6 zralé T-lymfocyty, nékteré B-lymfocyty CcD33 nezralé buriky myeloidni fady (kmenové
nky); AML
cD7 T-lymfocyty (chybéji na nékterych zralych buriky)
T-lymfocytech); T-ALL CD 34 kmenové buriky; nékteré blasty AML, ALL
cDs8 T (supresorové/cytotoxické) Ruzné
Markery cD 10 mladé B-lymfocyty folikularniho centra, T-ALL
-lymf U
B-lymfocytd CD 30 RS-buriky; aktivované T- i B-lymfocyty
cD19 mladé B-lymfocyty; T-ALL; dendritické SR ) ; ,
buriky folikuli CD 38 plazmatické buriky; nezralé T, aktivované T
i B; vétsina hematopoetickych bunék ve fazi
CD 20 B-lymfocyty; nékteré monocyty aktivované ¢asné diferenciace
T-lymfocyty -
CD 45 leukocytarni spolecny antigen
CD 21 B-lymfocyty; nékteré dendritické buriky
CD 71 transferrinovy receptor
CD 22 B-lymfocyty
- CD 25 receptor pro interleukin 2; HCL
CD 23 aktivované B-lymfocyty; monocyty, nékteré
dendritické buriky CD 56 NK-buriky
CD24 B-lymfocyty; granulocyty CD57 NK-buriky
CD79a zralé B-lymfocyty; plazmatické buriky NK-bunky — natural killers (pfirozeni zabijeci, podtyp T-lymfo-
— cytl); HCL - hairy cell leukemia (leukémie z vlasatych bunék);
TdT lymfoidni prekurzory RS-burky — buiiky Reedové-Sternberga (Hodgkindv lymfom);

B-CLL — chronicka lymfaticka leukémie; TdT - terminal deoxy-
nucleotidyl transferase

AML, ALL - akutni myeloidni leukémie, akutni lymfaticka leu-
kémie
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hodnoceny. Pfi znalosti pouzité MAb (napt. proti
B-lymfocytiim, myeloidni fadé atd.) pak nejen iden-
tifikujeme druh burnky, ale také jeji klonalitu a kvan-
titu. Vyhodou pritokové cytometrie je moznost po-
uzit soucasné vice MAb najednou a tak na sledované
burice simultanné vysettit vice diferencia¢nich zna-
ki, a tim ziskat mnohem presnéj$i urceni buriky,
resp. celé bunééné populace. K vysetfeni je vhodna
periferni krev, aspirat kostni dfené, homogenizova-
né bunky lymfatické uzliny ¢i jiné nativni tkdné. Lze
také vysettit charakter bunék v jakékoli télesné te-
kutiné, v praxi nejc¢astéji maligni vypotky. Imuno-
histochemicka metoda umozni vysetteni tkané fi-
xované formalinem a zalité v parafinu a soucasné,
vedle imunohistochemie, je mozné vys$etfeni mor-
fologické. Avsak variabilita o$etfeni vzorku tkané,
pouziti riznych fixa¢nich technik, zptisobu detekce
a ode¢tu mohou vést k diskordantnim vysledktim
nejen v ruznych laboratorich, ale také ve srovnani
s vysledky imunofenotypizace. V diagnostice vyuzi-
vame obvykle obé metody.

Dnes, kdy je jiz znamo ohromné mnozstvi povr-
chovych diferencia¢nich antigent specifickych pro
urdity bunéény typ i jeho vyvojova stadia, je mozné
morfologicky zaradit i velmi mladé a morfologicky
nezralé buné¢né formy, které prostym morfologic-
kym vySetfenim drenového natéru nebylo mozné
cytologicky zaradit do urcité vyvojové fady. V tab.
4.7. a 4.8. je vybérovy prehled zakladnich imunofe-
notypovych charakteristik jednotlivych krevnich
bunék, v tab. 4.9. priklad imunofenotypovych a mo-
lekularnégenetickych charakteristik nékterych ma-
lignich lymfoproliferaci.

4.4.4. Kultivace hematopoetickych bunék
invitro

Vysetreni slouzi ke zjisténi typu rtistu krevnich bu-
nék ziskanych aspiraci kostni dfené. Prekurzory bilé
krevni fady rostou in vitro ve shlucich (cluster, 3 az
39 bunék), nebo v koloniich (vice nez 40 bunék),
s mirnou prevahou kolonii (55%) proti shlukim.
P1i krevnich onemocnénich je tento pomér porusen.
Napt. pro leukemicky typ rustu je charakteristické
extrémni snizeni rstu kolonif (az nulové hodnoty)
proti shlukiim. Toto vysetfeni se vyuziva pro dia-
gnostiku nejen akutnich (leukémie, myelodysplas-
ticky syndrom, blasticky zvrat chronické myeloidni
leukémie atd.), ale i nékterych chronickych myelo-
proliferaci (polycythaemia vera versus sekundarni
polycytémie po stimulaci erytropoetinem). Vyset-
feni poskytne informaci také o regenera¢ni aktivité
kostni dfené po chemoterapii. Pfi nizkém poctu
obou sledovanych slozek muze jit o aplastickou ané-
mii nebo o jiny patologicky proces v kostni dreni.

Normalni pocty kolonii jsou 71-10° (19-145),
normalni poéty shlukt 59-10° (17-118).

Indikace patfi pouze do rukou hematologa na
specializovaném hematologickém pracovisti.

4.5. Vysetrenijednotlivych krevnich rad

Struktura hematopoetického systému je zalozena —
podle experimentalnich priikazt - na existenci vy-
chozi pluripotentni kmenové bunky (pluripotent

Tab. 4.9. Piiklad diferencidlnédiagnostickych nalezi u malignich lymfoproliferaci s vyuzitim imunofenotypovych molekularné-

genetickych metod

Antigen | CLL/SLL | PLL MCL HCL SL/VL FL MZL MALT LPL DLBCL
CD5 + +/- 1 = = = = = = =
cD10 - - -/+ - - +/- - - - -/+
CD11c +slabé/- | +slabé/- | - +jasné -/+ - +/-

cD19 + + + + + + +

CD20 +slabé + + + + + +

CD23 1 1 = = = -/+ = -/+ = NA
CD25 +slabé/- | +slabé/- | - +jasné/- | - - -

CD 43 +-/+ s 3 = -/+ + -/+
CD103 - - - ++ - - - - - NA
Slg -slabé +jasné +jasné + + +- + + +/-

CLL - chronicka lymfaticka leukémie (chronic lymphocytic leukemia); SLL — lymfom z malych lymfocytd (small lymphocytic lym-
phoma); PLL — prolymfocytarni leukémie (prolymphocytic leukemia); MCL - nehodgkinsky lymfom z plastovych bunék (mantle
cell lymphoma); HCL - vlasatobunécna leukémie (hairy cell leukemia); SL/VL — splenicky lymfom / lymfom z viléznich lymfocyt(
(splenic lymphoma / villous lymphocytes); FL — folikularni lymfom (follicular lymphoma; dive: FCL — lymfom z bunék centra
folikulu, follicle centre lymphoma); MZL — lymfom z bunék marginalni zény (marginal zone lymphoma); MALT — lymfom sliz-
ni¢ni lymfoidni tkdané (mucosa associated lymphoid tissue lymphoma); LPL - lymfoplazmocytarni lymfom (lymphoplasmocytic
lymphoma); DLBCL — difuzni velkobuné¢ny B-lymfom (diffuse large B-cell ymphoma); Slg — povrchové imunoglobuliny (surface

immunoglobulins); NA — nelze aplikovat
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stem cell — PSC), kterda ma schopnost sebeobnovy
(self-renewal) a schopnost vyvoje do dal$i kmenové
bunky niz§itho fadu. Tou je jednak multipotentni
kmenova burika (multipotent stem cell - MSC), kte-
ra tvori zaklad hematopoézy, a jednak imunoreak-
tivni pluripotentni kmenova burka, ktera tvori za-
klad imunopoézy. Multipotentni kmenova burika se
dale vyviji v progenitorové kmenové burnky (unipo-
tentni) pro jednotlivé zarode¢né fady — myeloidni
a lymfoidni.

4.5.1. Cerveny krevni obraz

Z funkéniho hlediska (transport kysliku) je nejvy-
znamnéj$im parametrem ¢erveného krevniho obra-
zu (CKO) hemoglobin (Hb). V klinické praxi je
i tento udaj nejprinosnéjsi, protoze napt. pri sidero-
penické anémii muze byt pocet erytrocytl jesté
v normg¢, ale protoze se jedna o mikrocyty s nizkou
koncentraci i hmotnosti hemoglobinu, jen nizka
hodnota Hb odrazi deficit transportni kapacity pro
kyslik. Proto i anémie (tab. 4.10.) je definovana jako
snizeni mnozstvi Hb (zpravidla i hematokritu a po-
¢tu erytrocyti) v 1 litru krve pod dolni hranici hod-
noty u zdravych jedincti. U muzu je podle WHO
tato hranice Hb < 130 g/, u Zen Hb < 120 g/1.
Anemicky syndrom (souhrn subjektivnich obti-
Zi a objektivniho nalezu provazejici anémii) je ve
vét§iné pripadu sekundarnim projevem jiného za-
kladniho onemocnéni. Anémie je dulezitym ptizna-
kem nemoci a tkolem klinika je vzdy pétrat po pri-
¢iné, ktera anémii vyvolala.
Rozdéleni anémii respektuje patofyziologické
hledisko:
® z nedostate¢né krvetvorby - hypoproliferativni
(sideropenickd, aplasticka anémie apod.);
® zpusobené nadmérnym a pfed¢asnym rozpadem
erytrocytii (hemolytické);
® z nadmérnych krevnich ztrat;
® 7z kombinovanych pfi¢in (anémie chronickych
chorob), které maji hypoproliferativni charakter.
Mezi nejcastéjs$i anémie v nasem geografickém
pasmu pat¥i:
® anémie z nedostatku Zeleza (iron deficiency ane-
mia, IDA);
® anémie chronickych onemocnéni (anemia of chro-
nic diseases, ACD);
® anémie hemolytické ziskané — autoimunitni (z te-
pelnych protildtek — warm antibody) (autoimmu-
ne hemolytic anemia, ATHA).

Tab. 4.10. Stupen anémie podle Svétové zdravotnické organi-
zace (WHO)

Stavy a choroby, které ke vzniku anémie vedou, jsou
vsak velmi pocetné, pri¢iny jsou ¢asto multifakto-
ridlnia s timto védomim by mél byt veden i diagnos-
ticky proces zaloZeny na raciondlnim algoritmu.

V Kklinické praxi je v$ak diagnosticky postup
u anémie zaloZen prvotné na analyze kvantitativ-
nich a morfologickych parametrit CKO (tab. 4.11.),
které jsou pak podkladem patofyziologického zara-
zeni a nasledné racionalniho terapeutického postu-
pu. Pro komplexni posouzeni je nezbytné vysetieni
retikulocyta.

V nékterych pripadech jsou kvantitativni hodno-
ty CKO normalni a az mikroskopické vysetieni na-
téru periferni krve mtize vést k podezteni ¢i odhalit
krevni ¢i jiné onemocnéni. V tab. 4.12. je prehled
nejvyznamnéjsich morfologickych zmén CKO.

B Algoritmus diagnostického postupu
u hypoproliferativnich anémii

Prvnim krokem je anamnéza a fyzikdlni nélez.
Vstupni biochemicky screening véetné vysetteni bi-
lirubinu je samoztejmosti. Takto ziskané udaje a ru-
tinni krevni obraz poskytnou zakladni informace
o stupni a vétsinou také o charakteru anémie: na za-
kladé screeningového vysetteni vytvarime pracovni
diagndzu, pro jejiz stanoveni je voditkem velikost
krvinek (mikro-, normo-, makrocyty), hmotnost
(MCH) a koncentrace (MCHC) hemoglobinu v ery-

Tab. 4.11. Klasifikace anémii podle kvantitativnich a morfolo-
gickych kritérif

Morfologicka klasifikace anémie podle velikosti
erytrocytu (MCV)

anémie mikrocytova MCV < 80fl
normocytova MCV = 80-95 fl
makrocytova MCV > 96 (100) fl

Morfologicka klasifikace anémie podle stfedni
koncentrace Hb v erytrocytu (MCHC)"

MCHC = 0,32-0,37?
MCHC < 0,32"?

anémie normochromni

hypochromni

Komplexni posouzeni anémie podle kvantitativnich
kritérii

anémie mikrocytova | normocytovd | makrocytova
hypochromni | normochromni | normochromni

MCV <80fl 80-95 fl > 96 (100) fl
MCH <26 pg 27-31 pg >32pg
MCHC" <0312 0,32-0,37% 0,32-0,37?
Nalez z nedostatku | chronickych z deficitu
uanémie | zeleza onemocnéni vitaminu B,

a kyseliny

listové

Stupen | 0 1 2 3 4
Hb (g/l) | >110 95-109 | 80-94 |[65-79 | <65

" MCHC je relativné pozdni ukazatel hypochromie, dfive se ob-
jevi pokles MCH
2 gHb/I ery
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Tab. 4.12. Morfologické zmény Cervené krevni fady a jejich vyskyt u chorobnych stav(

Nalez v natéru periferni krve

Onemocnéni, patologicky stav

sférocyty, polychromatofilie

hereditarni sférocytéza

sférocyty, polychromatofilie, aglutinace erytrocyt

kompenzovana ziskana hemolytickd anémie

leptocyty (tercovité)

jaterni choroby; obstrukéni ikterus; hemoglobin C

eliptocyty

eliptocytéza; témér véechny druhy anémii

bazofilni te¢kovani

otrava olovem

ovalné makrocyty + hypersegmentace jader
neutrofild

pocinajici megaloblasticka anémie; jaterni choroba; hypothyreéza

penizkovaténi erytrocytl (rouleaux)

mnohocetny myelom, makroglobulinémie

schistocyty (fragmentované)

DIC, mechanicka hemolyza”

drepanocyty (srpkovité)

srpkovita anémie — hemoglobin S

akantocyty

jaterni cirhéza; porucha lipidového metabolismu (abetalipoproteinémie)

dakryocyty (slzicky)

myelofibréza; myeloidni metaplazie; tuberkul6za; thalasémie

poikilocytéza (rdzné tvarové anomalie)

myelofibréza

rouleaux (penizkovaténi erytrocyt()

hyperproteinémie; myelom, makroglobulinémie

stomatocyty (unikonkavni)

hereditarni stomatocytéza; jaterni cirhdza; acidéza

Howellova-Jollyho téliska (jaderné zbytky)

stav po splenektomii (SPE), hemolytické anémie; megaloblastické anémie

Heinzova téliska (denaturovany Hb)

stav po SPE; intoxikace (chemikalie, [éky)

Cabotovy prstence

tézké anémie; dyserytropoetické anémie

sideroblasty (vyzaduje barveni na Fe)

dyserytropoetické anémie; MDS-RAS?

" mikroangiopaticka hemolyticka anémie; hemolyza pii umélych srde¢nich chlopnich
2 MDS-RAS - myelodysplasticky syndrom typu refrakterni anémie s prstenéitymi sideroblasty

trocytu (hypochromni, normochromni) a RDW, je-
hoz hodnota ur¢i stupen anizocytdzy. Schematicky
je postup znazornén na obr. 4.2.

Kvalitativni vySetfeni natéru periferni krve déle
doplni tdaje o morfologii ¢ervené krvinky. Sta-
noveni poctu retikulocytti obecné nepatfi mezi béz-
ny screening, ale v pripadé anémie je vhodné je
za rutinni vy$etfeni povazovat! Vypovédni hodnotu
o aktivité drenové erytropoézy ma az vypocet abso-
lutniho poétu retikulocytt (Rtc). Korigovany pocet
Rtc (RI) je odrazem reakce kostni dfené na anémii
a ukazuje, zda regenera¢ni aktivita kostni dfené
je umérna zavaznosti anémie. Podle téchto udaji
jiz mizeme anémii zaradit mezi hypoprolifera¢ni
(napf. z nedostatku Fe, anémie chronickych one-

vylouceni krevni ztraty

!

pocet retikulocytt
zvyseny ‘ nizky
i vysetieni natéru z periferni krve i

vysetfovaci postup | vysetfovaci postup
k vylouceni hemolyzy anémie k vylouceni

nebohemoglobinopatie/ + \hﬁaoproliferativnianémie

mikrocytarni  normocytarni makrocytarni

Obr. 4.2, Schéma diagnostického postupu u anémie

mocnéni), nebo ztratové (anamnéza a doplnéni dal-
$ich vySetfeni, jako napf. stolice na okultni krvace-
ni, endoskopie, gynekologie apod., susp. hemolyza)
a indikujeme cilené specialni vysetfeni, zamérené
jiz ur¢itym smérem. Mezi podrobnéjsi vySetfeni pri
stanovovani charakteru anémie déle patfi punkce
kostni drené s cytologickym vysetfenim dreniového
néatéru (hypo-, hyperplasticka erytropoéza a krve-
tvorba viibec, megaloblastickd erytropoéza, ptitom-
nost, pocet a morfologicky charakter sideroblastii —
prstencité, infiltrace dfené naddorem, fibréza apod.),
event. histologické vySetfeni trepanobioptického
vzorku kostni dfené (bunécénost dfené, nddorova in-
filtrace, architektura kosti, fibréza atd.), zjisténi sta-
vu Zeleza v organismu - vzdy vySetfit v§echny za-
kladni parametry (Fe v plazmé, ferritin, transferrin,
dale saturaci transferrinu nebo celkovou vazebnou
kapacitu transferrinu pro zelezo — TIBC — total iron
binding capacity, fakultativné cirkulujici transferri-
nové receptory). Vyznamnym ptinosem v diagnosti-
ce anémii je zjisténi volného nebo zink-protoporfy-
rinu v erytrocytu (FEP). Jeho volné, nespottebované
mnozstvi je v erytrocytu tim vétsi, ¢im méné sub-
stratu (napf. Fe) ma Cervend krvinka pfi syntéze
hemu k dispozici. Toto vySetfeni véak dosud neni
bézné dostupné. Dale je mozné urcit sérové koncen-
trace vitaminu B,, a kyseliny listové jako snazi cesty
zjisténi jejich deficitu, nez nabizel Schillingtv test.
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B Vypocitané hodnoty cerveného krevniho obrazu

Neni t¢elem nize uvedené hodnoty vypocitavat, zis-
kame je z automatického analyzatoru. Znalost sloze-
ni vzorce (udaje v (itateli a jmenovateli zlomku)
poslouzi ke kritickému posouzeni vysledku ziska-
nych ze strojového zpracovani krevniho obrazu.
Jako priklad lze uvést makrocytovou anémii. Ta je
charakterizovana zvy$enym stfednim objemem ery-
trocytu (mean corpuscular volume, MCV) a vys$si
stfedni hmotnosti Hb v erytrocytu (mean corpuscu-
lar hemoglobin, MCH). Toto zvyS$eni je relativné
symetrické, nedochazi ke zvyseni stfedni koncent-
race (»hyperchromii«) Hb v erytrocytu (MCHC),
tedy k presyceni erytrocytu hemoglobinem. Pokud
hodnoty MCHC pfevysuji normu, je nutné povazo-
vat vysledek za chybny. Pouze u sférocytdzy (vzac-
né), a zejména u xerocytézy miize byt hodnota
MCHC vyssi (prehled viz tab. 4.11.).

Stiedni (pramérny) objem erytrocytu (MCV
— mean cell volume):

Jde o zprimérovanou hodnotu objemu jednotli-
vych krvinek (vyjadfenou hematokritem) proti po-
¢tu erytrocytll ve vySetfovaném vzorku krve. Vztah
je vyjadien vzorcem:

Ht
MCV(fl)= ————
@ pocet ery (1)
Priklad: — 2% 9010791 =90l
5.10%/1

Stredni (pramérna) hmotnost Hb v erytrocy-
tu (oznacovana také jako barvivo cervené krvin-
ky — MCH - mean corpuscular hemoglobin):

Jde o zprimérovanou hmotnost Hb v jednotli-
vém erytrocytu proti poctu erytrocytl ve vysetfova-
ném vzorku krve. Vztah je vyjadien vzorcem:

Hb (g/1)
MCH =——9° °
(Pg) pocet ery (1)
Piklad: 7;5 Oli)glﬁg =30-10"2g =30 pg

Stredni (pramérna) koncentrace Hb v erytro-
cytu (MCHC - mean corpuscular hemoglobin
concentration):

Jde o zpriimérovanou hmotnost Hb v jednotlivém
erytrocytu (méfeno na jeden decilitr erytrocytti)
proti objemu, ktery erytrocyty zaujimaji v plazmé,
tj. proti hematokritu (vyjadfenému v procentech).
Vztah je vyjadien vzorcem:

Hb (g/dl)

MCHC =
Ht (%)

Priklad: % - 0,33

B Retikulocytarni index

Retikulocyty (Rtc) jsou ve zvysené mife vyplavova-
ny do periferni krve pfi kompenzatorné zvysené
erytropoéze. Napt. pri substituci Zeleza u siderope-
nické anémie nebo vitaminu B , pfi megaloblastické
anémii se mezi 7.-10. dnem od zahdjeni 1écby vy-
znamné zvy$i pocet Rtc v periferni krvi - hovorime
o retikulocytarni krizi. U hemolytickych anémif je
pocet Rtc zvySeny trvale. V pripadé¢ anémie pri
chronickych onemocnénich je vyplavovani Rtc do
periferni krve ve vztahu k zavaznosti anémie neade-
kvatné nizké. Pri¢ina je multifaktorialni a podili se
na ni zvy$ena koncentrace nékterych cytokint
(TNF-q, IL-1, IFN-y, apoferritin, laktoferrin) a sni-
zena koncentrace endogenniho erytropoetinu. Po-
Cet retikulocytt korigovany podle hloubky anémie
(retikulocytarni index — RI) presnéji vystihuje akti-
vitu (nedostate¢nost) dienové erytropoézy. Vypo-
¢teme jej podle nasledujiciho vzorce:

Rc - zjisténd hodnota Hb
normélni hodnota Hb
= korigovany pocet retikulocytt
Piklad 1: 0,08 2081 _ 04
160 g/l
Priklad 2 0,06- 08 _ 03
160 g/l

V prvnim ptipadé je odpovéd na anémii lepsi, pti
stejném stupni anémie je vyplavovani Rtc do peri-
ferni krve vyssi.

M Stav Zeleza v organismu

Vyznamnou soucasti hodnoceni ¢erveného krevni-
ho obrazu a dulezitym adajem pti diferencialni dia-
gnodze hypoprolifera¢nich anémif a kontrole 1é¢by
sideropenické anémie je zjisténi stavu zeleza v orga-
nismu. K tomu poslouzi soubor nékolika vy$etfeni
(tab. 4.13. a 4.14.). Dynamika nélezt je voditkem
pro lékare k eventuadlnimu zahdjeni substitu¢ni 1é¢-
by Zelezem.

Fyziologické poznamky
Denni prfijem Fe je 10-15mg, denni potfeba (re-
sorpce) u muzi je priblizné 1,3mg, u Zen 1,8mg
(menzes znamena ztratu pramérné 0,8 mg/d). Re-
sorpce z gastrointestinalniho traktu (GIT) je kolem
10-15% podaného mnozstvi, to je vSak limitovano
omezenymi kapacitami aktivniho transportu bun-
kami GIT (obr. 4.3.).

Pti sideropenii resorpce stoupa na 20-40 %. Re-
sorpci Fe urychli pritomnost HCI v zaludku (reduk-
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Tab. 4.13. Erytropoéza - doplnujici vySetieni pfi hypoproliferativni anémii

Parametr Muzi Zeny Obé pohlavi Rozmér
Fe v plazmé (!) 7,2-29 6,6-28 umol/I
transferrin (Trf) (1) 2-4 a/l
celkova vazebna kapacita Trf pro Fe (TIBC) (!) 44,8-71,6 umol/I
% saturace transferrinu (1) 20-60 %
solubilni transferrinové receptory (sTfR) 2-5 1,9-44 mg/I
ferritin v plazmé (!) 20-300 20-200 ug/Il
sideroblasty v kostni dieni 20-65 %
resorpce **Fe z GIT >25 %
volny protoporfyrin v erytrocytech (FEP) 350-500 pg/l
kyselina listova (!)” 2-6 ug /I
vitamin B,, ()" 200-900 ng /I
sérovy erytropoetin (Epo) 3,3-16,7 U/ml

TIBC - celkové vazebna kapacita pro zelezo (total iron binding capacity); FEP - volny protoporfyrin v erytrocytech (free erythro-
cyte protoporphyrine); (!) — parametry, které patii mezi zdkladni a mély by byt vzdy vysetieny.

" indikace odbéru jen pfi makrocytové anémii

ce Fe’*), ale pro vstfebani Zeleza neni HCI zasadné
nezbytna. Nejvyssi resorpce Zeleza je v duodenu,
distalnéji v GIT klesa. Z bunék stfevniho epitelu je
Zelezo transportovano ve vazbé na transferrin, ktery
po vazbé na transferrinové receptory preda zelezo
erytroidnimu prekurzoru a je pak uvolnén pro dalsi
transport Zeleza. Zelezo je bud okamzité vyuzito
k syntéze hemu (probiha v mitochondriich), nebo je
uloZeno v zasobni formé do ferritinu (1g ferritinu
vaze priblizné 8 mg Zeleza). Celkové mnozstvi zeleza
v organismu je 4000-4500mg, z toho je 2600 az
3000 mg zabudovano do Hb (asi 66 %), 150—200 mg
se nachdzi v myoglobinu (3-5 %), nepatrné mnoz-
stvije v enzymech a 3-4 mg jsou navazany na trans-
ferrin (transportni forma) a 800-1000 mg (asi 30 %)
je v zasobach (ferritin, hemosiderin).

Tab. 4.14. Stav siderémie s vyvojem do sideropenické anémie

Ukazatele stavu Stadium sideropenie
gelicaldesaantoy prelatentni | latentni | manifestni
zasobni Fe \) W W-o
ferritin v séru v J W
transferrin N N N-T
cTfR N T "

Fe v plazmé N ) A

% saturace transferrinu N \) Jy
vazeb. kapacita (TIBC) N 0 ™
absorpce *°Fe 0 ™ ™
sideroblasty ve dreni N N-J W=
FEP T M "
anémie neni neni |anod-4J

FEP - volny protoporfyrin v erytrocytech; cTfR - cirkulujici
transferrinové receptory

Je dtilezité zdlraznit, ze anémie pti sideropenii
vznika komplexnim mechanismem. Pfi sideropenii
totiz chybi Zelezo také pro optimalni aktivitu enzy-
mu porfyrinového metabolismu, proto dochazi ke
zpomaleni syntézy porfyrint jako soucasti hemu.
Pfi anémii je tak sniZzend kompenzaéni erytropoe-
tick4 aktivita kostni dfené. Cervend hematopoéza je
aktivovana jen 1,5nasobné, na rozdil od stavu, kdy
pri plné substituci Zeleza je dfen schopna zvysit ery-
tropoézu 6-10nasobné! Dale pti nedostatku Zeleza
klesa v erytroidnich bunkdach kostni dfené syntéza
RNA s omezenim syntézy proteind s naslednou de-
fektni tvorbou cytoskeletu erytrocytu. Pti porusené
strukturni integrité bunky erytrocyt snaze podléha
destrukei, ktera se projevi ¢asnou hemolyzou (in-
efektivni erytropoéza). Zkracené prezivani je tedy

GIT Sliznice Funk¢né vazané Fe | Zasoby Fe
tkané:
pfijem potravou myoglobin,
10-15 mg/den SRSy
—_— absorpce 500mg
1-1,5 mg/den
» krev:
ztraty Fe ferrin
1 mg/den 5mg l
bufiky stfevniho 20mg —» | ferritin
epitelu 1000 mg
krev *
erytrocyty
(+ malé ztraty kazi 20mg
amodi) 2500 mg
Celkem cca: 3000 mg 1000 mg

Obr. 4.3. Kinetika zeleza v organismu
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dal$im z faktort podilejicich se na anémii pti nedo-
statku Zeleza. Z vy$e uvedeného vyplyva, Ze substi-
tuce Zeleza je nutnad nejen pro zabudovani Zeleza
do hemu, ale i pro dalsi dil¢i etapy erytropoézy. Tyto
patofyziologické udaje je nutné vzit v vahu pifi dia-
gnostice suspektni sideropenické anémie (tj. provést
odpovidajici soubor vySetfeni) a zvazit substituci
zelezem jiz pti znamkach latentni sideropenie (viz
tab. 4.14.).

B Vysetrovaci moznosti ke zjisténi stavu
zeleza v organismu

V tab. 4.16. jsou shrnuta dopliujici vySetfeni pri
suspektni sideropenii a dals$i vysetfeni, kterd dopl-
nujeme pii nékterych hypoproliferativnich ané-
miich. Tab. 4.17. uvadi dynamiku zmén ukazatelt
zeleza pti prohlubujicim se nedostatku Zeleza.

Plazmatické Zelezo: i kdyz vysetfeni plazmatic-
kého Zzeleza je obligatorni, samotnd hodnota Fe
v plazmé (6,7-28,3 umol/l) vypovida o stavu zeleza
vyuzitelného pro erytropoézu zcela nedostate¢né,
nebot mize byt ovlivnéna dal$imi faktory. Snizené
hodnoty jsou — kromé sideropenické anémie — také
ptiinfekcich nebo pfi hypoproteinémii, zvysené pak
u jaterni léze, hemochromatézy, pti hemolytické
anémii, po opakovanych transfuzich a ¢asto u per-
niciézni anémie. Proto je nutné doplnit dalsi vySet-
feni.

Ferritin: nejvétsi diagnosticky prinos ma vyset-
feni ferritinu, jehoz hodnota odrdzi mnozstvi zasob
zeleza vyuzitelného pro erytropoézu. Ferritin je
soucasné »bilkovinou akutni faze«, takze pokud jsou
hodnoty zvyseny nad normu (muzi: 30-300, pri-
mérné 123 pg/l; zeny: 12-125, pramérné 56 pg/l), je
nutné zhodnotit, zda v organismu neprobiha zanét.
Klinicky relevantni jsou hodnoty sniZené, pokud
dosahuji u Zen < 20 pg/l, znamenaji vycerpani zasob
Fe a jsou indikaci k zahdjeni substituce. Neni zndma
zadna nespecifickd pri¢ina snizeni koncentrace fer-
ritinu (snizeni ferritinu vyvold pouze sideropenie).
Morfologickym korelatem sideropenické anémie je
predevsim mikrocytdza, hypochromie a anizocyto-
za, spojené se vzestupem RDW.

Transferrin: transferrin (polypeptidovy retézec,
75-80 kD) je transportni bilkovina pro Fe (hodnota
v plazmé: 2,0-3,7 g/l). Je pravidelné distribuovan
mezi plazmu a extravaskularni prostor a po vazbé
na transferrinové receptory (dvé tfetiny z nich jsou
na erytroidnich prekurzorech, zbytek na bunkach
dal$ich tkani) predava Fe erytroidnim bunkim
v kostni dreni. U sideropenické anémie se hodnota
transferrinu v plazmé absolutné zvysuje (stimulo-
vana syntéza v jatrech), u anémie pfi chronickych

Ny

chorobach je naopak nizsi.

Saturace transferrinu: vedle vlastni hodnoty
transferrinu v plazmé méd vyznamnou vypovédni
hodnotu saturace transferrinu zelezem. Jde o vypo-
¢tenou hodnotu poméru koncentrace Fe k transfer-
rinu. Normdlni kapacita transferrinu vazat Zelezo je
mezi 20-60%. Pri poklesu saturace pod 16 % (pfi
sideropenické anémii) jde zjevné o nedostatek Ze-
leza pro erytropoézu a je nutné zahajit substitu¢ni
lécbu.

Celkova vazebna kapacita séra (transferrinu)
pro zelezo (TIBC - total iron binding capacity):
normalné vaze transferrin 45-72 umol/l Zeleza
ve 100 ml séra (1 mg transferrinu vaze 1,4 ug zele-
za; konverze Fe v mg/l na pumol/l: ndsobit 18; 1 mg =
18 umol/l). TIBC vyjadrfuje stejné udaje jako satura-
ce transferrinu, i kdyz vyjadreno v ¢iselnych hodno-
tach jsou tdaje recipro¢ni — tzn., Ze pti poklesu sa-
turace transferrinu vzrasta TIBC.

TIBC zdvisi:
® na mnozstvi transferrinu;
® na mnozstvi plazmatického Fe (pii sideropenii

neni kapacita nasycena).

TIBC je tedy zvySena u sideropenické anémie, ale
také v gravidité nebo pri hemodiluci. Vzhledem
k tomu, ze TIBC vyjadtuje totéZ co saturace trans-
ferrinu, se od vysetfeni TIBC postupné upousti.

Cirkulujici transferrinové receptory (cTfR):
vySetfeni cirkulujicich transferrinovych receptort,
které se postupné zavadi, je nejpresnéj$im ukazate-
lem siderémie. Koncentrace cirkulujicich transferri-
novych receptort je pfimo Umérnd jejich poctu
na povrchu bunék. Pti sideropenii se se zvySenou
tvorbou transferrinu zvys$uje i pocet receptort, a to
priblizné na trojnasobek. Vyznam stanoveni cTfR je
zejména ve fazi latentni sideropenie (vzestup cTfR,
pokles saturace transferrinu, vzestup TIBC), neni
vhodny k monitorovani substitu¢ni 1é¢by Fe (fyzio-
logické kompenzaé¢ni zvy$eni). Vys$si hodnoty jsou
zjistovany béhem vystupniované erytropoézy, tj.
u hemolytickych anémii, thalasémie, kdy jsou 5 az
10krat vyssi. Nizké hodnoty jsou naopak pfi titlumu
Cervené krevni rady, korelace vSak neni presna.
Stanoveni cTfR bude moci nahradit ferrokinetické
studie s *’Fe, nebot koncentrace cirkulujicich recep-
tort koreluje s kinetikou erytropoézy, tedy nepfimo
s obratem Zeleza.

Hepcidin: zatim se rutinné nevysetfuje, pouze
experimentalné. Chemicky polypeptid, funkéné
hormon, ma hlavni dlohu v regulaci homeostazy ze-
leza v organismu — ovliviluje stupen resorpce ze
stfeva, uvolnéni Zeleza ze zasob v hepatocytu a dis-
tribuci Zeleza do tkani. Pfi jeho nedostatku hrozi
pretiZeni organismu Zelezem (vrozeny deficit je pii-
¢inou hereditarni hemochromatézy), pfi nadpro-
dukci se naopak objevuje nedostatek Zeleza se side-
ropenickou anémii refrakterni na lé¢bu Zelezem.
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Tab. 4.15. Diferencialnédiagnostické nalezy u mikrocytarnich anémii rizného plvodu

Anémie chronickych chorob (ACD)

Sideropenicka anémie (IDA) Sideroblasticka anémie

MCvV <80 < 80-90 < 80 nebo > 100
RDW vysoka normalni normalni
ferritin nizky zvyseny zvyseny
transferrin zvyseny/normalni nizky/normalni normalni

Fe ve dfeni zadné zvysené (RES) zvysené (prstencité sideroblasty)
teckovani erytrocytl | neni neni ano (hrubé)

Fe v plazmé nizké nizké zvysené

TIBC zvysena nizka normalni

FEP zvyseny zvyseny zvyseny

IDA - iron deficiency anemia; ACD — anemia of chronic diseases

Jeho produkce je zdsadné ovliviiovana hypoxii a ané-
mii, je zvy$ené produkovan pti infekénich i nein-
fekénich zanétech (stimulovan IL-6) a pfi chronic-
kych chorobach (chronicka renalni insuficience,
systémové choroby pojiva...), je patofyziologickym
podkladem anémie chronickych chorob. Je produ-
kovan predev$im hepatocyty, malé mnozstvi produ-
kuji makrofagy a dalsi bunky. Cirkuluje v plazmé
(koncentrace koreluje s hodnotou ferritinu) a je eli-
minovan prevazné ledvinami — po reabsorpci z glo-
meruldrniho filtratu je degradovan v proximalnich
tubulech nefronu.

Tab. 4.15. ukazuje hodnoty nékterych vysetteni
u anémif spojenych s mikrocytézou, umoziujici je-
jich diferencidlni diagnézu. Pfi hodnoceni uve-
denych parametrii, zejména RDW, je nutné vyjit
z patofyziologie vzniku mikrocytarni anémie. U si-
deropenie je pti¢inou nedostatek Zeleza, jehoz kon-
centrace s prijmem potravy kolisa, proto jsou nékte-
ré generace erytrocytu vice, jiné méné ochuzené
o zelezo s vyslednou anizocytdzou (vys$si RDW).
U zbyvajicich dvou uvedenych typt anémie jsou
krvinky vystaveny »trvalé poruse« (napt. u ACD je
vlivem cytokinti poru$ena (re)utilizace Zeleza pro
erytropoézu), proto je hodnota RDW stabilni. U si-
deroblastické anémie v pripadé mikrocytézy plati
stejnd argumentace, i kdyZz mechanismus je odli$ny.

B Hemolytické anémie —
vysetrovaci moznosti, algoritmus

Hemolyzu charakterizuje zkracené prezivani ery-
trocytt. Pokud zvysSena destrukce erytrocytii neni
kompenzovana dostate¢né zvysenou erytropoézou
(kompenza¢ni kapacita erytropoézy v kostni dfeni
je 6-10nasobnd), dojde k manifestaci anémie.
Pri¢iny hemolyzy jsou rtiznorodé, jednak vroze-
né a jednak ziskané. Vrozené hemolytické anémie
mohou byt pak zpisobeny poruchou na tdrovni

Vv

membrany erytrocytu (u nds nejcastéj$i dédi¢na

sférocytoza), deficitem enzymi (napt. enzymu pen-
tézového cyklu - deficit glukéza-6-fosfatdehydro-
genazy — G-6-PD — nebo Embdenova-Meyerhofo-
va cyklu - deficit pyruvatkinazy), nebo poruchou
struktury hemoglobinu. Ziskané hemolytické ané-
mie jsou povahy imunitni, nejé¢astéji autoimunit-
ni hemolytickd anémie (AIHA), nebo komplexni
(napt. syndrom MAHA — mikroangiopatické hemo-
Iytické anémie).

Etiologicky nejriznorodéjsi skupinu hemolytic-
kych anémii tvori poruchy syntézy Hb (hemoglobi-
nopatie). Hemolyzu mohou zptisobit i fyzikalni vli-
vy (termalni), chemické slouceniny (tézké kovy,
fenylhydrazin, hypotonické roztoky), infekce (bak-
teridlni toxiny, hemolyziny, paraziti), mechanické
pri¢iny (mikroangiopaticka hemolyticka anémie pii
eklampsii, maligni hypertenzi, hemolyticko-ure-
mickém syndromu, pti umélych srde¢nich chlop-
nich, trombotickd trombocytopenickd purpura -
TTP), nebo jsou mechanismy vicecetné, ne zcela
jasné (u jaternich a rendlnich onemocnéni, infekci
apod.). Hemolyza je obvykle spojena s vy$$im vy-
plavovanim retikulocytt, pokud tomu tak neni, je
indikovano vySetfeni kostni dfené. MoZnosti labo-
ratornich vySetfeni jsou shrnuty v tab. 4.16.

Fyziologické poznamky

Zivotnost erytrocytu v periferni krvi je 120 dni.
Erytrocyty zanikaji fyziologicky extravaskularné,
v kostni dfeni, ve sleziné, v jatrech, jen mala ¢ast in-
travaskularné. Pii extravaskularnim zaniku erytro-
cytt se hemoglobin (Hb) rozpada v bunkach RES
(obr. 4.4.), Zelezo z hemu i aminokyseliny z globinu
jsou reutilizovany, protoporfyrin se nakonec premé-
ni v bilirubin (nekonjugovany, neptimy), ktery se
uvoliuje do plazmy. Pti intravaskularni hemolyze,
prakticky vzdy za patologickych stavii, je do plazmy
uvoliiovan volny Hb (hemoglobinémie), ktery je
postupné vychytavan vazbou na haptoglobin (Hp)
a Hp/Hb komplex je nakonec eliminovan v hepato-
cytu. Pritom se Hp vycerpavd a dochazi tak k pokle-
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Tab. 4.16. Laboratorni vysetteni pii diferencialni diagnostice
hemolytickych anémii

Testy k prikazu hemolyzy, zvySené syntézy Hb a zvyse-
ného odpadu fragmenti hemoglobinu

Hb ({)
Rtc (1)

morfologie erytrocytt (sférocyty, schistocyty, drepanocy-
ty...)

bilirubin, UBG v mo¢i (1)

volny Hb v plazmé (1)

hemoglobinurie (T)

haptoglobin ({)

hemopexin ({)

hemosiderin v mo¢ovém sedimentu (T)

Testy ke zjisténi osmotické rezistence, prezivani erytro-
cytu a lokalizaci zaniku

*osmoticka rezistence, glycerinovy test (pink test) W)

*1Cr znacené erytrocyty (prezivani, lokalizace zaniku)

Testy ke zjisténi deficiti enzymii (na specializovanych
pracovistich)

G6PD test (4)

pyruvatkinazovy test ()

dalsi enzymatické testy

Testy k priikazu autoprotilatek

pfimy a nepfimy antiglobulinovy test (PAT a NAT;
CoombsUv test)

krevni skupina (ABO, Rh)

prikaz volnych autoprotilatek pri 20 °C a 37 °C

prikaz volnych chladovych a tepelnych autoprotilatek

urceni tfidy protilatek (IgG, IgM)

expozi¢ni testy — inkubace erytrocyt( s lé¢ivem podezfe-
lym z indukce (auto)hemolyzy

aktivita komplementu

Riizné

PNH - chybéni CD55 a CD59, dfive se uzival acidifika¢ni
Hamav test a Hartmannuv test

testy na hemoglobinopatie a thalasémie

PNH — paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie; G6PD — glukéza-
-6-fosfatdehydrogenaza

* — testy, jejichZ vyznam je dnes jiZ jen okrajovy a postupné se
prestavaji pouzivat

su jeho koncentraci v plazmé. Podobnou funkci
jako Hp ma i hemopexin (Hx). Pfi vysyceni hapto-
globin-hemopexinového (Hp/Hx) systému je volny
Hb oxidovan na methemoglobin a nasledné se vaze
na albumin v methemalbuminovém komplexu. Po
vycerpani kapacity albuminu se volny Hb dostdva
do ledvin, kde je z ného zhruba jedna tfetina reab-
sorbovana renalnimi tubuly a obé slozky (porfyrin
a globin) jsou katabolizovény. Cst Zeleza se tak ka-
pilarami vraci zpét do krve, ¢ast ztstava ve formé

hemosiderinu v bunkach renalnich tubuld a s jejich
deskvamaci se hemosiderin objevuje v mo¢i. Prikaz
bunék barvitelnych na Zelezo (hemosiderinurie)
v mocovém sedimentu svéd¢i pro chronickou intra-
vaskuldrni hemolyzu (napt. pfi paroxysmalni no¢ni
hemoglobinurii). P¥i tom muze dojit ke ztraté az
15mg Zeleza do mo¢i. Volny Hb se objevuje v moci
(hemoglobinurie), pokud jeho plazmatickd kon-
centrace prevysi 300 mg/l plazmy. Cytoplazma ery-
trocytu je velmi bohatd na izoenzym LD 1, proto
pti intravaskularnim rozpadu erytrocytti je koncen-
trace LD v plazmé vysoka. Intravaskularni hemo-
lyzu provazi charakteristicky laboratorni nalez (tab.
4.17.).

B Primy antiglobulinovy test

Pfimy antiglobulinovy test (PAT, pfimy Coombstv
test) slouzi k prikazu autoprotilatek (IgG) navaza-
nych na povrch erytrocytu. Sérum proti lidskému
globulinu (SAG) nebo anti-C3, pfidané do suspenze
testovanych krvinek, zptsobi aglutinaci erytrocytt
senzibilizovanych autoprotilatkou navazanou na je-
jich povrchu.

B Nepiimy antiglobulinovy test

Neptimy antiglobulinovy test (NAT, neptimy Co-
ombsuv test) slouzi k priikazu volné cirkulujicich
(na krvinky nenavazanych) autoprotilatek (IgG)
v séru nemocného. Kompatibilni krvinky zdravého
jedince jsou inkubovany se sérem nemocného a vol-
né protilatky se tak navazou na povrch téchto ery-
trocyttl. Po pridani séra proti globulinim (SAG)
nebo anti-C3 do vzorku dojde k aglutinaci — k prti-
kazu volnych autoprotilatek. Priikaz volnych proti-
latek svéd¢i pro zavaznéjsi stav s jiz déle trvajici
autoimunitni hemolyzou s vét§im mnozstvim auto-
protilatek.

B Haptoglobiny

Haptoglobiny jsou a-globuliny, mukoproteiny syn-
tetizované v jatrech, s denni obménou 50 % jejich
mnozstvi. Volny Hb (tetramer) se v plazmé roz$tépi
ve dva dimery a ty tvori s haptoglobinem komplex.
Radi se mezi bilkoviny akutni faze. Jsou zndmy tii
zékladni genotypy (Hp 1-1, Hp 2-1 a Hp 2-2), jez
jsou vysledkem polymorfismu haptoglobinového
genu. Jejich frekvence je u rtiznych ras odli$na.

U kojencti a déti jsou plazmatické koncentrace
velmi nizké, u nékterych zdravych lidi jsou dokonce
nedetekovatelné. Normalni hodnoty jsou interindi-
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Obr. 4.4. Extravaskularni a intravaskuldrni hemolyza (viz text)

Tab. 4.17. Laboratorni charakteristika intravaskularni a extra-
vaskuldrni hemolyzy

urobilinogen - mo¢ «=——— X3/ sterkobilinogen - stolice

Laboratorni Hemolyza

nlez intravaskularni | extravaskularni

volny hemoglobin | ano ne

v plazmé

haptoglobin vyrazné snizeny / | normalni/
nulovy hrani¢ni

hemoglobinurie ano ne

hemosiderinurie ano ne

LD v plazmé zvysené normalni

ikterus ano ano

retikulocytéza ano ano

nepiimy bilirubin | zvyseny zvyseny

vidualné velmi variabilni (0,3-1,9 g/1), u jednotlivce
vSak jsou koncentrace konstantni (dané geneticky),
mirné vys$$i u zdravych muzti nez u Zen. Produkce je
snizena vlivem kortikosteroidi, snizené koncentra-
ce haptoglobinu jsou zjistovany pti intravaskularni
hemolyze, nulové koncentrace (haptoglobin je plné
saturovan a vychytan v RES) jsou pfi masivni hemo-
lyze (kdyz napft. prezivani erytrocytd je krats$i nez
16 dni), pfi inkompatibilni transfuzi. Snizené kon-
centrace jsou dale u infekci (meningokoky, tyfus,
maldrie), u akutni pankreatitidy (pankreatické enzy-
my uvolni Hb z haptoglobinu s nédlezem jak volného
hemoglobinu v plazmé, tak volného, nesaturované-
ho haptoglobinu). Zvyseni koncentrace haptoglobi-
nu provazi nadorova a zanétliva onemocnéni véetné
autoimunitnich chorob, traumata a chirurgické vy-
kony.

B ADAMTS13

V souvislosti s intravaskularni hemolyzou a néle-
zem schistocytt v periferni krvi pfi mikroangiopa-
tické hemolytické anémii (MAHA) je vhodné ptipo-
menout diagnosticky vyznam stanoveni ADAMTS13
(a disintegrin and metalloprotease with throm-
bospondin type 1 repeats). MAHA je syndrom cha-
rakterizovany hemolyzou s fragmentaci erytrocytt
(schistocyty), trombocytopenii, tvorbou mikro-
trombil, horeckou, neurologickymi projevy a posti-
zenim ledvin. Do syndromu MAHA se fadi riizné
klinické podjednotky, nazvané podle prevazujiciho
klinického projevu (HUS — hemolyticko-uremicky
syndrom; TTP — trombotickd trombocytopenicka
purpura, HELLP — syndrom hemolyzy, zvy$enych
jaternich enzymt a nizkého poctu desti¢ek) a dalsi.
Diagnostické vyuziti ADAMTS13 je predevs$im
u TTP, kde je hodnota vyznamné snizena, u vétSiny
nemocnych s HUS je v§ak koncentrace ADAMTS13
v normé. Nizké plazmatické hodnoty ADAMTS13
se véak obejvuji také za jinych stavt fyziologickych
(vék nad 65 let, 2. a 3. trimester gravidity) i patolo-
gickych (cirhdza, urémie, pooperacni stavy ad.).
ADAMTSI13 je metalloprotedza, jejiz specific-
kou tlohou v organismu je $tépit von Willebrandiiv
faktor (vWF) a tak brénit vzniku multimerd vWE,
a tim i vzniku destickovych agregattl. Pii ziskané
formé deficitu ADAMTSI13 se u dospélych s TTP
vytvareji — z dosud nejasnych divodu — autoproti-
latky proti ADAMTS13, které tak blokuji jeho lytic-
kou funkci a vznikaji ultravelké multimery vWF
s projevy klinicky manifestni TTP. P¥i rozvinuté
TTP je aktivita metalloprotedzy vyznamné snizena,
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av$ak koncentrace ADAMTS13 antigent jsou koli-
savé — od normalnich po zvySené. Prognosticky vy-
znam stanoveni koncentrace ADAMTS13 antigent
spociva ve zjisténi, Ze nizké koncentrace v akutni
fazi onemocnéni jsou spojené s vys$i mortalitou,
a naopak u nemocnych, kteti dosdhli klinického
zlep$eni v této fazi, vyznamné stoupala i koncentra-
ce ADAMTS13 antigent. Vedle této ziskané (spora-
dické) formy TTP je i forma vrozena, kdy dochazi
k heterozygotni nebo homozygotni mutaci genu
ADAMTS13.

B Testy, které se pii podezieni na hemolytickou
anémii rutinné nevysettuji

Nize uvadime nékteré z testtl, jez pro diagnostiku
hemolytické anémie postupné ztraceji (ztratily) vy-
znam (osmoticka rezistence, test autohemolyzy).
Bud je mozné je nahradit modernimi diagnosticky-
mi postupy, nebo by pfinesly stejnou informaci jako
jiné vysetfeni (haptoglobin — hemopexin), anebo
jsou nahrazeny jinymi metodami (erytrokinetika;
nové: cirkulujici transferrinové receptory — cTfR).

Hemopexin

Hemopexin se rutinné nevySetfuje, méd prakticky
stejny vyznam jako haptoglobin. Je to {-globulin,
jednotetézcovy polypeptid o molekulové hmotnosti
70 000, syntetizovany v jatrech, s denni obménou
50 %, stejné jako haptoglobin. Nejde o bilkovinu
akutni faze, proto ma jeho koncentrace v diagnosti-
ce hemolyzy vy$si vypovédni hodnotu nez koncent-
race haptoglobinu. S velkou afinitou se vaZze na vol-
ny hem v plazmé (jakéhokoli ptivodu) a vznikly
komplex je pak metabolizovan v hepatocytu. Po-
dobné jako u haptoglobinu jsou jeho koncentrace
v plazmé nizké u novorozencii a malych déti, po
prvnim roce Zivota dosahuji normalnich hodnot
mezi 500-1000 pg/ml plazmy. Snizené (az nulové)
koncentrace jsou zjistovany pri masivni hemolyze
(thalasémie) a po kardiochirurgickych operacich
(pti priivodni mechanické hemolyze nizké hodnoty
hemopexinu inverzné koreluji s vysokou hodnotou
hemosiderinu v mo¢i a vysokym poétem mechanic-
ky poskozenych erytrocyttl — schistocytll — v natéru
periferni krve). Vysoké plazmatické koncentrace
hemopexinu nachazime u diabetes mellitus, karci-
nomtl, infekei a revmatoidni artritidy.

Osmoticka rezistence erytrocytii

Osmotickd rezistence erytrocytll se rutinné nevy-
$etfuje. Jde o nespecificky test vySetfeni kvality ery-
trocytarni membrany, sodikové pumpy a schopnos-
ti krvinky tvorit ATP. SniZzeni osmotické rezistence
(odolnosti) provazi dédi¢nou sférocytdzu, autoimu-

nitni hemolyzy, mechanicky a fyzikalné poskozené
erytrocyty.

V hypotonickém roztoku krvinky zvétsi svij ob-
jem az o 70 % a potom lyzuji. Pfi vySetfovani osmo-
tické odolnosti jsou vzorky erytrocytli postupné
vystaveny roztoku NaCl se zvySujici se hypotonii
(0,55-0,30% NaCl) a v kazdé porci je zjistovano
procento hemolyzujicich krvinek. Normalni hod-
noty jsou uvedeny v tab. 4.20., hemolyza zdravych
krvinek za¢ina pfi koncentraci kolem 0,45 % (0,42 az
0,46) a k rozpadu vsech krvinek dochazi pti koncen-
traci 0,3 % (0,28-0,32).

Test autohemolyzy

Test autohemolyzy se pouziva v diagnostice dédi¢-
né sférocytédzy, kdy po inkubaci po dobu 24 nebo
48 hodin pti teploté 37 °C dojde k autohemolyze
u 10-50% sférocytd (jen u 4 % zdravych erytrocy-
ta). Po pridani glukdzy do jedné ze dvou testovacich
zkumavek je hemolyza s glukézou (energeticky sub-
strat pro ATP) zpomalena, vidime patrny sediment
erytrocytii na dné prvni zkumavky proti homogen-
nimu ¢ervenému zbarveni Gplné hemolyzy ve dru-
hé zkumavce bez glukdzy. Podstata rozdilu spocivéa
v energetickém zajisténi Na* pumpy ve vzorku po
pridani glukézy.

Erytrokinetika - erytrocyty znacené *'Cr

(pFeZivani erytrocytii a lokalizace zaniku)

Izotop *'Cr oznadi vSechny generace ¢ervenych kr-
vinek (navéze se na vice nez 90 % erytrocytit). Nulty
vzorek periferni krve (vychozi 100% aktivita izoto-
pu) odebirame za 24 hodin a pak 3krat tydné po
dobu ¢tyt tydnti. Cas, za ktery poklesne radioaktivi-
ta na 50 %, se oznacuje jako polocas prezivani ery-
trocyttl. Normalni hodnoty se pohybuji mezi 23 az
32 dny. Zevnim méfenim nad organy (jatra, slezina,
prekordium) se detekuje pokles radioaktivity. Organ
s maximalni koncentraci radioaktivni latky je mis-
tem nejvyssiho zaniku erytrocyttl. VyuZiti je zejmé-
na u autoimunitnich anémif a dédi¢né sférocytozy.

B Zvyseny pocet erytrocytii

Sekundarni polycytémie vznika nasledkem sniZeni
parcidlniho tlaku kysliku (pO,). Je obvykle spojena
s onemocnénim plic a srdce, se sniZzenou saturaci Hb
kyslikem (pod 90 %). Koncentrace erytropoetinu byva
kompenzatorné zvysena, nedochazi ke zvy$ovani po-
¢tu leukocytti a trombocytt. Podobné nalezy mohou
provazet i néktera renalni a maligni onemocnéni.
Primarni polycytémie (polycythaemia vera, PV)
je klondlni onemocnéni krvetvorby vznikajici na-
sledkem mutace hematopoetické kmenové bunky.
PV charakterizuje normalni pO,, normélni kysliko-
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va saturace Hb, koncentrace endogenniho erytro-
poetinu byva snizena. Zjistujeme kromé vysokych
hodnot cerveného krevniho obrazu a zvy$eného
indexu alkalické fosfatazy v neutrofilech (LAP) ze-
jména absolutni zvy$eni celkové erytrocytarni masy
(muzi: > 36 ml/kg, Zeny: > 32 ml/kg). Diagnézu
podporuje vedle splenomegalie soucasnd leukocy-
tdza, trombocytémie, nalez vyssi koncentrace vita-
minu B,,, koncentrace kyseliny mo¢ové v séru. Mezi
specidlni vySetfeni patfi proliferace erytroidnich
prekurzort in vitro i v nepfitomnosti erytropoetinu
v médiu. Moderni metodou je stanoveni JAK-2 mu-
tace, kterd je u PV az v 99 % (viz nize).

4.5.2. Bila krevnifada

Mezi bunky bilé krevni fady (viz tab. 4.2.) fadime
bunky rady myeloidni (granulocyty, monocyty)
a lymfatické (lymfocyty, plazmatické bunky).

Funkce neutrofilnich leukocytti jako fagocytuji-
cich elementti spociva v zajisténi prvni obranné li-
nie proti infekci; podobnou tlohu maji monocyty
a makrofagy. K plnéni fagocytarnich funkci je nutny
jak dostate¢ny pocet granulocytt, tak i jejich kvali-
tativni vybaveni. Hrani¢ni hodnoty absolutniho po-
¢tu granulocytt k zajisténi obrany jsou jesté kolem
1,0 - 10%/1, pti poctu pod 0,5 - 10°/1 je fagocytarni ak-
tivita jiz vyznamné oslabena a nemocny je ohrozen
bakterialnimi a mykotickymi infekcemi. V souvis-
losti s tim je nutné zminit pojem febrilni neutrope-
nie, ktera je charakterizovana po¢tem neutrofilnich
granulocytl pod 0,5 - 10°/1 a horec¢kou nad 38 °C
naméfenou dvakrat v intervalu 12 hodin.

Funkéni zdatnost granulocytt znamend schop-
nost chemotaxe, degranulace azurofilnich a spe-
cifickych granul do fagosomu (vakuoly s fagocyto-
vanou infek¢ni partikuli) a spravné enzymatické
vybaveni (lyzozym) téchto granul, které spolu s oxi-
dativnim mechanismem (oxidative burst — respirac-
ni vybuch) - tvorbou kyslikovych radikélt - zajistu-
ji vlastni baktericidii.

Enzymatické vybaveni leukocytti se dfive hojné
vyuzivalo v diagnostice podtypii akutnich leukémii.
Cytochemicka diagnostika (viz vyse) je dnes vytla-
¢ovana jinymi metodami, zejména imunofenotypi-
zaci. Vzhledem k tomu, Ze nékteré laboratore mo-
hou cytochemicka vySetieni stale provadét, uvadime
prehled nejvyznamnéjsich z nich (viz tab. 4.22.).

Celkovy pocet neutrofilts podléha fyziologickym
zménam béhem dne, ke zvy$eni dochazi napf. pri
namaze, pfi emo¢nim vypéti, pfi zménach teploty,
béhem traveni, v gravidité, ale také pri kiecich, po
anestezii, po chirurgickém vykonu. Z téchto divodu
odebirame krev na vysetfeni KO vzdy za standard-
nich podminek, tj. rdno nala¢no a v klidu.

W Leukocytoza

Leukocytdza znamena zvy$eni poétu (obvykle) ne-
utrofiltl (neutrofilie). Je zptisobena zvy$enou pro-
dukei neutrofilnich leukocytd, urychlenim jejich
vystupu z kostni dfené do periferni krve, pfesunem
marginalniho poolu do cirkulace, snizenym odsu-
nem leukocytti z krve do tkani ¢i riiznymi kombina-
cemi téchto mechanismd.

Leukocytdza, zpravidla spojend s posunem dole-
va (vzestup ty¢i — pomér neutrofilnich ty¢i k neut-
rofilnim segmenttim ma byt 1 : 16, vy$$i pocet neut-
rofilnich ty¢i znadi posun doleva), je nejéastéji
(ve vice nez dvou tfetinach pripada) pravodnim je-
vem infekci bakteridlnich a fungalnich. Zpocatku
infekce se obvykle objevi zvyseni absolutniho poctu
granulocyttl, bez soucasné celkové leukocytdzy, coz
je dano mobilizaci marginalniho poolu granulocytii
jako odpovéd na vyplaveni mediatort zanétu a ka-
techolamint.. Pozdéji dochazi k leukocytdze z akce-
lerované novotvorby granulocyt. Vétsina bakte-
ridlnich infekci s kratkodobym trvanim dosdhne
celkovych hodnot leukocytii mezi 12-15-10%/1, avsak
téz8i a déle trvajici systémové infekce ¢asto provazi
leukocytéza dosahujici 15-30-10°%/1. Pokud se v pe-
rifernim KO objevuji jesté mladsi formy granulo-
cytt (myelocyty, metamyelocyty) a celkovy pocet
leukocytt je vyznamné vyssi, pak muze jit o leuke-
moidni reakci (viz nize), event. vznika naléhavé po-
dezfeni na myeloproliferativni onemocnéni - neo-
plazii (chronickd myeloidni leukémie, Ph-negativni
myeloproliferativni neoplazie — viz nize). Vyplave-
ni nejmladsich forem granulocyti (promyelocytd,
myeloblastl) do periferni krve jako reakce na in-
fekéni zanétlivy proces je vzacné, neni vSak vylouce-
né, Castéji ale charakterizuje pocinajici akutni he-
moblastozu, resp. akceleraci nebo blasticky zvrat
chronické myeloidni leukémie.

Na zvy$eni poctu leukocytt se dédle podileji i ne-
infekéni zanétlivé procesy (revmatoidni artritida),
rizné léky (kortikosteroidy), toxiny (endotoxin).
Pti trvalé a dlouhodobé stimulaci bilé krvetvorby je
az trojnasobné zvysena tvorba bilych krvinek a po
pocate¢nim zmnozeni mitotického poolu krvinek
(promyelocyty, myelocyty) dochdzi vzapéti k vypla-
vovani postmitotické frakce granulocyttl. V tomto
pripadé, kdy je pocet bilych krvinek zvysen dlou-
hodob¢, hovorime o chronické leukocytoze (neu-
trofilii).

B Leukemoidni reakce
P1i leukocytoze je nutné odlisit leukemoidni reakci

od pocinajici hemoblastdzy. Jde o extrémni leuko-
cytézu v periferni krvi, ktera je reaktivni. Leuke-
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moidni reakce je podle nékterych zdrojt definovana
jako vzestup granulocyttl na vice nez 50-10°/1 (ex-
trémné az 150—-200- 10°/1 napt. u diseminované TBC)
bez pritomnosti, nebo s pritomnosti nezralych fo-
rem (myelocyty, metamyelocyty), avSak s negativni-
mi nalezy vySetfeni na akutni leukémii.

B Leukopenie

Leukopenie (vét$inou je myslena granulocytopenie)
je definovana snizenim celkového poétu leukocyti
pod 1,5-10%/1. Pojem agranulocytéza se pouziva pti
poklesu granulocyti pod 0,5-10°/1. K leukopenii
(neutropenii, granulocytopenii) dochézi pti nedo-
statené produkci leukocytt v kostni dfeni z raz-
nych pri¢in — ¢asto pfi chronickém vycerpani a pti
nutri¢nim deficitu, pfi zvy$ené utilizaci granulocy-
td, pfi odsunu granulocytti z cirkulace do marginal-
niho poolu, pfi infiltraci dfené malignimi buiikami,
pti fibréze drené a po chemoterapii ¢i radioterapii.
K neutropenii dochazi také pri rtiznych infekcich,
a to jak bakteridlnich (salmoneléza, tularémie, tu-
berkuléza, tyfus), tak virovych (spalnicky, zardénky,
varicela, chfipka, virova hepatitida, parvovirus B19,
HIV) a protozoarnich (maldrie). Také velké mnoz-
stvi 1éktt miize zpusobit idiosynkratickou neutro-
penii.

Pfi abnormalitach poctu bilych krvinek, a zejmé-
na diferencidlniho rozpoctu, které nelze vysvétlit
»standardnimi« pri¢inami, jako jsou infekce nebo
zanét, je indikovano podrobné hematologické vy-
Setfeni, které zahrnuje odbér kostni dfené s celou
paletou specialnich vySetfeni (imunofenotypizace,
cytogenetika, resp. molekularni biologie atd.) k vy-
lou¢eni hemoblastézy, resp. myelodysplastického
syndromu.

Kromé kvantitativnich zmén bilé krevni fady
dochézi i ke kvalitativnim porucham, které lze dia-
gnostikovat prevazné funkénim vysetfenim a expre-
si, resp. chybénim exprese nékterych diferenciac-
nich znakii (CD). Napt. porucha adheze neutrofilt
je spojena se zménami exprese CD11b u stimulova-
nych a nestimulovanych leukocytt a poruchou dal-
$ich imunologickych parametrti (fagocytéza zpro-
sttedkovana C3bi a dalsi) véetné disproporce mezi
vyznamnou leukocytézou (az 100-10°/1) a minimal-
ni infiltraci leukocyty v histologickém vzorku zi-
nétlivé nebo infikované tkané.

B Pancytopenie

Pancytopenie znamena pokles vSech krevnich ele-
mentu v periferni krvi pod fyziologické hodnoty.

4.6. Algoritmus vysetreniu vybranych
hematologickych malignit

Maligni krevni onemocnéni a algoritmus diagnos-
tického postupu patfi do rukou hematologa na spe-
cializovaném pracovisti jiz od prvniho zachytu.
V praxi se véak vyznamné procento hematologic-
kych malignit zachyti »v terénu«, odkud jsou pak
nemocni posildni do hematologickych center. Aby
nedoslo k neadekvatnimu zpozdéni v diagnostic-
kém procesu, a naopak aby nebyli do center posilani
nemocni, kterym nebylo provedeno ani screeningo-
vé vySetreni (KO, FW, rtg S + P a dalsi) a u nichz je
zhoubné krevni onemocnéni jen malo pravdépo-
dobné, uvadime vybrané nejcastéjsi hematologické
malignity s jejich zakladni charakteristikou a pouzi-
vané diagnostické algoritmy.

4.6.1. Lymfoproliferace

Vysetfeni orientujeme prvotné na stanoveni vlastni
histologické diagnozy a dale na urceni rozsahu one-
mocnéni, tj. stanoveni klinického stadia choroby.
Soucasti prvniho vySetfeni je také posouzeni celko-
vého stavu nemocného (performance status), stavu
organtl, event. vyskyt komorbidit a zhodnoceni pro-
gnostickych ukazateld, které jsou u vétsiny malignit
definovany a které s ostatnimi vysledky nakonec
ovlivni rozhodovani o 1é¢ebném postupu (agresivita
chemoterapie, event. transplantace kmenovych bu-
nék krvetvorby).

M Diagnosticky algoritmus u malignich lymfomi

Maligni lymfomy jsou maligni lymfoproliferativni
onemocnéni, mezi ktera se radi nehodgkinské lym-
fomy (NHL) vychazejici prevazné z B- (B-NHL)
a méné Casto z T-lymfocytd (T-NHL), a ddle Hodg-
kintiv lymfom. NHL jsou velmi heterogenni skupi-
nou onemocnéni, kterou lze zhruba rozdélit na dvé,
a to na NHL s vysokym stupném malignity (high
grade), které maji dynamicky klinicky prabéh a vy-
zaduji agresivni terapii, a na skupinu nizce malig-
nich (indolentnich, low grade) lymfomd, které pro-
bihaji pomalu a nemocni mohou byt dlouhodobé
pouze sledovani bez nutnosti okamzitého terapeu-
tického zasahu. Tab. 4.9. uvadi priklady diferencial-
nédiagnostickych nalezt u malignich lymfoprolife-
raci. Mezi T-bunééné lymfoproliferace patti nékolik
klinicky odlisnych nozologickych jednotek, od koz-
nich forem po systémové, diagnosticky postup je
principialné identicky.
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Tab. 4.18. Stanoveni klinického stadia (KS) podle Ann Arbor

klasifikace

KS | Rozsah postizeni

| | postizeni jedné oblasti lymfatickych uzlin
nebo jednoho extralymfatického organu (IE)

Il | postizeni dvou nebo vice skupin lymfatickych uzlin
na téZze strané branice

nebo lokalizované postizeni jednoho extralymfatic-
kého organu (lIE) véetné postizeni jedné nebo vice

skupin lymfatickych uzlin na téze strané branice

Il | postizeni lymfatickych uzlin nebo organt na obou
stranach branice, které maze byt provézeno lokalizo-
vanym postizenim jednoho extralymfatického orga-
nu nebo tkané (IlIE) nebo sleziny (I1IS) nebo obojiho
(I1ISE)

IV | difuzni nebo diseminované postizeni jednoho nebo
vice extralymfatickych organd nebo tkani se soucas-
nym postizenim lymfatickych uzlin nebo bez négj

. Zékladem je vzdy anamnéza, zejména rodinna
anamnéza (RA — vyskyt malignit, event. imuno-
deficience v rodiné) a osobni anamnéza (OA —
infekce v détstvi, virdzy, infek¢ni mononukledza
atd.). Nynéj$i onemocnéni — pritomnost systé-
movych priznakid (A: bez priznakd, B: pritom-
nost alespon jednoho z piiznakil - horecka ne-
infekéniho puvodu vyssi nez 38 °C, intenzivni
no¢ni poty, vahovy ubytek vétsi nez 10 % télesné
hmotnosti za poslednich 6 mésicti ).

. Pri fyzikalnim vySetfeni zjistujeme zejména
hmotnost, vysku, télesny povrch; lokalizaci a veli-
kost uzlin (cm), (event. ORL vySetfeni pii posti-
zeni Waldeyerova okruhu); organomegalii (jatra,
slezina, extranodalni nadory), stav télesné aktivi-
ty (performance status - WHO, ECOG).

. Ur¢eni histologického typu lymfomu - odbér
tkané (uzliny, biopsie zalude¢ni sliznice, tonzi-
ly...) k histologickému vySetfeni. Pokud je ade-
nomegalie pouze v abdominalni oblasti, je nutné
provést i probatorni laparotomii. Jestlize lékar
vaha, zda operovat, pozdnim stanovenim diagné-

zy Casto jiz generalizovaného onemocnéni se zhor-
$uji vyhlidky na vylé¢eni! Z odebranych vzorki
provadime imunohistochemické, imunofenoty-
piza¢ni, molekularnébiologické a dalsi vysetfeni,
kterd jednak pomohou ur¢it bunéény ptivod lym-
foproliferace (B- nebo T-lymfocyt) a jednak sta-
novit prognostické markery.

. Ur¢eni rozsahu onemocnéni maligniho lym-

fomu - jde o stanoveni klinického stadia (KS),
uziva se Ann Arbor klasifikace (tab. 4.18.). Vedle
fyzikalniho nalezu pouzivime zobrazovaci tech-
niky, standardné US, ale predevs$im CT vysetfeni
a u vybranych diagnéz jiz vstupné PET/CT (vel-
kobunéény difuzni NHL, Hodgkintiv lymfom...).

. Zhodnoceni prognostickych kritérii - jako pri-

klad uvedeme urceni IPI (International Prognos-
tic Index) u difuzniho velkobunééného B-lym-
fomu (DLBCL) (tab. 4.19.), podobné existuji pro
folikularni i dal$i lymfomy. Priklad hodnoceni
¢asnych stadii Hodgkinova lymfomu ptindsi tab.
4.20.V CR je u Hodgkinova lymfomu preferovan
postup némecké GHSG. Prognosticky vyznam
maji genetické zmény jak u B-, tak i T-lymfo-
proliferaci. Jejich vycet presahuje ramec této ka-
pitoly, za zminku vsak stoji prognosticky vyznam
vySetfeni pritomnosti fuzntho genu NPM-ALK
(nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase)
u anaplastického velkobunééného T-lymfomu
(ALCL), ktery vznika translokaci t(2;5)(p23;q35)
a je ptitomen u 60-85% nemocnych. Tato jed-
notka je povazovana z hlediska onkogeneze za sa-
mostatnou entitu, ALK pozitivni ALCL (ALK*
ALCL) ma zasadné pozitivni prognézu, na rozdil
od velmi neptiznivého pribéhu u nemocnych
s ALK negativni ALCL (ALK~ ALCL).

Laboratorni, zobrazovaci a pomocna vySetfeni:
® Rutinni: sonografie — nitrobfi$ni organy (jatra,

slezina, event. ledviny, pankreas) - postizené ob-
lasti (kréni, axilarni), rtg srdce a plic, CT (hrud-

Tab. 4.19. Difuzni velkobunécny B-lymfom (DLBCL). Urceni rizika podle IPI (Mezinarodni prognosticky index) nebo aalPI (vékové

upraveny Mezinarodni prognosticky index)

IPI
Mezinarodni prognosticky index

aalPI

Mezinarodni prognosticky index vékové upraveny (pod 60 let)

vék nad 60 let

Ann Arbor stadium Ill/IV

Ann Arbor stadium Ill/IV

extranodalni postizeni dvou a vice oblasti

zvysena koncentrace LD

zvysena koncentrace LD

$patny celkovy stav (ECOG = 2)

Spatny celkovy stav (ECOG = 2)

Riziko IPI skore aalPl skére
nizké 0-1 0
nizsi stredni | 2 1
vyssi stiedni | 3 2

vysoké 4-5
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Tab. 4.20. Prehled pfiznivych a nepfiznivych rizikovych faktorl ¢asnych stadii Hodgkinova lymfomu

EORTC GHSG NCIC/ECOG NCCN 2010
rizikové a) velka mediastinalni masa a) velkd mediastinalni | a) histologie jind nez | a) velkd mediastinalni masa
faktory (> 1/3 pfi¢ného rozméru masa LP/NS (> 1/3 pfi¢ného rozméru na
na rtg hrudniku) b) extranodalni posti- b) vék > 40 let rtg hrudniku nebo > 10 cm
b) vék > 50 let zeni c) FW >50/h b) FW > 50/h nebo
c) FW = 50/h bez B-ptiznakdi | c) FW = 50/h bez d) postizeni > ctyr B-symptomy
nebo FW = 30/h B-pfiznaki nebo FW uzlinovych lokalit | c) postizeni > tii uzlinovych
s B-piiznaky > 30/h s B-pfiznaky lokalit
d) postizeni > ¢tyr uzlinovych | d) postizeni > tfi uzlino- d) > jedno extranodalni posti-
lokalit vych lokalit zeni
pfiznivé KS I-1I (nad branici) bez riziko- | KS I-Il bez rizikovych KS I-Il bez rizikovych | KS I-Il bez rizikovych faktort
vych faktord faktor(i faktorti
neptiznivé | KS |-l (nad brénici) s = jednim [ KSI-II A’ s > jednim KS I-II's = jednim KS I-II's = jednim rizikovym
rizikovym faktorem rizikovym faktorem rizikovym faktorem faktorem (rozlisuje bulky od
KS Il B + ¢) nebo + d), ostatnich rizikovych faktoru)
alebeza)ab)

EORTC — European Organization for Research and Treatment of Cancer; GHSG — German Hodgkin Study Group; NCIC/ECOG —
National Cancer Institute of Canada/Eastern Cooperative Oncology Group; NCCN — National Comprehensive Cancer Network;

KS— klinické stadium; LP — lymfocytarni predominance; NS — noduldrni skler6za

nik, bricho, mald panev), dnes jiz vyjimecné pti-
ma bipedalni lymfografie (v ptipadé negativniho,
event. nejasného nalezu uzlin na CT, tj. mensich
nez 1,5 cm, spie vsak NMR a PET); invazivni vy-
$etfeni: trepanobiopsie z panevni kosti (obou-
strannd u nehodgkinskych lymfomt, jednostran-
nd u Hodgkinova lymfomu).
Laboratorni vysSetieni: sedimentace, krevni ob-
raz + diferencidlni rozpocet (+ absolutni pocet
lymfocytt), trombocyty, MCV, INR, APTT; bili-
rubin, ALT, AST, ALP, GTT, LD, B,-mikroglo-
bulin, glykémie, urea, kreatinin, kyselina moco-
va, Na*, K*, CI;, Ca*, P; elektroforéza bilkovin
(celkova bilkovina, albumin); sérologie: HIV,
anti-HCV, HBsAg, EBV, CMV, HSV; hormonal-
ni: fT'4, TSH; spermiogram (k event. kryoprezer-
vaci spermatu u mladych muzi).

® Specidlni vysetieni: imunofenotypizace (FACS)
kostni dfené (odbér z trepanobiopsie), imunohis-
tochemie histologického vzorku, cytogenetické
vyS$etfeni, resp. molekularnébiologické vysetfeni
(klonalita, bcl-2, cyklin D1, ALK...), kardiologic-
ké vySetfeni: EKG, echokardiografie (EF, EDV,
ESV), spirometrie (VC, FEV, FRC).

® P¥i zvldstni indikaci: invazivni: biopsie jater (jen
pri susp. infiltraci jater), laparotomie + splenekto-
mie (specialni diagnostické indikace), lumbalni
punkce + vySetfeni likvoru (neurologické piizna-
ky, event. pfi postiZeni testes, vybrané podtypy
lymfom), endoskopie GIT + biopsie (pfi posti-
zeni ORL oblasti), zobrazovaci: FDG-PET (®¥F -
fluorodeoxyglukdza — PET) pfi vstupni diagnos-
tice, a zejména pri kontrole uc¢inku terapie (dnes
jiz standardné kombinované vysetteni CT-PET),
MR cilené na organ ¢i oblast (patefni kanal, po-
stizeni CNS, kostni dfené atd.), scintigrafie skele-
tu (algicky syndrom, susp. nélez na rtg).

B Diagnosticky algoritmus
u chronické lymfatické leukémie

Chronicka lymfaticka leukémie typu B (CLL) je
zhoubné lymfoprolifera¢ni onemocnéni nizkého
stupné malignity, charakterizované akumulaci (tedy
ne rychlou proliferaci) monoklonalnich, morfolo-
gicky zralych, ale imunologicky malo zralych az
afunkénich B-lymfocyti, z nichz vét$ina je v klido-
vém stadiu (GO). K nakupeni lymfocytti dochazi
v kostni dfeni, v periferni krvi a v lymfatickych or-
ganech (lymfatické uzliny, slezina, jatra) v dtsledku
dlouhého prezivani malignich lymfocytt a postup-
né jsou v téchto organech dominujici celularni sloz-
kou. Onemocnéni je standardnimi postupy nevy-
lé¢itelné, charakteristickym znakem je postupnd
progrese s infek¢nimi komplikacemi jako projevem
imunitniho deficitu.

Algoritmus vySetfeni CLL zahrnuje nékolik
krokd: 1. stanoveni diagndzy, 2. stanoveni klinické-
ho stadia, 3. uréeni prognostickych faktort, 4. roz-
hodnuti o 1é¢ebném rezimu.

1. Stanoveni diagnodzy - kritéria (tab. 4.21.)
2. Stanoveni klinického stadia (tab. 4.22.)

V soucasné dobé stale plati klasifika¢ni schéma

podle Raie, néktera pracovisté uzivaji klasifika¢ni

systém podle Bineta. Je dobré si uvédomit, ze

v ptipadé hodnoceni splenomegalie nebo hepato-

megalie se vyuzivé klinické, a nikoli zobrazovaci

vysetreni.
3. Urceni prognostickych faktoru

Z »klasickych« prognostickych faktorii bylo nej-

vyznamnéj$i klinické stadium (viz tab. 4.22.).

Avsak vysoka heterogenita klinické manifestace

téhoz klinického stadia vedla k nutnosti najit ta-

kova kritéria, ktera by nemocného s CLL jasné
prognosticky definovala. Proto je obligatorni sou-
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Tab. 4.21. Diagnosticka kritéria chronické lymfatické leukémie
(CLL)

klonalni zmnozeni abnormalnich B-lymfocytud v periferni
krvi

nejméné 5 - 10%/1 B-lymfocytd

< 55 % atypickych / nezralych lymfoidnich bunék

nizkd denzita povrchovych imunoglobulinl (IgM nebo IgD)

povrchové antigeny B-lymfocytd (CD19, CD20, CD 23)

pozitivita povrchového antigenu CD5

¢asti zakladniho diagnostického postupu také vy-
Setfeni prognostickych faktord. Tato vySetfeni
jsou jednak rutinni (KO, biochemie...) a jednak
specidlni (molekuldrnébiologicka, cytogeneticka).
a) Rutinni vysetfeni ke stanoveni celkové nddo-
rové masy a aktivity onemocnéni
Z drivéjsich »klasickych« negativnich nezavis-
lych prognostickych faktort stoji i dnes — vedle
klinického stadia — za zdtraznéni vysoky abso-
lutni pocet lymfocytti, zdvojovaci ¢as kratsi
nez 12 mésict (dvojndsobny vzestup poctu
lymfocytt v uvedeném casovém obdobi), di-
fuzni (versus noduldrni) charakter infiltrace
kostni dfené v trepanobiopsii. Dal§im negativ-
nim prognostickym faktorem je vy$$i hodnota
B,-mikroglobulinu (B,M), koncentrace v plaz-
mé koreluji s klinickym stadiem nemoci a maji
dokonce vyssi prediktivni silu nez klinické
stadium, hodnoty nad 3,0-3,5 jsou spojeny
s krat§im prezitim (vy$si B,M provazi i poru-
chu rendlnich tubult - je nutné odlisit!). Lak-
tatdehydrogenaza (LD) je hodnocena jako kri-
térium vys$$iho buné¢ného obratu pfi progresi
choroby (odlisit vzestup LD jako znamky moz-
né privodni hemolyzy pii sekundarni ATHA).

Tab. 4.22. Urceni klinického stadia chronické lymfatické leukémie (CLL)

Sérova thymidinkinaza (s-TK) je celularni en-
zym, ktery se uplatiiuje pri syntéze DNA, a jeho
koncentrace proto koreluje s prolifera¢ni akti-
vitou lymfocytti CLL. Stanoveni ma prognos-
ticky vyznam zejména v pocate¢nich stadiich
CLL, kdy hodnoty nad 7,0 U/l predikuji pro-
gresi choroby.

s kappa nebo lambda Fetézci b) S vyuzitim molekuldrnébiologickych, cytoge-

netickych a imunofenotypizacnich metod byly
stanoveny dalsi faktory, souhrnné uvedené
v tab. 4.23. a 4.24., které prokazaly statisticky
vyznamnou nezavislou prognostickou silu.
Dnes jsou cytogenetické faktory povazova-
ny za prognosticky nejvyznamnéjsi, zejmé-
na delece 11q (incidence priblizné 20 % CLL)
a delece 17p. V oblasti 11q jsou regiony
(11q22.3-q23), v nichz se nachézi (kromé ji-
nych) gen ATM (ataxia teleangiectasia muta-
ted), jeden z hlavnich tumorsupresorovych
gentl, jehoz inaktivaci se ztraci kontrola buné¢-
ného déleni. Delece 11q se objevuje zejména
u mladsich muzi a je spojena s generalizova-
nou masivni adenomegalii a nepfiznivym prii-
béhem s rychlou progresi. Delece 17p (inci-
dence priblizné 8% CLL) souvisi se ztratou
funkce genu p53, ktery se v této oblasti nacha-
zi, i kdyZ mutace a dysfunkce genu p53 je Cas-
téjsi (az 23 %) nez vlastni ztrata genetického
materialu pti deleci 17p13. Gen p53 je dalsi
z hlavnich tumorsupresorovych gent s klico-
vou pozici v indukci apoptdzy, kterou zahajuje
jako reakci na poskozeni struktury DNA (tim
umoznuje protinddorovy efekt purinovych
analog a dalsich 1é¢iv na leukemické bunky
CLL). Ztrata funkce vede k rychlé progresi
CLL, event. k transformaci do jiné, agresivnéjsi
formy lymfoproliferace. Delece 17p nebo dys-

+ splenomegalie nebo hepatomegalie

Klinické stadium | Charakteristika Median preziti | Lé¢ebné opatieni

- podle Raie (mésice)*

0 lymfocytéza > 1,5 - 10%/I 150 zadné

| lymfocytéza + lymfadenomegalie 101 jen u pacientu s pfiznaky nemoci
Il charakteristiky uvedené vyse 71 jen u pacientu s pfiznaky nemoci

1] charakteristiky uvedené vyse 19 ano
+anémie Hb <110 g/I
\Y trombocytopenie < 100 - 10%/I (i izolovana) 19 ano
* podle plvodni prace Raie z roku 1975
Klinické stadium | Charakteristika Lécebné opatieni
- podle Bineta
A méné nez tii oblasti zvétSenych uzlin jen u pacient s pfiznaky nemoci
B tfi a vice oblasti zvétsenych uzlin jen u pacientu s pfiznaky nemoci

C anémie Hb < 110 g/l a/nebo trombocytopenie < 100 - 10%/1 ano
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Tab. 4.23. Cytogenetické a molekuldrnégenetické nalezy u chro-
nické lymfatické leukémie a jejich prognosticky vyznam

Onemocnéni | Cytogeneticka zména | Prognéza
CLL +12 nepfrizniva
del (13q14) pfizniva
del (17p) nepftizniva
del (11q) nepfizniva
CLL — chronicka lymfaticka leukémie

funkce genu p53 souvisi s rezistenci na puri-
nové analoga, ale také na alkyla¢ni latky a ri-
tuximab; negativni prognosticky vyznam této
genetické zmény je silnéjsi nez negativni vliv
nemutovaného genu IgV,.

Mutacni stav genu pro variabilni ¢ast tézkého
fetézce imunoglobulind (IgV,,) je dal$im velmi
vyznamnym prognostickym faktorem. Gen se
nachdzi na 14. chromosomu, segmenty pro va-
riabilni doménu tézkého retézce se skladaji ze
tfi tsekd (V — variable, D — diversity, ] — join-
ing), které se pti diferenciaci B-lymfocytt rtz-
né preskupuji; riznosti kombinaci VD] genti je
nakonec dana individualni variabilita imuno-
globulinovych molekul. Dalsi faze diverzifika-
ce variabilni oblasti, tzv. somaticka hypermuta-
ce, probiha az po setkdni zralého B-lymfocytu
s antigenem; vysledkem jsou zralé bunky se
schopnosti produkce specifickych protilatek
proti ur¢itému konkrétnimu antigenu, ktery
vedl zpocatku k somatické hypermutaci. Ne-
mocni s mutovanou formou (M-CLL) genu
IgVy maji zdsadné lepsi prognézu, nekompli-
kovany prabéh choroby a casto nevyzaduji
dlouhé roky zadnou terapii. Nemutované for-
my CLL (UM-CLL) jsou velmi neptiznivé, zku-
$enosti ukdzaly, Ze negativni prognézu UM-CLL
neovlivni ani agresivni chemoterapie s autolog-
ni transplantaci kmenovych bunék krvetvorby.
Mezi dals$i neptiznivé faktory patfi trisomie

chromosomu 12 (+12), a naopak prognosticky
priznivd je delece 13q.

Komplementarni prognosticky vyznam ma
stanoveni ZAP-70 (70 kD zeta-asociovany
protein). ZAP-70 je cytoplazmaticky protein
s tyrosin-kinasovou aktivitou, normalné pii-
tomny jen v NK (pfirozeni zabijec¢i) a T-lym-
focytech. Neméni se s vyvojem choroby, poziti-
vita vysoce (az v 90 %) koreluje s nemutovanou
formou genu IgV}, a s vyznamné agresivnéj$im
pribéhem onemocnéni a krat$im medidnem
preziti. Laboratorné se stanovuje priitokovou
cytometrii jako produkt exprese ZAP-70 genu.
Dalsdi z nezavislych prediktorti, pozitivita ex-
prese CD 38, ve srovnani s ostatnimi jiz tro-
chu ztraci na vyznamu, ale vzhledem ke snad-
né a rychlé detekci se v prognostice CLL
nadale pouziva.

Souhrnné: pfi prvnim vysetfeni je povinnosti
vySetfit a stanovit nasledujici prognostické fak-
tory: klinické stadium choroby, muta¢ni stav
genu pro tézké retézce IgVy, zajistit cytogene-
tické vysetfeni a zji$téni pozitivity ZAP-70
a exprese CD 38.

B Diagnosticky algoritmus
u mnohocetného myelomu

Mnoho¢etny myelom (MM) je maligni onemocnéni
charakterizované klonalni proliferaci B-lymfocytt
v terminalnim stadiu vyzravani (myelomova bur-
ka). Existuji vSak ur¢ité znamky, ze ptivod mye-
lomové bunky je v pluripotentni kmenové bunce
(koexprese myeloidnich a myelomonocytovych an-
tigentt CD11¢, CD13, CD15 a pozitivita cytoche-
mické reakce butyrat- a chloracetatesterazy), vedle
imunofenotypu B-lymfocyta (CD19, CD20) a spe-
cifického imunofenotypu plazmatickych bunék
CD38, CD138 a cALLA (CD10), antigenu T-bunék.

Tab. 4.24. Souhrn nejvyznamnéjsich prognostickych faktord CLL a vliv na l1é¢ebny postup 1. linie

Prognéza - stupen rizika / | Rizikovy faktor
(% incidence)

Incidence na Doporuceny lé¢ebny postup
zacatku lécby

velmi vysoké riziko / delece 17p 5-8 % klinické studie, experimentalni terapie
(~10-15 %) mutace p53 4-5% |éCivy nezavislymi na p53; alogenni SCT
fludarabin
refrakterni CLL
vysoké riziko / (~ 70 %) nemutovany IgV, 60 % FCR, studie s udrzovaci Ié¢bou, experi-
vysoké hodnoty B2M (s-TK) mentalni léciva + FCR
delece 11q 20 %
nizké riziko / (~ 20 %) mutovany gV, FCR, klinické studie deeskala¢ni Ié¢by

zadny z vyse uvedenych faktord

aloSCT — allogeneic stem cell transplantation, alogenni transplantace kmenovych bunék krvetvorby; FCR — kombinovana chemo-
terapie obsahujici fludarabin + cyklofosfamid + rituximab; 2M — B,-mikroglobulin; s-TK — sérova thymidinkinéaza
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P1i diagnostice je obvykle dostate¢ny priikaz klona-
lity CD38-pozitivnich bunék.

Mezi typické projevy patii porucha produkce imu-
noglobulind, produkce patologického (monoklonal-
niho) imunoglobulinu (M-komponenty), znamky
poskozeni organt shrnuté pod zkratku CRAB (hy-
percalcemia, renal insufficiency, anemia, bone le-
sions), tj. hyperkalcémie, rendlni insuficience, osteo-
lytické zmény na skeletu, anémie.

V klinické praxi se pti vySetfeni setkavame s roz-
dilnym stupném kvantitativniho vyjadfeni sledova-
nych parametri (hodnota paraproteinu, procento
infiltrace kostni dfené plazmocyty, rozsah kostnich
1ézi atd.) a podle téchto kvantitativnich kritérii se
plazmoceluldrni malignity rozdéluji do nékolika fo-
rem, jak je uvadi tab. 4.25.

Tak jako u ostatnich malignich lymfoproliferaci
spliuje algoritmus vySetfeni jak kritéria diagnostic-
ka, tak prognosticka.

Pri podezfeni na myelom provadime komplex
vysetfeni:
® diagnostickd: vySetfeni kostni dfené — trepano-

biopsie i aspirace, imunofenotypizace (FACS)

drené i periferni krve, imunoelektroforéza (krev,
mo¢) se stanovenim paraproteinu a volnych leh-
kych fetézct (FLC — free light chains), kvantita-
tivné imunoglobuliny, rtg skeletu (patef, dlouhé
kosti, panev, lebka);

® prognostickd: CD 10, B,-mikroglobulin, rendlni
funkce; cytogenetika; FISH: del 13q, del 17p,

t(4;14), t(11;14), t(14;16);

® doplriujici: kvantitativni proteinurie, KO + dife-
rencialni rozpocet bilych krvinek, metabolismus
kosti (Ca, P, ALP), iontogram, kyselina mocova,
bilirubin, ALT, AST, GTT, elektroforéza bilkovin,
EKG, CRP, Fe, transferrin, saturace transferrinu,
ferritin;
® fakultativni: NMR, PET/CT, biopsie tkané pri
extraosedlnim postiZeni, pfi podezfeni na amy-
loid (sttevni sliznice, ledviny, myokard...), visko-
zita séra; HLA typizace.
Pti urcovani klinického stadia se opousti ptivodni
systém Durieho a Salmona a uzivé se jednodussi ISS
(International Staging System) (tab. 4.26.). Ve srov-
nani i s dal$im stdZzovacim systémem (SWOG -
Southwest Oncology Group) je ISS systém spolehli-
v&j$i, snaz$§i a ma presnéjsi prediktivni hodnotu
preziti nez tyto dva systémy.
Pro volbu lé¢ebné strategie je nutné zhodnotit pa-
cienta s MM podle prognostickych markert. Tab.
4.27. a 4.28. tato kritéria uvadéji.

B Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu

Vysledky vysetfeni, které nedosahuji vyse uvede-
nych minimalnich kritérii pro diagnézu mnoho-
¢etného myelomu, nevylu¢uji klonalni proliferaci,
avsak stav je charakterizovan jako monoklonalni ga-
mapatie nejasného vyznamu (MGUS - monoclonal
gamapathy of unknown significance). Tomu odpo-
vidaji nalezy uvedené v tab. 4.25. Je potteba zduraz-

Tab. 4.25. Diagnosticka kritéria forem plazmoceluldrnich malignit (podle Kyle 2010)

Diagnéza Definice

MGUS — monoklonalni
gamapatie nejasného
vyznamu

Musi byt splnéna vSechna tfi kritéria:
1. koncentrace M-IgG v séru < 30 g/I
M-IgA v séru < 20 g/I
2. proteinurie lehkych fetézciiza24h<1g
3. pocet plazmocytt v kostni dieni < 10 %
Déle nesméji byt pfitomny zadné z projevd orgdnového poskozeni, které by mohly mit souvis-
lost s monoklondlni plazmocytarni proliferaci: osteolyticka loziska, jakékoliv poskozeni ledvin
(insuficience, selhani), anémie, hyperkalcémie

asymptomaticky
(doutnajici) myelom

Musi byt spInéna obé kritéria:

1. koncentrace M-IgG, IgA v séru > 30 g/I

2. pocet plazmocyt v kostni dieni > 10 %

Déle nesméji byt pfitomny zadné z projevd organového poskozeni, které by mohly mit souvis-
lost s monoklonalni plazmocytarni proliferaci: osteolyticka loziska, jakékoliv poskozeni ledvin
(insuficience, selhani), anémie, hyperkalcémie

symptomaticky myelom

mem:

Musi byt spInéna vSechna tfi kritéria:

1. pocet monoklondlnich plazmatickych bunék v kostni dfeni > 10 % a/nebo biopsie kostni
dfené prokazuje plazmocytom

2. je pfitomen monoklonalni imunoglobulin v krvi a/nebo v moci

3. je pfitomna nejméné jedna dysfunkce ¢i poskozeni organu zplisobené mnohocetnym myelo-

o (C - calcium) zvy$ena koncentrace kalcémie nad 2,8 mmol/I ¢i nad horni limit

(R - renal) renalni insuficience s kreatininem nad 177 umol/I

(A - anemia) anémie, hemoglobin pod 100 g/l nebo 20 g/l pod dolni limit normy
(B - bone) osteolytické kostni destrukce nebo osteoporéza

Pozn.: po¢et mg kreatininu/dl x 88,4 = pocet pmol/I
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Tab. 4.26. Systémy k urceni klinického stadia mnohocetného myelomu - podle Durieho a Salmona a ISS (International Staging

System)

Stadium

Kritéria podle Durieho a Salmona

ISS kritéria

Median preziti
(mésice)*

l.
(mala celkova nadorova masa)

Jsou-li spInény vsechny tyto podminky:

Hb > 100 g/I

Ca v séru normalni (< 3 mmol/I)

rtg skeletu — normalni, ev. jen solitarni lozisko
M-komponenta nizka:

a)lgG <509/

b)IgA <30 g/

c) exkrece lehkych retézci do moci < 4 g/24 h

2M < 3,5 mg/I
albumin > 35 g/I

62

nejsou splnény podminky I. ani lll. stadia MM

**ani stadium |,
ani stadium [l

a4

Il
(velka celkova nadorova masa)

Pfitomen alespon jeden (i vice) z uvedenych znak(:
1.Hb <85 g/l
2. Ca v séru zvyseny > 3,0 mmol/I
3. vicecetna osteolyticka loZiska v kostech
4. vysoka produkce M-komponenty
a) lgG>70g/l
b) IgA > 50 g/l
c) exkrece lehkych retézcd do moci > 12 g/24 h

32M > 5,5 mg/I

29

A. Subklasifikace:
B. Subklasifikace:

normalni funkce ledvin (kreatinin v séru < 130 umol/I)
funk¢ni nedostatecnost ledvin (kreatinin > 130 umol/I)

* Podle plvodni prace ISS (2005); $2M - 3,-mikroglobulin

** jsou dvé kategorie stadia Il podle ISS: 1. $2M < 3,5 mg/l; albumin < 35 g/I; 2. $2M 3,5-5,5 mg/I, bez ohledu na koncentraci

albuminu

Tab. 4.27. Souhrn prognostickych ukazateld u mnohocetného
myelomu

Tab. 4.28. Souhrn nejvyznamnéjsich parametr(i u mnohocet-
ného myelomu, které znamenaji velmi nepfiznivou prognézu

al7

abnormadlni karyotyp normalni karyotyp

Klinické a biologické projevy uvedenych
cytogenetickych typu

nizsi vék vyssi vék
vysoké PCLI nizké PCLI
izotyp IgA izotyp IgG
lambda LC kappa LC

rychla l1écebna odpovéd pomala [é¢ebna odpoved

absence kostnich lézi kostni léze

vysoka hladina LD normalni hladina LD

LPL nebo zménéna morfo-
logie

plazmoblasty

cirkulujici myelomové bun- | necirkulujici myelomové
ky bunky

LC - lehké tetézce (light chains); PCLI — plasma cell labeling
index; LPL — lymfoplazmocytarni lymfom

nit, Ze ostatni vysledky musi byt negativni (normal-
ni plazmatické hodnoty kalcia, Hb, kreatininu, na
rtg nejsou osteolyticka loziska, nejsou zndmky amy-
loiddzy nebo depozice lehkych fetézct (light chain
deposition disease). Riziko vyvoje MGUS do sym-

Nepfizniva prognéza Pfizniva prognéza Kritéria Nepfizniva prognéza
Cytogenetika International Staging System (ISS) | stadium 3

t(4;14) a t(14;16) t(11;14) 32-mikroglobulin >5,5mg/Il

hypodiploidie hyperdiploidie plazmablastova leukémie ano

Del 13gadel 17p13 normalni chromosomy ¢. 13 delece 17p pfitomna

ptomatického MM je celkové 1% ro¢né, nemocni
v$ak mohou byt Castéji ohrozeni jinymi internimi
komplikacemi.

Odbornici v oblasti myelomu nepovazuji v sou-
¢asnosti rutinni screening MGUS za indikovany.
Obvykla klinicka praxe, ktera odhali MGUS, spociva
v tom, Ze mezi rutinni laboratorni vysetfeni je bez
jasné argumentace zarazeno vy$etieni ELFO a Imu-
noelfo. IMWG (International Myeloma Working
Group) rozlisuje skupiny MGUS s vysokym a niz-
kym rizikem vyvoje do symptomatického MM po-
dle vyskytu sledovanych rizikovych faktord. MGUS
s nizkym rizikem charakterizuje nizké procento
(5%) vyvoje do MM za 20 let a pfiznivé laboratorni
nélezy (0 rizikovych faktora) (tab. 4.29.). Mezi ne-
mocné s nizkym rizikem se fadi ti, ktefi nemaji zad-
ny z definovanych rizikovych faktort progrese do
symptomatického myelomu, tj: 1. M-protein v séru
< 15 g/l, 2. M-protein typu IgG, 3. normalni pomér
lehkych fetézct (FLC) (0,26-1,65) (tab. 4.29.).

Opatfeni, ktera je podle souc¢asnych nazori nut-
no unemocnych s dignézou MGUS v ramci dispen-
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Tab. 4.29. Riziko vyvoje MGUS do symptomatického myelomu podle vyskytu rizikovych faktort

Rizikové faktory - pocet

Riziko

nizké (zadny rizikovy faktor)

stfedni / vysoké (1-3 rizikové faktory)

1. | M-protein <159/l <309/l
2. | izotyp M-proteinu [e]€] IgM, IgA
3. | FLC normalni abnormalni

% vyvoje MGUS do MM za 20 let

0 rizikovych faktor(: 5 %

3 rizikové faktory: 58 %
2 rizikové faktory: 37 %
1 rizikovy faktor: 21 %

FLC - volné lehké fetézce (free light chains); rf — rizikovy faktor

Tab. 4.30. Doporuceny sledovany algoritmus u nemocnych s MGUS (podle Kyle 2010)

trepanobiopsie + aspiracni punkce

Doporuceny klinicky postup sledovani Nizké riziko* Stiredni / vysoké riziko
(1-3 rizikové faktory)
vysetfeni kostni dfené pfi dg MGUS: ne ano**

kontrolni ELFO za 3—6 mésicl

za 3—6 mésicl

nalez bez vyvoje — kontrola ELFO

za 2-3 roky (ev. pfi novych obtizich)

za 6—12 mésicu

* viz charakteristika nizkého rizika v tab. 4.29.; FLC - voIné lehké fetézce (free light chains)
** vzdy po posouzeni véku, celkového stavu a event. komorbidit nemocného

zarizace provést, se lisi podle stupné rizika a jsou
shrnuta v tab. 4.30. Nazor na tento postup v$ak neni
jednotny (Berenson 2010), postup se lisi i na jed-
notlivych pracovistich v CR. Doporuceny postup je
proto teba chapat jako orienta¢ni, zasadné se vsak
fidi podle vyskytu rizikovych faktort, podle véku,
celkového stavu a event. komorbidit nemocného.
Riziko vyvoje MGUS do MM stoupa s vy$$im po-
¢tem rizikovych faktort, jak je uvedeno v tab. 4.29.

4.6.2. Myeloproliferace

Mezi myeloproliferativni choroby fadime chro-
nickou myeloidni leukémii (CML), skupinu Phi-
ladelphia negativnich myeloproliferativnich neopla-
zii (MPNs) a dal$i. O CML bylo dosti podrobné
pojednano v kapitole o molekularnégenetické dia-
gnostice, akutni leukémie jsou natolik diagnosticky
i klinicky specifickou oblasti hematologie, ze presa-
huji rdmec této monografie.

B Ph-negativni myeloproliferativni neoplazie

Z hlediska modernich diagnostickych moznosti jsou
dnes predmétem vétsiho zdjmu pravé Ph-negativni
myeloproliferativni neoplazie (MPNs Ph-neg), ne-
bot objevenim JAK2 mutace (2005) se zdsadné zmé-
nil pohled na patofyziologii, rozdéleni i diagnostiku
jednotek této skupiny myeloproliferaci.

Mutace JAK2 (Janus dinase; Janusova kinaza):
JAK2 mutace (JAK2V617F) je spole¢na $iroké sku-
piné Philadelphia negativnich (Ph-neg, také: BCR-

-ABL-negativnich) myeloproliferativnich neoplazii
(MPNs), dfive oznadovanych jako myeloprolifera-
tivni onemocnéni (MPD). Gen pro JAK?2 je lokali-
zovan na 9. chromosomu (9p24) a kéduje proteino-
vou tyrosinkindzu JAK2, kterd je jednou z rodiny
¢yt Janusovych proteinkindz (JAKI, JAK2, TYK2
a JAK3). JAK2 je exprimovana ubikvitné na vsech
burikach, véetné hematopoetickych, kde se uplatiiu-
je pri transdukci signalu a jako aktivator transkripce
(JAK STAT - signal transduction and transcription
activator) v mnoha buné¢nych procesech (prolifera-
ce, preziti...). Funk¢ni dusledek této mutace vede
k deregulaci JAK-STAT a nasledné abnormalni aku-
mulaci onkoproteinii s fenotypovymi projevy MPNs.
Stanovuje se metodou real-time PCR.

Mezi MPNs se Fadi ptivodni nozeologické jednot-
ky esencialni trombocytémie (ET) s vyskytem JAK2
mutace u 55 %, polycythaemia vera (PV) s pritkazem
JAK2 mutace az u 99% a primarni myelofibréza
(PMF) s mutaci JAK2 u 65 %. JAK2 mutace byla ob-
jevena také u podtypu myelodysplastického syndro-
mu (MDS) s prstencitymi sideroblasty (MDS-RS).
Objev spole¢né JAK2 mutace jednak vyznamné
uleh¢il diagnostiku MPNs a jednak podpotil kon-
cepci spole¢ného ptivodu myeloproliferativnich ne-
oplazii v geneticky transformované hematopoetické
kmenové bunice, ktera si zachovala schopnost multi-
linedrni diferenciace a efektivni myelopoézy. Proto
jsou uvedené nozologické jednotky chépany spise
jako fenotypové kontinuum s raznymi klinickymi
projevy zavislymi na urcité fazi vyvoje. Také vyskyt
JAK2 mutace u PMF, ktera se vyvine z predchozi
PV, je zachycen téméf u vSech nemocnych, tak jako
u ptivodni PV, zatimco u PMF po ET je JAK2 muta-
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ce zachycena v poloviné pripadd, tedy tak jako u ET.
Také navrhovana nova klasifikce MPNs tuto skutec-
nost odrazi a zahrnuje jen dvé skupiny — MPN JAK2
pozitivni a MPN JAK2 negativni.
Diagnoéza esencialni trombocytémie (ET) vy-
zaduje pritomnost nékolika kritérii:
® trvale zvySeny pocet trombocyti > 450 - 10%/1;
® priikaz ziskané JAK2 mutace;
® vylouceni jiné myeloproliferace (PV, PME, CML,
MDS);
vyloudeni reaktivni trombocytémie;
® trepanobiopticky nalez ukazuje zvySeny pocet
megakaryocytt, zejména hyperlobarnich forem,
hustota retikulinu neptevysuje stupen 2.
Dtive byla diagnéza ET stanovena az po vylouceni
jinych moznych pric¢in, dnes je diagnostika aktivni,
oprena u 50 % o pritomnost JAK2 mutace.
Primarni myelofibroza: je charakterizovana ab-
normalni proliferaci vice myeloidnich linii (viz
vy$e), zejména granulocytl a megakaryocyti, dale
masivni depozici kolagenu v kostni dfeni (fibr6-
zou), splenomegalii, extramedularni hematopoézou
a leuko-erytroblastickym obrazem v periferni krvi.
Diagndza obvykle necini obtize, zdkladni diferen-
cidlnédiagnosticka vysetfeni museji odlisit chronic-
kou myeloidni leukémii.

Z laboratornich a pomocnych vySetfeni provadi-

me zejména:

® natér periferni krve (morfologické atypie erytro-
cyth);

® vysetreni kostni dfené jak aspira¢ni (cytologie -
pritomnost mlads$ich forem bilé fady, megaka-
ryocytu a destic¢ek), tak trepanobioptické (histo-
logické vySetreni — stupen fibrozy, resp. celularity
kostni dfené);

® specialni vySetfeni (vylouceni Ph chromosomu,
resp. translokace bcr-abl) a obligatorné stanoveni
JAK2 mutace.

Polycythaemia vera je zminéna v kap. 4.5.1.7.

M Kritéria pro diagndzu
myelodysplastického syndromu

Myelodysplasticky syndrom (MDS) charakterizuji

® periferni cytopenie (jedné az t¥i vyvojovych
fad);

¢ dysplastické zmény jedné a vice zarode¢nych fad;

® cytogenetické zmény (napf. 5q-) a dalsi, casto
hyperplasticka krvetvorba ve dreni, ale také sni-
zeni rustu prekurzort bilé fady (CFU-GM) in
vitro.

Tab. 4.31. Nova klasifikace myelodysplastického syndromu (MDS) podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) a srovnani s dii-

véjsi FAB (French-American-British) klasifikaci

FAB klasifikace

MDS - WHO klasifikace

Nalezy v krevnim obraze

refrakterni anémie (RA)

refrakterni anémie (RA)

anémie
blasty: zddné nebo ojedinélé
monocyty < 1-10%I

(RCMD)

refrakterni cytopenie s multilinearni dysplazii

bicytopenie - pancytopenie
blasty: Zddné nebo ojedinélé
Auerovy tyce: nejsou
monocyty < 1-10%I

refrakterni anémie s prstencitymi

sideroblasty (RARS) (RARS)

refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty

anémie
blasty: zadné

refrakterni cytopenie s multilinedrni dysplazii
a prstencitymi sideroblasty (RCMD-RS)

bicytopenie - pancytopenie
blasty: Zddné nebo ojedinélé
Auerovy tyce: nejsou
monocyty < 1-10%I

refrakterni anémie s excesem blast
(5—19 % blastl ve dfeni)

refrakterni anémie s excesem blast( — 1 (RAEB-1)

cytopenie

blasty: < 5 %
Auerovy tyce: nejsou
monocyty < 1-10%I

refrakterni anémie s excesem blast — 2 (RAEB-2)

cytopenie

blasty: 5-19 %
Auerovy tyce: +/-
monocyty < 1-10%I

refrakterni anémie v transformaci do

AML (RAEB-t) 20—29 % blast( ve dfeni jako AML

neni stanovena, RAEB-t jednotka je jiZ zafazena

5q syndrom, neklasifikovany (MDS-U)

cytopenie
blasty: Zddné nebo ojedinélé
Auerovy tyce: nejsou

CMML

MDS/MPS, CMML, atypickd CMML, juvenilni CMML

MGC — megakaryocyty; CMML — chronickd myelomonocytarni leukémie; MDS/MPS — smiseny myelodysplasticky a myeloprolife-

rativni symdrom
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Tab. 4.32. (A) Mezinarodni prognosticky index podle WHO (W IPSS — International Scoring System for Evaluating Prognosis in
Myelodysplastic Syndromes) a (B) prognosticka stratifikace podle vyskytu rizikovych faktor(

(A)
BODY 0 0,5 1 1,5 2
% blastd v kostni dreni <5 5-10 = 11-20 21-30
karyotyp dobry stredni nepfiznivy
pocet cytopenii 0/1 2/3
(B)
Riziko Skore Median preziti (roky) AL roky
nizké 0 57 9,4
stredni | 0,5-1,0 3,5 33
stredni Il 1,0-2,0 1,2 1,1
vysoké >25 0,4 0,2

Diagnédza vyzaduje komplexni pfistup, prognostic-
ky zasadni jsou cytogenetické nélezy, velmi neptiz-
nivy je nalez komplexnich zmén karyotypu. Z hle-
diska praktického postupu v terénu by podezteni na
MDS méla vzbudit nejasna (pan)cytopenie, makro-
cytdza (i bez anémie) s normalnimi hodnotami vita-
minu B,, a kyseliny listové, monocytédza. Diagnos-
ticky postup u MDS reflektuje nové rozdéleni WHO
(tab. 4.31.) a jeho soudasti jsou jak rutinni, tak spe-
cialni vy$etfovaci metody. Prognosticky je MDS za-
fazen do tfi skupin, podle histologického typu MDS
a cytogenetickych zmén (tab. 4.32.). Diagnosticky
postup patti plné do rukou hematologa.

4.7. Vysetieni hemostazy
a hemokoagulace

Jan Kvasnicka

P1i vySetfovani hemostazy a hemokoagulace rozdé-

lujeme testy do skupin podle kvality poskytnuté

informace na:

® globdlni (pouzivame je jako screeningové, jejich
vysledek mtize byt ovlivnén poruchou na riizné
urovni celé hemostazy, a proto je pti patologic-
kych nalezech musime doplnit podrobnéjsim vy-
Setfenim);

® skupinové, které jsou zaméreny jiz na urcity sys-
tém (napt. vnitfni versus zevni koagula¢ni sys-
tém);

® specifické, kdy stanovujeme cilené napt. jednotli-
vé koagula¢ni faktory.

Z hlediska vySetfovacich metod lze testy rozdélit

na:

® funkéni, kdy hodnotime cas, za ktery dojde k vy-
tvoreni srazeniny (APTT, TT atd.);

® imunologické, kdy rtznymi metodami (vazba
protilatek na latexové partikule, imunoelektrofo-
réza, radialni difuze atd.) prokazujeme ptitom-

nost struktury, substratu (FDP, fibrin-monomery

apod.);
® biochemické s pouzitim syntetickych chromo-

gennich nebo fluorogennich substrati, které se
po enzymatickém odstépeni uvolni z vazby na
bilkoviny nebo peptidy. Intenzita zbarveni nebo
fluorescence je pak timérna koncentraci enzymu

(koagula¢ni faktory, slozky fibrinolyzy, antitrom-

bin).

Pti vySettovani hemostazy (krevni srazlivosti) hod-
notime vSechny slozky, které se na ni podileji, tj.
funkce cévni stény (schopnost vazokonstrikce) a stav
cirkulace, funkce krevnich desti¢ek a stav plazma-
tické koagulace. Dal$i skupina testt slouzi k vysetie-
ni fyziologickych faktorti zajistujicich koagulaéni
homeostazu, tj. prirozenych inhibitort koagulace
(antiproteazy - antitrombiny) a fibrinolytického
systému. Soucasné vyuzivame vysetfeni ke kontro-
le terapie poruch koagulace pii krvaceni a pfi hy-
perkoagula¢nich (trombofilnich) stavech. Soudasti
vySetfovacich postupt u trombofilnich stavi je vy-
Setfeni endotelidlnich funkci, vyuzivajici metod
molekularni biologie a dalsich.

V nasledujici kapitole délime z praktického hle-
diska testy podle oblasti hemostazy a koagulace,
kterou mapuji:
® primarni hemostaza;
hemokoagulace;
fibrinolyza;
inhibitory krevniho srazZeni.

Fyziologické poznamky

Pocate¢niho obdobi hemostdzy (primarni hemo-
staza) se Ucastni cévni sténa (vazokonstrikce) a krev-
ni desti¢ky s ndslednym vytvorenim primarniho
destickového trombu, ktery umoznuje provizorni
zastavu krvaceni. Na vzniku primdrniho desticko-
vého trombu se podileji i nékteré faktory zevniho
koagula¢niho systému, kalcium a fibrinogen. Akti-
vace desti¢ek za¢ina adhezi na endotel a subendote-
lidlni kolagen, kterou zprostfedkuje von Willebran-
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dav faktor. Pfi adhezi dojde ke zméné tvaru desticek
(dfive byla tato faze popisovana jako viskozni meta-
morfdéza) a k uvolnovaci reakei, tj. k degranulaci
a vyplaveni desti¢kovych faktor.

Soucasné je aktivovan cyklus kyseliny arachido-
nové, z jejichz produkti mé pro naslednou agregaci
nejvétsi vyznam tromboxan A,. Pti této prvni fazi se
jiz aktivuji prokoagula¢ni faktory, z nichz nékteré
jsou adsorbovany na desti¢kovém povrchu. Soucas-
ti cytoskeletu desticek je systém proteinovych mik-
rotubult, které tvori kontraktilni aparat desticky
(trombostenin), a ten v dalsi fdzi umozni kontrakci
destickovych agregétii a fibrinového koagula.

Plazmatické koagulacni faktory se tcastni krev-
niho srdzeni postupnou aktivaci. Schéma srazeni je
vSeobecné znamo a rozli$uje vnitfni a zevni koagu-
la¢ni systém. Vysledkem aktivace je pfeména pro-
trombinu na (enzym) trombin a ten zajistuje pre-
ménu fibrinogenu na fibrin, jehoZz monomery se
spojuji v polymery a jsou soucdsti definitivni hemo-
statické zatky.

K udrzeni homeostazy se soucasné aktivuji fibri-
nolytické mechanismy, jejichz zakladem je plaz-
minogen aktivovany mnozstvim tkanovych aktiva-
tort (t-PA) na proteolyticky plazmin, ktery zahaji
fibrinolyzu. Cilovou strukturou (i kdyz ne speci-
fickou) pro plazmin je fibrin (pfi vyssich koncent-
racich i fibrinogen a nékteré koagula¢ni faktory —
V, VIII). Pti §tépeni fibrinu a fibrinogenu vznikaji
degrada¢ni produkty fibrinu (FDP), které zpétné
tlumi polymerizaci fibrin-monomert, adhezivitu
a agregaci krevnich desti¢ek a uéinek trombinu na
fibrinogen. Plazmin sam je inaktivovan pfirozenymi
inhibitory fibrinolyzy - a,-makroglobulinem a anti-
trombinem (AT). Mechanismy srazeni krve a fibri-
nolyzy jsou tak vzajemné tizce propojeny a probihaji
paralelné jiz od samého pocatku procesu hemostazy.

4.7.1. Koagulacni faktory

Koagula¢ni faktory jsou v plazmé v neaktivni formé
a jsou postupné aktivovany v procesu krevniho sra-
zeni. Nékteré faktory (II, VII, IX, X, XI, XII, prekali-
krein) se uplatniiuji jako enzymy (serinové proteazy),
jiné jsou soucasti aktivnich komplext, tj. uplatiuji
se jako kofaktory (VIIL, V, vysokomolekularni kini-
nogen) pri tvorbé komplexii koagula¢nich faktort
s fosfolipidy.

Faktory II, VII, IX a X jsou vitamin K-depen-
dentni, v pritomnosti vitaminu K je karboxylovana
jejich molekula, coz umozni vazbu téchto faktorta
na fosfolipidy buné¢éné membrany a jejich dalsi ak-
tivaci s vyslednou funkéni schopnosti serinové pro-
tedzy, ktera aktivuje kaskadovitym zpusobem dalsi
faktory.

Nejvyznamnéjsim faktorem je fibrinogen, ktery
po rozstépeni trombinem vytvari v dal$im procesu
fibrinovou sit jako zéklad definitivniho trombu.

Rozeznavame vnitfni koagula¢ni systém (aktiva-
ce koagula¢ni kaskddy bez pritomnosti tkanového
faktoru), kam patii faktory XII, XI, IX, VIII, a vnéjsi
koagula¢ni systém (vnéjsi aktivace tkanovym fakto-
rem tromboplastinem - lipoproteinem pritomnym
ve véts$iné tkani), kde je kli¢ovy faktor VII. Oba sys-
témy sméfuji k aktivaci faktoru X, od néhoz je cesta

Ny

miftici k aktivaci trombinu stejna.

M Protrombin

Protrombin (faktor II) je chemicky glykoprotein
ajeho syntéza v jatrech je zavisla na vitaminu K. Pro
normalni funkci v procesu hemostazy staci 40 %
jeho normalni koncentrace. Je aktivovan faktorem
f. Xa (proteaza), za pritomnosti f. Va, kalciovych
iontu a fosfolipidu a podstata této aktivace spociva
ve dvoustupniovém odstépeni fragmentti s vysled-
nym vznikem trombinu s proteolytickym uc¢inkem
na fibrinogen (viz dale).

Koncentrace protrombinu jsou snizené u stavil
spojenych s malabsorpci vitaminu K, pfi jaternich
chorobach nebo pfi lé¢bé dikumariny. Vrozené hy-
poprotrombinémie jsou vzacné. Pii recidivujicich
trombozach, zejména s vyskytem u dal$ich ¢lent
rodiny, je nutné zvazovat vrozenou trombofilii pii
mutaci 20210G>A genu protrombinu (viz dale).

M Fibrinogen

Fibrinogen (faktor I) je glykoprotein o molekulové
hmotnosti 340 000, syntetizovany v jatrech, s polo-
¢asem 3-4 dny. Normalni plazmaticka koncentrace
je 2—4 g/1. Malé mnozstvi se nachazi také v a-granu-
lech trombocytt. Fibrinogen se fadi mezi bilkovi-
ny akutni faze, po maximalni stimulaci (IL-6, vliv
dexametazonu) muze byt jeho produkce az 20n4a-
sobna.

Molekula fibrinogenu se sklada ze tii para poly-
peptidovych fetézcii (a, B, y, resp. A, B, M). Trombin
$tépi fibrinogen na fibrinopeptidy A, B a fibrinové
monomery, které nasledné polymerizuji a tvori za-
klad fibrinové sité.

Plazmin $§tépi fibrinogen a fibrin za vzniku »de-
grada¢nich produktii« — nejprve vznika fragment X
(240 000 kD), potom mensi fragmenty Y + D (150 +
80 000 kD) a E + D (53 000 + 80 000 kD). Jiz frag-
menty Y + D (a mens$i) maji schopnost inhibovat
polymerizaci fibrinu (prodlouzi trombinovy <as).
Stanoveni D-dimerti se vyuzivd v diagnostice jak
hyperkoagula¢nich stavii (trombdzy, embolie — viz
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tab. 4.30.), tak stavl spojenych s krvacenim (dise-
minovana intravaskularni koagulace).
Zvyseni hodnot fibrinogenu:
o fyziologicky s vékem, u Zen po menopauze a také
ve tfetim trimestru gravidity (4-6,5 g/1);
® po peroralnich kontraceptivech;
® pri zanétlivych procesech (infekénich i neinfeké-
nich, kolagendzach, infarktu myokardu, pankrea-
titidé apod.);
pri chorobach jater;
prti diabetes mellitus;
u kurakd;
pti hypertriacylglycerolémii.
Zvyseni hodnoty nad 5g/1 je provazeno vyssi inci-
denci arteridlnich trombdz.
SniZeni hodnot fibrinogenu:
® pti diseminované intravaskularni koagulaci (DIC)
(konzumpce);
® pritézkych chorobach jater (nedostatecnd syntéza);
® po lécich, alkoholu;
® pti afibrinogenémii, dysfibrinogenémii.

W Von Willebrandiiv faktor

Von Willebrandtiv faktor (vWEF) je syntetizovan
v trombocytech (a-granula) a endoteliich. Uvolnuje
se z endotelii soucasné s tkanovym aktivitorem
plazminogenu (t-PA) pti indukei (adenosindifosfat
— ADP, trombin, kolagen, ristocetin) a vaze se na
povrch aktivovanych trombocyttl. Zprostredkuje
adhezi desti¢ek na poskozeny subendotel, slouzi
jako nosi¢ faktoru VIIIL.
Deficit vWF je spojen:
® s prodlouzenim krvécivosti;
® poruchou adheze desticek;
® poruchou agregace po ristocetinu (na rozdil od
hemofilie A).

4.7.2. Inhibitory koagulacnich faktorii

Jde o systém prirozenych inhibitort, které inhibuji
aktivitu koagula¢nich faktorti a pomahaji tak udrzo-
vat rovnovahu hemostatickych mechanismt.

Podle cilového ucinku se déli na:
¢ inhibitory serinovych proteaz;
¢ inhibitory kofaktort koagula¢nich faktorti.

B Inhibitory serinovych proteaz
Antitrombin

vevys

la¢nich faktord, se tvofi v jatrech a v endoteliich.
Spolu s kofaktorem heparinu II napliuje az 80 %

inhibi¢ni aktivity plazmy. Chemicky jde o glykopro-
tein. Neni to enzym a s koagula¢nimi faktory tvori
stabilni inaktivni komplexy, které jsou pak vychyta-
vany v RES. Nejvy$si aktivitu ma vici trombinu, se
kterym vytvori bimolekularni komplex — trombin
nejprve roz§tépi molekulu AT - a nasledné se s nim
vaze za vzniku neaktivniho komplexu. Dale inhibu-
je aktivitu faktort Xa, IXa, XIa a XIIa, neovliviiuje
faktor VIIa. Inhibi¢ni vazba na trombin je vyznam-
né urychlovana heparinem, nedostatek AT vede
casto k selhani 1é¢by heparinem. Za jesté normalni
koncentraci v plazmé je povazovano 70 %.

SniZzené koncentrace AT jsou nachdzeny u DIC
(konzumpce), pii 1é¢bé heparinem, ke sniZeni do-
chazi u jaternich chorob (syntéza), po peroralnich
kontraceptivech a u diabetikt. Kongenitalni defekt
syntézy AT (autosomalné dominantni dédi¢nost,
homozygocie je obvykle neslucitelnd se Zivotem) je
spojen s recidivujicimi Zilnimi trombdzami dolnich
véku (10-35 let). Nedostatek AT se fadi mezi tzv.
trombofilni stavy. Je vhodné poznamenat, ze pro
uspésnou lé¢bu heparinem je nutna normalni kon-
centrace AT. Vzhledem k tomu, Ze heparin ptsobi
antikoagula¢né prostiednictvim AT, je pfi nedostat-
ku AT heparinizace neti¢inna.

Kofaktor heparinu i

Stejné jako AT tvori kofaktor heparinu II inaktivni
komplex s trombinem, neinhibuje faktor Xa. Jeho
fyziologicka tloha je tedy stejna jako u AT - inakti-
vuje trombin, ale reakce je pomalejsi. Urychluje ji
heparin, dermatansulfat a heparoidy pritomné na
povrchu endotelii.

Heparin

Jde o polysacharid fyziologicky vytvareny v hepari-
nocytech, zejména plic a tenkého stfeva. Za fyziolo-
gickych podminek neni v plazmé pfitomen. Je tvo-
fen nékolika nizkomolekularnimi frakcemi od 5 do
40 000. Velikost molekuly ovliviiuje afinitu k jed-
notlivym serinovym protedzam. Nizkomolekularni
frakce maji vys$si afinitu k faktoru Xa, vysokomole-
kularni k trombinu. Vysoka ionizace molekuly (ne-
gativni povrchovy naboj) je podstatou jeho reakce
s krevnimi destickami (muze vyvolat agregaci desti-
¢ek se sekundarni trombocytopenii) a bilkovinami
plazmy.

Alfa,-antitrypsin
Alfa,-antitrypsin inhibuje faktor Xa a leukocytarni
a pankreatické protedzy.

Cl-inhibitor esteraz
Cl-inhibitor esteraz inhibuje faktory XIIa, XIa a ka-
likrein, faktory kontaktni faze pocatku koagulac-
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ni kaskady. Fyziologicky jde o prvni komponentu
komplementu.

Alfa,-antiplazmin
Cilem inhibice je predev$im plazmin, méné pak
ostatni proteazy (XIIa).

Alfa,-makroglobulin

Alfa,-makroglobulin je vysokomolekularni inhibi-
tor vSech koagula¢nich faktorii. Vazbou na jejich
molekulu nezpiisobi jejich Gplnou inaktivaci, ale za-
brani jejich t¢inku. Jde o bilkovinu akutni faze, jeho
zvy$end koncentrace se inhibi¢né uplatiiuje pfi in-
fekcich, kdy muze byt sniZena aktivita AT, kterou
a,-makroglobulin mtiZze nahradit.

B Inhibitory kofaktorii koagulacnich faktori

Protein C

Protein C je glykoprotein, enzym, serinova protedza
zavisld na vitaminu K. Jeho syntéza probiha v jat-
rech. Funkéné je inhibitorem kofaktorti koagulac-
nich faktort (faktory V, VIII). Je aktivovan trombi-
nem, resp. komplexem trombinu a trombomodulinu
(bilkovina tvorena v endoteliich plicnich cév a pla-
centy). Aktivovany protein C zabranuje uvolnéni
inhibitoru aktivatoru fibrinolyzy (PAI-1) z endotelii
a tak usnadnuje fibrinolyzu. Sém muiZe byt inaktivo-
van antitrombinem.

Ziskany deficit provazi jaterni nemoci ¢i poruchy
metabolismu vitaminu K, nékdy pozdni gestézu.
Vrozeny deficit se v heterozygotni formé projevi (jiz
v détstvi) recidivujicimi »idiopatickymi« Zilnimi
trombdzami dolnich koncetin a atypickych mist,
u dospélych i koznimi nekrézami po 1é¢bé dikumari-
ny. Homozygotni forma ¢asto kon¢i smrtelné rozsah-
lou mikrotrombézou kapildr (purpura fulminans).
Nedostatek proteinu C se fadi mezi tzv. trombofilni
stavy s az 10krat vys$im rizikem vzniku trombozy.

Kromé deficitu proteinu C se v pomérné vysoké
prevalenci (3-15 %) zjistuje rezistence na aktivovany
protein C (APC-rezistence — APC-R). Vétsinou se
jednd o dédi¢nou trombofilii pti tzv. leidenské mutaci
genu koagula¢niho faktoru V. Pi této mutaci je poru-
$ena zpétné vazebna inhibice aktivovaného FVa s ak-
tivovanym proteinem C. Tato mutace se ur¢uje mole-
kularnégenetickym vy$etfenim. Vice je uvedeno nize.

Ziskanou APC-R pozorujeme v téhotenstvi, po
peroralnich kontraceptivech, pti lupus antikoagu-
lans, pti zvy$ené koncentraci faktoru VIII a nizké
koncentraci proteinu S.

Protein
Protein S je strukturné podobny proteinu C, nejde
vSak o enzym, ale o proteinovy kofaktor proteinu C

pri inaktivaci faktort V a VIIL. Je syntetizovan v jat-

rech a v megakaryocytech a endoteliich.
Nedostatek proteinu S se klinicky projevi stejné

jako nedostatek proteinu C, riziko trombofilie u vro-

vy

zeného deficitu je asi 5krat vyssi.

4.7.3. Fibrinolyticky systém

Vyznam fibrinolytického systému spociva ve vcas-
ném odstranéni fibrinu vzniklého pfi prokoagula¢ni
aktivité. Tak je usmérnovana homeostaza krevniho
srazeni.

Plazminogen, plazmin

Plazminogen je jednotetézcova bilkovina, ze které
po dvoufazovém odstépeni ¢asti molekuly vznikd
plazmin, ktery se pak vaze na fibrin a §tépi jej. V plaz-
meé je rychle inaktivovan antiplazminem.

Plazmin je serinova protedza, ktera $tépi prede-
v$im fibrinogen, fibrin, ale také faktory VIII a V.
Fibrinogen je $tépen postupné na mensi fragmenty,
které muzeme detekovat (viz vyse).

Aktivatory plazminogenu

Tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA) je glyko-
protein syntetizovany v endoteliich, z nichz se uvol-
nuje po podnétu vyvolaném rdznymi medidtory
(trombin, adrenalin, desmopresin), ale i mechanic-
kymi inzulty (télesna zatéz, komprese cév). V obéhu
se vaze na fibrin, s nimz pak tvori komplex s plazmi-
nogenem. Je rychle inaktivovan PAI-1 (inhibitorem
aktivatoru plazminogenu). Rekombinantni t-PA se
pouziva v 1é¢bé tromboembolické nemoci.

Urokinaza

Jde o endogenni aktivitor plazminogenu, enzym,
serinovou protedzu. Vytvari se predevsim v ledvi-
néch, ale i v jinych tkanich. Inaktivni forma (pro-
-urokindza) je v plazmé $tépena plazminem nebo
trombinem na dva retézce, které se aktivné vazou
na plazminogen a $tépenim jej aktivuji. Dvouretéz-
cova urokinaza je aktivnéjsi nez lehky retézec.

Inhibitory tkanového aktivatoru plazminogenu

Inhibitory tkanového aktivatoru plazminogenu se
fyziologicky vytvareji zejména v endoteliich (PAI-1),
v placenté (PAI-2), v hepatocytech a v destickach.
Pii fibrinolyze se plazminogen a aktivatory plazmi-
nogenu (t-PA) vazou na fibrin a pfi tom jsou sou-
¢asné aktivovany inhibitory aktivatoru plazmino-
genu (PAI), které vyznamné prevys$uji koncentraci
plazminu, a tak blokuji nadmérnou fibrinolyzu. Pi-
sobeni inhibitort plazminogenu je predevsim lokal-
ni, mistné lokalizované na fibrin. PAI-1 je nejvy-

ey

znamnéj$im regulatorem fibrinolyzy. Polymorfismus
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genu PAI-1 (synonymum serpin E1) 4G/5G (-675
4G/5G, 1rs1799889) souvisi s deleci nebo inzerci
guaninu G v pozici -675 v promotorové oblasti genu
PAI-1, ktery je lokalizovan v oblasti chromosomu
7q21.3-q22. Alela 4G (s deleci guaninu) vede k zvy-
Senému prepisu genu PAI-1, protoZe ztraci represo-
rovou funki, a tim i ke zvySeni produkce inhibitoru
aktivatoru plazminogenu typu 1 (PAI-1). Alela 5G
(s inzerci guaninu) naopak represorovou funkci
plni. Osoby s genotypem 4G/4G pak maji hladinu
plazmatického PAI-1 o 25 % vyssi nez homozygoti
s genotypem 5G/5G a pii zatézi u nich dochazi
k vy$si inhibici aktivity aktivatoru plazminogenu
a tim ke snizeni fibrinolyzy.

4.7.4. Testy pouzivané k vysetieni hemostazy,
koagulace a fibrinolyzy

Uvadime predev$im testy standardné pouzivané,
z metod stanoveni specialnich faktort jen nékteré
a spiSe informativné, nebot ty jsou indikovany a pro-
vadény pouze specializovanymi hematologickymi
pracovisti.

B Testy primarni hemostazy

K testim primarni hemostazy patfi:

pocet desticek;

krvacivost (Duke, Ivy);

morfologie desti¢ek natéru;

konzumpce protrombinu;

retrakce koagula;

odolnost kapilar (Rumpelav-Leedeho test);
funkce desti¢ek (agregace, adheze, uvoliiovaci re-
akce, destickové faktory 3 a 4);

® trombin generacni test.

Nékteré z téchto testu se jiz prakticky nepouzivaji,
proto jen velmi stru¢né uvedeme jejich principy.
Nékteré specidlni testy (stanoveni glykoproteint
destickové membrany priatokovou cytometrii, uvol-
novaci reakce trombocytarnich granul, stanoveni
trombocytarnich faktort, vySetfeni trombocytar-
nich aloantigent, aloprotilétek a autoprotilatek) pre-
sahuji ramec této publikace.

Pocet desticek

Provadi se pti rutinnim vyS$etfeni periferniho krev-
niho obrazu. V souvislosti s poklesem poétu desti-
¢ek zde jen pripomeneme heparinem indukovanou
trombocytopenii II. typu a v souvislosti s trombocy-
témii reaktivni stavy (infekce, malignity, zanétlivé
procesy).

VySetfeni krvacivosti (bleeding time, metody
podle Dukeho a Ivyho)
Charakteristika: globalni test primarni hemostazy.

Princip: urceni doby, za kterou dojde na kizi
(usni lalticek) v misté vpichu ke spontanni zastavé
krvaceni (Duke). V soucasné dobé se dava prednost
metodé podle Ivyho (souprava Simplate), pii které
se na predlokti stazeném manzetou pti 40 torrech
provedou tfi pri¢né povrchni mélké fezy specialni
ziletkou. Test je citlivéjsi pti zjistovani poruch des-
tickovych funkci. Vysledek je ovlivnén jak desti¢-
kovou, tak i cévni slozkou (vazokonstrikce). Délka
krvacivosti koreluje s poctem desticek do 75 - 10%/1,
pti hlubsi trombocytopenii se ¢as progresivné pro-
dluzuje.

Hodnoceni: normalni ¢as do zastavy krvaceni je
2-5 min, pti hodnoté v rozmezi 5-10 min je vhodné
vySetfeni pred definitivnim zdvérem zopakovat.

ProdlouZeni:

® trombocytopenie — trombocytémie, trombocyto-
patie;
vaskularni pric¢iny, 1é¢ba vazodilatancii (chybi
kontrakce prekapilar po poranéni);
® deficit vVWE;
® hypo- a afibrinogenémie;
® ]éc¢ba salicylaty (inhibuji agregaci).
Doplnkova (diferencialnédiagnosticka) specialni vy-
Setfeni: morfologie a funkce desticek (indukovana
agregace destic¢ek), konzumpce protrombinu, retrak-
ce koagula, tromboplastinovy genera¢ni test, VWE,
vySetfeni fibrinogenu (afibrinogenémie), Rumpe-
ltv-Leedeho test.

Soucasny vyznam testu: test se stale pouziva, stan-
dardné pti predoperaénim vysetteni. Podavd infor-
maci o primarni hemostaze.

Test konzumpce protrombinu (konzumpéni
protrombinovy test - serum prothrombin
consumption)

Charakteristika: skupinovy test — postihuje desti¢-
kovou i plazmatickou aktivitu (na pfeméné pro-
trombinu v trombin se ti¢astni jak desti¢ky — desti¢-
kovy faktor 3, tak i slozky krevni plazmy).

Princip: stanoveni mnozstvi protrombinu, které
zlstane v séru po vysrazeni vy$etfované krve. Nor-
malné obsahuje sérum jednu hodinu po skonceni
koagulace 3 % hodnoty protrombinu plazmy. Pri
poruse desti¢kovych nebo koagula¢nich faktort zii-
stava protrombinu vice, nebot nebyl spotfebovan
pti defektni koagulaci.

Hodnoceni: normalni koagula¢ni ¢asy neklesnou
pod 35 sekund. Ke sniZeni konzumpce protrombinu
(kratsi ¢asy) dochazi pri:

1. trombocytopenii, trombocytopatii, trombastenii;
2. deficitu koagula¢nich faktort (V, VIIL, IX, X, XI,
XII);
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3. pritomnosti cirkulujiciho antikoagulans.

Doplnkové (diferencialnédiagnosticka) vysetteni:

ad 1. krvacivost, morfologie a funkce desticek - ag-
regace destic¢ek in vitro, retrakce koagula, trom-
boplastinovy genera¢ni test;

ad 2. PTT, faktory VIII, IX, faktory V, XI, XII;

ad 3. PTT, TT (trombinovy ¢as).

Soucasny vyznam testu: test je dnes uz zastaraly, vy-

znam byl zejména pro zjisténi funkce desticek.

Retrakce koagula (clot retraction)
Princip: stanovi se podle mnozstvi séra vypuzeného
z koagula po jeho retrakci.

Provedeni: do graduované zkumavky ve vodni
lazni se napipetuje 5ml Zilni krve, vlozi se sklené-
na ty¢ka. Za hodinu se vytahne koagulum, zkumav-
ka se odstfedi a na stupnici se ode¢te mnozstvi (ml)
vypuzeného séra, které ve zkumavce ziistalo. Po vy-
nasobeni dvaceti se ziskd mnozstvi séra v procen-
tech.

Hodnoceni: normalni hodnoty dosahuji 40 %
(30-50 %).

SniZeni retrakce: pii trombocytopenii, trombo-
cytopatii.

Soucasny vyznam testu: dnes se test jiz prakticky
nepouziva.

Test fragility kapilar - Rumpeliiv-Leedeho test
(capillary fragility)

Tento test md omezeny diagnosticky vyznam. Je sil-
né pozitivni pfi trombocytopenii, trombocytopatii,
u vaskuldrni purpury, jaternich onemocnéni a né-
kdy pti diabetu.

Provadi se stazenim manzety tonometru na pazi
pti 100 torrech po dobu 10 minut a na plose 10 cm?
se pocita pocet petechii (pozitivita pti poctu pete-
chii nad 10). Dnes je test jiz zastaraly.

Srazlivost celé krve (Leeova-Whiteova metoda
- whole blood clotting time)

Jde o zastaralou metodu, kterd se dnes uz neuziva
pro nedostate¢nou senzitivitu. Pfi nedostatku koa-
gula¢nich faktortt mtze byt doba srazeni krve ve
zkumavce prodlouzena nad 8 minut.

Agregace desticek (platelet aggregation)
Charakteristika: specialni test primarni hemostazy
zjistujici kvalitativni poruchy destickové funkee.
Princip: zjisténi schopnosti destic¢ek pfilnout vza-
jemné k sobé (na rozdil od vySetfeni adheze, tj.
schopnosti prichytit se na jiné nez »nedestickové«
povrchy, napt. sklo). Fyziologicka agregace za pri-
tomnosti ADP je v laboratornich podminkach pro
rozliSeni riznych patologickych stavii indukovana
i jinymi substraty, napt. adrenalinem, kolagenem,
trombinem, ristocetinem, arachidonovou kyselinou

(AA), kationickym propylgalatem (CPG), peptidem
aktivujicim trombinovy receptor (TRAP-6).

Hodnoceni: turbidimetricky na optickém agrego-
metru nebo impedan¢né podle zmény impedance
v zavislosti na velikosti destickového agregatu.

1. Optickd transmisni agregometrie

(LTA - light transmission aggregometry)
Transmisni agregometrie je standardni metoda pro
stanoveni funkce desticek. Stanoveni probiha na op-
tickém analyzatoru, ktery méfi zménu prichodu
svétla (transmise) v kyveté se vzorkem plazmy bo-
haté na desticky (PRP) inkubovanym pii 37 °C po
vyvolani agregace induktorem. Po pfidani indukto-
ru desti¢ky zméni tvar z diskd na kulaty s pseudo-
podii (maly pokles v priichodu svétla) a poté vytvo-
I agregaty (velky vzestup intenzity proslého svétla).
Agregace je vyjadfena v procentech.

Normalni hodnoty: 60-90 %.

2. Impedancni agregometrie

(MEA - multiplate electrode aggregometry)
Impedanéni agregometrie je standardni metoda
predevsim pro sledovani u¢innosti protidestickové
1é¢by, déle pro stanoveni funkce desti¢ek, HIT, von
Willebrandovy choroby. Ke stanoveni se pouziva
vzorek plné krve v hirudinu, popt. v citratu. Méfi se
rychlost a rozsah vzestupu impedance po pridani
agrega¢niho ¢inidla. Impedance roste v dusledku
agregace desti¢ek ve vzorku a nasedani agregatt
na méfici elektrody v kyveté. Vysledna aktivita des-
ticek se vyjadfuje jako plocha pod agrega¢ni kiiv-
kou AUC (AU*min), novéji se zavadéji jednotky
U (Units).

Nejcastéji pouzivané testy:

ADPtest: agregace desti¢ek po indukci ADP, vy-
soce specificky test vhodny pro sledovani u¢innosti
inhibitort receptoru pro ADP P2Y,, i antagonistt
Gp IIb/11Ta.

ADPtest HS: vysoce senzitivni ADPtest, pro zvy-
$eni senzitivity testu se ke vzorku pred ADP pridava
prostaglandin E, (PGE,).

TRAPtest: kontrola funkénosti desti¢ek neovliv-
nénd ASA a klopidogrelem, induktorem je TRAP 6,
vliv antagonistd GpIIb/IIIa.

ASPItest: agregace desti¢ek po indukci AA, test
vhodny pro sledovani u¢innosti inhibitort cyklo-
oxygenazy — kyselina acetylsalicylovd, vliv antago-
nistt GplIb/IIIa.

ASPI ASA: agregace desti¢ek po indukci kyseli-
nou arachidonovou s ASA pridanou in vitro, kont-
rolni test pro rezistenci na ASA.

Dalsi testy: RISTOtest, COLtest,...

Normalni hodnoty:
ADPtest 569-1130 AU*min
ADPtest HS 425-998 AU*min
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TRAPtest 836-1280 AU*min
ASPItest 706-1148 AU*min
ASPI ASA  0-100 AU*min

V nékterych laboratorich se normalni hodnoty uva-
déji zvlast pro muze a Zeny, protoze se podle dostup-
né literatury lisi.

3. Rychlé vysetieni funkce desticek na PFA 100
(platelet function analyzer)

Systém PFA tvori ptistroj a méfici ¢ast, do které se
vklada testovaci cartridge, v niz se v umélém pro-
stfedi simuluje proces adheze a agregace desticek.
Vzorek plné citratové krve prochazi v cartridge ka-
pilarou k bioaktivni membrané. Desticky nasledné
agreguji v diledku stimulace induktory pfitomnymi
na membrané. Dochazi k uzavfeni membrany, vy-
tvoreni trombu. Méfi se doba od pocatku reakce
do uzavfeni otvoru na membrané — ¢as uzavieni CT
(closure time).

Testovaci cartridge Col/ADP a Col/EPI obsahuji
na své bioaktivni membrané kolagen, ktery vyvola
adhezi desticek, a dale fyziologicky induktor, ADP
nebo epinefrin, ktery zpusobi agregaci desticek.
Cartridge Col/ADP je ur¢ena pro stanoveni normal-
ni funkce desticek, Col/EPI pro sledovani u¢innosti
protidestickové 1é¢by ASA.

Cartridge Innovance PFA P2Y je urcena ke zji$-
téni blokace desti¢kového receptoru pro ADP P2Y,,
u pacientd, ktefi jsou lé¢eni antagonistou receptoru
P2Y,,. Aktivini membréna uvnitf cartridge je pokry-
ta ADP a pro zlep$eni diagnostického tcinku také
ionty vapniku a PGE,.

Normalni hodnoty:

CT (Col/ EPI) = 84-160 s
CT (Col/ADP) = 68-121 s
CT (PFA P2Y) < 106 s

4. VerifyNow systém
VerifyNow System je na turbidimetrickém principu
zaloZeny opticky detekéni systém, ktery méfi induko-
vanou agregaci trombocytu. Systém se sklada z pri-
stroje, jednorazového testovaciho zafizeni a materia-
It pro kontrolu kvality. Pristroj provadi postupné
vSechny ukony — temperuje, micha vzorek a reagen-
cii, provadi diagnostiku. Po dokonceni testu vyhod-
noti funkci trombocytt a vysledek zobrazi na displeji.
Vzorek plné antikoagulované krve piistroj preva-
di ptimo z odbérové zkumavky do jednorazového
testovactho zafizeni. Toto zatizeni obsahuje mikro-
castice s navazanym lidskym fibrinogenem, reagen-
cii startujici agregaci trombocytt a pufr.

Dostupné testy

VerifyNow IIb/IIIa: test pro méfeni stupné blo-
kady funkce receptortt GP IIb/IIla u nemocnych Ié-
¢enych abciximabem nebo eptifibatidem.

Vysledek je vydavan v jednotkach PAU (platelet
aggregation units).

VerifyNow Aspirin: test umoznujici detekci dys-
funkce trombocytt navozené podavanim ASA, in-
duktorem je arachidonova kyselina.

Vysledek je vydavan v jednotkach ARU (aspirin
reaction units). Interpretace vysledku je zaloZena
na cut-oft 550 ARU. Vysledek > 550 ARU — nebyla
detekovana dysfunkce trombocyti odpovidajici efek-
tu ASA. Vysledek < 550 ARU - byla detekovana dys-
funkce trombocytt odpovidajici efektu ASA.

VerifyNow P2Y ,: test pro méreni stupné bloka-
dy funkce P2Y,, receptort trombocyta.

V tomto testu dochazi ke stanoveni agregace
po indukci ADP/PGE,, ktery aktivuje trombocyty
bez formovani fibrinu. Tato zména optického signa-
lu je vyjadrena v jednotkach PRU (platelet reaction
units). V jiném meéficim prostoru jsou dalsi induk-
tory — iso-TRAP (thrombin receptor activating pep-
tid) spole¢né s PAR4-AP (PAR4 aktivujici peptid)
a mikrodastice s navazanym fibrinogenem. Vysled-
kem zmény priichodu svétla v tomto prostoru je
BASE vzorku — zékladni destickové funkce.

Z PRU a BASE se spocita % inhibice, tj. procen-
tualni zména agregace.

Riizné chorobné stavy vykazuji riizny stupen po-
ruchy agregace pri pouziti riznych induktort (vy-
uziti napt. pii zjisténi podtypu von Willebrandovy
choroby podle agregace desti¢ek po ristocetinu; dia-
gnostika Bernardova-Soulierova syndromu). Abnor-
malni hodnoty podpoii diagnézu Glanzmannovy
trombastenie, Bernardova-Soulierova syndromu,
von Willebrandovy choroby, rtiznych kongenital-
nich trombocytopatii (z nedostatku cyklooxygena-
zy, nedostatku skladovacich granul, poruchy uvol-
novaci reakce, syndrom Hefmanského-Pudlaka).

Abnormadlni hodnoty:
® vyse uvedené jednotky;
® ]écba salicylaty, nesteroidnimi antirevmatiky, an-

tagonisty desti¢kového receptoru pro ADP P2Y,

(klopidogrel, tiklopidin), antibiotiky (peniciliny,

cefalosporiny), blokatory vapnikovych kanald,

dextranem, nékterymi antidepresivy aj.

Soucasny vyznam testii: provadéji se ve vysoce spe-
cializované laboratoti. Dnes slouzi spiSe k odhaleni
neodpovidavosti pacientit 1é¢enych protidesticko-
vymi léky (zejména po intervenc¢nich kardiologic-
kych postupech po prodélané akutni koronarni pri-
hodé), kde zejména u klopidogrelu je zndma az ve
30% snizena odpovéd na tuto lé¢bu. Neodpovida-
vost, tj. normalni hodnoty, nebo nedostate¢né sni-
Zena agregace po pridani ADP vede u téchto ne-
mocnych k zhor$eni jejich klinického stavu a vy$si
umrtnosti.
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Adheze desticek (platelet adhesion)
Slouzi k vysetteni destickovych funkci. Jde o ire-
verzibilni prilnuti desti¢ek na jiné povrchy nez des-
tickové. Kvalita a stupenn adheze zavisi na mnoha
faktorech, kromé jiného na destickovych glykopro-
teinech a poctu erytrocyt. Adheze in vivo na cévni
endotel zavisi na kvalit¢ endotelu a plazmatické
koncentraci vWE

Test se provadi rtiznymi technikami, obvykle ve
sloupci sklenénych kulicek, a rozdil poctu desticek
po prichodu kolonou je méfitkem adheze. Vyuziti
u von Willebrandovy choroby dnes ustupuje do po-
zadi.

Soucasny vyznam testu: provadi se jiz jen vyji-
mecné, pouze ve vysoce specializované laboratofi.

Trombin generacni cas
Sledovani generace trombinu je univerzalni metoda
pro monitorovani funkce hemostatického systému.

Test je zalozen na monitorovani formace trombi-
nu s fluorogennim substratem pti aktivaci koagu-
la¢ni kaskady tkanovym faktorem.

Pfi sledovani generace trombinu se vyhodnocuji
tyto parametry :
® Jag phase (t lag)

¢as do zacatku generace trombinu (min)
® time to peak (t peak)

¢as dosazeni maximalni formace trombinu (min)
® peak (peak trombin)

maximalni koncentrace formace trombinu (nM)
® slope (VI)

Rychlost formace trombinu za minutu:

peak trombin

velocity index (nM/s) = t peak — t lag

® AUC = ETP (endogenni trombinovy potencial)
Pouzitim reagencii o rtizném obsahu tkanového
faktoru (TF) a fosfolipiddt (PL) muzeme sledovat
rtizné poruchy koagula¢niho systému.

Reagencii TGA RB (nizky obsah TF a PL) je
vhodné pouzivat pii sledovani kocentrace faktoru
VIII, event. inhibitort faktoru VIII, reagencii TGA
RC low (nizky obsah PL a vys$$i obsah TF) u trom-
bofile nebo naopak u krvacivych stavii a reagencii
TGA RC high (vysoky obsah PL a vyssi obsah TF)
pro monitorovani antikoagula¢ni terapie.

B Hemokoagulacni testy

A.Globalni, skupinové, vyhledavaci
1. parcidlni tromboplastinovy ¢as (PTT), resp.
aktivovany parcidlni tromboplastinovy cas
(APTT);
2. protrombinovy test — Quickuv test (hodnoti se
International Normalized Ratio - INR), syno-

nymum: tromboplastinovy test, protrombino-
vy komplex (prothrombin time);

3. trombinovy ¢as (TT);

4. konzump¢ni protrombinovy test;

5. retrakce koagula.

B.Specifické

1. izolované ureni faktoru (I, II, V, VII, VIII, IX,
X, XI, XII, XIII);

2. tromboplastinovy generaé¢ni test;

3. urceni antitrombinu.

Parcialni tromboplastinovy ¢as (partial
thromboplastin time - PTT, synonymum
parcialni tromboplastinovy kefalinovy test)
Charakteristika: skupinovy test vnitfniho koagu-
la¢niho systému.

Princip: urtujeme rekalcifikaéni cas citratové
plazmy zbavené krevnich desti¢ek, k niz jsme prida-
li extrakt majici vlastnosti tkaniového tromboplasti-
nu (fosfolipid). (Parcidlni tromboplastin = kefalino-
vy extrakt - fosfolipid - tkanového tromboplastinu.
Ma stejné koagula¢né stimulujici vlastnosti jako
desti¢kovy faktor 3 - fosfolipid membrany.)

Hodnoceni: normélni hodnoty kolisaji podle uzi-
tého kefalinu mezi 50 a 80 sekundami.

ProdlouZeni: nedostatek faktora XII, XI, IX,
VIII, déle X, V, II, L.

Soucasny vyznam testu: nepouziva se pro poma-
1é ¢asy, byl nahrazen APTT (viz dale).

Aktivovany parcialni tromboplastinovy
cas (APTT - plasma-activated partial
thromboplastin time)
Princip: stejné jako PT'T, reagencie muze obsahovat
fosfolipidy Zivocisné, rostlinné nebo syntetické a za-
roven se jako aktivator, jenz zvét$uje kontaktni po-
vrch a maximalné aktivuje faktory XII a XI, pridava
kyselina elagova nebo kfemicitany.
Hodnoceni: normalni hodnoty 25-40 s.
Komentdi: APTT je zavisly predev$im na Cinite-
lich pocate¢nich obdobi koagulace - na faktorech
XII, X1, IX, VIII - a teprve ve druhé fadé jsou zachy-
ceny faktory X, V, II, L.
ProdlouZeni:
® hemofilie A, B (nedostatek faktord VIII, IX),
vzacné XII, XI;
® DIC, hyperfibrinolyza (konzumpce faktori);
® ziskany (vét§inou prechodny) nedostatek faktoru
VIII pfi masivni krevni transfuzi, po PNC;
® nedostatek faktort I, IL, V, X;
® podavani inhibitort krevniho srazeni (heparinu);
o fyziologicky u kojenctl.
Soucasny vyznam testu: pouziva se rutinné, stan-
dardné pri predoperaénim vySetfeni, pti kontrole
1é¢by heparinem, davé se mu prednost pred trom-
binovym casem (viz dale). Muze se také pouzit
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k orienta¢ni kontrole u¢innosti pfimého inhibitoru
trombinu dabigatran etexilate.

Trombinovy ¢as (TT - thrombin time)
Charakteristika: globalni orienta¢ni test vnitfniho
koagula¢niho systému.

Princip: vyjadiuje rychlost tvorby fibrinu in vit-
ro. Jde o koagulaci plazmy za pfitomnosti konstant-
niho mnozstvi ptidaného trombinu, zachycujici po-
sledni fazi koagulace s vyslednou tvorbou fibrinu.

Trombinovy ¢as zachycuje prvni dvé ze tii fazi pti
tvorbé fibrinu:

1. faze: trombin odstépuje z fibrinogenu fibrinopep-
tidy A a B (které pusobi soucasné jako antitrom-
biny);

2. faze: polymerizace fibrinu;

3. faze: zpevnéni fibrinu Gc¢inkem faktoru XIII.

Vysledna doba srazlivosti zavisi na koncentraci a re-

akei fibrinogenu, na okamzité inaktivaci ptidaného

trombinu, tj. na pfitomnosti antitrombint (heparin,
degrada¢ni produkty fibrinu).

Poucziti:

test ke kontrole 1é¢by heparinem;

monitorovani fibrinolytické 1é¢by;

vyhledavaci test pfi nedostatku fibrinogenu;

vyhledavaci test pfi podezfeni na poruchy tvorby

fibrinu.

Hodnoceni: normalni hodnoty kolisaji podle sily po-

uzitého trombinového reagentu mezi 12-22 sekun-

dami.

ProdlouZeni:

heparin (okamzité piisobici antitrombin);

degradac¢ni produkty fibrinogenu/fibrinu (FDP);

trombolyticka 1é¢ba;

primédrni hyperfibrinolyza, DIC se sekundarni

hyperfibrinolyzou;

® snizeni koncentrace fibrinogenu a kvalitativni
poruchy molekuly fibrinogenu (dys-, hypo-, afib-
rinogenémie - fibrinogen pod 0,6 g/1);

® tézka jaterni onemocnéni (virova hepatitida, cir-
héza, nador);

® vzacné paraproteinémie.

Soucasny vyznam testu: rutinné se pouziva, stan-

dardné pfi predoperaénim vySetfeni, pti kontrole

1é¢by heparinem je specifi¢téjsi.

Reptilazovy cas (reptilase time)
Princip: test analogicky TT, av$ak s pfidanim nikoli
trombinu, ale reptilaizového reagens k vysetfované
plazmé. Reptilaza (extrakt hadiho jedu) $tépi mole-
kulu fibrinogenu na fibrinopeptidy stejné jako
trombin, ale na rozdil od néj neni reptilaza inaktivo-
vana antitrombiny (FDP, heparin).

Prodlouzeni: viz body uvedené u T'T, s vyjimkou
heparinu, ktery reptildzovy ¢as neovlivni.

Pouziti: k odliseni, zda prodlouzeni TT je v du-
sledku 1é¢by heparinem, nebo zda se uplatiiuji jiné
faktory.

Soucasny vyznam testu: stale se pouziva, indiku-
je hematolog.

Quickiyv test (synonymum protrombinovy cas

- prothrombin time, PT)

Charakteristika: skupinovy (zachytny) test zevniho
systému plazmatické koagulace, aktivace protrom-
binového komplexu (F II, VII, IX, X) a tvorba trom-
binu s naslednou pfeménou fibrinogenu na fibrin.

Princip: urtujeme rekalcifikaéni ¢as citratové
plazmy zbavené krevnich desti¢ek, k niZ jsme prida-
li tkanovy tromboplastin (fosfolipid, extrakt z moz-
ku, placenty, plic apod.). Jde o uréeni ¢asu k vytvo-
feni protrombinového komplexu jako vysledku
kaskady zevniho systému koagulace.

Hodnoceni: koagula¢ni doba zavisi na mnozstvi
protrombinu - faktoru II a aktivité faktorti V, VII, X
a faktoru I - fibrinogenu a na druhu (aktivité) po-
uzitého tromboplastinu. Normalni hodnoty se dfive
vyjadfovaly v procentech aktivity normélni plazmy
(70-110 %) nebo ve zlomku, kde ¢itatelem je namé-
feny ¢as, jmenovatelem normalni ¢as v sekundach
(15-20 s); dnes je standardnim vyjadfenim INR.

Soucasny vyznam testu: rutinné se pouziva, stan-
dardné pfi predoperaénim vySetfeni, pti kontrole
1é¢by kumarinovymi antikoagulancii (warfarin), je
mozné jej pouzit orienta¢né i ke kontrole u¢innosti
inhibitorti FXa (rivaroxabanu a apixabanu).

Mezindrodni normalizovany pomér (INR - In-
ternational Normalized Ratio): INR je pomérné
Cislo, v jehoz (itateli je ¢as naméfeny u pacienta
a ve jmenovateli primérny normalni protrombino-
vy Cas v sekundédch, tento pomér je umocnény na
hodnotu ISI (index senzitivity pouzitého trombo-
plastinu). INR standardizuje vysledky protrombi-
nového Casu také s ohledem na rozdilné aktivity
rtznych Sarzi pouzitych reagencii. Umoznuje tak
reprodukovatelnost vysledkd, tj. jednotné hodnoce-
ni intenzity a kvality 1é¢by vSemi laboratofemi.

Prodlouzeni Quickova testu (INR)

® nedostatek a chybéni faktoru II, VIL X, V;

poskozeni jaterniho parenchymu;

DIC v ptfitomnosti FDP;

trombolyticka 1é¢ba;

1é¢ba heparinem, je-li koncentrace heparinu vyssi

nez 1 IU/1 ml plazmy.

Vyznam spociva zejména v kontrole 1é¢by diku-

mariny (warfarin), kdy se hodnoty udrzuji podle

zakladni indikace;

® terapie trombozy, profylaxe (ortopedické) opera-
ce, prevence kardioembolického iktu nebo systé-
mové embolizace pti fibrilaci sini: INR = 2,0-3,0.
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B Vysetieni fibrinolyzy

Euglobulinova fibrinolyza (euglobulin clot lysis)
Charakteristika: test ke zjisténi aktivity plazmino-
genu.

Princip: z plazmy izolovana (vysrazend) euglobu-
linova frakce obsahujici fibrinogen se rozpusti
a po pridani reagens (kalciumchlorid) se opét vy-
srazi. Méti se doba do opétovného rozpusténi.

Normalni éasy: > 120 minut

Casy se obvykle pohybuiji nad hranici 240 minut.
Zkraceni pod 120 minut je projevem zvysené fibri-
nolyzy.

Urychleni (zkrdceni) fibrinolyzy:
® trombolyticka léc¢ba (urokinaza, streptokinaza

atd.);

* DIG;
® po operaci organtt bohatych na plazminogen

(plice, pankreas, prostata, déloha, srdce);

® cirhdza jater,

e fyziologicky u kojenct.

Soucasny vyznam testu: stile se pouziva, mezi hlav-
ni indikace patfi prvni dva body.

Vysetieni degradacnich produktii fibrinu

Latexovy aglutinacni test k pritkazu
degradacnich produktu fibrinu

Charakteristika: semikvantitativni urceni pfitom-
nosti degrada¢nich produkti fibrinu (FDP) v séru.

Princip: aglutinace pomoci latexovych ¢astic po-
krytych protilatkami proti fragmentim fibrinu D
aE.

Hodnoceni: pti pritomnosti FDP kapka zkouma-
ného séra na podloznim skli¢ku aglutinuje do dvou
minut. Pozitivni test vSak nerozli$i fibrinogen od
FDP. Fale$né pozitivni je az u 90 % nemocnych se
séropozitivinim revmatoidnim faktorem.

Pozitivni test:

e fibrinolyticka lé¢ba;

® hyperfibrinolyza;

® po operacich organu s vysokou koncentraci akti-
vatortl plazminogenu (plice, prostata, déloha);

* DIG;

® tromboembolickd nemoc.

Soucasny vyznam testu: po zavedeni presnéjsich

testt na prikaz FDP se jiz prakticky nepouziva.

Trombinovy cas (TT)
Viz vyse. V této indikaci jen hrubé orienta¢ni test na
prukaz FDP.

Vysetieni fibrin-monomerii

A. Parakoagulacni testy

Protaminsulfatovy test

Charakteristika: test parakoagulace. Jde o priikaz
fibrin-monomert a ¢asnych degrada¢nich produktt

fibrinogenu/fibrinu (nezachyti pozdni degradacni
produkty fibrinogenu/fibrinu).

Princip: $tépenim fibrinu trombinem vznikaji
fibrinové monomery, které se v plazmé objevuji
pouze za patologickych okolnosti (DIC, tromboza,
$ok apod.). Fibrinové monomery se vazou na jiné
monomery, na fibrinogen a §tépné produkty fibri-
nogenu/fibrinu. V8echny tyto slozky jsou soucasti
tzv. parakoagulace. Po pridani protaminsulfatu
(nebo ethanolu - viz dale, ethanolovy test) tvori
vlo¢ky a vlakna, jejichz prtikaz svéd¢i pro pritom-
nost FDP-monomert.

Hodnoceni: pozitivni test pti vytvoreni (ve zku-
mavce) gelu nebo fibrinového vlikna béhem 15 az
30 minut. Pozitivita testu znamena pfitomnost
0,01 mg/ml fibrin-monomert.

Pougziti: zejména pti DIC.

Ethanolovy gelifikacni test

Charakteristika: test parakoagulace. Jde o priikaz
fibrin-monomert a malych rozpustnych polymert
v plazmé.

Princip: fibrin-monomery tvori v pritomnosti
ethanolu komplexy, které tvori gel.

Hodnoceni: pozitivni test pti vytvoreni (ve zku-
mavce) gelu do 10 minut. Pozitivita testu svéd¢i pro
pritomnost fibrin-monomert a je dtikazem aktivace
intravaskularni koagulace (DIC).

B. Specialni testy

Stanoveni fibrinopeptidu A

Charakteristika: nepfimé stanoveni fibrin-mono-
mertl metodou radioimunoanalyzy nebo metodou
ELISA.

Pouziti: specidlni konfirmacni test pri podezteni
na DIC.

Hodnoceni: nevyhodou je vysokd citlivost de-
tekce i malého mnozstvi fibrin-monomerd, takze je
pozitivni také pfi tromboembolické nemoci, u me-
tastazujicich karcinomt, sepse a dalsich - bez pro-
jevi DIC.

Soucasny vyznam testu: specialni test, neni ru-
tinné provadén.

VySetfeni D-dimeru
Charakteristika: imunochemické stanoveni neoan-
tigenu mezi D-doménami fibrinu a faktorem XIIIa.
Vétsina testtl vyuziva monoklonalni mysi proti-
latky proti fragmenttim D-dimeru navazané na late-
xové Castice. V pritomnosti fragmenttt D-dimeru
latexové &astice aglutinuji a méni se propustnost
svétla pti prostupu vzorkem.
Pouziti: jednoduchy a nejcitlivéj$i konfirmacni
test DIC se senzitivitou 85 % a specificitou 97 %.
Hodnoceni: pozitivita D-dimert koreluje s pozi-
tivitou FDP, kombinace obou testii dosahuje 100 %
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senzitivity a 97 % specificity. V tab. 4.30. jsou uvede-
ny hodnoty pfi kvantitativnim a semikvantitativ-
nim hodnoceni a jejich klinicka interpretace.

Stanoveni antitrombinu
Princip: do natedéné plazmy s nadbytkem heparinu
je ptidano zndmé mnozstvi trombinu a chromogen-
ni substrat. Rezidualni trombin reaguje se specific-
kym substratem a odstépend cast substratu, jejiz
mnozstvi inverzné koreluje s koncentraci AT, je de-
tekovéna spektrofotometricky.

Normadlni hodnoty: dolni limit 70-80 %, horni
120-140 %; sniZeni méné nez 70 %.
Poucziti: snizené hodnoty nachazime:
u DIC;
pri lé¢bé heparinem;
u rozsahlych trombéz;
u tézké jaterni 1éze;
pfi uzivani oralnich kontraceptiv;
u pooperacnich stavi.

Stanoveni tkanového aktivatoru plazminogenu
(t-PA)
Princip: stanovuje se imunologickymi (detekce vol-
ného t-PA i vdzaného s PAI-1) a funk¢nimi testy
(po eliminaci inhibitorti z euglobulinové frakce).
Normalni hodnoty $iroce kolisaji v rozmezi 1,2 az
8,6 ng/ml pfi stanoveni imunologickymi metodami,
funkéni testy jsou metodicky obtizné a jsou zatizeny
vét$i chybou, i pfes mezindrodni standardy t-PA.

SniZeni hodnot: u recidivujici hluboké Zilni trom-
bozy.

Poucziti testu: dosud v experimentalnich podmin-
kach.

Stanoveni inhibitoru tkanového aktivatoru
plazminogenu 1 (PAI-1)
Princip: stanovuje se funkénimi metodami, které
jsou zalozeny na vyuziti interakce mezi PAI-1 a t-PA
s vyslednou blokddou $tépeni plazminogenu na
funkéni plazmin. Stupen inhibice t-PA, ktery se pro-
jevi kvantitativnim omezenim tvorby plazminu, je
indikatorem plazmatické koncentrace PAI-1. K de-
tekei se vyuziva chromogennich substrata.

Poucziti: PAI-1 je reaktant akutni faze, proto je in-
terpretace jeho zvy$enych hodnot (infarkt myokar-
du, trombdza) obtizna a vyuziti je omezené.

B Vysetieni inhibitori krevniho sraZeni

Stanoveni proteinu C (PC)

Princip: stanovuje se:

® antigen metodou ELISA;

o funk¢ni aktivita chromogenni nebo koagula¢ni
metodou.

Abnormdlni hodnoty: u heterozygotniho deficitu
proteinu C jsou hodnoty kolem 50 %, u homozygot-
ntho kolem 5 % a méné.

Hodnoceni: vidy v souvislosti s rodinnou a osob-
ni anamnézou recidivujici tromboembolie, s 1é¢bou
dikumarinovymi antikoagulancii. P¥i stanoveni
funkéni aktivity proteinu vzit v Gvahu vysoké pro-
cento poruch u hospitalizovanych pacientt ptilécbé
dikumariny a heparinem.

VySetfeni rezistence k aktivovanému proteinu C
(APC-R)
Princip: jde o vySetfeni rezistence vidi aktivované-
mu proteinu C.
Charakteristika: orientaéni koagula¢ni test.
Hodnoceni: normélni hodnoty nad 2,0. Pti snize-
ni je indikovano vysetfeni DNA k odhaleni leiden-
ské mutace faktoru V (fVL) (viz dale).

Stanoveni proteinu S (PS)
Nejpresnéjsi je imunologickd metoda, ktera umozni
stanovit volny protein S. Je mozné ji provadét na au-
tomatickych analyzatorech.

Stanoveni zmény inhibice FXa (monitorovani
podavani LMWH - chromogenni testy nebo
koagulacni testy PiCT - protrombinazou
indukovany cas koagulace)

Poucziti a aplikace: anti Xa je chromogenni test pro
stanoveni aktivity heparinu v plazmé a pro monito-
rovani heparinové terapie.

Heparin vyznamné urychluje inaktivaci koagu-
la¢niho faktoru Xa a trombinu antitrombinem III.
Z tohoto duivodu jsou nefrakcionované a nizkomo-
lekularni heparinové preparaty uzivany jako tera-
peutické antikoagulanty. V disledku raznych vlivt
se ucinek stejné davky heparinu u rtiznych pacientt
lisi. Pokud pouzijeme chromogenni testy antiXa, je
mozné monitorovat terapii s nizkomolekularnimi
i nefrakcionovanymi heparinovymi preparaty.

Princip: faktor Xa je béhem inkubac¢ni faze testu
inaktivovan antitrombinem III. Tato reakce je kata-
lyzovana heparinem. Dextransulfat (DS) uvoliuje
heparin navazany na pritomné faktory, a tudiz ho
¢ini pristupnym pro stanoveni. Mnozstvi faktoru Xa
zbylého po inkubalni fizi je mozné odvodit ze
vzrustu absorbance pti 405 nm za pouziti chromo-
genniho substratu v kinetickém testu.

Podle doporuceni 8. ACCP 2008 je tteba prilécbé
a profylaxi s LMWH dodrzet tyto hodnoty a poky-
ny k odbéru:

Cas nébéru pro monitorovani 1é¢by Zilni trombé-
zy: pokud se LMWH podava po 12 hodindich, je to
4. hodina po podani LMWH s.c. Koncentrace anti-
-Xa se ma pohybovat mezi 0,6-1,0 IU/ml



