Specialni koagulacni
vysetreni |l



Prirozene 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 defektl
#LIA, EID, ELISA
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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 defektl
@ 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
@ odedteni funkéni aktivity z kalibraéni kfivky
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, VySetfeni 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 odpovéd na aktivovany PC (APC)

L PFfiginou vrozené APC-R je ve vé&tsing pripadt
Leidenska mutace faktoru V (FVL)

% Pricinou ziskané APC-R
@ zvyseni F VIII
© LA
@ téhotenstvi, hormonalni substituce (véetné HAK)
@ antikoagulaéni lé¢ba
@ 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, VySetfeni genotypu
# molekularné genetické stanoveni FVL



Koagulacni vysetreni APC - R

& VySetfeni prodlouzeni koagulaénich ¢asl po
pridavku APC

1. VySetreni dvou koagulacnich ¢asu
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 casu
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

& 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
@ aPTT v pritomnosti aktivatoru proteinu C

#aPTT bez aktivatoru proteinu C

L, Vysledek - normalizovany pomér (NR)

@ vztazeni poméru ¢asu R ke standardé

“Normalni hodnoty NR > 0,8

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



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



Testy k diaghostice VWF

%, doba krvaceni

Y PFA

& APTT

S F VIIEC (funkéni aktivita)

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

% kolagen vazebna kapacita VWF
% F VIl vazebna kapacita VWF

%, multimerni struktury VWF

% molekularni diagnostika



Vysetreni aktivity VWF

% 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" aglutinacni



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 % odectenim z kalibraéni kfivky

& Turbidimetrickd metoda

@ sledovani zmén turbidity ve smési trombocytl a
ristocetinu po pridavku vysetrovaneé plazmy (PPP)
v vyhodnoceni zmén absorbance z kinetického méfeni
v" vyjadfeni vysledku v % odectenim z kalibraéni kfivky
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Metoda VWF:RCo

% Aglutinaéni metoda

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

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

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



Metoda ristocetin nezavisla

L Kvantitativni automatizovana metoda
# standartizovana

% Princip

evyhodnoceni vazby VWF na rekombinantné
pripraveny GPlb s mutacemi, ktera
nevyzaduje pritomnost antibiotika ristocetinu

detekce aglutinace latexovych &astic

v'metodou imunoturbidimetrickou na koagulaénich
automatech

21



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 vVWF choroby

% Vyhodnoceni

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

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



Testy fibrinolytickeho systemu
& Rutinni testy

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



Diagnostika krvacivych stavu

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

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



Trombofilni markery
L Defekty systémd

@ Pfirozenych inhibitort krevniho srazeni
@ Koagulaénich faktor(

& Fibrinolyzy

& Trombocytd

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



