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Koagulacni faktory

=> Vysetreni funkcni aktivity
N jednofazova metoda na principu APTT
FF VI, IX, XI, XII, PK, HMWK
N jednofazova metoda na principu PT
FFII, V, VI, X

= \ysetreni antigenu
N EID, ELISA



vySetfovana plazma F VIII deficitni plazma

fedéni 1:10 pufrem
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Vysetreni funkeni aktivity
koagulacnich faktoru
= Postup:
1 dil redené vysetrovane plazmy
1 dil neredene deficitni plazmy
= FF vnitrniho systemu

1 dil APTT reagencie, inkubace
1 dil CaCl,

= FF vnejsiho systemu

inkubace, 2 dily Ca%*-tromboplastinu
=>» stanoveni koagulacniho casu APTT/PT
=> odecteni % z kalibracni krivky



Koagulacni faktory - kalibrace

= Kalibracni material
N komercni

= \Vysetreni

N ruznych redéni vychozi kalibracni plazmy s
udanou hladinou FF:100%, 50 %, 25 %,12,5% ,
(pro F VIII, 1X 6,25 %, ...)

=» Kalibrace ctyr...vice bodova
=>» Zavislost log/log (iin/log)

> Klinicky vyznam - zejména ¥ FF , T F VI



Defekty faktoru

= \Vrozeny

N hemofilie A, hemofilie B, defekt FF XIl, XI,
PK, HMWK, vWF, defekt FF I, V, VII, X

=> Ziskany
M snizena synteza
N zvysena spotreba
N zvysene ztraty



SnizZeni faktoru

=» Shizeni - mimo kalibrovanou oblast (< 10 %)

=» \Vychozi redeni vysetrovane plazmy 1 :10
N opakovani vysetreni s nizSim redenim plazmy 1 : 5
N odecteni a vydeleni vysledku dilucnim faktorem (:2)

= Kalibracni krivka Low
N kalibrovana oblast cca 1,0 — 25,0 %
N vychozi redeni vysetrované plazmy 1:5



Zvyseni F VIl

= ZvySeni > 100 %
=» \V/ychozi redeni vysetrovane plazmy 1 :10
N opakovat vysetreni s vyssim redenim plazmy 1 : 20
N odecist a vynasobit vysledek dilucnim faktorem (x2)
= Pro F VIII > 200 %

A opakovat s redenim 1:40
N odecist a vynasobit 4x

= Pro F VIII > 400 %

A opakovat s redenim 1:80
N odecist a vynasobit 8x



FVIII -fotometricka metoda

=» Tvorba enzymatickeho komplexu- tenazy

3 F Vllla aktivovany trombinem v pritomnosti
konstantnino mnozstvi F [Xa, PL a Ca 2+

= ktera aktivuje F X dodavany v konstantnim
nadbytku na F Xa

= Meéreni tvorby F Xa pomoci chromogenniho
substratu



Korekcni testy

sledovani korekce (zkraceni) APTT/PT po
pridavku normalni plazmy (smés 1:1)

prodlouzeni se koriguje - defekt faktoru
prodlouzeni se nekoriguje nebo jen
castecne - pritomnost inhibitoru

N specifickeho

N nespecifickeho



Korekéni test

- korekce

Vzorek APTT (s)
NP 35,0
INP + 1 PP 38,0

PP 75,0




Korekéni test

= neni korekce

Vzorek APTT (s)
NP 35,0
INP + 1 PP 60,0

PP 65,0




Korekéni test

=> jen castecna korekce

Vzorek APTT (s)
NP 35,0
INP + 1 PP 50,0

PP 65,0




|dentifikace specifického inhibitoru

=>» screening (prodlouzeni APTT/PT)

=» prukaz inhibitoru (cirkulujici antikoagulans)
= prukaz specifity inhibitoru (vysetreni faktoru)
= kvantifikace inhibitoru (Bethesda metoda)



|dentifikace specifického inhibitoru

Inhibitor namireny proti FF, Casove zavisly
Orientacne tzv. ,cirkulujici antikoagulans®

= VySetreni APTT/PT u vzorku plazmy pacienta,
normalu a smeési PP+NP (1+4, 1+1, 4+1)
pred a po 2 hodinove inkubaci pri 37 °C



Cirkulujici antikoagulans
vyhodnoceni vysledku

= Porovnani namérenych koagulacnich casu
jednotlivych smesi PP + NP s casy PP a NP
N pred inkubaci
A po inkubaci

= Prukaz inhibitoru

N primes 1/5 PP vyrazne prodluzuje cas NP (smes 1+4)
— silny inhibitor
N neni zadna/Castecna korekce (smes 1+1)

N primés 1/5 NP nezpusobi korekci casu PP pacienta
(smes 4+1) - slaby inhibitor
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Cirkulujici antikoagulans
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Cirkulujici antikoagulans APTT
- defekt faktoru
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Cirkulujici antikoagulans APTT
- specificky inhibitor
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Cirkulujici antikoagulans APTT
- lupus antikoagulans
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|dentifikace specifického inhibitoru

=> Test ,cirkulujici antikoagulans®
=» orientacni vysetreni, kterym pouze prokazujeme

N pritomnost/ nepritomnost inhibitoru

N casovou zavislost/ nezavislost inhibitoru



|dentifikace specifického inhibitoru

Kvantitativhé Bethesda metoda

=» stanoveni zbytkove aktivity faktoru po dvou
hodinové inkubaci ruznych fedéni pacientovy
plazmy PP s normalni plazmou NP (zdroj
faktoru)

= 1 Bethesda jednotka (B.U.)

mnozstvi inhibitoru, které behem inkubace
iInaktivuje 50 % nabidnuteho faktoru

=» pritomnost inhibitoru > 0,6 B.U.



Bethesda metoda - postup

=> Titrace vysetrovane plazmy (ner, 1:2, 1:4, 1:8...)
a priprava smesi (1 dil PP a 1 dil NP)

=> Priprava kontrolni smesi (1 dil pufru + 1 dil NP)
= Inkubace smesi PP a kontrolni 2 hod pri 37 °C
= V/ysetreni faktoru v smesich PP a kontrolni

= VVypocet zbytkove aktivity faktoru (A,,)

N =(aktivita smesi PP/ aktivita kontrolni smesi) x100

= Odecteni B.U. (graf zavislosti A,,, na B.U.)



Priklad vysetreni inhibitoru

= Kontrolni smés: 40%

ner.:
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64
1:128
1:256

vV vV VvV VY
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Inhibitor 16 B.U.
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32%
39%
40%

Bethesda metoda

= Kontrolni smés: 60%

= ner.:
2> 1.2

2> 14

- 1.8

<2 1:16
=2 1:32
= 1:64
= 1:128
= 1:256

Inhibitor 21 B.U.
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Priklad vysetreni inhibitoru
Bethesda metoda — pacient 1,2

= Kontrolni smeées: 48% = Kontrolni smes: 54%
< nef.: 40% = ner.: 55%
> 1.2 43% > 1.2 54%
> 1:4 44% > 1:4 55%
> 1:8 45% > 1:8 56%
> 1:16 42% > 1:16 57%
> 1:32 46% > 1:32 57%
> 1:64 48% > 1:64 59%
> 1:128 47% > 1:128 58%
> 1:256 49% > 1:256 59%

Inhibitor 0,24 B.U. - nepfitomen Inhibitor nepfitomen



|dentifikace LA dle SSCC ISTH

= prukaz prodlouzeni fosfolipid zavislého testu
(dAPTT, dRVVT) = screening

= prukaz inhibitoru (negativni korekcni testy)

= prukaz fosfolipidové zavislosti inhibitoru
(neutralizacni testy)

Pouziti bezdestickové plazmy (PFP)
N dvojnasobna centrifugace (ultracentrifugace)



Screeningove testy - LA

= dAPTT
N snizeny obsah fosfolipidu
N vhodné zastoupeni fosfolipidu

= dRVVT (aktivuje F X v pfitomnosti PL a Ca?*)

N snizeny obsah fosfolipidu
N vhodné zastoupeni fosfolipidu



Korekcni testy - LA

=» na principu testu, které ve screeningu prodlouzené
NR>12

=» Vvysetreni PP, NP a smesi PP a NP v pomeru 1 : 1
bez inkubace (Casove nezavisly inhibitor)



Prukaz fosfolipidové zavislosti - LA

Testy se zvySenou koncentraci fosfolipidu

=» na principu testu, které ve screeningu
prodlouzené a nedoslo ke korekci

=» vyhodnoceni zkraceni koagulacnich casu

N v pritomnosti nadbytku fosfolipidu
reagencie s NPL (APTT | RVVT)
po pridavku nadbytku PL (APTT)

e destickovych -test PNP (Platelet Neutralisation
Procedure)

e Vv hexagonalni fazi - test HNP (Hexagonal
Neutralisation Procedure)



Vysetreni faktoru Xll|

=» Stanoveni funkcni aktivity
N sledovani rozpustnosti koagula
N fotometricky

=» Stanoveni antigenu
N LIA
N EID
N ELISA



Testy primarni hemostazy

=» pocet trombocytu (+ morfologie)
=» doba krvaceni (Duke, lvy)

= PFA

=» agregace trombocytu

= retrakce koagula



Agregace trombocytu

= Turbidimetricka metoda

N sledovani zmén pruchodnosti svetla (T) pri
tvorbé agregatu krevnich desticek

= Impedancni metoda

N sledovani zmen vodivosti vyvolanych tvorbou
agregatu krevnich desticek



Agregace trombocytu

= Agregace samovolna (spontanni)

= Agregace stimulovana (indukovana)
N induktory ADP, kolagen, adrenalin, ristocetin

=» primarni agregace - vlivem vnejsiho podnetu

=» sekundarni agregace - vlastni prispevek trombo
=>» reversibilni agregace

=>» ireversibilni agregace



Agregace trombocytu

= Postup
= priprava PRP, PPP diferencialni centrifugaci

= stanoveni pocCtu trombocytu (event. redéni PRP)
N PRP 250 - 300 x10°, PPP <20x10°

=» vysSetreni agregace
N vilozeni kyvety s PPP a PRP (rozdil T = 100%)
N sledovani agregacni odpovedi v PRP

samovolna 10 min
po pridavku induktoru 6 min

=» vyhodnoceni agregacni krivky



Vyhodnoceni agregacni krivky

= Maximalni amplituda A max (%)
N v maximu (reversibilni krivka)
N v 6. minute (ireversibilni krivka)
= Desagregace (%)
N jen u ADP v pripade reversibilni krivky
= Doba latence (s)
N casova prodleva pred agregacni odpovedi

A jen u kolagenu
= Strmost krivky = slope (%/min)



Agregacni krivka

Agregace ADP 2,5

100%

Transmise %

A T/min

desagregace

0 %

¢as méreni (min)

6




Agregacni krivka

Agregace ADP 5

100%

Transmise %

A max
A T/min

0 %

¢as méreni (min) 6




Agregacni krivka

Agregace ADP 10

100%

Transmise %

A T/min

A max

0 %

¢as méreni (min)

6




Agregacni krivka

Agregace kolagen

100%

Transmise %

A T/min

A max

4

S e s
0 1
latence

¢as méreni (min)

6




Agregacni krivka

Samovolna agregace

100%

Transmise %

[ >
A

pozitivni

- »A

A max
negativni

0 %

¢as méreni (min) 10




Retrakce

Schopnost trombocytu smrStovat krevni nebo
plazmaticke koagulum (metoda dle Bethause)

= Postup
N ziskani PRP sedimentaci
N fedéni PRP + pfidavek Ca?* Ca%*-tromboplastin

N vytvoreni plazmatickeho koagula v graduovane
zkumavce a oddeleni koagula od sten zkum.

N odecteni delky koagula po 3 hod
N odecteni % retrakce z tabulky



