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Tato diplomova prace se =zabyva zakladni slozkou
hemostazy pfi kardiochirurgickych operacich, jez je
zajistovana krevnimi destickami spole¢né s koagulacnimi
faktory. Jsou zde porovnavany dva ruzné prabéhy
kardiochirurgickych operaci, kdy vjednom pfipadé je
posuzovan vliv navraceni krve z pfistroje Cell saver na
hodnoty agregace a trombin generacniho testu.

Teoreticka Cast pojednava o hemostaze, kdy je zvlastni
diraz kladen na schopnost agregace trombocytu na
poskozeny endotel cévni stény. Dale je pojednavano o
patofyziologii obéhového Ustroji, ktera je invazivné lé€ena
kardiochirurgickymi vykony za pouZiti pfistroje pro
mimotélni obéh spole¢né s rekuperaénim pristrojem Cell
saver.

Experimentalni ¢ast se vénuje méreni agregace trombocytl
pomoci optického agregometru Apact 4004, a provadéni
trombin genera¢niho testu prostfednictvim fluorometru
Ceveron® Alpha a nasledného porovnani meazi
vySetfovanymi skupinami pacientl. Méfeni parametrt bylo
provadéno — pfi zapocCeti kardiochirurgického vykonu, po
ukonceni operace, po ukoneni mimotélniho obéhu a po
navraceni bunék z pfistroje Cell saver. Porovnani bylo
provedeno u  skupiny pacientd, podstupujicich
kardiochirurgicky vykon za pouZiti mimotélniho obéhu bez
navraceni krve z pfistroje Cell saver oproti skupiné
pacientll, jejichz operace byla provedena za stejnych
podminek, ale doSlo k navraceni krve zrekuperaéniho
pristroje.
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uvoD

Krvetvorba, neboli hematopoéza, je proces tvorby krve v organizmu, jez je nejprve
lokalizovana do zloutkového vaku a koneénym stupném je jeji tvorba v kostni dfeni. Krev je
sloZzena z plazmy a krevnich elementt (trombocyty, erytrocyty a leukocyty) a jeji ztrata
muze byt Zivot ohrozZujici. Existuje vSak systém kaskad zahrnujici cévni sténu, krevni
desticky, tkanovou slozku a Cinitele koagulaéniho systému, jez slouzi jako ochranny
mechanismus zastavy krvaceni a nazyva se hemostaza. BE€hem hemostatického procesu
dochazi k adhezi trombocytl k poranénému endotelu cév a nasledné agregaci (shlukovani
vlivem induktort &i samovolné), coz ma za nasledek tvorbu krevni zatky. Vznikly trombus
je poté zpeviiovan pifeménou rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin, ktery je tvofen
na podkladé enzymatickych reakci spusténych po kontaktu koagulacnich faktor(

s obnazenym endotelem cévni stény.

Pro porozuméni patofyziologickym procesim kardiovaskularni soustavy je dllezita nejen
znalost pfi¢in nemoci srdce a cév, ale i podil U¢asti krevnich elementt na téchto procesech.
V Ceské republice je umrtnost na kardiovaskularni choroby jednou z nejéastéjSich prigin
umrti (cca 53 %). P¥i jejim FeSeni je prvné volena neoperativni IéCba, kterou je nutné
v pfipadé selhani nahradit |éCbou invazivni ¢i kardiochirurgickou. Pfevazna vétSina
kardiochirurgickych operaci probiha s pouzitim pfistroje pro mimotélni obéh, ktery vedle
doCasné nahrady srdce a plic slouzi také jako autotransfuzni pfistroj, a byva pouzit
spole¢né s pfistrojem Cell saver, jez je vyuzivan pro shromazdovani krve z operacniho

pole, ktera mlze byt po filtraci navracena zpét pacientiim.

V této diplomové praci se zabyvame rozdily agregace vyvolané induktory (kolagen,
adenosindifosfat, ristocetin, epinefrin) krevnich desti¢ek, jez byla méfena pomoci optického
agregometru Apact 4004, a rozdily hodnot trombin genera¢niho testu méfenych pomoci
fluorometru Ceveron® Alpha, pfi kardiochirurgickych vykonech. Porovnavame skupinu
pacient, kterym nebyla po ukonCeni operace navracena krev z pfistroje Cell saver
(kontrola) oproti skupiné pacientu, jez byli operovani stejné, ale dosSlo k navraceni krve

z tohoto pfistroje (separace).



CILE PRACE

1. Literarni reSerSe problematiky hemostazy a uc€asti trombocytl v patofyziologii
mimotélniho obé&hu.

2. Aplikace metodik a postupl vySetfeni funkéniho stavu trombocytl a plazmatického
koagulaéniho systému.
Navrh protokolu vysSetfeni laboratornich parametr u kardiochirurgického vykonu.
Zhodnoceni souboru pacientt podstupujicich kardiochirurgicky vykon s vyuzitim

rekuperace krevnich bunék oproti standardnimu postupu.



TEORETICKA CAST

1 FYZIOLOGIE KRVETVORBY

Krvetvorba, neboli hematopoéza, je proces tvorby krve v organizmu. V embryonalnim vyvoji
je zpoc€atku (mezoblastové obdobi) lokalizovana do oblasti Zloutkového vaku, kde se
embryonalni kmenové buriky diferenciuji v kmenové krvetvorné burky. Posléze tento ukon
prejimaiji jatra a slezina (hepatolienalni obdobi). Kone&nym stupném je tvorba v kostni dfeni
kde je pfitomen ,pool, neboli zasoba, hematopoetickych kmenovych bunék, jez jsou
pluripotentni pro vSechny nelymfoidni i lymfoidni Fady. Primitivni i vyzralejSi kmenové bunky
podléhaji déleni, kdy jedna z dcefinych bunék je identicka s matefskou kmenovou burikou
(tzv. self rewal — samoobnovovani kmenovych bunék) a druha se dale diferencuje. Toto

déleni se nazyva asymetrické.

Hematopoéza je pod kontrolou fady interleukint (IL), CSF (colony stimulating factors) a
také zde hraji roli interakce kmenovych bunék se stromatem hemopoetickych organa (HIM).
HIM bunécéné elementy tvofi makrofagy ¢i monocyty, endotelie, retikularni buriky a dalsi.
Jen diky souhfe vSech vySe zminénych faktorli je umoznéna normalni hematopoéza
(Pecka, 2002; Penka & Slavickova, 2011).

1.1 Tvorba a vyvoj krevnich desticek

Trombocyty vznikaji odStépovanim cytoplazmy ze zralych megakaryocyt(, jez se jiz nadale
nedéli, dochazi vnich pouze ke zmnozeni genomu v jadfe. V oblasti cytoplazmy
megakaryocytu je mozné detekovat vznik demarka&nich membran lemujici useky, které se
oznacduji jako protrombocyty. Protrombocyty jsou posléze fragmentaci uvolfovany do
kapilarniho systému v kostni dfeni. DalSim diferencianim stadiem je megakaryoblast
(megakaryocyt 1), také oznaCovany jako nezraly megakaryocyt, ktery predstavuje pfiblizné
20 % megakaryocytarni populace. Jedna se o buriku velkou asi 6-20 ym s intenzivné
bazofilni cytoplazmou a velkym jadrem, jeZz obsahuje mnoho prominujicich nukleoll.
Megakaryoblasty se dale pfeméniuji v promegakaryocyty (megakaryocyty Il) jejichz velikost
je 15-20 uym a jejich zastoupeni v populaci je asi 25 %. Zrajici a vyzralé megakaryocyty
(megakaryocyty lll) jizZ maji v cytoplazmé detekovatelny Golgiho aparat a endoplazmatické
retikulum a jsou nejvétsi z této vyvojové fady (40 — 60 um) a nejfrekventované;si (asi 60 %
megakaryocytarni fady). Vyvoj takto zralého megakaryocytu trva 5—10 dni (Pecka, 2002;
Penka & Slavi¢kova, 2011).
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2 HEMOSTAZA

Hemostaza je pfesné regulovany proces, ktery dokaze zastavit krvaceni pouze v misté
poranéni, v pfipadé neporuSeného cévniho fecist€é naopak udrzuje tekutost krve.
Za urgitych okolnosti vS§ak mlze dochazet ke srazeni krve i bez naru$eni integrity cév, jez
souvisi s fadou patologickych okolnosti. Na homeostazi se pfedevSim podileji krevni

desticky, cévy a plazmatické faktory. (Pecka, 2004; Penka & Slavickova, 2011)

2.1 Krevni desticky

Trombocyty jsou bezjaderné buriky diskoidni struktury, majici pfiblizné tfetinovou velikost
oproti erytrocytu av 1 mm? krve se jich vyskytuje 150 000—300 000. Jak je jiz vy$e zminéno,
vznikaji odStépovanim cytoplazmy megakaryocytll a to bud v kostni dfeni, anebo
pasazovanim megakaryocytu skrze sténu kapilar (bufika je mechanicky namahana).
Hlavnim regulaénim hormonem je trombopoetiny produkovany v tkani jater a ledvin,
jez stimuluje produkci a diferenciaci megakaryocytl v kostni dfeni. Krevni desticky se
predevsim uplatiuji v primarni homeostazi a to napfiklad specifickou vazbou na faktory VI
a V, nebo pfimou aktivaci faktoru Xll a XI. (Pecka, 2004; Penka & Slavi¢kova, 2011)

Jednim ze zakladnich znaku je neschopnost replikace, a tudiz krevni desticka prezije
v obéhu pfiblizné 8—12 dnl. Na povrchu cytoplazmatické membrany obsahuji glykoproteiny
branici uchyceni destiCek k nepoSkozenému endotelu cévy a naopak umozniuji pfichyceni
(adheraci) ke sténég, jez je poSkozena, a to pfedevsim diky kolagenu, ktery je obnazZen pravé

pfi poSkozeni hlubSich vrstev cév (Kittnar 2011).

Cytoplazma trombocytl dle Kittnara (2011) obsahuje tyto organely:

e Mitochondrie produkujici ADP a ATP.

e Trombostein umoznujici krevni destiCce aktivné ménit tvar béhem procesu
agregace.

e Aktin a myozin (kontraktilni filamenta) jez jsou identické se svalovymi bufikami.

e Rezidua Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula, jeZ se podileji na syntéze
enzymu a také slouzi jako zasobarna vapenatych iontu.

e Protaglandin, fibrin stabilizujici faktor, rGstovy faktor (stimuluje proliferaci

fibrinoblastl a endotelovych bunék).

Nadale se v trombocytech vyskytuji tfi typy morfologicky odliSnych granul. A to a-granula
obsahujici proteiny, denzni granula s ADP, ATP, vapenatymi ionty a serotoninem a

v posledni fadé lyzozomy obsahujici pfedevsim Stépici enzymy (Pecka, 2004, Kittnar 2011).

11
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Obrazek 1. Struktura krevni desticky — upraveno dle Zapata et. al (2014)

2.1.1 Aktivace krevnich desticek

Trombocyty mohou byt aktivovany dvéma zpusoby a to stykem se subendotelialnimi
strukturami, anebo aktivatory (trombin, kolagen) vyplavenymi do krevniho obéhu. PFi
aktivaci dochazi k deformaci destiCek (dochazi ke zvétSovani plochy, na které dochazi
k interakci faktorl koagulaéni kaskady), degranulaci, uvolnéni prokoagula¢nich faktort
vCetné sekrece dalSich aktivatort desti¢ek. Dullezitou regulaéni ulohu ma i fosfolipidova
membrana na jejich povrchu a to diky negativnimu naboji, jez urychluje interakci
koagulacnich faktord (Pecka 2006).

Béhem aktivace trombocytd dochazi uvnit buriky dle Pecky (2006) k nékolika mechanizmdm:
e Pfesun nitrobunécného vapniku - diky 3 kompartmentu
o Mitochondrie.
o Denzni tubularni systétm - jednd se o transformované
endoplazmatické retikulum.
o Extracelularnimu vapniku.
o Zméné membranové struktury
o Po8kozeni membrany s naslednou tvorbou membranovych
mikrocastic.
o PretoCeni membrany, flip-flop mechanizmus (pfetoCeni plazmatické
membrany trombocytld a vystaveni negativné nabitych fosfolipidu
slouzicich jako podkladovy matrix pro tvorbu koagulaénich

komplexu).

12
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Obrazek 2. Flip-flop fenomén membrany trombocytt — pfevzato od Pecka (2006)

Ligandy (antagonisty) aktivuji krevni desticky sledem fetézovych reakci zprostfedkovavajici

biologickou odpovéd neboli tvorbu destiCkové zatky.

Mezi morfologické projevy aktivace dle Pecky (2006) patfi:
o Zmeéna tvaru — dochazi k aktivaci kontraktilniho aparatu krevni desti¢ky tvorbou
pseudopodii rozprostirajicich se po povrchu.
e Adheze (pfilnavost).
o Agregace (shlukovani).

e Smrstovani (retrakce) adherovanych a agregovanych trombocyt(l

2.1.2 Adheze krevnich desticek

Adhezi trombocytll k receptorim kolagennich vlaken bazalni membrany cévni stény
zapocina tvorba primarni cévni zatky. Jedna se o komplexni proces vyzadujici pfitomnost
nékolika adhezivnich protein. Uplathuje se pfedevSim von Willebrandlv faktor (VWF),
fibrinogen, fibronektin a Ca?* ionty, kdy VWF ma vazebna mista (pro glykoprotein Ib, lib/llla
a pro kolagen typu |, lll a VI), jez jsou dulezita pro jeho navazani na obnazena kolagenni
vlakna a nasledného pfipojeni trombocytl jeho vyvazanim na glykoprotein Ib v komplexu
glykoprotein Ib/V/IX. Krevni desti¢ky také mohou adherovat k subendotelialnim strukturam
pomoci receptorového komplexu glykoproteinu la/lla.

Krevni desticka nasledné méni svij tvar a vytvofenim pseudopodii (vybézku) pfilne
k povrchu. Béhem tohoto procesu zvétSuji svlij objem az desetinasobné.

Je nutné podotknout, Ze adhezivita je linearné zavisla na poctu trombocytd (Niewenhius et
al. 1985; Pecka, 2006; Penka & Slavickova, 2011).

13
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Obrazek 3. Adheze trombocytll — upraveno dle Pecka (2006)

Hlub3i vrstvy stény cév, jeZ jsou tvoifené svalovymi burikami, elastinem, subendotelialnimi
mikrofilamenty a kolagenem vazi trombocyty velmi rychle. Na obnazenou cévni vystelku
adheruji krevni desti¢ky diky komplexu [Gp Ib-V-IX], ktery se vaZze na vVWF obnaZené cévni
stény. Tento komplex je slozen ze 4 glykoproteinovych jednotek, a to Gp Iba, Gp 1bB, Gp
IX a Gp V, komplex ma také vazebné misto pro trombin, jeZ moduluje odpovéd desticky
k trombinu (Kroll et al. 1991; Pecka, 2006).

2.1.3 Agregace krevnich desticek

K agregaci neboli vzajemnému shlukovani trombocytl, dochazi vliivem zmény konformace
glykoproteinové struktury glykoproteinu llb/llla po obsazeni receptori krevnich desticek
agonisty. Tato konformaéni zména umoziuje vyvazani vVWF nebo fibrinogenu mezi dvéma
receptory na odliSnych destiCkach. Agregace vétsinou probiha ihned po adhezi, ale mize
byt vyvolana i pfimo a to pusobenim fady induktord (tromboxan A,, ADP, kolagen,

adrenalin, vazopresin, kyselina arachidonova a dalsi).

Béhem agregace dochazi zprvu pouze k CcasteCnému spojovani receptord na
pseudopodiich (primarni agregace) a posléze, pfi silngjSim aktivaénim impulzu dochazi
k t&ésnému spoji trombocytd (sekundarni agregace). Nasledné se jednotlivé agregaty
postupné rozprostiraji a splyvaji navzajem, pfiCemz dochazi k jejich viskozni pfeméné.
DestiCky jsou spojovany skrze molekulu fibrinogenu a to pfesnéji skrze jeho karboxylové

skupiny gama fetézclt v D-doméné (Mayo et al, 1996; Pecka, 2006).
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2.1.4 Retrakce krevnich desticek

Ke smrstovani destiCkového trombu dochazi diky pusobeni cytoskeletarniho systému
trombocytl. Dochazi tak k obnoveni priichodnosti poranéni cévy, jez je uzaviena primarni
hemostatickou zatkou. K retrakci je nutny pfisun ATP a také zdatnost a Zivotaschopnost
destiCek. Béhem tohoto procesu dochazi k vytlaCeni séra ze smrstujiciho se koagula.
Vazba fibrinogenu trombocytl na destickovy aktivator podporuje kontrakci cévni stény
(Pecka, 2006).

2.2 Cévni systém

Cévni systém (endotelialni cévni vystelka) hraje v hemostaze jednu z nejdulezitéjSich uloh.
Do procesu krevniho srazeni zasahuje dle Pecky (2004) nékolika zpusoby:
e Schopnost vazokonstrikce — dochazi k zabranéni unikani krve zrecisté
a umoznéni aktivace ostatnich systéma.
e Misto interakce jednotlivych slozek vSech systém( hemostazy.
e Zdroj a zasobarna néktery faktor(, inhibitord a dalSich latek dulezitych pro

zastavu krvaceni.

Cévy maji tfivrstvou strukturu. Prvni vrstva se nazyva intima, ktera je tvofena
jednovrstevnou vystelkou endotelidlnich bunék, jez jsou spojené polysacharidovou
intracelularni matrix a obklopené bazalni membranou, pod kterou se nachazi extracelularni
matrix (ECM), jehoz hlavnimi burikami jsou fibroblasty a burky hladké svaloviny.

Nasledujicimi dvéma vrstvami jsou medie a adventicie.

Cévni vystelka (endotel) na svém povrchu nese fadu receptort a probiha zde predevsim
metabolismus kyseliny arachidonové, ktera syntetizuje VWF, endotelin a tkanovy aktivator

plazminogenu (Pecka, 2004; Penka & Slavic¢kova, 2011).

Endotelialni bunky maji podstatnou ulohu pfi primarni hemostaze, jelikoz udrzuji
krevni desticky v intaktnim stavu a brani jeho adhezi na cévni sténu.
Dle Pecky (2004) kontroluji aktivaci trombocytt nékolika mechanizmy:
o Vytvareji elektrostaticky naboj negativniho charakteru znemozriujici negativné
nabitym krevnim desti¢kam pfilnout k endotelu cév.
o Vytvareji bariéru mezi krvi a tkdnémi — oddéluji od cirkulace vysoce trombogenni
subendotelialni vrstvy (zejména na bazi kolagenu).
e Snizuji prostacyklin stabilizujici desti¢ku stimulaci pomoci cAMP.

e Produkuji endonukleazy preménujici ADP na neaktivni AMP
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2.2.1 Vazokonstrikce

PFi poSkozeni cévy dochazi k minimalizaci krevniho pritoku a zabranam krevnich ztrat.
Tento déj se nazyva vazokonstrikce a dle Kittnara (2011) se déje témito mechanizmy:
e Mechanicky — krev, odtékajici z cévniho feCisté do okolnich tkani, utlacuje
poSkozenou cévu.
o Kontrakci svalové vrstvy cévni stény — dochazi ke stahu svalové vrstvy na
zakladé uvolnénych latek chemické podoby z mista poskozené tkané (serotonin,
tromboxan A, epinefrin a dalSi). Na kontrakci svalové hmoty cév se také podileji

nervove reflexy, jeZ jsou spoustény podnéty bolestivé povahy.
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3 HEMOSTATICKE MECHANIZMY

Po poSkozeni povrchu cévy dochazi k zahajeni procesu krevniho srazeni, ke kterému
dochazi bezprostfedné po ataku tvorbou primarni hemostatické zatky, ze které se aktivaci

dalSich zpevrniovacich procesu stava zatka definitivni (Pecka, 2004).

Mezi zakladni mechanizmy hemostazy dle Pecky (2004) patfi:
e Primarni hemostaza.
e Systém plazmatickych koagulagnich faktoru.

e Fibrinolyza.

3.1 Primarni hemostaza

Jedna se o proces vystavby primarni cévni zatky, kdy kliCovou roli zaujimaji trombocyty.
Aby desti¢ky zajisStovali dostatenym zplsobem proces primarni hemostazy, nepostacuje
pouze jejich normalni pocet a funkce, ale je zapotfebi aby obsahovaly granula (denzni, a,
lysozymy) ve své centralni ¢asti (Colman et al., 2001; Pecka, 2004, Penka & Slavickova, 2011).

Tabulka 1. Obsah destickovych granul — upraveno dle Penka & Slavi¢kova (2011)

denzni granula a - granula lysozymy
ATP, ADP Destickovy faktor 4 Fukozidazy
Kalcium, serotonin B-tromboglobulin Galaktozidazy
Pyrofosfat, P selektin Fibrinogen, fibronektin Glukouronidazy
Transformujici rdstovy faktor b Faktor V Katepsin
Adrenalin a noradrenalin Trombospondin Glukohydrolazy
GDP/GTP Destickovy rustovy faktor

az- mikroglobulin, a,- antiplazmin

Prvotnim procesem tvorby destickového agregatu je adheze destiCek k obnazenému
subendotelu cév, jez je zprostfedkovavana strukturou destickové membrany obsahujici
fosfolipidy (cholesterol, fosfatidylcholin, sfingomyelin, fosfatidilserin aj.), glykolipidy a
glykoproteiny, a fadou stimult (napfiklad ADP pochazejici z perivaskularni tkané). Nakonec
desticky poté pod vlivem ADP, trombinu, adrenalinu Ci kyseliny arachidonové zapocinaji

agregaci, jez vede k formulaci trombocytarni zatky (Pecka, 2004, Penka & Slavickova, 2011).
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Aktivace plazmatického
koagulagniho systému

Obrazek 4. Schéma primarni hemostazy — upraveno dle Pecky (2004)

3.2 Systém plazmatickych faktoru

Plazmaticky koagulaéni systém predstavuje skupinu dé&ju vedoucich ke vzniku
nerozpustného fibrinu z fibrinogenu. Fibrin je dale pfemé&fovan na fibrinové polymery, jez
spontanné polymeruji a jsou propojeny kovalentnimi vazbami diky plasobenim
aktivovaného faktoru Xlll. Dochazi tak ke tvorbé viaknité sité, ve které jsou zachycovany
krevni buriky — dochazi ke tvorbé krevni srazeniny (fibrinové zatky) jez nahrazuje primarni

trombus vytvofeny agregovanymi trombocyty (Pecka, 2004; Kittnar 2011).

Soubor téchto déju také nazyvame jako hemokoagulacni kaskadu, a muzeme ji dle
Kittnara (2011) rozdélit do tfi hlavnich kroku:

1. Formulace aktivatoru protrombinu.

2. Pfeména protrombinu na trombin.

3. Pfeména fibrinogenu na fibrin.

3.2.1 Koagulaéni faktory

Koagula¢ni faktory jsou proteiny cirkulujici v plazmé v neaktivnim stavu. VétSinou jsou
tvofeny jatry a nékteré potfebuji k syntéze vitamin K. Pfevazna &ast faktorl (krom
tkanového faktoru) je v plazmé v podobé& koenzymu a pro svou spravnou funkci vyzaduji
proteolytické Stépeni, pfi kterém dochazi ke vzniku koagulaéné aktivniho enzymu
(Pecka, 2004, Kittnar, 2011; Penka & Slavickova 2011).
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Faktory této kaskady délime dle Schloesser et al. (1997), Hu et al. (1998), Pecky (2004),
Achneck et al. (2010), Kittnara (2011) a Penky & Slavickové (2011) na:

¢ K dependentni faktory: Faktory potfebuji vitamin K ke svoji funkci a to zejména

pro karboxylaci gama glutamového zbytku. Bez této karboxylace neni faktor

schopen vazby na Ca?* a fosfolipidy. Neznamena to v8ak, Ze nejsou tvoreny, jen

zUstavaji v koagula¢né neaktivni formé. (Penka & Slavi¢kova, 2011)

O

Faktor Il (protrombin) je vazan diky Ca?* na zaporné nabité fosfolipidy,
kde dochazi ke Stépeni protrombinazou na aktivni formu (a trombin), jez
muze puUsobit jak prokoagulaéné, tak antikoagulacné. Kromé Stépeni
fibrinogenu také katalyzuje dalSi reakce, slouzici ke tvorbé koagula
(aktivace bunék, posileni koagulace a zabranéni nadmérného srazeni
Faktor IV (kalcium) méa schopnost vazby na Ca?" a fosfolipidy diky
karboxylaci gama glutamoveho zbytku.

Faktor VII (prokonvertin) ma sam o sobé proteolytickou aktivitu (schopen
Stépit faktor X) a je charakterizovan kratkym biologickym poloCasem
rozpadu.

Faktor IX (antihemoliticky faktor A) je enzymaticky aktivni v komplexu
zvaném tenaza aktivujici faktor X na Xa. IXa forma je také schopna za
pritomnosti vapenatych iontl a fosfolipidd aktivovat faktor VII.

Faktor X (Stuart-Powerové) je povaZzovan za nejmocnéjsiho aktivatora.

Je také schopny vazby na trombomodulin jez vede k aktivaci proteinu C.

o Faktory citlivé k trombinu:

O

Faktor V (proakcelerin) se nachazi v plazmé a a-granulach trombocytt a
je homologni s faktorem VIII. Mize byt aktivovan dvéma zplUsoby —
faktorem X ¢i limitovanou proteolyzou trombinu.

Faktor VIII (antihemoliticky faktor B) cirkuluje v plazmé ve vazbé na vVWF
ze které je uvolfiovan kontaktem s fosfolipidy nebo trombinem.
V koagulaéni kaskadé je soucasti komplexu zvaného tenaza.

Faktor XlI (antihemolyticky faktor C) cirkuluje v plazmé v komplexu
s vysokomolekularnim kinogenem (HMWK). Proces aktivace probiha za
limitovanou proteolyzou faktoru XII, faktoru VIl a trombinem v pfitomnosti
zaporné nabitych €astic. V aktivni formé je schopen aktivovat faktor XII
a Stépit fetézce fibrinogenu a plazminogen na plazmin.

Faktor XllI (fibrin-stabilizujici faktor), jez je pfitomny v plazmé v podobé
tetrameru, anebo bunkach v podobé dimeru. Je také nazyvan jako fibrin
stabilizujici a ve své aktivni formé katalyzuje formaci intermolekularnich
vazeb mezi ruznymi proteiny (fibrinové monomery, az-antiplazmin,

fibronektint aj.)
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o Faktory faze kontaktu:

o Faktor Xl (Hagemanuv) je do aktivovaného stavu prfeveden kontaktem
se subendotelovymi strukturami pfi poranéni (tzv. autoaktivace) nebo
proteazami. Zasahuje také do imonologického systému.

o Fletcheriv faktor (prekalikrein) je gamaglobulin jez v plazmé cirkuluje
diky vazbé na HMWK. Aktivace nastava diky faktoru XII.

o Fitzgeraldiyv faktor (HMWK — vysokomolekularni kininogen) pusobi jako
kofaktor aktivace na povrch navazaného faktoru Xll kalikreinem. HMWK
se také vaze na trombocyty v aktivovaném stavu, buriky endotelu
a neutrofily.

o Plazmatické a bunééné faktory:

o Faktor | (fibrinogen) se vyskytuje v plazmé a a-granulach trombocytd.
Jedna se o fibrilarni protein, jehoz strukturu a stabilitu udrzuje pfitomnost
vapenatych iontd. Je pfeménovan dvéma zpusoby a to bud Stépenim
trombinem na fibrin, anebo plazminem na fibrinogen degradacni produkty.
Podstatnou funkci je vazba krevnich desti¢ek mezi sebou a na endotel cév
diky destickovym glykoproteinim a dalSim adhezivnim proteindm.

o Faktor Il (tkariovy) je ihned po syntetizaci plné funkéni a nepotfebuje
proteolytickou modifikaci k plnéni své funkce. Radime jej mezi
transmembranové glykoproteiny, jehoz bilkovinna slozka je Uzce spojena
s fosfolipidy — tato vazba je nutna pro koagulacni aktivitu.

Dle aktivace faktort délime hemokoagulacéni kaskadu dle Kittnara (2011) do tfi skupin:
e VnéjSi hemokoagulacni kaskada.
o Vnitini hemokoagulacni kaskada.

e Spole¢na hemokoagulaéni kaskada.

3.2.2 Vnéjsi cesta aktivace koagulace

Vnéjsi koagulacni cesta premény protrombinu na trombin je vyvolana porusenim celistvosti
cév, kdy dochazi k uniku krve do okolnich tkani. Dochazi k expozici tkarového faktoru,
jez se vaze na aktivovany faktor VIl volné cirkulujici v plazmé za vzniku komplexu, ktery
aktivuje faktor X spole¢né s faktorem V (v pfitomnosti vapenatych iont). Nasledné dochazi
k pfeméné protrombinu na trombin aktivujici tvorbu fibrinu z fibrinogenu. Fibrinové
monomery poté polymeruji a diky stabilizaci faktorem Xl vznikd nerozpustny fibrin
(Pecka, 2004; Kittnar, 2011).
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Obrazek 5. Vnéj$i hemokoagulaéni kaskada — upraveno dle Kittnar (2011)

3.2.3 Vnitrni cesta aktivace koagulace

B&hem vnitfni koagulaéni cesty se pfeména protrombinu na trombin spousti ve fazi
kontaktu, pfi které dochazi k aktivaci faktoru Xl (cestou reakce s negativné nabitym
povrchem kolagenu), jez dale aktivuje faktor Xl a IX za pfitomnosti HMWK. B&hem této
kaskady reakci dochazi také k zesileni vyvolavajiciho efektu, ktery vede k aktivaci faktoru
V a VIl. Tenaza, vytvoiena faktorem IX a VII, generuje postacujici mnozstvi faktoru X,
jez spole¢né s faktorem V (v komplexu protrombinazy) konvertuje protrombin na trombin.
Takto vznikly trombinu poté aktivuje pfeménu fibrinogenu na fibrin, jehoz monomery

polymeruji a stabilizuji faktor XII (aktivovany trombinem), coz dava za vznik nerozpustného

fibrinu (Pecka, 2004; Kittnar, 2011).
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Obrazek 6. Vnitini hemokoagulaéni cesta — upraveno dle Kittnar (2011)

3.2.4 Systém prirozenych inhibitort koagula¢ni kaskady

Fyziologicky se v krvi vyskytuje malé mnozstvi aktivnich koagulacnich faktor( i ve
fyziologickém stavu, a proto je nutna regulace k udrzeni rovnovazného stavu (mnozstvi

generovanych enzymu musi odpovidat mnozstvi enzym0 v inaktivnim stavu).

Dulezitou roli tedy v procesu hemokoagulace hraji pfirozené inhibitory patfici k zakladnim
koagulaénim faktordm. V organismu maji za ukol zpétnovazebny mechanismus slouzici
k zabranéni nekontrolovatelného srazeni krve spole€né sfaktorem 1, Va X
(Penka & Slavickova, 2011).
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3.2.4.1 Serpiny

Serpiny jsou inhibitory serinovych proteaz, jejichz komplex serpin-serinova proteaza je po

uvolnéni do krevniho ob&hu vychytavana v jatrech pfisludnymi receptory.

Mezi serpiny dle Penky & Slavi¢kové (2011) fadime:

e Antitrombin (AT) je proteinem akutni faze a jehoz polo¢as v plazmé se za
patologickych stavi zkracuje z obvyklych 2-3 dnd na méné nez 3 hodiny.
Regulace jeho syntézy je navazana na regulaci syntézy fibrinogenu. AT primarné
pusobi na endotel a ma antiproteazovou aktivitu, je tedy primarnim inhibitorem
trombinu, protoze dochazi ke tvorbé ireverzibilniho komplexu s trombinem
a dalSimi serinovymi proteazami. Sam ma schopnost pomalé inhibice faktoru I,
VII (za pFitomnosti heparinu jako kofaktoru) a X.

e Heparin kofaktor Il (HCIl), pfitomny na cévnim endotelu, specificky inhibuje
trombin. Jeho uc&inek je urychlovan heparinem (pfedevsim dermatan sulfatem)
faktor( kontaktu, kdy zasahuje do systému komplementu a je také schopen
inhibovat.

e Inhibitor aktivovaného PC (PCI) se nachazi v fadé télnich tekutin a ve vazbé na
heparin inhibuje fadu proteaz vetné aktivovaného proteinu C v komplexech.

e Proteinazovy inhibitor zavisly na proteinu Z (ZPI) je produkovany jatry a za
pfitomnosti fosfolipidd a vapenatych iontd je rychlym inhibitorem faktoru X.
Bez téchto kofaktor(l vSak dokaze za pfitomnosti heparinu inhibovat funkci faktoru
XI. Jeho hlavni funkci je tedy tlumeni koagulaéni odpovédi pfed vytvofenim
protrombinazy.

e Protein Z (PZ) v plazmé cirkuluje v komplexu se ZPI a patii mezi K dependentni

glykoproteiny. PlUsobi jako kofaktor pfi inhibici faktoru X.

Tabulka 2. Klasifikace vybranych serpinli — upraveno dle Law et al. (2006)

nazev klasifikace cilova proteaza kofaktory
AT SERPINC1 trombin, faktor X a IX GAG
HCII SERIPINd1 trombin GAG
ZPI SERPINA10 faktor X a IX Ca*, PL, PZ
PCI SERPINAS trombin, PC, tPA Heparin, TM

Vysvétlivky: tPA — tkaniovy aktivator plazminogenu, GAG — glykosaminoglykan, PL- fosfolipidy, PZ — protein Z
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3.2.4.2 Kuniny

Jednda se o inhibitory proteaz se strukturou ,Kunitzova doména“ v molekule. Mezi hlavni
zastupce patfi inhibitor zevni koagulacni cesty (TFPI) kolujici v plazmé& ve vazbé& na
lipoproteiny o nizké hmotnosti (LDL). Pfiblizné 10 % TFPI je vazano na trombocyty, jez ho
po stimulaci trombinem uvolriuji, nasledné dochazi k pfimé inhibici faktoru X, kdy po pfidani
heparinu dochazi k urychleni reakce. Hlavnim plsobkem tohoto inhibitoru je zabranéni

nadmérné aktivace koagulacni kaskady (Penka & Slavickova, 2011).

3.2.4.3 Protein C a jeho systém

Systém proteinu C je pfirozena antikoagulacni cesta, jejimz cilem je regulace tvorby
srazeniny Stépenim faktord V a VIII. Jelikoz systém vykazuje antikoagulaéni a protizanétlivé
schopnosti, moduluje obranu organizmu na cizi podmét, a to pfedevS§im béhem formy

akutniho zanétu.

Mezi systém proteinu C dle Penky & Slavi¢kové (2011) fadime:

e Protein C (PC) je tvofeny v hepatocytech. K jeho aktivaci dochazi na povrchu
endotelu cév, kde jako kofaktor reakce pusobi receptor trombomodulin,
kdy komplex trombin-trombomodulin za pfitomnosti vapenatych iontd aktivuje
protein C, ktery za pfitomnosti proteinu S inaktivuje faktor V a VIII. Jeho hlavnim
inhibitorem je PCI a as-antitripsinem.

e Protein S (PS) je uloZzen v a-granulach trombocytd a endotelu cév. Mezi jeho
hlavni funkce patfi podpofeni vazby aktivovaného PC na fosfolipidy, kdy jako
kofaktor plsobi pouze ve volném stavu. Také inhibuje aktivitu tkanového faktoru
s podporou neutralizace faktoru X.

e Trombomodulin (TM) pfitomny na cévnim endotelu, fadime mezi integralni
transmembranové glykoproteiny. V hemostaze plUsobi jako kofaktor pro aktivaci
PC trombinem, inhibitor proteolytického puUsobeni trombinu, a urychluje

inaktivaci trombinu antitrombinem (za pfitomnosti galaktozaminoglykanu).
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3.3 Fibrinolyticky systém

Fibrinolyza je dynamicka a vysoce kontrolovana odpovéd organismu na tvorbu fibrinovych
depozit. Predstavuje sit inhibitord a aktivatord propojenou s fadou zpétnovazebnych
(pozitivnich i negativnich) reakci, zajistujici pfesnou regulaci rovnovahy v systému. Je také
velice podobna plazmatickému koagulacnimu systému vifadé svych reakénich
a aktivacénich krokd. Hlavnim enzymem fibrinolytického systému je plazmin vznikajici
Stépenim plazminogenu, kdy mezi jeho aktivatory zevni cesty patfi tPA v cévnim Fecisti
a uPA (urokinazovy typ plazminogenu) v extravaskularni siti. Aktivace také muze

prob&hnout vnitfni cestou a to diky faktoru Xll, HMWK a prekalikreinu.

Fibrinolyza je fyziologicky vazana na misto poranéni, v koaguluju je plazminogen pfitomen
od pocatku jeho vzniku, ale je nutna jeho aktivace plsobenim tkanového aktivatoru
uvolfiujiciho z poskozené tkané, kdy nasledné dochazi k pfeméné na plazmin. Ten pUsobi
proteolyticky na krevni srazeninu a v konecné fazi je inaktivovan kolujicimi antiplazminy —

pfedevsim a- antiplazminem (Pecka, 2004; Kittnar, 2011, Penka & Slavi¢kova, 2011).

3.3.1 Plazminogen

Plazminogen patfi mezi jednofetézcové glykoproteiny syntetizované v jatrech ve dvou
formacich — Lyz- plazminogen tvofici mensi molekulu a majici krat$i biologicky polo¢as
rozpadu, a Gly- plazminogen. Jeho bilkovinovy fetézec sestava z 790 aminokyselin a dvou
cukernych slozek. Je schopen vazby na povrchy nejriznéjSich bunék véetné endotelu.

V plazmé se vyskytuje v ¢aste¢né vazbé na histidin-bohaté glykoproteiny.

Lidsky plazminogen je tvofen 5 ,Kringle® doménami spojenych disulfidickymi vazbami
obsahujici afinitni mista pro vazbu lysinu, jez jsou dulezité pro jeho interakci s fibrinem
a ar- antiplazminem. Déle také obsahuje protedzové misto a peptidy s koncovou

aminoskupinou (Pecka, 2004; Penka & Slavi¢kova, 2011).

Obrazek 7. Struktura plazminogenu — upraveno dle Pecka (2004)

Vysvétlivky: K1 — K5 ... Kringle domény
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3.3.1.1 Aktivatory plazminogenu

Jak je jiz vySe zminéno, pfeména plazminogenu na plazmin maze byt provedena vnitini

a vnéjsi cestou.

Mezi aktivatory plazminogenu dle Pecky (2004) a Penky & Slavickové (2011) patfi:

e Tkariovy aktivator plazminogenu je syntetizovan pfedevsim endotelem cév ale
i monocyty a megakaryocyty. Jeho uvolnéni z endotelialnich bunék je diky vlivu
trombinu. PC, histaminu, bradykininu &i interleukin. Koncentrace plazminogenu
je zvySovana po Zilni okluzi ale i pfi stresové reakci, kdy dochazi k uvolnéni
katecholaminu a vazopresinu.

e Urokinazovy aktivator plazminogenu cirkuluje v plazmé samostatné a je
uvolhovan fadou bunék vCetné endotelialnich. Jeho hlavni funkci je Stépeni
extracelularniho matrix, ¢imz umozfiuje migraci bunék dulezitou v procesech

hojeni, zanétu, embryogenezi aj.

3.3.2 Plazmin

Plazmin je proteolyticky enzym o nizké specifité, jez krom fibrinu $tépi i dalSi proteiny
koagulaéniho systému jako je fibrinogen, koagulacni faktor Il, V a VI, glykoprotein Ib, VWF
a trombospondin. Plazmin také stimuluje agregaci trombocytd ¢&i aktivovat C&asti
komplementu. Nachazi se ve tfech formacich, kdy je lehky Fetézec ve vSech strukturach

stejny a tézky fetézec se liSi dle mista Stépeni molekuly.

Plazmin zajiStuje rozpusténi krevniho koagula a je ze systému vyvazovan pfislusnymi
inhibitory, kdy je posléze v neaktivni formé vychytavan monocytomakrofagovym systémem
(Pecka, 2004).

3.3.3 Inhibitory fibrinolyzy

Mezi nejdualezitéjsi inhibitory fibrinového systému patfi az-antiplazmin a inhibitory aktivatoru
plazminogenu (PAI). Az-antiplazmin je glykoprotein tvofeny v jatrech, vyskytujici se
v plazmé v nadbytku, €imz je schopen okamzité reakce s volnym plazminem, kdy dochazi
k jeho kompetici s fibrinem o volné lyzinové misto plazminu. V procesu srazeni je pomoci

faktoru XlIl navazan na a- fetézec fibrinu za vzniku neaktivniho komplexu.
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PAIl je fazen mezi serpiny a rozliSujeme tfi typy: PAI-1, PAI-2 a PAI-3 (viz tabulka 3).
NejvétSi mnozstvi PAI-1 je obsazen v trombocytech (pfesnéji a- granulach), a jeho aktivita
stoupad s pfibyvajicim  vékem. PAI-2  syntetizovany  histiocyty, placentou

a monocyty/makrofagy je naopak v plazmé pouze ve stopovém mnoZstvi.

Dal$im dualezitym inhibitorem fibrinolyzy je také TAFI (inhibitor fibrinolyzy aktivovany
trombinem) jez fadime mezi proenzymy syntetizované v jatrech. Po jeho aktivaci trombinem
dochazi k odstépeni ze substratu C-terminalni aminokyseliny lyzin a arginin, pfedstavujici
vazebna mista pro tPA a plazminogen ¢imz dochazi k blokaci vazby na fibrin. Vysledkem

je tedy snizeni fibrinolytického potencialu (Penka & Slavickova, 2011).

Tabulka 3. Misto vyskytu inhibitord aktivatord plazminogenu

nazev misto vyskytu
PAI-1 endotel, hepatocyty, adipocyty, buriky hladkych sval(, trombocyty
PAI-2 leukocyty, placenta
PAI-3 identické s inhibitorem PC
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4 PATOFYZIOLOGIE KARDIOVASKULARNIHO SYSTEMU

Abychom porozuméli patofyziologickym procesim kardiovaskularni soustavy, je dulezita
nejen znalost pFi¢in nemoci srdce a cév, ale i podil Uc¢asti krevnich elementl na téchto
procesech. Trombocyty jsou zde zakladnim elementem a pro organismus jsou také jednim
z nejdualezitéjsich induktord hemostazy a tvorby trombu. Diky tomu patfi k jejich biologické
vybavé mechanismy a bunécné latky, zprostfedkovavajici zménu tvaru trombocytl, adhezi

k riznym povrchim, naslednou schopnost agregace a uvolfiovaci reakce.

V Ceské republice je umrtnost na kardiovaskularni choroby jednou z nejvyssich na svété
a priblizuje se k 53 % vSech umrti. Mezi faktory zvysujici riziko tohoto onemocnéni
zahrnujeme koufeni, diabetes melitus, hypertenze, hyperlipidémie a zvySena hladina
cholesterolu (> 6,2 mmol/l) (MatySkova & Hrachovinova, 1999; Nosal & Jancicova, 1990;
Povysil & Steiner, 2007).

V patofyziologii ob&éhové fecité rozliSujeme urgentni (invazivni) stavy a chronické, kterymi
se v této diplomové praci nadale zabyvat nebudeme. PFi nedostatecné efektivni 1€&bé

trombotického uzavéru je nutné prejit k feSeni pomoci invazivnich metod.

4.1 Kardiochirurgickeé reseni

Pfevazna vétsina kardiochirurgickych operaci probiha s pouzitim pfistroje pro mimotélni
obéh, ktery vedle doCasné nahrady srdce a plic slouzi také jako autotransfuzni pfistroj.
Jako jednu z nejpouzivanéjSich metod povazujeme koronarni bypass neboli pfemosténi
zuzeného nebo uzavieného Useku tepny za ucelem obnoveni perfuze tkané pro srde¢ni

sval, pficemz dochazi ke snizeni rizika nahlého umrti (infarkt myokardu), které je jednou

4.2 Mimotélni obéh

Zavedenim mimotéIniho obéhu (MTO) do Ié€by ziskanych a vrozenych srdecnich vad se
dostalo chirurgdm mozZnosti operace na otevieném srdci. Jedna se o bezkrevné (nikoli
absolutné) a stacionarni operacni pole, jez chirurg ziska doCasnym odklonénim cirkulace
krve od srdce a plic. MTO taktéz slouzi jako autotransfuzni zafizeni, jelikoz je veSkera krev
z chirurgického pole nasavana zpét, kde probiha jeji filirace a nasledny navrat do hlavniho
venozniho systému. Mimotélni obéh po dobu operace nahrazuje plice a srdce tim, ze je
zajisStovana tkanova perfuze zahrnujici vyménu plynd a udrzujici teplotu téla podle
specifickych pozadavk( danych typem onemocnéni &i pozadavku chirurga (Vanék, 2002;
Wagner, 2009).
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4.2.1 Zakladni usporadani MTO

Vendzni krev je derivovana gravitaci dvéma kanylami, které jsou zavedeny do horni a dolni
duté zily, anebo pravé siné, odkud odtéka do mechanické pumpy a pfes vyménik tepla do
oxygenatoru. Odkysliena krev je poté preCerpavana zpét do tepenného systému kanylou
zavedenou do vzestupné aorty Ci stehenni tepny, pokud je centralni kanylace obtizna (jedna
se o reoperace, zakrocich na ascendenti aorté nebo pfi minimalné invazivnich operacich).
Soucasti MTO je vedle hlavnich soucasti také klapka regulujici zilni navrat z pacienta,
kardiotomické sani, zajistujici odsavani krve a vzduchu z otevienych srdecnich dutin,
kofene aorty, levostrannych srde¢nich oddilll (dekomprese srdce) a u perioperacniho pole.
Tato krev je nejprve shromazdovana v rezervoaru s filtrem zachycujici tkanovy detritus,
tromby a kalcifikace (tedy vSe, jez mUze zpusobit pfipadnou embolizaci), taktéz zde dochazi

ke zbaveni volné rozpusténych vzduchovych bublin.

Krev odtékajici z perioperacniho pole muze byt zpracovana, anebo rekuperovana pomoci
koncentratoru & centrifugy (Cell Saver), nez se vrati zpét do MTO (Vanék, 2002;
Wagner, 2009).

Obrazek 8. Schéma pfistroje pro mimotélni obéh — pfevzato od Vanék (2002)

4.2.1.1 Cerpadla

Mezi nejbéznéji pouzivana Cerpadla pro MTO patfi rotaCni Cerpadlo, jez se sestava
z hadice, ktera je komprimovana dvéma otacejicimi valecky, jez tak vytlaCuji krev ven.
Objem, ktery tudy protéka je dan objemem hadice a poctem otacek. Pfi prutoku také

dochazi k poSkozovani krevnich elementd, a to zejména erytrocytl.

Dale jsou také pouzivany centrifugacni Cerpadla pracujici na zcela odliSném principu. Jejich
zakladem je plastovy konus, jez rychlym ota€enim reguluje tlak uvadéjici krev do pohybu.
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Na rozdil od rotacniho Cerpadla se jedna o neokluzivni typ, jehoz vykon zavisi pfedevsim
na objemu krve zde pfitékajici, periferni rezistenci a otackach kénusu. Mezi pfednosti patfi
témér nulové riziko vzduchovych embolii, mensi poskozeni krevnich elementd i mensi
aktivace komplementu. Bohuzel jsou v bézné kardiochirurgii vyuzivany vyjimecné
z ekonomického davodu (Sarkar & Prabhu, 2017; Vanék, 2002).

Obrazek 9. Schéma centrifuga¢niho ¢erpadla, — pfevzato od Vanék (2002)

4.2.1.2 Oxygenatory

Vsechny oxygenatory pracuji na témér stejném principu, kdy se jedna o vyménu plyn(
(02 a CO3) ve sméru tlakového gradientu, jez odpovida fyzikalnim zakonum. Mezi nejCastéji

pouzivané patfi bublinové a membranové oxygenatory.

Bublinové oxygenatory jsou dnes jiz méné vyuZivané a jejich princip spociva v tom, Ze je
kyslik vpravovan v podobé mikrobublin do krve a k vyméné plynu dochazi na jejich povrchu.
Maji vS§ak Fadu nevyhod, mezi které patfi pénéni krve pfi vpravovani kysliku, ¢imz vzrasta
riziko vzniku mikroembolii, a také denaturace plazmatickych bilkovin &i ¢asové omezeni
pouziti oxygenatoru — pokud je spustén déle jak dvé hodiny, stoupa frekvence komplikaci

zahrnujici umrti v pooperaénim prabéhu.

Membranové oxygenatory jsou dnes prevazujici skupinou, jelikoz napodobuji vyménu
plynu, jaka je provazena v plicich. Krev i kyslik jsou od sebe oddéleny membranou,
nejcastéji polypropylenovou Ci silikonovou s nepravidelné uspofadanymi pory ve sténé.
Vyména plynu je provadéna dle tlakového spadu pres pory, jez nejsou za normalnich
okolnosti propustné pro tekutinu. Oxygenator je ventilovan 100% kyslikem, aby se dosahlo
maximalni tlakové diference pro difuzi kysliku a to bez toxického efektu. Vysoky pratok
plynd tak zpusobuje ,vymyti“ CO. &imz je zajisténa vyména plynu. Pfi pouziti
polypropylenové membrany je bezpeCna doba uziti okolo Sesti hodin, zatimco

u silikonovych je doba pouziti neomezena (Sarkar & Prabhu, 2017; Vanék, 2002).
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4.2.1.3 Vymeénik tepla

Jedna se o soucast oxygenatoru skladajici se ze soustavy trubic, ve kterych proudi tepla €i
studena voda. Tyto trubice jsou obtékany krvi, jeZz je schopna absorbovat teplo, nebo
naopak teplo pfedavat, pfiCemz rychlost ochlazovani téla neni fizena Zadnymi pravidly
oproti rychlosti ohfevu, jeZ ma u operovaného vyznamna omezeni. Teplota vody tak nesmi
pfesahnout hodnotu 42 °C, protoZe je zvySovano nebezpeéi denaturace plazmatickych
bilkovin, a rozdil teploty krve a vody nesmi pfesahnout 10 °C, protoZe se vzestupem teploty
dochazi k poklesu rozpustnosti plynt a hrozi tak nebezpeci mikroembolii a to zejména
v oblasti mozku (Vanék, 2002).

4.2.1.4 Napln pristroje pro mimotélni obéh

Pfi MTO byva pouzivana plné heparinizovana krev. Jedna se vS8ak o neprakticky postup,
kdy byla krev odebirana od darcli v den operace, pfiemz je téméf vyluCovan akutni
chirurgicky vykon. Pouziti této krve mélo i dalSi zavazné disledky jak v €asném obdobi

(hypotenze, hemolyza, vzestup viskozity), tak i dlouhodobé v podobé hepatitid.

Jelikoz byvaji kardiochirurgické ukony s pouzitim MTO ¢asto akutni, bylo nutné vyuZiti
krystaloidnich nebo koloidnich roztok(. Poklesem hematokritu (jedna se o podil erytrocyt(
ku pIné krvi) a tedy i viskozity, doSlo ke zlepSeni prutoku krve tkanémi a zlepseni zilniho
navratu, ¢imz doslo k eliminaci vlivu hypotermie na cirkulaci. Za optimalni hodnotu je zde
povazovan pokles hematokritu na 25 %, pfiCemz i pokles na 20 % je organismem dobfe
tolerovan (Vanék, 2002).

4.2.1.5 Cell Saver

Tento rekuperacni pfistroj je vyuzivan béhem vykonU, pfi kterych by se krev za jinych
okolnosti stavala odpadem. Slouzi k shromazdovani krve z operacniho pole, kterou
posléze obohacuje antikoagulaéni pfisadou a filtruje. Po naplnéni zasobniku je krev
pumpou piecerpana do centrifugy, kde se odstfeduje a posléze promyvana fyziologickym
roztokem. Ziskana suspenze erytrocytll ma hodnotu hematokritu 0,45 s pfimési leukocyt(
a trombocytl. Je nutné, aby retransfuze do téla pacienta probé&hla nejpozdéji do 6 hodin

od zapoceti operace (Qin et al., 2016).
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Obrazek 10. Schéma operace pfi pouziti pfistroje Cell Saver — upraveno dle www.caseoftheday.cz

4.2.2 Pouziti heparinu u MTO

PouZziti heparinu pfi mimotélnim obéhu je absolutni podminkou. Je podavan jesté pred

zavedenim kanyl do jednotlivych venéznich systéma.

Heparin ma kratky polo¢as rozpadu a je tedy vylu€ovan z organismu exponencialné. Jeho
ucinek je u jednotlivych pacientd variabilni, proto je nutné ucinnost heparinu v pribéhu
operace sledovat. Mezi nejpouzivanéjSi metodu patfi sledovani activated clotting time
(ACT), sledujici antikoagulaéni Ucinky vysokodavkovanych pfipravkd. Dochazi k méreni
Casu v sekundach, potifebného ke srazeni celé krve po expozici aktivatoru vnitini drahy

pridanim aktivatord faktoru XiII.

Po ukon&eni MTO a odstranéni kanyl, je heparin neutralizovan protaminem, pfiCemz tento
déj neni zcela nikdy bez komplikaci. Mezi nej¢astéjSi reakce patfi hypotenze (tj. nizky tlak),
anebo anafylakticka reakce (ij. akutni alergicka reakce na podkladé imunopatologické
reakce . typu), jez mlze mit i tragické dusledky (Vanék, 2002; Wagner, 2009;
Penka & Slavi¢kova, 2011).
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4.2.3 Fyziologie MTO

Fyziologie mimotélniho obéhu se kvalitativné neliSi od normailni intaktni hemodynamiky.
Pratok MTO je ekvivalentni srdec¢nimu vydeji a dodavka kysliku se rovna soucinu obsahu
kysliku v krvi a pritoku. Mezi zakladni determinanty, se kterymi je pracovano béhem
mimotélniho obéhu je na jedné strané pratok, tlak, koncentrace hemoglobinu a jeho

saturace kyslikem, a na druhé strané spotieba kysliku (Wagner, 2009).

4.2.3.1 Naplih mimotélniho obéhu a hemodiluce

PFistroj pro MTO muze byt naplnén krvi, bezkrevni krystaloidni naplni nebo smési obou
pfedchozich. V dnesni dobé je okruh naplfiovan 1 500 az 2 000 ml, coZ odpovida asi 35 %
intravaskularniho objemu (mimo cév) u 70 kg pacienta. UrCita diluce (zfedéni krve) je pro
reologii vyhodna, pfi¢emz vysoka diluce snizuje viskozitu krve a dodavku kysliku do
organizmu. Jako bezpeény spodni hranice je povazovana hodnota hematokritu 20-25 % pro

stfedni hypotermii.

Casto se vyskytujici problém hemodiluce je mozné Fesit nékolika zplisoby, a to nizkym
plicnim objemem okruhu, tim se rozumi kratké a tenké hadice, & vendéznim sanim
a tolerance niz8i hladiny ve vendznim rezervoaru. Mezi ucinné opatfeni také patfi
tzv. autologni plicni technika, jez spociva ve vytlaCeni ¢asti napiné vendzni krvi mimo okruh
pfi zahajeni MTO, pfiCemz je mozné dostat mimo cirkulaci pfiblizné 700 ml plvodni napiné,

¢imz dojde k zamezeni skokového poklesu viskozity krve (Wagner, 2009).

4.2.3.2 Nastaveni parametri hemodynamiky

Zakladni strategie vedeni MTO je pfedmétem ruznych pohledu. Podstatou je odolnost
organizmu vic¢i obéhovému Soku, jez je individualni a ma svoje limity. Mezi hlavni faktory
ovliviiujici nastaveni parametrt patfi pritok neboli perfuze, jehoz normalni hodnota pro

pouziti je 80 ml/kg/min pfi¢emz byly také provedeny uspésné vykony s prutokem nizSim.

Soucasny princip nastaveni prutoku je zalozeny na fyziologickych méfenich na psech
a zdravych mladych dobrovolnicich. V souvislosti s pokrokem, jez vedl ke zmenSeni
plicniho objemu, byla odzkouSena metoda bezkrevni naplné MTO, kde se ale objevil
problém s poklesem kysliku vznikly hemodiluci, jeZz byl vyfeSen snizenim jeho spotfeby
hypotermii. Pfi volbé optimalni kompenzace dodavky kysliku do organizmu vedle sebe

nalézame dva faktory, a to koncentrace hemoglobinu (Hb) a pratok.

Jako jediné omezeni MTO je povazovana ztrata pulzniho toku na ktery organizmus reaguje
zménou mikrocirkulace (zlepSujici tranzit Cervenych krvinek, kapilarni perfuzi a pomahajici

i pfi lymfatické drenazi) a makrocirkulace (Vanék, 2002; Wagner, 2009).
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Obrazek 11. Normogram orientacniho nastaveni pritoku MTO z hlediska spotfeby kysliku pfi raznych
teplotach — upraveno dle Kirklin & Barratt-Boyes (1993)

4.2.3.3 Hypotermie

Hypotermie neboli snizeni teploty, je prostfedek snizeni spotfeby kysliku, jez umozniuje
kratkodobou zastavu srdce spjatou s provedenim zakroku. Tento stav chrani télo, tedy
predevSim mozek, pfed hypoxii pfi hraniénich hemodynamickych parametrech danych
hemodiluci a hrani¢ni perfuzi. Vedle tohoto hlavniho mechanismu je také uplatfiovano
snizené uvolnovani neurotransmiterd v mozku (glutamat), jez maiji toxicky charakter pro
neurony, jelikoz aktivuje kaskadu enzymu (kaspaz), navozujicich apoptickou smrt bunék.
Obecné je vSak znamo, Ze hypotermie ovliviiuje zpomalenim enzyml, coz je sice vyhodné

pro snizeni metabolismu ale nevyhodné pro koagulaci v plazmé.

Vliv teploty na metabolickou aktivitu je charakterizovan tzv. teplotnim koeficientem,
odpovidajicimu poméru metabolicke rychlosti a urcité tkané pfi dvou teplotach, mezi kterymi
je rozdil 10 °C. Cim je tato hodnota vy$8i, tim hlubsi je pak pokles metabolismu, pficemz

tento vztah odpovida spiSe exponencialnim pozadavkim nez linearnim.

Hypotermie také vede ke snizZeni tkanové perfuze a zvySeni viskozity krve, ktera je spjata
s organovymi komplikacemi béhem &i po operaénim vykonu a také je zavisla na mnozstvi

hemoglobinu.

Pfi snizeni teploty organizmu dochazi ke zvySené rozpustnosti kysliku a oxidu uhliCitého.
S tim je spjat pokles jejich parcidlnich tlaki a také vzestup pH krve, jez vyvolava obraz
respiracni alkalozy. Pro predejiti tohoto stavu byla vynalezena pH-strategie, pfi které byl
pfidavan CO; do oxygenatoru, a nebo alfa-stat teorie, jejiz podstatou je udrzovani normainiho

transmembranového pH gradientu v burikach pfi teplotnich fluktuacich (Wagner, 2009).
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4.2.4 Patofyziologie MTO

Mimotélni obéh pfinasi pro télo také negativni Ucinky, na které je kladen velky daraz pfi

samotné operaci nebo po jeho ukonc&eni.

4.2.4.1 Systémova odpovéd organizmu

SIRS neboli systémova odpovéd organizmu, je interpretovana jako reakce na protahovany
kontakt krve s neendotelovymi povrchy mimotélniho obéhu, plynem a porusenou tkani pfi
operaci. Primarné byva lokalizovana v misté poskozeni, ale muze se projevit i jako

extendovana po celém organizmu.

Za kliCovy moment je povazovana interakce aktivovanych endotelovych bunék s bilymi
krvinkami a krevnimi destiCkami, jez vede ke ztraté soudrznosti cév, se kterou je spjat unik
cirkulujici tekutiny a translokace aktivovanych leukocyt(l do tkani (Sarkar & Prabhu, 2017;
Wagner, 2009).

Mira inflamacni reakce, je kontrolovana v zasadé tfemi zpUsoby:

e Vyvoj materialu, jeZz méné aktivuji nespecifickou ¢&i ziskanou imunitu
organismu: membranové oxygenatory, centrifugalni pumpa a heparinizace
povrch.

e Docasna inhibice iniciaCnich segmenti nespecifické obrany: inhibitory
destiCkovych funkci, inhibice neutrofild (projev apoptické smrti), kortikoidy
a proteazové inhibitory.

e Docasna kvantitativni redukce krevnich obrannych systémd: pomoci
separacnich technik, jako je separace ¢i filtrace leukocytd, trombocytu

a plazmatickych systému.

4.2.4.2 Porucha mikrocirkulace béhem MTO

Poruchu mikrocirkulace bé&hem operace s mimotélnim obéhem neni dodnes zcela
objasnéna, avSak zavisi na nékolika faktorech, mezi které patfi pfevaha vazokonstrikénich
faktorl (angiotenzin, endotelin, vazopesin a katecholaminy) nad vazoditatacnimi
(prostaglandiny a oxid uhli€ity), zvySena tuhost Cervenych krvinek a mikroembolizace

tukovymi kapkami ¢i vzduchem.

Je tedy nutné béhem vykonu podavani vazodilatancii, mirné hemodiluce a manitolu jez

predchazeji tomuto problému (Wagner, 2009).
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4.2.4.3 Biokompatibilita vnitfniho povrchu

Biokompatibilita vnitiniho povrchu okruhu pro mimotéini ob&h souvisi s vyvojem
biomateriald, jez maji vlastnosti endotelu a dochazi tak ke sniZzeni nezadoucich
patologickych stavi béhem operace, jako je vySe zminéné SIRS ¢i aktivace koagulacniho
systému. Mezi nejpouzivangjsi modifikace povrchu patfi heparinizace vnitfniho okruhu,
jehoz principem je pfidavani kopolymera do biomaterialQ, z nichz jsou vyrabény hadice pro

MTO a aditivy modifikované povrchy.

Diky vyvoji téchto materialll bylo snizeno mnozZstvi podavanych transfuzi béhem
operacniho vykonu a také nasledné zkraceni pobytu pacienta na jednotce intenzivni péce
(Wagner, 2009).

4.2.4.4 Zmény hemostazy

Disledkem hemodiluce naplni MTO dochazi k nerovnomérnému poklesu hladiny
koagulacnich faktorl v krevni plazmé. PredevSim se bavime o poklesu faktoru V
a fibrinogenu, jeZ je absorbovan na vnitini povrch mimotéiniho obéhu. Plazmatickeé faktory
také podléhaji denaturaci (strukturalni zméné), a to pfedevsSim diky oxygenatoru, kontaktu

se vzduchem a odsavanim krve z operacniho pole.

Také dochazi k poklesu trombocytd v dusledku hemodiluce a adheze na fibrinogenem
potazeny povrch MTO. Pocetni pokles vSak nedosahuje hodnot, jez by vysvétloval
hemostaticky defekt, vyznamnégjsi je tedy porucha desti¢kovych funkci, ktera se projevuje
jako prodlouzeni C€asu krvaceni v zavislosti na délce mimotélniho obéhu.
Desti¢ky tedy jevi pouze CasteCnou aktivaci se ztratou alfa-granuli a glykoproteinovych

receptort Ib, lIb/llla (Cheng, 1998; Berendes et al., 2003; Wagner, 2009).

Tabulka 4. Hemostatické abnormality béhem srdecni operace v MTO — upraveno dle Wagner (2009)

plazmatické faktory trombocytarni faktory
Pokles denaturace koagulac¢nich faktor( Trombocytopenie
Pokles fyziologickych inhibitord (ATIII, Trombocytopatie (aktivace/desenzitizace)
proteinu C, proteinu S) Snizena reaktivita desticek (degranulace)
Pokles inhibitord fibrinolyzy (PAI, a,- Pokles povrchu receptortd pro vWF a fibrinogen
antiplazmin (b, llb/111a)
Primarni fibrinolyza Hypotermie
Diseminovana intravaskuldrni koagulace Protaminem vyvolana dysfunkce/inhibice
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5 STATISTICKE HODNOCENI

Pro vyhodnoceni hodnot naméfenych u vySetfovanych skupin pacientl byl pouzit
Mann-Whitney U test, jez se Ffadi mezi neparametrické statistické metody. Tyto testy jsou
pouzivany pfi statistickém porovnavani dat, u kterych neni mozny pfedpoklad normalniho
rozdéleni pravdépodobnosti sledovaného znaku. Jsou zalozeny na testovani nulové
hypotézy tykajici se pouze obecnych viastnosti rozdéleni sledované veli€iny ve statistickych

souborech (rozdéleni v porovnavanych souborech dat, shoda tvaru kfivky).

Mann-Whitneylv test se pouziva pfi hodnoceni neparovych pokusl, tedy kdyz
porovnavame dvé rizné vybérové skupiny (A, B). Dochazi k testovani hypotézy, Ze veli€ina
X, odpovidajici skupiné ,A“ a veli¢ina Y odpovidajici skupiné ,B“ maji totéz rozdéleni
pravdépodobnosti. Pfitom veli€Ciny X a Y nemusi odpovidat Gaussovu normalnimu
rozdéleni, kdy nahodna veliCina X ma v celém zakladnim souboru normailni rozdéleni
zavislé na parametru stfedni hodnoty a smérodatné odchylky charakterizujici variabilitu

nahodné veli¢iny X (Bedanova & Vecderek, 2007).
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EXPERIMENTALNI CAST

6 MATERIAL A METODY

6.1 Chemikalie

Agregometrické stanoveni:

Adenosindifosfat — ADP (HYPHEN BioMed: Neuville-sur-Oise, Francie;
konec¢na koncentrace 200 uM)

Epinefrin — EPI (HYPHEN BioMed: Neuville-sur-Oise, Francie; konecna
koncentrace 1 mM)

Kolagen — KOL (HYPHEN biomed, Neuville-sur-Oise, Francie; koneéna
koncentrace 10 uyg/ml)

Ristocetin — RISTO (Helena Biosciences Europe: Gateshead, Velka Britanie;

konecna koncentrace 1,5 mg/ml)

Trombigeneracni test:

Ceveron® TGA Reagent RC Low — 5 pM rekombinantni lidsky tkanovy faktor
s nizkou koncentraci fosfolipidovych micel, pufr Tris-Hepes-NacCl
(Technoclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln GmbH: Viden,
Rakousko; kone¢ny objem 1 ml)

Ceveron® TGA Substrate — 1 mM fluorogenni peptidovy substrat Z-Gly-Gly-
Arg-AMC (Technoclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln
GmbH: Videri, Rakousko; konecny objem 3 ml)

Ceveron® TGA Reaction Buffer — Tris-Hepes-NaCl pufr, hovézi sérovy
albumin (Technoclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln
GmbH: Videri, Rakousko; konecny objem 1 ml)

CaCl, (Technoclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln GmbH:

Viden, Rakousko; kone¢na koncentrace 25 mM)
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6.2 Material a pristrojova technika

¢ Plazma bohata na krevni desti¢ky

¢ Plazma chuda na krevni desti¢ky

o Agregometr Apact 4004 (LABiTec, Ahrensburg, Némecko)

o Vakuové zkumavky (3,8% citrat sodny, Greiner Bio-one, Kremsmiunster,
Rakousko)

e Jednorazové mikrokyvety s michadélkem pro agregometrii (LABIiTec,
Ahrensburg, Némecko)

e Pipety a pfislusné Spi¢ky (Eppendorf AG, Hamburk, Némecko)

e Plazmaexpresor (Trigon—-plus: Ri¢any u Prahy, Ceska republika,
vysokorychlostni rotor — AB 50.10A)

¢ Analyzator Ceveron® Alpha (Technoclone Herstellung von Diagnostika und
Arzneimitteln GmbH: Viden, Rakousko)

o Jednorazové kyvety pro TGT (Technoclone Herstellung von Diagnostika und
Arzneimitteln GmbH: Viden, Rakousko)

o Biologicky termostat BT 120 (LAB systém)

e Mrazici boxy (-20°C, -80°C), lednice (4-8°C)
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6.3 Pouzité metody

6.3.1 Odbér a zpracovani krve

Odbér krve probiha za urCitych standardnich podminek zajistujicich jistou objektivitu.
V pfipadé odbéru pro hematologicke vySetfeni je tfeba, aby byl proveden zpravidla rano na

lacno, kvuli znaénym vykyvim poctu krvinek a jednotlivych latek v plazmé.

NejCastéji je krev Iékafem odebirana z vena cubitalis v pazni ¢asti ruky do umeélohmotné
nebo silikonované sklenéné zkumavky obsahujici citrat sodny, jehoz pomér s krvi je roven
1:10. Po samotném odbéru je nutné, aby doslo k promichani obsahu uvnitf zkumavky, a to
prevracenim dnem vzhlru o poCtu 5-7krat (krvi nesmi byt tfepano — kvuli traumatizaci
bunék, a ani se promichani nesmi zanedbat — muze dojit k Castecné aktivaci
hemostatickych procesu). Poté je vzorek pfepraven do laboratofi, kde je nutné jeho
zpracovani do 2 hodin od samotného odbéru, aby bylo mozné vysledky povaZovat za
relevantni (Pecka & Blaha, 2010).

V laboratofi je nasledné oznaCeny biologicky vzorek pfipravovan pro jednotliva
hematologicka vySetfeni, jez dle Pecky & Blahy (2010) délime dle typ plazmy na:
o Citratova plazma chudé na obsah krevnich desticek (PPP):

1. Koagulaéni vySetifeni — citratova krev je zcentrifugovana pfi 2000-2500 g po
dobu 10 minut. Dochazi tak k oddéleni PPP od usazenych krvinek, jez je
mozné pouzit k bezprostfednimu vySetfeni, €i k uchovani pfi teplotach
-60 az -80 °C pro pozdéjsi pouziti.

2. Stanoveni funkce krevnich destiCek — opét probiha centrifugace za
standardnich podminek, kdy by pocet destitek v PPP nemél pfesahovat
mnozstvi 20*108/1.

o Citratova plazma bohaté na obsah krevnich desticek (PRP):

o Odebrana krev je promisena jemnym pfevracenim zkumavky a nasledné
probiha centrifugace pfi 250 g po dobu 10 minut. Poté je PRP stazena do
nové oznaCené zkumavky, kde pocCet trombocytl presahuje hodnotu
100*109/1.

e Bezdestickova plazma: pouziva se dvojnasobna centrifugace.

o Prvni probiha pfi 3 000 g po dobu 10 minut, poté je plazma pfenesena do
nové zkumavky a opét centrifugovana pfi stejnych podminkach. Takto
pfipravena plazma je pfedevSim vhodna pro stanoveni protilatek typu lupus

antikoagulans.
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6.3.2 Laboratorni stanoveni

V hematologické laboratofi je provadéna cela fada vySetieni, jez maji odhalit jak pficinu
krvaceni, tak pficinu trombéz. Zasadnim krokem je vSak spravny odér a nasledna

preanalyticka faze hematologickych vysetfeni.

Podle samotného principu stanoveni tak délime laboratorni testy na:

e Fotometrické — principem je stanoveni intenzity zbarveni, které vznika jako dusledek
Stépeni  specifického  chromogenniho  substratu, méfeného  pomoci
spektrofotometr(.

e Koagulacni—zakladem je méfeni Casu potfebného k vytvoreni koagula od momentu
pfidani reagencie k vySetfované plazmé. Analyzu je mozné provadét jak manualné,
tak pomoci koagulometru.

e Imunologické — zalozeny na reakci mezi antigenem a protilatkou. Mezi nejCastéji
pouzivané patfi enzymové imunometody ¢&i elektroimunodifuze.

o Nefelometrické — neboli zakalové testy, jsou zalozené na svétlu, jez je odrazené od
koloidnich Castic obsaZzenych v plazmé. Dochazi tedy k méfeni vzniklého zakalu po

vytvoreni koagula nebo po agregaci trombocytl (Dobrotova, 2006).

6.3.3 Agregometrie

Vzajemné shlukovani krevnich desti€ek (agregace) nasleduje bud ihned po adhezi, anebo
po pfimém puasobenim fady induktord (ADP, kolagen, kyselina arachidonova aj.)
na receptory trombocytl. Laboratorné Ize tento déj sledovat pomoci agregometra, kdy se
vyuziva plazma bohata na krevni desticky Ci pIna krev. Nej¢astéji je vyuzivano dvou metod
— spontanni (samovolna) agregace, jez nastava bez pfidani induktord, a stimulovana
(Pecka & Blaha, 2010).

Mezi nejCastéji vyuzivaneé pfistroje patfi optické agregometry, které mohou byt napojené na
zaznamovy pfistroj, na kterém je vyhotovena agregacni kfivka odpovidajici probihajicimu
agregacnimu déji. Podle Pecka & Blaha (2010) Ize z této kfivky odvodit tyto parametry:
e Maximalni sklon (ms) — odpovida rychlosti nartstu transmise svétla v dusledku
tvorby agregatl trombocyt(.
o  Maximalni amplituda (m,) — udava aktualni nejvys$$i moznou agregacéni odpovéd na
dany podmét a je vyjadfena v procentech.
o Doba latence agregacni krfivky (ta) — hodnota reprezentuje ¢as od pfidani induktoru

do doby, nez dojde ke zméné transmise svétla. Je vSak vyuzivano pouze u kolagenu.
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Tabulka 5. Koncentrace jednotlivych induktor(i pro agregometrii — upraveno dle Pecka & Blaha (2010)

doporucené finalni koncentrace reagencii v testu

adenosindifosfat 20 umol/I
epinefrin 300 umol/I
kolagen 10 pg/!
kyselina arachidonova 500 pg/ml
ristocetin 1,5 mg/I

Metoda optické agregometrie patfi mezi turbidimetrické stanoveni agregace trombocyt(,
kdy je metoda zaloZena na detekci rozdilu propustnosti svétla fotometrem po pfidani
induktoru desti¢ek do PRP. Nej¢astéji byva vyuzivana k diagnostice vrozenych i ziskanych
poruch funkce desti¢ek. Mezi zakladni inhibitory zde patfi ADP, RISTO, KOL, EPI a AA.
Ristocetin je peptid aktivujici trombinovy receptor, jez pomaha vazbé vWF na komplex
glykoproteinu Ib/IX/V, proto abnormality agregace trombocytl vyvolané timto induktorem
jsou nejcastéji spojovany s deficitem nebo dysfunkci VWF a slouzi tak k jejich diagnostice
(Pecka & Blaha, 2010; Koltai e al., 2017).
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Obrazek 12. Agregace trombocytd po pfidani induktoru — upraveno dle www.oncohemakey.com
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6.3.3.1 Méreni agregometrie

Pro méfeni agregometrie v této diplomove praci byla odebrana krev centrifugovana deset
minut pfi 900 rpm, &imZ doslo k vytvofeni rozhrani mezi plazmou bohatou na krevni destiCky
a zbytkem krve. Nasledné byla PRP odebrana pomoci automatické pipety a pfenesena do
jednorazovych kyvet obsahujici michadélko umisténych v agregometru Apact 4004,
kde byla plazma bé&hem prubéhu celého méfeni zahfivana na 37 °C. Nasledné bylo
provedeno nastaveni pozadi pfistroje a pfidani 20 pl jednotlivych inhibitort (ADP, EPI, KOL,

RISTO). Poté jiz byla spusténa samotna analyza probihajici 600 sekund.

Méreni bylo provadéno u kontrolni skupiny a to pfed zapodetim operace a na jejim konci,
a separované skupiny, u které se méfeni provadélo pred operaci, béhem a po jejim
ukonCeni a nasledné po navraceni trombocytarnino koncentratu z Cell Saveru.

Po ukonceni méfeni byly porovnavany maximalni absorbance v ¢ase u obou skupin.

. . Obrazek 14. Jednorazova
Obrazek 13. Agregometr Apact 4004 — prevzato kyveta pro Apact 4004 —

z www.labitec.de prevzato z www.biovendor.cz

6.3.4 Trombin generacni test

Trombin generaéni test (TGT) slouzi k detailnimu posouzeni tvorby trombinu v Case.
Mé&reni umoziiuje posouzeni funkce koagulace diky méfeni kinetiky generace trombinu.
Pro vlastni stanoveni se vyuziva jak PPP tak PRP, kdy je sledovana vznikajici formace
trombinu s fluorogennim substratem pfi aktivaci koagulacni kaskady chloridem vapenatym
a tkanovym faktorem. Trombin vznikajici v prdb&éhu hemokoagulace pfeméniuje substrat na
fluorofor vydavajici signal, ktery je kontinualné zaznamenavan fluorometrem a vyhodnocen

jako kfivka generace trombinu (Pecka & Blaha, 2010).
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Rozmrazena krevni
plazma

Tkafovy
faktor

Fosfolipidy

Ca*, fluorogenni
trombinovy substrat

B

Uméle vytvofeny substratovy chromofor D—D—O

Stépeny (fluorescentni) chromofor D_D ‘1:5

Obrazek 15. Princip trombin generacéniho testu — upraveno dle www.coagulationassays.com

Hodnoceni kfivky generace trombinu dle Pecka & Blaha (2010) :
e Endogenni trombinovy potencial (AUC) — plocha pod kfivkou odpovidajici
celkovému mnozstvi vygenerovaného trombinu udavana v mM.
e Iniciacni faze (tag) — €as od iniciace do prvni trombinové generace, neboli doba za
kterou je aktivovany koagulaéni systém, vyjadfovana v minutach.
e Time to Peak (tpeak) — doba za kterou je dosazena maximalni formace trombinu.

o Peak trombin (peak) — nejvyssi koncentrace trombinu udavana v mM.

ra—o—— Peak

300 1

200 1

100 A

mnozstvi trombinu [nM]

20 30
¢as [min]

Obrazek 16. Parametry kfivky generace trombinu — upraveno dle www.semanticscholar.org
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6.3.4.1 Méreni TGT

Pro méfeni generace trombinu byla pouzita zmrazena (-80 °C) krevni plazma chuda na
krevni desti¢ky, kterou bylo nutné pred zahajenim analyzy vytemperovat na teplotu 37 °C
pomoci biologického termostatu BT 120. Nasledné byla plazma pfesunuta do pfistroje
Ceveron® Alpha, u kterého bylo nutné provedeni promyti pfistroje pfed zahajenim samotné
analyzy. Poté byly jednotlivé reagencie umistény na urCené pozice a mohlo tak dojit i
k umisténi vzorku, kdy byl na pozici jedna umistén vzorek slepy. Nakonec byl spustén TGA
RCL Reagent_[V003] Single test a probihala samostatna analyza. Po ukonéeni méfeni byly

porovnavany hodnoty t.g, peak a AUC u kontrolni a separované skupiny pacientd.

Obrazek 17. Pfistroj Ceveron® Alpha — pfevzato z www.diapharma.com
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VYSLEDKY

V této kapitole poskytujeme porovnani vysledkll souboru vySetfovanych pacientd
obsahujici Udaje o charakteristice pacientl, predoperaéni medikaci, parametrech
mimotélniho obéhu, transfuzni terapii, vyskytu klinickych komplikaci, hodnot trombin

generacniho testu a aktivity krevnich desti¢ek v riiznych fazich kardiochirurgického vykonu.

RozliSujeme zde kontrolni skupinu pacientll a skupinu pacientu se separaci, jez prodélaly
stejné kardiochirurgické operace za pouziti mimotéiniho ob&hu a rekuperaéniho pfistroje
Cell saver, s rozdilnym krokem po ukon&eni operace. U kontrolni skupiny nebylo provedeno
navraceni krve z pfistroje Cell saver, jelikoZ se stala odpadnim materialem (obrazek 19)
a byl proveden trombin generacni test a méfeni agregace pfi zahajeni operace a po jejim
ukonéeni. Naopak u skupiny pacientl se separaci byla provedena tzv. autotransfuze krve
z pristroje Cell saver (obrazek 20) a trombin generaéni test spoleCné s méfenim
agregometrie byly provedeny pfi zahajeni operace, po ukonéeni operace, po ukonéeni MTO

a po navraceni bunék z pfistroje Cell saver.

Poslednim krokem bylo statistické zhodnoceni a porovnani naméfenych hodnot

u jednotlivych skupin pacientd, jez jsou popsany nize v praci.
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7 SOUBOR PACIENTU

7.1 Prubéh operace

Antikeagulant Antikoagulant
ve fyziologickém ve fyziologickém
roztoku roztoku
o n -—
Z mista chirurgického zakroku v Z mista chirurgického zakroku v

Infuzni vak Infuzni vak

Rezervoar Rezervoar
filtrované filtrované
krve krve
Promyvani Promyvani
fyziologickym fyziologickym
roztokem roztokem .
. > Odpadni vak - o
Rekuperaéni pfistroj Rekuperaéni pristroj
Cell saver” ,Cell saver”
Obrazek 19. Prubéh operace bez navraceni krve z Cell Saveru u Obrazek 18. Prib&h operace s navracenim krve z Cell Saveru u
kontrolni skupiny pacientd skupiny pacientli se separaci.
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7.2 Skupina pacientu postupujicich kardiochirurgicky zakrok s pouzitim Cell Saveru

bez navraceni krve, oznac¢ena jako kontrola

Tabulka 6. Udaje o vstupni a antikoagulaéni medikaci, pfedoperagnich vy$etfeni, krevnich ztrat aj. u kontrolni skupiny pacientti

pacient ASA CLOP/TIC LMWH ACTstart ACTmax ACTend heparin protamin TTmin TTend Ztraty OP Ztraty24 EBR FFP

1 0 0 0 141 486 118 450 450 27,0 37,0 500 270 0 3
2 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A  N/A
3 1 0 0 126 456 117 320 350 30,8 36,9 500 230 2 2
4 1 1 0 121 500 147 330 350 34,5 36,9 600 510 3 0
5 0 0 1 126 436 123 290 350 34,8 36,6 700 1390 5 4
6 1 0 0 155 560 138 310 400 34,6 36,5 300 510 2 0
7 0 0 1 139 437 122 360 400 33,3 36,0 500 280 2 2
8 0 0 1 129 474 N/A 430 450 33,3 37,0 200 580 0 0
9 0 0 1 140 595 144 310 350 30,4 35,4 700 1520 4 5
10 1 0 1 160 418 129 420 450 34,5 36,8 500 500 4 2
11 0 0 0 115 523 116 300 250 34,5 35,9 500 660 5 0
12 0 0 0 126 455 N/A 400 400 35,8 36,4 400 260 1 0
13 0 0 1 128 478 137 320 350 34,2 37,0 300 220 2 2
14 1 0 0 156 459 N/A 380 350 35,4 36,7 800 310 3 0
15 1 1 1 135 445 116 380 400 35,8 36,8 400 360 0 0
16 0 0 0 143 548 147 320 400 33,4 36,8 500 420 2 2
17 0 0 1 112 477 N/A 410 400 34,4 36,9 300 650 1 0
18 1 1 0 128 606 N/A 400 400 36,1 36,9 300 550 0 0
19 1 0 0 131 527 112 440 450 34,1 36,9 400 520 0 0
20 1 1 0 116 638 N/A 230 250 35,3 36,8 200 280 0 0
21 0 1 0 128 440 N/A 320 350 35,5 37,0 300 400 0 0
22 1 0 0 132 664 N/A 340 400 34,9 37,0 300 490 0 0
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pacient ASA CLOP/TIC LMWH ACTstart ACTmax ACTend heparin protamin TTmin TTend Ztraty OP Ztraty24 EBR FFP

23 1 1 0 134 459 N/A 280 300 36,8 36,9 400 1800 5 2
24 1 0 0 127 436 N/A 280 300 33,7 37,2 300 710 0 0
25 1 0 0 124 491 124 420 400 36,5 36,6 600 470 0 0
26 1 0 0 137 484 N/A 300 300 35,0 36,9 300 220 0 0
27 0 0 1 115 451 140 340 350 35,3 36,3 500 450 2 2
28 1 0 0 108 548 111 360 450 35,3 36,3 600 200 2 2
29 1 0 0 146 518 116 360 400 34,7 36,9 400 350 2 0
30 0 0 1 170 700 118 420 480 33,0 36,9 400 280 4 4
31 1 0 0 87 498 110 400 400 35,6 36,8 1200 690 6 2
32 1 0 0 103 445 N/A 400 400 35,6 36,9 1000 260 2 0
33 0 0 0 123 732 102 240 250 35,7 36,9 800 1330 4 4
34 1 1 0 98 593 N/A 240 250 35,7 36,9 400 330 2 0
35 1 1 0 99 469 N/A 320 350 35,4 36,8 200 590 0 0
36 0 0 1 194 487 N/A 410 450 36,1 37,0 300 510 0 0
37 1 0 0 190 462 N/A 400 400 35,7 36,7 300 430 0 0
38 1 0 1 150 462 N/A 380 400 34,5 36,7 300 550 3 2
39 1 1 0 134 530 N/A 330 350 36,6 36,8 300 310 0 0
40 0 0 0 123 500 128 320 350 35,4 36,8 700 390 2 0
41 1 1 0 128 439 109 350 350 35,6 36,6 600 740 0 0
42 0 0 0 154 469 122 370 350 33,6 36,9 500 970 5 5
43 0 0 1 128 238 N/A 100 100 36,1 36,2 150 120 0 0

Vysvétlivky: ASA — kyselina acetytsalicylova (0 — NE, 1 — ANO), CLOPI/TICAGR - klopidogrel/ticagrelor (0 — NE, 1 — ANO), LMWH — nizkomolekularni heparin (1 — protidestickova
medikace), ACTstar — aktivovany srazeci cas [s] na zacatku vykonu, ACTmax — maximalni aktivovany srazeci ¢as [s], ACTend — aktivovany srazeci ¢as na konci vykonu [s],
Heparin — celkova davka [Ul], Protamin — celkova davka [mg], TTmin — nejniZ$i teplota télesného jadra [°C], TTend — teplota télesného jadra na konci vykonu [°C], Ztraty OP- peroperacni
krevni ztraty [ml], Ztraty24 — ztraty z drent béhem prvnich 24 h na JIP [ml], : EBR — erytrocytarni koncentrat [pocet jednotek], FFB — Cerstvé zmrazena plazma [pocet jednotek]

Jedna jednotka = 450 ml
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Tabulka 7. Pfehled substitu¢ni 1é€by a zdravotnich komplikaci u kontrolni skupiny

pacient TAD FBG OCPL TXApoop revize Euroscore ICULOS HLOS uamrti  klinické problémy CMP  psychosy AKI

1 0 0 0 0 0 1,81 3 20 0 AIM 0 0 0
2 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 0 0 0 0 0 2,77 4 11 0 PSY, FiS 0 1 0
4 0 0 0 0 0 4,17 3 10 0 FiS 0 0 0
5 0 0 2 1 1 2,64 4 19 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 5,54 3 9 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 2,14 3 18 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 9,79 6 10 0 CMP 1 0 0
9 0 0 0 0 0 2,06 3 14 0 FiS 0 0 0
10 0 0 0 1 0 10,21 3 14 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 2,04 4 9 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 2,83 4 11 0 FiS 0 0 0
13 0 0 0 0 0 12,56 4 11 0 PS,FiS 0 1 0
14 0 0 0 0 0 2,37 3 8 0 FiS 0 0 0
15 0 0 0 0 0 3,19 4 13 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 6,90 5 17 0 FiS 0 0 0
17 0 0 0 0 0 2,06 3 9 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0,60 2 8 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0,55 3 8 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 2,52 3 10 0 FiS 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0,99 3 10 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0,65 2 8 0 0 0 0
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pacient TAD FBG OCPL TXApoop revize Euroscore ICULOS HLOS  uamrti klinické problémy CMP  psychosy AKI

23 0 0 0 0 0 2,09 3 9 0 PS, ALI 0 1 0
24 0 0 0 0 0 2,13 3 8 0 FiS 0 0 0
25 0 0 0 0 0 2,36 3 8 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0,86 3 8 0 FiS 0 0 0
27 0 0 0 0 0 3,43 3 15 0 FiS 0 0 0
28 0 0 0 0 0 1,62 3 8 0 FiS 0 0 0
29 0 0 0 0 0 3,33 2 11 0 0 0 0
30 0 0 0 1 0 2,25 3 14 0 0 0 0
31 0 0 0 0 1 2,47 25 25 0 AIM, resp.insuf 0 0 1
32 0 0 0 0 0 1,60 3 9 0 0 0 0
33 0 1 1 1 0 2,13 3 9 0 0 0 0
34 0 0 0 0 0 1,19 4 10 0 FiS 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0,90 2 7 0 0 0 0
36 0 0 0 0 N/A 0,65 3 6 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0 1,61 3 12 0 0 0 0
38 0 0 0 0 0 2,11 4 16 0 FiS 0 0 0
39 0 0 0 0 0 1,29 3 16 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 1,26 5 16 0 PS 0 1 0
41 0 0 0 0 0 0,50 2 12 0 dehisc.rany 0 0 0
42 0 0 0 0 0 3,98 3 14 0 pacemaker 0 0 0
43 0 0 0 0 0 4,44 2 9 0 Fis 0 0 0

Vysvétlivky: TAD — trombocytarni koncentrat [pocet jednotek], FBG — koncentrat fibrinogenu [a4 1g[, Ocplex — koncentrat protrombinového komplexu [a 500 Ul], TXApoop — dodatecna
davka kyseliny tranexamové [30 mg/kg], Revize — pro krvaceni ¢i ¢asnou tamponadu do 48 hodin (0 — NE, 1 — ANO), Euroscore — logisticka hodnota udavajici pravdépodobnost ¢asného
hospitalizaéniho Gamrti [%], ICULOS — délka pobytu na JIP [dny], HLOS — délka hospitalizace [dny], Umrti — do 30. dne (0 — NE, 1 — ANO), ACB — aortokoronarni bypass, AVR — nahrada
aortaini chlopné, MVR — nahrada mitralni chlopné, TVP — plastika trikuspidaini chlopné, MVP — plastika mitralni chlopné, AA — nahrada ascendentni aorty ( re- — reoperace), CMP —
cévni mozkova pfihoda, PSY — organicky psychosyndrom, AKI — akutni selhani ledvin

Jedna jednotka = 450 ml
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Tabulka 8. Pfehled komorbidit a zakladnich laboratornich parametri u kontrolni skupiny pacientt

pacient AIM FiS GIT resp.ins  Hktstart Hktmin Hktend Castart Camin Caend lacstart lac max lacend
1 1 0 0 0 43,9 30,4 31,3 1,07 1,47 1,50 1,0 2,0 1,9
2 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 0 1 0 0 40,1 25,2 26,9 0,90 1,34 1,25 1,0 2,0 1,0
4 0 1 0 0 36,6 26,6 28,3 0,91 1,26 1,29 0,8 0,9 0,7
5 0 0 0 0 37,1 27,4 30,3 0,69 1,26 1,00 0,6 0,9 0,9
6 0 0 0 0 40,8 26,4 34,3 1,14 1,30 1,22 0,7 1,0 1,2
7 0 0 0 0 36,8 28,7 30,5 0,80 1,28 1,25 0,9 0,8 0,8
8 0 0 0 0 47,6 31,8 34,2 1,15 1,23 1,26 0,5 0,7 0,7
9 0 1 0 0 41,1 27,8 31,0 0,93 1,24 1,29 0,6 0,8 1,0
10 0 0 0 0 29,0 23,8 25,5 0,89 0,80 1,22 0,7 11 1,0
11 0 0 0 0 41,4 27,4 29,4 1,17 1,34 1,30 0,5 0,8 0,8
12 0 1 0 0 36,3 25,7 27,2 1,05 1,32 1,34 0,6 1,2 1,2
13 0 1 0 0 34,4 24,6 28,7 0,74 1,29 1,31 0,8 0,8 0,9
14 0 1 0 0 40,0 25,5 28,0 0,88 1,37 1,32 0,7 1,7 1,3
15 0 N/A 0 0 40,0 28,0 28,0 0,86 1,29 1,27 14 1.2 14
16 0 1 0 0 43,1 30,1 31,7 1,09 1,32 1,38 0,7 0,5 0,6
17 0 0 0 0 38,7 27,5 27,6 0,79 1,24 1,27 0,4 0,8 0,8
18 0 0 0 0 38,3 32,1 33,4 0,78 1,27 1,25 0,8 0,7 0,9
19 0 0 0 0 42,4 31,2 32,3 0,94 1,34 1,32 0,8 0,8 1,0
20 0 0 1 0 38,7 27,8 29,5 0,84 1,32 1,32 0,5 14 14
21 0 0 0 0 45,1 36,0 37,0 1,04 1,17 1,25 0,8 0,7 0,8
22 0 0 0 0 40,3 n/A 315 0,94 N/A 1,28 1,0 N/A 0,7
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pacient AIM FiS GIT resp.ins  Hktstart Hktmin Hkttend Castart Camin Caend lacstart lac max lac end

23 0 0 0 1 40,1 31,3 30,7 0,90 1,13 1,30 14 12 13
24 0 1 0 0 41,8 30,2 30,9 0,87 1,40 1,36 11 0,8 0,9
25 0 0 0 0 49,4 32,6 33,9 0,96 1,16 1,10 1,0 0,9 0,9
26 0 1 0 0 39,8 33,5 34,0 1,00 131 1,18 0,5 0,6 0,6
27 0 1 0 0 34,4 23,6 26,1 1,09 1,38 1,32 0,7 1,3 1.8
28 0 1 0 0 35,7 25,3 26,8 0,87 1,28 1,27 04 0,6 0,7
29 0 0 0 0 33,6 27,7 27,9 0,80 1,38 1,38 11 12 1,0
30 0 0 0 0 30,4 28,7 30,2 0,90 0,93 1,28 0,8 1,0 11
31 1 0 0 1 33,7 243 29,6 0,97 1,33 1,29 15 13 14
32 0 0 0 0 39,9 30,7 33,8 0,85 1,34 1,35 0,9 0,9 11
33 0 0 0 0 29,5 29,8 31,7 0,95 1,31 1,30 0,7 15 1,8
34 0 1 0 0 38,8 29,8 28,9 1,02 1,33 1,30 0,4 0,8 0,8
35 0 0 0 0 29,9 22,8 28,9 1,24 1,35 1,33 0,8 1,0 0,8
36 0 0 0 0 45,7 36,1 37,6 0,86 1,28 1,27 21 2,2 1,9
37 0 0 0 0 39,5 31,5 34,2 0,87 1,24 1,22 0,9 0,8 0,9
38 0 1 0 0 36,0 26,1 29,9 0,84 131 1,29 0,7 0,9 0,9
39 0 0 0 0 37,9 31,5 30,3 0,75 121 1,49 0,8 0,8 0,8
40 0 0 0 0 27,9 22,8 29,4 1,00 1,10 1,26 0,9 0,9 0,8
41 0 0 0 0 46,8 35,6 36,2 1,00 121 1,32 0,9 0,7 0,8
42 0 0 0 0 42,8 29,1 28,1 0,88 1,33 1,25 1,0 0,9 2,3
43 0 1 0 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Vysvétlivky: AIM — akutni ischemie myokardu, FiS — pooperacni fibrilace sini, GIT — gastrointestinalni komplikace, Rl — respiracni insuficience, Hkt start — hematokrit na po¢atku operace,
Hkt min — minimaini hodnota hematokritu, Hkt end — hodnota hematokritu po ukonéeni operace, Ca start — hodnota kalcia pfi zapoceti operace [mmol/l], Ca end — hodnota kalcia po
ukonceni operace [mmol/l], lac start — hodnota laktatu pfi na pocatku operace [mmo/l], lac end — hodnota laktatu po ukonceni operace [mmol/l]
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7.3 Skupina pacientt postupujicich kardiochirurgicky zakrok s pouzitim Cell Saveru

s navraceni krve, oznaéena jako separace

Tabulka 9. Udaje o vstupni a antikoagulaéni medikaci, predoperaénich vySetteni, krevnich ztrat aj. u skupiny pacientt se separaci

pacient ASA CLOP/TIC LMWH ACTstart ACTmax ACTend heparin protamin TTmin TTend Ztraty OP Ztraty24 EBR FFP

1 0 0 0 130 677 109 500 500 33,6 36,9 300 530 2 3
2 0 0 0 127 537 N/A 400 400 31,9 36,0 400 1490 0 4
3 0 1 0 135 433 N/A 390 450 33,8 37,0 500 830 2 0
4 1 0 0 155 620 113 390 400 34,3 36,9 700 520 2 0
5 0 0 0 117 527 131 340 350 33,6 36,4 1200 330 0 0
6 0 0 0 108 627 117 400 400 33,9 36,2 800 360 0 0
7 0 0 1 142 608 N/A 450 500 34,5 37,0 300 520 4 1
8 1 0 0 132 578 129 360 450 311 36,4 1500 820 2 4
9 0 0 0 128 450 118 410 400 34,7 36,8 400 230 0 0
10 1 0 0 145 477 127 530 470 34,8 36,7 600 370 2 1
11 0 0 1 136 649 142 490 500 26,7 37,0 2000 450 4 2
12 0 0 1 114 568 116 300 350 34,1 36,5 300 470 0 0
13 0 0 1 119 523 123 320 350 33,2 36,8 800 420 0 0
14 0 0 0 124 588 112 450 400 34,3 37,0 900 960 1 2
15 0 0 0 107 476 N/A 360 400 34,7 37,0 500 360 3 1
16 0 0 0 107 630 106 340 450 33,4 36,8 800 350 1 3
17 0 0 0 133 600 140 500 600 34,2 36,8 500 310 0 0
18 0 0 1 121 659 148 270 300 34,5 36,6 300 510 4 0
19 0 0 1 148 515 132 320 350 34,0 36,7 400 330 2 0
20 0 0 0 129 543 N/A 400 400 34,8 37,0 500 420 0 0
21 1 0 0 127 505 104 280 350 34,7 36,1 300 960 4 0
22 1 0 1 265 729 N/A 280 300 34,4 37,0 500 270 1 0
23 0 0 0 138 542 117 500 550 33,9 36,7 700 470 4 3
24 0 0 0 136 688 137 440 550 33,3 37,3 1200 700 2 2
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Tabulka 10. Prehled substituéni IéEby a zdravotnich komplikaci u skupiny pacientl se separaci

pacient TAD FBG OCPL TXApoop revize Euroscore ICULOS HLOS uamrti klinické problémy CMP  psychosy AKI

1 0 0 0 0 0 1,07 3 10 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 1,46 3 9 0 FiS 0 0 0
3 0 1 0 1 0 8,87 4 8 0 PSY, AKI 0 1 1
4 0 0 0 0 0 8,86 13 13 1 FiS, GIT 0 0 0
5 0 0 0 0 0 2,13 3 8 0 PSY, FiS 0 1 0
6 0 0 0 0 0 1,80 4 10 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 2,74 39 54 N/A PSY, RI 0 1 0
8 0 0 0 0 0 2,33 12 22 0 FiS, GIT, RI 0 0 0
9 0 0 0 0 0 2,46 3 12 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 2,06 4 10 0 resp.insuf. 0 0 0
11 0 0 0 1 0 3,56 5 11 0 PS 0 1 0
12 0 0 0 1 0 3,38 3 18 0 AVB llI-pacemaker 0 0 0
13 0 0 0 0 0 1,98 3 12 0 FiS 0 0 0
14 0 0 0 0 0 2,43 3 16 0 FiS, perik.vypotek 0 0 0
15 0 0 0 0 0 2,52 3 16 0 Fis 0 0 0
16 0 1 1 0 1 1,26 3 12 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 4,72 3 14 0 PS,FiS 0 1 0
18 0 0 0 0 0 3,16 3 12 0 FiS 0 0 0
19 0 0 0 0 0 2,78 3 10 0 FiS 0 0 0
20 0 0 0 0 0 4,13 3 10 0 FiS 0 0 0
21 0 0 0 0 0 2,11 4 12 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 3,78 2 8 0 FiS 0 0 0
23 1 2 0 1 0 3,08 3 11 0 0 0 0
24 0 2 2 1 0 2,20 2 9 0 NovoSeven 0 0 0
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Tabulka 11. Pfehled komorbidit a zakladnich laboratornich parametr(i u skupiny pacientl se separaci

pacient AIM FiS GIT resp.ins  Hktstart Hktmin Hktend Castart Camin Caend lacstart lac max lac end
1 0 0 0 0 40,9 28,8 29,3 0,90 1,26 1,26 0,9 0,7 0,7
2 0 1 0 0 447 31,3 32,9 0,87 1,38 1,33 1,7 1,2 1,0
3 0 0 0 0 46,1 23,7 25,8 1,03 1,29 1,27 1,2 1,3 1,2
4 0 1 1 0 46,1 30,1 28,4 1,18 1,36 1,29 1,6 1,7 15
5 0 1 0 0 41,7 28,5 29,6 0,84 1,22 1,25 0,8 0,8 0,9
6 0 0 0 0 41,5 28,1 30,4 1,06 151 1,49 0,9 1,2 14
7 0 0 0 1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
8 0 1 1 1 43,8 28,4 29,5 1,17 1,35 1,33 1,2 11 11
9 0 0 0 0 47,1 30,5 32,2 0,85 0,90 1,33 0,7 0,9 11
10 0 1 0 1 35,8 27,1 27,8 0,99 1,32 1,31 1,0 0,9 0,8
11 0 0 0 0 37,5 25,8 24,9 1,20 1,36 1,29 0,6 3,4 2,7
12 0 0 0 0 40,9 26,7 28,3 0,93 1,36 1,29 0,7 0,8 11
13 0 1 0 0 41,6 22,5 28,2 0,79 1,39 1,28 0,8 11 14
14 0 1 0 0 49,0 331 33,8 1,02 1,34 1,33 0,7 1,2 1,2
15 0 1 0 0 441 23,4 27,9 0,99 1,28 1,41 2,0 1,6 2,0
16 0 0 0 0 42,4 27,9 29,1 0,91 1,30 1,20 1,3 1,3 1.2
17 0 1 0 0 41,0 29,7 32,0 0,85 1,34 1,41 0,7 1,3 1,3
18 0 1 0 0 40,7 27,4 24,0 1,06 1,38 1,32 0,9 0,9 0,9
19 0 1 0 0 41,0 24.8 23,6 0,92 1,29 1,24 0,7 1,0 0,9
20 0 1 0 0 46,9 32,0 33,2 1,18 1,42 1,37 1,9 1,9 15
21 0 0 0 0 38,7 26,8 27,7 0,94 1,35 1,29 1,7 1,9 1,7
22 0 1 0 0 39,2 26,3 23,9 0,84 1,23 1,19 0,9 0,9 9,7
23 0 0 0 0 40,8 25,0 26,4 0,81 1,24 1,00 11 14 2,0
24 0 0 0 0 45,1 29,1 30,3 0,88 1,31 0,8 14 1.2 1,3
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Tabulka 12. Demografie vySetfovanych skupin pacientd

Parametry Kontrola Separace P
Nr. % Nr %

Muz 12 80,0 % 18 94,7 % 0,299
ASA 5 35,7 % 3 16,7 % 0,252
CLOP/TIC 2 14,3 % 1 5,6 % 0,568
LMWH 8 57,1 % 4 22,2 % 0,068
reexplorace 2 14,3 % 3 16,7 % 1,000
Smrt 0 0,0 % 1 5,9 % 1,000
Operace aorty 6 42,9 % 11 61,1 % 0,476
Reoperace 2 14,3 % 4 22,2 % 0,672

= Muz

= ASA

= CLOP/TIC

= LMWH

m reexplorace

m Smrt

® Operace aorty
‘ Reoperace

Obrazek 20. Demografie kontrolni skupiny pacientd

‘ = Muz

m ASA
CLOP/TIC
LMWH

= reexplorace

= Smrt

Operace aorty

® Reoperace

.

Obrazek 21. Demografie skupiny pacientll se separaci



Tabulka 13. Pooperaéni komplikace vySetfovanych skupin pacient(

Parametry Kontrola Separace P
Nr. % Nr %
RBC 11 78,6 % 10 55,6 % 0,266
FFP 8 57,1 % 9 50,0 % 0,735
TAD 0 0,0 % 1 5,6 % 1
FBG 0 0,0% 2 11,1 % 0,492
OCPL 1 7,1 % 2 11,1 % 1
TXA postop 2 14,3 % 3 16,7 % 1

‘ = RBC
= FFP
= TAD
m FBG
= OCPL
m TXA postop

Obrazek 22. Pooperaéni komplikace u kontrolni skupiny pacientd

= RBC
FFP
= TAD

FBG

= OCPL

m TXA postop

Obrazek 23. Pooperaéni komplikace u skupiny pacientd se separaci
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7.3.1 Vybrané parametry pribéhu operace CPB

Tabulka 14. Vybrané parametry prabéhu operace CPB vySetfovanych skupin pacientd

Parametry Kontrola Separace
Primér SD Median  Prameér SD Median

ACTstart [s] 135,8 16,6 133,5 131,2 14,4 133,5 0,423
ACTmax [s] 504,0 80,4 480,0 587,8 104,9 614,0 0,019
ACTend [s] 131,8 16,4 128,0 125,1 12,7 128,0 0,274
Heparin [mg] 357,9 57,5 330,0 383,9 70,1 375,0 0,270
protamin [mg] 395,0 54,5 375,0 413,9 56,4 400,0 0,262
TT min [°C] 32,8 2,7 34,2 33,8 11 33,9 0,909
TT end [°C] 36,6 0,5 36,9 36,7 0,3 36,9 0,743
Perioperaéni ztrata krve [ml]  564,3 253,0 500,0 605,6 336,9 500,0 0,705
Ztrata krve za 24 h [ml] 652,1 468,8 510,0 711,7 382,0 530,0 0,425
Euroscore 3,62 2,05 2,96 3,37 2,84 2,00 0,077
Hkt start 40,1 51 40,5 42,5 3,3 42,0 0,114
Hkt min 27,8 2,2 27,6 28,2 29 28,3 0,651
Hkt end 30,1 2,6 29,9 30,0 2,6 29,4 0,914
Ca start [mmol/l] 1,0 0,2 1,0 1,0 0,2 1,0 0,761
Ca min [mmol/l] 1,3 0,1 1,3 1,3 0,2 1,3 0,382
Ca end [mmol/l] 1,3 0,1 1,3 1,3 0,1 1,3 0,581
lac start [mmol/l] 0,8 0,2 0,8 1,0 0,4 0,9 0,035
lac max [mmol/l] 11 0,4 0,9 1,2 0,7 11 0,467
lac end [mmol/l] 1,0 0,3 1,0 1,1 0,3 1,1 0,411
ICULOS (dny 3,7 0,9 3,5 7,1 8,5 4,0 0,165
HLOS (dny) 12,9 4,6 10,5 14,6 10,8 11,5 1,000
vék (roky) 68,3 6,8 67,0 64,2 10,0 67,0 0,329

Bé&hem kardiopulmonarni operace byly zaznamenavany vybrané parametry u
vySetfovanych skupin pacientl. Pfed zahajenim samotné operace bylo nutné pacienty
pfipojit na MTO, jeZ po dobu vykonu nahrazoval funkci srdce a plic. V tabulce je mozné
vidét porovnani kontrolni skupiny pacientl a skupiny pacientl se separaci u jednotlivych
parametr(l. Lze také zaznamenat vyrazné snizeni perioperacnich a kone¢nych ztrat krve u

pacientl se separaci.
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7.4 Parametry mérené u vysetrovanych skupin pacientl

Tabulka 15. Méfené parametry kontrolni skupiny pacient(

pacient <1 ' 7GTt[(min] TGTm[M] TGTe[nM] KOL ADP RISTO EPI  PLT Vykon delka S‘ff)':‘lfy Vt;kgi‘:fn vty;lkgr?u
L |I| 2;23 ?33; 323(7)(1) 22 ;Z 38 ig i?; Bentall sec. 130 90 232 189
2 3 278 soms 18 s oo oo a7 AR 6 30 2% 163
3 61 tse %60 43 o1 s 21 105 o ace 188 150 104 103
sy 1 706 imar es 1 m 72 116 gevee 1 102 247 16
5 e rs o 21 1 e 2 s waepre W5 1 a2
5y o 14 s 10 5 a0 4 101 CAmec 18 s 18 a7
T ve 6o 125 9 os  on 8 10 MRTWP 128 102 170 1%
5y A Na NA es 78 o1 15 1 ACmERg 1 10 22 a7
s 50 w04 2408 % s o a7 11 (Bemalsen 123 92 206 12
10 ||| 457,50 1;19,3 2714(7),8 % o 98 9 212 o 102 3 274 150
no a2 1265 1ma1 NA NA  NA NA s AMBenal 110 8 182 128
12 |I| ;1:11 1749?;31 122‘2;; 784 ;; g; 2461 igg AVRMVR 153 123 304 104
S 7o 1445 o187 84 % o o7 124 Tupero 128 9 188 109
o W 2155 aa3a o s o4 85 1 MPACB 163 104 33 152
s 2 1045 e o 65 as 11 1gp Pemalsec 130 e 22 1m0
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pacient <1 1GT{[min] TGTm[nM] TGTe[nM] KOL ADP RISTO EPI  PLT Vykon delka s(\i/?)lrlfy v‘;kgf‘ii‘ vt;kgr“’u
e, @ W m O E T B @ momm o ow ow ow
7o, 00 1058 23w 12 64 5 17 134 ACMase 1% 105 319 108
18, 1e 1965 19778 9 96 90 o4 1 ACBmM s 3 22 21
CHE 3o 111 16567 % 44 e 30 o0 AVRACB 128 &1 28 191
0 " tos 17595 NA  NA A WA na  ACBmN 55 34 216 175
2, &5 w67 owen % 11 s & 1ea ACBmN 45 28 264 104
S - TR T T T
s iy 1785 20148 18 15 98 ss  a0s ACBmN 51 31 213 24
O .o 1814 187> %0 o1 90 45 a0 ACBmM 70 50 319 184
A T R R
% " 215 osess 70 e o3 s 14 ACB 5T 3 130 s
sl ERome o8 2 B B o o om wow
s " 141 aees s 80 7o o 107 A 13 s am 89
L maoEM R oE ® R m e w owm W ow
o 56 who  omas 47 43 a1 13 1gp  AAredo % 55 263 144
31 N ;‘;Z 52?3 §;‘;‘§;‘; gg gg ZZ gg 2% ACB mini 85 43 230 186
2 LB E E R R R R Y e s s o
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pacient V‘Zf’r'lfu TGTt[min] TGTm[nM] TGTe[nM] KOL ADP RISTO EPI  PLT Vykon dEéc':'g‘ S‘i'/‘z':‘lf‘y Vt;kgiZ% vt;kgr?u
B s 241 oaas s % s 11 wa AVRAA 160 10 22 108
WopE B oI o222 2R e o« om ow
B iy yes  otee s s e s sp AB 72 e 26 20
0, 26 %70 o5 63 40 19 6 s AcBmn 88 a1 283 201
woolm o ms ommoowowom o w M e owom om
B a1 2o aas> 13 80 99 o5 i ACBHMAZE 93 50 213 175
oL mEoomem BT T % e w s ww
WL Bomommoomom w0 E g o % w
a 40 2069 2990 43 a4 9 21 g ACBmm &2 3 w23 209
e LR E e A M e w owm ow
| N/A N/A N/A NA  NA  NA  NA  NA
43 I 5,5 192,7 2737,6 99 98 83 99 277 Apiu?n%ff N/A N/A 251 118

Vysvétlivky: Operacni vykony: BS, ACB, uzPFO, reAVR , MVR, TVP, AVR, RF MAZE, SKN, MAZEuz, reACB, Délka ECC — délka mimotéiniho obéhu [min], Délka svorky — délka

aortalni svory [min], Trombocyty pfed OP / po OP — podcet trombocyti pfed a po operaci [mnozstvi * 10° v litru krve], KOL | — agregace kolagenu na zacatku operace [%],
KOL Il — po ukonéeni operace [%], RISTO | — agregace ristocetinu na zacatku operace [%], RISTO Il — po ukonéeni operace [%], ADP | — agregace adenosinu na zacatku operace [%)],
ADP Il — po ukoncéeni operace [%], EPl | — agregace epinefrinu na zacatku operace [%], EPl || — po ukonceni operace [%], TGTt | — Tlag na zacatku operae [min],

TGTt Il = Tlag po ukonéeni operace [min], TGTm | — peak na zalatku operace [nM], TGTm Il — peak po ukonceni operace [nM], TGTe | — AUC na zacatku operace [nM],

TGTe Il = AUC po ukoncéeni operace [nM]
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Tabulka 16. Méfené parametry u skupiny pacientl se separaci

. cislo . . délka délka objem objem tr. pred
pacient vzorku TGTt [min]  TGTm [nM] TGTe [nM] KOL ADP  RISTO EPI PLT Vykon ECC  svorky odbéru PRP OP/po OP

| 26 2213 2213.9 99 90 92 9% 272
I 44 202.2 30095 5 3 94 5 118 Bentall

1 n 71 159.4 27791 34 92 99 94 184 sec. 118 99 844 550  291/167
W, 46 200.0 2904 3 48 77 99 88 195
| 48 199.9 31472 99 89 99 99 373
I 52 151.3 30743 5 3 90 11 162  Bentall

2 I 67 176.7 3037.2 88 95 98 78 288 sec. 151 101 987 617 262/117
W, 5.0 1475 27579 87 75 89 79 288
| 6,8 445 1057,2 9 2 99 6 74 reoprace
1 56 238 6788 53 85 99 82 314 AVR,

3 1 44 1718 2808,7 14 66 88 20 106 autoplasti 9% 68 908 478 166/76
W, 6.3 130.4 24413 16 62 77 26 105 ka
| 135 3.0 136 99 84 98 94 364
Il 15,4 1,8 9,1 7 14 99 4 154 reoperace

4 I 55 138.8 27765 17 74 92 40 132 AVR 91 65 857 505 201143
W, 41 174.7 27877 14 60 80 34 173
| 25 5182 32245 99 89 99 91 292
I 42 2137 2603.2 8 6 99 7 101 Bentall

5 I 71 154.2 2080.6 76 87 92 24 190 sec. 119 90 883 581  250/168
W, 40 206.9 22469 28 63 79 14 182
| 33 5102 41937 28 86 93 94 196
I 42 281.6 31872 36 16 99 7 82 Bentall

6 1 48 183.9 3014.0 27 76 99 21 121 sec. 130 90 800 475  200/118
IV 51 188.7 31528 17 58 66 23 130
| 5.4 96.8 20006 11 8 99 7 69 MVR,
I 71 103,4 1897.6 48 62 70 49 172 ACB.

7 I 35 121.6 15631 11 15 19 13 168  resekce 0 98 88 464 1617144
W, N/A N/A NI/A NA  NA  NA  NA  NA ouska
| 4.9 152,1 2100,0 13 5 99 1 50
I 49 169.4 1900 1 18 74 98 24 95 Bentall

8 1 35 183.1 19330 22 59 88 19 95 sec. 143 110 927 563 146/77
W, N/A N/A N/A NA  NA  NA  NA  NA
| 3.8 2552 27519 99 95 99 86 356 VR
I 3.9 182.2 29327 3.6 5 99 3 172 ’

° n 49 168.6 1979.8 21 81 58 34 88 ggfé 103 84 800 570 265/165
W, 46 1741 22748 50 84 99 14 161
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. Cislo . . délka délka objem  objem tr. pred
pacient vzorku TGTt [min]  TGTm [nM]  TGTe [nM] KOL ADP  RISTO EPI PLT Vykon ECC  svorky odbéru PRP OP/po OP

| 4.4 212.8 3085,0 88 75 99 72 242
I 43 168,0 2888,6 14 9 99 8 75

10 i P 1164 23346 17 o4 o3 03 \to MVP,ACB 103 76 800 550 172/150
Y, 45 177,8 24949 50 76 99 21 155
| 41 111,1 1233,4 99 93 99 93 147 oo
I 5,0 69,7 1223,4 88 36 97 11 132 ental,

11 ' : ' hemiarch, 208 161 800 550 272/186
I 7.9 755 084,7 81 69 64 63 205 el
\Y 5,4 119,0 1722,6 76 70 79 40 225
| 23 622,0 3739,9 99 75 99 26 263 MVP
I 3,1 357,8 3693,6 3 7 99 1 91 '

12 1 38 384.1 28773 36 66 71 50 130 FI(\)/EQ, 140 107 800 550 177112
WY, 41 185,2 1906,5 21 5 99 24 116
| 4,4 212,7 2130,1 26 87 99 92 202
I 5,3 171,3 2151,7 6 9 99 7 76  AA-Bental,

13 I N/A N/A N/A 18 37 85 13 114 SCB 140 108 800 550 183/94
\Y N/A N/A N/A 13 30 52 11 109
| 4,5 214,0 2402,0 78 6 96 11 260
I 5,5 132,8 2044,0 3 6 99 1 108 .

14 1 7.8 101,1 1470,1 NA  N/A N/A NA N AADavid 150 120 870 500 186/166
v 5,2 107,0 1338,2 6 52 82 7 139
| 3,7 402,8 3458,3 99 99 99 89 230
I 5,0 151,9 24521 5 2 37 8 136

15 I 5,8 205,0 3096,2 16 61 82 11 149 re-AVR 86 63 800 550 2711223
\Y 4,7 183,9 1820,5 17 56 89 4 188
| 4,4 280,5 3790,3 99 90 99 99 301
I 5,2 145,0 3061,1 9 14 99 4 129 Bentall

16 I 9.0 1112 26836 27 77 98 56 134 sec. 120 90 9L7 998 2451179
v 4,0 235,2 3127,6 68 88 99 44 145
| 5,3 126,7 2070,3 99 81 99 86 183
I 5,6 146,3 2509,7 5 1 99 6 98 AVR,

1 I 7.0 131,9 1473,7 88 84 89 18 180 Mvp, TvP 220 160 800 550 256/160
\Y 5,2 110,1 1413,6 97 84 99 14 198
| 4,0 316,6 3140,7 99 93 99 75 350 AVR
I 4,9 138,1 2326,8 1 6 99 7 100 '

18 I 5,7 186,8 24713 13 71 92 10 228 GXZBE 121 91 700 500 245/125
\Y 23 460,8 2785,2 92 82 24 81 291
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Cislo délka délka objem objem tr. pred

pacient vzorku TGTt [min]  TGTm [nM] TGTe [nM] KOL ADP  RISTO EPI PLT Vykon ECC  svorky odbéru PRP  OP/po OP
I 53 184,8 2784,4 99 99 99 99 218 MVP,
Il 49 147,6 2911,5 8 4 99 19 78 TVP,
19 I} 7,5 133,6 2593,6 20 75 91 49 117 PFO, 126 90 600 490 2097121
v 5,2 175,7 27947 21 90 97 21 126 MAZE
I 3,8 274,6 2722,4 99 82 99 88 354
Il 51 145,7 2719,2 4 3 99 7 121
20 I 8.0 147.3 24634 83 53 80 1 179 AVR+AA 85 65 N/A N/A 214/159
\ 5,3 152,4 2754.,8 80 56 92 12 176
I 2,1 577,4 2983,6 98 88 97 91 321
Il 3,2 220,2 2950,1 99 99 99 99 203
21 I 77 126.5 19782 60 85 20 04 138 AVR, ACB 164 124 800 550 238/122
\ 3,6 268,9 2540,4 25 84 99 63 129
I N/A N/A N/A 99 93 99 72 213
Il N/A N/A N/A 8 7 88 9 78
22 I 75 134.6 20152 12 96 97 48 102 AVR redo 93 66 800 550 184/78
\ 4,1 186,3 1969,7 1,9 77 78 26,5 88
I 3,7 496,6 3815,6 99 97 99 99 268
Il 60 158,9 2945,9 59 7 99 51 125 AA -
23 1 33 359.6 35296 33 80 73 3 117  vYacoup 200 180 600 420 260/145
v 7,2 58,9 1708,6 41 86 98 26 134
24 I 4,1 321,6 2957,6 99 84 99 79 371
Il 4,6 304,7 3588,5 1 2 98 3 168 Aa
I} 4,2 298,5 24623 80 63 85 18 217 Yacoub 151 118 800 550 2951212
IV 2,6 454,2 3317,6 85 64 99 15 200
Vysvétlivky: KOL Il — agregace kolagenu po ukonéeni MTO [%], KOL VI — agregace kolagenu po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [%], ADP IIl — agregace adenosinu po
ukonceni MTO [%], ADP VI — agregace adenosinu po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [%], RISTO Il — agregace ristocetinu po ukon¢eni MTO [%], RISTO VI — agregace
ristocetinu po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [%], EPI Ill — agregace epinefrinu po ukonceni MTO [%], EPI VI — agregace epinefrinu po navraceni separovanych bunék
z Cell saveru [%], TGTt Ill =Tlag po ukonceni MTO [min], TGTt IV — Tlag po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [min], TGTm Ill — peak po ukonéeni MTO [nM],

TGTm IV — peak po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [nM], TGTe Il — AUC po ukoncéeni MTO [nM], TGTe IV — AUC po navraceni separovanych bunék z Cell saveru [nM],
objem odbér — objem odebrané krve pred zahajenim vykonu [ml], objem PRP — objem plazmy bohaté na krevni desti¢ky [ml], trombocyty pfed OP / po OP — pocet trombocytt pfed a po
operaci [mnozstvi * 10° v litru krve], PLT - podcet krevnich desti¢ek [mnozZstvi * 10° v litru krve],
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7.4.1 Statistické hodnoceni vysetrovanych skupin

Tabulka 17. Souhrnné statistické hodnoceni souboru pacient( pfi méfeni agregace na za¢atku operace

KONTROLA SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
COL 1 96 4 99 99 9 99
ADP 1 83 15 99 87 2 99
RISTO 1 94 77 99 99 92 99
EPI 1 84 11 99 89 1 99

100
80
— COL, RISTO, EPI
X 60 -
S - = Kontrola
(]
o)
Eo 40 = Separace
20
0

Obrazek 24. Median hodnot agregace mérenych pfi zapocati operace u jednotlivych induktord

Vysvétlivky:  Porovnani kontrolni skupiny bez navraceni krve z Cell saveru oproti operované skupiné
s navracenim krve z Cell saveru. PferuSovana ¢ara COL, RISTO, EPI — ukazuje hrani¢ni procento agregace
normalniho (> 60 %) a patologického stavu (< 60 %). PferuSovana ¢ara ADP — ukazuje hrani¢ni procento
agregace normalniho (> 50 %) a patologického stavu (< 50 %).

Pfi zahajeni operace nebylo méfenim agregace prokazano, Ze by se vySetfované skupiny
pacientu lisily.
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Tabulka 18. Souhrnné statistické hodnoceni souboru pacientd pfi méfeni TGT na zacatku operace

KONTROLA SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
TGTt 1 4,0 2,2 47,0 41 2,1 13,5
TGTm 1 216 1,3 638,1 221,3 3,0 622,0
TGTe 1 2552,3 1,7 4542,3 2957,6 13,6 4213,9

3000,0

2500,0

2000,0

1500,0 & Kontrola

TGT [nM]

&= Separace

1000,0

500,0
216,0 221,3

0,0
TGTm 1 TGTe 1l

Obrazek 25. Median hodnot trombin generac¢niho testu naméfenych pfi zapocati operace

Vysvétlivky:  Porovnani kontrolni skupiny bez navraceni krve z Cell saveru oproti operované skupiné
s navracenim krve z Cell saveru. Zobrazeny jsou parametry TGTm (peak) a TGTe (AUC) uvadéné v nM.

Pfi zahajeni operace nebylo provedenim trombin generaéniho testu prokazano, Ze by se

vySetfované skupiny pacientu lisily.
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Tabulka 19. Souhrnné statistické hodnoceni souboru pacientl pfi méfeni agregace po ukon&eni operace

KONTROLA SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
COL 2 57 3 99 8 1 99
ADP 2 74 11 99 7 1 99
RISTO 2 93 41 99 99 37 99
EPI 2 32 6 99 8 1 99

100

80
—_ COL, RISTO, EPI
R 60 - - oo oo m - o m oo
Q
- — R — I — 1 = ADP g Kontrola
)
= &= Separace
£ 40 2

20 =

8
0 _
EPI 2

Obrazek 26. Median hodnot agregace namérenych po ukonéeni operace

Po ukonceni operace byl méfenim agregace zjitén rozdil po vSech induktorech.
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Tabulka 20. Souhrnné statistické hodnoceni souboru pacientu pfi méfeni TGT po ukonceni operace

KONTROLA SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
TGTt 2 4.8 1,9 11,0 5,0 3,1 15,4
TGTm 2 175,5 79,6 494,0 151,6 1,8 357,8
TGTe 2 2383,1 1251,6 3179,3 2803,9 9,1 3693,6
3000,0 2803,9
2500,0
2000,0
s
= 1500,0 = Kontrola
-
E = Separace
1000,0
500,0
175,5 151,6
0,0
TGTm 2 TGTe 2

Obrazek 27. Median hodnot trombin generac¢niho testu naméfenych po ukonéeni operace

Po ukon&eni operace nebylo provedenim trombin generaéniho testu prokazano, Ze by se

vySetfované skupiny pacientu liSily.
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Tabulka 21. Souhrnné statistické hodnoceni agregometrie u pacientd se separaci méfené po ukonéeni MTO
a navracené bunék z pristroje Cell saver

SEPARACE SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
COL 3 96 4 99 COL 4 99 9 99
ADP 3 83 15 99 ADP 4 87 2 99
RISTO 3 94 77 99 RISTO 4 99 92 99
EPI 3 84 11 99 EPI 4 89 1 99

100

80 75 73
_ = COL, RISTO, EPI
S = & e e
E‘ ADp = Agregometrie 2
gb _____________________________________ = Agregometrie 3
< 40 34 Agregometrie 4

23 24
20
7
0 | = |

Obrazek 28. Median hodnot agregace u skupiny pacientll se separaci po ukonéeni operace, ukonéeni MTO a
navraceni bunék z Cell saveru

Pouziti Cell saveru u skupiny pacientl se separaci mélo pozitivni vliv na agregacni
parametry, jez byly méfeny po ukonleni operace (agregometrie 2), ukoneni MTO

(agregometrie 3) a navraceni bunék z Cell saveru (agregometrie 4).
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Tabulka 22. Souhrnné statistické hodnoceni TGT u pacientll se separaci méfené po ukonceni MTO a

navracené bunék z pfistroje Cell saver

SEPARACE SEPARACE
Median Minimum Maximum Median Minimum Maximum
TGTt 3 6,7 3,5 9,5 TGTt 4 47 2,3 7,2
TGTm 3  154,2 75,5 384,1 TGTm4 176,8 58,9 460,8
TGTe3 24674 984,7 3529,6 TGTe 4 2468,1 1338,2 3317,6
3000,0 2803,9
==
2467,4 2468,1
2500,0
2000,0
s ETGT?2
c
E 1500,0 =TGT 3
[
=ETGT 4
1000,0
500,0
151,6 154,2 176,8
0,0 % | — Il —————
TGTm

Obrazek 29. Median hodnot trombin generacniho testu u skupiny pacientt se separaci po ukonéeni operace,
ukonéeni MTO a navraceni bunék z Cell saveru

Pouzitim Cell saveru u skupiny pacientl se separaci nemélo zasadni vliv na zmény

v koagula¢nim systému.
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10,0
9,0
8,0
7,0
6,0

5,0 & Kontrola

TGT [min]

= Separace

4,0 — ==
3,0
2,0

1,0

00 = == ==

TGTt 1 TGTt 2 TGTt 3

Obrazek 30. Median hodnot TGTt namérenych pred zahajenim operace, ukonéeni CPB, ukonéeni MTO a
navraceni bunék z Cell saveru

Vysvétlivky:  Porovnani kontrolni skupiny bez navraceni krve z Cell saveru oproti operované skupiné
s navracenim krve z Cell saveru. Zobrazen je parametr TGTt (Tlag) vyjadfujici dobu, za kterou je aktivovany
koagulaéni systém, uvadény v minutach.

Pouziti Cell saveru vykazovalo variabilitu v parametru Tlag u vySetfovanych skupin

pacient(.
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DISKUZE

V ramci formulovani teoretické Casti jsme popsali jednotlivé systémy, které se podili na
koagulagnich zménach pfi kardiochirurgickych vykonech. Jedna se o primarni hemostazu,
ktera je zajisStovana trombocyty a jejich schopnosti agregace, a sekundarni hemostazu, jez
je zajistovana koagulaénim systémem a jeho markery. Trombocyty a jejich schopnost
agregace patfi v posledni dobé mezi Siroce studovana témata, coz potvrzuje i fada
publikaci zamérujicich se na funkci jednotlivych receptord krevnich desti¢ek (Rinder et al.,
1991; Hellmann et al.,, 2018). Stejné tak jsou v posledni dobé& diskutovany zmény
v plazmatickém systému, které mohou byt popisovany fadou markertd nebo globalnimi
testy, coz ztéto problematiky déla aktualni téma (Gronchi et al., 2014,
Hellmann et al., 2018).

Z hlediska aplikace metodik a postupd vysetfeni funkéniho stavu trombocytd a
plazmatického koagula¢niho systém jsme zvolili agregacni vySetieni trombocytl a globalni
trombin generacni test. Tyto testy jsou dostupné v fadé laboratofi, poskytuji kvalitni
vysledky v souladu s ¢asovou a finan¢ni dostupnosti. Kromé nami vybranych analyz funkce
krevnich destiek existuje fada metod, mezi které fadime napfiklad platelet mapping
sledujici globalni zmény v hemostaze, ktery je finanéné narony a dostupny na omezeném
poctu pracovist (Aqarwal et al., 2015). Pro sledovani koagulaéniho systému je mozné také
zvolit tromboelastografii, jeZ je zalozena na méfeni zmén viskoelastickych vlastnosti béhem
tvorby krevniho koagula, ktera méné citliva a finanéné pomérné narocna (Hajek et al., 2005;
Gronchi et al., 2014). V plazmatickém systému muzZeme mimo globalnich testl volit i
jednotlivé markery aktivace koagulace a monitorace antikoagulaéni |éCby, ale jejich

interpretace je enormné slozita.

Monitorace kardiochirurgického vykonu byla navrzena tak, aby mappovala jednotlivé faze
vykonu. Méfeni agregace a TGT byly provedeny ve &tyfech fazich kardiochirurgického
vykonu: 1. Po zahdjeni operace pro eliminaci pacient(, jez byli kontraindikovani v 16€bé;
2. Po ukonc¢eni vykonu z divodu porovnani pusobeni mimotélniho ob&hu na funkci krevnich
destiCek a koagula¢niho systému; 3. Po ukon¢eni MTO a 4. Navraceni bunék z Cell saveru,
pro sledovani zmén ve vybranych parametrech u skupiny pacientll se separai oproti

hodnotam namérfenych po ukon€eni operace u stejné skupiny.

Pro zhodnoceni vlivu Cell saveru jsme vyuzili porovnani 43 pacientd postupujici
kardiochirurgicky vykon stavajicim postupem s 24 pacienty, kdy byl operacni vykon doplnén
pouzitim Cell saveru. Jelikoz dosud nebyl pfili§ dikladné popsan vliv Cell saveru na funkci
destiek a celkové koagulace, tak jsme navrZzeny postup kontroly pomoci agregac¢nich
vySetfeni a trombin generacniho testu dle Ranucci & Baryshnikova (2019) ovéfili na vyse

uvedené skupiné pacientu.
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Porovnanim jednotlivych parametri agregacénich testl bylo prokazano vyrazné snizeni
hodnot agregace u skupiny pacientll se separaci po ukon¢eni kardiochirurgického vykonu
oproti kontrolni skupiné (obrazek 26). Naopak bylo prokazano vyrazné zvyseni agregace
trombocytd u skupiny pacientd se separaci po navraceni bunék z Cell saveru zpét
pacientovi oproti hodnotam po ukonceni operace (obrazek 28), jez mélo pozitivni vliv na
snizeni krevnich ztrat béhem a po ukonc€eni operace (tabulka 14). Také byly porovnavany
hodnoty trombin genera¢niho testu — peak a AUC u jednotlivych skupiny pacientd
(obrazek 25, 27 a 29), kde nebyl prokazan zasadni vliv na zmény v koagulacnim systému.
Pouze byla prokazana variabilita v parametru Tlag u vySetfovanych skupin pacientl
(obrazek 30), kde doslo k prodlouzeni doby do aktivace koagula¢niho systému u skupiny
pacientu se separaci po ukonceni kardiochirurgického vykonu po dobu navraceni bunék

z pristroje Cell saver, v souladu s (Rinder et al., 1991; Ranucci & Baryshnikova, 2019).
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ZAVER

Zvolené metodiky se jevily vhodné pro monitoraci primarni i sekundarni hemostazy a
poskytly presvédcivé vysledky.

Z hlediska Casového se navrZzena monitorace jevi jako dostateCny kompromis mezi
kontinualnim monitorovanim slozitych koagula&nich zmén pfi kardiochirurgickych vykonech
a nasledného hodnoceni klinickych parametri jako je zavazné krvaceni Ci potieba

transfuzni intervence u pacienta.

Vyuziti zafizeni Cell saver se na zakladé naSich vysledk jevi jako vhodny dopinék MTO
pfi kardiochirurgickych operaci, kdy nam zvySuje funkénost trombocytll majici pozitivni vliv
na krevni ztraty.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA

ACT

ADP

AT

ATP
C1INH
cAMP
CPB
ECM

EPI
Faktor |
Faktor Il
Faktor IlI
Faktor IV
Faktor IX
Faktor V
Faktor VII
Faktor VIII
Faktor X
Faktor XI
Faktor XIlI
Faktor XllI
GP

Hb

HCII
HMWK
KOL

LDL

MTO

PAI

PC

kyselina arachidonova
activated clotting time
adenosindifosfat
antitrombin
adenosintrifosfat
C1 inhibitor
cyklicky adenosinmonofosfat
kardiopulmonarni bypass
extracelularni matrix
epinefrin
fibrinogen
protrombin
tkanovy tromboplastin
kalcium
Christmas faktor
proakcelerin
prokonvertin
antihemofilicky faktor A
Stuartav-Prowerav faktor
Plasma tromboplastin antecedent
Hagemanuv faktor
transglutaminaza
glykoprotein
hemoglobin
heparin kofaktor Il
vysokomolekularni kininogen
kolagen
lipoproteiny o nizké hmotnosti
mimotélni obé&h
inhibitory aktivatoru plazminogenu
protein C
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PCI
PL
PPP
PRP
PS

Pz
RISTO
TAFI
TF
TFPI
TGT
TGTe
TGTm
TGTt
™
tPA
Tpeak
TXA2
uPA
VWF
ZPI

inhibitor aktivovaného proteinu C
fosfolipidy

plazma chuda na krevni desticky
plazma bohata na krevni desticky
protein S

protein Z

ristocetin

inhibitor fibrinolyzy aktivovany trombinem
tkanovy faktor

inhibitor zevni koagulacni cesty
trombin generacni test
endogenni trombinovy potencial
peak trombin

iniciacni faze

trombomodulin

tkanovy aktivator plazminogenu
time to peak

aktivovany tromboxan A;
urokinazovy typ plazminogenu
Von Willebrandav faktor

proteinazovy inhibitor zavisly na proteinu Z
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