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Abstrakt

Hemostaza je pro zivot nezbytna, jedna se o schopnost organizmu zastavit krvaceni
a soucasné udrzet tekutost krve v neporuSeném cévnim feciSti. Jde 0 mechanizmus,
ktery udrzuje rovnovahu mezi sklonem ke krvaceni a trombdze. Na funkci hemostazy
se podili krevni desticky, cévy a plazmatické faktory. K zastavé krvaceni dochazi
vytvofenim primarni zatky tvofené agregatem krevnich destiCek. Zpevnénim
fibrinovymi vlakny vznikd definitivni koagulum.

Faktor VIII je nazyvan antihemofilicky globulin nebo antihemofilicky faktor. Jedna
se 0 plazmaticky glykoprotein, tvofeny dvéma nekovalentné spojenymi fetézcCi.
Z t&zkého, slozeného z domén Al-A2-B a z lehkého, slozeného z domén A3-C1-C2.
V plazmé koluje spolu svon Willebrandovym faktorem. Z této vazby se uvoliuje
po aktivaci FVIII trombinem. Vétsi mnozstvi faktoru VIII vznikad v jatrech, mensi
pak ve sleziné, uzlinach, slinivce, ledvinach a svalech. Aktivita FVIII se méfi historicky
dvéma zptsoby a) jednofazovou metodou, kdy je smés plazmy s deficitem FVIII
a pacientské plazmy testovana pomoci testu APTT a v pifipadé nedostatku FVIII
Vv pacientské plazmé dochazi k prodluzovani ¢asu méteni; b) dvoufdzovou metodou, kdy
vV prvnim kroku dochazi k tvorbé¢ FVIIla a FXa a v druhé fazi se tvofi trombin a fibrin.
Po vyvinuti chromogennich substrati byla tato metoda nahrazena metodou
chromogenni, kdy v prvnim kroku za ptitomnosti FIXa, fosfolipidi a Ca®* dojde
k vytvofeni FVIIla a FXa a ve druhém kroku vznikne pfidanim chromogenniho
substratu zluté zabarveni. Deficit FVIII zptsobuje zavazné krvacivé onemocnéni,
hemofilii A.

Hemofilie A je jedna z nejcastéjsich vrozenych poruch krevniho srazeni. Postihuje
predev$im muze, ptiblizné 1 z 10 000 obyvatel, Zeny toto onemocnéni pouze pienaseji

na své potomky.



Cilem mé prace bylo:

1. Porovnat vysledky stanoveni funkéni aktivity FVIII jednofdzovou koagula¢ni
a dvoufazovou chromogenni fotometrickou metodou u jednotlivych pacientd se stfedné
tézkou a lehkou hemofilii A.

2. Rozdélit vysledky dle kritéria uvedeného v publikaci (Pavlova et al. 2010).

3. Stanovit pomérné mnozstvi pacientd, ktefi maji vyrazny rozdil aktivity FVIII
stanovené dvéma provadénymi metodami.

4. Stanovit podil pacientl, u kterych byla zpfesnéna diagnéza vysetienim FVIII

dvoufdzovou chromogenni metodikou.

V teoretické Casti své prace jsem se vénovala tomu, co je to vlastné hemostdza
a jejimu rozdéleni na primarni a sekunddrni. Dale jsem zminila koagulaéni systém
a popsala koagula¢ni faktory, jejich polocas rozpadu, misto vzniku a funkci. Uvedla
jsem koagulacni kaskddu. Podrobnéji jsem se vénovala faktoru VIII, ktery byl
pfedmétem mé prace, uvadim historii, stanovenia gen tohoto faktoru. Dalsi cast
je vénovana hemofilii A, charakteristice, popisu dédi¢nosti onemocnéni, historii,
klinickym projeviim, laboratorni diagnostice, 1é¢b¢ a substituci.

Prakticka ¢ast prace obsahuje vycet pouzitych reagencii a materidlu, postup piijmu
a skladovani biologického materidlu, pfipravu reagencii, méfeni kalibracnich kiivek,
stanovovani kontrol a analyzu vzorkl. Méfeni jsem provadéla od kvétna do zati 2013
v laboratofi pro poruchy hemostazy v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze,
kde jsem zaméstnana. Vysetfila jsem celkem 76 pacientii, hemofilikii A, ktefi byli
minimalné¢ 8 dni bez jakékoli 1éCby nebo substituce. U pacientii bylo vySetfeni FVIII
obéma metodami indikovano oSetfujicim Iékafem jako odpovidajici skrining
hemofilie A. Pacientskym vzorkiim jsem piitadila ¢isla, aby byla zajisténa anonymita
pacientl. Pracovala jsem na automatickém koagula¢nim analyzatoru STA-R
Evolution® od firmy Diagnostica Stago, a.s.a., ktery pracuje na principu fotometrie
a chronometrie. Stanovovala jsem faktor VIII jednofazovou koagula¢ni a dvoufiazovou
chromogenni metodou a porovnavala jsem vysledky. Geneticka ¢ast byla zpracovana v

genetické laboratofi, kterd je soucésti naSeho odd¢leni.



Ziskané vysledky obou metod U 76 pacientti jsem zpracovala do tabulky i grafu.
V souboru bylo 14 (18%) stiedné tézkych a 56 (74%) lehkych hemofilikd, dale 6 (8%)
hemofilikt, ktefi nespliovali kritérium lehké hemofiliec A, ale klinicky spadali mezi
lehké hemofiliky. Na zaklad¢ piijatého kritéria jsme zjistili, ze 15 (20%) pacienti mélo
pomér FVIIL:C1/FVII:Chr nebo FVII:Chr/FVIICig < 0,6, vyrazné se tedy u nich
lisili hodnoty FVIII stanovené jednofazové koagulacné a FVIII stanovené dvoufazove
chromogenng. Celkem u 11 pacientii byla aktivita FVIII vyss§i u jednofazové koagulaéni
metody. Z toho u 3 pacientu FVIII:C15 byl dokonce na hranici normy, zatimco FVIII
chromogenné byl v priméru 16%.

U 14 pacientti Srozdilnymi vysledky se nam podatilo najit kauzalni mutaci
ve FVIII, u 1 pacienta jsme genetiku nemohli vySetfit z divodu chybéjiciho genetického
materialu. Mutace u pacientd sniz§i aktivitou FVIII chromogenni dvoufizovou
metodou byly soustfedény prevazné do A3 domény, mutace u pacientli s niz$i aktivitou
FVIII jednofazovou koagula¢ni metodou byly soustfedény v doméné A2.

Z prezentovanych vysledkt vyplyva, ze kazdy pacient s lehkou a stfedné tézkou

hemofilii A by mél mit stanoven FVIII obéma metodami.

Kli¢ova slova: Hemostaza
Hemofilie
Faktor VIII



Abstract

Hemostasis is essential to life; it is the ability of organism to stop bleeding
and to maintain the fluidity of the blood in an intact vascular bed at one time.
This is the mechanism that maintains the balance between the tendency to bleeding
and thrombosis.  Platelets, blood wvessels, and plasma factors participate
on the hemostasis. Creating the primary plug consisting of aggregated platelets leads
to stop the bleeding. Fibrin fibers harden the plug and form the definite clot.

Factor VII1 is called antihemophilic globulin or antihemophilic factor. It is a plasma
glycoprotein composed of two noncovalently associated chains. One chain is a heavy
one, comprising domains Al- A2- B and the light chain composed of the domains A3-
C1-C2. Factor VIII circulates in plasma together with von Willebrand factor. Factor
VIII is released from this binding upon activation with thrombin. Larger quantities
of factor VIII are produced in the liver, the minor amount in the spleen, lymph nodes,
pancreas, kidney and muscle. FVIII activity was measured in two ways from historical
reasons a) a one-phase method, where a mixture of FVIII deficient plasma and patient
plasma is analyzed using APTT assay; the absence of FVIII in the patient plasma leads
to lengthening of the time, b) two-phase method, where the first step leads to formation
of FVIlla and FXa and in the second phase there are thrombin and fibrin created. Two-
phase method is difficult to implement in routine laboratory, and therefore
it was stopped using during time. This method was substituted by the chromogenic
method after development of the chromogenic substrates, where there is in the first step
created FVIIla and FXa in the presence of FIXa, phospholipids and Ca2+, and in
the second step there is formed a yellow coloration by the addition of the chromogenic
substrate. FVIII deficiency causes a severe bleeding disorder, hemophilia A.

Hemophilia A is one of the most common congenital disorders of the blood
coagulation. It affects mainly men, approximately 1 in 10,000 of the population; women

only transmit the disease to their offspring.



The aim of my thesis was:

1. Compare the results of the first determination of the functional activity of FVIII
(one-phase clotting method) and two-phase chromogenic photometric method
for individual patients with moderate and mild hemophilia A.

2. Divide results by the criterion mentioned in the publication (Pavlova et al. 2010).

3. Determine the relative number of patients who have a significant difference
of the FVIII activity analyzed by two implemented methods.

4. Determine the proportion of patients in whom the diagnosis was refined
by examination of FVIII with chromogenic methodology.

The theoretical part of my work is devoted to what hemostasis is and its division
into primary and secondary ones. | also mentioned the coagulation system and described
the coagulation factors, their half-lives, spot of a formation and function. | stated
the coagulation cascade. | focused in more detail on factor VIII, which was the subject
of my thesis; | present the history, determination and the gene of this factor. Another
section of my thesis is dedicated to hemophilia, characteristics, and description
of the inheritance of the disease, history of the disease, clinical manifestations,
laboratory diagnosis, treatment and substitution.

The practical part consists of a list of the reagents and materials, processes,
receiving and storage of biological material, reagent preparation, measurement
of calibration curves, setting controls and analysis of samples. | performed
measurements from May to September 2013 at Coagulation laboratory at the Institute
of Hematology and Blood Transfusion in Prague, where | was employed. | examined
in total 76 patients, hemophiliacs A, who were at least 8 days without any treatment
or substitution. These patients were indicated to the examination of FVIII by both
methods by their treating physician as an appropriate screening for hemopbhilia A.
| assigned numbers to patient’s samples to ensure anonymity of patients. | worked
with the automatic coagulation analyzer STA- R Evolution® from Diagnostica Stago,
which works on the principle of photometry and chronometry. | determined the factor

VIIl by one-phase method and two-phase method and | compared the results.



The genetic part of the work was analyzed in the genetic laboratory, which is part of our
department.

| worked up the results obtained from both methods in 76 patients to the table
and the graph. The group included 14 (18 %) moderate and 56 (74 %) of mild
hemophiliacs, then 6 (8%) hemophiliacs who did not meet the criterion of a mild
hemophilia A, but clinically they belonged into mild hemophiliacs. Based on the stated
criteria, we found out that 15 (20 %) patients had a ratio of FVIII: C1st/FVIII: Chr
or FVIII: Chr / FVIII: Clst < 0.6, they differed significantly in their values set by one-
stage clotting FVIII and FVIII set by the chromogenic method. A total of 11 patients
with FVIII activity were higher in the single-phase method. At three patients FVIII:
C1st was even on the upper limit of the normal value, while FVIII chromogenic method
gave on average 16%.

We managed to find a causal mutation in the FVII in 14 patients
with “the different results”, we could not investigate 1 patient genetically because
of the missing genetic material. Mutations in patients with lower activity of FVIII set up
by the chromogenic two-phase method were concentrated predominantly into
the A3 domain; mutations in patients with FVIII a lower activity set up by one-phase
clotting assay were concentrated in the A2 domain.

The results presented show, that diagnostic of any patient with mild or moderate
hemophilia A should include determination of FVIII by both methods; FVIII: Clst
and FVIII: Chr.

Keywords: Hemophilia
Hemostasis
Factor VIII
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Seznam pouZitych zkratek

AGH — Antihemofilicky globulin

AMK - Aminokyselina

APTT — Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as
EGF — Epidermal growth factor—like

FI — Faktor I, Fibrinogen

FIl — Faktor Il, Protrombin

FV — Faktor V, Proakcelerin

FVII — Faktor VII, Prokonvertin

FVIII — Faktor VIII, Antihemofilicky globulin
FIX — Faktor IX, Antihemofilicky faktor

FX — Faktor X, Stuart-Prowertv faktor

FXI — Faktor XI, Rosenthaltv faktor

FXII — Faktor XII, Hagemanuv faktor

FXII1 — Faktor XIII, Faktor stabilizujici fibrin
pPNA — Paranitroanilin

OD/min (mn) — zména optické jednotky za jednotku ¢asu (minutu)
PL — Fosfolipid

SOP — Standardni opera¢ni postup

SOPT — Standardni operacni postup piistroje
TF — Tkanovy faktor

UHKT — Ustav hematologie a krevni transfuze
VWEF — von Willebrandiv faktor

WHO — Svétova zdravotnickd organizace
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UvoD

Hemofilie A je krvacivé onemocnéni vazané na X chromosom, které je zptisobeno
rizn¢ hlubokym deficitem koagulacniho faktoru VIII (FVIII). Podle mezinarodniho
doporuceni (White et al. 2001) je rozdélena podle aktivity FVIII do skupin tézké
(<1% FVIII), stfedné tézké (1-5% FVIII) a lehké formy (5-40% FVIII) hemofilie A.

Zmetit spravné FVIIL je velmi dilezité jak pro diagnézu, tak i pro lécbu
koncentraty FVIII. Dv¢ riizné metody méfeni koagulacni aktivity FVIII (FVIIIL:C),
jednofazova (FVIII:Cigy a dvoufazova, byly zavedeny jiz v 50. letech minulého stoleti.
V 70. letech byla upravena dvoufazova metoda na chromogenni dvoufazovou metodu
(FVIII:Chr). Metody se od sebe lisi zptisobem aktivace jednotlivych faktort koagula¢ni
kaskady.

U vétsiny hemofilickych pacientu je aktivita FVIII:C obéma metodami identicka.
Pted 20 lety se objevily studie, které poukazovaly na rozdilné hodnoty FVIII:C ziskané
témito metodami u stfedn¢ tézkych a lehkych hemofilikd. Publikované prace
prokazovaly, Ze vice nez u 50 % hemofilika S rozdilnymi vysledky byla vyssi aktivita
jednofazovou metodou. To bylo zavazné zjisténi, protoze vétSina laboratoii po celém
svété¢ meii FVIII:C jednofizovou metodou a nepfesné méfeni by mohlo vézt
k podhodnoceni diagnézy hemofilie A. I kdyz do dnes neni znamo, ktera metoda 1épe
reflektuje zavaznost hemofilie A, bylo popsano, Ze pacienti s normalni aktivitou
FVIII:Cy a nizkou aktivitou FVIII:Chr maji krvacivé projevy.

Hemofilie A je velmi heterogenni onemocnéni, které je zpiisobeno obrovskym
mnozstvim riznych kauzalnich mutaci. Od konce 90. let prokazuji mnohé prace,
ze ,,FVIII:C rozdilny fenotyp* je zplisoben ur¢itym typem kauzalnich mutaci.

Diivodem této studie a vybrani tématu mé bakalaiské prace bylo prokazat rozdilné
vysledky FVIII:C mé&fené FVIIIL:Cis @ FVIII:Chr u skupiny stfedné tézkych a lehkych
hemofilikli A. Stanovit u téchto pacientii kauzalni mutaci v genu pro FVIII, porovnat
genotyp a fenotyp. Stanovit mnozstvi pacientl, ktefi budou profitovat ze stanoveni

FVI11 metodou FVIII:Chr.
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Prvni ¢ast mé prace je vénovana teorii: hemostaze, faktoru VIII a hemofilii A.
V metodické casti jsem popsala pouzité reagencie, material a pristroje. Dale jsem
se vénovala podrobnému popsani dvou metod stanoveni aktivity FVIII, zachazeni
S biologickym materidlem, popsani pouzitého koagula¢niho analyzatoru STA-R
Evolution® a stanoveni aktivity FVIII u 76 pacienti v laboratofi pro poruchy

hemostazy v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Hemostdza

Hemostaza je nezbytna pro zivot, je to schopnost organizmu zastavit krvaceni
a soucasn¢ udrzet tekutost krve v neporuSeném cévnim fecisti. Jde o velmi slozity
mechanizmus, ktery udrZuje rovnovahu mezi sklonem ke krvaceni a zvySenym
sraZzenim, tedy tromboze. Na hemostdze se podili predev§im cévy, krevni desticky
a plazmatické faktory (Penka et al. 2011, s. 31).

K zastavé krvaceni dochazi vytvorenim primarni zatky tvotrené agregatem krevnich

desticek. Zpevnénim fibrinovymi vlakny vzniké definitivni koagulum.

1.1.1 Primarni hemostaza

Primarni hemostdza je proces tvorby agregatu krevnich desticek, tedy primarni
cévni zatky. Jde o zaceleni porusené cévy, k tomu dochazi pravé diky destickovému
agregatu.

Pfi poranéni jako prvni nastane vazokonstrikce (zizeni) cévy, to zplisobi zmenseni
prisvitu cévy a tim i zmenseni pratoku krve danym mistem. Nasledné dojde k vytvoieni

prvotni destickové srazeniny, k adhezi a agregaci desticek.

1.1.2 Sekundarni hemostaza

Prvotni destickova srazenina je druhotné zpevnéna fibrinovym vlaknem. Fibrin
vznik4 prostfednictvim koagulaéni kaskady, kterd je rozd€lena na tfi cesty: vnéjsi,
vnitini a spoleCnou. Vnéjsi cesta zahrnuje tkanovy faktor a faktor VII. Vnitini cesta
obsahuje faktor XII, XI, IX, VIII, prekalikrein, vysokomolekularni kininogen. Spole¢na
cesta zahrnuje tvorbu trombinu z protrombinu a tvorbu fibrinu z fibrinogenu. Kratkou
chvili po vazokonstrikci nasleduje vazodilatace (rozsifeni) cévy, kterd usnadnuje rychlé

odplaveni hemostaticky aktivnich latek a udrzuje srazeni pouze v misté poranéni.
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1.2 Koagulacni systém

Cilem koagulace je tvorba pevného fibrinového vldkna a zastava krvéceni.
Fibrinové vlakno vznikéd postupnou, ptesné koordinovanou a regulovanou kaskadovitou

enzymatickou reakci.

1.2.1 Koagulacni faktory

Faktory, které jsou v krvi jako neaktivni formy — proenzymy, jsou Sté€peny
na aktivni formy - enzymy. Tyto latky oznacujeme jako koagula¢ni faktory a znacime
je ,,F< atimskou C¢islici, aktivované formy s malym ,,a* (Penka et al. 2011, s. 43).
Faktory II, VII, IX, X jsou nazyvany vitamin K-dependentni, to proto, ze k jejich
spravné funkci je zapotiebi vitamin K. Bez tohoto vitaminu nedojde ke karboxylaci y-
karboxyglutdmového aminokyselinového zbytku a dany koagula¢ni faktor neni schopen

vazby na Ca?*a fosfolipidy.

Faktor | — Fibrinogen

Fibrinogen je velky glykoprotein pfitomny v plazmé a v granulich desticek, je to
faktor s nejvyssi koncentraci v plazmé. Jeho poloc¢as rozpadu je pfiblizné 100 hodin.
Molekulu tvotfi dimer, ktery je slozeny ze tfi riznych polypeptidovych fetézci,
Aa, BB ay. Fibrinogen ma4 tfi vazebna mista pro Ca®*, pokud jsou tato mista obsazena,
nedochazi k stépeni fibrinogenu plazminem.

Fibrinogen je Stépen bud® trombinem na fibrin nebo plazminem
(Matyskova et al. 1999, s. 43). MizZe byt St€pen enzymy podobnymi trombinu, jedna
se ptredevsim o hadi jedy.

Koncentrace fibrinogenu stoupa pii poranéni, zanétech a v t¢hotenstvi.
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Faktor Il — Protrombin

Pomérn¢ stabilni faktor s poloCasem rozpadu 60 — 96 hodin, ktery je tvofen
Vv jatrech. Je zavisly na vitaminu K, ktery je potieba k jeho fadné funkci. Jeho aktivni
forma, trombin, hraje klicovou roli v koagulaci, $tépi fibrinogen na fibrin, aktivuje
FXIII, je schopen i aktivace FIX. V koagula¢ni kaskad¢ katalyzuje tfi skupiny reakci,
které reguluji tvorbu krevniho koagula, aktivaci bunék, pii které vzniknou povrchy
pro koagula¢ni reakce, k podpofe probihajici koagulace a zpevnéni koagula a naopak

zabranéni nadmérnému srazeni.
Tkanovy faktor

Tkéanovy faktor (TF) je bun&tny kofaktor, ktery se v organismu vyskytuje
na bunkach, které se nedostanou do kontaktu s krvi. Za normalnich podminek tedy neni
piitomen na krevnich elementech, cévnich endoteliich a necirkuluje v plazmé.
Jde 0 jednofetézovy apoprotein o hmotnosti 45 kD. TF zahajuje koagulaci tvorbou

komplexu s koagula¢nim FVII a VIIa (Matyskova et al. 1999, s. 42).
Faktor V — Proakcelerin

Faktor V je plazmaticky kofaktor homologni s faktorem VIII. Tvofi se v jatrech
a megakaryocytech, nalézd se vplazm¢é a granulich krevnich desti¢ek
(Matyskova et al. 1999, s. 39). Polocas rozpadu je 12 — 15 hodin, molekulova hmotnost
je 330 kDa a minimalni aktivita potiebna k zastavé krvaceni je udavana 10-15%. FV
stabilizuji Ca®" a jsou nutné k jeho aktivaci, miize byt aktivovan také plazminem,
elastazou neutrofili nebo destiCkovym kalpainem. Faktor V Leiden je nazev genové
mutace, ktera zptusobuje hyperkoagulacni stavy s vaznymi klinickymi dusledky, nejcastéji

zpusobuje hlubokou zilni trombézu.
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Faktor VIl — Prokonvertin

Faktor s velmi kratkym polocasem, 4 — 5 hodin. Jeho syntéza probiha v jatrech,
nachazi se i v séru. Aktivovana forma FVII je tvofena lehkym a tézkym fetézcem. FVII
je schopen stépit faktor X. Je aktivovan FXa, FXIla, FXIa, [Xa a komplexem TF-FVlla
(Matyskova et al. 1999, s. 35). Aktivita stoupa v té¢hotenstvi a s vékem.

Faktor VIII — Antihemofilicky globulin

Tomuto faktoru se podrobnéji vénuji v samostatné kapitole 1.3.
Faktor IX — Antihemofilicky faktor

Jinak také nazyvany Christmastv faktor. Ma dlouhy polocas, do 30 hodin. Syntéza
probiha v jatrech, nalézame jej 1 v séru. Molekulova hmotnost je 56 kDa. MnoZstvi
pottebné k zastavé krvaceni je udavano 20 — 30% jeho aktivity. Je aktivovan FXla
a FVlla.
Faktor X — Stuart-Prowertv faktor

Je tvoten v jatrech jako dvouretézovy glykoprotein, ktery je pfitomen i v séru. Jeho
biologicky polocas je uvadén kolem 40 hodin. Molekulovd hmotnost je 56 kDa.

K zastaveni krvaceni je zapotiebi pfiblizn€ 20% jeho aktivity. Je aktivovan komplexem:

FIXa, fosfolipidy, Ca*, FVIlIa, kterému se fika tenka a komplexem FVIIa-TF.
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Faktor XI — Rosenthalav faktor

Faktor XI je dvoufetézovy glykoprotein vznikajici v jatrech. Jeho polo¢as v plazmé
je 48 — 60 hodin, molekulovd hmotnost je 160 kDa. Minimalni hladina pro krevni
srazeni je 15 — 20% aktivity. Je aktivovan proteolyzou FXIla, FVIIa a trombinem
a aktivuje FIX a tim napomaha formaci a stabilité fibrinu. V plazmé koluje v komplexu

s vysokomolekularnim kininogenem.

Faktor XII — Hagemantv faktor

Vyskytuje se vplazmé i vséru, jeho biologicky polo¢as je 50 — 70 hodin,
molekulova hmotnost je 80 kDa. Skladé se ze dvou fetézci, lehkého a tézkého. Zvysena
hladina tohoto faktoru se objevuje u Zen po menopauze a v téhotenstvi. K jeho aktivaci
dochazi kontaktem se subendotelovymi strukturami pii poranéni nebo protedzami

(Matyskova et al. 1999, s. 37). FXlla aktivuje FXI a prekalikrein.

Faktor XIII — Faktor stabilizujici fibrin

Posledni faktor koagula¢ni kaskady. V plazmé se vyskytuje navdzany na molekulu
fibrinogenu, dale se vyskytuje v placenté, jatrech a bunéénych komponentach. Asi 50%
celkové aktivity FXIIla obsahuji desticky. Biologicky poloc¢as je 72 — 160 hodin,
molekulova hmotnost je 320 kDa. Je aktivovan trombinem za pritomnosti Ca®*
(Matyskova et al. 1999, s. 36). Hraje velmi dulezitou roli v hojeni ran, udrzeni

téhotenstvi a vV hemostaze.
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1.2.2 Koagulacni kaskada

Teorie z 60. let tvrdi, Ze se koagula¢ni kaskada dle zptisobu aktivace, déli na zevni
a vnitini systém. Spojuji se pii aktivaci FX. K aktivaci zevniho systému je potieba
tkanovy faktor, uvolilovany napt. v ptipadé poranénim nebo aktivaci monocytarnich
bun¢k toxiny, K aktivaci vnitfni cesty dochazi kontaktem FXII a FXI s aktivnim
povrchem, fyziologicky s kolagenem obnazenym po poranéni (Matyskova et al. 1999,
s. 29).

Pozdéji doSlo k opravé této teorie. K aktivaci koagulace dochazi po vytvoteni
komplexu tkanového faktoru (TF) sFVIla, ktery aktivuje FX na Xa.
FVIlla je ve stopovych mnozstvich bézné piitomen v krvi. Stopova mnozstvi FVIla
aktivuji FX na FXa. Mald mnozstvi FXa jsou schopna §tépeni FVIII na FVIlla a FV na
FVa. Komplex TF/FVIIa déle aktivuje také FIX a zasahuje 1 do vnitni cesty.

Po aktivaci FXa nasleduje tvorba komplexu zvaného protrombinaza. Tato
je fyziologickym aktivatorem protrombinu a je slozena z FXa, kofaktoru FVa
navazaného na povrch fosfolipidi (PL) za pfitomnosti Ca®**. Tento komplex Stépi
neaktivni protrombin na o trombin a fragmenty protrombinu 1+2 (F1+2)
(Penka et al. 2011, s. 44). Trombin je jediny koagula¢ni enzym, ktery je schopen $tépit
fibrinogen na fibrin.

Pisobenim trombinu dochazi k odstépeni fibrinopeptidu A a B z fetézce Ao a Bf
fibrinogenu. Uvolnéni fibrinopeptidu A probihé rychleji nez uvolnéni fibrinopeptidu B.
Odstépenim téchto peptidii se obnazi vazebna mista v centralni E doméné a vznikaji
fibrinové monomery. Tyto spontann¢ polymerizuji na rozpustny fibrin (Matyskova et al.
1999, s. 30).

Na rozpustny fibrin piasobi FXIIla a tim vznikaji pevné kovalentni pficné vazby
mezi jednotlivymi vldkny a vytvaii se trojrozmérna sit’ stabilniho, nerozpustného
fibrinu. Fibrin zpevni primarni destickové koagulum a dochazi ke vzniku pevné krevni
srazeniny. Tim je uzavien vlastni proces krevniho sraZeni. Koagula¢ni kaskada

Viz obrazek 1.

20



povrchové
H

K
PK
X1l i Xlla Vil

a*

XI  HK Xl <.,

@ .
IX IXa
Caz’ \
VI —== Vllla PL cévni poskozeni
3

Ca**

V e Vi

protrombin

PL
tron;hin f X
))<_/ Xllla

fibrinogen ——— fibrinovy monomer

fibrinovy polymer

N

kovalentni vazba fibrinovych polymertl

Obrazek 1 — Koagula¢ni kaskada
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1.3 Faktor VIII

Faktor VIII nazyvany antihemofilicky faktor nebo také antihemofilicky globulin
je plazmaticky glykoprotein, 3-globulin, ktery je velmi citlivy k enzymatické degradaci.
V plazmé koluje v komplexu svon Willebrandovym faktorem (vWF). Z vazby
na VWF se uvoliuje po aktivaci trombinem. Vznikd v jatrech, méné ve slezing,
uzlinach, slinivce, svalech a ledvinach. Zvlastni je, Ze jatra neprodukuji faktor VIII,
neni-li v krvi pfitomen vWF.

Molekulova hmotnost faktoru VIII je 330 kDa, polocas rozpadu je 8 — 12 hodin.
Polocas rozpadu bez ptitomnosti VWF je pouze 2 hodiny. Faktor VIII je tvofeny ze
dvou nekovalentné spojenych fetézcl: tézkého, slozeného z domén A1-A2-B a lehkého,
slozeného z A3-C1-C2 domén. Al, A2 a A3 domény jsou kulovité, doména B je velmi
dlouha. Doména A2 obsahuje nékolik vazebnych mist (558-656 a 698-710) pro FlXa.
Doména A3 obsahuje vazebné misto (1811-1818) pro sekundarni domény
EGF(epidermal growth factor—like) FIX. Doména Al obsahuje vazebné misto pro FX.
Doména C2 obsahuje 4 peptidové smyCky umozinujici ukotveni k fosfolipidové
membrang. Také obsahuje vazebné misto (2303-2332) pro VWF.

Trombin, a v mensi mife FXa, §té€pi FVIII na n€kolika mistech. Pusobi na N-konec
lehkého fetézce a uvolnuje a3 zonu z domény A3. V disledku toho je Stépena vazba
VWEF, coz usnadniuje vazbu FVIII na membrany fosfolipidi. Trombin $tépi vazbu mezi
Al a A2 doménami, které¢ jsou spojeny slabymi elektrostatickymi vazbami. Tim
vznikne heterotrimer obsahujici Al (50 kDa), A2 (43kDa) a A3 - C1 - C2 (73kDa)
domény, znamy jako aktivovany FVIlla. Trombin a FXa rovnéZ pusobi na B doménu,
trombin proteolyzuje Arg740 - Ser741 v a2 zoné, coz vede k uplnému uvolnéni B
domény. Aktivni FXa také mulze aktivovat FVIII a to v mistech: Arg336 - Met337,
Arg372 - Ser373, Arg740 - Ser741, Argl689 - Serl690 a Argl721 - Alal722. FVIII
aktivovany timto zpisobem je mén¢ aktivni, nez kdyz je St€pen/aktivovan trombinem.

V koagula¢ni kaskad¢ se vyskytuje FVIIla v komplexu s faktorem 1Xa, fosfolipidy

a Ca”". Tento komplex oznaGujeme tenaza. Je dillezity pro tvorbu FXa.
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Zvysenou hladinu FVIII nalézame v plazmé pfi stresu, infekcich nebo pti zanétech.
Naopak pokles hladiny faktoru pozorujeme pii vrozenych nebo ziskanych poruchach.
Mezi vrozené poruchy fadime hemofilii A a vonWillebrandovu chorobu. Mezi poruchy

ziskané se tadi inhibitor VIII.
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Pii inaktivaci FVllla APC-R se generuji
fragmenty A1 a A2. Inaktivace miiZe byt také
zpusobena disociaci fragmentu A2 od A1.

Obrazek 2 — Schéma aktivace a inaktivace FVIIIL.

1.3.1 Historie FVIII

Antihemofilicky globulin objevil v roce 1936 az 1938, Patek et al. Neni znamo,
pro¢ dostal ¢islo VIII, ackoliv byl objeven diive nez faktor V a VII.

Pti¢ina krvaceni u hemofilikii dlouho ziistavala zéhadou i ptes relativné velky pocet
téchto piipadi po celém svété. Vysvétlenim je pravdépodobné nedostatek metod
pro vysetfovani a hodnoceni krevniho sraZeni. Pivodné byl vétsi sklon ke krvaceni
vysvétlovan pouze abnormalitou vapniku, protrombinu, fibrinogenu nebo krevnich
desticek, nebo piebytkem heparinu, ptipadné antithromboplastinu.

V roce 1927, Frank a Hartmann zjistili, Zze desticky a protrombin (Bordets
proserozyme) byly v krvi hemofiliki normalni. Autofi publikovali teorii,
ze vV hemofilické krvi byl piebytek stabilizacni latky, ktera méla tendenci inhibovat

aktivaci protrombinu.
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V roce 1936 skupina Pateka zjistila, ze 1 dil normalni plazmy koriguje dlouhy ¢as
srazeni 40 dil hemofilické plazmy. Zkraceni zptsobil globulin, ktery byl termolabilni
a byl ptitomny i v normalni plazmé zbavené fibrinogenu a protrombinu. ,,Globulinova
substance’” podavana intravendzné¢ hemofilikim korigovala cas srdzeni jejich plazmy
(Lozner and Taylor, 1939). Protein byl dale purifikovan a nazvan antihemofilicky
globulin.

Prvni frakcionace normalni lidské plazmy k ziskani antihemofilického globulinu,
byla ve skutecnosti provedena jiz Bendienem a van Creveldem v letech 1937 az 1939.

Zda se, ze Feisslyho plazmaticky aktivator (1941) byl totéz jako antihemofilicky
globulin (AHG). 1T mnoho jinych badatelti ziskalo plazmatické frakce, které byly
pravdépodobné stejné jako AHG: Widenbauer a Reichel (1941) - prothrombokinase,
Lenggenhager (1936,1944) - prothrombokinin, Apitz (1942) - X-faktor, a Laki
(1943,1944) - plasmakinin.

Quick et al. (1935) jasn¢ ukazal, ze obsah protrombinu v plazmé hemofiliki byl
normalni. Nicméné, Brinkhouse (1939), ve své studii zjistil, Ze se trombin tvofi velmi
pomalu pfi spontannim srazeni krve hemofilikti. Kdyz pacient dostal krevni transfuzi,
protrombin na trombin se pfeménoval mnohem rychleji. Jelikoz pfidani tromboplastinu
ke vzorku hemofilické plazmy zkratilo dlouhou dobu srazeni, Brinkhous si myslel,
ze krevni transfuze nahrazovala tromboplastin, ktery hemofilici postradali.

V roce 1953, pozorovali tii vyzkumné skupiny nedostatek faktoru VIII u pacienti
s von Willebrandovou chorobou, ktera se dédi autosomalné, na rozdil od hemofilie.
Vysvétlenim je to, ze faktor VIII cirkuluje jako komplex s mnohem vétSim proteinem,
von Willebrandovym faktorem.

Vyvinuly se rGzné metody pro oddéleni faktoru VIII z normélni plazmy.
Precipita¢ni cinidla, ktera se pouzivala, byl: ethanol, diethylether, glycin, tanin
a polyethylenglykol. Velmi popularni se stala metoda kryoprecipitace. Ware et al.
(1947) zjistili, ze zmrazend plazma taje nehomogenné. V posledni fazi neroztaté plazmy
je fibrinogen. Pool a Robinson (1959) byli piekvapeni tim, Ze supernatant z ¢aste¢né

rozmrazované plasmy neobsahoval faktor VIII. Nicméné, faktor VIII nebyl zni¢en
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mrazenim a rozmrazovanim, ale byl ve frakci s fibrinogenem. Tato frakce se zacala

oznacovat jako ,,Kryoprecipitat*.

Hynes et al. (1969) d¢lil normalni plazmu na DEAE-celulézovych kolonach
a oddelil faktor VIII od fibrinogenu. Vznikajici faktor VIII byl velmi labilni, dokud
nebyl pfidan citrat jako stabiliza¢ni ¢inidlo.

V roce 1972, Wagner a Owen separovali faktor VIII do dvou komponent pomoci
vysoké koncentrace vapniku. Jednou slozkou byl velky protein, druhy maly. Mensi

protein byl faktor VI, vétsi protein byl von Willebrandiv faktor.

1.3.2 Gen pro FVIII

Gen pro faktor VIII, obrazek 2, je dlouhy 186 kb a je slozen z 26 exont, naléza
se na konci dlouhého raménka X chromozomu. mRNA je ~9kb dlouha. Dvé kopie
pseudogenu F8A jsou umistény extragenové 0.3 a 0.4 Mb smérem ke konci raménka X
chromozomu. Podobné v intronu 1 byla nalezena repetitivni sekvence, jejiz extragenova
kopie byla nalezena 0.1 Mb distdln¢ od genu pro FVIIL. Geneticky defekt, ktery
je zpusobeny rekombinaci homolognich oblasti intronu 22 nebo v intronu 1
ma za nasledek nejcastéjsi mutace zpusobujici tézkou formu hemofilie A, vyskytuji
se u 50% ptipadt tézké formy hemofilie A (Pospisilova et al. 2013, s. 303-304).

Je znamo Siroké spektrum mutaci v genu, které zptisobuje deficit FVIII, mutace
zpusobuji poruchy na urovni transkripce a translace, nebo zmény aminokyselinového

zbytku. VEtsinou jde o jedineCné mutace, vyjimkou jsou inverze.

q28 X chromosom
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Obrazek 3 — Gen FVIII
Zdroj: Pospisilova et al. 2013

25



1.3.3 Princip stanoveni FVIII

Dvé rizné metody meéfeni koagulac¢ni aktivity FVII (FVIIL:C), jednofazova
(FVIII:Cyg) a dvoufazova, byly zavedeny jiz v 50. letech minulého stoleti (Biggs et al.
1955, Langdell et al. 1953). V 70. letech byla upravena dvoufazova metoda
na chromogenni dvoufazovou metodu (FVIII:Chr) (Seghatchian et al. 1978). Metody

se od sebe 1isi zpisobem aktivace jednotlivych faktort koagulaéni kaskady.
Jednofazova metoda-koagulacni — FVIII:Cyg

Smés plazmy s deficitem faktoru VIII a pacientské plazmy je testovana pomoci
testu APTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy test). V piipad¢ deficitu
faktoru VIII v pacientské plazmé nemize dojit ke kompenzaci chybé&jiciho faktoru
Vv deficitni plazmé, a proto dojde k prodlouzeni ¢asu méteni. Jednofazovou koagulacni

metodu znazoriuje obrazek 4a.
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Obrazek 4a — Jednofazova koagula¢ni metoda
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Schéma dvoufazové metody je vidét na obrazku 4b.
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Obrazek 4b — Dvoufazova metoda

Dvoufazova metoda-chromogenni — FVII1:Chr

Pti aktivaci faktoru V1lla trombinem vznika pii stalém mnozstvi FIXa, fosfolipid
a vapenatych iontd tenaza, ta zaktivuje FX ptidany v nadbytku, na FXa. Vznik
FXa méfime za pfitomnosti chromogenniho substratu, pfi jehoz rozkladu se odstépuje
paranitroanilin (pNA). Odstépeny paranitroanilin detekovany zabarvenim pii 405nm,
je pfimo umérny aktivit¢ FXa a tim i FVIIla. Dvoufazové chromogenni stanoveni

znazoriuje obrazek 4c.
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Obrazek 4c — Dvoufazova chromogenni metoda
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1.4 Hemofilie

Synonyma hemofilie: Amyhaemorraghia, Bleeder, Bloederziekte, Bluter,
Bluterkrankheit, Blutsucht, Haemorrhagic diathesis, Haemorrhoea, Hematophilia,
Hémorrhagie constitutionelle, Hemorrhagophilia, Homme saignants, Idiosyncrasia

haemorhagica, Morbus Haematicus
1.4.1 Charakteristika hemofilie

Hemofilie patfi mezi dédi¢né krvacivé choroby, soucasné je jednou z nejcastéjSich
vrozenych poruch krevni sraZlivosti. Dochazi k tvorb&é primarni zatky, tvofené
trombocyty, nedostatkem ptislusSného faktoru vSak selhava sekundarni hemostaza
a dochazi ke zpomaleni zastavy krvaceni. Existuji dva typy hemofilie, hemofilie A
a hemofilie B. Hemofilie A je zptsobena deficitem faktoru VIII, hemofilii B zptsobuje
deficit faktoru IX. Dle tize defektu koagula¢ni aktivity faktort VIII a IX se oba typy
hemofilie déli na hemofilii tézkou (< 1 %), stiedné tézkou (1-5 %) a lehkou ( >5-40 %)
(Penka et al. 2011, s. 244).

1.4.2 Dédicnost

Dédicnost a projevy obou typl jsou stejné. Dédicnost nemoci je recesivni. Geny
pro koagulacni faktor VIII a IX jsou umistény na distalnim konci dlouhého ramene X
chromosomu (Pospisilova et al. 2013, s. 303). Toto onemocnéni postihuje muze,
ptiblizné 1 z 10 000 obyvatel, Zeny s postizenym chromozomem X onemocnéni pouze
pfenaseji, nazyvaji se pienasecky.

Z dédicnosti vyplyva, ze muz hemofilik (X"Y) a zdrava Zena (XX) budou mit
vSechny syny zdravé (XY) a vSechny dcery pienasecky (X"X). Zena pienasecka (X™X)
a zdravy muz (XY) budou mit 50% synt zdravych (XY) a 50% nemocnych x"Y)
a 50% dcer zdravych (XX) a 50% pienaSecek (X"X) (Matyskova et al. 1999, s. 81).
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Ptic¢inou krvéaceni je selhani sekundarni hemostazy, dojde sice k vytvotreni primarni
zatky a vzniku malého mnozstvi trombinu, toto mnozstvi je vSak nedostatecné

pro tvorbu kvalitni fibrinové zatky (Matyskova et al. 1999).

1.4.3 Historie

Prvni zpravy o hemofilii jsou pravdépodobné v Babylonském Talmudu z 2. stoleti
naseho letopoctu. PiSe se vném: ,Kdyz nechala obfezat svého prvniho syna
a on zemiel, druhého syna a ten také zemiel, tfeti syn nesmi byt obfezan®. Podobné
se piSe: Kdysi byly Ctyfi sestry v Sepphoris. Prvni obfezala svého syna a on zemiel,
druha také atieti také. Ctvrté fekl Rabbi Simeon ben Gamaliele: ,Nesmite obtezat
svého syna®. Pfi studiu Talmudu a pisemnosti z riiznych Zidovskych komunit bylo
zjiSténo, Ze jiz ve 12.stoleti bylo zndmo, Ze krvacivou a mnohdy fatdlni chorobu
pfenaseji Zeny.

V roce 1803 John Otto z Plymouth, NH popsal krvacivé dispozice v rozsahlé rodiné
Shepardti. Muzi krvaceli i z malych ran, nékdy fatdlng. Zeny nekrvacely, ale byly
schopny pienaset krvacivé onemocnéni na syny. Kromée této rodiny popsal jesté nékolik
dalSich, o kterych mu vypravéli kolegové — Iékati.

Deset let po Ottové objevu, John Hay (1813) popsal rodinu z Massachusetts, jejiz
rodokmen zacinal pted 200 lety Oliverem Appletonem. Stejné jako Otto, Hay nazyval
své pacienty ,krvaceCi“. Zminil, ze jejich déti nikdy neméli krvacivé problémy, pouze
synove¢ jejich dcer.

V roce 1820 shrnul vsechny poznatky C. Nasse. Napsal, ze se¢ jedna o nemoc muzi,
ktera je prenaSend zZenami. Popsal prvni geneticka pravidla X-vdzanych onemocnéni.

Termin ,hemophilia, milujici krev“ byl poprvé pouzit v roce 1828 F.Hopffem
V jeho diplomové praci. Nékdy se také nazev ,,hemophilia® pti¢ita Schonleinovi, ktery
nazev pouzival, ale véas nepublikoval. V 70. letech 20. stoleti se do diskuse pfipojil
Brinkhous s tim, Ze termin existoval jiz v 16. stoleti, protoze v muzeu ve Vidni visi

obraz krvacejici zeny z roku 1570 s nazvem: "La Guerison de I'hémophilique."
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Grandidier (1855) publikoval rozsadhly piehledny clanek o hemofilii. Popsal
150 rodins s 420 hemofiliky z Némecka, Velké Britanie, Svycarska a ze Severni
Ameriky.

1.4.4 Hemofilie A

Nachylnost ke krvaceni je zplisobena vrozenou nizkou hladinou faktoru VIIL
Vyskyt vpopulaci je 1 ptipad na 10 000 obyvatel. Jako substituce se pouzivaji

koncentraty faktoru VIII, u lehké formy lze pouzit i analog antidiuretického hormonu.

1.4.5 Klinicky obraz

Mezi nejCastéjSi projevy patii snadnd tvorba modiin. U tézkych hemofilikt
se s krvacenim setkdvame jiz v prvnim roce zivota, v prubc¢hu druhého roku Zivota
se objevuje kloubni krvaceni. Primérné jednou meési¢né dochdzi ke spontannimu
krvaceni do kloubu a 1-2x do roka do svalu. Stfedné tézky hemofilik vétSinou nemiva
spontanni krvaceni, ale také se mohou objevovat kloubn¢ svalova krvaceni, predev§im
po drobnych urazech. U lehkych hemofiliki se krvaceni ¢asto projevi jen pii poranéni
nebo stomatologickém, chirurgickém zékroku (Penka et al. 2011, s. 245). Casto také
dochazi ke krvaceni do svall, které v piipadé opakovaného krvaceni zplsobuje

svalovou dystrofii az trvalé poSkozeni hybnosti pacienta.

1.4.6 Laboratorni diagnostika

K nejdllezitéj$im laboratornim vySetfenim patii vySetieni aktivovaného parcidlniho
tromboplastinového c¢asu (aPTT), k jehoz prodlouzeni dochazi pii poklesu faktoru
VIl alX pod 25-40%. Mnozstvi faktoru, pii némz dojde k prodlouzeni APTT, zavisi
na citlivosti APTT reagencie. Ostatni vysetieni byva v normé. Pro potvrzeni diagnozy
je tieba stanovit koagulaéni aktivitu faktoru VIII a IX. U tézkych hemofiliki

je nezbytné molekularné biologické vySetfeni k identifikaci kauzalni mutace
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(Penka et al. 2011, s. 245). Piisnizené hlading faktoru VIII je nutné vyloucit ziskany
inhibitor faktoru VIII, von Willebrandovu chorobu a kombinovany defekt faktord.
U nové diagnostikovanych pacientti je vhodné hladinu faktoru VIII a IX stanovit

alespon dvakrat.

1.4.7 Lécba a substituce

Kauzalni 1é¢ba hemofilie je pfedmétem vyzkumu, existuje pouze substitu¢ni 1é¢ba.
Substitucni 1é€bou se rozumi podavani koncentrati chybéjiciho faktoru. VétSina
preparati se vyrabi z lidské krve. U lehkych forem hemofilie se z divodu Setieni
krevnich derivatii pouziva podpurna lécba (antifibrinolytika — Pamba). Standardem
je vdnesni dobé v CR pouzivani plazmatickych, vysoce ¢&isténych a protivirové
osetienych koncentratti (Penka et al. 2011, s. 245). Nektefi vyrobci za pouziti
genetického inzenyrstvi produkuji uméle vytvorené faktory VIII a IX, wvysledné

rekombinantni faktory se chovaji stejn¢ jako ty vyrobené z lidské krve.
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2. Cil prace a hypotézy
2.1 Cil prace

Stanovila jsem si nasledujici cile své bakalaiské prace:

1. Porovnat vysledky stanoveni funkéni aktivity FVIII jednofazovou koagulacni
a dvoufazovou chromogenni fotometrickou metodou u jednotlivych pacientd se stfedné
tézkou a lehkou hemofilii A.

2. Rozdélit vysledky dle kritéria uvedeného v publikaci (Pavlova et al. 2010).

3. Stanovit pomérné mnoZstvi pacientl, kteti maji vyrazny rozdil aktivity FVIII

stanovené dvéma provadénymi metodami.
4. Stanovit podil pacientli, u kterych byla zpfesnéna diagnoza vysSetienim FVIII

dvoufazovou chromogenni metodikou.

2.2 Hypotézy

1. Vysledky obou metod se budou li$it alespont u 10% pacientl se stiedné tézkou

a lehkou formou hemofilie A.

2. Hodnoty FVIII ziskané jednofdzovou koagula¢ni metodou budou u vétSiny

pacientil vy$$i nez hodnoty ziskané dvoufazovou fotometrickou metodou.

3. Rozdilné vysledky budou vazany na muta¢ni zmény ve FVIII.
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3. Materialy a metodika

3.1 Preanalytickd faze

Preanalytickd faze je obdobi, od zadani pozadavku na vysetfeni, do doby, nez
je vzorek vlozen do analyzatoru. Obsahuje tedy piipravu pacienta k odbéru, samotny
odbér krve, ptepravu materialu do laboratote, pfijem materialu, zachazeni se vzorkem
a jeho skladovani pfed analyzou. VSechny tyto faktory mohou ovlivnit laboratorni
vysledky.

Krev musi byt pacientovi odebirdna na la€no nebo po lehké snidani bez tuki. Vzdy
musi byt na zddance kromé zakladni identifikace uveden datum a cas odbéru,
komplikace pfi odbéru a 1écba. Vzdy by méla platit zdsada nejprve oznacit zkumavku
identifikaci pacienta a pfed vlastnim odbérem jest€¢ udaje piekontrolovat, aby bylo
vylouceno riziko zdmény. U vétSiny koagulacnich testti musi byt odebrané krev nejdéle
do dvou hodin zpracovana, tedy centrifugovana. Doporucena doba skladovani plazmy
po centrifugaci a oddéleni od krevniho sedimentu je 4 hodiny pii teploté 15-25°C,

pro pozd¢jsi vysetieni musi byt plazma zmrazena.

3.1.1 Pouzity material

V praktické cCasti této prace byl pouzit nasledujici spotiebni material.
Zkumavky 10ml od Gama Group, a.s., CZ. Zkumavky 4ml nesterilni, kyvety
do pristroje STA-R — Cuvettes, oboje od Diagnostica Stago, s.a.s., France. Zkumavky
Micro tube 1,5ml nesterilni, Transpipette 3,5ml nesterilni, zmrazovaci zkumavky
svickem — Microtube 2ml, vie od Sarstedt AG, Germany. Spi¢ky k pipetdm —
Finntip 1000 od P-LAB, a.s., CZ. Jednorazové rukavice, nadoby na infek¢éni odpad.
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3.1.2 Priprava a skladovani biologického materialu

Vzorky pouzité v této praci pochazeji od pacientt z Ustavu hematologie a krevni
transfuze (UHKT) v Praze. V obdobi kvéten — zaii 2013 jsem na svém pracovisti,
Vv laboratoii pro poruchy hemostazy, prubézné provadéla méfeni vzorkd, které
pochazely od pacientil 1é¢enych a dispenzarizovanych v UHKT.

Bylo vySetfeno 76 vzorkd pacientll - hemofilikit A, ktefi byli minimalné 8 dni
bez 1é¢by a substituce. U pacient bylo vySetfeni FVIII obéma metodami indikovano
oSettujicim lékatem jako odpovidajici skrining hemofilie A. K odbéru vzork byl pouzit
vakuovy uzavieny nabérovy systém Sarstedt Monovette s antikoagulaénim
¢inidlem 0,109M citrdtem sodnym. Pii odbéru do vakuové zkumavky je vycCerpan
vzduch z nadobky a po spojeni nadobky s jehlou zavedenou do Zily dojde vlivem vakua
Kk nasati krve do zkumavky. Vzdy je nutné, aby byl dodrzen spravny pomér krve
a antikoagula¢niho ¢inidla 1:10, po odbéru musi byt zkumavka 5-7krat prevracena
dnem vzhtliru, aby bylo zajisténo dikladné promichani krve a antikoagula¢niho ¢inidla.

Vzorky byly do laboratofe dodavany v co nejkratsi dobé, maximalné vSak do jedné
hodiny po odbéru, siadné vyplnénou zadankou a oznaCeny identifikacnimi Stitky
pacienta, které musi nutné obsahovat, jméno a pfijmeni pacienta, rodné ¢islo, diagnozu,
¢islo pojistovny, datum odbéru a do jaké laboratoie vzorek nalezi. Transport probihal
donosem. Teplota pii transportu byla dodrzovana 15 — 25°C.

Po dodani vzorku do laboratofe byl zkontrolovan jeho stav, zda je dodrZzeno
potiebné mnozstvi krve, a tim je zachovan spravny pomér s antikoagula¢nim Cinidlem,
zda neni vzorek srazen nebo zda neni zkumavka posSkozena. Dale byly zkontrolovany
udaje o pacientovi, jméno a piijmeni, rodné ¢islo, ¢islo pojistovny, diagndza, datum
a Cas odbéru, a to na zkumavce i na prilozené zadance.

Zkontrolovany vzorek byl centrifugovan pii 3200 otackach (2000g) po dobu
30 minut. Mezitim byl pacient zapsan do laboratorniho informa¢niho systému a byly
pifipraveny potiebné zkumavky pro dal§i zpracovani materidlu. 10ml zkumavky byly
oznaceny pofadovym cislem a piijmenim pacienta, v piipadé dvou shodnych piijmeni

byl pfipsan 1 rok narozeni, zmrazovaci 2 ml zkumavky byly polepeny identifika¢nimi
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Stitky ptislusného pacienta, které se tisknou z laboratorniho informaéniho systému
a splnuji vSechny potiebné nalezitosti. Bezprosttedné po centrifugaci byla plazma
oddélena od sedimentovanych krvinek a pfenesena do pfipravené 10 ml zkumavky.
Nasledné byla rozdélena na alikvoty po 400 pl do zmrazovacich zkumavek, uzaviena
a ulozena do krabi¢ek do mrazaku s monitorovanou teplotou -80°C. Misto ulozeni bylo
poznamenano do laboratorniho systému.

Pted samotnou analyzou byl vzorek vyhleddn v mrazdku a rozmrazovan ve vodni

lazni pfi 37°C po dobu 5 minut a poté byl kratce temperovan na laboratorni teplotu.

3.2 Analytickd fize

Analyticka faze obsahuje faktory ovlivitujici vlastni provedeni stanoveni. Do této
faze patii piiprava reagencii, provedeni kalibrace, provedeni kontrol kvality a vlastni
analyza vzorku, kazda laboratof musi mit vypracované vlastni standardni operacni

postupy (SOP), jak se vSechny tyto ukony musi provadét.

3.2.1 Analyzator STA-R Evolution®

Obrazek 5 - Automaticky koagula¢ni analyzator STA-R Evolution®
Zdroj: vlastni foto
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Me¢éteni bylo provadéno na analyzatoru STA-R Evolution® od firmy Diagnostica
Stago, s.a.s., France, obrazek 5. Jednd se o pln€¢ automaticky, samostatné pracujici
laboratorni roboticky systém pro kompletni koagulac¢ni laboratorni diagnostiku.
SouCasn¢ Ize provadét koagulaéni (srazeci) testy, chromogenni stanoveni
a imunochemické postupy. Stanoveni koagula¢nich parametrt je zaloZzeno na metodach
chronometrie a fotometrie.

Princip chronometrie spo¢iva v méfeni odchylky oscilacni amplitudy kulicky.
ZmenSeni amplitudy odpovidd nardstu viskozity prostiedi, tedy jevu koagulace
(Diagnostica Stago 2005). Stala viskozita zajistuje kyvadlovy pohyb kulicky
po kolejnickach na dné kyvet v elektromagnetickém poli. Velmi vysokou citlivost
tohoto systému umoznuje frekvence pole blizici se vlastni oscilacni frekvenci
kulicky (Diagnostica Stago 2005). Magnetické pole tvoii pro kazdou hlavu 2 civky,
vysilaci a pfijimaci, viz obrazek 6, které jsou automaticky softwarové upravovany dle
viskozity a typu testu. Oscilacni amplituda kulicky stala pti stalé viskozité. Kdyz
se viskozita zvétSuje (jev srazeni), oscilacni amplituda kulicky se zmensuje, jak je vidét
na obrazku 7. Tuto zménu amplitudy vyuziva algoritmus stanovujici dobu srazeni

(Diagnostica Stago 2005).

Popisky

I Phijimaci méfici civka

2 Vysilaci méfici civka
3 Civky pohonu
4 Kulicka

5 Kyveta

Obrazek 6 — Kyveta s kulickou v magnetickém poli
Zdroj: Referencni piirucka STA-R Evolution®

36



Fopisky:
I Oscllatni amplituda kulfky

1 HKoagulace

Obrazek 7 - Jev srazeni (koagulace)
Zdroj: Referencni prirucka STA-R Evolution®

Princip fotometrie je zaloZen na absorbanci (optické hustoté) monochromatického
zdroje svétla o vlnové délce 405 nm nebo 540 nm prochéazejiciho kyvetou,
pii probihajici reakci, pii niz vznikd barevna reakce. Dopadajici svétlo pronikajici
kyvetou, je pii prichodu z ¢asti pohlcovano reak¢énim prostiedim. ProSlIé svétlo se zméii
a pfevede na absorbanci. Zdrojem dopadajiciho jednobarevného svétla je wolfram-

halogenova lampa a filtr.

3.2.1.1 Kalibrace

Kalibrace se provadi analyzou rtiznych fedéni kalibra¢ni plazmy, zméfené hodnoty
jsou vyneseny do grafu a je sestavena kalibra¢ni kiivka. Kalibra¢ni kiivka by méla byt
nejméné tfibodova.

V piipadé mého stanoveni byly kalibracni kfivky pétibodové. Jako kalibratory jsem
pouzivala, pro jednofdzovou koagula¢ni metodu standardni plazmu, pro dvoufazovou
chromogenni metodu referen¢ni plazmu dodévanou v kitu pfimo pro stanoveni faktoru
VIII chromogenni metodou, oboje popsano v pouZitych reagenciich. Priklad

kalibra¢nich kiivek uvddim na obr. 7 a 8.
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3.2.1.2 Interni kontrola kvality

Interni kontrolou kvality ovéfujeme denni informace o metod¢, tedy piesnost,
spravnost, reprodukovatelnost, srovnatelnost, senzitivitu a specifi¢nost. Cilem
je minimalizovat analytické chyby, které mohou negativné ovlivnit vysledek. Kazda
laboratof musi mit podminky interni kontroly kvality uvedeny ve standardnich
operacnich postupech. Vzorky pro interni kontrolu kvality jsou vyrabéné komercné,

kontroly vZdy musi byt dv€, normalni a patologicka.

3.2.1.3 Externi kontrola kvality

Laboratote se v pravidelnych intervalech ucastni externi kontroly kvality. Jde
0 vzorky, které jsou rozesilany na hematologickd pracovisté za tcelem kontrolnich
analyz. Dle vysledkl stanoveni se hodnoti zplisobilost laboratofe vykonavat jednotlivé
analyzy.

Laboratof, ve které jsem provadéla stanoveni, se pravidelné ucastni externi kontroly

kvality stanoveni FVIII, a to od firmy ECAT a NEQAS.

3.2.2 Jednofazova metoda-koagulacni — FVIII:Cqg

3.2.2.1 Pouczité reagencie

Na stanoveni jednofdzové koagulacni metody, tedy faktoru VIII koagulacni
metodou byly pouzity nasledujici reagencie: deficitni plazma — Coagulation Factor VIII
Deficient Plasma, kalibrator — Standard Human Plasma, kontroly — Control
Plasma N a P, APTT aktivator Pathromtin FS (vSe od Siemens Healthcare Diagnostic
Products GmbH, Marburg, Germany), fedici roztok (pufrovany) — Owren-Koller buffer,
promyvaci roztok — Desorb U, Calcium Chloride Solution 0,025M, ¢istici roztok —
Cleaner Solution, vSe od Diagnostica Stago, s.a.s., France. Voda na fedéni — Aqua

pro injectione, od B. Braun, Melsungen AG, Germany.
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3.2.2.2 Kalibrace

Kalibrac¢ni kiivka je pouzivana pétibodova. Reagencie pouzita v tomto méfeni jako
kalibra¢ni Cinidlo byla Standard Human Plasma, kterou pfistroj fedil pufrovanym
roztokem na jednotliva fedéni: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 a 1:160. Pro tato méfeni vysly
gasy v sekundach, ze kterych piistroj sestavil kalibraéni ki'ivku. Cas kazdého zméteného
bodu odpovida nafedéné aktivité FVIIL. Redéni 1:10 odpovidd aktivité uvedené
v ptibalovém letaku. Tato aktivita je odvozend a navazana na mezinarodni kalibrator

pro FVIII (WHO International Standard 2010). Kalibra¢ni kiivku znazornuje obrazek 8.

Measure in Sec.
104.0

100.2 |
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13-
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csz.ojl 7

6 12 23 47 93
Concentration in %

Obrazek 8 — Kalibracni kiivka FVIII:Cig z 30. 7. 2013
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3.2.2.3 Kontrola kvality

Kontroly kvality jsem méfila vzdy po zméteni kalibracni kiivky, pfed zapocetim
analyzy pacientskych vzorkt. Pouzivala jsem reagencie Control Plasma N a P. Hodnoty
udavané pro normalni kontrolu od vyrobce jsou Vrozmezi 70-112% , rozmezi pro

patologické hodnoty je 18-36%. Naméfené hodnoty kontrol uvadim v tabulce 1.
3.2.2.4 Provedeni testu

Ptistroj si v kyveté nafedi 50 ul pacientského vzorku 1:10 pufrovanym roztokem,
ptida 50 pl plazmy s deficitem faktoru VIII a 50 pl Pathromtinu, to vSe inkubuje
4 minuty pii1 teploté 37°C. Po uplynuti doby inkubace je kyveta pienesena do méfici
pozice, je ptiddno 50 pl Ca 2* a zatne se méfit Cas, za ktery se vytvoii koagulum. Tim
dojde k zastaveni kulicky v kyveté. Zméfeny Cas v sekundach se pienese na kalibra¢ni

kfivku a dojde k vypoctu procentualni hladiny faktoru VIII.
3.2.3 Dvoufazova metoda-chromogenni — FVIII:Chr
3.2.3.1 Pouzité reagencie

Ke stanoveni faktoru VIII dvoufazovou chromogenni metodikou, jsem pouzila tyto
reagencie: Kit — DG Chrom FVIII, od firmy Grifols, ktery vyrabi Technoclone GmbH,
Vienna, Austria, kontroly — System Control N + P, promyvaci roztok — Desorb U,
Cistici roztok — Cleaner Solution, v8e od Diagnostica Stago, s.a.s., France. Voda
na fedéni — Aqua pro injectione, od B. Braun, Melsungen AG, Germany.

3.2.3.2 Kalibrace

| pro tuto metodu se stanovuje pétibodova kalibracni kiivka. Kit obsahuje

4 referencni plazmy potiebné k zméteni kalibra¢ni kiivky, které jsou fedény diluentem
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DG-DIL 1:40, diluent je také soucasti kitu. Pro stanoveni patého bodu kalibra¢ni kiivky
se pouzivd DG-DIL, ktery vykazuje 0% hodnotu. U vsSech bodi pfistroj zméfi
zabarveni, které vyjde v jednotkach OD/mn (zména optické jednotky — optické denzity
O. D. za jednotku ¢asu-min.), z téchto hodnot analyzator sam sestavi kalibra¢ni kiivku,

Viz obrazek 9.
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Obrazek 9 — Kalibra¢ni kiivka FVIII:Chr z 21. 8. 2013

3.2.3.3 Kontrola kvality

Kontroly kvality jsem opét méfila ithned po zméfeni kalibraéni kiivky, pred
analyzou pacientl. Pro dvoufdzovou chromogenni metodu jsem pouZzila Systém Control
N + P. Normalni hodnoty jsou udavané vyrobcem v rozmezi 70-98%, patologické

hodnoty vyrobce uvadi v rozmezi 29-43%.
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3.2.3.4 Provedeni testu

Do kyvety, ve které probiha analyza, pfistroj pipetuje 25 ul pacientské plazmy,
dojde k nafedéni 1:40 diluentem DG DIL, dale je pfidano 40 ul DG — Phos
(obsahujiciho fosfolipidy a albumin), spolu s 40 ul DG — FIXa/FX (obsahujicim FIXa,
FX, Ca®*, albumin a trombin). Kyveta je pfesunuta do inkubaéni pozice a je po dobu
5 minut inkubovana pfti teploté 37°C. Po uplynuti doby inkubace je kyveta ptesunuta do
méfici pozice a je ptfidano 200 ul DG — FXa Sust (chromoforu), dojde k tvorbé
zbarveni, které analyzator zméti, naméfené jednotky jsou OD/mn, kterou analyzator

prenese na kalibra¢ni ki'ivku a vypocte procentualni hladinu faktoru VIII.

3.2.4 Pracovni postup

Pottebné reagencie jsem vyndala zlednice a 30 minut nechala temperovat
na laboratorni teplotu. Teplota v laboratofi se pohybovala mezi 20° a 25°C, teplota
laboratofe je monitorovana. Po uplynuti 30 minut jsem reagencie nafedila vodou
pro injekce piesné¢ dle ndvodu od vyrobce. Po nafedéni jsem reagencie 30 minut
rozpoustéla za obCasného promichdni, aby bylo zajiSt€no fadné rozpusténi. Béhem
rozpousténi bylo potieba reagencie nechat 5 minut stat na vicku, aby doslo k rozpusténi
reagencie prichycené na Spuntu.

Mezitim jsem zapnula analyzator STA-R Evolution® od firmy Diagnostika Stago,
s.a.S., aby se vytemperoval na potiebnou teplotu a zinicializoval, béhem inicializace
dojde ke kontrole piistroje. Poté jsem provedla pottebnou udrzbu, hlavné promyti jehel
a jamek, ve kterych dochazi k proplachovani jehel béhem analyzy.

Po rozpusténi jsem reagencie pienesla pomoci pipety do pfedem oznacenych
4ml zkumavek a zadala do pfistroje, reagencie od firmy Diagnostica Stago se naditaji
carovym kodem, upravuje se pouze mnozstvi a zda reagencii vkladame v origindlnim
obalu nebo ve zkumavce, tzv. ,,na mikro", v usporném rezimu. Reagencie od jinych

firem je nutné identifikovat ruéné, a to tak, Ze je potieba zapsat nazev produktu, lot,
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mnozstvi a opét zda vkladdme origindlni lahvicku nebo zkumavku. Po zadani vSech
reagencii jsem spustila méfeni kalibra¢ni kfivky a kontrol kvality.

Z mrazaku jsem vyndala potifebné pacientské vzorky, rozpoustéla jsem je po dobu
5minut ve vodni lazni pfi teploté¢ 37°C, poté jsem je par minut temperovala
na laboratorni teplotu. Radné rozpusténé vzorky jsem pienesla pipetou do zkumavek
eppendorf, oznacenych piijmenim pacienta a datem odbéru. Takto piipravené vzorky
jsem v kovovych nastavcich vlozenych do karuselu vkladala do nakladaciho prostoru
ptistroje. Vyplnila jsem identifikacni tabulku, kam jsem zapsala pfijmeni pacienta
a datum odbéru a vzorky vlozila do pfistroje. Po nacteni pacientli jsem zadala

pozadavek na analyzu vzorku. Zmétené hodnoty jsem vytiskla a zapsala do tabulky.

3.3 Postanalyticka faze

Jedna se o vystupni analytickou kontrolu vzorki a interpretaci vysledk vzhledem
k fyziologickym hodnotam a diagnoze.

Zmétené vysledky jsem z analyzatoru prubézné tiskla. Vytisténé vysledky jsem
archivovala v laboratofi. Vysledky jsem priubézné zapisovala do tabulek a dale
zpracovavala v programu Microsoft Excel. Kazdému pacientovi bylo piitazeno ¢islo,

aby byla zajisténa anonymita pacientt.

3.4. Vypocet a statistické vyhodnoceni

Vysledky byly deklarovany jako rozdilné, kdyz podil FVIII:Ci&/ FVIIChr nebo
FVII:Chr/ FVIII:Cis byl <0,6 (Pavlova et al. 2010). Podil se tvoii tak, Zze vzdy mensi
hodnota je v délenci.

Vzhledem k charakteru tématu nemuselo byt vyuzito statistické vyhodnoceni

vysledkd.
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4. Vysledky

V obdobi kvéten — zafi 2013 jsem na svém pracovisti, v laboratofi pro poruchy
hemostazy v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze, priib&zné provadéla méfeni
76 vzorkd pacientti s hemofilii A. Pfi praci jsem dodrzovala standardni operacni
postupy (SOP).

Tabulka 1 - Hodnoty internich kontrol kvality

FVII:Cyg FVIII:Chr
N P N P
70-112%| 18-36% | 70-98% | 29-43%
92 31 89 42
91 31 75 37
92 30 72 37
88 31 79 39
85 29 79 37
85 28 79 36
77 21 76 32
89 29 80 33
88 30 84 34
93 30 87 33
86 28 82 32
83 28 73 39
90 29 76 42
104 34 82 40
96 32 73 40
94 29 74 38
91 28 72 40
Normalni rozmezi: 50% - 150%

Pramérné vysledky internich kontrol (n=17) £SD jsou:
N FVIII:Cyg = 89,6%=+5,9 P FVII:Cyg = 29,3%+2,7
N FVII:Chr = 78,3%+5,3 P FVII:Chr = 37%+3,3
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Vzdy jsem provadéla meétfeni kontrol spravnosti, vyuzivala jsem systémové
kontroly N + P a control plasma N a P, jak je popsdno v pouzitych reagenciich
a U jednotlivych metod stanoveni. Kontroly jsem provadéla vzdy po zméfeni kalibraéni
ktivky, pred zapocetim samotné analyzy vzorkl. Zméfené hodnoty kontrol jsem zapsala
do tabulky 1. Fyziologické hodnoty jsou zna¢ené¢ N ,,normalni" a jsou dané od vyrobce
kontrol: pro jednofazovou koagulaéni metodu 70-112% (x=91%), pro dvoufazovou
chromogenni metodu 70-98% (x=79%), patologické hodnoty jsou znac¢ené P, hodnoty
pro jednofazovou koagulani metodu udava vyrobce 18-36% (x=27%),
pro dvoufazovou chromogenni metodu 29-43% (x=36%).

Vysledky se nelisi od primérnych hodnot udéavanych vyrobcem kontrol. Varia¢ni
koeficient obou metod u nizkych hodnot je CV(%) 9,2 vs. 9,0 a u normalnich hodnot

je CV(%) 6,6 vs. 6,7. Nejistota méfeni obou metod je stejna.

Tabulka 2 - Namerené hodnoty faktoru VIII jednofizovou koagulacni (Cis)
a dvoufazovou chromogenni metodou (Chr)

FVIII: [ FVIII: FVIII: | FVII: FVII: | FVII: FVIII: [FVIII:
Cust Chr Cist Chr Cist Chr Cust Chr
6,0 5,0 (20 7,6 6,239 44 12 |58 24 22
5,5 3,2(21 33 33|40 23 18|59 6,4 5,5
22 14 |22 2,0 3,841 40 14 {60 20 14
26 21123 22 19 (42 21 6,0 |61 30 24
22 19 |24 23 19 |43 19 14 |62 33 31
25 2325 9,0 5,144 24 19|63 48 40
5,0 4,026 35 34|45 40 25|64 3,0 3,5
14 13 |27 25 18 |46 19 17|65 56 23
3,6 4,728 11 5,3 47 3,0 7,066 7,0 6,0
10 17 17|29 20 16 |48 12 9,0 |67 27 19
11 9,0 8,030 21 19 49 43 14 |68 23 9,0
12 12 10 (31 6,8 5,050 49 54169 2,9 3,8
13 6,0 7,0132 27 26 51 21 17|70 38 33
14 11 6,033 19 4,452 28 23|71 26 23
15 24 15|34 3,7 4,0153 3,8 9,3|72 2,3 2,7
16 4,0 7,035 34 22 154 12 13|73 22 15
17 4,5 4,1136 8,0 8,055 12 9,2|74 32 23
18 16 19 (37 17 13 |56 18 14 |75 18 16
19 1,7 2,3|38 38 30|57 3,0 3,076 52 37
Normalni rozmezi pro obé metody: 50% - 150%

O©oOoO~NOoO ol WwWN -
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Graf 1 - Porovnani hodnot FVIII ziskanych jednofizovou koagulacni (FVII:cist)
a dvoufazovou chromogenni metodou (FVII1:Chr)
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Naméfené hodnoty FVIII pacientt jednofazovou koagulaéni (FVIII:i)
i dvoufazovou chromogenni (FVIII:Chr) metodou jsou shrnuty v tabulce 2.

V grafu 1 je vidét porovnani hodnot obou metod u kazdého pacienta.

Pacienty jsem si dle vysledkt stanoveni FVIII jednofazovou koagula¢ni metodou
rozdélila do skupin: sttedné tézka hemofilie (hladina FVIII 1-5%), lehka hemofilie
(hladina FVIII 6-40%) (White et al. 2001) a pacienty se sniZzenou, piipadné normalni
hodnotou FVIII ,,normalni hodnota® (hladina FVIII >40%), jak znazornuje tabulka 3.

V souboru bylo 18% stfedné¢ tézkych a 74% lehkych hemofiliki, dale 8%
hemofilikt, kteti nespliovali kritérium lehké hemofilie A ale klinicky spadali mezi

lehké hemofiliky.

Tabulka 3 - Rozdéleni pacientit dle vysledkii stanoveni FVIII jednofdzovou koagulacni

metodou

Rozdéleni pacienti dle vysledku FVIII:C1st

Stiedné té&zka hemofilie Lehka hemofilie Normalni hodnota Celkem
(1-5%) (6-40%) (>40%)
14 56 6 76
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Zmétené hodnoty FVIIL:Cist @ FVII:Chr jsem mezi sebou vydélila, vzdy mensi
Cislo jsem délila veétsim. Na zaklad€ vypocteného poméru jsem pacienty rozdélila
do dvou skupin. Hranici 0,6 pro rozdéleni jsem ptevzala z publikace (Pavlova et al.

2010). Toto rozdéleni pacientit uvadim v tabulce 4.

Tabulka 4 - Rozdéleni pacientii dle poméru namérenych dat

Pocet pacientii s pomérem FVIII:C1st/FVIII:Chr
(FVHI:Chr/FVI1II:C1st)
<0,6 > 0,6 Celkem
15 61 76

V nasem souboru jsme zjistili 20% hemofiliki A s vyraznym rozdilem mezi
FVIII:Cys a FVIIChr, ztoho 11 pacientd mélo vyssi FVIII stanoveny jednofazovou
koagula¢ni metodou a 4 pacienti méli vy$si FVIII stanoveny dvoufazovou chromogenni
metodoul.

Pacienty spomérem <0,6 jsem si také rozd€lila do skupin: stfedné tézka
hemofilie (hladina FVIII 1-5%), lehka hemofilie (hladina FVIII 6-40%) a pacienty
S ,,normalnim* rozmezim (hladina FVIII >40%), viz tabulka 5. Ve vSech skupinach

bylo zastoupeni pacientti velmi podobné, nejvice pacientl bylo lehkych hemofilika.

Tabulka 5 - Rozdéleni pacientii s pomérem <0,6 dle vysledkii jednofizového

koagulacniho stanoveni FVIII

Rozdéleni pacientii s pomérem < 0,6 dle vysledki FVII1:Clst

Stiedné tézka hemofilie Lehka hemofilie Normalni hodnota | Celkem
(1-5%) (6-40%) (>40%)
5 7 3 15
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U 15 pacientti s pomérem <0,6 jsme zjistovali kauzalni mutaci v genu pro FVIIIL.
Genetické vySetieni bylo provadéno V genetické laboratofi, kterd je soucasti naseho
oddéleni. U 14 pacientd se podafilo mutaci najit, u 1 pacienta bohuzel nebylo mozné
genetické vySetfeni provést z divodu nedostatku materidlu. Nalezené mutace jsem spolu

s vysledky stanoveni FVIII uvedla v tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6 - Mutace v genu pro FVIII nalezené u pacientii s vys$si hodnotou

jednofazového koagulacniho stanoveni FVIII

FVIII:Cy> FVIII:Chr

Pacient| Mutace | FVII:Clst | FVIII:Chr Pomer
FVIII

No. (%) (%) Chr/1st
1 p.Glu272Lys 21 6,0 0,29
2 [p.Glu479Arg 19 4.4 0,23
3 [p.Ser616Asn 9,0 5,1 0,57
4 |p.Asn694Lys 56 23 0,41
5/6 |p.Serl788Thr | 43/44 12/14 0,30
7 |p.Gluls29val| 55 3,2 0,58
8 [p.Vall857Leu 11 53 0,47
9 [p.His1961Pro 11 6,0 0,54
10 |p.vall962Met| 23 9,0 0,39
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Tabulka 7 - Mutace v genu pro FVIII nalezené u pacientii s vyssi hodnotou

dvoufazového chromogenniho stanoveni FVIII

FVIHI:Chr > FVII:Cyg

Pacient Mutace FVIII:Clst | FVIII:Chr | Pomér FVIII
No. (%) (%) 1st/Chr
11  |p.Arg372His 3,8 9,3 0,40
12/13 |p.Trp382Gly 2,0/4,0 3,8/7,0 0,55
14 | p.Asp569Tyr 3,0 7,0 0,43

Graf 2 - Hodnoty FVIII u pacientii s nalezenou mutaci a pomeérem <0,6

FVII:Clst FVII:Chr
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Pacienti 1-10 méli vyssi hodnoty jednofazového koagula¢niho FVIII, pacienti 11-14 méli

vy$$i hodnotu dvoufazového chromogenniho FVIII.

Nalezené mutace jsem zakreslila do genu pro FVIII, jak je uvedeno na obrazku 10.

49



a)
Serl1788Thr
Glul829Val
Glud47T9Ars Vall8S7Leu
Ser616Asn His1961Pro
Glu272Lys Asn694Lys Valles2Mfet
- AT B ~IIEESIINTCIT c2
Arg37T2His
Trp3s2Gly
AspS6STyr
IR - Az B ~IIIASTITCiT c2

Obrazek 10 - Mutace ve FVIII, Al, A2, B, A3, Cla C2 jsou domény FVIII.

a) mutace u pacientl s vy$si hodnotou FVIII ziskanou jednofazovou koagula¢ni metodou

b) mutace u pacientt s vys$s§i hodnotou FVIII ziskanou dvoufazovou chromogenni metodou

Z obrazku vyplyva, ze mutace pacientl s vyraznym rozdilem v hladiné FVIII riznymi

metodami se soustfed’uje v urcitych doménach FVIIL.

Graf 3 — FVIII u nalezenych mutaci (Seda plocha =FVIII:Cig, ruzova ¢ara =FVIII:Chr)

60.0

50,0

«FVIIL:Clst OFVII:Chr

V grafu 3 jsou uvedeny hladiny FVIII stanovené obéma metodami u nalezenych mutaci.

Na ose ,,x*“ jsou zapsana Cisla aminokyselin, ve kterych byla nalezena mutace. U vétSiny mutaci

byla vyssi hladina FVIII u jednofazové koagula¢ni metody. V mistech oznacenych Sipkou byla

nalezena vyssi hladina FVIII u dvoufazové chromogenni metody.
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5. Diskuse

Vétsina méfeni aktivity FVIII u pacientt riiznymi metodami dava stejné vysledky.
Byly ale popsany ptipady, kdy tyto vysledky byly rozdilné. Jedna se naptiklad o méteni
FVIII v koncentratech FVIII nebo méfeni FVIII u pacientli po podani koncentratd
(Oldenburg et al. 2010). Dale se jedna o méteni velmi nizké aktivity FVIII, kdy se
projevuje odliSna pifesnost a citlivost méfeni jednotlivych metod, niz§i hodnoty
zpravidla dava metodika dvoufazova, jak tvrdi ve své praci Rychla (2012). Rozdilné
vysledky byly opakované popsany ve vztahu ke genotypu pacientti s hemofilii A
(Pavlova et al. 2010). V ramci mé bakalaiské prace jsem ziskala vysledky FVIII obéma
metodami u 76 pacientll se stiedné téZkou a lehkou hemofilii. K hodnoceni rozdilnych
vysledkti jsem vyuzila kritéria pievzatého z publikace Pavlové (2010), kde byly
rozdilné vysledky ty, jejichz podil FVIII:Cis/FVII:Chr nebo FVII:Chr/FVIII:Cyg byl
<0,6. Jsou popsdna 1 jina kritéria ke stanoveni , FVIII rozdilného fenotypu“ jako
naptiklad v publikaci (Cid et al. 2008) bylo vyuzito kritérium, ze pomér vysledki obou
metod musi byt >1,5. Kritérium Pavlovové (2010) jsem pouzila proto, ze jej pouzila pro
skrining velké skupiny némeckych hemofilickych pacientii a ja jsem chtéla porovnat
nase vysledky s jejich skupinou.

Ze 76 pacientl spliovalo dané kritérium 15 pacientl, coz je 20% z celkového
poctu. Ve studii Pavlovové (2010) to bylo téméi 36%. Rozdil si vysvétluji tim, ze jeji
skupina zahrnovala vice hemofiliki z jedné rodiny, a to az 13, zatimco v nasi skupiné
byl vétsinou z kazdé rodiny jen jeden hemofilik. Ve $pan¢lské skupiné nalezli shodné
s nami také 20% ,,diskrepantnich® pacientt, jak uvadi ve své praci Cid (2008).

V nasi skupin€ prevazovali pacienti, kteti méli vy$si hodnoty FVIII koagula¢ni
jednofazovou metodou. Celkem u 11 pacientl byla aktivita FVIII vyssi u jednofazové
koagula¢ni metody. Pfevaha pacientd s vyssi aktivitou FVIII jednofazovou koagulaéni
metodou je dana genotypem nasi vySetfované skupiny, kdybychom méli pacienty z celé
Ceské republiky a ne jen ze stfedocCeského kraje, vysledky by byly pravdépodobné

vyrovnané.
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U 14 pacientl srozdilnymi vysledky se nam podafilo najit kauzalni mutaci
ve FVIII, ulpacienta genetika nemohla byt vySetfena 2z davodu chybéjiciho
genetického materialu. Mutace naSi skupiny se neshodovali ani v jenom piipadé
s némeckou ani se Spanélskou skupinou, ale umisténi mutaci v ramei struktury FVIII se
shodovalo. Mutace u pacientt s niz$i aktivitou FVIII chromogenni dvoufidzovou
metodou byly soustiedény pfevazné do A3 domény, mutace u pacientl s nizsi aktivitou
FVIII jednofazovou koagula¢ni metodou byly soustfedény v doméné A2.

Rada bych zduraznila vysledky 3 pacientt, ktefi m&li FVIII:C14 dokonce na hranici
normy, ale FVIII dvoufazovou chromogenni metodikou méli v praméru 16%.
V piipadé, ze by se diagndza stanovovala jen podle vysetieni FVIII jednofazovou
metodou, nebyli by diagnostikovani jako hemofilici. Tito pacienti v8ak klinicky krvaceli
jako sttedné tézci hemofilici.

Diivod pro rozdilné vysledky obéma metodami nebyl jeste jednoznacné vysvétlen,
predpoklada se, Zze u skupiny pacient s nizs§i FVIII:Cys jsou pfi¢inou mutace v misté
Stépeni trombinem nebo mutace v misté vazby FIX (Oldenburg et al. 2010).

Dalsi otdzka, kterd dosud neni jednoznacné vyteSena, je, kterda hodnota FVIII
se blizi vice fenotypu. Pomineme-li extrémy, jedna se vétsinou o lehkou formu
hemofilie, kde se klinicky velmi tézko odlisi napiiklad FVIII 4% od 9% nebo 24%
od 12%.

Z prezentovanych vysledkti jednoznaéné vyplyva, ze by kazdy pacient
s podezienim na hemofilii A mél mit stanoven FVIII obéma metodami, aby byla

zajisténa spravna diagnostika a nedoslo k zdvaznému pochybeni.
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6. Zavér

Cilem mé bakalatské prace bylo, porovnat vysledky stanoveni funkéni aktivity
FVIII koagula¢ni jednofazovou a chromogenni dvoufazovou metodou.

Hypotézy jsem definovala takto:

1. Vysledky obou metod se budou vyznamné liSit alesponn u 10% pacientd
se stfedné tézkou a lehkou formou hemofilie A.

2. Hodnoty FVIII ziskané koagulacni jednofazovou metodou budou u vétSiny
pacientil vys$$i neZ hodnoty ziskané dvoufazovou chromogenni metodou.

3. Rozdilné vysledky budou vazany na mutacni zmény ve FVIII.

Tyto hypotézy se potvrdily. Vysledky obou metod se vyznamné liSily u 20%
pacientii se stfedné tézkou a lehkou formou hemofilie A. Hodnoty FVIII ziskané
koagulacni jednofazovou metodou byly opravdu u vétSiny pacientli vyssi nez hodnoty
ziskané dvoufazovou chromogenni metodou, pouze ve Ctyiech piipadech tomu bylo
naopak. Dalo by se fici, ze 11 hemofiliki A (15%) profitovalo z vySetieni FVIII:Chr,
protoze vySetfeni FVIII:Cyt zkreslilo jejich fenotyp. Vzhledem k tomu, ze se nam
podafilo najit kauzalni mutaci u vétSiny pacientl, je mozné shrnout, ze rozdilné
vysledky jsou vazany na mutace v urcitych Castech FVIII a ze fenotyp rozdilnych

vysledkt FVIII:Ci4 oproti FVIIIL:Chr je dan genotypem pacienta.
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