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Anotace
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zamerenim na koagulaci. Hradec Kralové, 2019. Bakalafska prace na Pfirodovédecké fakulté

Univerzity Hradec Kralové.

Bakalarska prace se zabyva hemokompatibilitou zdravotnickych prostfedk. Cilem je
navrhnout metody zkousek na vyhodnoceni interakce zdravotnickych prostfedkl s krvi,
zejména pro zkousky koagulace, které by mohly prokazat bezpecné pouziti zdravotnickych
prostiedku v klinické praxi. Teoreticka ¢ast obsahuje zakladni informace z oblasti hematologie,
principu koagulace, a predevs§im informace o metodach zkousek hemokompatibility. Soucasti

praktické ¢asti je aplikace navrzenych metod zkousek koagulace a jejich vyhodnoceni.
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The bachelor thesis applies to hemocompatibility of medical devices. The main aim is to
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The theoretical part contains basic information from the field of hematology, coagulation and
information about methods of hemocompatibility testing. Practical part is consist of

applications of the methods of coagulation tests and their evaluation.
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Seznam zkratek

D-dimer specialni produkty degradace fibrinu sestavajici z dimeru D-fragmentu
ELISA heterogenni enzymova imunoanalyza (enzyme-linked immunosorbent assay)
F1.2 nekatalyticky fragment odstépeny z protrombinu pfi jeho konverzi na trombin
FDP fibrin-degradac¢ni produkty

Fl fibrinogen

Fll protrombin

FIII tkanovy faktor

FIV vapnik

FV proakcelerin

FVII prokonvertin

FVIII antihemofilicky faktor A

FIX Antihemofilicky faktor B

FX Stuart-Prower faktor

FXI Rosenthaltv faktor

FXII Hagemantv faktor

X1 Faktor stabilizujici enzym

FPA fibrinopeptid A

HMWK Fitzgeraldiv faktor

PK Fletcherav faktor

PTT parcialni tromboplastinovy Cas

PVC polyvinylchlorid

TAT trombin-antitrombin komplex

TMB tetramethylbenzidin, (3,3,5,5 — tetramethylbenzidine)

vWF von Willebrandiv faktor



1 Uvod

Na vyrobu zdravotnickych prostiedkti se pouziva mnoho odlisnych materialt a je tedy
potieba pied klinickym pouzitim dany material ¢i zdravotnicky prostfedek otestovat, jestli jeho

pouzitim nedochazi k negativnim reakcim krve.

Zdravotnické prostiedky prichazejici do styku skrvi je potieba otestovat na
hemokompatibilitu. Jestlize je zdravotnicky prostfedek hemokompatibilni, smi se v praxi
pouzivat, aniz by hrozila jakakoli negativni reakce pfi interakci zdravotnického prostredku
s krvi. Jestlize je prostiedek nehemokompatibilni, pfi jeho interakci s krvi by mohlo dojit
k nechténému vyvolani hemostatického mechanismu (pf. aktivace trombocytd, spusténi
koagula¢ni kaskady apod.), ¢imz by mohlo dojit k poSkozeni zdravotnického prostiedku (pf. na
implantované umélé cévé muze vzniknout krevni sraZenina a tim dojde k poskozeni jeho

funkce).

Mezi zkouSky na hemokompatibilitu patii hemolyza a tromboza, kterd zahrnuje
koagulaci, aktivaci krevnich desti¢ek apod. Velmi ¢asto dochazi vlivem interakce krve a
zdravotnického prostiedku ke koagulaci krve, a proto je prace zaméfena predevsim na popis
funkci a vliva jednotlivych koagula¢nich faktorti a popis koagulacniho mechanismu, jehoz

vysledkem je vznik srazeniny.

Soucasti je také popis vzniku srazeniny vlivem piimého styku zdravotnického prostredku
s krvi a ptiklady kardiovaskularnich zdravotnickych prostiedkd, jejichz hemokompatibilita je

pro spravné plnéni jejich funkce klicova. Zminény jsou také metody zkousSek na koagulaci.

Navrhnuté¢ metody zkousek byly vramci praktické Casti aplikovany na ruzné typy
zdravotnickych prostfedkd. Pro porovnani vysledk byly provedeny statické i dynamické

zkousky na koagulaci.
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2 Teoreticka cast

Hemokompatibilita vyjadiuje miru snaSenlivosti materidlu s krvi. Jestlize je zdravotnicky
prostiedek hemokompatibilni, nemélo by dojit k Zddné reakci pfi jeho interakei s krvi. Klinické
pouziti zdravotnického prosttedku v ptimém styku s krvi €asto provazi neptiznivé reakce, jako
je aktivace krevnich desti¢ek, aktivaci komplementil a spu§téni koagulaéni kaskady. Casto
dochazi k poskozeni zdravotnickych prostfedkd, jako jsou napiiklad katetry, umélé cévy a cévni
stenty, a to zejména vlivem trombdzy. Pfi vyrobé zdravotnickych prostiedki je tedy potieba

vzit v potaz, zda je dany material kompatibilni s krvi ¢i ne [1].

Zda je dany zdravotnicky prostiedek hemokompatibilni 1ze urcit pomoci zkousek, pfti
kterych se testuje material, z kterého je zdravotnicky prostfedek vyroben. Zakladnimi
metodami je zkouska na hemolyzu a trombdézu [2]. Je-li zdravotnicky prostiedek
nekompatibilni, Vv postizeném misté¢ se ihned spusti komplexni proces, tzv. hemostaticky
mechanismus (hemostaza) [3]. Hemostaticky mechanismus se téz aktivuje pii poSkozeni
endotelu nebo poranéni. Ulohou hemostatického mechanismu je pfeménit tekutou krev na
srazeninu, ktera uzavie cévu. Po zahojeni rany dojde k rozpusténi srazeniny a obnov¢ cirkulace
krve [3]. Hemostaticky mechanismus se sklada z primarni a sekundarni faze. V primarni fazi
dochézi k agregaci a tvorb¢ desticek. Krevni desticky jsou aktivovany, diky ¢emuz se dokazou
vedle sebe navadzat v misté poranéni. Nasleduje sekundarni hemostdza, pii které dochazi
k ukladani nerozpustného fibrinu, ktery je generovan koagula¢ni kaskadou. Fibrin vytvofi sit,
ve které jsou zaclenény krevni desticky. Vznikla sit’ slouzi ke stabilizaci krevni srazeniny [4].
Mezi faktory udrzujici hemostazu patii cévni sténa, trombocyty, tkafiova slozka a plazmaticky

koagula¢ni systém [3].

Ulohou cévni stény je udrzovat fluiditu a pfi poskozeni cévni stény kontrolovat
protrombické déje.— Pfi poskozeni vyvold vazokonstrikei (reflexni smrSténi), kterd zvysi
protrombotické pusobeni a snizi proudéni krve. Vazokonstrikce funguje tak dlouho, dokud
nedojde k aktivaci koagula¢nich systémi. Cévni sténa se sklada zendotelové vrstvy
(endotelova vrstva je slozena z endotelovych bunék nasedajicich na bazalni laminu) a
subendotelové vrstvy. Dilezitou funkci ma subendotelova vrstva, protoze udrzuje trombocyty
Vv intaktnim stavu a brani jejich adhezi na cévni sténu. Dal§im faktorem, ktery umoznuje udrzet

hemostazu je tzv. tkanova slozka, ktera uvoliiuje ADP a tzv. tkanovy faktor [3].

Funkce trombocytl se nejvice uplatituje v primarni hemostdze, pii které dochazi

K postupné tvorbé fibrinové hemostatické zatky, ktera zastavi krvaceni [5]. Trombocyty
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zprostiedkovavaji mnoho interakci mezi krvi a cévni sténou. Maji fosfolipidovy povrch, ktery

umoziuje navazani koagula¢nich faktori, které jsou zavislé na vitaminu K [3].

Posledni ¢asti celého procesu je koagulacni systém sklddajici se z mnoha déja, diky

kterym je umoznén vznik nerozpustného fibrinu, a tedy vznik srazeniny [3].

2.1 Koagulacni systém

Koagulace krve spolecné s trombocyty funguji jako obranny mechanismus vii¢i krvaceni.
Dojde-li  k poskozeni  endotelu, spusti se ihned koagulaéni systém, ktery
je koordinovan trombocyty a vytvoii se fibrinova sit’, kterd zachyti veskeré krevni elementy
[6]. Trombocyty poskytuji koagula¢ni kaskadé trombogenni povrch. BEéhem koagulace dochazi
ke zvySovani poctu krevnich desti¢ek v krvi, coz umoziuje zesileni koagulaéni kaskady [7].
Celou reakci monitoruje tzv. antikoagulacni systém, ktery je schopen koagulaci oddalit nebo ji
pfipadn¢ blokovat. Jestlize dojde knaruSeni pfirozené rovnovahy koagulacniho
a antikoagula¢niho systému, mohou se projevit onemocnéni jako je naptiklad tromboza nebo

hemofilie [6].

2.1.1 Plazmatické koagulacni faktory

Koagula¢ni faktory jsou nezbytnou soucasti koagulaniho systému. Vnitini drdha
koagulacni kaskady se sklada z faktorti FI, FII, FIX, FX, FXI a FXII. Vnégj$i dradha obsahuje
faktory FI, FII, FVII a FX. Spole¢na koagula¢ni draha se sklada z faktora Fl, FII, FV, FVIII,
FX [8].

Tab.1: Faktory podilejici se na koagulaci krve.

Faktor | Nazev Misto tvorby Biologicky | Funkce
polocas
FI Fibrinogen Jatra 3-4 dni Substrat
Fll Protrombin Jatra 2-3 dni Serinova proteaza
FIl1 Tkéanovy faktor Bunky tkané
FIV Vépnik
FV Proakcelerin Jatra 12-36 h Kofaktor
FVII Prokonvertin Jatra 4-8 h Serinova proteaza
FVIII Antihemofilicky faktor A 8-16 h Kofaktor
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vWF Willebrandtv faktor Endotel, 2-12 h Adheze trombocyti
megakaryocyty

FIX Antihemofilicky faktor B | Jatra 18-36 h Serinova protedza

FX Stuart-Prower faktor Jatra 2-3 dni Serinova proteaza

FXI Rosenthalav faktor Jatra 2-3 dni Serinovéa proteaza

FXII Hagemantiv faktor Jatra 2 dny Serinova protedza

FXI Faktor stabilizujici enzym | Jatra 3-5 dni Transamidaza

PK Fletcherav faktor Jatra Serinovéa proteaza

HMWK | Fitzgeralduv faktor Jatra 5-6 h Kofaktor

Fibrinogen (Fl) je glykoprotein pfitomny v plazmé (v koncentraci 2-4 g/l) i
trombocytech. Fibrinogen se v plazmé nachazi ve formé dimeru slozeného ze tii rozlisnych
pari polypeptidovych fetézcl o, p a vy, které jsou k sobé vazané disulfidickymi mistky.
Strukturu fibrinogenu udrzuji a stabilizuji vapenaté ionty. Fibrinogen ma skrytd vazebna mista,
ktera jsou mnohdy dostupna az po konformacni zméné molekuly, ke které dojde nejcastéji
pfeménou fibrinogenu na fibrin, anebo v nékterych ptipadech také odstépenim mensich ¢asti,
tzv. B. M4 tfi vazebna mista, kde se mohou navazat Ca®*. Jestlize jsou vazebna mista obsazena,
je FI chranén vaci Stépeni plazminem. Pro polymerizaci vldken fibrinogenu je nezbytna
piitomnost cukerné slozky na o a B fetdzci. Retdzce fibrinogenu jsou kédovany geny
umisténymi na_4. chromosomu. Fibrinogen se vdZze na membranovy proteinovy komplex
trombocytll a na integrované i neintegrované receptory fibroblasti a specializované bunky
(lymfoidni, endotelidlni, nadorové, hemopoeticke, aj.), ¢imz ovliviiuje jejich adhezi, agregaci a

migraci. Fibrinogen umoznuje uvolnéni vWF a podporuje agregaci trombocytt [3].

Deficit fibrinogenu zpusobuje hypodysfibrinogenemii, coz je vzacné onemocnéni
charakterizované snizenymi hladinami dysfunkéniho fibrinogenu. V nékterych ptipadech se
porucha projevuje zvySenou krvacivosti, vétSinou je vSak porucha asymptonicka [9].
Neodostatek FI se téZ miiZze projevit vrozenou afibrinogenemii, kterd je charakterizovana
Uplnou  nepfitomnosti  fibrinogenu.  NejCastéji  se  pfiznaky  projevuji  uz
u novorozenct, u kterych dochazi ke krvaceni z pupecni $itry. V pozd€j$im veéku se porucha
projevuje  gastrointestinalnim  krvacenim,  krvacenim v genitourinalnim  traktu
a Vv centralnim nervovém systému, pfi¢emz obvykle byva pfi¢inou smrti intrakranialni krvaceni

[10].
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Obr. 1: Struktura o-fetézce fibrinogenu.

Obr. 2: Struktura p-fetézce fibrinogenu.
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Obr. 3: Struktura y-fetézce fibrinogenu.

Protrombin (FI1) se sklada z 532 aminokyselin. Pomoci enzymu protrombinazy se méni
na trombin (Flla). Ma koagulaé¢ni i inhibi¢ni u¢inky. Uplatiiuje se pii procesu hojeni a zanétu,
$tépi fibrinogen na fibrin, aktivuje trombocyty a faktory IX a XIII, a pomoci proteolyzy aktivuje
faktory V a VIII [3].

Jedna se o nestabilni protein, ktery se S$t€pi na mensi proteiny. Vyznamny protein
vznikajici §tépenim protrombinu je trombin, ktery ma protizanétlivé ucinky. Plisobeni trombinu
je  indukovano  aktivaci  receptort,  které  aktivuji = protedzu  nachazejici

se na monocytech, lymfocytech, endotelu a dendritickych bunikach [11].

Nedostatek protrombinu je vzacnd autosomalné recesivni porucha. Jedna se o nadmérné
krvaceni zapfi¢inéné vlivem nizké hladiny cirkulujiciho FII. Jestlize je hladina protrombinu
nizsinez 10 % od normalni hladiny jedna se o poruchu zvanou hypoprotrombinémie. Pfiznakem
je zavazné krvaceni jiz od narozeni (z pupecnikové S$iliry), krvaceni sliznice, hemartrooza,
intrakranidlni krvaceni, gastrointestindlni krvdceni a menorrhagie. DalSi poruchou je tzv.
dysprothrombinémie, kterd vznika syntézou dysfunkcniho proteinu. Pfiznaky jsou variabilni,

zavisi na mnozstvi zbytkové funk¢éni aktivity [12].
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Obr. 4: Struktura protrombinu.

Tkanovy faktor (TF) je membranovy glykoprotein (z 263 aminokyselin). Umoziiuje
aktivaci hemostazy ihned po poruseni cévy, kdy endotelové buniky vypusti TF. Tkanovy faktor
nepotiebuje k vykonani své funkce Zadné aktivacni kroky. Slouzi také jako signalni receptor

pro ruzné déje, jako naptiklad piesun vapniku v buiice, aktivace enzymu, exprese genu [3].

Tkanovy faktor se exprimuje urcitymi buiikami v cévni sténé a buiikami, které cévni sténu
obklopuji, napf. buiky hladkého svalstva cév. Ve vysokém mnozstvi vznika v mozku,
ledvinach, plicich a placenté. -V kazdém ze zminénych organti je tkanovy faktor exprimovan

specifickymi buikami [7].

Obr. 5: Struktura tkafiového faktoru.
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Kalcium (Faktor 1V) aneb ionty vapenatého kationtu jsou nutné k udrzeni hemostazy.
Pro hemokoagulaci je minimalni potfebné mnozstvi Ca®* 0,5 mmol/l. Zprostiedkovava
pfipojeni ~ y  karboxylové  skupiny  kyseliny  glutamové na  fosfolipidy

u faktora zavislych na vitaminu K [3].

Proakcelerin (FV) jedna se o jednofetézcovy glykoprotein. Primarné se syntetizuje
Vv jatrech a megakaryocytech. Zhruba 80 % FV obsazeného v krvi cirkuluje v plazmé a zbylé
mnozstvi se uklada do krevnich desticek [13]. Minimalni potfebné mnozstvi aktivniho FV
k zastaveni krvaceni je 10-15 %. Urychluje proteolytické §tépeni protrombinu spoleéné s Ca?*
a fosfolipidy [3]. Dojde-li k mutaci v genu F5, proakcelerin se stane rezistentni vici $tépeni a
inaktivaci aktivovanym proteinem C (antikoagulacni faktor), coz zptisobuje trombofilii a

hemoragickou diatézu [14].

Obr. 6: Struktura proakcelerinu.

Prokonvertin (FVII) je jednoifetézcovy glykoprotein (z 406 aminokyselin). Vyskytuje
se ve formé zymogenu a cirkuluje v Krvi. V fetézci jsou piitomny glutamové kyseliny.

Karboxylaci glutamové kyseliny pomoci vitaminu K 1ze ziskat karboxylové slouceniny. Behem
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koagulace je Sté€pen proteolyzou na aktivni serinovou protedzu FVIla (stabilni asi 2,5 hodiny).

Vytvati komplex s tkanovym faktorem (tzv. vnéjsi tenaza) a tim umocnuje jeho funkce [3].

Nedostatek prokonvertinu je vzacna vrozena autosomalné recesivni porucha zpusobena
mutaci genu F7. Porucha se projevuje nadmérnou krvacivosti. Castym piiznakem je krvaceni
Z nosu, dasni a nadmérné krvaceni pfti chirurgickych zakrocich. Také se vyskytuje onemocnéni
intracerebralni hemoragie (krvaceni do mozkového parenchymu) a hemartroza (pfitomnost
krve v kloubu). Ptestoze je deficit FVII spojen s nadmérnou krvacivosti, v nékterych ptipadech

se také objevuje zvysena srazlivost krve [15].

Obr. 7: Struktura prokonvertinu.

Antihemofilicky faktor A (FVIII) je glykoprotein-p ptitomny Vv plazmé. Sklada
se z 2332 aminokyselin a vaze se do komplexu s vVWF. Aktivni FVII slouZi jako kofaktor
proteinit pii aktivaci trombinu. Jeho nedostatek vede k hemofilii A (krvacivy defekt) [3].
Nedostatek aktivity koagula¢niho faktoru VIII zpisobuje vzacné onemocnéni hemofilii A.
Jedna se o recesivni poruchu krvaceni. Pfiznakem je nadmérné krvaceni po trazu nebo operaci.

S 4

po lehkém traumatu do kloub a svalt [16].
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Obr. 8: Struktura Antihemofilického faktoru A.

Christmas faktor (FIX) je jednofetézcovy plazmaticky glykoprotein. V plazmé se
nachazi ve form¢é zymogenu. V piitomnosti vapenatych iontd se pfeménuje na serinovou
proteazu [17]. Stépenim FIX dochézi ke vzniku dvou podjednotek vazanych dvéma
disulfidickymi mustky. Minimalni mnozstvi k zastaveni krvaceni je 20-30 % [3]. Nedostatek
koagulacéni aktivity faktoru IX zplsobuje hemofilii B. Ptfiznaky hemofilie B jsou opozdéné a
opakované krvaceni pied zahojenim rany, spontanni kloubni a svalové krvaceni, abnormalni
krvéaceni ptfi operacich. Pfiznaky hemofilie B se Cast&ji projevuji v détstvi a dospivani nez

Vv dospélosti [18].

o ey

Obr. 9: Struktura christmas faktoru.
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Faktor Stuarta-Prowerové (FX) je z chemického hlediska dvouietézcovy glykoprotein.
Sklada se z 11 skupin y karboxyglutamové kyseliny. Aktivni FX je pfitomen v koagulacné

aktivnim komplexu enzymu protrombinazy. Minimalni hladina FX potfebna k zastaveé krvaceni
je 20 % [3].

Deficit koagulacniho faktoru X je autosomalné¢ recesivni porucha krvaceni. Pfiznaky se
projevuji Castym krvacenim z nosu a sliznice, menorrhagiit a vzacné i hemartrozou. Porucha
mize byt zptisobena nizkou hladinu FX nebo syntézou dysfunkéniho koagula¢niho faktoru X
[19].

Obr. 10: Struktura faktoru Stuarta-Powerové.

Rosenthaluv faktor (FXI) je glykoprotein, ktery cirkuluje v krvi ve formé zymogenu.
K aktivaci FXI dochazi v kontaktni fazi plazmatického koagulacniho procesu. Snadno se vaze
na povrch trombocytii a na aniontové povrchy (pf. sklo, kaolin, celit). Aktivuje se pomoci

proteolyzy nebo trypsinem a trombinem [3].
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Nedostatek faktoru XI je autosomalni porucha krvaceni vlivem snizené hladiny FXI

v plazmé. Zvysend krvacivost se projevuje piedevsim po Urazu nebo operaci. Kvili snizené

Obr. 11: Struktura Rosenthalova faktoru.

Hagemaniiv faktor (FXII) je glykoprotein, ktery se v plazmé vyskytuje ve formé

zymogenu. Pfi kontaktu FXII se subendotelialnimi strukturami dochazi k jeho aktivaci [3].

Pfi kontaktu s materidlem se FXII aktivuje pouze v pfitomnosti negativné nabitych
povrchi, jako je kaolin, sklo, ellagova a stearova kyselina. Hagemantv faktor objevil Oscar
Ratnoff v roce 1950 [1].

Porucha nizké hladiny FXII byla omylem objevena pii provadéni testl na srazeni krve
pfed chirurgickou operaci. Pfiznakem je zvySend tendence ke krvaceni, vyskyt mozkové

apoplexie, t¢zké bolesti hlavy, bolesti bficha a rizné formy alergie [21].

21



Obr. 12: Struktura Hagemanova faktoru.

Faktor stabilizujici fibrin (FXIII) se nachdzi v plazm¢ jako zymogen navazan na
fibrinogen i v komponentech buiky. Aktivuje se hydrolyzou pomoci trombinu. Béhem
koagula¢ni kaskddy napomaha stabilizaci fibrinové srazeniny spojenim fetézci fibrinu, pficemz
vznikd homopolymer. Pomaha hojit rany a u zen v dob¢ téhotenstvi pomaha piti ochrané plodu

3].

Nedostatek faktoru XIII je vrozena autosomalné recesivni porucha charakterizovana

zvySenym krvacenim a $patnym hojenim ran [22].




Obr. 13: Struktura faktoru stabilizujici fibrin.

Fletcheriv faktor (PK) je téz znamy jako prekalikrakein. Proteindza obsazena v krevni
plazm¢ jako zymogen, ktery se vaze na HMWK. Skladd se ze dvou lehkych

a jednoho tézkého fetézce [3].

Nedostatek prekalikrakeinu nezptsobuje zadné zdravotni problémy. Pii provedeni
krevnich testll byva pouze zaznamenany del§i parcidlni tromboplastinovy ¢as (PTT), ktery
vypovida o problémech s krvacenim, pii¢inou vSak neni nedostatek prekalikrakeinu jako
takovy. Vzacné se vyskytnou problémy se sraZenim krve, krvaceni nosu, Zilni tromboéza, srdec¢ni
infarkt a mrtvice. Jedna se vSak 0 obecné zdravotni problémy populace, takze vliv nedostatku

prekalikrakeinu na jejich vzniku neni prokazan [23].

Obr. 14: Struktura Fletcherova faktora.

HMWK (Vysokomolekularni kininogeny) jsou plazmatické proteiny. Pomoci enzymu
kininogenaza z nich vznikaji kininy (vazoaktivni peptidy). VaZou se na povrch aktivnich

trombocytl a buniky endotelu. Umoznuji aktivaci faktoru XII [3].
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Pro tvorbu koagula¢nich faktora II, VII, IX a X je nutnd pfitomnost vitaminu K, jeho
nedostatek zplsobuje poSkozeni syntézy zminénych faktorti. Syntéza probihd v jaternich
buiikach, kde glutamova kyselina usnadiiuje  gama-karboxylaci a  vytvorend
gama-karboxylova kyselina vytvaii misto pro vazbu ionti vapniku, kde probiha pfeména
inaktivnich zymogent na serinové protedzy. Snizend syntéza faktorti je Castd u jaternich

onemocnénich [24].

Deficit HMWK je autosomalné recesivni porucha koagulace. Nedostatek kininogenu se
neprojevuje zvysSenou krvacivosti, ale vykazuje abnormalni povrchové zprostiedkovanou

aktivaci fibrinolyzy [25].

Obr. 15: Struktura vysokomolekularniho kininogenu.

2.1.2 Koagula¢ni kaskéada

Principem koagula¢ni kaskady je postupna aktivace vSech koagulaénich faktoru, které se
bez potifebného aktivatoru (pf. poranéni endotelu) vyskytuji ve formé prokoagulantd.
Prokoagulacni faktory spolu s antikoagula¢nimi faktory reguluji hemostazu a jejich cilem je
béhem koagulacni kaskady vyprodukovat trombus, tedy vznik srazeniny [26]. Koagula¢ni
kaskada se sklada ze dvou paralelnich drah, které jsou nazvané jako kontaktni aktiva¢ni draha
(vnitini drédha) a draha tkanovych faktori (vnéjsi draha), a které jsou zavislé na pocate¢nim

spoustéci [1]. Posledni fazi koagulacni kaskady je spolecna draha, kde dochazi k preméné
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fibrinogenu na nerozpustny fibrin, ktery se ve formé fibrinovych polymert zabudovéava do

fibrinové zatky. Vznikla fibrinova sit’ stabilizuje sraZzeninu a vytvaii hemostatickou zatku [11].

Vnéjsi koagulacni draha je delsi Cast koagulacni kaskady, kterda pomahéa udrZovat
hemostazu pfi poSkozeni cévy. Draha se spusti uvolnénim tkanového faktoru TF, ktery se
uvoliiuje jen pii poSkozeni endotelu a ten aktivuje faktor XII, ktery je pfitomen ve formé
zymogenu a zaktivuje se na FXIIa. FXIla funguje jako katalyzator pro aktivaci FXI na FXla a
poté se hned FIX zaktivizuje na FIXa, ktery zase katalyzuje FX na FXa. Pti kazdé aktivaci
daného faktoru se zvysi jeho koncentrace v Krvi. Aktivita vnéjsi koagulac¢ni kaskady se

v klinické praxi stanovuje jako ¢aste¢ny tromboplastinovy ¢as (PTT) [8].

Vniti'ni koagula¢ni draha je iniciovana aktivaci FXII a jeho pfeménou na FXIla hned
po vystaveni endotelialnimu kolagenu, ktery se vytvoti pti poskozeni endotelu. FXIla funguje
jako katalyzator a zaktivizuje FXI na FXIa, ktery zptisobi aktivaci FIX na FIXa. Ulohou FIXa
je katalyzovat FX na FXa. V téhle ¢asti koagula¢ni drahy dochazi ke spojeni vnitini a vné&jsi

koagula¢ni drahy. Vnitini koagula¢ni draha se méfi jako protrombinovy ¢as (PT) [8].

Spole¢na draha zacina aktivaci FX na FXa, cemuz pomahaji komplexy tendz. Tenazy
maji dvé formy a to vnitini (kofaktor FVIIIL, FIXa, fosfolipidy a Ca?*) a vn&jsi (FVII, TS a Ca?").
Jakmile dojde k aktivaci FX zaktivuje se téz FII na Flla a FXa zaktivuje fibrinogen na fibrin.
Trombin aktivuje FXI a také kofaktory V a VIl a FXIII. Podjednotky fibrinu vytvofi fibrinovy
fetézec a zaroven na né pusobi FXIII, pomoci n€hoZ fibrinova vlakna vytvofti fibrinovou sit’,

ktera stabilizuje trombocyty [8].
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Obr.16: Koagula¢ni kaskada.

2.1.3 Antikoagulacni systém

Pro ukonceni koagulace je nutné deaktivovat koagulacni faktory, aby se koagulace
zastavila a neSifila se do dalSich ¢asti cévniho systému. Zastaveni koagulace zajistuje
antikoagulacni systém, ktery se skldda zriznych antikoagulantii. Nejéastéji se jedna

o krevni bilkoviny s protisrazlivym t¢inkem [5].

Antitrombin 111 ma inhibi¢ni funkci, pfi¢emz inhibuje pfedevsim trombin a aktivovany
FX. Byva indikovan pfi snizené hladiny antitrombinu v plazmé [27]. Antitrombin inhibuje
serinové proteazy, které se vazou a inaktivuji trombin. Enzymaticka aktivita antitrombinu se
zvySuje v pfitomnosti heparinu, coZ je zpisobeno pifitomnosti sulfatu na povrchu endotelovych

buné¢k heparinu [11].

Heparin zvysuje aktivitu antitrombinu, a to indukci zmény konformace FXa a Flla.
Nefrakciovany heparin inhibuje FIXa FXIa a FXIla [28]. Jedna se o sulfaiatovany

glykosaminoglykan, ktery se GiCastni pfedevsim inhibice vnitini drahy koagulacni kaskady [1].
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ucinky. Pusobenim proteinu C se aktivuje trombin, ktery inhibuje aktivované

FV a FVIII [11].

Protein Sje glykoprotein zavisly na pfitomnosti vitaminu K. Syntetizuje se
V hepatocytech a buinikach endotelu. V plazmé se vyskytuje ve volné i vazané formé, pricemz
jako antikoagulant funguje volnad forma proteinu S. Vazand forma pisobi jako inhibitor

komplementového systému. Hladina proteinu S se snizuje pii zanétlivych stavech [11].
Protein Z je produkovan v ledvinach. Ma inhibi¢ni G¢inky na FXa [11].

Antikoagulanty maji schopnost blokovat antikoagula¢ni faktory a tim brani koagulaci
krve. V klinické praxi se Casto uziva heparin, citrat sodny nebo EDTA [2]. Kazdy antikoagulant
je svym ucinkem specificky. Jako pfimy antikoagulant je bran ten, ktery inhibuje trombin, ktery
je klicovym koagulaénim faktorem. Je dilezité stanovit a standardizovat vhodnou
antikoagulaci, kterd umoziluje vyvazenou inhibici koagulacnich procest, a pfitom nenarusi

funkce krevnich bunék [1].

2.2 Interakce zdravotnického prostiedku s krvi

Dojde-li ke kontaktu krve sneznamym povrchem né&jakého materidlu nebo
zdravotnického prostfedku, spusti se koagulacni systém stejnym mechanismem jako k tomu
dochazi pti poskozeni endotelu. Aktivace koagula¢ni drahy pfi kontaktu materialu s krvi je

jednou z pticin $patné hemokompatibility materiald, coz znemoziuje jejich klinické pouziti [1].

Koagulace je iniciovdna pfitomnosti materialu, casto to miZe byt sklo nebo polymer.
Aktivita koagula¢ni kaskady se zvySuje s velikosti povrchu a chemického naboje materialu
zdravotnického prostiedku, ktery je v piimém kontaktu skrvi. Material je casto i po
opakovaném pouziti koagulacné aktivni, coz naznacuje, ze nedochazi ke zni¢eni prokoagulantu
vlivem koagula¢nich faktort. Interakce s materidlem zptsobi aktivaci FXII, jehoz koncentrace
vV plazm¢ je po celou dobu koagulace konstantni. Faktor XII se aktivuje predevSim
V pfitomnosti negativné nabitych povrchli. Mechanismus aktivace FXII pfi interakci s riznymi

typy materialu neni zcela znam [1].

Spole¢né s FXII se koagulace pii interakci sumélym povrchem ucastni FXI,

prekalikrakein (PK) a HMWK. Negativné nabity povrch materidlu zplsobi aktivaci FXII
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na aktivni enzym FXIla, ktery pfeméni PK na aktivni kalikrein a HMWK na bradykinin.
Vzniklé aktivni latky maji aktivacni a stimulacni G€inky. Aktivni FXII v nasledujicich krocich
koagulacni kaskady aktivuje dalsi plazmatické koagulacni faktory. Nasledné dojde k pfilnuti

trombocytl na povrch materialu, kde spole¢né s koagula¢nimi faktory vytvoii srazeninu [29].

Aktivace
komplementu
'y

Trombin

Aktivace
krevnich desticek

/ Tvorba fibrinové sité

Adheze krevnich Shlukovani
desticek krevnich desticek

Kallikrein

Aktivace FXII

AN R

| Adsorpce proteinu

| Povrch zdravotnického prostredku

Obr.17: Vznik srazeniny iniciované ptitomnosti zdravotnického prostiedku.

Vznikly trombus miize poskodit funkci zdravotnického prostiedku. Casto také dochazi
k oddéleni casti srazeniny, ktera pak cirkuluje krevnim obéhem a miize tak poskodit organy.

Vznik srazeniny na umélém povrchu mize mit tedy vazné lokalni i systémové nasledky [30].

Pti vyrob¢ zdravotnickych prostiedki je potieba se zaméfit predevsim na inhibici tvorby

trombinu a fibrinu nebo inhibici trombocytu [30].

2.2.1 Kardiovaskularni zdravotnické prostfedky

Pro testovani hemokompatibility zdravotnického prostiedku se pouzivaji casti
prostiedku, které ptichazi do ptimého i neptfimého styku s krvi. Pfi nepfimém styku s- krvi,
vstupuje zdravotnicky prostfedek do téla zvnéjsku a slouzi jako nepiiméd cesta krve.

V neptfimém styku s krvi jsou zdravotnické prostiedky pro odbér krve, kanyly, extenzni
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soupravy, intravaskularni katedry a prostfedky pro skladovani a transfuzi krve, aj. [2].
V piimém styku s cirkulujici krvi jsou zdravotnické prostiedky pro aterektomii, cévni zavadécit
draty, filtry pro odstranéni leukocytii, prosttedky pro hemodialyzu/hemofiltraci, mimotélni
membranové oxygenatory, prosttedky pro darcovskou a terapeutickou aferézu, prostiedky pro

intervenc¢ni kardiologii a cévni chirurgii, aj. [2].

Kanyly se pouzivaji pro ptimy i neptimy styk s krvi. Jestlize je kanyla ur¢ena pro pfimou
aplikaci, tak se zavede pod kazi do hlavnich krevnich cév. Cilem je ziskat trvaly a pfimy piistup
ke krvi. Kanyly maji velky primér a pouzivaji se naptiklad pifi chirurgickych vykonech
s kardiopulmondlnim mimotélnim obéhem s omezenou délkou expozice. Pti klinickém pouziti
takovych typi kanyl je potieba, aby jejich testovani probéhlo za podminek, které co nejpiesnéji
napodobuyji jejich klinické pouziti. U téchto kanyl totiz hrozi zvySeni hladiny koagulacnich
faktorti a zmény hladiny cirkulujicich trombocyti. Nutné je vSak dodat, Ze zvySeni hladiny
faktori miize mit vice spoustécich faktord, napt. zpiisob zavedeni kanyly, implantace a
antikoagulacni 1é¢ba [2]. Naopak kanyly, které se pouzivaji pro infuzi nebo pro podkozni
monitorovani hladiny glukosy v Krvi, jsou v nepifimém styku s krvi a nevyzaduji tolik zkousek

jako kanyly, které jsou v pfimém styku s krvi [2].

Katetry a zavadéci draty piichdzejici do styku s krvi jsou podobné kanylam, a tudiz pro
né plati stejné podminky testovani. Na rozdil od kanyl je u katetrl potieba provadét kontrolni
zkousky s pouzitim klinicky schvaleného zdravotnického prosttedku z podobného materialu a
umisténého v protilehlé tepné ¢i zile. Pii vyjimani katetru je nutné dbat na to, aby nedoslo ke
strhnuti trombu. Pfi nadsledném hodnoceni 1ze zjistit v jakém rozsahu ma vliv poranéni intimy

nebo mista vstupu na trombotické procesy [2].

Mimotélni Kkrevni oxygenatory, hemodialyza¢ni/hemofiltra¢ni zdravotnické
prostiredky, zafizeni pro darcovskou a terapeutickou aferézu, zarizeni pro adsorpci
specifickych latek z krve mohou vykazovat vyznamnou a akutni reakci S krvi. Interakce mtize
byt ovlivnéna mnoha faktory, napt. rychlosti odsavéani krve, slozenim tekutiny pouzité pro
primarni napli krevni pumpy, hypotermie, kontaktem krve se vzduchem a dobou expozice. U
zdravotnickych prosttedkil, pro adsorpci specifickych latek z krve a zatizeni pro terapeutickou
aferézu dochazi Casto vlivem jejich vysokému poméru styéného povrchu s objemem krve

k aktivaci koagulac¢ni kaskady, krevnich desticek a leukocyta [2].

Protetické srdecni chlopné se vySetiuji poslechem. Vyuziva se ultrazvuku srdce,

pfi¢emz se obraz tvoii pfijimdnim a zpracovanim odrazli od materidll s riznou akustickou
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impedancit. Vyhodnocuje se mistni zbytnéni, srazeniny a naznaky ztlusténi cipt chlopni. Také

je potieba méfit agregaci trombocyti a provadét krevni zkousky na hemolyzu a trombozu [2].

Cévni Stépy se implantuji do arterialniho a venodzniho systému. Prachodnost
implantované protézy se zvysSuje pii vétsim pruméru a mensi délce. Doporucené zkousky jsou
méfeni poctu trombocytl, slozek uvolnovanych krevnimi destickami, produktti degradace
fibrinogenu a fibrinu a aktivovanych koagula¢nich faktort. Na funk¢nost zdravotnického

prosttedku maji velky vliv antikoagula¢ni faktory [2].

2.3 Metody zkousek

Pfi testovani je vzdy potieba pouzit vhodny model ¢i systém simulujici geometrii a
podminky, pfi kterych redln€ dochdzi k interakci zdravotnického prosttedku s krvi. Spravna
simulace ma zahrnovat faktory jako je teplota, doba trvani styku, podminky toku krve,

antikoagula¢ni faktory a sterilni podminky [2].

Pro hodnoceni hemokompatibility se pouZzivaji zkousky na hemolyzu a tromboézu.
V ramci zkousky na trombozu se zkouma koagulace, aktivace desticek, hematologie
(kvantitativni stanoveni bunéCnych struktur a plazmatickych slozek krve) a systém

komplementu [2].

Tab. 2: Zdravotnické prosttedky nebo jejich soucasti ve styku s cirkulujici krvi a
kategorie pfislusnych zkousek podle CSN EN ISO 10993-4: Biologické hodnoceni

zdravotnickych prostredki.

Kategorie zkouSek
Ptiklady zdravotnického Hemolyza Trombéza
prostiedku Indukovana | Indukovand | Koagu- | Aktivace | Komple- | Hemato- | Invivo
materialem | mechanicky lace desticek ment logie [exvivo
Zdravotnické prostiedky vstupujici do téla zvnéjsku
Krevni monitory (doCasné/ex X X X X
vivo)
Zarizeni pro skladovani a X X X X
transfuzi krve (napf.
infuzni/transfuzni soupravy)
prostiedky pro odbér krve,
extenzni soupravy
Katetry na dobu kratsi nez 24 h X X X X X
(napf. prostedky pro
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aterektornii, intravaskularni
sonografické katetry,
antegradni/retrogradni

koronarni perfuzni katedry,

vodici draty), kanyly

Katedry na dobu delsi nez 24 h X X
(napf. katetry pro parentalni
vyzivu, CV katetry), kanyly
Cell savery (zatizeni pro X
adsorpci specifickych latek z
krve-)
Prostredky pro adsorpci X
specifickych latek z krve
Zatizeni pro darcovskou a X
terapeutickou aferézu a
systémy pro separaci bun¢k
Systém pro kardiopulmonalni X X
bypass
Zatizeni pro X X
hemodialyzu/hemofiltraci
Filtry pro odstranéni leukocyt X X
Perkutanni zdravotnické X X
prostiedky na podporu
krevniho ob&éhu
Implantované zdravotnické prostiedky
Krouzky pro anuloplastiku, X X
mechanické srde¢ni chlopné
Embolizacni prostfedky X X
Endovaskularni $tépy X X
Implantiabilni vodi¢e X X
defibrilatort a kardiovertert
Intraaortalni balonkové pumpy X X
Vodice kardiostimulatort X X
Protetické (syntetické) cévni X X
Stépy a zaplaty véetne
arteriovenoeznich zkrata
Stenty (cévni) X X
Tkanové srdecni chlopn€, cévni X X

Stépy a zaplaty
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Totalni uméla nahrada srdce X X X

VC filtry X X

Prosttedky pro podporu srdeé¢ni X X X
komory

Pro kazdou zkousku zdravotnického prostiedku je potfeba provést i odpovidajici
kontrolni zkouSku. Kontrolni vzorek ma spravné zahrnovat negativni i pozitivni vysledek dané

zkousky hemokompatibility zdravotnického prostredku [2].

2.4 Zkousky na koagulaci

Pro métfeni koagulace krve pii jeji interakci se zdravotnickym prosttedkem
je idealni zvolit zkousky in vitro. Vzdy je nutné pouzit model, ktery nejvice odpovida pouziti
zdravotnického prostiedku a predmétu, ktery je zkousen. Zadny z uvedenych modeld neni

vhodny pro vSechny aplikace, je tedy nutné pouziti vybraného modelu odtivodnit [2].

Podstatou pouziti metod in vitro je navrhnout simulace nejhorsich piedpokladanych
podminek pro aplikaci zdravotnického prostiedku, a to pfi rizném klinickém pouziti. Pii
zkousce je potieba zohlednit proménné, ke kterym patii celkovy hematokrit, pouziti
antikoagulans, stati krve €1 krevni slozky, teplota, zavzduSnéni a pH, pfiprava zkuSebniho
vzorku, staii zkuSebniho vzorku, pomér velikosti povrchu vzorku k objemu krve, a pro
dynamické studie podminky toku (pfedevsim rychlost a tlak). ZkouSka by méla prob&hnout s co
nejmensim prodlenim od doby, kdy byla krev odebrana (idedlné do ¢tyf hodin od odbéru),

jelikoz krev po odbéru velmi rychle ztraci své vlastnosti [2].

2.4.1 Testy ELISA na stanoveni komplexu trombin-antitrombin (TAT), F1.2 a
fibrinopeptid A (FPA)

Testy ELISA jsou zalozené na specifické reakci antigenu s protilatkou a umozinuji mefit
tvorbu trombinu (TAT, F1.2) a fibrinu (FPA). Vyhodnocenim ziskdme kvantitativni odhad
mnozstvi trombinu a fibrinu ptfitomného v krvi. Oba faktory ukazuji uroveil koagulaéni aktivity
a jsou ukazatelem probihajici trombdzy. Pfi vyhodnocovani je potteba porovnat vysledky

vzorkll s vhodnymi kontrolnimi vzorky (pf. expozice bez materidlu ¢i zdravotnického

prostiedku) [2].
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2.4.2 Parcialni tromboplastinovy ¢as (PTT)

PTT je doba potiebna k vytvofeni sraZzeniny, méfena v sekundach. Pouziva se k testovani

vSech koagulaénich faktord s vyjimkou FVII a FXIII [31].

Zkracenim této doby po interakcie Krve s materialem ukazuje aktivaci kontaktni aktivaéni
(vnitini) drahy koagulacni kaskady krve. Pfidanim antikoagulantti, jako je napft. heparin, dojde
k prodlouzeni PTT. Pro testovani se pouzivaji ¢inidla zalozena na aktivovaném parcidlnim
tromboplastinovém ¢ase (PTT), ktera obsahuji aktivator (pf. kaolin, celit, kyselina ellagova).
Pro vyhodnoceni uc¢inku zdravotnického prostfedku pfi interakci s krvi se vSak Ccinidla
s takovymi aktivatory nepouzivaji, jelikoz koagulace vznikla pisobenim materialu ci
zdravotnickym prostfedkem mtiZe byt aktivatorem maskovana. Pro testovani koagulace vzniklé
pusobenim zdravotnického materidlu se pouziva jako inicidtor koagulace zdravotnicky
prostiedek, ktery se zrovna vyhodnocuje.- V idedlnim ptipad¢ se k testovani pouzivaji pozitivni
a negativni kontrolni materialy 1 s krevni plazmou pouzité bez zdravotnickych prostredki jako

negativni kontrola [2].

2.4.3 Vyuziti chromogennich substrati na zkousku tvorby trombinu
Chromogenni substrat vyuziva specifickou enzymovou aktivitu, tudiz je schopen rychlé

detekce a identifikace zkoumané latky (v ramci koagulace je zkouman trombin) [32]. Material

je v piitomnosti fosfolipidi vystaven neporusenému koagula¢nimu systému. M¢fi se konverze

chromogenniho substratu [2].

V piipadé koagulace je klicovym enzymem trombin. Aktivita trombinu se stanovuje
pomoci konverze fibrinogenu nebo §tépenim chromogenniho substratu. Stépeni na
chromogennim substratu je leh¢i metoda, ale dochdzi k nespecifickému S$tépeni vlivem
existence enzymu podobnych trombinu vV plazmé. PouZije-li se pfimo chromogenni trombinovy

substrat 1ze uskutecnit specifické §tépeni trombinu [33].

Stanoveni aktivity pomoci chromogenniho substratu se sklad4 z n¢kolika krokl. Nejdiiv
je potieba provést aktivaci FX, ktery obsahuje tkanovy faktor, fosfolipidy a vapenaté ionty.
Nésleduje stépeni na chromogennim substratu FXa na chromofor a peptid.- Kone¢na tvorba FX
se stanovuje v roztoku, ktery obsahuje lidsky nebo hovézi albumin; v takové koncentraci, aby
nedochdzelo k adsorpénim ztratdm. V inkubaéni smési musi byt téz ptitomen FVII, ktery

limituje rychlost tvorby Xa, pficemz nesmi byt ve smési obsaZena zadna jina slozka kromé
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FVII, ktera by dokazala Xa tvofit. Mnozstvi vzniklého Xa za pouziti chromogenniho substratu
(obvykle se jedna o kratky peptid, 3-5 aminokyseliny dlouhy na chromoforové skuping) se
stanovuje odstépenim chromoforové skupiny z peptidového substratu, ¢imz umozni

spektrofotometrické stanoveni jejiho mnozstvi [34].

2.4.4 Degradacni produkty fibrinogenu a fibrinu (FDP)

Pti fibrinolyze vznikd FDP X, Y, C, D, E za béznych podminek v koncentracich nizsich
nez 2 mg/ml plazmy. Nizka hladina je udrzovana diky nizké rychlosti degradacni reakce a
vysoké rychlosti odstraiiovani FDB z krevniho obé&hu. Patologicka degradace fibrinu a
fibrinogenu zptsobuje aktivaci plasminogenu, coz zpusobuje zvySeni hladiny FDP (2_mg az
40 mg). M¢éfeni je vyhodné piedevsim pro implantované zdravotnické prostiedky, pricemz je

vhodné pro vyhodnoceni pouzit opét specifickou metodu ELISA [2].

2.4.5 Meéfeni hladiny D-dimeru

D-dimer je specificky marker tvorby a degradace fibrinu a nepfimym markerem vzniku
intravaskularnich srazenin. Zvysena hladina D-dimeru mtize indikovat koagula¢ni aktivitu [35].
Kvantitativni stanoveni k indikaci hladiny D-dimeru lze uskute¢nit pomoci metody ELISA
nebo RIA [2].

2.4.6 Chandlerova smycka

Chandlerova smyc¢ka byla vynalezena v roce 1958. Pivodné vznikla pouze pro méfeni
Casu, ktery uplyne od vloZeni materialu do smycky do vzniku sraZzeniny krve. M¢fi se Cas, ktery
uplyne od zacatku rotace trubice az do vzniku srazeniny. Béhem nékolika let od vzniku
Chandlerovy smycky byla vyzkousena modifikace pro stanoveni v antikoagulované krvi, ¢imz
bylo umoznéno méfit aktivitu krevnich desticek indukovanych materidlem. Pti vyhodnoceni je
vSak velkou nevyhodou piitomnost vzduchovych bublin v krvi, které mohou vést k agregaci
bilkovin, coZz mize mit za nasledek aktivaci krevnich desti¢ek. Smycka se sklada z trubice,
ktera je naplnéna ze 70- % jeji kapacity krvi a je propojena elastickym obojkem (zatkou). Cela

smycka se nakloni o 45 stupni. Trubice rotuje, dokud v ni nevznikne krevni srazenina [1].

zatka
vzduch

trubice

krev
rotace

stent
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Obr.18: Chandlerova smycka.

Obr.19: Chandlerova smycka (Chandler loop system, ebo kunze, Neuffen, Némecko).
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3 Prakticka c¢ast
Chemikalie:
Citrat sodny 3,8%

Chemikalie ELISA soupravy FPA (MyBioSource, San Diego, USA): standardy, standardni
roztok, detek¢ni ¢inidlo A, detekéni ¢inidlo B, testovaci roztok A, testovaci roztok B,
trimethylbenzidin (TMB) chromogenni substrat, promyvaci pufr (30 x koncentrat), roztok

k zastaveni reakce (Stop solution)

Chemikalie ELISA soupravy TAT (Cusabio, Houston, USA): standard, biotin-protilatka,
roztok biotin-protilatka, HRP-avidin, roztok HRP-avidin, fedici roztok vzorkt, promyvaci

puft, substrat TMB, zastavovaci roztok.
Destilovana voda

Krev potkana obecného (Rattus norvegicus)

Materialy a pomiicky:

Hadicky z PVC (MPH, Medical Devices s.r.o., Pfelouc)

Kéadinky

Mikrozkumavky

Pipety

Sklo

Savy papir

Vicekanalové pipety

Zdravotnické prostiedky (hadicka od kapacky, stenty — ELLA-CS s.r.0., Hradec Kralové)
Pristroje:

Centrifuga — Eppendorf centrifuge 5804, Eppendorf Czech & Slovakia s.r.0.

Ctecka mikrodesti¢ek (spektrofotometr) — Absorbanéni reader Epoch, Bio Tek

Chandlerova smycka — Chandler loop system, ebo kunze, Neuffen, Némecko
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3.1 Testovani koagulace

Pro testovani zdravotnickych prostfedki na koagulaci byly zvoleny dynamické
i statické zkousky. Pii statické zkouSce byl zdravotnicky prosttedek vlozeni do krve a ponechan
v klidu na inkubaci. Pro dynamickou zkousku byla vybrana Chandlerova smycka, ktera

simuluje cirkulaci krve v obéhovém systému.

Z testované krve byla odebrana plazma, ktera bude podrobena testu ELISA na fibrinogen

a trombin-antitrombin komplex. Vysledky se nasledné vyhodnoti ¢teckou mikrodesticek.

3.2 Odbér krve

Pro testovani zdravotnickych prostifedku byla zvolena krev od potkana obecného (Rattus
norvegicus). Krev byla odebrana z dospélych samcti. MiSeni krve jednotlivych jedinci stejného
pohlavi, by nem¢lo mit na vysledek vliv. Vysledek by mohlo ovlivnit pouze misSeni krve samic

a samcu.

Potkan byl vlozen do narkézové nadoby, kde pod vlivem etheru upadnul do lehké
narkozy. Projevem, ze zviie je pod narkozou, je zpomaleny dech, svalova atonie a Zadna reakce
na dotyk. Nasledné byl potkan vyjmut z nadoby a pomoci sklenéné heparinové kapilary byl
otevien retrobulbarni plexus ve vnitinim koutku oka zvitete. Spravnym stiskem kiiZe pak plexus
zistava otevieny a bylo tedy mozné zachytit kapajici krev do pfipravenych zkumavek.
Uvolnénim ktize se plexus opét zatahl a krev prestala téct. Od dospélych samcti potkana 1ze

odebrat 5-7 ml krve, u samic méné [36].

Krev byla zachycena do mikrozkumavek, do kterych se tésné pied odbérem krve
napipetoval 3,8% roztok citratu sodného. Potfebné mnozstvi citratu sodného je zhruba 1 kapka
(150 pul) na 9 kapek (1350 ul) krve [36].

3.3 Dynamicka zkouska pomoci Chandlerovy smycky

Ptistroj se skladé z rotacni jednotky, smyckové kolébky a vodni nadrze, kterd je vyhiivana
na pozadovanou teplotu. Na vodni nadrz byla nasazena rota¢ni jednotka, na které byla
ptipevnéna smyckova kolébka. Nasledné, bylo potieba do vodni nadrze nalit asi 21 litrd vody
(voda by mé¢la sahat zhruba do poloviny stfedniho Sroubu rota¢ni jednotky). Zapnutim pfistroje

se automaticky aktivovala kontrola teploty (vodni nadrz za¢ne vodu zahtivat). Pfi experimentu

37



bylo potieba, aby voda obsaZzena v nadrzi méla 38-40 °C. AZ méla voda vhodnou teplotu, mohli
se do smyckové kolébky vlozit hadicky (smycky) naplnéné krvi a vzorkem zdravotnického

prostfedku, ktery byl testovan na koagulaci [37].

Pro testovani byly vybrany hadicky vyrobené z PVC. Do hadicky byl vlozen
zdravotnicky prostiedek, pripadné jeho c¢ast, a nasledné byla hadicka naplnéna cCerstvé
odebranou krvi, zhruba ze 70 % jeji kapacity, a uzaviena svorkou. Takhle ptipravené hadicky
byly vsunuty do smyc¢kové kolébky. Bylo potieba se ujistit, ze hadicka s krvi je pevné uzaviena
a spravné vloZend do smyckové kolébky, aby nedoslo ke vniknuti vody do hadicky ¢i tniku
testované krve. Po ujisténi, ze jsou hadicky spravné umistény, byl zapnut rotor, diky kterému
se smyckova kolébka spolecné s hadickami zacala otacet. Doporucena doba rotace byly 2
hodiny. Po uplynuti doporucené doby rotace se piistroj vypnul a vyndaly se hadicky ze
smyc¢kové kolébky [37].

Jiz pfi vytaZzeni hadicek lze analyzovat zmény krve cirkulované se zdravotnickym
prostftedkem (vyskyt krevni srazeniny apod.). Pro piesnéjsi vysledky se krev pfielije do
mikrozkumavek a vlozi se do centrifugy, kde dojde k oddéleni plazmy. Centrifugace probihala
20 minut pti 3000 otackach. Nasledné se plazma pipetou odebere do pfedem piipravenych

mikrozkumavek a da se zamrazit pro dalsi testovani.

Pro testovani koagulace krve v interakci se zdravotnickym prostfedkem byly pouzity
stenty (4x) a hadicka od kapacky (1x). Do jedné hadicky bylo pfidano sklo pro pozitivni

kontrolu a v druhé hadi¢ce byla obsazena pouze krev pro negativni kontrolu.

Obr.20: Chandlerova smyc¢ka-hadi¢ky naplnéné krvi a stentem.

38



3.4 Staticka zkouska

Pro testovani nékterych zdravotnickych prostiedkil je téz vhodna staticka zkouska. Do
mikrozkumavek byla napipetovana krev potkana a nasledn¢ do ni byl vlozen zdravotnicky
prostfedek nebo jeho ¢ast. Mikrozkumavka byla uskladnéna v prostoru, kde byla zajisténa stala
teplota a to zhruba 38°C. Po né&jaké dob¢ (minimalné hodinu) byla mikrozkumavka vlozena do
centrifugy kde se odstiedila plazma. Plazma byla pipetou odebrana do ¢istych mikrozkumavek.

Nasledné byla plazma zamrazena pro dalsi testy.
Na statickou zkousku byly testovany stenty.

Pro pozitivni kontrolu bylo pfidano do jedné mikrozkumavky sklo a v druhé

mikrozkumavce byla obsazena pouze krev pro negativni kontrolu.

3.5 ELISA test na fibrinopeptid A a trombin-antitrombin komplex
ELISA test pro fibrinopeptid A

Souprava ELISA pro fibrinopeptid A (FPA) je inhibi¢ni enzymova imunoanalyticka

technika, ktera slouzi ke kvantitativnimu méteni in vitro FPA [38].

Testy byly provadény na potkani krvi, tudiz i ELISA test je specializovany na potkana

obecného (Rattus norvegicus). Je schopny métit FPA v potkanim Séru, plazmé, tkanich aj.

Byla pouzita souprava MyBioSource, Rat MBS2100083 ELISA Kit (MyBioSource, San
Diego, USA). V soupravé byla obsazena desti¢ka se 48 jamkami, ktera jiz byla potazena a
ptipravena K pouziti, papir na ptikryti desticky, 2 standardy, standardni roztok, detek¢ni ¢inidlo
A, detek¢ni Cinidlo B, testovaci roztok A, testovaci roztok B, trimethylbenzidin (TMB)
chromogenni substrat, promyvaci pufr (30 x koncentrat), roztok k zastaveni reakce (Stop

solution) [38].

Souprava ELISA byla pted pouzitim uskladiiovana v lednici. Pfed zahajenim zkousky byl

vzorek rozmrazen a nasledné centrifugovan 20 minut pfi 3000 otackach [38].

Pied samotnym provedenim zkousky byla soupravu temperovana na pokojovou teplotu
(18-25 °C). Nejprve bylo potieba smichat standard s 0,5 ml standardniho roztoku a nechat 10
minut odstat pii pokojové teploté, lehce protrepat. Vznikl standard o koncentraci 30 000 pg/ml.

Nasledné¢ se nalilo 0,6 ml standardniho roztok do 5 riznych zkumavek, do kterych se nasledné
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pridaval standard dle obrazku nize. Vzdy bylo nutné roztok ve zkumavce dikladné protiepat.

Standard se ptipravoval 15 minut pfed testem [38].

300yl 300pL 3004 300pL

'R TAY

l \ 2/ » =e
standart \ ' \ G \o/ | {
1

W/ AV AV - 4 .
2 3 4 5 6

pg/mL 30,000 10,000 33333 1,111 3704 0

Obr.21: Redéni standardu pro FPA.

Pied pouzitim byla detek¢ni ¢inidla A a B protiepana. Nasledné se detekéni Cinidla A a
B naftedila na pracovni koncentraci 100 X jejich testovacimi roztoky A a B. Promyvaci roztok
(30x koncentrat) byl zfedén 580 ml destilované nebo deionizované vody, celkem tedy bylo

ptipraveno 600 ml promyvaciho roztoku [38].

Piedem bylo zapotiebi urcit co se do jednotlivych jamek bude davat (standard, vzorek) a
nasledné bylo do kazdé jamky piidano 50 pl dané latky a také bylo ihned pfidano 50 pl
detekéniho ¢inidla A. Desticku byla lehce protiepana (doporucuje se pouzit mikrotitracni
tiepacku) a nasledné ptikryta a inkubovana hodinu pii 37°C. Roztok byl odsat a nasledné byla
promyta kazda jamka 350- pul promyvacim roztokem, idedln€¢ pomoci vicekanalové pipety.
Zbyvajici promyvaci roztok a promyvaci pufr byl odstranén nasatim nebo dekantaci. Nasledné

byla desticka ptevracena a otfena savym papirem [38].

Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl detekéniho roztoku B, desticka byla piikryta a
nechala se inkubovat 30 minut pii 37°C. Cely proces odsavani a promyvani byl opakovan 5x
[38].

Do kazdé jamky bylo ptidano 90 pl substratového roztoku a nasledné byla desticka
ptikryta a nechana 10-20 minut pti 37 °C inkubovat. Desticku bylo nutné chranit pied svétlem.

Pfidanim roztoku substratu se kapalina zbarvila modie [38].

Nasledn¢ bylo do kazda jamky pfidano 50 pl zastavovaciho roztoku. Pfidanim

zastavovaciho roztoku se kapalina zbarvila zluté. Nakonec bylo nutné se ujistit, ze v kapalin¢
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neni zadna bublina. Méfeni se provadi ihned ve ¢tece mikrodesticek pii 450 nm [38], tedy

spektrofotometrickym stanovenim.

Tab. 3: Naméiené hodnoty standardi FPA ze ¢tecky mikrodesti¢ek (Absorbanéni reader
Epoch, Bio Tek).

vzorek Konc/fedid. | Absorbance Koncentrace
[pg/ml] 450 nm

Kalibracni | 1 30000 2,98 >28698,603
standard 1 |~ 30000 2,336 274155
Kalibra¢ni 1 10000 0,478 9140,166
standard 2. [ 10000 0,515 9665,32
Kalibracni | 1 | 33333 0,299 6225,217
standard 3 [ 33333 0,182 3703,297
Kalibraéni | 1 1111,1 0,125 1905,454
standard 4 11111 0,115 1460,462
Kalibracni | 1 370,4 0,064 <450,616
standard 5 [ 370,4 0,081 <450,616
Kalibracni | 1 0 0,051 <450,616
standard 6 [ 0 0,055 <450,616

Graf ¢.1: Kalibra¢ni piimka fibrinopeptidu A absorbance v zavislosti na koncentraci.
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Tab. 4: Naméiené hodnoty s FPA (Chandlerova smycka).

Chandlerova Absorbance K Absorbance Smérodatna Koncentrace FPA
N oncentrace . .
smycka 450 nm primer odchylka [pg/ml]
Stent &.1 1 0,182 3687,718
2 0,197 4077,594 0,1895 0,0075 2626,45
Stent &.2 1 0,057 <450,616 0,063 321,87
2 0,069 <450,616 0,006
Stent &.3 1 0,057 <450,616
2| 0,057 <450,616 0,057 0 291,21
Stent &.4 1 0,094 <450,616
475,1
2 0,092 <450,616 0,093 0,001 513
Negativni |1 0,08 <450,616
77
kontrola 2 0,075 <450,616 0,0775 0,0025 395,95
Pozitivni 1 0,184 3747,209
kontrola 2 0,185 3780,566 0,1845 0,0005 2551,15
Hadi¢kaod |1 0,21 4389,248
kapacky 2 0,183 3729,168 0,1965 0,0135 272347

Koncentrace fibrinopeptidu A byla vypocitana z rovnice kalibra¢ni ptimky.

U vzorku €. 1 byly naméfeny jiné hodnoty nez u ostatnich vzorka se stenty. Divodem
ziejmé bylo, ze u vzorku ¢. 1 byly ihned po expozici v Chandlerové smycce v krvi bubliny,

které ovlivnily vysledek.

Tab. 5: Naméiené hodnoty FPA ze ¢teCky mikrodesticek (staticka zkouska).

Staticka Absorbance Koncentrace Absorbance | Smérodatnd | Koncentrace
zkouska 450 nm prumér odchylka FPA [pg/ml]
Stent &1 1 0,106 1004,239 0,0985 503,23
' 2 0,091 <450,616 0,0075
1 0,08 <450,616
c.2 : : ,094 480,24
Stent €2 =5 108 1165,27 0.09 0,014 80
. 1 0,09 <450,616
Stent ¢.3 5 0,008 <450.616 0,094 0,004 480,24
. 1 0,087 <450,616
Stent ¢.4 > 0.102 796,412 0,0945 0,0075 482.8
Stent ¢.5 1 0,043 <450,616
0,044 224,79
2 0,045 <450,616 ’ 0,001 '
Negativni | 1 0,058 <450,616
kontrola | 2 0,044 <450,616 0,051 0,007 260,56
Pozitivni | 1 0,039 <450,616
kontrola | 2 0,037 <450,616 0,038 0,001 194,14
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ELISA test pro trombin-antitrombin komplex

Souprava slouzi ke kvantitativnimu méfeni koncentrace trombin-antitrombinového

komplexu (TAT) potkani plazmy, tkani, séra a jinych biologickych tekutin.

Byla pouzita souprava Cusabio, Rat CSB-E08432r ELISA Kit (Cusabio, Houston, USA).
V ELISA souprav¢ byla obsazena testovaci desticka, standard, biotin-protilatka, roztok biotin-
protilatka, HRP-avidin, roztok HRP-avidin, fedici roztok vzorkd, promyvaci pufr, substrat

TMB, zastavovaci roztok. Soupravu bylo potieba pied pouzitim uskladiiovat
v 2-8 °C [39].

Pied zahajenim testu ELISA bylo potieba vzorek plazmy centrifugovat. Centrifugace
probihala 20 minut pii 3000 otackach. Vzorek plazmy vyzadoval kvili malému mnozstvi

ziedéni. Doporucené fedéni bylo 15 ul vzorku do 285- ul roztoku vzorku [39].

Pted zahajenim testu bylo dilezité vSechna cinidla pfivést na pokojovou teplotu
(18-25 °C). Pro ptipravu ¢inidel bylo doporuceno pouzit destilovanou vodu, aby nedoslo
ke kontaminaci, coz by mohlo ovlivnit vysledek. Cinidla byla pfed otevienim protiepana.
Biotinova protilatka byla nafedéna, bylo pouzito10 ul biotin protilatky a 990 ul protilatky biotin
roztok. HRP-avidin bylo téz nutné nafedit, 10 pl HRP-avidin a 990 ul roztok HRP-avidin.
Promyvaci pufr byl zfedén na 500 ml roztok s destilovanou vodou. Standard byl ptipraven
smichanim s 1 ml fediciho roztoku vzorku, smés byla smichana. Standard bylo potieba piipravit

15 minut pted zahajenim testovani [39].

Do pripravenych Cistych zkumavek bylo napipetovano 250 ul fediciho roztoku pro

vzorek. Pro zdvojnasobeni fedéni byl pouzit zasobni roztok. Zkumavky byly protfepany [39].

250p1 250u1  250u1  250pl  250ul  250ul

Y Y
- 4

W - ?V

Tube 57 S6 S5 S4 S3 52 S1 S0

pa/ml 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 0

Obr.22: Redéni standardu pro TAT.

Pied zahajeni bylo nutné pfenést vSechny ¢inidla na pokojovou teplotu. Po rozmrazeni

plazmy (vzorku) byla provedena centrifugace [39].
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Byla pfipravena desticka s jamkami, do kterych bylo ptidano 100 ul standardu a vzorku.
Desticka byla zakryta a nechana 2 hodiny pii 37 °C inkubovat. Nasledn¢ byla odstranéna
veskera kapalina z kazdé jamky a piidana 100 ul biotin-protilatka, desticka byla znovu zakryta
a nechana inkubovat 1 hodinu pfi 37 °C. Kazdou jamku bylo potfeba dvakrat nasat a promyt.
Jamky byly promyvany promyvacim pufrem (200 pl) pomoci vicekanalové pipety. Bylo
potieba po kazdém kroku odstranit kapalinu, aby nebyla reakce nijak ovlivnéna.

Po poslednim promyti byl odstranén promyvaci pufr pomoci dekantace nebo nasanim [39].

Do kazdé jamky byl piidan 100 ul HRP-avidin. Desti¢ka byla znovu zakryta a opét
nechana 1 hodinu inkubovat pfi 37_°C. Proces odsavani a promyvani byl pétkrat opakovan.
Nasledné byl piidan 90 pl substratu TMB a nechan inkubovat 15-30 minut pii 37 °C.
Do kazdé jamky bylo pfidano 50 ul zastavovaciho roztoku [39].

Po pfidani TMB substratu bylo mozné pozorovat zménu barvy z bezbarvé na svétle
modrou. TMB substrat se snadno kontaminuje, proto bylo potfeba TMB substrat chranit pied
svétlem. Zastavovaci roztok by se mél pfidavat ve stejném potadi jako substrat TMB, pfidanim
zastavovaciho roztoku byla modra barva zména na Zlutou. Pokud méla jamka zelenou barvu

znamena to, ze roztok nebyl dikladné promichan [39].

Obr.23: Test ELISA po ptidani zastavovaciho roztoku.
Nasledné byla stanovena koncentrace pomoci ¢te¢ky mikrodesti¢ek pii 450 nm [39].

Tab. 6: Namétené hodnoty standardi TAT ze ¢tecky mikrodestic¢ek (Absorbanéni reader
Epoch, Bio Tek).
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vVzorek Konc/iedid. | Absorbance Koncentrace
[pg/ml] 450 nm

kalibragni | 1 | 2000 2,129 >2100,000
standard S7 55500 1,759 1681,996
kalibragni | 1 | 1000 1,377 1125,333
standard S6 5509 1,183 886,537
kalibracni | 1 500 0,934 617,183
standard S5 1 500 0,686 383,96
kalibracni | 1 250 0,599 310,636
standard S4 1 250 0,451 194,844
kalibracni | 1 125 0,377 142,279
standard S3 1= 125 0,331 111,17
Kalibracni | 1 | 62,5 0,261 66,372
standard S2 51455 0,251 60,113
Kalibracni | 1 | 31,25 0,194 27,453
standard S1 =531 25 0,201 31,061
kalibracéni | 1 0 0,132 <0,000
standard SO > 0 0.143 2408

Graf ¢.2: Kalibra¢ni piimka trombin-antitrombin komplexu v zavislosti na koncentraci.
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Tab. 7: Naméiené hodnoty TAT (Chandlerova smycka).

Chandlerova | Absorbance Koncentrace Absorbance Smérodatna Koncentrace
smycka 450 nm primer odchylka TAT [pg/ml]
Stent £.1 1 0,118 <0,000
2 0,16 10,106 0,139 0,021 443,3924
Stent £ 1 0,122 <0,000
2 0,123 <0,000 0,1225 0,0005 390,7595
Stent £.3 1 0,12 <0,000
2 0,219 41,289 0,1695 0,0495 540,6835
Stent &4 1 0,195 27,887
2 0,213 38,045 0,204 0,009 650,7342
Hadi¢kaod | 1 0,161 10,347
kapacky | 2 0,162 10.781 0,1615 0.0005 515,1646
Negativni 1 0,151 5,861
kontrola | 2 0,163 11,412 0,157 0,006 500,8101
oo |1 0,116 <0,000
i‘;ﬁﬁ;;{‘; 2 | 0161 10,588 0,1385 0,0225 41,1975

Koncentrace trombin-antitrombin komplexu byla vypocitana zrovnice kalibra¢ni

piimky.

Tab. 8: Naméiené hodnoty TAT (staticka zkouska).

Staticka zkouska Aliséoor ?]??]CE Koncentrace Al;;sr%rrtralaélzce Sg%egﬁsfga ?qufgé;ifﬁ
Stent ¢.1 1 0,134 <0,000
2 0,182 20,786 0,158 0,024 504
Stent &.2 1 0,246 56,988
2 0,191 25,509 0,2185 0,0275 696,9873
Stent &.3 1 0,113 <0,000
2 0,111 <0,000 0,112 0,001 357,2658
Stent¢.4 | 1 0,121 <0,000 0,1275 406,7089
2 0,134 <0,000 0,0065
Stent &.5 1 0,106 <0,000
2 0,108 <0,000 0,107 0,001 341,3165
Negativni 1 0,116 <0,000
ontole 15 1 0,00 <0,000 0,105 001 334,9367
Pozitivni 1 0,096 <0,000
ontle 15 1 o108 <0,000 0,101 0.005 3221772
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4 Diskuze

V ramci teoretické €asti bylo navrzeno nékolik metod zkousek na testovani koagulace

krve ve styku se zdravotnickym prostiedkem.

Do praktické casti se zvolily pro porovnani dynamické i statické zkousky. Jako
dynamicka zkouska byla zvolena Chandlerova smycka, kterd dokaze simulovat obéhovy systém
cloveka, a proto méla také ptinést presnéjsi vysledky oproti statickym zkouskam. Krev, ktera
byla ve styku se zdravotnickym prostfedkem, byla nasledn¢ podrobena testu ELISA na
fibrinopeptid A a ELISA testu na trombin-antitrombin.

Pti testovani na fibrinopeptid A (FPA) pomoci Chandlerovy smycky, bylo zjisténo, ze
testované stenty jsou vhodné pro klinickou aplikaci. Pfi pozitivni kontrole byla naméfena
koncentrace FPA v hodnoté 2557,15 [pg/ml]. Standartni hodnota FPA v krvi je 1,5 - 3 [pg/ml].
Negativni kontrola obsahovala 395,15 [pg/ml] FPA. Testovacimi zdravotnickymi prostiedky
byly 4 stenty. U stentt bylo naméfeno 291,21-475,13 [pg/ml] FPA, z toho u jednoho bylo
naméieno 2626,45 [pg/ml] FPA. V krvi zminéného vzorku se vSak po expozici v Chandlerové
smycce objevily bubliny, které siln€ ovliviiuji vysledek. Bublinam Ize pfedejit pouzitim hadi¢ek
o vétsiho pruméru, jelikoz K jejich vzniku dochazi pfi zavadéni zdravotnického prostiedku a
krve do hadicky (krev ma vysoké povrchové napéti, je tedy obtizné jeji zavedeni do hadicky).
Po expozici v Chandlerové smycéce pak ve vzorku vznikne spousta malych bublin (vlivem
rotace hadicek), coz znehodnocuje vysledek. Namétena hodnota tedy neznamena, ze by dany
stent mohl zptisobovat koagulaci, ale pfitomnost bublin znemoziiuje ziskani pravdivych hodnot
FPA. Také byla testovana hadi¢ka od kapacky, u které byly také naméfeny vysoké hodnoty.
Jelikoz, ale byla k dispozici jen jedna hadicka, nemohli jsme provést vice testli pro porovnani
jeji zavadnosti pro pouZiti, protoze téZ mohlo dojit k n&jaké reakci, kterd ovlivnila vysledky
meéfeni stejné jako u stentu. Hadicka bude tedy podrobena znovu zkouSce, spole¢né s dalSimi
zdravotnickymi prostiedky. Testovani provedou pracovnici Synthesia a.s., az bude k dispozici

vice vzorkl pro porovnani.

U statické zkousky na FPA nevysla pozitivni kontrola, tudiZ neni mozné s jistotou urcit,
zda hodnocené stenty negativné reaguji s krvi. Vzorky tedy nelze s ni¢im porovnat a je tedy
potieba provést cely test znovu. Testovani nebylo opakovano, jelikoz bylo k dispozici omezené

mnozstvi potkani krve a chemikalii v ELISA souprave.

Pro testy na TAT u dynamickych 1 statickych testii vySla pozitivni kontrola v podobnych

hodnotéch jako negativni kontrola. Je mozné, Ze aplikované sklo na pozitivni kontrolu bylo ve
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styku s krvi kratkou dobu, a proto nebyly naméteny vyssi hodnoty TAT. Namétfené koncentrace
TAT stentd, které byly v krvi, jsou pfiblizné stejné s hodnotou TAT negativni kontroly, coz
plati pro dynamickou i statickou zkousku. V piistim testovani by tedy bylo vhodné vyzkouset
rizné druhy skla a pro jistotu provést vice pozitivnich kontrol. Také nechat sklo v Krvi

inkubovat del$i dobu.

Ze ziskanych hodnot nelze tedy vyvodit, jestli je dany zdravotnicky prostiedek
hemokompatibilni nebo ne. Je potieba provést vice testu, kde bude prokazano, ze zdravotnicky

prostiedek negativné neovliviuje krev.

Prace byla vypracovana vramci grantu pro biologické hodnoceni zdravotnickych
prostfedkil, dle CSN (Zeska technicka norma). Souéasti grantu je testovani zdravotnickych
prostfedkti na vice zkousek hemokompatibility (hemolyza, tromboza, koagulace, aj.).
Zdravotnické prostfedky budou podrobeny dalsim zkouskam, az bude podrobnéji vymyslena
jejich metodika zkousek. Prozatim prob&hlo pouze testovani na koagulaci a bude v nejblizsi
dobé opakovano kviili neptfesnym vysledkim. Koagulace byla testovdna pouze na krvi potkana
obecného, aby se vyzkousela navrhnutd metodika testovani a pro pfisti testy eliminovat co
nejvic rizik pro znehodnoceni vysledki. Pro pfisti testy je v planu pouzit krev lidskou, aby byly

ziskany podrobnéjsi vysledky.

Také se planuje provedeni zkousky na hemolyzu a hematologii. Bohuzel jesté neni
vypracovana jejich detailni metodika a testovani probéhne az po vylepsSeni metodiky testovani
koagulace. V nasledujicim testovani zdravotnickych prostfedki na koagulaci s lidskou krvi, je

potieba sniZit riziko znehodnoceni vysledki, aby se ziskali pfesné€jsi hodnoty.

Testovani uskute¢ni pracovnici ve Vyzkumném tstavu organickych syntéz, Synthesia a.s.
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S5 Zavér

V praktické casti byly provedeny testy na koagulaci krve u zdravotnickych stentd.
Namétené hodnoty vsak nebyly pfesné a také u testovani TAT nevysla pozitivni kontrola, takze
se neda posoudit, jestli jsou testované zdravotnické prostfedky vhodné ke klinickému pouziti.
Také byla otestovana hadicka od kapacky, u které byly naméfeny vyssi hodnoty koagulac¢nich
faktorq, ale jelikoZ byl k dispozici pouze jeden vzorek a nedal se provést vic nez jeden test (byl
proveden pouze jeden test na Chandlerové smycce) nelze s presnosti fict, zda by dochazelo pii
pouzivani k negativnim reakcim mezi zdravotnickym prosttedkem a krvi. ZkouSky na

koagulaci tedy budou provedeny znovu.

Provadénd zkouska byla prvnim experimentem Vramci grantu pro biologické
vyhodnoceni zdravotnickych prostfedkti. Metodika tedy nebyla jesté¢ detailné vypracovand,
naméiené hodnoty je tfeba chapat jako pilotni experiment z jehoz vysledki se bude odvijet dalsi

prace.

Pro pfisti zkousky by bylo lepsi pouZit pro dynamickou zkousku pomoci Chandlerovy
smycky hadicky o vétSim priméru, aby se sniZilo riziko vzniku bublin v krvi. Také by bylo
vhodné vytvofit vice vzorki pro pozitivni kontrolu, aby se pfi porovnani naméfenych hodnot
ziskaly presnéjsi vysledky. Pro pozitivni kontrolu se doporucuje pouziti skla. U méfeni
koncentrace TAT vsSak pozitivni kontrola nevysla, je tedy potieba zvazit pouZiti riznych typi
skla a nechat sklo v interakci s krvi delsi dobu. Jestlize bude zkouska na pozitivni kontrolu
provedena spravné, tak budou ziskdny hodnoty, s kterymi lze srovnavat hodnoty ostatnich
vzorki. Jestlize by doslo ke koagulaci krve pfi interakci zdravotnického prostiedku s krvi,

naméfené hodnoty by byly podobné hodnotam pozitivni kontroly.

V ramci celého grantu na biologické vyhodnoceni zdravotnickych prostiedki bude
provedena série zkousek, které by méli prokazat, jestli je dany zdravotnicky prostfedek vhodny

pro klinické pouZiti nebo ne. Testovani na koagulaci byla prvni provedena zkouska.
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