Specialni koagulacni
vysetreni ll



Testy k diagnostice VWF

%, Screeningové testy
¢ doba krvaceni
@ PFA
@ APTT
L, Specifické testy
@ F VIII:C (funkéni aktivita)
@ funkéni aktivita VWF (VWF:RCo, VWF:Ac)
# antigen VWF (LIA, ELISA, EID)
@ kolagen vazebna kapacita VWF

& Diskriminacni testy
@ agregace po ristocetinu

@ F VIl vazebna kapacita VWF
@ multimerni struktury VWF

& Molekularni diagnostika



Vysetreni aktivity VWF

L Metody stanoveni schopnosti vazby VWF

na GPIb

@ vySetreni ristocetin kofaktorové aktivity (VWF:RCo)
# metody ristocetin nezavislé (VWF:Ac)



Metoda VWF:RCo

 Reagencie
@ lyofilizované normalni promyté trombocyty + ristocetin

% Vyuziva antibiotikum ristocetin, ktery indukuje
vazbu plazmatickeho VWF na GPIb cilovych
trombocytu a jejich aglutinaci

¢ detekce metodou
v agregacni

v turbidimetrickou na koagulaénich automatech
v" aglutinaéni



Metoda VWF:RCo

% Agregacni metoda

@ sledovani zmén transmise svétla ve smési
trombocytu a ristocetinu po pfidavku vySetfované
plazmy (PPP)

v'vyhodnoceni zmény transmise/min z agregacni kfivky
v'vyjadreni vysledku v % odecétenim z kalibraéni kfivky

S Turbidimetrickd metoda

@ sledovani zmén turbidity ve smési trombocytl a
ristocetinu po pridavku vysetrfovane plazmy (PPP)
v vyhodnoceni zmén absorbance z kinetického méfeni
v" vyjadreni vysledku v % odectenim z kalibraéni kfivky



Metoda VWF:RCo

% Aglutinaéni metoda

@ sledovani aglutinace v suspenzi trombocytt a
ristocetinu po pridavku titrovane vysetrované plazmy
(PPP) na sklenéné desce

v"makroskopické odecteni posledniho titru pfi kterém jesté
nastava aglutinace, vynasobeni titru udanou citlivosti
reagencie

v'vyjadreni vysledku v % semikvantitativné napf. >16% a <
32%)



Metoda ristocetin nezavisla

L Kvantitativni automatizovana metoda
4 standartizovana

& Princip

# vyhodnoceni vazby VWF na rekombinantné
pripraveny GPIb s mutacemi, ktera nevyzaduje
pritomnost antibiotika ristocetinu

@ detekce aglutinace latexovych ¢astic s navazanou
protilatkou proti GPIb
v"metodou imunoturbidimetrickou na koagulaénich automatech

— vyhodnoceni zmén absorbance z kinetického méreni
— vyjadreni vysledku v % odectenim z kalibracni krivky



Kolagen vazebna kapacita vWF
% Princip

#vazba VWF na konisky kolagen navazany na
stenach mikrotitracni desky

¢ nasledna detekce vazaného VWF enzymatickou
imunochemickou reakci (EIA)

% Vyhodnoceni
@ odedteni absorbance
L Vyjadreni vysledku

@V % normalu odeétenim z kalibraéni kfivky



Agregace po ristocetinu (RIPA)
& Princip

¢ destickovy agregacni test v plazmé bohaté na
trombocyty (PRP) pacienta v pritomnosti antibiotika
ristocetinu

@ pouziti riznych koncentraci ristocetinu

v z dlivodu detekce zvySené citlivosti VWF pacienta na
nizkou koncentraci u typu 2B vVWF choroby

% Vyhodnoceni

& maximalni amplituda A max (%)

@ strmost kfivky (%/min)

% Korekce normalni PPP pii ¥ RIPA
@4 dily PRP pacienta + 1 dil PPP normalu



Faktor VIIl vazebna kapacita vWF
& Princip

@vazba VWF na stény mikrotitracni desky potazené
monoklonalni protilatkou proti VWF

¢ eluce F VIII pacienta

@ inkubace s definovanym mnozstvim
rekombinantniho faktoru VIII

# detekce vazaného F VIII na VWF fotometrickou
metodou

% Vyhodnoceni
@ odedteni absorbance
L Vyjadreni vysledku

@V % normalu odedtenim z kalibraéni krivky



Multimerni analyza

% Princip detekce multimerni struktury VWF
¢elektroforéza vzorku v SDS-agarézovém gelu

#specificka detekce
v autoradiograficky
v"Western blot

“Vyznam vySetreni
¢odliSeni riznych typ a podtyptd VWF choroby



Molekularni analyza

L detekce specifickych genetickych defektti
VWF

retézovou polymerazovou reakci a mutacéni
analyzou



Testy fibrinolytického systemu
& Rutinni testy

& euglobulinova lyza
@ D-Dimery
© FDP
Q{> Speciélnl' testy (aktivita - fotometricky, antigen - ELISA, EID)
@ plazminogen (klinicky vyznamv, riziko trombozy)
@ a-2-antiplazmin (klinicky vyznamv, riziko krvaceni)
@ PAI-1("M)
@ tPA ()
& Molekularni markery (ELisA)
@ komplex PAP



Diagnostika krvacivych stavu

L Screening
#poruch primarni hemostazy a vWF
Vv systému koagulacnich faktor
Vv systému fibrinolyzy

L Specialni testy
@primarni hemostaza
@VWF
systém koagulacénich faktor(
@systém fibrinolyzy



Diagnostika trombofilnich stavu

L \VVysSetreni hyperkoagulace

#nutné provedeni specialnich testl k vysetreni
jednotlivych trombofilnich markeru

ezkraceni casu APTT (malo citlivé)

v'v porovnani s pfedchozim vysledkem

v'za vylouc€eni arteficialniho ovlivnéni pfi odbéru
vySetireni molekularnich markerd

v'D-Dimery - aktivace koagulace i fibrinolyzy
— sledovani dynamiky zmén kvantitativne

v'FPA, F1+2, TAT - aktivace koagulace
— metody ELISA nejsou dostupné statim



Trombofilni markery
& Defekty systému

@ Pfirozenych inhibitort krevniho srazeni
@ Koagulaénich faktor(

& Fibrinolyzy

& Trombocytd

% PFitomnost protilatek
#Nespecifickych (LA)
#Specifickych (inhibitor PC, PS, F V, AT..)



Prirozeneé inhibitory

O Antitrombin

L Systém PC/PS
#Protein C
#Protein S
@APC-rezistence



Antitrombin

L VySetreni funkéni aktivity
¢ fotometricky (lla, Xa)

L \VySetfeni antigenu
@ u vrozenych defektl
#LIA, EID, ELISA



Systém proteinu C
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Protein C
L \VySetreni funkeni aktivity

¢ koagulacni metody

¢ fotometrické
& Klinicky vyznam - snizeni
% Normalni hodnoty

60 - 130 %

L \VySetfeni antigenu
@ U vrozenych defektud
& EID, ELISA



Protein C — koagulacni metoda

L Stanoveni prodlouzeni koagulac¢niho ¢asu
(APTT) zpusobené inaktivaci F Vllla a Va
aktivovanym proteinem C.

L Postup

@ fedéna vysSetfovana plazma + aktivator proteinu C
# nefedéna protein C deficitni plazma
@ APTT reagencie, inkubace
& CaCl,
@ stanoveni koagula¢niho ¢asu
@ odedteni funkéni aktivity z kalibraéni kfivky
v lin/lin zavislost
@ vyjadreni vysledku

v % normalu



Protein C- fotometricka metoda

U Sledovani vzniku zbarveni v dusledku Stépeni
specifickeho chromogenniho substratu
aktivovanym proteinem C.

L Postup

@ fedéna vysSetfovana plazma + aktivator proteinu C
# specificky chromogenni substrat
¢ sledovani vzniku zbarveni
v" kineticky ( AA/min)
v ,end point (A)
@ odedteni funkéni aktivity z kalibraéni kfivky
v'lin/lin zavislost
@ vyjadreni vysledku

v % normalu



Protein S
L \VySetreni funkeni aktivity

@ koagulacni metody
& Klinicky vyznam - snizeni
% Normalni hodnoty
@muzi 65 - 140 %
@ zeny 50 - 140 %
L VySetfeni antigenu - volny, celkovy
@ LIA

# ELISA
#EID



Protein S — koagulacni metoda

L Stanoveni prodlouzeni koagula¢niho ¢asu (PT)
zpusobené inaktivaci Va systémem PC (PS +

aktivovany PC).

L Postup
@ Fedéna vySetfovana plazma
¢ nefedéna protein S deficitni plazma
& aktivovany PC
# PT reagencie
@ stanoveni koagulaéniho ¢asu
¢ odecteni funkéni aktivity (%) z kalibraéni kfivky
vlin/lin zavislost



Rezistence na aktivovany PC

= shizena antikoagulacni odpoved na aktivovany PC (APC)

L Priginou vrozené APC-R je ve vétsing pripad(
Leidenska mutace faktoru V (FVL)

& Priginou ziskané APC-R
@ zvyseni F VI
& LA
@ téhotenstvi, hormonalni substituce (véetné HAK)
@ antikoagulaéni lécba
@ vyznamné defekty PC a PS
@ nespravné zpracovani vySetfované plazmy



Moznosti vysetreni APC - rezistence

L VySetfeni fenotypu

¢ koagula¢nimi metodami
v'prikaz vrozené i ziskané APC-R

L VySetieni genotypu
# molekularné genetické stanoveni FVL



Koagulacni vysetreni APC - R

& VySetfeni prodlouzeni koagulaénich ¢asl po
pridavku APC

1. Vysetreni dvou koagulacnich Casu
v s pfidavkem a bez pfidavku APC
v' vyjadreni vysledku
— pomer R =1t spc/t e, apc (NOrma napf. > 2,0)

2. Vysetreni jednoho koagulacniho cCasu
v s pfidavkem APC
v" vyjadreni vysledku
— koagulacni €as (norma: ¢asy > cut off (napr.120 s)



ProC Global

%, globalni funkéni test

& stanoveni antikoagulaéni kapacity systému PC
nejen APC-R

& Pougziti
# ke screeningu vrozenych i ziskanych poruch

% Princip

@ test na bazi APTT s pouzitim aktivatoru proteinu C -
hadiho jedu (Agkistrodon contortree), ktery aktivuje
endogenni PC pritomny v testovanem vzorku

# sleduje se prodlouzeni APTT indukované
aktivovanym endogennim PC



ProC Global - vysledky

% \VySetreni dvou koagulaénich ¢asu
@ APTT v pfitomnosti aktivatoru proteinu C (PCAT)

@ APTT bez aktivatoru proteinu C (PCATO)

L Vysledek - normalizovany pomér (NR)

@ vztazeni poméru ¢asu R ke standardé

Y Normalni hodnoty NR > 0,8

% Pfedpoklada se, Ze snizeni poméru je v
zavislosti na riziku trombozy



ProC Global - vypocet

PCATO stand.plazmy

KF - kalibracni faktor SV - citlivost standardni
plazmy



ProC Global

L Test je citlivy na defekty v systému
proteinu C (95 %)
L eidenska mutace faktoru V (100 %)
#defekt proteinu C (85 %)
#defekt proteinu S (56 %)

&, Zachycuje vrozenou i ziskanou APC-R

L, | samotna pozitivita PCG (bez znamé
priciny) zvysuje riziko VT (4x)

“Vhodny test pro screening trombofilie
nikoli jako diagnosticky test



Defekty koagulaénich faktoru

& ZvySena hladina
@ Faktor VIII
@Faktor XI, IX, II, VII, fibrinogen
% Dysproteinémie
Fibrinogen,...



Defekty fibrinolyzy

G PAI

& Plazminogen

& Faktor XIl

% Dysfibrinogenémie

O TAFI

% Mokekularni markery (D-Di, PAP)



Defekty trombocytu

% Syndrom lepivych desticek
eHyperagregabilita trombo
v'po Epi + ADP - typ |
v'po Epi - typ I
v'po ADP - typ llI
& Aktivace trombocyt(
#samovolna agregace

emolekularni markery
v'PF4, BTG - ELISA



Diagnostika HIT

% Trombocytopenie

¢ aplikace heparinu je provazena nevysvétlitelnym
poklesem poctu trombocytu

v'< 150x10°%/I nebo o vice nez 50 %
@ v Gasovém Useku odpovidajicim imunizaci heparinem
L Vylouéeni trombocytopenie z jinych pficin
@ DIC, LA, TTP, HUS, AITP
@ potransfuzni purpura
@ dreriovy Gtlum

¢ Prukaz pritomnosti protilatek



Laboratorni testy HIT

% Testy imunologické
@ vySetreni protilatek proti Heparin/PF4

v kvalitativni testy - prikaz pfitomnosti/nepfitomnost
v ELISA - prikaz protilatek raznych tfid IgG, IGM a IgA

% Testy funkéni

@ vySetreni schopnosti HIT protilatek aktivovat normalni
trombocyty jen v pfitomnosti heparinu (ne v
nepritomnosti a pfi vysoké koncentraci)

v" destiCkovy agregacdni test
v"test uvolnéni serotoninu (referenéni metoda)

v prukaz uvolnéni desti¢kovych mikropartikuli (cytoflowmetrie,
ELISA), event. jiné



Destickovy agregacni test

& VySetfeni agregace trombocytt normalu
(PRP) v pritomnosti heparinu a plazmy
(PPP) pacienta

#porovnani agregacéni odezvy

v'v pfitomnosti heparinu
— v terapeutické koncentraci (1 U / ml)

— avysoke koncentraci ( 100 U / ml)
» vylouCeni faleSné pozitivity
» Stépeni imunokomplext pfi vysoké koncentraci heparinu

v'v nepritomnosti heparinu (fyziologicky roztok)
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