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1.1. Trombociti

Trombociti nastaju iz najvecih stanica kostane srzi megakariocita. Citoplazma megakariocita
se fragmentira u samoj koStanoj srzi 1 nastaju sitne krvne plocCice diskoidnog oblika zvane
trombociti. Njihov promjer iznosi izmedu 1 1 4 um. Normalna koncentracija trombocita u krvi
iznosi 150 — 300 x 10°/L (1). Trombociti ne sadrze jezgru, no unato¢ tome imaju mnoga
funkcionalna svojstva jer sadrze brojne proteine prethodno sintetizirane u megakariocitima.
Gradeni su od membrane i citoplazme s granulama. Membrana je negativnho nabijena, a
izgraduju je glikoproteini, glikolipidi, fosfolipidi 1 kolesterol. Membranu obavija omotac koji
se naziva glikokaliks, a ispod membrane se nalaze filamenti aktina i miozina i mikrotubuli.
Njihova uloga je izgradnja skeleta trombocita, odrzavanje diskoidnog oblika trombocita,
omogucavanje kretanja, te, po potrebi, promjena oblika trombocita. Citoplazma sadrzi dvije
vrste granula: alfa granule 1 guste granule. Alfa granule sadrze trombocitne ¢imbenike i
¢imbenike zgrusavanja poput faktora V, faktora XI, fibrinogena i von Willebrandovog faktora.
Guste granule sadrze aktivne tvari i metabolite, pri ¢emu se isticu ADP, ATP, kalcij i serotonin.

Glavna funkcija trombocita je sudjelovanje u hemostazi (2, 3).

1.2. Hemostaza

Hemostaza je sloZeni fizioloski proces koji zaustavlja krvarenje stvaranjem ugruska na mjestu
ozljede krvne zile i tkiva, a u odsustvu ozljede odrzava krv u tekucem stanju. Pretjerana
aktivnost hemostatskog sustava ili nedostatak fizioloskih inhibitora zgruSavanja moze dovesti
do patoloskih trombotickih dogadaja poput mozdanog udara, infarkta miokarda, arterijske ili
duboke venske tromboze 1 pluéne embolije (4). Hemostatski sustav dijeli se na sustav
zgruSavanja 1 fibrinoliticki sustav. ZgruSavanje krvi dijeli se na primarnu hemostazu i
sekundarnu hemostazu (5). Za uspjeSnu hemostazu potrebno je zajednicko djelovanje
endotelnih stanica krvnih Zila, trombocita, faktora zgrusavanja i von Willebrandovog faktora.
Primarna i sekundarna hemostaza se dogadaju istovremeno, te su to procesi koji su medusobno
vrlo povezani (6). U primarnoj hemostazi dolazi do kontrakcije krvne zile i1 stvaranja
trombocitnog ugruska na mjestu ozljede. U sekundarnoj hemostazi nastaje fibrin koji u¢vrséuje

ranije nastali trombocitni ugrusak. U posljednjoj fazi hemostaze, fazi fibrinolize, nastali fibrin
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se razgraduje 1 uklanja pomocu fibrinolitickog sustava kako bi se sprijeCilo prekomjerno

stvaranje fibrina i osiguralo da se ugrusak stvara samo na mjestu ozljede (5).

1.3. Primarna hemostaza

Unutrasnjost krvnih zila obloZena je tankim slojem endotelnih stanica. Endotel se nalazi izmedu
stijenke krvne zile i1 krvi koja cirkulira kroz krvne zile (7). Pri normalnom toku krvi trombociti
se nalaze u blizini stijenke krvnih zila. To omoguéuje brzi odgovor trombocita u slucaju ozljede,
a samim time 1 pocetak reakcije hemostatskog sustava (8). Ovaj proces moze se podijeliti na tri

klju¢na koraka, a to su:

1. Adhezija trombocita
2. Aktivacija trombocita

3. Agregacija trombocita

Adhezija trombocita je prvi korak odgovora hemostatskog sustava na ozljedu. Ovim procesom
trombociti iz krvi prianjaju na kolagen u subendotelu. Za navedenu reakciju neophodni su
receptori na trombocitima, pri ¢emu se istice glikoproteinski kompleks GP Ib/IX/V. Njegova
uloga je vezanje na von Willebrandov faktor. Von Willebrandov faktor sadrzi i vezno mjesto za
kolagen. Vezanje kolagena na von Willebrandov faktor ve¢ povezan s glikoproteinskim
kompleksom GP Ib/IX/V rezultira stvaranjem veze izmedu trombocita 1 kolagena (5, 8).
Aktivacija trombocita obiljeZena je promjenama trombocita koje mogu biti i funkcionalne i
morfoloSke. Morfoloske promjene odnose se na promjenu oblika trombocita pri ¢emu se tipi¢an
diskoidni oblik trombocita zamjenjuje sfericnim oblikom s izdancima. Glikoprotein VI glavni
je receptor koji sudjeluje u aktivaciji trombocita na kolagenu. Vezanjem glikoproteina VI za
kolagen se aktivira sustav unutarstanicne signalizacije i zapo€inje sekrecija alfa i gustih granula
u trombocitima. 1z gustih granula se lu¢i ADP. Uz pomo¢ ADP-a trombocitni receptor
P2Y;, odrzava proces aktivacije trombocita (5, 9). Osim toga, ADP, zajedno s tromboksanom
A,, sudjeluje kao agonist u procesu agregacije trombocita. To je posljednji proces primarne

hemostaze i rezultira sljepljivanjem trombocita ¢ime se stvara trombocitni ugruSak.

1.4. Ispitivanje poremecaja primarne hemostaze

Za ispitivanje poremecaja primarne hemostaze ne postoji puno pretraga na raspolaganju.

Najcesce pretrage koje se izvode su vrijeme krvarenja, agregacija trombocita s razliCitim

2
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agonistima 1 odredivanje aktivnosti von Willebrandovog faktora. Zbog niske dijagnosticke
osjetljivosti 1 specifi¢nosti vremena krvarenja, neprestano se traga za pretragom koja bi bila
probirna i sveobuhvatna pretraga za poremecaje primarne hemostaze, a istovremeno imala
visoku specifi¢nost i osjetljivost (10). Jedno od rjeSenja je analizator funkcije trombocita (engl.
platelet function analyzer, PFA). To je analizator koji pomocu jedinstvene tehnologije oponasSa
hemodinamske uvjete pri leziji krvne zile i na taj nacin ispituje adheziju i agregaciju trombocita

(11).

1.4.1. Analizator funkcije trombocita PFA-200

Analizator funkcije trombocita Innovance PFA-200 proizvodaca Siemens (Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Njemacka) je dio sustava koji se ¢esto skraceno naziva PFA-200. PFA-
200 sustav sastoji se od analizatora funkcije trombocita i testnih ulozaka. Postoji nekoliko vrsta
testnih ulozaka, a u ovom istrazivanju su koristeni testni ulosci obloZeni agonistima trombocita
kolagen/adrenalin (COL/EPI) 1 testni uloSci obloZeni agonistima trombocita kolagen/ADP
(COL/ADP). Oni su gradeni od nekoliko dijelova, ukljucuju¢i kapilaru, spremnik uzorka i
biokemijski aktivnu membranu sa kruznim otvorom u sredini (12). Za analizu krvi jednog
ispitanika na oba testna uloska potrebno je 1600 pL krvi. Nakon prenoSenja krvi u spremnik za
uzorak na analizatoru zapoc€inje analiza koja je automatizirana. Prvi korak analize je aspiracija
krvi iz spremnika uzorka kroz kapilaru i kruzni otvor pri ¢emu se trombociti izlaZzu simulaciji
hemodinamskih uvjeta pri leziji krvne Zile. Na membrani testnog uloSka trombociti adheriraju
na kolagen ¢ime zapocinje proces aktivacije trombocita. Ovisno o tome koja se vrsta testnog
uloska rabi u analizi, membrana je, uz kolagen, obloZena i adrenalinom ili ADP-om. Nakon
kontakta s navedenim agonistima trombocita, trombociti kre¢u otpustati granule. Sekrecija
granula rezultira agregacijom, odnosno medusobnim sljepljivanjem trombocita, ¢ime se formira
trombocitni ugrusak na otvoru. On uzrokuje smanjenje protoka krvi koje postupno dovodi do
potpunog zaustavljanja protoka krvi. Upravo ovo vrijeme potrebno za stvaranje trombocitnog
ugruska, vrijeme zatvaranja (engl. closure time, CT), se koristi kao mjera funkcije trombocita
na analizatoru PFA-200 (12). Upravo zbog moguénosti oponasanja hemodinamskih uvjeta pri
leziji krvne Zile ovaj analizator je odlicna metoda za ispitivanje poremecaja primarne
hemostaze. Pomoc¢u PFA otkrivaju se steceni, nasljedni ili lijekovima inducirani poremecaji
primarne hemostaze (11). PFA je takoder osjetljiv na nedostatak ili poremecaj funkcije von

Willebrandova faktora, §to ga ¢ini dobrim sudionikom u dijagnostici von Willebrandove bolesti

(13).
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1.5. Von Willebrandov faktor

Von Willebrandov faktor je glikoprotein plazme koji se sintetizira u endotelnim stanicama i
megakariocitima. Nakon sinteze se izluCuje izravno u krv ili se pohranjuje u Wiebel-Palade
tijelima (14). Nakon ozljede endotela pohranjeni von Willebrandov faktor se otpusta. Tada
pocinje obavljati svoju osnovnu funkciju, a to je posredovanje u adheziji trombocita u primarnoj
hemostazi. Vaznu ulogu ima i u sekundarnoj hemostazi gdje sudjeluje kao nosa¢ faktora
zgrusavanja FVIII u cirkulaciji 1 spreCava njegovu razgradnju (15). Manjak von Willebrandova
faktora u krvnoj plazmi ili poremecaj njegove funkcije (smanjena aktivnost) uzrokuju von
Willebrandovu bolest. To je naje$¢i nasljedni poremecéaj zgrusavanja krvi kod ljudi.
Istrazivanja su pokazala da ¢ak 1 % opée populacije boluje od ove bolesti (16). Najcesci
simptomi bolesti su krvarenje u sluznicu i kozu, izrazito obilne menstruacije kod Zena, pojacano

krvarenje iz rana i nakon stomatoloskih zahvata, te postoperativno krvarenje (17).

1.6. Verifikacija referentnih intervala

Prilikom uvodenja nove metode u rutinski rad klini¢kog laboratorija potrebno je odrediti
referentne intervale s kojima ¢e se usporedivati rezultati analize uzoraka pacijenata. Izrada
referentnih intervala je izuzetno zahtjevan 1 ekonomski neisplativ proces. Upravo iz tih razloga
se velik broj laboratorija odlu¢i preuzeti 1 verificirati referentne intervale koje je odredio
proizvodac (18). Institut za klinicko laboratorijske standarde (engl. The Clinical & Laboratory
Standards Institute, CLSI) je izdao dokument koji sadrzi preporuke koje se odnose na
definiranje, uspostavljanje 1 verifikaciju referentnih intervala. Ove preporuke opisuju tri na¢ina
verifikacije referentnih intervala. Prvi nacin je metoda subjektivne procjene. Ova metoda
primjenjiva je samo u slucaju velike slicnosti predanalitickih koraka, laboratorijskih metoda i
obiljezja populacije izmedu laboratorija koji provodi postupak verifikacije referentnih intervala
1 laboratorija koji je izdao referentne intervale. Samo u ovom slucaju nije potrebna analiza
uzoraka referentnih osoba, ali ova metoda se ne upotrebljava ¢esto. Drugi nacin je verifikacija
pomocu velike skupine referentnih osoba pri ¢emu se analiza vr$i na uzorcima od 60 do 120
osoba. Broj potrebnih uzoraka je vrlo visok i slican onome koji je potreban za pocetno
odredivanje referentnih intervala, pa se ni ovaj nac¢in ne koristi Cesto. Najcesce koriSteni nacin
verifikacije referentnih intervala je verifikacija pomoc¢u male skupine referentnih osoba. U
ovom slucaju prikupljaju se uzorci od 20 osoba koje zadovoljavaju sve kriterije postavljene za

referentnu populaciju. Ako < 2 od 20 uzoraka odstupaju od referentnih intervala, oni se mogu
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prihvatiti 1 koristiti. Ako 3 ili 4 uzorka odstupaju od referentnih intervala, potrebno je prikupiti
dodatnih 20 uzoraka od osoba koje zadovoljavaju sve kriterije postavljene za referentnu
populaciju i na njima izvrSiti analize. Ako > 5 uzoraka odstupa od referentnih intervala oni se

odbijaju i potrebno je izraditi nove referentne intervale za ispitivanu populaciju (19).
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Ciljevi ovog istrazivanja su:
1. Verificirati referentne intervale preuzete od proizvodaca analizatora PFA-200 za:

a) vrijeme potrebno za nastanak trombocitnog ugruska, tzv. vrijeme zatvaranja (engl. closure
time, CT) nakon aktivacije trombocita uporabom testnih ulozaka oblozenih agonistima

trombocita kolagen/adrenalin (COL/EPI).

b) vrijeme potrebno za nastanak trombocitnog ugruska, tzv. vrijeme zatvaranja (engl. closure
time, CT) nakon aktivacije trombocita uporabom testnih ulozaka obloZenih agonistima

trombocita kolagen/ADP (COL/ADP).

2. Odrediti aktivnost von Willebrandovog faktora i ispitati korelaciju s rezultatima analize na

analizatoru funkcije trombocita PFA-200.
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3.1. Ustroj studije
Ovo istrazivanje provedeno je u obliku presjecne studije. To je opisno istrazivanje koje se izvodi
u jednoj odredenoj vremenskoj tocki i rezultira uvidom u stanje populacije koja se istrazuje, a

provodi se nad skupinom ispitanika koja pripada ciljanoj populaciji (20).

3.2. Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo 20 zdravih dobrovoljaca (muskaraca i zena), dobi od 18 do 51 godine,
bez akutnih i kroni¢nih bolesti i koji deset dana prije vadenja krvi nisu uzimali sljedece lijekove:
nesteroidne antireumatske lijekove, antibiotike, antihipertenzive, diuretike, beta blokatore,
blokatore kalcijevih kanala, vazodilatatore (nitroglicerin i nitroprusid) i psihofarmake. Svi

ispitanici bili su obavijesteni o istrazivanju i dobrovoljno su pristali sudjelovati u istrazivanju.

3.3. Materijal

Uzorci venske krvi dobrovoljaca prikupljeni su venepunkcijom u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Osijek izmedu 7:30 i 10 sati ujutro,
nataste. Uzorci krvi uzeli su se na antikoagulans 3,2 %-tni puferirani natrijev citrat u BD
Vacutainer (BD, New Jersey, SAD). Omjer krvi i antikoagulansa bio je 9 : 1. Svi prikupljeni
uzorci su bili adekvatni prema kriterijima kvalitete. Za istraZivanje su se koristili uzorci pune
krvi 1 krvne plazme ispitanika koji su bili na sobnoj temperaturi do analize. Krvna plazma je

pripremljena centrifugiranjem krvi tijekom 15 minuta na 1500 x g na sobnoj temperaturi.

3.4. Metode

Na analizatoru funkcije trombocita PFA-200 se iz pune krvi ispitanika izmjerilo vrijeme
potrebno za nastanak trombocitnog ugruska nakon aktivacije trombocita uporabom testnih
ulozaka oblozenih agonistima trombocita kolagen/adrenalin 1 kolagen/ADP. Ova analiza
ucinjena je u roku od 2 h nakon uzorkovanja krvi. Iz krvne plazme ispitanika se odredila
aktivnost von Willebrandovog faktora s reagensom Innovance VWF Ac na uredaju Sysmex CS-

2500. Ova analiza je odradena je u roku od 4 h od uzorkovanja.
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3.4.1. Analizator funkcije trombocita PFA-200

Analizator funkcije trombocita Innovance PFA-200 proizvodaca Siemens (Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Njemacka) koristio se za procjenu funkcije trombocita zajedno s testnim
uloScima oblozenim s agonistima trombocita kolagenom i adrenalinom (COL/EPI), te
kolagenom i ADP-om (COL/ADP). Testni uloSci se, izvan vremena uporabe, pohranjuju u
hladnjaku. 15 minuta prije analize svakog uzorka krvi ispitanika ovog istrazivanja testni uloSci
su se izvadili iz hladnjaka kako bi se zagrijali na sobnoj temperaturi i pripremili za uporabu.
Svaki uzorak krvi ispitanika bio je obiljeZzen brojem koji se zajedno s podatcima o ispitaniku
upisao u program analizatora. S testnih ulozaka je uklonjena zastitna folija i postavili su se na
karusel analizatora funkcije trombocita PFA-200. Nakon toga, epruveta pune krvi se
promijesala 3 - 4 puta i u spremnik za uzorak na kaseti testnog uloska automatskom pipetom se
prenijelo 800 pL krvi. Za potpunu analizu krvi jednog ispitanika bilo je potrebno 1600 pL krvi,
odnosno 800 puL za testni ulozak COL/EPI i 800 pL za testni ulozak COL/ADP. Nakon
pripreme uzoraka zapocela je analiza koja je automatizirana. Krajnji cilj analize je formiranje
trombocitnog ugruska na otvoru Sto rezultira potpunim zaustavljanjem protoka krvi. Upravo
ovo vrijeme potrebno za stvaranje trombocitnog ugruska, vrijeme zatvaranja (engl. closure
time, CT), se koristi kao mjera funkcije trombocita na analizatoru PFA-200. Ovim istraZzivanjem
uzastopno se mjerilo vrijeme zatvaranja na testnim uloscima COL/EPI i COL/ADP iz uzorka

krvi jednog ispitanika. Po zavrSetku analize rezultati su se zabiljezili, a testne kasete uklonile.

3.4.2. Aktivnost von Willebrandovog faktora

Aktivnost von Willebrandovog faktora odredena je imunoturbidimetrijskom metodom.
Upotrijebljen je reagens Innovance VWF Ac proizvodaca Siemens (Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Njemacka) i automatski koagulacijski analizator Sysmex CS-2500
proizvodaca Sysmex (Sysmex Corporation, Norderstedt, Germany) prema izvornom protokolu
proizvodaca reagensa. Reagens Innovance VWF Ac sadrZi Cestice polistirena obloZene
antitijelima protiv glikoproteina Ib. GPIb je glavni receptor za von Willebrandov faktor na
trombocitima. Pri analizi se u reakciju dodaje rekombinantni GPIb koji se veze na antitijela
protiv GPIb-a i na von Willebrandov faktor iz uzorka ispitanika. Ovim vezanjem dolazi do
reakcije aglutinacije Cestica Sto se mjeri porastom apsorbance. Promjena apsorbance korelira s
koli¢inom, tj. aktivno$¢u von Willebrandovog faktora u uzorku ispitanika (21). Kalibracijska
krivulja s kojom je utvrden odnos aktivnosti von Willebrandovog faktora i promjene apsorbance

je nacinjena sa humanom plazmom SHP proizvodaca Siemens (Siemens Healthcare

8
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Diagnostics, Marburg, Njemacka), a unutarnja kontrola kvalitete je provedena prije svakog
mjerenja s kontrolnim plazmama Control N ili Control P proizvodaca Siemens (Siemens

Healthcare Diagnostics, Marburg, Njemacka).

3.5. StatistiCke metode

Za statisticku analizu koristio se statisticki program MedCalc Statistical Software (inacica
22.007, MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; 2023). Podatci su opisani deskriptivnom
statistikom. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Numericke varijable koje slijede normalnu raspodjelu opisane su aritmetickom sredinom i
standardnom devijacijom, a numeric¢ke varijable koje ne slijede normalnu raspodjelu opisane
su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Medusobna povezanost numeri¢kih
varijabli testirana je i opisana Spearmanovim koeficijentom korelacije. Razina statisticke

znacajnosti bila je postavljena na p = 0,05.



4. REZULTATI

4. REZULTATI

Rezultati analize dobiveni na analizatoru PFA-200 uz uporabu kolagen/adrenalin testnog uloska
prikazani su u Tablici 1. Izmjerene vrijednosti nalaze se u intervalu od 81 do 188 sekundi, te
prema Shapiro-Wilkovom testu odstupaju od normalne raspodjele. Vrijednost medijana iznosi
108, a interkvartilni raspon kre¢e se od 100 do 119 sekundi. PredloZeni referentni interval za
ovu metodu koji je izradio proizvodac je 85 - 165 s. CT-ovi za dva uzorka odstupaju od

referentnih intervala i iznose 81 s i 188 s. Oni su podebljano obiljezeni u tablici (Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz vremena potrebnog za nastanak trombocitnog ugruska (CT) na analizatoru

funkcije trombocita PFA-200 uz uporabu kolagen/adrenalin (COL/EPI) testnog uloska.

UZORAK CT uz COL/EPI (s)
UZORAK 1 100
UZORAK 2 109
UZORAK 3 188
UZORAK 4 118
UZORAK 5 161
UZORAK 6 81
UZORAK 7 89
UZORAK 8 106
UZORAK 9 121
UZORAK 10 105
UZORAK 11 109
UZORAK 12 126
UZORAK 13 110
UZORAK 14 102
UZORAK 15 132
UZORAK 16 107
UZORAK 17 112
UZORAK 18 100
UZORAK 19 96
UZORAK 20 98
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4. REZULTATI

Rezultati analize dobiveni na analizatoru PFA-200 uz uporabu kolagen/ADP testnog uloska
prikazani su u Tablici 2. Izmjerene vrijednosti nalaze se u intervalu od 69 do 114 sekundi, te
prema Shapiro-Wilkovom testu slijede normalnu raspodjelu. Aritmeti¢ka sredina izmjerenih
vrijednosti iznosi 85,7 uz standardnu devijaciju 11,72. PredloZeni referentni interval za ovu
metodu koji je izradio proizvodac je 71 - 118 s. CT-ovi za dva uzorka odstupaju od referentnih

intervala i iznose 69 s i 70 s. Oni su podebljano obiljezeni u tablici (Tablica 2).

Tablica 2. Prikaz vremena potrebnog za nastanak trombocitnog ugruska (CT) na analizatoru

funkcije trombocita PFA-200 uz uporabu kolagen/ADP (COL/ADP) testnog uloska.

UZORAK CT uz COL/ADP (s)
UZORAK 1 83
UZORAK 2 83
UZORAK 3 114
UZORAK 4 89
UZORAK 5 92
UZORAK 6 73
UZORAK 7 76
UZORAK 8 84
UZORAK 9 105
UZORAK 10 85
UZORAK 11 85
UZORAK 12 90
UZORAK 13 71
UZORAK 14 75
UZORAK 15 98
UZORAK 16 93
UZORAK 17 88
UZORAK 18 91
UZORAK 19 69
UZORAK 20 70
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4. REZULTATI

Rezultati vrijednosti aktivnosti von Willebrandovog faktora izmjerenih na uredaju Sysmex CS-
2500 nalaze se u Tablici 3. [zmjerene vrijednosti nalaze se u intervalu od 59,3 do 189, te prema
Shapiro-Wilkovom testu slijede normalnu raspodjelu. Aritmeticka sredina izmjerenih
vrijednosti iznosi 114,72 uz standardnu devijaciju 33,61. Referentni interval za ovu metodu je
48 - 173 %. Vrijednosti koje odstupaju od referentnih intervala su podebljane u tablici (Tablica
3).

Tablica 3. Prikaz vrijednosti aktivnosti von Willebrandovog faktora izmjerenih na uredaju

Sysmex CS-2500 s reagensom Innovance VWF Ac.

UZORAK Aktivnost VWF (%)
UZORAK 1 106,5
UZORAK 2 105,5
UZORAK 3 59,3
UZORAK 4 106,2
UZORAK 5 174,1
UZORAK 6 189,0
UZORAK 7 169,7
UZORAK 8 114,6
UZORAK 9 91,6
UZORAK 10 121,0
UZORAK 11 103,1
UZORAK 12 92,4
UZORAK 13 111,4
UZORAK 14 146,7
UZORAK 15 85,2
UZORAK 16 78,9
UZORAK 17 76,2
UZORAK 18 1243
UZORAK 19 113,0
UZORAK 20 125,7
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Slika 1. Medusobna povezanost vremena potrebnog za nastanak trombocitnog ugruska uz

COL/EPI testni ulozak na PFA-200 i aktivnosti von Willebrandovog faktora.

Rezultati analize povezanosti testiranih varijabli pokazali su negativnu korelaciju. Spearmanov

koeficijent korelacije rho = -0,632 (95 %-tni interval pouzdanosti -0,840 do -0,263) uz razinu
znacajnosti P = 0,0028 (Slika 1).
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Slika 2. Medusobna povezanost vremena potrebnog za nastanak trombocitnog ugruska uz

COL/ADRP testni ulozak na PFA-200 i aktivnosti von Willebrandovog faktora.

Rezultati analize povezanosti testiranih varijabli pokazali su negativnu korelaciju. Spearmanov

koeficijent korelacije rho = -0,588 (95 %-tni interval pouzdanosti -0,818 do -0,196) uz razinu
znacajnosti P = 0,0064 (Slika 2)
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5. RASPRAVA

5. RASPRAVA

Primarna hemostaza ima vrlo znac¢ajnu ulogu u organizmu, a poremecaj njezine funkcije moze
dovesti do ozbiljnih posljedica za organizam. Pojacana aktivnost hemostatskog sustava moze
dovesti do patoloskih procesa poput infarkta miokarda, mozdanog udara, plu¢ne embolije ili
arterijske i duboke venske tromboze. Takoder, u slu¢aju ozljede krvne zile i tkiva kod osobe ¢iji
hemostatski sustav nije u ravnotezi, moze do¢i do pretjeranog krvarenja i gubitka velike
kolicine krvi s obzirom da u tom sluc¢aju hemostatski sustav ne moze obavljati jednu od svojih
glavnih uloga, a to je stvaranje trombocitnog ugruska. Kada se navedene komplikacije uzmu u
obzir, jasna je ozbiljnost ovih poremecaja. Postojeée pretrage za dijagnozu poremecaja
primarne hemostaze su vrijeme krvarenja i agregacija trombocita s razli¢itim agonistima.
Naime, vrijeme krvarenja nema visoku specifi¢nost 1 osjetljivost, a agregacija trombocita ima.
Ipak, ova pretraga je tehnicki zahtjevna i obavljaju ju samo specijalizirani laboratoriji, pa je
stoga neophodna kvalitetna probirna pretraga za dijagnostiku poremecaja primarne hemostaze.
Jedno od rjesenja je analizator funkcije trombocita PFA. Prva verzija analizatora PFA, PFA-
100, na trziStu i u laboratorijskom radu prisutna je od sredine 1990-ih godina. Trenutno se u
klini¢ke laboratorije uvodi njegov nasljednik, PFA-200. Usporedbom ova dva uredaja moze se
zakljuciti da je novija verzija uredaja, PFA-200, modernija verzija uredaja koji radi na istom
principu (22). Upravo s ciljem uvodenja analizatora funkcije trombocita PFA-200 u rad
klini¢kog laboratorija Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog
centra Osijek provedeno je ovo istrazivanje. Naime, prije uvodenja analizatora u rutinsku
uporabu u kliniCkom laboratoriju potrebno je odrediti referentne intervale. Moguce je 1
verificirati intervale preuzete od proizvodaca. To je potrebno uciniti kako bi se provjerilo mogu
li se predloZeni referentni intervali primijeniti na populaciju odredenog podru¢ja. Ovo dovodi
do prvog cilja ovog istrazivanja, a to je verificirati referentne intervale preuzete od proizvodaca
analizatora funkcije trombocita PFA-200 (18). Odabrana je verifikacija pomoc¢u malog uzorka
referentnih osoba, §to znaci da su se uzorci krvi uzorkovali od 20 zdravih osoba 1 usporedili s
referentnim vrijednostima koje predlaze proizvoda¢. Prema CLSI smjernicama za ovaj nacin
verifikacije referentnih vrijednosti < 2 izmjerene vrijednosti smiju odstupati od referentnih
intervala kako bi se oni usvojili (19). PredloZeni interval za vrijeme potrebno da bi nastao
trombocitni ugrusak na analizatoru funkcije trombocita PFA-200 nakon aktivacije trombocita
na kolagenu uz adrenalin (COL/EPI testni ulozak) iznosi 85 - 165 sekundi. Od 20 ispitanika

naseg istrazivanja, izmjerena vrijednost njih 18 uklapa se u predloZene referentne intervale. To
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znaCi da se, prema CLSI smjernicama, ovaj referentni interval moze prihvatiti i poceti
primjenjivati u rutinskom radu, odnosno da se ovaj referentni interval moze iskazivati na nalazu
kako bi se nalazi pacijenata usporedivali s njim. Ista situacija dogodila se i pri mjerenju vremena
potrebnog za nastanak trombocitnog ugruska na uredaju PFA-200 nakon aktivacije trombocita
na kolagenu uz ADP (COL/ADP testni ulozak). U referentne vrijednosti proizvodaca koje
iznose 71 - 118 sekundi uklopile su se vrijednosti 18 uzoraka, dok su dva uzorka bila izvan
referentnih vrijednosti. To znaci da se, prema CLSI smjernicama, i ovi referentni intervali mogu
prihvatiti 1 koristiti u rutini. Ovim zaklju¢cima ispunio se prvi cilj istrazivanja i uspjesno su se
verificirali referentni intervali za analizator funkcije trombocita Innovance PFA-200.
IstraZivanje s istim ciljem, ali mnogo veéim brojem sudionika provedeno je u Australiji. Sest
glavnih sastavnica organizacije NSW Health Pathology sudjelovale su u procesu verifikacije
referentnih intervala za analizatore PFA-100 1 PFA-200. Svaka od njih je analizirala 22 - 48
uzoraka referentnih osoba. Konac¢ne referentne vrijednosti kojima se istrazivanje zavrsilo su 90
— 160 s (testni ulozak COL/EPI) i 70 — 124 s (testni ulozak COL/ADP). Zanimljivo je vidjeti
da su referentne vrijednosti verificirane u Osijeku i Australiji vrlo sli¢ne s obzirom na to da je
udaljenost izmedu navedene dvije lokacije velika i1 postoji razlika u nacinu Zivota. Takoder,
populacija u Australiji se znacajno razlikuje od populacije u Hrvatskoj zbog zastupljenosti
razli¢itih rasnih grupa, dok u Hrvatskoj znacajno dominira bijela rasa (13). Drugi cilj
istrazivanja bio je odrediti aktivnost von Willebrandovog faktora i ispitati korelaciju s
rezultatima analize na analizatoru funkcije trombocita PFA-200. S obzirom da je osnovna
funkcija von Willebrandovog faktora posredovanje u adheziji trombocita u primarnoj
hemostazi, bitno je uzeti u obzir aktivnost von Willebrandovog faktora kao vazan parametar
pri dijagnostici poremecaja primarne hemostaze. Buduc¢i da je von Willebrandov faktor vazan
faktor u adheziji trombocita na kolagen, a to se, izmedu ostalog, ispituje pomocu PFA, ocekuje
se da aktivnost von Willebrandovog faktora korelira s CT-om PFA. Statistickom obradom
podataka doslo se do zakljucka da testovi radeni na PFA negativno koreliraju s aktivno$¢u von
Willebrandovog faktora. To pojednostavljeno znaci da su obrnuto proporcionalni, odnosno da
¢e, §to je niza vrijednost aktivnosti von Willebrandovog faktora, CT biti duzi. Ovim saznanjima
ispunio se 1 drugi cilj istrazivanja. Sli¢no istraZivanje je provedeno i u Klinickom zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Zagreb. Milo§ i sur. ispitivali su
poremecaje primarne hemostaze koriste¢i analizator PFA-100, prethodnik analizatora ovog
istrazivanja. Oni su odredili referentne intervale iz uzoraka 44 zdrave osobe. Za testni uloZak
COL/EPI referentni interval iznosio je 80 - 160 s, a za COL/ADP 60 - 120 s. 1z navedenog se

vidi da su referentne vrijednosti navedenog istrazivanja gotovo identicne vrijednostima

15



5. RASPRAVA

verificiranih ovim istrazivanjem, odnosno 85 - 165 s za testni ulozak COL/EPI, a 71 - 118 s za
testni ulozak COL/ADP. S obzirom da lokacije provedenih istrazivanja, Osijek 1 Zagreb, nisu
znacajno udaljene pretpostavlja se da su osobine i odredeni parametri ispitivane populacije s tih
podrucja slicne. To rezultira 1 visokom podudarnoséu referentnih intervala za ispitivane
parametre. Milos i sur. su ispitali i povezanost parametara izmjerenih na PFA-100 sa aktivnoscu
von Willebrandovog faktora iz uzoraka koji su analizirali. Njihovim istrazivanjem oni su
takoder zakljucili da postoji negativna korelacija izmedu mjerenih parametara, odnosno r = -
0,4003 za COL/EPI i r=-0,5223 za COL/ADP (23). Ove vrijednosti tumace se kao negativne
korelacije pri ¢emu korelacija koeficijenta korelacije r = -0,5223 spada u umjerenu korelaciju,
a korelacija koeficijenta korelacije r = -0,4003 spada u slabu korelaciju. Koeficijenti korelacije
dobiveni ovim radom su r = -0,632 za COL/EPI i r = -0,588 za COL/ADP. Vidimo da se
vrijednosti koeficijenata korelacije COL/EPI s von Willebrandovim faktorom izmedu dva
istraZivanja znacajnije razlikuju u odnosu na vrijednosti koeficijenata korelacije COL/ADP s
von Willebrandovim faktorom koje su gotovo jednake. Oba koeficijenta korelacije ovog
istrazivanja ukazuju na to da je korelacija umjerena. Ocekivano je da su korelacije slabe do
umjerene jer se vezanje trombocita na kolagen u subendotelu odvija putem nekoliko receptora,
a ne iskljucivo putem von Willebrandovog faktora. Iz tog razloga na rezultat analize na PFA-

200 mogu utjecati i ostali mehanizmi adhezije i aktivacije trombocita (24).
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6. ZAKLIJUCCI

6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Verifikacija referentnih intervala preuzetih od proizvodaca analizatora funkcije trombocita
PFA-200 za vrijeme zatvaranja (CT) uz uporabu testnih ulozaka oblozenih kolagenom i

adrenalinom (COL/EPI) uspjesno je provedena i prihvacaju se svi ispitani referentni intervali.

2. Verifikacija referentnih intervala preuzetih od proizvodaca analizatora funkcije trombocita
PFA-200 za vrijeme zatvaranja (CT) uz uporabu testnih ulozaka oblozenih kolagenom i ADP-

om (COL/ADP) uspjesno je provedena i prihvacaju se svi ispitani referentni intervali.

3. Potvrdena je negativna korelacija izmedu aktivnosti von Willebrandovog faktora i vremena
potrebnog za stvaranje trombocitnog ugruska na analizatoru funkcije trombocita PFA-200

nakon aktivacije trombocita na kolagenu uz adrenalin.

4. Potvrdena je negativna korelacija izmedu aktivnosti von Willebrandovog faktora i vremena
potrebnog za stvaranje trombocitnog ugruska na analizatoru funkcije trombocita PFA-200

nakon aktivacije trombocita na kolagenu uz ADP.
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7. SAZETAK

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Prvi cilj ovog istrazivanja je verificirati referentne intervale preuzete od proizvodaca analizatora
funkcije trombocita PFA-200. Drugi cilj istrazivanja je odrediti aktivnost von Willebrandovog

faktora i ispitati korelaciju s rezultatima analize na PFA-200.
NACRT STUDIJE

Ovo istrazivanje provedeno je u obliku presjecne studije.
ISPITANICI I METODE

Istrazivanje je obuhvatilo 20 dobrovoljnih ispitanika, bez akutnih i kroni¢nih bolesti, koji 10
dana prije vadenja krvi nisu uzimali lijekove koji bi mogli utjecati na rezultate istrazivanja. Iz
pune krvi ispitanika na analizatoru funkcije trombocita Innovance PFA-200 se izmjerilo vrijeme
potrebno za nastanak trombocitnog ugruska (CT) uz testne uloske COL/EPI i COL/ADP, a iz
krvne plazme se odredila aktivnost von Willebrandovog faktora na uredaju Sysmex CS-2500 s

reagensom Innovance VWF Ac. Rezultati su obradeni statistickim programom MedCalc.
REZULTATI

Rezultati analize funkcije trombocita s testnim uloScima COL/EPI i COL/ADP na PFA-200 su
se usporedili s referentnim intervalima preuzetim od proizvodaca. Vrijednost CT-a u 18 od 20
uzoraka obje analize uklopila se u preporucene referentne vrijednosti. Verificirani su referentni
intervali 85 - 165 s za COL/EPI, a 71 - 118 s za COL/ADP. Odredila se aktivnost von
Willebrandovog faktora, te se ispitala njezina korelacija s rezultatima s PFA. Dobiveni faktori

korelacije iznose rho = -0,632 za COL/EPI i rho = -0,588 za COL/ADP.
ZAKLJUCAK

Verifikacija referentnih intervala preuzetih od proizvodaca analizatora funkcije trombocita
PFA-200 uspjesno je provedena i prihvacaju se svi ispitani referentni intervali. Potvrdena je
negativna korelacija izmedu aktivnosti von Willebrandovog faktora i rezultata analize s PFA-

200.
KLJUCNE RIJECI

hemostaza, primarna hemostaza; PFA-200; von Willebrandov faktor
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

VERIFICATION OF REFERENCE INTERVALS FOR THE PLATELET FUNCTION
ANALYZER INNOVANCE PFA-200

OBJECTIVES

The first objective of this research is to verify the reference intervals received from the
manufacturer of the platelet function analyzer PFA-200. The second objective of it is to
determine the activity of the von Willebrand factor and to examine the correlation between it

and the results of the analysis on the PFA-200.
STUDY DESIGN

The study was conducted as a cross-sectional study.
PARTICIPANTS AND METHODS

The study included 20 voluntary participants without acute and chronic diseases who did not
take medications which could affect the study results ten days before blood draws. The time
required for platelet plug formation (closure time, CT) was measured in whole blood samples
of volunteers on the platelet function analyzer Innovance PFA-200 with test cartridges COL/EPI
and COL/ADP. The von Willebrand factor activity was determined in blood plasma samples on
the Sysmex CS-2500 device with the Innovance VWF Ac reagent. The results were processed

by the statistical program MedCalc.
RESULTS

The results of the platelet function analysis with COL/EPI and COL/ADP test cartridges on the
PFA-200 were compared with reference intervals received from the manufacturer. The CT value
of 18 out of 20 samples from both analyses fit into the recommended reference intervals.
Reference intervals of 85 - 165 s for COL/EPI and 71 - 118 s for COL/ADP were verified. The
von Willebrand factor activity was determined, and its correlation with the results from the
PFA-200 was examined. The resulting correlation factors are rho = -0.632 for COL/EPI and
rho =-0.588 for COL/ADP.
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CONCLUSION

Verification of reference intervals received from the manufacturer of the platelet function
analyzer PFA-200 was successful, and all tested reference intervals were accepted. A negative
correlation between the von Willebrand factor activity and analysis results from the PFA-200

was confirmed.
KEY WORDS:

hemostasis, primary hemostasis; PFA-200; von Willebrand factor
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