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Povzetek

Heparin je prvi antikoagulant, ki so ga odkrili leta 1916. Kot nefrakcionirani heparin so ga
zaceli uporabljati 30 let pozneje. Je kisli mukopolisaharid, ki ga sestavljata D-glukozamin

in uronska kislina z razli¢no stopnjo sulfatacije.

Kemijska ali encimska hidroliza heparina vodi do nastanka nizkomolekularnih heparinov.
Le-ti so glede na klinicne znake vsaj enako ucinkoviti kot standardni heparin. Njihova
glavna prednost pred nefrakcioniranim heparinom je v predvidljivem antikoagulacijskem

ucinku, man;j stranskimi u€inki ter boljSimi farmakokineticnimi lastnostmi.

Nizkomolekularne heparine uporabljamo v terapevtskih odmerkih za zdravljenje bolnikov
z akutno vensko ali arterijsko trombozo, z akutnim koronarnim sindromom in za bolnike iz
skupine z zelo velikim tveganjem za tromboembolijo, ki so zaCasno prekinili zdravljenje s
kumarini.

Namen naloge je bil vpeljati preiskavo merjenja anti-Xa v 24-urni laboratorij Klini¢nega
instituta za klini¢no kemijo in biokemijo v Univerzitetnem klini¢nem centru v Ljubljani,
zaradi nedostopnosti preiskave 24 ur na dan, ob praznikih in vikendih, ki je nujno potrebna
za spremljanje zdravljenja zgoraj navedenih indikacij. Anti-Xa test nam pove aktivnost
heparina proti faktorju Xa. Obravnavali smo vzorce 44-ih pacientov. V vzorcu citratne
plazme smo izmerili aktivnost anti-Xa. Meritve smo izvedli v laboratoriju Klini¢nega
oddelka za zilne bolezni, kjer meritve anti-Xa ze izvajajo, in v 24-urnem laboratoriju
Klini¢nega instituta za klini¢éno kemijo in biokemijo v Ljubljani. Z obema analizatorjema
smo aktivnost anti-Xa merili z isto kolorimetri¢cno metodo. Iz meritev smo izrac¢unali
statistiCne parametre, ki so potrebni za primerjavo dveh metod v medicinskem laboratoriju,
in sicer Pearsonov koeficient korelacije, t-test in koeficient variacije. Ugotavljali smo tudi
ali obstajajo razlike med meritvami sveze in zamrznjene plazme ter vpliv delovanja ledvic

na aktivnost anti-Xa.

Zaklju¢imo lahko, da izracunan Pearsonov korelacijski koeficient kaze na primerljive
rezultate, dobljene z obema analizatorjema. Tudi ponovljivost meritev v seriji je ustrezna.
V primeru, da bo meritev med serijami prav tako ustrezna, lahko preiskavo merjenja anti-
Xa v 24-urni laboratorij uvedemo za spremljanje terapije bolnikov z nizkomolekularnim

heparinom.
Vi
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Abstract

Heparin is the first anticoagulant, which was discovered in 1916. Unfractionated heparin
began to be used 30 years later. It is an acidic mucopolysaccharide, containing D-

glucosamine and uronic acid with different levels of sulphitation.

Chemical or enzymatic hydrolysis of heparin leads to the creation of low-molecular-weight
heparins. In view of clinical signs, the latter are at least as effective as standard heparin.
The main advantages over unfractionated heparin are the predictable anticoagulative effect

and fewer side effects, as well as better pharmacokinetic properties.

Low-molecular-weight heparins are used in therapeutic doses for treating patients with
acute venous thrombosis or arterial thrombosis, with acute coronary syndrome, and for
patients with a very high risk of thromboembolism, who have temporarily suspended
coumarine therapy.

The purpose of the thesis was to introduce a test for anti-Xa measurement in the 24-hour
laboratory of the Clinical Institute of Clinical Chemistry and Biochemistry at the
University Medical Centre in Ljubljana due to the inaccessibility of the test 24 hours a day,
on holidays and weekends, which is necessary for monitoring the treatment of the above-
mentioned indications. Samples from 44 patients were analysed. The anti-Xa activity was
measured in every sample of citrated plasma. The measurements were conducted in the
laboratory of the Department of Vascular Diseases, which already performs anti-Xa
measurements, and in the 24-hour laboratory of the Clinical Institute of Clinical Chemistry
in Ljubljana. The concentration of anti-Xa was measured on both analysers with the same
colorimetric method. From these measurements the parameters that are necessary for
comparing two methods in a medical laboratory were calculated, namely the Pearson

correlation coefficient, t-test, and the coefficient of variation.

It can be concluded that the calculated Pearson correlation coefficient indicates comparable
results obtained with both analysers. The repeatability of measurements in the series is also
adequate. Should the measurement between series prove to be as good, the test for anti-Xa
measurement can be introduced in the 24-hour laboratory in order to monitor the therapy of

patients on low-molecular-weight heparin.

Vil
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1. Uvod

1.1. Hemostaza

Hemostaza pomeni preprecitev izgube krvi 0z. ustavljanje krvavitve. Ta proces poteka med

beljakovinami v krvi in zilni steni, med celicnimi elementi krvi in Zilno steno (1).

Delimo jo na primarno in sekundarno hemostazo. Oba sistema pa sta med sabo tesno

povezana.

1.1.1. Primarna hemostaza

Primarno hemostazo sestavljajo kontrakcija Zilne stene, adhezija trombocitov in nastanek
primarnega trombocitnega cepa.

Ob poskodbi zilne stene pride do aktivacije simpaticnega dela zivéevja in posledicne
vazokonstrikcije, ki omogoc¢i adhezijo trombocitov na subendotelijski matriks. Pri adheziji
gre za povezovanje trombocitov na mesto Zilne poSkodbe preko trombocitnega
membranskega glikoproteina (GP) Ib s von Willebrandovim faktorjem (VWF), ki se veze
na kolagen, za povezovanje trombocitnih membranskih GP la/lla (pogosto imenovanega
integrin a2bl) in za povezovanje GP VI neposredno s kolagenom. Za nastanek stabilnega,
veCslojnega agregata, je potrebna aktivacija trombocitov, ki poveca afiniteto trombocitnih
membranskih receptorjev GP I1b/ll1a za fibrinogen, preko katerega se aktivirani trombociti
navzkrizno povezejo. Trombociti imajo na povrsini receptorje za agoniste, ki aktivirajo
trombocite. To so adrenalin, ADP (adenozindifosfat), trombin, faktor, ki aktivira
trombocite (PAF), kolagen in tromboksan A, (TXA;). ADP se¢ izlo¢a iz gostih zrnc v

trombocitih, trombin pa nastaja v koagulacijski kaskadi iz protrombina.
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Kolagen je sestavina veéine zunajceli¢nih komponent vezivnih tkiv, nahaja pa se tudi
znotraj nekaterih celic. TXA, nastaja iz arahidonske kisline ob sodelovanju encima
ciklooksigenaze-1, PAF pa je produkt vnetnih celic (nevtrofilcev, makrofagov,
trombocitov). Trombin ali izpostavljenost ve¢jim koli¢inam kolagena, sama po sebi
sprozita aktivacijo trombocitov, medtem ko Sibki aktivatorji potrebujejo dodatne
ojacevalne mehanizme. Pri aktivaciji trombociti spremenijo obliko iz diskoidne v sfericno
s psevdopodiji in izlo¢ijo snovi iz zrne o (B-tromboglobulin, trombocitni faktor 4, faktor V,
fibrinogen, VWF, trombospondin, fibronektin, vitronektin, PAI-1 in rastne faktorje
trombocitov) in iz gostih zrnc (ADP, ATP, kalcij, serotonin). Izlo¢anje ADP iz gostih zrnc
v trombocitih ter proizvodnja TXA; sta najpomembnej$a ojatevalna mehanizma. ADP
posredno aktivira receptorje GP IIb/Illa oz. poveca njihovo afiniteto za fibrinogen tako, da
se veze na trombocitne receptorje P2Y1 in P2Y12. Vzdrazenje P2Y1 je le Sibko in za
kratek Cas pospesi aktivacijo trombocitov, mocan odziv pa povzro¢i vezava ADP na
receptor P2Y12, ki preko zmanjSanja znotrajcelicne koncentracije cikli¢nega adenozin
monofosfata (CAMP) zavre fosfoprotein. S tem sprozi aktivacijo GP IIb/IIla. TXA; se veze
na specificne tromboksanske receptorje in prav tako posredno aktivira fibrinogenske
receptorje GP Ilb/llla. Posledica je vezava dveh receptorjev GP IIb/llla na dveh sosednjih
trombocitih, ki jih poveze molekula fibrinogena med seboj (Slika 1). Tako se strdek

povecuje (1, 2).
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Slika 1: Mehanizem aktivacije in agregacije trombocitov. (Povzeto po viru 3)

Napake v Zilni steni, trombocitopenije in motnje funkcije trombocitov vodijo do nastanka
motenj v primarni hemostazi. Najpogostej$a prirojena motnja funkcije trombocitov je von
Willebrandova bolezen, ki jo povzro¢i odsotnost, pomanjkanje ali motnja v delovanju

VWF.
Pridobljene motnje so pogoste in jih lahko razdelimo v tri skupine:

- motnje pri sistemskih boleznih, med katerimi je ledvicna odpoved z uremijo in

jetrne bolezni,

- motnje pri krvnih boleznih, kot so mieloproliferativne bolezni, monoklonska

imunoglobulinemija in mielodisplasti¢ni sindrom,
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- motnje zaradi ucinka razli¢nih zdravil (nesteroidna protivnetna zdravila, nekateri

antibiotiki, antiagregacijska zdravila) (4).

1.1.2. Sekundarna hemostaza

Sekundarna hemostaza oz. tako imenovana koagulacijska kaskada, je sestavljena iz
zaporedja encimskih reakcij, ki potekajo na membranski povrSini aktiviranih trombocitov.
Zakljuci se z navzkrizno povezanim fibrinom na mestu zilne poskodbe. Fibrinske niti se
prepletejo s Cepom trombocitov in tako ucvrstijo primarni strdek. Zaradi lazjega
razumevanja delimo sekundarno hemostazo na notranjo (intrinzicno) in zunanjo

(ekstrinzi¢no) pot.

Intrinzi¢na pot se pri¢ne z aktiviranjem faktorja XII, ki se aktivira z delno proteolizo. Za
reakcijo sta potrebna kalikrein in visokomolekularni kininogen (HMWK, angl. High
Molecular Weight Kininogen). Faktorji notranje poti, FXII, FXI, FIX in FX, se aktivirajo
drug za drugim. FVIIIa skupaj s fosfolipidi in kalcijem pospesi aktivacijo FX v FXa.

Z aktivacijo faktorja VII in tkivnega faktorja se pri¢ne zunanja pot hemostaze. Namen
zunanje poti je ojacanje intrinzi¢nega dela in pospesitev koagulacije. FVIIa aktivira FIX in
FX. Ob prisotnosti anionskih fosfolipidov, kalcija in kompleksa IXa/V1lla nastane velika
koli¢ina FXa.

Oba procesa vodita v aktivacijo FX in s tem se pri¢ne skupna pot koagulacije. Faktor Xa
skupaj s fosfolipidi, faktorjem Va, kalcijem kot kofaktorjem in trombocitnim faktorjem 3,
tvori encimski kompleks, imenovan protrombinaza, ki pretvori protrombin (FIl) v trombin
(FIIa). Trombin je glavni aktivator koagulacije, saj sodeluje v vecini procesov koagulacije
in jo lahko pospeSuje ali zavira. Trombin pretvarja fibrinogen v fibrin, zato nastaja na
mestu zilne poskodbe fibrinski strdek. Netopljivi fibrin, ki je strukturna snov krvnega
strdka, se oblikuje iz fibrinskih monomerov s polimerizacijo ob prisotnosti aktiviranega
faktorja X1l in kalcija (slika 2). Tako fibrinski strdek pridobi na trdnosti (1,5).
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Slika 2: Koagulacijska kaskada. (Povzeto po viru 6)

1.1.3. Fibrinoliza

Fibrinoliza je sistemati¢no in postopno raztapljanje fibrinskih strdkov med celjenjem zilne

stene in omejuje njihovo Sirjenje po tem, ko so Ze opravili svojo fizioloSko vlogo. Hkrati je

namen fibrinolize tudi omejitev krvnega strdka, a le na mestu poskodovane Zile.

V procesu fibrinolize tkivni aktivator plazminogena (t-PA) ali urokinazni aktivator

plazminogena (u-PA) pretvori neaktivni plazminogen v plazmin, ki razgrajuje fibrin (slika

3) @A, 7).
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FIBRINOLIZA

Tkivia aktivator plazminogena

Plazminogen 4 Plazinin

Legenda: =g v -.p

U = maktivi faktox

Q, = aktivia falktor @ ’

D-Dimer
= transformacya ;

= kataliza

Slika 3: Fibrinoliza. (Povzeto po viru 8)

1.2. Heparin

Prvi antikoagulant heparin je odkril Jay McLean kot Student medicine, in sicer leta 1916.
Ker so bila jetra (gr. hepar) med prvimi organi, iz katerih so to snov izolirali, so jo po tem
organu poimenovali. Standardni oz. nefrakcionirani heparin so zaceli uporabljati priblizno
30 let pozneje (9).

Heparin je kisel mukopolisaharid. Sestavljata ga D-glukozamin in uronska Kislina z
razli¢éno stopnjo sulfatacije. Komercialno dostopni heparin pridobivajo z ekstrakcijo iz
govejih pljuc ali mukoze svinjskega crevesa (10).

Heparin uporabljamo za akutno zdravljenje trombocitnih zapletov in v nekaterih primerih,
ko zaradi razli¢nih razlogov zacasno prekinemo zdravljenje s kumarini. Kumarini so
antagonisti vitamina K, ki imajo zelo ozko terapevtsko okno, vendar so edini na voljo v
peroralni obliki. Kumarini zavrejo delovanje encima reduktaze vitamina K in tako

preprecijo karboksilacijo od vitamina K odvisnih faktorjev koagulacije FII, FVII, FIX in



Horvat M.: Vpeljava preiskave anti-Xa v 24-urnem laboratoriju, za namen spremljanja uspe$nosti terapije bolnikov na

nizkomolekularnem heparinu. Diplomsko delo.

FX. Nastanejo delno karboksilirani ali dekarboksilirani faktorji koagulacije, ki imajo

nepopolni koagulacijski u¢inek (11).

1.2.1. Nefrakcionirani heparin

Nefrakcionirani heparin je visoko sulfatiran glukozamin z veliko molekulsko maso od

5.000 do 35.000 g/mol in je najbolj kisla substanca v naSem organizmu (slika 4) (10).

Slika 4: Kemijska struktura nefrakcioniranega heparina. (Povzeto po viru 12)

Zaradi Stevilnih ioniziranih skupin se heparin ne absorbira iz prebavil, zato ga je potrebno
aplicirati intravensko ali subkutano. Po intravenski aplikaciji delovanje nastopi takoj, po
subkutani aplikaciji pa po eni uri. Razpolovna doba heparina je odvisna od odmerka
zdravila in od nacina dajanja, znasa pa 30-150 minut (13).

Priblizno 90% molekul heparina se po vstopu v krvni obtok veZe na plazemske
beljakovine, endotelijske celice in makrofage, nadaljnja presnova pa poteka v jetrih. Le
10% nefrakcioniranega heparina se izlo¢i preko ledvic.

Pomemben del molekule heparina je sekvenca pentasaharida, ki mu omogoca specifi¢no
vezavo na antitrombin. Ta vezava je klju¢na za antikoagulacijski u¢inek nefrakcioniranega

heparina. Heparin povzro¢i konformacijsko spremembo molekule antitrombina in
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posledi¢no povzroci, da se antitrombin hitreje in trdneje veze na koagulacijske faktorje.
Kompleks heparin—antitrombin se z najvecjo afiniteto veze na faktorja koagulacije lla
(trombin) in Xa, v manj$i meri tudi na faktorje [Xa, Xla in Xlla (slika 5).
Antikoagulacijski u¢inek nefrakcioniranega heparina pa ni le posledica inaktivacije z
antitrombinom, temve¢ tudi neposredne vezave na trombin in posledi€nega nastanka
terciarnega kompleksa heparin-antitrombin-trombin.

Heparin zavira faktor Xa le preko vezave na antitrombin, zato je zaviranje FXa priblizno

10-krat SibkejSe kot afiniteta vezave trombina.

Nefrakcionirani heparin

O Antitrombin

N
Vezava na plazemske
beljakovine, endotelij in - ‘ <:>
makrofage Alktivirani W Aktivirani faktor
fakrot Xa IIa (trombin)

Inaktiviranmi
faktor ITa

merjenje aPTC

Slika 5: Vpliv nefrakcioniranega heparina na faktor Xa in lla. (Povzeto po viru 14)

Ucinek nefrakcioniranega heparina nadziramo z merjenjem aktiviranega parcialnega
tromboplastinskega Casa (15).
Poleg vpliva na koagulacijo ima heparin Se Stevilne druge ucinke. Ima sposobnost vezave

na trombocite, endotelijske celice, makrofage in plazemske beljakovine. Povzroca
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trombocitno agregacijo, poveéa propustnost kapilar, zavira proliferacijo gladkih miSi¢nih
celic in podaljsa ¢as krvavitve (12).

Resen stranski uc¢inek je s heparinom povzro¢ena trombocitopenija (HIT, ang. Heparin-
induced thrombocytopenia). Gre za imunsko reakcijo na zdravilo heparin ali njemu
podobne molekule. Heparin se v krvi veZze na trombocitni faktor 4 (TF4), heparin
nevtralizirajo¢i protein. Kompleks heparin-TF4 povzroc¢i nastajanje imunoglobulinov IgG,
ki se skupaj s kompleksom heparin-TF4 veZze na trombocite. To povzroci aktivacijo in
agregacijo trombocitov. Posledica aktivacije trombocitov je nadaljnje pospeseno
sprosc¢anje TF4, kar pospeSi nastajanje trombina. Celotno dogajanje vodi Vv
trombocitopenijo. HIT nastane po petih ali ve¢ dneh zdravljenja s heparinom in poteka
asimptomatsko. Posledica je poveCana aktivacija trombocitov, njihovo pospeSeno
odstranjevanje in trombocitopenija. Navadno $tevilo trombocitov pade na 50% prvotne
vrednosti med petim in desetim dnevom po izpostavitvi heparinu in se po ukinitvi heparina
v 4-14 dneh poveca. Ocenjujejo, da HIT nastopi pri 2,4% bolnikov, ki prejemajo
terapevtski odmerek heparina, in pri 0,3% bolnikov, ki prejemajo profilakticni odmerek
heparina. Pri sumu na HIT se morajo prenehati uporabljati vsi heparini ter heparinsko
obdelani katetri. Vsekakor moramo pri sumu na HIT obvezno zamenjati antikoagulacijsko
zdravljenje in uporabiti zdravila, ki inhibirajo nastanek trombina, torej neposredne ali
posredne zaviralce trombina (15).

Osteoporoza se lahko pojavi ob dolgotrajnem zdravljenju s heparinom. Redki zapleti pa so

Se: nekroza koze, alopecija, hipersenzitivne reakcije in hipoaldosteronizem (13).

1.2.2. Nizkomolekularni heparin

Kemijska ali encimska hidroliza heparina vodi do nastanka nizkomolekularnih fragmentov
z molekulsko maso med 4.000 in 5.000 g/mol (16).

Nizkomolekularni heparin (NMH) je glede na klinicne znake vsaj enako ucinkovit kot
standardni heparin. Prednost NMH pred nefrakcioniranim heparinom je predvsem v
predvidljivem antikoagulacijskem ucinku in v manj stranskih ucinkih. Ima boljSe
farmakokineti¢ne lastnosti, in sicer zaradi manjSe sposobnosti vezave na plazemske

beljakovine in celice. Zaradi tega se NMH izlo¢ajo skoraj izklju¢no preko ledvic. NMH

9
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ima dva do S§tiri krat daljSo razpolovno dobo kot standardni heparin. Razpolovna doba
NMH pa je pomembno podaljSana pri bolnikih z zmanjSanim delovanjem ledvic in pri
tistih, ki se zdravijo s hemodializo.

Slabost NMH v primerjavi s standardnim heparinom je v tem, da v primeru predoziranja
nimamo antidota, medtem ko lahko ucinek nefrakcioniranega heparina hitro zavremo s
protamin sulfatom.

NMH se med sabo razlikujejo po molekulski masi, ki vpliva na farmakokineti¢ne in
antikoagulacijske lastnosti. Zato posamezni NMH med seboj niso zamenljivi. Obicajno
odmerjamo NMH glede na telesno tezo v enem in le izjemoma v dveh dnevnih odmerkih v
obliki podkoznih injekcij. Zdravljenje traja praviloma pet do sedem dni. Za dolgotrajno
zdravljenje venske tromboze z NMH se odlo¢imo tedaj, ko je zdravljenje s kumarini
kontraindicirano (npr. nosec¢nost) ali neucinkovito (npr. rezistenca na heparin). Pri uporabi
NMH so podobni zapleti kot pri nefrakcioniranem heparinu, le da so nekateri med njimi
redkejsi. Glavni zaplet zdravljenja je krvavitev. Razvoj HITa ob uporabi NMH je redke;jsi.
Tudi pojav osteoporoze naj bi bil med dolgotrajnim zdravljenjem z NMH redkejsi kot ob

uporabi standardnega heparina (12).

Po anatomsko-terapevtsko-kemi¢ni (ATC) klasifikaciji zdravil spadajo NMH med zdravila

za zdravljenje bolezni krvi in krvotvornih organov (preglednica ) (17).

Preglednica I: Pregled nizkomolekularnih heparinov, ki so na trgu v Sloveniji.

Ime zdravila Udinkovina | Farmacevtska oblika | Proizvajalec

Clexane enoksaparin raztopina za injiciranje | Sanofi-Aventis S.A,
Spanija

Clivarine reviparin raztopina za injiciranje | Abbott GmbH&Co.KG,
Nemcija

Fragmin dalteparin raztopina za injiciranje | Pfizer, Belgija

Fraxiparine nadroparin raztopina za injiciranje | GSK  Pharmaceuticals
S.A., Poljska

Zibor bemiparin raztopina za injiciranje | LABORATORIOS

10
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FARMACEUTICOS
ROVI, Spanija

Tudi antikoagulacijski u¢inek NMH temelji na vezavi molekule heparina z antitrombinom.
NMH inhibirajo predvsem FXa, trombin pa le v manjs$i meri, saj je nastanek terciarnega
kompleksa heparin-antitrombin-trombin zaradi kratkih verig NMH otezen (slika 6) (13).
Uc¢inek NMH preverjamo z merjenjem aktivnosti anti-Xa. Anti-Xa nam pove u¢inek NMH
na faktor Xa.

Nizkomolekularni

heparin

Aktivirani
faktor Ila

&

Faktor ITa Se
vedno aktiviran
Minimalni vpliv na faktor Ila

Slika 6: Vpliv nizkomolekularnega heparina na faktor Xa in Ila. (Povzeto po viru 15)
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1.3.  Zdravljenje s heparini

Heparini so zdravila, ki jih zelo pogosto uporabljamo tako pri zdravljenju kot tudi pri

preprecevanju tromboliti¢nih zapletov.

1.3.1. Globoka venska tromboza in plju¢na embolija

Globoka venska tromboza (GVT) in pljuéna embolija (PE) sta dve manifestaciji iste
bolezni. Kadar strdek nastane v globokih venah, ponavadi v venah nog, govorimo o GVT.
Venska trombembolija (VTE) nastane, ¢e se del strdka odtrga in potuje po venah,
odtrganemu delu strdka pa pravimo embolus. Pogosta posledica VTE je plju¢na embolija,
pri kateri se embolus zagozdi v plju¢nih arterijah.
V primeru, ko je vena zamasena le delno, so lahko simptomi GVT popolnoma odsotni.
Simptomi in znaki, ki se pojavijo ob popolni zamasitvi vene so:

- ¢vrsta oteklina prizadetega uda,

- boledina,

- temno modrikasto obarvan ud,

- topla koza,

- nabrekanje podkoznih ven.

PE lahko nastopi neopazno, brez izrazitih tezav, lahko pa je resna in Zivljenje ogrozajoca.
Najpogostejsi simptomi so dispneja, bolecina v prsnem kosu, kaselj in izkaSljevanje krvi.
Pojavita se tahipneja in tahikardija.

V akutnih fazah GVT in PE nastanejo velike koli¢ine trombina in fibrina. Z visokimi
odmerki heparina, z bolus injekcijo, inaktiviramo trombin neposredno. Kadar pa je kaskada
strjevanja v normalnem ravnovesju, je mozno trombin preko inaktivacije faktorja Xa z
manj$imi odmerki heparina indirektno inaktivirati. Z inaktivacijo relativno majhnih koli¢in
faktorja Xa indirektno prepre¢imo nastanek vecje koli¢ine trombina, kar je osnova za

profilakso z NMH po operacijah ali v primerih daljse imobilizacije. Temeljno zdravilo za

12
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nadaljevalno zdravljenje venske tromboze so kumarini, med Kkaterimi najpogosteje
uporabljamo varfarin. Zdravljenje z njim za¢nemo Ze v prvih 24-ih urah po postavitvi
diagnoze. SocCasna terapija traja, dokler ne dosezemo ciljnega terapevtskega obmocja
mednarodnega umerjenega razmerja INR (ang. International Normalised Ratio), ki je
obic¢ajno med 2.0 in 3.0. INR je razmerje med protrombinskim ¢asom bolnika in srednjim
referenénim protrombinskim c¢asom pri zdravih ljudeh, upostevajo¢ obcutljivost
uporabljenega tromboplastina. Nato NMH ukinemo, zdravljenje z varfarinom pa v
odvisnosti na indikacijo in sprozilni dejavnik nadaljujemo $e 6 do 12 mesecev. Pri bolnikih

z rakom traja zacetno zdravljenje z NMH dlje, zdravljenje z varfarinom pa traja pet let

(18).

1.3.2. Akutni koronarni sindrom

Akutni koronarni sindrom (AKS) je glavni vzrok za obolevanje in umiranje bolnikov s
koronarno boleznijo. AKS je posledica delne in popolne zapore koronarne arterije in njene
veje, najpogosteje zaradi erozije ali rupture ateroskleroticne lehe in nastanka krvnega
strdka na tem mestu. Drugi redkejsi vzroki AKS so lahko prirojene anomalije, zloraba

kokaina, vnetja, poskodbe in spazem koronarnih arterij.

Skupna znacilnost bolnikov z AKS je ishemi¢na sréna bole€ina, ki lahko nastopi v
mirovanju ali ob najmanjSem telesnem naporu. Bole¢ina se lahko $iri v vrat, levo roko ali

zgornji del trebuha. Po aplikaciji nitroglicerina bolecina bistveno ne popusti.

Pojem AKS =zajema tri razlicna klinicna stanja: nestabilno angino pektoris, akutni
miokardni infarkt z ali brez dviga ST spojnice ter nenadni sréni zastoj. ST spojnica
predstavlja interval med valoma S in T na elektrokardiogramu in pomeni periodo, v kateri
so ventrikli uniformno vzdrazeni. Ko gre za nestabilno angino pektoris in miokardni
infarkt brez dviga ST spojnice, bolnike v zacetni fazi zdravimo s kombinacijo
antiagregacijskih zdravil (acetilsalicilna kislina v kombinaciji s klopidogrelom ali
prasugrelom ali tikagrelorom), antitrombinskimi (standardni heparin ali NMH) in
antiishemi¢nimi zdravili (kisik, nitrat, zaviralci beta receptorjev). Bolniki dvakrat dnevno

podkozno do osem dni prejemajo odmerek NMH, prilagojen telesni tezi in stopnji ledvi¢ne
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odpovedi. Hkratna uporaba NMH in nefrakcioniranega heparina ali menjavanja med njima
zaradi tveganja krvavitve ni priporo€ljiva. Pri miokardnem infarktu z dvigom spojnice ST

se zacne zdravljenje s podkozno injekcijo NMH (19, 20).

1.3.3. Prilagoditev heparinskega zdravljenja glede na delovanje

ledvic

Ob oslabljenem delovanju ledvic lahko pride do kopi¢enja NMH, saj se le-ti izlocajo preko
ledvic. Zaradi tega moramo pri bolnikih biti posebej previdni pri odmerjanju in odmerke
prilagoditi meritvam INR. Pri bolnikih s hudo ledvi¢no odpovedjo in veliko moznostjo
krvavitev je priporocljiva uporaba nefrakcioniranega heparina, ki se ne izloca preko ledvic
in lahko njegov antikoagulacijski uc¢inek hitro zavremo. V vseh ostalih primerih lahko
nefrakcionirani heparin nadomestimo z NMH. Nadroparin je pri hudi ledvi¢ni insuficienci
kontraindiciran, terapijo z dalteparinom pa je v tem primeru pomembno prilagoditi tako, da
se vzdrzuje terapevtska aktivnost anti-Xa 1 i.e./mL, merjeno §tiri do Sest ur po injekciji
dalteparina. Ce je aktivnosti anti-Xa pod terapevtskim obmog&jem ali nad njim, je potrebno
odmerek dalteparina povecati oz. zmanjSati ter merjenje ravni anti-Xa ponoviti po treh do
stirih novih odmerkih. Prilagoditev odmerka je potrebno ponavljati, dokler ne dosezemo
terapevtske ravni anti-Xa. Odmerjanje enoksaparina je pri hudi ledvi¢ni okvari potrebno

prilagoditi glede na predpisano shemo (preglednica Il) (21).

Preglednica Il: Prilagoditev odmerjanja enoksaparina pri hudi ledvi¢ni okvari. (18)

Standardno odmerjanje Huda okvara ledvic

1 mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) s.c. dvakrat 1 mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) s.c. enkrat na

na dan dan

1,5 mg/kg (150 anti Xa i.e./kg) s.c. enkrat | 1 mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) s.c. enkrat na

na dan dan

Za zdravljenje akutnega miokardnega infarkta z dvigom spojnice ST pri bolnikih <
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75 let

enkraten 30-mg (3.000 anti Xa i.e.) bolus
intravensko in obenem odmerek 1 mg/kg
(100 anti Xa i.e./kg) subkutano, nato 1
mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) subkutano
dvakrat na dan (Najve¢ 100 mg za vsakega

od prvih dveh subkutanih odmerkov)

enkraten 30-mg (3.000 anti Xa i.e.) bolus
intravensko in obenem odmerek 1 mg/kg
(100 anti Xa i.e./kg) subkutano, nato 1
mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) subkutano
enkrat na dan (Najve¢ 100 mg za prvi

subkutani odmerek)

Za zdravljenje akutnega miokardnega infarkta z dvigom spojnice ST pri bolnikih >
75 let

0,75 mg/kg (75 anti Xa i.e./kg) subkutano
dvakrat na dan brez uvodnega bolusa
(Najve¢ 75 mg za vsakega od prvih dveh
subkutanih odmerkov)

1 mg/kg (100 anti Xa i.e./kg) subkutano
enkrat na dan brez uvodnega bolusa
(Najve¢ 100 mg za prvi subkutani

odmerek)

1.4.

Merjenje koncentracije heparina v plazmi

1.4.1. Merjenje aktiviranega parcialnega tromboplastinskega ¢asa

Bioloska uporabnost in antikoagulacijski ucinek nefrakcioniranega heparina sta

nepredvidljiva, zato moramo zdravljenje nadzirati s koagulacijskimi  testi.
Antikoagulacijski ucinek nefrakcioniranega heparina obifajno nadziramo z meritvijo
aktiviranega parcialnega tromboplastinskega ¢asa (aPTC) (1).

aPTC je presejalna preiskava, s katero ocenimo notranjo in skupno pot koagulacije. Je
obcutljiv kazalec zaviralnega ucinka heparina na trombin ter na koagulacijska faktorja X in
IX. APTC prvi¢ izmerimo 4-6 ur po zaletku zdravljenja, potem pa vsaj 1-krat dnevno.

Zdravljenje je uspesno takrat, ko je aPTC podaljsan za 1,5- do 2,5-kratno normalno
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vrednost, kar ustreza koncentraciji serumskega heparina 0,2 do 0,4 i.e./ml. Med

zdravljenjem s heparinom, moramo nadzirati Se Stevilo trombocitov na dva do tri dni (16).

Citratno plazmo preiskovanca inkubiramo z ustrezno koli¢ino fosfolipidov (sinteti¢ni
fosfolipidi, kefalin) in aktivatorjem kontaktne faze (npr. delci silike, celit, elagi¢na kislina).
Aktivirata se FXII in FXI. Po dodatku ionov kalcija merimo c¢as do nastanka strdka.
Referen¢na vrednost je 2636 sekund.

Cas do nastanka strdka lahko izmerimo z metodo turbidimetrije ali nefelometrije. Pri
turbidimetriji, ki jo uporabljamo v laboratoriju KIKKB (Klini¢nega instituta za klini¢no
kemijo in biokemijo) in KOZB (Klini¢nega oddelka za Zilne bolezni), merimo prepustnost
svetlobe skozi vzorec, ki pade na detektor, ki je glede na vir svetlobe names¢en pod kotom
0° - detektor je v ravnini s testno cevko. Pri nefelometriji pa merimo intenzivnost razprsene

svetlobe vzorca. Detektor je glede na vir svetlobe namescen pod kotom 90°.

Danes nam nekateri avtomatizirani analizatorji s primerno programsko opremo preko foto-
opti¢nega sistema omogocajo spremljanje dinamike nastajanja fibrinskega strdka in s tem
tudi dolo¢anje aPTC (slika 7). Pri tem spremljamo graf odvisnosti absorbance od realnega
casa. Absorbanca, ki je odvisna od motnosti vzorca, se povecuje z rastjo fibrinskega strdka.
Po dolocenem Casu absorbanca doseze plato, kar pomeni, da je priSlo do tvorbe fibrinske

mreze (22).
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Slika 7: Spremljanje dinamike nastajanja fibrinskega strdka pri preiskavi aPTC na
analizatorju BCS XP.

1.4.2. Merjenja anti-Xa v plazmi

Antikoagulacijski u¢inek frakcioniranega heparina nadziramo z anti-Xa testom. Anti-Xa
test nam pove aktivnosti heparina proti faktorju Xa.

Citratni plazmi dodamo dekastran sulfat, ki sprosti vezan heparin v vzorcu. Po dodatku
antitrombina Il se tvori kompleks heparin-antitrombin, ki v naslednji stopnji reakcije
inaktivira faktor Xa, ki ga dodamo v prebitku. Koli¢ino preostalega FXa izmerimo

kineti¢no s kromogenim substratom kot porast absorpcije pri 405 nm (slika 8).
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Slika 8: Reakcija merjenja aktivnosti heparina proti faktorju Xa. (23)

Anti-Xa moramo dolo¢iti 3 do 4 ure po zadnjem odmerku NMH pri odmerjanju na 12 ur.
V tem primeru so ciljne vrednosti 0,6-1,0 i.e./mL. Kadar NMH odmerjamo na 24 ur,
moramo anti-Xa doloc¢iti 4 do 6 ur po zadnjem odmerku NMH, ciljne vrednosti pa so 1,0—

2,0 i.e./mL (16).
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1.5. Uvedba nove metode v medicinski laboratorij

Medicinski laboratorij je laboratorij v katerem preiskujemo bioloske vzorce vzete iz
Cloveskega telesa z namenom pridobiti podatke za postavitev diagnoze, zdravljenje ali
preventivo. VVodenje in izvajanje preiskav sta osnovna procesa v medicinskem laboratoriju.
Kakovostne laboratorijske preiskave so pomemben c¢len pri postavljanju diagnoze in
odloc¢itvi za ustrezno terapijo. Zato se morajo laboratoriji ravnati v skladu s Pravilnikom o
pogojih, ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji za izvajanje preiskav na podrocju
laboratorijske medicine, ki ga je izdalo Ministrstvo za zdravje Republike Slovenije.

Pravilnik dolo¢a, da mora medicinski laboratorij za preiskovanje vzorcev uporabljati le
znanstveno preizkuSene priznane metode. Laboratoriji so dolZzni pred uvedbo nove metode
v svojo rutinsko prakso potrditi natanénost in to¢nost rezultatov ter njihovo ujemanje s

staro metodo.

Vse laboratorijske preiskave morajo biti opisane v pisni obliki in vedno na voljo

laboratorijskemu osebju. Dokument o preiskavi mora vsebovati:

namen preiskave,

nacin in postopek uporabljene metode,

- varnostne ukrepe,

- vrste preiskovanih vzorcev,

- referenéne in kriti¢ne vrednosti,

- potrebno opremo, reagente, testne komplete,

- kontrolne postopke, pogostnost njihovega izvajanja,
- vrednotenje rezultatov,

- nacin podajanja rezultatov,

- strokovne vire (literaturo).
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Vsako uvajanje novih postopkov in njihovih sprememb mora biti dokumentirano in
nadzirano in pred uvedbo v rutinsko uporabo odobreno s strani vodja medicinskega

laboratorija (24).

1.5.1. Ujemanje testne metode s primerjalno metodo

Pri uvajanju nove metode v laboratorij moramo testno metodo primerjati s primerjalno
metodo. Priporocljivo je, da je primerjalna metoda referenéna metoda. Pri merjenju
moramo uporabiti najmanj 40 razli¢nih vzorcev bolnikov in izvesti meritve po obeh
metodah. Ti vzorci morajo biti izbrani tako, da zavzamejo celotno delovno obmocje
metode. Delovno obmodje metode je obmocje koncentracij, znotraj katerega lahko

potrdimo, da je metoda linearna, natanc¢na in toc¢na (25).

Glavna prednost velikega Stevila vzorcev je, da omogocajo prepoznavo interferenc, ki
motijo meritve. To pride v postev predvsem, ko nova metoda temelji na drugaéni kemijski
reakciji ali ima drugacen princip merjenja. Od 100 do 200 vzorcev je priporocljiva

Stevilka, ¢e Zelimo doseci oceno specifi¢nosti nove metode.

Obicajna praksa je, da naredimo eno meritev z enim vzorcem. Kadar pa je mogoce,
naredimo meritve v dvojniku. S tem prouc¢imo odstopanje med dvema setoma rezultatov.
Tako preverimo, ¢e so le-ti sprejemljivi. Veéje odstopanje od pricakovanega, na primer
odstopanje vec¢je od navedene ponovljivosti metode, nakazuje na mozne napake v
analiznem sistemu. Ce meritve nismo izvedli v dvojniku, sta kljuénega pomena primerjava
rezultatov s povpre¢jem rezultatov in ponovna meritev tistin vzorcev, pri katerih je

ugotovljeno veliko odstopanje.

Vzorce moramo po obeh metodah analizirali v roku dveh ur, razen ¢e je znano, da imajo
vzorci krajSo stabilnost, kot npr. amonijak ali laktat. Stabilnost vzorcev je pri nekaterih
testih mogoce podaljsati z dodatkom konzervansov ali zamrzovanjem, vendar moramo biti
pri tem pozorni na to, da spremenljivke pri ravnanju z vzorcem ne vplivajo na rezultate
meritev (25).
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Znanstveniki si niso enotni, kaks$na je pravilna statisticna obdelava rezultatov primerjalne
in nove metode. V nadaljevanju bomo na kratko podali smernice statisti¢ne obdelave dveh

metod.

X/

% Grafi¢ni prikaz rezultatov meritev

Graficni prikaz pripomore k lazji vizualni predstavitvi podatkov. Na X osi podamo
vrednosti primerjalne metode, na Y os pa vrednosti testne metode. Skozi tocke na grafu
potegnemo linearno ¢rto, tako da je polovica vrednosti nad ¢rto, polovico pa pod njo. 1z
takSnega grafa lahko razberemo, pri katerih vzorcih gre za vecja odstopanja. Pri vseh
vecjih odstopanjih moramo meritev ponoviti, s ¢cimer potrdimo, da so odstopanja dejanska

in niso posledica napake v zapisu vrednosti.

Na splosno je graf koristen za prikazovanje analiticnega nabora podatkov, linearnosti

metode in na splosnem za ugotavljanje razmerja med metodama (25).

¢ Izradunane statisti¢ne vrednosti
= Linearna regresija

Ko primerjamo dve metodi pri razlicnih koncentracijah analitov, navadno uporabimo
metodo linearne regresije. Na X os regresijskega grafa nanasamo rezultate, ki smo jih
dobili z novo metodo, na Y os pa za rezultate, ki smo jih dobili z uporabo primerjalne
metode. Naklon regresijske premice in njegova varianca sta matematiCna parametra
linearnosti, medtem ko je odsek na Y osi merilo za morebitno sistemati¢no napako metode

(25).

Regresijska premica ima obliko:
y =a X +b , (Enacba 1)

Kjer parametra a in b izra¢unamo po metodi najmanjSih kvadratov. Parameter a je naklon

regresijake premice, b pa odsek premice na ordinatni osi.
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Ce vsak vzorec da identi¢ni rezultat pri obeh analiznih metodah, bo imela regresijska
premica odsek ni¢ ter naklon in korelacijski faktor 1. V praksi se to nikoli ne zgodi, tudi ¢e
so sistematske napake popolnoma odsotne. Razlog da dve analizni metodi ne dajeta enakih

rezultatov, ki bi se ujemali pri vseh vzorcih, so slucajne napake.

Mogoce je, da bo imela regresijska premica naklon 1, ampak imela bo odsek, ki ne bo nic.
To pomeni, da lahko ena metoda analize poda rezultat, ki je visji ali nizji kot ostali. Tak$na
napaka se lahko pojavi, Ce je bil signal ozadja pri eni metodi narobe izracunan. Druga
moznost je, da je naklon regresijske premice manjsi ali vecji od 1, kar lahko nakazuje na
to, da se sistematska napaka pojavlja samo pri eni metodi merjenja. Nadaljnje mozne vrste

sistematskih napak se pokazejo tudi, e je grafi¢ni prikaz krivulja (25).

= Korelacijski koeficient

Pearsonov korelacijski koeficient r opredeljuje mo¢ povezave med spremenljivkama.
Koeficient lahko zavzame vrednosti med -1 in +1, pri ¢emer njegova negativna vrednost
oznacuje negativno korelacijo, kjer pri porastu ene spremenljivke druga upada, pozitivna
vrednost pa pozitivno korelacijo, kjer pri porastu ene spremenljivke naras¢a tudi druga.

Vrednost 0 oznacuje nicelni vpliv ene spremenljivke na drugo (preglednica I11) (25).

Preglednica I11: Lestvica za korelacijski koeficient (26).

Absolutna vrednost
Stopnja linearne korelacije
koeficienta korelacije
0,0-0,3 Ni korelacije
0,3-0,5 Nizka korelacija
05-0,7 Srednja korelacija
0,7-0,9 Visoka korelacija
09-1,0 Zelo visoka korelacija
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Na splosno velja, da mora biti r 0,97 ali ve¢, ob vpeljavi nove metode v laboratorij, ko

primerjamo primerjalno metodo z novo.

Pearsonov koeficient r izraCunamo po enacbi:

20 )
o0 -y

: (Enacba 2)

kjer sta x in y dejanski vrednosti dane spremenljivke, x in y pa vzoréni srednji vrednosti.

= T-test

NajpogostejSa uporabljena statistiéna metoda za preverjanje hipotez pri majhnih vzorcih je
t-test. S t-testom lahko preverimo hipotezo, kot je »med izmerjenimi rezultati primerjalne
in testne metode obstajajo statisti¢no signifikantne razlike«. T-test predpostavlja normalno
porazdelitev obeh vzorcev, kar preverimo s Kolmogorov - Smirnovim testom.
Kolmogorov-Smirnov test primerja empiri¢no porazdelitev s testno porazdelitvijo. Testna
statistika je produkt kvadratnega korena velikosti vzorca in najvecje absolutne razlike med
empiricno in teoreticno komulativno porazdelitvijo. Ko je stopnja znacilnosti ve¢ja od
stopnje tveganja govorimo o normalni porazdelitvi rezultatov.

V primeru, ko imamo normalno porazdelitev rezultatov nadaljujemo s t-testom. Obicajno
najprej oblikujemo nic¢elno hipotezo Hp, Ki pravi, da ne obstaja razlika med parametri, ki
jih primerjamo. Ce pa Ze obstaja kaksna razlika, le-ta ni statisticno znacilna in je le
slu¢ajna. Alternativna hipoteza H; ni¢elni nasprotuje. V naslednji stopnji dolo¢imo stopnjo
tveganja a, ki je lahko 0.001, 0.01 in 0.05 ter izratunamo testno statistiko t za odvisna

vzorca.

t =N, (Enacba 3)

kjer je xin #,povprecje razlik obeh spremenljivk, s standardna deviacija razlik ter N

Stevilo parov.
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Nicelno hipotezo zavrnemo, e je izracunana vrednost teg >twan, p<a pri d.f.=N-1, Kjer je
d.f. Stevilo prostostnih stopenj. Ty je tabelaricna t vrednost in jo od¢itamo iz statisticne

tabele za porazdelitev t (25).
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2. Namen dela

Rutinske kontrole aktivnosti anti-Xa navadno niso potrebne, vendar lahko kontrole
aktivnosti anti-Xa pridejo v postev pri bolnikih zdravljenih z NMH, ki imajo vecje
tveganje za krvavitve (npr. bolniki z okvaro ledvic, starejsi bolniki ali bolniki s skrajnostmi

telesne mase), bolniki z aktivno krvavitvijo ter nose€nicah.

Namen diplomske naloge je vpeljati preiskavo merjenja aktivnosti heparina proti faktorju
Xa v 24-urni laboratorij, saj je zaradi zgoraj navedenih indikacij v kliniki nujna 24-urna

dostopnost preiskave.

Preiskavo bomo vpeljali s primerjavo rezultatov meritev anti-Xa iz laboratorija KOZB s
24-urnim laboratorijem KIKKB v Univerzitetnem klinicnem centru v Ljubljani (UKC).
Tako bomo vzporedno primerjali rezultate, dobljene na dveh razli¢nih lokacijah, na
razli¢nih analizatorjih, vzorci krvi in metoda pa bodo isti. Aktivnost anti-Xa v plazmi v
KOZB bomo merili na analizatorju CS-2100i proizvajalca SYSMEX. V KIKKB pa bomo
uporabili analizator BCS XP proizvajalca DADE BEHRING. Z obema analizatorjema

bomo aktivnost heparina proti faktorju Xa merili z isto kolorimetri¢no metodo.

Iz dobljenih rezultatov meritev bomo izracunali Pearsonov korelacijski koeficient, t-test in
ponovljivost v seriji in podali oceno 0 ujemanju 0z. neujemanju meritev na obeh
analizatorjih. Ugotavljali smo tudi vpliv zamrzovanja plazme na rezultate meritev ter vpliv

delovanja ledvic na aktivnost anti-Xa.
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3. Eksperimentalno delo

3.1.  Opis skupine pacientov

V raziskavo smo vkljucili 44 vzorcev plazme. Vzorci so bili iz ve¢ virov: od bolnikov,
hospitaliziranih na KOZB in drugih oddelkih UKC, ali onkoloskega ingtituta ter nosecnic,
ki morajo v ¢asu nosecnosti prejemati preventivne odmerke NMH. Preiskovano skupino je
sestavljajo 13 moskih (30%) in 31 Zensk (70%).

3.2.  Opis zbiranja vzorcev

Kri je bila odvzeta v 4,5mL in 1,8mL epruvete s 3,2 % Na-citratom kot antikoagulantnim
sredstvom. Celice smo od plazme lo¢ili s 30 minutnim centrifugiranjem s 3200 obrati
(2000g) pri 4°C. Preiskave v KOZB smo opravili iz sveZe in zamrznjene plazme, v KIKB
pa smo uporabili samo zamrznjeno plazmo. VVzorce plazme smo zamrznili in jih hranili pri
-20°C. Stabilnost vzorcev pri tej temperaturi je najve¢ 30 dni. Pred uporabo smo vzorce
odtalili.
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3.3.  Metoda doloCanja aktivnosti heparina proti

faktorju Xa v plazmi

Z anti-Xa testom merimo aktivnost heparina proti faktorju Xa. Rezultate podamo v i.e./mL

(mednarodnih enot na mililiter).

Anti-Xa merimo s kolorimetri¢cno metodo, katere princip merjenja temelji na specifi¢ni
kemi¢ni reakciji. Produkt reakcije ima znacilno rumeno barvo. Intenziteto barve izmerimo

pri predpisani valovni dolzini.

Dekstran sulfat sprosti vezani heparin v vzorcu in hkrati eliminira razli¢ne interference. Po
dodatku antitrombina Ill se tvori kompleks heparin-antitrombin, ki v naslednji stopnji
reakcije inaktivira faktor Xa, ki ga damo v prebitku. Produkt reakcije ima znacilno rumeno
barvo. Intenziteto barve izmerimo pri predpisani valovni dolzini. Koli¢ino preostalega FXa

izmerimo kineti¢no s kromogenim substratom kot porast absorpcije pri 405 nm.

3.4. Reagenti

Za merjenje anti-Xa smo uporabili tovarniSko pripravljene reagente proizvajalce Dade

Behring, Nem¢ija, in sicer:

- Faktor Xa reagent: liofiliziran, frakcija humane plazme z dodatkom Tris,

natrijevega klorida in EDTA. Konzervans: natrijev azid (< 1 g/L)
- Dekstran sulfat reagent: liofiliziran
- Antitrombin reagent: liofiliziran, 1 i.e./mL

- Substrat reagent: liofiliziran, 4 mmol/L Z-D-Leu-Gly-Arg-ANBA-methyl amid
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- LMW heparin kalibrator: liofiliziran, vsebuje nizko molekularni heparin (< 1,5

i.e./ml) in humano plazmo
- Heparinska kontrola 1 in 2: liofilizirana, vsebujeta NMH iz Crevesne sluznice

prasica (< 0,5 i.e./ml) in humano plazme

- Standard humana plazma

Dekstran sulfat reagent smo pred uporabo raztopili v 10 ml destilirane vode. To raztopino
smo dodali faktorju Xa, narahlo premesali in pustili stati vsaj 15 minut. Antitrombin
reagent smo raztopili z 1ml, substrat reagent pa z 2 mL destilirane vode. Preden smo
reagente vstavili v analizator, smo jih narahlo premesali, pri ¢emer smo pazili, da se

reagenti niso spenili. Morebitne mehurcke smo odstranili.

Po navodilih proizvajalca so reagenti obstojni dva tedna, hranjeni v originalni embalazi pri
temperaturi +2 do +8°C. Pri temperaturi nizji od -20°C so obstojni 2 meseca. Pred uporabo
reagente segrevamo 10 minut na 37°C. Odmrznjene reagente ne Smemo ponovno zamrzniti

(10).

V KOZB in 24-urnem laboratoriju smo uporabili enake reagente.

3.5.  Aparature

% Za merjenje aktivnosti anti-Xa v KOZB smo uporabili analizator CS-2100i,
proizvajalca SYSMEX, Japonska (slika 9).
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Slika 9: Analizator CS-2100i, proizvajalca SYSMEX. (27)

Pred zacetkom analize je bilo potrebno pripraviti instrument, reagente in vzorce.
Pripravljene reagente, kontrole, standarde in vzorce smo vstavili v posebna stojala v
analizatorju. Analizator je preko Citalca ¢rtnih kod prepoznal reagente in vzorce. Vstavili
smo tudi prazne kivete, ki jih je sistem potreboval za redéenje vzorcev in dodajanje
reagentov. Pipetor je vsrkal dolo¢en volumen plazme, jo prenesel v merilno celico, drugi
pipetor pa je dodal reagent. Ko je inkubacija potekla, se je zacelo kolorimetri¢no merjenje.
Nastali produkt je rumeno obarvan kromofor, izmerjena absorbanca pa je obratno

sorazmerna s koncentracijo heparina v vzorcu.

®,

% Za merjenje aktivnosti heparina proti faktorju Xa smo v 24-urnem laboratoriju
uporabili analizator BCS XP proizvajalca Dade Behring, Nemcija (slika 10).
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\
Slika 10: Analizator BCS XP, proizvajalca Dade Behring. (28)

Vzorce plazme smo vstavili v eno od pozicij za nosilce. Na racunalniku smo izbrali Zeleno
analizo, v naSem primeru meritev aktivnosti anti-Xa in analizator je priel z delom.
Pipetorska roka je doloceno koli¢ino kontrol, standardov in reagentov transportirala v
merilne rotorje, sestavljenih iz reakcijskih kivet. V kivetah je potekla reakcija, nato pa se je
po koncani inkubaciji izmeril analit na mestu za merjenje. Koncentracijo anti-Xa v vzorcu

smo izmerili s kolorimetri¢no metodo.

3.6. Kalibracija

Kalibracijski material je material za umerjanje instrumentov ali analitiénega postopka.
Kalibracijo izvedemo z referenénimi kalibratorji pred za¢etkom dela in po potrebi med
delom v skladu z navodili proizvajalca. Kalibratorji imajo to¢ne vrednosti, ki jih lahko
smatramo za pravo vrednost in jih uporabljamo za doloCevanje pravilnosti oziroma
tocnosti metod. Pravilnost oznafenih vrednosti je ponavadi definirana z veckratnimi
meritvami z referen¢no metodologijo, ki je slabSe ponovljiva kot avtomatizirane metode, ki

so v klini¢ni uporabi (29).
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Kalibrator smo pripravili tako, da smo komercialno pripravljenemu LMW Kkalibratorju
dodali 1 mL destilirane vode. Previdno smo premesali, tako da se niso tvorili mehurcki.
Tako pripravljen kalibrator smo pri sobni temperaturi pustili stati najmanj 30 minut. Pred
uporabo smo ga ponovno rahlo premesali in ga postavili v nehlajeni del analizatorja.
Zraven kalibratorja smo dali Se standard humane plazme, na racunalniku izbrali funkcijo

kalibracija in analizator je pricel s kalibriranjem.

3.7. Kontrolni vzorci

Kontrolne vzorce uporabljamo za preverjanje analitiCnega postopka ali instrumenta po
umeritvi s kalibracijskim vzorcem.

Kakovost reagentov smo preverjali s tovarniSko pripravljenimi kontrolami — heparin
kontrola 1 in 2, in sicer eno v referen¢nem obmocju 0,3-0,5 i.e./mL ter drugo v
referen¢nem intervalu 0,8-1,0 i.e./mL . Kontroli, ki sta bili v liofiliziranem stanju, smo
najprej razredCili z ImL destilirane vode. Previdno smo premesali, tako da se niso tvorili
mehurcki. Pri sobni temperaturi smo ju pustili stati najmanj 30 minut. Pred uporabo smo ju

ponovno rahlo premesali

3.8.  Validacija metode

3.8.1. Meja zaznavnosti

Meja zaznavnosti je najnizja koncentracija analita, ki jo lahko z naSo metodo zaznamo, ni

pa nujno, da jo kvantitativno dolo¢imo.

Meja zaznavnosti za heparine je 0,05 i.e./mL (30).

31



Horvat M.: Vpeljava preiskave anti-Xa v 24-urnem laboratoriju, za namen spremljanja uspe$nosti terapije bolnikov na

nizkomolekularnem heparinu. Diplomsko delo.

3.8.2. Selektivnost oz. specificnost

Selektivnost oz. specificnost metode je sposobnost metode, da nedvoumno lo¢i posamezen

analit v prisotnosti drugih komponent v vzorcu.

Studije za nadzorovanje motecih snovi so pokazale, da na samo metodo ne vplivajo nobene

interference (30).

3.8.3. Natanénost

Natanc¢nost nekega postopka nam pove, kako se ponavljajo rezultati, ki smo jih dobili na
povsem enak nacin. Prikazuje nam sipanje oz. ponovljivost rezultatov. S koeficientom
variacije (CV), ki je statisti¢ni kazalec in prikazuje razprSitev statisticnih enot okoli
aritmeticne sredine njihove statisticne populacije, lahko primerjamo natan¢nost
posameznih analiznih metod in natan¢nost dela med posameznimi laboratoriji. Vecji kot je

CV, vecja je variabilnost preuc¢evane spremenljivke.

Natanc¢nost oz. ponovljivost znotraj serije smo dolo¢ili z meritvami tako imanovanega pool
vzorca, z dvajsetkratnimi ponovitvami testiranj anti-Xa. Pool vzorec je vzorec, sestavljen
iz ve¢ razli¢nih vzorcev plazme zdruzenih skupaj. Zdruzili smo prvih 30 vzorcev plazme in

na ta nacin s CV ocenili ponovljivost v seriji.

Za dolocanje ponovljivost med serijami smo imeli premalo plazme. Zato smo za 0ceno
ponovljivosti med serijami izmerili koncentracijo kontrole 1 in 2 v obeh serijah z

dvakratno ponovljivostjo in z rezultatom CV kontrol ocenili natan¢nost med serijami.
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3.8.4. Linearnost

Linearnost je opredeljena kot sposobnost metode, da v danem obmocju dobi sprejemljivo
linearno korelacijo med rezultati in koncentracijo merjene snovi v vzorcih. Kot rezultat

lahko podamo koeficient variacije.

Koeficient variacije v seriji meritev lahko znasa do 5%, med serijami meritev pa do 7,1%

(25).
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4. Rezultati in razprava

Z vsakim analizatorjem smo izmerili aktivnost heparina proti faktorju Xa v plazmi 44-ih
pacientov. 31 pacientom smo zraven aktivnosti anti-Xa izmerili $¢ koncentracijo kreatinina
v serumu in izracunalni oceno glomerulne filtracije (0GFR) kreatinina. OGFR smo nato
primerjali z vrednostmi anti-Xa. Paciente smo razdelili v dve skupini, in sicer tiste z 0GFR

>65 mL/min v skupino zdravi, ter zoGFR <65 mL/min v skupino bolni.

Meritve smo statisticno ovrednotili. Statisticno vrednotenje dobljenih rezultatov smo

opravili s statisticnim programom SPSS in Windows Excel.

4.1.  Rezultati meritev za izracun ujemanja nove

metode s primerjalno metodo

Meritve smo naredili v dvojniku, in sicer je bila prva meritev v laboratoriju KOZB

narejena iz svezega vzorca, ostale meritve pa iz zamrznjene plazme (preglednica IV).

Preglednica IV: Rezultati meritev aktivnosti anti-Xa v KOZB in KIKKB.

1. meritev | 2. Mmeritev ;%\:?t';/éie 1. meritev | 2. meritev fncé\;?treﬁfie

& anti-Xa v ant|:Xa V0 anti-xa v anti-Xa v | anti-Xa v anti-Xa v
KOZB kozi KOZB KIKKB — 1 KIKKB 1 1kks
(i.e./mL) (i.e./mL) (i.e/mL) (i.e./mL) (i.e./mL) (i.e/mL)

1 0,64 0,66 0,65 0,82 0,78 0,80

2 0,91 1,00 0,96 1,05 0,97 1,01

3 0,75 0,76 0,76 0,70 0,69 0,70

4 1,13 1,13 1,13 1,18 1,14 1,16

) 0,73 0,75 0,74 0,75 0,74 0,75

6 0,45 0,36 0,41 0,44 0,43 0,44
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7 0,10 0,15 0,13 0,17 0,15 0,16
8 0,30 0,33 0,32 0,41 0,39 0,40
9 0,55 0,55 0,55 0,57 0,54 0,56
10 0,84 1,08 0,96 0,72 0,63 0,68
11 0,00 0,00 0,00 0,05 0,03 0,04
12 0,34 0,29 0,32 0,18 0,17 0,18
13 0,00 0,00 0,00 0,04 0,05 0,05
14 0,23 0,29 0,26 0,34 0,33 0,34
15 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35
16 0,25 0,27 0,26 0,32 0,31 0,32
17 1,09 1,04 1,07 1,07 1,03 1,05
18 0,93 1,01 0,97 1,06 1,00 1,03
19 0,86 0,81 0,84 0,79 0,77 0,78
20 1,12 1,05 1,09 1,18 1,14 1,16
21 0,94 0,98 0,96 1,05 1,01 1,03
22 1,03 1,09 1,06 1,04 1,00 1,02
23 0,00 0,00 0,00 0,01 0,03 0,02
24 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35
25 0,88 0,89 0,89 0,90 0,85 0,88
26 0,53 0,54 0,54 0,53 0,51 0,52
27 0,58 0,59 0,59 0,66 0,61 0,64
28 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35
29 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35
30 0,89 0,84 0,87 0,94 0,89 0,92
31 1,28 1,17 1,23 1,21 1,28 1,25
32 0,04 0,14 0,09 0,17 0,19 0,18
33 0,36 0,51 0,44 0,57 0,67 0,62
34 0,26 0,29 0,28 0,36 0,38 0,37
35 0,98 1,00 0,99 1,11 1,10 1,11
36 0,57 0,83 0,70 0,96 0,95 0,96
37 0,97 0,96 0,97 0,98 1,15 1,07
38 0,97 1,09 1,03 0,86 1,15 1,01
39 0,50 0,56 0,53 0,42 0,62 0,52
40 0,12 0,27 0,20 0,10 0,37 0,24
41 0,57 0,67 0,62 0,50 0,52 0,51
42 0,88 0,84 0,86 0,59 0,60 0,60
43 1,27 1,43 1,35 1,21 1,20 1,21
44 0,62 0,60 0,61 0,55 0,57 0,56
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e Pearsonov korelacijski koeficient

Preglednica V: Rezultat izracuna Kkorelacijskega koeficienta med meritvami aktivnosti anti-
Xa v KOZB in KIKKB.

N Korelacija Signifikantnost

KOZB & KIKKB 44 0,971 0,000

Vrednost korelacijskega koeficienta je 0,971, kar kaZe na zelo visoko pozitivno povezavo
med meritvami (preglednica V). Glede na ta rezultat lahko sklepamo, da nam oba
analizatorja dajeta med sabo zelo podobne rezultate meritev, kar nam omogoca vpeljavo
testa v 24-urni laboratorij ob primerni ponovljivosti rezultatov meritev v seriji in med

serijami.
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Slika 11: Regresijska premica meritev anti-Xa v KOZB in KIKKB.
36



Horvat M.: Vpeljava preiskave anti-Xa v 24-urnem laboratoriju, za namen spremljanja uspe$nosti terapije bolnikov na

nizkomolekularnem heparinu. Diplomsko delo.

o T-test

T-test predpostavlja normalno porazdelitev obeh vzorcev. Ali je ta pogoj izpolnjen smo

preverili s Kolmogorov - Smirnovim testom.

Preglednica VI: Rezultati testa normalnosti porazdelitve meritev anti-Xa v KOZB in KIKKB.

Kolmogorov-Smirnov test

Vrednosti | Df oz. §t. prostostnih | Signifikantnost

stopenj
KOZB 0,109 44 0,200
KIKKB 0,121 44 0,112

Rezultati Kolmogorov-Smirnovega testa kazejo, da so rezultati meritev anti-Xa na obeh

analizatorjih normalno porazdeljeni (p>0,05) (preglednica VI).

Nato postavimo hipotezi:

- nicelna hipoteza Hg=p=po, pravi, da ni signifikantnih razlik med vrednostmi

meritev z enem ali drugim analizatorjem.

- alternativna hipoteza nasprotuje nicelni Hi=p#uo in pravi, da so signifikantne

razlike med vrednostmi meritev na enem in drugem analizatorju.

Preglednica VII: Rezultati parnega t-testa.

Statisti¢ne vrednosti t df | Signifikant
Aritmeticna SD | Standardna | 95% interval zaupanja nost
sredina napaka Najnizia | Najvigja (2-repna)
aritmeti¢ne meja meja
sredine
KOZB - KIKKB -0,01409 | 0,0977 0,01474 | -0,04382 0,01563 | -0,956 43 0,344
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IzraCunana vrednost p znaSa 0,344. Ker je p vrednost vecja od stopnje tveganja a 0,05
(p>a; 0,344>0,05) ni¢elno domnevo obdrzimo in s tem potrdimo, da se vrednosti meritev

med analizatorjema ne razlikujejo (preglednica VI1I).
e Ponovljivost metode v seriji meritev

Natanc¢nost oz. ponovljivost metode smo dolo¢ili v seriji meritev.

Ponovljivost v seriji meritev (CV) izracunamo s pomocjo enacbe:

I’ - SD
CV ¥ =—-"100 (Enacba 4)
X

Kjer je SD standardna deviacija in x aritmeticna sredina.

Standardno deviacijo izra¢unamo s pomocjo enacbe:

2 (x,— %)’

n-1 , (Enacba 5)

SD =

Kjer je x, posamezna vrednost in n stevilo vrednosti.

SD opisuje povpre¢no oddaljenost vsakega rezultata (vsake toCke v krivulji) od srednje

vrednosti. SD je merilo natan¢nosti.

Za oceno ponovljivosti metode v seriji smo naredili tako imenovani pool vzorec

(preglednica VIII).
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Preglednica VIII: Vrednosti anti-Xa, izmerjene iz tako imenovanega pool vzorca plazme, za

dolocanje ponovljivosti metode v seriji.

&t . Anti-Xa
meritev mA/min (i.e./mL)
1 201,2 0,916
2 186,5 0,984
3 190,1 0,967
4 193,0 0,950
5 184,4 0,995
6 197,5 0,933
7 186,8 0,983
8 189,3 0,971
9 189,9 0,968
10 192,9 0,955
11 190,5 0.965
12 192,7 0,955
13 196,9 0,936
14 191,8 0,959
15 196,3 0,938
16 196,7 0,936
17 195,8 0,941
18 194,7 0,946
19 198,4 0,929
20 191,3 0,962

IzraGunane vrednosti:

X = 0,954
SD =0,020
CV=21%

Koeficient variacije znasa 2,1%, kar pomeni, da je ponovljivost v seriji dobra, saj mora biti

CV pri uvajanju nove metode manjsi od 5%.
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e Ponovljivost metode med serijami meritev

Proizvajalec reagentov doloca, da je koeficient variacije med serijami za kontrolo 1 lahko
najve¢ 2%, za kontrolo 2 pa 3%. V 24-urnem laboratoriju nismo izvedli meritev
ponovljivosti med serijami, saj smo imeli na razpolago premalo plazme. V primeru, da bi
plazme shranjevali, bi jih bilo potrebno najprej zamrzniti, potem iz njih narediti pool,
alikvotirati in ponovno zamrzniti, kar bi vplivalo na to¢nost meritev zaradi dvakratnega

zamrzovanja.

Ponovljivost metode med serijami bodo v KIKKB izmerili iz kontrol v ¢asu vpeljave

preiskave, vsaj dva tedna, vsakih 24 ur.

Za primerjavo pa podajamo koncentracije heparinskih kontrol izmerjene znotraj serije

(preglednica IX).

Preglednica IX: I1zmerjene koncentracije heparinske kontrole 1 in heparinske kontrole 2.

Koncentracija kontrole 1 Koncentracija kontrole 2
(i.e./mL) (i.e./mL)
0,37 0,78
0,37 0,78
0,36 0,82
0,37 0,78

Kontrola 1:
x = 0,3675
SD = 0,005

CV=14%
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Kontrola 2:
x =0,79
SD =0,02

CV =25%

Iz rezultatov je razvidno, da sta koeficienta variacije za kontrolo 1 in 2 znotraj serije
skladna s predpisom, ki ga zahteva protokol za oceno ustreznosti koeficienta variacije med
serijami. Glede na ta rezultat sklepamo, da bo tudi koeficient variacije med serijami

ustrezen.

4.2.  Vplivzamrzovanja plazme na rezultate meritev

anti-Xa

Preglednica X: Meritve anti-Xa iz sveZe in zamrznjene plazme v KOZB.

) ) 2. meritev anti-Xav | g, . . Razlika v
. 1. meritev anti-Xa | k0ZB iz Stevilo dniy ko | o iun ot med
St v KOZB iz svefe | zamrznjene plazme | 1 il vzorec zamrznjenim in
plazme (i.e./mL) (i.e./mL) zamrznjen sveZim vzorcem
1 0,64 0,66 26 0,02
2 0,91 1,00 26 0,09
3 0,75 0,76 22 0,01
4 1,13 1,13 22 0,00
5 0,73 0,75 22 0,02
6 0,45 0,36 22 -0,09
7 0,10 0,15 21 0,05
8 0,30 0,33 21 0,03
9 0,55 0,55 21 0,00
10 0,84 1,08 21 0,24
11 0,00 0,00 21 0,00
12 0,34 0,29 21 -0,05
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13 0,00 0,00 21 0,00
14 0,23 0,29 21 0,06
15 1,35 1,35 20 0,00
16 0,25 0,27 19 0,02
17 1,09 1,04 19 -0,05
18 0,93 1,01 18 0,08
19 0,86 0,81 18 -0,05
20 1,12 1,05 17 -0,07
21 0,94 0,98 17 0,04
22 1,03 1,09 17 0,06
23 0,00 0,00 17 0,00
24 1,35 1,35 17 0,00
25 0,88 0,89 12 0,01
26 0,53 0,54 12 0,01
27 0,58 0,59 12 0,01
28 1,35 1,35 11 0,00
29 1,35 1,35 8 0,00
30 0,89 0,84 8 -0,05
31 1,28 1,17 23 -0,11
32 0,04 0,14 23 0,10
33 0,36 0,51 23 0,15
34 0,26 0,29 23 0,03
35 0,98 1,00 23 0,02
36 0,57 0,83 23 0,26
37 0,97 0,96 17 -0,01
38 0,97 1,09 15 0,12
39 0,50 0,56 15 0,06
40 0,12 0,27 14 0,15
41 0,57 0,67 10 0,10
42 0,88 0,84 10 -0,04
43 1,27 1,43 2 0,16
44 0,62 0,60 2 -0,02
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e Pearsonov korelacijski koeficient

Preglednica XI: Statistino ovrednotenje sveZega in zamrznjenega vzorca plazme iz KOZB.

Povprecje df SD Korelacija
SVEZ 0,71 44 0,43 0.98
ZAMRZNJEN 0,73 44 0,41 ’

Vrednost korelacijskega koeficienta med svezo in zamrznjeno plazmo je 0,98, kar kaze na
zelo visoko pozitivno povezavo med meritvami. Opazimo pa, da 77,3% vrednosti meritev

zamrznjene plazme v primerjavi s svezo plazmo daje visje ali enake rezultate (preglednica
X, XI).
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Slika 12: Regresijska premica meritev anti-Xa v KOZB iz sveZe in zamrznjene plazme.
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o T-test

Najprej preverimo ali se rezultati meritev anti-Xa iz sveZe in zamrznjene plazme

porazdeljujejo normalno.

Preglednica XlI: Rezultati testa normalnosti porazdelitve aktivnosti anti-Xa iz sveZze in

zamrznjene plazme.

Kolmogorov-Smirnov test

Vrednosti df Signifikantnost
SVEZ 0,109 44 0,200
ZAMRZNJEN 0,098 44 0,200

Rezultati Kolmogorov-Smirnovega testa kazejo, da so meritve anti-Xa iz sveze in

zamrznjene plazme normalno porazdeljene (p>0,05) (preglednica XII).

Nato postavimo hipotezi:

- nicelna hipoteza Hy=u=p, pravi, da ni signifikantnih razlik med vrednostmi meritev

anti-Xa iz sveze in zamrznjene plazme.

- alternativna hipoteza nasprotuje nicelni Hij=p#uo in pravi, da so signifikantne

razlike med vrednostmi meritev anti-Xa iz sveze in zamrznjene plazme.
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Preglednica XIII: Rezultati parnega t-testa.

StatistiCne vrednosti t df | Signifikant
Aritmeticna | SD | Standardna 95% interval nost
sredina napaka zaupanja (2-repna)

aritmeticne | Najnizja | Najvisja

sredine meja meja

SVEZ-ZAMRZNJEN -0,02] 0,12 0,02 -0,06 0,01 -1,37 43 0,18

Izracunana vrednost p znasa 0,18. Ker je p vrednost ve¢ja od stopnje tveganja a 0,05 (p>o;
0,18>0,05) ni¢elno domnevo obdrzimo s tem potrdimo, da se vrednosti meritev anti-Xa

med svezo in zamrznjeno plazmo signifikantno ne razlikujejo (preglednica XIII).

4.3.  Vpliv okvare ledvic na aktivnost anti-Xa v

plazmi

Stevilne $tudije so pokazale, da je NMH v primerjavi z nefrakcioniranim heparinom
varnejsi in uinkovitejSi. Vendar pa je njihova uporaba omejena pri bolnikih z ledvi¢no
odpovedjo zaradi kopi¢enja NMH. NMH se izloca izklju¢no preko ledvic, zato
predvidevamo, da bo ob oslabljenem delovanju ledvic anti-Xa aktivnost vi§ja od anti-Xa

aktivnosti zdravih ljudi.

Za ocenjevanje delovanja ledvic ter za opredelitev stopnje kroni¢ne ledvicne bolezni
uporabljamo tako imenovano oceno glomerulne filtracije (0GFR). Za izracun 0GFR

najpogosteje uporabljamo koncentracijo serumskega kreatinina.
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Preglednica XIV: Meritve koncentracije kreatinina in anti-Xa v serumu ter izra¢unana ocena

glomerulne filtracije zdravih preiskovancev.

Zaporedna Starost Efer;iier:}tr::dja 0GFR>65 Anti-Xa
$t. pacienta | SPO! (plizgma (umol/L) (mL/min) (i.e./mL)
1 M 31 44 90 0,65
2 7 82 62 80 0,74
3 V4 32 41 90 0,13
4 Z 28 65 90 0,32
5 7 33 31 90 0,55
6 7 32 35 90 0,96
7 Z 31 50 90 0,26
8 V4 61 61 87 0,26
9 M 31 46 90 0,89
10 Z 37 45 90 0,54
11 M 80 76 88 0,59
12 Z 29 65 90 1,35
13 M 76 81 80 0,87
14 Z 26 82 90 0,09
15 V4 37 43 90 0,99
16 Z 29 62 90 0,70
17 Z 32 48 90 0,97
18 V4 31 80 90 1,03
19 Z 32 48 90 0,53

Preglednica XV: Meritve koncentracije kreatinina in anti-Xa v serumu ter izracunana ocena

glomerulne filtracije pacientov z ledvi¢no okvaro.

Koncentracija .
Zaporedna | Spol Starostt kreatinina J oGER <65 | Anti-Xa
§t. pacient pacienta mL/min ;
e (leta) (umol/L) ( ) (i.e/mL)
1 M 45 142 47 1,00
2 Z 78 163 36 1,13
3 Z 60 732 5 0,41
4 M 69 109 58 0,00
5 M 66 176 34 0,32
6 Z 86 81 58 1,35
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7 Z 71 161 27 1,07
8 M 64 187 32 0,97
9 Z 51 133 34 0,84
10 M 46 138 48 1,09
11 M 79 100 63 1,35
12 M 46 144 46 1,23
13 M 86 181 31 0,86

e Mann-Whitneyev U test in T-test

S Kolmogorov-Smirnovim testom smo preverili ali se meritve anti-Xa in izracuni 0GFR

porazdelujejo normalno.

Preglednica XVI: Rezultati testa normalnosti porazdelitve meritev anti-Xa in izra¢unanega
oGFR.

Kolmogorov-Smirnov test
Vrednosti df Signifikantnost
OGFR - zdravi 0,451 19 0,000
0GFR - bolni 0,137 13 0,200
anti-Xa - zdravi 0,105 19 0,200
anti-Xa - bolni 0,217 13 0,094

Rezultati Kolmogorov-Smirnovega testa kazejo, da se rezultati izratunov 0GFR zdravih
ljudi statisti¢no znacilno razlikujejo od normalne porazdelitve (p<0,05) (preglednica XVI).
Zato smo v nadaljevanju uporabili neparametri¢ni Mann-Whitney U test za oceno razlik v
povprec¢nih vrednostih med skupinama.

Anti-Xa vrednosti zdravih in bolnih ljudi so normalno porazdeljene (p>0,05). Zato smo za

izraCun razlik v meritvah anti-Xa zdravih in bolnih ljudi uporabili t-test.
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o Mann-Whitneyev U test
Postavimo hipotezi o oGFR ledvic:

- niCelna hipoteza Ho=p=po pravi, da med zdravimi in bolnimi preiskovanci z

ledvi¢no odpovedjo ni statisti¢no znacilnih razlik v hitrosti glomerulne filtracije .

- alternativna hipoteza nasprotuje nicelni Hi=p#po in pravi, da so signifikantne
razlike v hitrosti glomerulne filtracije med zdravimi in bolnimi preiskovanci z

ledvi¢no odpovedjo.

Preglednica XVII: Rezultati Mann-Whitneyevega U testa.

oGRF
Mann-Whitney U 0,000
Wilcoxon W 78,000
4 -4,824
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 0,000

[zra¢unana vrednost p znaSa 0,000. Ker je vrednost p manjSa od stopnje tveganja o 0,05
(p<a; 0,00<0,05) ni¢elno domnevo zavrzemo in s tem potrdimo, da se izraCunane vrednosti
0oGFR med zdravimi in bolnimi pacienti statisticno signifikantno razlikujejo (preglednica

XVI).
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Preglednica XVIII: Statisti¢ne vrednosti oGFR zdravih in bolnih preiskovancev.

Vrednosti | Std. napaka
Aritmeti¢na sredina 88,0769 1,02820
95% interval zaupanja za NajniZja vrednost 85,8367
OGFR - zdravi aritmeti¢no sredino Najvisja vrednost 90,3172
Minimum 80,00
Maksimum 90,00
Aritmeti¢na sredina 39,9231 4,35075
95% interval zaupanja za NajniZja vrednost 30,4436
O0GFR - bolni  aritmeti¢no sredino Najvisja vrednost 49,4025
Minimum 50,00
Maksimum 63,00

Aritmeti¢na sredina oGFR pri zdravih pacientih je 88,1 mL/min, pri bolnih pacientih pa
39,9 mL/min (preglednica XVIII).

o T-test
Postavimo hipotezi:

- nicelna hipoteza Hy=p=p pravi, da med zdravimi in bolnimi pacienti z ledvicno

odpovedjo ni statisticno znacilnih razlik v aktivnosti anti-Xa.

- alternativna hipoteza nasprotuje nicelni Hy=p<po in pravi, da imajo pacienti z

ledvi¢no odpovedjo visjo aktivnost anti-Xa, kot zdravi preiskovanci.

Preglednica X1X: Rezultati neodvisnega t-testa.

StatistiCne vrednosti t df | Signifikantnost
Aritmeti¢na SD Standardna 95% interval (1-repna)
sredina napaka zaupanja

aritmeticne | Najnizja | Najvisja

sredine meja meja

Anti-Xa -0,24016 | 0,24016 0,13371] -0,51323| 0,03291]| -1,796 30 0,041
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Izra¢unana vrednost p znasa 0,041 (preglednica XIX). Ker je p vrednost manjsa od stopnje
tveganja a 0,05 (p<a; 0,041>0,05) nicelno domnevo zavrzemo in sprejmemo alternativno
hipotezo. S tem smo potrdili Stevilne farmakokineti¢ne $tudije, da je aktivnost anti-Xa
manjsa pri zdravih ljudeh kot pri ljudeh z ledvi¢no okvaro. Anti-Xa je negativno korelirana

s kreatininskim oc¢istkom.

Preglednica XX: Statisti¢ne vrednosti anti-Xa zdravih in bolnih preiskovancev.

Vrednosti | Std. napaka
AritmetiCna sredina 0,6537 0,07840
95% interval zaupanja za Najnizja vrednost 0,4890
Anti-Xa - zdravi aritmeti¢no sredino Najvisja vrednost 0,8184
Minimum 0,09
Maksimum 1,35
AritmetiCna sredina 0,8938 0,11430
95% interval zaupanja za Najnizja vrednost 0,6448
Anti-Xa - bolni  aritmeti¢no sredino Najvisja vrednost 1,1429
Minimum 0,00
Maksimum 1,35

Aritmeti¢na sredina anti-Xa pri zdravih preiskovancih je 0,65 i.e./mL, pri bolnih pacientih
pa 0,89 i.e./mL (preglednica XX).
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5. Sklepi

V okviru diplomske naloge smo prisli do sklepov,:

e da CS-2100i, proizvajalca SYSMEX v KOZB in BCS XP, proizvajalca DADE
BEHRING v KIKKB dajeta med sabo zelo podobne rezultate meritev. To smo

potrdili s Pearsonovim korelacijskim koeficientom, ki znaSa 0,97.

e da ni signifikantnih razlik med vrednostmi meritev anti-Xa med analizatorjema. To

hipotezo smo potrdili s t-testom in izracunali, da je vrednost p>a.

e da je ponovljivost metode v seriji, dobljena iz tako imenovanega pool vzorca,
primerna za uvedbo anti-Xa v 24-urni laboratorij. Koeficient variacije v seriji je

2,1% in ustreza zahtevi, da mora biti pri uvajanju nove metode v laboratorij manjsi

od 5%.

e da bo potrebno narediti meritve ponovljivosti metode med serijami, ko se bo
metoda uvajala v laboratorij. Glede na vrednost koeficienta variacije heparinske
kontrole 1 in 2 v seriji domnevamo, da bodo vrednosti ponovljivosti kontrol med

serijami ustrezne.

e da je korelacijski koeficient med meritvami anti-Xa iz sveze in zamrznjene plazme
visok, in sicer znasa 0,98. Opazimo pa, da kar 77,3% meritev anti-Xa iz zamrznjene

plazme v primerjavi s svezo plazmo daje visje oz. enake rezultate.
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da ni signifikantnih razlik med vrednostmi meritev anti-Xa iz sveze in zamrznjene

plazme. To hipotezo smo potrdili s t-testom in izracunali, da je vrednost p>o.

da je hitrost glomerulne filtracije, izra¢unana iz serumske koncentracije kreatinina,
pri bolnikih z ledvi¢no odpovedjo zmanjsana. To smo potrdili z Mann-Whitneyev
U testom. V nasi Studiji je bila aritmeti¢na sredina oGFR pri zdravih pacientih za

48,2 mL/min visja kot pri bolnih pacientih.

da hitrost glomerulne filtracije vpliva na aktivnost anti-Xa. Z neodvisnim t-testom
smo potrdili, da je aktivnost anti-Xa manjs$a pri zdravih ljudeh kot pri ljudeh z

ledvi¢no okvaro.
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