UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

BAKALARSKA PRACE

Zavedeni metody k monitorovani 1écby dabigatranem

na principu ekarinového testu

Eva Velecka
Vedouci bakalarské prace: RNDr. Petr Sadilek, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2021



Podékovani

M¢ podékovani patii zejména panu RNDr. Petru Sadilkovi, Ph.D. za jeho pomoc
a cenné¢ rady pii odborném vedeni této bakalarské prace, jeho vstficny pfistup a

nekonecnou trpélivost a také cas, ktery vénoval opravam této bakalaiské prace.



,, Prohlasuji, zZe tato prace je mym puvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pri zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a
v praci jsou radné citovany. Prdce nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové 12. 5. 2021

Eva Velecka



OBSAH

N N 2N S TSRS 6
2 ABSTRACT .ttt ettt sttt 7
3 V0D ittt 8
4 ZADANI, CIL PRACE ..ot 10
5 TEORETICKA CAST ..ottt ssss s 11
5.1 HEMOSTAZA ...ttt st 11
S5.1.1  Primarni REMOSHAZA ...........cc.cooueiiiiiiiiiiiaieieeeeee e 11
5.1.2  Plazmaticky koagulacni SYStEM ............cccoevcuveeciieiiiieeiieeeeeee e 12
5.1.3  Fibrinolyticky SYSTEML .........cc.covcuiiiiiiiiiiiieee et 17
5.1.4  Systém inhibitorii REMOSIAZY .............cccevcuiriiiiiiiiiiieiiseet et 17

52 MOZNOSTI ANTIKOAGULACNI LECBY A JEJTHO MONITOROVANT .......ccccvevennen 20
5.2.1  Antagonisté Vitaminu K.............ccccooovveiiiieeiiieeiieeeie e 20
5.2.2  Neprimé inhibitory trombinu a aktivovaného faktoru Xa........................... 22
5.2.3  Prima oralni antikoagulancia (DOACS)............ccccceceevceeiceeiiiaiiaiieaeenee. 24

6 PRAKTICKA CAST ...t ssse st sssesssssssssenes 28
6.1 VYSETROVANY MATERIAL ....ooviiiiiiiiiniieiieitenieete ettt 28
6.2  AUTOMATICKY KOAGULOMETR STA-R EVOLUTION .......cccoouieiiiiiiiiiiiienne 29
6.3 PRINCIPY POUZITYCH METOD ......ccutitieiieieeienitenieetesitenieesesieesseeeesseesseeeesanens 30
6.3.1 Koagulacni metoda s reagenciemi firmy Hyphen BioMed ......................... 30
6.3.2 Spektrofotometrickd metoda s reagenciemi firmy Stago ............................ 30

0.4 REAGENCIE ....coiiiiiiiiiiiiiicie ettt 32
6.4.1 Reagencie pro koagulacni metodu (Hyphen BioMed)................................ 32
6.4.2 Reagencie pro spektrofotometrickou metodu (Stago)................ccccccuueen... 32
6.4.3  Priprava reagencii HYPRem ...............ccccooooeeviiieiiiieiieeceeeie e 33
6.4.4  Priprava reagencii SIAQO ..............ccccccueeiiiiaiiiiaiieeeeeee e 34

6.5  NASTAVENI PRISTROJE.....c.cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicecctcc s 34
6.6  KALIBRACE METOD....cuciiiiiiiiiiiiieniiieieesee ettt st 35
6.7  KONTROLA KVALITY ..c.uttiiiiiiiiiiieiee ettt ettt ete e et enee s e 37
6.8 PRACOVNIPOSTUP .....ccoiuiiiiiiiiiiiiiiiciciicie ettt 38
6.9  VYSLEDKY A JEJICH STATISTICKE VYHODNOCENT ......ccocoimiininiiniiiicreiciennne 40



10

11

12

13

14

ZAVER ..o 45
POUZITE ZKRATKY ..o ene s 46
SEZNAM OBRAZKU ..o 48
SEZNAM TABULEK .......o.oooiiiiiiieoeeeeeeeeeeeeeeeee e eneeee s 48
SEZNAM GRAFU ..o 48
LITERATURA ...t 49
PRILOHY ..ot 54



1 ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva zavedenim nové metody k monitorovani
antikoagulacni 1écby dabigatranem do provozu hematologické laboratofe.

Teoreticka Cast se zabyva stru¢nym popisem procesu hemostazy, jejimi slozkami,
regulaci, ale také moznostmi antikoagulacni 1écby a jejim monitorovadnim, predevsim
novym piimym inhibitorem trombinu, dabigatranem (Pradaxa).

Prakticka ¢ast je zaloZena na provedeni srovnavaci studie referen¢ni (koagulacni)
a nové (spektrofotometrické) metody, jejimz cilem je ovéfit, zda obé metody poskytuji
srovnatelné vysledky a zda tedy miize byt nova metoda k monitoraci 1écby dabigatranem
zavedena do laboratorniho provozu. Srovnéavaci studie porovnava vysledky koncentrace
dabigatranu v plazmé& naméfené referencni koagulaéni metodou s reagenciemi firmy
Hyphen BioMed s vysledky naméfenymi novou spektrofotometrickou metodou
s reagenciemi firmy Stago. V ramci této studie bylo vySetieno 57 vzorkd plazmy pacientii
FN HK, které byly méfeny soucasné referencni i novou metodou. Vysledky srovnéavaci
studie byly vyhodnoceny metodou linearni regrese a pomoci Bland-Altmanova grafu.

Statistické vyhodnoceni s pouzitim linedrni regrese vypovidd o velmi vysoké
vzajemné korelaci obou metod, o ¢emz vypovida rovnice piimky y=0,9675x+0,8712 a
hodnota korelacniho koeficientu r = 0,9975. Rovnéz Bland-Altmaniv graf ukazuje na
velkou shodu vysledki namétenych soucasné referencni koagula¢ni metodou a novou
spektrofotometrickou metodou.

Z vysledkti provedené srovnavaci studie vyplyva, Ze obé metody poskytuji
srovnatelné vysledky a nova spektrofotometricka metoda na principu ekarinového testu

s reagenciemi firmy Stago tak muze byt zavedena do laboratorniho provozu.

Klic¢ova slova: hemostaza, dabigatran, dilutovany trombinovy test, ekarinovy test,

srovnavaci studie



2 ABSTRACT

This bachelor thesis deals with introduction of a new method for treatment
monitoring of an anticoagulant therapy with dabigatran in the lab of hematology.

The theoretical part introduces you a brief description of the process of
hemostasis, its components, regulation, but it also includes options of the anticoagulant
therapy and its monitoring, especially new direct thrombin inhibitor, dabigatran
(Pradaxa).

The practical part is based on performing a comparative study of reference
(coagulation) and new (spectrophotometrical) method in order to find out whether the
methods provide comparable results and whether the new method for dabigatran
monitoring may be introduced into the lab. The comparative study compares plasma
concentrations of dabigatran measured both by the reference coagulation method with
Hyphen BioMed reagents and the new spectrophotometrical method with Stago reagents.
In this study we examined 57 plasma samples from FN HK pacients, which were
measured using the reference and the new method at the same time. The results of the
comparative study were evaluated by linear regression and Bland-Altman plot.

Statistical evaluation using linear regression indicates very high mutual
correlation of both methods, which is indicated by the equation y=0,9675x+0,8712 and
correlation coeficient r = 0,9975. The Bland-Altman plot also shows a high agreement
between the results measured both by the reference and the new method.

The results of the comparative study confirm that both methods provide
comparable results, so the new spectrophotometrical method based on the ecarin test with

Stago reagents may be introduced into the lab.

Key words: hemostasis, dabigatran, diluted thrombin time, ecarin test, comparative

study



3 UVOD

Hemostéaza, neboli srdzeni krve, je sled mnoha reakci, které postupné vedou
k zastave krvaceni v pfipad€ poranéni cévy. Cilem hemostatickych procest je vytvoreni
srazeniny, ¢imz se zabrani pfipadnému vykrvaceni a souc¢asn¢ zachovani tekutosti krve.
Hemostatické procesy jsou regulovany na nékolika urovnich. Defekt jakékoliv regulacni
slozky muze vyustit v poruchu krevniho srazeni, kterd se mize projevovat hypokoagulaci
¢1 hyperkoagulaci.

Nastanou-li potize spojené s hyperkoagulaci, pfichdzi na tadu tzv.
antitromboticka 1éCba, jejiz cilem je tlumeni hemostatickych procest a zabranéni vzniku
trombt. Psobeni antitrombotické 1é¢by je zajisténo na ne€kolika irovnich hemostazy —
zamezuje shlukovani trombocytl, podporuje rozpusténi fibrinové zatky ¢i snizuje
hyperkoagulabilitu plazmatického koagula¢niho systému.

Nejcastéji podavana antikoagulancia Ize na zédkladé mechanismu u¢inku rozd¢lit
na nepiimé inhibitory trombinu ¢i aktivovaného faktoru X (hepariny), pfimé inhibitory
trombinu (gatrany) ¢i aktivovaného faktoru X (xabany) a na antikoagulancia zabranujici
vzniku plné€ funkénich faktord zavislych na vitaminu K (kumarinové derivaty).

Pro vSechna 1é¢iva musi byt zavedena vhodné laboratorni metoda, monitorujici
jejich Ucinek nebo koncentraci 1é¢iva v plazmé pacienta. Urcité skupiny 1é¢iv podléhaji
pravidelnému terapeutickému monitorovani (napf. kumarinové derivaty), pti kterém je
sledovan jejich ucinek. V piipadé novych piimych ordlnich antikoagulancii (DOACsS),
mezi které spadaji zminéné gatrany a xabany, neni pii béZné 1écbe pravidelnad monitorace
potieba. Presto musi byt zavedena vhodna laboratorni metoda i pro tato 1éCiva, nebot’ se
objevuji situace, kdy je rychlé a ptesné stanoveni 1é¢iva nezbytné nutné. V soucasné dobé
je jiz kdispozici vice metod umoziujicich laboratorni vySetfeni zminénych
antikoagulancii.

V této praci se zaméfujeme na laboratorni stanoveni koncentrace dabigatranu
v plazm¢. Mezi nejcastéji pouzivané metody patii koagulaéni metoda na principu
dilutovaného ptedkalibrovaného trombinového testu. Také v hematologické laboratoti
FN HK je tato metoda, vyuzivajici reagencie firmy Hyphen BioMed, jiz dlouhou dobu
vyuzivdna. Alternativou jsou metody spektrofotometrické, pouzivajici chromogenni
substraty. Pred ptipadnym zavedenim nové metody do laboratorniho provozu musi byt
provedena srovnavaci studie s metodou referencni, kterd prokaze, zda nova metoda

vydava srovnatelné vysledky. Srovnavaci studie je provadéna na vzorcich pacienti



obéma metodami soucasné. Vysledky méfeni je poté nutno statisticky vyhodnotit.
V ptipadé, Ze jsou vysledky naméfené obéma metodami srovnatelné, mize byt nova

metoda zavedena do provozu laboratofte.



4 ZADANI, CIL PRACE

Cilem teoretické casti této bakalarské prace je nejprve vysvétlit zaklady
hemostazy, popsat jeji slozky, proces srazeni krve a moznosti regulace hemostatickych
procest. Pochopeni zadkladi hemostazy je potiebné pro dalsi kapitoly teoretické ¢asti,
které se zabyvaji moznostmi terapeutického ovlivnéni hemostazy u pacientl s rizikem
trombotickych komplikaci a dale moznostmi laboratorniho monitorovani podavané
antikoagulacni 1éCby.

Cilem praktick¢é casti je zavedeni nové spektrofotometrické metody
k monitorovani 1écby dabigatranem do bézného laboratorniho provozu. V rdmeci
srovnavaci studie porovnat vysledky ziskané metodou referen¢ni koagulacni, vyuzivajici
reagencie firmy Hyphen BioMed s vysledky naméfenymi novou spektrofotometrickou
metodou, s reagenciemi firmy Stago. Namétené vysledky poté statisticky vyhodnotit a

porovnat jejich vzajemnou shodu.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Hemostaza

Hemostaza, neboli krevni srdzeni, je komplexni dé&j, skladajici se z nékolika
navzajem souvisejicich kroki vedoucich k zastavé krvaceni. K aktivaci hemostatickych
mechanisml dochazi v pfipad€ poranéni cévni vystelky a po naruseni integrity cévy. Po
poranéni endotelu je cilem vSech hemostatickych mechanismti vytvofeni koneéného
produktu — fibrinové zatky, kterd findln¢ zastavuje krvaceni a vytvaii srazeninu
(koagulum) pouze v misté poranéni a soucasné zachovava fluiditu krve. (1, 2)

Vsechny faze hemostazy musi byt regulovany tak, aby byla zachovana rovnovaha
mezi sklony ke krvaceni (hypokoagulaci) a nadmérnému srazeni (hyperkoagulaci), coz
jsou stavy vedouci k trombdze. (2)

Mezi hlavni slozky hemostdzy patii cévni sténa, jejiz soucésti je endotel a
subendotelové struktury. Déle tkanova slozka, uvolnujici tkanovy faktor (TF) a
adenosindifosfat (ADP) v pfipadé poranéni. Trombocyty podilejici se spolecné s cévni
sténou na tvorbé primarni hemostatické zatky a plazmaticky koagula¢ni systém zahrnujici
koagulacni faktory, aktivatory a pfirozené inhibitory plazmatického systému vytvarejici
sekundarni fibrinovou zatku. Kone¢na faze je poté zprostiedkovana fibrinolytickym
systémem, ktery zajiStuje Castecné rozpusténi fibrinové zatky a tim znovuobnoveni
krevniho priatoku v misté poranéni. (1, 3)

Na zakladé¢ Casové posloupnosti lze faze hemostdzy rozdé€lit na primarni
hemostazu (proces vazokonstrikce, adheze, aktivace, agregace trombocytli a nasledna
tvorba primérni trombocytové zatky), poté na hemokoagulaci (aktivace koagulacnich
faktorti a tvorba sekundarni fibrinové zatky) a fibrinolyzu (rozpousténi fibrinové zatky).
(1,3)

5.1.1 Primarni hemostdaza

Proces primarni hemostdzy je d¢j, pfi kterém dochdzi k vytvofeni primarni
hemostatické zatky — trombocytového agregatu. Jedna se o fazi, kdy dochézi k zaceleni
narusené cévy a tim k zastave krvaceni. (4)

Vazokonstrikce a poté tvorba primarni hemostatické zatky predstavuje nejrychlejsi

odpovéd’ organismu na posSkozeni cévni stény. (5)
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Hlavni soucasti podilejici se na tvorbé primarni hemostatické zatky jsou cévni
sténa spolecné s trombocyty. Cévni sténa za fyziologického stavu neptfedstavuje pro
trombocyty pfilnavy povrch, coz je zajisténo jak fyzikalnimi, tak biochemickymi faktory.
Mezi fyzikélni faktory se fadi pfedevSim zaporny naboj trombocytii a endotelidlnich
bun¢k, zatimco mezi faktory biochemické povahy patii zejména syntéza inhibitorti
aktivace trombocytt, jako je napt. oxid dusnaty (NO) a prostacyklin. (1, 6)

Béhem primarni hemostazy dochazi k adhezi trombocytl na obnazena kolagenni
vldkna v subendotelialnim prostoru, ke zméné jejich tvaru a agregaci, ¢imz se nasledné
vytvaii primarni hemostaticka zatka, tzv. bily trombus. (2)

Proces adheze je umoznén diky receptorim glykoproteinové (GP) povahy, jako
jsou GP Ia/Ila a GP Ib/V/IX, které jsou pfitomny na trombocytech a také diky adhezivnim
proteiniim, jako je von Willebrandlv faktor (vWf) ¢i fibronektin. Adheze je podporovéna
sekreci malého mnozstvi ADP z okolni tkané€. (1, 3, 4)

Soucasné s procesem adheze dochazi k aktivaci trombocytil, béhem ¢ehoz se méni
jejich tvar z diskoidniho tvaru na kulovity s vybézky (pseudopodiemi), zaroven se
uvoliiuje obsah z alfa a denznich granuli, dochédzi ke zvySeni koncentrace vépenatych
iontli (Ca®") a také se zvySuje hustota receptorti na povrchu krevnich desticek pro
usnadnéni agregace. Soubézné dochazi k sekreci proagregacnich ptisobkd, jako je napf.
destickovy faktor 4 (PF4) ¢i fibrinogen. Za nejsilngjs$iho agonistu aktivace trombocytl je
povazovan trombin. Dochazi také k aktivaci receptorit GP IIb/IIla. Fenoménem flip-flop
se negativné nabita ¢ast fosfolipidi membrany trombocytl dostdva na vnéjsi stranu
membrany, ¢imz se umozni navazani koagula¢nich faktora. (1, 6)

Nejzéasadnéjsim krokem primérni hemostazy je agregace trombocytil, coz je jejich
vzajemné spojovani umoznéné membranovym receptorem GP IIb/Illa pfes molekulu
fibrinogenu ¢i vWT{. Agregace je indukovana ADP a tromboxanem A2 (TXA») z granul
trombocytl, trombinem, kolagenem, trombospondinem uvolnénym trombinem z alfa
granuli desti¢ek nebo také plisobenim kyseliny arachidonové. Proagregacnimi pisobky
se aktivuji také dalsi trombocyty a ndslednou amplifikaci procesu dochdzi postupné

k vytvoteni tzv. bilého trombu. (1,4)

5.1.2 Plazmaticky koagulacni systém

Plazmaticky koagulaéni systém zodpovidd za vznik stabilniho, nerozpustného

fibrinu z fibrinogenu plisobenim trombinu. Trombin vznikd koordinovanym sledem
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reakci postupné vedoucich k vytvoteni komplexu protrombindzy [FXa.FVa.PL.Ca*"],

ktery zajisti aktivaci trombinu z protrombinu. Aktivovany trombin je poté schopny $tépit
fibrinogen na fibrinové monomery, které nasledn¢ spontanné polymeruji. Fibrinové
polymery jsou poté propojeny piicnymi kovalentnimi vazbami, coz zajist'uje aktivovany
faktor XIII a vznika tak nerozpustny, stabilni fibrin. (1,2,3,7,8)

Na koagula¢nim procesu se podileji aktivni komplexy, které jsou tvofeny enzymy
(serinové protedzy), substraty (proenzymy aktivované proteolyzou), kofaktory (zvysuji
Gcinky serinovych protedz), Ca** (umoziuji vazbu vitamin K dependentnich faktort na
fosfolipidové povrchy) a fosfolipidové povrchy (fosfolipidové membrany monocytt ¢i
trombocytu ¢i jejich zbytky poskytujici na svém povrchu zadporné nabité fosfolipidy —
fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin). (1)

Hemokoagulace jiz neni chépana jako ptisné kaskadovity sled reakci, jako tomu
bylo u teorie popisujici tzv. vnéjsi a vnitini cestu aktivace pfemény protrombinu na
trombin. V soucasné dob¢ je uznavany tzv. tiistupiovy model koagulace (Obr. 1), ktery
tika, Ze vnéj$i a vnitini systém neexistuji odd€lené, nybrz mezi nimi dochazi k fadé

interakci. (1, 9)

5.1.2.1 Koagulacni faktory

Vznik fibrinu v plazmatickém koagulacnim procesu je zajisSten nckolika
koagula¢nimi faktory, které se oznacuji fimskymi Cisly a v aktivni formé jim je pfifazen
index a (napt. FXa). Koagula¢ni faktory se v plazmé nachézeji v inaktivni formé a jsou
aktivovany procesem limitované proteolyzy. Jedna se o latky, které jsou glykoproteinové
povahy a vytvafeji se v jatrech, z nichZ nckteré ke své syntéze vyzaduji pfitomnost

vitaminu K. (1, 10)
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Koagulaéni faktory mohou byt rozdéleny na:

a) Zymogeny (proenzymy)

Jedna se o faktory, které v plazmé koluji v inaktivni formé a proteolytickym
Stépenim z nich vznikaji koagulacné aktivni enzymy, které patii mezi serinové proteazy.
K serinovym protedzdm tadime plazmatické faktory (FII, FVII, FIX, FX, FXI, FXII a
prekalikrein), proteiny fibrinolyzy (plazminogen, tkanovy aktivator plazminogenu a
urokinaza) a nakonec serpiny (protein C). Serinové protedzy jsou hydrolytické enzymy,
které umoznuji Stépeni peptidické vazby. Tyto faktory ve svém aktivnim misté obsahuji
aminokyselinu serin, respektive tzv. katalytickou triddu sloZzenou z aminokyselin Serin-
Histidin-Kyselina aspartamova. Aktivni misto ma vyznam zejména pro reakce se
substraty, k aktivaci dalSich serinovych protedz. Faktory FII, FVII, IX, FX spole¢né s
proteinem C a S patii mezi vitamin-K-dependentni faktory. Tyto faktory maji svij
bilkovinny fetézec ukoncen glutamovou kyselinou a obsahuji tzv. gla oblast — ¢ést
kyseliny glutamové, ve které se nachézi y-karboxyglutamové zakon€eni. Vitamin K ve
své redukované form& umoznuje karboxylaci této ¢asti enzymem y-glukarboxylazou.

Proces je nezbytny pro spravnou vazbu téchto faktorti na fosfolipidy pomoci Ca**. (1,2,
10)

b) Kofaktory

Uloha kofaktorti spo¢iva v urychleni reakci, zvy$uji afinitu serinovych proteaz
k fosfolipidovym povrchiim, napomahaji nato€it a udrzet proenzym v katalytickém misté
serinové protedzy. Kofaktory rozliSujeme plazmatické (FV, FVIII, HMWK a protein S)
a bunécné (TF). Béhem proteolytického St€peni dochézi ke spojeni fragmentl kovalentni

vazbou pies Ca**. TF nepotiebuje byt aktivovan, je zabudovan do bun&éné membrany. (1)
c) Substrat

Substratem v plazmatickém koagula¢nim systému je fibrinogen, ktery se nachazi
v plazmé a v a granulich trombocytl. Je substratem pro trombin, ktery jej enzymaticky
Stépi na fibrin, ale také pro plazmin, ktery jej $tépi na fibrinogen degrada¢ni produkty. (1,
4)
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Tab. 1 Souhrn koagulacnich faktorii

I Fibrinogen

11 Protrombin

I Tkanovy faktor

v Vapenat¢ ionty

A% Proakcelerin

VI Prokonvertin

VIII Antihemofilicky faktor A
IX Christmastv faktor

X Stuart-Prowerové faktor
XI Rosenthaltv faktor

XII Hagemaniv faktor

XIII Fibrin stabilizujici faktor
Prekalikrein | Fletcherv faktor
HMWK Vysokomolekuldrni kininogen

(1

9; vlastni vypracovani)

5.1.2.2 Trvistupiiovy model koagulace

ooooo

.....

zprostfedkovava ochranu pfed masivnim krvacenim. TF je pfitomen na celé fad¢ bunék,
jako jsou napt. fibroblasty, endotelidlni buriky ¢i monocyty. Iniciace probih4 zejména na
povrchu aktivovanych monocyti. Pfi¢in aktivace monocytt je cela fada, patti zde napf.
zangt, sepse, metabolicky zvrat ¢i aterosklerotické zmény. K takto exprimovanému TF se
vaze FVIla kolujici v krvi a vznik4 tak dimerni komplex [TF.VIIa]. Spole¢n¢ se vznikem
této vazby dochézi k pfenosu aktiva¢nich signalti do bunky, které vyvolavaji zvySeni
koncentrace nitrobunééného vapniku a aktivaci kindz. Vysledkem je vznik komplexu tzv.
vnéjsi tendzy [TF.VIla.Ca**.PL], ktery aktivuje FIX a pfedevs§im FX, zaroven také
dochazi ke zvySeni exprese TF. Aktivovany FX poté aktivuje FV a vytvéii na povrchu
monocytu komplex protrombindzy [FXa.FVa.Ca?*.PL], ¢imz dochazi ke genezi malého
mnozstvi trombinu. Vzniklé mnozstvi trombinu neni postacujici ke vzniku fibrinového

koagula, avSak aktivuje faktory V, VIII, XI a trombocyty, které¢ jsou nahromadény v misté
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poté zajistuje pokracovani koagulace tzv. amplifikacni a propagacni fazi. (1, 8)

Amplifikacni faze

Béhem amplifikacni fdze dochazi k vyraznému zesileni a zrychleni koagulace.
Dochézi k navazani faktort FVa, FVIlla, FIXa a FXIa, které byly aktivovany v procesu
iniciace na povrch aktivovanych trombocytii. Trombocyty jsou soustiedény v misté

poranéni a poskytuji své zdporné€ nabité fosfolipidy tzv. flip-flop fenoménem. (1)

Propagacni faze

Propagacni faze zajisStuje vznik dostate¢né¢ho mnozstvi trombinu, ktery je jiz
schopen efektivni pfemény fibrinogenu na fibrin. V této fazi se uplatiiuji komplexy
protrombindza a tzv. vnitini tendza [FVIIa.FIXa.Ca?" PL]. Komplexem vnitini tendzy je
zajisSténa aktivace dal§itho FX, ktery je poté soucasti protrombindzy. V tomto kroku je
protrombindza jiz schopna vytvorit dostate¢né mnoZzstvi trombinu potiebné pro pteménu
fibrinogenu. Trombin také hraje roli v aktivaci FXIII, coZ je faktor zajist'ujici stabilizaci

fibrinové sité a zaroven aktivuje trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI). (1,
9)
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Obr. 1 Schéma tiifazového modelu koagulace

(TF — tkafovy faktor, Ca>* - vapenaté ionty, TFPI — inhibitor tkdfiového faktoru; zdroj: 1, pfevzato ze str.
82)
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5.1.3 Fibrinolyticky systém

Ukonceni hemostatického procesu je zprostiedkovano fibrinolytickym systémem,
ktery je zodpovédny za rozpusténi fibrinové zatky, ¢imz se opét obnovi prutok krve
v misté poranéni. (5)

Zasadni roli zde zastdva serinova protedza plazmin, jehoz prekurzorem je
plazminogen. Plazmin vznika z plazminogenu na povrchu fibrinové zatky plsobenim
predevsim tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA) a urokindzy (uPA). (5, 11)

Kone¢né produkty Stépeni fibrinogenu a fibrinu se odviji od jejich stability a
rozpustnosti. Vznikajici fragmenty jsou obecné oznacovany jako fibrin/fibrinogen
degradac¢ni produkty (FDP). Pfi Sté€peni fibrinogenu a rozpustného fibrinu dochéazi ke
vzniku fragmentii X a Y (vysokomolekularni) a D a E (nizkomolekularni). Fragmenty X
a'Y tvoii s monomery fibrinu rozpustné komplexy, ¢imz jim zabranuji v polymeraci. Pti
Stépeni nerozpustného fibrinu stabilizovaného kovalentnimi vazbami t¢inkem FXIIIa

jsou kone¢nym produktem tzv. D-dimery. (1, 4, 12)

5.1.4 Systém inhibitorii hemostdazy

Systém inhibitori hemostdzy je nezbytny pro udrZzeni hemokoagulacni
rovnovahy, aby bylo zabranéno nekontrolovatelnému nadmérnému srazeni krve béhem
koagulace, které by mohlo vést ke smrti. Hemokoagulacni rovnovéha je dosaZena
spolupraci pfirozenych inhibitorti plazmatického 1 fibrinolytického systému. Tyto
inhibitory jsou zejména proteinové povahy a jsou piirozenou slozkou krve. Kromé
samotnych fyziologickych inhibitori se na regulaci hemostazy také podili nesmacivy

endotel a tok krve. (1, 4, 9)

5.1.4.1 Prirozené inhibitory plazmatického koagulacniho systému

Antitrombin (AT)

AT je jednofetézcovy glykoprotein, ktery se tvoii zejména v jatrech, ale také
v endotelovych buiikach. Jedna se o nejdilezitjsi inhibitor koagulace. U¢inek AT je
zalozen na schopnosti neutralizovat hlavné trombin a FXa, ¢imz se fadi mezi serpiny
(inhibitory serinovych protedz). Jeho syntéza nastavd v momenté §tépeni fibrinogenu.

AT vytvaii nevratné komplexy s trombinem a FXa, které jsou poté odbouravany
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v monocyto-makrofagovém systému. Tvorbu komplexti zna¢né urychluje pfitomnost
heparinu. Heparin zaroven umoziuje tvorbu komplext s jinymi proteazami (napi. FIXa,

FXIa, FXIla) ¢i s komplexem [TF.FVIla], které¢ jsou poté také inhibovany. (1,2,4,7,9)

Heparin kofaktor 11 (HC II)

HC 1II je specificky inhibitor trombinu, ktery je syntetizovany v jatrech a
endotelovymi bunikami. Jedna se o serpin tvofici s trombinem komplex v poméru 1:1.
Inhibice je opé€t zvySena v pritomnosti heparinu. Inhibice pisobenim HC II nastava,

klesne-li hladina AT pod 30 %. (1)

Systéem proteinu C

Systém proteinu C patfi mezi velmi vyznamny inhibi¢ni systém. Slozkami
systému proteinu C jsou protein C, protein S a trombomodulin. Inhibi¢ni G¢inek spociva
ve stépeni FVa a FVIIla, coz zpisobi inhibici vnitini tenazy spole¢né s protrombinazou,

timto mechanismem je regulovana tvorba trombinu. (1, 3, 13)

Protein C je plazmaticky glykoprotein vznikajici v jatrech za ucasti vitaminu K.
Aktivace proteinu C nastava na povrchu endotelu, kde je pfitomen specificky endotelidlni
receptor trombinu trombomodulin (TM). Trombin po navazani se na TM jiZ neni
koagula¢né aktivni, naopak vykazuje antikoagulacni aktivitu tim, Ze aktivuje protein C.
Vysledkem je aktivovany protein C (APC), ktery v pfitomnosti fosfolipidi a Ca**
inaktivuje faktory Va spolecné s VIlIa. (1, 7)

Protein S je glykoprotein, ktery je tvofen v jatrech a ke své syntéze vyzaduje
vitamin K. Protein S ptisobi zejména jako kofaktor APC, jelikoZ v pfitomnosti Ca**

umoziuje vazbu APC na fosfolipidy trombocytt. (1, 2)

Inhibitor tkanoveho faktoru (TFPI)

TFPI patii mezi serpiny a piedstavuje hlavni inhibitor vnéjsi cesty koagulace.
TFPI ptsobi bud’ jako pfimy inhibitor FXa nebo s nim vytvari koagulaéné inaktivni
komplex. V piipadé pfimé inhibice FXa je reakce podporovana heparinem. Tvorba

inaktivniho komplexu [TFPL.Xa.VIIa.TF] je zavisld na koncentraci Ca**, TFPI se vaze
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pouze na komplex [TF.VIla], volny FVIla inhibovan neni. TFPI je také schopen inhibice

malého mnozstvi TF. (1, 3, 14)

5.1.4.2 Inhibitory fibrinolyzy

Ukolem inhibitori fibrinolyzy je zajistit lokalizaci a tlumeni fibrinolytickych dé&ji
v misté fibrinového koagula a zaroven zabranuji Sifeni fibrinolytickych déji do okoli.
Mezi ptirozené inhibitory fibrinolyzy patfi op-antiplazmin, inhibitory aktivatort
plazminogenu (PAI) a trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI). (1, 14)

Antiplazmin je v plazmé pfitomny v nadbytku a vaze pouze volny plazmin,
s kterym tvofi komplex v poméru 1:1, ktery je poté odstranén v monocyto-makrofagovém
systému. (1, 4)

PAI patii mezi pfirozené inhibitory aktivatori plazminogenu. Jsou znamy tii typy,
z nichz pouze PAI-1 $tépi tPA i uPA a je nejucinnéj$im inhibitorem. (1)

Poslednim dulezitym inhibitorem je TAFI, ktery svym plsobenim zajistuje

sniZeni vazebnych mist na fibrinu pro plazminogen a tPA. (3, 15)

5.1.4.3 Nespecifické inhibitory

Jedna se obecné o inhibitory protedz, které jsou soucasti koagulacniho systému. Do

této skupiny inhibitort patii a2-makroglobulin, al-antitrypsin a C1-inhibitor. (1)
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5.2 Moznosti antikoagulacni lécby a jejiho monitorovani

Antikoagulacni 1écba je jedna z moznosti antitrombotické 1é¢by. Antitromboticka
1écba muze byt zajisténa na nékolika Grovnich hemostazy a je tak schopna ptisobit jak
antiagregacn¢, trombolyticky, tak antikoagulacné. (16)

Cilem antikoagula¢ni 1écby je zamezeni nadmérné aktivace koagula¢niho
systému, a tim snizeni moZznosti tvorby trombi, coZ mohou byt Zivot ohrozujici stavy.
Antikoagulacni 1é¢ba ovliviiuje koagulaci mnoha zplisoby — nedochdzi ke vzniku
plnohodnotnych faktorG (kumariny), zesiluje uc¢inek AT k vyvéazani trombinu a FXa

(hepariny), ¢i je schopna vyvazovat trombin (gatrany) a FXa (xabany) pfimo. (16)

5.2.1 Antagonisté vitaminu K

Hlavnim pfedstavitelem antagonistl vitaminu K je warfarin patfici mezi nepiima
antikoagulancia, uzivand peroraln¢. Warfarin je derivat kumarinu, jehoz ukolem je
zabranit vzniku plnohodnotnych faktort, jejichZ syntéza v jatrech je zavisla na vitaminu
K. (10,16, 17, 18)

Utinkem warfarinu je naruseni cyklu vitaminu K (Obr. 2), jelikoz puisobi jako
inhibitor enzymu vitamin K 2,3-epoxid reduktdzy (VKORCI1), cozZ je kliCovy enzym
cyklu. Jak jiz bylo feceno, vitamin K pusobi jako kofaktor v procesu karboxylace -
karboxyglutamovych zakonceni nékterych faktort (viz kap. 5.1.2.1). Béhem tohoto
procesu vitamin K podléhd nékolika zménam. V prvnim kroku dochazi k redukci
vitaminu K na jeho redukovanou formu enzymem vitamin K chinon reduktaza. V této
redukované formé je vyuzit jako kofaktor v procesu karboxylace a zaroven se oxiduje na
vitamin K 2,3-epoxid, jelikoz poskytuje své vodikové ionty. Za fyziologickych okolnosti
prichazi na fadu enzym VKORCI, ktery jej z epoxidové formy redukuje na vitamin K,
¢imz je cyklus vitaminu K dokoncen. V ptipad¢ 1é€by warfarinem k redukci nedochazi,
¢imz je nasledné znemoznéna karboxylace a tim tak vznik plnohodnotnych faktort.
Vysledkem jsou tzv. PIVKA faktory, které obsahuji v misté¢ y-karboxyglutamového
zakonceni pouze jednu karboxylovou skupinu, diky ¢emuZz maji omezenou schopnost
vazby na fosfolipidy a jsou tak koagulaéné¢ méné aktivni. Warfarin je tak indikovan
zejména pro prevenci tromboembolické piihody (TEN) ¢i u pacientti s ndhradou chlopné.

Antidotem je vitamin K. (16, 17, 19, 20)
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MECHANISMUS UCINKU
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Obr. 2 Znazornéni mechanismu ucinku warfarinu

(KH; — vitamin K hydrochinon, KO — vitamin K 2,3-epoxid; zdroj: 21, pievzato ze str. 7)

K monitoraci antikoagulac¢ni 1é€by warfarinem se vyuziva protrombinovy test
(PT), coz je zakladni koagulaéni test, ktery patii mezi tzv. skupinové testy. Ukolem PT
je sledovani schopnosti systému vytvaret aktivni koagulacni komplexy vngj$i tenadzu a
protrombinazu, které jsou poté zodpovédné za pfeménu protrombinu na trombin a
naslednou tvorbu fibrinovych vlaken. Zakladnim méfenym parametrem je tzv. koagulacni
Cas — cas, za ktery dojde ke genezi prvnich fibrinovych vldken od ptidavku
tromboplastinu (modifikace TF) a vapenatych iontl k testované citratové plazmé. PT
muZe byt ovlivnén nejen pritomnosti warfarinu v plazmé, ale také nedostatecnosti faktorti
IL, V, VII, X a fibrinogenu, poté pfi nedostatku vitaminu K ¢i pfi jaternich poruchéch, a
to tak, Ze dochazi k prodluzovani koagulac¢niho Casu. (2, 14, 16, 22, 23)

Utinnost nastaveni terapie antagonisty vitaminu K se sleduje pomoci parametru
INR, ¢imz je zajisténo celosvétové sjednoceni v interpretaci vysledka. Parametr INR je
pouzivan vyhradné pro interpretaci vysledkli pacienti 1é€enych kumariny. Jedna se o
pomér Casu pacienta ku ¢asu normalni kontrolni plazmy umocnény hodnotou ISI. ISI je
oznaceni indexu citlivosti tromboplastinu, ktery je ziskdn porovnanim pouzivaného
tromboplastinu s mezindrodnim standardem. Hodnota ISI musi byt zndma pro kazdy
pouzivany tromboplastin a ide4lné by se m¢la blizit hodnoté 1. S rostouci hodnotou se

citlivost tromboplastinu snizuje. (2, 4, 16, 23)
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Tromboplastiny jsou latky biologického ptivodu a slouzi jako zdroj fosfolipidi
v reakci. Biologicky piivod reagencie zpusobuje riznou citlivost, proto musi byt kazdy
tromboplastin charakterizovan vlastni hodnotou ISI. RozliSujeme tromboplastiny
rekombinantni, pfipravené metodou genového inzenyrstvi; tkanové, obsahujici TF
extrahovany napf. ztkané¢ krali¢tho mozku a kombinované. Terapeutické hodnoty
parametru INR by se pii spravné¢ nastavené 1é€b¢ antagonisty vitaminu K mély pohybovat

v rozmezi 2,0-3,0. (1, 16)

5.2.2 Nepiimé inhibitory trombinu a aktivovaného faktoru Xa

Utinek nepiimych inhibitorti trombinu/FXa je zavisly na pfitomnosti jinych
endogennich latek, kterym poté usnadiiuje ptipojeni k molekule trombinu. Mezi nepfimé
inhibitory trombinu/FXa ftadime latku heparin a jeho derivaty. RozliSujeme
nefrakcionovany heparin (UFH), nizkomolekularni heparin (LMWH) a pentasacharidy,
které jsou od heparinu odvozené. Heparin je polysulfonovany glykosaminoglykan
pfirozené se vyskytujici v téle. Tvoii se zejména v jatrech, plicni tkani a stfevé. Heparin
jako takovy nema téméf Zadny antikoagulacni uc€inek, funguje zejména jako kofaktor
antitrombinu, ale také hraje roli v uvolnéni TFPI. Lécba heparinem je indikovana pro

1é€bu a prevenci TEN. (1, 16, 24, 25, 26)

5.2.2.1 Nefrakcionovany heparin (UFH)

Utinek UFH pouzivaného k 1é¢bé je zalozeny na jeho anti-Ila a anti-Xa aktivité
po jeho vazbé na AT. UFH je sloZen z n€kolika polysacharidovych fetézct, z nichz asi
pouze jedna tfetina obsahuje pentasacharidovou sekvenci, ktera se vaze na AT, jinou
sekvenci se poté vaze na trombin. Navazani heparinu na AT zvy$i jeho uGcinek az
tisicindsobné. K inaktivaci trombinu je nutny heparin, ktery je tvofen alespon 18
monosacharidovymi jednotkami, protoZze musi dojit soucasn¢ k vazbé AT i trombinu na
jednu molekulu heparinu, v piipad¢ inhibice FXa neni nutna vazba na AT a FXa zaroven.
Vazba heparinu k AT je reverzibilni, po uvolnéni z vazby mize tvofit komplexy i
s jinymi latkami. AT je po vazb¢ heparinu schopen inhibice i jinych serinovych protedz
(napt. FIXa, FXIla). TFPI je ptisobenim heparinu uvoliiovan.

Rizikem této antikoagulacni 1écby je wvznik tzv. heparinem indukované

trombocytopenie (HIT), ke které dochdzi vlivem protilatek vazajicich se na komplex
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[Heparin.PF4]. UFH je aplikovan intraven6zn¢ a je pouzivan kvuli své rychlosti u¢inku
hlavné pfi akutnich cévnich ptihodéach. Jeho antidotum je protamin sulfat. (1, 24, 25, 27, 28)

Monitorovani 1écby UFH lze provést pomoci aktivovaného parcidlniho
tromboplastinového testu (APTT), aktivovaného koagulacniho testu (ACT), ¢i lze
vySetfit anti-Xa aktivitu UFH. V hematologickych laboratofich se nejcastéji pouziva
APTT. K provedeni testu je potieba k testované citratové plazmée ptidat smés fosfolipidl
(napt. kefalin), aktivatoru urychlujiciho reakci (napf. kiemicitan, silika) a Ca®".
Vysledkem testu je koagula¢ni ¢as, méteny od ptidavku Ca**. P¥i kontinudlnim podavéni
UFH by se m¢l pomér R ¢asu pacienta ku ¢asu normalni kontroly pohybovat v rozmezi

2,0-4,0. (13, 16, 29)

5.2.2.2 Nizkomolekuldarni heparin (LMWH)

LMWH vznika chemickou depolymeraci, frakcionaci a $tépenim heparinazou
z UFH. Vysledkem S$tépeni jsou kratsi polysacharidové fetézce oproti UFH, coz vyrazné
snizuje schopnost LMWH vyvazovat trombin. Kratsi délka vétSiny fetézcl neumoZiluje
jejich soucasné navazani na AT a na trombin, neovliviiuje ale inaktivaci FXa, jelikoz
v pfipad€ FXa neni nutno, aby byl heparin navdzan na faktor Xa a AT zaroven. Vyhodou

Lécba LMWH nemusi byt pravidelné monitorovana. V praxi Ize stanovit tzv. anti-
Xa aktivitu. Metoda je zaloZena na ptidavku aktivovaného faktoru X k citratové plazmé.
Dochazi ke vzniku komplexu [AT.FXa.LMWH] a sniZzeni mnoZzstvi volného FXa, které
je pfimo umérné anti-Xa aktivit¢ LMWH ve vySetfované plazmé. MnozZstvi volného FXa
se zm¢fti spektrofotometricky s pouZitim chromogenniho substratu. MnozZstvi uvolnéného
barviva je zde nepfimo imérné anti-Xa aktivit¢ LMWH. Terapeutické meze pro LMWH

se pohybuji v rozmezi 0,6-1,0 IU/ml. (16)

5.2.2.3 Pentasacharidy

Pentasacharidy jsou syntetické latky, jejichz Gi¢inek spociva v selektivni inhibici
FXa. Jednd se o malé, heparinové fragmenty, které obsahuji sekvence pouze 5
monosacharidi (analoga pentasacharidové sekvence heparinu), jejichz inhibi¢ni u€inek
je opét zprostiedkovan interakci s AT. Zastupcem je fondaparinux, ktery ma oproti
LMWH vyhradné¢ jenom anti-Xa aktivitu a je moznou alternativou 1é€by pacientti s HIT.

Nevyhodou je, Ze neni znamo antidotum. M¢&fi se anti-Xa aktivita obdobné jako u
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LMWH, kalibrace vSak musi byt provedena na specialni kalibra¢ni plazmy. Vysledky se
vydavaji jako koncentrace 1é¢iva v mg/l. Terapeutické meze zavisi na frekvenci podavani

a nacasovani odbéru od ¢asu podani l1é€iva. (1, 30)

5.2.3 Piima ordlni antikoagulancia (DOACs)

Ptima oralni antikoagulancia (DOACs), zahrnuji 1é¢iva, kterd ptisobi jako piimé
inhibitory trombinu (gatrany) a pfim¢ inhibitory FXa (xabany) a nepotrebuji tak ke svému
pusobeni ptitomnost jiné latky (napt. AT). DOACs se v posledni dobé ukazuji jako velmi
dobri alternativa k dlouho uzivanym lé¢iviim jako je napt. warfarin ¢i heparin. Vyhody
podavani DOACs oproti warfarinu ¢i heparinu spocivaji zejména v jejich jednoduchém
davkovani a také v tom, ze neni nutnd jejich pravidelna monitorace. Potfeba monitorace
muze nastat v situacich jako je napf. pfedavkovani, krvaceni ¢i v piipad¢ nutnosti

neplanované operace. (31, 32)

5.2.3.1 Xabany

Jak jiZ bylo feceno, xabany pusobi jako piimé inhibitory FXa a jejich zastupci
jsou rivaroxaban, apixaban a edoxaban. Xabany jsou schopné inhibovat volny FXa, ale
také vazany do komplexu protrombinazy. Xabany dosahuji své maximalni plazmatické
koncentrace 2-3 hodiny po podani a maji biologicky polocas kolem 10 hodin, coz
umoznuje davkovani 1éku pouze 1-2x denné. Pro xabany dosud neni zndmo antidotum.
V ptipad¢ nutnosti monitorace xabanii je v hematologickych laboratofich pouzivan
spektrofotometricky test s chromogennim substratem. Principem testu je inhibice FXa,
ktery je pfidan v nadbytku, xabanem monitorovanym v plazmé, zbyly FXa hydrolyzuje
chromogenni substrat. Méfena absorbance je nepfimo umérnd koncentraci xabanl ve
vySetfované plazmé. Kazdy xaban musi mit vlastni kalibra¢ni plazmy, vlastni kalibracni
kiivku. Vysledek se vydava jako koncentrace léCiva v plazmé v ng/ml. Terapeutické

meze zavisi na frekvenci podavani a naCasovani odbéru od ¢asu podani 1€Civa. (32, 33, 34)

5.2.3.2 Gatrany

Dabigatran etexilat, ktery je v CR dostupny pod ndzvem Pradaxa, je momentalné
jedinym piimym reverzibilnim inhibitorem trombinu ze skupiny gatranii. Dabigatran

etexilat samotny nevykazuje zadny antikoagulacni efekt, jedna se o tzv. prolécivo, které
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je po peroralnim uziti metabolizovano v jatrech enzymem esterazou na jeho v plazmé
aktivni formu dabigatran. Uginek dabigatranu je zaloZen na inhibici volného i na fibrin
vazan¢ho trombinu a také na inhibici trombinem indukované agregace trombocytil.
Vyrazn¢ tedy blokuje pireménu fibrinogenu na fibrin a tim vznik trombu. (35, 36, 40)

Dabigatran stejné jako ostatni DOACs vykazuje velmi rychly nastup ucinku,
zpravidla za 0,5-2 hodiny a dlouhy je opét také polocas 1é¢iva (cca 12-15 hodin), ¢imz je
zajisténo jeho dlouhodobé pusobeni (az 24 hodin) a proto je dostatecné uzivani 1éku 1-2x
denné. Mezi dalsi pfednosti dabigatranu patii také to, Ze neni metabolizovan cytochromy
P450, ¢imz je zajisSténa nizkd interakce s jinymi léky a jeho G¢inek neni ovlivnén piijmem
potravy, mize pouze dojit k prodlouzeni nastupu ucinku cca o 2 hodiny. Eliminace 1é¢iva
z organismu je prevazné¢ ledvinami v jeho nezménéné formé, zbylé mnozstvi se ve formé
aktivnich acylglukuronidii vylucuje travicim systémem. Renélni eliminace je problémem
pro pacienty trpicimi rendlni nedostatecnosti, pii velmi tézké rendlni nedostatecnosti jiz
neni vhodné dabigatran uzivat. (33,37, 40, 41, 42)

Lécivo je indikovano zejména pro prevenci TEN, zvlast€ po ortopedickych
chirurgickych operacich (vymeéna kolenniho ¢i kycelniho kloubu), dale pro prevenci
cévni mozkové piihody a systémové embolizace ale také jako 1éEba hluboké Zilni
trombozy a plicni embolie. (36, 27)

Od roku 2015 je k dispozici specifické antidotum idarucizumab, které je dostupné
pod nazvem Praxbind. Antidotum je uZzivdno zejména pii naléhavych chirurgickych
operacich ¢i pii zivot ohrozujicim krvaceni. Idarucuzimab je monoklonélni protilatka,

ktera se vaZze na dabigatran, vytvafi s nim komplex a vyrusi tak jeho antikoagulacni efekt.

FHs

PS_\ H,
\°Y@N O
@/ ICOOH

Obr. 3 Chemicka struktura aktivni formy dabigatranu

(36, 38)

(zdroj: 40)

Jak jiz bylo feceno, DOACs nevyzaduji rutinni monitoraci, pfesto nastavaji

situace, pfi kterych je monitorace pottebna (viz kap. 5.2.3). Monitorace se provadi pfi
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zahdjeni 1écby z diivodu ovéfeni spravného vylucovani 1é¢iva z organismu, zejména u
osob vyssiho véku, kde je ofekavana snizend funkce ledvin a také pro kontrolu, zda
pacient uziva 1écbu spravné. Pro tyto situace bylo zavedeno nékolik metod. Terapeutické
meze zavisi na frekvenci podavani, podavané koncentraci 1é¢iva a nacasovani odbéru od
Casu podani 1éCiva. (34,39,42)
Metody pouzivané k monitorovani koncentrace dabigatranu v plazme:
e HPLC/MS
e Koagulacni metody — na principu dilutovaného piedkalibrovaného
trombinového testu
e Spektrofotometrické metody — vyuZivajici samotny chromogenni substrat

nebo na principu ekarinového testu

HPLC/MS

Zlatym standardem pro kvantifika¢ni analyzu 1é¢iv je HPLC/MS, ktera ale pro
svou finan¢ni naroc¢nost neni dostupnd vSem laboratofim, proto byly zavedeny nize
uvedené alternativy. Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni
metoda vyuzivajici k déleni latek kapalnou (mobilni) a pevnou (stacionarni) fazi.
Stanovovana latka je mobilni f4zi undSena stacionarni fazi (kolonou) a na zékladé¢ afinity
stanovované latky k mobilni a stacionarni fazi dochazi postupné k jeji separaci. Po
skonceni separace dochéazi k detekci stanovované latky, v tomto pfipadé hmotnostnim
spektrometrem (MS). Detekce pomoci MS je zaloZena na separaci a stanoveni latek na
zaklad¢ poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). V iontové Casti spektrometru dochazi
k ionizaci latky za vzniku nabitych molekul (iontl), v analyzatoru jsou latky separovany
podle poméru m/z a v detektoru jim je pfifazena relativni intenzita za vzniku
hmotnostniho spektra. Stanoveni je provadéno z plazmy. Pted nastiikem vzorku do
ptistroje je vSak nutnd uprava vzorku nekterou z extrak¢nich technik, aby se odstranily

balastni latky z plazmy. (43, 44)

Koagulacni metody

Koagula¢ni metody jsou kvantitativni srdzeci metody, pii kterych je meéten
koagula¢ni ¢as v sekundach. Pouzivané metody jsou odvozené od trombinové testu.
Zékladem trombinového testu je méfeni tzv. trombinového Casu, coz je doba, za kterou
dojde ke Sté€peni fibrinogenu trombinem a vzniku fibrinu. Srazeni je spusténo piidavkem

exogenniho trombinu. Nemodifikovany trombinovy test je ale k dabigatranu velmi
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citlivy, zejména pti vysokych koncentracich a mize tak dochazet az k neméfitelnym
casim. Z tohoto divodu byl zaveden modifikovany dilutovany trombinovy test, ktery
méii dabigatran v citratové plazmé smichané s normalni plazmou. Natfedéni testované
plazmy normalni plazmou také zajisti, ze nedochazi v takové mife k interferencim jinymi
pusobky v plazmé a je tak mozné sledovat pouze uc¢inek dabigatranu. Piisobenim
dabigatranu dochazi k inhibici trombinu a tim k prodlouzeni ¢asu umérné¢ koncentraci

dabigatranu, ¢imz je test vhodny ke kvantifikaci. (16, 34, 42)

Spektrofometrické metody

Dalsi moznosti kvantitativni monitorace dabigatranu jsou spektrofotometrické
metody vyuzivajici chromogenni substraty. Principem testu je $tépeni chromogenniho
substratu U¢inkem pifidaného trombinu za vzniku barevného produktu, ktery je poté

2 I3

meéfen spektrofotometricky. Naméfena absorbance je nepfimo tmérna koncentraci
dabigatranu, jelikoz plati, ¢im vyssi je koncentrace dabigatranu, tim niz$i je absorbance.
Reakce je zalozenda na inhibici trombinu dabigatranem, dochazi k vytvafeni komplexu
[dabigatran.trombin], zbyly trombin je poté schopny $té€pit chromogenni substrat, ¢imz
dochézi k uvolnéni barviva. Nej€astéji uzivanym chromoforem je p-nitroanilin (pNA),
jehoz absorbance je méfena pii 405 nm. (16, 47, 48)

Druhou moZnosti je spektrofotometrickd metoda na principu ekarinového testu.

Ekarin §tépi v nadbytku pfidany trombin na meizothrombin. Meizothrombin nevyvazany

do komplexu s dabigatranem nasledné $tépi chromogenni substrat.
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6 PRAKTICKA CAST

Cilem praktické ¢asti této bakalarské prace bylo zavedeni nové spektrofotometrické
metody ke stanoveni dabigatranu v plazmé do provozu hematologické laboratote.
V ramci provedené srovnavaci studie byly vySetfované vzorky zméteny koagulacni
referenéni metodou s reagenciemi firmy Hyphen BioMed a soucasné také
spektrofotometrickou metodou s reagenciemi firmy Stago. M¢étfeni byla provedena
v laboratofi IV. interni hematologické kliniky FN HK na automatickém koagulometru
STA-R Evolution béhem tinora a biezna 2021 na 57 vzorcich pacienti FN HK. Naméfené

vysledky byly porovnény a statisticky vyhodnoceny.

6.1 VySetiovany materidl

Zakladem pro ziskani spravnych a piesnych vysledki je dodrzeni podminek jiz
béhem samotné preanalytické faze, ktera zahrnuje odbér vzorku, jeho transport do
laboratote, zpracovani pfed analyzou a ptipadné jeho uskladnéni, pokud neni vzorek
analyzovan ihned.

Odbéru predchazi ptiprava pacienta, ktery by mél vypit dostatecné mnozstvi
tekutin (neyjméné 0,5 litru) a mél by poté byt v klidu. Biologicky material je nasledné
odebran pomoci sterilnich, jednordzovych pomtcek do pifedem oznacené odbérové
zkumavky, v tomto piipadé se jednd o zkumavku s citratem sodnym. Kazdy vzorek
biologického materialu ptichdzi do laboratofe spolu s papirovou Zadankou, na které je
uvedeno pozadované vySetieni a idaje o pacientovi. Vzorek bez fadné identifikace nelze
pfijmout k vySetfeni.

Pozadovany biologicky material pro nasi analyzu je vzorek nesrazlivé zilni krve,
jenz je odebrana do zkumavky s pfidavkem protisrazlivého cinidla, citratu sodného
0.109M (3,2%), ktery vyvazuje Ca*>". Pomér krve a citratu sodného ve zkumavce by mél
byt 9:1, proto je nutné odebrat pozadovany objem krve, aby byl tento pomér dodrzen.
Zkumavky se vzorkem krve urené pro koagulacni vysetieni by mély byt odebrany hned
po odbérech do zkumavek bez aditiv. Pokud je odebiran pouze citratovy vzorek, prvni 3
ml krve by mé€ly byt odstranény, aby nedochazelo k ovlivnéni koagulacnich testd vyssi
koncentraci tkanového faktoru, jez je v prvni odebrané zkumavce piitomna. Po odebrani

vzorku je zkumavka s ¢inidlem fadné, ale opatrné promichéna. (49, 50)
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Po odebrani vzorku nasleduje jeho transport do laboratoie a zpracovani. Vzorky
slouzici pro koagulacni vySetfeni nesmi byt skladovany v chladu, musi byt
transportovany pii teploté¢ 15-25 °C, aby nedoslo k samovolné aktivaci hemostatickych
procest. Zasadnim krokem upravy vzorku je jeho centrifugace, kterd musi nastat
maximalné do 2 hodin po odbéru. (50)

V nasem piipad¢ je centrifugace provadéna 10 minut pii 3500 ot./min. Ziskanou
plazmu chudou na trombocyty je mozno skladovat pii laboratorni teploté¢ maximalné
n¢kolik hodin (dle pozadovanych vySetfeni). V piipadé¢ potieby dlouhodobého
skladovéani vzorku je nutné plazmu stdhnout do mikrozkumavky a zamrazit, idealné na

teplotu mén¢ nez -70 °C, pfi které je materidl stabilni nékolik mésici. (50)

6.2 Automaticky koagulometr STA-R Evolution

Me¢éteni byla provedena na automatickém koagulometru STA-R Evolution firmy
Stago, ktery se nachazi v laboratofi IV. interni hematologické kliniky Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové.

Koagulometr STA-R Evolution je vysoce vykonny systém, ktery je plné
automatizovany. Systém je schopen provadét analyzy na principu koagula¢nim,
spektrofotometrickém a imunoturbidimetrickém. (51)

V piipadé koagula¢niho principu analyzy je sledovan reak¢ni Cas, za ktery dojde
k vytvoteni prvnich fibrinovych vlaken. Vysledny cas je poté porovnan s ¢asy normalni
plazmy, pfipadné piepocitan napt. na koncentraci vysetfovaného analytu. Nabizi se vice
moznosti, jak vytvorené koagulum detekovat, a to napt. opticky, elektricky ¢i jako je
tomu v naSem piipad¢ elektromagneticky. Analyzatory Stago vyuZivaji ke svému méteni
kovovou kulicku, ktera je umisténa v kyveté¢ se vzorkem. Kulicka se piisobenim
magnetického pole pohybuje, vlivem geneze fibrinovych vlaken dochazi ke zpomalovani
pohybu kuli¢ky, az nakonec dojde k jejimu tplnému zastaveni a odecteni koagulacniho
casu. (16)

Metody pracujici s chromogennimi  substraty  vyuzivaji  k detekci
spektrofotometrické systémy, které méfi zmény absorbance po prichodu
monochromatického zafeni kyvetou. Zakladem pro meéfeni absorbance je pfitomnost
chromoforu navazaného na chromogennim substratu, ktery po Sté€peni poskytuje

zabarveni, v pfipad¢ nejcastéjSiho chromoforu pNA je absorbance métfena pii 405 nm. (4,
16)
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Analyzator se sklada ze 3 ¢asti: vzorkova, reagencni a meéftici ¢ast. Prednosti
analyzatoru je jeho velkd kapacita, ktera disponuje pozicemi az pro 220 vzorkd, je
vybaven 75 pozicemi pro reagencie a 1000 pozicemi pro métici kyvety. Vzorkova ¢ast
zaroven dokaze piijimat vzorky pro statimova vysSetieni bez nutnosti pieruseni analyzy.

(51, 52)

6.3 Principy pouZitych metod

6.3.1 Koagulacni metoda s reagenciemi firmy Hyphen BioMed

Tato metoda slouzici pro monitoraci 1é€by dabigatranem ¢i jinymi pfimymi
inhibitory trombinu je zalozena na principu trombinového testu, jehoz principem je
pfeména fibrinogenu na fibrin po pfidani trombinu a méfeni tzv. trombinového Casu, za
ktery dochazi k vytvoteni fibrinu. Jedna se tak o koagula¢ni metodu. V piipadé stanoveni
koncentrace dabigatranu v plazmé se jedna o tzv. dilutovany ptedkalibrovany trombinovy
test. Tato modifikace trombinového testu umoziuje kvantitativni stanoveni dabigatranu
z citratoveé plazmy. Nejdtive je plazma pacienta smichiana s normalni plazmou. Méfeni je
poté zahdjeno ptidavkem exogenniho lidského kalciového a-trombinu. Piisobenim
dabigatranu dochazi k ¢aste¢né inhibici trombinu, ktery vyvolava pfeménu fibrinogenu
na fibrin. V okamziku detekce fibrinového koagula dojde k zastaveni koagula¢niho €asu,
ktery se prodluzuje se zvySujici se koncentraci dabigatranu a je tak pfimo Uumérny
koncentraci dabigatranu ve vzorku. Koncentrace dabigatranu je odectena z kalibracni

ktivky, ktera je linearni, v ng/ml. (45, 53)

Vzorek plazmy pacienta , [dabigatran.trombinf

- —_ > b a3 .
+ trombin + zbyly trombin fibrinogen —— fibrin

Obr. 4 Schéma pouZité koagulacni metody

(vlastni vypracovani)

6.3.2 Spektrofotometrickda metoda s reagenciemi firmy Stago

Vtomto piipadé se jednd o kompetitivni, spektrofotometrickou metodu
vyuzivajici chromogenni substrat, na principu ekarinového testu. K méfeni je pouzita
citratova plazma pacienta, ke které je ptfidavan protrombin v nadbytku, chromogenni

substrat a nasledné je reakce zahajena ptfidavkem startovaci reagencie ekarinu, ktery stépi
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protrombin na meizotrombin. Ekarin je hadi jed pivodem ze zmije (Echis carinatus),
jedné se o vysoce purifikovanou metaloproteindzu, jez je schopna specifické aktivace
protrombinu za vzniku tzv. meizotrombinu, ktery jiz vykazuje u€inky trombinu. Ekarin
Stépi protrombin v jinych mistech, nez je bézné a zaroven nepotiebuje ke své Cinnosti
pritomnost fosfolipidi a Ca?*. Vznikly meizotrombin enzymaticky $tépi chromogenni
substrat, coz zplsobi uvolnéni pNA z peptidu. Meizotrombin je v prubéhu reakce
vyvazovan do komplexu [dabigatran.meizotrombin] a dochazi tak k jeho inhibici. Zbyly
meizotrombin, ktery nebyl dabigatranem blokovan, vyvolava §tépeni chromogenniho
substratu. Mnozstvi uvolnéného pNA je poté spektrofotometricky méfeno pii 405 nm,
ziskana absorbance je nepiimo umérna koncentraci dabigatranu, jelikoz se zvySujici se
koncentraci dabigatranu se snizuje mnozstvi meizotrombinu schopného Stépeni substratu.

Koncentrace je poté odectena z kalibracni kiivky v ng/ml. (48, 54, 55)

Ecarin DTI
Prothrombin i » Meizothrombin
. v . .
Chromogenic Substrate » Paranitroaniline

Obr. 5 Schéma pouZité spektrofotometrické metody

(zdroj: 48)

31



6.4 Reagencie

6.4.1 Reagencie pro koagulacni metodu (Hyphen BioMed)

Reagencie obsazené v kitu Hemoclot Thrombin Inhibitors vyrabéné firmou
Hyphen BioMed, pouzivané v referentni metodé¢ umoziuji kvantitativni stanoveni
dabigatranu, které je zalozeno na principu trombinového testu.

Set obsahuje dvé reagencie: normalni poolovanou lyofilizovanou plazmu a lidsky
vysoce purifikovany lyofilizovany trombin. Mezi dal$i pozadované reagencie, potfebné
k uskute¢néni stanoveni, které nejsou soucasti zdkladniho kitu patii destilovana voda,
fedici pufr (Owren-Kollertv pufr), kalibra¢ni a kontrolni plazmy. Reagencie mohou byt
dodavany ve dvou objemech a to bud’ 1 ml nebo 2,5 ml. (45)

Skladovani reagencii se musi fidit doporucenim vyrobce. V ptipadé neotevienych
reagencii Hyphen je skladovani mozné pfi teploté 2-8 °C v jejich ptivodnim baleni do

doby uréené expira¢nim datem. (45)

Tab. 2 Reagencie Hyphen BioMed

Kit Kalibracni Kontrolni
plazmy plazmy
Cislo Sarfe 2001040 F1903037 F2001289
Expiracni datum 1/2023 4/2022 3/2023
Objem baleni 3x1 ml normalni plazmy | 4x3x1 ml 6x2x1 ml
3x1 ml trombinu

6.4.2 Reagencie pro spektrofotometrickou metodu (Stago)

Reagencie urcené¢ pro spektrofotometrické kvantitativni stanoveni piimého
inhibitoru trombinu dabigatranu vyrabi firma Stago jako set STA-ECA II.

Firma v diagnostické soupravé dodava lyofilizovany lidsky protrombin, déle
chromogenni substrat HSY-83 a lyofilizovany hadi jed, ekarin. K provedeni stanoveni
jsou nezbytné také dalSi reagencie, jako je Owren-Kollertiv pufr slouzici pro fedéni
testovanych a kontrolnich plazem. Diagnostické soupravy, uréené pouze pro in vitro

pouziti, je nutno skladovat pti 2-8 °C. (48)
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Tab. 3 Reagencie Stago

Kit Kalibracéni Kontrolni
plazmy plazmy
Cislo Sarte 254286 252221 255381
Expiracéni datum 4/2022 1/2022 5/2022
Objem baleni 2x3,5 ml protrombinu | 2x5x1 ml 3x2x1 ml
2x2 ml substratu
2x2 ml ekarinu

6.4.3 Priprava reagencii Hyphen

Reagencie, které jsou v lyofilizované formé musime nejprve vytemperovat na
laboratorni teplotu a rekonstituovat pfesnym mnozstvim destilované vody (Tab. 4).
Obsah lahvicek poté opatrné promichame tak, aby doslo k uplnému rozpusténi a
nevytvorila se péna. Lahvi¢ky se poté vkladaji do analyzatoru. Stabilita jednotlivych

reagencii je uvedena v tabulce €. 5. Nevyuzité reagencie se mohou jednou zamrazit. (45)

Tab. 4 MnoZstvi destilované vody poti‘ebné k rekonstituci reagencii Hyphen

Reagencie MnoZstvi destilované vody
Normalni poolovana plazma 1 ml
Trombin 1 ml
Kalibrac¢ni plazmy 1-3 1 ml
Kontrolni plazmy 1-2 I ml

(45; vlastni vypracovani)

Tab. 5 Stabilita naiedénych reagencii Hyphen

Kit Kalibracni roztoky | Kontrolni roztoky
2-8 °C 24 h 7 dni 7 dni
18-25°C 8h 48 h 48 h
15-19 °C 8h 8h 8h
(analyzator)
-20 °C a méné 2 mésice 6 mésicl 6 mésict

(45; vlastni vypracovani)
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6.4.4 Priprava reagencii Stago

Reagencie, které jsou v lyofilizované formé¢ musime nejprve vytemperovat na
laboratorni teplotu a rekonstituovat pfesnym mnozstvim destilované vody (Tab. 6).
Chromogenni substrat je jiz pfipraveny k pouziti. Nafedéné reagencie poté nechame
rozpoustét pii teploté 18-25 °C nejméne 30 minut. Poté nasleduje dikladné promichani
vSech reagencii, aby byla zajisténa jejich homogenizace. Kalibra¢ni a kontrolni plazmy

jsou pfipraveny stejnym zpltsobem. Stabilita jednotlivych reagencii je uvedena v tabulce

C. 7. 48)

Tab. 6 MnoZstvi destilované vody potiebné k rekonstituci reagencii Stago

Reagencie MnoZstvi destilované vody
Lyofilizovany protrombin 3,5 ml

Lyofilizovany ekarin 2 ml

Kalibraéni roztoky (1-5) 1 ml

Kontrolni roztoky 1, 2 1 ml

(48; vlastni vypracovani)

Tab. 7 Stabilita pFipravenych reagencii Stago

Kit Kalibracni plazmy | Kontrolni plazmy
2-8 °C 28 dni Neni uvedeno 5 dni
15-19 °C 3 dny 8h 8h
(analyzator)

(48; vlastni vypracovani)

6.5 Nastaveni pFistroje

Tab. 8 Nastaveni koagulometru pro méieni koagulacéni metodou

Nastaveni koagulometru pro koagulacni metodu (Hyphen)

Testovana plazma tedéna 1/8 50 ul
Poolovana plazma 100 pl
Inkubace (37 °C) 240's
Trombin (startovaci reagencie) 100 pl
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Tab. 9 Nastaveni koagulometru pro méreni spektrofotometrickou metodou

Nastaveni koagulometru pro spektrofotometrickou metodu
(Stago)
Testovana plazma fedéna 1/5 50 ul
Protrombin 140 nl
Chromogenni substrat HSY-83 70 ul
Inkubace (37 °C) 240's
Ekarin (startovaci reagencie) 70 ul

VySetitovana pacientska plazma je v obou piipadech fedénd Owren-Kollerovym pufrem

v analyzétoru.

6.6 Kalibrace metod

Pted samotnym métfenim musi byt provedeny kalibrace obou metod. Ta se provadi
v piipad¢ novych SarZi reagencii ¢i pokud nevychdzi kontroly kvality. Ke kalibraci jsou
pouzivany kalibra¢ni plazmy o piesn¢ danych koncentracich. Analyzator po prométeni
kalibra¢nich plazem vytvoii kalibracni kiivku, z niZ je patrny vztah mezi méfenou a
vydavanou veli¢inou. (56)

V ptipadé€ koagula¢ni metody je méfenou veli¢inou koagula¢ni ¢as v sekundéach, u
spektrofotometrické metody je to absorbance. V obou ptipadech je poté pomoci
kalibra¢ni kiivky méfena veli¢ina pfevedena na vydavanou veli¢inu — koncentraci 1é¢iva
v ng/ml. Kalibrace pro koagula¢ni metodu je provedena pomoci 3 kalibracnich plazem a
kalibra¢ni kiivka vykazuje linedrni zavislost. Pro metodu spektrofotometrickou je
kalibrace provedena pomoci 5 kalibra¢nich plazem, kalibrac¢ni kiivkou je polynom 2.
stupné. Kalibra¢ni plazmy jsou ptipraveny podle navodu uvedeného vyrobcem (viz kap.
6.4.3 a 6.4.4) a v obou piipadech v analyzatoru fedény Owren-Kollerovym pufrem.

Validovany rozsah metod:

e Koagulaéni metoda: 50-500 ng/ml

e Spektrofotometrickd metoda: 5-550 ng/ml
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Tab. 10 Kalibrace koagulacni metody

Koncentrace [ng/ml] | Koagulacni Cas [s]
42,00 35,0
282,00 58,4
528,00 82,0

Measure in Sec.
87.0

82.3 |

77.5

72.8

68.1

63.4

58.6 y 4 |
53.9
49.2 d
4.5

3BT

35.0 { o~ B

42.00 131.17 220.33 309.50 398.67 487.83 577.00
Concentration in ng/ml

Graf 1 Kalibracni kiivka koagulacni metody, Hyphen

Tab. 11 Kalibrace spektrofotometrické metody

Koncentrace [ng/ml] | Absorbance
0,00 0,409
48,00 0,300
97,00 0,213
169,00 0,149
252,00 0,112
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Measure in OD/mn
0.409

0.300

0.213 |

0.149

0.112

-25.20 2517 75.53 125.90 176.27 226.63 277.00
Concentration in ng/ml

Graf 2 Kalibracéni kiivka spektrofotometrické metody, Stago
6.7 Kontrola kvality

Kontrola kvality je nutnd pro ovéteni, Ze analyzator vydava ptesné a spravné
vysledky. Kontrola kvality je provadéna pied kazdou sérii méfeni, po kalibraci metody ¢i
po zméné Sarze reagencie. VySetieni koncentrace dabigatranu v plazmé neni rutinnim
vySetfenim, proto se kontrola kvality 1 pfiprava reagencii provadéji aZz po obdrzeni
pozadavku na toto vySetieni laboratofi. Je to ddno pomérné kratkou stabilitou nafedéné
reagencie v piistroji a relativné malou Cetnosti provadéni tohoto vySetieni. Pro kontrolu
kvality slouzi komer¢ni kontrolni plazmy. Ty maji vyrobcem pfesné deklarovand rozmezi
hodnot, obvykle na 2 hladindch, mezi kterymi se naméfeny vysledek musi nachézet.
V opacném piipadé¢ musi byt kontrola kvality zméfena znovu, vyménéna reagencie Ci
kontrolni plazma nebo provedena nova kalibrace metody. Dokud se namétené hodnoty
kontrolnich plazem nenachézeji v povolenych intervalech, nemlZeme vySetfovat

pacientské vzorky. (57)
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6.8 Pracovni postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Nejprve jsem si pred samotnym meéfenim pfichystala vSechny potfebné
reagencie k méfeni, véetn¢ kalibracnich a kontrolnich plazem a podle navodu
dodané¢ho vyrobcem je pfipravila k pouziti.

Rozpusténé a promichané reagencie jsem poté vlozila do analyzatoru; v ptipadé
reagencii firmy Hyphen musely byt reagencie zadany ru¢né, reagencie firmy
Stago byly do analyzatoru nacteny pomoci ctecky ¢arovych kéda a kodi na
lahvickach. Analyzator si poté dobu stability a objemy reagencii hlidd sam.
Nésledovala kalibrace metod pomoci kalibra¢nich plazem. Kalibrace byla
provedena pro referen¢ni koagulacni metodu i pro srovndvanou metodu
spektrofotometrickou. Vysledkem byly kalibracni kiivky pro aktudlné
pouzivané Sarze reagencii.

Po provedeni kalibraci byla provedena kontrola kvality pro obé metody pomoci
kontrolnich plazem. Kontrola je provadéna s plazmami o nizké a vysoké
koncentraci. Vyrobce deklaruje rozmezi, v kterych se musi naméiené hodnoty
nachazet, aby byla kontrola isp&$na. VSechny kontrolni plazmy ndm vysly hned
napoprvé do obéma vyrobcei deklarovanych rozmezi.

Analyzator byl tak nachystdn pro samotnou analyzu vzorkli. Analyza byla
provedena na pacientskych vzorcich, které byly po pifijmu zadany do
laboratorniho informaéniho systému. Nejprve byla provedena centrifugace pfi
3500 ot./min. po dobu 10 minut, ¢imz byla ziskdna plazma chuda na desticky,
ktera byla poté pouzita k vySetieni. Protoze se nejedna o Casté vySetieni, byly
pacientské vzorky del§i dobu sbirdny a po centrifugaci zamrazovany
v mikrozkumavkéach a uchovavany pfi teploté¢ -80 °C. Teprve po nasbirdni
vétsiho poctu vzorkll bylo provedeno méfeni koncentrace dabigatranu (v sérii).
Vzorky byly tésné pfed samotnou analyzou rozmraZeny v termostatu pii 37 °C.
Poté byly ihned vySetfeny.

Meéieni jsem provedla souasné obéma metodami najednou, aby bylo dosazeno
stejnych podminek.

Vysledkem analyzy byly vzdy dvé koncentrace dabigatranu pro kazdy vzorek,
ziskané soucasné referencni koagula¢ni metodou s reagenciemi firmy Hyphen
BioMed a srovnavanou spektrofotometrickou metodou s reagenciemi firmy

Stago.
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8) Ziskana data jsem poté zpracovala do tabulky a provedla statistické

vyhodnoceni metodou line4rni regrese a pomoci Bland-Altmanova grafu.

39



6.9 Vysledky a jejich statistické vyhodnoceni

Naméiené vysledky koncentrace dabigatranu v plazmé pacientii FN HK referen¢ni
koagula¢ni metodou a soucasné spektrofotometrickou metodou byly vyneseny do tabulky
¢. 12.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno metodou linedrni regrese, kdy byly
hodnoty prolozeny ptimkou, byl ziskan korela¢ni koeficient (r) a rovnice piimky.
Vyhodnoceni bylo také provedeno pomoci Bland-Altmanova grafu, ktery je pro
porovnani shody dvou metod vhodnégjsi. Ke grafickému znazornéni vysledkl byl pouzit

program Microsoft Excel.

Linedrni regrese

Metoda linedrni regrese se zabyva pouze posouzenim vztahli dvou proménnych
hodnot, neumi vyjadfit jejich rozdily a chyby, kviili ¢emuz neni nejvhodné;si statistickou
metodou pro srovnani shody vysledkl ziskanych dvéma metodami. Linedrni regresi
muzeme vyjadiit tzv. korelaci, kterd popisuje vztah mezi dvéma proménnymi a je
vyjadiena rovnici pfimky a korelaénim koeficientem (r). Hodnota r se v piipad¢ dobré
korelace blizi jedné. Vynesenim hodnot na horizontdlni osu x, na které se nachézi
nezavisle proménnd a na vertikalni osu y, kde se nachazi zavisle proménna, ziskdme

rovnici pfimky, kterd ma tvar y = ax + b. (58,59)

V naSem piipad¢€ jsem na osu x vynesla hodnoty namétené koagulacni metodou,
jelikoz se jedna o metodu referen¢ni, na osu y jsem vynesla hodnoty ziskané metodou
spektrofotometrickou. Ziskana rovnice piimky je ve tvaruy = 0,9675x + 0,8712, hodnota
R?=0,9951, z ¢ehoz vyplyva, ze r = 0,9975. Rovnice ptimky i hodnota r ukazuji na velmi
vysokou korelaci hodnot namétenych obéma metodami. Lze tak fici, ze se hodnoty
nachazeji ve velmi blizkém linedrnim vztahu a nevykazuji velké rozdily hodnot. Grafické

vyhodnoceni je znazornéno na grafu 3.
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Porovndni vysledki metodou linedrni regrese
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Graf 3 Vyhodnoceni vysledkit metodou linedarni regrese

Bland-Altmaniiv graf

Bland-Altmantv graf (BA), zvany také rozdilovy graf, 1épe popisuje shodu mezi
dvéma kvantitativnimi méfenimi. Ke kvantifikaci shody BA graf vyuzZiva tzv. limity
shody (LOA). Jedna se o velmi pouZivany graf pro srovnani dvou kvantitativnich metod
v medicinském prostredi. (58, 59)

Pfed samotnym vytvotfenim grafu je nejprve potieba z hodnot x a y, tzn. hodnot
koncentrace dabigatranu v plazm& naméfenych koagulaéni a spektrofotometrickou
metodou, vytvofit rozdily (x-y) a priiméry hodnot (x+y)/2. Jako hodnoty x jsem zvolila
hodnoty naméfené metodou koagulacni s reagenciemi firmy Hyphen BioMed, jelikoZ se
jedna o referen¢ni metodu, hodnoty ziskané metodou spektrofotometrickou s reagenciemi
firmy Stago byly oznaceny jako hodnoty y. Ziskané hodnoty rozdild a primérd jsem
nasledné vlozila do grafu. Rozdily (x-y) jsou vyneseny na vertikalni ose, zatimco priméry
(x+y)/2 jsou na horizontalni ose. V grafu se zaroven nachazeji tfi osy rovnobézné s osou
x. Stfedova Cara predstavuje pramér rozdilti hodnot, kolem niz jsou znazornény dolni a
horni hranice LOA +/-1,96 SD. Pfi hodnoceni poté sledujeme §ifi intervalu rozdilt hodnot

na ose y a polohu stfedové ¢ary (priméru rozdili hodnot). Plati, ze ¢im je Sife intervalu
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uzsi a ¢im blizsi je poloha stiedové Cary k nule, tim je shoda mezi metodami vyssi.
V nasem prtipad¢ se sife intervalu rozdild hodnot pohybuje v rozmezi -12,95 az +20,92.
Stiedova ¢ara zobrazujici primér rozdili hodnot se nachazi na hodnot¢ +3,99, coz znaci,
ze referencni koagulacni metoda dava celkové mirné vyssi vysledky nez metoda
spektrofotometricka. Tento rozdil ale nenabyva klinického vyznamu. Také nas zajima
pocet odlehlych hodnot, tzn. takovych, které se nevesly do intervalu LOA. Takové
se v grafu nachazeji pouze tfi.
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Graf 4 Vyhodnoceni vysledkit pomoci Bland - Altmanova grafu

42



7 DISKUZE

V soucasné dobé¢ se stale Castéji podavaji pacientim s rizikem trombo6zy moderni
piima oralni antikoagulancia (DOACs) gatrany a xabany. Dosud jedinym registrovanym
lécivem ze skupiny gatranli je dabigatran etexilat. Jednd se o tzv. prolécivo, které
nevykazuje zadné farmakologické ucinky, na svou aktivni formu, dabigatran, je
preménén teprve po metabolizaci v gastrointestindlnim traktu. Preskripce dabigatranu je
pro pacienta vyhodnd z mnoha divodi. Dabigatran oproti jinym antikoagulanciim
nevyZzaduje pravidelnou monitoraci, coz je zasadni rozdil ve srovnani s warfarinem ¢i
heparinem, jelikoz jeho farmakologicky ucinek je dobfe piedvidatelny. Vzhledem
k tomu, ze se jedné o pfimy inhibitor trombinu, nevyzaduje ke svému ucinku pfitomnost
antitrombinu, jako je tomu u nepfimych inhibitori trombinu (hepariny). Navic mlze
dabigatran vazat i trombin jiz navdzany na fibrinovou sit. Dal$im podstatnym piinosem
dabigatranu je, Ze se vyznacuje pomérn¢ dlouhym biologickym polo¢asem, coz umoziuje
uzivani l1éku pouze 1-2x denn€. S uzivanim dabigatranu se také poji nizké riziko krvaceni,
neinteraguje s potravou a nepodléhd Iékovym interakcim jako napf. warfarin. Urcitou
nevyhodou je fakt, ze jeho eliminace probiha pfevazné ledvinami, coZ mizZe piedstavovat
riziko pro pacienty trpicimi rendlni insuficienci. Jedna se zejména o pacienty vySsiho
veku, kterym jsou podle jejich elimina¢ni schopnosti ledvin davky upravovany, v ptipadé
vysoké rendlni insuficience je uZivani dabigatranu kontraindikovano. Hlavni indikaci
dabigatranu je prevence TEN béhem operace i po operaci kloub, poté prevence cévnich
mozkovych piihod, syst¢émové embolizace ¢i jako prevence trombotickych komplikaci
po zavedeni chlopennich nahrad.

Prestoze moderni antitrombotika nevyZaduji pravidelné monitorovani, v praxi se
opakované setkdvame se situacemi, kdy je monitorace léCiva v plazmé nezbytna.
V takovych ptipadech je nutné mit k dispozici vhodnou a rychlou metodu ke stanoveni
koncentrace 1é¢iva v plazmé.

Na trhu je dnes dostupnych nékolik komercnich kit ke stanoveni koncentrace
dabigatranu v plazmé& na automatickych koagulometrech. VSechny maji tzv. CE znacku,
ktera zarucuje vhodnost jejich pouziti v laboratofi, presto by si kazdé laboratoi méla pred
zavedenim nové reagencie do provozu provést vlastni srovnavaci studii, ktera porovna
novou reagencii s pivodni, dlouhodob¢ pouzivanou.

V ramci nas$i srovnavaci studie jsme porovnavali vysledky namétené referencni

koagulaéni metodou vyuzivajici reagencie firmy Hyphen BioMed s vysledky
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naméfenymi novou spektrofotometrickou metodou s reagenciemi firmy Stago. Méfeni
obéma metodami jsme provedli soucasné, za stejnych podminek.

Do vySetfovaného souboru jsme zafadili 57 pacienti FN HK uzivajicich
dabigatran. Naméiené vysledky jsme vyhodnotili metodou linearni regrese a také pomoci
Bland-Altmanova grafu. Korelaci jsme vyjadiili rovnici regresni piimky a korelaénim
koeficientem. Rovnice ptfimky y=0,968x+0,871 a r=0,998 ukazuji na velice dobrou
korelaci vysledki naméienych referencni koagulacni metodou s vysledky naméfenymi
novou spektrofotometrickou metodou. Vyhodnoceni pomoci Bland-Altmanova grafu,
ktery je pro porovnani metod vhodnéjsi, ukazuje rovnéz na velkou shodu namétrenych
vysledkil, o ¢emz nas informuje $ife intervalu rozdili hodnot i hodnota priméru rozdilt
hodnot. Z Bland-Altmanova grafu je rovnéz patrné, ze referencni koagulacni metoda
poskytuje lehce vyS$i hodnoty koncentrace dabigatranu neZ nova metoda
spektrofotometrickd. Nejedna se vSak o klinicky vyznamné rozdily, které by zasadné
ovliviovaly interpretaci vysledk.

Na zékladé naSich vysledki je mozné fici, Ze ob¢é metody jsou dostatecné citlivé
pro méfeni terapeutickych koncentraci dabigatranu v plazmé a méfi se srovnatelnou
presnosti. Vyhodou nové spektrofotometrické metody s reagenciemi firmy Stago je SirSi
validovany méfici rozsah, tzn. Ze 1 nizké koncentrace dabigatranu jsme schopni zméfit
pfesné na jednu kalibracni kiivku. RovnéZ stabilita reagencii po natfedéni je delsi u
reagencii pro spektrofotometrickou metodu. Naopak finan¢ni stranka vychazi ve

prospéch piivodni koagula¢ni metody s reagenciemi firmy Hyphen BioMed.
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8 ZAVER

V teoretické cCasti bakalafské prace jsem strucné popsala hemostazu, jeji
jednotlivé soucasti, stru¢né jsem shrnula prabéh hemostatického déje a zplisoby regulace
hemostazy. Dale jsem popsala moZznosti antikoagula¢ni 1écby, kterda je podavéana
pacientim pii hyperkoagulacnich stavech, vcetné moznosti jejiho laboratorniho
monitorovani. Pozornost byla vénovana piedev§im moznostem laboratorniho stanoveni
koncentrace dabigatranu, jeZ je naplni praktické Casti této bakalatské prace.

V praktické ¢asti jsem se zamé&fila na zavedeni nové spektrofotometrické metody
k monitorovani 1écby dabigatranem na automatickém koagulometru. Samotnému
zavedeni nové metody do laboratorniho provozu musi predchdzet srovnavaci studie,
béhem které je na vzorcich pacientli provadéno meétfeni obéma metodami soucasné.
Naméfené vysledky jsem poté statisticky vyhodnotila. Porovnala jsem vysledky
naméefené referencni koagulacni metodou s reagenciemi firmy Hyphen BioMed
s vysledky naméfenymi novou spektrofotometrickou metodou s reagenciemi firmy
Stago. Studie byla provedena na 57 vzorcich pacienti FN HK, kazdy vzorek byl méfen
soucasné referen¢ni i novou metodou v laboratofi IV. interni hematologické kliniky FN
HK.

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena metodou linearni regrese a pomoci
Bland-Altmanova grafu. Statistickym vyhodnocenim vysledkl jsem dospéla ke zjisténi,
Ze ob¢ metody méfi se srovnatelnou presnosti a poskytuji témeét shodné vysledky. Z
Bland-Altmanova grafu je sice patrné, ze referencni koagula¢ni metoda vydava mirné
vys$$i hodnoty nez nova spektrofotometrickd metoda, nejednd se vSak o klinicky
vyznamné rozdily. Zavérem provedené srovnavaci studie tedy je, Ze nic nebrani zavedeni
nové spektrofotometrické metody na principu ekarinového testu s reagenciemi firmy

Stago do bézného laboratorniho provozu k monitoraci 1é€by dabigatranem.
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9 POUZITE ZKRATKY

ADP
APC
aPTT
AT
BA
Ca2t
DOACs
FVa
FVlla
FIXa
FXa
FXIa
GP
HCII
HIT
HPLC
INR
ISI
KH>
KO
LMWH
MS
NO
PAI-1
PF4
PL
pNA

PT
TAFI
TEN
TF

adenosindifosfat

aktivovany protein C

aktivovany parcialni tromboplastinovy test
antitrombin

Bland-Altmantv graf

vapenaté ionty

pfima ordlni antikoagulancia
aktivovany faktor V

aktivovany faktor VII

aktivovany faktor IX

aktivovany faktor X

aktivovany faktor XI

glykoproteiny

heparin kofaktor II

heparinem indukovana trombocytopenie
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie
mezinarodni normalizovany pomér
index citlivosti tromboplastinu

vitamin K hydrochinon

vitamin K 2,3-epoxid

nizkomolekularni heparin

hmotnostni spektrometrie

oxid dusnaty

inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
destickovy faktor 4

fosfolipidy

p-nitroanilin

korela¢ni koeficient

protrombinovy test

trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
tromboembolickd nemoc

tkanovy faktor
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TFPI inhibitor tkanového faktoru

™ trombomodulin

tPA tkanovy aktivator plazminogenu
TXA: tromboxan A2

UFH nefrakcionovany heparin

uPA urokinaza

VKORCI vitamin K 2,3-epoxid reduktaza
vWf von Willebrandav faktor
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14 PRILOHY

Tab. 12 Tabulka vysledkit ziskanych metodou koagulacni a spektrofotometrickou

Cislo vzorku Koncentrace ng/ml Koncentrace ng/ml
(koagulacni metoda) (spektrofotometricka
metoda)
1 203,41 196,46
2 59,14 50,59
3 47,76 38,75
4 32,31 25,57
5 134,31 132,48
6 169,35 163,33
7 107,52 108,88
8 25,69 33,35
9 104,43 105,36
10 166,26 147,99
11 508,34 488,07
12 301,23 272,85
13 154,92 146,66
14 121,95 116,18
15 58,07 55,43
16 376,45 375,96
17 159,04 170,74
18 183,77 190,69
19 84,68 79,57
20 254,17 245,61
21 38,49 40,37
22 29,55 27,17
23 77,46 67,41
24 67,16 68,97
25 127,85 115,3
26 168,71 147,07
27 425,36 412,62
28 36,31 27,2
29 13,09 9,79
30 341,28 336,23
31 13,39 11,52
32 231,47 223,51
33 40,58 41,35
34 162,78 159,96
35 131,64 132,05

54




36 78,12 75,87
37 62,54 61,42
38 215,96 219,63
39 111,35 109,68
40 125,75 128,31
41 17,92 15,69
42 55,17 58,61
43 92,89 101,56
44 221,67 215,71
45 84,65 88,09
46 149,03 155,57
47 181,32 167,94
48 45,06 53,54
49 327,25 310,35
50 88,17 84,89
51 24545 260,38
52 129,87 118,49
53 439,65 422,47
54 154,69 149,36
55 210,68 218,93
56 8,32 10,84
57 305,71 289,47
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