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1. Uvod

Koagulacni faktor VIII je z pohledu hemostdzy dlleZitou slozkou krve. Jedna se o
plazmaticky kofaktor, ktery se podili na vnitini cesté pfemény protrombinu na trombin
a tim se ucastni na zastavé krvdaceni. Spolu s koagula¢nim faktorem IX, vapenatymi
ionty a fosfolipidy vytvari komplex, tzv. vnitfni tendzu, jejiz funkci je aktivace
koagula¢niho faktoru X. Ten poté spolu s aktivovanym koagulaénim faktorem V tvori
komplex, tzv. protrombinazu, jejimZ plsobenim dochazi k preméné protrombinu na
trombin. Prostfednictvim trombinu ndsledné dochazi k pfeméné fibrinogenu na fibrin.
Ten se stabilizuje aktivovanym faktorem XIII, stdvad se nerozpustnym a vytvari se tak

stabilni fibrinova sit, kterd zpevriuje primarni desti¢kovou zatku.

Nedostatecnd syntéza koagulacniho faktoru VIII v organismu nebo jeho porusena
funkce mlze vést ke vzniku zdvaziného krvacivého onemocnéni nazyvaného hemofilie
A. Jedna se o pomérné vzacné, gonozomalné dédi¢né onemocnéni, které se v populaci
vyskytuje jiz stovky let. Hemofilii byvaji postizeni predevsim muzi. U Zen se obvykle

onemocnéni neprojevuje, jsou pouze prenaseckami defektniho chromozomu X.

Diagnostika hemofilie A je velmi jednoduchd. Kromé klinickych pfiznak je dllezité
spravné stanovit predevsim funkéni aktivitu koagulaéniho faktoru VIII, nebo také silu

specifického inhibitoru faktoru VIII, pokud je pfitomen.

Faktor VIII Ize laboratorné stanovit jako antigen, Castéji se ale vysetfuje jeho
funkéni aktivita. Rutinni metodou stanoveni funkéni aktivity faktoru VIII je koagulacni
metoda, alternativni metodou je v sou¢asné dobé chromogenni metoda. PrestoZe by
obé metody mély poskytovat srovnatelné vysledky, méla by si kazda laborator pred
zavedenim nové metody do praxe provést srovnavaci studii na statisticky vyznamném

souboru pacientd.



2. Zadani bakalarské prace — cil prace

Cilem teoretické ¢dsti bakalarské prace je poskytnout struény souhrn informaci o
koagulaénim faktoru VIII, jeho dédicnosti, struktufe, syntéze, sekreci a funkci
v organismu. Ddle také o onemocnéni zpisobeném nedostatkem ¢i funkéni poruchou
koagulacniho faktoru VIII - hemofilii A, jeji historii, klinické klasifikaci, etiopatogenezi,

diagnostice a lécbé.

Prakticka ¢ast si klade za cil porovnat dvé laboratorni metody stanoveni funkéni
aktivity koagulacniho faktoru VIII — metodu koagulacni a chromogenni, se zaméfenim
na jejich princip, stabilitu, pfipravu a cenu reagencii, nastaveni pfistroje, ale pfedevsim

na porovnani vysledk( ziskanych obéma metodami a jejich vzajemnou korelaci.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Koagulacni faktor ViIi

3.1.1 Charakteristika faktoru VIlI

Koagulacni faktor VIII (FVIII), téZ nazyvany jako antihemofilicky, je plazmaticky
glykoprotein o molekulové hmotnosti 200 000 — 300 000 Da a plazmatické koncentraci
mezi 100 — 200 ng/ml (1). FVIII se fadi mezi plazmatické koagulaéni faktory, které se
podileji na krevnim srazeni. Spolu s faktorem V patfi mezi tzv. kofaktory, které
nevykazuji Zadnou enzymatickou aktivitu, ale slouZi k vyraznému urychleni celého
procesu krevniho srazeni (2). Aby se FVIII mohl tohoto procesu uUcastnit, musi byt
nejprve aktivovan. Na jeho aktivaci se podili trombin a aktivovany faktor X (FXa).

Inaktivaci FVIII zpGsobi pfedevsim aktivovany protein C (1).

3.1.2 Gen faktoru VIl

Gen FVIII se nachazi na dlouhém raménku chromozomu X v pozici 28 mezi
parovymi bazemi 154, 835, 787 a 155, 022, 722 (3). Je tvoren vice nez 180 kilobazemi
a je jednim z nejvétsich znamych lidskych gen(. Transkripce genu muze probihat i
nékolik hodin za predpokladu, Ze béhem jedné sekundy dochdzi k transkripci 10
nukleotidl. Transkripci se ziskd 9-ti kilobazovy produkt mRNA (messenger

ribonukleova kyselina) (4).
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Obrazek 1 Lokalizace genu FVIII na chromozomu X

Zdroj: (3)



Tento gen se sklada z 26 exond, které kéduji polypeptidovy Fetézec slozeny z 2351
aminokyselin. 19 aminokyselin z tohoto celkového poctu vytvari signalni peptid,

zbylych 2332 aminokyselin tvofi samotny protein (4).

3.1.3 Struktura faktoru VIlI

Informace o podobé faktoru VIII byly ziskdny jeho strukturalni analyzou.
Koagulacni faktor VIII je tvofen doménami: Al-al-A2-a2-B-A3-C1-C2 (4). Domény Al,
A2 a B tvofi tézky retézec faktoru VIII, ktery ma molekulovou hmotnost 92 000 —
210 000 Da. Zdomén A3, C1 a C2 se sklada lehky retézec faktoru VIII s molekulovou
hmotnosti 80 000 Da. Oba fetézce se v pfitomnosti fosfolipidl spojuji pfes vapenaté

mUstky v koagulacné aktivni faktor Vllla (5).

Domény A jsou svoji strukturou podobné ceruloplasminu a faktoru V. Jsou
ohrani¢eny kratkymi sekvencemi, které obsahuji zbytky kyseliny asparagové (Asp) a
glutamové (Glu). Tyto sekvence se oznacuji jako tzv. kyselé proteiny. Domény C se
strukturdlné podobaji C doménam faktoru V. Doména B ma jedinecnou strukturu a

nevykazuje Zzadnou vyznamnou homologii s jinym proteinem (4).

3.1.4 Biosyntéza faktoru VIlII

V lidském téle existuje nékolik typl tkani, které maji schopnost genové exprese
faktoru VIII. Mezi hlavni organy, produkujici tento faktor, patfi slezina, lymfatické
uzliny, jatra a ledviny. Byla v nich totiz prokazana pfitomnost mRNA faktoru VIII.
Transplantaénimi studiemi na zvifatech trpicich hemofilii bylo prokazano, Ze organy

jako plice a slezina pozitivné pfispivaji k pfitomnosti cirkulujiciho faktoru VIII v krvi.

Nejvyznamnéjsim organem produkujicim faktor VIII jsou jatra. FVIII se tvofi
v jaternich bunkach, hepatocytech. Na rozdil od sinusovych jaternich bunék se
v hepatocytech vyskytuje mRNA faktoru VIII. Bylo dokdzano, Ze promotorova ¢ast genu
FVIII se skldda z elementl, charakteristickych pro specifickou hepatocytarni expresi.
Pfi imunologicko-ultrastrukturalni studii faktoru VIII byl tento protein detekovén v
hrubém endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu hepatocytd, ¢imz byla potvrzena

jeho syntéza v jatrech (4).



3.1.5 Sekrece faktoru VIli

Exprese faktoru VIII je znatné omezenda zdlvodu nizké hladiny mRNA
v cytoplazmé a neefektivniho transportu primarniho  produktu translace
z endoplazmatického retikula do Golgiho apardtu. V endoplazmatickém retikulu
reaguje faktor VIII sfadou chaperonovych proteind. Dochdzi kinterakci napft.

s kalnexinem, kalreticulinem a imunoglobulinem vazajicim protein (Ig-binding protein)
(6).

Podstatnd ¢ast molekuly faktoru VIl se interakcemi zadrzuje v endoplazmatickém

retikulu, coZ je dlivod jeho omezeného transportu do Golgiho aparatu (4).

V Golgiho aparatu je faktor VIII dale upravovan. Dochazi k Upravé N — vazanych
oligosacharidl, O — glykosylaci a sulfataci zbytk( aminokyseliny tyrosinu (Tyr). Faktor
VIII patfi mezi proteiny, které podléhaji intraceluldrni proteolyze. Kté dochazi na

doméné B, v oblasti Arg-X-X-Arg. Tato oblast umoziuje proteolyzu na aminokyseliné

1313 1648

argininu v pozicich - Arg~"a Arg~" . Ndaslednou reakci se narusi kovalentni vazby mezi
tézkym a lehkym retézcem faktoru VI, coZ vede ke zvySeni mnoiZstvi heterodimernich
molekul cirkulujicich v plazmé. Presto zUstavaji oba retézce faktoru VIII spojeny
nekovalentni vazbou pomoci domény Al a A3. Na této vazbé se podili kovovy ion.
V kazdé molekule faktoru VIII se vyskytuje jedna molekula médi. Méd' ale nedokaze
v nepfitomnosti jinych kovovych iontl spojit k sobé tézky a lehky rfetézec faktoru VIII,
proto dochazi ke spojeni téchto retézcd pomoci vapniku. lonty médi zvysuji

kofaktorovou funkci faktoru VIII (4).

Po vyplaveni faktoru VIl do krve dochdzi prostrednictvim jeho lehkého retézce

k navdzani na von Willebrand(yv faktor, ktery ho stabilizuje a chrani pred degradaci (6).

3.1.6 Funkce faktoru Vil

Hlavni funkci aktivovaného faktoru VIII (FVIlla) je jeho ucast v hemostdze na

preméné protrombinu na trombin tzv. vnitini cestou.

Nejprve béhem iniciacni faze dochazi k aktivaci koagulac¢nich faktord IX a X, poté

se vytvori malé mnozstvi trombinu, ktery aktivuje faktory V, VIII, XI a krevni desticky.
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Vnéjsi cestou aktivovany faktor X nestadi k zabezpecéeni kompletni hemostdzy, tedy

k vytvoreni dostatecného mnozZstvi trombinu a nasledné fibrinu.

Koagulace dale probiha pouze vnitfni cestou v amplifikani a propagacni fazi na
povrchu aktivovanych krevnich desti¢ek. Aktivovany faktor IX spolu s aktivovanym
faktorem VIII, vdpenatymi ionty a fosfolipidy tvofi komplex, tzv. vnitfni tendzu.
PlUsobenim vnitfni tenazy se aktivuje faktor X. Ten dohromady s aktivovanym faktorem
V vytvaii komplex, tzv. protrombindzu, jejiz funkci je transformace jiz dostatecného
mnoizstvi protrombinu na trombin, ktery ndsledné vyvold preménu fibrinogenu na
fibrin. Nakonec dojde k polymeraci vzniklych fibrinovych jednotek a jejich stabilizaci

pusobenim aktivovaného faktoru XlII. Tim se vytvori nerozpustna fibrinova sit (5).

3.2 Koagulopatie

Koagulopatie tvofi skupinu onemocnéni, kterd jsou zplsobena nizkou koncentraci
Ci aktivitou jednotlivych plazmatickych koagulaénich faktor(. Pfi téchto onemocnénich
se objevuji nahla spontanni krvaceni do kize, tkani a organt nebo krvaceni neimérna
rozsahu poranéni. Rozsah krvaceni je zavisly na poklesu funkéni aktivity daného
plazmatického koagula¢niho faktoru. Nizky pokles mlze zplsobit krvaceni napf. pfi
aktivity faktoru obvykle dochazi k zavaznym krvacenim i pfi mirném poranéni nebo

spontanné.

Pricinou koagulopatie mliZe byt snizené mnozstvi nebo Uplna absence jednoho di
vice plazmatickych koagulacnich faktord. Muze ji zpUsobit i pfitomnost strukturalné
patologickych hemokoagulaénich faktorl nebo vysoka koncentrace jejich inhibitord.

Koagulopatie délime na vrozené a ziskané.

Vrozené koagulopatie jsou choroby vétSinou zplsobené vrozenym nedostatkem
jednoho plazmatického koagula¢niho faktoru. Radime mezi né hemofilie A a B, které

tvofi asi 95 % vSech vrozenych koagulopatii (5).

V populaci se castéji vyskytuji koagulopatie ziskané. Ty nejsou primarnim
onemocnénim - zpravidla se pfidruzuji kjiné chorobé. Obvykle jsou vyvolany

nedostate¢nym mnozZstvim vice koagulacnich faktor( najednou (5). Onemocnéni, ktera
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tyto koagulopatie vyvolavaji, jsou vétsinou zplUsobena funkéni poruchou jater, stfev a
Zlu€niku. Také mohou provazet nékteré otravy (7). Mohou byt zpUsobeny i poruchami

imunity s tvorbou ziskaného inhibitoru (5).

3.3 Hemofilie

3.3.1 Definice onemocnéni

Hemofilie je vzdcné dédicné onemocnéni a zaroven nejrozsifenéjsi vrozena
koagulopatie. Rozdélujeme ji na hemofilii A a B.

Hemofilie A patfi mezi nejcetné;jsi dédi¢né krvacivé choroby - tvofi pfiblizné 85%
vSsech hemofilii. ZpUsobuje ji vrozeny nedostatek nebo funkcéni nedostatecnost
koagulaéniho faktoru VIII. Délime ji na vrozenou a ziskanou (5). Snizené mnoiZstvi
faktoru VIII v plazmé mize byt zplsobeno vrozenymi mutacemi genu pro tento faktor.
Ty mohou vést k nedostate¢né produkci faktoru VIII, k jeho rychlému odbourdvani
nebo k jeho defektni funkci. Mezi vrozené mutace souvisejici s defektem faktoru VIli
dale fadime mutace genu pro von Willebranduv faktor. Ziskanou pti¢inou, vyvoldvajici
nedostate¢né mnoizstvi faktoru VIII, mizZe byt pritomnost protilatek proti tomuto

faktoru (8).

Hemofilie B vznikd nedostatkem ¢i funkéni nedostatecnosti koagulaéniho faktoru

IX a predstavuje zhruba 10-12% hemofilii.

Oba typy hemofilie maji shodnou dédi¢nost i klinické projevy (9).

3.3.2 Historie hemofilie

Onemocnéni krve, vyvoland zménou jeji srazlivosti, se v populaci vyskytuji uz od

davnych dob.

Jiz z obdobi starovékého Recka jsou dochovany spisy, ve kterych je popsana
pfreména krve v krevni srazeninu a vylucovani Zlutého séra pfi retrakci krevnich
desticek. Také se v nich piSe o bilé fibrinové hmoté, kterd se neodplavi po oplachnuti

krevniho koldce vodou. Hippokrates ve svych spisech vysvétluje svoji teorii principu

12



srazeni krve, podle které je pric¢inou jejiho srazeni ochlazeni ve chvili, kdy opustila télo

(10).

V prabéhu 19. stoleti védci dospéli k ndzoru, Ze na procesu srazeni krve se podili
tkanova tekutina spolu s plazmatickymi proteiny a dochazi k pfeméné fibrinogenu na
fibrin za pomoci trombinu. Zlomovym okamzikem bylo zjisténi, Ze krevni srazeni
nemlzZe probihat, chybi-li vkrvi kalcium. Na pocatku 20. stoleti bylo objasnéno
presnéjsi plsobeni kalcia na krevni srazeni. Bylo zjisténo, Ze kalcium se Ucastni tvorby
krevni srazeniny tim, Ze spolu s trombokindzou preménuje protrombin na trombin.
Poté se plisobenim vzniklého trombinu fibrinogen pfeméni na fibrin. V dalSich letech
se provadélo pozorovani lidi, trpicich poruchami krevniho srazeni a byly zavedeny
koagulacni testy, diky kterym se podafilo objevit jednotlivé krevni proteiny. Bylo
zjisténo, Ze trombokinaza je tvorena vice proteiny, jejichz spole¢nou funkci je ucast na
zahajeni tvorby fibrinové zatky. V roce 1943 v norském Oslu Dr. Owren [éCil pacientku
s poruchou sraZlivosti krve a zjistil, Ze tato Zena trpi onemocnénim hemostazy, na
kterém se nepodili nedostatek dosud znamych koagulac¢nich faktord - protrombinu,
fibrinogenu, kalcia a tkanové tekutiny, ale jiny, do té doby zcela neznamy faktor. Ten

byl pozdéji nazvan faktor V (10).

Teprve v prvni poloviné 20. stoleti byla vysvétlena pfi¢ina vzniku hemofilie A, a to
ve védecké praci tymu profesora MacFarlane z Oxfordu. Dospéli k zavéru, ze hemofilie
typu A je zplUsobena nedostatecnou tvorbou koagulaéniho faktoru VIII. Jejich vyzkum

tak vytvofil zaklad substitucni Ié¢by tohoto onemocnéni (10).

Za historicky nejznaméjsi rodinu, ve které se vyskytovala hemofilie, je povazovana
rodina anglické kralovny Viktorie (11). Kradlovna Viktorie se narodila v roce 1819. Byla
vnuckou Jifiho 1. a jedinym potomkem vévody Edwarda z Kentu a princezny Viktorie
ze Saxe — Coburgu. Korunovana byla roku 1837. Tato Zena byla kralovnou Spojeného
kralovstvi Velké Britdnie a zaroven i matkou deviti déti. S manzelem Albertem zplodili
Ctyri syny a pét dcer (12). Hemofilikem byl jejich nejmladsi syn Leopold. Dcery Alice a
Beatrice byly prenaseckami tohoto onemocnéni. Leopold se oZenil s Helenou
z Waldbecku. Ta mu porodila zdravého syna a dceru, prenasecku hemofilie. Té se

narodil syn Rupert, trpici hemofilii.
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Dcera kralovny Viktorie, Alice, porodila sedm déti. Ze sedmi potomkd byl hemofilii
postizen syn Frederick. Ten ovSem zemfel jiz ve tfech letech. Dcery Alix a Irene byly
prenaseckami. Alix se po siatku s carem Mikuldasem II. stala ruskou carevnou. Z jejich
déti byl hemofilikem syn Alexej. Princezna Irene se stala manzelkou svému bratranci
Jindfichu Pruskému. Narodili se jim tfi synové, dva z nich, Waldemar a Jindfich, byli

hemofilici (10).

Beatrice, druhd dcera krdlovny Viktorie, se provdala za Spanélského prince
Jindficha z Battenbergu. Narodily se jim ¢tyfi déti. Dva synové, Leopold a Maurice, byli
hemofilici. Dcera Victoria, pfenasecka, se vdala za Alfonse XIll. Méli spolu sedm déti,

pét synl a dvé dcery. Synové Gonzalo a Alfonzo trpéli hemofilii.

Za konec Sifeni hemofilie vtéchto kralovskych rodindch se povaiuje smrt
Waldemara, syna princezny Irene, vroce 1945. Jeho smrti pravdépodobné vymizel
hemofilicky gen, ktery se pfendsel skoro 100 let a svou existenci zasahl do déjin Evropy

(10).
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Zdroj: (13)

V minulosti byla hemofilie smrtelnym onemocnénim. Jesté pred ctyfriceti lety
umiral vysoky pocet nemocnych postizenych tézkou formou hemofilie v nizkém
détském véku (10). U nemocnych déti ¢asto dochazelo ke spontannim krvacenim do
kloubll — zejména kolen, kotnik(l, loktd a také do svalG (14). To vyvolavalo zavazna

kloubni postizeni a atrofii svall. Pokroky v medicing, predevsim objasnéni pficiny
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vzniku hemofilie typu A, rozvoj transfuzniho lékarstvi a zavedeni substitucni terapie,
vedly ke zkvalitnéni a prodlouZzeni Zivota nemocnych. Ti se dnes mohou doZivat

stejného véku jako zdravi lidé (10).

Substitu¢ni terapie spocivala nejprve v poddvani cerstvé krve, poptipadé plazmy.
Pozdéji nasledovalo poddvani nejen Cerstvé krve, ale i Cerstvé zmraziené plazmy a

kryoprecipitatu.

Dalsi pokrok vlécbé nemocnych pfinesla vyroba purifikovanych koagulacnich
proteind izolovanych z lidské plazmy. Byly vytvoreny velmi Cisté produkty zbavené

nezadoucich pfimési véetné virl. Lécba hemofilie se tim stala dostupnéjsi a zejména

vevys

V dusledku dalSiho rozvoje zacdaly farmaceutické firmy pouZivat kvyrobé
substitucnich preparata pro lé¢bu hemofilie metod genového inZzenyrstvi. Podafilo se
pfipravit 1é¢ebné rekombinantni koagula¢ni faktory, u kterych je témér nulové riziko

prenosu infekce na pacienta (15, 16).

Soucasné koncentraty pro substituéni Ié¢bu se vyrabi lyofilizované. Diky tomu

doslo k vyraznému rozvoji domaci Ié¢by hemofilickych pacientt (10).

3.3.3 Klinicka klasifikace hemofilie

Podle stanoveni zbytkové aktivity plazmatického koagulaéniho faktoru

rozdélujeme hemofilii A na lehkou, stfedné tézkou a tézkou formu.

U lehkého stupné hemofilie A se zbytkova aktivita FVIII nachazi v rozmezi 5 — 25 %.
U této formy dochazi ke krvacivym staviim jen pfi vdzném zranéni, pfi chirurgickém

zakroku nebo pfi trhani zub.

Pfi stfedné tézkém stupni hemofilie A byva zbytkova aktivita FVIIl v rozmezi 1 -5

%. Tato forma se projevuje nahlym krvacenim i pfi mirném poranéni.

Tézky stupen hemofilie A je charakterizovan zbytkovou aktivitou FVIII v rozmezi 0 —
1 %. Vlivem takto vyrazného nedostatku FVIII dochazi ke spontannim nebo k nahlym
krvdcenim ui pfi drobném poranéni. Casto se objevuje krvaceni do pohybového
aparatu, svall, kloubl, gastrointestinalniho traktu a centrdlniho nervového systému
(5).
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3.3.4 Etiopatogeneze onemocnéni

Hemofilie se fadi mezi vrozena gonozomadlné dédi¢nd recesivni onemocnéni.
Dédi¢nost je vazana na pohlavni chromozom X. Zeny s defektnim chromozomem X

(x"), jsou prenasetkami této choroby.

Ze zakladnich pravidel dédi¢nosti vyplyva, Ze Zena, nesouci oba zdravé pohlavni
chromozomy X (XX) a hemofilicky muz, nesouci defektni pohlavni chromozom X (x"y),
budou mit vSechny potomky muzského pohlavi (XY) zdravé. Vsichni potomci Zenského
pohlavi (X"X) budou prenasetkami. V pfipadé, 7e je zena prenasetkou mutovaného
chromozomu X (X"X) a mu? je nositelem zdravého chromozomu X (XY), je 50 %
pravdépodobnost, Ze jedna ¢dst jejich synl (XY) a dcer (XX) bude zdrava. Druhd cast
synt (X"Y) bude nemocna a druha ¢&st dcer (X"'X) bude prenasetkami. Proto touto
chorobou trpi prevainé muizi (9). U Zen, prenaseCek tohoto onemocnéni, se nemoc
projevi jen ve velmi vzacnych ptipadech. Nemocna dcera hemofilicka by se mohla

narodit hemofilickému muzi a Zenég, ktera je prenaseckou tohoto onemocnéni (17).

Vzhledem k tomu, Ze hemofilie patfi k dédicnym chorobam, je vhodné v pfipadé
vyskytu defektniho hemofilického chromozomu X (XH) zjistit rodinnou anamnézu
nemocného. Ta mlzZe byt u jedné Ctvrtiny aZz jedné tretiny hemofilickych pacientt
negativni. V pripadé negativni rodinné anamnézy se predpoklada, Ze dlvodem
onemocnéni je nové vznikld mutace na chromozomu X u daného pacienta. Dalsi
pri¢inou negativni rodinné anamnézy muze byt pfenos z generace na generaci v Zenské

linii, u které se nemoc klinicky neprojevi (9).

Hemofilii zpUsobuji rizné genové mutace. Nejvice se setkavame s inverzi v intronu
22 a vintronu 1. Dale mezi defekty zplsobujici toto onemocnéni radime genové

delece, strukturalni zmény genu a bodové mutace (18).
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Dosud bylo nalezeno vice nez deset intronovych a exonovych polymorfism( a

kratkych tandemovych repetic, diky nimz lze neptimo diagnostikovat hemofilii A.

Vintronu 22 byly zjiStény dva pseudogeny F8A a F8B. Vintronu 1 byla objevena

repetitivni oblast, ktera ma svoji kopii extragenové umisténou 0.1 Mb od genu FVIII

(19).

Pri¢inou mutace, ktera nejcastéji vyvolava tézkou formu hemofilie A, je geneticka

vada, vznikld zménou usporadani v homologni ¢asti intronu 22 nebo intronu 1. Dalsi

mutace, zpUsobujici hemofilii A, mohou byt bodové mutace, malé inzerce, malé a velké

delece. Velké delece jsou vzacné. Tyto mutace se mohou vyskytovat po celé délce genu

FVIII a vétSinou byvaji specifické pro danou hemofilickou rodinu (20).
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Obrdzek 5 Typy mutaci genu FVIII a jejich zastoupeni

Zdroj: (19)

Mutace ve struktufe genu pro FVIIl obvykle nastava u zdravého muze, otce
budouci prenasecky hemofilie, v pribéhu meiotické faze spermatogeneze. Mutacemi
dochazi k poruse pribéhu transkripce, translace nebo ke zméné zbytku
aminokyselinové skupiny. DuUsledkem je pak nedostatecné mnozstvi funkéniho

koagulaéniho faktoru VIII (19).

3.3.5 Diagnostika prenasecstvi hemofilie A

Diagnostika prenasecstvi hemofilie je dllezita u Zen, které pochazeji z rodin, kde
se toto onemocnéni jiz vyskytuje. Toto vySetreni je dulezité zejména pro planovani
poceti ditéte, pro predporodni testy a také pro samotny porod hemofilického

potomka. Prenasecstvi Ize diagnostikovat nékolika zpUsoby. Jednim z nich je napfriklad
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stanoveni prenasecéstvi zrodokmenu. To je vhodné provést v situaci, kdy se
hemofilickému muZi narodila dcera nebo kdy je ¢lenem rodiny Zena, ktera je matkou
dvou hemofilickych synu, a také kdyz se do hemofilické rodiny narodil hemofilicky syn
(21). Tento zplsob stanoveni pfenaselstvi se da aplikovat pouze u nizkého poctu
predpokladdanych prenasecek, proto se vice vyuziva pfima nebo nepfima diagnostika

prenasecstvi (19).

Pfimou diagnostikou se prokazuje kauzdlni mutace zpUsobujici hemofilii v dané
rodiné. Slouzi k potvrzeni nebo naopak k vyloudeni prenaseéstvi u vzdalenych
rodinnych pftislusniki nemocného (21). Tato metoda se pouziva tehdy, jestlize zname
pficinu vzniku mutace genu. V rodinach s vyskytem hemofilie se doporuduje zacit
s testovanim predpoklddanych prenasecek jiz v détstvi, pfiblizné okolo desatého roku

jejich zivota. Jeji nevyhodou je ¢asova a technicka narocnost (19).

Nepfima diagnostika je zaloZzena na stanoveni polymorfnich intragenovych
markerud ve spojeni s koagula¢nim testem. Tento typ stanoveni se da aplikovat az u 85
% vySetifovanych rodin. Nepfima diagnostika je na rozdil od pfimé velmi rychl3, proto ji
Ize pouzit k diagnostice v pocatku téhotenstvi, kdy je rychlost stanoveni velmi dulezita.
Nepfima diagnostika vyZaduje ziskani genetického materidlu predeviim od
hemofilického ¢lena rodiny, a zaroven od vice rodinnych pftislusnik(. Metoda m4 asi 0,1

% riziko vzniku chyby v disledku prestavby genu (19).

3.3.6 Diagnostika onemocnéni

Laboratorni diagnostika hemofilie A je velmi jednoduchd. Zakladem je rutinni
koagulacni vysetreni - aktivovany parcialni tromboplastinovy test (aPTT). V pfipadé,
kdy je u vySetfovaného pacienta snizenda koncentrace FVIII pod 25 %, dochazi
k prodlouzeni koagulaéniho ¢asu tohoto testu (9). Pro potvrzeni diagndzy se vySetfuje
funkcni aktivita faktoru VIII. Také je mozné zméfit hladinu antigenu faktoru VIII, ktera
informuje pouze o mnoizstvi koagulaéniho faktoru v plazmé, ale ne o jeho funkénosti

(22).

K diagnostice lze wvyuzit i genetickd vySetfeni. Ta slouZzi kodhaleni mutaci
zpUsobujicich hemofilii. Pouzivaji se zejména u lidi, ktefi trpi téZkou formou hemofilie.

Obvykle se u této diagnostiky vyhledava genovd inverze v intronu 22 a v intronu 1 (20).
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Identifikace obou intronovych inverzi je mozna pomoci metody polymerdzové retézové
reakce (PCR). Pro spolehlivéjsi nalezeni inverze v intronu 22 je vhodné pouzit
diagnostickou metodu Southern blotting. Je-li vysledek testu negativni, je nezbytné
prozkoumani celého genu FVIII. Pfi diagnostice celého genu FVIII se zkoumaji i jeho
sousedni nekddujici oblasti. Pouzivad se bud metoda pfimé sekvenace nebo skenovani

s naslednou sekvenaci genovych ¢asti se strukturdlni odchylkou (18).

K celkovému skenovani genu FVIII Ize pouzit fadu metod. Vybér metody zavisi
predevsim na technické vybavenosti laboratofe (18). Nejvice se pouziva identifikaéni
metoda single strand conformation polymorfism (SSCP) a denaturant gradient gel

electrophoresis (DGGE) (23).

Metoda SSCP odhaluje polymorfismus v genovych Usecich deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA). VySetfeni spociva v objeveni mutaci na
jednovldknovém fetézci DNA a RNA. Jednovldknovy fetézec molekuly DNA ziskame
denaturaci jeji dvousroubovice. Detekce mutaci se provadi polyakrylamidovou
elektroforézou. Vyuzivd se rozdilné pohyblivosti mutovanych a nemutovanych
genovych sekvenci ve stejnosmérném elektrickém poli. Metoda DGGE je podobna
metodé SSCP. Lisi se vtom, Ze elektroforeticky déj u DGGE probihd v prostredi

s koncentrac¢nim gradientem vytvorenym denaturacnim roztokem (18).

Pro stanoveni mutaci genu FVIII se pouzivd i metoda denaturacni vysoce Ucinné
kapalinové chromatografie (dHPLC). Vysledek dHPLC analyzy musi byt v ptipadé
pozitivniho ndlezu mutace ovéren sekvenaci (18).

Je-li zjisténa nizkd aktivita koagulaéniho FVIII, je jeSté zapotrfebi potvrdit
nepfitomnost inhibitoru FVIII. TéZ je nutné vyloucit autozomalné dédi¢né onemocnéni
— von Willebrandovu chorobu nebo nedostatek nékolika plazmatickych koagulaénich

faktor( (10). U Zen je také treba vyloudit Turnerlv syndrom - syndrom vyvolany

pfitomnosti monozomie 23. chromozomu, tzv. X0 pohlavniho chromozomu (18).

3.3.7 Lécba hemofilie

Hemofilie patfi mezi onemocnéni, kterd nelze zcela vylécdit. Z tohoto dlvodu se

pouziva lécba substitucni, nikoliv kauzdlni. Substitucni |écba hemofilie A spociva v
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poddavani koncentratu FVIII, ktery nemocnému clovéku v krvi chybi. Terapie by vidy
méla byt vedena odbornym specialistou, nejlépe hematologem z hemofilického centra

(17).

Podle typu hemofilie a zadvaznosti krvaceni, které se u daného typu vyskytuje, se
stanovuje velikost aplikované davky koncentratu FVIIl. Pfredpoklada se, Ze aplikace
jedné jednotky FVIII navysi jeho hladinu v krvi o 1,5 — 2 %. Celkovd potfebna davka

koncentratu je zavisla na hmotnosti pacienta a vypocita se podle nasledujiciho vzorce:

potiebné mnoistvi jednotek FVIII
= (hmotnost pacientav kg x pofadovany vzestup v %) x 0,6

(9).

Podavani substitu¢nich preparatll se provadi pfriblizné 2 — 3x tydné podle
pravidelného rozvrhu. Cilem terapie je zabranit krvaceni a soucasné chranit pacienta
pred vznikem dalSich doprovodnych poskozeni, napf. pohybového aparatu. Z dlivodu
vaznych projevli onemocnéni je pro hemofilického pacienta nutna komplexni péce. Pfi
terapii dochazi k propojeni lé¢ebnych metod obor( ortopedie, rehabilitace, genetiky,

stomatologie a psychologie (17).

Podavané koncentraty musi mit pfesné definované vlastnosti, aby jejich aplikace
byla pro pacienta co nejbezpecnéjsi. Hlavni diraz se klade na jejich stabilitu, Cistotu,

nepritomnost jinych proteint a minimalni imunogennost (9).

3.3.7.1 Komplikace lécby

V pribéhu lé¢by mlze nastat komplikace v podobé vyskytu specifického inhibitoru
namifeného proti FVIII. To se stava pfiblizné u 3 — 23 % pacientd trpicich tézkym
stupném hemofilie. Po aplikaci Iééebného koncentratu dochazi nejcastéji k tvorbé

aloprotilatek typu IgG. Ojedinéle se objevuje i tvorba autoprotilatek proti FVIII (18).

Pfitomnosti inhibitoru proti FVIII se terapie stdva neucinnou a to i v pfipadé
poddavani vysokych lécebnych davek. Vyskyt protilatek proti FVIII Ize potvrdit pomoci
testu na principu aPTT, tzv. cirkulujiciho antikoagulans. Diagnosticky spolehlivéjsi je
vySetfeni inhibitoru pomoci Bethesda metody (24), kterou se stanovuji tzv. Bethesda

jednotky (BU). BU je definovana jako mnoiZstvi inhibitoru, které zneutralizuje béhem
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inkubace 50 % plazmatického FVIII (14). MnozZstvi inhibitoru se ¢asto u pacientd méni a
mUZe nabyvat i témér nulové koncentrace. Pfi podani nové davky koncentratu jeho

hladina zpravidla prudce vzroste (2).

Pacienty s inhibitorem proti FVIII délime podle sily inhibitoru a reakce organismu
po podani koncentratu FVIII do dvou skupin na tzv. - ,low responder” a ,high
responder”. ,Low responder” je hemofilik s koncentraci inhibitoru pod 5 BU/ml, , high

responder” ma hladinu inhibitoru nad 10 BU/ml (2).

Hemofiliky s inhibitorem proti FVIII je mozné |éCit rekombinantnim faktorem Vlla
nebo koncentrovanym aktivovanym protrombinovym komplexem. Snizeni koncentrace
inhibitoru lze dosahnout pravidelnym poddvanim koncentrovaného FVIII spolu s
rekombinantnim FVlla a léky na potlaéeni imunity. Novou metodou eliminace
inhibitoru je imunoadsorpéni metoda zaloZend na principu adsorpce protildtek na

protein A — sefarézu (18).

Lééba nemocnych s inhibitorem nespodivd pouze vlécbé inhibitoru, ale také
v |1é€bé bolesti, kterou tito pacienti ¢asto trpi. AZ 70 % pacientl uzivd na tlumeni bolesti
analgetika. Pfi vybéru analgetik je dlleZité vyvarovat se farmak, které svym ucinkem

mohou podnécovat tvorbu krvaceni, napf. l1éCiva obsahujici kyselinu acetylsalicylovou

(9).

3.4 Laboratorni stanoveni koagulacniho faktoru VIIl a jeho
inhibitoru

Pfi laboratornim stanoveni koagulacniho faktoru VIII se obvykle stanovuje jeho

funkéni aktivita v plazmé. Dale je mozné vysetfit antigen faktoru VIII, coz se nejcastéji

provadi metodou imunoanalyzy (ELISA) (24). V praxi se ale toto vySetfeni pfilis

nevyuziva (2). U pacientl se specifickym inhibitorem proti faktoru VIIl je nutné stanovit

jeho koncentraci v Bethesda jednotkach na mililitr plazmy (BU/ml) (24).

3.4.1 Laboratorni metody stanoveni aktivity faktoru VIl

Laboratorni stanoveni koagulacniho faktoru VIII je moiné provést nékolika
zpUsoby. Zakladni diagnostické metody vysetreni aktivity faktoru VIII jsou zaloZené na

koagula¢nim nebo fotometrickém principu (2). K vySetfeni se pouziva plazma ziskana
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centrifugaci nesrdzlivé Zilni krve, ktera byla odebranda do zkumavky s citratovym

antikoagulacnim cinidlem (25).

Pfi koagulacnim testu se mérfi ¢as potfebny k vytvoreni fibrinovych vldken po
aplikaci startovaci reagencie do kyvety s vySetfovanym vzorkem (2). Zfredéna plazma
stanovovaného vzorku se smicha s FVIII deficitni plazmou. Jedna se o plazmu, kterd
neobsahuje faktor VIII, ale vSechny ostatni koagulacni faktory obsahuje v nadbyte¢ném
mnoistvi. Poté se do smési pfidd aPTT reagencie a nechd se inkubovat pfi 37 °C. Déle
se jako startovaci reagencie pridad roztok chloridu vapenatého (CaCl,) a zméfi se cas,
potiebny k vytvofeni prvnich fibrinovych viaken. Nakonec se aktivita koagula¢niho

faktoru VIl vyjadrena v procentech odecte z kalibracéni krivky (8).

Podstatou fotometrickych testll je méreni zmény absorbance v méfici kyveté
obsahujici stanovovany vzorek a pfidané reagencie. V kyveté dochazi k rozkladu
specifického chromogenniho substratu. Absorbance se méfi spektrofotometrem pfi
vhodné vinové délce, obvykle pfi 405 nm (2). Pti testu dochazi k hydrolyze specifického
chromogenniho substratu, ze kterého se uvolfuje Zluty paranitroanilin. Hydrolyzu
substratu vyvold aktivovany faktor X, jehoz aktivace je zavisla na aktivité koagulaéniho
faktoru VIII pfitomného ve vysSetfovaném vzorku. Zaznamendva se barevna zména,
ktera nastava Stépenim substratu aktivovanym faktorem X. Nasledné se odecte aktivita

koagulac¢niho faktoru VIII, vyjadrena v procentech, z kalibracni krivky (8).

Oba testy se provadi na automatickych koagulometrech. Ty mohou byt
mechanické nebo fotooptické. Mezi mechanické patfi kulickovy nebo hackovy
koagulometr. Méreni fotooptickymi koagulometry jsou nejcastéji zaloZzena na

turbidimetrickém ¢i nefelometrickém principu (2).

3.4.2 Laboratorni stanoveni inhibitoru faktoru VIII

Kromé stanoveni funkcni aktivity faktoru VIII se v nékterych pfipadech také
stanovuje jeho specificky inhibitor. Jedna se o jeden z nejvice se vyskytujicich ziskanych
inhibitor( koagulacniho systému (18). Prvnim klicovym ukazatelem jeho pritomnosti
muze byt prodlouzeni  koagulaéniho  ¢&asu aktivovaného parcidlniho

tromboplastinového testu (aPTT).
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Pti prodlouzeni aPTT se nasledné provadi tzv. smésny (korekéni) test. Timto
testem se rozlisi, zda se jedna o pfitomnost inhibitoru nebo o nedostate¢né mnozstvi i
poruchu funkce nékterého z koagulacnich faktoru, Gcastnicich se vnitini cesty aktivace
pfemény protrombinu na trombin. PFi testu se smichd pacientova plazma s normalni
plazmou v poméru 1:1. Smés se inkubuje 1 nebo 2 hodiny a poté se vysetfi aPTT (26).
V pfipadé, Ze se ve vySetfovaném vzorku vyskytuje inhibitor, zlstane aPTT
prodlouzeny. Jestlize je ve vzorku pacientovy plazmy nedostateéné mnozstvi nékterého
z koagulacnich faktord, hodnota aPTT se normalizuje, protoZe se tento deficit zkoriguje
faktorem dodanym do smési z normalni plazmy (18). Prodlouzeni aPTT zplsobené
pritomnosti inhibitoru je tfeba nasledné potvrdit. Navic je nutné rozlisit, zda se jedna o
pfitomnost specifického inhibitoru proti nékterému z koagulacnich faktorli nebo o

nespecificky inhibitor, napf. protilatky typu lupus antikoagulans (26).

Po provedeni korekéniho testu se zpravidla stanovuje aktivita faktoru VIII
koagula¢ni nebo chromogenni metodou. Pokud je pfitomen specificky inhibitor proti
koagulacénimu faktoru FVIII, je funkéni aktivita tohoto faktoru snizena z dlivodu
vyvazani faktoru svym specifickym inhibitorem. V takovém pfipadé se urcuje sila

inhibitoru, ktera se obvykle udava v Bethesda jednotkach.

Kvantifikace inhibitoru se provadi nejéastéji Bethesda metodou. Tato metoda
stanovuje tzv. zbytkovou aktivitu koagulacniho faktoru VIII ve smésich, které obsahuiji
geometrickou fadou naredénou plazmu pacienta a normalni plazmu v poméru 1:1 po
dvouhodinové inkubaci pfi 37°C. Po inkubaci se vySetfuje aktivita faktoru VIII
v jednotlivych smésich a prepocitava se jeho zbytkova aktivita na mnozstvi inhibitoru
v Bethesda jednotkach (BU) (27). Jedna BU je definovana jako takové mnozstvi
inhibitoru, které snizi aktivitu faktoru VIII béhem dvou hodinové inkubace na polovinu
(28). Kdlkazu pritomnosti inhibitoru se také pouZiva Nijmegenova modifikace
Bethesda metody. Provadi se v pfipadech, kdy je hladina inhibitoru nizka. Modifikace
vyuziva imidazolového pufru, ktery stabilizuje pH prostiedi a tim brani ovlivnéni

vysledku zménami pH (27).

24



4. Prakticka cast

Prakticka cast bakalarské prace se zabyva vysSetfenim funkcni aktivity faktoru VIII
na souboru pacientd koagulaéni a chromogenni metodou na mechanickém
automatickém koagulometru STA-R Evolution firmy Diagnostica Stago. Rutinni
koagulaéni metoda pracuje na bdazi aPTT s pfidavkem FVIII deficitni plazmy.

Chromogenni metoda vyuziva set DG-Chrom FVIII firmy Grifols.

Ziskané namérené vysledky budeme porovndvat a statisticky vyhodnocovat.

4.1 Vysetrovany material

V této kapitole jsou struc¢né popsany podminky spravného odbéru materidlu pro
vySetieni funkéni aktivity faktoru VI, jeho transport do laboratofe, pfiprava a

skladovani materidlu pred analyzou a charakteristika vySetfovaného materialu.

Pro vysSetreni funkéni aktivity koagulacniho faktoru VIII je dalezity spravny odbér
krve. Zejména je tfeba dodrzet spravny pomér krve a protisrazlivého cinidla. Odebira
se devét dild Zilni krve do umélohmotné zkumavky, v niz je jeden dil 0,109 mol/I (3,2 %)

citratu sodného (31).

Po odbéru musi byt vzorek co nejrychleji dopraven do laboratore. Nejdelsi
akceptovatelna doba transportu jsou dvé hodiny. BEhem prepravy musi byt teplota
vzorkd udrZovana vrozmezi 15 — 25 °C. Do laboratofe je materidl dopravovan také
z externich pracovist. Ztéch muZe byt poslana Zilni krev ve zkumavkach nebo
zamrazend i nezamrazena citratova plazma v mikrozkumavkach. Béhem transportu
zamrazené plazmy nesmi dojit k jejimu rozmrazeni. Nezamrazena stazena plazma musi
byt do laboratofe dopravena nejdéle do tfech hodin po odbéru. Béhem transportu je

nutné udrzovat jeji teplotu v rozmezi 15 — 25 °C (31).

Pfed vysetfenim se krevni vzorky deset minut centrifuguji pfi 3500 ot./min. Po
centrifugaci se plazma stdhne do plastové mikrozkumavky a bud’ se okamzité pouzije
k vysetfeni, nebo se zamrazi v hlubokomrazicim boxu na — 70 °C. Jednd se totiZ o
specialni vySetreni, které se provadi v sériich. ZamraZenou plazmu muzZzeme skladovat

po dobu tfi mésicl. Pfed samotnym vysetfenim je nutné plazmu rozmrazit pfi 37 °C a
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dalSich 15 minut pfi této teploté temperovat. Poté je vzorek pfipraveny k vySetfeni

(31).

V této préci byl vySetifen soubor 83 pacientl, 46 Zzen a 37 muz(l. Primérny vék byl

46 let a median 48 let. Vékové rozmezi se pohybovalo od 5 do 78 let.

4.2 Automaticky koagulometr STA-R Evolution

K méreni aktivity koagulacniho faktoru VIII koagulacni i chromogenni metodou
jsme pouzili mechanicky automaticky koagulometr STA-R Evolution od firmy
Diagnostica Stago, umistény v laboratofi IV. interni hematologické kliniky FN v Hradci

Kralové.

[REF] 80184

0931634B

e 4

s
i -

Obrazek 6 Koagulometr STA-R Evolution
Zdroj: (29)

Tento koagulometr pracuje na koagulacnim, spektrofotometrickém a

imunoturbidimetrickém principu.

Podstatou koagulacniho principu je sledovani tvorby fibrinového viakna béhem

aktivace koagulac¢niho déje. K méfeni se vyuZiva kyveta, v niz se pohybuje kovova
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kulicka v magnetickém poli. Vlivem probihajiciho koagula¢niho déje dochazi ke zméné
viskozity reakéniho prostfedi a tim i ke zméné pohybu kulicky v kyveté. P¥i
definovaném zpomaleni pohybu kulicky vkyveté dojde kzastaveni méreni

koagulacniho ¢asu.

U spektrofotometrickych a imunoturbidimetrickych testll se méfi zmény
absorbance monochromatického svétla po prlchodu kyvetou. Spektrofotometrickym
testem se zjiStuje zména absorbance pfi vinové délce 405 nm, u

imunoturbidimetrického testu pfi 540 nm (30).

Koagulometr ma celkem 220 vySetfovacich pozic pro vySetfované vzorky a 75
pozic pro umisténi reagencii. Pfistroj také obsahuje zasobnik na 1000 kyvet, ve kterych
se provadéji jednotliva méreni.

Vnitfni prostor pristroje je rozdélen do tfi casti. Prvni €ast slouzi k uloZeni
zasobnikd na zkumavky, ve druhé jsou umistény reagencie potrebné k méreni. Treti

Cast je tvorena inkubacnimi a méficimi jamkami, temperovanymi na 37°C (30).

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Principy pouzitych metod

V této kapitole jsou zminény principy pouzitych metod, pouzité reagencie, jejich

pfiprava a stabilita a nastaveni pipetovaciho protokolu v koagulometru.
Koagulaéni metoda:

Zfedéna vysetifovana plazma se smisi s FVIII deficitni plazmou. Jedna se o plazmu,
ze které byl odstranén faktor VIII, ale ostatni koagulacni faktory obsahuje
v nadbyte¢ném mnoistvi. Poté se pfidd aPTT reagencie se zvySenou citlivosti ke
koagulaénim faktorlim a smés se 4 minuty inkubuje pfi 37°C. Reakce se odstartuje
pridanim chloridu vdpenatého. Méfi se koagulacni ¢as, ktery je pfimo umérny aktivité
faktoru VIl ve vySetfovaném vzorku plazmy. Zkalibracni kfivky se na zakladé
naméreného koagulacniho casu odec¢te hodnota funkéni aktivity faktoru VIII

v procentech (31).
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Chromogenni metoda:

Principem tohoto testu je tvorba komplexu faktoru VIII, pfitomném ve vysetfované
plazmé, s pfidanym aktivovanym koagulac¢nim faktorem IX. Kromé faktoru IX se do
reakce také pridd faktor X, trombin, vapenaté ionty a smés fosfolipidl, v jejichz
prfitomnosti vznikd komplex, tzv. vnitini tendza, ktery aktivuje koagulaéni faktor X
v reakéni smési. Ten nasledné Stépi pridany specificky substrat, ze kterého se
odstépuje paranitroanilin. MnoZstvi odstépeného paranitroanilinu je detekovano jako
zména absorbance pomoci spektrofotometru pfi 405 nm. Podle hodnoty absorbance

se z kalibra¢ni kfivky odecte funkéni aktivita faktoru VIl v procentech (32).

4.3.2 Reagencie, jejich priprava a stabilita
Pro koagula¢ni metodu byly pouzity tyto reagencie:

Tabulka 1 Potfebné reagencie pro koagulacni metodu

Reagencie Vyrobce Sarie Exspirace
aPTT reagencie Diagnostica 13003.01 04/2014
C K Prest5 se zvysenou Stago
citlivosti ke
koagulacnim
faktordm
DG-FVII deficitni Grifols 12004.01 12/2014
plazma
roztok 0,025 M startovaci dodava lékarna 05/2014
CacCl, reagencie FN HK
Owren- fedici roztok Diagnostica 111242 07/2015
KollerGv pufr Stago

Zdroj: vlastni zpracovani
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Pfiprava reagencii:

Reagencie DG-FVIII a C. K. Prest 5 se uchovavaji v lyofilizované formé a musi se
pred pouZitim naredit. Pfed fedénim je nutné, aby reagencie byly vytemperované na

laboratorni teplotu. Owren-Koller(v pufr a roztok CaCl; jsou pfipraveny k pouZiti.

Reagencie DG-FVIII se fedi pfidanim 1 ml vody pro injekce. Reagencie C. K. Prest 5
se vytvori smichdanim a naslednym promichanim reagencii C. K. Prest 5 ¢. 1 a C. K. Prest

5¢. 2.

Obé lahvicky s nafedénymi roztoky se nechaji 30 minut stat pfi laboratorni teploté

a poté se jemné promichaji (31).
Stabilita reagencii:

Tabulka 2 Teplota skladovdni reagencii pro koagulacni metodu a jejich stabilita

Reagencie Teplota skladovani Stabilita v pfistroji
C. K. Prest 5 (naredény) 15-19°C 24 hodin
FVIII deficitni plazma 15-19°C 8 hodin
(naredénad)
Roztok CaCl, 15-19 °C 3dny
Owren-Kollerav pufr 15-19°C 3dny

Zdroj: vlastni zpracovani
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Pro chromogenni metodu byl pouZit set DG-Chrom FVIII od firmy Grifols, ktery

obsahuje tyto reagencie:

Tabulka 3 PotiFebné reagencie pro chromogenni metodu

Reagencie
DG-FXa Sust chromogenni substrat obsahujici 10 umol
FXa-1a 0,012 umol aNAPAP
DG-Phos reagencie obsahujici fosfolipidy a albumin
DG-FIXa/FX reagencie obsahujici FIXa, FX, Ca”,
albumin a trombin
DG-FVIII Dil fedici imidazolovy pufr obsahuijici chlorid
sodny a 0,2% albumin
DG-FVIII Sust Add reakéni pufr obsahujici Tris, EDTA a
chlorid sodny

Zdroj: vlastni zpracovani

Sarze pouZitého setu DG-Chrom FVIII od firmy Grifols byla 13003.01 s exspiraci
04/2015.

Pfiprava reagencii:

Reagencie DG-FXa Sust, DG-Phos a DG-FIXa/FX se musi pfed pouzitim nafedit 2 ml

destilované vody.

Naredéna reagencie DG-FXa Sust se po naredéni vodou smicha s reagencii DG-FVIII

Sust Add.

Vsechny nafedéné reagencie se nechaji 10 minut stat pfi laboratorni teploté (32).
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Stabilita reagencii:

Tabulka 4 Teplota skladovadni reagencii pro chromogenni metodu a jejich stabilita

Reagencie (rozpusténé) Teplota skladovani Stabilita
DG-FXa Sust 20°C 1 mésic
Roztok DG-FXa Sust + DG- 20 °C 8 hodin

FXa Sust Add

DG-Phos 20 °C 17 hodin

DG-FIXa/FX 20°C 8 hodin

Zdroj: vlastni zpracovani

Jestlize jsou nerozpusténé reagencie skladovany pfi teploté 2 — 8 °C, je jejich

stabilita zarucena do data exspirace (32).

4.3.3 Nastaveni pristroje

Koagula¢ni vysetteni funkéni aktivity faktoru VIII na koagulometru STA-R Evolution
se provadi metodou VIII G/20. Jestlize je naméfena hodnota aktivity faktoru VIl nad
horni hranici rozsahu metody (200 %), je vhodné pro vétsi presnost vysledk( vzorek
naredit Owren-Kollerovym pufrem napf. vpoméru 1:1, smés zméfit a vyslednou

hodnotu vyndsobit v tomto pfipadé dvéma (31).
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Koagula¢ni metoda VIII G/20:

Tabulka 5 Nastaveni STA-R Evolution pro metodu Vil G/20

Nazev metody: VIl G/20
Testovana plazma 50 ul
Redéni Owren-Kollerovym pufrem 1/20
DG-FVIlI 50 ul
C. K. Prest 50 ul
Inkubace 240 s
0,025 mol/I CaCl, 50 ul
Méreni koagulacniho ¢asu

Zdroj: vlastni zpracovani

Fyziologické rozmezi funkéni aktivity faktoru VIII je 50 — 150 %. Jestlize je hodnota
funkéni aktivity faktoru VIII mensi nez 50 %, musi se vzorek premérit metodou VIl G,
kterd se od metody VIII G/20 lisi pouze fedénim vySetfované plazmy. V tomto pripadé

se vzorek v pfistroji fedi Owren-Kollerovym pufrem v poméru 1/10 (31).

Pokud je namérend funkcni aktivita faktoru VIII mensi nez 10 %, vzorek se
preméruje metodou VIII G/L, coZ je metoda pro nizké hodnoty aktivity faktoru VIII. Ta
se od predchozich dvou metod opét lisi pouze redénim vysetfované plazmy. V tomto

pripadé se vzorek v pristroji fedi Owren-Kollerovym pufrem v poméru 1/5 (31).

Analyzator ke kazdému namérenému koagulaénimu ¢asu odecte z kalibracni krivky

pfislusnou hodnotu aktivity faktoru VIl v procentech (31).

Vysetreni funkcéni aktivity faktoru VIII chromogenni metodou na koagulometru

STA-R Evolution se provadi metodou CHROM 8.
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Chromogenni metoda CHROM 8:

Tabulka 6 Nastaveni STA-R Evolution pro chromogenni metodu

Nazev metody CHROM 8
Testovana plazma 25 ul
Redéni DG-FVIII Dil 1/40

DG-Phos 40 pl
Inkubace 0s
DG-FIXa/FX 40 pl
Inkubace 300s
DG-FXa Sust 200 pl

Méreni absorbance

Zdroj: vlastni zpracovani

Je-li namérena hodnota aktivity faktoru VIII v rozmezi 0 - 20 %, pfistroj vzorek
automaticky prefedi a znovu proméfi. Misto fedéni 1/40 se v tomto pfipadé pouZije
fedéni 1/10. Naopak jsou-li namérené hodnoty aktivity faktoru VIII vyssi nez horni
hranice rozsahu metody (144 %), je tfeba vzorek premérit metodou CHROM 8/H, u

které je nastavené fedéni vzorku 1/80.

Analyzator ke kazidé namérené absorbanci odecte z kalibraéni kfivky pfislusnou

hodnotu aktivity faktoru VIII v procentech (32).

4.4 Kalibrace pristroje a kontrola kvality

Pred zacatkem méreni kazdé série vzorkl se pristroj kalibruje a poté se méri
kontrola spravnosti na dvou atestovanych kontrolnich plazmach s rozmezim hodnot

deklarovanych vyrobcem.

4.4.1 Kalibrace pristroje

Koagulacni i chromogenni metodu je nutné pred kazdou sérii vzorkd nakalibrovat

na kalibracni plazmu svychozi hodnotou funkéni aktivity faktoru VIII uvedenou
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vyrobcem. Zatimco koagulacni metoda vyuziva jednu kalibra¢ni plazmu a kjejimu
fedéni dochazi v pfistroji, u chromogenni metody jsou soucasti setu ctyfi kalibraéni
standardy. Vysledkem kalibrace je kalibraéni kfivka, kterd je u koagulacni metody
zavislosti funkéni aktivity FVIII na koagula¢nim ¢ase a u metody chromogenni zavislosti

funkéni aktivity FVIII na hodnotach absorbance.

U koagulaéni metody je jedna kalibracni kfivka spole¢na pro metody VIII G/20 a
VIl G, tedy pro metody méfici aktivitu faktoru VIII v rozsahu od 50 do 200 %. Kalibra¢ni
kiivka je sestrojena ze 4 bod(l. Redéni kalibraéni plazmy si pfistroj provadi sdm a to
v pomérech: 1/10, 1/30, 1/80 a 1/160. Druha kalibracni kfivka je pro metodu VIII G/L
pro méfeni nizkych hodnot aktivity faktoru VIII. Redéni kalibraéni plazmy je v
pomérech: 1/20, 1/40, 1/100 a 1/400. Kalibrace obou kfivek se provadi pomoci
komeréni kalibraéni plazmy firmy Diagnostica Stago — STA Unicalibrator. Do pfistroje se
zaddva pouze vychozi koncentrace kalibraéni plazmy deklarovana vyrobcem. Obé
kalibra¢ni krivky jsou ¢tyrbodové, obé osy jsou logaritmické, zavislost je linedrni. Po
kalibraci se vidy provadi méreni kontroly spravnosti pomoci atestovanych kontrolnich

plazem, normalni a patologické, s rozmezim deklarovanym vyrobcem (31).

Lyofilizovana kalibracni plazma STA Unicalibrator se pfed pouZitim necha
vytemperovat na laboratorni teplotu, nafedi se 1 ml vody pro injekce, necha se 30
minut rozpoustét pfi laboratorni teploté a nasledné se jemné promicha. Poté se muize

pouzit ke kalibraci.

Pro nasi kalibraci pred mérenim jsme poutzili reagencii STA Unicalibrator od firmy

Diagnostica Stago SarZe 110665 a exspiraci 12/2014.

Po kalibraci se provadi kontrolni méreni spravnosti pomoci kontrolnich plazem,

normalni a patologické (31).
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Stabilita kalibra¢ni reagencie:

Tabulka 7 Stabilita kalibracni plazmy pro koagulacni metodu

Kalibrani reagencie Teplota skladovani Stabilita
STA Unicalibrator 15-19°C 4 hodiny
(nafedény)

Zdroj: vlastni zpracovani

U chromogenni metody je pouze jedna kalibracni kfivka pro vysSetfovani nizkych,
normalnich i vysokych hodnot aktivity koagulacniho faktoru VIII. Soucdsti setu jsou
Ctyfi lyofilizované kalibracni standardy DG-FVIII Ref 1-4 s pfesné definovanou aktivitou
FVIII deklarovanou vyrobcem. Kalibra¢ni kfivka je c¢tyfbodovd, obé osy jsou linearni,
zavislost je také linearni. Po kalibraci se vidy provadi méreni kontroly spravnosti
pomoci atestovanych kontrolnich plazem, normdlni a patologické, srozmezim

deklarovanym vyrobcem.

Lyofilizované kalibraéni standardy DG-FVIII Ref 1 - 4 se pfed pouzitim nechaji
vytemperovat na laboratorni teplotu, nafedi se 1 ml vody pro injekce, nechaji se 10
minut rozpoustét pfi laboratorni teploté a nasledné se jemné promichaji. Poté se
mohou pouzit ke kalibraci. Kazda reagencie je v pristroji nafedéna pomoci fediciho

pufru v poméru 1/40 (32).

Pro nasi kalibraci pred mérenim jsme pouzili reagencie DG-FVIII Ref 1 - 4 od firmy

Grifols Sarze 13003.01 a exspiraci 04/2015.
Stabilita kalibracnich reagencii:

Tabulka 8 Stabilita kalibracnich plazem pro chromogenni metodu

Kalibraéni reagencie Teplota skladovani Stabilita

DG-FVIIIRef 1 -4 20°C 8 hodin

Zdroj: vlastni zpracovani
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4.4.2 Kontrola kvality

Vysetfeni funk¢ni aktivity koagulacniho faktoru VIII se provadi v sériich. Pred
vySetfenim kazdé série vzorki se vidy provede méreni kontroly sprdvnosti
s atestovanymi kontrolnimi plazmami STA System Control N + P od firmy Diagnostica
Stago (normalni plazma a patologicka kontrolni plazma), které maji vyrobcem

deklarované rozmezi pro funkéni aktivitu faktoru VIII.

Pfed pouzitim se lyofilizované kontrolni plazmy nechaji vytemperovat na
laboratorni metodu, nafedi se 1 ml vody pro injekce, nechaji se 30 minut rozpoustét,
jemné se promisi a poté mohou byt pouzity k vySetieni kontroly spradvnosti. Namérené
hodnoty funkéni aktivity faktoru VIII se vidy musi pohybovat ve vyrobcem
deklarovaném rozmezi. V opacném pfipadé je nutné provést novou kalibraci a kontrolu

spravnosti zopakovat (31).
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4.5 Pracovni postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nejprve jsme si pripravili potfebné reagencie k obéma metodam, kalibracni a

kontrolni plazmy.

Nafedéné a promichané reagencie jsme zadali do pfistroje, véetné jejich

objemu, SarZe a doby stability.

Spustili jsme kalibrace obou metod. Kalibracni kfivky si koagulometr vytvofri
automaticky. Do pfistroje jsme zadali pouze vychozi hodnoty kalibraénich

plazem, které vyrobce uvadi ke kazdé Sarzi reagencie.

Po kalibraci jsme provedli kontrolu spravnosti pomoci atestovanych kontrolnich

plazem STA System Control N + P.

Poté, co analyzator zméfil kontrolni plazmy a namérené hodnoty se pohybovaly
v predepsanych mezich, jsme vyndali zamrazené vzorky z hlubokomraziciho
boxu a vloZili je do termostatu. V termostatu se vzorky nejen rozmrazily, ale

také vytemperovaly na teplotu 37 °C.

Zkumavky s vySetfovanou nefedénou plazmou jsme vlozZili do analyzatoru pod

Cisly, ktera jim pftiradil laboratorni informacni systém.

Nasledné analyzator provedl zméreni vzork(. Nejprve koagulaéni metodou,

poté chromogenni metodou.

Analyzator zobrazoval na obrazovce pfimo hodnotu funkéni aktivity
koagula¢niho faktoru VIII v procentech, kterou odecetl z prislusné kalibracni
krivky.

Namérené hodnoty funkéni aktivity faktoru VIII se prenesly do laboratorniho

informacniho systému.

10) Namérené hodnoty jsme zapsali do tabulky a vyhodnotili metodou linearni

regrese.
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4.6 Vysledky

Vysledky funkéni aktivity koagulaéniho faktoru VIII naméfené na souboru 83
pacientd bézné pouzivanou koagulacni metodou a soucasné chromogenni metodou

byly zpracovany do tabulky ¢. 11 a €. 12.

Soubor pacientl byl vysSetifen ve dvou sériich, ve dnech 11. 3. 2014 a 26. 3. 2014.
PokaZzdé byly u obou metod provedeny nové kalibrace a zmérena kontrola kvality na

atestovanych kontrolnich plazmach s rozmezim hodnot danych vyrobcem.

Pro méreni kontroly spravnosti jsme poutZili reagencie STA System Control N + P od

firmy Diagnostica Stago SarZe 110541 a exspiraci 02/2015.
Kontrola spravnosti:

Tabulka 9 Kontrola spravnosti mérenad 11. 3. 2014

Datum Reagencie Rozmezi Koagulacni Chromogenni
metoda metoda
11.3.2014 STA System 70-98 % 88 % 74,3 %
Control N
11.3.2014 STA System 34-50% 44 % 41,6 %
Control P

Zdroj: vlastni zpracovani
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Kontrola spravnosti:

Tabulka 10 Kontrola spravnosti mérenad 26. 3. 2014

Datum Reagencie Rozmezi Koagula¢ni Chromogenni
metoda metoda
26.3.2014 STA System 70-98 % 87 % 71,5 %
Control N
26. 3. 2014 STA System 34-50% 46 % 38,9 %
Control P

Zdroj: vlastni zpracovani

4.7 Hodnoceni vysledkii

Namérené hodnoty funk¢ni aktivity koagulaéniho faktoru VIII ziskané koagulaéni a

souCasné také chromogenni metodou

jsme vzajemné porovnali

a statisticky

vyhodnotili metodou linearni regrese v programu Microsoft Excel. Korelace vysledk

namérenych koagulaéni a chromogenni metodou je vyjadfena rovnici pfimky a

hodnotou korelacniho koeficientu r.

Graf 1 Aktivita FVIIl méfena koagulacni a chromogenni metodou

Aktivita FVIIl mérena koagulacni a chromogenni
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Zdroj: vlastni zpracovani
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5. Diskuze

Stanoveni koagulacniho faktoru VIII patfi mezi specidlni vySetfeni s velkym
klinickym vyznamem. Je to dano tim, Ze nizké hodnoty faktoru VIl signalizuji znaéné

riziko rozvoje krvaceni, naopak jeho vysoké hodnoty jsou trombofilnim rizikem.

PFi vySetieni koagulaéniho faktoru VIII se v hematologickych laboratotich zpravidla
stanovuje jeho funkéni aktivita. KvySetfeni se béZzné pouZivd koagula¢ni metoda,
alternativou je v sou€asné dobé chromogenni metoda. Prestoze kazda z téchto metod

pracuje na jiném principu, mély by poskytovat srovnatelné vysledky.

Pti zavadéni novych metod do praxe by si méla kazdd laboratof nejprve provést
srovnavaci studii sjiZz pouzivanou metodou a vyhodnotit miru korelace vysledku

ziskanych obéma metodami.

V nasem pripadé jsme srovndvali chromogenni metodu stanoveni funkéni aktivity
faktoru VIII srutinné pouzZivanou koagulaéni metodou na souboru 83 pacientu.

Vysetieni obéma metodami byla provedena soubézné.

Hodnoty funkéni aktivity faktoru VIl ziskané obéma metodami jsme vynesli do
korela¢niho grafu. Statistickym vyhodnocenim namérenych vysledkdi metodou linearni
regrese se potvrdilo, Ze srovndvané metody spolu koreluji. Korelaci vyjadfuje rovnice

regresni prfimky: y =0,9777x + 1,7028 a hodnota korelaéniho koeficientu r=0,991.

Pro dosazZeni co nejlepSiho srovnani obou metod byly kromé plazem ,,normalniho
vzhledu” vysetfeny také hemolytické, ikterické a chyldzni plazmy. Rovnéz v tomto

souboru vzorkd bylo dosazeno dobré korelace namérenych vysledka.

Validovany rozsah koagulacni metody je 0 — 200 % funk¢ni aktivity faktoru VIII, u
metody chromogenni 0 — 144 %. V pripadé méreni vzorkl s vyrazné vyssi aktivitou FVIII
sice pristroj prodlouzenim kalibra¢ni kfivky hodnotu odecte, vysledek vSsak mlze byt
nepresny. Pokud je nutné ziskat co nejpresnéjsi vysledek, je nejvhodnéjsi naredit
vySetfovany materidl Owren-Kollerovym pufrem napf. v poméru 1:1, smés vysSetfit a
vysledek funkéni aktivity FVIII poté vynasobit, v nasem pfipadé dvéma. Z klinického
pohledu vsak tato nepresnost u takto vysokych hodnot funkéni aktivity FVIII nema

zdsadni vyznam, nebot se v kazdém pripadé jedna o vyznamné trombofilni riziko.
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Spise pro zajimavost byly vySetieny tfi vzorky od pacientl pozitivnich na protilatky
typu lupus antikoagulans. Snahou bylo prokazat faleSné nizké vysledky funkéni aktivity
faktoru VIII ziskané koagulacni metodou. Toto tvrzeni se u téchto tfi pacientd
prokazalo. BohuZel se ale nejedna o statisticky vyznamny soubor, protoZe vzhledem
k zachytu pozitivity protilatek typu lupus antikoagulans se nam nepodafilo ziskat vice
takovych vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se takové vysledky u téchto pacientl ocekdvaly,

nebyly do srovndvaci studie zahrnuty.

Vysetieni vzorkli od pacientd silné pozitivnich na protilatky typu lupus
antikoagulans zde zminujeme z toho dlvodu, Ze chromogenni metodou se podafilo
naméfit pravdépodobné spravné hodnoty funkcni aktivity faktoru VIII. Koagulaéni
metodou to principidlné nelze. Pfi¢inou prodlouZeni koagulacniho ¢asu v systému aPTT
je pfitomnost protilatky typu lupus antikoagulans, nikoliv snizend funkéni aktivita
faktoru VIII. Proto jsme koagula¢ni metodou naméfili faleSné nizké hodnoty funkéni

aktivity faktoru VIII.
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6. Zaver

V teoretické casti bakaldrské prace byly stru¢né podany zakladni informace o
strukture, syntéze, sekreci, funkci a dédicnosti koagulaéniho faktoru VIII a také
popsano krvacivé onemocnéni zplisobené jeho nedostatkem nebo funkéni poruchou —

hemofilie A. Byly zde shrnuty i sou¢asné moznosti laboratorniho stanoveni tohoto

koagulacniho faktoru, véetné jeho specifického inhibitoru.

V praktické ¢asti jsme se zaméfili na porovnani dvou v soucasné dobé dostupnych
laboratornich metod, které se pouZivaji ke stanoveni funkéni aktivity koagulacniho
faktoru VIII. Porovndvali jsme vysledky naméfené na souboru pacientll béiné
pouzivanou koagulaéni metodou na bazi aPTT s pridavkem deficitni plazmy a

chromogenni metodou s pouzitim setu DG-Chrom FVIII firmy Grifols.

Statistickym vyhodnocenim namérenych vysledkd metodou linearni regrese jsme
dospéli k zavéru, Ze srovnavané metody spolu koreluji (rovnice ptimky y = 0,9777x +

1,7028; hodnota korela¢niho koeficientu r = 0,991)

K vySetfeni funkéni aktivity koagulaéniho faktoru VIII je chromogenni metoda
vhodnou alternativou koagulaéni metody. To se potvrdilo nejen na vzorcich plazmy
,hormalniho vzhledu®, ale také na vzorcich hemolytickych, ikterickych a chyldznich

plazem.

Pouziti chromogenni metody pro stanoveni funkéni aktivity faktoru VIII je vyhodné
zejména u pacientl s protildtkami typu lupus antikoagulans. V ostatnich pfipadech
bychom doporucili dale pouzivat pro stanoveni funkéni aktivity faktoru VIl koagulaéni

metodu, kterd je i finanéné méné ndrocna.
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7. Abstrakt

Pfedkladand bakaldrska prace se zabyva problematikou laboratorniho stanoveni
funkcni aktivity koagulaéniho faktoru VI, jednoho z koagulacnich faktorlG podilejicich
se na zastavé krvdceni, jehoZz deficit ¢i funkéni nedostatecnost vede k zavainému

krvacivému onemocnéni — hemofilii A.

Teoretickd ¢ast prace si klade za cil vytvofit struény prehled informaci o
koagula¢nim faktoru VIIIl — o jeho dédi¢nosti, struktufe, biosyntéze, sekreci a funkci
v organismu. Ddle pak popisuje hemofilii A, onemocnéni zplsobené nedostatecnou
syntézou, funkénim defektem ¢i pfitomnosti inhibitoru proti koagula¢nimu faktoru VIII.
Popsdna je zde historie tohoto onemocnéni, klinickd klasifikace, etiopatogeneze,
diagnostika a lécba. V posledni ¢asti jsou popsany laboratorni metody stanoveni

koagulac¢niho faktoru VIl a jeho specifického inhibitoru.

Prakticka cast se zabyva stanovenim funkéni aktivity koagula¢niho faktoru VIII
bézné pouzivanou koagulaéni metodou a soucasné také chromogenni metodou. Jejim

cilem je namérené vysledky vzajemné porovnat a statisticky vyhodnotit.

Studie byla provedena na mechanickém automatickém koagulometru STA-R
Evolution firmy Diagnostica Stago. Do vySetfovaného souboru byly zatazeny vzorky od
83 nemocnych. Pro co nejlepsi porovnani metod byly vybrany nejen vzorky plazmy
,hormalniho vzhledu®, ale také vzorky hemolytickych, ikterickych a chyléznich plazem.
Ke statistickému hodnoceni namérenych vysledkll byla pouZita metoda linedrni
regrese. Namérené hodnoty aktivity faktoru VIII koagula¢ni a chromogenni metodou
spolu velmi dobfe koreluji (rovnice pfimky y = 0,9777x + 1,7028; r = 0,991). Na nékolika
pacientech pozitivnich na protilatky typu lupus antikoagulans byl pomoci chromogenni
metody prokdzan falesné nizky vysledek funkéni aktivity faktoru VIl ziskany koagulaéni

metodou.

Chromogenni metoda k vysetfovani funkéni aktivity koagulaéniho faktoru VIII je
vhodnou alternativou koagulaéni metody. Lze s ni vySetfovat i vzorky hemolytické,
ikterické a chyldzni, aniz by byl vysledek vyrazné ovlivnén. Vysetifeni chromogenni
metodou je oproti koagula¢ni metodé drazsi. S vyhodou se ale m(iZze pouzit u pacient
pozitivnich na protilatky typu lupus antikoagulans.
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8. Abstract

The present thesis deals with the laboratory determination of the functional
activity of coagulation factor VIII. It is one of the coagulation factors involved in
hemostasis. Its deficit or functional deficiency leads to a severe bleeding disorder —

haemophilia A.

The aim of the theoretical part of this thesis is to create a brief overview of the
coagulation factor VIII — heredity, structure, biosynthesis, secretion and function in the
organism. It also describes haemophilia A, which is a disorder caused by a lack of
synthesis, functional defects or the presence of inhibitors against the coagulation
factor VIII. The history of the disease, clinical classification, etiopathogenesis, diagnosis
and treatment are described in this part. Laboratory methods for determination of

coagulation factor VIl and its specific inhibitor are described in the last part.

The practical part deals with the determination of the functional activity of the
coagulation factor VIII by the commonly used coagulant method and also by the
chromogenic method. The aim is to compare the results and evaluate them

statistically.

The study was performed on the mechanical automatic coagulometer STA-R
Evolution from the company Diagnostica Stago. Samples from 83 patients were
included in the examined group. Not only plasma samples of “normal appearance” but
also hemolytic, icteric and chylous plasma samples were selected for the best
comparison of methods. The method of linear regression was used for the statistical
evaluation of measured results. The measured values of activity of the factor VIII by
the coagulant and chromogenic methods correlate very well together (equation of line
y = 0,9777x + 1,7028; r = 0,991). A falsely low result of the functional activity of the
factor VIII was detected on a few patients who were positive for antibodies lupus

anticoagulant. It was the coagulant method which showed this low result.

The chromogenic method is a suitable alternative for the coagulant method to
investigate the functional activity of the coagulation factor VIII. It is possible to
investigate hemolytic, icteric and chylous samples without a significantly affected

result. The investigation by the chromogenic method is more expensive than by the
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coagulant method but the advantage of the chromogenic method is that it can be used

for patients who are positive for antibodies lupus anticoagulant.

Keywords: coagulation factor VIII, haemophilia A, determination of the functional

activity of factor VI
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9. Pouzité zkratky

AA
°C

pl
aPTT
Arg
Asp
BU
CaCl,
Da
DGGE
dHPLC
DNA
ELISA
FN
FVIII
FVilla
FXa
Glu
HK
IgG
Mb
ml

mRNA

ng

zména absorbance

stupen Celsia

mikrolitr

aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as
arginin

kyselina asparagova

Bethesda jednotka

chlorid vapenaty

dalton —atomova hmotnostni konstanta
denaturant gradient gel electrophoresis
denaturing high pressure liquid chromatography
deoxyribonukleova kyselina

Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay
fakultni nemocnice

koagulacni faktor VIII

aktivovany koagula¢ni faktor VI
aktivovany koagulaéni faktor X

kyselina glutamova

Hradec Kralové

imunoglobulin typu G

megabaze

mililitr

messenger ribonukleova kyselina

nanogram
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nm nanometr

ot. otacky

PCR polymerase chain reaction

pH potencial vodiku

RNA ribonukleova kyselina

s sekunda

SSCP single strand conformation polymorfism
Tyr tyrosin

X" defektni hemofilicky chromozom X

X"X Zena s defektnim chromozomem X

XMy muz s defektnim chromozomem X

X0 Zena s monosomii Zenského pohlavniho chromozomu
XX zdrava Zena

XY zdravy muz
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Tabulka 11 Vzorky vysetfované 11. 3. a 26. 3. 2014

Vzorek ¢. Koagulacni metoda [%] Chromogenni metoda [%]
1 140 141,0
2 139 140,0
3 114 113,8
4 140 137,8
5 177 179,2
6 96 96,0
7 20 16,0
8 1,6 1,6
9 18 14,8
10 45 37,9
11 42 39,9
12 35 34,5
13 48 42,6
14 112 120,5
15 108 102,1
16 116 117,9
17 74 70,5
18 169 186,2
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Vzorek €.

Koagula¢ni metoda [%]

Chromogenni metoda [%]

19 222 235,0
20 252 251,2
21 183 180,8
22 267 257,0
23 353 367,0
24 212 217,8
25 152 157,8
26 246 219,0
27 136 134,2
28 258 241,0
29 144 156,2
30 198 179,2
31 158 174,0
32 144 148,4
33 122 138,0
34 81 89,1
35 64 79,0
36 92 105,0
37 80 91,0
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Vzorek ¢. Koagula¢ni metoda [%] Chromogenni metoda [%]
38 90 75,2
39 126 116,0
40 150 155,1
41 126 132,2
42 168 176,4
43 156 1541
44 137 135,0
45 148 149,2
46 164 153,2
47 79 99,4
48 310 285,4
49 75 67,3
50 72 62,5
51 124 112,8
52 137 125,6
53 120 126,4
54 134 111,8
55 175 169,3
56 146 136,7
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Vzorek €.

Koagula¢ni metoda [%]

Chromogenni metoda [%]

57 137 123,9
58 185 194,1
59 124 112,5
60 143 127,8
61 176 180,0
62 321 309,3
63 127 120,1
64 108 115,0
65 93 90,1
66 135 130,0
67 187 175,4
68 37 39,2
69 121 125,1
70 117 119,3
71 57 55,1
72 35 39,0
73 97 113,0
74 45 37,9
75 42 39,9
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Vzorek €.

Koagula¢ni metoda [%]

Chromogenni metoda [%]

76 35 34,5
77 41 36,6
78 50 51,0
79 17 19,3
80 27 25,0
81 85 90,1
82 95 93,3
83 84 74,6

Zdroj: vlastni zpracovani

Tabulka 12 Vzorky vysetfované 26. 3. 2014 u pacienti s lupus antikoagulans

Vzorek €. u pacienta

s lupus antikoagulans

Koagula¢ni metoda [%]

Chromogenni metoda [%]

1 14 212,2
2 7 56,7
3 70 137,2

Zdroj: vlastni zpracovani
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