Specialni koagulacni
vysetreni |l



Prirozené inhibitory

& Antitrombin

L, Systém PC/PS (ProC Global)
#Protein C
#Protein S
#APC-rezistence



Antitrombin

L VysSetreni funkéni aktivity
¢ fotometricky (lla, Xa)

L VySetfeni antigenu
@ u vrozenych defektu
#LIA, EID, ELISA



Systém proteinu C
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Protein C
L VysSetreni funkéni aktivity

¢ koagulaéni metody

« fotometrické
& Klinicky vyznam - snizeni
% Normalni hodnoty

#60 - 130 %

L, VySetieni antigenu
@ u vrozenych defektu
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 vySetfovana plazma + aktivator proteinu C
# nefedéna protein C deficitni plazma
@ APTT reagencie, inkubace
& CaCl,
# stanoveni koagulac¢niho ¢asu
@ odecteni funkéni aktivity z kalibracni krivky
v lin/lin zavislost
@ vyjadreni vysledku

v % normalu



Protein C- fotometricka metoda

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

L Postup
@ fedéna vySetfovana 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 VysSetreni funkéni aktivity

¢ koagulaéni metody
& Klinicky vyznam - snizeni
% Normalni hodnoty
@ muzi 65 - 140 %
@ zeny 50 - 140 %
L, VyS8etieni antigenu - volny, celkovy
@ LIA

#ELISA
#EID



Protein S — koagulacni metoda

U, Stanoveni prodlouzeni koagulaéniho ¢asu (PT)
zpusobené inaktivaci Va systéemem PC (PS +

aktivovany PC).

L Postup
@ fedéna vysetifovana plazma
@ nefedéna protein S deficitni plazma
¢ aktivovany PC
@ PT reagencie
@ stanoveni koagulaéniho ¢asu
@ odecteni funkcni aktivity (%) z kalibracéni krivky
vlin/lin zavislost



Rezistence na aktivovany PC

= snizena antikoagulacni odpoved na
aktivovany PC (APC)

L Popsana v r. 1993 Dahlbackem
%, Pfiinou vrozené APC-R je ve vét3iné

pripadu Leidenska mutace faktoru V (FVL) -
Bertina 1994



Rezistence na aktivovany PC

L PFiginy ziskané APC-R mohou byt

zvySeni aktivity faktoru VIII
lupus antikoagulant

wtéhotenstvi, hormonalni substituce (v€etné
HAK)

antikoagulaéni Iécba
evyznamné defekty proteinu C a S
#nespravné zpracovani vySetfované plazmy



Moznosti vysetreni APC -
rezistence

L, VySetieni fenotypu
¢ koagula¢nimi metodami

L, VySetfeni genotypu
# molekularné genetické stanoveni FVL



Koagulacni vysetreni APC - R

L, VySetfeni prodlouzeni koagulaénich ¢asu
po pridavku APC
1. VySetreni dvou koagulacnich Casu
na principu APTT /RVVT (i jiné aktivatory)
v s pfidavkem a bez pfidavku APC

Vyjadieni vysledku

v pomérR=1t_ pc /1t e, apc (norma napt. > 2,0)

v normalizovany pomér nR = R /R

vzorku normalu



Koagulacni vysetreni APC - R

L, VySetfeni prodlouzeni koagulaénich ¢asu
po pridavku APC

2. Vysetreni jednoho koagulacniho Casu s
vyuzitim jinych aktivatoru (hadi jedy)
v s pfidavkem APC

Vyjadieni vysledku

v koagulaéni ¢as v sekundach

v normalni hodnoty: ¢asy > cut off (napt.120 s)



Koagulacni vysetreni APC - R
% umoziuji prakaz vrozené i ziskané APC-R

L koagulaéni stanoveni ovlivnéné celou
radou faktoru - eliminace
¢diluce F V deficitni plazmou v poméru 1:5
pridavek F V deficitni plazmy

v'ale citlivost testu pouze k vrozenym nebo
ziskanym defektum F V



ProC Global

%, globalni funkéni test

& stanoveni antikoagulaéni kapacity systému PC
nejen APC-R

& Pouziti
@ 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 testovanéem vzorku

# sleduje se prodlouzeni APTT indukované
aktivovanym endogennim PC



ProC Global - vysledky

L, VySetreni dvou koagulaénich ¢ast

@PCAT
v aPTT v pfitomnosti aktivatoru proteinu C

@PCATO
v aPTT bez aktivatoru proteinu C

L, Vysledek - normalizovany pomér (NR)
@ vztazeni poméru ¢asu R ke standardé



ProC Global - vypocet

PCATO stand.plazmy

KF - kalibrac¢ni faktor SV - citlivost standardni
plazmy



ProC Global
% Normalni hodnoty NR > 0,8

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

L v dasledku inhibitoru heparinu ve
reagencii je test necitlivy na pritomnost
heparinu < 0,8 j./ml v plazme

L test je vSak ovlivnén kumariny



ProC Global

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

L, Zachycuje vrozenou i ziskanou APC-R

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

“Vhodny test pro screening trombofilie
nikoli jako diagnosticky test



Diagnostika APC-R - zaver

Diagnostika APC-R musi zahrnovat
% Nejen mol. biologické vySetfeni F V Leiden,

L Ale také vhodna koagulaéni vySetieni k
prukazu ziskané APC-R a ostatnich
vrozenych APC-R, ktere se dosud bezne
nevysetruji



Testy k diagnhostice VWF

%, doba krvaceni

L PFA

& APTT

& F VIIE:C (funkéni aktivita)

%, funkéni aktivita VWF (VWF:RCo)
%, antigen VWF (LIA, ELISA, EID)
& agregace po ristocetinu

% kolagen vazebna kapacita VWF
% F VIl vazebna kapacita vWF

% multimerni struktury vWF

% molekularni diagnostika



Ristocetin kofaktorova aktivita VWF

L vWEF:RCo slouzi k posouzeni na
trombocytech vazanych funkci vWF v
primarni hemostaze

L vyuziva schopnosti VWF shlukovat
trombocyty v pritomnosti antibiotika
ristocetinu

~detekce metodou
vagregacni
v'optickou na koagulometrech
v aglutinaéni



Ristocetin kofaktorova aktivita vWF

% Pouziti komerénich setl (vétSinou)

g obsahujici lyofilizované normalni promyté
trombocyty + ristocetin

L, Sledovani zmén po pridavku vySetfované
plazmy chudé na desticky (zdroj vVWF)



Agregacni metoda VWF:RCo
S Princip

@ sledovani zmén transmise svétla v agregacni
kyveté, obsahujici suspenzi trombocytu a
ristocetinu, po pridavku vysetrované plazmy (PPP),
registrovane v podobe agregacni krivky

% Vyhodnoceni

@ maximalni zmeény transmise/min a odedteni hladiny

VWF:RCo z kalibracni krivky (lin/log zavislost)
L Vyjadreni vysledkd

AV % normalu



Opticka metoda VWF:RCo na

koagulometrech
S Princip

@ sledovani zmén turbidity v kyveté, obsahuijici
suspenzi trombocytu a ristocetinu, po pfidavku
vysSetrovane plazmy (PPP), vyvolané shlukovanim
trombocytu

% Vyhodnoceni

@ maximalni zmény absorbance/min a automatické
odecteni hladiny VWF:RCo z kalibracCni krivky
(polynom)

L Vyjadreni vysledkd

A~V % normalu



Aglutinacni metoda VWF:RCo
S Princip

@ sledovani aglutinace v suspenzi trombocytl a
ristocetinu po pridavku titrovane ickove vysetrovanée

plazmy (zdroj VWF) na sklenené desce
% Vyhodnoceni

# makroskopické odecteni posledniho titru pfi kterém
jeste nastava aglutinace, vynasobeni titru udanou
citlivosti

L Vyjadieni vysledkd

@V % normalu (semikvantitativné napt. >16% a < 32%)



Agregace po ristocetinu (RIPA)
S 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 vWF choroby

% Vyhodnoceni

@ maximalni amplituda A max (%)
@ strmost kfivky (%/min)

L Korekce normalni PPP pfi ¥ RIPA
4 dily PRP pacienta + 1 dil PPP normalu



Kolagen vazebna kapacita vVWF
% Princip

vazba VWF na konsky kolagen navazany na
stenach mikrotitracni desky

¢ nasledna detekce vazaného vVWF enzymatickou
imunochemickou reakci (EIA)

% Vyhodnoceni
# odedteni absorbance
L Vyjadreni vysledku

#V % normalu odeétenim z kalibraéni kfivky



Faktor VIll vazebna kapacita vWF
S Princip

¢ vazba VWF na stény mikrotitraéni desky potazené
monoklonalni protilatkou

¢ eluce F VIII pacienta

¢ inkubace s definovanym mnozstvim
rekombinantniho faktoru VIII

¢ detekce vazaného F VIII na vWF chromogenni
metodou

% Vyhodnoceni
# odedteni absorbance
L Vyjadieni vysledku

#V % normalu odeétenim z kalibraéni kfivky



Multimerni analyza

& Princip detekce multimerni struktury vWF
¢elektroforéza vzorku v SDS-agarézovém gelu

specificka detekce

v autoradiograficky
v'"Western blot

L Vyznam vySetieni
odliSeni riznych typl a podtypd vWF choroby



Molekularni analyza

L detekce specifickych genetickych defektt
vWF

wietézovou polymerazovou reakci a mutacéni
analyzou



Testy fibrinolytickeho systemu
& Rutinni testy

@ euglobulinova lyza
& D-Dimery
@ FDP
t%{> Speciélm’ testy (aktivita - fotometricky, antigen - ELISA, EID)
& plazminogen (V)
@ a-2-antiplazmin (V)
@ PAI-1(1M)
@ tPA (N
@ TAFI (V)



Diagnostika krvacivych stavu

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

L, Specialni testy
@primarni hemostaza
@VWF
systém koagulaénich faktor(
@systém fibrinolyzy



Diagnostika trombofilnich stavu

L, VySetieni hyperkoagulace

#nutné provedeni specialnich testd k vySetreni
jednotlivych trombofilnich markeru

zkraceni ¢asu APTT (malo citlivé)

v'v porovnani s pfedchozim vysledkem

v'za vylouc€eni arteficialniho ovlivnéni pfi odbéru
vySetieni molekularnich markeru

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
L Defekty systémd

@ Pfirozenych inhibitort krevniho srazeni
@ Koagulacénich faktor(

& Fibrinolyzy

& Trombocytd

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



Defekty inhibitoru krevniho srazeni

& Antitrombin

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

O TFPI



Defekty koagulaénich faktoru

L, ZvySena hladina
@Faktor VIII
@Faktor XI, IX, I, VII, fibrinogen
%, Dysproteinémie
Fibrinogen,...



Defekty fibrinolyzy

L PAI

& Plazminogen

% Faktor XII

% Dysfibrinogenémie
& TAFI



Defekty trombocytu

% Hyperagregabilita trombo
#Samovolna agregace
eAgregace — nizké koncentrace ADP, Epi

& Aktivace trombocyt(

emolekularni markery
v'PF4, BTG - ELISA



Zkusebni otazky
% Standardizace prace v hemokoag. Laboratof;
@ preanalyza, kontroly, kalibrace

L, Zakladni hemokoagulaéni vySetieni
@ PT, APTT, Fbg, trombinovy a reptilazovy ¢as

& VySetreni poruch primarni hemostazy

@ pocet trombocytl + morfologie, doba krvaceni, PFA
100, agregace, retrakce

& VySetreni trombofilnich markert

@ AT, PC, PS, APC-rezistence, ProC Global, F VIII,
FVL.



Zkusebni otazky

L VysSetieni u von Willebrandovy choroby

@ VWF:RiCo, VWF:Ag, F VIII, agregace po ristocetinu,
vazebna kapacita pro kolagen a F VIlI, multimerni
analyza vVWF

% Diferencialni diagnostika prodlouzeného aPTT

@ priciny, korekéni testy, vySetfeni koagulacénich
faktoru, specifickych inhibitoru, LA

% Diferencialni diagnostika prodlouzeného PT

@ priciny, korekéni testy, vySetfeni koagulacénich
faktoru, specifickych inhibitoru



Zkusebni otazky

% Fibrinolyza a metody jejiho vySetfovani
#euglobulinova lyza, (tromelastografie), D-

Dimery, FDP, plazminogen, o-2-antiplazmin,
PAI-1, tPA,



