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Normalna hemostaza omogucava normalan tok krvi u oCuvanim
Krvnim sudovima
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http://www.youtube.com/watch?v=CuHhmSbxNIs

Normalna hemostaza spreCava i zaustavlja krvarenje nakon
ostecenja krvnog suda




Prevencija tromboze i zaustavljanje krvarenja su posledica
dejstva antitrombotskih | protrombotskih mehanizama hemostaze

antitrombotski

Ravnoteza izmedu ovih mehanizama omogucava odrzavanje
normalne homeostaze u ljudskom organizmu
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Predominacija jednog od ovih mehanizama moze uzrokovati
hemoragijske ili trombotiCne poremecaje
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Fiziologija normalne hemostaze




Fiziologija normalne hemostaze

Normalnu hemostazu Cine Cetiri osnovna cCinioca:

krvni sudovi
trombociti
koagulacija

o o o o

fibrinoliza

Poremecaj u jednom ili viSe od ovih Cinilaca moze dovesti do
krvarenja ili tromboza



Fiziologija normalne hemostaze

VASKULARNA:

vazokonstrikcija,
oslobadanje tkivnog
faktora (TF) |
prostaciklina
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Fiziologija normalne hemostaze

Platelets

B

TROMBOCITI:

adhezija, oslobadjanje ADP i
prostaciklina



Fiziologija normalne hemostaze

TROMBOCITI:
agregacija
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“Cell based model of hemostasis”

.

VIIa

\

Tissue Factor Bearing
CeII

IXa




“Cell based model of hemostasis”

I
Vila

VIIIWVWF 7 VIllla + free vVWF

T
Xa ﬁ / Xl

Il —

/ Platelet l

\\ Xla

Tissue Factor Bearing Cell Va

avua

Activated Platelet
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“Cell based model of hemostasis”

Tissue Factor Bearing Cell

Evn




“Cell based model of hemostasis”

VIII/vWF — Vllla + free VWF
TEPI arireev
xafiRVIia avua 8

Plat et

/ Xla
Va

Tissue Factor Bearing Cell

Activated Platelet
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“Cell based model of hemostasis”

ATHI ATIII ATII ATIII ATIII
ATII ATII ATHI
ATII XaATII
lla ATIII
1\” lla AT
w .VIIIa Va

Activated Platele
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Reprogucad with permission from
Hotmen M, ot & Bicod Caagul Eanchas. 1998 Kanpl 17581-565



Platelets
Cell
Growth

Peripheral
Blood Cell
Activation

Fibrinolysis

Anticoagulation

Coagulation

Cellular
Migration

Vascular
Endothelium


http://www.chestjournal.org/content/vol124/issue90030/images/large/cb09t1974001.jpeg

Fiziologija normalne hemostaze

FIBRINOLIZA: ograniCava Sirenje tromba van mesta ozlede, dovodi
do njegove lize | zarastanja rane

RElEElSE

7

Activation Plasmin AP

e Y5
-
l (N <

FOPs

/\
0 &

Inhibition

Fibrin
thieads

Breakdown
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TROMBOZA

Tromboza (arterijska ili venska) nastaje kao kombinacija faktora tzv.
Virchow-ljevog trijasa:

A Tok krvi (staza ili turbulencija)

A Zid krvnog suda (vaskularne | endotelne funkcije)

A Sastav krvi (poremecena ravnoteza izmedju koagulacije i fibrinolize)




ARTERIJSKA TROMBOZA

PATOGENEZA: Ateromatozno ostecCenje endotela sa adhezijom
trombocita i stvaranjem fibrina. Relativha neravnoteza izmedju stvaranja
proagregatornog tromboksana A2 i antiagregatornog prostaciklina moze
dovesti do tromboze

ASOCIJACIJE: Hipertenzija, ateroskleroza, hiperlipidemija, diabetes
mellitus, policitemija, pusenje, lupus antikoagulans,
hiperhomocisteinemija, porodiCna

KLINICKA SLIKA: Ishemijska bolest srca, cerebrovaskularne bolesti,
bolesti perifernih arterija

DIJAGNOZA: Kiini¢ko ispitivanje, arteriografija, specificno

PREVENCIJA | TERAPIJA: Antiagregaciona, antikoagulantna,
tromboliza

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 24



ARTERIJSKA TROMBOZA

<4—CORONARY

THROMBOSIS

"HEART ATTACK"

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 25!



VENSKA TROMBOZA

PATOGENEZA: Povecana lokalna produkcija trombina sa talozenjem
fibrina I agregacijom trombocita u krvnim sudovima sa sporijim
protokom bez oStecenja endotela.

ASOCIJACIJE: Imobilizacija, trauma, gojaznost, trudnoca,
mijeloproliferativhe bolesti, malignitet, oralni kontraceptivi, lupus
antikoagulans, hiperhomocisteinemija, porodicna

KLINICKA SLIKA: Duboka venska tromboza, embolija pluéa

DIJAGNOZA: KiiniCko ispitivanje, dopler ultrazvuk, venografija, CT, D-
dimer

PREVENCIJA | TERAPIJA: Antikoagulantna, trombolitiCka

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 26



VENSKA TROMBOZA
Deep Vein Thrombosis (DVT)

Deep Vein
Normal Blood Flow Thro?n oeta Embolus

Deep Veins of the Leg










VENSKI TROMBOEMBOLIZAM

A

If fragments of a deep vein thrombosis break loose, they can be carried to the lungs, block-
ing blood flow. This is called a pulmonary embolism, and it can be fatal.

© Mayo Foundation for Medical Education and Rasearch. All rights resarved.




EMBOLIJA PLUCA




EMBOLIJA PLUCA
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Check lista DVT/PE

PRIJEM (URGENTNI CENTAR)
Klinika: Wells skor

Dijagnostika: Ultrazvuk-dopler alt CT, angiografija (izuzetno)/spiral CT,
pulmonalna anigografija (izuzetno)

Ispitivanja: EKG, UZ srca, gasne analize (samo kod PE)
Analize: D-dimer, Hb, Tr, PT-INR, APTT, S-kreatinin

Terapija: Fragmin (200 1U/kg), preklapanje sa Warfarinom (4, 4, 3, 27?),
kompresiona Carapa klasa |

AMBULANTA ZA TROMBOZE

Analize: PT-INR dnevno APTT kod standardnog heparina (ne Fragmina);
4-1 dan Hb, Tr

Puna pisana informacija o Warfarinu, Warfarin ploCica

OPSTA PRAKSA/ANTIKOAGULNTNA AMBULANTA
Kontrola PT-INR-a (4 nedelje) kompresiona Carapa klasa Il (6-12 meseci)

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 33



kompresiona &arapa klasa | kompresiona Carapa klasa Il
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TROMBOFILIJA

Trombofilija je urodjena ili
nasledna sklonost trombozama
usled hiperkoagulabilnosti

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac

HYPERCOAGULABLE STATE

Congenital
Deficiency of protein C

Deficiency of protein 3

Deficiency of antithromiban 111
Heterozygous

Homozygous for mutation of
heparin-binding domain

Presence of factor V Leiden

Presence of prothrombin
G20210A mutation

Acquired

Paroxysmal nocwurnal hemo-
globinuria

Myeloproliferative discases

Antiphospholipid-antibody
syndrome

Warfarin-induced skin necrosis

Thrombotic thrombocyto-
penic purpura

CHARACTERISTIC SITES
OF THROMBOSIS

Deep veins of legs

Dieep veins of legs

Deep veins of legs

Dicep veins and arteries

Deep veins of legs and
brain, coronary arteries*

Deep veins of legs and
brain, coronary and
cercbral arteriest

Portal and heparic veins

Portal and hepatic veins
Arteries and veins

Subcutaneous microvessels
All microvessels, with the
exception of those of

the liver and lung

REFERENCE

Rosenberg and Aird,! Greaves and
Preston,? Nachman and Silver-
stein,® Macik and Ortel, Thom-
as and Roberts,® De Stefano
et al.,5 Martinelli ct al.”

Rosenberg and Aird,! Greaves and
Preston,? Nachman and Silver-
stein,®* Macik and Ortel,* Thom-
as and Roberts,® De Stefano et
al.,¢ Martinelli et al.?

Rosenberg and Aird,! Greaves and
Preston,? Nachman and Silver-
stein,* Macik and Ortel,* Thom-
as and Roberts,® De Stefano
et al. .5 Martinelli et al.?

Boyer et al.,® Finazzi et al.,?
Chowdhury et al.,'* Okajima
et al.lt

Martinelli et al.,!? Price and Rid-
ker,!? Rosendaal et al 4%

Martinelli et al.,!? Margaglione
et al '* Reuner et al.,!%

De Stefano et al.,)’” Arruda
et al.,'* Rosendaal et al?

Dilawari et al.,? Hillmen et al.,2
Socie et al.2?

Dilawari ct al.20

Asherson et al.,?* Khamashta
et al.,?* Finazzi et al 25

Comp et al.2¢

Ridolfi and Bell, Asada et al. 2

Buggenenti and Remuzzi?®

*Most studies have not confirmed an association berween factor V Leiden and arterial disease. The

risk of ischemic heart discase may be limited to young women who smoke.

1The association between the prothrombin G20210A mutation and arterial disease requires con-

firmation in additional studies.
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NASLEDNE TROMBOFILIJE

APC REZISTENCIJA

FV Leiden (Arg506Gin), FV Cambridge (Arg306Thr), FV Hong Kong
(Arg306Gly)

FV Leiden 20-40% DVT, 5-7% populacije, u Skandinaviji do 10% heterozigota
NEDOSTATAK PC

1% DVT, 1/200 - 1/300 u populaciji

Tip | — snizenje i antigena i aktivnosti

Tip Il - normalan antigen, niska aktivnost (funkcionalna)
NEDOSTATAK PS

1% svih tromboza

Tip | — nizak totalni PS uz nizak slobodni PS i aktivhost

Tip Il - normalan PS antigen uz nizak slobodni PS i aktivnost
Tip Ill — porast vezanog PS uz nizak slobodni
DEFICIJENCIJA TROMBOMODULINA?

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 37



NASLEDNE TROMBOFILIJE

NEDOSTATAK AT

5% svih trombotskih epizoda kod mladih od 40 godina
1/2000 - 1/5000 u populaciji

Tip | — snizenje i antigena i aktivhosti

Tip Il - normalan antigen, niska aktivnost (funkcionalna)
PROTROMBIN GEN MUTACIJA 20210

5-7% svih tromboza

1% opste populacije

DISFIBRINOGENEMIJA

NEDOSTATAK FXII ?

HIPERHOMOCISTEINEMIJA ?

nasledna (MTHFR polimorfizam) ili steCena

10% tromboza ?

5% populacije

terapija folnom kiselinom

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 38



LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

KOGA TESTIRATI

+ Pacijenti mladi od 50 godina sa prvom VTE

+ Pacijenti stariji od 50 godina sa jasnim naslednim faktorom sa prvom
VTE

+ Bez obzira na godine kod ponovljene tromboze bez jasnog uzroka

¢+ Rekurentni pobacaji



LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

KADA TESTIRATI

¢+ Po pravilu 4 nedelje nakon prestanka Warfarina

¢+ Vecinu analiza moguca i u toku akutne faze (akutna faza utiCe na
FVIII, ostali faktori?)

¢+ Warfarin uti¢e na LA (LMWH takode)

¢+ PC, PS uodnosu na PT-INR?!




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

STA TESTIRATI

¢+ Kod poznatog poremecaja (nasledno) najpre taj parametar

¢+ Trombofilija paket




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

RUTINSKI TESTOVI POTVRDNITESTOVI
¢ APC rezistencija (modifikovani é PC antigen
aPTT test) ¢ PS antigen
é PC funkcionalni test ¢ AT antigen
é PS funkcionalni test (slobodni) DODATNI| TESTOVI
¢ AT funkcionalni test ¢ plazminogen aktivnost i antigen
¢ Lupus antikoagulans (LA) 6 t-PA
¢ Antifosfolipidna antitela (APA) ¢ HCII
é FVIII ¢ disfibrinogenemija (TT)
é FV Leiden mutacija (G1691A) 6 EXII
é protrombin mutacija(G20210A) DOPUNSK| TESTOVI
O

homocistein 6 TMiMTHFR polimorfizam

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac 42
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Venos Trombos ror (propp)

Remiss Specialkoagulation
F VI, Protein S, fritt, Protein C (enz)| 2 bla
Lupus antikoagulans

DNA: Faktor V 1691G-A 1. lila |
Faktor Il 20210G-A qpaaniiigeR

Remiss Klinisk kemi Allman

CRP, Antitrombin 1 ljusgron, 1 bla

Homocystein 1 ljusgrén

Remiss Immunologi
Kardiolipinantikroppar 1 gul
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Hereditet for venos trombos ror (propp)

Remiss Specialkoagulation

Protein S, fritt,.Protein C (enz) 1 bla

DNA: Faktor V 1691G-A 1lila
Faktor Il 20210G-A B ceni gL

Remiss Klinisk kemi Allman

Antitrombin 1 bla
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Arteriell Trombos

ror (propp)

Remiss Specialkoagulation

F VIII, PAI-1, Lupus antikoagulans |2 bla
Remiss Klinisk kemi Allman

Fibrinogen, Antitrombin 1 bla
CRP, Lipoprotein (a) 1 ljusgrén
Homocystein 1 ljusgron
Remiss Immunologi

Kardiolipinantikroppar 1 gul




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

Trombofilija Opsta Prevalenca Porast Rizik od Testiranje
prevalenca kod rizika recidiva zavreme
(%) DVT/PE (%) (puta) warfarina
AT 0,02 0,8 10-20 +++ da
PS 0,1 1 5-10 ++ ne
PC 0,2 1 5-10 ++ ne
FVL 0,1 3-4 60-70 +++ da
homozigot
FVL 5-7 20-25 3-5 + da
heterozigot
PTM 0,01 - - verovatno da
homozigot povisen
PTM 2 6-7 3-5 + da
heterozigot
Hiperhomocis 5 10-15 3 + da
teinemija
LA 1 10 10 ++ da*
APA 2 10 5 ++ da
FVIII > 2,3 - 20 5-6 ++ da*
kIU/L inflamacija




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

ANTITROMBIN - AT (kromogena metoda) (akutna)

Lako snizen AT. Kod urodenog (naslednog) nedostatka nivo je
normalno znacajno snizen.

SteCen nedostatak se moze videti kod tretmana heparinom,
DIK-a, oStecenja jetre, maligniteta, nefrotskog sinroma.

Snizen AT koji moze odgovarati urodenom (naslednom)
nedostatku.

Potvrden nedostatak (ponovljeno testiranje ili porodicno
ispitivanje) je udruzen sa povecanim rizikom od tromboze.
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LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

PROTEIN C - PC (kromogena metoda, antigen ELISA)
PROTEIN S - PS (lateks aglutinacija, antigen ELISA)

Normalan PC, uz snizen slobodni PS. Moze se videti kod trudnoce ili
terapije estrogenima. Eventualni urodeni (nasledni) nedostatak se ne
moze utvrditi.

Snizeni PC i PS se mogu videti kod smanjene sinteze u jetri, DIK-a,
nedostatka vitamina K, OAT. Za korektno odredivanje nedostatka PC ili
PS neophodno je da se prekine terapija OAT najmanje dve nedelje pre
testiranja.

Snizen PC/PS koji moze odgovarati urodenom (naslednom)
nedostatku. Potvrden nedostatak (ponovljeno testiranje ili porodiéno
ispitivanje) je udruzen sa povecanim rizikom od tromboze.
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LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

LUPUS ANTIKOAGULANS-LA/ANTIFOSFOLIPIDNA ANTITELA-APA

LA (duplocentirfugirana plazma)
DRVVT i senzitivni aPTT (silika)

Jedan pozitivan - potvrda u okviru Sest nedelja

APA (ELISA)
Antikardiolipinska i anti beta- 2 glikoprotein 1 antitela



LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

LUPUS ANTIKOAGULANS - LA

LA nije otkriven rutinskom metodom (dRVVT). aPTT je produzen
sto moze da ukaze na prisustvo LA koji se moze dokazati aPTT-
om ali ne dRVVT.

LA nije otkriven rutinskom metodom (dRVVT). aPTT je produzen.
Povisena aktivnost anti-Xa koja ukazuje da je pacijent tretiran
heparinom/LMWH tivhost Sto moze biti objasnjenje za produzen
aPTT.
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LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

LUPUS ANTIKOAGULANS - LA

LA prisutan. OBS - usled OAT (PK-INR>1,8) moguci lazno
pozitivni rezultati.

Prisustvo LA je udruzeno sa povecanim rizikom od tromboza
kako arterijskih tako i venskih. LA moze biti prisutan kod
autoimunih bolesti, maligniteta i udruzen sa infekcijama.




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

PCR — Light cycler FVL/PTM
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LABORATORIJISKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

Faktor VIII (FVIII)

Povisen nivo FVIII moze biti prisutan u trudnodi ili usled
iInflamacije. Kod visokih vrednosti (>2,3) je povecan rizik od
tromboza).




LABORATORIJSKA DIJAGNOZA TROMBOFILIJA

ARTERIJSKE TROMBOZE - PAI-1/Lp(a)

Lako do umereno povisen nivo PAI-1 (16-30). U kombinaciji sa drugim
fakorima rizika (lipidi, gojaznost) moze biti faktor rizika za
kardiovaskularne bolesti.

Jako poviSen nivo PAI-1 (>30), ukazuje na snizen fibrinoliticki
kapacitet i od znacCaja je za trombozu. (PAI-1 je protein akutne faze i
poviCen je kod zapaljenja).

Povisen nivo PAI-1 javlja se udruzen sa poremecajem lipida,
gojaznosc¢u i smanjenom fiziCkom aktivnoscu (metaboliCki sindrom).

Povisen nivo Lp(a) iznad 0,3 g/L je udruzen sa 2-3 puta vecim rizikom
od kardio- i cerebro-vaskularnih oboljenja.
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ANTIKOAGULATNI LEKOVI

> HEPARIN

> LMWH

> DIREKTNI TROMBIN INHIBITORI
> DIREKTNI XA INHIBITORI

> PENTASAHARIDI

> ORALNA ANTIKOAGULANTNA TERAPIJA (WARFARIN)



Nepoznat/neotkriven uzrok

Duzina terapije

Prva distalna DVT 6 nedelja
(ispod v poplitea-e)
privremen faktor rizika
Prva distalna DVT 6 meseci
nepoznat/stalan faktor rizika
proksimalna
prva embolija pluca
Ako je povecan rizik od 3 meseca
krvarenja
Prva DVT/PE Zivotno 12 meseci
ugrozavajuca
Prva DVT/PE aktivni kancer Do izle€enja
kancera
Druga DVT Kao prva
kontralateralna
Druga DVT >12 meseci
Ipsilateralna
PE
Tri ili viSe Do daljnjeg

Laboratorisjka dijagnostika trombofilija MF Kragujevac
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Tromboza i trombofilije

Duzina terapije

AT Do daljnjeg
Homozigotil Do daljnjeg
Dvostruki heterozigoti Do daljnjeg
Zivotno ugrozavajuéa uz Do daljnjeg

deficit

PCili PS >12 meseci
LA/AKA ViSe godina?

FVIII >2,3 IE/mL >6 meseci

Hiperhomocisteinemija3

Kao bez trombofilije

FVL/PTM heterozigot

Kao bez trombofilije

IMoguéi izuzetak PTM

2 Dva uzastopna negativna nalaza — razlog za prekid

3 Vitamin B




GLOBALNI HEMOSTATSKI METODI

..capable of assessing hemostatic potential, and predlctmg
chmca! outcomes: bleeding or thrombosis

= “|deally the clinician requires a single laboratory test
that correlates with the overall risk of a patient.
This test is currently not available....

= “One can perhaps envisage that as we have simple glubal‘tESts
of hypocoagulability such as the PT and APTT, it may soon become
possible to measure multi-factorial thrombophilia without resorting
to the multiple tests currently necessary.”

(Mannucci, PM. Thromb. Haemost. 2002)
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Modifikovani APTT - "transmitance waveform” (TW)

Endogeni trombin potencijal (ETP)

Tromboelastografija (TEG)/ROTEG

Ukupni hemostatski potencijal (OHP)










Parameters of ROTEG® Analysis

e falpha-angle Lambda-angle
= rate)

3 clot firmness

siz opsettime

CT Clotting time
CFT Clot formation time

Clot firmness (or elasticity)
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UMESTO ZAKLJUCAKA

é Izbor pacijenata, testova i vremena testiranja
é Centralizovana dijagnostika
é Internai eksterna kontrola

é Tumacenje rezultata

é Znacaj za pacijenta i rodbinu




MESSAGE TO TAKE HOME

Uvek imati na umu zasto testiramo

Laboratorija je samo pomoc¢ ne osnova dijagnoze

DIJAGNOSTIKA TROMBOFILIJA NIJE AKUTNA DIJAGNOSTIKA

Akutni testovi u hemostazi su:

PT, aPTT, Fibrinogen, AT, FVIII, D-dimer







