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Abstrakt: Trombin generacni ¢as a porovnani koagulaénich parametri

Centralni hematologické laboratore a Trombotické centrum VFN, Praha Z,éR

Trombin generacni ¢as (TGT) je nova metoda komplexniho vySetfeni koagulace. Je
zaloZzena na fluorimetrickém méfeni generace trombinu v Case. Jednd se o vySetfeni
koagulace z pohledu celé koagulaéni kaskady. Vyhodou metody je, Ze se koagulace da
vySetfit nezavisle na poctu krevnich desti¢ek v plazmé i1 nezavisle na hladiné tkanového
faktoru. Sledovani generace trombinu je univerzalni metoda pro monitorovani funkce
hemostatického systému.

Cilem této studie bylo ovéfit, jaké hodnoty generace trombinu vykazuje skupina
zdravych jedinct a jak spolu koreluji hodnoty ziskané béZznym koagulacnim vySetfenim a
stanovenim trombin generacniho ¢asu v porovnani se skupinou pacientt s vysokym F VIII
a nizkym APTT. Nakonec pak jeSt¢ porovndni se skupinou pacientll se znamou

antikoagulacni 1écbou.

Metodika: Méfeni koagulacnich parametri na BCS XP bylo provedeno pomoci
standardnich kit pro stanoveni hladiny PT : Thromborel S, APTT : Pathromtin SL, TT :
Thromboclotin(5 NIH), AT 111 : Berichrom AT, D-Dimer : MediRox, Fbg : Technoclone,
F VIII : DG-FVIIL Sledovéani generace trombinu bylo provedeno pomoci kitu
TECHNOTROMBIN TGA reagents for Ceveron, analyzator CEVERON, Rakousko.

Vysledky studie: Pocet stanoveni 360, byly stanoveny parametry generace
trombinu pro reagencie TGA RB (nizky obsah TF a PL) : Lag time (min) pramér 7,7,
medidn 7,6; Peak Trombin (nM) primér 186,8, median 181,4; AUC pramér 1848,6,
median 1878,2; TGA RC Low (nizky obsah PL a vyssi obsah TF) : Lag time (min) primér
3,5; median 3,4; Peak Trombin (nM) primér 188,5; median 174,6; AUC pramér 1931,5,
medidn 1876,9; TGA RC High (vysoky obsah PL a vyssi obsah TF) : Lag time (min)
pramér 8,7; median 8,5, Peak Trombin (nM) primeér 408,4; median 387,1; AUC pramér
2273.,4; median 2246,6.

Zavér: Pti sledovani generace trombinu bylo dosazeno hodnot, které spolu dobie
koreluji. Reagencii TGA RB je vhodné pouzivat pii sledovéani hladiny faktoru VIII, event.
inhibitorti faktoru VIII, reagencii TGA RC low u trombofile nebo naopak u krvécivych
stavii a reagencie TGA RC high pro monitorovani antikoagula¢ni terapie. Trombin
generacni ¢as je mozné pomérné jednoduse a spolehlivé monitorovat a sledovani generace
trombinu by mélo podat celkovy obraz hemostatického systému a tim doplnit bézné

provadéné koagulacni vySetieni.
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L Uvod

Trombotické stavy patii mezi nejcastéjsi pficiny umrti v populaci, pfitom vice nez
polovina z nich pfipada na infarkt myokardu. Trombotické stavy se déli na dédi¢né a
ziskané. Divodem téchto stavii mohou byt vedle poruch koagulacnich faktorti nebo jejich
inhibitord i poruchy krevnich desticek, leukocytli, endotelidlnich bunék apod. Podle mista
vzniku rozdélujeme trombdzy na Zilni trombozy, arteridlni trombdzy, trombotické cévni
pfihody a syndrom diseminované intravaskularni koagulace.

Zilni trombozu zptsobuje piedeviim zastava proudéni krve a hyperkoagulace, ke které
dochazi pti aktivaci plazmatickych koagulacnich faktorti a pfi selhani funkce jejich
ptfirozenych inhibitord v krevni plazmé a krevnim fecisti. MoZnou letdlni komplikaci je
utrzeni trombu s naslednou embolizaci do plic (80% pacientl s plicni embolii umira do
dvou hodin). Pfi vzniku arteridlni trombozy se na pocatku predev§im uplatiiuje aktivace a
agregace krevnich desticek a dysfunkce endotelu, kterd je vyvolana ve vétSing€ pripadii
aterosklerotickym procesem pii zdnétu cévni stény. Trombotické stavy bychom méli umét
diagnostikovat, nebot’ pfi jejich ¢asném rozpoznani lze vhodné zvolenou profylaktickou
1écbou a kontrolou jeji G€innosti zabranit vzniku nebo opétovného vyskytu trombodz.

Se ziskanymi trombotickymi stavy, které casto byvaji komplexnéjsi povahy, se
setkdvame u pokrocilych jaternich onemocnéni, nefrotického syndromu, zhoubnych
nadorovych procestli, v poopera¢nim obdobi, v priabéhu téhotenstvi, v poporodnim obdobi
nebo u myeloproliferaénich onemocnéni. Trombotické komplikace byvaji ¢asto klinickym
pfiznakem v pfitomnosti antifosfolipidovych protilatek, které se mohou vyskytovat pii
systémovém onemocnéni nebo i ojedinéle.

Lécba trombotickych stavl, zvlasté vrozenych, spociva v prevenci. U leh¢ich forem se
pii rizikovych situacich podavaji antikoagulancia, jako je napiiklad heparin. U téZkych
forem trombotickych stavil je prevence celozivotni a zaklada se na podavani heparinu nebo
kumarinovych ptipravkd. Primarni 1é€bou trombotickych ptihod je antikoagulacni 1écba
heparinem, doplnéna podavanim chybé&jicich faktorti v podobé Cerstvé mrazené plazmy
nebo koncentrati.

Nefrakcionovany heparin ma ovSem fadu neZadoucich G¢inkil, které mohou vést ke
komplikacim. Nejcastéji se setkavame s pfedavkovanim, které se projevuje krvacenim u 5-
10 % léCenych pacientd. Pro kontrolu podavané davky stanovujeme APTT.
Nefrakcionovany heparin pfi metabolickych zménach vede k rozdilnosti hladin v plazmé.
Nékdy mize dochazet k rezistenci na heparin, coz se projevuje tim, ze po podani vysoké

davky heparinu (az 40000 IU) nedochazi ke zvyseni APTT. Mize dochazet



k hypersenzitivité s vyskytem alergickych projevi. V 60. letech minulé¢ho stoleti byly
izolovany fragmenty heparinu. Jsou to ucinné nizkomolekularni slozky, které vykazuji
méné¢ nezadoucich ucinkl provazejicich 1écbu standardnim heparinem. Do klinické praxe
byly uvedeny jako preparaty nizkomolekuldrniho heparinu. Lisi se rGznou piipravou,
molekularni hmotnosti a pomérem vazby F Xa a F Ila. Jak ukazuje fada klinickych studii,
jsou nizkomolekularni hepariny vhodné&j$i neZ nefrakciovany heparin. Maji niz§i pocet
nezadoucich ucinkl a jednoduchou subkutanni aplikaci. LMWH Ize pouZivat jako prevenci
i jako dlouhodobou 1écbu, napt. pti komplikovaném tehotenstvi. I kdyz jsou doporuceny
davky LMWH vztaZzené na BMI, je vhodné 1é¢bu monitorovat, aby byla ovéfena ti¢innost

podavané davky.

1.1 Hemostaza
Hemostaza je schopnost organismu zastavit krvaceni a soucasné schopnost udrzet

tekutost krve v neporuseném cévnim teciSti. V piipad€ poruseni souvislosti cévni stény
vede krevnim srdzenim (koagulaci) k zastavé krvaceni. Tento slozity mechanismus udrzuje
rovnovahu mezi stavem hypokoagulacnim a hyperkoagulacnim za soucinosti mnoha
systéml a struktur. Hemostaticka rovnovaha je vysledkem normalni funkce cévni stény,
krevnich desticek a plazmatickych Cinitelt zahrnujicich koagula¢ni a fibrinolyticky systém
a jejich inhibitory. NaruSeni této rovnovadhy se muze projevit jako krvacivy nebo

tromboticky stav.

1.1.1 Krvacivé stavy

Krvécivé stavy jsou charakteristické spontdnnimi krvacivymi projevy nebo
krvacenim, které je neimérné danému stavu. Ke krvacivému stavu dochazi pti poruseni
nekterého z mechanismii hemostatické rovnovahy. Krevni desticky hraji diilezitou tlohu
pii tvorbé primarni hemostatické zatky. Proto pii snizeném poctu desticek nebo jejich
funkéni nedostatecnosti se mohou projevovat jako krvacivé stavy. Koagulopatie jsou
krvacivé stavy zplsobené sniZenou koncentraci nebo snizenou aktivitou daného
koagulacniho faktoru (popiipadé celou fadou faktor). Maji vétSinou klasicky klinicky
obraz projevujici se spontannim krvacenim. Mirnéjsi koagulopatie se projevuji pouze pii
poranéni nebo chirurgickém zékroku. Té&zké projevy se objevuji pfi poklesu aktivity
koagula¢niho faktoru pod 5%. Z vrozenych koagulopatii jsou nej€astéjsi hemofilie, von

Willebrandova choroba a autoimunitni koagulopatie.



Hemofilie A je zpltisobena nedostatkem nebo nedostatecnou funkcénosti F VIII. Pfi
Hemofilii B jde o poruchu F IX. Obé& tyto hemofilie jsou vdzané na pohlavni chromosom X
s recesivnim typem dédi¢nosti. Hemofilie se 1é¢i substituéni metodou (nahrazeni
nedostatecného faktoru).

Von Willebrandova choroba je autozomalné dédi¢nd (postihuje ovSem pievazné
zeny). Pfi€inou této nemoci je nedostatek nebo porucha von Willebrandova faktoru (vWF).
Je naruSena primdrni hemostdza a dochazi ke snizeni F VIII. Je dulezité odlisit vW.
chorobu od Hemofilie A pomoci agregace desti¢ek (ristocetinem) a metfeni hladiny vWF.
Pacientim s touto chorobou se podava koncentrat s obsahem vWF a 1é¢i se klinické
projevy krvéaceni.

Ziskané koagulopatie se vyznacuji tim, Ze je sniZena celd skupina koagula¢nich
faktorti. Jsou cCastéj$i nez koagulopatie vrozené. Vhodna 1éCba je stavéna tak, Ze vétSinou
staci dosdhnout vymizeni ptiznakl. Mezi ziskané koagulopatie mizeme zatadit poruchy
resorpce a vyuziti vitaminu K, cirkulujici antikoagulans (CA) a konsump¢ni koagulopatie
(DIC).

Poruchy  resorpce a vyuziti vitaminu K vedou k nedostatené produkci
vitamin K dependentnich faktort ( F II, F VII, F IX, F X), které se tvofi v jatrech. Pfi
krvaceni z pfiCiny nedostatku vitaminu K je nejvhodnéjsi lécba uprava hladin faktorii
transfliznimi pfipravky s poddvanim vitaminu K.

Autoimunitni koagulopatie je onemocnéni, pii kterém néktefi jedinci mohou tvofit
protilatku proti nékterému z vlastnich koagulacnich faktorG. Jde vétSinou o latky
proteinové povahy IgG. Inhibi¢ni u€¢inek mize byt namifen proti jakémukoliv faktoru. U
této skupiny onemocnéni neni u¢innd zadna substituéni lécba. Lécba je zéavisld na
koncentraci inhibitoru. Pfi vysoké koncentraci se uzivd plazmaferéza a imunosupresni
terapie.

Diseminovana intravaskularni koagulopatie ( DIC ) ptedstavuje poruchu, pii které
dochdzi na rGznych mistech v organismu k vyznamné aktivaci hemostazy s tvorbou
vnitrocévnich mikrotrombti, spotfebé koagulanich faktord, aktivaci sekundérni
fibrinolyzy a tendenci ke krvaceni. DIC se projevuje sniZzenou hladinou koagulacnich
faktord, krevnich desticek, zvySenou hladinou trombinu, volného monomeru fibrinu a
aktivaci fibrinolyzy (vysoka hladina D-dimeru). Syndrom DIC je doprovodnym jevem
zavaznych onemocnéni. Klinicky se vétSinou vyskytuji t€zké krvéacivé nebo trombotické
projevy, casto soucasné. DIC miizeme rozdéelit do 3 stadii: 1. hyperkoagulacni, 2.

hypokoagulaéni a 3. aktivace fibrinolyzy. U prvniho a druhého stadia jsou mctitelné



hodnoty zakladniho koagulacniho screeningu (AT III, fibrinogen sniZzen; APTT
prodlouzen). Ve 3. stadiu jiz vétSinou neni moZzné méfit hodnoty na analyzatorech. DIC
miZze mit i akutni pribéh a projevit se ptimo jako krvacivy stav s témét nesrdzlivou krvi.

Celkova lécba je volena podle daného stadia a individualniho stavu pacienta.

1.1.2 Trombotické stavy

Trombotické stavy jsou chorobné stavy, pii kterych dochazi k intravaskuldrnimu
sraZzeni (trombdzam). Jde vlastné o opak krvacivého stavu. Obecné jde o poruSeni cévni
stény, hemodynamiky, o poruchy destickovych funkci, naruseni koagula¢niho a
fibrinolytického systému. Tyto stavy muizZe doprovazet fada onemocnéni zvlasté cévniho
zaméfeni, jako jsou tromboembolické stavy (dojde k tvorbé trombu, ktery se uvolni a
nasledné ucpe nékterou zcév). VétSinou se jednd o infarkt myokardu, plicni embolii,
nahlou cévni ptihodu mozkovou nebo Zzilni trombdzy koncetin. Trombotické stavy
muzeme rozdélit do dvou skupin: vrozené a ziskané.

Vrozené trombotické stavy jsou presn¢ definované a jejich klinicky obraz je
charakterizovan predev§im Zzilnimi trombdézami v neobvyklych mistech. Postizeni byvaji
jiz lidé v mladém vé&ku a byva pozitivni rodinnd anamnéza. Mezi rizikové faktory patii
porucha v genu protrombinu (F II), defekt F V (faktor V Leiden), PC, PS, AT III,
antifosfolipidovy syndrom a abnormality fibrinolyzy (t-PA, PAI).

Ziskané trombotické stavy byvaji komplexnéjSiho plivodu. Setkdvame se s nimi
napfiklad u nefrotického syndromu, téhotenstvi a Sestined¢li, zhoubnych nadorovych
procesti, v pooperacnim obdobi, myeloproliferacnim obdobi. Komplikace trombotickych
stavii obvykle byvaji v pfitomnosti antifosfolipidovych protilditek (APA). APA maji
schopnost interferovat na riiznych mistech se systémem krevniho srazeni. ZvySuje se riziko
opakovanych potrati u postizenych zen a vétSi nachylnost k zilni a arteridlni trombdze.
Laboratorné se zjistuji jednotlivé hladiny inhibitorti koagulace, fibrinolyzy, aktivace
krevnich desticek a specidlni testy. Lécba je individudlni podle stavu pacienta a formy a
druhu trombotického stavu. Nejcastéji se podavaji celoZivotné antikoagulancia (heparin,
Warfarin) jako prevence. U lehcich forem se antikoagulancia podavaji jen za rizikovych
situaci (t€hotenstvi, operace). Poptipadé se 1écba dopliuje chybéjicimi faktory pomoci

koncentratu.



1.2 Lécba trombotickych stavii

Antitromboticka lécba muze byt rozdélena na 1écbu antikoagulaéni, trombolytickou
a antiagregacni. Je zaméfena na zamezeni nadmérného shlukovéani krevnich desticek,
zabranéni nariistdni trombu, piipadné rozpusténi fibrinové slozky a omezeni c¢innosti
koagula¢niho systému. Hemostdza se aktivuje v misté posSkozené cévni stény, jako je
odtrzeny endotel nebo poruseny cholesterolovy plat. Vznika tak nasténny trombus, ktery
ve velkych tepnach, kde je velky tok krve, vytvaii tromby obsahujici zagregované desticky
s krystaly cholesterolu a ateromatozni drti. Lécba se formuje jako antiagregacni terapie.
Ve stagnujici krvi se rovnéZz muize aktivovat hemostdza, ovSem lécba je mifend jako
antikoagulacni. Ve stagnujici krvi je velké mnozstvi fibrinu a erytrocyti.

Kontrola terapie se provadi pomoci laboratornich testt, které by se mély pohybovat
v referencnim rozmezi. Pokud by hodnoty byly pfili§ vysoké ¢i nizké, nemocny by byl
ohrozen krvéacivymi nebo tromboembolickymi stavy.

Antikoagulacni terapie zabranuje tvorbé trombinu, ktery by nasledné dopoméhal
tvorbé fibrinu (vznik trombu). Inhibuje také koagulacni faktory. Lécba je provadéna
pomoci heparinu nebo kumarinovych piipravki. Heparin patfi mezi nepiima
antikoagulancia a s AT III blokuje F X a F II. Pouziva se spiSe pfi akutnich stavech a 1é¢bu
je mozné monitorovat pomoci APTT, specidlnim testem na LMWH (nizkomolekularni
heparin) a UFH (nefrakciovany heparin). Kumarinové ptipravky ptsobi na F I, F VII, F
IX a F X (faktory zavislé na vitaminu K). Lécba je stabilni az po n€kolika dnech a kontrolu
je mozno provadét stanovenim protrombinového Casu (PT). Mezi kumarinové piipravky
muzeme zafadit napiiklad Warfarin s biologickym polo€asem okolo 3 dnti.

Trombolyticka terapie aktivuje fibrinolyticky mechanismus, ktery je zamétfen na
trombus vcévé. Jde o metodu neinvazivni na rozdil od chirurgického zékroku
trombotickych ucpani cév. Terapie je sméfovana na zprichodnéni cévy a tim zlepSeni
cirkulacnich pochodii v daném organu. Terapie se provadi pomoci trombolytik. Patii sem
napfiklad streptokinaza, urokindza, antistreptdza a tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA).
Trombolytika jsou indikovana pti uzavérech cév (infarkt myokardu - IM), plicni embolii a
hluboké zilni trombose. Podavaji se bud’ soustavné nebo jednordzove. Jednorazoveé se
podavaji u IM, a to co nejdiive pfi projevu potizi a nejpozdéji do 6 hodin. U dlouhodobé
1é¢by je mozna kontrola terapie pomoci trombinového testu.

Antiagregacni terapie je zaloZzena na inhibici funkce krevnich desticek
(omezeni agregability). Na krevnich destickdch je mnoho mist, kde je mozné plisobit a

ovliviiovat tak jejich shlukovani. Aktivace krevnich desticek je slozity proces, ktery



zahrnuje interakci agonisty s membranovym receptorem, transport signalu pfes membranu
do nitra desticky a specifickou odpovéd’ desticky. Extracelularni signdly aktivace krevni
desti¢ky je mozno rozdélit do tifi skupin. Mezi silné agonisty patii trombin, kolagen,
prostaglandiny, tromboxan a faktory ovliviiuji desticky (PAF). Mezi slabé agonisty lze
zafadit ADP, adrenalin a serotonin. Tito agonisté se projevi az po uvolnéni obsahu
destiCkovych granuli. Farmakologicky mulZeme naptiklad omezit degranulaci ADP
z denznich granul krevnich desticek, narusit cyklus kyseliny arachidonové, provést blokaci
aktivace krevni desticky pomoci kyseliny acetylsalicylové (ASA) nebo ticlopidinem
inhibovat vazbu desticek navzdjem pomoci fibrinogenu. Monitorovani 1écby se provadi
agregacnimi testy, pii kterych se zjiStuje inhibice desticek u jednotlivych podnéth

(kolagen, ADP, epinefrin, ristocetin, kyselina arachidonova).

2. Metodika koagulace

2.1 Plazmaticky koagula¢ni systém

Plazmaticky koagulacni systém piedstavuje skupinu dé&ji, které vedou ke vzniku
zesitovaného (nerozpustného) fibrinu. Jedné se o fadu enzymatickych reakei, pti kterych
dochazi limitovanou proteolyzou ke Stépeni proenzymi piitomnych v krvi na aktivni
enzymy. Podstatou tohoto systému je pfeména bilkoviny krevni plazmy fibrinogenu na
fibrin, katalyzovana trombinem. Tento systém se aktivuje stykem s tkanovym faktorem
nebo kontaktem se subendotelovymi strukturami. V systému koagulace se uplatiiuje
kaskadovité zesileni, coz znamena, Ze primarni spoustéci signal je mnohonasobné zesilen.
Na kazdém stupni pak dochdzi ke zvySeni koncentrace meziproduktu. Fibrin vytvari
vléknitou sit, ve které se zachycuji krevni buiiky a vytvaii se stabilni fibrinova zétka.
V posledni fazi dochédzi k retrakci okraji rany a hojeni, na ¢emz se podileji krevni

desticky.

2.2 Koagula¢ni faktory

VétSina faktoril je tvofena v jatrech, u nékterych je zapotiebi k syntéze vitamin K
( F II, FV, FX, FIX, protein C a S). Jednd se vétSinou o glykoproteiny charakteru

proenzymu a kofaktorti, které se v plazmé nachdzi v neaktivni formé a v procesu srazeni
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prodélavaji strukturdlni zmény. Deficit, nizkd hladina nebo nefunkénost faktort vede ke

krvacivym projeviim.

F I (Fibrinogen)

Je syntetizovan v jatrech a sklada se ze tii parti peptidovych fetézcl. Fibrinogen je
substratem pro trombin a plazmin, krom& toho mulze byt Stépen i jinymi trombinu
podobnymi enzymy. Minimalni koncentrace pro homeostazu je 0,5 — 1,0 g/l. Fibrinogen

patii mezi proteiny akutni faze (PAF)

F II (Protrombin)

Je slozeny asi z 500 aminokyselin. Vznika v jatrech za pfitomnosti vitaminu K.

F I (Tkanovy faktor, tkanovy tromboplastin)
Jde o extrakt ztkdné€, nejvice obsaZeny je v mozku, plicich a placenté. Jeho
koagula¢ni aktivita zavisi na druhu tkané. Jde o jednofetézovy polypeptid a patii mezi

membranové proteiny.

F IV (Kalcium)
Chlorid vépenaty je zasadni pro kazdou fazi hemostazy. Nejmensi nutné mnozstvi

pro hemokoagulaci je 0,5 mmol/l.

F V (Proakcelerin)

Vznika v jatrech a velmi snadno se vaZe na povrch membran.

FVvi
Zahrnuje destickovy faktor 3 a 4.

F VII (Prokonvertin)
Je glykogen vznikajici v jatrech za ptitomnosti vitaminu K. Jeho hlavni funkci je

pfeména F X na F Xa po exogennim podnétu.

F VIII (Antihemofilicky faktor A)
Jde o glykoprotein, ktery je koagulacné neaktivni. Tento faktor ma tadu

stejnych sekvenci jako F V. V plazmé se F VIII vyvazuje na velky glykoprotein tzv.
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von Willebrandiiv faktor (vWF), ktery jej chrani pted biologickym §tépenim. Funkéné
aktivni funguje jako proteinovy kofaktor pfi tvorbé komplexu s F X. Jeho nedostatek nebo

dysfunkce muze vést k zdvaznému krvacivému defektu (hemofilie A).

F IX (Christmas faktor )
Je to glykoprotein vznikajici v jatrech za i€asti vitaminu K. Pfi aktivaci se $tépi na

2 podjednotky.

F X (Stuart — Prower)
Je klicovym faktorem koagulace, aktivuje se proteolytickym St€penim. Vznika

v jatrech za ptitomnosti vitaminu K.

F XI (Rosenthaliv faktor)
Aktivuje se pifi kontaktni fazi plazmatického koagula¢niho procesu, jde o

glykoprotein.

F XII (faktor Hageman)
Je to glykoprotein vznikajici v jatrech. K aktivaci dochdzi pfi poSkozeni povrchu

cévy. Za normalnich fyziologickych podminek s cévni sténou nereaguje.

F XIII (faktor stabilizujici fibrin)

Tvofti se v krevnich destickach nebo jatrech, jedna se glykoprotein.

2.3 Pfeména protrombinu na trombin

vvvvvv

Vnéjsi cesta aktivace protrombinu probihd pti poruSeni celistvosti cév a uniku krve z nich,
kdy dojde ke styku s TF. Pii tvorbé protrombinového komplexu touto cestou neprobihaji
zadna proteolyticka St€peni, ale dochdzi ke zménam konformace molekul. Tento komplex
protrombinu je velmi u¢inné vyvazovan na receptorova mista membrany krevni desticky.
Krevni desticka ma nckolik tisic vazebnych mist pro protrombinovy komplex. Touto
vazbou se pfeména na trombin urychli az 300 000 krat. Smyslem této rychlé produkce
trombinu je zajiSténi koagulace krve v misté poSkozeni cév tak, aby koagulace neprobihala

dale po proudu krve.
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Vnitini cesta aktivace protrombinu nastava piikontaktu se subendotelialni
strukturou. Sled d&t je zahdjen aktivaci F XII po jeho kontaktu s posSkozenym cévnim
povrchem (kolagen; destic¢kovy fosfolipid), popiipadé in vitro (sklo, kaolin, silica) ©*?.
Podle novéjsi teorie se tyto cesty spojuji v jednu. Tkanovy faktor je nyni pojiman jako
hlavni iniciator aktivace koagula¢niho procesu in vivo. Krev ptichazi do styku s tkdiovym
faktorem na povrchu endotelidlnich bun¢k a monocytl po stimulaci Tumor Necrosis Factor
(TNF) endotoxinem, nebo interleukinem 1 (IL 1). Neni jasné, zda koagulace in vivo je
iniciovana nizkou proteolytickou aktivitou F VII nebo pfitomnosti malého mnozstvi
F VIla. Vznikly komplex TF+VII je nasledné nejspiSe pfeménén na F Xa na komplex
TF+VIla. Tento komplex aktivuje F X a F IX. F Xa generuje malé mnozstvi F Ila
(trombinu), ktery aktivuje F VIII a F V. Fosfolipidové komplexy téchto aktivovanych
faktord poté vytvaii dostate¢né mnozstvi trombinu, nezbytné k pfemeéné fibrinogenu na
fibrin.

Trombin zvySuje t¢innost F V, F VIII, F X a aktivuje F XIII na F XlIlIla, ktery ovliviiuje
polymeraci fibrinu. Rovnéz vyvoldva nevratnou agregaci desticek ve fdzi primarni
hemostazy. Aktivované desticky vytvaii nejen hemostatickou zatku, ale soucasné poskytu;ji
reaktivni fosfolipidovy povrch pro tvorbu koagulaéné aktivnich komplexti. U aktivovanych
desti¢ek je naruSena asymetrie membranovych fosfolipidl, coZ ma za nasledek odhaleni

zaporné nabitych fosfolipidd, které tvoti vnitini dvojvrstvu membrany.

2.4 Pfeména fibrinogenu na fibrin

Vytvofeny trombin vyvolava pfeménu fibrinogenu na fibrin, ktery pisobenim F
XlIa dale polymerizuje na nerozpustny, zesitovany fibrin. Takto vytvofeny fibrin je
nerozpustny v roztoku mocoviny a kyseliné monochloroctové. Pokud vznika bez
ptitomnosti F XIII a Ca®" , je v téchto roztocich rozpustny. Pii vzniku fibrinu dochézi
nejen ke vzniku trojrozmérné sité, ale také se vytvaii béhem polymerizace nové struktury,
které mohou pusobit jako regulacni mista pro nékteré mechanismy. Trombin Stépi
fibrinogen na dva fibrinopeptidy A a B. Uvolnénim téchto fibrinopeptidii vznikaji
monomery fibrinu. Fibrinopeptid B zptsobuje vasokonstrikei (ziZeni cév), coz pfispiva

k zastaveé krvaceni.
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2.5 Fibrinolyticky systém

Lidska krev obsahuje enzymovy systém schopny rozpoustét fibrinovou sraZeninu.
Za normalnich fyziologickych podminek tento systém udrzuje hemostatickou rovnovahu.
Zvysena ¢innost fibrinolytického systému muiize vést ke krvacivym staviim, naopak snizeni
funk¢nosti tohoto sytému vede k trombotickym staviim. Fibrinové koagulum omezuje
krevni tok a mohlo by dojit k nekontrolovatelné reakci a k uzavieni cévy. Fibrinolyticky
systém obsahuje nékolik slozek. Jednou z nich je plazminogen, ktery je aktivovan zaroven
s koagulaci. Dalsi slozkou je plazmin, proteolyticky enzym, ktery kromé fibrinogenu (a
jeho riznych podob) $tépi 1 dalsi slozky koagulacniho sytému, jako jsou fibrinogen, F V a
F VIII. Pti §tépeni se zesitovany fibrin §tépi na fragmenty X a Y, které se dale rozpadaji na
fragmenty nazyvané D-dimery. Jejich stanoveni je pfimym diikazem stanoveni $tépeni
zesitovaného fibrinu.

Fibrinolyza zprichodnuje cévy a uvadi je do pivodniho stavu. Je aktivovana pfi
poruseni endotelu. Prestoze aktivace probiha soucasné s agregaci desticek, celkova doba
trvani je 48-72 hodin. Rozpusténi fibrinové zatky je zalezitosti nc€kolika hodin. Za
patologickych stavii se mize tento proces vyrazné zkratit az na nékolik minut.

Fibrinolyza je nepfetrzité probihajici proces s vyssi aktivitou béhem dne a pfi fyzické
namaze a s niz8i aktivitou béhem téhotenstvi. Tento d€¢j mad mnoho vyznami pii 1€cbé,
napf. rekanalizace cév pii trombotickych stavech a lécba riiznych zanétlivych zmén
s tvorbou fibrinu. Fibrinolyza probihd nejen v krvi, ale také v slzéch, matetském mléku,

moc¢i a jinych télnich tekutinach.

2.6 Inhibitory krevniho sraZeni

Inhibitory krevniho srdzeni jsou soucasti a zaroven i zékladnim regula¢nim
mechanismem koagulace. Pokud by koagulace probihala nekontrolované, tak by v kratké
dobé doSlo k masivnimu srazeni krve, ucpani cév a nasledné smrti. Udrzovani
hemokoagulaéni  rovnovdhy je  zdkladnim  principem  koagulace.  Jednou
z nejvyznamnéjsich regulaci jsou fyziologické inhibitory koagulacniho a fibrinolytického
sytému. Inhibitory jsou piirozené slozky krve a tlumi vySe zminéné mechanismy
koagulace. Zabranuji nekontrolovatelnému sraZzeni aktivnimi slozkami procesu. Snizené
hladiny inhibitort (zvlast¢ AT III, proteinu S a C) predstavuji znacné riziko vzniku
trombdz. Inhibitory miizeme rozdélovat do dvou skupin na pfirozené a ziskané.

Mezi pfirozené inhibitory koagulacniho systému miizeme napf. zafadit: fibrin,

antitrombin III (ATIIl), heparin, protein C, protein Sa op-antiplazmin (inhibitor
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fibrinolyzy). Trombin se tvoii po dobu koagulace v nadbytku, po ukonceni srazeni musi
byt trombin ithned inhibovén, aby nedochazelo k dal§imu srazeni krve. VSechny inhibitory
plazmatického koagulaéniho systému jsou v plazmé a jejich specifita je nizka. Z inhibitori
krevniho srazeni se nejvice uplatiiuji AT III a op-makroglobulin. Oba jsou v plazmé
obsazeny v relativné velké koncentraci. AT III s kofaktorem heparinu odpovidaji za 80%
inhibi¢ni koagulacni aktivity. Trombin je u¢inné vyvazovan fibrinem, ktery jej adsorbuje
na svém povrchu. Pfi fibrinolyze je vazba vyvéazana heparinem a AT III.

fyziologickych inhibitorGi serinovych protedz (serpinll), které maji centralni ulohu pii
regulaci hemostatické rovnovahy. AT IIl vyvazuje trombin a jiné sérové proteindzy
v poméru 1:1 za vzniku nevratného komplexu. Antitrombin ma opozdény ucinek (asi 15-
30 minut), rychlost inhibi¢niho komplexu mize byt urychlena navdzanim heparinu nebo
proteoglykanti z endotelidlnich bunék. AT III inhibuje kromé trombinu (F Ila) a F Xa takeé
jiné slozky koagula¢niho systému (F Xlla, F XIa, F IXa, F VIlla). Vyskytuje se nejen
v plazmé¢, ale také v pleurdlni a peritonedlni zanétlivé tekutiné. V moci se témet
nevyskytuje (3 pg/den).

Samotny heparin reaguje az po navazani na AT III, skterym vytvaii dimérni
komplex, ktery pak U¢inn€ vyvazuje trombin. Heparin jako smé&s mukopolysacharidi ma
odliSnou afinitu k AT III. Svymi naboji pomaha vytvofit matrix, kterd vytvari snadnéji
komplex AT III*heparin a usnadiiuje vazbu na trombin. Z komeréné vyrabénych heparinii
se vazi jen ty hepariny, které maji strukturu pentasacharidu.

Systém proteinu C je tvotfen proteinem C, proteinem S a trombomodulinem. Tento
sytém muze inhibovat F Va a F VlIla.

Protein C je klicovou slozkou koagulace, ktera je aktivovana na povrchu endotelidlnich
bunék trombinem navazanym k trombomodulinu. Jde o glykoprotein vznikajici v jatrech za
ucasti vitaminu K. Tento glykoprotein se mize délit na dvé ¢asti, z nichz jedna je vazana
na protein S. Aktivovat protein C je mozné n¢kolika zpisoby. Jednim z nich je pisobenim
trypsinu. Nejucinngjsi aktivace je vyvolavana in vivo na povrchu cévnich endotelelii, kde
je navazan specificky endotelidlni receptor trombinu trombomodulin. Vazba pfes tento
receptor je mnohondsobné rychlejsi nez se samotnym trombinem. Trombomodulin vznika
v endotelu bun¢k a z nich je uvoltiovan do krevniho ob&hu nebo se vdze na specifické
receptory a stdva se soucasti membrany. Aktivovana forma proteinu C (APC) se na rozdil

od ucinku AT III $t&pi proteolyticky a tim inaktivuje na membrané navdzané plazmatické
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faktory neenzymového ptivodu (F Va a F VIila). To vede k potlaceni aktivovaného
koagula¢niho procesu.

Protein S véaze protein C k fosfolipidovym povrchiim, jako jsou membrany krevni
desti¢ky nebo poskozenych endotelii. Aktivovany protein C ma profibrinolytickou aktivitu

(zvySuje uvoliovani aktivatoru plazminogenu).

2.7 Inhibitory fibrinolyzy

Inhibitory fibrinolyzy tlumi fibrinolytickou aktivitu a zabranuji jejimu Sifeni po
okoli. op-antiplazmin je jednim =z nejdulezitéjSich inhibitord fibrinolyzy. Jde o
glykoprotein serinového typu a s plazminem tvoii komplex 1:1. Antiplazmin je v plazmé
v nadbytku a okamzit¢ velmi G¢inn¢ vyvazuje vesSkery volny plazmin. Pokud je plazmin
vazan na fibrin, neni mozné, aby tuto vazbu antiplazmin inhiboval.
Mezi inhibitory fibrinolyzy miizeme zatadit nespecifické inhibitory: a,-makroglobulin, o;-
antitrypsin a C1 inhibitor. Obecné¢ mizeme fict, Ze jde o inhibitory protedz, jejichz ti¢inek
ptesahuje ramec koagula¢nich a fibrinolytickych pochodt, kde se také mohou uplatiiovat.

Ziskané inhibitory jsou patologickym ndlezem a nevhodné ovliviiuji koagulaci. Ze
(APA). APA jsou heterogenni protilatky namifené proti negativné nabitym fosfolipidim
s makromolekularni latkou bilkovinné povahy. Mizeme sem zatadit lupus antikoagulans
(LA) nebo antikardiolipidové protilditky (ACA). LA jsou protilaitky namifené proti
fosfolipidovym slozkdm protrombinového komplexu koagulacni kaskady. LA mulze

zpusobit abnormalni nalez u APTT.

3. Koagulaéni stanoveni jednotlivych metod

Vsechna méfeni, ktera byla v této praci pouzita, byla provadéna na dvou typech
analyzatoril — rutinné pouzivany analyzator BCS XP firmy Dade Behring Marburg GmbH

a nov¢ zavadény analyzator Ceveron Alpha firmy Technoclone GmbH, Vienna.

Pro koagulacni vySetfeni se pouziva citraitovd plazma. Odbér vendzni krve se
provadi do 0,129 moV/1 citratu sodného v poméru 1:10. Nésleduje centrifugace 15 minut pii
3 000 ot./minutu (minimaln¢ 1500xg). Plazma by méla byt zpracovavana do 2 hodin po

odbéru. V ptipad¢ doby prodleni je plazma mraZena a zistava stabilni pii -18°C po dobu
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jednoho mésice. Pti delSim skladovani se vzorky hluboce mrazi pii -80°C, stabilita je az

nékolik mésicu.

3.1 Analyzator BCS XP

BCS XP (Behring Coagulation System) je automaticky analyzator, ktery provadi
kvantitativni testy specifickych parametrit v plazmé. Jde o vysokokapacitni (az 350
testti/hod.) koagulometr s moznosti méfeni rozptylu svétla (turbidimetrie),
chromogennich, imunologickych a aglutinanich stanoveni. Vyuzivd se hlavné
v laboratofich s velkym mnozstvim normalnich 1 patologickych vzorkd, rutinnich,
specidlnich a statimovych testl. Ochrana vzorkd proti zdméné je zajiSt€éna pomoci
automatického ¢teni ¢arového kodu (barkddu) umoziujiciho pozitivni identifikaci vzorkt a
reagencii. Otevieny systém umoziuje validaci procedur. Vzorky, reagencie nebo rotory
mohou byt vkladany kdykoli dle potfeby. Maximalni pocet vzorkl je 100 kust. Vzorky
mohou byt vkladadny v rGznych druzich zkumavek (odbérové, eppendorf a dalsi).
Analyzator obsahuje nékolik nasledujicich funkci: pomoci dvou pipetort zajistuje
pipetovani vSech nezbytnych reagencii a vzorki; chlazeni reagencii v zabudovaném
chladicim boxu; méfeni v rotorovych kyvetach riznymi vyhodnocovacimi metodami a v
n¢kolika modech (fixed-time, fixed-absorbance a kinetic); inkubace taktéz v kyvetach;
kalkulace a vyhodnoceni métenych vysledki; automatické odesilani platnych vysledkt do
pfipojen¢ho pocitace (popiipadé systému); spravu referencnich kiivek a Sarzi pro
jednotlivé reagencie. Cely systém obsahuje dvé jednotky. Jednim je samostatny analyzator,
ktery nacitd vzorky a reagencie, provadi fedéni vzorkd, kalibrace a méfeni testli. Druhou
Casti je pocita¢ umoznujici zadavat data, vybirat z programu menu, nacitat a ukladat Sarze,
vypocitavat referencni kiivky a vysledky testd a v neposledni fadé komunikovat s LIS
(laboratornim informac¢nim systémem).

Meéreni koagulacniho casu je hodnota méfend v okamziku vzniku fibrinové
srazeniny (fibrinového vlédkna) nebo ¢as do koncového bodu jiné reakce. Méteny Cas je
doba od smichani reagencie se vzorkem. Vznik fibrinu (sraZeniny) snizuje prostupnost
svétla, stoupa zakal ve vzorku.

Imunochemické metody jsou urCeny pro meéfeni koncentrace proteinll. Vzorek

reaguje s protilatkami, které napf. maji latexové castice. Takto formovany celek vede ke
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zmén¢ zdkalu a jedna se o rychlost této zmény, kterd je méfena. Tato metoda vylucuje
moznost chyb v méfeni zpiisobenych nadbytkem antigent.
Chromogenni metody vyuzivaji barevné rekce p-nitroanilinu, intenzita zabarveni je

proméfovana a vyhodnocena na zékladé kalibracnich kiivek.

3.1.1 Protrombinovy, tromboplastinovy cas (PT; QUICK,) - Thromborel S

PT slouzi jako citlivy a rychly screeningovy test ve vn&jsi Casti koagulacniho
systému, zejména pii poruchéch F II, FV, FVII, FX. S deficitni plazmou mize také slouzit
pro zjisténi aktivity téchto faktord.

Pfi inkubaci plazmy sdanym mnozstvim tromboplastinu a kalcia je vyvoldna
koagulace, pii které se méfi cas do vzniku fibrinového vldkna. U vybranych
fotometrickych pfistroji 1ze podle naristu zékalu po uplynulé koagulaci vypocitat hodnotu
fibrinogenu (derivovany fibrinogen).

Test se provadi pti 37°C, kdy se 1 dil (100 pl) citratové plazmy smiché s 2 dily
(200 pl) tromboplastinu (smés tkanového tromboplastinu s 0,025 mol/l chloridem
sodnym) a zacind se méfit Cas. Vysledek méfeni se udava v sekundach, v % normy,
v protrombin ratio (PR) nebo International Normalised Ration (INR). PR = reakéni doba
vzorku / reakéni doba normalni plazmy. INR = PR™' (ISI= International Sensitivity Index).
Normalni hodnoty se pohybuji vrozmezi 0,8 — 1,2 INR; 70 — 130 % normy. Test je
vyuzivan jako terapeutickd kontrola pfi podavani warfarinu nebo podobného lé€ebnému
piipravku (kumarinu). Terapeutické hodnoty by mély odpovidat rozsahu 2,0 — 3,0 INR u
hluboké ven6zni trombozy, plicni embolie a arteridlniho onemocnéni. Dosazeni hodnoty

INR 3,0 —4,5 by mélo byt u umélé srdecni chlopné.

3.1.2 Aktivovany parcialni trombinovy cas (APTT ) - Pathromtin SL

APTT podava informace o funk¢nosti vnitini ¢asti koagulaéni kaskady, zejména
citlivé zachycuje poruchy F VIII, F IX a kontaktni faktory. Ve spojeni s deficitnimi
plazmami je APTT reagencie urena pro stanoveni jednotlivych faktorti endogenniho
systému, pro diagnosu hemofilie a pro odhaleni trombofilie z diivodu zvysené hladiny
napt. faktoru VIII. Kromé& toho miiZze byt pouZzit pro sledovani heparinové terapie.
Spoustécim aktivatorem je kaolin, ktery zastupuje zaporné nabity povrch poranéné cévy.
Pro nékteré reakce je nutnd piitomnost destickového faktoru 3 (PF3), ktery se uvoliuje

z aktivovanych krevnich desti¢ek. U testu APTT je vySetfovana plazma chuda na desticky,
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a proto je tfeba fosfolipidy dodat pouzitim tkanového fosfolipidu kefalinu (Parcidlni
Tromboplastin). Vysledna hodnota testu APTT udava cas (sekundy), ktery uplyne od
spusténi koagulacni kaskady vapenatymi ionty do vytvofeni fibrinové sraZeniny.
Prodlouzeni APTT mize byt zpisobeno napfiiklad nedostatkem faktorti vnitini Casti
kaskady (FVIII a FIX), terapii heparinem ¢i pfedavkovanim warfarinem. Test se provadi
pii teploté 37°C, kdy 1 dil (100 pl) plazmy se smisi s 1 dilem(100 pl) kefalin-kaolinové
smési. Tento komplex je dale inkubovan 180 sekund, a poté je pfidan 1 dil (100 ul)
chloridu vapenatého o koncentraci 25 mmol. Po pfidani vapenatych iontii se spusti stopky
a méii se cas do vytvoreni fibrinového vlakna. Normélni hodnoty se pohybuji mezi 25 — 40
sekundami, zalezi ovSem na laboratofi a pouzitych reagenciich. Tato doba se oznacuje jako

aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as.

3.1.3 Trombinovy cas (TT) - Thromboclotin, 5 NIH
TT je pouzivan pro sledovani inhibice koagulace pii heparinizaci a pro kontrolu
testll pro rozliSeni patologickych nalezt.

Test je zaloZen na ptfidani ur¢itétho mnozstvi trombinu o urcité koncentraci k citratové
plazmé. Cas do vzniku fibrinového vlakna je zavisly na mnoZstvi a kvalité fibrinogenu.
Vysledny cas také mohou ovlivilovat inhibitory. Poruchy faze koagulace Trombin —
Fibrinogen = Fibrin se vyskytuji pfi inhibici G¢inku trombinu, jako je zvySena aktivita AT
u heparinizace, pfi sniZzené koncentraci fibrinogenu pod 1,0 g/l nebo pii poruse polymerace
fibrinu. Cim je koncentrace trombinu nizsi, tim lze 1épe zachytit poruchy koneéné faze
koagulace. Vysetieni se provadi pii 37°C, kdy se 1 dil (100 ul) plazmy necha inkubovat 1
minutu a poté se piida 1 dil (100 pl) roztoku trombinu (stabilizovany hovézi trombin
s Ca®" ionty). Po piidani se ihned méii ¢as. Normélni ¢as se pohybuje v rozmezi 12-18

sekund.

3.1.4 Antitrombin Il (AT IIl) - Berichrom AT

Antitrombin III je plazmaticky inhibitor trombinu, aktivuje F X a tvofi s nim
irreverzibiln€ inaktivni komplex. Inaktivace koagulacnich faktord je vyrazné urychlovana
heparinem. Stanoveni fyziologického AT III nam umoznuje diagnostikovat vrozeny nebo
ziskany deficit AT III. Deficit souvisi s vrozenym nebezpe¢im vzniku trombdz.

V testu se AT III ve vzorku navaZe na znamé mnoZzstvi trombinu za pfitomnosti heparinu a

pfebytecné mnozstvi trombinu vytvoii se substratem p-nitroanilinem zbarveni, které
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métime pii 405 nm. Pfi méfeni fedime plazmu roztokem PBS v poméru 1:3 (50 pl).
Redéna plazma se smisi s trombinem a inkubuje se 3 minuty pii laboratorni teploté. Poté se
pridd substrat a ihned se zacne méfit extinkce. Vysledek je uvadén v % a vypocet se
provadi automaticky na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky. Normalni hodnoty jsou v rozmezi 70 —

140 %.

3.1.5 D-Dimer, MediRox

D-dimer je vyznamny plazmaticky protein, ktery je béhem fibrinolytického procesu
uvolnovan do cirkulujici krve. Proteolytickd degradace zesitovaného fibrinu plazminem
pfedstavuje ochranny mechanismus namifeny proti trombdze tim, Ze obnovuje pritok krve
v zilach po odstranéni usazenin fibrinu. Po aktivaci fibrinolytického systému se zesitovany
fibrin §tépi aktivni protedzou plazminem na fragmenty D a E. Nejmensi jednotkou
pfi€ného zesiténi mezi D-doménami je D-dimer, jehoZ pfitomnost ukazuje na reaktivni
fibrinolyzu. ZvySené koncentrace D-dimerti ukazuji na pfitomnost krevni sraZeniny a byly
popsany u hluboké Zzilni trombo6zy v koncetinach, DIC a embolie. D-dimer slouzi jako
marker trombofilnich stavii. Jeho hladina odrazi aktudlni aktivaci systému in vivo a neni
produkovana in vitro. Tento test se je zaloZen na reakci polystyrenové ¢astice, na které je
navazana monoklondlni protildtka proti pficné zesitétnym D-dimerim. Zoéna piicného
zesiténi je zrcadlové symetricka, tj. epitop pro monoklondlni protilatku je ptfitomen
dvakrat. Proto staci jedna protilatka k vyvolani aglutinacni reakce, ktera je detekovana
nartistem turbidity.

D-Dimer MediRox je latexové zesileny turbidimetricky test pro kvantitativni stanoveni
pricné zesiténého D-dimeru. Test zahrnuje nékolik reagencii, latexové reagens obsahuje
polystyrenové Castice, monoklonalni mysi protilatky, lidsky sérovy albumin, tricin (0,02
mol/l), sachardzu a konzervacni prostfedek azid sodny. Kapalné tfedici medium obsahuje
fyziologicky pufrovany roztok. Test je provadén na koagula¢nim analyzatoru automaticky.
Koncentrace D-dimeru v pug/l je automaticky vyhodnocena z kalibracni kiivky. Celkovy
rozsah méteni od 25 do 6400 pg/l. Tento rozsah se docili dvéma metodami, které musi byt
oddélené kalibrovany (D-dimer low: 50 — 800 pg/1, D-dimer high: 600 — 6500 pg/l). Pokud

koncentrace lezi nad méticim rozsahem, lze vzorek fedit fyziologickym roztokem.

3.1.6 Fibrinogen, Technoclone

Fibrinogen je bilkovina krevni plazmy, ktera se podili na sraZeni krve. Je sloZend z

dimeru, jehoz podjednotky se skladaji z peptidovych fetézci. UCinkem thrombinu se
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fibrinogen $tépi na monomer a ten pak dale za pfispéni F XIII na nerozpustny fibrin.
Stanoveni fibrinogenu se provadi metodou dle Clausse (u BCS XP modifikovanou

metodou dle Clausse).

Metoda dle Clausse zaloZena na velkém piebytku trombinu, ktery vyvold koagulaci
citratové plazmy. Koagulacni ¢as zde zavisi na obsahu fibrinogenu ve vzorku. Metoda se
provadi s vytemperovanym vzorkem i reagenciemi na 37°C. Vzorek fedime v poméru 1:10
roztokem NaCl (0,154 mol/lI). Smés fedéného vzorku a pufru se inkubuje se 60 sekund pti
37°C, poté se ptfidd dil trombinového reagentu a hned se stanovi koagulacni cas.
Koncentraci odecteme z kalibracni kiivky.

Kalibra¢ni kiivka se sestroji pomoci fady kalibratort fedénych v poméru 1:10; 1:20;
1:40 a 1:80 roztokem NaCl. Jako bod nula se pouziva roztok NaCl. Prométi se hodnoty
stejné jako u vzorku. Vysledkem je kalibra¢ni graf. Referencni hodnoty se pohybuji
v rozmezi 2,00 — 4,00 g/1. Kazda laboratot ma vlastni pfesn¢ dané referencni hodnoty.

Modifikovand metoda dle Clausse je zaloZena na stejném pincipu, jen misto jednoho

kalibratoru jsou pouzity plazmy s pfesné¢ danymi hodnotami. Oc¢ekavané hodnoty u této
metody jsou 1,8 — 3,5 g/l. Rozsah méfeni se pohybuje mezi 0,8 - 12 g/l. Piesnost je
testovana pomoci normalni a patologické plazmy. Varia¢ni koeficienty v sérii jsou 2,9 % u
normalni plazmy a 7,2 % u patologické plazmy.

Snizeni fibrinogenu muze nastat pfi intravaskularni proteolyze fibrinogenu trombinem
(spotfebni koagulopatie), pfi ustknuti jedovatym hadem, pfi onemocnéni jater (snizena
produkce), pfi akutnim krvaceni ¢i pti zvySeném odbourdvani fibrinogenu.

Piechodné zvysSené hodnoty fibrinogenu se mohou vyskytovat u zanétd, fibrinogen chova
jako protein akutni faze (PAF). Dale se pfechodné hypefibrinogenemie mohou vyskytovat
po operacich, Urazech, srdecnim infarktu a infekcich. Se vzrlstajicim vékem byva
pozorovana stoupajici koncentrace fibrinogenu. ZvySend koncentrace fibrinogenu je

rizikovym faktorem pro kardiovaskularni choroby.

3.1.7 Faktor VIII, DG-FVIII

Faktor VIII je kofaktorem pfi aktivaci koagulacniho faktoru X na faktor Xa.
Vzorky plazmy se zdvaznym nedostatkem faktoru VIII vykazuji vyrazné prodlouzeny
aktivovany parcidlni tromboplastinovy c¢as (APTT). Je-li plazma pacienta smichdna
s plazmou se znamym nedostatkem faktoru VIII (vrozenym nebo snizenym imunologickou
cestou), bude mira upraveni APTT proporciondln¢ odpovidat hladiné faktoru VIII v

plazmé pacienta. Reagencie obsahuje mrazem lyofilizovanou lidskou plazmu, u niz bylo
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imunoadsorpci na koloné s imobilizovanou polyklonalni IgG protilatkou koziho ptivodu
specifickou pro lidsky faktor VIII dosazeno odstranéni faktoru VIII (faktoru VIlc a
faktoru VIII-vWF). Aktivita faktoru VIII ¢ini méné nez 1% normalni Grovné, zatimco
aktivita ostatnich koagula¢nich faktorti se pohybuje v normalnim rozmezi. Vzhledem
k nestalosti reagencie je nutné ji priprvit az pied samotnym méfenim rozpusténim v 1 ml
vody uréené pro piipravu reagencii. Po dosazeni tplného rozpusténi se roztok ponechd stat
20 minut pii pokojové teploté. Poté se plazma skladuje v plastové zkumavce az do
okamziku pouziti pii teploté 2-8 °C. RozpusSténad reagencie je stabilni osm hodin za

predpokladu, ze je skladovana za danych podminek pii teploté 2-8 °C.

3.2 Analyzator Ceveron Alpha

Analyzator Ceveron Alpha firmy Technoclone GmbH je kompaktni, plné
automaticky pfistroj mefici koagulaci z hlediska celé¢ koagulac¢ni kaskady. Méfi generaci
trombinu v ¢ase kontinudlné na zdklad¢ aktivace koagula¢ni kaskady lidskym tkanovym
faktorem.

Trombin je aktivni forma protrombinu, kterda méa enzymatické i neenzymatické
funkce. V koagulaci hraje kli¢ovou roli, ve svych mnoha funkcich plsobi dle potieby jak
prokoagula¢né, tak antikoagulacné. Proto je sledovani generace trombinu v ¢ase diky nové
metodice “Trombin generacni test - TGA” vynikajicim nastrojem k ziskani celkového
obrazu o hemostaze. Tento systém se tak svou technikou méfeni pfiblizuje situaci ,,in
vivo“. Princip metody je zalozen na méteni fluorescence produktu aminomethylkumadinu,
ktery vznikd preménou fluorogenniho substratu pisobenim trombinu. Fluorescenci
vyvolava dopadajici monochromtické zafeni o vinové délce 360 nm, které vyvola emisi
zateni o vinové délce 460 nm, kterd je snimédna detektory. Fluorogenni signdl neni tmérny
aktivité trombinu (zavisi na spousté faktor jako je napi. barva plazmy, se snizujici se
koncentraci substratu klesa rychlost jeho pfemény, apod.), proto je nutné pii meéfeni
pouzivat trombinovy kalibrator, coz je modifikovany trombin schopny pfeménovat
fluorogenni substrat. Tento modifikovany trombin se netcastni koagula¢ni kaskady a neni
inhibovan plazmatickymi inhibitory. Vystupem tohoto testu je trombogram, ktery popisuje
koncentraci trombinu v Case ve srazejici se plazmé a je tedy obecnym funkénim testem
tromboticko-hemostatického systému (viz obrazek ¢. 1). TGA je schopny detekovat jak

trombofilni, tak krvacivé stavy a miize byt vyuzit k méfeni jakychkoliv genetickych nebo
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ziskanych nemoci (napt. deficit antitrombinu), ke sledovani 1écby hemofilie (Ié¢ba FVIII,
FIX nebo rFVIla), sledovani 1é€by trombembolickych nemoci (lécba kumariny, hepariny),
pfipadné k ziskdni celkového obrazu trombotické tendence u pacientii se zvySenym

rizikem trombodzy nebo krvaceni.

Obr. ¢.1: Graf generace (mnoZstvi) trombinu v zavislosti na case

Peak Thrombin

Inactivation phase

Thrombin

Lag Phase time

3.2.1 Meérené parametry

Lag phase (= tlag) - Cas do zagatku generace trombinu ( min)

Time to Peak (= t Peak) - Cas dosaZeni maximélni formace trombinu (min)

Peak (= Peak trombin) - Maximéalni koncentrace formace trombinu ( nM )

Slope (= VI') - Rychlost formace trombinu za minutu

Velocity Index (nM/min) = peak thrombin
t Peak —t lag

AUC = ETP (Endogenni trombinovy potencial)

23



4. Vlastni méreni

4.1  Pro srovnani analyzatori byla vybrdna skupina 60-ti zdravych osob o
rizném veku, ve slozeni 30 muzt a 30 Zen, jako vzorek populace.

4.2 Jako druhy soubor pro srovnani byly pouzity vysledky TGT hodnot ze
souboru 12-ti pacientd s vysokou hladinou F VIII a nizkym APTT.

43  Pro porovnani byl vybrdn jest¢ soubor 5-ti pacienti s peroralni

antikoagulacni 1écbou (Warfarin).

,»VSechny hodnoty namétené pfi této studii jsou uvedeny v ptiloze.*

5. Vyhodnoceni:

Vysledky studie: Pocet stanoveni 360, byly stanoveny parametry generace
trombinu pro reagencie TGA RB (nizky obsah TF a PL) : Lag time (min) pramér 7,7,
medidn 7,6; Peak Trombin (nM) primér 186,8, median 181,4; AUC primér 1848,6,
median 1878,2; TGA RC Low (nizky obsah PL a vyssi obsah TF) : Lag time (min) primér
3,5; median 3,4; Peak Trombin (nM) primér 188,5; median 174,6; AUC pramér 1931,5,
medidn 1876,9; TGA RC High (vysoky obsah PL a vyssi obsah TF) : Lag time (min)
pramér 8,7; median 8,5, Peak Trombin (nM) primér 408,4; median 387,1; AUC pramér
2273.,4; median 2246,6.

Pti sledovani generace trombinu bylo dosazeno hodnot, které dobte koreluji s bézné
provadénymi koagula¢nimi testy. Jednd se o zakladni koagula¢ni vySetfeni, kterd jsem
meéfil na koagulaénim analyzatoru BCS XP a kterd jsou velmi dilezitd pro zékladni
trombofilni screening. U vysetfeni TGT se jedna predevs§im o lag time generace trombinu,
Peak = maximalni koncentrace trombinu a celkové mnozstvi generovaného trombinu
pomoci integrace plochy pod kiivkou. Pfi zpracovani téchto dat jsem pouZzival program
Microsoft Excel, jehoz statistické funkce spliiuji dostatecné pozadavky na zpracovani
tohoto typu dat a zaroveil nebylo nutné pouzivat slozitéj$i systém, protoze vSechny
vysledky byly velmi podobné vysledkiim podobnych studii (ty jsou taktéz uvedeny
v pouzité literatufe).

Z vysledkii kontroni skupiny pacientl s vysokym F VIII a nizkym APTT, které
byly vySetfeny na analyzatoru BCS XP, je jasné patrné, jak pravé pii této zvySené
koagulaci u této skupiny dochazi k nékolikandsobnému zvySeni generace trombinu

zaznamenané vysetfenim plazmy na analyzatoru Ceveron Alfa.
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Naprosto odliSna je situace u skupiny pacientll uzivajicich antikoagulacni terapii
(Warfarin), u které doSlo vlivem této lécby k Gpravé generace trombinu k normélnim,
eventuelné i niz§im hodnotdm ve srovnani ke zdravé populaci.

Vysledkem studie je ovéieni, ze reagencii TGA RC low je vhodné pouzivat u
trombofilie (napf. vysoké hladiny faktoru VIII ) a reagencie TGA RC high pro
monitorovani antikoagula¢ni terapie.

Vysledky jsou vztazeny k normalnim hodnotdm ziskanym v dané laboratofi na
jednom konkrétnim analyzatoru. Pro porovnani s vysledky ziskanymi v jinych laboratotich

by bylo zapotiebi jednotlivé parametry TGT standardizovat.

6. Zavér:

Trombin genera¢ni ¢as je mozné pomérné jednoduse a spolehlivé monitorovat a
sledovani generace trombinu by mélo podat celkovy obraz hemostatického systému a tim
doplnit bézné provadénd koagulacni vySetfeni. Hemostaticky systém je potfeba hodnotit
komplexné¢ a pii jakékoliv patologii v ziskanych vySetfenich je potieba dal§iho
uptesiiujictho laboratorniho vysSetieni, které by dokonale popsalo o jakou poruchu
koagulace se jednd, aby mohla byt 1ékafem zvolena adekvatni 1écba. Zaroven je nutné mit
vySetenou skupinu zdravych jedincti, aby bylo mozné pro parametry koagulace stanovit

normalni rozmezi.
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8. Prilohy:
Obr. ¢.2: Schéma koagulac¢ni kaskady
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Tabulka €.1: Naméfené hodnoty koagulace na BCS XP

ID PTINR)|  APTT(s)| TT(s)| Fbg(an) AT Il (%) D-dimer (ug/l)
1 1,0 42,0 13,9 2,3 112 396
2 0,9 32,0 11,4 43 111 141
3 1,1 30,4 12,0 33 70 268
4 0,9 274 14,5 3,9 121 245
5 1,0 29,5 13,7 3,1 108 159
6 1,0 31,9 14,6 3,2 92 179
7 0,9 26,7 12,7 2,5 99 87
8 1,1 38,0 15,3 34 85 334
9 1,0 30,5 13,9 41 102 126

10 1,1 374 14,2 2,2 87 242

11 0,9 29,6 11,3 47 90 148

12 1,0 31,2 12,4 2,5 113 180

13 1,0 36,1 12,1 3.2 87 223

14 1,0 26,7 13,3 2,6 120 111

15 1,1 33,9 14,4 2,2 94 142

16 0,9 37,7 16,4 3,8 112 99

17 1,0 33,9 13,5 42 90 218

18 1,0 31,9 13,8 2,3 91 539

19 1,1 36,0 11,9 3,0 83 416

20 1,0 34,6 12,9 2,7 104 409

21 1,2 38,3 12,3 2,5 112 489

22 1,0 4538 13,8 34 98 118

23 1,0 34,6 12,6 3,6 110 110

24 0,9 31,2 12,6 2,9 116 129

25 1,1 354 13,8 35 88 131

26 0,9 30,4 13,2 3,9 115 91

27 1,0 28,7 12,7 2,9 100 208

28 1,0 36,9 16,3 3,9 103 248

29 1,0 34,1 14,9 3,9 98 118

30 1,2 42,9 13,7 3,2 87 167

31 1,0 32,3 14,5 2,8 103 165

32 1,0 28,7 13,6 2,5 106 144

33 0,9 25,9 13,2 3,7 101 228

34 0,9 314 14,5 34 106 137

35 1,1 30,4 12,6 34 106 211

36 0,9 29,7 13,0 3.1 81 301

37 1,0 28,7 12,2 35 81 203

38 1,0 26,4 11,3 3,2 115 373

39 1,0 25,7 12,7 34 116 312

40 1,0 27,2 13,1 33 107 587

41 0,9 28,7 12,7 2,9 91 178

42 0,9 26,9 13,5 2,9 % 194

43 1,0 26,1 13,5 2,9 90 208

44 1,0 30,0 13,9 2,9 87 238

45 1,2 37,8 13,3 2,3 80 162

46 1,0 30,3 12,8 3,0 94 276

47 1,0 30,9 13,1 2,3 85 156

48 0,9 26,4 14,2 3,2 89 105

49 1,0 29,0 14,2 2,0 85 139

50 1,1 30,1 11,7 2,7 117 289

51 1,1 28,6 13,8 2,6 115 575

52 1,0 31,6 11,0 2,6 108 156

53 1,0 274 12,5 3,1 102 400

54 1,0 34,1 11,7 2,9 84 258

55 1,2 28,8 13,8 24 87 227

56 0,9 32,6 12,3 24 93 382

57 1,0 34,2 14,9 3,2 102 75

58 1,0 352 16,1 3,7 112 196

59 0,9 26,5 15,7 34 106 276

60 1,0 31,7 17,3 3,6 105 142
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Tabulka €.2: Naméfené hodnoty TGT pro reagencii RB

ID| tLag-RB (min) | tPeak-RB (min)| Peak-RB (n"M)|  VI-RB (nM/min)|  AUC-RB (ETP)
1 8,6 14,5 170,8 28,9 1855,2

2 8,7 9,2 204,8 374 19554

3 10,1 17,8 1394 18,3 1790,8

4 8,9 14,7 1175 20,2 1351,9

5 8,6 14,8 112,4 18,1 1318,8

6 8,1 14,4 99,5 15,6 1353,2

7 7.7 13,1 161,4 30,0 1716,9

8 7.9 13,9 124,2 20,7 14094

9 9,8 16,9 101,3 14,2 1241,6

10 8,6 15,5 134,4 19,5 1708.,6

11 7,6 13,7 136,0 22,3 1610,0

12 5,9 9,6 310,1 83,4 2290,2

13 7.9 14,1 192,9 31,9 2088,5

14 11,1 17,5 1294 20,2 1666,5

15 6,1 9,9 312,7 84,7 2356,3

16 7,6 12,5 55,9 12,5 712,9

17 8,8 11,4 44,4 17,3 654,1

18 54 93 3434 88,1 2486,2

19 7.1 11,9 2104 437 1919,8

20 6,6 11,1 241,9 53,4 2057,2

21 8,3 14,1 169,4 28,9 1827.1

22 53 9,3 280,3 69,1 21734

23 5,0 8,7 334,7 90,2 24215

24 7.1 12,7 1834 32,8 1890,1

25 6,1 10,3 300,9 72,7 24845

26 7.7 14,1 196,7 30,7 2050, 1

27 56 9,4 205,5 53,9 1649,0

28 7.2 12,8 167,2 29,8 1649,9

29 74 13,2 160,7 27,8 17411

30 75 13,0 1445 26,8 1606,3

31 73 12,4 161,6 32,0 1672,2

32 6,5 11,1 251,0 54,8 2109,9

33 11,9 19,8 95,6 12,3 1299,5

34 6,3 11,5 193,5 37.3 1832,4

35 6,1 10,8 225,0 48,1 21394

36 6,0 10,4 230,9 52,0 1926,4

37 54 9,9 258,6 58,1 22355

38 7.1 11,5 2459 55,8 1994,0

39 7.2 12,1 197,9 40,3 1958,6

40 7,0 13,5 195,6 30,4 2062,0

41 98 15,9 162,9 27,0 1862,0

42 94 16,9 134,6 18,0 1654,6

43 11,1 16,7 119,8 214 1551,5

44 10,1 17,3 159,4 22,2 1882,5

45 7.1 13,5 163,0 255 1874,0

46 7,0 13,4 179,4 28,1 2104,9

47 8,4 15,9 115,2 15,3 1586.6

48 8,7 15,6 185,8 27,0 21708

49 8,2 13,5 2437 46,6 23454

50 6,7 11,7 241,9 48,4 21315

51 10,3 17,9 1394 18,4 1680,8

58 6,0 11,1 2355 46,6 21836

59 8,4 14,5 200,2 33,2 2159,2

60 8,0 13,0 264,3 53,6 23723

Primeér 7,7 13,2 186,8 36,9 1848.,6
Medién 7,6 13,1 1814 30,2 1878,2
SD 16 2,6 67,6 20,4 391,2
Minimum 5,0 8,7 44,4 12,3 654,1
Maximum 11,9 19,8 3434 90,2 2486,2
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Tabulka €.3: Namérené hodnoty TGT pro reagencii RC-low

tLag-RClow tPeak-RClow Peak-RClow VI-RClow AUC-RClow

ID (min) (min) (nM) (nM/min) (ETP)
1 3,9 9,6 163,6 28,5 1773,4
2 4,1 9,9 185,1 32,2 1862,1
3 3,7 12,7 116,6 13,0 1752,8
4 2,0 9,9 115,1 14,4 1506,6
5 1,5 8,3 123,5 18,3 1557,0
6 2,4 9,4 103,4 14,6 1506,9
7 2,7 9,5 150,6 22,2 1854,0
8 2,9 9,9 119,0 17,1 1493,3
9 3,9 11,4 94,5 12,5 1285,9
10 3,2 11,1 121,7 15,6 1696,1
11 2,3 9,9 120,6 16,1 1691,6
12 25 6,8 318,0 73,8 2403,2
13 3,1 10,7 155,8 20,6 2026,1
14 4,6 12,2 116,4 15,2 1664,0
15 3,7 7,6 312,8 80,5 2321,4
16 2,9 6,6 3104 82,8 2204,1
17 3,2 7,1 282,9 73,1 2145,0
18 2,9 6,8 354,9 91,7 2519,9
19 3,6 9,1 202,6 37,3 1937,1
20 3,8 8,8 230,1 46,2 2074,8
21 4,6 11,1 152,9 23,6 17874
22 2,8 7,0 2479 57,7 2086,8
23 2,1 57 352,5 98,7 24547
24 2,9 8,8 182,8 31,1 1949,6
25 2,6 7,2 305,7 67,2 2545,0
26 3,8 10,5 178,7 26,5 2034,1
27 4,0 7,7 2249 60,6 1692,2
28 2,6 9,4 137,8 20,2 1583,5
29 3,0 9,4 147,6 23,0 1752,7
30 3,5 9,6 150,9 24,7 1682,3
31 3,7 8,9 165,5 31,4 1734,2
32 4,1 9,1 255,5 52,0 2175,5
33 4,3 13,5 89,5 9,7 1379,2
34 3,0 8,7 188,5 32,9 1878,1
35 4,0 8,6 212,9 46,3 2092,1
36 4,7 8,8 209,9 50,4 1814,5
37 5,0 9,2 291,7 70,1 2318,4
38 6,4 11,2 2314 48,6 2004,8
39 6,5 12,0 183,3 33,3 1918,0
40 2,6 9,7 174,9 24,5 2030,5
41 3,9 10,7 159,4 23,5 1875,7
42 3,6 11,8 121,7 14,9 1689,0
43 2,9 11,0 130,3 16,0 1803,7
44 6,1 12,5 125,9 21,0 1704,5
45 4.1 11,0 144,4 20,9 1860,1
46 1,9 10,3 156,9 18,8 2039,8
47 2,4 10,6 106,3 12,9 1611,7
48 2,7 10,2 1743 23,0 2245,9
49 4,0 9,5 2475 44,8 2412,9
50 3,0 8,2 240,6 46,0 2259,3
51 4,8 12,7 127,7 16,1 1826,2
58 3,0 9,2 191,1 30,5 21154
59 3,3 9,7 215,6 34,8 2352,7
60 4,0 8,7 258,2 55,8 2316,3
Prameér 3,5 9,6 188,5 35,9 1931,5
Median 34 9,6 174,6 27,5 1876,9
SD 1,1 1,7 69,8 22,8 303,4
Minimum 1,5 57 89,5 9,7 1285,9
Maximum 6,5 13,5 354,9 98,7 2545,0
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Tabulka €.4: Naméfené hodnoty TGT pro reagencii RC-high

ID tLag-RChigh(min) [ tPeak-RChigh(min) | Peak-RChigh(nM) | VI-RChigh(nM/min) | AUC-RChigh(ETP)
1 10,0 13,9 408,9 106,7 2400,6
2 10,5 14,6 374,5 914 22424
3 13,2 18,5 320,1 60,6 24034
4 9,6 14,1 238,9 52,8 16374
5 8,9 13,1 241,9 57,9 1588,2
6 98 13,9 271,0 66,5 1722,7
7 8,2 11,7 387,2 109,6 22440
8 9,2 12,6 308,1 89,1 1746.,6
9 11,5 16,6 276,9 55,6 1905,3
10 10,3 14,1 316,9 85,3 1925,9
11 9,1 13,1 290,5 714 1876,7
12 6,5 9,0 605,6 247,0 2563, 1
13 9,6 13,3 4540 124,8 2547 .4
14 11,9 16,1 337,2 80,7 2079,4
15 7.7 10,3 642,7 2522 2611,7
16 55 8,0 562,8 2235 25718
17 6,4 8,9 4957 202,1 2379,0
18 6,5 9,1 595,1 226,0 2698,3
19 8,0 11,2 426,7 135,1 2174,9
20 8,2 11,2 480,0 158,4 24095
21 94 13,6 3451 82,3 22480
22 52 8,0 4948 178,8 22914
23 49 73 612,6 2555 2592,1
24 7.9 11,3 4328 128,8 2268,8
25 7,0 9,6 608,7 226,5 2763,7
26 8,9 12,5 4555 1253 2554,5
27 6,9 9,6 405,2 1483 18974
28 74 11,6 347,3 81,7 22204
29 75 11,1 369,8 101,5 2148,9
30 78 11,2 3171 94,5 1847,0
31 7.8 10,7 3751 128,3 1941,6
32 78 11,1 4782 145,9 2465,0
33 11,9 17,7 212,0 36,6 1886.,6
34 8,5 11,4 4205 1465 2080,8
35 94 12,3 4533 161,6 22453
36 9,7 124 450,7 162,4 21394
37 10,6 13,5 534,7 185,0 2542,7
38 12,8 15,8 4241 142,3 21936
39 14,3 17,8 3732 109,2 21217
40 8,3 12,7 366.,6 84,9 2365,7
41 9,1 13,8 300,0 63,0 21844
42 10,8 16,3 2384 433 2036,5
43 9,8 15,5 241,9 427 2017,7
44 11,0 16,0 306,7 61,4 22537
45 9,5 13,2 380,8 102,1 22113
46 75 12,0 314,9 70,7 2211,9
47 8,1 12,9 252,2 52,9 1846,2
48 9,0 13,5 366,2 82,2 2468,9
49 8,5 12,0 517,5 148,4 2792,2
50 8,1 11,3 4545 140,2 23214
51 10,4 15,7 283,7 54,1 22146
52 74 11,2 3871 100,7 23211
53 58 8,5 686,7 254,7 3050,6
54 8,6 13,5 334,9 69,0 24275
55 6,3 9,0 620,5 235,9 2847,7
56 7.9 11,0 571,5 1875 2812,7
57 11,2 16,2 294,9 59,3 2203,8
58 6,3 9,7 466,6 136,4 2522,4
59 74 10,9 4284 120,9 24634
60 73 10,3 545,7 186,1 2657, 1

Prameér 8,7 12,4 408,4 123,9 22734

Medién 8,5 12,3 387,1 109,4 2246,6

SD 2,0 2,6 117,8 61,8 315,8

Minimum 49 7,3 212,0 36,6 1588,2

Maximum 14,3 18,5 686,7 255,5 3050,6
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Tabulka €. 5: Referen¢ni meze sledovanych parametr

Parametr Dolni mez | Horni mez

PT (INR) 0,8 1,25
APTT (s) 25,9 40
TT (s) 12 18
AT Il (%) 70 140
Fbg (g/l) 2 4
D-Dimer (ug/l) 0 190
F Vil 70 150
TGA RB tLag (min) 4,5 10,9
TGA RB tPeak (min) 8 18,4
TGA RB Peak (nM) 51,6 322
TGA RB VI (nM/min) 16,5 57,3
TGA RB AUC (ETP) 1066 2631
TGA RClow tLag (min) 1,3 5,7
TGA RClow tPeak (min) 6,2 13
TGA RClow Peak (nM) 118,7 258,3
TGA RClow VI (nM/min) 13,1 58,7
TGA RClow AUC (ETP) 1325 2538
TGA RChigh tLag (min) 4,7 12,7
TGA RChigh tPeak (min) 7,2 17,6
TGA RChigh Peak (nM) 290,6 526,2
TGA RChigh VI (nM/min) 62,1 185,7
TGA RChigh AUC (ETP) 1642 2905
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Tabulka €.6: Pacienti s vysokou hladinou FVIII a nizkym APTT

ID| APTT| FVII| tlLag Peak AUC

1 21| 2704 7,1 250,2 1865,1

2 20,5| 216,2] 49 503,6 42577

3 20,4| 136,2] 44 667,5 4806,5

4 231 212,22 24 737,2 5325,6

5 23,7 148 2,5 683,8 5430,3

6 22,2 1981 2 1142,1 5609,1

7 20,8 426 21 1015,7 5565,5

8 22,5| 2926 21 1072,1 5278,8

9 21,4| 263,5 6,3 957 4903,6

10 18,4| 253,5 3,5 8279 5348,9

11 22,9 2669| 41 616,1 5350,4

12 21,2 1411 4,3 508 3553,6

Pamér 2156 2354 3,8 748,4 4774,6
Median 21,3 2349 3,8 710,5 5302,2
SD 1,5 80,7 1,7 265,5 1095,9
Minimum 18,4 136,2 2,0 250,2 1865,1
Maximum 23,7 426,0 7.1 11421 5609,1
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Tabulka €.7: Vysledky sledovanych parametr( u osob
dlouhodobé Ié€enych Warfarinem

Reagencie TGARB
ID tLag(min) Peak(nM) AUC(ETP)
1 7,9 231 29947
2 11 151,2 1980,6
3 7,8 146,5 2062
4 6 196,1 1778,9
5 11,5 78,2 1208,5
Primér 8,8 160,6 2004,9
Median 7,9 151,2 1980,6
SD 2,3 57,6 645,9
Minimum 6,0 78,2 1208,5
Maximum 11,5 231,0 29947
Reagencie TGA RC low
ID tLag(min) Peak(nM) AUC(ETP)
1 3,2 209,8 29479
2 6,1 96,2 1760,9
3 5,8 111,8 1778,1
4 5 187.,6 1748,9
5 7,1 111,7 1282,9
Pramér 5,4 143,4 1903,7
Median 5,8 111,8 1760,9
SD 1,5 51,5 619,7
Minimum 3,2 96,2 1282,9
Maximum 7.1 209,8 29479
Reagencie TGA RC high
ID tLag(min) Peak(nM) AUC(ETP)
1 7,3 363,4 3044,3
2 11,6 2074 1912,7
3 7,3 185,1 1878,5
4 5,4 263,1 18144
5 10,5 99,7 1137,2
Primér 8,4 223,7 1957,4
Median 7.3 207,4 1878,5
SD 2,6 97,7 686,1
Minimum 5,4 99,7 1137,2
Maximum 11,6 363,4 3044,3
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