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Úvod 

Funkce hemostatického systému
Hlavním úkolem hemostatického systému je zajištění

integrity cévního řečiště a umožnění kontinuální cirkula-
ce krve. Jde o systém komplexní, zahrnující inertní en-
dotelovou cévní výstelku, cirkulující buněčné krevní slož-
ky – trombocyty, erytrocyty, leukocyty, z nich uvolňova-
né buněčné mikropartikule, a dále složitý systém plazma-
tických koagulačních proteinů, který při své aktivaci ces-
tou kaskádovitých enzymatických reakcí vede k tvorbě
klíčového koagulačního enzymu trombinu štěpícího so-
lubilní fibrinogen na fibrin, hlavní komponentu nerozpust-
né fibrinové matrix (1) (obr. 1).

Při poškození cévní stěny se rozbíhá mnohaúrovňový
proces: v endotelu dochází k syntéze a uvolňování působ-
ků ovlivňujících buněčné složky i plazmatický koagulač-
ní systém. Z buněčných elementů hrají dominantní úlo-
hu trombocyty, procházející procesem adheze, aktivace,

agregace k formaci primární trombotické zátky. Zároveň
trombocyty poskytují esenciální povrch pro průběh plaz-
matických koagulačních reakcí. Sama koagulační kaská-
da funguje vícestupňově. 

Krátce po poškození cévy, obnažení subendoteliálních
struktur a uvolnění tkáňového faktoru dojde velmi rych-
le k iniciaci koagulačního děje a vytvoření malého množ-
ství trombinu. Ten dále zpětnovazebně působí propagaci
celého děje a stupňuje aktivitu prokoagulačního enzyma-
tického komplexu, jehož výsledkem je syntéza velkého
množství trombinu resp. dostatečného množství fibrinu,
který formuje primární hemostatickou zátku v nerozpust-
nou sraženinu – trombus. Během této fáze již trombin za-
hajuje aktivaci fibrinolýzy a aktivuje též inhibitory krev-
ního srážení. 

Terminální fáze celého procesu je zajištěna inhibicí
prokoagulačního enzymatického komplexu buď přímo an-
titrombinem, nebo inaktivací bílkovinných kofaktorů.
Tímto je umožněna lokalizace hemostatického procesu
pouze do místa cévního poškození. V poslední fázi do-
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chází k aktivaci fibrinolytických dějů vedoucích k roz-
puštění starého trombu a opravě a regeneraci poškozené
tkáně. 

Správná funkce hemostatického systému vyžaduje udr-
žení rovnováhy mezi jeho prokoagulačními a antikoagu-
lačními složkami. Jejich vychýlení jedním nebo druhým
směrem vede k hypokoagulačnímu nebo naopak hyper-
koagulačnímu stavu, který se klinicky projeví krvácením
nebo naopak trombotickými komplikacemi. 

Tradiční hodnocení funkce hemostázy
Dosud užívané hodnocení funkce koagulačního systé-

mu je založeno na měření tradičních koagulačních časů
jako je aktivovaný tromboplastinový čas (aPTT), pro-
trombinový čas (PT, Quickův), trombinový čas (TT) ne-
bo jejich alternativy, které sledují v laboratorních podmín-
kách dobu od zahájení koagulační reakce do vytvoření
fibrinové sraženiny. Tyto testy jsou vhodné k orientační-
mu zhodnocení případného rizika krvácení nebo k moni-
torování příslušné antikoagulační terapie. K hodnocení
trombotického stavu je užít nelze. 

Další širokou skupinu laboratorních vyšetření předsta-
vují testy sloužící ke kvantitativnímu, příp. kvalitativnímu
stanovení jednotlivých koagulačních faktorů nebo inhibi-
torů, složek fibrinolytického systému a přítomnosti nespe-
cifických (antifosfolipidové protilátky) nebo specifických
inhibitorů krevního srážení. Moderní molekulárně gene-
tické testy již rutinně umožňují vyšetření vrozených trom-
bofilních dispozic jako jsou mutace faktoru V Leiden ne-
bo protrombinová mutace (2–4). K vyšetření funkce krev-
ních destiček je k dispozici několik možností. Mezi klinic-
ky nejužívanější patří vyšetření agregace trombocytů ne-
bo funkční test PFA-100; měření času krvácení (krváci-
vost) patří mezi testy hrubě orientační. 

Zavedené laboratorní koagulační metody tedy vždy po-
stihují pouze část hemostatického systému a vůbec ne-

odrážejí vztah plazmatických a buněčných složek. Přes
nesporné pokroky v laboratorní hemostazeologii ale stá-
le zůstává část pacientů, u kterých závažný klinický prů-
běh nekoreluje s výsledky dostupných vyšetření. Jde pře-
devším o idiopatické či recidivující tromboembolické
komplikace bez laboratorního průkazu trombofilního sta-
vu. Obdobný problém představuje také laboratorní posou-
zení bypassové léčby u pacientů s inhibitorem koagulač-
ního faktoru VIII/IX či specifické případy monitorování
antikoagulační terapie (např. u antifosfolipidového syn-
dromu). Snaha o zavedení vyšetření, které by uvedené ne-
dostatky klasických testů postrádalo, je proto logická a žá-
doucí. 

„Globální hemostatické testy“
Pro účely komplexního posouzení funkce hemostatic-

kého systému byla navržena řada testů, z nichž se mno-
hé v klinické praxi neprosadily. V současnosti se využí-
vá několik metod, které jsou založeny na nepřímém ne-
bo přímém sledování generace trombinu. Do první sku-
piny patří tromboelastografie (TEG), při které je analyzo-
vána plná krev (5). Tromboelastografický záznam je
vhodný hlavně pro urgentní medicínu k základnímu po-
souzení aktuálního stavu hemostázy, k odlišení hypoko-
agulace, fibrinolýzy, vlivu trombocytopenie a případně ke
sledování efektu substituční léčby. 

Další možností je vyšetření celkového hemostatické-
ho potenciálu (overall hemostatic potential assay, OHP)
testem založeným na monitorování formace fibrinu po-
mocí měření kapacity reakčního produktu (6).

Jako přesnější a klinicky lépe využitelný se jeví test za-
ložený na měření kinetiky vzniku trombinu, trombin ge-
nerační test (TGT). Měření individuální kapacity pro ge-
neraci trombinu v plné krvi nebo v plazmě může být pro-
to ve srovnání s konvenčními testy potenciálně užitečněj-
ší tím, že odráží hemoragický nebo trombotický klinický
fenotyp (snížená nebo zvýšená generace trombinu). 

Měření generace trombinu
Filozofie měření trombinové generace vychází z posta-

vení trombinu v koagulačním procesu, kde představuje
centrální enzym (obr. 2). Trombin zajišťuje aktivaci krev-
ního srážení, zároveň ale v pokročilých fázích procesu
zprostředkovává samotnou inhibici hemostatických po-
chodů, hraje významnou roli v mezibuněčné signalizaci,
ovlivňuje fibrinolýzu a zánětlivé procesy. Uvedené funk-
ce jsou realizovány skrze plejádu enzymatických reakcí,
které vyžadují těsnou koordinaci. V řadě reakcí vystupu-
je trombin jako enzymatický substrát, jindy působí jako
kofaktor. Jeho úloha v hemostáze je multifunkční, občas
i bivalentní.

Monitorování tvorby trombinu se jeví jako vhodný po-
stup pro globální vyšetření funkce hemostázy. K posou-
zení stavu in vivo se nabízí stanovení markerů generace
trombinu jako protrombinové fragmenty (F1+2), fibrino-
peptid A nebo trombin-antitrombinové komplexy (TAT).
Pro praktické použití nejsou ale vhodné.

Laboratorní sledování generace trombinu jednoduchým
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Obr. 1. Koagulační kaskáda (zdroj http://kuwait-md.org).
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testem bylo poprvé popsáno Macfarlanem a Pitneym již
v roce 1953 (7, 8). Principem dnes používaných automa-
tizovaných měření je in vitro monitorování vzniku trom-
binu v plazmě po aktivaci koagulační kaskády tkáňovým
faktorem (TF). Reakce probíhá za účasti negativně nabi-
tých fosfolipidů a Ca2+. TF a koncentrace fosfolipidů je
používán v různých koncentracích v závislosti na typu
používané plazmy a charakteru vyšetření (bypassová léč-
ba u hemofiliků, trombofilní stav, antikoagulační léčba).
Generovaný trombin štěpí chromogenní nebo fluorogen-
ní substrát, který je odpovídající metodou detekován. Ne-
výhodou chromogenních substrátů je jejich pomalejší ště-
pení trombinem, nižší afinita k trombinu a potřeba blo-
kace vzniku fibrinu ve vyšetřované plazmě. Použití fluo-
rogenního substrátu je vhodnější navíc i proto, že gene-
rovaný fluorogenní signál není rušen vznikající sraženi-
nou ani přítomností trombocytů. 

Výsledkem měření je křivka odrážející aktuální kapa-
citu systému pro generaci trombinu (obr. 3), která je cha-

rakterizována třemi hlavními parametry: dobou do nástu-
pu generace trombinu (lag fáze), maximální koncentrací
trombinu (peak), a plochou pod křivkou odrážející cel-
kové množství vzniklého trombinu (endogenní potenciál,
ETP). K vyšetření lze použít plazmu chudou na destičky
(PPP) nebo plazmu na destičky bohatou (PRP). Z tech-
nického hlediska během vývoje vznikla řada variant tes-
tu, používajících různé koncentrace tkáňového faktoru
a fosfolipidů, přidání inhibitoru kontaktní fáze nebo trom-
bomodulinu (9–14). 

Technické možnosti
V současnosti jsou komerčně dostupné dva druhy TGT,

které vykazují dostatečnou reprodukovatelnost a jejich
provedení je relativně snadné. U obou je používán fluo-
rogenní substrát. První metodou je kalibrovaný automa-
tizovaný trombin generační test (CAT) (Thrombinosco-
pe B.V., Maastricht, The Netherlands), vyvíjený v kolek-
tivu prof. Hemkera od poloviny osmdesátých let (13–17).
Druhou možností je Technothrombin® TGA assay (Tech-
noclone, Vienna, Austria) (18, 19). Dosavadní zkušenos-
ti prokázaly dostatečnou intralaboratorní reproducibilitu
s intra- i inter-assay koeficientem variace pod 10 % v PPP
i PRP (20, 21). Mezilaboratorní variabilita je ale mnohem
výraznější, závisí na používaných reagenciích, metodice
ale i na způsobu odběru, skladování a přípravě vzorku
plazmy. Srovnávání výsledků mezi jednotlivými praco-
višti je proto zatím problematické. 

Z hlediska metodiky testu bylo popsáno několik jeho
variant využívajících:
1. rozdílné koncentrace TF jako koagulačního iniciáto-

ru testu (10, 11), 
2. rozdílné koncentrace fosfolipidů (12, 14), 
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Obr. 2. Centrální role trombinu v hemostáze (převzato z J Thromb Haemost, Crawley J., The central role of thrombin in hemostasis (1)) 
Prokoagulační, antikoagulační, prozánětlivé, protizánětlivé a anti-fibrinolytické působení trombinu. 
(PAR – proteázou aktivovaný receptor, TM – trombomodulin, GAG - glykosaminoglykany, TAFI – trombinem aktivovatelný inhibitor fibrinolýzy,
Gp – destičkový povrchový glykoproteinový receptor, HCII – heparin kofaktor II, C5a – složka komplementu)

Obr. 3. Základní generační křivky trombinu (zdroj http://www.stago.fr)
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3. přidání inhibitoru kontaktní fáze při měření u stavů
s nízkou generací trombinu (hemofilie) (9, 11),

4. přidání trombomodulinu nebo aktivovaného proteinu
C, který zvyšuje senzitivitu testu při deficitu proteinů
C, S nebo APC-rezistenci (22, 23). 

Možnosti použití TGT v praxi
Hypokoagulační stavy
Hemofilie. U pacientů s hemofilií byla prokázána jedno-
značná závislost koagulační aktivity FVIII (FIX) a pea-
ku i ETP generace trombinu (12, 24). Uvedené paramet-
ry se zřetelně liší u zdravých lidí a u pacientů s různou
tíží hemofilie. Byla také prokázána signifikantní variabi-
lita v TGT u pacientů se stejnou aktivitou FVIII (FIX),
což koresponduje s klinickým fenotypem onemocnění. 
V generaci trombinu se logicky odráží i substituční léč-
ba koagulačním faktorem. Zde byly rovněž zaznamená-
ny rozdíly v parametrech TGT u pacientů se stejnou hla-
dinou faktoru po substituci. Z dosavadních zkušeností do
budoucna vyplývá možnost použití testu pro lepší moni-
torování substituční terapie, než jakou poskytuje měření
aktivity koagulačního faktoru.
Hemofilie s přítomností specifického inhibitoru. U he-
mofilických pacientů s přítomností komplikujícího inhibi-
toru nelze k monitorování substituční bypassové terapie
konvenční testy vůbec použít. Použití trombin generační-
ho testu se proto potenciálně jeví jako velmi výhodné. Do-
stupná možnost monitorování by přinesla zřetelnou raci-
onalizaci v léčbě s významným ekonomickým efektem.

Studie (25, 26) prokazují lineární závislost odpovědi na
dávce FEIBA (Factor Eight Inhibitor Bypassing Activity)
u peaku generace trombinu a jeho normalizaci po léčbě.
Test je použitelný i k monitorování substituce u pacientů
podstupujících chirurgické výkony (27). Možnostem vy-
užití TGT k monitorování bypassové léčby rekombinant-
ním FVIIa se také věnuje několik autorů používajících
různé technické modifikace testu (25, 27, 28). Výsledky
jsou zde méně jednoznačné, všichni ale prokazují zkráce-
ní lag fáze TGT.
Ostatní vrozené krvácivé stavy. U pacientů s von Wille-
brandovou chorobou, Bernard- Soulierovým syndromem
nebo Glanzmannovou trombastenií jsou zkušenosti s TGT
dle literárních údajů velmi limitované (29). Parametry
TGT vykazují u pacientů se stejným defektem výrazné
rozdíly, které přetrvávají po terapii. 
Jiné koagulopatie. Generace trombinu byla studována
i v jiných stavech provázených koagulopatií. Například
u pacientů s jaterní cirhózou Tripodi prokázal větší vliv
trombocytopenie na generaci trombinu, než jaký měla
koncentrace koagulačních faktorů (30).

Trombotické stavy
Žilní tromboembolismus, trombofilní stavy. V několika
studiích zabývajících se trombofilními stavy byla proká-
zána zvýšená generace trombinu. Jde o klasické trombo-
filie jako jsou mutace FV Leiden (R506Q), protrombi-
nová mutace (G20210A) nebo vrozené deficity proteinu
C, proteinu S, antitrombinu (31–34). Endogenní trombo-

genní potenciál je u těchto stavů zvýšený. Podobně jako
u hemofilií existují významné rozdíly v ETP mezi paci-
enty se stejným defektem. Zvýšená generace trombinu by-
la prokázána i u zvýšení hladin FVIII, FIX, FXI u žen uží-
vajících kombinovanou kontracepci, i u pacientů s pří-
tomností lupus antikoagulans (35–37). 

Z klinického hlediska by byla užitečná možnost pre-
dikce rekurence TEN příhod. V Hronově studii (19) by-
la zkoumána závislost rekurence HŽT a generace trombi-
nu. U pacientů s peak trombinu < 400 nmol/l bylo riziko
rekurence ve 4 letech 6,5 %, u pacientů s peakem > 400
nmol/l riziko činilo 20 %.
Arteriální tromboembolismus. V případě arteriálních
trombotických komplikací jsou zkušenosti s TGT chud-
ší. Zvýšené riziko ischemické mozkové příhody podle Fa-
bera koreluje s hodnotou ETP (38). U kardiologických ne-
mocných byla prokázána časnější, rychlejší a vyšší ge-
nerace trombinu u pacientů, kteří prodělali akutní formu
koronárního syndromu ve srovnání s pacienty se stabili-
zovanou chronickou ischemickou chorobou srdeční (39). 

Monitorování antikoagulační a antiagregační terapie
Měření generace trombinu umožňuje i posuzování

efektivity antikoagulační i antiagregační léčby. Je senzi-
tivní jak k nejrozšířenějším antikoagulačním lékům war-
farinu a heparinu, tak k novým přípravkům. Hodnota ETP
v případě warfarinu negativně koreluje s mezinárodním
normalizovaným poměrem (INR) (40). Citlivost vyšet-
ření byla potvrzena i u nefrakcionovaného heparinu níz-
komolekulárních heparinů (41, 42). 

U zmíněných antikoagulačních léků byla zaznamená-
na signifikantní variabilita v generaci trombinu u paci-
entů se stejným INR resp. aPTT či anti-FXa. Nabízí se
zde do budoucna využití monitorování generace trombi-
nu u antikoagulovaných pacientů s krvácivými nebo trom-
botickými komplikacemi v případech, kdy jsou výsledky
konvenčních testů v terapeutickém rozmezí. 

Z nových antikoagulačních léků vykazuje generace
trombinu citlivost k inhibitorům faktoru Xa (fondapari-
nux, rivaroxaban), kde byla pozorovaná závislost ve všech
parametrech. Obdobné výsledky byly získány u přímých
inhibitorů trombinu dabigatranu a argatrobanu. Měření
generace trombinu v PRP bylo zkoumáno i u antiagregač-
ní léčby aspirinem, clopidogrelem, abciximabem (43). Při
této léčbě dochází k prodloužení lag fáze; celková gene-
race trombinu ale ovlivněna není.

Dosavadní zkušenosti z této oblasti poukazují na ně-
které výhody měření trombinové generace oproti tradič-
ním koagulačním testům a pro řadu nových léčebných
modalit jsou zatím jedinou možností k laboratornímu po-
suzování jejich efektu. 

Neutralizace antikoagulační terapie
Měření generace trombinu nabízí možnost lepšího po-

souzení neutralizace léčby warfarinem, nefrakcionovaným
i frakcionovaným heparinem pomocí čerstvě zmražené
plazmy, koncentrátu protrombinového komplexu, resp.
protamin sulfátu či rFVIIa (44). Obdobně je test využitel-
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ný k posuzování neutralizace protidestičkové duální léč-
by pomocí rVIIa u kardiologických pacientů podstupují-
cích implantace stentů či kardiochirurgický výkon (43).

Závěr

Stanovení generace trombinu se jeví jako metoda vhod-
ná k posouzení globální funkce hemostatického systému.
Fluorescenční měření generace trombinu je v současnos-
ti již dostupná automatizovaná metoda s přijatelnou intra-
laboratorní variabilitou. Mezilaboratorní srovnávání zku-
šeností u hypokoagulačních i hyperkoagulačních stavů ale
zatím vykazuje výrazné rozdíly. Vzhledem k chybějící
standardizaci vyšetření, existenci řady metodických po-
stupů, nevyhovující interlaboratorní korelaci jde ale stá-
le o metodu experimentální. Zmiňované nevýhody zatím
znemožňují realizaci větších multicentrických studií. 

Přes uvedené nedostatky se vyšetření generace trombi-
nu do budoucna jeví jako nadějná metoda pro přesnější
diagnostiku i monitorování léčby jak hemoragických, tak
trombotických komplikací. Možný přínos lze spatřovat
v lepším odhadu rizika uvedených stavů a také v možnos-
ti individualizace profylaktických i léčebných přístupů.
Slibná je i pro možnost monitorování nových antikoagu-
lačních i antiagregačních léčebných postupů, kde jsou tra-
diční metody nepoužitelné. Vyšetření generace trombinu
by tak mohlo přispět k větší bezpečnosti a ekonomičnos-
ti terapeutických postupů. 

Práce byla podpořena granty
NS 10319-3/2009 86-14 a NR 9282-3/2007 86-12.
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