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1. Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva zavedenim novych citlivéjSich reagencii pro stanoveni
aktivity plazmatickych koagulacnich faktorG wvnitini cesty do provozu hematologické
laboratote.

Teoretickd Cast se zabyva struénym popisem celého procesu hemostazy, jednotlivych

koagulac¢nich faktorti, patologii hemostazy a stanoveni funkcni aktivity koagulacnich faktort.

Praktickd cast je vénovana provedeni srovnavaci studie stanoveni funk¢ni aktivity

koagulacénich faktord VIII, IX, XI a XII.

Tato studie porovnava vysledky jednotlivych faktorti naméfené novymi reagenciemi STA
C.K. Prest 5 v kombinaci s pfisluSnymi imunodeficitnimi plazmami s vysledky ziskanymi
metodami vyuzivajicimi plivodni reagencie STA PTT A v kombinaci s klasickymi deficitnimi
plazmami. Naméfené hodnoty jsem nasledné vyhodnotila metodou line4rni regrese a Bland-
Altmanovym grafem, na jejichz zaklad¢ jsem posoudila, zda je mozné metody vyuzivajici nové
reagencie zavést do provozu laboratofe. Vypocitané hodnoty korelacnich koeficient
jednotlivych metod jsou vyssi nez r = 0,98, coz spolu s rovnicemi piimek korelacnich grafii
poukazuje na tésnou korelaci vysledkii namétenych reagenciemi plivodnimi a reagenciemi nové
zavadénymi. Obdobné vysledky ukazuji 1 Bland-Altmanovy grafy. Vyraznéjsi rozdily mezi
vysledky se objevuji pouze v oblasti vyznamné zvySenych hodnot aktivity koagulac¢nich

faktort. Rozdily téchto vysledkil v této oblasti v§ak nejsou klinicky vyznamné.

Vysledky nasi srovnéavaci studie ukazuji, Ze ptivodni a nové reagencie ke stanoveni funk¢ni
aktivity koagulacnich faktort VIII, IX, XI a XII poskytuji srovnatelné vysledky. Metody
vyuzivajici nové reagencie STA C. K. Prest 5 a pfislusné imunodeficitni plazmy tedy mohou

byt zavedeny do provozu laboratote.

Klicova slova: hemostaza, faktory vnitini koagulacni cesty, stanoveni funkcni aktivity

koagulacénich faktora



2. Abstract

This bachelor thesis deals with the introduction of new more sensitive reagents for the
determination of plasma coagulation factor activity of the intrinsic pathway into the hematology
laboratory.

The theoretical part deals with a brief description of the whole hemostasis process,
individual coagulation factors, pathologies of hemostasis and determination of functional

activity of coagulation factors.

The practical part is devoted to a comparative study of the functional activity of coagulation

factors VIII, IX, XI and XII.

This study compares the results of the individual factors measured with the new STA
C.K. Prest 5 reagents in combination with the respective immunodeficient plasmas with the
results obtained by methods using the original STA PTT A reagents in combination with
classical deficient plasmas. The measured values were then evaluated using the linear
regression method and Bland-Altman plot to assess whether the methods using the new reagents
could be implemented in the laboratory. The calculated values of the correlation coefficients of
the individual methods are higher than r = 0.98, which together with the equations of the lines
of the correlation plots indicate a close correlation between the results measured with the
original reagents and those measured with the newly introduced reagents. The Bland-Altman
plots show similar results. Significant differences between the results appear only in the area of
significantly increased values of coagulation factor activity. However, the differences in these

results in this area are not clinically significant.

The results of our comparative study show that the original and new reagents for the
determination of the functional activity of coagulation factors VIII, 1X, XI and XII give
comparable results. Therefore, methods using the new STA C.K. Prest 5 reagents and the

corresponding immunodeficiency plasmas can be introduced into the laboratory.

Keywords: haemostasis, factors of the intrinsic coagulation pathway, determination of

functional activity of coagulation factors



3. Uvod

Hemostaza je slozity proces udrzujici tekutost krve v cévach a zaroven brani jejimu uniku
skrze poskozené cévy. Nejprve dochazi k vazokonstrikci v misté poskozeni cévy, kde je
nasledné vyvolana aktivace krevnich desti¢ek vedouci k postupnému vzniku krevniho koagula
za ucasti koagulacnich faktort. V posledni fazi dochézi k jeho odstranéni déjem nazyvanym
fibrinolyza.

Koagulac¢ni faktory jsou proteiny, které se ptirozen¢ vyskytuji v krevni plazmé. Vétsina z
nich je produkovana jatry. Jejich hlavni funkci je tzv. hemokoagulace neboli dé&j vedouci k
tvorbé fibrinového koagula.

Poruseni hemostatické rovnovahy muze vést ke krvaceni nebo naopak k trombdzdm a
emboliim.

Sledovani stavu hemostdzy lze provadét pomoci laboratornich testl. Piestoze mezi
nejcastcjsi testy vySetfeni hemokoagulace stale patii testy skupinové, bez specifickych testii
k vysetfeni funkéni aktivity jednotlivych koagula¢nich faktorti bychom se dnes neobesli.

Tato stanoveni slouzi nejen k diagnostice onemocnéni hemostazy, ale jsou nezbytna také
pro sledovani vyvoje onemocnéni ¢i k monitorovani uspéSnosti 1éCby.

V soucasné¢ dobé by se mély v klinickych laboratofich pouzivat pouze certifikované
reagencie. Pokud je laboratof nucena zjakéhokoli divodu zménit reagencie, musi tomu
ptedchéazet provedeni srovnavaci studie, kterd prokaze, ze jsou vysledky métené piivodni a nové
zavadénou reagencii srovnatelné.

Tato bakalatska prace je zaméfena na zavedeni novych reagencii pro stanoveni funkéni

aktivity koagulacnich faktort vnitini cesty do provozu hematologické laboratofe.



4. Zadani — cil prace

Cilem teoretické ¢asti mé prace je popsani procesu krevniho srazeni, ulohy jednotlivych
slozek a mechanismid hemostdzy, zminit se o patologiich hemostdzy a o moznostech

laboratorniho stanoveni funkéni aktivity koagulaénich faktor v plazmé.

Cilem praktické c¢asti je zavedeni novych reagencii na stanoveni funkcéni aktivity
koagulacnich faktort vnitini cesty do laboratorni praxe. Provést srovnavaci studii, jejiz hlavnim
cilem bylo porovnat vysledky aktivity jednotlivych koagula¢nich faktord namétenych pomoci
puvodnich, dosud pouzivanych reagencii STA PTT A 5 s pfislusnymi deficitnimi plazmami a
soucasné pomoci noveé zavadénych reagencii STA C.K. Prest 5 a pfislusnych imunodeficitnich
plazem od firmy Stago. Naméfené vysledky statisticky vyhodnotit a potvrdit jejich vzajemnou

korelaci a to, zda mohou byt nové reagencie zavedeny do provozu hematologické laboratote.



5. Teoreticka cast

5.1. Hemostaza, jeji slozky a mechanismy

Je integralni soucasti nespecifické obrany organismu a je nezbytnd pro zivot. Jde o
velice komplikovany a pfesné regulovatelny proces, slouzici k zastavé krvaceni pii poranéni
cévni stény. Naopak pii neporuseném cévnim fteciSti udrzuje krev v tekutém stavu. Na
hemostéze se podileji cévy, krevni desticky a plazmatické faktory (Penka, 2011).

Tento proces mizeme rozdé€lit do Ctyt fazi. Prvnim je konstrikce krevni cévy, druhym
tvorba docasné ,,trombocytové zatky“, tietim aktivace koagulacni kaskady, a nakonec ve ctvrté
fazi dochazi k vytvoreni ,,fibrinové zatky“. Jakmile se poskozené misto za¢ne hojit, dojde

k nasledné remodelaci a rozpusténi zatky s naslednym obnovenim tkan¢ (LaPelusa, 2022).

5.1.1 Cévni sténa

Cévy obsahuji tii vrstvy a to intimu, medii a adventicii. Intima je tvofena jednovrstevnou
vystelkou s endotelidlnimi bunikami. Ty se spojuji s polysacharidovou intracelularni matrix,
které obklopuje bazalni membrana (BM), syntetizovand fibroblasty i endoteliemi. Pod BM se
nachazi extraceluldrni matrix, jejiz hlavnimi buiikami jsou fibroblasty a hladké svalové buriky.
poruSeni, dojde tak k reflexnimu spazmu arteriol, venul a dal§ich menSich cév s relativni
ischemii v okoli poSkozené oblasti s naslednym vytvofenim dileZitych podminek pro vznik
primarni hemostatické zatky.

Do kontaktu skrvi se subendotel dostavd jen pii poruSeni endotelu. Je vysoce
trombogenni a je schopen rychle aktivovat vSechny systémy hemostazy. Mezi nejvyznamné;jsi
slozky subendotelu fadime kolageny a tkanovy faktor. Kolageny maji negativné nabité povrchy,
na kterych dochdzi k adhezi krevnich desti¢ek. K adhezi dochéazi diky tvorbé vazby mezi
kolagenem, von Willebrandovym faktorem (vWF) a aktivovanymi glykoproteinovymi
komplexy GP Ib/V/IX a GP IIb /Illa na povrchu krevnich desticek. GP VI miize pfimo vazat
desticky na kolagenové struktury (Penka, 2011).
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Endotel

NejvyznamnéjSim antitrombotickym prostiedkem organismu je neporuseny a
nesmacivy endotel.

Mezi funkce endotelu patii: udrzovani krve v tekutém stavu, regulace pohybu bunck a
zivin, tvorba novych krevnich cév, fizeni vyvoje organt, pfispivani k mistni rovnovaze mezi
prozanétlivymi a protizanétlivymi mediatory ¢i prokoagulacni a antikoagulacni aktivitou
(Hajjar, 2021).

Systém endotelii tvoii velmi dalezitou a metabolicky aktivni slozku. Jedna se o velky
povrch, na kterém se setkdva krev s cévni sténou. Endotelie nesou na svém povrchu fadu
receptorit (napf. receptor pro protein S, trombomodulin, fibronektin) vcetné adhezivnich
receptoril (integrintl). Mistem, kde probiha metabolismus kyseliny arachidonové, se syntetizuji
latky jako jsou von Willebrandiiv faktor, tkanovy aktivator plazminogenu a endotelin.

Endotelie se mohou dostat do protrombotického stavu jak pfimym traumatem, tak
pusobenim fady cytokinil (jako je interleukin-1 nebo tumor nekrotizujici faktor), vysokym
krevnim tlakem, patologicky zvySenou hladinou homocysteinu nebo plisobenim oxidovanych

forem LDL castic (Penka, 2011).

5.1.2 Primarni hemostaza

Primérni hemostaza je dlileZity proces, pii kterém dochdzi k tvorb& primarni zatky z divodu
zaceleni poranéné cévy ¢i jeji obnovy.

Nejprve dochazi k adhezi krevnich desticek ke smacivé plose (subendotelu cév), kterou
zajistyji strukturalni soucasti destickové membrany, které obsahuji fosfolipidy, glykolipidy a
glykoproteiny. Po poruSeni celistvosti cévni stény, dojde k odhaleni jejich hlubSich vrstev a
odhaleni receptorti kolagennich vldken poskozené cévni stény. Glykoprotein Ib v komplexu
s glykoproteinem IX ma k t€émto receptorim zvySenou afinitu, a tudiz ke kolagenu pfilne a
zpusobi adhezi. Cely proces zprostiedkovava zejména vWF, ktery jako adhezivni protein zajisti
propojeni mezi krevni desti¢kou a kolagenem cévni stény.

Adhezi indukuje malé mnozstvi ADP, jeZ pochazi z perivaskularni tkdné. Vede k aktivaci
trombocytl, kterd vyvold transmembranovy presun dvojvrstvy fosfolipidi (tzv. flip-flop
reakce), coz zplsobi expresi negativné nabitych fosfolipidii na povrch membrany. Ty jsou poté
schopny poskytovat katalytické povrchy pro koagulacni reakce.

Agregace je naopak navozena vysokym mnozstvim endogenniho ADP z granul

11



trombocytd, ale 1 pisobenim trombinu, kolagenu, adrenalinu nebo kyseliny arachidonové.
Dochézi tak ke zméné tvaru a povrchovych vlastnosti trombocytt, k tzv. lepivosti desti¢ek a
vystaveni destickového membranového receptoru GP IIb/Illa. Na néj se navaze vWF, ale i
fibrinogen, ktery zptsobi vzajemné shlukovani trombocytl, a tudiz zapti¢ini vznik primarni

zatky (Penka, 2009).

5.1.3 Sekundarni hemostaza

Za béznych okolnosti by primarni zatka byla rozrusena a nasledné odstranéna v krevnim
proudu, a proto musi dojit k jeji pfeméné na zatku definitivni. K této pfemén¢ dochazi ti¢inkem
koagulaéni kaskady. (Indrak, 2006).

K aktivaci celého systému dochazi po vazbé FVIla s TF. Za ucasti fosfolipidi a
vapenatych iontli vznikne komplex vn&jsi tendzy [FVIIa . TF . P1. Ca*'] slouZici k aktivaci FX.
FXa pak za Gcasti vapenatych iontl, fosfolipidi a FVa tvoii protrombindzovy komplex, slouzici
k pfemén¢ protrombinu na trombin. Tim vznikne malé mnozstvi trombinu, které nestaci na
pfeménu fibrinogenu na fibrin. Vnéjsi tendza aktivuje soucasné také FIX. Tuto fazi nazyvame
jako ,,iniciace®.

Se soucasnym vznikem komplexi vnéjsi tendzy a protrombindzy dochazi k aktivaci
inhibitoru pro tkanovy faktor (TFPI). JelikoZ komplex vnéjsi tendzy plsobi jen na povrchu
bunék exprimujicich TF, dojde po navazani TFPI na TF k zablokovani vné&jsi cesty koagulace.
faktory XI, V a VIII a také krevni desticky. Diky tomu dochazi k urychleni celého procesu
koagulace. Tuto fazi nazyvame jako ,.amplifikace®.

V propagacni fazi dochazi k aktivaci dalSich molekul faktoru IX u¢inkem aktivovaného
faktoru X1 a k tvorb& koagula¢né aktivnich komplexti vnitini tenazy [FIXa . FVIIIa . P1. Ca®']
a protrombindzy. Ta jiz dokaze pfeménit dostatecné mnozstvi protrombinu na trombin a
zpiisobit tak pfeménu fibrinogenu na fibrin (Slechtova, 2007).

Pisobenim trombinu na fibrinogen dojde k odstépeni fibrinopeptidi A a B zjeho
molekuly a vzniku fibrinovych monomerti, které zacnou spontann¢ polymerovat a vytvaret tak
fibrinova vlakna vedouci k tvorbé fibrinové sité, slouzici ke stabilizaci destickové zatky. Pro
tvorbu nerozpustného fibrinu je nezbytné pisobeni aktivovaného faktoru XIII, ktery vytvori

pficné kovalentni vazby v molekule fibrinu a tim jej stabilizuje (Chaudhry, 2022).
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5.1.4 Koagulacni faktory

Obecné jsou koagulacni faktory znaceny fimskymi ¢islicemi a v ptipadé jejich aktivace
se oznaGuji pismenem ,,a*. Rada koagulagnich faktortl se syntetizuje v jatrech a &ast faktort
potiebuje ke své syntéze vitamin K. Kromé TF jsou veSkeré faktory pfitomny v plazmé jako
proenzymy a pro jejich aktivaci je nutné proteolytické Sté€peni. Jen jediny faktor se v plazmée

vyskytuje jak v aktivni, tak neaktivni form¢ a tim je FVIIa (Pecka, 2004).

5.1.5 Serinové proteazy

Mezi serinové protedzy fadime faktory II, VII, IX, X, XI, XII a prekalikrein, které po
roz§tépeni vykazuji enzymatickou aktivitu. Typicky je pro né€ vyskyt serinu v aktivnim misté.
Radime sem také faktory z oblasti fibrinolyzy jako jsou plazminogen, tkaiovy aktivator
plazminogenu (z-PA), urokinaza (u-PA), nebo ptirozeny inhibitor protein C.

Pro plnou funkci téchto faktor je dulezita tzv. ,gla oblast“ neboli ¢ast molekuly
glutamové kyseliny a vazba vapenatych ionttl. V této ¢asti se nachézi tzv. y karboxy-glutamové
zakoncenti, které je v pfitomnosti vitaminu K karboxylovano pomoci enzymu y glukarboxalazy.

Nezbytné je nasledné navazani druhé karboxylové skupiny k fosfolipidovym strukturdm
ptes vapnikové mustky, pti nichZ dochazi k tvorbé komplexu aktivovaného faktoru, prekurzoru
dalSiho faktoru a také kofaktoru. Napt. pti jaternich poruchach ¢i pii snizené hlading vitaminu
K nedochazi ke y karboxylaci a dochézi tak ke vzniku faktorti s omezenou koagulacni aktivitou
tzv. PIVKA.

K aktivaci serinovych proteaz dochazi pii rozstépeni molekuly za vzniku dvouretézcové
bilkoviny, ktera je spojena mustky disulfidickymi ¢i vazbou nekovalentni. Tato proteolyza
nejcastéji probihd v misté argininové nebo lysinové vazby. Vysledkem je vznik latky, ktera ma
enzymatickou aktivitu serinové protedzy s aktivnim centrem v blizkosti C-oblasti molekuly

(Pecka, 2004).

5.1.6 Kofaktory

Délime na dvé skupiny liSici se formou, ve které se nachazi. Prvni skupinu tvofi
kofaktory plazmatické, kam fadime faktor V a VIII, vysokomolekularni kininogen (HMWK) a
Protein S. Do druh¢ skupiny kofaktort vazajici se do bunééné membrany fadime tkanovy faktor

(TF). Rozdil mezi nimi je ten, Ze plazmatické kofaktory musi byt na rozdil od TF aktivovany.
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Pti této aktivaci se nespojuji disulfidické mustky ani nedochazi ke spojeni nekovalentnimi
vazbami, naopak ale dochazi ke spojeni kovalentni vazbou pies vapenaté ionty. Inaktivace

faktori V a VIII je zpisobena rozstépenim molekuly v systému proteinu C (Pecka, 2004).

5.1.7. Popis jednotlivych koagula¢nich faktori

Fibrinogen — FI

Jedna se o symetrickou molekulu, tvotfenou tfemi pary fetézcd, a to dvéma Aa, dvéma
BB a dvéma y. Diky trombinu, ktery umoziiuje odstépeni z molekuly fibrinogenu (FBG)
fibrinopeptidy A a B mohou vznikat tzv. fibrinové monomery. Ty mohou polymerizovat a tim
dat vznik primarnim fibrinovym vlakniim. Ty pomoci lateralni adice nabyvaji na tloust'ce a po
transglutamacni reakci, kterou zajistuje aktivovany faktor XIII, vznikne definitivni fibrinové
koagulum.

Fibrinogen ovliviiuje reologické vlastnosti krve a je schopen zajistit spojeni
aktivovanych krevnich desticek ptes jejich receptory GP IIb/Illa, coZ zpilisobi jejich agregaci.
Dale je schopen vazat se na receptory aktivovanych leukocytti a endotelii, a také slouzi jako
nosi¢ faktoru XIII. Mezi jeho antihemostatické funkce fadime vazbu aktivniho trombinu a

schopnost potencovat aktivaci plazminogenu pies t-PA (Penka, 2014).

Protrombin — FII

Syntetizuje se v hepatocytech jater a je slozen z 622 AMK. NezZ je sekretovan do
plazmy, podstupuje posttranslaéni modifikace, kdy dochazi k odstranéni peptidu na N-
terminalnim konci proteinu (Skorfiova, 2021).

V predposlednim kroku koagulacni kaskddy se protrombin proteolyticky Stépi na
aktivni protedzu za Gcasti protrombinazového komplexu [FXa . FVa . Pl . Ca*']. Trombin
nasledné katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin a vytvaii tak nerozpustnou fibrinovou
srazeninu. Je také silnym aktivatorem krevnich desticek, aktivuje koagula¢ni faktory XI, V,
VIl a XIII, podili se na aktivaci PC a ovliviiuje fibrinolyzu. Protrombin se podili na
embryonalnim vyvoji, jeho aktivita je zvySena v mozkomi$nim moku u pacientll s progresivnim
neurodegenerativnim onemocnénim a pii antifosfolipidovém syndromu na négj cili protilatky.

Je zavisly na vitaminu K (Pozzi, 2014).
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Tkanovy faktor — FIII

Jedna se o integralni membranovy protein endoplazmatického retikula. Jeho nejvyssi
aktivitu zaznamenavame v mozku, placenté, plicich a dalSich organech (Pecka, 2004).

Je exprimovan na perivaskularnich a epitelidlnich bunkach, kde plni funkci
hemostatické bariéry. Funguje také jako vysokoafinitni receptor pro FVII, kdy vznikly
komplex [TF-FVIla] je prvnim aktivacnim krokem koagula¢ni kaskady. TF je potifebny pro
stabilizaci katalytick¢ho mista FVIIa na plazmatické membrané, aby mohlo dojit k optimalni
interakci s jeho substraty, a to FIX a FX (Grover, 2018).

Komplex [TF-FVIla] je inaktivovan TFPI, ktery se nachazi v plazmé a je spojeny
s povrchem bunék cév. K jeho uvoliiovani z krevnich desti¢ek dochazi po stimulaci trombinem

(McVey, 1999).

Vapenate ionty — FIV

Koagula¢ni faktor IV hraje dilezitou roli v celém systému hemostdzy. Podili se na
vzniku vSech koagula¢nich a nékterych inhibi¢nich komplexi. Zatimco vétSina koagulacnich
faktorti vznika v hepatocytech, vapenaté ionty najdeme volné rozptyleny v plazmé¢. UmozZnuji
piipojeni y-karboxylovych skupin vitamin K-dependentnich faktor( na fosfolipidy (Barmore,

2023).

Proakcelerin — FV

Syntetizuje se v jatrech a podle nékterych studii ho produkuji i megakaryocyty.
V aktivni form¢ plsobi jako kofaktor pro FXa a vytvaii protrombindzovy komplex. Naopak
muZe pisobit pii inhibici koagula¢ni kaskady jako cilova bilkovina pro komplex [APC-PS].

Jeho protein se sklada z Sesti domén a to A1-A2-B-A3-C1-C2. Pfi aktivaci dochazi ke
Stépeni a uvolnéni domény B. Je tak rozdélen na té€zky fetézec tvoreny z domén A1-A2 a lehky
fetéz z domén A3-C1-C2. Samotny faktor V se miize vazat na aktivované trombocyty. K jeho
aktivaci dochdzi pisobenim trombinu, rozstépenim molekuly faktoru V na dvoufetézcovou

strukturu. Degradace FVa je zajistovana aktivovanym proteinem C (APC) (Skorfiova, 2021).
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Prokonvertin — FVII

Aktivni forma FVII se podili na zahajeni koagula¢ni odpovedi. Asi 1 % celkového
proteinu FVII se neustale vyskytuje v aktivované formé. K jeho dalsi aktivaci dochézi az po
navazani na tkanovy faktor. Faktor VII miize byt reaktivovan cetnymi protedzami,
vytvarejicimi se pii koagulacnich reakcich. Mnozstvi vytvofeného trombinu je zavislé na
koncentraci FVIla v plazmé a také na koncentraci TF uvolnéného z posSkozené tkané (Mann,
2003).

K inhibici FVII dochdzi ihned po zahajeni koagulace pomoci TFPI. FVII je zavisly na
vitaminu K a je syntetizovan jatry. Pro snizeni této syntézy se pii antikoagulacni 1&cbé uziva

warfarin (Skorfiova, 2021).

Antihemofilicky faktor — FVIII

Jedna se o zakladni protein v koagula¢nim systému. Defekt genu pro faktor VIII vede
ke vzniku hemofilie typu A. Je syntetizovan v jaternich sinusovych a endotelialnich buiikach.
Cirkuluje v celém téle (kromé jater) v neaktivni formé v komplexu s vWF. Po aktivaci
trombinem se vyvaze z komplexu a ptsobi jako kofaktoru FIXa, kdy v pfitomnosti vapenatych

ionti a fosfolipidi aktivuje FX na FXa (Skoriiova, 2021).

Christmas faktor — FIX

Jde o jednofetézcovy glykoprotein syntetizovany v jatrech za ucasti vitaminu K. Gen
pro syntézu nachdzime na X chromozomu. Pfi koagulaci mliZe byt aktivovan pomoci komplexu
[FVIIa/TF] nebo FXIa. Jeho aktivni forma je sama o sob¢ schopna $tépit FX na FXa. Pokud se
ale Stépeni zacastni FVIlla s fosfolipidy a vapenatymi ionty, toto Stépeni probéhne asi 10 000x
rychleji. Tento komplex oznacujeme jako ,,vnitini tendza*. Pokud poklesne funkéni aktivita o
20-30 %, dochézi k poruchdm hemostazy. V piipad¢ defektu genu pro syntézu FIX vznika
hemofilie typu B (Kvasnicka, 2003).
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Stuart-Prowernyv faktor — FX

Nachéazi se v centrdlni poloze koagulacni kaskady a hraje tak roli ve vSech drahach
koagulacni kaskady (vnitini, vné&jsi a spolené). Stava se tak terapeutickym cilem pro zvyseni
¢i snizeni produkce trombinu. K jeho aktivaci dochdzi bud’to vnitini nebo vnéjsi cestou. Ve
spoleéné draze se poji s kofaktorem FVa v piitomnosti Ca?>" a fosfolipid za vzniku
»protrombinazy‘ neboli fyziologického aktivatoru protrombinu, ktery ma velky vliv na tvorbu

trombinu, ale i tvorbu krevnich srazenin (Camire, 2021).

Rosenthaliv faktor — FXI

Jedna se o zymogen enzymu FXla, ktery aktivuje FIX. Jeho strukturni rysy se liSi od
K dependentnich koagula¢nich proteaz. V krvi cirkuluje v komplexu s vysokomolekuldrnim
kininogenem (HMWK). V komplexu s HMWK cirkuluje v krvi také monomerni homolog
faktoru XI prekalikrein, jez ma stejnou strukturu domény (Emsley, 2010).

Hagemanuy Faktor — FXII

Ptestoze byl FXII identifikovan jako srazeci faktor, vime dnes, ze jeho pfitomnost
v hemostéze neni nezbytna. Radi se mezi faktory kontaktni faze. Mtize byt aktivovan kontaktem
s nefyziologickym povrchem, ¢ehoz se vyuziva pti laboratornim stanoveni zkoumajicim vnitini
drdhu koagulace. Aktivace FXII je spjata s aktivaci kalikrein-kininového systému (vedouci
k produkci bradykininu), aktivaci fibrinolytického systému a systému komplementu. Mimo jiné

se ucastni 1 angiogeneze (De Maat, 2016).

Faktor stabilizujict fibrin — FXIII

Jde o zymogenni formu tzv. glutaminyl-peptid y-glutamyl transferdzy, vyskytujici se
v plazmé¢ ve vazbé s fibrinogenem, v monocytech, megakaryocytech, osteoblastech,
trombocytech, jatrech ¢i placenté. Struktura FXIII se 1i$i podle mista vyskytu. FXIII pfitomny
v plazmeé je tvoren jatry a ma strukturu tetrameru obsahujici 2 pary podjednotek A a B. Naopak
FXIII, ktery je tvofeny a zaroven se vyskytujici v téchto buinkach, mé strukturu dimeru

slozeného ze 2 stejnych A fetézci. Jednotky A v plazmé maji stejnou funkci jako jednotky A
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v bunkéch, kterou je zajisténi stabilizace tkani s kovalentn¢ vazanymi proteiny. Naopak
podjednotka B plisobi v regulaci aktivace FXIII.

Hlavni funkci FXIIla je stabilizace fibrinové srazeniny a provazovani o a y fetézci
fibrinu za soucasného vzniku homopolymeru. Muaze také ovliviiovat substraty jako jsou
fibronectin, kolagen, FV, vWF a a-2antiplazmin. Kromé téchto funkci je také schopen

ovliviiovat hojeni ran a udrzet plod v dobé¢ téhotenstvi (Pecka, 2004).

Prekalikrein — PK

Je proteindza tvofena ve slinivce bifisSni a jatrech. Plazmaticky prekalikrein je
pfeménovan pomoci FXIla na plazmaticky kalikrein. Ten je schopen uvoliovat bradykinin
z HMWK. Jedna se o zanétlivy peptid vyvolavajici bolest a vazodilataci. Plazmaticky kalikrein

zaroven aktivuje FXII a vytvaii tak pozitivni zpétnou vazbu aktivace (Leung, 2022).

Vysokomolekularni kininogen — HMWK

Jako kininogeny oznacujeme plazmatické proteiny, jejichZ syntéza probiha v jatrech a
endotelu pupecnikovych 7Zil. Za ucasti prekalikreinu ¢i dalSich kininogendz vznikaji
z kininogenti vazoaktivni peptidy tzv. kininy. Mezi né fadime napf. jiz zminovany bradykinin
nebo lysylbradykinin. Funkeci kinindl je vazani se s FXI a prekalikreinem pii poskozeni cévni
stény takovym zplsobem, aby doslo k vytvotreni spravné vazebné polohy pro FXII.

Pti aktivaci FXII pomoci kalikreinu je dilezita ptitomnost HMWK, jelikoz zde ptsobi jako
kofaktor. UmoZnuje také vyvazani prekalikreinu a faktoru XI na zaporn€ nabité povrchy

(Pecka, 2004). Obrizek &.1 - Novy model koagulace

1. Initial Phase 2. Amplification 3. Propagation
—».ﬂ o-@
. Activ 'ned Platelet @

@ @ @ Prothromblnase Prothrombin

Prothrombin
Thrombln
Thrombin Thrombin + Ca®* + APL Fibrinogen —> Fibrin
Zdroj: Prevzato z (revespcardiol, https://www.revespcardiol.org/en/the-new-coagulation-cascade-and/articulo/13114167/ , 3.5.2023)
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5.1.8 Systém piirozenych inhibitort hemostazy

Ptirozené inhibitory krevniho srazeni a fibrinolyzy slouzi v organismu k regulaci celého
procesu hemokoagulace. Jde o pfirozené€ se vyskytujici slozky v krvi, jejichz cilem je zabranit
nekontrolovatelnému srazeni krve a udrzet tak hemostazu v rovnovaze. D¢€Ii se na specifické,
jejichz cilem je inhibice jednoho ¢i vice koagulacnich faktord a nespecifické, které inhibuji
proteolytické enzymy (a2-makroglobulin, ai-antitrypisin a C1 — inhibitor). Mezi specifické
inhibitory hemostdzy fadime antitromibin, systém aktivované¢ho proteinu C (kofaktorem je
protein S), heparinovy kofaktor II a inhibitor tkaniového faktoru (TFPI). Naopak k specifickym
inhibitoriim fibrinolyzy fadime oz-antiplazmin, inhibitory aktivatorti plazminogenu (PAI) a

trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI) (Dobrotova, 2006).

5.1.9 Fibrinolyticky systém

Hlavni funkci fibrinolytického systému je lyza stabilniho fibrinového koagula. Déle
hraje roli pfi degradaci kolagenu, metastaz tumoru, angiogenezi, €astni se nidace oplodnéné¢ho
vajika a pii jeho fyziologické funkci udrzuje hemostatickou rovnovahu. Vzniklé fibrinové
koagulum ovlivituje tok krve a pii silné aktivaci koagula¢niho systému by mohlo dojit az
k uzavieni krevni cévy. Pravé tomu fibrinolyticky systém zabranuje.

Radou aktivatnich a reakénich krokii je fibrinolyza podobna plazmatickému
koagulaénimu systému. Jeho centrilni sloZkou je plazminogen, ktery aktivuji zejména
prekurzory serinovych proteaz — tkanovy aktivator plazminogenu (¢-Pa) a urokinaza (u-Pa).

Principem fibrinolyzy je navazani plazminogenu na fibrinové koagulum, jeho aktivace
na plazmin, piisobenim aktivatorti uvolnénych z endotelu cévy a nasledné proteolytické Stépeni
fibrinového koagula za vzniku fibrin degrada¢nich produkt. Zbyly plazmin je nakonec
inaktivovan antiplazminy. Fyziologicky probiha fibrinolyza jen v misté poranéni, kdy tvorba
plazimu probiha jen na povrchu koagula. Jeji schopnost $tépit fibrin je zajiSténa diky zvySené

afinité plazminogenu a jeho aktivatoru k fibrinu (Slechtova, 20007).
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5.3 Patologie hemostazy

Snahou organismu je udrzet dynamickou hemostatickou rovnovahu, protoze jeji
rozkolisani miize vést ke vzniku zavaznych klinickych projevii. Vychyleni hemostazy na stranu
hypokoagulace vede ke krvacivym projeviim, naopak hyperkoagulacni stavy vedou
k trombotickym a tromboembolickym komplikacim.

Jako krvacivé poruchy oznacujeme skupinu nemoci a stavli charakterizovanych
zvySenym krvacenim. Vznikaji na zdkladé riznych poruch na irovni cévni stény, trombocytd,
plazmatické faze koagula¢niho systému ¢i fibrinolytického systému (Dobrotova, 2006).

Opakem krvacivych stavil jsou stavy trombotické, které vedou ke zvySenému vzniku
trombdz v cévach. K jeji klinické manifestaci je zpravidla nezbytna ptitomnost vétsiho poctu
rizikovych faktord, nez je tomu u krvacivych stavii. Mezi rizikové faktory patii: vék nad 45 let,
operace, poranéni, obezita, nadorova onemocnéni, tromboembolickd nemoc, varixy apod. Mezi
vrozené trombofilie fadime defekty pfirozenych inhibitord krevniho srézeni, zmény
reologickych poméri, ovliviwujici tok krve, poruchy koagulacnich faktort a fibrinolytického
systému. Jednd se napi. o zvySeni koncentrace fibrinogenu a FVIII, deficit proteinli C a S,
deficit antitrombinu, rezistenci na aktivovany protein C, zpiisobeny nejcastéji Leidenskou
mutaci FV, ¢1 Cambridge mutaci FV, mutace protrombinu, syndrom lepivych desti¢ek a dalsi

(Penka, 2009).
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5.4 Moznosti laboratorniho stanoveni funkc¢ni aktivity koagulacnich

faktort v plazmé

Mezi zékladni screeningova vySetifeni, kterd se bézné pouzivaji ve vSech
hematologickych laboratofich fadime skupinové koagula¢ni testy. Principem stanoveni je
méfeni Casu potiebného k vytvoreni fibrinového koagula, méfeny od chvile, kdy se
k testovanému vzorku pfida startovaci reagencie. Detekce vytvofeného koagula miize probihat
bud’'to mechanicky nebo opticky. Pii optické detekci se sleduje zména priichodnosti svételného
paprsku pies méfici kyvetu, ve které vznikd fibrinové koagulum. Tento typ detekce milize byt
ovlivnén, pokud je plazma hemolyticka, ikterickd ¢i chylézni. Pii mechanické detekci se
vznikajici fibrinové koagulum detekuje zménou pohybu kovové kulicky v magnetickém poli.

Kromé skupinovych testii mizeme pomoci testl specifickych vySettit funkéni aktivitu
jednotlivych koagulacnich faktorti. Zékladem jsou testy koagulaéni, u nékterych koagulacnich
faktorti mdme navic k dispozici metodu spektrofotometrickou, ktera se pouziva v ptipadé, ze je
koagula¢ni metoda ovlivnéna né&jakou interferenci. Posledni moznosti je vySetfeni antigenu

jednotlivych koagulacnich faktorti (Penka, 2009).

5.4.1 Screeningové testy

Aktivovany parcialni tromboplastinovy test — APTT

APTT se v praxi uZiva k monitorovani faktord vnitini cesty koagulace. Odrazi aktivitu
faktora XII, XI, IX, VIII, PK, HMWK, ale také dalSich faktord, vedoucich k tvorb¢ fibrinového
koagula (FX, FV, FII, FI) (Walker, 1990).

VySsettuje se z citratové plazmy, ke které se piida parcidlni tromboplastin (obsahujici
fosfolipidy) a zaporné nabité latky (aktivatory) jako je napft. kaolin, oxid kiemicity, silika,
polyfenoly, kyselina elagova a dalsi. Aktivator zptsobi aktivaci FXII a po pfidani vapenatych
iontll se zacne méfit ¢as do vytvoteni fibrinového koagula. Fyziologické rozmezi se 1iSi podle
pouzité reagencie, nejcastéji se pohybuje v rozmezi 25-40 sekund, pomér R Casu pacienta/Casu
kontrolni plazmy maé fyziologické hodnoty v rozmezi 0,8-1,2. Test patii mezi zékladni
koagulacni vySetieni a pouziva se napfi. pii podezieni na krvacivy stav, jako pfedoperaéni
vySetfeni, v diagnostice diseminované intravaskularni koagulace, k ziskdni vychozi hodnoty
pied zahajenim antikoagulacni 1€¢by, k monitorovani 1é€by nefrakciovanym heparinem ¢i pti

sledovani 1écby parenterdlnimi pfimymi inhibitory trombinu jako je argatroban a hirudin.
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Pficina prodlouzeni testu APTT miize byt vrozena ¢i ziskand. Mezi dédicné poruchy
patfi napf. nedostatek FVIII; FIX nebo FXI zpiisobujici hemofilii, nedostatek FXII;
prekalikreinu nebo HMWK ¢i defekt vWF zptisobujici von Willebrandovu chorobu.

Mezi ziskané pfi¢iny prodlouzeni testu APTT fadime: ziskany von Willebrandiv
syndrom, Lupus antikoagulans, pfitomnost ziskanych inhibitora faktord VIII; IX; XI a XII,

pusobeni heparinu; dabigatranu; argatrobanu ¢i ptimych inhibitorti pro FXa (Zehnder, 2022).

Protrombinovy test — PT

V praxi se pouziva pro monitorovani vn¢jsi cesty koagulace a aktivace protrombinu na
trombin. Zachycuje tak FII, FV, FVII, FX a fibrinogen (Walker, 1990).

Test se provadi z citratové plazmy pacienta v pfitomnosti tkanového tromboplastinu a
vapenatych iontil. Pomoci optickych ¢i elektromechanickych pfistroji se méii ¢as od ptidani
startovaci reagencie do vytvoreni fibrinového koagula. Vysledek se vydava ve formé poméru
Casu pacienta ku ¢asu normalni kontrolni plazmy nebo jako INR.

INR je bezrozmérné Eislo, které se vypocita jako pomér €asu pacienta ku ¢asu normalni
kontrolni plazmy umocnény hodnotou ,,ISI*, coz je mezinarodni index citlivosti pouZitého
tromboplastinu, odvozeny od mezinarodniho referen¢niho tromboplastinu.

Hodnota INR byla vytvofena proto, aby pacientim uzivajici warfarin bylo umoznéno
porovnavat hodnoty ziskané v riznych laboratofich.

INR = [PT pacienta = kontrolni PT] !

Protrombinovy test se vyuziva k hodnoceni nevysvétlitelného krvaceni, diagnostice DIC,
ziskani vychozi hodnoty pfed zahajeni antikoagulacni 1é€by, monitorovani 1écby warfarinem a
posouzeni syntetické funkce jater. Rovnéz je soucasti kazdého piredoperacniho vySetieni.
nedostatkem vitaminu K, nemoci jater, DIC ¢i podanim velkého mnoZstvi warfarinu (Zehnder,

2022).

Stanoveni koncentrace fibrinogenu

Pro stanoveni koncentrace a vlastn¢ i funk¢ni aktivity fibrinogenu se uziva Claussova

metoda, kdy se do zredéné vySetiované plazmy ptidd v nadbytku trombinové ¢inidlo.
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Existuje 1 metoda tzv. ,,odvozeného fibrinogenu®, umoznujici odhad koncentrace
fibrinogenu z PT srazeci kiivky pomoci automatického optického koagulometru (Bronié,
2019).

Fyziologické hodnoty koncentrace fibrinogenu se pohybuji mezi 1,8 — 4,2 g/l. Snizené
hodnoty mohou poukazovat na hypofibrinogenemii, afibrinogenemii a poruchy jaterniho
parenchymu. Naopak zvysené hodnoty byvaji v t€hotenstvi, pfi nadorovych onemocnénich,

zanétech a pooperacnich stavech (Penka, 2009).

5.4.2 Stanoveni aktivity dalSich koagulac¢nich faktori

Metoda koagulacni

Pro stanoveni funk¢ni aktivity koagulacnich faktorti se nejvice uziva tzv. koagulacni
jednofazova metoda postavend na zakladé testu APTT ¢i PT.

Principem stanoveni je smichani fedéné vysetfované plazmy s ptisluSnou deficitni
plazmou, obsahujici vSechny koagulacni faktory v nadbytku kromé toho, ktery vysetifujeme.
V piipadé€, ze vySetiujeme faktor vnitini cesty, nds zajima koagulacni ¢as v systému APTT.
Smés fedéné vysetfované plazmy a deficitni plazmy je inkubovéna s APTT reagencii. Reakce
je po inkubaci odstartovana piidavkem Ca*". U faktoru vnéjsi cesty méime koagulacni as
v systému protrombinového testu. Ke smési fedéné vySetfované plazmy a deficitni plazmy je
po inkubaci pfidan tromboplastin s vapenatymi ionty.

Vyhodnoceni se provadi odectem z kalibra¢ni kiivky, ktera je vyjadiena jako zavislost
koagula¢niho €asu na procentu koagulacni aktivity. Kalibrace je provadéna pomoci firemni
kalibracni plazmy s pfesné deklarovanou hodnotou koagulaéni aktivity pfislusného

koagulaéniho faktoru (Penka, 2011).

Metoda spektrofotometrickd vyuzivajici chromogenni substrdt

V ptipadé, kdy je vysledek koagula¢ni metody ovlivnény interferenci, napt. piitomnosti
protilatek typu lupus antikoagulans, mizeme pouzit metodu spektrofotometrickou, ktera neni
interferenci ovlivnéna.

Tato metoda vyuziva schopnost aktivovanych faktori plisobit jako enzym a Stépit tak

specifické chromogenni substraty (Penka, 2011).
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Ke stanoveni se pouzivaji metody pfimé a nepifimé detekce. Metoda piimé detekce je
zalozena na aktivaci slozky, kterd se stanovuje a jeji forma poté pfimo $t€pi chromogenni
substrat na chromofor a produkt. Pii nepfimé metod¢ se slozka, kterou stanovujeme, vaze do
komplexu s dalsi aktivni slozkou. Nasledn¢ nevyvazana ¢ast aktivni slozky je schopna §tépit
substrat na produkt (Pecka, 2004).

Tato metoda se v praxi pouziva ke stanoveni funkéni aktivity koagulaénich faktortt VIII
a IX. Pti vySetteni lze pouzit vétsi fedéni vzorku, coz umozni potlaceni vlivu interferenci, které
znemoznuji koagulacni stanoveni.

Nevyhodou je, ze metoda nezahrnuje feSeni problematiky strukturdlniho uspotadani
koagula¢né aktivnich komplexti, coz muize vést k ziskdni odlisnych vysledkd od hodnot

ziskanych koagulacni metodou (Pecka, 2004).

Dvoustupriovd metoda stanoveni faktoru VIilla

Jde o spektrofotometrické méfeni uzivané pro kvantitativni stanoveni aktivity faktoru
VIII v lidské citratové plazmé nebo v terapeutickych koncentratech. Principem metody je
stanoveni aktivity FVIII v pfitomnosti vapniku a fosfolipidii. Diky jejich pfitomnosti dochéazi
k aktivaci FVIII pfidanym trombinem a tvorbé komplexu s pfidanym faktorem 1Xa. Vznika
komplex vnitini tenazy, ktery aktivuje FX, ten nasledné€ hydrolyzuje chromogenni substrat a
uvolni z n¢ho paranitroanilin (pNa). Mnozstvi vylou€eného paranitroanilinu, méteného pii
vlnové délce 405 nm, je pfimo imérné funkéni aktivité FVIII ve vzorku (BIOPHEN TM
FVIIL:C, 2022).

Obrazek ¢.2 - Metoda pfimé detekce

® Dvoustupiiova metoda

Faktor VIIa Trombin
F VIII » F Villa

[F IXa + F Vllla + Pl + Ca?+]

» | Xa

.

chromogenni substrat — pNA

VRN
peptid pNA

Zdroj: Ptevzato z (Pecka M.., 2004
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Dvoustupriova metoda stanoveni faktoru IX

Jedna se o chromogenni test uzivany pro stanoveni aktivity faktoru FIX. V pfitomnosti
fosfolipidii a vapniku ptidany FXIa aktivuje FIX pfitomny ve vzorku. Mezitim dojde k aktivaci
faktoru VIII pomoci piidaného trombinu. Aktivovany FIX vytvoii s aktivovanym FVIII
komplex vnitini tendzy, ktery aktivuje FX. Ten je schopen hydrolyzovat chromogenni substrat,
¢imz dojde k uvolnéni paranitroanilinu (méteného pii vinové délce 405 nm). Mnozstvi

uvolnéného pNa je pfimo umérné funkéni aktivité¢ FIX ve vzorku (BIOPHEN TM FIX, 2021).
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6. Prakticka c¢ast

V praktické casti bakalafské prace jsem se zabyvala porovnavanim vysledki funkéni
aktivity jednotlivych faktori vnitini cesty koagulace, tedy FVIII, FIX, FXI a FXII, namétenych
puvodnimi reagenciemi STA PTT A 5 s pfisluSnymi deficitnimi plazmami a soucasné novymi,
testovanymi reagenciemi STA C. K. Prest 5 v kombinaci s piisluSnymi imunodeficitnimi
plazmami.

Diivodem tohoto meéfeni bylo otestovani novych reagencii pied jejich zavedenim do
provozu laboratofe. Aby se nova reagencie mohla zacit pouzivat, je nutné provést srovnavaci
studii a ovéfit na souboru pacientd, Ze nové a pluvodni reagencie poskytuji srovnatelné

vysledky. Namétené vysledky jsem porovnala a statisticky vyhodnotila.

6.1 VySetfovany material

Pro vysSetieni se odebird vendzni krev do plastové zkumavky s 3,2 % citratem sodnym
v poméru 9:1. Zkumavka se opatrné promichd, aby se protisrazlivy roztok dostal do celého
objemu krve a co nejdiive se transportuje do laboratofe. Transport by mél probéhnout nejdéle
do 2 hodin po odbéru pii teploteé 15-25 °C.

V laboratofti se provede centrifugace vzorku po dobu 10 minut pii 3500 ot./min, stdhne
se plazma a provede se vySetteni. V pfipadé€, Ze se plazma nepouzije ihned, mize se skladovat
pii -20 °C po dobu jednoho mésice a pii -70 °C az 3 mésice. Pokud je poté potieba plazmu
vySetfit, necha se rozmrznout pii 37 °C a nasledné se temperuje pii stejné teploté po dobu 15

minut (SOPV 011, verze ¢.10).

6.2 Automaticky koagulometr STA-R Evolution

Automaticky koagulometr slouzi k méteni zakladnich koagulaénich testd (PT, APTT,
fibrinogen, TT) a také testi zaloZenych na spektrofotometrickych (antitrombin, anti-Xa
aktivita) a imunoturbidimetrickych principech (D-dimery). Pfistroj je dale schopen vySetfovat
aktivitu koagula¢nich faktorl, diagnostikovat protilatky typu lupus atikoagulans a mnoho
dalsich.

Pii méfeni koagulacnich testii pfistroj detekuje tvorbu fibrinového koagula tak, ze se

v kyveté pohybuje kovova kulicka a po pfidani startovaci reagencie se zacne meéiit Cas.
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V kyveté se vzorek promichava a pomalu se zacinaji vytvaret fibrinova vlakna. S ptibyvajicim
mnozstvim fibrinu se v méfici kyveté zvysSuje viskozita, dochazi ke zpomaleni pohybu kulicky
v magnetickém poli, az dojde k jejimu uplnému zastaveni.

V ptipadé€ spektrofotometrickych a imunoturbidimetrickych metod je princip detekce
zalozen na méteni zmeny absorbance pii vinovych délkach 405 nm pro spektrofotometrické a
540 nm pro imunoturbidimetrické testy.

Ptistroj obsahuje 220 pozic pro pacientské vzorky, 75 pozic pro reagencie a také
zasobnik na 1000 méficich kyvet. Reagen¢ni zdsuvka ma 3 ¢asti. Do prvni ¢asti RO se vklada
kromé¢ kalibra¢nich a kontrolnich plazem také fedici Owren-Kollertiv pufr. Do ¢asti oznacené
R1 se umist'uji reagencie, které se pipetuji pred inkubaci (pufry, APTT reagencie) a v ¢asti R2
jsou pak reagencie startovaci (kalcium, trombin) (SOPT 010, verze 03, 2017).

Pro ziskani jednotlivych vysledk méfeni aktivity koagulacnich faktort, byl pro mou praci
pouzit pravé automaticky koagulometr STA-R Evolution od firmy Diagnostica Stago, ktery se
nachazi v laboratofi IV. interni hematologické kliniky ve FN Hradec Kralové, tudiz byl

nezbytny jeho popis.

Obrazek ¢.3 - Automaticky koagulometr Star-R Evolution

»

Zdroj: Prevzato z (EQUIPNET, https://www.equipnet.com/auctions/stago-sta-r-evolution-
automated-hemostasis-an-listid-913705/, 22.03.2023)

27


https://www.equipnet.com/auctions/stago-sta-r-evolution-automated-hemostasis-an-listid-913705/
https://www.equipnet.com/auctions/stago-sta-r-evolution-automated-hemostasis-an-listid-913705/

6.3 Principy metody

Smisenim ziedéné vySetfované plazmy s deficitni plazmou bez obsahu stanovovaného
faktoru (FVIIL, FIX, FXI nebo FXII), ale se zvySenym mnozstvim ostatnich faktora se zjistuje
¢as do vytvofeni fibrinového koagula v sytému APTT. Cas do jeho vytvofeni je nepiimo
umeérny aktivité stanovovaného faktoru v plazmé pacienta (SOPV 011, verze ¢.10, 2021; SOPV
027, verze ¢.9,2021; SOPV 028, verze ¢.9, 2021; SOPV 029, verze ¢.9, 2021, SOPV 011, verze
¢.9,2018; SOPV 027, verze ¢.8,2018; SOPV 028, verze ¢.8, 2018; SOPV 029, verze ¢.8, 2018).

6.4 Pouzité reagencie, jejich pFiprava a stabilita

Nové, testované reagencie STA Immunodef VIIL, IX, XI a XII a STA C.K. Prest 5 jsou
vyrobeny firmou Diagnostica Stago, jejimz distributorem je firma Biomedica CS. Ptivodni,
dosud pouzivané reagencie DG-FVIII, FIX, FXI a FXII jsou od firmy Grifols a reagencie STA
PTT A 5 je od firmy Diagnostica Stago. Béhem stanoveni se kromé& reagencii pouziva také
roztok CaCl: (o koncentraci 0,025 mol/l) a Owren-Kollertv pufr (SOPV 011, verze ¢.10, 2021;
SOPV 027, verze ¢.9, 2021; SOPV 028, verze ¢.9, 2021; SOPV 029, verze ¢.9, 2021).

Reagencie STA Immunodef VIII, IX, XI a XII

Baleni obsahuje 6 x 1ml pfislusné lyofilizované deficitni plazmy. Pti pfipravé této
reagencie se do lahvicky ptida piesn€ 1 ml vody pro injekce, neché se rozpoustét pii laboratorni
teploté po dobu 30 minut, a nakonec se opatrné promisi (SOPV 011, verze ¢.10, 2021; SOPV
027, verze ¢.9, 2021; SOPV 028, verze ¢.9, 2021; SOPV 029, verze ¢.9, 2021).

Reagencie STA C. K. Prest 5

Baleni obsahuje 6 x 5 ml reagencie ¢.1 obsahujici kefalin a 6 x 5 ml reagencie €. 2
slozené z pufrované suspenze kaolinu slouZzici jako aktivator. Pfed pouZzitim musi dojit
k promichani reagencie ¢.2 a naliti celého jejiho obsahu do lahvicky s reagencii ¢€.1. Opét se
lahvicka opatrné promiché a nechd se rozpoustét pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po
uplynuté dobé se znovu promisi, vlozi se do lahvicky michadlo a necha se pfed méfenim
nejméné 20 minut promichavat v ptistroji (SOPV 011, verze ¢.10, 2021; SOPV 027, verze ¢.9,
2021; SOPV 028, verze €.9, 2021 SOPV 029, verze ¢.9, 2021).
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Reagencie DG-FVIII/DG-FIX/DG-FXI/DGFXII

Baleni obsahuje 5x1 ml ptislusné lyofilizované deficitni plazmy. Pfed pouzitim se obsah
lahvicky natedi presné 1 ml vody pro injekce, promicha se a necha se 30 minut rozpoustét pti

laboratorni teploté (SOPV 011, verze ¢.9, 2018; SOPV 027, verze ¢.8, 2018; SOPV 028, verze

¢.8,2018; SOPV 029, verze ¢.8, 2018).

STAPITAS

Baleni obsahuje 12 x 5 ml reagencie, kterou tvoii lyofilizované fosfolipidy z mozkové
tkang kralika spolecné se stabilizatory v pufrované suspenzi kiemicitanového aktivatoru. Pied
pouzitim se obsah lahvicky nafedi 5 ml vody pro injekce a necha se rozpoustét nejméné 60
minut pii laboratorni teploté. Dilezité je intenzivni promichani pted vlozenim do pfistroje

(SOPV 011, verze ¢.9, 2018; SOPV 027, verze ¢.8, 2018; SOPV 028, verze ¢.8, 2018; SOPV

029, verze ¢.8, 2018).

Tabulka ¢.1 - Stabilita reagencii, roztoku a pufru

Nazev Teplota (°C) Doba stability
STA C. K. Prest 5 (lyofilizovana) 2-8°C do expirace
15-19 °C 24 h
STA C. K. Prest 5 (nafedénd)
2-8°C 7 dnt
STA PTT A 5 (lyofilizovand) 2-8°C do expirace
15-19 °C 24 h
STA PTT A 5 (natfedénd)
2-8°C 7 dnt
(FVIII, FIX, FXI nebo FXII) deficitni
) 2-8°C do expirace
plazma (lyofilizovana)
(FVII, FIX, FXI nebo FXII) deficitni
15-19 °C 8h
plazma — nafedéna
roztok CaCl 15-19 °C 3 dny
Owren-Kollertv pufr 15-19 °C 3 dny

Zdroj: (SOPV 011, verze ¢. 10, 2021; SOPV 011, verze ¢.9, 2018), vilastni zpracovani
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6.5  Nastaveni pristroje

Tabulka ¢.2 - Nastaveni pfistroje pro stanoveni aktivity faktora VIII, IX, XI, a XII

Nastaveni koagulometru Zakladni metoda Zavisla metoda
Vysetfovana plazma 50 ul 50 ul
Redéni Owern-Kollerovym pufrem 1/10 1/40
STA Immunodef 50 ul 50 ul
STA C. K. Prest 5 50 ul 50 ul
Inkubace 240's 240's
0,025 mol/l CaCl 50 pl 50 pl

Me¢fteni casu do vytvoreni fibrinového koagula.

Zdroj: (SOPV 011, verze ¢. 10, 2021), vlastni zpracovani

Pozn.: U faktoru VIII je v soucasné dobé¢ vétSina hodnot vySetfovanych pacientskych
vzorkl nad 150 %, takZe aby se nemuselo v§e pfemétovat, byla vytvofena metoda zavisla, ktera
se méfi jako prvni. Teprve v piipadé, ze je vysledek aktivity faktoru VIII pod 100 %, ptemétuje
se vzorek metodou zakladni. Ostatni koagulaéni faktory vnitini cesty IX, XI a XII se vySetiuji
pouze v rezimu ,,zakladni metody*.

V piipadé nizké aktivity koagulacniho faktoru si pfistroj vysledek automaticky
premétuje s mensim fedénim. U faktoru VIII je to v piipade, ze je aktivita niz8i nez 3,3 %, dojde
k pteméteni vzorku s fedénim 1/2. U FIX je tomu stejné. Naopak hodnoty aktivity u FIX, které
jsou vyssinez 150 % se automaticky v koagulometru preméii s fedénim 1/40 (SOPV 011, verze
¢.10,2021; SOPV 027, verze ¢.9, 2021).

U FXI se hodnoty aktivity pod 3,3 % automaticky pfemétuji s fedénim vzorku 1/3.
Pokud jsou hodnoty aktivity vyssi nez 120 %, dojde k pfeméieni s fedénim vzorku 1/20 (SOPV
028, verze ¢.9, 2021).

Hodnoty aktivity FXII, které jsou nizsi nez 10,0 %, se automaticky pfemétuji s fedénim
vzorku 1/5. V ptipadé€ hodnot vySSich nez 130 % jsou vzorky pfeméteny v fedéni 1/40. (SOPV
029, verze ¢.9, 2021).
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6.6  Fyziologické meze

Tabulka ¢.3 — Fyziologické meze a rozsah méfeni jednotlivych metod

Faktor | Fyziologické rozmezi | Rozsah méfeni
VIII 50-150 % 0,7 -600 %
IX 50-150 % 0,7 -600 %
XI 65-135 % 1,0 —200 %
XII 60-140 % 5,0—-200 %

Zdroj: (SOPV 011, verze ¢.10, 2021; SOPV 027, verze ¢.9, 2021; SOPV 028,
verze ¢.9, 2021 SOPV 029, verze ¢.9, 2021), vilastni zpracovani

6.7 Kalibrace metod

Provadi se pomoci komer¢ni kalibracni plazmy, kterd ma ptesn¢ deklarované hodnoty
jednotlivych faktort vnitini cesty (FVIII, FIX, FXI nebo FXII). Ptistroj automaticky vytvofi
kalibra¢ni kiivku nafedénim kalibra¢ni plazmy na jednotlivé kalibra¢ni body a zméfenim
koagulacnich cast jednotlivych kalibracnich bodt. Kalibra¢ni kiivky ptivodnich metod byly
linedrni. U novych metod kiivky nejsou linearni (linearni je pouze u FXII), jinak jsou to
polynomy 2. stupné. Po provedeni kalibrace se zméfenim atestovanych kontrolnich plazem
(s deklarovanymi hodnotami) zjisti, zda kalibrace probéhla v potfadku. Pro kalibraci se uziva
STA Unicalibrator od firmy Diagnostica Stago. Piiprava této kalibra¢ni plazmy probiha
jednoduchym nafedénim 1 ml vody pro injekce s rozpousténim pii laboratorni teploté po dobu

30 minut a naslednym promichanim (SOPV 011, verze ¢. 10, 2021).

6.8. Kontrola kvality

Vysetieni aktivity koagula¢nich faktora VIII, IX, XI a XII se zpravidla provadi v sériich,
tedy po nashromézdéni urcitého poctu vzorkl. Ped vySetfenim pacientskych vzorka se zméti
kontrola pfesnosti s atestovanymi kontrolnimi plazmami, z nichZ jedna je normalni a druh4 je
patologickd. Pokud se namétené hodnoty nachéazeji v deklarovaném rozmezi daném vyrobcem,
neni potieba provadét kalibraci. V pfipad€, Ze hodnoty vyjdou mimo tato rozmezi nebo
pouzivame reagencii s novou Sarzi, musi se provést nova kalibrace a poté znovu kontrola
kvality. Pro kontrolu kvality pouzivame reagencii STA System Control N + P od firmy
Diagnostica Stago. Baleni obsahuje 2 x 12 x 1 ml této reagencie, jejiz pfiprava probiha taktéz
nafedénim obsahu lahvicek 1 ml vody pro injekce, rozpousténim po dobu 30 minut pii

31



laboratorni teploté¢ a dikladnym promichdnim. Stabilita nafedéné reagencie STA System

Control N + P je jen 8 hodin, na rozdil od lyofilizované, ktera je stabilni do exspirace (SOPV
011, verze ¢. 10, 2021).

6.9  Pracovni postup

Vysetieni aktivity koagulacnich faktort jsem v ramci své prace provadéla v sériich,

tedy po nashromazdéni urcitého poctu vzorka tak, aby nebyla pfekro¢ena doba odezvy, kterou

ma laboratot definovanou pro vSechna vysetieni.

1))

2)

3)

Nejprve jsem si natedila reagencie ptivodni 1 nové reagencie pro stanoveni koagulacni
aktivity jednotlivych faktorti vnitini cesty, tedy APTT reagencie STA PTT A 5 a STA
C. K. Prest 5, a dale ptislusné deficitni plazmy — ptivodni od firmy Grifols a nové
imunodeficitni od firmy Stago. Déle jsem si nafedila kalibra¢ni plazmu STA
Unicalibrator (Stago) a na kontrolu ptfesnosti si nafedila STA System Control N + P

(Stago). Vse podle navodu vyrobce.

Natedéné a diikladné promichané reagencie jsem vlozila do reagen¢ni zasuvky
koagulometru. Originalni reagencie firmy Stago se do pfistroje nacitaji
prostiednictvim ¢arového kodu na lahvicee, deficitni plazmy firmy Grifols se zadavaji
do pfistroje ruéné, kde se zapisuje ID a Cislo SarZe reagencie, diky které se
automaticky zobrazi dals§i informace o této reagencii. Také jsem vloZila diluent pro

vzorky — Owren-Kolleriv pufr a roztok CaCl..

Metody vyuzivajici nové reagencie bylo nutné nejprve nakalibrovat. Ptistroj STA-R
Evolution provede kalibraci metod sdm podle nastaveni, které ma ulozené pro kazdou
metodu. Potfebuje znat pouze vychozi koncentraci kalibra¢ni plazmy pro jednotlivé
koagulac¢ni faktory, kterd je presn€ dana vyrobcem. Tyto hodnoty jsou vSak v pfistroji
ulozené po nacteni nové Sarze kalibratoru (nactenim carového kédu z ptibalového
letdku). Pokud neni zména Sarze reagencii, spusti se rovnou kontrola kvality a kdyz

kontroly vyjdou, kalibrace se nedéla.
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4)

5)

6)

7)

Déle bylo potieba provést kontrolu piesnosti a zméfit tak atestované kontrolni plazmy
STA System Control N + P. V ptipad¢, Ze by hodnoty nevysly v daném rozmezi od

vyrobce, musela by se opakovat kalibrace.

Po uspésné provedené kontrole kvality, jsem rozmrazila plazmy jednotlivych pacientt

pti 37 °C a zaroven je na stejnou teplotu vytemperovala a promichala.

Nasledné jsem vzorky sefadila v potadi dle pracovniho listu a ve stejném potadi je
naskladala do stojanku pro néasledné métfeni. Vzorky byly vysetfeny soucasné

puvodnimi i novymi reagenciemi.

Po dokonc¢eni méteni ptistroj vytiskl vSechny vysledky. Hodnoty naméfené ptivodnimi
reagenciemi se automaticky prenesly do LIS. Vysledné hodnoty jsem zanesla do
tabulek a poté pouZila pro statistické vyhodnoceni metodou linedrni regrese a Bland-

Altmanovym grafem.

33



6.10 Vysledky a jejich statické vyhodnoceni

U jednotlivych pacientl jsem soucasné zméiila aktivitu koagulacnich faktora VIII, IX, XI
a XII pomoci novych, testovanych reagencii STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef
VII/IX/XI/XII a pomoci reagencii pivodnich STA PTT A 5 + DG-FVII/FIX/FXI/FXIL
Vysledky jsem zpracovala do tabulek €. 4, 5, 6 a 7. Stanoveni aktivity koagula¢niho faktoru
VIII bylo vySetfeno u 40 pacientli. Stanoveni aktivity FIX, FXI a FXII bylo vySetfeno u 30
pacientii. Nasledné jsem provedla statistické vyhodnoceni téchto vysledki metodou linedrni

regrese a Bland — Altmanovym grafem v Microsoft Excel.

Linedrni regrese se nejCastéji provadi spolené s korelacnim meéfenim. Vysledkem je
pfimka, kterd pfedpovida hodnotu zavislé proménné Y od hodnoty nezavislé proménné X.
(Giavarina, 2015).

Pti tvorbé grafli jsem vzdy na osu X vynesla hodnoty naméfené piivodnimi reagenciemi
STA PTT A 5 + DG-FVIII/FIX/FXI/FXII. Na osu Y jsem pak vynesla hodnoty naméfené
novymi, zavadénymi reagenciemi STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef VIII/IX/XI/XII.

Korelace poukazuje na to, jak moc spolu jednotlivé pary proménnych souvisi. Jejim
vysledkem je korela¢ni koeficient znaceny ,,r*“. Ten l1ze vypocitat jako pomér kovariance mezi
proménnymi se sou¢asnym souéinem jejich smérodatnych odchylek. Ciselné hodnoty se tak
pohybuji od -1,0 do + 1,0. Cim bliZe jsou koeficienty témto hodnotam, tim siln&j3i je linearni
vztah. (Giavarina, 2015). Pfi hodnoceni linearni regrese nesta¢i hodnotit pouze hodnotu

korela¢niho koeficientu, musi se hodnotit také rovnice pfimky.

Bland-Altmanovy grafy se vyuzivaji ve studiich ke srovnani metod s kvantitativnimi
vysledky. Analyzuji se priméry a rozdily vyslednych hodnot, které jsou zobrazeny v bodovém
grafu s ¢arou, ukazujici primérny rozdil mezi metodami (mira vychyleni) (Gerke, 2020).

Na ose Y je uveden rozdil mezi jednotlivymi vysledky méfeni a na ose X pak prumér téchto
meéieni. Aby byla metoda dostatecné spolehliva, musi se 95 % datovych bodii nachazet v limitu
shody, ktery se vypocita jako: primér rozdili hodnot + 1,96 * SD. Hodnotime S§ifi intervalu,

pramér odchylek a polohu priiméru odchylek (Giavarina, 2015).
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6.11 Hodnoceni grafu

Graf é.1 - Porovnani vysledkit mérent funkcéni aktivity FVII metodou linedrni regrese

STA PTT A 5+ DG-FVIII vs. STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef
VIII
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Zdroj: vlastni zpracovani

Graf ¢.2 - Bland-Altmanuv graf porovndni vysledkit méreni hodnot aktivity FVIII

Bland - Altmantv graf - porovnani vyslednych hodnot aktivity FVIII
(STAPTT A 5+ DG-FVIII vs. STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef VIII)
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Me¢ftenim aktivity koagulacniho faktoru VIII piivodnimi a novymi reagenciemi, jsem
ziskala pifi hodnoceni vysledkli metodou linearni regrese rovnici ptimky ve tvaru y = 0,884 1x
+ 2,8047 s hodnotou R’ = 0,9921, ze které miizeme zjistit, Ze korelaéni koeficient je roven
hodnoté 0,9960. V Bland-Altmanové grafu pro porovnani vysledkli méfeni aktivity FVIII
muzeme vidét, ze praimér rozdili hodnot je roven hodnoté 8,99. Dolni limit shody se nachazi
na hodnoté¢ —15,82 a horni limit shody na hodnoté +33,79. V tomto intervalu lezi 92,5 % ze
vSech namétenych hodnot. Zbylych 7,5 % lezi mimo limit shody.

Z naméfenych hodnot i ze statistického vyhodnoceni je patrné, Ze zejména v oblasti
vyssich hodnot jsou vysledky namétfené plivodnimi reagenciemi mirné vyssi nez hodnoty

naméfené novymi reagenciemi. Cim jsou naméeiené hodnoty vyssi, tim je rozdil mezi metodami
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vetsi, nicméne z klinického pohledu nema tento rozdil zdsadni vyznam.

Graf &3 - Porovnani vysledkit méreni funkcni aktivity FIX metodou linedrni regrese

STA PTT A 5+ DG-FIX vs. STA C.K. Prest 5 + STA
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Graf é.4 - Bland-Altmanuy graf porovnani vysledki méreni hodnot aktivity FIX

Bland - Altmantiv graf - porovnani vyslednych hodnot aktivity FIX
(STAPTT A 5 + DG-FIX vs. STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef IX)
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V ramci hodnoceni vysledki funkéni aktivity FIX metodou linearni regrese jsem ziskala
rovnici piimky ve tvaru y = 0,8732x + 9,6824 s hodnotou R’ = 0,9652 a r = 0,9824. V Bland-
Altmanové grafu pro porovnani vysledkl aktivity FIX je primér rozdilu hodnot roven hodnoté
2,8. Dolni limit shody lezi na hodnot¢ -18,78 a horni limit shody na hodnoté +24,38, v tomto
intervalu lezi 100 % ze vSech namétenych vysledkl. V oblasti snizenych hodnot aktivity FIX
(cca do 65 %) dava metoda vyuzivajici nové reagencie prakticky shodné vysledky s metodou
puvodni. V oblasti fyziologickych hodnot jsou vysledky naméfené piivodnimi reagenciemi

mirn¢ niz§i nez hodnoty naméfené novymi reagenciemi a v hodnotach vysSich, nez horni
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fyziologickd mez jsou naopak hodnoty ziskané ptivodni metodou vyssi nez hodnoty ziskané

metodou novou. Nicméné z klinického pohledu nema tento rozdil zasadni vyznam.

Graf &5 - Porovnani vysledkit méreni funkcni aktivity FXI metodou linedarni regrese

STAPTT A 5+ DG-FXI vs. STA C.K. Prest 5 + STA
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Graf &6 - Bland-Altmanuy graf porovnani vysledkit mereni hodnot aktivity FXI

Bland - Altmantiv graf - porovnani vyslednych hodnot aktivity FXI
(STAPTT A 5+ DG-FXI vs. STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef XI)
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Métenim aktivity koagulacniho faktoru XI u 30 pacientd pomoci pivodnich a novych
reagencii jsem metodou line4rni regrese ziskala rovnici ptimky y = 0,9672x + 4,3823 s R’ =
0,9924, tedy r = 0,9962. V Bland-Altmanové grafu vidime, Ze primér rozdild hodnot lezi
v hodnot¢ -2 a relativné Uzky interval limiti shody v hodnotach od -11,07 do +8,13. V tomto
intervalu lezi 93,3 % ze vSech naméienych vysledkt.

Vyhodnocenim vysledkii metodou linearni regrese i pomoci Bland-Altmanova grafu jsem
dosla k z&véru, Ze hodnoty naméfené obéma metodami spolu v celém rozsahu méteni velice

dobfte koreluji a jsou srovnatelné.
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Graf &7 - Porovnani vysledki mérent funkcni aktivity FXII metodou linearni regrese

STA PTT A 5+ DG-FXII vs. STA C.K. Prest 5+ STA
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Graf &8 - Bland-Altmanuyv graf porovnani vysledkit mereni hodnot aktivity FXII

Bland - Altmantv graf - porovnani vyslednych hodnot aktivity FXII
(STAPTT A 5+ DG-FXII vs. STA C.K. Prest 5 + STA Immunodef XIT)
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Statistickym vyhodnocenim vysledkt aktivity koagulacniho faktoru XII naméfenych

puvodnimi a novymi reagenciemi jsem metodou linedrni regrese ziskala rovnici piimky ve tvaru

v =1,0669x — 3,1742 s hodnotou R’ =0,9815,r=0,9907. V Bland-Altmanové grafu je primér

rozdild hodnot na hodnoté -2,17. Dolni limit shody leZi na hodnoté -14,70 a horni limit shody
na hodnoté +10,37. V tomto intervalu lezi 100 % ze vSech naméfenych hodnot.

Hodnoty naméfené obéma metodami spolu celkem dobie koreluji a jsou srovnatelné.

V oblasti fyziologickych hodnot dava Cast&ji novd metoda lehce vyssi hodnoty aktivity FXII

nez metoda ptvodni, nicméné z klinického pohledu nemd tento rozdil zdsadni vyznam.

V oblasti patologickych hodnot (snizenych) jsou vysledky prakticky srovnatelné.
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7. Diskuse

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy test je rutinni koagulacni vySetfeni, které se bézné
pouziva k monitorovani vnitini koagulacni cesty. Vysledek je tedy zavisly na spravné funkci
faktort FII, FV, FVIII, FIX, FX, FXI, FXII, fibrinogenu, prekalikreinu a HMWK. Vysledek
muze byt ovlivnén také antikoagulacni 1écbou, ptitomnosti specifického ¢i nespecifického
inhibitoru nebo preanalytickou fazi. Pokud je potfeba vysetfit funkcéni aktivitu jednotlivych
koagulacnich faktorG vnitini cesty, pouzije se k tomu primarné koagulacni metoda s faktor
deficitni plazmou na principu APTT.

V soucasné dob¢ se v hematologickych klinickych laboratotich pouzivaji pouze komeréni
certifikované reagencie s deklarovanou kvalitou. Pfesto v ptipad¢, Ze se laboratoi rozhodne pro
zménu reagencii, musi si nejdiive provést srovnavaci studii, kterou ovéii, ze nové reagencie
poskytuji srovnatelné vysledky s reagenciemi plivodnimi, dosud pouzivanymi.

V mé studii jsem porovnavala hodnoty funkéni aktivity koagulacnich faktorit VIII, IX, XI
a XII namétené pivodnimi reagenciemi STA PTT A 5 s pfisluSnymi deficitnimi plazmami od
firmy Grifols se soucasné¢ zavadénymi reagenciemi STA C.K. Prest 5 v kombinaci
s imunodeficitnimi plazmami firmy Stago.

Stanoveni funkéni aktivity FVIII bylo provedeno na 40 pacientskych vzorcich, faktory IX,
XTI a XII byly porovnany na 30 pacientskych vzorcich.

Nameétené hodnoty jsem zaznamenala do tabulek a provedla jejich statistické vyhodnoceni
pomoci metody linearni regrese a Bland-Altmanova grafu. Z grafii linearni regrese jsem pro
kazdy stanovovany faktor ziskala rovnici regresni pifimky a vypocitala korela¢ni koeficient,
jehoz hodnota byla vzdy > 0,98. Hodnoty korela¢nich koeficientti i rovnice pifimek ukazuji na
dobrou korelaci vysledkii naméfenymi ptivodnimi a novymi reagenciemi.

Rovnéz Bland-Altmanovy grafy poukazuji na velkou shodu mezi vysledky namétenymi
pomoci ptivodnich a novych reagencii, coz hodnotime podle Sife intervalu, mnozstvi datovych
bodii v limitu shody a priiméru rozdild hodnot.

Ze ziskanych dat je mozZné fict, ze rozdily mezi vysledky naméfenymi novymi
reagenciemi STA C. K. Prest 5 + STA Immunodef VIII/IX/XI/XII a plivodnimi reagenciemi
STA PTT A 5 + DG-FVIII/FIX/FXI/FXII nejsou klinicky vyznamné. Vyraznéjsi rozdily mezi
vysledky jsou totiz zejména v oblasti hodnot nad horni fyziologickou mezi. Navic poCty métfeni
v této oblasti nejsou velké. Pro pfesnéjsi statistické vyhodnoceni by bylo potieba vySetiit vetsi
pocet vzorkll, zejména v oblasti vysokych hodnot funkéni aktivity jednotlivych koagulacnich

faktorii. Pfesto mlizeme konstatovat, Zze nové i plvodni reagencie poskytuji srovnatelné
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vysledky.

Na zaklad¢ této srovnavaci studie je mozné zavést nové reagencie do provozu
laboratote. Naopak nelze touto studii potvrdit ani vyvratit tvrzeni vyrobce, ze jsou nové
reagencie ke stanoveni aktivity koagulacnich faktorti vnitini cesty citlivéjsi nez ptvodni

reagencie.
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8. Zavér

V teoretické casti bakalarské prace jsem se zamétila na zakladni popis hemostazy — procesu
zastavy krvaceni a veskerych slozek, napomahajici tomuto dé&ji. Tudiz bylo dulezité podrobné
rozepsat, jak celé krevni srdzeni probiha, které slozky se ho ucastni a jakou v ném hraji roli.

Déle jsem se zminila o patologiich hemostazy a zejména o moznostech laboratorniho
stanoveni funkéni aktivity koagulacnich faktort.

V praktické c¢asti jsem se zabyvala zavedenim novych reagencii na stanoveni funkc¢ni
aktivity koagulacnich faktoru vnitini cesty (FVIII, FIX, FXI, FXII) do provozu laboratote.
V ramci srovnavaci studie jsem na souboru pacientskych vzorkii porovnavala vysledky
naméiené novymi reagenciemi STA C. K. Prest 5 + STA Immunodef VIIIIX/XI/XII a
soucasné také reagenciemi ptivodnimi STA PTT A 5 + DG-FVIII/FIX/FXI/FXII. Namé&fené
hodnoty funkéni aktivity jednotlivych koagula¢nich faktort jsem vyhodnotila metodou linearni
regrese a Bland-Altmanovym grafem. Statistickym vyhodnocenim dat jsem dosla k zavéru, ze
vysledky naméfené pilvodnimi i novymi reagenciemi spolu dobife koreluji ve vSech
vySetfovanych metodach. Rozdily mezi naméfenymi hodnotami nejsou klinicky vyznamné.
Plvodni a nové reagencie méfi se srovnatelnou piesnosti. Nové reagencie mohou nahradit

reagencie puvodni a byt zavedeny do provozu laboratofe.
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9. Pouzité zkratky

ADP adenosindifosfat

APC aktivovany protein C

APTTT activated partial throboplastin time (aktivovany parcialni tromboplastinovy cas)
BM bazalni membrana

DIC diseminovana intravaskularni koagulace

FBG fibrinogen

FI faktor I (fibrinogen)

FII faktor (II protrombin)

FIX faktor IX (Christmas faktor)

FV faktor (V proakcelerin)

FVIl faktor VII prokonvertin

FVIII faktor VIII (antihemofilicky faktor A)

FX faktor X (Stuart-Prower faktor)

FXI faktor XI (Rosenthaltv faktor)

FXII faktor XII (Hagemantv faktor)

FXIII faktor XIII (faktor stabilizujici fibrin)

Gla kyselina karboxyglutamova

GP glykoprotein

HMWK vysokomolekularni kininogen

ISIT international sensitivity index (mezinarodni index citlivosti)
LDL low denisity lipoproteins

PIVKA Protein induced by vitamin K absence or vitamin K antagonists
PK prekalikrein

PS protein S

PT prothtombin time (protrombinovy cas)

TF tkanovy faktor

TFPI tissue factor pathway inhibitor (inhibitor tkanového faktoru)
-PA tkanovy aktivator plazminogenu

u-PA aktivator urokindzového typu

vWF von Wilebrandilv faktor
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14. Prilohy

Tabulka .4 - Namérené hodnoty funkcéni aktivity FVIII

Cislo STAPTTAS STA C.K.Prest5 +
pacienta . +DG-FVIII  STA Immunodef VIII
1 40 38
2 21 20
3 11 10
4 4,8 4,9
5 5,6 4,9
6 12,5 9,7
7 0,9 0,8
8 297 254
9 143 131
10 215 196
11 136 118
12 208 193
13 151 148
14 43 48
15 32 31
16 86 73
17 110 86
18 169 163
19 32 37
20 42 48
21 134 112
22 11 13
23 110 91
24 184 172
25 395 354
26 160 138
27 44 50
28 243 205
29 62 58
30 149 133
31 205 203
32 38 41
33 99 97
34 146 128
35 103 98
36 16 13
37 13 9
38 47 51
39 32 30
40 119 100
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Tabulka &.5 - Nameérené hodnoty funkcni aktivity FIX

Cislor  STAPTTAS5  STA C.K.Prest5+
pacienta + DG-IX STA Immunodef IX
1 104 116
2 61 78
3 74 88
4 120 133
5 85 97
6 15 17
7 9 11
8 142 122
9 94 94
10 11 11
11 163 144
12 132 118
13 139 120
14 161 142
15 157 143
16 198 180
17 183 167
18 168 153
19 80 77
20 58 56
21 43 42
22 35 33
23 26 27
24 127 130
25 101 99
26 65 68
27 113 111
28 119 127
29 78 75
30 92 90
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Tabulka ¢.6 - Nameérené hodnoty funkcni aktivity FXI

Cislor  STAPTTAS5  STA C.K.Prest5+
pacienta + DG-FXI STA Immunodef XI
1 93 99
2 80 83
3 99 99
4 145 135
5 198 188
6 154 148
7 12 16
8 7 9
9 72 77
10 104 110
11 83 84
12 143 142
13 101 109
14 41 52
15 31 37
16 23 28
17 19 21
18 15 19
19 73 70
20 55 56
21 35 33
22 112 115
23 135 140
24 49 47
25 127 125
26 65 61
27 170 174
28 122 121
29 185 189
30 118 123
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Tabulka &.7 - Namérené hodnoty funkcni aktivity FXII

Cislor  STAPTTAS5  STA C.K.Prest5+
pacienta + DG-FXII STA Immunodef XII
1 115 125
2 134 126
3 111 120
4 110 117
5 51 56
6 92 100
7 18 13
8 8 9
9 103 111
10 56 48
11 102 109
12 127 139
13 93 106
14 37 33
15 108 118
16 113 115
17 128 120
18 113 109
19 40 39
20 22 19
21 85 90
22 70 72
23 79 75
24 31 30
25 65 67
26 27 29
27 36 33
28 57 52
29 120 129
30 144 151

51



