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1. Uvod

Hemostaza je schopnost organismu zastavit krvaceni. Za fyziologickych
poméru hemostaza zajistuje fluiditu krve v cévnim fecisti a v pfipadé poruseni
celistvosti cévni stény aktivuje mechanismy vedouci k zastavé krvaceni. Aby byla
hemostaza v rovnovaze, je zapotiebi normalni funkce cévni stény, krevnich desticek
a plazmatickych c¢initeld zahrnujicich systém koagulacni, fibrinolyticky a jejich
inhibitory. NaruSeni homeostatické rovnovahy mulze vyustit na jedné strané
v krvacivé stavy a na strané druhé ve stavy trombofilni.

K diagnostice poruch hemostazy &i k monitorovani antikoagulacni 1é¢by se
pouziva mnoho laboratornich vySetfeni. NejCastéji pozadovanym vySetfenim
hemostazy je protrombinovy test. Jedna se o zakladni rutinné pouzivany skupinovy
koagulacni test, ktery popisuje tzv. vnéjSi cestu aktivace pfemény protrombinu na
trombin a pouziva se také k monitorovani antikoagulacni IéCby kumarinovymi

preparaty, jako je napf. warfarin.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o opravdu €asto pouzivany test, vySetfovany ve
v8ech hematologickych koagulacnich laboratofich, objevuje se na trhu obrovské
mnozstvi vyrobcu a jejich reagencii ke stanoveni tohoto testu. Ne vSechny reagencie

jsou vSak stejné kvalitni, stabilni, citlivé a drahé.

Proto jsme se v této praci rozhodli porovnat vysledky protrombinového testu
nameérené reagenciemi 3 rlznych vyrobcl (Diagon, Diagnostica Stago a Grifols),

abychom prokazali, zda jsou namérené vysledky srovnatelné.



2. Cil prace (zadani)

Cilem mé prace bylo porovnat vysledky protrombinového testu u nahodné
vybranych vzorku plazmy pacientld FN Hradec Kralové, zméfené sou€asné reagencii

firmy Diagon, reagencii firmy Diagnostica Stago a reagencii firmy Grifols.



3. Teoreticka cast

3. 1. Hemostaza

Hemostaza, neboli srazeni krve, je soubor navzajem propojenych a
regulovanych proteolytickych reakci, které konci vytvofenim fibrinové zatky. Cely
proces je nezbytny k udrZzeni vnitfniho prostfedi téla, zejména k zastavé krvaceni
v pfipadé poranéni. ZabezpeCeni organismu proti ztraté krve je organizovano na
nékolika strukturnich udrovnich. Na koagulaci se podileji proteiny plazmy, krevni
elementy a rilzné typy bunék tvoficich sténu poskozené cévy (endotel,
subendotelové struktury, hladké svalstvo cévni stény). (http://cs.wikipedia.org/wiki/ Sr
%C3%A1%C5%BEen%C3%AD _krve)

K naruSeni cévni stény muze dojit plasobenim zevnich i vnitfnich
mechanickych sil (poranéni, vliv svalové prace, krevni tlak, apod.). Vnitfni i zevni
krvaceni je nebezpecné dle mnozstvi uniklé krve a v nékterych pfipadech i v jeho
lokalizaci. Porani-li se drobné arterioly, venuly a kapilary, pak se zastavy krvaceni
uCastni pouze krevni desticky tvorbou tzv. destickového trombu (bily trombus). U
vétSich cév vede k zastavé krvaceni definitivni trombus (Cerveny), vznikajici vlivem
plazmatickych koagula¢nich faktori. Vysledkem hemokoagulace je tedy vznik
fibrinové srazeniny neboli Cerveného trombu, ktery zabrani dalSimu uniku krve.
(Penka, 2001)

3.1.1. Slozky hemostazy

Hemostaza je komplexni déj, na kterém se podili fada slozek a mechanismu
s rozdilnymi vstupy a ucinky. Jedna se o sloZity mechanismus spojeny celou fadou
pozitivnich a negativnich zpétnych vazeb. (Pecka, 2004) Hlavnimi slozkami
hemostazy jsou: cévni sténa, tkanova slozka, krevni destiCky (primarni hemostaza) a
plazmaticky koagulacni systém koagulacnich faktoru, jejich aktivatorud, inhibitord se

slozkami fibrinolyzy.

3.1.1. 1. Cévni sténa

Stény cév se skladaji ze tfi vrstev — tunica intima, tunica media a tunica
adventitia. NejvnitfnéjSi vrstvu tvofi tunica intima, ktera se sklada z endotelovych
bunék, které vystylaji vnitfni povrch cév. Pod endotelem se nachazi vrstva fidkého

subendotelového vaziva a dalSi vrstvy cévy, tvofené bunkami hladké svaloviny,


http://cs.wikipedia.org/wiki/Sr%C3%A1%C5%BEen%C3%AD_krve
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kolagennimi a elastickymi vliakny. (Rosypal, 2003)

Endotel tvofi jednovrstevnou vystelku vSech cév. Vytvari mechanickou bariéru
mezi krvi a tkanémi a ma také metabolické a sekreCni vlastnosti. Endotelialni buriky
secernuji ruzné latky ovliviujici tonus cév jako oxid dusnaty, prostacyklin a
endonukleazy. Dale udrzuji neadhezivni, antikoagulacni, fibrinolytické a
antitrombotické vlastnosti cévniho lumina, ovliviiuji proliferaci bunék stejné jako
zanétlivé a imunologické reakce v cévni sténé. (Vojacek, 2003)

Cévni sténa ma v procesu srazeni krve tfi hlavni ukoly. V pfipadé poranéni
dochazi k vazokonstrikci cévy pomoci jeji hladké svaloviny a elastickych viaken. Je
mistem interakce jednotlivych systémua hemostazy, pfedevsim se pfi jejim poskozeni
aktivuji vdechny ostatni systémy hemokoagulace. Sama cévni sténa uvolfuje latky,
nékteré faktory a inhibitory dulezité pro zastavu krvaceni i udrzovani trombocytu

v intaktnim nebo naopak aktivnim stavu. (Pecka, 2004)

3. 1. 1. 2. Tkanova slozka

Tkanovou slozku hemostazy tvofi latky uvolnujici se pfi poruseni celistvosti
z endotelu a ostatnich bunék. Patfi sem adenosindifosfat (ADP), ktery vyvolava
primarni agregaci krevnich destiCek a tkanovy faktor, ktery startuje tzv. vnéjsi

koagulacni cestu aktivace premény protrombinu na trombin. (Pecka, 2004)

3. 1. 1. 3. Krevni destiCky
Béhem primarni hemostazy vytvofi trombocyty v misté poranéni cévni stény
primarni destiCkovou zatku. Krevni destiCky adheruji k odkrytym subendotelialnim
strukturam (ke kolagenu, fibronektinu, vitronektinu a trombospondinu) pomoci svych
receptorl GP la/lla/llb a GP Ib/V/IX. S adhezi trombocytl dojde zaroven k jejich
aktivaci. Po aktivaci trombocyty zméni svij diskoidni tvar na kulovity a uvolni ze
svych granuli ADP, tromboxan A2, serotonin a odkryji vazebna mista receptorti GP
lIb/llla pro fibrinogen, coz zpusobi, Ze se trombocyty spojuji navzajem - agreguiji.
Nejprve probiha primarni agregace, ktera byva vyvolana hlavné ADP
uvolnénym z porusenych bunék a tkani. Z granuli krevnich destiCek se uvolni dalSi
proagregacni pusobky (ADP, tromboxan AZ2) atrombospondin, ktery vytvofi
stabilizujici mistky mezi destiCkami a agregace se tak stava nevratnou — sekundarni
agregace. Proagregacni stimuly aktivuji dalSi desticky, dochazi k amplifikaci déje a

postupné se tvofi tzv. bily trombus — destiCkova zatka. (Nec€as, 2003)



3. 1. 1. 4. Systém plazmatickych koagulacni faktor

Mezinarodni komise pro nazvoslovi koagula¢nich faktorl sjednotila jejich
nazvy tak, ze doporucila oznaCovat jednotlivé faktory fimskymi Cisly, podle ¢asové
posloupnosti, jak byly objeveny. SouCasné ponechala i néktera synonyma.

Aktivované formy se oznacuji indexem a. (Pecka, 2004)

Faktor I, fibrinogen

Fibrinogen je glykoprotein nachazejici se v krevni plazmé a granulich krevnich
destiCek. Je syntetizovan v jatrech. (Blomback, 1996) Na své molekule obsahuje
specificka vazebna mista pro vapenaté ionty, bilkovinny komplex krevnich destiCek
GP lIb/llla, receptory fibroblastl, endotelialnich, hemopoetickych, mezotelialnich a
jinych bunék. Fibrinogen je substratem pro trombin, plazmin a podobné enzymy.

Podporuje také agregaci krevnich destiCek. (Hosseson, 1997)

Faktor Il, protrombin

Syntéza protrombinu probiha v jatrech a zavisi na pfitomnosti vitaminu K.
Protrombin se sklada z 532 aminokyselin. Uginkem koagulaéniho komplexu
protrombinazy se méni na aktivni koagula¢ni faktor Ila, trombin.

Trombin je koagulaéni faktor s mnoha funkcemi. Dochazi diky nému ke
Stépeni fibrinogenu na fibrin, aktivuje krevni desticky a koagulaéni faktory V, VIII, IX a
XIll, po stimulaci trombodulinem aktivuje protein C a TAFI, podporuje tvorbu t-PA a

uplatiuje se i v zanétlivych procesech. (http://cs.wikipedia.org/wiki/Trombin)

Faktor IlIl, tkafiovy faktor

Tkanovy faktor (TF) se nachazi na povrchu fady bunék a v membrané
endoplasmatického retikula. Za normalnich okolnosti se tento membranovy protein o
263 aminokyselinach nevyskytuje na krevnich burnkach. Tkanovy faktor nevyzaduje
pro svou aktivaci zadné kroky. Pfi kontaktu s krvi slouzi TF jako receptor pro faktor
Vila. Spolu s nim a vapenatymi ionty vytvofi komplex, ktery dal aktivuje faktor X.
(Rapaport a Vijaya Mohan Rao, 1995)

Faktor IV, vapenaté ionty

Vapenaté ionty hraji pfi srazeni krve velmi dalezitou roli. Aby se krev srazila,
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musi byt jejich koncentrace v krvi nejméné 0,5 mmol/l. Pro svou spravnou funkci je
potfebuji jednak koagulacné aktivni komplexy i faktory zavislé na vitaminu K. (Pecka,
2004)

Faktor V, proakcelerin

Faktor V je jednofetézcovy glykoprotein, ktery vznika v megakaryocytech a
jatrech a uklada se do alfa granuli krevnich destiCek, pficemz jeho vétsi Cast se
nachazi v krevni plazmé. Aktivuje ho faktor Xa, trombin a nékteré dalSi latky, jako je
napfiklad plazmin. Jeho hlavni ulohou je tvofeni komplexu protrombinazy, kde F Va
urychluje proteolytické Stépeni protrombinu faktorem Xa az 200 000 krat.
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Faktor V)

Faktor VI
Termin faktor VI se dnes jiz neuziva. Dfive se takto oznacovaly fosfolipidy

vnitfni dvojvrstvy membrany krevnich destiCek.

Faktor VII, prokonvertin

Faktor VII je jednofetézcovy glykoprotein o 406 aminokyselinach. Béhem
koagulace, za pfitomnosti trombinu nebo faktoru IXa, Xa &i Xla, je proteolyticky
Stépen na aktivni faktor Vlla. Po navazani faktoru Vlla na tkanovy faktor pokracuje

koagulac¢ni kaskada aktivaci faktort IX a X na faktory IXa a Xa. (Nemerson, 1992)

Faktor VIII, antihemofilicky faktor A

Faktor VIl je plazmaticky glykoprotein o 2332 aminokyselinach. V plazmé se
nachazi vyvazany v komplexu s VWF. Z komplexu se uvolfiuje po styku s fosfolipidy
nebo trombinem. Funkéné aktivni faktor Vllla z néj vznika za ucasti fosfolipidi a
vapenatych iontl, kdy se propojuji jednotlivé fetézce faktoru VIII. Tento faktor je
nezbytny k aktivaci faktoru X, pfi tvorbé aktivniho komplexu tenazy. (Vehar, 1984)
Jeho defekty i nedostatek vedou k tézkému krvacivému stavu — hemofilii A. Naopak

pfi zanétech a sepsich se jeho hladina zvysuje.

Faktor IX, Christmas faktor
Faktor IX je jednofetézcovy glykoprotein, ktery vznika v jatrech za ucasti

vitaminu K. Jedna se o jednofetézcovy glykoprotein. V Gla oblasti obsahuje 12



skupin gama karboxyglutamové Kkyseliny. Faktor IX se uplatiuje pfi tvorbé
koagulacéné aktivniho komplexu vnitfni tenazy, ktera zajiStuje pfeménu faktoru X na
Xa. (http://cs.wikipedia.org/wiki/Faktor _IX)

Faktor X, Stuarta-Prowerové

Faktor X vznika v jatrech za ucasti vitaminu K, tentokrat se ale jedna o
dvouretézcovy glykoprotein. V Gla oblasti obsahuje 11 skupin gama
karboxyglutamové kyseliny. Tento faktor je soucasti komplexu protrombinazy, ktera

katalyzuje pfeménu protrombinu na trombin. (http://cs.wikipedia.org/wiki/Faktor_X)

Faktor XI, Rosenthallv

Faktor Xl je glykoprotein, ktery je aktivovan pfi tzv. kontaktni fazi
plazmatického koagulacniho procesu (Thompson, 1977). F Xl silné adheruje
k aniontovym povrchdm, jako je sklo, celit, kaolin, ale také povrch krevnich desticek.
(Hu a spol, 1998) Aktivuje ho faktor Xlla, trypsin, F Vlla a trombin. BEhem aktivace
se tento faktor proteolyticky rozstépi v katalytickém misté, jeho molekula vSak

zustava stale spojena pomoci disulfidickych mustka.

Faktor XlI, Hagemanuyv faktor

Faktor XIl, glykoprotein patfici mezi serinové proteazy, vznika v jatrech.
Nachazi se v plazmé i séru. Pfi kontaktu se subendotelialnimi strukturami, sklem,
celitem, kaolinem, chrupavkou, kizi, mastnou kyselinou atd. se aktivuje. Také po
Stépeni kalikreinem se zméni v aktivni faktor Xlla. (http://cs.wikipedia.org/
wiki/Faktor_XII)

Faktor XllI, Transglutaminaza

Faktor Xlll se nachazi v plazmé a jatrech v podobé tetrameru, dale pak
v nékterych krevnich bunkach ve formé dimeru. Po chemické strance ho fadime do
skupiny transferaz. Na svou aktivni formu Xllla se méni pomoci hydrolyzy, kterou
iniciuje trombin. Cela reakce je katalyzovana polymernim fibrinem. Tak se zajisti, aby
dokud jesté neni vytvoreny fibrin, nevznikalo tohoto faktoru pfili§ mnoho. Jeho funkci
je stabilizace fibrinové srazeniny a katalyza intermolekularnich vazeb mezi rlznymi
proteiny. PFiznivé ovliviiuje hojeni ran a v téhotenstvi ma duleZitou roli pfi udrzeni
plodu v téhotenstvi. (Pecka, 2004)


http://cs.wikipedia.org/

Prekalikrein, Fletcher(v faktor

Prekalikrein se syntetizuje ve slinivce bfisSni a jatrech. Patfi do skupiny
proteinaz. V krevni plazmé se vyskytuje ve formé& zymogenu a je vyvazany na
HMWAK. Prekalikrein je aktivovan faktorem XII na kalikrein, kalikrein mize dale
aktivovat faktor XlIl a zvySuje uvolfovani kininG z kininogenl. (Schoesser a spol.,
1997)

Vysokomolekularni kininogen (HMWK)

HMWK patfi mezi plazmatické proteiny syntetizované v jatrech. Za ucasti
bradykinin a lysylbradykinin, které snizuji propustnost cév a zpusobuji kontrakce
hladkého svalstva. HMWK se vazZe na povrch aktivovanych trombocytd, na neutrofily
a endotelové bunky. Jeho hlavni funkci vazba spolu s faktorem Xl a prekalikreinem

na poskozenou cévni sténu. Dale slouzi jako kofaktor pfi aktivaci F XlI kalikreinem.

3.1.1. 4. 1. Koagulacni kaskada
Klasické schéma plazmatického koagulaéniho systému se rozdéluje na

1]

,vnitFni“ drahu (spousténou pfi kontaktu krevnich elementl se subendotelovymi
strukturami) a ,vné&jsSi“ drahu (spousténou pfi poranéni tkané a poruseni celistvosti
cévy stykem s tkanovym faktorem). VnéjSi draha koagulace se aktivuje béhem
nékolika sekund, vnitfni béhem nékolika minut. Obé cesty se spojuji na urovni
aktivace F X. (Penka, 2001)

Pfevazna Cast faktoru, s vyjimkou tkafiového faktoru, je v plazmé pfitomna ve
formé& proenzymu a pro svou spravnou funkci vyzaduje proteolytické Stépeni, pfi
kterém z puvodniho proenzymu vznika koagulac¢né aktivni enzym. Jediny F VII
cirkuluje v nizké koncentraci jako aktivni forma F Vlla.

Faktory I, VII, IX, X, XI, Xll a prekalikrein fadime mezi serinové proteazy. Ty
maji ve svém Kkatalytickém misté aminokyselinu serin. Faktory VIIl, V a HMWK
fadime mezi kofaktory. (Pecka, 2004)

Cela koagulaéni kaskada je wusporadana tak, ze aktivni faktor
z pfedchazejiciho kroku aktivuje proteolytickym Stépenim zymogen v nasledujicim

kroku. Hlavnim proteolytickym enzymem tohoto systému je trombin - faktor Ila. Vedle



aktivace koagulace je velmi dulezity i k jeji inhibici. Za normalnich podminek
koagulace konc¢i tvorbou fibrinové sité a jeji naslednou fibrinolyzou. Odhaduje se, Ze
jeden mililitr plazmy obsahuje koagulacni potencial dostateCny pro preménu

fibrinogenu na fibrin v celkovych 5 litrech krve. (Necas, 2003)

Koagulace krve vnéjSi cestou nastava v pfipadé poruseni kontinuity cév, kdy
krev, resp. plazma pronikne do subendotelovych a extravaskularnich struktur.
Tkanovy faktor predstavuje vysoce afinitni membranovy receptor pro F VII. KliC¢ovym
bodem iniciace hemostazy je tvorba koagula¢né aktivnino komplexu [TF . FVIlla]
v misté poskozeni cévy. (Nemerson, 1988) Tento koagulaéné& aktivni komplex
vyvazany na fosfolipidové matrix bunééné membrany a v pfitomnosti vapenatych

iontd zpUsobi aktivaci F X. Faktor Xa nasledné $tépi protrombin na trombin.

Koagulace krve vnitini cestou se aktivuje kontaktem pfi neporusené celistvosti
cév. (Heimark, 1980) Koagulaci zahajuje aktivace Hagemanova faktoru po jeho
kontaktu s poSkozenym cévnim povrchem (subendotelové struktury). Za ucasti
kalikreinu a HMWK se tento faktor méni na faktor Xlla. Faktor Xlla aktivuje faktor XI
a Stépi prekalikrein na kalikrein.

Nasledné F Xla a kalikrein stépi HMWK na kininy, jako je napf. bradykinin. To
jsou vasoaktivni peptidy, které pfispivaji k hemostaze vasokonstrikci. Bunky
v okolnich tkanich pro né maji receptory a odpovidaji syntézou regulacnich faktoru,
jako jsou prostaglandiny a PAF (platelet-activating factor). Tyto regulacni faktory
ovliviiuji agregaci krevnich destiCek. Kalikrein navic aktivuje slozku komplementu C5
(pro zabranéni invaze mikroorganismu) a spousti fibrinolytické reakce. (Necas, 2003)

V prubéhu koagulaéni kaskady se dale aktivuje F IX. Faktor Vllla, aktivovany
trombinem, spolu s F IXa, vapenatymi ionty a fosfolipidy aktivuje F X. Tento komplex
se nazyva vnitfni tenaza. F Xa spolu s F Va, fosfolipidy a vapenatymi ionty vytvari
koagulacné aktivni komplex protrombinazu, ktery Stépi protrombin na trombin.
(Hemker a spol., 1967)

Vznikly trombin vyvola pfeménu fibrinogenu na fibrinové monomery, které
spontanné polymeruji a pisobenim aktivovaného faktoru Xl vytvari v kone¢né fazi
nerozpustny (zesitovany) fibrin. Faktor Xlll je aktivovan trombinem. (McKee a spol.,
1972)



V prvni fazi se kovalentné spojuji komplementarni vazebna mista na
doménach fibrinovych monomeru a labilni Eastice nekovalentnimi vazbami do vétSich
celkd. Takto vznikne intermediarni polymer. DalSim spojovanim intermediarnich
polymerd v komplementarnich vazebnych mistech vznikaji nejprve dvouvlaknové
protofibrily az vznikne rozpustny fibrin. Z ného se tvofi mechanicky slaba viakna o
praméru 40-200 nm, tzv. fibrinovy gel. Uginkem faktoru Xllla a vapenatych iontd
dojde k pficnému vystuzeni vlaken fibrinového gelu a tim ke zpevnéni koagula.
Vznika polymerni stabilni fibrin, ktery ma mnoho dalSich uloh ve fyziologickych
reakcich. Reguluje fibrinolyzu, aktivuje trombin, faktor Xlll a adhezi bunék. (Pecka,
2004)

Contact system: Cellular injury:
HrAWWLE, PR, F 2D F Xlla, Kallikrein Tissue Factar (TF)
\"'\-\_\_,.-” t_:-'—‘_‘—\-\.\_\_‘
F Xl F la F %l F ol
-‘\"-\.\_\_\_'_F-! T
F = F I¥a
F Al Fulla—» F X Fxa +=—— Antithrombin
Fy R |
Prothrombin (F 1)
.-'J__,.H—\-\..]
F F 'z
‘/ Thrombin (F lla)
Activated Protein G l
Fibrinogen Fibrin monomer
Frotein 5 R |
Frotein C + Thrormbomodulin l
Crosslinked fibrin Fibrin multimer
Factor Xllla Factar X
kA

Obr. €.1 Schéma koagula¢ni kaskady

3. 1. 1. 5. Fibrinolyticky systém
Fibrinolyticky systtm za normalnich okolnosti udrZzuje hemostatickou
rovnovahu tak, ze lyzuje fibrinové koagulum a udrzuje tak cévu v prichodném stavu.

Zakladem fibrinolytického systému krve je plazminogen, prekurzor serinové proteazy



plazminu. Plazminogen je aktivovan plsobenim tkanového aktivatoru plazminogenu
(t-PA) ¢&i urokinazy (u-Pa), které pochazeji z mist organismu mimo krevni obéh, nebo
se aktivuje pfi kontaktu s faktorem XII, prekalikreinem, HMWK, trombinem i
trypsinem, které jsou pfimo soucdasti krevni plazmy. (http://cs.wikipedia.org/
wiki/Plazmin)

Plazmin zajiStuje rozpousténi krevniho koagula. Je to proteolyticky enzym,
ktery ma malou specifitu a §tépi kromé fibrinu také fibrinogen, koagulaéni faktory II,
V, VIIl, GP Ib, GP llb/llla, vWF, trobospondin. Aktivuje faktory VII a Xll a Casti

komplementu.

Plazmin $tépi fibrinové koagulum na tzv. stépné produkty fibrinu/fibrinogenu.
Nejprve vznikaji vysokomolekularni stépné produkty X, Y, které maji antikoagulacni
ucinky, jelikoz zabranuji monomerum fibrinu v polymeraci, poté nizkomolekularni
Stépné produkty D a E, které vychytava monocytomakrofagovy systém. MFS
vychytava i samotny plazmin v neaktivni podobé. V pfipadé Stépeni nerozpustného
fibrinu vznikaji jako konecné produkty tzv. D-dimery, které se stanovuji jako jeden

z markeru trombofilnich stavll. (Bounameux a spol., 1994)

3. 1. 1. 6. Systém inhibitord hemostazy

Inhibitory krevniho srazeni jsou pfirozenou slozkou krve. Jsou zakladnim
regulaCnim mechanismem procesu hemokoagulace a fibrinolyzy. Podle pulvodu
muzeme inhibitory rozdélit na pfirozené a ziskané. Pfirozené inhibitory se dale déli
na specifické inhibitory koagulace a fibrinolyzy a nespecifické inhibitory s rozSifenym
spektrem ucinkd. Velkou skupinu ziskanych inhibitord tvofi serpiny neboli inhibitory
serinovych proteaz. Jedna se o nespecifické inhibitory, které vétSinou tvofi komplex
se svym cilovym enzymem a v tomto komplexu blokuji serinové receptory. V systému
hemostazy hraji tyto inhibitory velice dalezitou roli.

Cilem regulace krevniho srazeni inhibitory koagulace je fidit cely proces
krevniho srazeni tak, aby probéhl jen v misté poranéni cévy a dal se jiz nesiril.
Zabrarfiuji nekontrolovatelnému srazeni a udrzuji dynamickou koagulacni rovnovahu.
(Pecka, 2004) K nejvyznamnéjSim inhibitorm hemostazy patfi antitrombin, systém

proteinu C, a inhibitor tkariového faktoru (TFPI).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Plazmin
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3. 2. Protrombinovy test (Quickuv, PT)

Protombinovy test patfi mezi zakladni skupinové koagulacni testy. Sleduje

vnéjSi cestu aktivace pfemény protrombinu na trombin, tedy koagulaéni faktory Il, V,
VIl, X a fibrinogen. Pouzivd se také k monitorovani antikoagulaéni Iécby

kumarinovymi preparaty.

3. 2. 1. Historie protrombinového testu

Jak uz jeden z nazvu testu napovida, jeho objevitelem je Dr. Armand Quick.
Princip v klinické praxi velice roz8ifeného Quickova neboli protrombinového testu
zvefejnil vroce 1935 a vyvinul ho na zakladé jiz znamé koagulacni teorie Paula
Morawitze. Paul Morawitz pfiSel na to, jak se protrombin pfeménuje na trombin
pusobenim tkafiového faktoru a vapenatych iontl a nasledné Ze trombin zpusobuje
pfeménu fibrinogenu na fibrin. Diky protrombinovému testu byly dale objeveny a
popsany plazmatické faktory V, VIl a X a za€ala se pomoci ného zjisStovat i aktivita
podavanych antikoagulancii. (http://cs.wikipedia.org/wiki/Protrombinov%C3%BD_%
C4%8Dast#Historie)

3. 2. 2. Provedeni testu z citratové plazmy

Protrombinovy test se nejCastéji vySetfuje z citratové plazmy. Provedeni
prfedchazi standardni odbér krve ze zily do zkumavky s citratem sodnym.

Test se pak provadi pfidanim tkanového tromboplastinu a vapenatych iontd k
citratové plazmé. Test se dnes provadi zejména na automatickych, nékdy na
poloautomatickych koagulometrech. U automatu staci zkumavku s krvi odebranou do
citratu sodného zcentrifugovat, poté odvickovat a viozit do pfistroje. Ten si napipetuje
do kyvety pozadované mnozstvi plazmy a po jejim vytemperovani na 37 °C pfida
tromboplastinovou reagencii a zacne méfit koagulacni ¢as (€as od pfidani startovaci
reagencie do okamziku detekce vzniku koagula). Detekce je dle typu pfistroje bud
opticka (kyvetou prochazi svételny paprsek a koagulum zpusobi zménu jeho
rozptylu) nebo mechanicka (kyveta obsahuje kovovou kuli¢ku, ktera se pohybuje v
magnetickém poli - vznik koagula zpUsobi zastaveni pohybu kuli¢ky).

Koagulometr vyda vysledek ve formé koagula¢niho ¢asu, pfipadné jako pomér ¢asu
pacienta ku €asu normalni kontrolni plazmy, u pacientu Ié€enych kumarinovymi

preparaty jako INR. (http://www.imalab.cz/clanek/186-quick-protrombinovy-cas-
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pt.aspx)

3. 2. 3. Provedeni testu z kapilarniho odbéru - z kapky krve

Druhou moznosti provedeni protrombinového testu je tzv. bed side test, neboli
POCT - Point-of-care testing, méfeni na pfenosnych pfistrojcich pfimo u IUzka
pacienta pomoci testovacich prouzku, na které se nanese jedna kapka krve z bfiska
prstu (kapilarni odbér). PfFistroj nejdfive provede vnitfni kontrolu kvality a poté
fotometrickym principem zméfi a zobrazi vysledek testu ve zvolenych jednotkach,
bud v sekundach nebo jako INR. (http://www.labtestsonline.cz/understanding/

testy_doma.html)

3. 2. 4. Reagencie pro protrombinovy test

Zreagencii pro protrombinovy test jsou Kk dispozici: rekombinantni
tromboplastiny, které jsou pfipravené postupy genového inZenyrstvi a obsahuji
rekombinantni tkanovy faktor, vapenaté ionty, pufr a stabilitdzory. Dale jsou to
tkaniové tromboplastiny obsahujici malo CiStény extrakt z tkani obsahujicich velké
mnozstvi tkanového faktoru. Takovou tkan predstavuje napf. lidska placenta Ci kravi
a kralici mozek nebo plice. Samoziejmé i tyto reagencii obsahuji stabilizatory a
vapenaté ionty. Kombinované tromboplastiny obsahuji tkanovy tromboplastin,
absorbovanou hovézi plazmu a vapenaté ionty. (Pecka, 2004)

Vyrobce musi doplnit kazdou reagencii pfibalovym letakem, ktery obsahuje
informace o sloZeni reagencie, jeji pfipravé, stabilité, zplsobu skladovani, kontrole
kvality, vysledcich €i bezpe€nosti prace. Kazda Sarze musi mit uvedenou exspiraci a

hodnotu indexu citlivosti tromboplastinu (ISI).

3. 2. 5. Vysledky protrombinového testu

U neléCenych osob vydavame vysledek ve formé poméru koagulacniho ¢asu
vySetfované osoby ku ¢asu normalni kontrolni plazmy, u Ié€enych kumariny hodnotu
mezinarodniho normalizovaného poméru INR (pomér €asu pacienta ku ¢asu normalu
umocnény na ISI).

PT acient )ISI
INR = ( B2
(PTkontrola.

Zavedenim INR doslo ke standardizaci vysledka.
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Hodnotu ISl (International Sensitivity Index) musi kazdy vyrobce
tromboplastinové reagencie uvadét ke kazdé Sarzi a stanovi ji porovnanim
s referen¢nim tromboplastinem. Hodnota nas informuje o tom, jak je dana Sarze
tromboplastinu srovnatelna s mezinarodné standardizovanym tromboplastinem, tzn.

udava jeho citlivost. Hodnota ISI referen¢niho tromboplastinu je 1.

3. 2. 6. Klinicka interpretace vysledku

Protrombinovy test se vyuziva pfi diagnéze poruch jaterniho parenchymu a u
koagulopatii jiného typu s poruchou tvorby aktivatord protrombinu (poruchy vnéjsi
cesty aktivace pfemény protrombinu na trombin). S jeho prodlouzenim se setkavame
u pacientd s vrozenou €i ziskanou nedostate¢nosti faktoru Il, V, VII, X a fibrinogenu,
u deficience vice faktorl (diseminovana intravaskularni koagulace) a u pacientu

antikoagulovanych peroralnimi antikoagulancii (Pelentan, Warfarin).

Tabulka €. 1 Ovlivnéni PT pfi krvacivych stavech

Vysledek PT | Vysledek Mozna pri¢ina
APTT

L. . nemoci jater, nedostatek vitaminu K, snizeni, nebo
prodlouzeny | normalini
porucha funkce F VII

snizeni nebo porucha funkce F VIII, IX nebo XI,
normalni prodlouzeny . _
nebo pfitomnost lupus antikoagulans

snizeni nebo porucha funkce F I, Il, V nebo X, von
prodlouzeny | prodlouzeny | Willebrandova choroba, nemoci jater, diseminovana

intravaskularni koagulace (DIC)

snizeni  funkce  destiCek, trombocytopenie,

normalni normalni nedostatek F XIll, mirny nedostatek ostatnich

faktoru, slaba forma von Willebrandovy choroby

Zdroj: www.labtestonline.cz

3. 2. 7. Monitorvani 1é€by pomoci protrombinového testu

Protrombinovy test se vyuZivda pro monitorovani |éCby peroralnimi
antikoagulancii kumarinového typu. Kumariny jsou latky odvozené od alkaloidu
dikumarolu, ktery se vyskytuje v nékterych rostlinach. Kumariny patfi mezi antagonity

vitaminu K. Nejroz$ifensjsim lékem této skupiny je Warfarin. Uginek kumarind



spociva v inhibici syntézy téch koagulaCnich faktoru, jejichz syntéza v jatrech je
zavisla na vitaminu K. Jedna se o faktory Il, VII, IX a X.

Frekvence provadéni protrombinovych testu se u pacientu lisi podle délky
terapie. Na zaCatku terapie se doporu€uje méfit INR obden, nez se INR stabilizuje na
pozadované hodnoté. Naopak u pacientd, u kterych IéCba kumariny probiha
dlouhodobé a INR se prakticky neméni, se kontrolni méfeni provadéji obvykle ve 4
tydennich intervalech. Pravidelné méfeni INR je velice dulezité hlavné u pacientd,
jejichz INR se pohybuje mimo terapeutické rozmezi, protoze u téchto pacientd
dochazi velice Casto ke komplikacim jako jsou krvacivé nebo naopak trombotické
stavy.

Dulezité je mit na védomi, zda pacienti uzivaji také jiné Iéky, které mohou
s kumarinovymi preparaty interferovat. Mezi Iéky, které zesiluji antikoagulaéni ucinek
Warfarinu patfi napfiklad cefalosporiny I. a Ill. generace, heparin, fenylbutazon,
metronidazol. Dale jeho ucinek zvySuje nizky pfijem vitamuni Kv potravé nebo
malabsorpce vitaminu K, hepatopatie, obdtrukcni zZloutenka, hypermetabolické stavy,
dlouhodobé horeCnaté stavy, infekce nebo tyreotoxikéza. (http://www.roche-
diagnostics.cz/produkty/primarnipece/coaguchek_faq.aspx#8)

Naopak ke snizeni antikoagulacniho ucinku Warfarinu vedou latky jako
barbituraty, €i karbamazepin. Stejny efekt ma i vysoky pfijem vitaminu K v potravé
nebo u nékterych pacientl nizka afinita receptort k warfarinu &i rezistence na né,j.
Nékteré latky mohou ovliviiovat absorpci Warfarinu v organismu, napfiklad
cholestyramin nebo colestipol. (http://www.roche-diagnostics.cz/produkty/
primarnipece/coaguchek_faq.aspx#8)

Pfi spravné nastavené terapeutické davce se INR pohybuje v rozmezi 2,0 —
3,5. Pri I1éCbé a prevenci hluboké Zilni trombdzy, plicni embolie, fibrilace sini se
nastavuje INR na hodnotu 2,0-3,0, u pacientd s mechanickou chlopenni protézou
v aortalni pozici na hodnotu INR 2,0-3,0, u pacientd s mechanickou chlopenni
protézou v mitralni pozici nebo u pacientl po infarktu myokardu s rizikem systémové
embolizace na hodnotu INR 2,5-3,5. (http://www.labtestsonline.cz/tests/ INR.html|?
tab=3)

VySetfeni  protrombinového testu spolecné s APTT tvofi soucast

pfedoperacniho vysetfeni.
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4. Metody, material a pristroje

4.1. Princip pouZité metody stanoveni PT

K citratové plazmé se pfida reagencie (tromboplastin obsahujici vapenaté

ionty) a sleduje se koagulacni ¢as do vytvoreni prvnich fibrinovych viaken.

4. 2. VVySetfovany material

Jako vySetfovany material jsme pouzili citratovou plazmu nahodné vybranych

pacientd FN Hradec Kralové.

4. 2. 1. Odbér vzorku a jeho transport do laboratofe

Odebere se 9 dilt krve do zkumavky z umélé hmoty s 1 dilem 0,109 mol/l
(3,2%) citratu sodného. Ulohou citratu je vyvazat vapenaté ionty a zachovat
fyziolologické funkce trombocytl. Mnozstvi odebrané krve musi byt pfesné po rysku
vyznacenou na odbérové zkumavce vyrobcem. lhned po odbéru je potfeba
odebranou krev promichat s antikoagulacnim Ccinidlem opakovanym pFevracenim
odbérové zkumavky. Se zkumavkou se nesmi tfepat.

Spatny odbér krve nebo Spatna pfiprava pacienta pro koagulaéni vySetfeni
mohou vést k faleSnému prodlouzeni €i zkraceni vysledku testu. Pokud je pacientovi
nabirano vice zkumavek s rGznym obsahem z jednoho vpichu, nabira se jako prvni
zkumavka bez pfisad, poté zkumavka s pfisadami pro hemokoagulacni vysSetfeni a
az jako posledni zkumavka s dalSimi pfisadami. V pfipadé, Zze pacient uziva néjaké
antikoagulacni léky, které nemulze pfed odbérem na delSi dobu vysadit, mél by se
tento fakt uvést na Zzadanku, nebot |éCba pravdépodobné ovlivni vysledky
koagulacnich vySetfeni. Pacientlim se doporucuje 12 hodin pfed odbérem lacnit. Tim
se zabrani pfipadné chylozité plazmy, ktera ovlivni vysledek naméreny optickym
analyzatorem. Pacient by mél byt v klidu. Intenzivni fyzickd zatéz prodluZzuje dobu
hemokoagulace.

Odebrany material musi byt co nejrychleji dopraven do laboratofe — nejdéle do

dvou hodin od odbéru nebo by se krev méla alespon centrifugovat.

4. 2. 2. Pfijem materialu a jeho zpracovani laboratofi
Zkumavka s odebranou krvi musi byt fadné oznacena Stitkem se jménem a

rokem narozeni nebo rodnym Cislem pacienta. Do laboratofe je zkumavka dodana



vzdy se spravné a uplné vyplnénou zZzadankou pro dané vySetfeni. Pfi pfijmu vzorku
laboratofi je identifikovany material zadan do laboratorniho informacniho systému

(LIS) a je mu pfifazeno identifikacni Cislo, pod kterym putuje laboratofi.

Vzorky citratové krve jsou centrifugovany 15 minut pfi 4000 ot./min. Po odbéru

je plazma na vysetfeni protrombinového testu stabilni 8 hodin pfi laboratorni teploté.

4. 3. Reagencie, jejich priprava a stabilita

Byly srovnavany 3 diagnostické soupravy. Diagnosticka souprava Dia-PT R
LIQ firmy Diagon se soupravou STA NEOPLASTINE CI Plus 5 firmy Diagnostica

Stago a se soupravou DG-PT firmy Grifols.

4. 3. 1. Diagnostické soupravy

Tab. €. 1: Diagnostické soupravy

Firma Diagon Diagnostica Stago Grifols
Nazev Dia-PT RLIQ |STANEOPLASTINE CI Plus 5 |DG-PT
Sarze 900312 105869 8006,901
Baleni 12x 8 ml 6 x5 ml 6 x10 ml
Exspirace |VIII.10 .12 .11

ISI 1,09 1,32 1,27

4. 3. 2. Stabilita pouzitych reagencii
Tab. ¢. 2: Stability reagencii

Grifols Stago Diagon
Redéni vodou diluentem (soucast setu)|nefedi se
Stabilita lyofilizovany|2-8 °C do exspirace [2-8 °C do exspirace 2-8 °C do exspirace
tromboplastinu [nafedény [15-19 °C 24 hodin [15-19 °C 48 hodin 16 °C 2 tydny

Poznamka: Tromboplastin firmy Diagon se dodava jiz nafedény od vyrobce a je
navic rekombinantni. Tromboplastiny firem Diagnostica Stago a Grifols jsou

lyofilizované, kralici.

4. 4. Pristroj

VSechny vzorky byly méfeny na automatickém koagulometru STA-R firmy

Diagnostica Stago, rok vyroby 2000.



4. 4. 1. Nastaveni koagulometru

Tab. ¢. 3: Nastaveni koagulometru

Firma Diagon  [Stago Grifols
Plasma 50 pl 50 pl 50 pl
Redéni -

Inkubace |240 sec. |240 sec. |240 sec.
Reagencie [100 pl 100 pl 100 pl

5. Prakticka cast

Méreni bylo provedeno v hematologické laboratofi FN v Hradci Kralové dne

30. 08. 2010, a to jak u zdravych jedincq, tak u pacientd FN v Hradci Kralové.

5. 1. Pracovni postup

K méfeni jsem pouzila krev od zdravych lidi i pacientd FN v Hradci Kralové
nabranou do zkumavek s citratem sodnym. Zkumavky jsem oznacila Cisly 1-80. Po
centrifugaci jsem ziskala citratovou plazmu, kterou jsem pouzila k méfeni. Jména a
rodna Cisla pacientd jsem zadala do LISu, ktery jim pfifadil porfadova Ccisla.
Pozadavky na vySetfeni jsem preposlala z LISu do automatického koagulometru.
PFfimo na koagulometru jsem vytvofila pracovni list. Ze zkumavek jsem sejmula vicka
a v8echny podle pracovniho listu naskladala do koagulometru na dané pozice. Jesté
pfed zaCatkem méreni jsem provedla vnitfni kontrolu kvality pomoci kontrolnich
plazem Dia-Cont | a Dia-Cont Il. Vysledné hodnoty jsem zaznamenala do tabulky

(Vysledkovy list) a vyhodnotila metodou regresni pfimky.

5. 2. Vysledkovy list

Tab. ¢.1: Kontrolni plazmy:

Diagon [Stago Grifols
(sec.) (sec.) (sec.)

Dia-Contl 11,5 12,8 13,4

Dia-Cont Il [18,9 21,4 23,0




Tab. €. 2: Vzorky zdravych osob

Diagon Stago Grifols

Cislo Cas R Cas R Cas R
vzorku: (sec.) (sec.) (sec.)

1 13,4 1,17 13,2 1,03 14,6 1,09
2 14,7 1,28 14,8 1,16 16,1 1,20
3 14,5 1,26 15,1 1,18 16,3 1,22
4 13,2 1,15 13,9 1,09 15,4 1,15
5 12,9 1,12 13,3 1,04 14,6 1,08
6 13,1 1,15 13,7 1,07 15,3 1,13
7 13,3 1,16 13,2 1,03 14,5 1,07
8 13,9 1,21 14,1 1,10 16,2 1,20
9 12,9 1,12 14,6 1,14 15,9 1,18
10 13,8 1,20 15,0 1,17 16,9 1,25
11 13,8 1,20 14,1 1,10 15,8 1,17
12 13,5 1,17 14,3 1,11 16,0 1,19
13 12,3 1,07 14,1 1,10 15,5 1,15
14 13,0 1,13 13,4 1,05 15,1 1,12
15 13,6 1,18 12,2 0,95 15,3 1,13
16 12,8 1,11 12,8 1,00 14,3 1,06
17 12,5 1,02 14,0 1,06 15,8 1,14
18 13,2 1,08 14,1 1,06 15,5 1,12
19 12,6 1,03 12,8 0,96 13,8 0,99
20 12,1 1,00 13,0 0,98 14,1 1,02

Tab. €. 3: Vzorky pacientl [é€enych kumarinovymi preparaty

Diagon Stago Grifols
Cislo | Cas R INR |[Cas |R INR |[Cas [R INR
vzorku | (sec.) (sec.) (sec.)
21 37,5 3,27 3,64 30,8 2,40 3,18 35,6 2,66 3,46
22 34,4 2,99 3,30 27,5 2,15 2,74 31,7 2,36 2,98
23 26,6 2,31 2,49 25,0 1,95 2,41 29,7 2,20 2,74
24 44 .4 3,86 4,36 32,4 2,54 3,40 39,6 2,96 3,96
25 32,6 2,35 3,11 29,3 2,29 2,98 33,2 2,48 3,17
26 29,2 2,54 2,76 25,6 1,99 2,49 28,8 2,15 2,64
27 46,1 4,01 4,54 32,1 2,50 3,35 42,8 3,17 4,33
28 26,1 2,27 2,44 22,2 1,73 2,06 25,3 1,87 2,22
29 31,4 2,73 2,99 26,4 2,06 2,59 30,9 2,29 2,86
30 33,4 2,90 3,20 28,8 2,24 2,90 33,7 2,50 3,20
31 23,7 2,06 2,20 22,2 1,73 2,06 26,8 1,99 2,39
32 21,6 1,88 1,99 17,8 1,39 1,54 20,5 1,52 1,70
33 19,8 1,72 1,81 19,4 1,51 1,73 22,8 1,69 1,95
34 24 4 2,13 2,27 224 1,74 2,08 26,1 1,93 2,31




35 46,1 4,01 4,54 32,1 2,50 3,35 428 3,17 14,33
36 42,3 3,64 4,13 29,4 2,29 2,98 35,6 2,64 3,43
37 25,2 2,18 2,34 23,3 1,81 2,19 27,4 2,03 2,46
38 16,8 1,46 1,51 16,5 1,29 1,39 19,1 1,41 1,55
39 22,1 1,92 2,04 21,4 1,66 1,96 24,6 1,82 2,14
40 15,7 1,37 1,40 16,7 1,30 1,41 19,1 1,41 1,55
41 18,6 1,62 1,69 16,6 1,29 1,40 19,2 1,42 1,56
42 241 2,10 2,24 20,8 1,62 1,89 24,0 1,78 2,08
43 29,4 2,56 2,78 25,7 2,00 2,49 31,0 2,30 2,87
44 17,8 1,55 1,61 17,0 1,33 1,45 19,2 1,42 1,56
45 31,4 2,73 2,99 26,1 2,02 2,55 29,1 2,16 2,65
46 24,0 2,09 2,23 20,7 1,61 1,87 24,7 1,83 2,15
47 21,6 1,88 1,99 21,0 1,63 1,91 24,7 1,83 2,15
48 21,8 1,90 2,01 19,4 1,51 1,72 22,9 1,70 1,96
49 25,9 2,25 2,41 24,0 1,78 2,28 27,2 2,01 2,43
50 25,9 2,13 2,27 22,3 1,67 1,97 26,0 1,87 2,22
51 26,4 2,98 3,28 31,3 2,36 3,10 37,8 2,73 3,57
52 33,4 2,74 3,00 26,8 2,01 2,52 32,5 2,34 2,95
53 23,5 1,93 2,04 22,6 1,70 2,15 27,2 1,96 2,35
54 31,8 2,60 2,84 25,0 1,88 2,30 30,9 2,23 2,77
55 22,6 1,85 1,96 21,0 1,58 1,82 25,8 1,86 2,20
56 40,2 3,28 3,66 31,1 2,34 3,07 37,4 2,70 3,52
o7 35,0 2,87 3,16 26,8 2,15 2,52 31,5 2,27 2,83
58 26,5 2,19 2,35 22,9 1,72 2,05 29,8 2,15 2,64
59 36,1 2,96 3,26 26,6 2,00 2,49 32,8 2,36 2,98
60 20,7 1,70 1,78 19,5 1,47 1,66 22,5 1,62 1,85
61 36,0 2,95 3,25 26,1 1,96 2,43 31,2 2,25 2,80
62 26,4 2,16 2,32 21,5 1,62 1,89 25,9 1,87 2,21
63 20,9 1,72 1,80 20,8 1,56 1,80 23,9 1,72 2,00
64 21,1 1,73 1,82 19,7 1,48 1,68 23,2 1,67 1,92
65 34,2 2,81 3,08 28,9 2,17 2,78 34,2 2,47 3,15
66 23,3 1,91 2,02 20,8 1,56 1,80 24,6 1,77 2,07
67 16,7 1,37 1,41 18,0 1,36 1,49 21,7 1,56 1,77
68 32,5 2,66 2,91 24,9 1,87 2,29 30,1 2,17 2,68
69 27,2 2,23 2,40 24,4 1,84 2,23 27,1 1,95 2,34
70 23,7 1,94 2,06 20,6 1,55 1,78 25,1 1,81 2,12
71 23,6 1,93 2,05 20,1 1,51 1,72 23,0 1,66 1,90
72 43,7 3,58 14,02 34,7 2,61 3,55 (418 3,01 4,06
73 35,4 2,90 3,19 29,1 2,19 2,81 33,4 2,41 3,05
74 32,9 2,69 2,95 30,6 2,30 3,01 34,7 2,50 3,20
75 16,1 1,32 1,35 15,7 1,18 1,24 18,1 1,30 1,40
76 31,0 2,54 2,76 26,0 1,95 2,42 31,7 2,29 2,86
77 22,7 1,86 1,97 20,5 1,54 1,77 24,5 1,77 2,06
78 19,3 1,59 1,65 17,6 1,33 1,46 21,7 1,56 1,77
79 26,8 2,21 2,37 23,1 1,74 2,07 27,6 1,99 2,40
80 21,2 1,74 1,83 19,9 1,50 1,70 23,6 1,70 1,96




5. 3. Hodnoceni vysledku

Naméfené hodnoty protrombinového testu reagencii firmy Diagon byly
porovnany s hodnotami naméfenymi na stejnych vzorcich reagenciemi firem

Diagnostica Stago a Grifols pomoci korelacniho grafu (linearni regrese).
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Graf €. 1: Linearné regresni zavislost vysledki naméfenych za pouziti reagencii firem
Stago a Diagon
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Graf €. 2: Linearné regresni zavislost vysledki naméfenych za pouziti reagencii firem
Grifols a Diagon
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Graf €. 3: Linearné regresni zavislost vysledk(l naméfenych za pouziti reagencii firem
Stago a Grifols



6. Zaver

U vybranych vzorki zdravych osob a pacintt FN Hradec Kralové jsme
soubézné vysetfili protrombinovy test reagenciemi 3 ruznych vyrobcl (Diagon,
Diagnostica Stago a Grifols).

Vysledky méfeni jsou zpracovany v tabulkach. Vzdy je uveden koagulaéni ¢as
v sekundach, pomér R ¢asu méreného vzorku a normalni kontrolni plazmy a u
pacientl Ié€enych kumarinovymi preparaty také INR.

Naméfené hodnoty byly vyneseny do korelacnich grafd a vyhodnoceny
pomoci parametru regresni primky. Zjistila jsem, Zze hodnoty naméfrené reagenciemi
vSech 3 firem spolu pomérné dobfe koreluji a jsou srovnatelné. Zavislost hodnot
namérfenych reagenciemi firem Diagnostica Stago a Diagon je popsana rovnici
pfimky y = 1,68x — 0,68; korelacni koeficient je R = 0,97. Pfi porovnani reagencii
firem Grifols a Diagon byla ziskana rovnice pfimky y = 1,37x — 0,46; R = 0,98. P¥i
porovnani reagencii firem Diagnostica Stago a Grifols byla ziskana rovnice pfimky
y =1,2184x — 0,1546; R = 0,99.

Pfes pomérné dobrou korelaci dava reagencie firmy Diagon u delSich
koagulagnich ¢asl vétSinou vySsi hodnoty nez reagencie zbylych 2 vyrobca.

Vyhodou reagencie firmy Diagon je, Ze je jiz nafedéna vyrobcem, takze
odpada riziko chybného nafedéni v laboratofi. Po vytemperovani v pfistroji je
reagencie ihned pouzitelna k méfeni. Reagencie firmy Diagon je jako jedina
rekombinantni, v ostatnich 2 pfipadech se jedna o krali¢i tromboplastiny. Vyhodou
této reagencie je také nejdelsi stabilita reagencie v pfistroji. Co se tyka ceny, vychazi

nejvyhodnéji reagencie firmy Diagon, reagencie firmy Diagnostica Stago je nejdrazsi.



7. Diskuze

Vysledky této prace ukazuji, ze zkouSené reagencie na vySetfeni
protrombinového testu od vSech tfi uvedenych vyrobcu davaji srovnatelné vysledky,
tudiz mohou byt vSechny bez problému pouzity v klinickych laboratofich. Nejlépe
spolu koreluji reagencie firem Diagnostica Stago a Grifols.

Reagencie firmy Diagon dava nepatrné vys$si hodnoty v oblasti dlouhych
koagula¢nich Casu, ale vzhledem ktomu, Ze rozdil neni vyrazny, muze byt tato
reagencie pouzivana. Hodnoty v oblasti fyziologickych hodnot se prakticky nelisi. Je
otazka, zda by toto mohlo byt zpusobeno tim, Ze se jedna o rekombinantni
tromboplastin, nebo néjakym nedostatkem béhem vyroby reagencie.

Vyhodou reagencie firmy Diagon je, Ze je jiz nafedéna vyrobcem, takze
odpada riziko chybného nafedéni v laboratofi. Po vytemperovani v pfistroji je
reagencie ihned pouzitelna k méreni.

Srovname-li cenu a stabilitu téchto reagencii, tak vychazi nejlépe reagencie
firmy Diagon. Je nejlevn&jdi a ma nejdelSi stabilitu v zasuvce pfistroje. Naopak
nejdrazsi je reagencie firmy Diagnostica Stago. NejkratSi stabilitu v reagencéni

zasuvce pristroje ma reagencie firmy Grifols.



8. Seznam zkratek

ADP
APC
APTT
C-1INH
cAMP
CRP
D-dimery
DIC
EPCR
F

FDP
GP
HEP
HMWK
INR
ISI

LIS
MFS
MW
NO
PAF
PAI-1
PC
PCI
PGI2
PIVKA
PS

PT
TAFI
TF
TFPI
™

adenosindifosfat

aktivovany protein C

aktivovany parcialni tromboplastinovy test
C-1 inhibitor

cyklicky adenosinmonofosfat

C- reaktivni protein

Stépné produkty fibrinu/fibrinogenu
diseminovana intravaskularni koagulace
endotelialni receptor proteinu C
koagulacni faktor

fibrin/fibrinogen degradani produkty
glykoproteiny

heparin

vysokomolekularni kininogen
mezinarodni normalizovany pomér u antikoagulacni léCby
International Sensitivity Index
laboratorni informacni systém
monocytomakrofagovy systém
molekulova hmotnost

oxid dusnaty

platelet-activating factor

inhibitor aktivatorti plazminogenu
protein C

inhibitor aktivovaného proteinu C
prostacyklin

neaktivni koagulaéni faktory

protein S

protrombinovy ¢as (Quicklyv test)
trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy
tkanovy faktor

inhibitor tkanoveho faktoru

trombomodulin



t-PA tkanovy aktivator plazminogenu
u-Pa urokinaza

TX A2 tromboxan A2

vWF von Willebrandlv faktor
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