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Uporedno ispitivanje sistema hemostaze standardnim testovima, tromboelastometrijom

i testom ispitivanja stvaranja trombina kod bolesnika sa alkoholnom cirozom
SAZETAK

Uvod. Brojni poremecaji hemostaze koji odlikuju hroni¢no oboljenje jetre dugo su smatrani
vaznim kofaktorom u nastanku krvarenja. Smatralo se da standardni testovi hemostaze daju
uvid u prirodu hemostatskog poremecaja i opseg hepatocelularnog oStecenja, kao i da se
mogu direktno koristiti u predvidanju stepena rizika krvarenja u sklopu invazivnih procedura i
hirurskih intervencija. Medutim, pokazano je da standardni testovi hemostaze slabo koreliraju
kako sa nastankom i trajanjem krvarenja u toku biopsije jetre i drugih invazivnih procedura
tako i sa razvojem gastrointestinalnog i krvarenja u toku transplantacije jetre. Poslednjih
godina prihvacen je koncept rebalansirane hemostaze u hroni¢nom oboljenju jetre. Balans u
sistemu hemostaze kod bolesnika sa cirozom ostvaruje se putem nekoliko mehanizama:
povisen nivo adhezivnog proteina VWF (von Willebrand faktor), snizena aktivnost proteaze
ADAMTS 13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motif-13), deficit
prirodnih antikoagulacionih proteina, poviSen nivo faktora koagulacije VIII i sniZzen nivo
antifibrinoliznih proteina. Do sada nisu ustanovljene standardizovane metode za kvantitativnu
procenu ukupnog hemostatskog potencijala. Poslednjih godina povecan je interes za klinicku
implementaciju globalnih testova hemostaze, kao $to su test ispitivanja stvaranja trombina i
tromboelastometrija. Test ispitivanja stvaranja trombina meri in vitro kapacitet plazme za
stvaranje trombina (eng. ETP- endogenous thrombin potential). Tromboelastometrija ispituje
efekat trombina na formiranje krvnog ugruska u celoj krvi.

Ciljevi. Ciljevi studije bili su ispitivanje: a) hemostatskog profila bolesnika sa alkoholnom
cirozom standardnim i globalnim testovima hemostaze, b) korelacija izmedu standardnih i
globalnih testova, c) korelacija izmedu tromboelastometrije i testa za ispitivanje stvaranja
trombina, d) valjanosti tromboelastometrije za utvrdivanje kvalitativnog poremecaja
fibrinogena, e) znacaja tromboelastometrije u proceni aktivnosti sistema fibrinolize, f)
korelacija globalnih testova sa indeksima oStecenja jetrine funkcije.

Materijal i metode. Ova studija obuhvatila je 60 bolesnika sa alkoholnom cirozom. Rezultati
testiranja sistema hemostaze bolesnika sa alkoholnom cirozom analizirani su u odnosu na
rezultate dobijene ispitivanjem kontolnih grupa: 24 bolesnika sa holestaznom cirozom i 50
zdravih ispitanika. Stepen tezine oboljenja jetre procenjivan je na osnovu Child Pugh skora

(CPs). Sistem hemostaze analiziran je standardnim testovima hemostaze, nemodifikovanim



testom za ispitivanje stvaranja trombina i tromboelastometrijom. Uzorci krvi uzimani su
neposredno nakon hospitalizacije bolesnika.

Rezultati. Hipokoagulabilnost je utvrdena kod veceg procenta bolesnika sa alkoholnom
cirozom kada je ispitivanje sistema hemostaze vrSeno standardnim testovima i ETP u
poredenju sa tromboelastometrijom. Produzen PT, aPTT i TT izmereni su kod 96.7%, 83.3% i
48.3% bolesnika. Snizen broj trombocita utvrden je kod 86.7%, a hipofibrinogenemija kod
15% bolesnika. U poredenju sa zdravim ispitanicima, bolesnici sa alkoholnom cirozom imali
su znacajno vise vrednosti PT, aPTT i TT, niZe vrednosti broja trombocita, nizu aktivnost
faktora koagulacije 11, V, VII, IX, X, XI, XII, XIII i antitrombina i proteina C, dok su nivoi
faktora koagulacije VIII i VWF bili zna¢ajno visi (p<0.001 za sve ispitivane parametre). Nije
postojala znacajna razlika u srednjim vrednostima fibrinogena izmedu bolesnika sa
alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika.

Testom ispitivanja stvaranja trombina kod vecine bolesnika sa alkoholnom cirozom utvrden je
hipokoagulabilan koagulacioni profil. Prolongirana faza inicijacije koagulacionog procesa
reprezentovana vremenom t-lag zabelezena je kod 36/60 (60%) bolesnika, dok su kod
znacajno veceg procenta bolesnika detektovani snizeni maksimalan kapacitet za stvaranje
trombina (Cmax) i ukupna koli¢ina stvorenog trombina (AUC). Naime, sniZeni parametri
Cmax i AUC utvrdeni su kod 55/60 (91%) odnosno 49/60 (81.6%) bolesnika sa alkoholnom
cirozom. U poredenju sa zdravim ispitanicima, bolesnici sa alkoholnom cirozom imali su, s
jedne strane, znacajno vise vrednosti parametra t-lag (30.1+£10.8s vs. 25.6£14.2s, p<0.001) i, s
druge strane, znacajno niZe vrednosti parametara Cmax (68.3+28.2% vs. 112.0£20.9%,
p<0.001) i AUC (67.9+16.4% vs. 98.3+10.9%, p<0.001). Ukupna Kkoli¢ina formiranog
trombina korelirala je sa aktivnoS¢u holinesteraze (r=0.610; p<0.001), kao i sa nivoima
albumina (r=0.462; p<0.001) i ukupnog bilirubina (r=-0.281; p=0.031).

Ispitivanjem sistema hemostaze tromboelastometrijom, hipokoagulabilnost reprezentovana
snizenom maksimalnom ¢évrstocom krvnog ugruSka (eng. MCF: Maximum Clot Firmness)
utvrdena je kod 20/60 (33.3%) bolesnika u spoljnjem putu i 25/60 (41.7%) bolesnika u
unutarnjem putu koagulacionog procesa. Bolesnici sa alkoholnom cirozom imali su nizi
hemostatski potencijal u odnosu na zdrave ispitanike, $to je u spoljnjem putu koagulacije
reprezentovano znacajno visim vrednostima vremena formiranja krvnog ugruska [eng. CFT:
Clot Formation Time (EXTEM-CFT: 116.6+45.6 vs. 79.2+16.9s; p<0.001)] odnosno nizim
vrednostima EXTEM-MCF (55.9£8.9 vs. 66.2+4.0mm; p<0.001). U odnosu na biohemijsku
funkciju jetre, utvrdena je slaba korelacija (r=0.272; p=0.037) izmedu aktivnosti holinesteraze

i trombolelastometrijskog parametra EXTEM-MCEF.



Sa povecanjem tezine ciroze, utvrdeno je znacajno snizenje koncentracije fibrinogena i
vrednosti FIBTEM-MCF, uz istovremenu prolongaciju TT (p=0.002). U svim CPs
kategorijama, koncentracija fibrinogena znacajno je korelirala sa FIBTEM-MCF (r=0.77,
r=0.72, r=0.74; p<0.001), dok su medusobne korelacije drugih testova pokazale veliku
varijabilnost. Prevalenca sniZzene vrednosti FIBTEM-MCF (<9mm) bila je znacajno veca u
uznapredovaloj bolesti (p=0.027), a najveca ucestalost zabelezena je kod bolesnika u CPsC
kategoriji [10/16 (62.5%)]. Medu bolesnicima sa shizenim FIBTEM-MCF (13 sa alkoholnom
i 3 sa holestaznom cirozom), 9 bolesnika imalo je snizenu koncentraciju fibrinogena. Kod
preostalih 7 bolesnika (6 sa alkoholnom i 1 sa holestaznom cirozom), izmeren je normalan
nivo fibrinogena, Sto ukazuje na prisustvo kvalitativnog poremecaja fibrinogena. odnosno
poremecaja polimerizacije fibrina.

U tromboelastometrijskom ispitivanju, hiperfibrinoliza definisana povisenom vrednoS¢u
maksimalne lize krvnog ugruska (eng. ML: Maximum Lysis) >15% detektovana je kod 5
(8.3%) bolesnika sa alkoholnom cirozom (n[CPsB]=1; n[CPsC]=4). Prisustvo hiperfibrinolize
znacajno se razlikovalo izmedu obolelih od alkoholne ciroze i zdrave populacije (p=0.038).
Kod bolesnika sa hiperfibrinolizom, postojale su izuzetno jake korelacije izmedu vrednosti
EXTEM-ML, sa jedne strane, i vrednosti a,-IP i D-dimera, sa druge strane.

Zakljuéak. ETP moze predstavljati pogodan test za procenu ostecenja sintetske funkcije jetre
i stepena teZzine ciroze uzrokovane alkoholom. U odnosu na ETP, tromboelastometrija je
funkcionalan test koji obezbeduje dodatnu informaciju o maksimalnoj ¢vrsto¢i i stabilnosti
krvnog ugruska, funkcionalnom statusu fibrinogena i aktivnosti sistema fibrinolize. FIBTEM
je odgovarajuc¢i test kako za kvantitativno odredivanje fibrinogena tako i za utvrdivanje
kvalitativnih poremecaja fibrinogena. U prisustvu normalne koncentracije fibrinogena,
sniZzena vrednost FIBTEM-MCF ukazuje na korisnost ovog testa u detektovanju poremecaja
polimerizacije fibrina. Bolesnici sa alkoholnom cirozom mogu ispoljiti hiperfibrinolizu, koja
se detektuje u tromboelastometrijskom testiranju. U hroni¢nom oboljenju jetre, potrebno je
sprovesti klinicke studije u cilju odredivanja valjanosti globalnih testova u predikciji

krvarenja i pracenju efekata terapije.

Kljuéne redi: alkoholna ciroza, hemostatski potencijal, standardni testovi hemostaze, globalni

testovi hemostaze
Nauéna oblast: Medicina

UZa nau¢na oblast: Hematologija



A comparative evaluation of hemostasis system by standard coagulation tests,

thromboelastometry and thrombin generation assay in patients with alcoholic cirrhosis

ABSTRACT

Introduction. Diverse spectrum of hemostatic abnormalities in chronic liver disease has long
been considered a key cofactor in the determination of bleeding. There was a solid belief that
hemostatic screening profile, consisting of standard coagulation tests, may provide useful
information regarding the nature of hemostatic impairment and the extend of the
hepatocellular damage, and could be used for clinical decision making related to surgery and
invasive procedure treatment approaches. However, it has been shown that the results of
standard hemostasis tests are poorly correlated with the onset and duration of bleeding after
liver biopsy and other potentially hemorrhagic procedures as well as the occurrence of
gastrointestinal bleeding or bleeding during liver transplantation. In recent decades, the old
dogma shift associated with the increased appreciation of the rebalanced hemostasis has led to
the reevaluation of previously the widely accepted concept of a causal relationship between
hemostasis abnormalities and bleeding complications in chronic liver disease. Restored
balance in the hemostatic system in patients with cirrhosis is provided in several ways
including: elevated levels of the platelet adhesive protein VWF, reduced activity of vVWF-
cleaving protease ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin
motif-13), deficiencies of naturally occurring anticoagulants, elevation of FVIII, and decrease
of antifibrinolytics. There are no widely available and fully standardized methodologies for
quantitative assessment of overall hemostasis potential within individual. There is a growing
interest in using more global hemostatic assays such as thrombin generation assay and
thromboelastometry. Thrombin generation assay measures the in vitro capacity of plasma to
produce thrombin over time which has been termed endogenous thrombin potential (ETP).
Thrombin generation assay differs from thromboelastometry. Instead of looking at the whole
thrombin generation dynamics, thromboelastometry is dependent on thrombin generation
measuring its effect on clot formation in whole blood.

Aims. The aims of the study were to investigate: a) hemostatic profile of patients with
alcoholic cirrhosis using standard and global hemostasis tests, b) correlations of standard
coagulation tests with global assays, c) correlations between thrombin generation assay and
thromboelastometry, d) utility of thromboelastometry in detection of a qualitative fibrinogen
disorder, €) relevance of thromboelastometry for evaluation of fibrinolytic system activity, f)

correlations of global assays with liver impairment indexes.



Matherial and methods. Sixty patients with cirrhosis of an alcoholic aetiology were
included. The results were evaluated in comparison with control groups: 24 patients with
cholestatic cirrhosis and 50 healthy individuals. The degree of liver failure was assessed
according to Child-Pugh scor (CPs). Hemostasis was assessed using standard coagulation
testing, unmodified thrombin generation assay and thromboelastometry. Blood samples were
taken at admission.

Results. On the whole, we found a greater proportion of patients with alcoholic cirrhosis to be
hypocoagulable when tested with standard tests and ETP compared to thromboelastometry.
Prolonged PT, aPTT and TT were noted in 96.7%, 88.3% and 48.3% patients, respectively.
Thrombocytopenia was observed in 86.7%, while fibrinogen was decreased in 15% patients.
When compared with healthy subjects, patients with alcoholic cirrhosis had significantly
prolonged PT, aPTT and TT, more reduced platelet count as well as levels of coagulation
factors I, V, VII, IX, X, XIl, XII, XIIl, antithrombin, protein C, and increased levels of
factor VIII and VWF (p<0.001 for all parameters). Difference for fibrinogen values wasn’t
observed between patients and controls.

In most patients, ETP parameters were consistent with the hypocoagulable profile. The
majorities of patients were identified as having decreased peak of thrombin generation
[Cmax: peak height (n=55/60)] and total amount of active thrombin formed [AUC: area under
the curve (n=49/60)] as well as increased t-lag values (n=39/60). There was significance
between ETP parameters in two groups (p<0.001). The t-lag was higher in cirrhosis
(30.1+10.8 vs. 25.6+14.2s). Both Cmax and AUC were higher in healthy controls (112.0+20.9
vs. 98.3+10.9%; 68.3+28.2 vs. 67.9+16.4%). The AUC correlated with cholinesterase
(r=0.610; p<0.001), albumin (r=0.462; p<0.001), and total bilirubin (r=-0.281; p=0.031).
Using thromboelastometry, we found hypocoagulability represented by reduced MCF in
20/60 (33.3%) of patients in extrinsic (EXTEM), and 25/60 (41.7%) of patients in intrinsic
(INTEM) activated test. In comparison to healthy controls, patients had significantly different
thromboelastometric parameters. In patients, CFT (clot formation time) values were higher,
whereas MCF values were lower (extrinsic test: 116.6+45.6 vs. 79.2+16.9s; 55.9+8.9 vs.
66.2+4.0mm; p<0.001). There was a weak correlation (r=0.272; p=0.037) between
cholinesterase activity and EXTEM-MCF.

With increased cirrhosis severity, fibrinogen and FIBTEM-MCEF levels significantly declined
(p=0.002), while TT was significantly prolonged (p=0.002). In all CPs groups, fibrinogen
strongly correlated with FIBTEM-MCF (r=0.77, r=0.72, r=0.74; p<0.001), while cross-

correlations of other assays were highly variable. The prevalence of decreased FIBTEM-MCF



value (<9mm) was significantly higher in advanced CPs categories (p=0.027), whereby the
highest prevalence was detected in patients with CPsC [10/16 (62.5%)]. Nine of the 16
patients (13 patients with alcoholic and 3 patients with cholestatic cirrhosis, respectively) with
decreased FIBTEM-MCEF values had also decreased fibrinogen levels, while in the remaining
7 patients (6 patients with alcoholic and 1 case with cholestatic cirrhosis, respectively)
fibrinogen levels were within the reference range, indicating the presence of qualitatively
altered fibrinogen detected by FIBTEM-MCF.

In thromboelastometry, hyperfibrinolysis defined with increased Maximum Lysis (ML>15%)
was detected in 5 (8.3%) patients with alcoholic cirrhosis (n[CPsB]=1; n[CPsC]=4). The
presence of hyperfibrinolysis was significantly different in patients with alcoholic cirrhosis
compared to healthy controls (p=0.038). In patients with hyperfibrinolysis, a strong
correlations between EXTEM-ML with ap-plasmin inhibitor (ap-1P) and D-dimer were
observed.

Conclusion. ETP may be an additional alternative for estimating impairment of synthesis
liver function and severity degree of cirrhosis caused by alcohol. Thromboelastometry as a
functional assay is superior to ETP for investigating coagulopathy in cirrhosis as it provides
supplemental informations such as maximum clot firmness and stability/fibrin
polymerization/fibrinolysis activity, which cannot be derived from ETP. Thromboelastometric
FIBTEM-MCF could be considered as a pertinent method for investigating quantitative
fibrinogen status as well as diagnosis of fibrin polymerization disorders in cirrhotic patients.
In patients with normal fibrinogen content of the blood, decreased clot firmness measured by
FIBTEM test make the letter as a good candidate to assess for the presence of a qualitative
fibrinogen disorder. Alcoholic cirrhosis may be associated with hyperfibrinolysis which can
be detected by thromboelastometry. Further studies are needed to evaluate the usefulness of
these assays in predicting bleeding complications in patients with chronic liver disease as well

as in monitoring replacement treatment.

Key words: alcoholic cirrhosis, hemostatic potential, standard hemostasis tests, global
hemostasis assays
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1. UvVOD

1.1. FIZIOLOSKA HEMOSTAZA

Hemostaza spada medu najznacajnije mehanizame homeostaze ljudskog organizma. Sistem
hemostaze predstavlja neodvojivi deo ukupnog odgovora na povredu. Primarne funkcije
sistema hemostaze su obezbedivanje tecnog stanja u cirkulaciji i promptno zaustavljanje
krvarenja na mestu oSte¢enja krvnog suda. UspeSno ostvarivanje osnovnih funkcija ovog
slozenog bioloSkog sistema zavisi od kompleksnih interakcija i dinamic¢ne ravnoteze izmedu
viSe komponenata: krvnih sudova, celijskih elemenata krvi, proteina sistema koagulacije i
fibrinolize, kao i drugih molekula. Glavne celijske komponente sistema hemostaze su
endotelne celije, trombociti, monociti i eritrociti. Glavne molekulske komponente sistema
hemostaze su faktori koagulacije i inhibitori, faktori sistema fibrinolize (aktivatori i
inhibitori), adhezivni proteini, intercelularni proteini, proteini akutne faze zapaljenskog
odgovora, imunoglobulini, joni kalcijuma (Ca?"), fosfolipidi, prostaglandini i odredeni
citokini. Koagulacioni proteini su neophodni ucesnici odgovora sistema hemostaze na
povredu, dok celije kontroliSu trajanje, intenzitet i lokalizaciju hemostatskih reakcija.
Regulacija molekulskih i ¢elijskih puteva sistema hemostaze determiniSe jedan od tri ishoda:
kontrolisana hemostaza, krvarenje ili tromboza. Sistem hemostaze prekoracuje granice
vaskularnog sistema svojim direktnim uceSem u sloZzenim mehanizmima zapaljenskih
reakcija, procesima celijske proliferacije i obnove tkiva nakon povrede, autoimunskim
procesima, rastu tumora i Sirenju metastaza. Zahvaljuju¢i uc¢eSéu u odrzavanju integralne
bioloSke homeostaze ljudskog organizma, sistem hemostaze se smatra sveobuhvatnim
vitalnim funkcionalnim sistemom®*.

Uzajamnim preciznim delovanjem izmedu primarne hemostaze i sistema koagulacije i
fibrinolize postize se adekvatna hemostaza Normalno funkcionisanje sistema hemostaze
odlikuje delikatna ravnoteZza izmedu prohemostatskih i antihemostatskih procesa, zahvaljujuci
kojoj se prevenira kako krvarenje iz povredenih krvnih sudova tako i razvoj spontane

tromboze'®®,

1.1.1. Uloga endotela u hemostazi

Endotel obezbeduje protektivnu povrsinu koja sprecava kontakt hemostatskih komponenata

krvi i reaktivnih subendotelnih struktura. Antikoagulaciona svojstva endotela obezbeduju



specifi¢ni ne-proteinski i proteinski mehanizmi. Specifi¢ni ne-proteinski mehanizmi su protok
krvi i vaskularni integritet. Specifi¢ni proteinski mehanizmi su sistemske antitrombozne i
profibrinolizne komponente koagulacionog i fibrinoliznog sistema’.

Specijalizovana uloga endotela u hemostazi ogleda se u lokalnoj regulaciji aktivnosti
trombocita i komponenata sistema koagulacije i fibrinolize. Intaktan endotel ispoljava
antiagregaciono, antikoagulaciono i profibrinolizno delovanje (Shema 1)%. Antitrombozna
svojstva endotela ogranic¢avaju intravaskularno Sirenje hemostatske reakcije indukovane

povredom krvnog suda®

1.1.1.1. Regulacija aktivnosti trombocita
Endotelne celije onemogucavaju adheziju trombocita za zid krvnog suda zahvaljujuci
fizikalnim i biohemijskim karakteristikama. Negativno naelektrisana povrSina endotelnih
¢elija odbija negativno naelektrisane trombocite. U fizioloSkim uslovima, trombociti cirkuliSu
u bliskom kontaktu sa unutarnjom povrSinom krvnog suda i ne interreaguju sa povrsinom
intaktnog endotela u odgovoru na agoniste zahvaljujuc¢i oslobadanju medijatora: azotni oksid

(NO), prostaciklin (PGl,-prostaglandin 1,) i ekto-adenozindifosfataza (ektoADP-aza)***.

1.1.1.2. Regulacija tromboznih faktora

RavnoteZza izmedu prirodnih antitromboznih i indukovanih prokoagulacionih aktivnosti
endotela prevashodno je regulisana kontrolnim mehanizmima stvaranja trombina. Trombin
deluje prokoagulaciono, antikoagulaciono i antifibrinolizno u zavisnosti od faze procesa
koagulacije zbog cega predstavlja jedinstvenu serinsku proteazu. U plazmi zdravih osoba
prisutna je niska enzimska aktivnost trombina uslovljena njegovim ogranic¢enim stvaranjem
koje je kontrolisano precizno regulisanim putevima'®**. Pored vrienja uloge u odrZavanju
vaskularnog integriteta endotelne c¢elije dinami¢no blokiraju interakciju sistemskih
koagulacionih komponenata sa subendotelnim elementima koji vrSe aktivaciju puteva
koagulacije®.

Na antikoagulacionoj strani, matriks koji okruzuje endotel stvara heparan sulfate i srodne
glikozaminoglikane koji su kofaktor u ispoljavanju aktivnosti antitrombina (AT). Heparan
sulfat i srodni glikozaminoglikani povecavaju Kinetiku inhibicije aktivnosti koagulacionih
serinskih proteaza delovanjem AT (inhibicija trombina i aktiviranih faktora koagulacije (Fa)
X 1 IX: FXa i FIXa). Subendotel sadrzi dermatan sulfate koji pospeSuju antitrombinsku
aktivnost heparinskog kofaktora I (HKI1)3*1¢.

Endotel sprecava stvaranje trombina putem oslobadanja inhibitora puta tkivnog faktora

(TFPI: tissue factor pathway inhibitor) koji se vezuje za FXa unutar kompleksa tkivni faktor
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(TF)/Vlla/Xa i inhibira spoljnji put koagulacije. Endotelne ¢elije su glavno mesto sinteze
TFP|8'17'18.

Endotelne celije eksprimiraju trombomodulin (TM) i endotelni receptor proteina C (ERPC) i
sintetiSu kofaktor protein S (PS). Vezivanje za TM inhibira delovanje trombina u aktivaciji
trombocita, FV, FXIII i fibrinogena'®. Vezivanjem za TM, trombin sti¢e sposobnost da
aktivira antikoagulacioni put proteina C (PC). ERPC i PS reguliSu aktivnost puta PC.
Aktivirani PC (aPC) inhibira FVIll1a i FVa*?.

Aneksin V se vezuje za povrsinu neaktiviranih i aktiviranih endotelnih ¢elija. Aneksin V se
vezuje visokim afinitetom za fosfolipide i inhibira prokoagulacione reakcije’. Heparinoidi
(heparan sulfati, dermatan sulfati i srodni glikozaminoglikani), TFPI, TM i aneksin V

ogranicavaju intravaskularno $irenje fibrina van granica hemostatskog ugruska’.

Inhibicija : Antikoagulacioni putevi :
1 Inaktivacija Inaktivacija :
i trombina FVaiFllla 1
%] 5 | FXaiFXa ! :
1 ' 1 Plazmin
O I j;c TFPI |1
.g:,;r%?- : = [ | Plazminogen
Vi ‘G T |
No 1'% g PS : 0
PGI, :g 5 Trombin + TM 1!1 i tAP
be Y og AT TFFVILEY: |
= H I
113 | & ]
1" HEIl = [
& B 1

|

e

Subendotelni kolagen | ""‘--—-

Shema 1. Antiagregaciono, antikoagulaciono i profibrinolizno delovanje endotela.
(reprodukovano i adaptirano uz saglasnost lva Elezoviéa. Elezovi¢ I. Laboratorijska dijagnostika

protromboznog stanja. U: Laboratorijska dijagnostika poremecaja hemostaze. 2008)



1.1.1.3. Regulacija komponenata sistema fibrinolize

Endotel ima klju¢nu ulogu u regulaciji aktivnosti enzima sistema fibrinolize. Endotelne celije
sekretuju aktivatore plazminogena. Tkivni aktivator plazminogena (tAP) je intravaskularni
aktivator plazminogena. Plazminogen se konvertuje u plazmin (centralni enzim sistema
fibrinolize) aktivacionim delovanjem tAP. U in vitro uslovima, pokazano je da aktivirane
endotelne ¢elije sintetiSu urinarni aktivator plazminogena ili urokinazu (UAP). Na endotelnim
¢elijama eksprimirani su receptori za vezivanje tAP i uAP??*. Endotelne ¢elije produkuju
jedan ili viSe inhibitora aktivatora plazminogena (PAI) koji vezuju tAP pri ¢emu se formiraju
neaktivni kompleksi. U normalnoj plazmi, koncentracija konstituciono eksprimiranog PAI-1
premasuje koncentraciju tAP tako da je prisutna niska fibrinolizna aktivnost®.

Zahvaljuju¢i antitrombocitnim, antikoagulacionim i profibrinoliznim delovanjima, intaktan
endotel predstavlja aktivhu antitromboznu povrSinu koja omogucava transport plazmatskih i
¢elijskih konstituenata kroz vaskulaturu. NaruSavanje integriteta endotela (inflamacija,
hidrodinamske sile smicanja) stvara protromboznu i antifibrinoliznu povrsinu (gubitak

protektivnih molekula, ekspresija adhezivnih molekula)®.

EE i i e i e i i

U procesu spontanog zaustavljanja krvarenja iz povredenog krvnog suda trombociti su klju¢ni
ucesnici svih faza procesa hemostaze: vaskularne, trombocitne i koagulacione. Hemostaza se

postiZe lokalizovanim prokoagulacionim reakcijama na povrsinama specifi¢nih ¢elija*>%.

1.1.2. Primarna hemostaza

Prvi dogadaj u kontroli krvarenja je formiranje primarnog hemostatskog ugruska na mestu
oStecenja krvnog suda. Formiranje primarnog hemostatskog ugruska deSava se u vaskularnoj i
trombocitnoj fazi hemostaze, §to se naziva primarnom hemostazom®. Brojne koordinisane
interakcije izmedu tkivnih komponenata, plazmatskih proteina i receptora na membrani
trombocita ucestvuje u inicijalnom zarastanju oste¢enog podrugja krvnog suda’?.

Refleksna vazokonstrikcija nastaje za 10-30 sekundi i predstavlja lokalno indukovan
fenomen. Vazokonstrikcija smanjuje ekstravaskularni gubitak krvi i usporava lokalni krvotok,
stvaraju¢i optimalne uslove za kontakt trombocita sa subendotelnim strukturama.

Vazokonstrikciju pokre¢u direktno oStecenje glatkih miSi¢nih ¢elija, faktori oslobodeni iz



endotelnih celija 1 refleksi inicirani lokalnim receptorima za bol (nervni refleksi
simpatikusa)®.

Narusavanje integriteta endotela uslovljava aktivaciju i programirane biohemijske promene
endotelnih c¢elija, Sto dovodi do transformacije antitromboznog u protrombozno stanje
endotela. Aktivirani endotel eksprimira TF (tromboplastin, FIIl) i izlaZe subendotelno tkivo
[kolagen, fibronektin, laminin, vitronektin, trombospondin, integrini, selektini, von
Willebrandov faktor (VWF) i drugi adhezivni molekuli]. U kontaktu sa bogatim sadrZajem
subendotelnog tkiva trombociti menjaju morfologiju, adheriraju, agregiraju i oslobadaju

sadrzaj svojih granula’®?.

1.1.2.1. Aktivacija trombocita

Na membrani trombocita konstituciono su eksprimirani brojni receptori za komponente
ekstracelularnog matriksa i agoniste trombocita’’. Mirujuéi trombociti imaju lipidnu
dvoslojnu membranu koja je asimetricna u pogledu distribucije fosfolipida. Negativno
naelektrisani fosfolipidi (fosfatidilserin i fosfatidiletanolamin) smeSteni su na unutarnjoj strani
lipidnog dvosloja. Neutralni lipidi (sfingomijelin i fosfatidilholin) smeSteni su u spoljnjem
sloju trombocitne membrane®°.

Trombociti se aktiviraju pri povredi krvnog suda u dodiru sa stranom povrSinom ili pod
delovanjem aktivatora odnosno agonista [kolagen, trombin, ADP, tromboksan A, (TxA,),
epinefrin, faktor aktivacije trombocita (platelet activating factor: PAF), prostaglandini].
Aktivacija trombocita se sastoji u promeni bikonveksnog (diskoidnog) oblika, izlaganju
negativno naelektrisanih fosfolipida, ekspresiji glikoproteinskih (GP) receptora i sekreciji
sadrZaja granula. Najmoc¢niji fizioloki aktivatori trombocita su kolagen i trombin. Aktivacija
trombocita kolagenom i trombinom uslovljava mobilizaciju intracelularnog Ca®** i
redistribuciju membranskih fosfolipida, Sto ima za posledicu izlaganje fosfatidilserina i
fosfatidiletanolamina u spoljnjem sloju membrane. IzloZeni negativho naelektrisani
fosfolipidi kreiraju stanje trombocitne membrane koje je pogodno za formiranje kompleksa
protrombinaza (membrana aktiviranih trombocita, Ca®*, FXa i FVa) u fazi propagacije
procesa koagulacije™" 2%

Inicijalna adhezija trombocita

Kolagen i VWF su najvazniji subendotelni proteini za koje trombociti adheriraju®. Medu
adhezivnim proteinima, VWF ima posebno vaznu ulogu jer je istovremeno nesolubilna
komponenta subendotelnog matriksa, cirkuliSuci plazmatski protein i protein alfa (a) granula

trombocita koji se oslobada iz aktiviranih trombocita. Plazmatski vVWF ima klju¢nu ulogu u



inicijalnoj adheziji trombocita za povredeno mesto zida krvnog suda, jer se brzo i ¢vrsto
vezuje za kolagen i, verovatno, za druge strukture matriksa (proteoglikani) i to na svim

mestima na kojima je krv izloZena povredenim tkivima®

. VWF se postavlja kao most
izmedu trombocita i povredenog tkiva. Ovaj adhezivni protein poseduje vezujuéa mesta za
GPIb, GPIIbllla i kolagene tip I, 111 i VI. Pri povredi krvnog suda VWF vezuje: a) kolagen
izlozen na mestu oStecenja zida krvnog suda i b) A1 domen vVWF vezuje kompleks GPIb-V-
IX na membrani trombocita. Kompleks GPIb-V-IX se sastoji od cetiri transmembranske
polipeptidne subjedinice: GPlba i GPIbB spojeni disulfidnom vezom i nekovalentno vezani
GPIX i GPV. Vezuju¢e mesto za VWF smesteno je na GPIbo?" =%,

Na membrani trombocita fiziolo3ki receptori za kolagen su GPVI, GPlalla (integrin azfi) i
GP IV (CD36). Glavni receptor za kolagen je GPVI. Vezivanje kolagena za GPlalla indukuje
konformacione promene u ovom integrinu, koje povecavaju afinitet vezivanja trombocita za
kolagen. Vezivanje trombocitnih receptora GPlalla i GPVI za kolagen obezbeduje stabilnu
adheziju trombocita. Smatra se da GPIV ima modulatornu ulogu u ranoj fazi adhezije
trombocita za kolagen i druge ligande. Stabilnoj adheziji trombocita doprinosi vezivanje
fibronektina i integrina asp:1%2%"*"°. U ¢vrsto adheriranim trombocitima serija biohemijskih
promena indukuje aktivaciju integrina alphallpbetas (oubP3), Sto omogucéava interakcije
visokog afiniteta sa adhezivnim proteinima (fibrinogen, vVWF, fibronektin). Adhezija se dalje
pojacava interakcijom drugih integrina/receptora sa lamininom i trombospondinom (TSP).
Adhezivne interakcije su neophodne za formiranje stabilnih agregata aktiviranih trombocita i
pospesenje rasta tromba®® .

Adhezija trombocita per se potencira prokoagulacione odgovore trombocita. Trombociti
adherirani za kolagen i aktivirani pomoc¢u GPVI izlaZzu na spoljnjoj povrsini prokoagulacione
negativno naelektrisane fosfatidilserine, formiraju membranske mehurice i kona¢no
prokoagulacione mikrovezikule-mikropartikule. Tokom procesa preuredenja membrane
trombociti dramati¢cno menjaju oblik (poprimaju sferican oblik) i izlazu brojne dugacke
pseudopode, Sto olakSava pripojenje trombocita za subendotel. Adherirani trombociti se istezu
na povrsini, a dodatni trombociti iz cirkulacije se pripajaju za adherirane trombocite i
medusobno se spajaju. Prokoagulaciona transformacija trombocita se precizno odigrava na
mestima gde je koagulacija poZeljna (izloZen subendotel)*.

Postepena aktivacija trombocita

Adherirani trombociti lokalno oslobadaju solubilne agoniste (trombin, ADP, TxA;) koji
indukuju autokrinu ili parakrinu aktivaciju trombocita. Vezivanje agonista za specifi¢ne

receptore stimulide intracelularne signalne puteve koji indukuju mobilizaciju Ca®* u
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citoplazmu, Sto ima kljucnu ulogu u aktivaciji integrina aypPs, Stvaranju TxA,, sekreciji
granula i prokoagulacionoj funkciji trombocita".

Aktivacijom trombocita kolagenom i trombinom (kolagenom i trombinom aktivirani
trombociti’) formira se visoko aktivan inicijalni sloj prokoagulacionih trombocita na mestu
ostecenja zida krvnog suda®. Na membrani trombocita nalaze se receptori umerenog i visokog
afiniteta za vezivanje trombina. Proteazom aktivirani receptori 1 i 4 (Protease Activated
Receptors 1 i 4: PARL i PAR4) su receptori umerenog afiniteta koji posreduju u delovanju
trombina na trombocite. GPIb komponenta kompleksa GPIb-V-1X predstavlja receptor
visokog afiniteta za vezivanje trombina. Smatra se da GPIb pojacava aktivaciju trombocita
prethodno aktiviranih trombinom vezanim za PAR receptore i da je neophodan za
ispoljavanje potpunih odgovora trombocita na delovanje trombina. Takode, integrin oynPs
vezuje trombin®47%,

Kolagenom i trombinom indukovanu aktivaciju trombocita potencira ADP. ADP je
uskladiSten u trombocitnim tamnim granulama, a oslobada se u toku aktivacije trombocita.
ADP aktivira trombocite putem tri receptora: P2Y1, P2Y12 i P2X1. Aktivacija P2Y1
receptora ima ulogu u promeni oblika trombocita, agregaciji trombocita, produkciji TxA,
prokoagulacionoj aktivnosti, aktivaciji GPlIbllla i adheziji fibrinogena za krvni ugruSak.
Aktivacija P2Y12 receptora uzrokuje odgovore slicne aktivaciji P2Y1 receptora. Dodatno,
P2Y12 receptor ima vaznu ulogu u potenciranju aktivacije trombocita delovanjem drugih
fizioloskih agonista: kolagen, VWF i TxA,2"*,

Smatra se da lipidni medijator TxA, ima klju¢nu ulogu u aktivaciji trombocita. TxA,
pospesuje agregaciju trombocita povec¢anjem ekspresije GPIIbllla. Deluju¢i preko specifi¢nih
receptora, TXA, pojacava aktivaciju trombocita mehanizmom pozitivhe povratne sprege
mobiliSu¢i dodatne trombocite u rastu¢i trombocitni ugrusak. Uz to, TxA, vrsi funkciju
vazokonstriktora?"*,

Kateholamini imaju vaZznu ulogu u aktivaciji i agregaciji trombocita. U pogledu delovanja na
aktivaciju trombocita, epinefrin ispoljava najsnazniji efekat. Mehanizam kojim epinefrin
indukuje agregaciju trombocita nije poznat®.

Ireverzibilna agregacija trombocita

Primarnu reverzibilnu agregaciju trombocita prati reakcija oslobadanja sadrzaja trombocitnih
granula [trombocitni faktor 4 (platelet factor 4 - PF4), beta tromboglobulin (BTG), serotonin,
Ca?'] delovanjem aktinskog citoskeleta. Reakcija oslobadanja sadrZaja trombocitnih granula
omoguc¢ava amplifikaciju aktivacije trombocita i kontrakciju glatkin miSi¢nih celija zida

krvnog suda, $to vodi ireverzibilnoj agregaciji trombocita i stvaranju trombocitnog tromba®,
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Kljucnu ulogu u ireverzibilnoj agregaciji trombocita ima membranski receptor za fibrinogen
(GPIIbllla). Pri oStecenju zida krvnog suda GPlIbllla na aktiviranim trombocitima postaje
receptor visokog afiniteta za fibrinogen’. Vezivanje VWF za kompleks GPIb-V-IX indukuje
konformacione promene u molekulama GPIIbllla receptora koje uslovljavaju izlaganje
vezujuc¢ih mesta za ligande: fibrinogen, vVWF, fibronektin, trombospondin i vitronektin. U
toku formiranja trombocitnog krvnog ugruska ovi proteini izgraduju mostove izmedu

trombocita®?’.

1.1.3. Sekundarna hemostaza
Trombocitni tromb je nedovoljno ¢vrst za uspostavljavanje definitivne hemostaze.
Trombocitno-fibrinski tromb potpuno zaustavlja isticanje krvi iz povredenog krvnog suda.
Formiranje trombocitno-fibrinskog tromba obezbeduje fibrin stvoren iz fibrinogena vezanog
za povrSinu aktiviranih trombocita, Sto se ostvaruje u procesu koagulacije krvi. Vezivanjem
faktora koagulacije za kataliznu fosfolipidnu povrSinu aktiviranih trombocita zapocinje lanac
reakcija sekundarne hemostaze (koagulacija) isklju¢ivo na mestima oStecenja zida krvnog

suda®®.

1.1.3.1. Inicijacija koagulacije
Faza inicijacije koagulacije je lokalizovana na ¢elijama koje izlazu TF, koje se u fizioloSkim
uslovima nalaze ekstravaskularno. Nakon povrede celije koje eksprimiraju TF bivaju izlozene
cirkuliSsu¢oj krvi. TF je transmembranski glikoprotein konstituciono eksprimiran na
subendotelnim fibroblastima i glatkim miSi¢nim ¢elijama, ali i u drugim tkivima kao Sto su
mozak, srce, bubrezi, testisi i placenta, $to ukazuje na znacaj ovog glikoproteina®**.
CirkuliSu¢e mikropartikule oslobodene iz monocita, trombocita i drugih tipova celija
eksprimiraju TF na svojoj povrsini*®. Osim u procesu koagulacije, TF ima vaznu ulogu u
inflamaciji, apoptozi, embrionalnom razvoju i migraciji ¢elija*"*®. Interakcija izmedu TF i
FVlla predstavlja kljuéni dogadaj u pokretanju stvaranja trombina. BioloSka koncentracija
slobodnog FVIla u plazmi iznosi ~1-2% ukupne koncentracije. Nizak bioloski nivo FVIla u
plazmi obezbeduje pokretacki kapacitet za stvaranje krvnog ugruSka u toku inicijacije
spoljnjeg puta koagulacije, a pre postizanja zna¢ajnog nivoa aktivacije drugih koagulacionih
proteaza>®. Kompleks TF-FV1la (kompleks tenaza spoljnjeg puta koagulacije na fosfolipidnoj
povrSini celija koje eksprimiraju TF) katalizira aktivaciju malih koli¢ina FIX i FX (vitamin K
zavisni makromolekularni supstrati proenzima) u aktivne enzime FIXa i FXa. FIXa i FXa

ostaju na povrsini aktiviranih celija ili disociraju u zavisnosti od stepena inhibicije®*4*°,



Na povrsini ¢elija koje eksprimiraju kompleks TF-FVIla mala koli¢ina inicijalno stvorenog
FXa (FXa proteaza spoljnjeg puta koagulacije) dolazi u kontakt sa FVa®. S obzirom da je
FVa odgovoran za vecinu medu-proteinskih interakcija i interakcija izmedu proteina i
membrana potrebnih za formiranje kompleksa protrombinaza, aktivacija zimogena FV
predstavlja klju¢ni regulatorni dogadaj. U fazi inicijacije FVVa ima nekoliko izvorista. Proces
adhezije trombocita delimi¢no aktivira trombocite i pospesuje sekreciju FV iz a granula i
njegovu parcijalnu aktivaciju. FXa moZe aktivirati zimogen FV. Prokofaktor FV moZe se
aktivirati u funkcionalni kofaktor delovanjem ne-koagulacionih proteaza, kao Sto su elastaze i
katepsin G>*°.

U prisustvu jona Ca®*, kompleks TF-FVIla sa malom koliginom FXa i FVa formira kompleks
protrombinaza spoljnjeg puta koagulacije. Na ovom nivou aktivacije prokoagulacionog
procesa susrecu se spoljnji i unutarnji put koagulacije. Delovanjem inicijalno stvorene
protrombinaze stvara se mala koli¢ina trombina odnosno ~3-5% ukupne koli¢ine trombina
koji se produkuje u toku procesa koagulacije. Ogranic¢avajuci faktor za stvaranje vece kolicine
protrombinaze i trombina je mala koli¢ina FXa stvorenog u inicijalnoj fazi. U daljem toku

procesa koagulacije inicijalno stvoren trombin amplifikuje sopstveno stvaranje®>®.

Mehanizmi inhibicije u fazi inicijacije koagulacije

Prokoagulacione odgovore pokrenute tkivnim faktorom na mestu vaskularnog oStecenja
ograni¢avaju TFPI i AT. TFPI neutraliSe FXa koji je vezan za kompleks TF-FVIla. AT je slab
inhibitor kompleksa TF-FVIla. AT neutraliSe inicijalno stvorene FXa i trombin. Glavno
delovanje AT je suzbijanje stvaranja trombina i neutralisanje aktivnosti stvorenog
trombina®>>°. AT inhibira FIXa mnogo sporije u odnosu na FXa, dok TFPI ne inhibira FIXa.
Usled toga, disocirani FIXa moZe se vezati za obliZznje trombocite i druge ¢celijske povrSine.
TFPI i AT inhibiraju FXa u plazmi i onemogucavaju njegov prelazak sa ¢elija nosilaca TF na
aktivirane trombocite. Prokoagulacioni proces se nastavlja kada nivo TF premasi inhibicioni
potencijal TFPI i AT>®. Drugim recima, FVIla izvida cirkulaciju u potrazi za mestima
vaskularnog osStecenja odnosno mestima na kojima je izlozen TF. Male kolicine FXa i
trombina opominju na postojanje potencijalnog oSte¢enja krvnog suda. Ovu aktivnost

nadgledaju prirodni inhibitori koji spre¢avaju laznu uzbunu’ ili ‘suvise opsezan odgovor .

EE i i i i

Verovatno je da se u fizioloSkim uslovima odrzava niska aktivnost puta TF u

ekstravaskularnom prostoru. Koagulacioni proteini napustaju vaskulaturu i proZimaju tkiva. U



limfnim ¢vorovima utvrdeno je prisustvo koagulacionih proteina piblizno iste molekulske
mase kao u krvi®!. S obzirom da koagulacioni proteini prelaze u tkiva verovatno je da se FVII
vezuje za TF i da se deSava aktivacija FX i FIX i u odsustvu oStecenja/povrede. Ova ideja je u
saglasnosti sa nalazom niskog nivoa aktivacionih peptida koagulacionih faktora u krvi zdravih
osoba>>*%, Fiziolodko prisustvo niskog nivoa aktivacionih peptida koagulacionih proteaza u
krvi naziva se bazalna koagulacija ili ‘prazan hod ™. U fiziolokim uslovima ovaj proces ne
dovodi do formiranja krvnih ugruSaka zato $to trombociti i kompleksi VWF-FVIII ostaju
unutar cirkulacije. Koagulacioni proces se nastavlja kada oStec¢enje vaskulature omoguci

prelazak trombocita i kompleksa VWF-FVIII u ekstravaskularna tkiva®.

Shema 2. Prikaz inicijacije procesa koagulacije.

1.1.3.2.  Amplifikacija koagulacionog procesa
Mala koli¢ina trombina stvorenog u fazi inicijacije koagulacije ima klju¢nu ulogu u
amplifikaciji prokoagulacionog odgovora (Shema 3)°. Vezivanje za adhezivne proteine
subendotela lokalizuje trombocite u blizini ¢elija nosilaca TF i omoguc¢ava njihovu dodatnu
aktivaciju delovanjem trombina. Trombin, inicijalno stvoren na celijama koje eksprimiraju
TF, se premesSta na obliznje trombocite i vezuje za receptor visokog afiniteta GPla. Ovaj
glikoprotein sluzi kao postolje koje omogucava interakciju trombina sa supstratima na
povrSini trombocita. Inicijalno stvoren trombin vrSi nekoliko funkcija u spoljnjem putu
koagulacije. Trombin aktivira trombocite, FV, FVIII i FXI i tako pokre¢ce mehanizme koji

dovode do amplifikacije koagulacionog procesa®.
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Shema 3. Prikaz amplifikacije koagulacionog procesa.

Aktivacija trombocita

Dodatna aktivacija trombinom indukuje viSi nivo prokoagulacione aktivnosti trombocita u
odnosu na izolovano delovanje adhezivnih interakcija. Trombinom aktivirani trombociti
imaju Kkljuénu ulogu u kasnijim koagulacionim procesima deluju¢i na nekoliko nacina.
Negativno naelektrisani fosfolipidi membrane trombocita omogucavaju nezavisno vezivanje
supstrata (kompleks VWF-FVIII, FV, FXI, FX/FXa, FIXa, protrombin), $to vodi povecanju
njihove lokalne koncentracije i pozicioniranju za optimalnu aktivaciju. Vezivanje i aktivacija
supstrata na fosfolipidnoj membrani olakSava formiranje funkcionalnih kompleksa izmedu
enzima (FIXa i FXa) i kofaktora (FVIllaiFVa)>®®.

Aktivacija FVIII, FVi FXI

Na trombinom aktiviranim trombocitima izlazu se vezuju¢a mesta za FXI (kompleks GPIb-V-
IX) i kompleks VWF/FVIII (vezivanje noseceg proteina VWF) nakon ¢ega se FVIII oslobada
iz kompleksa sa VWF. Trombin aktivira FVIII u FVIlla koji deluje kao kofaktor u aktivaciji
FIX u FIXa. Trombin aktivira proenzim FV i obezbeduje dodatnu kolicinu FVa koji je
kofaktor u aktivaciji FX u FXa. Dakle, FVa i FVIlla ubrzavaju aktivaciju protrombina
delovanjem FXa i dalju aktivaciju FX delovanjem FIXa. Osim na fosfolipidnoj membrani
trombocita, mehanizmom povratne sprege trombin aktivira FVIII i FV u plazmi. Zahvaljujuci
plazmatskoj aktivaciji kofaktori FVIIla i FVa punim kapacitetom participiraju u reakcijama

aktivacije koje se odigravaju na membrani trombocita®>©°¢*’.
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Na povrsini aktiviranih trombocita, trombin aktivira FXI u FXla. FXla povec¢ava stvaranje
FIXa. Nakon inhibicije faze inicijacije plazmatskim inhibitorima, aktivacija FXI trombinom
obezbeduje dodatni prokoagulacioni stimulus. FXla znacajno doprinosi formiranju velike
koligine FXa u unutarnjem putu koagulacije®®.

Dodatno, trombinom aktiviran FXI inhibira lizu ugruska koja je posledica delovanja tAP i
posledi¢ne kaskadne aktivacije procesa fibrinolize. Za maksimalnu inhibiciju fibrinolize
dovoljna je mala kolicina FXla (0.01% ukupne aktivacije). PreteZzna aktivacija protrombina
desava se nakon formiranja fibrinskog ugruska, ali samo u prisustvu FXla®®. Zbog toga,
zaStita fibrinskog ugruska od razlaganja procesom fibrinolize zavisi od delovanja trombina
koji se stvara u prisustvu FXla u unutarnjem putu koagulacije. Stvoreni trombin povratno
aktivira FXI. Inhibicioni efekat FXla na fibrinolizu objaSnjava zaSto bolesnici sa deficitom
FXI krvare iz tkiva sa visokom lokalnom fibrinoliznom aktivnoséu®.

U fazi amplifikacije trombin kontinuirano pojacava sopstveno stvaranje 1 postavlja
koagulacioni proces na viSi nivo pripremajuci ga za eksplozivno stvaranje trombina, koje se

odigrava u fazi propagacije koagulacionog procesa***.

1.1.3.3. Propagacija koagulacionog procesa

Stvaranje dovoljne koli¢ine trombina koja je neophodna za formiranje stabilnog hemostatskog
ugruska je klju¢na odlika faze propagacije koagulacionog procesa (Shema 4). Mobilizacijom
velikog broja trombocita na mesto vaskularnog o$tec¢enja obezbeduje se povrsSina za stvaranje
velike koli¢ine trombina. U ovom procesu glavnu ulogu imaju: a) trombociti vezani za
kolagen i aktivirani putem GPVI i b) trombociti vezani za fibrin unutar rastu¢eg ugruska i
aktivirani trombinom. Trombociti obezbeduju specifi¢nu prokoagulacionu fosfolipidnu
povrsinu specijalizovanu za koordinisano efikasno formiranje enzimskih kompleksa tenaza i
protrombinaza, koji ubrzavaju proces koagulacije i omogucavaju stvaranje velike koli¢ine
trombina. Kompleksi tenaza i protrombinaza su efikasni aktivatori svojih supstrata sa
kapacitetom konverzije nekoliko hiljada molekula supstrata u minuti, $to ima za posledicu
ogromno ubrzavanje stvaranja terminalne proteaze trombina®*%.

U fazi propagacije velika kolic¢ina trombina stvara se u unutarnjem putu koagulacije koji
dejstvuje na povrsini aktiviranih trombocita®.

U prisustvu jona Ca®*, na fosfolipidnoj povriini aktiviranih trombocita FVIlla sa FIXa
formira kompleks tenaza unutarnjeg puta koagulacije. Kompleks tenaza unutarnjeg puta
koagulacije obezbeduje najvecu aktivnost FXa koja je neophodna za stvaranje velike kolic¢ine

trombina. FXa stvoren delovanjem tenaze naziva se Xa proteaza unutarnjeg puta koagulacije.
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U prisustvu jona Ca®*, na povrSini aktiviranih trombocita FXa sa FVa formira kompleks
protrombinaza. Protrombinaza katalizuje konverziju protrombina u trombin. Stvaranje velike
koli¢ine trombina (eksplozija trombina) na mestu povrede nadmasuje aktivnost inhibitornih

mehanizama?®,

f/_\\@\( _ Tme‘?i”

Povredeno tkivo

Shema 4. Prikaz propagacije koagulacionog procesa.

Protrombinaza je ~300000 puta efikasnija u aktivaciji protrombina u odnosu na samostalnu
aktivnost FXa. Eksplozija stvaranja trombina dovodi do konverzije molekula fibrinogena u
monomere fibrinogena ¢ijom se polimerizacijom formira fibrinski ugrusak. Za formiranje
fibrina dovoljna je mala koli¢ina trombina odnosno <5% ukupne koli¢ine stvorenog trombina
u procesu koagulacije. Trombin odvaja fibrinopeptide A i B iz fibrinogena (vezanog za
GPlIbllla) izlazu¢i mesta prepoznavanja za polimerizaciju fibrinskin monomera u vlakna

fibrina. Trombin se vezuje za fibrin i inkorporira u rastu¢i hemostatski ugrusak®.

1.1.3.4.  Stabilzacija hemostatskog ugruska
Aktivacija protrombina se nastavlja i u toku procesa formiranja fibrinske mreze. Nakon
formiranja fibrinskih monomera trombin dostize maksimalan nivo koji je dovoljan za
aktivaciju transglutaminaze FXIIl. Trombin aktivira kako plazmatski tetramer FXIII tako i
trombocitni dimer FXIII. Polimeri fibrina su vazan kofaktor u aktivaciji FXIII. FXIlla vrsi
kovalentno ukrsteno povezivanje solubilnih fibrinskih monomera u nesolubilne polimere

fibrina, $to dovodi do formiranja stabilne fibrinske mreze®* .

13



Aktivacija TAFI (thrombin activactable fibrinolytic inhibitor: trombinom aktiviran inhibitor
fibrinolize) na nitima fibrina kompleksom trombin-TM je od klju¢nog znacaja za formiranje
potpuno stabilizovanog fibrinskog ugruska. Trombin difunduje do neoStecenih endotelnih
¢elija i vezuje se za TM. TAFI je glikoprotein koji se sintetiSe u jetri, a nalazi se i u
trombocitima. Aktiviran TAFI (TAFIa) je karboksipeptidaza B®. TAFIa uklanja karboksi-
terminalne rezidue lizina i arginina sa parcijalno razlozenog fibrina. S obzirom da ove rezidue
aminokiselina imaju klju¢nu ulogu u vezivanju i aktivaciji plazminogena, TAFla inhibira
vezivanje plazminogena za fibrin. Dakle, TAFla inhibira fibrinolizu putem sprecavanja
akumulacije plazminogena na povrSini ugruska i aktivacije glu-plazminogena u liz-
plazminogen na nitima fibrina. TAFI kreira direktnu molekulsku vezu izmedu sistema
koagulacije i fibrinolize (Shema 5). Aktivacija TAFI trombinom suprimira prokogulacionu
aktivnost trombina. TAFla obezbeduje vezu izmedu trombina i inhibicije fibrinolize, Sto moZe
objasniti mehanizam koji lezi u osnovi inhibicionog delovanja trombina na fibrinolizu®%%,
Pokazano je da je inhibicija fibrinolize delovanjem FXla zavisna od TAFla. Prisustvo FXla
doprinosi postizanju maksimalne aktivnosti trombina ¢ime se povecava aktivacija TAFI i
rezistencija ugruska na fibrinolizu. Ovaj put moze imati odredujucu ulogu za sudbinu
fibrinskih ugruSaka. Aktivacija TAFI inhibira plazmin unutar koaguluma $to je posebno
znagajno jer plazmin formiran unutar ugruska ima najveci uticaj na lizu koaguluma®.
Ukratko: maksimalan nivo aktivnosti trombina koji se postiZze nakon Sto je ugrusak formiran
je vazna determinanta rezistencije ugruska na fibrinolizu putem delovanja na aktivaciju TAFI.
Delovanjem FXla unutar koaguluma nastaje ~95% ukupne koli¢ine trombina stvorenog u
procesu koagulacije. Formiranje stabilnog fibrinskog ugruska je zavrdni dogadaj i jedino
vidljivo fizicko ispoljavanje sloZenog biohemijskog procesa koagulacije’*.

Trombin ucéestvuje u procesu zarastanja rane. Trombin deluje direktno kao snaZzan faktor
hemotakse i mitogeneze na glatke miSi¢ne celije, fibroblaste, makrofage i endotelne celije i

indiretkno putem aktivacije trombocita i sekrecije faktora rasta’.

1.1.4. Kontrolni mehanizmi stvaranja trombina
Prokoagulacioni sistem je u ravnoteZi sa antikoagulacionim sistemom (okonc¢ava hemostatske
reakcije) i sistemom fibrinolize (razlaze formirane krvne ugruske). Ovaj balans omoguc¢ava
obnovu oStecenog tkiva i ponovno uspostavljanje normalnog protoka krvi, uz istovremeno

sprecavanje razvoja tromboze u lumenu krvnog suda®®.
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1.1.41. Antikoagulacioni sistem
Antikoagulacioni sistem se sastoji od nekoliko stehiometrijskih inhibitora proteaza i
dinami¢nog antikoagulacionog puta. Stehiometrijski inhibitori serinskih proteaza su TFPI, AT
i HKII. Dinamican inhibitor serinskih proteaza je put PC (trombin, TM, aPC, PS)**'%,
Inhibitor puta tkivnog faktora - TFPI
TFPla je glavni regulator faze inicijacije koagulacionog procesa®. Trombociti sadrze malu
kolicinu TFPI. TFPlo. se uglavnom sintetiSe u endotelnim ¢elijama. Heparin potencira
oslobadanje TFPIa iz endotela'*8%%%” TFPI neutralise FXa koji je vezan za kompleks TF-
FVlla, a potom inhibira kompleks TF-FVIla i time dalju aktivaciju FX®. Protein S je
prevashodno poznat kao kofaktor aPC u inaktivaciji FVa i FVIlla, a manje kao stimulator
inhibicije puta TF delovanjem TFPIa®®. ‘Direktna antikoagulaciona aktivnost PS ogleda se u
njegovom vezivanju za FXa i FVa i direktnoj inhibiciji FXa".
Antitrombin
AT je primarno inhibitor trombina. Drugi ciljni enzimi za inhibiciono delovanje AT su FIXa i
FVlla (spoljnji put koagulacije), FXla, FXlla i sistem kalikrein-kininogen velike molekulske
mase (unutarnji put koagulacije) i FXa (zajednicki put koagulacije). FizioloSka aktivacija AT
odvija se putem vezivanja za heparan sulfat proteoglikane (heparinoidi). Heparan sulfat
proteoglikani su strukturalno sli¢ni sulfatisani polisaharidi, a nalaze u vaskularnom endotelu i
matriksu gde ispoljavaju antikoagulacionu aktivnost' .
Heparinski kofaktor 11
Leuserpin 2 je drugi naziv za HKII. HKII se sintetiSe u jetri. HKII je homologan AT i drugim
¢lanovima familije serpina u odnosu na koje pokazuje ~30% homologije u amino kiselinskim
sekvencama. HKII ispoljava slinost sa AT u odnosu na interakcije sa heparinom®*®™,
Inhibicija koagulacije delovanjem HKII je ograni¢ena na trombin. Dodatno, HKII inhibira
katepsin G i himotripsin’>"®,
Put proteina C
Drugi nazivi za PC su autoprotrombin lla i faktor koagulacije XIV". PC je strukturalno sli¢an
drugim vitamin K zavisnim proteinima (FIl, FVII, FIX, FX). PC se sintetiSe u jetri kao
neaktivan prekursor, ali je eksprimiran i na endotelu”.
Kompleks trombin-trombomodulin
Trombomodulin je integralni membranski protein endotelnih celija koji vrSi funkciju
endotelnog receptora za trombin. U kompleksu sa TM, trombin viSe ne prepoznaje fibrinogen
kao supstrat niti aktivira trombocite, FV i FVIII. TM konvertuje trombin u antikoagulacioni

enzim. Kompleks trombin-TM Katalizuje aktivaciju PC nakon njegovog vezivanja za ERPC
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(Shema 5). U prisustvu fosfolipida i Ca?*, PS stimulide aktivnost PC*". Put aPC obezbeduje
visoko efikasan i specifican regulacioni mehanizam procesa koagulacije putem inhibicije FVa
i FVIlla. Antikoagulaciono delovanje dinami¢no aktiviranog puta aPC vezano je za
ogranicavanje faze propagacije koagulacionog procesa i predstavlja najznacajniji mehanizam
negativne povratne sprege u procesu koagulacije®. Put aPC pospesuje fibrinolizu, verovatno
vezivanjem i inhibicijom PAI’®. Uz to, redukovano stvaranje trombina delovanjem aPC vodi
smanjenoj aktivaciji TAFI i povecanoj lizi ugruska. Ovi mehanizmi objaSnjavaju
profibrinolizni efekat aPC. Aktivnost aPC kontroliSu inhibitor PC (PAI-3; serpin izolovan iz
urina gde formira kompleks sa urokinazom) i o, inhibitor proteinaze. Pored kontrole
aktivnosti PC, PAI-3 snazno inhibira kompleks trombin-TM, §to ukazuje da ovaj serpin ima
klju¢nu ulogu u regulaciji antikoagulacionog puta PC. Aktivnost PS kontroliSe C4b-vezujuci

protein koji sa PS formira kompleks u kojem PS gubi aktivnost kofaktora®"”.

Koagulacija Fibrinoliza

= — e — L- Thﬁ F'I:-zrm nagen
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Shema 5. Prikaz molekulskih veza izmedu procesa koagulacije i fibrinolize.

S druge strane, TM konvertuje trombin u antifibrinolizni enzim usmeravajuci ga ka aktivaciji
TAFI, koji suprimira ulogu fibrina kao kofaktora u aktivaciji plazminogena. TM kreira
direktnu molekulsku vezu izmedu koagulacione i fibrinolizne kaskade tako da aktivacija
koagulacije suprimira aktivnost fibrinolize. Dakle, koagulaciona i fibrinolizna kaskada su
povezane preko trombina, TM i TAFla. Put TAFla je vazan za odrzavanje odgovarajuceg
balansa izmedu taloZenja i uklanjanja fibrina, Stiteci vaskularni sistem od velikog gubitka krvi
na mestu osStecenja i obezbeduju¢i odrzavanje tec¢nog stanja krvi na drugim mestima. AT

inaktivira kompleks trombin-TM. Heparan sulfat je kofaktor u ispoljavanju aktivnosti AT*%,
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1.1.5. Sistem fibrinolize
Sistem fibrinolize omoguc¢ava odrZavanje prolaznosti krvnih sudova. Procesom enzimske
razgradnje fibrina sistem fibrinolize sprecava dostizanje kriti¢nih nivoa fibrinskih polimera i
nastanak tromba ili vrSi uklanjanje ve¢ stvorenih tromba. Koordinisanim delovanjem
komponenata sistema fibrinolize ostvaruje se lokalizovana aktivacija fibrinolize na mestu
talozenja fibrina sa ogranicenim razlaganjem hemostatskog ugruska, Sto dovodi do
rekanalizacije krvnog suda na mestu povrede. Stvaranje fibrina pokrece inicijalnu fazu

procesa fibrinolize™ 78",

1.1.5.1. Komponente sistema fibrinolize
Vec¢ina enzima sistema fibrinolize su serinske proteaze. Glavni inhibitori enzimskih
komponenata sistema fibrinolize pripadaju superfamiliji serpina® (Shema 6).
Plazmin je centralni enzim fibrinoliznog sistema, ¢ija je glavna funkcija razgradnja fibrina. U
plazmi, plazmin se nalazi u neaktivnom obliku kao proenzim plazminogen. Plazminogen je
jednolancani glikoprotein koji se primarno sintetiSe u jetri. Nativni glikoproteinski lanac
plazminogena ima amino-terminalnu glutaminsku kiselinu ( Glu-plazminogen’). Ogranigenim
proteoliznim delovanjem plazmina, Glu-plazminogen se konvertuje u modifikovane forme
koje su poznate pod zajednickim nazivom Liz-plazminogen (plazminogen sa amino
terminalnim lizinom). Liz-plazminogen je glavni supstrat za aktivatore plazminogena’®®".
Aktivatori plazminogena primarno se sintetiSu u endotelnim celijama kao jednolancane
forme. Aktivatore plazminogena sekretuju i druge celije: bubrezne epitelne celije, fibroblasti i
monociti/makrofagi®. tAP je glavni intravaskularni aktivator plazminogena®®. Aktivacija
plazminogena u plazmin pod delovanjem tAP primarno je ukljucena u razlaganje fibrina u
cirkulaciji®. Plazmin konvertuje jednolan¢anu u dvo-lancanu formu tAP. Obe forme tAP
ispoljavaju ekvivalentnu enzimsku aktivnost kada su vezane za fibrin. U odsustvu fibrina,
jednolancana forma tAP ispoljava slabiju aktivnost?®. Glavna uloga UAP je indukcija
pericelularne proteolize u toku remodeliranja i obnove tkiva, uceS¢e u funkcionisanju
makrofaga, ovulaciji, implantaciji embriona i invaziji tumora™®,
Akcesorni aktivatori fibrinolize
Proteaze kontaktne faze aktivacije unutarnjeg puta koagulacije (kalikrein, FXla i FXIla) mogu
direktno aktivirati plazminogen. U normalnim uslovima, kalikrein, FXla i FXlla su odgovorni
za 15% ukupne plazmatske aktivnosti plazmina®’. Membranska metaloproteaza matriksa tipl

(MT1-MMP: membrane typel matrix metalloproteinase) ispoljava fibrinoliznu aktivnost u
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odsustvu plazminogena®. U in vitro uslovima pokazano je da su proteaze koje aktiviraju

FVII, takode, aktivatori jednolancanog plazminogena®.
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Shema 6. Opéti pregled sistema fibrinolize.

Aktivacija plazminogena u plazmin na nitima fibrina

Glavni supstrat plazmina je fibrin. Fibrin reguliSe sopstvenu degradaciju vezivanjem za svoju
povrsinu plazminogena i tAP. Putem lizin-vezujucih mesta, plazminogen i tAP se vezuju za
pozitivno naelektrisane rezidue lizina koje su eksprimirane na povrsini fibrina. Konverzija
plazminogena u plazmin odvija se putem preteznog delovanja dvo-landanog tAP%%",
Trimolekulski kompleks fibrin/plazminogen/tAP konvertuje proenzim plazminogen u aktivan
proteolizni enzim plazmin. Nevezan za fibrin ili za ¢elijske receptore plazmin podleze brzoj
inhibiciji. Inicijalno stvoren plazmin koji je vezan za fibrin kontinuirano izlaze karboksi-
terminalne rezidue lizina i tako stimuliSe sopstveno stvaranje. Putem izlozenih lizin-vezujucih
mesta, plazminogen i tAP nastavljaju da se vezuju za fibrin, Sto vodi pove¢anom stvaranju
plazmina i uklanjanju fibrina. Plazminogen se vezuje za rezidue lizina unutar fibrina putem
lizin-vezujuc¢ih mesta. S obzirom da plazmin razlaze fibrin hidrolizom peptidnog mosta u
blizini rezidua lizina, stvaraju se karboksi-terminalne rezidue lizina. Plazminogen se vezuje
ve¢im afinitetom za karboksi-terminalne u odnosu na amino-terminalne rezidue lizina, Sto
dalje ubrzava fibrinolizu putem stimulacije vezivanja plazminogena za fibrinski ugrusak koji
je u procesu razlaganja®. Plazmin razlaZe niti fibrina na mnogim mestima, oslobadajugi
solubilne fibrin degradacione produkte (fdp)®®. Pored fibrinogena i fibrina, plazmin
hidrolizuje i druge plazmatske proteine: FV, FVIII, komponente sistema komplementa,

adrenokortikotropni hormon, hormon rasta i glukagon.
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1.1.5.2.  Regulacioni mehanizmi sistema fibrinolize
Inhibicija sistema fibrinolize odigrava se na nivou aktivacije plazminogena i na nivou
plazmina.
Inhibitori aktivacije plazminogena
Najvazniji i najbrze delujuci fizioloSki inhibitor tAP i UAP je specifi¢ni inhibitor aktivatora
plazminogena-1 (PAI-1). Drugi nazivi za PAI-1 su endotelni inhibitor aktivatora
plazminogena i serpin 1. PAI-1 primarno sintetiSu endotelne celije, ali i drugi tipovi celija
(monociti, makrofagi, hepatociti, adipociti i trombociti). Klirens PAI-1 vrsi se u jetri?" %888
PAI-2 inhibira dvolancane tAP i UAP sa komparabilnom efikasnoS¢u, ali je manje efikasan u
inaktivaciji jednolancanih tAP i uAP. PAI-2 sintetiu vaskularne endotelne celije, leukociti
(posebno monociti) i celije fibrosarkoma®. Dodatnu inhibiciju aktivacije plazminogena
obezbeduje TAFla. FXIlla vrsi ukrsteno vezivanje a,-IP i TAFla za rezidue lizina. Nakon
aktivacije trombinom, TAFla uklanja karboksi-terminalne rezidue lizina sa niti fibrina,
sprecavajuci vezivanje plazminogena i tAP i stvaranje plazmina. Indirektnim delovanjem,
FXIlla doprinosi vecoj rezistentnosti fibrinskog ugruska na delovanje fibrinolize. Aktivacija
FXI i TAFI trombinom ima kljuénu ulogu u formiranju potpuno stabilizovanog fibrinskog
ugruska®>®8’. C1 inhibitor moze inhibirati tAP u plazmi®.
Inhibitori plazmina
Inhibitori plazmina su ay-inhibitor plazmina (o,-IP; ap-antiplazmin) i ax-makroglobulin (ap-
MG).
ap-1P je najznacajniji fiziolodki inhibitor plazmina. a,-IP se sintetiSe u jetri, a prisutan je i u o
granulama trombocita. o,-IP ostvaruje inhibicionu aktivnost na tri nac¢ina: neposrednom i
brzom inaktivacijom slobodnog plazmina, sprecavanjem vezivanja plazminogena za fibrin i
unakrsnim vezivanjem sa lancima fibrinogena u toku koagulacije krvi. o,-IP brzo inaktivira
slobodan plazmin. Plazmin vezan za fibrin je relativno zaSticen od inaktivacije zbog
zauzetosti lizin-vezujuc¢ih mesta. S druge strane, TAFla smanjuje zaSti¢enost plazmina putem
uklanjanja plazmin-vezuju¢ih rezidua lizina sa niti fibrina. Razliciti tipovi celija (endotelne
¢elije, monociti, makrofagi, neutrofili i neke tumorske celije) eksprimiraju povrsinske
receptore za plazminogen i tAP i/ili UAP i na taj nacin lokalizuju fibrinoliznu aktivnost.
Receptori ovih ¢elija obezbeduju specijalizovanu sredinu zasticenu od delovanja cirkuliSu¢ih
inhibitora®®,
a2-MG sintetiSu endotelne ¢celije i makrofagi, a nalazi se i u a granulama trombocita. a;-MG
inhibira aktivnost plazmina sa 10% efikasnosti op-1P?%, Pored plazmina, a,-MG inhibira

trombin, FXa, FXla, kalikrein, elastaze, kolagenaze, proteolizne enzime (bakterija, zmijskih
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otrova, parazita, biljaka) i katepsin G neutrofila. S obzirom na prisustvo u endotelu i
trombocitima, smatra se da a,-MG ima ulogu i u regulaciji aktivnosti proteoliznih enzima na
¢elijskim membranama i zasStiti vaskularnog endotela od oStecenja delovanjem plazmatskih i
¢elijskih proteaza u toku zapaljenskih i hemostatskih reakcija’.

Histidinom bogat glikoprotein (HBG) ucestvuje u regulaciji angiogeneze, klirensu imunskih
kompleksa, koagulaciji i fibrinolizi. HBG ostvaruje aktivnost na nekoliko nacina: vezuje se za
lance heparan sulfata i kompetitivno inhibira heparinazu i razgradnju heparan sulfata, blokira
interakciju izmedu heparina i AT, ispoljava profibrinoliznu aktivnost putem stimulacije

aktivacije plazminogena delovanjem tPA (pojacanje aktivacije ~100 puta)®*®.

1.2. POREMECAJI HEMOSTAZE U OBOLJENJU JETRE

1.2.1. Osnovna anatomska grada i funkcije jetre

Jetra je najvec¢i organ u ljudskom organizmu. Tezina normalne jetre iznosi 1200-1500g,
promer 20-23cm x 12-14cm x 10-12.5cm. Jetra ¢ini 2-3% telesne mase odrasle osobe. Jetra je
smeStena u desnom gornjem kvadrantu trbusne duplje. Obavija je visceralni peritoneum
(Glisson-ova kapsula). Jetra se sastoji iz dva glavna i dva akcesorna lobusa. Gornja granica
jetre nalazi se u nivou desnog IV medurebarnog prostora u medioklavikularnoj liniji, dok je
donja granica nesto ispod ivice rebarnog luka. Gornja povrsina jetre je preko subfreni¢nog
prostora i dijafragme u odnosu sa pluénom i srcanom maramicom/srcem, dok je donja
povrSina jetre u kontaktu sa duodenumom, kolonom, desnim nadbubregom/bubregom,
jednjakom i Zelucem. Kroz hilus jetre (vrata jetre) izlaze dva glavna Zuc¢na kanala Kkoji se
izvan jetre spajaju u glavni jetrin kanal (ductus hepaticus). Spajanjem glavnog jetrinog kanala
sa kanalom koji izvodi Zu¢ iz Zuc¢ne kese (ductus cysticus) formira se sabirni Zu¢ni kanal
ductus holedochus, koji dovodi Zu¢ u dvanaestopalacno crevo. Ductus hepaticus i Zué¢na kesa
predstavljaju ekstrahepati¢ne zucne puteve®

Jetra kao vitalan organ ima centralnu ulogu u: a) sintezi, skladistenju, metabolizmu i
redistribuciji amino Kkiselina, proteina, ugljenih hidrata, lipida i vitamina, b) biotransformaciji
endogenih supstanci, lekova i toksina, c) detoksikaciji, modifikaciji i ekskreciji egzogenih i
endogenih supstanci, d) formiranju i sekreciji Zuci, e) imunskom i inflamacionom odgovoru.
Vecinu navedenih funkcija vrse parenhimne celije (hepatociti) koje ¢ine 70-80% svih celija

jetre. Ne-parenhimne celije ¢ine 20% jetrinih celija: Kupferove celije (makrofagi), stelatne
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¢elije (fibroblasti), sinusoidalne endotelne celije, bilijarne epitelne celije (holangiociti),

limfociti i ovalne ¢elije (¢elije progenitori)®*.

Jednjak
Desni rezanj
Levi rezanj

Desnii levi

hepati¢éni kanal Poprecni ligament

Izvodni kanal
Zucne kese

Zeludac

Glavni
hepati¢ni kanal

Glavni
pankreasni kanal

Glavni

Pankreas 2uéni kanal

Shema 7. Prikaz anatomske lokalizacije i osnovne grade jetre.

1.2.2. Vaskularizacija jetre

Vaskularizacija jetre odrazava sloZenost njenih funkcija. Jetra ima dva aferentna krvna
sistema i jedan eferentni krvotok (Shema 8). Jetra prima krv iz hepati¢ne arterije (25%) i vene
porte (75%). Oko 25% sr¢anog protoka odvija se kroz jetru (ImL/g/min). Krv iz jetre se uliva
u donju Suplju venu (v. cava inferior) preko tri glavne i mnogo manjih vena (vv. hepaticae)®.

Vena porte nastaje spajanjem slezinske vene (v. lienalis) i gornje mezenteri¢ne vene (V.
mesenterica superior) iza glave pankreasa. Donja mezenteri¢na vena (v. mesenterica inferior)
dovodi krv iz leve polovine kolona i rektuma i spaja se sa lijenalnom venom pre njenog spoja
sa gornjom mezentericnom venom. Gornja mezenteri¢na vena drenira krv iz tankog creva
(jejunuma, ileuma), ascendentnog i transverzalnog kolona. Direktna pritoka vene porte je leva
gastri¢na vena (v. coronari ventriculi), koja drenira Zeludac i ezofagogastri¢ni prelaz. U hilusu
jetre vena porte se deli na desnu i levu granu. Kod oko 10% populacije vena porte se grana na
tri grane od kojih dve grane idu u desnu, a jedna u levu jetru. Zajednicka arterija jetre (a.

hepatica communis) snadbeva oksigenisanom krvlju jetru, pilorus Zeluca, duodenum i
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pankreas. Zajednicka arterija jetre polazi iz celijacnog stabla (truncus coeliacus) i iza pilorusa
se racva na ushodnu granu za jetru (a. hepatica propria) i nishodnu granu za Zeludac i
duodenum (a. gastroduodenalis). Cirkulacija kroz parenhim jetre (mikrocirkulacija jetre)
obavlja se kroz fino grananje dovodnog krvnog sistema u sinusoide, arteriole i kapilare i kroz

odvod krvi iz sinusoida direktno u centralne, sublobulske i druge vece hepaticne vene®.

. Vena mesenterica superior
. Vena mesenterica inferior
. Vena lienalis

. Vena portae

. Venae hepaticae

. Vena cava superior

[ 04 I -y L K Y

Shema 8. Prikaz vaskularizacije jetre.

1.2.3. Hemostazni profil u hroniénom oboljenju jetre
Jetra ima centralnu i kompleksnu ulogu u hemostazi. Jetra je jedino ili glavno mesto sinteze
svih faktora koagulacije sa izuzetkom VWF koji se sintetiSe u endotelnim ¢celijama.
Parenhimne celije jetre sintetiSu fibrinogen (FI), protrombin (FII), FV, FVII, FIX, FX, FXI,
FXI1Ii FXIIL FVII se uglavnom sintetiSe u endotelnim ¢elijama sinusoida jetre, a u manjem

obimu u endotelu i ne-parenhimnim c¢elijama bubrega, slezine, plu¢a i mozga. U jetri se
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sintetiSu regulacioni proteini koagulacionog sistema: AT, HKII, PC i PS. Sa izuzetkom tAP i
PAI-1, jetra je mesto sinteze proteina sistema fibrinolize i njihovih inhibitora. Jetra produkuje
trombopoetin (faktor rasta megakariocitne loze). Mononuklearno fagocitni sistem (MFS) jetre

uklanja iz cirkulacije aktivirane faktore koagulacije, aktivacione komplekse koagulacionog i

fibrinoliznog sistema i degradacione produkate fibrinogena i fibrina (FDP/fdp) .

Oboljenje jetre odlikuju brojni i kompleksni poremecaji hemostaze kako u primarnoj

hemostazi i koagulacionom sistemu tako i u antikoagulacionim putevima i fibrinoliznom

sistemu (Tabela 1)*°.

Tabela 1. Promene u sistemu hemostaze koje doprinose krvarenju (A) i suprostavljaju se

krvarenju (B).
A Promene koje inhibiraju hemostazu

Trombocitopenija

Poremecaj funkcije trombocita

Snizen hematokrit

Povecana produkcija NO i PGl;

Snizena aktivnost FlI, FV, FVII, FIX, FEX i EXI
Deficit vitamina K

Disfibrinogenemija

Snizeni nivoi inhibitora plazmina, FXIII i TAFI
PoviSen nivo tAP

B Promene koje pospeSuju hemostazu

Povisen nivo VWF

Povisen nivo FVIII

Snizena aktivnost ADAMT13
Snizeni nivoi AT, PC, PS, HKII
Snizen nivo plazminogena

A. Promene koje inhibiraju hemostazu u hroni¢nom oboljenju jetre

Primarna hemostaza
Hroni¢no oboljenje jetre odlikuje varijabilan stepen trombocitopenije i disfunkcije trombocita

111

(trombocitopatija)~~~. Trombocitopeniju uzrokuju: smanjena produkcija trombocita zbog

smanjene sinteze trombopoetina, povec¢ana sekvestracija trombocita u slezini (splenomegalija,
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hipersplenizam) i povecana potrosSnja trombocita uzrokovana intravaskularnom aktivacijom
koagulacije'*?**3, Moguca je uloga antitrombocitnih antitela u nastanku trombocitopenije™*.
Povecana produkcija NO i PGI, (endotelni inhibitori trombocita) doprinosi poremecaju
aktivacije trombocita'’®. Trombocitopatija inhibira adheziju i agregaciju trombocita''®®.
Disfunkcija endotela i vazodilatacija (posredovani endokanabinoidima i NO) i poremecaj
subendotelno-trombocitnih interakcija doprinose poremecajima primarne hemostaze u
oboljenju jetre'®.

Sekundarna hemostaza - sistem koagulacije

U hroniénom oboljenju jetre ¢esto su sniZzene aktivnosti FIl, FV, FVII, FIX, FX i FXI.
Vitamin K je klju¢ni kofaktor u produkciji bioloski aktivnih formi FII, FVII, FIX i FX. U
prekursorima ovih faktora koagulacije, vitamin K pospeSuje hepati¢nu post-ribozomalnu
konverziju odredenih rezidua glutaminske Kiseline u gama-karboksi glutaminsku kiselinu (y-
Glu). y-Glu je neophodna za ispoljavanje funkcionalne aktivnosti vitamin K zavisnih faktora
koagulacije, zahvaljujuéi sposobnosti vezivanja jona Ca’* i fosfolipida. Deficit vitamin K
zavisnih faktora koagulacije je posledica poremecaja y karboksilacije glutaminske kiseline
(deficit vitamina K ili poremecaj aktivnosti y karboksilaze). Poremecaj u y karboksilaciji
uzrokuje sintezu inertnih prekursora FlI, FVII, FIX i FX (proteini PIVKA - Protein Induced
by Vitamin K Absence)"**.

Obzirom da je fibrinogen reaktant akutne faze zapaljenskog odgovora, koncentracija
fibrinogena je normalna ili povisena u stabilnom hronignom oboljenju jetre'®*,
Hipofibrinogenemija je prisutna kod bolesnika sa teSkom hepati¢cnom insuficijencijom u
dekompenzovanoj cirozi i akutnoj insuficijenciji jetre!®. U teskoj insuficijenciji jetre
hipofibrinogenemija je posledica smanjene sinteze, ubrzanog klirensa i povec¢ane potrosnje
koja je uzrokovana intravaskularnom koagulacijom%2103.107.114.122.

Disfibrinogenemija

Stecena disfibrinogenemija je odlika hroni¢nog oboljenja jetre’®!%1%* Disfibrinogenemija
predstavlja kvalitativan poremec¢aj molekule fibrinogena prisutnog u plazmi ili trombocitima.
Disfibrinogenemija ne zavisi od koncentracije fibrinogena, koja moze biti snizena, normalna
ili povisena'®. Ukazano je na povezanost izmedu disfibrinogenemije i hepatocelularne
regeneracije. Smatra se da je disfibrinogenemija rezultat re-ekspresije fetalnih gena koji
kodiraju produkciju fetalnog fibrinogena u regenerisanim jetrinim éelijama'®. Utvrdena je
funkcionalna sli¢nost izmedu kvalitativno izmenjenih molekula fibrinogena sa povisenim
sadrzajem sijalinske kiseline u cirozi i kod zdravog novorodenceta'?"*?, Bolesnici sa cirozom

imaju 1.5 do 3.5 dodatnih rezidua sijalinske kiseline po molekuli fibrinogena'®®. Sli¢no
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fetalnom fibrinogenu, poviSen sadrzaj sijalinske kiseline uzrok je stvaranja fibrinogena male
molekulske mase sa kvalitativno izmenjenim o lancima'%*%,

Kod bolesnika sa hipersijalinizovanim fibrinogenom u plazmi je prisutna povisena aktivnost
sijalil-transferaze, a u poljima hepatocelularne regeneracije visok sadrzaj sijalinske kiseline.
Na osnovu ovog nalaza postavljena je hipoteza prema kojoj se hipersijalinizacija fibrinogena i
drugih proteina deSava kao posledica povisene aktivnosti sijalil-transferaze odnosno sadrzaja
sijalinske kiseline u poljima hepatocelularne regeneracije’®°. To objasnjava visoku ucestalost
disfibrinogenemije u cirozi (znacajna zastupljenost polja hepatocelularne regeneracije:
kompenzatorna hiperplazija posredovana proliferacijom ocuvanih hepatocita) i nisku
ucestalost u sekundarnom oboljenju jetre (metastatski karcinom: histoloski se ne utvrduje

regeneracija jetrinog tkiva)'?**'*? Green i sar.'®

su utvrdili poremecaj polimerizacije
fibrinskih monomera uzrokovan disfibrinogenemijom kod 50% bolesnika sa cirozom, 47%
bolesnika sa hroni¢nim aktivnim oboljenjem jetre, 66% bolesnika sa primarnim tumorom jetre
i 100% bolesnika sa akutnom insuficijencijom jetre. Stec¢ena disfibrinogenemija nije utvrdena
kod bolesnika sa opstruktivnom zuticom i drugim oboljenjima jetre. Pokazano je da
disfibrinogenemija odrazava tezinu hepatocelularnog o3te¢enja™*. Francis i Armstrong*®® su
utvrdili disfibrinogenemiju kod 76% bolesnika sa cirozom, 78% bolesnika sa hroni¢nim
aktivnim oboljenjem i 86% bolesnika sa akutnom insuficijencijom jetre. Znacajno niza
incidenca disfibrinogenemije utvrdena je u opstruktivnoj Zutici (8%) i drugim oboljenjima
jetre (4%).

Kod bolesnika sa cirozom, medu poremecajima funkcije fibrinogena opisani su: ubrzan
katabolizam, cirkuliSu¢i fibrinogen sa nedostaju¢im karboksi-terminalnim segmentom Aa
lanca i nemoguénost ukritenog povezivanja a polimera******. U uznapredovaloj alkoholnoj
cirozi i hroniénom agresivnom hepatitisu opisana je ekscesivna fibrinoliza sa fragmentima
fibrinogena u cirkulaciji**>**®. Disfibrinogenemiju odlikuju: produZeno trombinsko vreme
(TT), normalno oslobadanje fibrinopeptida A, poremecaj polimerizacije fibrina, normalne
vrednosti aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog vremena (activated partial prothrombin
time: aPTT) i protrombinskog vremena (prothrombin time: PT). Uklanjanje viska sijalinske
kiseline neuraminidazom normalizuje funkciju fibrinogena®®!#12°,

Sistem fibrinolize

U oboljenju jetre moguc¢i uzroci poviSene fibrinolizne aktivnosti su povisena koncentracija
tAP prac¢ena normalnom/neznatno povisenom aktivnoséu PAI-1 i smanjena sinteza inhibitora

fibrinolize: ap-IP, TAFI, FXIII, HBG %1%
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Povisen nivo tAP je posledica povecanog oslobadanja iz aktiviranog endotela i/ili smanjenog
hepati¢cnog klirensa. Nivo PAI-I nije poviSen u istom stepenu kao tAP izuzev u akutnoj
insuficijenciji jetre kada je PAI-1 znacajno povisen i moZe inhibirati fibrinolizu**’. Za razliku
od bolesnika sa akutnom insuficijencijom jetre, odnos tAP i PAI-1 u hroni¢cnom oboljenju
jetre uslovljava stanje hiperfibrinolize'®,

Prema Lismanu i sar.**, deficit TAFI nije udruZen sa hiperfibrinolizom, verovatno zato $to je
redukcija pro-fibrinoliznih faktora balansirana paralelnom redukcijom anti-fibrinoliznih
faktora. Prema Colucci i sar.’, deficit TAFI je udruZen sa povisenom fibrinoliznom
aktivnoS¢u kod bolesnika sa oboljenjem jetre. Objasnjenje za ove suprostavljene zakljucke je
upotreba razli¢ito dizajniranih testova za procenu balansa u fibrinoliznom sistemu.

Razvoju hiperfibrinolize doprinose ascitna te¢nost (poseduje povisenu fibrinoliznu aktivnost)
i poviSeni FDP, koji dodatno inhibiraju stvaranje trombina i polimerizaciju fibrinskih
monomera. Pokazano je da je poviSen nivo D-dimera prediktor gastrointestinalnog krvarenja i
da korelira sa stepenom ascitesa u insuficijenciji jetre’00103:109:139.141

Prisustvo povisene fibrinolizne aktivnosti u oboljenju jetre je kontroverzno, jer nije potvrdeno
u svim studijama®*****. Aktivnost fibrinoliznog sistema uglavnom je procenjivana na osnovu
nivoa pojedinac¢nih komponenata i to pretezno upotrebom in vitro testova, kao Sto su vreme
lize euglobulina i testovi za odredivanje nivoa plazminogena, tAP, PAI-1, o,-IP i D-dimera.
Hiperfibrinolizu odlikuju: skraceno vreme lize euglobulina, sniZeni nivoi plazminogena/PAl-
1/ap-IP, prisustvo FDP i poviseni nivoi tAP i D-dimera**®!13 Rezultati ovih testova ne
odraZzavaju in vivo balans sistema fibrinolize c¢ije funkcionisanje odlikuju kompleksne
interakcije izmedu aktivatora i anti-aktivatora, koje reguliSu konverziju fibrinogena u

fibrin'®,
B. Promene koje pospesuju hemostazu u hroniénom oboljenju jetre

U prohemostatskom sistemu, hemostazu pospe$uju poviseni nivoi VWF i FVIII*23, Snizen
nivo plazminogena odlikuje kako akutnu tako i hroni¢nu insuficijenciju jetrine funkcije™.

U antikoagulacionom sistemu, hemostazu pospeSuju sniZeni nivoi antikoagulacionih proteina:
AT, HKII, PC, PS i moguc¢e a,MG, proteina Z (PZ) i PZ zavisnog proteaznog inhibitora
(ZP1),

PZ je vitamin K zavisan faktor koji je homologan sa drugim vitamin K zavisnim faktorima
(FI1, FVII, FIX, FX, PC, PS), ali samostalno ne ispoljava enzimsku aktivnost. PZ je izolovan
iz humane plazme 1984. godine**. PZ ispoljava regulacionu ulogu u procesu koagulacije. PZ

deluje kao kofaktor u reakciji inhibicije FXa putem ZPI**. ZPI je ¢lan superfamilije serpina,
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prvi put opisan 1998. godine*®. U plazmi PZ cirkulie u kompleksu sa ZPI. U prisustvu
fosfolipida i jona Ca®*, PZ povecava ~1000 puta inhibiciju FXa delovanjem ZPI. ZPI inhibira
FXla nezavisno od kofaktorske aktivnosti PZ i prisustva fosfolipida i jona Ca®*. Moguc¢a
uloga deficita PZ i ZPI u nastanku arterijskih i venskih tromboznih oboljenja u humanoj
patologiji intenzivno se istrazuje’*>14714.

Metaloproteaza ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin
motif-13) specifi¢no razlaZze velike multimere VWF. ADAMTS13 se pretezno sintetiSe u jetri.
Transkript informacione ribonukleinske Kiseline (iIRNK) od 4.7kb primarno se nalazi u
perisinusoidalnim celijama jetre, dok se transkript iRNK od 2.4kb nalazi u skeletnim
miSi¢ima, placenti, tumorskim c¢elijskim linijama karcinoma kolona i malignog
melanoma'****°,

Aktivnost ADAMTS13 je snizena u cirozi. Deficit ADAMTS13 (posebno u prisustvu
poviSenih nivoa velikih multimera vVWF) uslovljava povecano formiranje trombocitnih
mikrotromba, Sto moze uzrokovati sinusoidalne mikrocirkulatorne poremecaje i progresiju

oStecenja jetre sa razvojem multiorganske insuficijencije’®!**

.U uznapredovaloj cirozi
pokazano je da je znacajan disbalans izmedu snizene aktivnosti ADAMTS13 i poviSene
produkcije velikih multimera VWF blisko povezan sa funkcionalnim kapacitetom jetre,
hepaticnom encefalopatijom, hepatorenalnim sindromom i refraktornim ascitesom i da moze
biti koristan u predikciji dugotrajnog preZivljavanja bolesnika sa cirozom®*>. Zbog toga,
kod nekih bolesnika krajnji stadijum dekompenzovane ciroze odraZava stanje sli¢no
tromboznoj trombocitopenijskoj purpuri (TTP)'*2 Uz sekvestraciju trombocita u slezini koja

je uzrokovana portnom hipertenzijom i hipersplenizmom®*®

, 0vaj mehanizam moZe znacajno
doprineti razvoju trombocitopenije kod ciroti¢ara. U cirozi, trombocitopenija je rebalansirana
pove¢anom adhezijom i agregacijom trombocita koja je uzrokovana povisenim plazmatskim
nivoima velikih multimera VWF i snizenom aktivnoséu ADAMTS13%. Primena trombocita

moze usloviti dalje oStecenje jetre i egzacerbaciju portalne i portopulmonalne hipertenzije®®®.

1.2.3.1. Mehanizmi poremeéaja hemostaze u oboljenju jetre
Efekat oboljenja jetre na hemostazu je kompleksan. Mnogobrojne promene koje inhibiraju
odnosno pospeSuju hemostazu su pretezno posledica delovanja cetiri mehanizma (Shema 9):
1. smanjen sintetski kapacitet jetre,
2. sistemska intravaskularna koagulacija,
3. sistemska aktivacija endotelnih celija,

4. povecana sekvestracija trombocita u uve¢anoj slezini'®’.
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Smanjen sintetski kapacitet jetre uslovljava snizenje nivoa i poremecaj funkcije mnogih
proteina direktno i indirektno ukljucenih u proces hemostaze: faktori koagulacije i njihovi
inhibitori, plazminogen i inhibitori fibrinolize, trombopoetin, ADAMTS13",

PoviSena aktivnost sistemske intravaskularne koagulacije uzrokuje povecanju potrosnju
trombocita i hemostatskih faktora. Sistemska aktivacija endotelnih ¢elija dovodi do povecane
produkcije i oslobadanja u cirkulaciju prohemostatskih proteina VWF i FVIII, kao i tAP, PAI-
1, NO i PGI,. Splenomegalija i hipersplenizam uzrokuju povecéanju sekvestraciju trombocita i
doprinose nastanku trombocitopenije. Funkcionalni poremecaji trombocita i polimerizacije

fibrina doprinose razvoju koagulopatije u cirozi**.

Trombocitopenija i poremecaiji funkcije trombocita

- SniZeni nivoi faktora koagulacije i prirodnih inhibitora
- Snizeni nivoi plazminegena i inhibitora fibrinolize

- Snizen nivo ADAMTS13

- Disfibrinogenemija

- PoviSeni nivoi vWF i FVIII

- PoviSeni nivoi tAP, PAI-1,
azotnog oksida i prostaciklina

- Trombocitopenija i poremeéaji funkcije trombocita

Shema 9. Mehanizmi poremecaja hemostaze u hronicnom oboljenju jetre.
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1.2.3.2.  Drugi uzroci poremeéaja hemostaze u oboljenju jetre

Anemija

Anemija ispoljava antihemostatske efekte. Eritrociti moduliraju biohemijske i funkcionalne
odgovore trombocita putem nekoliko proagregacionih mehanizama: sadrze ADP koji aktivira
trombocite, aktiviraju trombocitnu ciklooksigenazu i povecavaju stvaranje TxA,, direktno
povecavaju stvaranje trombina putem izlaganja prokoagulacionih fosfolipida™®*®!. Dodatno,
eritrociti ispoljavaju reoloski efekat na marginaciju trombocita. U fizioloSkim uslovima
protok eritrocita je maksimalan u centru krvnog suda, ¢ime se optimizuje interakcija

trombocita sa endotelom i pospesuje hemostaza'>®

. Osim toga, eritrociti su efikasni ¢istaci NO
koji je snaZan inhibitor trombocita. NO (osloboden iz endotelnih celija) vezuje se za

hemoglobin visokim afinitetom®®*.

Insuficijencija bubrega

Poremecaje hemostaze u oboljenju jetre pogorSavaju komplikacije osnovnog oboljenja.
BubreZzna insuficijencija je c¢esta komplikacija u odmaklom stadijumu oboljenja jetre.
BubreZna insuficijencija ispoljava antihemostatski efekat na nivou interakcije trombocita i
krvnih sudova. Uzroci poremecaja trombocitno-endotelne interakcije su anemija, stecena
trombocitopatija i povisena produkcija NO*"#162 Bybrezna insuficijencija je pozitivan
prediktor intraoperativnog krvarenja i potrebe za transfundovanjem kod bolesnika
podvrgnutih transplantaciji jetre®%4,

Bakterijska infekcija

Bakterijska infekcija je cest koegzistiraju¢i problem u cirozi'*. U studiji koja je ispitivala
zdrave osobe kojima je intravenski primenjen faktor nekroze tumora (tumor necrosis factor-
TNF) uocen je direktan aktivacioni efekat endotoksina na koagulacionu kaskadu'®. Ukazano
je na povezanost izmedu endotoksemije i stvaranja fragmenata protrombina i laboratorijskog
profila sli¢nog diseminovanoj intravaskularnoj koagulaciji (DIK) u cirozi''*. S druge strane,
endotoksin moZe delovati inhibiciono na koagulaciju. Pokazano je da u cirozi endotoksin
moze inhibirati koagulaciju stimulacijom stvaranja endogenih heparinoida®. Bakterijska
infekcija povecava rizik za razvoj krvarenja kod bolesnika sa cirozom®®"1%¢,

Diseminovana intravaskularna koagulacija

U oboljenju jetre cesti laboratorijski poremecaji su: poviseni nivoi markera akvacijeti

trombocita, markera stvaranja trombina i fibrina i sekundarna fibrinoliza'®. Povieni nivoi
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aktivacionih markera koagulacije i fibrinolize prevashodno ukazuju na poremecen hepaticni
klirens, a ne na postojeéu aktivaciju trombocita i sistema koagulacije i fibrinolize’®®. Uz
redukovanu masu hepatocita, smanjenom hepaticnom klirensu doprinosi smanjen protok krvi
kroz obolelu jetru'®. Poviseni plazmatski nivoi navedenih aktivacionih markera mogu
odraZavati postojecu DIK niskog stepena sa sekundarno povisenom fibrinoliznom
aktivnoscu®0t™t,

DIK u sklopu ciroze predstavlja diferencijalno dijagnosticki problem u odnosu na poremecaje
hemostaze koje odlikuju patoloSke vrednosti aPTT i PT, sniZena koncentracija fibrinogena,

povideni fdp/D-dimer i trombocitopenija (pseudo-DIK)**

. Prisustvo depozita fibrina u
organima predstavlja tipi¢nu patohistoloSku karakteristiku DIK. Pokazano je da su depoziti
fibrina u organima retki kod obolelih od ciroze'"®. Relativno stabilan broj trombocita i visok
nivo FVIII razlikuje poremecaje hemostaze koji odlikuju cirozu od DIK u dekompenzovanoj
cirozi*™®. U saglasnosti sa laboratorijskim karakteristikama, u cirozi je odsutno tipi¢no
organsko ostecenje koje nastaje kao posledica intravaskularne koagulacije. Blaga forma
mikrotromboze se moZe razviti u uslovima hiperkoagulabilnosti***.

Ubrzana intravaskularna koagulacija i fibrinoliza

Izmenjen hemostazni profil u cirozi koji odlikuju poviSeni nivoi senzitivnih markera
koagulacione i fibrinolizne aktivnosti (fibrinopeptid A, protrombin fragment 1+2, D-dimer,
visoko molekulski kompleksi fibrin/fibrinogen ili solubilni fibrin) naziva se ubrzana
intravaskularna koagulacija i fibrinoliza (accelerated intravascular coagulation and
fibrinolysis - AICF). AICF je prisutna kod oko 30% cirotic¢ara, preteZzno onih sa umerenom i
teSkom insuficijencijom jetre i/ili ascitesom. AICF korelira sa snizenim nivoima AT, PC i PS.
AICF nije opisana kod bolesnika sa kompenzovanom cirozom*#*"417,

Smatra se da AICF nastaje kao posledica povecane degradacije formiranog fibrinskog
ugruSka delovanjem plazmina, koja nastaje zbog povisenog nivoa tAP i snizenog nivoa ay-1P,
uz odrzavanje visoke lokalne koncentracije plazminogena na povrsini krvnog ugruska (uprkos
njegovoj snizenoj ukupnoj produkciji). Disbalans fibrinoliznog sistema se pogorSava
delovanjem dodatnog stresa (infekcija)™**. U portnoj cirkulaciji prisutan je znacajan stepen
endotoksemije koja aktivira intravaskularnu koagulaciju zbog ¢ega je moguce da je AICF

vaZnija u sistemu vene porte nego u sistemskoj cirkulaciji*®*'%,
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1.2.4. Uticaj poremecaja hemostaze i infekcije na nastanak krvarenja

iz variksa jednjaka i Zeluca

U proteklim decenijama lecenje krvarenja iz variksa jednjaka i Zeluca je znac¢ajno unapredeno
uvodenjem novih hirurskih, endoskopskih, farmakoloskih i radioloskih tehnika. Zahvaljujuci
novim terapijskim metodama mortalitet zbog krvarenja iz variksa jednjaka i zeluca je smanjen
sa 50% na 20-30%, ali je jo§ uvek znacajno visok. Krvarenje iz variksa je glavni uzrok
smrtnog ishoda kod bolesnika sa cirozom'"®*.

Poremecaji hemostaze (smanjena sinteza i klirens faktora koagulacije u jetri, aktivacija
koagulacije niskog stepena, hiperfibrinoliza) i infekcija povecavaju rizik za nastanak

krvarenja iz variksa jednjaka i Zeluca kod obolelih od ciroze*”® (Shema 10).

Krvarenje iz
variksa jednjaka

Smanijen klirens
koagulacionih
faktora u jetri

Aktivacija Smanjena sinteza
koagulacije faktora
niskog stepena koagulacije u jetri

Tromboza - AW
vene porte W

Y Hiperfibrinaliza

Shema 10. Poremecaji hemostaze i infekcija u cirozi.
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1.2.4.1. Hiperfibrinoliza i krvarenje iz variksa
Ukazano je na moguci prediktivni znacaj hiperfibrinolize u nastanku gastrointestinalnog

krvarenja u cirozi****". Violi i sar.*®

su utvrdili povezanost izmedu prisustva FDP i
povecanog rizika za nastanak gastrointestinalnog krvarenja kod bolesnika sa cirozom u
odmaklom stadijumu. Violi i sar.*®* su uogili da su visoki nivoi D-dimera i tAP prediktori
prve epizode krvarenja iz gornjih partija gastrointestinalnog trakta kod bolesnika sa portnom
hipertenzijom.

Mehanizmi inhibicije primarne hemostaze i koagulacije delovanjem hiperfibrinolize
Hiperfibrinoliza uzrokuje: - poremecaj adhezije i agregacije trombocita putem razgradnje
VWEF i trombocitnih receptora za fibrinogen, - potrosnju faktora koagulacije i - inhibiciju
polimerizacije fibrina'". Efekti hiperfibrinolize na primarnu hemostazu i koagulaciju su
posebno nepovoljni u slucaju rupture variksa jednjaka. U ovoj Klini¢koj situaciji
hiperfibrinoliza odlaze formiranje trombocitnih i trombocitno-fibrinskih ugrusSaka i pospesuje
razgradnju formiranih krvnih ugruSaka. Hiperfibrinoliza pojacava krvarenje iz variksa

jednjaka i Zeluca i povecava rizik za razvoj rekurentnog krvarenja®.

1.2.4.2. Endotoksemija i krvarenje iz variksa

Bakterijska infekcija se ¢esto dijagnostikuje kod bolesnika sa cirozom i gastrointestinalnim
krvarenjem. Prospektivnim ispitivanjem pokazano je da se bakterijska infekcija utvrduje kod
22% ovih bolesnika unutar prvih 48 ¢asova nakon hospitalizacije'®. Najce$¢i uzrok infekcije
je lipopolisaharid spoljnjeg zida gram negativih crevnih bakterija (endotoksin)'”. Endotoksin
je snazan aktivator sistema koagulacije i fibrinolize. Kod bolesnika sa cirozom utvrdena je
znacajna korelacija izmedu prisustva endotoksemije, s jedne strane, i protrombin F1+2
(marker stvaranja trombina) i D-dimera (marker aktivacije trombina i plazmina), s druge
strane. Takode, u endotoksemiji je utvrdena povecana ekspresija TF na monocitima koja
znacajno korelira sa aktivacijom koagulacije i stvaranjem trombina'™*'®. Kod ciroticara sa
endotoksemijom i niskim stepenom intravaskularne koagulacije pokazano je da sedmodnevna
primena antibiotika dovodi do znacajne i simultane redukcije endotoksemije, produkcije
trombina i D-dimera, Sto nije uoceno kod bolesnika sa istim odlikama koji su leceni
standardnom terapijom'’*. Ovi podaci potkrepljuju hipotezu prema kojoj endotoksinom
pokrenuta prekomerna ekspresija monocitnog TF uzrokuje aktivaciju koagulacije i
hiperfibrinolizu'".

U toku epizode bakterijske infekcije, kod ciroticara sa velikim variksima oslobadanje

endotoksina u sistemsku cirkulaciju dovodi do daljeg povecanja portnog pritiska. Povecanje

32



pritiska u portnom krvotoku se de$ava posredstvom prekomerne indukcije NO i PGI,*®.

Rezultati meta analize?® su pokazali da profilaksna primena antibiotika kod bolesnika sa
cirozom i gastrointestinalnim krvarenjem znacajno povecava (9.1%) prezivljavanje u toku
devetnaest dana. Pokazano je da profilaksna primena antibiotika smanjuje rizik rekurentnog
krvarenja kod bolesnika sa krvare¢im variksima'®’. Medutim, nije utvrdeno da li su
prohemostatski efekti antibiotika posredovani poboljSanjem hemostaze, poboljSanjem

hemodinamike ili delovanjem oba mehanizma®’.

1.2.5. Hiperkoagulabilnost u oboljenju jetre

Aspekt hiperkoagulabilnosti ¢esto se zanemaruje u oboljenju jetre. Dugo se smatralo da su
oboleli od ciroze ‘auto-antikoagulisani i na taj nagin zastiéeni od tromboze. Ovaj stav se
zasniva na laboratorijskim dokazima hipokoagulabilnosti (procenjeno na oshovu patoloskih
standardnih skrining testova hemostaze: aPTT i PT). Saglasno patoloSkim vrednostima
standardnih testova hemostaze prihvacen je koncept prema kojem su bolesnici sa cirozom pod
povec¢anim rizikom za razvoj krvarenja u toku vrSenja invazivnih procedura i masivnog
krvarenja iz gastroezofagealnih variksa'®. Medutim, koagulopatija definisana patolodkim
vrednostima standardnih koagulacionih testova ne ukazuje na ‘auto-antikoagulaciju i ne
odraZava zastitu od razvoja tromboznih komplikacija'®®. Sve je vise dokaza koji govore u
prilog postojanja sklonosti zgrusavanju kod bolesnika sa stabilnom cirozom'’. Danas je
poznato da se kod obolelih od ciroze intravaskularna aktivacija koagulacije deSava mnogo
Gesée nego $to se ranije smatralo™. U populacionoj studiji Sogaard i sar."* pokazano je da je
u oboljenju jetre povecan rizik za razvoj venskog tromboembolizma u poredenju sa zdravim
osobama. Mehanizmi razvoja venske tromboze u oboljenju jetre su: smanjena aktivnost
antikoagulacionih puteva, usporen protok krvi (posledica staze) i poremecaj fibrinolize***'%,
Razvoju tromboze doprinosi izmenjena aktivnost fosfolipidne membrane trombocita, mada to
nije dokazan mehanizam'®®. Hemodinamske promene i o3tecenje vaskulature koji odlikuju
oboljenje jetre povecavaju rizik za razvoj tromboze™>%,

U oboljenju jetre procenjena incidenca perifernih tromboembolijskih komplikacija

(tromboza dubokih vena i embolija plué¢a) iznosi 0.5-1.9%%°.

1.2.5.1. Tromboza vene porte
Tromboza vene porte (TVP) komplikuje klini¢ki tok ciroze. Incidenca TVP u cirozi znosi 10-
20%"%°. TVP pogor3ava cirkulaciju u sistemu vene porte putem okluzije gornje mezentericne
vene i poveéava rizik za razvoj infarkta creva i gastrointestinalnog krvarenja'’.

Hemodinamske promene uzrokovane portnom hipertenzijom (smanjen protok u veni porte)
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predstavljaju najvazniji mehanizam razvoja TVP?®. SniZena aktivnost prirodnih
antikoagulacionih proteina i disfunkcija endotela (smanjen vaskularni tonus) doprinose
razvoju tromboze. Smatra se da je endotoksemija ¢est mehanizam razvoja TVP, sistemske
hiperfibrinolize i gastrointestinalnog krvarenja***?°?% vVioli i sar.?®* su utvrdili znagajno visi
stepen endoteksemije i viSe vrednosti protrombin F1+2 u portalnoj u poredenju sa perifernom
cirkulacijom, Sto ukazuje na postojanje protromboznog stanja u portalnoj cirkulaciji kod
obolelih od ciroze. Poredenjem periferne cirkulacije izmedu bolesnika i kontrolne populacije
utvrden je visi stepen endotoksemije i stvaranja trombina kod obolelih, §to se objaSnjava
prelaskom endotoksina u perifernu cirkulaciju porto-sistemskim Santom. Ovi podaci ukazuju
da endotoksemija ima znacajnu ulogu u aktivaciji koagulacije kako u portalnoj tako i u
sistemskoj cirkulaciji. Fimognari i sar.”% su utvrdili prisustvo TVP kod 33/136 (24%)
bolesnika sa cirozom. Kod bolesnika bez TVP, aktivnost FVIII se povec¢ava srazmerno tezini
oStecenja jetrine funkcije (u kategoriji Child-Pugh-C izmerena je najviSa aktivnost FVIII).
Kod bolesnika sa TVP, utvrdena je povisena vrednost D-dimera i sniZzena aktivnost FVIII, Sto
je u saglasnosti sa potroSnjom FVIII u procesu tromboze. Pokazano je da se normalne
vrednosti FVIII i D- dimera mogu Koristiti kao pouzdan dijagnosticki marker za iskljucenje
TVP kod bolesnika sa umerenom i teSkom cirozom. Prethodno postojeca hiperkoagulabilnost
uzrokovana urodenom trombofilijom (genski polimorfizmi: FV Leiden, protrombin
G20210A, metilentetrahidrofolat reduktaza C677T) i antifosfolipidnim sindromom (lupus
antikoagulans, antikardiolipinska antitela) povecava rizik za razvoj TVP kod bolesnika sa
cirozom199’203'204.

Pored TVP, druge makrovaskularne tromboze (tromboza mezenteri¢ne i hepati¢ne vene)
razvijaju se kod bolesnika sa uznapredovalom cirozom. Dugo se smatralo da je tromboza
hepati¢ne arterije nakon transplantacije jetre prevashodno hirurS8ka komplikacija. Poslednjih
godina ukazano je na ulogu hiperkoagulabilnosti u razvoju tromboze hepaticne arterije?®2%.
U hroniénom oboljenju jetre, hiperkoagulabilnost je povezana sa progresijom bolesti i
razvojem fibroze, progresijom infekcije uzrokovane virusom hepatitisa tip C i razvojem

ciroze masne jetre ne-alkoholne etiologije®"™.

1.2.5.2.  Okultni intrahepatiéni trombozni procesi
Okultni intrahepati¢ni trombozni procesi su moguc¢i faktor koji doprinosi progresiji stabilne
ciroze u dekompenzovanu hepati¢nu atrofiju. Progresija fibroze je posledica lokalne ishemije
u procesu parenhimske ekstinkcije. Aktivacija stelatnih ¢elija trombinom doprinosi progresiji

bolesti®®*2. U animalnim modelima akutne i hroni¢ne insuficijencije jetre postignuto je
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usporavanje progresije bolesti primenom antikoagulanasa ili genskom ablacijom kljuc¢nih

211,213,214

komponenata sistema hemostaze Plu¢éne mikrotromboze predstavljaju mogudi

215

patogenezni mehanizam razvoja portopulmonalne hipertenzije™. Oboljenje jetre uzrokovano

virusom hepatitisa tip C ima blazu formu kod hemofilicara u poredenju sa ne-
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hemofilizarima®®. Optimalna dijagnostika i lecenje ovih poremecaja nisu definisani®**.

1.3. REBALANSIRANA HEMOSTAZA U OBOLJENJU JETRE

Danas se smatra suviSe pojednostavljenim shvatanje prema kojem se u hroni¢cnom oboljenju
jetre nastanak krvarenja pripisuje trombocitopeniji, snizenim aktivnostima faktora koagulacije
i inhibitora fibrinolize, a razvoj tromboze snizenim aktivnostima prirodnih inhibitora
koagulacije (AT, PC, PS). U udzbenicima i drugoj literaturi, hroni¢no oboljenje jetre opisuje
se kao prototip stecenih poremecaja hemostaze koji klini¢ki odlikuje sklonost krvarenju zbog
smanjenog prokoagulacionog potencijala. U savremenoj literaturi sve je viSe podataka koji
predstavljaju izazov za ovu paradigmu. Uprkos ¢injenici da bolesnici sa cirozom ¢esto imaju
patoloske standardne testove hemostaze (ukazuju na hipokoagulabilno stanje) i da neretko
krvare iz gastrointestinalnog trakta, nije dokazana pouzdanost nijednog standardnog
koagulacionog testa u proceni rizika krvarenja kod obolelin!00102111:114.189

Prema savremenom shvatanju, sklonost krvarenju zbog poremecaja hemostaze u hroni¢cnom
oboljenju jetre je pre mit nego realnost'®2. Brojni dokazi govore u prilog relativno nestabilnog
‘normalnog” hemostaznog balansa u hroniénom oboljenju jetre. Istovremeni poremecéaji u
prohemostaznim i antihemostaznim procesima uslovljavaju rebalansirano stanje u sistemu
hemostaze obolelih. Rebalansirani sistem hemostaze u hroni¢cnom oboljenju jetre nije stabilan
kao kod zdravih osoba. RavnoteZa u sistemu hemostaze moZe se naruSiti u pravcu razvoja
krvarenja odnosno tromboze, posebno kada je oboljenje jetre udruzeno sa drugim patoloSkim
stanjima. Redukovan potencijal na oba kraja hemostatskog ‘balansa” uzrokovan je snizenim

nivoima veéine proteina sistema hemostaze, §to objasnjava nestabilnu ravnotezy%0+07:14217

Kod bolesnika sa hroni¢nim oboljenjem jetre istovremene promene u prohemostatskim i
antihemostatskim putevima uslovljavaju rebalans u sistemu hemostaze. Rebalans se de$ava

na nivou primarne hemostaze, sekundarne hemostaze i sistema fibrinolize (Shema 11).
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[ Hemostatske promene ]

Hemostatske promene
koje pospesuju krvarenje

koje pospesuju trombozu

-PoviSen nivo vWF
=SniZzen nivo ADAMTS13

- Trombocitopenija. Poremecaj funkcije
trombocita

- Povedana produkcija azotnog oksidai [ PRIMARNA HEMOSTAZA |
prostaciklina

+Smanjena produkcija trombopoetina

- Snizeni nivoi faktora koagulacije: - Povi§en nivo FVIII

1, V, VIL, IX, X T XI G 5 .

« SniZeni nivoi proteina C, proteina S,
- Deficit vitamina K [SEKUNDARNA HEMOSTAZAJ antitrombina, a2makroglobulina i
heparinskog kofaktora Il

» Disfibrinogenemija

* Snizen nivo plazminogena

FIBRINOLIZA ]

+ Snizeni nivoi a2-1P, faktora Xl i TAF} [

+ PoviSen nivo tAP

Shema 11. Prikaz rebalansirane hemostaze u hroni¢cnom oboljenju jetre.

1.3.1. Primarna hemostaza

Prema ranijem shvatanju odmakli stadijum hroni¢nog oboljenja jetre odlikuje znacajan
poremecaj primarne hemostaze uzrokovan trombocitopenijom i trombocitopatijom. Podaci o
postojanju poremecaja funkcije trombocita u oboljenju jetre nisu konzistentni®®#2,

Najstariji in vivo test za procenu funkcije trombocita je vreme krvarenja. Dugo se smatralo da
vreme krvarenja predstavlja globalan test za procenu primarne hemostaze. VVreme krvarenja je
produzeno kod 40% bolesnika sa cirozom, Sto je u saglasnosti sa varijabilnim stepenom
trombocitopenije i trombocitopatije kod obolelih. Moguce je da vreme krvarenja odrazava i
poremecaj u vazokonstrikciji?*>*?. Kod ciroticara primena DDAVP (1-deamino-8-D-arginine
vasopressin; dezmopresin) uzrokuje trostruko do petostruko povecanje VWF i1 FVIII i
skracenje vremena krvarenja???*2. Pokazano je da dezmopresin ne redukuje krvarenje iz
variksa jednjaka kod obolelih od ciroze i da nema uticaj na obim krvarenja i koli¢inu
transfundovanih hemoprodukata kod bolesnika podvrgnutin hepatektomiji. Rutinsko
izvodenje vremena Kkrvarenja je napuSteno zbog nepouzdane procene rizika za razvoj
gastrointestinalnog krvarenja i krvarenja u toku hepatektomije na osnovu vrednosti ovog

223-5

testa®”>>. Ispitivanjem funkcije trombocita u uslovima protoka Lisman i sar.??®® su utvrdili

postojanje adekvatne funkcije trombocita u serumu bolesnika sa cirozom. Ovo istrazivanje
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dovelo je u pitanje objektivno postojanje poremecaja primarne hemostaze u hroni¢nom
oboljenju jetre.

VWF i ADAMTS13

U trombocitopeni¢nim uslovima ciroze adhezija trombocita stimulisana je visokim sadrzajem
VWF, §to je pokazano u in vitro eksperimentima ispitivanjem adhezije trombocita za
trombogene povriine koris¢enjem cirkulisuée krvi**®. Pored povisenog nivoa VWF, sniZena
aktivnost ADAMTS13 predstavlja mehanizam koji pospesuje adheziju trombocita u cirozi®*’.
Deficit ADAMTS13 u cirozi moZe imati za posledicu poviSeno stvaranje trombina. Za ovu

hipotezu potrebna je naucna potvrda'”’.

1.3.2. Sekundarna hemostaza

Balansirani hemostazni potencijal koji odlikuje cirozu posledica je istovremene redukcije

prokoagulacionih i prirodnih antikoagulacionih proteina'®’ 142!,
FVIII
Aktivnost FVIII je povisena u cirozi*®1%102 g ghzirom na utvrdeno prisustvo protrombin

F1+2 u cirozi, verovatna je uloga FVIII u stvaranju trombina®®%.

Put PC

Tripodi i sar.?*® su prvi ukazali da se stvaranje trombina kod bolesnika sa cirozom ne razlikuje
u odnosu na zdrave ispitanike. Ovi istraZzivaci su ispitivali koagulacionu fazu testom
endogenog potencijala za stvaranje trombina, uz dodatak TM. Modifikacija testa dodatkom
TM omogucava aktivaciju puta PC. Rezultati ove studije pokazali su da je u odsustvu TM
smanjeno stvaranje trombina, $to je u skladu sa snizenom aktivno$¢u FIl (protrombin) u
cirozi. U prisustvu TM, snizena aktivnost FllI balansirana je snizenom aktivnoS¢u PC.
Pokazano je da je PC sniZzen u visem obimu u odnosu na FIl. Rezultati ove studije ukazuju da
snizena aktivnost faktora koagulacije nema dominantnu ulogu u nastanku krvarenja kod
bolesnika sa cirozom i mogu objasniti relativno malu Kklinicku efikasnost rekombinantnog

230231 |zmeren u

aktiviranog faktora VII (rFVI1la) u kontroli krvarenja iz variksa jednjaka
prisustvu TM, nivo PC u cirozi jetre komparabilan je sa aktivnoS¢éu PC u kongenitalnom
deficitu. Uz to, postoji znacajna rezistencija na inhibiciono delovanje TM?.

AT, HKII, a;MG

U odsustvu krvarenja koje je uzrokovano portnom hipertenzijom i posledi¢nim
hemodinamskim promenama, sniZzena aktivnost antikoagulacionih mehanizama (AT, HKII i

a;MG) u cirozi uspostavlja koagulacioni balans i adekvatnu hemostazu®'%7 114,
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1.3.3. Sistem fibrinolize
U akutnoj i hroni¢noj insuficijenciji jetre, sistem fibrinolize je balansiran istovremenim
snizenjem plazminogena i antifibrinoliznih proteina (a2-1P, TAFI, FEXIII), uz poviSen nivo

tAP*. U pogledu postojanja fibrinoliznog balansa literaturni podaci nisu usaglaseni*>*%.

1.4. ALKOHOLNA BOLEST JETRE

Alkoholna bolest jetre (ABJ) predstavlja najstariju formu oboljenja jetre poznatu ¢ovecanstvu.
Podaci ukazuju da su fermentisana pic¢a koris¢ena u nekom obliku jo$ u neolitskom dobu
(8000 godina p.n.e.) i shodno tome postojalo je oboljenje jetre uzrokovano alkoholom?®*,
Alkohol je glavni uzrok oboljenja jetre u celom svetu. Rizik za razvoj ciroze povecava se sa
konzumiranjem alkoholnih pi¢a u koli¢ini >60-80g/dan za musSkarace odnosno >20g/dan za
Zene u trajanju >10 godina. Ciroza se razvija kod manje od 10% osoba koje konzumiraju
alkoholna pi¢a u kolicini veéoj od 120g/dan®®. U poredenju sa muskarcima, Zene su
dvostruko senzitivnije na alkoholom uzrokovanu hepatotoksiénost i razvijaju tezi stepen ABJ
nakon konzumiranja manjih kolicina alkohola u kracem vremenskom periodu®*. ABJ
obuhvata spektar ostecenja tkiva?*. ABJ je histoloski klasifikovana u tri evolutivne faze:
masna jetra (steatoza jetre), alkoholni hepatitis i hroni¢ni hepatitis sa fibrozom odnosno
cirozom. Masna jetra i alkoholni hepatitis su reverzibilne promene nakon prekida unosa
alkohola, dok alkoholna ciroza predstavlja ireverzibilno ostecenje jetre”**?**. Kompenzovana
ciroza se manifestuje nespecificnim simptomima: mucnina, gubitak apetita i telesne teZine,
slabost, malaksalost, osecaj iscrpljenosti i, moguce, asimptomatski ezofagealni i gastri¢ni
variksi i osteoporoza (posledica malapsorpcije vitamina D i deficita Kkalcijuma)®®.
Dekompenzovanu cirozu odlikuje razvoj simptomatskih komplikacija: ikterus sluznica i
koze (jetrina insuficijencija), ascites, krvarenje iz variksa, hepati¢na encefalopatija (portna
hipertenzija), spontani bakterijski peritonitis (SBP), hepatorenalni sindrom (HRS),
hepatopulmonalni sindrom i portopulmonalna hipertenzija. Cesti klini¢ki simptomi i znaci su:
ikterus sluznica (tipicno sklere) i koze, svrab, gastrointestinalno krvarenje (hematemeza,
melena), koagulopatija, pove¢an obim abdomena, otok donjih ekstremiteta i izmenjen
mentalni status. Navedeni klinicki simptomi i znaci su posledica oStecenja hepatocelularne
funkcije, a manifestuju se nezavisno od prisustva odnosno odsustva fizicke opstrukcije koja
nastaje kao posledica ciroze. S obzirom da su jetrini enzimi uklju¢eni u metabolizam lekova,
kod bolesnika sa poremecajem sinteze jetrinih enzima prisutna je povecana senzitivnost na

lekove sa povecanim rizikom za razvoj toksicnih efekata lekova®®”®.
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1.4.1. Fizikalni nalaz

Opsta inspekcija: malnutricija, gubitak miSi¢ne mase, ikterus sluznica i koZe, otok donjih
ekstremiteta, kozni hematomi, grub tremor, sladunjav oStar dah (fetor hepaticus), Dipitrenova
kontraktura (fibrozna degeneracija fascije dlana koju odlikuje savijanje prsta ka dlanu, uz
nemogucnost ispravljanja prsta; na povrsini dlana, najceSée u projekciji cetvrtog prsta, javlja
se zadebljanje u vidu podkoznog ¢vora i trake; nekada zahvata dva ili tri prsta), simetri¢na
periferna neuropatija, bilateralna hipertrofija parotidne Zlezde?*.

Periferna stigmata uznapredovale ciroze: spider nevusi [tackaste crvene mrlje iz kojih se Sire
krvni sudovi (teleangiektazije) lokalizovane na licu, vratu, gornjem toraksu i grudnom kosu],
palmarni eritem, feminizacija (ginekomastija, atrofija testisa)***.

Pregled abdomena: hepatomegalija, splenomegalija, ascites, vaskularne kolaterale prednjeg
abdominalnog zida (caput medusae: distendirane i prosirene paraumbilikalne vene)?*.

Procena mentalnog statusa: konfuzija, dezorjentacija, sopor, koma®®.

1.4.2. Laboratorijske karakteristike

Nijedan laboratorijski test nije specifican za ABJ. Tipi¢na laboratorijska karakteristika svih
formi ABJ je poviSena vrednost ezima koji ukazuju na hepatocelularno ostecenje. PoviSena
vrednost aspartat aminotransferaze (AST) ima senzitivnost 50% i specificnost 82% za
konzumiranje alkohola u koli¢ini >50g/dan. PoviSena vrednost alaninaminotransferaze (ALT)
ima senzitivnost 35% i specifi¢nost 86% za konzumiranje alkohola u koligini >50g/dan®*.
Vrednost AST je veca od vrednosti ALT. Aktivnosti AST i ALT ne premaSuju sedmostruku
vrednost u odnosu na gornju referentnu vrednost?*2. Odnos AST/ALT veéi od 2 odlikuje ABJ
(razlika u odnosu na virusni i autoimunski hepatitis)**>%*°. S obzirom da je enzimska aktivnost
gama-glutamil transpeptidaze (y-GT) indukovana alkoholom, poviSena aktivnost enzima y-GT
je rani znak ABJ. Aktivnost y-GT je ve¢a u ABJ u odnosu na druga oboljenja jetre. Povecanje
aktivnosti y-GT ima senzitivnost 69-73% i specifi¢nost 65-80% za ekscesivno konzumiranje
alkohola. Insuficijenciju jetrine funkcije u uznapredovaloj cirozi odlikuju hipoalbuminemija,
hiperbilirubinemija i produzeno PT#2%.

U Tabeli 2 prikazane su tipi¢ne laboratorijske karakteristike ABJ**,

U teSkoj insuficijenciji jetre ukupni bilirubin je poviSen na racun povecanja nekonjugovanog
bilirubina zbog poremecaja svih funkcija hepatocita u metabolizmu Zu¢nih boja: preuzimanje,

konjugacija i ekskrecija bilirubina®*.
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Tabela 2. Tipi¢ne laboratorijske karakteristike ABJ.

SERUMSKI ENZIMI AST >>> ALT (<300U/L)
Alkalna fosfataza i vy glutamil transpeptidaza:
varijabilan stepen elevacije

METABOLICKI POREMECAJI Hiperglikemija, hipertrigliceridemija, hiperurikemija
POREMECAJI ELEKTROLITA SniZeni: kalijum, magnezijum, fosfor
TESTOVI FUNKCIJE JETRE Serumski albumin, bilirubin i PT: obi¢no normalni u
odsustvu znac¢ajnog oStecenja jetre
HEMATOLOSKI POREMECAJI | Blaga anemija (obi¢no makrocitna)
Trombociti (normalni do znac¢ajno snizeni)
Leukociti (poviseni)
Leukemoidna reakcija udruZzena sa alkoholnim
hepatitisom

Nekoliko ne-hepati¢nih laboratorijskin poremecaja mogu indirektno ukazati na dijagnozu
ABJ. Povisena srednja zapremina eritrocita >100fL ima malu senzitivnost (27-52%), ali

znagajnu specificnost (85-91%) za konzumiranje alkohola u koligini >50g/dan®*®

. Makrocitna
anemija je posledica direktnog toksi¢nog delovanja alkohola na kostnu srz i malnutricije, koja
uzrokuje deficit folata i vitamina B;,. Razvoju anemije u ABJ doprinose akutni i hroni¢ni
gubitak krvi iz gastrointestinalnog trakta i hipersplenizam. Trombocitopenija je posledica
splenomegalije i toksi¢nog delovanja alkohola na kostnu srz. ABJ odlikuju: - poviSene
vrednosti feritina i zasi¢enja transferina, - poviSeni nivoi serumskih imunoglobulina (lg),
posebno IgA (posledica nespecificne stimulacije MFS)**?%. Transferin deficijentan u
ugljenimhidratima (TDU) pokazuje senzitivnost 58-69% i specificnost 82-92% za postojecu i
skoradnju upotrebu alkohola. Kod bolesnika koji konzumiraju alkohol u koli¢ini >10g/dan
postoji pozitivna korelacija izmedu TDU i konzumiranja alkohola. Kod mladih musSkaraca
koji konzumiraju alkohol u koli¢ini >60g/dan, TDU je superiorniji marker u odnosu na yGT i
srednju zapreminu eritrocita u detekciji prekomerne upotrebe alkohola, Sto je od znacaja u
situacijama negativne anamneze. TDU nije u Sirokoj klini¢koj primeni. PoviSen nivo alkohola
u krvi >0.1% sa visokom verovatno¢om ukazuje na abuzus alkohola®*,

Kod bolesnika sa pozitivnom anamnezom o dugotrajnom konzumiranju alkoholnih pic¢a u
velikoj koli¢ini na dijagnozu ABJ ukazuju: odnos poviSenih vrednosti AST/ALT>2, vrednost
ukupnog bilirubina >86umol/L (5mg/dL), produzen PT/INR i neutrofilija u prisustvu ascitesa

i infekcije (peritonitis, pneumonija)*****'.
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1.4.3. Portna hipertenzija
Portna hipertenzija je klini¢ki sindrom definisan povec¢anjem gradijenta venskog pritiska u
sistemu vene porte >5mmHg. Ciroza je najceS¢i uzrok portne hipertezije u zapadnom svetu. U
cirozi, portna hipertenzija predstavlja kombinaciju povecanja intrahepati¢nog vaskularnog
otpora i povecanja protoka kroz splanhi¢ni krvotok. Povecanje intrahepaticnog otpora na
nivou mikrocirkulacije posledica je poremecaja u arhitekturi jetre koji su uslovljeni razvojem
fibroze, regenerativnih nodula i kolagenskih depozita (postsinusoidalna intrahepati¢na
opstrukcija). Povecanju intrahepati¢nog pritiska doprinosi dinamicka komponenta koja se
ogleda u vazokonstrikciji portnih venula (delovanje endogenih vazokonstriktora:
noradrenalin, endotelin I, angiotenzin 11, leukotrijeni, TxA,). U cirozi, dinamicka komponenta
odgovorna je za oko 30% intrahepati¢nog vaskularnog otpora®®*°. Portnu hipertenziju
odlikuju povec¢anje minutnog volumena srca i splanhi¢na i sistemska vazodilatacija sa
smanjenjem sistemskog vaskularnog otpora, Sto ima za posledicu stanje hiperdinamske
cirkulacije®®®.
Portna hipertenzija je uzrok vec¢ine komplikacija ciroze: variksi ezofagusa (90% bolesnika),
ascites (73% bolesnika), hipersplenizam (48% bolesnika), hepaticna encefalopatija (39%
bolesnika) i HRS (12% bolesnika)>°.
Prirodna dekompresija hipertenzivne portne vene deSava se preusmeravanjem (Santovanjem)
do 90% portnog protoka u sistemsku cirkulaciju kroz portosistemske kolaterale. Kolateralni
krvni sudovi se razvijaju na specificnim mestima: ezofagogastri¢ni spoj, rektum, zid
abdomena (umbilikalna regija). Varikozno proSirenje vena formira se kada gradijent
hepati¢cnog venskog pritiska (GHVP) premasi 10mmHg, a krvarenje iz variksa se razvija kada
GHVP premasi 12mmHg. Ruptura variksa se deSava kada istezanje premasi elasti¢ni
kapacitet zida varikozno izmenjenog krvnog suda®®.
Klinicka obrada bolesnika sa portnom hipertenzijom obuhvata: 1. definisanje uzroka portne
hipertenzije; 2. procenu funkcionalne rezerve jetre; 3. vizualizaciju portnog stabla i procenu
stanja hemodinamike u portnom sistemu; 4. lokalizovanje izvora gastrointestinalnog

krvarenja®".

1.4.4. Ascites
Ascites predstavlja patolosko nakupljanje te¢nosti u peritonealnoj duplji. Ascites se razvija
kod uznapredovale ciroze i u prisustvu teSke portne hipertenzije. U cirozi, ascites je posledica
kombinacije poremecaja bubrezne funkcije i portne i splanhicne cirkulacije®®?*. Ascites

primarno nastaje zbog nemogucnosti ekskrecije adekvatne koli¢ine natrijuma urinom, Sto
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dovodi do pozitivnog balansa natrijuma. Kod bolesnika sa cirozom, bubrezna retencija
natrijuma je sekundarna pojava do ¢ijeg razvoja dovodi splanhi¢na arterijska vazodilatacija.
To uzrokuje smanjenje efektivnog arterijskog volumena krvi sa aktivacijom arterijskih i
kardiopulmonalnih receptora i homeostatske aktivacije vazokonstriktora i sistema za retenciju
natrijuma (nervni sistem simpatikusa i renin-angiotenzin-aldosteron sistem). Bubrezna
retencija natrijuma dovodi do ekspanzije ekstracelularnog volumena i formiranja ascitesa i
edema®®®. Razvoju ascitesa doprinose shiZenje onkotskog pritiska plazme, pove¢ano stvaranje
limfe i poviSen pritisak u limfnom sistemu. Polovina bolesnika sa cirozom razvija ascites
tokom 10 godina, a vise od 50% njih umire tokom 2 godine®. Internacionalni ascites klub
usvojio je preporuku gradacije ascitesa: gradus 1: blagi ascites koji se registruje samo
ultrasonografijom, gradus 2: umereni ascites koji se manifestuje umerenom simetricnom
distenzijom abdomena, gradus 3: veliki ascites sa znagajnom abdominalnom distenzijom?=.
Pre zapocinjanja terapije, u cilju isklju¢enja drugih uzroka ascitesa neophodno je vrsenje
dijagnosticke abdominalne punkcije (paracenteza) sa analizom ascitne tec¢nosti. Kada
dijagnoza ciroze nije klinicki jasna neophodno je diferencijalno dijagnosticki razluciti ascites
koji je posledica portne hipertenzije od drugih etiologija ascitesa. Za etioloSku diferencijalnu
dijagnozu ascitesa koristi se vrednost serum-ascites-albumin gradijenta (SAAG). Ascites se
pripisuje portnoj hipertenziji sa 97% pouzdanosti ako je SAAG>1.1g/dL (11g/L).
Koncentracija proteina u ascitnoj tecnosti odreduje se radi procene rizika razvoja SBP.
Bolesnici sa koncentracijom proteina u ascitnoj te¢nosti <15g/L su pod povecanim rizikom za
razvoj SBP (najznacajnija komplikacija ciroze sa ascitesom koju odlikuju groznica,
abdominalni bol i leukocitoza). Broj neutrofila se odreduje u cilju isklju¢enja postojanja
SBP?®. Krajnji stadijumi ascitesa su refraktorni ascites, HRS i SBP?*°. Prema kriterijumima
Internacionalnog ascites kluba, refraktorni ascites se definise kao ascites koji nije moguce
mobilisati ili kao rani rekurentni ascites koji se ne moZe prevenirati medikamentoznom

terapijom 2.

1.4.5. Hepatorenalni sindrom
HRS predstavlja krajnji stadijum smanjene bubrezne perfuzije kod bolesnika koji imaju
uznapredovalu bolest jetre, cirozu, teSki alkoholni hepatitis ili metastatske tumore. HRS se
manifestuje smanjenjem bubreznog krvotoka (oligurija), retencijom natrijuma i vode,
progresivnim povecanjem koncentracije kreatinina u plazmi i pojavom azotemije. HRS se

razvija kod 18-39% bolesnika sa cirozom i ascitesom u toku 5 godina®*.
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1.4.6. Hepati¢na encefalopatija

Hepati¢na ili portokavna encefalopatija je neuropsihijatrijski sindrom koji nastaje kao
posledica oStecenja metabolicke funkcije jetre i povecanog portnog pritiska sa
portosistemskim tokom Krvi, koji zaobilazi jetru. Smatra se da su uzro¢nici ovog sindroma
produkti koji nastaju u digestivnom traktu, a koji se metaboliSu u jetri. Amonijak je najceSce
opisivani neurotoksin koji uzrokuje encefalopatiju. Amonijak nastaje u crevima iz
belan¢evina hrane. Amonijak se iz creva apsorbuje u portni krvotok i dospeva u jetru gde se
metaboliSe u ureu i glutamin. Drugi moguc¢i etioloski faktori hepati¢ne encefalopatije su y-
aminobuterna kiselina, endogeni benzodiazepini, neurotoksi¢ne masne kiseline kratkog lanca,
triptofan, merkaptani, fenoli i endogeni opijati. U ciroti¢noj jetri se ne odvija detoksikacija
toksi¢nih materija koje se apsorbuju iz creva. Toksi¢ne supstance putem brojnih kolaterala
dospevaju u sistemsku cirkulaciju, prolaze krvno-moZdanu barijeru i ispoljavaju inhibicioni
uticaj na mozdanu aktivnost (egzogena hepaticna encefalopatija)®*°2>*%%°,

Obzirom da klinicke manifestacije hepati¢ne encefalopatije nisu specifi¢ne, dijagnoza se

postavlja nakon isklju¢enja drugih uzroka moZzdanog oStec¢enja. U laboratorijskim analizama

utvrduje se porast azotnih materija (urea, kreatinin, mokra¢na Kkiselina) i amonijaka.

Hepati¢na encefalopatija se klinicki manifestuje spektrom psihoneurolo$kih poremecaja.

Psihicki poremecaji su: zbunjenost, poremecaj sna i promene raspoloZenja, ponaSanja,

intelekta, li¢nosti i stanja svesti (somnolencija, dezorjentacija, sopor, koma). Neuroloski

poremecaji su: promene u govoru (isprekidan, nejasan, nepovezan), rigidnost ekstremiteta,
pojacanje dubokih refleksa, midrijaza, grubi tremor (flapping tremor, asterixis, liver flap)?>**®.

Evolutivni stadijumi hepaticne encefalopatije u odnosu na poremecaje mentalnog statusa,

stanja svesti i neuromisiéne poremecaje”%®;

1. Stadijum I (prodromalni stadijum: izmenjeno opste stanje, promena li¢nosti, oStecenje
mentalne funkcije): zbunjenost, konfuznost, smanjena mo¢ rasudivanja, potiStenost,
usporenost/eufori¢nost, ukocenost misica, smetnje govora, izmenjen rukopis.

2. Stadijum Il (preteca koma): smanjena psihomotorna aktivnost, dremljivost, promene u
elektroencefalogramu (bilateralni spori talasi), grubi leprSavi tremor zglobova Saka.

3. Stadijum Il (stupor): znaci depresije centralnog nervnog sistema, orijentisanost u
vremenu i prostoru je nesigurna ili izostaje, pospanost, oteZano uspostavljanje ili
nemoguc¢nost uspostavljanja kontakta sa bolesnikom.

4. Stadijum IV (koma): izostanak reakcije na bolne nadraZaje, ugaSenost refleksa, gubitak

svesti.
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1.4.7. Endoskopska klasifikacija variksa jednjaka i Zeluca

Venski sistem jednjaka ¢ine dva spleta: vene u zidu jednjaka (submukozne vene) i vene oko
jednjaka (periezofagealne vene) koje su povezane spojni¢nim (komunikantnim) venama.
Periezofagealne vene predstavljaju komunikaciju sistema vene porte i sistema gornje Suplje
vene. Smanjen protok i povisen pritisak u sistemu vene porte uzrokuju Santovanje dela krvi
preko spojni¢nih vena (leva gastricna vena, slezinske vene, kratke gastricne vene) u sliv
gornje Suplje vene. Kod bolesnika sa portnom hipertenzijom submukozna venska mreZza
jednjaka i Zeluca funkcioniSe kao portokavalni kolateralni put. Zbog poviSenog pritiska u
periezofagealnim venama dolazi do Sirenja spojni¢nih vena i varikoznog proSirenja
submukoznog venskog pleksusa jednjaka (Shema 12). PoviSen pritisak krvi u varikozno
proSirenoj submukoznoj veni istanjenog zida, hiperaciditet, refluksom uzrokovano hemijsko
oStecenje sluznice/zida variksa i mehani¢ka trauma uzrokovana prolaskom bolusa hrane
stvaraju uslove za leziju zida varikozno prosirenih vena i posledi¢no krvarenje. Krvarenje iz
varikozno proSirenih vena cesto je obilno, teSko ga je kontrolisati i potencijalno je opasno po
Zivot. Kod bolesnika sa cirozom mortalitet iznosi 40-70% kod prvog krvarenja iz variksa®*.

Kod bolesnika sa portnom hipertenzijom prevalenca variksa jednjaka krece se u rasponu 5-
35%, a verovatnoc¢a krvarenja u dvogodiSnjem periodu iznosi 25%. Konsenzusom je
prihvaceno da klasifikacija variksa jednjaka treba da bude Sto jednostavnija odnosno u dva
stepena. Na osnovu kvantitativne procene velicine, variksi jednjaka klasifikovani su na velike
i male. Variksi dijametra veceg od 5mm klasifikuju se kao veliki, a variksi dijametra manjeg
od 5mm kao mali. Na osnovu semikvantitativne morfoloSke procene, variksi jednjaka su
klasifikovani na male (gradus 1), srednje (gradus 2) i velike (gradus 3). Mali variksi su variksi
koji su blago elevirani iznad nivoa neizmenjene sluznice jednjaka, variksi srednje velicine
predstavljaju tortuozne vene koje opstruiraju do jedne trecine lumena jednjaka, a veliki
variksi predstavljaju tortuozne vene koje opstruiraju viSe od trec¢ine lumena jednjaka.
Preporuke koje se odnose na skrining i le¢enje variksa jednjaka iste su za varikse srednje
velicine i velike varikse. Prevalenca variksa zeluca znac¢ajno je manja u odnosu na varikse
jednjaka. Veliki variksi fundusa Zeluca su variksi dijametra preko 10mm, srednji dijametra 5-
10mm, a mali dijametra ispod 5mm. Rizik za razvoj krvavljenja u direktnoj je korelaciji sa
veli¢inom variksa. Gastroezofagealni variksi (GOV) predstavljaju ekstenziju variksa jednjaka
u Zeludac i gradirani su u dva stepena. Tip 1 (GOV1) su variksi koji se nastavljaju na varikse
jednjaka i Sire se distalno duz male krivine Zeluca. Tip 2 (GOV2) su variksi koji se Sire na

fundus Zeluca i obi¢no su znacajno veéi u odnosu na varikse duz male krivine Zeluca®™®.
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. Vena cava inferior
. Vena mesenterica superior
. Vena mesenterica inferior
. Vena lienalis

. Vena portae

. Variksi jednjaka

. Variksi forniksa zeluca
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Shema 12. Prikaz variksa jednjaka i Zeluca u portnoj hipertenziji.

1.5. HOLESTAZNA BOLEST JETRE

1.5.1. Primarna bilijarna ciroza
Primarna bilijarna ciroza (PBC) je hroni¢na progresivna inflamaciona bolest jetre (primarno
posredovana T limfocitima) nepoznate etiologije. PBC je holestazno oboljenje koje odlikuje
progresivna, ireverzibilna, nesupurativna destrukcija intrahepati¢nih Zucnih kanala (mali
interlobularni i septalni zucni kanali) koja uzrokuje fibrozu, cirozu i jetrinu insuficijenciju
(Slika 1). PBC se razvija u 4 stadijuma: stadijum I: inflamaciona nesupurativna destrukcija
septalnih i interlobularnih  zu¢nih kanala; fokalna obliteracija Zzu¢nih kanala je
patognomoni¢na za PBC i poznata je pod nazivom floridna lezija zucnih kanala’; stadijum II:

periportalno Sirenje inflamacije (holangitis, formiranje granuloma, proliferacija Zucnih
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kanala); stadijum IlI: septalna fibroza, duktopenija (redukcija zuc¢nih kanala definisana
gubitkom >50% interlobularnih Zu¢nih kanala) sa posledicnom holestazom i povecanjem
depozita bakra u periportalnim i paraseptalnim hepatocitima; stadijum 4: bilijarna ciroza®®.

Klini¢cku sliku PBC odlikuje niz imunski posredovanih simptoma i fenomena, Sto ukazuje na
autoimunsku prirodu bolesti. Poput drugih autoimunskih bolesti, PBC afektuje Zene u preko
90% slucajeva. PBC je udruzena sa razli¢itim ekstrahepati¢nim autoimunskim sindromima u

84% slucajeva®®*?*,

Klinicku sliku PBC odlikuju: slabost, pruritus, hepatomegalija,
splenomegalija, ikterus, hiperpigmentacija, ksantelazma (subkutani depoziti holesterola),
steatoreja, osteopenija i osteoporoza, komplikacije ciroze i portne hipertenzije (ascites,
krvarenje iz variksa jednjaka i Zeluca, hepati¢na encefalopatija)®.

Osnovne biohemijske karakteristike PBC su: povisena aktivnost serumske alkalne fosfataze
(AF) i serumske yGT, blago povecanje nivoa transaminaza (AST i ALT), hiperbilirubinemija,
hiperholesterolemija, znacajno povecanje IgM i pozitivna anti-mitohondrijalna antitela
(AMA) usmerena protiv E2 subjedinice piruvat dehidrogenaze®".

Dijagnoza PBC postavlja se na osnovu klinicke slike i dva od tri kriterijuma: 1. poviSeni
biohemijski markeri holestaze: AF i yGT duze od Sest meseci; 2. pozitivna AMA
(seropozitivnost nije specificna za PBC, senzitivnost 98%); 3. histoloSke karakteristike tkiva
jetre dobijenog biopsijom. U dijagnostickom postupku neophodno je iskljuciti promene u
ekstrahepaticnim  Zuénim  putevima, te je indikovana endoskopska retrogradna
holangiopankreatografija (ERCP) i/ili MR holangiopankreatografija (MRCP)**?®®. Prema
preporukama EASL (European Association for the Study of the Liver - Evropsko udruzenje

za ispitivanje bolesti jetre) u dijagnostickom postupku nije neophodno vrsiti biopsiju jetre®®,

Slika 1. Primarna bilijarna ciroza (PBC). A) picemeal nekroza i duktalna hiperplazija; B)

preciroti¢ni stadijum.
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1.5.2. Primarni sklerozirajuéi holangitis

Primarni skleroziraju¢i holangitis (PSC) je hroni¢no oboljenje jetre koje odlikuje progresivna
destrukcija velikih intrahepati¢nih i ekstrahepati¢nih zu¢nih kanala (Slika 2). Pretezno
afektuje musSkarce. Postoji znacajna udruzenost PSC sa ulceroznim kolitisom (50-75%),
holangiokarcinomom (10-20%) i kolorektalnim karcinomom (9%)%".

Dijagnoza PSC postavlja se na osnovu klinicke slike i: - poviSenih vrednosti tipi¢nih
biohemijskih markera holestaze (bilirubin, AF, yGT) u odsustvu drugog uzroka/objasnjenja; -
holangiografskog dokaza postojanja strikture intrahepati¢nih i ekstrahepati¢nih zu¢nih puteva;
- histoloSke karakteristike tkiva jetre dobijenog biopsijom (prstenasta fibroza oko Zuc¢nih
kanala, koja nije prisutna kod svih bolesnika); - isklju¢enja drugih holestaznih bolesti jetre.
Za razliku od PBC, u serumu nisu prisutni specifi¢ni imunski markeri (AMA). Kod vecine
obolelih (do 80%) u serumu se detektuju atipi¢na antineutrofilna citoplazmatska autoantitela
(XANCA) koja nisu specifi¢na za PSC (identifikuju se i kod obolelih od ulceroznog kolitisa u

odsustvu PSC)?1:264,

Slika 2. Primarni sklerozirajué¢i holangitis (PSC). A) duktalna limfocitna infiltracija;

B) periduktalna onion-skin fibroza.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja bili su:

1. Definisati hemostatski profil bolesnika sa alkoholnom cirozom i kontrolnih grupa
(zdravi ispitanici i bolesnici sa holestaznom cirozom) na osnovu rezultata standardnih

testova hemostaze.

2. lIspitati globalnu hemostazu testom za ispitivanje stvaranja trombina i metodom

tromboelastometrije kod bolesnika sa alkoholnom cirozom i kontrolnih grupa.
3. Ispitati korelacije izmedu standardnih i globalnih testova hemostaze.
4. Ispitati korelacije izmedu testa za ispitivanje stvaranja trombina i tromboelastometrije.
5. Utvrditi znacaj globalnih testova hemostaze u proceni stepena koagulabilnosti.

6. Ispitati valjanost tromboelastometrije za utvrdivanje poremecaja polimerizacije fibrina

uzrokovanog kvalitativnom disfunkcijom fibrinogena.
7. Utvrditi znacaj tromboelastometrije u proceni aktivnosti sistema fibrinolize.

8. Ispitati korelacije globalnih testova hemostaze sa parametrima metabolicke i sintetske

funkcije jetre odnosno sa indeksima oStecenja jetrine funkcije.
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3. MATERIJAL | METODE

Tip studije
Izvedena je studija preseka za koju je je dobijena saglasnost Etickog komiteta Medicinskog

fakulteta Univerziteta u Beogradu i Etickog odbora Klini¢kog centra Srbije, Beograd.

Mesto i period istrazivanja

Izvodenje studije je realizovano u Klinickom centru Srbije: Klinika za digestivnu hirurgiju u
saradnji sa Klinikom za gastroenterologiju i hepatologiju i Centrom za medicinsku biohemiju,
Odeljenje Klinike za kardiohirurgiju. Period istrazivanja trajao je od aprila 2011. do juna
2013. godine.

Ispitanici

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 60 bolesnika sa alkoholnom cirozom, 57 osoba muskog
pola i 3 Zenskog pola. Svi bolesnici su leceni hospitalno na Klinici za gastroenterologiju i
hepatologiju, Klinicki centar Srbije, Beograd.

Kriterijumi za uklju¢ivanje u istraZivanje

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici sa alkoholnom cirozom, koji su hospitalizovani u fazi
pogorsanja osnovne bolesti i ispoljavanja neke od njenih komplikacija (krvarenje iz variksa
jednjaka i Zeluca, melena, ascites, encefalopatija, splenomegalija/hipersplenizam, tromboza,

hepatorenalni sindrom) ili radi daljeg ispitivanja.
Kriterijumi za iskljuéivanje iz istraZivanja

e ciroza udruzena sa intrahepati¢nim i ekstrahepati¢nim malignim oboljenjem;

prethodna transplantacija jetre ili Sant operacija;

e upotreba lekova koji uticu na hemostazu;

e poremecaj hemostaze koji nije vezan za oboljenje jetre;
e urodeno stanje trombofilije;

e ciroza udruzena sa virusnim hepatitisom;

e ciroza udruzena sa metabolickim oboljenjem jetre;

e postoperativni period.
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Kontrolne grupe ispitanika

Kontrolne grupe ispitanika su se sastojale od 24 bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre
[primarna bilijarna ciroza (n=16; 15 osoba zenskog pola i jedan muSkarac) i primarni
skleroziraju¢i holangitis (n=8; 4 osobe muskog i zenskog pola)] i 50 zdravih osoba
dobrovoljaca, 17 osoba muskog pola i 33 Zenskog pola. Bolesnici sa holestaznim oboljenjem
jetre leceni su hospitalno ili ambulantno na Klinici za gastroenterologiju i hepatologiju.
Zdravi ispitanici su odabrani medu zdravstvenim radnicima zaposlenim na Klinici za
digestivnu hirurgiju. Svi zdravi ispitanici imali su negativnu anamnezu u pogledu postojanja
hematolo3kog, hepati¢nog i drugih oboljenja, kao i u pogledu uzimanja lekova koji deluju na

hemostazu.

Nakon detaljnog pismenog i usmenog informisanja o ciljevima studije od svih ispitanika
dobijena je pisana saglasnost za uceS¢e u studiji. Za bolesnike sa poremecajem stanja svesti

pisana saglasnost dobijena je od njihovih bliskih srodnika.

3.1. KLINICKA DIJAGNOZA
Inicijalna dijagnosticka obrada podrazumevala je anamnezu i fizikalni pregled, uz detaljno
razmatranje svih podataka znacajnih za dijagnostikovanje ciroze, portne hipertenzije i

eventualnih komplikacija portne hipertenzije (krvarenje, tromboza portne vene).

Klini¢ka dijagnoza ciroze

Klinicka dijagnoza ciroze postavljena je na osnovu potvrdenog podatka o dugotrajnom
konzumiranju alkohola u koli¢ini >80g/dnevno za muskarce i >40g/dnevno za Zene, Kklinicke
slike, fizikalnog nalaza, patoloSkih vrednosti biohemijskih i hematolokih parametara koji
ukazuju na leziju jetre, radiografskog (imaging metode: ultrasonografija, kompjuterizovana
tomografija, magnetna rezonanca) i endoskopskih ispitivanja. Radiografsko ispitivanje
sprovedeno je prvenstveno u cilju isklju¢enja drugih uzroka patoloskih vrednosti
laboratorijskih testova (opstruktivna bilijarna patologija, infiltrativne i neoplasti¢ne
bolesti)***#3%8, patohistolodka dijagnoza nije postavljena kod bolesnika kod kojih je biopsija
jetre procenjena kao kontraindikovana zbog patoloskih vrednosti standardnih testova
koagulacije.

Velicina i izgled jetre procenjivani su na osnovu ultrazvu¢nog i MDCT (multislajsni skener,

kompjuterizovana tomografija) pregleda.
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Dijagnostikovanje prisustva tromboze vene porte zasnivalo se na nalazu doppler ultrazvu¢nog
pregleda i/ili MDCT angiografije portnog sistema.

Svi pacijenti podvrgnuti su gornjoj fleksibilnoj endoskopiji. Za procenu tipa variksa jednjaka
koriscen je endoskopski sistem gradiranja baziran na semikvantitativnoj morfoloskoj proceni.
Mali variksi su variksi koji su blago elevirani iznad nivoa neizmenjene sluznice jednjaka,
variksi srednje velicine predstavljaju tortuozne vene koje opstruiraju do jedne trecine lumena
jednjaka, a veliki variksi predstavljaju tortuozne vene koje opstruiraju viSe od trecine lumena
jednjaka. Prisustvo tackastog krvavljenja na mukozi koja pokriva varikse (cherry red spot),
takode, notirano je u okviru opisa i Klasifikacije variksa.

Hipertenzivna gastropatija dijagnostikovana je na oshovu standardnog endoskopskog
kriterijuma koji podrazumeva prisustvo fine retikularne mreze koja ogranic¢ava zone rozikaste
sluznice. Retikularna mreZa daje sluznici izgled mozaika koji podse¢a na kozu zmije ('snake-
skin appearence’).

Gastri¢ni variksi su gradirani u odnosu na istovremeno prisustvo i variksa jednjaka: izolovani
gastri¢ni variksi (IGV) ili gastroezofagealni variksi (GOV). Endoskopskim pregledom
verifikovano je i eventualno prisustvo uzroka za nevariksno krvarenje (gastri¢ni ili duodenalni
ulkus).

Odredivanje stepena tezine ciroze

Stepen tezine oStecenja jetrine funkcije ocenjivan je na osnovu Child-Turcotte-Pugh
klasifikacije. Child i Turcotte®®® 1964. godine dizajnirali su skor u cilju procene rizika/ishoda
hirurSkog lecenja kod bolesnika sa cirozom i portnom hipertenzijom, koji se podvrgavaju
portokavalnom $antu i transsekciji ezofagusa. Pugh i sar.’®® 1973. godine modifikovali su
Child-Turcotte skoring sistem tako Sto su zamenili Kriterijum nutricionog statusa sa
protrombinskim vremenom (PT ili INR) i svaku varijablu oznacili skorom 1-3. Na osnovu
Child-Turcotte-Pugh skora, stepen jetrine insuficijencije klasifikuje se u tri stadijuma: A, B i
C. Child-Turcotte-Pugh skor (u daljem tekstu Child-Pugh skor - CPs) obuhvata pet indikatora
jetrine insuficijencije: dva biohemijska parametra (serumski nivoi bilirubina i albumina),
jedan hematoloski parametar (vrednost PT/INR) i dva klinicka parametra (prisustvo/odsustvo
ascitesa i klinicki manifestne hepati¢ne encefalopatije). Svaka varijabla se boduje sa 1, 2 i 3,
a bod 3 korelira sa najtezim stepenom oStecenja jetrine funkcije (Tabela 3). Prisustvo

hepati¢ne encefalopatije odredivano je klini¢ki. Bolesnici su gradirani u stadijume | do
|V257,25
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Tabela 3. Child-Pugh skor.

Varijabla 1 bod 2 boda 3 boda jedinice
Bilirubin (ukupni) umol/l
<34 (<2) 34-50 (2-3) >50 (>3)

(mg/dL)
Serumski albumin >35 28-35 <28 g/L
INR <17 1.71-2.20 >2.20 nema
Ascites Nema Reaguje na diuretike Refraktorni nema
Hepatic¢na Stadijum I-11 Stadijum 111-1V
. Nema ) . nema
encefalopatija (reaguje na lekove) (ne reaguje na lekove)

Tabela 4. Tumacenje Child-Pugh skora.

Bodovi Stadijum Stepen oStecenja jetrine funkcije

5-6 A Kompenzovana bolest

Znacajno funkcionalno ostecenje
7-9 B
(umereno teska ciroza)

Dekompenzovana bolest
10-15 C
(teSka ciroza)

Zbir bodova varijabli svrstava oboljenje jetre u jednu od tri kategorije: Child-Pugh stadijume
A (5-6 poena), B (7-9 poena) i C (10-15 poena).

3.2. INSTRUMENTI MERENJA

Kod svih ispitanika vrSena su ispitivanja sistema hemostaze standardnim i globalnim
testovima hemostaze, biohemijske analize i odredivanje parametara krvne slike i brzine

sedimentacije.

3.2.1. UZIMANJE | PRIPREMANJE UZORAKA KRVI
Uzorci periferne venske krvi uzimani su nakon dobijanja informisanog pristanka bolesnika ili

njihovih bliskih srodnika (za bolesnike sa poremecajem stanja svesti) i zdravih ispitanika.

52




Uzorci periferne venske krvi uzimani su neposredno nakon hospitalizacije bolesnika. Kod

svih ispitanika, uzorci krvi uzimani su u jednom aktu.

Uzorci krvi dobijeni su punkcijom vene kubitalne regije prema NCCLS standardima

(National Committee for Clinical Laboratory Standards®®’ (sada: CLSI-Clinical Laboratory

Institute Standards; International, interdisciplinary, non-profit, standards developing,

educational organization). Venepunkcija se izvodi uz minimalno oStecenje tkiva da bi se

izbegla staza odnosno aktivacija trombocita, sistema koagulacije i fibrinolize. SadrzZaj
epruvete se pazljivo izmeSa okretanjem epruvete nanize tri puta.

Koriscene su vakuum epruvete BD Vacutainer® (Becton Dickinson, BD-Plymouth, UK) sa

odgovaraju¢im antikoagulansima i to:

e za odredivanje parametara krvne slike plasticne epruvete sa 3.6mg K,EDTA (BD
Vacutainer® Plastic K,EDTA tube);

e za odredivanje brzine sedimentacije eritrocita staklene epruvete za sedimentaciju sa 0.109
mol/L rastvorom natrijum citrata (BD Vacutainer® Glass Seditainer™ tube);

e za izvodenje testova hemostaze plasticne epruvete sa 0.109mol/L rastvorom natrijum
citrata pH 7.4 (BD Vacutainer® Plus citrate tube). Odnos krvi i antikoagulansa je 9:1
(4.5mL krvi:0.5mL antikoagulansa);

e za odredivanje biohemijskih parametara plasticne epruvete bez aditiva (BD Vacutainer®
Plastic serum tube).

Za izvodenje standardnih testova hemostaze i testa za ispitivanje stvaranja trombina koriséeni

su uzorci plazme siromasne trombocitima (<10x10%L). Unutar jednog ¢asa od uzimanja,

uzorci krvi centrifugirani su na 2000g 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja
izdvojena je plazma siromasna trombocitima. Testiranje je vrSeno unutar 60 minuta nakon

dobijanja plazme siromaSne trombocitima, sa izuzetkom testiranja faktora koagulacije i

izvodenja testa za ispitivanje stvaranja trombina. Za testiranje faktora koagulacije i izvodenje

testa za ispitivanje stvaranja trombina izdvojeni uzorci plazme su alikvotirani i zamrznuti na -
70°C do izvodenja analiza. Uzorci plazme odmrzavani su na 37°C/5min, a testiranje je vrieno
unutar jednog ¢asa od odmrzavanja.

Za izvodenje tromboelastometrijskog testiranja koriS¢eni su uzorci citratne cele krvi. Metoda

tromboelastometrije izvodena je unutar 1-2 ¢asa nakon uzimanja uzoraka Krvi.

Koncentracije biohemijskih parametara odredivane su u serumu neposredno nakon

centrifugiranja uzoraka krvi na 1500g 10 minuta na sobnoj temperaturi.

53



3.2.2. 1ZVODENJE TESTOVA

3.2.2.1. Odredivanje kompletne krvne slike i biohemijskih parametara

Kompletna krvna slika

Parametri kompletne krvne slike (koncentracija hemoglobina, hematokritna vrednost i broj
trombocita) odredivani su upotrebom automatizovanog hematoloSkog analizatora Coulter®
HmX (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA). Odredivanje broja leukocita, eritrocita i
trombocita zasniva se na Coulter-ovom principu impedance. Hematokritna vrednost se
izracunava iz formule Hct (L/L) = MCV (fL) x broj eritrocita (10'%/L), gde je MCV (mean
corpuscular volume) prosecna zapremina eritrocita. Koncentracija hemoglobina je odredivana
spektrofotometrijski, modifikovanom cijanmethemoglobinskom metodom (reagens bez

cijanida, sa natrijum lauril sulfatom).

Brzina sedimentacije

Brzina sedimentacije odredivana je modifikovanom Westergreen metodom.
Biohemijski parametari

Biohemijski parametari odredivani su korisS¢enjem komercijalnih reagenasa i standardnih
spektrofotometrijskin i imunoturbidimetrijskuh metoda upotrebom automatizovanog
biohemijskog analizatora Olympus/Beckman Coulter AU680 (Beckman Coulter, Inc., Brea,
CA, USA).

Albumin

Princip odredivanja koncentracije albumina u serumu zasniva se na formiranju obojenog
kompleksa albumina sa bromkrezol zelenim (BCG). Apsorbancija aloumin-BCG kompleksa
se meri bihromatski (600/800nm) i proporcionalna je koncentraciji albumina u uzorku.
Referentne vrednosti: 34-55¢/L.

Ukupan bilirubin

Stabilizirana diazonijum so, 3.5-dihlorfenildiazonijum tetrafluoroborat (DPD), reaguje
direktno sa konjugovanim bilirubinom, a sa nekonjugovanim bilirubinom u prisustvu
akceleratora (kofein i surfaktant), i nastaje azobilirubin. Apsorbancija na 540nm je
proporcionalna koncentraciji ukupnog bilirubina. Posebno se meri i slepa proba uzorka da bi
se smanjio uticaj endogenih interferencija u uzorku seruma. Referentne vrednosti: <20.5
pumol/L.
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Direktan bilirubin

Stabilizirana diazonijum so -DPD reaguje direktno sa direktnim (konjugovanim) bilirubinom
u kiseloj sredini i nastaje azobilirubin. Apsorbancija na 570nm je proporcionalna

koncentraciji direktnog bilirubina u uzorku. Referentne vrednosti: <3.4pumol/L.
Aspartat aminotransferaza

Metoda odredivanja aktivnosti AST zasniva se na preporukama Medunarodne federacije za
klinicku hemiju (IFCC:The International Federation of Clinical Chemistry). AST katalizuje
transaminaciju aspartata i 2-oksoglutarata, pri ¢emu nastaju L-glutamat i oksalacetat.
Oksalacetat se redukuje u L-malat u prisustvu malat-dehidrogenaze (MDH), dok se NADH
simultano konvertuje u NAD®. Smanjenje apsorbancije zbog gubitka NADH se meri na 340
nm i proporcionalno je aktivnosti AST u uzorku. Endogeni piruvat se uklanja reakcijom LDH

(laktat dehidrogenaza) u toku inkubacije. Referentne vrednosti: <37U/L.
Alanin aminotransferaza

Metoda odredivanja aktivnosti ALT zasniva se na preporukama IFCC. ALT prenosi amino
grupu sa alanina na 2-oksoglutarat, pri ¢emu nastaju piruvat i glutamat. Piruvat ulazi u
reakciju sa NADH koju katalizuje LDH u kojoj nastaju laktat i NAD®. Smanjenje
apsorbancije zbog gubitka NADH se meri na 340nm i proporcionalno je aktivnosti ALT u

uzorku. Referentne vrednosti: <41U/L.
Gama-glutamiltransferaza

Metoda odredivanja aktivnosti yGT zasniva se na preporukama IFCC. yGT Kkatalizuje transfer
y-glutamil grupe sa substrata, y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilida, na glicilglicin, pri ¢emu
nastaje 5-amino-2-nitrobenzoat. Promena apsorbancije na 410/480nm posledica je formiranja
5-amino-2-nitrobenzoata i direktno je proporcionalna aktivnosti yGT u uzorku. Referentne

vrednosti: muskarci <55U/L; Zene <38UJ/L.
Holinesteraza

Metoda odredivanja aktivnosti holinesteraze (HE) zasniva se na preporukama Nemackog
drustva za klinicku hemiju (GSCC: German Society for Clinical Chemistry, 1994).
Holinesteraza katalizuje hidrolizu butirilholina u butirat i tioholin. Tioholin redukuje Zuti
heksacijanoferat (I111) u bezbojni heksacijanoferat (I1). Smanjenje apsorbancije na 410nm

direktno je proporcionalno aktivnosti HE u uzorku. Referentne vrednosti: 3900-11500U/L.
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C-reaktivni protein

Latex imunoturbidimetrijska metoda za odredivanje C reaktivnog proteina (CRP) zasniva se
na specifi¢noj reakciji anti-humani CRP antitela sa CRP-om iz uzorka pri ¢emu nastaju
nesolubilni agregati. Apsorbancija ovih agregata je proporcionalna koncentraciji CRP u

uzorku. Referentne vrednosti: <10mmol/L.

3.2.2.2. Standardni testovi hemostaze

Standardni testovi hemostaze odredivani su koagulometrijski, imunoturbidimetrijski i
spektrofotometrijski. Testiranja su izvodena koriS¢enjem automatizovanog koagulometra
BCS®XP (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany) i komercijalnih
reagenasa.

U uzorcima plazme vrsena se sledeca testiranja: PT-INR (International Normalized Ratio),
aPTT, trombinsko vreme (TT), aktivnosti faktora koagulacije: 1, 11, V, VII, VIII, IX, X, XI,
X1, X, vWF, prirodni inhibitori koagulacije: AT i PC, D-dimer i komponente sistema

fibrinolize: plazminogen, PAI-1, a,-1P.

Protrombinsko vreme

PT je odredivano koagulometrijski prema Quick-u koriséenjem reagensa Thromborel® S
(Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). Metoda se zasniva na
zapocinjanju procesa koagulacije inkubacijom plazme sa optimalnom koli¢inom
tromboplastina i kalcijuma, posle ¢ega se meri vreme potrebno za stvaranje fibrinskog

ugruska. Referentne vrednosti: 10.4-13.0s.
Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme

aPTT je odredivano koagulometrijski koris¢enjem reagensa Pathromtin® SL (Siemens
Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). Metoda podrazumeva inkubaciju plazme
sa optimalnom koli¢inom fosfolipida i povrSinskog aktivatora, koja vodi ka aktivaciji faktora
unutarnjeg puta koagulacije. Koagulacioni proces se zapocinje dodatkom jona kalcijuma i

potom se meri vreme stvaranja ugruska. Referentne vrednosti: 26-37s.
Trombinsko vreme

TT je odredivano koagulometrijski koriséenjem reagensa BC Thrombin® (Siemens Healthcare

Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). Princip metode podrazumeva da standardna
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koncentracija trombina konvertuje plazmatski fibrinogen u fibrin, pri ¢emu se stvara ugrusak.

Meri se vreme potrebno za stvaranje ugruska. Referentne vrednosti: 14-21s.

Fibrinogen

Fibrinogen je odredivan koagulometrijski modifikovanoom metodom po Clauss-u
koriséenjem reagensa Multifibren® U (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg,
Germany). Metoda se zasniva na aktiviranju koagulacije u prisustvu velikog viska trombina, u

kom slucaju vreme koagulacije u velikoj meri zavisi od koli¢ine fibrinogena u uzorku.

Referentne vrednosti: 1.8-4.0g/L.
Faktori koagulacije I, V, VIl i X

Aktivnosti faktora koagulacije 1l, V, VII i X odredivane su koagulometrijski metodom
zasnovanom na produzenju PT koris¢enjem deficijentnih plazmi i reagensa za odredivanje PT
(Thromborel® S). Princip metode zasniva se na tome da u plazmi koja je deficijentna u bilo
kom od faktora spoljnjeg puta koagulacije dolazi do produZenja PT. Faktor deficijentna
plazma Koristi se za potvrdu deficijencije faktora i za identifikaciju i kvantifikaciju
deficijentnog faktora u plazmi pacijenta. U smeSi deficijentne plazme i plazme pacijenta
odreduje se PT, a rezultati se interpretiraju koris¢enjem referentne krive koja je dobijena
odredivanjem razblazenja standardne humane plazme. Plazma pacijenta koja je deficijentna u
specificnom faktoru ne mozZe da se prilagodi odsustvu faktora u faktor deficijentnoj plazmi,
zbog cega se dobija produzeno PT. Referentne vrednosti: FIl 70-120% od normale, FV 70-
140% od normale, FVII 70-120% od normale, FX 70-120% od normale.

Faktori koagulacije VIII, IX, XIi XII

Aktivnosti faktora koagulacije VIII, IX, XI i XII odredivane su koagulometrijski metodom
zasnovanom na produzenju aPTT koriS¢enjem deficijentnih plazmi i reagensa za odredivanje
aPTT (Pathromtin® SL). Princip metode zasniva se na tome da u plazmi koja je deficijentna u
bilo kom od faktora unutarnjeg puta koagulacije dolazi do produZenja aPTT. Faktor
deficijentna plazma koristi se za potvrdu deficijencije faktora i za identifikaciju i
kvantifikaciju deficijentnog faktora u plazmi pacijenta. U smeSi deficijentne plazme i plazme
pacijenta odreduje se aPTT, a rezultati se interpretiraju koriS¢enjem referentne krive koja je
dobijena odredivanjem razblaZenja standardne humane plazme. Plazma pacijenta koja je
deficijentna u specificnom faktoru ne moze da se prilagodi odsustvu faktora u faktor

deficijentnoj plazmi, zbog cega se dobija produzeno aPTT. Referentne vrednosti: FVIII 70-

57



150% od normale, FIX 70-120% od normale, FXI 70-120% od normale, FXII 70-150% od

normale.
Faktor koagulacije X111

Aktivnost FXIII odredivana je spektrofotometrijski koris¢enjem reagensaBerichrom® F XIlI
(Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). Metoda se zasniva na
unakrsnom vezivanju specificnog supstrata (peptida) za glicin etil estar, u prisustvu
aktiviranog FXIIl (FXIlla) nastalog dejstvom trombina na FXIII iz uzorka, pri ¢emu se
oslobada amonijak. Pri tome, sprecava se da stvoreni fibrin dejstvom trombina na endogeni
fibrinogen formira ugruSak dejstvom agregacionog inhibiraju¢eg peptida. Oslobodeni
amonijak odreduje se u paralelnoj enzimskoj reakciji transaminacije o-ketoglutarata u
prisustvu NADH, gde pod dejstvom glutamat dehidrogenaze nastaje NAD i glutamat.
Smanjenje NADH meri se pracenjem apsorbancije na 340nm. Referentne vrednosti: 70-140%

od normale.
Antigen von Willebrand-ovog faktora

Antigen von Willebrand-ovog faktora (VWFAgQ) odredivan je imunoturbidimetrijski
koriséenjem reagensa VWFAQ® (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg,
Germany). Metoda se zasniva na reakciji aglutinacije lateks cestica sa imobilisanim antitelima
na antigen VWF, do koje dolazi kada se meSaju sa uzorcima koji sadrze VWFAg. Aglutinacija
se detektuje povecanjem turbiditeta koji je proporcionalan nivou antigena koji se nalazi u

uzorku. Referentne vrednosti: 50-160% od normale.
Antitrombin

Funkcionalna aktivnost AT u plazmi odredivana je spektrofotometrijski koriS¢enjem reagensa
Berichrom® Antithrombin 111 (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany).
AT iz uzorka se konvertuje heparinom do neposrednog inhibitora koji inaktivira prisutan
trombin. Preostala koli¢ina trombina odreduje se kinetickim testom u kome ostatak trombina
razgraduje supstrat Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA, ¢ime nastaje obojeni razgradni proizvod

kome se meri povecanje apsorbancije na 405nm. Referentne vrednosti: 79-112% od normale.
Protein C

Funkcionalno aktivan PC odredivan je spektrofotometrijski koriséenjem reagensa Berichrom®
Protein C (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). PC iz uzorka
pacijenta aktivira se specificnim aktivatorom iz zmijskog otrova. Nastali PC, odreduje se

kinetickim testom tako $to se na 405nm meri povec¢anje apsorbancije p-nitroanilina (proizvod
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razgradnje supstrata HD-Nva-CHA-Lys-pNA nastao delovanjem PC,). Referentne vrednosti:
70-140% od normale.

Plazminogen

BioloSka aktivnost plazminogena odredivana je spektrofotometrijski koriS¢enjem reagensa
Berichrom® Plasminogen (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany).
Plazminogen iz uzorka formira kompleks sa streptokinazom u Kiveti. Koncentracija ovog
kompleksa odreduje se kinetickom metodom merenjem na 405nm povecanja apsorbancije p-
nitroanilina (proizvod razgradnje supstrata HD-Nva-CHA-Lys-pNA nastao delovanjem

formiranog kompleksa). Referentne vrednosti: 70-140% od normale.
Inhibitor aktivatora plazminogena-1

Aktivnost PAI-1 odredivana je spektrofotometrijski koriséenjem reagensa Berichrom® PAI
(Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). PAI iz uzorka deaktivira
prisutnu urokinazu u sastavu reagensa. Preostala aktivnost urokinaze odreduje se konverzijom
plazminogena u plazmin. Aktivnost nastalog plazmina odreduje se kineti¢ki, merenjem na
405nm povecanja apsorbancije p-nitroanilina (proizvod razgradnje supstrata HD-Nva-CHA-
Lys-pNA nastao delovanjem plazmina). Referentne vrednosti: 0.3-3.5U/mL.

ap-inhibitor plazmina

Bioloski aktivan o,-IP (og-antiplazmin) odredivan je spektrofotometrijski koris¢enjem
reagensa Berichrom® o,-antiplasmin (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg,
Germany). ap-IP iz uzorka deaktivira prisutan plazmin. Rezidualna koli¢ina plazmina
odreduje se kinetickim testom tako Sto se na 405nm meri povecanje apsorbancije p-
nitroanilina (proizvod razgradnje supstrata HD-Nva-CHA-Lys-pNA nastao delovanjem
ostatka plazmina). Referentne vrednosti: 70-120% od normale.

D-dimer

D-dimer odredivan je imunoturbidimetrijski koris¢enjem reagensa Innovance® D-DIMER
(Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germany). Polistirenske partikule
kovalentno povezane sa monoklonskim antitelima (8D3) aglutiniraju kada se meSaju sa
uzorcima koji sadrZze D-dimer. UkrSteno povezan region ima stereosimetri¢nu strukturu, Sto
uslovljava da se epitop za monoklonsko antitelo pojavljuje dva puta. Ovo ima za posledicu da
je jedno antitelo dovoljno da zapoc¢ne reakciju aglutinacije koja se detektuje turbidimetrijski,

povecanjem turbiditeta. Referentna vrednost: <0.5mg/L FEU.
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Referentne vrednosti za sve odredivane parametre su definisane od strane proizvodaca i
verifikovane na lokalnoj referentnoj populaciji u Centru za medicinsku biohemiju, Odeljenje

Klinike za kardiohirurgiju, Klini¢ki centar Srbije, gde su analize uradene.

Euglobulinska fibrinoliza

Euglobulinska fibrinoliza izvodena je standardnom metodom po Buckell-u®,

Reagensi:

1. 1%-ni rastvor sircetne kiseline,
2. rastvor borata (reagens),

3. CaCl, M40,

4. destilovana voda.

Izvodenje testa:

U epruvetu od 20mL dodaju se: 9ml destilovane vode, 0.5mL citratne plazme i 0.1mL 1%
siréetne Kkiselina (da bi se dobio pH 5.3). Epruveta se ostavi 30 minuta na 4°C da bi se
stalozila euglobinska frakcija plazme, a zatim se centrifugira 5 minuta na 3000 obrtaja/minuti.
Tec¢nost iznad taloga se odbaci, a epruveta se suSi postavljanjem u obrnutom poloZaju na
filtracionu hartiju. Talog se rastvara u 0.5mL rastvora borata. Epruveta se stavi u vodeno
kupatilo na 37°C u trajanju 3 minuta, a zatim se doda 0.5mL CaCl,. ZabeleZi se vreme
zgruSavanja, a potom se u vremenskim razmacima od 30 minuta posmatra i belezi vreme lize
koaguluma. Pri kraju lize, epruveta se posmatra u vremenskim razmacima od 5 minuta.

Normalno vreme lize euglobulina (VLE) je duZe od 2 ¢asa.

Test euglobulinske fibrinolize izvoden je na Odeljenju za ispitivanje poremecaja hemostaze sa

Registrom urodenih koagulopatija, Zavod za transfuziju krvi Srbije, Beograd.

3.2.2.3. Globalni testovi hemostaze
Sistem hemostaze ispitivan je koris¢enjem dva globalna testa: tromboelastometrija i test
ispitivanja stvaranja trombina. Tromboelastometrija pripada tzv. viskoelasticnim testovima,
jer se zasniva na merenju viskoelasticnih svojstava cele krvi. Viskoelasti¢ni testovi mere
promene u elasti¢nim svojstvima cele krvi u toku procesa formiranja i fibrinolizne razgradnje
krvnog ugruska. U testovima ispitivanja stvaranja trombina, u uzorcima plazme (plazma
bogata trombocitima ili plazma siromasna trombocitima) ispituje se brzina stvaranja i merni

opseg trombina formiranog nakon stimulacije koagulacionog procesa tkivnim faktorom.
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Testovi za ispitivanje stvaranja trombina na indirektan nacin procenjuju formiranje krvnog

269

ugruska koriS¢enjem stvaranja trombina kao surogata”. Test za ispitivanje stvaranja

trombina kvantifikuje stvaranje trombina, dok tromboelastometrija zavisi od stvaranja

trombina odnosno meri efekat trombina na formiranje krvnog ugruska®’.

3.2.2.3.1. Tromboelastometrija

Tromboelastometrija (TEM® International GmbH, Munich, Germany) je metoda koja se
zasniva na principima klasi¢ne tromboelastografije. Hartert je 1944. godine na Hiedelberg
univerzitetu uspostavio metodu klasi¢ne tromboelastografije. Terminom tromboelastografija
je oznacena skica ocrtana merenjem viskoelasticnih promena koje se deSavaju u toku

polimerizacije fibrina®*

. Klasi¢na tromboelastografija se dugo Kkoristila samo kao istraZivacka
metoda u specijalizovanim hematoloSkim laboratorijama zbog komplikovanog izvodenja,
osetljivosti na pokrete i vibracije, kao i smetnji pri merenju i greSkama u dobijenim

rezultatima. Calatzis i Fritzsche?”

su 1996. godine implementirali metodu rotacione
tromboelastografije (ROTEG) kao varijantu klasi¢ne tromboelastografije. Naziv metode je

promenjen u rotaciona tromboelastometrija - ROTEM® 2003. godine®™,

Slika 3. Prikaz TEM® analizatora.

Tromboelastometrija koristi opticko-mehanicki operativni sistem sa manjom osetljivos¢u
prema mehani¢ckom stresu, vibracijama i pomeranju u odnosu klasi¢nu tromboelastografiju.
TEM® analizator je mali portabilan instrument (Slika 1), $to omogucava izvodenje metode
izvan specijalizovanih  hematoloSkih laboratorija. Upotreba elektronske pipete i

kompjuterizovane operativne procedure i analize podataka ¢ini metodu jednostavnom za
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upotrebu i pogodnom za izvodenje kako u hematoloSkim laboratorijama tako i u operacionim

salama i ustanovama za urgentno zbrinjavanje obolelih i povredenih pacijenata®’*®.

rotiraju¢a osovina (+- 4,75°) LED izvor svetlosti

> S

ogledalo

opruga | [] [;,
detektor ‘

i :
kugli¢ni leZaj ﬁg - ) procesor podataka

merna casica + uzorak |

kontrolisana
temperatura

formiranje krvnog ugruska

& Tem Innovations GmbH

nosac¢ merne c¢adice

Shema 13. Prikaz principa tromboelastometrije (reprodukovano uz saglasnost TEM®

International GmbH, Munich, Germany).

U TEM® komjuterizovanom analizatoru (Shema 13) merna plasti¢na igla dijametra 6mm,
fiksirana na vrhu rotiraju¢e osovine, se uranja u uzorak Krvi/aktivator koagulacije u
cilindri¢noj mernoj c¢asici dijametra 8mm smestenoj u drzacu (postavljaju se u merni kanal).
Merne caSice za uzorke krvi su stacionarne. Rotacija se pokre¢e motorom koji je pomocu
elasticne opruge povezan sa osovinom. Precizan sistem kugli¢nih leZajeva (dva kugli¢na
lezaja postavljena sa obe strane gornjeg kraja osovine) usmerava rotaciju osovine. Osovina
permanentno oscilira naizmenicno levo i desno pod uglom od +- 4.75° (10 ciklusa/min).
Tac¢na pozicija osovine odnosno merne igle se detektuje refleksijom svetlosti pomoc¢u malog
ogledala (dioda kao izvor svetlosti i opticki sensor), koje je pri¢vrs¢eno za gornji kraj osovine.
U odsustvu zgruSavanja krvi ne dolazi do stvaranja prepreke u rotaciji. Napredovanjem
koagulacije (formiranja krvnog ugruSka) u uzorku (pripajanje ugruSka za mernu iglu i
povrSinu merne caSice) gubi se elasticitet, $to ogranic¢ava rotaciju osovine odnosno merne
igle. Opticki detektor beleZi rotaciju osovine u vremenu. Podaci se automatski analiziraju
kompjuterizovanim operativnim sistemom. Rotacija merne igle se konvertuje u amplitudu

koja se na ekranu prikazuje kao merna kriva - tromboelastogram (TEM). Stabilizacija merne
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igle pomocu sistema kugli¢nih lezajeva i opticko-mehani¢ki metod detekcije obezbeduju
dobru zadtitu od uticaja vibracija i mehanickog stresa, $to omogucava koriséenje TEM®
sistema kao mobilnog aparata?’%2"32"280

TEM® meri viskoelasti¢na svojstva krvi odnosno kinetiku formiranja krvnog ugruska, kao i
¢vrstocu i stabilnost ugruska. Kinetika formiranja krvnog ugruska determiniSe kvantitativnu
dovoljnost faktora neophodnih za formiranje ugruska. Snaga i stabilnost krvnog ugruska
definisu sposobnost ugruska da obezbedi definitivnu hemostazu. TEM® ispituje hemostazu
kao kompletan dinamican proces, pruzajuci sliku svih faza procesa hemostaze (koagulacija i
fibrinoliza). TEM® ukazuje na ravnoteZu odnosno neravnotezu u sistemu hemostaze, isticuci
sva podru¢ja manjka ili viska hemostaznih inilaca’"+282,

TEM® testovi

Ispitivanje hemostaze vrsi se u uzorku citratne cele krvi (300pL) na temperaturi 37°C prema
uputstvu proizvodaca®”>®, TEM® operativni sistem ima 4 nezavisna kanala, $to omogucava da
se istovremeno izvode 4 testa (EXTEM, INTEM, FIBTEM, APTEM ili HEPTEM). U
slozenim poremecajima hemostaze, upotrebom razli¢itih testova, odnosno aktivirajucih i
inhibiraju¢ih reagenasa, i odredivanjem/uporedivanjem razlic¢itih kinetickih parametara moze
se ste¢i uvid u prirodu kompleksnog hemostatskog poremecaja®®?”. Za izvodenje TEM®
testova koristi se set standardnih reagenasa (TEM® International GmbH, Munich, Germany).
Sve faze procesa pipetiranja vrSe se na standardizovan nacin na osnovu automatizovanog
elektronskog programa®®2"".

Skrining TEM® testovi

Osnovni skrining testovi su EXTEM test (spoljnji put koagulacije) i INTEM test (unutarnji
put koagulacije). Skrining testovi daju opStu informaciju o statusu sistema hemostaze.
Rekalcifikacija uzorka cele krvi (300uL) vrsi se pomocu 20uL 0.2mol/L CaCl, (STARTEM
reagens). U rekalcifikovani uzorak cele krvi dodaju se aktivatori koagulacije (20puL): tkivni
faktor ze¢jeg mozga (EXTEM reagens) za spoljnji put koagulacije odnosno fosfolipidi ze¢jeg
mozga i elagijska kiselina (INTEM reagens) za unutarnji put koagulacije.

EXTEM test pokazuje senzitivnost za deficit faktora koagulacije (spoljnji put), doprinos
trombocita ¢vrsto¢i krvnog ugruska, nivo fibrinogena/polimerizaciju fibrina, deficit FXIII i

hiperfibrinolizu.
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INTEM test pokazuje senzitivnost za deficit faktora koagulacije (unutarnji put),
antikoagulaciono delovanje (heparin, inhibitori trombina), doprinos trombocita ¢vrstoci
krvnog ugruska, nivo fibrinogena/polimerizaciju fibrina, deficit FXIII i hiperfibrinolizu.

EXTEM i INTEM testovi pokazuju malu senzitivnost za blagi deficit faktora koagulacije, a
nisu senzitivni za poremecaje u primarnoj hemostazi, poremecaj funkcije trombocita i

delovanje inhibitora trombocita (npr. aspirin).

Dodatni TEM® testovi

Ispitivanje sistema hemostaze proSiruje se izvodenjem dodatnih testova: FIBTEM, APTEM i
HEPTEM.

U FIBTEM testu koagulacija se aktivira EXTEM reagensom. Dodavanje snaznog inhibitora
trombocita (supstanca citohalazin D, FIBTEM reagens) omogucava kvantitativnu/kvalitativnu
analizu statusa fibrinogena/polimerizacije fibrina, s obzirom da je ¢vrsto¢a krvnog ugruska u
FIBTEM testu nezavisna od broja/funkcije trombocita. Poredenje maksimalne ¢vrstoce
krvnog ugruska u EXTEM i FIBTEM testovima omogucava diferencijaciju izmedu deficita
fibrinogena/poremec¢aja polimerizacije fibrina i trombocitopenije/trombocitopatije (u
FIBTEM testu temogram reprezentuje samo fibrinsku komponentu krvnog ugruska). Razlika
u ¢vrstoci krvnog ugruska izmerena u EXTEM i FIBTEM testovima predstavlja indirektnu
meru za doprinos trombocita &vrstoéi krvnog ugrugka?’>2" 253,

U APTEM testu koagulacija se aktivira EXTEM reagensom. Dodavanjem antifibrinolitika
aprotinina (APTEM reagens) blokira se hiperfibrinoliza. Poredenje parametara EXTEM i
APTEM testova omogucava kvantitativnu procenu fibrinolizne aktivnosti. Znacajna
normalizacija parametara u APTEM testu (egzogeno delovanje antifibrinolitika) u poredenju
sa EXTEM testom ukazuje na hiperfibrinolizu/doprinos hiperfibrinolize kompleksnom
poremecaju hemostaze®32"°,

Svi TEM® testovi u kojima se koagulacija aktivira spoljnjim putem (EXTEM, FIBTEM,
APTEM) su heparin nesenzitivni zahvaljuju¢i prisustvu inhibitora heparina u EXTEM
reagensu, koji inhibira visoke doze heparina (do 6U/mL krvi)®32"".

U HEPTEM testu koagulacija se aktivira INTEM reagensom. Dodavanjem heparinize
(HEPTEM reagens) neutraliSe se efekat heparina. Poredenje parametara INTEM i HEPTEM
testova omogucava potvrdu prisustva heparina u uzorku krvi. Znac¢ajna normalizacija vremena
koagulacije u HEPTEM testu u poredenju sa INTEM testom omogucava potvrdu efekata
heparina (endogenih ili egzogenih). Takode, HEPTEM test je senzitivan za poremecaje u

koagulacionom potencijalu*32"".
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Parametri TEM® testiranja

Rezultati TEM® testiranja prikazuju se graficki i numericki. Rotacija merne igle se konvertuje
u amplitudu koja se prikazuje kao merna kriva-tromboelastogram (Shema 14). Numericki
odnosno kineticki parametri (Tabela 5) se izvode matematickom analizom tromboelastograma
pomocéu kompjuterizovane operativne procedure?’,

Razli¢iti kvantitativni parametri tromboelastograma reprezentuju razlicita fizioloSka zbivanja
u toku celokupnog procesa hemostaze, koja su izdejstvovana posredstvom interakcija
trombocita, koagulacionih faktora i inhibitora, fibrinogena i sistema fibrinolize.
Tromboelastogram opisuje dinamiku formiranja krvnog ugruska (vreme pocetnog formiranja
ugruska, propagacija koagulacionog procesa), obim/¢vrstocu/elasticitet krvnog ugruska tokom
svih faza procesa koagulacije. Uz to, tromboelastogram opisuje kasniju fazu procesa
fibrinolize i1 obezbeduje informaciju o stabilnosti krvnog ugruska nakon ispoljavanja
fibrinolizne aktivnosti. Obzirom da se testiranje vrSi u uzorku cele krvi i neposredno nakon
uzimanja istog, tromboelastometrijsko odslikavanje faza procesa hemostaze je blisko
njihovom dinami¢nom odigravanju u in vivo uslovima.

Cvrstoéa krvnog ugruska prikazana je na y osi, a vreme reakcije prikazano je na x osi
269,284

tromboelastograma

.............
-mo
S

_CT, |
—> CFT

Shema 14. Graficki prikaz osnovnih parametara normalnog tromboelastograma.
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U rutinskoj klinickoj praksi analiziraju se sledeci parametri tromboelastograma?’®2"279:28

1. Vreme koagulacije (eng. Clotting Time: CT)
CT odslikava vreme od aktivacije koagulacije do pocetnog stvaranja krvnog ugruska odnosno
do postizanja ¢vrsto¢e krvnog ugruska velicine 2mm. CT reprezentuje koli¢inu inicijalno
stvorenog trombina. U funkcionalnom smislu CT se odnosi na aktivnost faktora koagulacije i
njihovih inhibitora. Produzen CT je posledica deficita faktora koagulacije, tesSke
hipofibrinogenemije, hiperfibrinolize i1 prisustva heparina. Skracen CT je posledica
hiperkoagulabilnosti.

2. Vreme formiranja krvnog ugruska (eng. Clot Formation Time: CFT)
CFT odslikava vreme koje je potrebno za postizanje ¢évrsto¢e krvnog ugruska velicine 20mm
(povecanje amplitude od 2mm na 20mm). CFT dinami¢no odraZzava napredovanje
koagulacionog procesa. CFT reprezentuje inicijalnu polimerizaciju fibrina. U funkcionalnom
smislu CFT reprezentuje interakciju izmedu fibrinogena i trombocita i koncentraciju/aktivnost
koagulacionih faktora/inhibitora.

3. Ugao alfa (e ugao)
o ugao predstavlja ugao izmedu horizontalne srednje linije i tangente koja dodiruje
koagulacijsku krivu u tacki u kojoj je postignuta ¢vrsto¢a krvnog ugruska velicine 2mm. o
ugao reflektuje velicinu i polimerizaciju krvnog ugruska u jedinici vremena, a reprezentuje
(kao i CFT) kvantitativni/kvalitativni status i interakciju izmedu fibrinogena i trombocita.

4. Maksimalna ¢évrstoé¢a krvnog ugruska (eng. Maximum Clot Firmness: MCF)

MCF predstavlja maksimalnu amplitudu koja se postize tokom testiranja nezavisno od
proteklog vremena odnosno konacan rezultat koagulacionog procesa. MCF je posledica ¢vrste
agregacije trombocita i formiranja stabilne fibrinske mreze. MCF odslikava apsolutnu
¢vrstocu (postignuta u toku faza amplifikacije i propagacije koagulacionog procesa) i
stabilnost fibrinskog ugruska. U EXTEM i INTEM testovima, MCF je direktno u funkciji
nivoa fibrinogena/polimerizacije fibrina i broja/funkcije trombocita. Takode, MCF odrazava
aktivnost faktora koagulacije (ukljuc¢ujuci FXIII) i proces fibrinolize. Maksimalna ¢vrstoca
krvnog ugruska se postize za 20-30 minuta. Nakon postizanja maksimalne ¢vrstoce krvnog
ugruska naknadno smanjenje amplitude ukazuje na aktivnost procesa fibrinolize. U FIBTEM

testu MCF reprezentuje koncentraciju i funkcionalnu aktivnost fibrinogena.

5. Maksimalna liza (eng. Maximum Lysis: ML)
ML predstavlja maksimalnu fibrinoliznu aktivnost koja se ispoljava u toku analize (30-60

minuta nakon CT). ML oznacava odnos izmedu najnize amplitude nakon postizanja MCF i
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MCF (procenat preostale ¢vrsto¢e krvnog ugruska). U EXTEM i INTEM testovima, ML
predstavlja procenat lize krvnog ugruska u odnosu na MCF na kraju merenja. Za utvrdivanje

kasne hiperfibrinolize trajanje testiranja iznosi do 60 minuta.

Referentne vrednosti za TEM® testove

Referentne vrednosti za TEM® testove prethodno su utvrdene multicentri¢nim

istraZivanjem?

i validirane su ispitivanjem 50 uzoraka ispitanika odabranih u lokalnoj
referentnoj populaciji (Tabela 5). 1zvodenje TEM® analiza vrieno je na Klinici za digestivnu
hirurgiju, Klinicki centar Srbije. TEM® analizator je kontrolisan upotrebom kontrolnog

seruma (ROTROL®, TEM® International GmbH, Munich, Germany).

Tabela 5. Prikaz TEM® referentnih vrednosti.

TEM®
parametri CT (s) CFT (s) a () Al10 (mm) | MCF (mm) | ML (%)
EXTEM 38-79 34-159 63-83 43-65 50-72 0-15
INTEM 100-240 30-110 70-83 44-66 50-72 0-15
FIBTEM® - 7-23 9-25
APTEMP 38-79 34-159 63-83 43-65 50-72
HEPTEM®  100-240 30-110 70-83 50-72 0-15

qMCFrigTeMm <8-9mm = deficit fibrinogena ili poremeéaj polimerizacije fibrina.

MCFrisTem >24mm = povecana koncentracija fibrinogena.
Normalan MCFggrem U prisustvu snizenog MCFextem Ukazuje na trombocitopeniju i/ili
trombocitopatiju.
bSkracenje CT ili povecanje CFT/MCF u APTEM testu u poredenju sa EXTEM testom
ukazuje na hiperfibrinolizu.
‘Skraé¢enje CT u HEPTEM testu u poredenju sa INTEM testom ukazuje na prisustvo/efekat
heparina. Ukoliko je bolesnik tretiran heparinom, a razlika izmedu vrednosti parametra CT u
INTEM i HEPTEM testovima je veoma mala ili ne postoji, moguce je postojanje deficita

antitrombina, $to predstavlja jedan od najees¢ih uzroka rezistencije na heparin®’’.
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3.2.2.3.2. Test za ispitivanje stvaranja trombina

Trombin je finalni produkt i Klju¢ni enzim u koagulacionom sistemu. Testom ispitivanja
stvaranja trombina meri se celokupan potencijal plazme za stvaranje trombina. Test
ispitivanja stvaranja trombina predstavlja aktivan test koji reprezentuje individualni

koagulacioni kapacitet za stvaranje trombina?*2%’.

Hemker-ova grupa®®®®?

na Mastriht univerzitetu (University of Maastricht - Dutch university-
Netherlands) uspostavila je kalibrisanu automatizovanu metodu za merenje stvaranja
trombina u plazmi. Hemker-ova grupa imala je za cilj da razvije jednostavnu metodu za
kvantifikaciju kontinuiranog i dinami¢nog procesa stvaranja trombina u prisustvu
fibrinogena/fibrina nakon stimulacije koagulacionog procesa tkivnim faktorom.

U testu ispitivanja stvaranja trombina, proces formiranja trombina pokre¢e se dodavanjem
aktivatora koagulacije rekalcifikovanoj plazmi u prisustvu fosfolipida, Sto uzrokuje razlaganje
hromogenog ili fluorogenog supstrata stvorenim trombinom. Hromogena metoda se izvodi u
defibrinisanoj plazmi, dok se fluorogena metoda moZe izvoditi u plazmi bogatoj trombocitima
i plazmi siromasnoj trombocitima®®*?*. Opisana je i fluorogena metoda za ispitivanje

stvaranja trombina u celoj krvi®®.
Endogeni potencijal za stvaranje trombina trombina

ETP (eng. ETP-endogenous thrombin potential) predstavlja globalan funkcionalni test za
odredivanje endogenog potencijala za stvaranje trombina u citratnoj plazmi siromasnoj
trombocitima. ETP odraZava ukupnu koli¢inu stvorenog trombina u funkciji vremena?®®2%8-%,
ETP je odredivan spektrofotometrijski u uzorcima citratne plazme siromasne trombocitima
koriséenjem komercijalnog Innovance® ETP testa (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Marburg, Germany). Innovance® ETP test izvoden je na automatizovanom BCS®XP
koagulometru sa ugradenim softverskim sistemom (BCS® XP System/ BCS® System). Ovaj
sistem koristi matematicki algoritam za automatsku korekciju vrednosti ETP u odnosu na
aktivnost ap-makroglobulina vezanog za trombin (korigovane vrednosti se obelezavaju sa

ETP cal; eng.cal - calculated).
Sastav reagenasa

1. Sastav Innovance® ETP reagensa: hromogeni supstrat (oko 6.5mmol/L), inhibitor
polimerizacije fibrina, soli i stabilizatori u vodenom rastvoru;

2. Rastvor Innovance® ETP: 250mmol/L vodeni rastvor CaCly;

3. Innovance® ETP pufer: Tris-HCL u vodenom rastvoru.

Dodatna priprema Innovance® ETP komponenata nije potrebna.
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Princip metode

U odsustvu trombomodulina, inkubacija rekalcifikovane plazme sa humanim rekombinantnim
tkivnim faktorom, fosfolipidima (Dade® Innovin® reagens) i kalcijum hloridom dovodi do
aktivacije koagulacije i formiranja trombina. Stvaranje trombina i njegova sledstvena
inaktivacija registruju se kinetickim pracenjem konverzije sintetickog supstrata (specifi¢ni
sporo-reagujuci hromogeni supstrat H-B-Ala-Gly-Arg-pNA) delovanjem formiranog trombina
na talasnoj duzini 405nm u funkciji vremena (Dijagram 1, kriva 1). Inhibitor polimerizacije
fibrina sprecava interferenciju fibrina sa optickom detekcijom hromofora.

Matematicki algoritam je primenjen za korekciju reakcione krive konverzije supstrata za
aktivnost trombina vezanog za a,-makroglobulin koji nema poznatu bioloSku aktivnost, ali je
sposoban da razgradi malu koli¢inu hromogenog supstrata. Aktivnost trombina vezanog za o,-

makroglobulin se oduzima od krive konverzije supstrata (Dijagram 1, kriva 2).

Reakciona kriva

apsorpcija (m4d)
8 § 8 ¢ 8 ¢ 8

E 3 ™ 10 N0 X0 P 00 T X0 D9 MO

vreme (s)

Legenda:

1. Aktivnost trombina (trombin + trombin u kompleksu sa
¢tymakroglobulinom)

2. Korekeija reakcione krive za aktivnost trombina
vezanog za 0Ly makroglobulin

Dijagram 1. Prikaz krive konverzije supstrata (kriva 1) i krive konverzije supstrata

korigovane za aktivnost trombina vezanog za o, makroglobulin (kriva 2).
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Korigovana reakciona kriva

Korigovana reakciona kriva korespondira sa aktivnos¢u slobodnog trombina. Formiranje prve
derivacije korigovane krive konverzije supstrata korespondira sa krivom stvaranja trombina
(Dijagram 2). Polje ispod krive (area under the curve-AUC) se oznacava kao endogeni
potencijal za stvaranje trombina (ETP). Alternativno, ETP se moZe izvesti iz korigovane krive

konverzije supstrata (napredovanje signala korespondira sa AUC).

Korigovana realiciona kriva
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Legenda:

Povriina ispod krive (AUC) izrafunata iz korigovane
reakcione krive: AUC =ETP

Dijagram 2. Prikaz krive stvaranja trombina (prva derivacija korigovane krive konverzije

supstrata).

Parametri merenja ETP
Koriséenjem BCS® XP koagulometra, merenje ETP parametara vrsi se automatski. Klasi¢na
normalna Kriva stvaranja trombina naziva se trombogram. Trombogram ima izgled talasa koji

daje informaciju o nekoliko specifi¢nih parametara (Dijagram 3)*°:

1. Vreme lag (eng. lag time: t-lag)
t-lag oznacava vreme od pocetka reakcije koagulacije do pocetka stvaranja trombina. t-lag je

ekvivalent vremenu koagulacije. t-lag reprezentuje fazu inicijacije koagulacionog procesa.

2. Vreme do maksimalnog stvaranja trombina (eng. time to peak thrombin: t-max)
t-max oznacava vreme proteklo od inicijalnog stvaranja trombina do postizanja maksimalnog

stvaranja trombina.
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3. Maksimalno stvaranje trombina (eng. peak height ili Cmax)
Cmax reprezentuje maksimalan kapacitet za stvaranje trombina. Cmax odrazava maksimalnu

aktivnost protrombinaze u fazi propagacije koagulacionog procesa.

4. Ukupno stvoren i aktivan trombin (eng. area under the thrombin formation
curve: AUC)
AUC reprezentuje ukupnu Kkoli¢inu supstrata koji se konvertuje delovanjem trombina,

odnosno AUC odrazava ukupnu koli¢inu formiranog aktivnog trombina.

Poremecaje krive stvaranja trombina odlikuju®®*: 1. produzeno ili skraéeno t-lag; 2. snizeno

ili poviSeno Cmax; 3. sniZena ili povisena AUC.

Parametri merenja

\
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Legenda-

t-lag: faza inicijacije lkcoagulacije

t-max: vreme do postizanja maksimalne lconcentracije trombina
Cmax: maksimalna koncentracija trombina

AUC: mera nkupno stvorenog trombing

Dijagram 3. Prikaz glavnih parametara normalne krive stvaranja trombina.

Referentne vrednosti ETP parametara uspostavljene su u Centru za medicinsku biohemiju,
Klini¢ki centar Srbije. Testiran je 41 uzorak plazme dobrovoljnih davalaca krvi nakon
dobijanja informisanog pristanka davalaca krvi i saglasnosti Etickog komiteta Zavoda za
transfuziju krvi Srbije, Beograd (Tabela 6). ETP test je izvoden u Centru za medicinsku

biohemiju, Odeljenje Klinike za kardiohirurgiju, Klini¢ki centar Srbije.
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Tabela 6. Prikaz referentnih vrednosti ETP parametara.

REFERENTNE VREDNOSTI
t-lag (s) t-max (S)
donji limit gornji limit donji limit gornji limit
17 26 46 93

REFERENTNE VREDNOSTI (% normalne vrednosti)

AUC-ETP Cmax

donji limit gornji limit donji limit gornji limit

82 125 102 144

STATISTICKA ANALIZA

Za analizu podataka koriS¢ene se deskriptivne statisticke metode, metode za testiranje
hipoteza i metode za ocenu povezanosti. Od deskriptivnih metoda upotrebljeni su: grupisanje,
tabeliranje, graficko prikazivanje podataka, mere centralne tendencije (aritmetic¢ka sredina i
medijana), mere varijabiliteta (standardna devijacija) i relativni brojevi iskazani u procentima.
Od statistickih metoda za ispitivanje normalnosti raspodele numeric¢kih varijabli koriS¢eni su
Shapiro-Wilk i Kolmogorov—Smirnov testovi. Vrednosti skewness i kurtosis su razmotrene
pre donoSenja odluke o primeni parametarskih ili neparametarskih testova za ispitivanje
razlike medu grupama. Stoga, za ispitivanje razlike izmedu dve grupe koris¢eni su Studentov
T-test (parametarski) ili Mann-Whitney U test (neparametarski). ANOVA je koriSéena za
ispitivanje razlike izmedu viSe grupa ukoliko je znacajnost Levene’s testa homogenosti
varijanse p>0.050, a u suprotnom primenjeni su Kruskall-Wallis i Mann-Whitney U testovi.

Od metoda za ocenu znacajnosti povezanosti upotrebljeni su koeficijenti korelacije (Pearson-

ova parametarska korelacija ili Spearman-ova neparametarska korelacija).

Statisticke hipoteze su testirane na nivou statisticke znacajnosti od 0.05. Statisticka analiza

podataka uradena je uz pomoc¢ statistickog paketa SPSS (ver.20).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. DEMOGRAFSKE | KLINICKE KARAKTERISTIKE
ISPITANIKA

Ispitivanjem je obuhvaceno 60 bolesnika sa alkoholnom cirozom, 24 bolesnika sa holestaznim
oboljenjem jetre [primarna bilijarna ciroza (n=16; 15 osoba Zzenskog pola i jedan muskarac) i
primarni sklerozirajuc¢i holangitis (n=8; 4 osobe muskog i Zenskog pola)] i 50 zdravih

ispitanika. Prosecna starost ispitivanih grupa i distribucija prema polu prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Demografske karakteristike ispitivanih grupa.

ALKOHOLNA HOLESTAZNA ZDRAVA
CIROZA CIROZA POPULACIJA
[n=60] [n=24] [n=50]
Starost 54+11 (29-79) 54+14 (22-83) 3618 (20-58)
Pol muski 57 (95%) 5 (20%) 17 (34%)
Zenski 3 (5%) 19 (80%) 33 (66%)

U Tabeli 8 prikazani su ucestalost i prosecne vrednosti varijabli Child-Pugh skora u odnosu
na stadijume kod bolesnika sa alkoholnom cirozom. U odnosu na stepen oStecenja jetrine
funkcije, bolesnici su klasifikovani u stadijum A (n=5; blago ostecenje), stadijum B (n=28;

umereno ostecenje) i stadijum C (n=27; ozbiljno oStecenje, dekompenzovana bolest).

Tabela 8. Distribucija bolesnika sa alkoholnom cirozom prema stadijumima Child-Pugh

skora, uc¢estalost i prosec¢ne vrednosti varijabli u odnosu na stadijume Child-Pugh skora.

CHILD-PUGH SKOR

VARIJABLE A [n=5] B [n=28] C [n=27]
Ascites prisutan 1/5 (20%) 14/28 (50%) 24/27 (89%)
Encefalopatija prisutna 0/5 12/28 (43%) 23/27 (85%)
Ukupni bilirubin  Prosek £ SD 19.646.2 56.9461.6 69.4+34.9
Medijana (opseg) 19.3 (12.4-26.6) 40.2 (8.6-308) 64.7 (4.4-142.4)
Albumin Prosek £ SD 37+3.7 28.54+3.6 22.6+4.9
Medijana (opseg) 36 (32-42) 29 (21-36) 23 (11-32)
INR Prosek £ SD 1.10+0.14 1.39+0.20 1.76+0.48
Medijana (opseg) 1.10(0.93-1.32)  1.42(0.98-1.78)  1.80 (1.13-2.98)

73



Ascites i encefalopatija bili su najzastupljeniji u kategoriji bolesnika sa najtezim oStecenjem
jetrine funkcije. Prosec¢ne vrednosti ukupnog bilirubina i INR znacajno su se povecavale sa
progresijom alkoholne ciroze. S druge strane, zabelezeno je znac¢ajno opadanje vrednosti
albumina sa porastom tezine oStecenja jetre.

Na Grafikonu 1 prikazana je ucestalost portne hipertenzije, variksa jednjaka i Zeluca,
hemoragijskih komplikacija i tromboze vene porte u odnosu na stadijume Child-Pugh skora
kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.
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Grafikon 1. Ucestalost komplikacija alkoholne ciroze prema stadijumima Child-Pugh skora.

Portna hipertenzija je dijagnostikovana kod 49/60 bolesnika sa alkoholnom cirozom.
Prime¢eno je da je ucestalost melene i hematemeze bila najve¢ca u CPsSA stadijumu.
Istovremeno ispoljavanje hematemeze i melene je zabeleZzeno kod 16/60 bolesnika sa ABJ, pri
¢emu su 3 bolesnika svrstana u stadijum CPsA, 10 bolesnika u stadijum CPsB i 3 bolesnika u
stadijum CPsC. Istovremeno ispoljavanje tromboze vene porte i hemoragijskih komplikacija
(hematemeza i melena) uoceno je kod 3 bolesnika, koja su svrstana u stadijum CPsB.

Tromboza vene porte je dijagnostikovana kod 8/60 bolesnika. Samo 14.6% bolesnika sa
portnom hipertenzijom je razvilo trombozu vene porte. Medutim, tromboza vene porte je
dijagnostikovana i kod 10.5% bolesnika u odsustvu portne hipertenzije. Utvrdeno je da se

ucestalost javljanja tromboze vene porte ne razlikuje znacajno izmedu bolesnika sa i bez
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portne hipertenzije (FiSerov test, p=0.505). Takode, nije bilo znacajne razlike u prosec¢nim
vrednostima AT, PC, FXII, FVIII i vVWF izmedu bolesnika sa i bez tromboze vene porte
(Tabela 9).

Tabela 9. Distribucija prosec¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti AT, PC, FXII, FVIII

i VWF u odnosu na prisustvo tromboze vene porte.

TROMBOZA VENE PORTE

prisutna odsutna p
AT 56.0+19.9 52.3+25.3 0.695
57.5 (23.0-80.0) 43.5 (14.0-125.0)
PC 53.0+19.7 47.1x27.2 0.563
51.0 (29.0-87.0) 37.5 (13.0-150.0)
FXI1 82.5+53.4 71.5£27.2 0.833
65.5 (52-213) 68.5 (33-146)
FVIII 192.84144.2 184.8+79.7 0.779
194.5 (24-478) 151 (76-453)
VWF 385.4+107.5 365.1+148.3 0.722
371.7 (261-599) 344.5 (123-599)

4.2. ISPITIVANJE HEMOSTATSKOG PROFILA STANDARDNIM |
GLOBALNIM TESTOVIMA HEMOSTAZE

4.2.1. Standardni testovi hemostaze
Posmatrano u odnosu na referentne vrednosti ispitivanih standardnih skrining testova
hemostaze, utvrdeno je da su se povisene vrednosti aPTT znatno ¢eSce javljale kod bolesnika
sa alkoholnom (53/60; 88.3%) i holestaznom cirozom (10/24; 41.7%) u poredenju sa zdravim
ispitanicima (p<0.001; p=0.002; respektivno). lako su povisene vrednosti aPTT zabelezene
kod veceg procenta bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na bolesnike sa holestaznom
cirozom, razlika nije bila statisticki znacajna (p=0.064). ProduZen PT izmeren je kod 58/60
(96.7%) bolesnika sa alkoholnom cirozom i kod oko polovine bolesnika sa holestaznom
cirozom. Poredenjem vrednosti PT izmedu grupa bolesnika sa alkoholnom i holestaznom
cirozom, kao i njihovim poredenjem u odnosu na zdrave ispitanike utvrdena je statisticki
znacajna razlika (p<0.001; za sve poredene grupe). Medu poredenim grupama ispitanika,
slican trend zabelezen je za vrednosti INR (p<0.001). Najveca ucestalost produzenog TT je,

takode, zabeleZzena kod bolesnika sa alkoholnom cirozom (29/60; 48.3%), ali je visok
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procenat patolosSkih vrednosti zabelezen i kod bolesnika sa holestaznom cirozom (5/24;
20.8%) i zdravih ispitanika (11/50; 22%). U skladu sa tim, statisticki znacajna razlika

dobijena je poredenjem grupe bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na bolesnike sa

holestaznom cirozom (p=0.021) i zdrave ispitanike (0.004). Distribucija ucestalosti patoloskih

vrednosti navedenih parametara prikazana je na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i poviSenih vrednosti skrining

testova hemostaze kod tri grupe ispitanika.
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Distribucije vrednosti fibrinogena, trombocita i prirodnih antikoagulacionih proteina

(antitrombin, protein C) prikazane su na Grafikonu 3.

FIBRINOGEN

90%

100%

45.809%45.80%

50%

0%

Alkoholna ciroza [n=60] Holestazna bolest jetre [n=24] Zdraviispitanici [n=50]

H Snizen fibrinogen B Normalan fibrinogen i Povigen fibrinogen

TROMBOCITI

98%

0% 0% 2% I 0%
T

Alkoholna ciroza [n=60] Holestazna bolest jetre [n=24] Zdraviispitanici [n=50]

H SniZenitrombociti H Normalnitrombociti i Povisenitrombociti

ANTITROMBIN

10094 — T 90%
vvvvv 83.30%

80%

60% 37,509 41-.70%

40%

20.80%
15%
1.70% T = =
0%
Alkoholna ciroza [n=60] Holestazna bolest jetre [n=24] Zdraviispitanici [n=50]

PROTEINC

100% 88%
80%
60%
40%
20%

0%

20.80%

12%

Alkoholna ciroza [n=60] Holestazna bolest jetre [n=24] Zdraviispitanici [n=50]

HESnizen PC  HE Normalan PC & Povisen PC

Grafikon 3. Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i poviSenih vrednosti fibrinogena,

trombocita i prirodnih antikoagulacionih proteina kod ispitivanih grupa.
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Fibrinogen

Normalna koncentracija fibrinogena izmerena je kod vecine zdravih ispitanika [45/50 (90%)],
41/60 (68.3%) bolesnika sa alkoholnom cirozom i 11/24 (45.8%) bolesnika sa holestaznim
oboljenjem jetre. Snizena vrednost fibrinogena izmerena je kod 9 (15%) bolesnika sa
alkoholnom cirozom i 2 (8.3%) bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre. PoviSena vrednost
fibrinogena izmerena je kod 10/60 (16.7%) bolesnika sa alkoholnom cirozom, 11/24 (45.8%)
bolesnika sa holestaznom cirozom, ali i kod 5/50 (10%) zdravih ispitanika. Utvrdeno je da su
se povisene vrednosti fibrinogena znatno ¢eSce javljale kod bolesnika sa holestaznom cirozom
kako u odnosu na bolesnike sa alkoholnom cirozom (p=0.012) tako i u odnosu na zdravu
populaciju (p=0.009). S druge strane, nije uoc¢ena znac¢ajnost razlike u prosec¢nim vrednostima
fibrinogena izmedu grupe bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika (p=0.393).
Prisustvo hiperfibrinogenemije kod visokog procenta bolesnika sa holestaznim oboljenjem
jetre moze ukazivati na doprinos fibrinogena pojavi hiperkoagulabilnosti u ovoj etiologiji
ciroze, odnosno na postojanje razlicitog hemostatskog potencijala u cirozama razlicite
etiologije.

Trombociti

Najvec¢i procenat bolesnika sa alkoholnom cirozom imao je sniZene vrednosti broja
trombocita [52/60 (86.7%)]. S druge strane, manje od polovine bolesnika sa holestaznim
oboljenjem jetre imalo je trombocitopeniju [10/24 (41.7%)]. Utvrdena je visoka statisticka
znacajnost razlike u prose¢nim vrednostima broja trombocita (p<0.001) izmedu grupa
bolesnika sa alkoholnom i holestaznom cirozom. Samo kod jednog zdravog ispitanika (2%)
izmeren je sniZen broj trombocita. Kod zdravih ispitanika, prosec¢an broj trombocita visoko
znacajno (p<0.001) se razlikovao u odnosu na obe etiologije ciroze.

Antikoagulacioni proteini: antitrombin i protein C

U pogledu ucestalosti patolodkih vrednosti prirodnih antikoagulacionih proteina (AT i PC),
nije bilo znacajne razlike izmedu obolelih od holestazne ciroze i zdravih ispitanika. VVazno je
primetiti da je visok procenat obelelih od holestazne ciroze [5/24 (20.8%)] imao povisene
vrednosti (suprafizioloske) oba antikoagulaciona proteina. Snizena aktivnost AT izmerena je
kod visokog procenta bolesnika sa alkoholnom cirozom [50/60 (83.3%)], ali i kod 9 (37.5%)
bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre. Snizena aktivnost PC izmerena je kod 48 (80%)
bolesnika sa alkoholnom cirozom i 8 (33.3%) bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre.
Bolesnici sa alkoholnom cirozom imali su znacajno nize prosecne vrednosti AT i PC kako u

odnosu na bolesnike sa holestaznom cirozom tako i u odnosu na zdrave ispitanike (p<0.001).
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Poredenjem prosec¢nih vrednosti skrining testova hemostaze izmedu ispitivanih grupa,
utvrdeno je da su iste bile znacajno vise kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na
bolesnike sa holestaznim oboljenjem jetre i zdrave ispitanike. VVrednosti broja trombocita i
antikoagulacionih proteina bile su znacajno nize kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.
Razlika izmedu prosecnih vrednosti skrining testova nije uo¢ena poredenjem bolesnika sa
holestaznom cirozom u odnosu na zdrave ispitanike, ali su vrednosti trombocita i PC ipak bile
znacajno nize, a prosec¢ne vrednosti fibrinogena bile su znac¢ajno vise u poredenju sa zdravim

ispitanicima (Tabela 10).

Tabela 10. Distribucija prosecnih vrednosti, medijana i opsega vrednosti skrining testova
hemostaze, fibrinogena, trombocita i prirodnih antikoagulacionih proteina kod bolesnika sa

alkoholnom/holestaznom cirozom i zdravih ispitanika.

ALKOHOLNA  HOLESTAZNA ZDRAVA pl p2 p3
CIROZA CIROZA POPULACIJA
- 35.2+7.9 29.9+3.8 27.4+2.6 0.001* <0.001* 0.198
= 33.1(23-61.8) 28.6 (24-38) 26.5 (22.1-36.3)
©
17.9+4.6 13.442.4 11.940.9 <0.001* <0.001* 0.170
e 17.2 (11.2-34.9) 12.5 (10.1-19) 11.8 (10.3-14.3)
. 1.540.4 1.1#0.2 0.90.1 <0.001* <0.001* 0.174
z 1.5 (0.9-2.9) 1.0 (0.9-1.6) 1.0 (0.8-1.3)
22.7+6.4 19.4+2.4 19.242.4 0.010* <0.001* 0.987
- 207 (15.4-46.9)  19.4(16.4-27.9)  18.6 (15.9-25.9)
, 103.2+61.2 188.5+74.1 241.2+54.6 <0.001* <0.001* 0.002*
3 ._ 79 (31-315) 204.5 (84-346) 232 (129-376)
g-*s
l_
, 3.1+1.3 3.9+1.6 3.2+0.6 0.021*  0.998 0.029*
2. 3 (1.1-7) 3.8 (1.5-7.4) 3.1 (2-4.8)
583
S
52.7+24.7 88.3+26.7 99.5+8.8 <0.001* <0.001* 0.079
= 45 (14-125) 91.5 (44-125) 99.5 (83-125)
47.6+26.4 89.6+40.4 111.6+18.5 <0.001* <0.001* 0.004*
O 42 (13-150) 89 (34-150) 110.5 (83-150)

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.
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Primecene su i razlike u prose¢nim vrednostima standardnih testova hemostaze u odnosu na

tezinu ciroze alkoholne etiologije (Tabela 11).

Tabela 11. Distribucija prose¢nih vrednosti standardnih testova hemostaze, faktora

koagulacije i prirodnih antikoagulacionih proteina kod zdravih ispitanika i bolesnika.

aPTT

PT

Trombociti

Fibrinogen

Fll

FV

VII

FVII

FIX

FX

FXI

FXI1

FXII

AT

PC

ZDRAVI

ISPITANICI

[n=50]

34.1+3.8
(28.0-39.5)
11.9+0.9
(10.8-11.3)
229.9+31.8
(184-288)
3.0+0.6
(2.0-3.7)
128.1+14.0
(101-154)
102.8+12.8
(82-125)
109.1+11.4
(90-129)
97.7+26.3
(47-152)
100.9+13.5
(80-120)
101.8+12.6
(82-121)
98.4+11.4
97 (71-112)
105.1+12.9
(85-129)
104.7+13.9
(80-131)
117.5+39.0
(56-197)
101.5+.2
(92-120)
118.5+21.1
(83-150)

HOLESTAZNA

CIROZA
[n=50]

29.9+3.8
(24-38)
13.4+2.4
(10.1-19)
188.5+74.1
(84-346)
3.9+16
(1.5-7.4)
94+33.5
(46-146)
103.5+42.1
(36-169)
85.1+34.6
(27-139)
185+65.6
(103-331)
94.2+25.6
(42-140)
94.4+29.1
(46-143)
97.2+36.4
(42-166)
100.3+38.3
(47-213)
115.2+36.6
(46-155)
275.4+135.2
(116-599)
88.3+26.7
(44-125)
89.6+40.4
(34-150)

ALKOHOLNA CIROZA PREMA
CHILD-PUGH SKORU

A [n=5]

35.4+6.6
(27.4-43.5)
13.3+0.9
(12.2-14.5)
76.2+32.8
(34-114)
4.0£0.8
(3.3-5.0)
99.5+19.0
(79-125)
98.2+30.2
(65-136)
91.0+30.8
(66-135)
244.2+147.0
(119-453)
119.5+29.2
(79-146)
103.0+23.3
(80132)
107.0+23.1
(74-128)
116.2+32.6
(79-146)
101.2+25.3
(83-138)
333.7+119.8
(177-469)
88.0+3.9
(84-93)
84.8+21.7
(53-102)

B [n=28]

44.0+6.8
(28.6-57.2)
16.422.0
(11.2-21.0)
114.9+73.7
(39-315)
3.4%1.3
(1.7-7.0)
69.1+23.4
(33-123)
65.8+25.5
(30-129)
53.7+26.0
(20-111)
159.6+60.7
(38-278)
75.5+23.9
(43-150)
73.2+20.6
(43-136)
72.3+25.8
(37-142)
76.8+20.0
(37-123)
89+31.6
(40-155)

332.5+133.2

(123-599)
58.7423.9
(23-125)
52.6£26.7
(22-150)

C [n=27]

55.5+14.3
(32.6-86.6)
20.6+5.6
(13.3-34.9)
100+48.2
(31-254)
2.8+1.4
(1.1-6.6)
50.1+22.8
(17-112)
49.2+29.3
(14-134)
48.6+35.8
(7-181)
205.7+100.5
(24-478)
66.1+9.3
(29-153)
63.8+29.8
(25-137)
55.6239.4
(18-207)
61.6235.6
(33-213)
66.1+28.8
(30-141)
401.1+146.5
(200-599)
41.8+21.0
(14-88)
36.7+21.1
(13-86)

Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i poviSenih aktivnosti faktora koagulacije medu

ispitanicima prikazana je u Tabeli 12.
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Tabela 12. Distribucija ucestalosti aktivnosti faktora koagulacije kod svih ispitanika.

FAKTOR AKTIVNOST ALKOHOLNA HOLESTAZNA

Fibrinogen

Fll

FV

FVII

FVIHI

FIX

FX

FX1

FX11

FX1

VWEF

Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna
Povisena
Snizena
Normalna

Povisena

CIROZA

9 (15%)
41 (68.3%)
10 (16.7%)
38 (63.3%)
20 (33.3%)

2 (3.3%)
38 (63.3%)
22 (36.7%)

0
47 (78.3%)
11 (18.3%)

2 (3.3%)

2 (3.3%)

27 (45%)
31 (51.7%)

33 (55%)
22 (36.7%)

5 (8.3%)
32 (53.3%)

24 (40%)

4 (6.7%)
41 (68.3%)

15 (25%)

4 (6.7%)
35 (58.3%)

24 (40%)

1 (1.7%)
26 (43.3%)

31 (51.7)

3 (5%)
0

2 (3.3%)

58 (96.7%)

CIROZA

2 (8.3%)
11 (45.8%)
11 (45.8%)
9 (37.5%)
8 (33.3%)
7 (29.2%)

6 (25%)
12 (50%)

6 (25%)
8 (33.3%)
10 (41.7%)

6 (25%)

0
8 (33.3%)
16 (66.7%)
3 (12.5%)
17 (70.8%)

4 (16.7%)
5 (20.8%)
13 (54.2%)

6 (25%)
7 (29.2%)
11 (45.8%)

6 (25%)

6 (25%)
16 (66.7%)

2 (8.3%)
4 (16.7%)
11 (45.8%)
9 (37.5%)

0

4 (16.7%)

20 (83.3%)

ZDRAVA
POPULACIJA

0
45 (90%)
5 (10%)
0
20 (40%)
30 (60%)
1.(2%)
39 (78%)
10 (20%)
2 (4%)
37 (74%)
11 (22%)
2 (4%)
46 (92%)
2 (4%)
4 (8%)
39 (78%)
7 (14%)
1.(2%)
38 (76%)
11 (22%)
2 (4%)
38 (76%)
10 (20%)
2 (4%)
47 (94%)
1.(2%)
0
26 (52%)
24 (48%)
0
39 (78%)
11 (22%)

pl

0.012*

0.006"

<0.001"

<0.001"

0.186

0.001*

0.002*

0.001*

0.004*

0.001*

0.033*

p2

0.393

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

p3

0.009*

0.002*

0.280

0.103

<0.001*

0.678

0.283

0.210

0.392

0.094

<0.001*

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.
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4.2.2. Ispitivanje stvaranja trombina ETP testom
Ispitivanja obuhvacena ETP testom prikazana su u Tabeli 13 i na Grafikonu 4.

Tabela 13. Distribucija prosec¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti parametara ETP

testa kod bolesnika sa alkoholnom/holestaznom cirozom i zdravih ispitanika.

ETP ALKOHOLNA HOLESTAZNA  ZDRAVA pl p2 p3
CIROZA CIROZA POPULACIJA

t-lag 30.1+10.8 24.8+3.5 25.6+14.2 0.035% <0.001* 0.073
28 (12-68) 25 (17-30) 23 (19-118)

t-max | 78.318.3 68.3+12.7 69.4+13.5 0060  0.025% 0.866
70.5 (55-122) 67 (44-89) 66 (41-109)

Cmax |  68.3%28.2 99.1+24.9 112.0+20.9  <0.001* <0.001* 0.020*
63.5 (28-210) 101 (66-158) 108 (80-168)

AUC 67.9+16.4 87.2+16.6 98.3+10.9  <0.001* <0.001* 0.001*
66 (35-114) 82 (65-115) 97 (80-119)

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *-

postoji statisticki znacajna razlika.

Uoceno je da su prosec¢ne vrednosti t-lag, Cmax i AUC bile zna¢ajno niZe kod ispitanika sa
alkoholnom cirozom u odnosu na obe kontrolne grupe. Znacajno niZa prose¢na vrednost t-
max izmerena je kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u poredenju sa vrednostima
zabeleZzenim kod bolesnika sa holestaznom cirozom, ali u odnosu na zdrave ispitanike nije
bilo znacajne razlike (Tabela 13). Ispitivanjem odstupanja vrednosti parametara ETP testa u
odnosu na referentne vrednosti istih pokazano je da su odstupanja znacajno zastupljenija kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom (p<0.001). PoviSene vrednosti t-lag i t-max zabelezene su
kod 36 (60%) odnosno 11 (18.3%) bolesnika, dok su snizene vrednosti Cmax i AUC izmerene
kod 55 (91.7%) odnosno 49 (81.7%) bolesnika sa alkoholnom cirozom. U grupi bolesnika sa
holestaznom cirozom izmerene su sledec¢e vrednosti parametara ETP testa: poviSena vrednost
t-lag kod 8 (33.3%), snizene vrednosti Cmax i AUC kod 14 (58.3%) odnosno 12 (50%)
bolesnika. Uzimajuci u obzir poviSenu vrednost t-lag kod 11 (22%) odnosno sniZenu vrednost
Cmax kod 19 (38%) zdravih ispitanika, kao i ¢injenicu da je vrednost t-max bila u opsegu
referentnih vrednosti kod velikog procenta bolesnika sa alkoholnom cirozom (Grafikon 4),

moZe se pretpostaviti da je AUC specifi¢niji parametar za procenu potencijala za stvaranje
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trombina ETP testom kod bolesnika sa alkoholnom cirozom. Ispitivanjem ETP testom, kod

samo 2 (3.3%) bolesnika sa alkoholnom cirozom utvrden je hiperkoagulabilan hemostatski

profil i to u odnosu na poviSenu vrednost Cmax (Grafikon 4). Ova dva bolesnika nisu razvila

trombozu vene porte. S druge strane, kod osam bolesnika koji su imali trombozu vene porte

izmerene su normalne vrednosti Cmax i AUC.
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M SniZzen t-lag ® Normalan t-lag it Povisen t-lag
t-max
60
<
=
§ 40
2 20
s 0 + 1 - :
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Cmax
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= 3 2 1 >
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= Alkoholna ciroza [n=60] Holestazna bolest jetre [n=24] Zdravi ispitanici [n=50]
H Snizen AUC H Normalan AUC ud Povisen AUC

Grafikon 4. Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i povisenih vrednosti t-lag, t-max,

Cmax i AUC kod ispitivanih grupa.
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Parametri ETP testa u odnosu na stadijum alkoholne ciroze

Na Grafikonu 5 prikazane su prosec¢ne vrednosti t-lag, Cmax i AUC u odnosu na CPs kod

bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Postojala je blaga tendencija porasta prosecnih vrednosti t-lag sa porastom CPs, ali nije

uoc¢ena statisti¢ki znacajna razlika (p=0.313).

U odnosu na teZinu alkoholne ciroze procenjene prema CPs primec¢eno je da proseéne

vrednosti Cmax gradacijski opadaju sa progresijom bolesti [CPsA: 101% (62-101%); CPsB:
66% (40-112%); CPsC: 54% (28-210%)]. Trend gradacijskog opadanja prosecnih vrednosti
sa povecanjem CPs zabeleZen je i za vrednosti AUC [CPsA: 89% (59-114%); CPsB: 69%
(42-99%); CPsC: 60% (35-95%)].
Medu stadijumima CPs uocena je statisticki znacajna razlika samo u pogledu AUC parametra,
ali bez znacajne razlike izmedu CPsA i CPsB stadijuma (CPsA vs. CPsB, p=0.107; CPsA vs.

CPsC, p=0.003; CPsB vs. CPsC, p=0.037).
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Grafikon 5. Vrednosti (A) t-lag, (B) Cmax i (C) AUC unutar kategorija Child-Pugh skora u

poredenju sa zdravim ispitanicima. Horizontalna linija predstavlja medijanu.
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4.2.3. Ispitivanje globalne hemostaze metodom tromboelastometrije

Prosec¢ne vrednosti parametara tromboelastometrije kod bolesnika sa cirozom alkoholne i

holestazne etiologije i zdravih ispitanika prikazane su u Tabeli 14.

Tabela 14. Distribucija prose¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti parametara

tromboelastometrije kod bolesnika sa alkoholnom/holestaznom cirozom i zdravih ispitanika.

TEM® ALKOHOLNA
CIROZA
CT 64+48.6

EXTEM 54 (39-419)

cT 182.8+25.0
INTEM 184 (129-240)

CFT 116.6+45.6
EXTEM 110 (44-227)

CFT 113.9+47.6
INTEM 108 (49-254)

« 69.7+7.4
EXTEM 72 (53-81)
« 70.5+5.8
INTEM 71 (55-80)
MCF 55.9+8.9

EXTEM 565 (33-76)

MCF 53.2+8.9
INTEM 54 (31-73)

MCF 16.629.1
FIBTEM 15 (3-61)

HOLESTAZNA

CIROZA
60.3+13.6
57 (36-91)

162.8+17.7
161.5 (132-206)

80.3+36.0
68 38-174)

79.3+36.6
67 (43-175)

75.3+6.4
77 (57-83)
74.6+5.9
77 (60-81)
65.5+9.0
67.543-79)

61.8+8.4
65 (41-74)

19.9+7.8
20 (7-43)

ZDRAVA pl
POPULACIJA

55.0+12.9 0.397

53.5 (39-94)

175.7+31.9 0.001*

162 (127-239)

79.2+16.9 <0.001*
75.5 (49-125)

73.6+14.5 0.001*
74 (42-119)

74.6+3.3 <0.001*
75 (67-80)

75.1+2.9 0.002*
75 (67-81)

66.2+4.0 <0.001*
66 (56-74)

62.4+3.8 <0.001*
62.5 (52-72)

16.7+3.5 0.031*
17 (10-24)

p2

0.368

0.152

<0.001*

<0.001*

0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

0.354

p3

0.127

0.285

0.171

0.377

0.045*

0.285

0.547

0.417

0.033*

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.
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Na Grafikonu 6 ilustrovane su vrednosti CT, CFT i MCF u EXTEM i INTEM testovima kod

bolesnika sa alkoholnom cirozom u poredenju sa zdravim ispitanicima.
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Grafikon 6. Vrednosti CT (A-B), CFT (C-D) i MCF (E-F) u EXTEM i INTEM testovima
kod bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika. Horizontalna linija predstavlja

medijanu.
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Distribucija ispitanika u odnosu na referentne vrednosti tromboelastometrijskih parametara

CT i CFT prikazana je na Grafikonu 7.
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Grafikon 7. Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i povisenih vrednosti CT i CFT

izmerenih u EXTEM i INTEM testovima kod ispitivanih grupa.
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Distribucija ispitanika u odnosu na MCF vrednosti, koje su izmerene u EXTEM, INTEM i
FIBTEM testovima prikazana je na Grafikonu 8.
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Grafikon 8. Distribucija ucestalosti snizenih, normalnih i poviSenih vrednosti MCF
izmerenih u EXTEM, INTEM i FIBTEM testovima kod ispitivanih grupa.
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Parametri tromboelastometrije u odnosu na stadijum teZine alkoholne ciroze

Prosecne vrednosti TEM® parametara i ucestalosti njihovih patolodkih vrednosti nisu se

znacajno razlikovale u odnosu na tezinu alkoholnog oboljenja jetre (Tabela 15).

Tabela 15. Distribucija medijana i opsega vrednosti parametara TEM® i ucestalosti snizenih,

normalnih i poviSenih vrednosti istih kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na CPs.

TEM®
EXTEM-CT

INTEM-CT

EXTEM-CFT

INTEM-CFT

EXTEM-MCF

INTEM-MCF

FIBTEM-MCF

Medijana (opseg)
Snizen

Normalan
Povisen
Medijana (opseg)
SniZen

Normalan
Povisen
Medijana (opseg)
SniZen

Normalan
Povisen
Medijana (opseg)
SniZen

Normalan
Povisen
Medijana (opseg)
SniZen

Normalan
Povisen
Medijana (opseg)
Snizen

Normalan
PoviSen
Medijana (opseg)
SniZen

Normalan

PoviSen

A [n=5]

55 (46-80)

0

4 (80%)

1 (20%)

186 (140-231)
0

5 (100%)

0

120 (78-227)
0

4 (80%)

1 (20%)

124 (63-254)
0

2 (40%)

3 (60%)

56 (42-69)

2 (40%)

3 (60%)

0

54 (39-64)

2 (40%)

3 (60%)

0

15 (14-27)

0

3 (60%)

2 (40%)

B [n=28]

49 (39-103)
0

26 (92.9%)
2 (7.1%)
179 (146-219)
0

28 (100%)

0

108 (44-207)
0

23 (82.1%)
5 (17.9%)
103 (49-220)
0

17 (60.7%)
11 (39.3%)
57 (43-76)

7 (25%)

19 (67.9%)
2 (7.1%)

55 (41-73)

9 (32.1%)

18 (64.3%)

1 (3.6%)

16 (7-40)

4 (14.3%)

21 (75%)

3 (10.7%)

CHILD PUGH SKOR

C [n=27]

63 (42-94)

0

25 (92.6%)
2 (7.4%)
192 (129-240)
0

26 (96.3%)

1 (3.7%)
110 (61-223)
0

21 (77.8%)
6 (22.2%)
110 (61-240)
0

13 (48.1%)
14 (51.9%)
55 (33-68)
11 (40.7%)
16 (59.3%)
0

52 (31-67)
14 (51.9%)
13 (48.1%)

0

15 (3-61)

9 (33.3%)

14 (51.9%)
4 (14.8%)

p
0.323
0.620

0.114
0.543

0.686
0.923

0.340
0.538

0.228
0.293

0.205
0.286

0.260
0.128

89



4.3. ODNOS STANDARDNIH | GLOBALNIH TESTOVA PRI
PROCENI HEMOSTATSKOG PROFILA BOLESNIKA SA
ALKOHOLNOM CIROZOM

4.3.1. Fazainicijacije - spoljnji put koagulacije

U Tabeli 16 prikazane su korelacije standardnih testova sa parametrima globalnih testova,

koji odrazavaju fazu inicijacije koagulacionog procesa.

Tabela 16. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu EXTEM-CT, t-lag i

PT/INR/aktivnosti faktora koagulacije kod bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih

ispitanika.
ALKOHOLNA CIROZA ZDRAVI ISPITANICI
[n=60] [n=50]
EXTEM- CT t-lag EXTEM-CT t-lag

PT | 0.041(0.636) 0.462 (<0.001*) -0.063 (0.662) 0.337 (0.021%)
INR | -0.062 (0.474) 0.522 (<0.001*) -0.370 (0.008*) 0.487 (0.001%)
FIl | -0.093(0.287) -0.385(<0.001*) -0.216 (0.132) -0.022 (0.886)
FV | 0.070(0.426) -0.504(<0.001*) 0.378 (0.007*) -0.385 (0.008*)
FVII | -0.154 (0.077) -0.360 (<0.001*) -0.255 (0.074)  0.095 (0.526)
FIX | -0.081(0.540) -0.124 (0.375)  -0.295(0.162)  0.230 (0.358)
FX | -0.050 (0.564) -0.362(<0.001*) 0.103 (0.477)  -0.023 (0.877)

*- statisti¢ki zna¢ajna povezanost

Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom nije postojala povezanost EXTEM-CT ni sa jednim od
ispitivanih parametara. Sa izuzetkom FIX, statisticki znacajna negativna osrednja povezanost
postojala je izmedu t-lag i vecine prokoagulacionih faktora koji ucestvuju u fazi inicijacije
koagulacionog procesa. Pozitivna osrednja povezanost postojala je izmedu t-lag i PT/INR.
Povezanost t-lag sa PT i ispitanim faktorima koagulacije je u skladu sa prihvacenim

konceptom inicijacije koagulacionog procesa kompleksom tenaza spoljnjeg puta koagulacije.
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4.3.2. Faza amplifikacije

U Tabeli 17 prikazane su korelacije standardnih testova sa parametrima globalnih testova,

koji odrazavaju fazu amplifikacije koagulacionog procesa.

Tabela 17. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu EXTEM-CFT, INTEM-

CFT, t-max i standardnih testova hemostaze/aktivnosti faktora koagulacije kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika.

ALKOHOLNA CIROZA

ZDRAVI ISPITANICI

[n=60] [n=50]

EXTEM-CFT INTEM-CFT t-max EXTEM-CFT INTEM-CFT t-max

aPTT 0.328 (0.010%) 0.249 (0.055) 0.057 0.259 0.385 (0.006%*) -0.029
(0.680) (0.070) (0.844)

Trombociti -0.606 -0.695 -0.229 -0.621 -0.466 (0.001*) 0.046
(<0.001%*) (<0.001%*) (0.096) (<0.001%*) (0.761)

Fibrinogen -0.470 -0.434 (0.001%*) -0.179 -0.497 -0.502 0.203
(<0.001%*) (0.195) (<0.001%*) (<0.001%*) (0.271)

Fll -0.312 (0.016*)  -0.266 (0.042*) -0.118 -0.203 (0.157) -0.001 (0.993) 0.072
(0.400) (0.633)

FXI -0.369 (0.004*)  -0.327 (0.012*) -0.112 -0.285 (0.045*%)  -0.326 (0.021%) -0.016
(0.423) (0.917)

FIX -0.350 (0.007*)  -0.286 (0.028*) -0.127 -0.280 (0.049%) -0.235 (0.100) 0.046
(0.366) (0.760)

FVIII -0.138 (0.297) -0.203 (0.124) -0.110 -0.324 (0.023*) -0.144 (0.322) 0.028
(0.434) (0.851)

FV -0.232 (0.077) -0.183 (0.166) -0.264 -0.368 (0.008*)  -0.449 (0.001%*) -0.314
(0.057) (0.031%)

FX -0.360 (0.005*)  -0.329 (0.011%) -0.225 -0.267 (0.061) -0.327 (0.021%) -0.016
(0.105) (0.913)

*- statisti¢ki znacajna povezanost

Najbolje korelacije uocene su izmedu, s jedne strane, trombocita i fibrinogena i, s druge
strane, tromboelastometrijskog parametra CFT kako u spoljnjem tako i u unutarnjem putu
koagulacije. U odnosu na faktore koagulacije, nije uocena korelacija izmedu parametra CFT i
aktivnosti FV i FVIII.

Nije uocena korelacija izmedu parametra t-max ETP testa i standardnih testova hemostaze.
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4.3.3. Faze propagacije i stabilizacije

U Tabeli 18 prikazane su korelacije standardnih testova sa globalnim testovima u fazama

propagacije i stabilizacije koagulacionog procesa.

Tabela 18. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu EXTEM-MCF, INTEM-
MCF, Cmax i AUC sa standardnim testovima hemostaze i faktorima koagulacije kod

bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika.

STANDARDNI ALKOHOLNA CIROZA ZDRAVI ISPITANICI
TESTOVI [n=60] [n=50]
EXTEM INTEM Cmax AUC EXTEM INTEM Cmax AUC
MCF MCF MCF MCF

aPTT -0.370 -0.386 -0.141 -0.739 -0.369 -0.395 -0.257 -0.142
(0.004%*) (0.002%) (0.288) (<0.001*) | (0.008%) (0.004*) (0.072) (0.324)

Trombociti 0.693 0.718 0.349 0.644 0.542 0.451 0.289 0.413
(<0.001*) | (<0.001*) | (0.007*) | (<0.001*) | (<0.001%) (0.001) (0.042%) (0.003%)

Fibrinogen 0.594 0.576 0.406 0.356 0.494 0.491 0.064 0.078
(<0.001%) | (<0.001*) | (0.001%) | (<0.001*) | (<0.001%) | (<0.001%) (0.661) (0.593)

Fll 0.477 0.492 0.438 0.822 0.064 0.018 0.120 0.447
(<0.001*) | (0.001*) (0.001%) | (<0.001%) (0.658) (0.903) (0.407) (0.001*)

FX 0.466 0.437 0.254 0.665 0.242 0.240 0.151 0.232
(<0.001%) | (0.001%) (0.054) (<0.001%) (0.091) (0.093) (0.296) (0.105)

FV 0.389 0.362 0.317 0.692 0.356 0.317 0.529 0.319
(0.002*) (0.005%) (0.015%) | (<0.001%) | (0.011%) (0.025%) | (<0.001%) | (0.024%)

FIX 0.466 0.423 0.428 0.634 0.139 0.080 -0.005 0.304
(<0.001*%) | (0.001%) (0.001%*) (<0.001%) (0.335) (0.580) (0.973) (0.032%)

FVIII 0.179 0.211 0.159 0.048 0.182 0.074 0.264 0.332
(0.174) (0.109) (0.233) (0.722) (0.211) (0.612) (0.067) (0.020%)

FXI 0.453 0.435 0.587 0.542 0.167 0.165 0.214 0.077
(<0.001%) | (0.001*) | (<0.001*) | (<0.001%) (0.245) (0.252) (0.135) (0.595)

EXI 0.571 0.519 0.417 0.554 0.082 0.132 0.357 0.052

(<0.001%) | (<0.001%) | (0.001% | (<0.001*)  (0.571) (0.362) | (0.011%) | (0.719)

*- statisti¢ki znacajna povezanost

Protrombin (FIl) je najbolje korelirao sa ukupnom koli¢inom stvorenog trombina
reprezentovanom AUC parametrom ETP testa. Parametar Cmax ETP testa je najjace
pozitivno korelirao sa FXI, $to moZe ukazivati na ulogu FXI kao pojagivaca
prokoagulacionih odgovora. Uocena je korelacija Cmax sa FXII (r=0.595; p<0.001) i sa FVII
(r=0.438; p=0.001) - nije prikazano u tabeli. U tromboelastometriji, glavni prediktori
parametra MCF bili su broj trombocita i koncentracija fibrinogena kako u spoljnjem tako i u

unutarnjem putu koagulacije.
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4.4. KORELACIJE IZMEDU ETP TESTA |
TROMBOELASTOMETRIJE

Ispitivan je uticaj maksimalne koncentracije trombina stvorene u toku procesa koagulacije i
ukupne koli¢ine stvorenog trombina (mereno ETP testom) na formiranje, strukturu i stabilnost
hemostatskog ugruska (mereno tromboelastometrijom). U Tabeli 19 prikazane su korelacije

izmedu parametara tromboelastometrije i ETP testa.

Tabela 19. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu testa za ispitivanje

stvaranja trombina i tromboelastometrije kod tri grupe ispitanika.

ALKOHOLNA CIROZA HOLESTAZNA CIROZA ZDRAVI ISPITANICI
[n=60] [n=24] [n=50]

TEM® Cmax AUC Cmax AUC Cmax AUC
EXTEM -0.363 -0.509 -0.510 -0.455 -0.443 -0.400
CFT (0.005*) (<0.001*) (0.015%) (0.033%) (0.001*) (0.004*)
INTEM -0.350 -0.466 -0.541 -0.420 -0.489 -0.121
CFT (0.007*) (<0.001%) (0.009%) (0.052) (<0.001%) (0.403)
EXTEM 0.683 0.608 0.614 0.484 0.451 0.303
MCF (<0.001*) (<0.001%) (0.002%) (0.022%) (<0.001%) (0.032%)
INTEM 0.631 0.545 0.556 0.423 0.398 0.196
MCF (<0.001*) (<0.001%) (0.007*) (0.050) (0.001*) (0.172)

Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom utvrdene su znacajne pozitivne korelacije parametra
MCF sa Cmax i AUC u spoljnjem i unutarnjem putu koagulacije, pri ¢emu je najjaca
povezanost uoc¢ena za Cmax u spoljnjem putu koagulacije (EXTEM-MCEF). Takode, u zdravoj
populaciji Cmax u odnosu na AUC pokazao je bolju korelaciju sa parametrom MCF u
spoljnjem putu koagulacije. Pokazano je da je maksimalna koncentracija formiranog trombina
glavna determinanta stabilnosti i ¢vrstoce definitivnog hemostatskog ugruska u spoljnjem
putu koagulacije. Drugim rec¢ima, sa porastom Cmax i AUC povecava se ¢vrstoca i stabilnost
krvnog ugruska. S druge strane, sa padom Cmax i AUC usporava se formiranje krvnog

ugruska (produzenje CFT) i umanjuje se ¢vrstoca definitivnog hemostatskog ugruska.

R e i e i e e i

Graficki prikaz negativnog trenda korelacije Cmax sa CFT kod bolesnika sa alkoholnom
cirozom moZze se jasno uociti na Grafikonu 9. Takode, prikazan je i pozitivan trend korelacije

Cmax i MCF. Uocena je jaca korelacija Cmax sa MCF u odnosu na CFT.
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Na Grafikonu 10 prikazane su korelacije AUC sa CFT i MCF i njihovi smerovi korelacije kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom. Takode, jaca korelacija Cmax uocena je sa MCF u odnosu
na CFT.
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Grafikon 9. Korelacije Cmax sa CFT i MCF u EXTEM i INTEM testovima kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom.
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Grafikon 10. Korelacije AUC sa CFT i MCF u EXTEM i INTEM testovima kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom.
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4.5. ZNACAJ GLOBALNIH TESTOVA HEMOSTAZE U PROCENI

KOAGULABILNOSTI

4.5.1. Korelacije fibrinogena, TT, trombocita i FIBTEM-MCF sa

standardnim i globalnim testovima

U Tabeli 20 prikazane su korelacije fibrinogena sa trombinskim vremenom i parametrima

tromboelastometrije.

Fibrinogen je korelirao sa svim analiziranim parametrima tromboelastometrije u ispitivanim

grupama. Najbolje korelacije uocene su u odnosu na FIBTEM-MCF.

Za razliku od bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika, nije uo¢ena korelacija

fibrinogena sa TT kod bolesnika sa holestaznom cirozom.

Tabela 20. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu fibrinogena i parametara

tromboelastometrije i TT kod tri grupe ispitanika.

TT
EXTEM
CFT
INTEM
CFT
EXTEM
MCF
INTEM
MCF
FIBTEM
MCF

[n=60]

Fibrinogen

-0.461 (<0.001%)
-0.451 (<0.001%)

-0.434 (0.001%)

0.565 (<0.001%)

0.557 (<0.001%)

0.746 (<0.001%)

ALKOHOLNA CIROZA HOLESTAZNA CIROZA

[n=24]

Fibrinogen

-0.388 (0.061)
-0.692 (<0.001%)

-0.762 (<0.001%)

0.768 (<0.001%)

0.700 (<0.001%)

0.802 (<0.001%)

[n=50]

Fibrinogen

-0.325 (0.021%)
-0.479 (<0.001%)

-0.502 (<0.001%)

0.494 (<0.001%)

0.491 (<0.001%)

0.592 (<0.001%)

ZDRAVI ISPITANICI
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U Tabeli 21 prikazane su korelacije TT sa parametrima tromboelastometrije u svim
ispitivanim grupama.

TT je razlicito korelirao sa analiziranim parametrima u grupama ispitanika. U zdravoj
populaciji i kod bolesnika sa alkoholnom cirozom najbolja korelacija TT dobijena je u odnosu

na INTEM-CFT.

Tabela 21. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu TT i parametara

tromboelastometrije u ispitivanim grupama.

ALKOHOLNA HOLESTAZNA ZDRAVI ISPITANICI
CIROZA [n=60] CIROZA [n=24] [n=50]
TEM® TT TT TT
EXTEM 0.190 (0.149) 0.198 (0.353) 0.254 (0.076)
CFT
INTEM 0.277 (0.034%) 0.281 (0.183) 0.620 (<0.001%*)
CFT
EXTEM -0.308 (0.017%) -0.247 (0.244) -0.393 (0.005%)
MCF
INTEM -0.364 (0.005%) -0.192 (0.370) -0.456 (0.001*)
MCF
FIBTEM -0.323 (0.013%) -0.230 (0.279) -0.156 (0.280)
MCF

U Tabeli 22 prikazane su korelacije izmedu broja trombocita i tromboelastometrijskog
parametra MCF u spoljnjem i unutarnjem putu koagulacije. U ispitivanim testovima,

trombociti su korelirali sa parametrom MCF kod svih ispitanika.

U Tabeli 23 prikazane su korelacije FIBTEM-MCF sa standardnim testovima hemostaze.
FIBTEM-MCEF je najjace korelirao sa fibrinogenom kod svih ispitanika. Kod obe grupe

bolesnika uocene su korelacije FIBTEM-MCF sa vec¢im brojem parametara u odnosu na

zdravu populaciju.
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Tabela 22. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu broja trombocita i MCF u

ispitivanim grupama.

ALKOHOLNA CIROZA HOLESTAZNA CIROZA
[n=60]

TEM®
EXTEM
MCF
INTEM
MCF

Tabela 23. Koeficijent korelacije i znacajnost korelacije (p) izmedu FIBTEM-MCF i

standardnih testova u ispitivanim grupama.

STANDARDNI
TESTOVI
aPTT

Fibrinogen
Fll
FV
FVII
FVIIlI
FIX
FX
FXI
FXII
FXI1

D-dimer

Trombociti

0.641 (<0.001%)

0.691 (<0.001%)

ALKOHOLNA CIROZA

[n=60]

MCF FIBTEM

-0.437 (<0.001%)
0.746 (<0.001%)
0.596 (<0.001%)
0.399 (0.002*)
0.517 (<0.001%)
0.112 (0.400)
0.562 (<0.001%)
0.578 (<0.001%)
0.490 (<0.001%)
0.447 (<0.001%)
0.382 (0.003%)
0.088 (0.507)
-0.197 (0.135)

[n=24]
Trombociti

0.706 (<0.001%)

0.729 (<0.001%)

HOLESTAZNA CIROZA

[n=24]
MCF FIBTEM

-0.241 (0.258)

0.802 (<0.001%)

0.399 (0.059)
0.443 (0.030%)
0.464 (0.023%)
-0.423 (0.040%)
0.430 (0.036%)
0.448 (0.028%)

0.322 (0.125)
0.466 (0.022%)

0.380 (0.067)
-0.350 (0.093)

-0.406 (0.049%)

ZDRAVI ISPITANICI

[n=50]

Trombociti

0.542 (<0.001%)

0.451 (0.001%)

ZDRAVI ISPITANICI

[n=50]

MCF FIBTEM

-0.394 (0.005%)
0.529 (<0.001*)

0.193 (0.180)
0.268 (0.060)
0.047 (0.747)
0.207 (0.153)
0.133 (0.356)
0.151 (0.296)
0.165 (0.252)
0.248 (0.082)
0.119 (0.411)
0.225 (0.120)

0.449 (<0.001%)



4.5.2. ODREDPIVANJE VALJANOSTI TT I FIBTEM-MCF U
OTKRIVANJU HIPOFIBRINOGENEMIJE |
DISFIBRINOGENEMIJE

Kruskal-Wallis test koris¢en je za ispitivanje znacajnosti razlike u distribuciji ucestalosti
snizenih, normalnih i poviSenih vrednosti FIBTEM-MCF i TT medu bolesnicima sa
alkoholnom cirozom, koji su podeljeni u tri podgrupe u odnosu na referentne vrednosti
koncentracije fibrinogena izmerene Clauss-ovim testom. Dobijeni rezultati su prikazani u
Tabeli 24.

Naknadno testiranjem Mann-Whitney U testom utvrdeno je da izmedu bolesnika sa snizenom
i onih sa normalnom koncentracijom fibrinogena postoji znacajna razlika u distribuciji
ucestalosti normalnih, snizenih i poviSenih vrednosti FIBTEM-MCF (p=0.002) i TT
(p=0.048).

Tabela 24. Distribucija bolesnika sa alkoholnom i holestaznom cirozom u odnosu ha
referentne vrednosti fibrinogena, FIBTEM-MCF i TT.

FIBRINOGEN [g/L] P
<1.8 1.8-4.0 >4.0
FIBTEM Snizen 7 6 (46.2%0) 0 <0.001*
< MCF (53.8%)
g« Normalan 2(5.3%) 33(86.8%) 3 (7.9%)
Q 5 Povigen 0 2(222%)  7(77.8%)
ok TT SniZen 0 0 0 0.011*
X O Normalan 1(3.2%) 22 (71.0%) 8 (25.8%)
< Povisen 8 19 (65.5%) 2 (6.9%)
(27.6%)
< FIBTEM Snizen 2 1(33.3%) 0 0.002*
3 < MCF (66.7%)
< N Normalan 0 10 (66.7%) 5 (33.3%)
O Povien 0 0 6 (100%)
mis TT Snizen 0 0 0 0.583
0 Normalan 1(5.3%) 9 (47.4%) 9 (47.4%)
T Povien 1(20%) 2 (40%) 2 (40%)

SniZena vrednost fibrinogena izmerena je kod samo 9 (15%) bolesnika sa alkoholnom i 2
(8.3%) bolesnika sa holestaznom cirozom. Sa povecanjem teZine ciroze, zabeleZeno je
postepeno smanjenje srednjih vrednosti fibrinogena (CPsA 4.1t1.; CPsB 3.3%1.3; CPsC
2.7+1.3; p=0.002").
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Najveca ucestalost produzenog TT zabelezena je kod bolesnika sa alkoholnom cirozom
(29/60; 48.3%), dok je 5/24 (20.8%) bolesnika sa holestaznom cirozom i 11/50 (22%) zdravih
ispitanika imalo produzen TT (Grafikon 2). Srednja vrednost TT bila je znacajno visa kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom (22.7£6.4s) u poredenju sa bolesnicima sa holestaznom
cirozom (19.4+2.4s, p<0.05) i zdravim ispitanicima (19.2+2.4s, p<0.001), dok nije utvrdena
razlika izmedu bolesnika sa holestaznom cirozom i zdravih ispitanika (Tabela 10). Bolesnici
sa dekompenzovanom cirozom (CPsC) imali su znacajno vise vrednosti TT u poredenju sa
bolesnicima koji su pripadali stadijumima CPsA i CPsB (CPsA 18.9+2.6; CPsB 21.6+4.8;
CPsC 24.4+7.4; p=0.002"). Normalna vrednost TT izmerena je kod 1/9 bolesnika, koji su
imali sniZenu koncentraciju fibrinogena.

Medu bolesnicima kojima je izmeren produzen TT, 27.6% (8/29) imalo je snizen fibrinogen
(Tabela 25), ali je ¢ak 65.5% (19/29) imalo normalnu, a 6.9% (2/29) bolesnika imalo je

povisenu koncentraciju fibrinogena.

45.2.1. Ispitivanje statusa fibrinogena tromboelastometrijom

Odnos sa tezinom alkoholne ciroze procenjene prema Child-Pugh skoru

Snizena vrednost FIBTEM-MCF izmerena je kod 13 (21.7%) bolesnika sa alkoholnom i 3
(12.5%) bolesnika sa holestaznom cirozom. Prosecna vrednost FIBTEM-MCF nije se
znacajno razlikovala (p=0.354) izmedu bolesnika sa alkoholnom cirozom (16.6+9.1) i zdravih
ispitanika (16.7+3.5). Bolesnici sa holestaznom cirozom imali su znac¢ajno vise (p<0.05)
prose¢ne vrednosti FIBTEM-MCF (19.9+7.8) u odnosu na bolesnike sa alkoholnom cirozom i
zdrave ispitanike.

Na Grafikonu 11 prikazana je distribucija sniZzenih, normalnih i povisenih vrednosti FIBTEM-
MCF kod bolesnika sa alkoholnom i holestaznom cirozom klasifikovanih prema Child-Pugh
skoru.

lako nisu pokazane znacajne razlike u prosec¢nim vrednostima FIBTEM-MCF u odnosu na
Child-Pugh skor (Tabela 15), kod obe grupe bolesnika sa cirozom (alkoholna i holestazna)
postajala je tendencija porasta ucestalosti snizenih vrednosti FIBTEM-MCF sa porastom
teZine oboljenja jetre, kao Sto je prikazano na Grafikonu 11. Najveca prevalenca (p=0.027)
snizenih vrednosti FIBTEM-MCF zabelezena je u stadijumu CPsC (10/16; 62.5%). S druge
strane, prevalenca povisenih vrednosti FIBTEM-MCF bila je najve¢a u stadijumu CPsA

kojem su uglavnom pripadali bolesnici sa holestaznom cirozom (7/15, 46.7%).
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FIBTEM-MCF

Broj bolesnika sa cirozom

CPsA CPsB CPsC

L Snizen i Normalan i Povisen

Grafikon 11. Distribucija sniZenih, normalnih i poviSenih vrednosti FIBTEM-MCF kod
bolesnika sa alkoholnom i holestaznom cirozom Kklasifikovanih prema Child-Pugh skoru.
CPsA n=24, CPsB n=32, CPsC n=28.

Na Grafikonu 12 prikazani su samo bolesnici sa alkoholnom cirozom i distribucija sniZenih,
normalnih i poviSenih vrednosti FIBTEM-MCF u odnosu na Child-Pugh skor.

FIBTEM-MCF

25

Broj bolesnika sa cirozom

CPsA CPsB CPsC

i Snizen i Normalan i Povisen

Grafikon 12. Prikaz ucestalosti sniZzenih, normalnih i poviSenih vrednosti FIBTEM-MCF u
odnosu na Child-Pugh skor kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.
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Korelacije izmedu tri metode za procenu statusa fibrinogena kod zdravih ispitanika i

bolesnika klasifikovanih u tri stadijuma tezine ciroze prema Child-Pugh skoru
Korelacije tri testa za procenu statusa fibrinogena graficki su prikazane na Grafikonu 13.

Poredenjem tri testa za odredivanje fibrinogena, pokazano je da nivo fibrinogena izmeren
Clauss-ovom metodom najjace korelira sa FIBTEM-MCF u svim stadijumima Child-Pugh
skora kod bolesnika. Kod zdravih ispitanika, fibrinogen je osrednje korelirao sa TT i nesto
jace sa FIBTEM-MCF. Uprkos negativhom trendu korelacije, TT nije korelirao sa FIBTEM-
MCF kod zdravih ispitanika. Odsustvo korelacija izmedu TT sa fibrinogenom i FIBTEM-
MCF kod bolesnika klasifikovanih u stadijume CPsA i CPsB mozZe se pripisati ekstremnim

varijacijama vrednosti TT, koje nisu pratile trend korelacija zabeleZzen kod zdravih ispitanika.

Samo kod bolesnika koji su pripadali stadijumu CPsC zabeleZena je slaba korelacija izmedu
TT, fibrinogena i FIBTEM-MCF. Ovi nalazi mogu ukazivati na uticaj mnogobrojnih faktora,

nezavisnih od funkcionalnog fibrinogena, na regulaciju stepena prolongacije TT.
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Grafikon 13. Korelacije fibrinogena, TT i FIBTEM-MCF kod zdravih ispitanika i bolesnika

klasifikovanih u tri stadijuma prema Child-Pugh skoru.
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Znadaj FIBTEM-MCF u detektovanju kvalitativnog poremeéaja fibrinogena

S obzirom da je u svim ispitivanim grupama koncentracija fibrinogena jako korelirala sa
vredno$¢u FIBTEM-MCF, moZe se pretpostaviti da je FIBTEM-MCF pouzdan marker za
relevantnu ilustraciju sadrzaja fibrinogena u krvi. U skladu sa tim, prosec¢na vrednost
FIBTEM-MCF nije se znacajno razlikovala izmedu bolesnika sa alkoholnom cirozom i
zdravih ispitanika, Sto ukazuje da FIBTEM-MCF nije Kkoristan parametar za razlikovanje
bolesnika od zdravih osoba.

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da se prednost FIBTEM-MCF odnosi na sposobnost ispitivanja
aktivnosti polimerizacije fibrina, kao i da je nedostatak TT uticaj mnogobrojnih faktora na
vrednost istog, ispitivana je prevalenca patoloSkih vrednosti ovih testova u odnosu na
referentne vrednosti fibrinogena kod bolesnika sa alkoholnom i holestaznom cirozom (Tabela
25).

Tabela 25. Prikaz patoloskih vrednosti FIBTEM-MCF i TT kod bolesnika sa alkoholnom i

holestaznom cirozom.

Fibrinogen Vrednosti <1.8¢/L 1.8-4.0g/L >4.0g/L p
FIBTEM SniZen 9 (56.2%) 7 (43.8%) 0
MCF Normalan 2 (3.8%) 43 (81.1%) 8 (15.1%) <0.001
Povisen 0 2 (13.3%) 13 (86.7%)
TT Normalan 2 (4.0%) 31 (62.0%) 17 (34.0%)
ProduZen 9 (26.5%) 21 (61.8%) 4 (11.8%) 0.003

Medu 34 bolesnika sa produzenim TT, samo 26.5% imalo je snizenu koncentraciju
fibrinogena, dok je 11.8% imalo hiperfibrinogenemiju.

Medu 16 bolesnika sa sniZzenim FIBTEM-MCF, 56.2% imalo je i sniZen fibrinogen. Kod
preostalih 7 bolesnika (6 sa alkoholnom i 1 sa holestaznom cirozom; 4/7 su klasifikovani u
CPsB stadijum i 3/7 su pripadali CPsC stadijumu) izmerena koncentracija fibrinogena bila je
u referentnom opsegu. Dobijeni rezultat ukazuje na moguce prisustvo kvalitatitivnog
poremecaja fibrinogena odnosno disfibrinogenemije kod 7 bolesnika sa snizenim FIBTEM-
MCF, u prisustvu normalne koncentracije fibrinogena. Drugim re¢ima, dobijeni rezultat
ukazuje na valjanost tromboelastometrije za otkrivanje poremecaja polimerizacije fibrina. U
odsustvu tromboelastometrijskog ispitivanja moze se pretpostaviti dijagnosticki propust kod

ovih 7 bolesnika.
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Na Grafikonu 14 prikazan je iregularan FIBTEM-MCF profil kod dva bolesnika sa
alkoholnom cirozom kod kojih je izmerena normalna koncentracija fibrinogena i normalan
FIBTEM-MCF kod jednog zdravog ispitanika.
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Grafikon 14. Snizen FIBTEM-MCF (A) FIB-MCF=3mm; fibrinogen=1.8g/L (B) FIB-
MCF=7mm; fibrinogen=2.1g/L, kod dva bolesnika sa alkoholnom cirozom. Normalan
FIBTEM-MCEF kod zdravog ispitanika (C) FIB-MCF=18mm; fibrinogen=2.5g/L.

Varijabilnost odnosa vrednosti fibrinogena i FIBTEM-MCF

Ispitivanjem bolesnika na individualnom nivou, pokazano je da ¢vrstoca fibrinskog ugruska u
tromboelastometrijskom FIBTEM testu nije uvek u direkthom odnosu sa koncentracijom
fibrinogena izmerenog Clauss-ovom metodom.

U podgrupi bolesnika sa alkoholnom cirozom kod kojih je utvrdena kako normalna
koncentracija fibrinogena tako i normalan FIBTEM-MCF, zapazeno je da neki bolesnici sa
istom funkcionalnom kompetentnoS¢u polimerizacije fibrina imaju razlicite koncentracije
fibrinogena. S druge strane, neki bolesnici sa sli¢cnim/identi¢nim koncentracijama fibrinogena
mogu imati normalnu odnosno redukovanu ¢vrstocu fibrinskog ugruska.

Na Grafikonu 15 prikazano je 14 bolesnika sa vredno$¢u FIBTEM-MCF=15mm kod kojih je
izmerena koncentracija fibrinogena u opsegu 1.2-3.4g/L. Kod ovih bolesnika aktivnost FXIII
bila je u opsegu 51-155%. Samo kod tri bolesnika zabeleZena je sniZena aktivnost FXIII
(bolesnici pod rednim brojevima 3, 5 i 8: 69%, 56%, 51%, respektivno), dok je kod dva
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bolesnika registrovana povisena aktivnost FXIII (bolesnici pod rednim brojevima 11 i 12:
155% i 146%, respektivno).
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Grafikon 15. Prikaz bolesnika sa vredno$¢u FIBTEM-MCF=15mm i vrednosti fibrinogena

kod istih.

Na Grafikonu 16 prikazano je 11 bolesnika sa vredno$¢u FIBTEM-MCF=17mm kod kojih je

izmerena koncentracija fibrinogena u opsegu 2.1- 4.2g/L. Kod ovih bolesnika aktivnost FXIII

izmerena je u opsegu 55-155%. Samo kod dva bolesnika zabeleZena je sniZzena aktivnost

FXI11 (bolesnici pod rednim brojevima 2 i 3: 58% i 55%, respektivno), dok je kod 5 bolesnika

registrovana poviSena aktivnost FXIII (bolesnici pod rednim brojevima 4, 7, 8, 91 10: 151%,

150%, 152%, 148% i 155%, respektivno).
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Grafikon 16. Prikaz bolesnika sa vredno$¢u FIBTEM-MCF=17 mm i vrednosti fibrinogena

kod istih.
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Na Grafikonu 17 prikazano je 9 bolesnika sa snizenom i 2 bolesnika sa granicnom (1.8g/L)
koncentracijom fibrinogena i vrednosti FIBTEM-MCF kod istih. Raspon vrednosti FIBTEM-
MCEF iznosio je 3-15mm, Sto ukazuje na visoku varijabilnost maksimalne ¢vrstoce fibrinskog
ugruska u prisustvu priblizno istih koncentracija fibrinogena. Kod ovih bolesnika aktivnost
FXII1 izmerena je u opsegu 30-75%. Samo dva bolesnika nisu imala sniZzenu aktivnost FXIII

(bolesnici pod rednim brojevima 6 i 7: 70% i 75%).
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Grafikon 17. Prikaz vrednosti FIBTEM-MCF kod bolesnika sa snizenim i grani¢nim

koncentracijama fibrinogena.

Uticaj FXIII na évrstoéu krvnog ugruska u FIBTEM testu

U FIBTEM testu dodatakom inhibitora citohalazina D blokirana je jedino prokoagulaciona
aktivnost trombocita. Stoga, teoretski na ¢vrstocu krvnog ugruska u FIBTEM testu mogu
uticati i drugi celularni i plazmatski faktori.

S obzirom da FXIII ima znacajnu ulogu u postizanju definitivne stabilnosti ugruska, u ovoj
studiji vrSeno je ispitivanje uticaja aktivnosti FXIII na ¢vrsto¢u fibrinskog ugruska u FIBTEM
testu kod svih bolesnika sa alkoholnom cirozom. Dodatno, vrSeno je poredenje prosec¢nih
aktivnosti FXI11 izmedu podgrupa bolesnika sa i bez disfibrinogenemije.

Utvrdena je osrednja pozitivna korelacija aktivnosti FXIII sa FIBTEM-MCF (r=0.382;
p=0.003).

Na Grafikonu 18 prikazana je korelacija aktivnosti FXIII sa FIBTEM-MCF kod bolesnika sa
alkoholnom cirozom.
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Grafikon 18. Prikaz korelacije aktivnosti FXIII sa FIBTEM-MCF kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom.

Bolesnici sa disfibrinogenemijom imali su prose¢no niZe vrednosti FXIII (67.33£27.01) u
odnosu na bolesnike bez disfibrinogenemije (81.26+£32.30), ali razlika nije bila statisticki

znacajna (p=0.314) (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Prikaz aktivnosti FXIII u odnosu na prisustvo/odsustvo disfibrinogenemije.
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45.3. DETEKCIJA HIPOFIBRINOGENEMIJE I/ILI
DISFIBRINOGENEMIJE TEM® TESTOVIMA

Vrseno je ispitivanje kombinovanog uticaja trombocita i fibrinogena na formiranje krvnog
ugruska tokom napredovanja procesa koagulacije u spoljnjem i unutarnjem putu,
reprezentovano parametrima CFT i MCF. Izolovan uticaj fibrinogena na formiranje krvnog
ugruska ispitivan je poredenje navedenih parametara sa FIBTEM-MCF.

Hipofibrinogenemija detektovana FIBTEM testom, otkrivena je parametrom EXTEM-CFT u
69.2% slucajeva (od ukupno 13 bolesnika koji su imali snizen FIBTEM, 9 bolesnika imalo je
povisen EXTEM-CFT).

S druge strane, INTEM-CFT i EXTEM-MCEF detektovali su hipofbrinogenemiju kod ¢ak
11/13 bolesnika, tj. u 84.6% slucajeva. Parametar INTEM-MCF detektovao je
hipofibrinogenemiju kod svih 13 bolesnika sa snizenim FIBTEM-MCF (100%).

Medutim, visoka senzitinovost ova tri testa u detekciji hipofibrinogenemije pracena je
izuzetno niskom specificnoS¢u (EXTEM-MCF 55%, INTEM-CFT 39.3% i INTEM-MCF
52%). To ukazuje da je samo kod navedenog procenta ispitanika (55%, 39.3%, 52%) hipo-
/disfibrinogenemija bila uzrok patoloskih vrednosti tromboelastometrijskih parametara.

U svim ostalim slucajevima patoloSke vrednosti tromboelastometrijskih testova bile su
rezultat poremecaja trombocita.

Stoga je EXTEM-CFT bio znacajno specifi¢niji u detekciji hipofibrinogenemije, jer je kod
75% bolesnika bio produzen zbog hipofibrinogenemije. U preostalih 25% (s obzirom da je
FIBTEM-MCF bio nomalan) poviSene vrednosti EXTEM-CFT bile su, verovatno, rezultat
poremecaja trombocita.

S druge strane, snizen fibrinogen nije uvek bio pracen snizenim vrednostima FIBTEM-MCF.
Uprkos snizenom fibrinogenu, 22.2% bolesnika imalo je zadovoljavaju¢i hemostatski
odgovor.

Vazna ¢injenica je da je 14.6% bolesnika sa koncentracijom fibrinogena u normalnom opsegu
imalo snizen FIBTEM-MCF, Sto ukazuje na postojanje poremecaja polimerizacije fibrina
(Tabela 26).
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Tabela 26. Distribucija bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na referentne vrednosti
broja trombocita, koncentracije fibrinogena, vrednosti FIBTEM-MCEF i parametara skrining
TEM® testova.

FIBTEM-MCF
- B p
SNIZENA NORMALNA POVISENA
VREDNOST VREDNOST VREDNOST
Snizen 0 0 0
EXTEM-
CET Normalan 4 (8.3%) 35 (72.9%) 9 (18.8%) <0.001*
Povisen 9 (75%) 3 (25%) 0
Snizen 0 0 0
INTEM-
CET Normalan 2 (6.2%) 22 (68.8%) 8 (25%) 0.002*
Povisen 11 (39.3%) 16 (57.1%) 1 (3.6%)
SniZen 11 (55%) 9 (45%) 0
EXTEM-
MCE Normalan 2 (5.3%) 28 (73.7%) 8 (21%) <0.001*
Povisen 0 1 (50%) 1 (50%)
Snizen 13 (52%) 11 (44%) 1 (4%)
INTEM-
Normalan 0 27 (79.4%) 7 (20.6%) <0.001*
MCF )
Povisen 0 0 1
Snizen 13 (25%) 34 (65.4%) 5 (9.6%)
Trombociti | Normalan 0 4 (50%) 4 (50%) <0.008*
Povisen 0 0 0
Snizen 7 (77.8%) 2 (22.2%) 0
Fibrinogen | Normalan 6 (14.6%) 33 (80.5%) 2 (4.9%) <0.001*
Povisen 0 3 (30%) 7 (70%)

45.4. UTICAJ TROMBOCITA | FIBRINOGENA NA VREDNOSTI
PARAMETARA TROMBOELASTOMETRIJE

Svi Dbolesnici sa alkoholnom cirozom koji su imali pruduzenu vrednost CFT u
tromboelastometrijskim testovima EXTEM i INTEM i snizenu vrednost MCF u testovima
EXTEM, INTEM i FIBTEM istovremeno su imali broj trombocita ispod referentnih

vrednosti, dok to nije bio slucaj sa koncentracijom fibrinogena (Tabela 27).
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Tabela 27. Distribucija bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na referentne vrednosti

CFT i MCF i poredenje sa referentnim vrednostima broja trombocita i nivoa fibrinogena.

TROMBOCITI FIBRINOGEN

SNIZENI  NORMALNI  SNIZEN  NORMALAN POVISEN
; Snizen 0 0 0 0 0
E E Normalan 40 (83.3%) 8 (16.7%) 4 (8.3%) 34 (70.8%) 10 (20.8%)
n Povisen 12 (100%) 0 5(417%) 7 (58.3%) 0
, Snizen 0 0 0 0 0
E E Normalan 24 (75%) 8 (25%) 3 (9.4%) 20 (62.5%) 9 (28.1%)
= Povien  28(100%) O 6(21.4%) 21 (75%) 1 (3.6%)
. Snizen  20(100%) O 7 (35%) 13 (65%) 0
E g Normalan 32 (84.2%) 6 (15.8%) 2 (5.3%) 28 (73.7%) 8 (21.1%)
n Povisen 0 2 (100%) 0 0 2 (100%)
, Snizen  25(100%) O 7 (28%) 17 (68%) 1 (4%)
E g Normalan 27 (79.4%) 7 (20.6%) 2 (5.9%) 24 (70.6%) 8 (23.5%)
Z Povisen 0 1 (100%) 0 0 1 (100%)
< Snizen  13(100%) O 7(53.8%) 6 (46.2%) 0
E g Normalan 34 (89.5%) 4 (10.5%) 2 (5.3%) 33 (86.8%) 3 (7.9%)
m Povisen 5 (55.6%) 4 (44.4%) 0 2 (22.2%) 7 (77.8%)

Kod bolesnika sa patoloskim vrednostima parametara CFT i MCF (produzen CFT i sniZzen
MCF), verovatnoca prisustva trombocitopenije iznosi 100%. Medutim, nisu svi pacijenti sa
trombocitopenijom imali patoloske vrednosti parametara CFT i MCF. Patoloski TEM®
parametri izmereni su samo kod manjeg procenta bolesnika sa trombocitopenijom. Drugim
recima, veci procenat bolesnika sa trombocitopenijom imao je normalne parametre u

tromboelastometrijskim testovima.

U Tabeli 28 prikazani su bolesnici koji su istovremeno imali trombocitopeniju i normalne
vrednosti TEM® parametara. Bolesnici su podeljeni u odnosu na koncentraciju fibrinogena

(snizena, normalna, povisena).
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Tabela 28. Prikaz koncentracije fibrinogena kod bolesnika sa trombocitopenijom i normalnim

vrednostima TEM® parametara.

Ukupan broj

bolesnika sa
® . ..
TEM _ FIBRINOGEN trombomtopepuom
parametri i normalnim
vrednostima TEM®
parametara
SNIZEN | NORMALAN ' POVISEN
EXTEM-
CET 4 30 6 40
INTEM-
CFT 3 16 5 24
NORMALNE | EXTEM-
VREDNOSTI MCE 2 24 3] 32
INTEM-
MCE 2 20 5 27
FIBTEM-
MCE 2 31 1 34

Veci procenat bolesnika sa trombocitopenijom (n=52) imao je normalne vrednosti parametara
CFT i MCF u tromboelastometrijskim skrining testovima: EXTEM-CFT (n=40), INTEM-
CFT (n=24), EXTEM-MCF (n=32), INTEM-MCF (n=27).

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je vec¢ina ovih bolesnika imala normalnu odnosno povisenu
koncentraciju fibrinogena, moze se pretpostaviti da je trombocitopenija kompenzovana
hiperfibrinogenemijom.

Drugim rec¢ima, pri formiranju krvnog ugruska dobra funkcionalna aktivnost fibrinogena

moze kompenzovati antihemostatski uticaj snizenog broja trombocita.
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45.5. PARAMETRI TROMBOELASTOMETRIJE U PRISUSTVU
| ODSUSTVU TESKE TROMBOCITOPENIJE

Ispitivani su parametri tromboelastometrije kod bolesnika sa teSkom trombocitopenijom
(definisana brojem trombocita ispod 50x10%L) i bolesnika sa brojem trombocita iznad
50x10%L (Tabela 29).

Tabela 29. Parametri tromboelastometrije kod bolesnika sa brojem trombocita ispod i iznad
50x10°/L.

PARAMETRI TEM® BROJ TROMBOCITA p
<50x10°%/L >50x10°%/L
EXTEM-CFT snizen 0 0 0.086
normalan 6 (12.5%) 42 (87.5%)
povisen 4 (33.3%) 8 (66.7%)
INTEM-CFT snizen 0 0 0.108
normalan 3 (9.4%) 29 (90.6)
povisen 7 (25%) 21(75%)
EXTEM-MCF snizen 5 (25%) 15(75%) 0.195
normalan 5 (13.2%) 33 (86.8%)
povisen 0 2 (100%)
INTEM-MCF snizen 7 (28%) 18 (72%) 0.047*
normalan 3 (8.8%) 31 (91.2%)
povisen 0 1 (100%)

Nije uocena znacajna razlika u ucestalostima patoloskih vrednosti ispitivanih parametara
TEM® izmedu bolesnika sa teskom trombocitopenijom i bolesnika sa brojem trombocita
>50x10%L. Kod bolesnika sa brojem trombocita >50x10%/L zabeleZena je visoka ugestalost
patolodkih vrednosti ispitivanih parametara TEM®. Takode, izmedu bolesnika sa teskom
trombocitopenijom i bolesnika sa brojem trombocita >50x10%/L razlika nije bila statisticki
znacajna u pogledu ucestalosti normalnih vrednosti ispitivanih parametara, jer je i visok
procenat bolesnika sa teSkom trombocitopenijom imao parametre TEM® u referentnim
granicama.

Jedina uocena statisti¢ka razlika odnosila se na rezultat koji je pokazao da je znacajno maniji
procenat bolesnika sa normalnim INTEM-MCF imao teSku trombocitopeniju (svega 3/34
bolesnika sa normalnim INTEM-MCEF, tj. 8.8%).
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Uzimajué¢i u obzir cinjenicu da na ispitivane tromboelastometrijske parametre utice i
koncentracija fibrinogena, analizirana je raspodela bolesnika sa teSkom trombocitopenijom
(n=10) u odnosu na referentne vrednosti koncentracije fibrinogena i parametara TEM®
(Tabela 30).

Tabela 30. Raspodela bolesnika sa teSkom trombocitopenijom (n=10) u odnosu na referentne

vrednosti koncentracije fibrinogena i parametara TEM®.

PARAMETRI FIBRINOGEN KOD BOLESNIKA SA TESKOM
TEM® TROMBOCITOPENIJOM [n=10]
SNIZEN NORMALAN POVISEN
EXTEM-CFT snizen
normalan 4 2
povisen 1 3
INTEM-CFT snizen
normalan 2
povisen 5
EXTEM-MCF snizen 4
normalan 3 2
povisen
INTEM-MCF sniZen 1 5
normalan 2
povisen

Istovremeno prisustvo teSke trombocitopenije i hiperfibrinogenemije uoceno je samo kod dva
bolesnika. Oba bolesnika imala su normalne vrednosti parametara CFT i MCF u spoljnjem
putu koagulacije (EXTEM test). MoZe se pretpostaviti postojanje kompenzatorne aktivnosti
hiperfibrinogenemije u odnosu na teSku trombocitopeniju, koja u nekim slu¢ajevima rezultuje
normalnim vrednostima parametara TEM®.

Kod jednog od ova dva bolesnika, izmerene su normalne vrednosti parametara CFT i MCF u
unutarnjem putu koagulacije (INTEM test). U prisustvu hiperfibrinogenemije, kod drugog

bolesnika zabeleZene su patoloske vrednosti parametara TEM®.

Dobijeni rezultati ukazuju da teSka trombocitopenija nema znac¢ajno razli¢it uticaj na pojavu
patoloskih vrednosti parametara TEM® u odnosu na trombocitopeniju definisanu brojem
trombocita >50x10%/L.
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4.6. KORELACIJE GLOBALNIH TESTOVA HEMOSTAZE SA
METABOLICKOM I SINTETSKOM FUNKCIJOM JETRE

Parametri metabolicke i sintetske funkcije jetre u odnosu na Child-Pugh skor prikazani su u
Tabeli 31. Uocen je znacajan porast ukupnog bilirubina sa porastom tezine oStecenja jetre,

kao i znacajano niZze vrednosti parametara sintetske funkcije jetre (albumin i holinesteraza)

kod vecih stadijuma CP skora.

Tabela 31. Parametri metabolicke i sintetske funkcije jetre kod bolesnika sa alkoholnom

cirozom u odnosu na Child-Pugh skor.

Varijable CHILD PUGH SKOR p
(referentni opseg)
A B C
Ukupni bilirubin Medijana (opseg) 19.3 (12.4-26.6) 40.2 (8.6-308) 64.7 (4.4-142.4) 0.001*
(<20.5pmol/L) normalan 3(33.3%) 4 (44.4%) 2 (22.2%) 0.011*
povisen 2 (3.9%) 24 (47.1%) 25 (49%)
Albumin Medijana (opseg) 36 (32-42) 29 (21-36) 23 (11-32) <0.001*
(34-55g/L) snizen 1(1.8%) 27 (49.1%) 27 (49.1%) <0.001*
normalan 4 (80%) 1 (20%) 0
Holinesteraza Medijana (opseg) 4554 (2346-5762) 3068 (734-8697) 2145 (910-6826) 0.003*
(3900-11500U/L) sniZena 1(2.1%) 21 (44.7%) 25 (53.2%) 0.001*
normalna 4 (30.8%) 7 (53.8%) 2 (15.4%)

Vrednosti ukupnog bilirubina, albumina i holinesteraze u odnosu na Child-Pugh skor kod

bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika prikazane su na Grafikonu 20.
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Grafikon 20. Vrednosti (A) bilirubina, (B) albumina i (C) holinesteraze unutar kategorija

Child-Pugh skora kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u poredenju sa zdravim ispitanicima.

Horizontalna linija predstavlja medijanu.
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Obzirom da su parametri ETP pokazali znacajnu razliku u odnosu na kategorije Child-Pugh
skora (Grafikon 5), analizirane su korelacije Cmax i AUC sa ukupnim bilirubinom,
albuminom i holinesterazom. Uocena je umerena korelacija holinesteraze sa Cmax (r=0.348;
p=0.007) i jaka korelacija sa AUC (r=0.610; p<0.001). Albumin je pokazao umerenu
korelaciju (r=0.462; p<0.001) sa AUC, dok je uocena slaba korelacija izmedu ukupnog
bilirubina i AUC (r=-0.281; p=0.031). Medu svim parametrima tromboelastometrije, jedino je
uoc¢ena slaba korelacija (r=0.272; p=0.037) izmedu EXTEM-MCF i holinesteraze.

Sveukupno, parametri ETP su pokazali znacajne korelacije sa parametrima metabolicke i

sintetske funkcije jetre.

4.7. PROCENA AKTIVNOSTI SISTEMA FIBRINOLIZE
STANDARDNIM TESTOVIMA | TROMBOELASTOMETRIJOM

4.7.1. Ispitivanje fibrinolizne aktivnosti standardnim testovima

Prose¢ne vrednosti standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti kod ispitivanih
grupa prikazane su u Tabeli 32.
Vreme lize euglobulina (VLE) kod svih ispitanika imalo je normalnu vrednost (>120 min), te

dalje nije prikazivano.

Tabela 32. Distribucija prose¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti standardnih testova

za procenu fibrinolizne aktivnosti kod ispitivanih grupa.

ALKOHOLNA  HOLESTAZNA ZDRAVA pl p2 p3
CIROZA CIROZA POPULACIJA

Plazminogen 65.8+22.8 96.4+34.1 104.9+12.9 <0.001* <0.001*  0.963
61 (24-112) 100 (45-152) 102 (82-134)

PAI-1 2.61.2 4.1#1.1 3.421.1 <0.001* 0.004*  0.017*
2.6 (0-6.1) 4.1(2.4-6.1) 3.7 (0-5.5)

1P 59.9+17.5 81.7423.8 95.3+9.9 <0.001* <0.001* 0.138
60 (9-107) 84.5 (43-120) 93 (74-116)

D-dimer 4347 1.241.1 0.29+0.13 <0.001* <0.001* <0.001*
2.6 (0.26-24.42) 0.7 (0.28-4.24) 0.24 (0.17-0.61)

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.
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Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom svi ispitivani standardni testovi za procenu fibrinolizne
aktivnosti bili su znac¢ajno razli¢iti u odnosu na kontrolne grupe. I1zmerene prosecne vrednosti
plazminogena, PAI-1 i a,-IP bile su znacajno nize (p<0.001) kod bolesnika sa alkoholnom
cirozom kako u odnosu na obolele od holestazne ciroze tako i u odnosu na zdrave ispitanike.
S druge strane, prose¢ne vrednosti D-dimera bile su znac¢ajno vise (p<0.001) kod bolesnika sa
alkoholnom cirozom u poredenju sa obe kontrolne grupe.

Prose¢ne vrednosti PAI-1 i op-IP nisu se znacajno razlikovale izmedu bolesnika sa
holestaznom cirozom i zdravih ispitanika. Distribucija sniZenih, normalnih i poviSenih
vrednosti ispitivanih standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti kod bolesnika i

zdravih ispitanika prikazana je na Grafikonu 21.
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Grafikon 21. Distribucija snizenih, normalnih i poviSenih vrednosti plazminogena, PAI-1, oy-

IP i D-dimera kod ispitivanih grupa.
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Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom uoceno je znacajno opadanje prosecnih vrednosti
plazminogena i znacajan porast prosecnih vrednosti D-dimera sa povecanjem oStecenja
funkcije jetre (Tabela 33).

Tabela 33. Distribucija prosec¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti standardnih testova
za procenu fibrinolizne aktivnosti kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na
kategorije Child-Pugh skora.

CHILD PUGH SKOR p
A B C
Plazminogen 87.8+£14.0 73.6+20.9 55.1+20.5 0.001*
84 (76-112) 73 (43-112) 49.5 (24-106)
PAI-1 2.910.7 2.5£0.8 2.5+1.5 0.268
3(2-3.7) 2.4 (0-3.7) 2.4 (0.1-6.1)
o,-1P 75.847.1 61.5£15.8 55.4+18.9 0.010
71 (70-84) 63 (28-107) 54 (9-93)
D-dimer 0.79+0.92 3.36+3.11 5.97+5.78 0.002*
0.42 (0.26-2.43) 1.65 (0.33-11.03)  4.24 (0.70-24.42)

* -postoji statisticki znacajna razlika.

4.7.2. Ispitivanje fibrinolizne aktivnosti tromboelastometrijom

Prose¢ne vrednosti maksimalne fibrinolizne aktivnosti izmerene tromboelastometrijom
(parametar ML) kod ispitivanih grupa prikazane su u Tabeli 34.

Tabela 34. Distribucija prosecnih vrednosti, medijana i opsega vrednosti parametra ML u
EXTEM i INTEM testovima kod ispitivanih grupa.

ALKOHOLNA HOLESTAZNA ZDRAVA pl p2 p3
CIROZA CIROZA POPULACIJA

EXTEM 7.9+4.8 6.7+3.2 4.9+2.9 0493  0.002* 0.042%

ML 7 (1-22) 7 (0-13) 5 (0-11)

INTEM 7+4.2 6.4+2.6 5.7+3.2 0756  0.160  0.387

ML 6 (0-20) 6 (0-12) 6 (0-12)

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.
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Procenat lize krvnog ugruska u odnosu na MCF na kraju merenja (parametar ML) u INTEM
testu nije se znacajno razlikovao medu ispitivanim grupama.

U EXTEM testu uocena je statisticki znacajna razlika u prose¢nim vrednostima parametra ML
kako izmedu bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika tako i izmedu bolesnika sa
holestaznom cirozom i zdravih ispitanika.

U Tabeli 35 prikazana je distribucija normalnih i poviSenih vrednosti parametra ML kod

ispitivanih grupa.

Tabela 35. Distribucija normalnih i povisenih vrednosti parametra ML kod ispitivanih grupa.

ALKOHOLNA HOLESTAZNA ZDRAVA pl p2 p3
CIROZA CIROZA POPULACIJA
EXTEM | Normalna 55 (91.7%) 24 (100.0%) 50 (100.0%) 0.147 | 0.038* | 1.000
ML [0-15%)]
PoviSena 5 (8.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
[>15%]
INTEM | Normalna 58 (96.7%) 24 (100.0%) 50 (100.0%) 0.368 | 0.195 | 1.000
ML [0-15%)]
PoviSena 2 (3.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
[>15%]

pl - (alkoholna vs. holestazna); p2 - (alkoholna vs. zdrava); p3 - (holestazna vs. zdrava); *- postoji

statisticki znacajna razlika.

U spoljnjem putu koagulacije, hiperfibrinoliza reprezentovana povisenom vrednoSéu
parametra ML detektovana je kod 5 (8.3%) bolesnika sa alkoholnom cirozom. Kod bolesnika
sa holestaznom cirozom i zdravih ispitanika nije uocena poviSena fibrinolizna aktivnost.
Prisustvo hiperfibrinolize znacajno se razlikovalo izmedu obolelih od alkoholne ciroze i
zdrave populacije. lako je hiperfibrinoliza utvrdena kod 2 (3.3%) bolesnika sa alkoholnom
cirozom u unutarnjem putu koagulacije nije postojala znacajnost razlike medu ispitivanim
grupama.

U Tabeli 36 prikazane su korelacije izmedu prose¢nih vrednosti parametara CT, MCF i ML u
EXTEM i APTEM testovima u svim ispitivanim grupama. Nije uocena statisticki znacajna

razlika ni kod jedne od ispitivanih grupa.
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Tabela 36. Korelacije parametara TEM® odredenih u EXTEM i APTEM testovima kod

bolesnika i zdravih ispitanika.

Alkoholna ciroza p Holestazna ciroza p Zdrava populacija p

EXTEM APTEM EXTEM APTEM EXTEM APTEM

58.2+14.1 57.6+£19.3 0.863  60.3+13.6 60.8+16.9 0.911  55.9+12.9 58.1+16.0 0.468

53(39- 50 (31-112) 57(36-91)  60.5 (35 535(39- 555 (32-116)
5 103) 106) 94)

561489 583162 0354 65500 652184 0882  66.2+4.0 659+38  0.685
L | 57(3376) 575 (33- 67543  67.5(43-79) 66 (56-74) 67 (55-73)
O 181 79
S ) )

7.9+4.8 6.6:47 0133  6.7+32 6.1426 0457  4.942.9 4428 0371
T2 55029 7 (0-13) 6 (0-11) 5 (0-11) 4(0-11)
>

Ispitivana je podgrupa bolesnika (n=20) sa alkoholnom cirozom selektovana na osnovu
vrednosti ML>10% u EXTEM testu. Hipoteticki navedena vrednost ML moZe ukazivati na
tendenciju razvoja hiperfibrinolize. Kod 20 bolesnika sa alkoholnom cirozom kod kojih je
izmerena vrednost ML>10%, analizirano je da li postoji razlika u prosec¢nim vrednostima
parametara CT, MCF i ML u EXTEM i APTEM testovima (Tabela 37).

Tabela 37. Distribucija prosec¢nih vrednosti parametara CT, MCF i ML u EXTEM i APTEM

testovima kod 20 bolesnika sa alkoholnom cirozom i vredno$¢u EXTEM-ML>10%.

EXTEM APTEM p
CT [s] 61.35+17.254  59.20+20.938  0.795
MCF [mm]  54.25+8.771 54.05+8.793 0.943
ML [%] 13.40+3.299 10.40+4.500  0.021*

Vrednosti parametara CT i MCF nisu se znacajno razlikovale u EXTEM i APTEM testovima,

ali su prosecne vrednosti ML bile znac¢ajno nize u APTEM testu u odnosu na vrednosti u

EXTEM testu, Sto ukazuje na postojanje povisene fibrinolizne aktivnosti kod nekih bolesnika.
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Na Grafikonu 22 ilustrovane su promene vrednosti CT, MCF i ML u APTEM testu u odnosu
na vrednosti istih parametara u EXTEM testu kod 20 bolesnika sa vrednoS¢u EXTEM-
ML>10%.
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Grafikon 22. Uporedni prikaz vrednosti parametara CT, MCF i ML u EXTEM i APTEM
testovima kod 20 bolesnika sa vrednoS¢u EXTEM-ML>10%. Horizontlna linija predstavlja

medijanu.

Daljim ispitivanjem utvrdeno je da je fibrinolizna aktivnost inhibirana u APTEM testu
(APTEM-ML<10%) kod 7/20 bolesnika sa vrednostima EXTEM-ML>10%, S$to moze
ukazivati na postojanje hiperfibrinolize kod ovih bolesnika. Distribucija ovih 7 bolesnika u
odnosu na Child-Pugh skor bila je: n[CPsA]=1; n[CPsB]=3; n[CPsC]=3.

Kod preostalih 13/20 bolesnika nije uoéena inhibicija fibrinolizne aktivnosti u APTEM testu,

Sto moze ukazivati na uticaj drugih faktora na vrednost ML.
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4.7.3. Korelacije standardnih testova za procenu fibrinolizne

aktivnosti sa parametrima tromboelastometrije

U Tabeli 38 prikazane su korelacije standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti sa

parametrima tromboelastometrije kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Uoceno je da jedino parametar MCF Kkorelira sa sa standardnim testovima za procenu
fibrinolizne aktivnosti (sa izuzetkom D-dimera) kako u EXTEM tako i u INTEM testu.

Tabela 38. Korelacije standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti sa parametrima

tromboelastometrije kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.

PAI-1 Plazminogen

(IZ_IP

D-dimer

CT

-0.147 (0.272)

0.047 (0.726)

-0.006 (0.964)

0.215 (0.106)

EXTEM

MCF

0.451 (<0.001%)

0.386 (0.003%)

0.360 (0.005*)

-0.113 (0.396)

ML

-0.106 (0.424)

-0.015 (0.912)

-0.243 (0.066)

0.101 (0.447)

CT

-0.145 (0.272)

-0.164 (0.219)

-0.097 (0.470)

-0.145 (0.274)

INTEM

MCF

0.449 (<0.001%)

0.359 (0.006*)

0.364 (0.005%)

-0.083 (0.534)

ML

-0.112 (0.400)

0.027 (0.841)

-0.091 (0.498)

-0.036 (0.784)
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4.7.4. Korelacije broja trombocita i nivoa fibrinogena sa standardnim
testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti i parametrima

tromboelastometrije

U Tabeli 39 prikazane su korelacije broja trombocita i koncentracije fibrinogena sa
standardnim testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti i parametrima tromboelastometrije

kod bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika.

U odnosu na ispitivane standardne testove za procenu fibrinolizne aktivnosti, trombociti nisu
korelirali ni sa jednim od ispitivanih testova kod bolesnika sa alkoholnom cirozom. Nasuprot
trombocitima, pokazano je da koncentracija fibrinogena znacajno pozitivno korelira sa

vrednostima plazminogena, PAI-1 i ay-1P, Sto je pokazatelj uticaja sintetske funkcije jetre.

U odnosu na parametre tromboelastometrije, znacajna pozitivna korelacija utvrdena je izmedu
broja trombocita odnosno koncentracije fibrinogena i maksimalne ¢vrstoce krvnog ugruska
kako u spoljnjem tako i u unutarnjem putu koagulacije.

Povezanost izmedu maksimalne lize krvnog ugruska izmerene u tromboelastometrijskom

testiranju i broja trombocita odnosno koncentracije fibrinogena nije uocena.

Tabela 39. Korelacije broja trombocita i koncentracije fibrinogena sa standardnim testovima
za procenu fibrinolizne aktivnosti i parametarima tromboelastometrije kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika.

Trombociti Fibrinogen Trombociti Fibrinogen

Plazminogen 0.121 (0.361) 0.636 (<0.001*) 0.187 (0.193) 0.377 (0.007*)
PAI-1 0.193 (0.147) 0.530 (<0.001*) 0.235 (0.101) 0.177 (0.219)
a-1P 0.119 (0.373) 0.588 (<0.001*) 0.393 (0.005*) 0.133 (0.358)
D-dimer 0.189 (0.152) -0.168 (0.202) 0.060 (0.683) 0.475 (0.001*)
EXTEM-CT 0.034 (0.798) -0.016 (0.905) 0.116 (0.422) -0.053 (0.716)
EXTEM-MCF 0.641 (<0.001*) 0.565 (<0.001*) 0.542 (<0.001*) 0.494 (<0.001*)
EXTEM-ML 0.034 (0.794) -0.027 (0.836) 0.081 (0.576) 0.201 (0.162)
INTEM-CT -0.401 (0.002*) -0.245 (0.060) -0.127 (0.379) -0.142 (0.324)
INTEM-MCF 0.691 (<0.001*) 0.557 (<0.001*) 0.451 (0.001*) 0.491 (<0.001*)

INTEM-ML -0.034 (0.796) 0.060 (0.650) 0.161 (0.263) 0.194.178)
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4.7.5. Korelacije sintetske i metaboli¢ke funkcije jetre sa standardnim
testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti i parametrima

tromboelastometrije

U Tabeli 40 prikazane su korelacije parametara sintetske i metabolicke funkcije jetre u odnosu
na ispitivane standardne testove za procenu fibrinolizne aktivnosti i maksimalnu lizu krvnog
ugruska izmerenu u tromboelastometrijskom testiranju.

Uoceno je da aktivnost holinesteraze znacajno korelira sa svim ispitivanim standardnim
testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti.

Utvrdena je znacajna korelacija izmedu vrednosti albumina, sa jedne strane, i plazminogena,
ap-1P i D-dimera, sa druge strane.

Bilirubin je korelirao samo sa plazminogenom i ap-IP. Nijedan od ispitivanih parametara
sintetske i metabolicke funkcije jetre nije korelirao sa maksimalnom lizom krvnog ugruska

izmerenom u tromboelastometrijskom testiranju.
Tabela 40. Korelacije parametara sintetske i metaboli¢cke funkcije jetre sa standardnim

testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti i ML kod bolesnika sa alkoholnom cirozom i
zdravih ispitanika.

Holinesteraza  Albumin Bilirubin  Holinesteraza Albumin Bilirubin

Plazminogen 0.467 0.569 -0.434 0.452 (0.079) 0.124 -0.021
(<0.001%) (<0.001*)  (0.001%) (0.389) (0.883)

PAI-1 0.422 (0.001*) 0.204 -0.245 0.138 (0.611) -0.149 0.319
(0.124) (0.064) (0.303) (0.024*)

ap-1P 0.500 0.468 -0.516 0.171 (0.526) -0.016 0.138
(<0.001%*) (<0.001%)  (<0.001*) (0.913) (0.340)

D-dimer -0.443 -0.444 0.106 -0.055 (0.838) 0.314 -0.221
(0.001%) (<0.001*) (0.426) (0.028) (0.128)

EXTEM-ML -0.127 (0.339) -0.124 0.153 0.147 (0.587) 0.214 0.207
(0.343) (0.242) (0.135) (0.148)

INTEM-ML -0.086 (0.516) -0.034 0.170 0.191 (0.478) 0.088 0.095
(0.798) (0.194) (0.541) (0.511)
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4.7.6. Laboratorijske i klini¢ke odlike bolesnika sa hiperfibrinolizom

Hiperfibrinoliza definisana vrednoS¢u EXTEM-ML>15% utvrdena je kod 5 bolesnika sa
alkoholnom cirozom (n[CPsB]=1; n[CPsC]=4). Kod 4/5 bolesnika hiperfibrinoliza je
potvrdena u APTEM testu (n[CPsB]=1; n[CPsC]=3). Kod svih 5 bolesnika sa
hiperfibrinolizom zabelezene su snizene vrednosti plazminogena i ay-IP i poviSene vrednosti

D-dimera, dok su izmerene normalne vrednosti PAI-1.

Na Grafikonu 23 prikazane su vrednosti parametara tromboelastometrije kod 5 bolesnika sa
hiperfibrinolizom definisanom vredno$¢u EXTEM-ML>15%. Hiperfibrinoliza nije potvrdena
u APTEM testu kod bolesnika pod rednim brojem 2, ali su kod istog bolesnika zabelezene

izrazito snizene vrednosti MCF odnosno produzene vrednosti CT u EXTEM testu.

100% - o O @ 9 @
90% ~
80% A

70% -

60% - x/x\*_\*\x
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-0-EXTEM-MCF [mm]
40% | .—__——.—.\‘\. S EXTEM-CT [s]
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30% - -o-APTEM-ML[%]
-WAPTEM-CT [s]
-0-APTEM-MCF [mm]

20% -

10% -

0%

1 2 3 4 5
=@-EXTEM-MCF [mm] 65 33 52 61 48
-2-EXTEM-CT [s] 44 94 61 50 57

I

=% EXTEM-ML [%] 16 22 17 18 17
2-APTEM-ML [%] 14 23 13 12 12
WAPTEM-CT [s] 44 110 67 42 40
--APTEM-MCF [mm] 62 33 52 61 51

Grafikon 23. Uporedni prikaz vrednosti parametara tromboelastometrije kod bolesnika sa

hiperfibrinolizom.
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Na Grafikonu 24 prikazane su vrednosti standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti
kod bolesnika sa hiperfibrinolizom definisanom vrednoS¢u EXTEM-ML>15%. Primeceno je
da je vrednost D-dimera bila najviSa kod bolesnika (bolesnik pod rednim brojem 2) kod kojeg
hiperfibrinoliza nije potvrdena u APTEM testu. PoviSena vrednost D-dimera moze ukazivati

na smanjenu detoksikacionu sposobnost jetre i prisustvo ascitne te¢nosti.

--Plazminogen -®a2-IP 4D dimer

80
70

N

L e ——

Vrednosti ispitivanih parametara

20
10
0 /‘\F S A
1 2 ) 4 )
Plazminogen 68 37 41 43 o6
a2-1P 60 32 99 22 54
D dimer 0.52 7.41 1.39 2.02 0.96

Grafikon 24. Uporedni prikaz vrednosti standardnih testova za procenu fibrinolizne

aktivnosti kod bolesnika sa hiperfibrinolizom.

U Tabeli 41 prikazane su Klinicke odlike bolesnika sa hiperfibrinolizom definisanom
vrednos¢u EXTEM-ML>15%.

Prikazane klinicke odlike se odnose na prisustvo/odsustvo portne hipertenzije/krvarenja iz

variksa i na prisustvo/odsustvo tromboze vene porte.

Bolesnik pod rednim brojem 2 nije ispoljio krvarenje iz variksa, ali je imao ascites. S obzirom
da trombozne komplikacije nisu klinicki manifestovane, moguce je da je ascites doprineo

porastu D-dimera kod ovog bolesnika.
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Tabela 41. Klinicke manifestacije kod bolesnika sa hiperfibrinolizom.

Klini¢ke REDNI BROJ BOLESNIKA SA HIPERFIBRINOLIZOM
manifestacije [CHILD PUGH SKOR]
3[CPsC]

Portha  + o+ 4 -+

hipertenzija

Variksi + + + - +

jednjaka

Variksi Zzeluca - - - - -

Krvarenje iz + - + - +

variksa

Ascites - + - + -

Tromboza - - - - -

vene porte

Ispitivanjem svih bolesnika sa alkoholnom cirozom (n=60) pokazano je da EXTEM-ML ne
korelira sa standardnim testovima za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti (Tabela 38). Kod 5
bolesnika sa hiperfibrinolizom postojala je izuzetno jaka korelacija izmedu vrednosti
EXTEM-ML, sa jedne strane, i vrednosti o,-IP i D-dimera, sa druge strane (Tabela 42).

Tabela 42. Korelacije standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti sa EXTEM-ML

kod 5 bolesnika sa hiperfibrinolizom.

' Plazminogen ' PAI-1 w-1P D-dimer

EXTEM-ML -0.821 (0.089) 0.316 (0.684) -0.975(0.005*) 0.975 (0.005*) \

U saglasnosti sa rezultatima ispitivanja svih bolesnika sa alkoholnom cirozom (Tabela 39), u

ovoj podgrupi bolesnika nisu utvrdene korelacije izmedu vrednosti EXTEM-ML, sa jedne
strane, i broja trombocita (r=-0.526, p=0.362) i koncentracije fibrinogena (r=-0.205, p=0.741),
sa druge strane. U saglasnosti sa rezultatima ispitivanja svih bolesnika sa alkoholnom cirozom
(Tabela 40), parametri sintetske i metabolicke funkcije jetre nisu korelirali sa vredno3c¢u
EXTEM-ML u ovoj podgrupi bolesnika (Tabela 43).

Tabela 43. Korelacije parametara sintetske i metabolic¢ke finkcije jetre sa EXTEM-ML kod 5

bolesnika sa hiperfibrinolizom.

Holinesteraza Albumin Ukupan bilirubin

EXTEM-ML -0.359 (0.553) -0.821(0.089)  0.462 (0.434)

125



4.7.7. Odnos standardnih testova za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti

| parametara tromboelastometrije sa prisustvom ascitesa

U poredenju sa bolesnicima kod kojih nije bilo ascitesa, kod bolesnika koji su imali ascites

zabeleZene su znacajno niZze vrednosti plazminogena, PAI-1, ay-IP i MCF u EXTEM i

INTEM testovima, kao i znacajno povisene vrednosti EXTEM-ML i D-dimera (renalna

insuficijencija, zastoj te¢nosti) (Tabela 44).

Tabela 44. Distribucija prose¢nih vrednosti, medijana i opsega vrednosti standardnih testova

za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti i parametara TEM® u odnosu na prisustvo ascitesa kod

bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Plazminogen

PAI-1

(lz'lP

D-dimer

EXTEM-CT

EXTEM-MCF

EXTEM-ML

INTEM-CT

INTEM-MCF

INTEM-ML

Prisutan
62.4+22.9
52 (24-106)
2.6+1.4
2.6 (0.1-6.1)
57.9+18.3
58 (9-93)
5.645.2
4.0 (0.4-24.4)
59.0+15.4
53 (39-103)
55.9+9.3
58 (33-76)
7.9+4.9
7(2-22)
180.9+22.9
184 (129-235)
53.649.5
54 (31-73)
7.1+4.2
7 (0-20)

ASCITES

Odsutan
93.9+25.9
96 (41-152)
3.3t1.1
3.4 (0.0-6.1)
83.2+20.8
87 (28-120)
1.0+1.6
0.4 (0.2-8.1)
59.0+13.5
56 (36-94)
63.2+8.4
66 (42-76)
6.4+3.4
6 (0-17)
166.3+24.1
161 (127-240)
59.648.1
62 (39-73)
6.5+2.9
6 (0-12)

<0.001*

0.012*

<0.001*

<0.001*

0.518

<0.001*

0.005*

0.163

<0.001*

0.061
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4.7.8. Odnos standardnih testova za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti

| parametara tromboelastometrije sa krvarenjem iz variksa

U poredenju sa bolesnicima koji nisu ispoljili krvarenje, kod bolesnika koji su imali
manifestno krvarenje iz variksa jednjaka i/ili Zeluca zabeleZene su znacajno nize vrednosti
plazminogena, a,-1P i MCF u EXTEM i INTEM testovima, kao i znacajno povisen D-dimer.
Nije uocena znacajna razlika u odnosu na maksimalnu lizu krvnog ugruska izmerenu u

tromboelastometrijskom testiranju izmedu bolesnika sa/bez krvarenja iz variksa (Tabela 45).

Tabela 45. Distribucija prosecnih vrednosti, medijana i opsega vrednosti standardnih testova
za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti i parametara TEM® u odnosu na prisustvo krvarenja iz
variksa kod bolesnika sa alkoholnom cirozom.

KRVARENJE 1Z VARIKSA JEDNJAKA I/ILI ZELUCA p
Prisutno Odsutno
[n=28] [n=32]
Plazminogen 71.1+23.9 87.3+29.5 <0.001*
73 (33-112) 91 (24-152)
PAI-1 2.9+1.2 3.2+1.3 0.141
2.9 (0.6-6.1) 3.4 (0.0-6.1)
a-IP 64.1+16.5 78.1+24.0 <0.001*
61 (24-107) 84.5 (9-120)
D-dimer 4.9+5.6 1.8+2.9 <0.001*
3.3(0.3-24.4) 0.5 (0.2-19.3)
EXTEM-CT 59.8+14.5 58.8+14.0 0.446
57 (42-103) 55 (36-94)
EXTEM-MCF 57.69.1 61.849.3 0.002*
56 (42-76) 65 (33-76)
EXTEM-ML 7.5+4.9 6.7+3.6 0.106
6 (1-17) 6.5 (0-22)
INTEM-CT 182.9+29.0 167.4+22.0 0.128
184 (129-240) 163.5 (127-219)
INTEM-MCF 54.849.4 58.5+8.8 0.005*
54 (39-73) 61 (31-73)
INTEM-ML 5.2+3.5 7.243.2 0.738
5 (0-12) 7 (0-20)
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4.7.7.1./4.7.8.1. U¢estalost ascitesa i krvarenja iz variksa kod bolesnika

suspektnih na prisustvo povisene aktivnosti fibrinoliznog sistema

U podgrupi bolesnika (n=20) sa alkoholnom cirozom selektovanih na osnovu vrednosti
EXTEM-ML>10% kod 7/20 bolesnika utvrdeno je da je fibrinolizna aktivnost inhibirana u
APTEM testu (APTEM-ML<10%), Sto se smatra potvrdom postojanja poviSene aktivnosti

fibrinoliznog sistema.

Ucestalosti ascitesa i krvarenja iz variksa kod bolesnika sa vredno$¢u EXTEM-ML>10%

prikazane su u Tabeli 46.

Utvrdeno je da nije postojala znac¢ajna povezanost izmedu poviSene fibrinolizne aktivnosti sa

pojavom ascitesa i krvarenja iz variksa, jer su se ove komplikacije javljale u velikom procentu

i kod bolesnika bez detektovane/suspektne povisene fibrinolizne aktivnosti.

Tabela 46. Ucestalost ascitesa i krvarenja iz variksa kod bolesnika sa alkoholnom cirozom

suspektnih na prisustvo povisene aktivnosti fibrinoliznog sistema.

Suspektna povisena aktivnost

fibrinoliznog sistema

Prisutna
[n=7]
Ascites nema 1
ima 6
Krvarenje iz variksa nema 2
jednjaka i/ili Zeluca ima 5

Odsutna
[n=13]

4

9
7
6

0.613

0.374
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5. DISKUSIJA

Koagulacija se zasniva na kompleksnim interakcijama izmedu celija i plazmatskih faktora sa
sloZzenim amplifikacionim i inhibicionim povratnim mehanizmima. Termin hemostaza
najbolje opisuje sloZene interakcije u ovom sistemu, naglaSavajuci osetljiv ekvilibrijum
izmedu prokoagulacionih i antikoagulacionih puteva, kao i izmedu fibrinoliznih i
antifibrinoliznih mehanizama®’.

SniZena aktivnost vecine prokoagulacionih faktora i trombocitopenija predstavljaju glavne
poremecaje hemostaze koji odlikuju hroni¢no oboljenje jetre. Zbog toga, smatralo se da je
hroni¢no oboljenje jetre prototip steéene koagulopatije, koja je definisana vredno3céu
INR>1.5""2%27 Qya definicija odrazava centralnu ulogu jetre u hemostazi'®’.

Bolesnici sa hroni¢nim oboljenjem jetre ¢esto imaju patoloSke standardne testove hemostaze i
neretko krvare iz gastrointestinalnog trakta. Poremecaji hemostaze dugo su smatrani vaznim
kofaktorom u nastanku krvarenja. Bogata literatura svedoci o korisnosti testova hemostaze u
predikciji krvarenja i klinickoj evaluaciji hemostatskih lekova primenjenih u prevenciji i
kontroli krvarenja®®. Uobicajena je praksa rutinskog izvodenja standardnih skrining testova
hemostaze (PT, aPTT, TT) kod bolesnika sa hroni¢nim oboljenjem jetre. Ova ustaljena praksa
kreirala je paradigmu na osnovu koje su publikovani klini¢ki vodi¢i sa preporukama
specificnih nivoa laboratorijskih parametara kao ciljeva za korekciju®®. Uprkos nedostatku
dokaza, vrednosti standardnih koagulacionih testova direktno se koriste u predvidanju stepena
rizika krvarenja. Bolesnici sa patoloSkim testovima tretiraju se plazmom i prokoagulacionim
agensima u cilju korekcije vrednosti laboratorijskih testova i prevencije krvarenja prilikom
vréenja biopsije jetre i drugih invazivnih/hirurSkih procedura ili zaustavljanja krvarenja iz
gastrointestinalnog trakta'**. Jedan od razloga zbog kojih je starija literatura konzistentna u
pogledu gledista 0 smanjenom koagulacionom i pove¢anom fibrinoliznom potencijalu kod
ovih bolesnika delimi¢no se moZe objasniti nedovoljnom inkorporirano$¢u antikoagulacionih
i profibrinoliznih puteva u kori¢enim metodologijama™®.

Poslednjih godina ukazano je na postojanje rebalansirane hemostaze u cirozi, koja je
posledica istovremenih poremecaja u prohemostatskim i antihemostatskim procesima.
Rebalansirani sistem hemostaze moze se lako narusiti u pravcu razvoja krvarenja odnosno
tromboze, posebno kada je oboljenje jetre udruzeno sa drugim patologkim stanjima™®"***.
Proces koagulacije se odvija kroz tri preklapajuce faze: inicijacija (na ¢elijama koje izlazu
TF), amplifikacija (aktivacija trombocita i kofaktora obezbeduje uslove za stvaranje velike

koli¢ine trombina) i propagacija (stvaranje velike koli¢ine trombina na povrsini aktiviranih
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trombocita)*®. Standardni testovi hemostaze nisu odgovarajuci za procenu koagulacionog
balansa zato Sto su dizajnirani za parcijalno ispitivanje hemostaze. Standardni testovi ispituju
hemostazu u uzorcima plazme iz kojih su odstranjeni trombociti i druge celije. Ovi testovi ne
kvantifikuju ukupno stvoreni i neutralizovani trombin, ve¢ ispituju samo ranu fazu formiranja
krvnog ugruska. Drugim recima, standardnim testovima meri se samo mala koli¢ina trombina
koja je potrebna za formiranje inicijalnog krvnog ugruska. Konverzija fibrinogena u fibrin
(zgruSavanje plazme) pocinje nakon stvaranja do 5% ukupnog trombina, tako da standardni
testovi ne detektuju preostalih 95% stvorenog trombina odnosno ne ispituju faze amplifikacije
i propagacije koagulacionog procesa. Nadalje, standardni testovi se izvode u odsustvu TM.
Put aPC, glavnog antikoagulacionog mehanizma inhibicije stvaranja trombina in vivo,
nedovoljno se reflektuje ovim testovima zato Sto vremenski interval u toku kojeg se ispituje
koagulacija nije dovoljan za znacajnu aktivaciju PC. S obzirom da nisu senzitivni za
antikoagulacione proteine, standardni testovi ne kvantifikuju balans izmedu prohemostatskih i
antihemostatskih procesa™'8922%:2%8,

Uprkos cinjenici da sve veci broj laboratorijskinh dokaza i Kklinickih iskustava potkrepljuje
koncept rebalansirane hemostaze u cirozi i ukazuje na malu vrednost standardnih testova u
predikciji perioperativnog krvarenja, ispitivanje sistema hemostaze globalnim testovima nije
uvrsteno u rutinsku klinicku praksu. Shodno tome, terapijske odluke se i dalje oslanjaju na
rezultate standardnih testova hemostaze odnosno na preporuke vodica koje se zasnivaju na

ovim rezultatima.

Glavni cilj ove studije bio je analiziranje kompleksnih poremecéaja hemostaze i ukupnog
hemostatskog potencijala koriS¢enjem standardnih i globalnih testova hemostaze, kao i
ispitivanje odnosa ovih testova pri proceni hemostatskog profila bolesnika sa alkoholnom
cirozom. Rezultati testiranja sistema hemostaze bolesnika sa alkoholnom cirozom analizirani
su u odnosu na rezultate dobijene testiranjem bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre i
zdravih osoba. U ovoj studiji analiziran je i odnos hemostatskog potencijala bolesnika sa
alkoholnom cirozom procenjenog globalnim testovima hemostaze sa indeksima oStec¢enja

jetrine funkcije.

5.1. Standardni testovi hemostaze

Kod vecine bolesnika sa alkoholnom cirozom, vrednosti standardnih koagulacionih testova
ukazale su na smanjen hemostatski potencijal odnosno hipokoagulabilnost. ProduZzen PT,
aPTT i TT izmereni su kod 58/60 (96.7%), 53/60 (88.3%) i 29/60 (48.3%) bolesnika. SniZene
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aktivnosti faktora koagulacije detektovane su kod znacajnog procenta bolesnika: Fll (63.3%),
FV (63.3%), FVII (78.3%), FIX (55%), FX (53.3%), FXI (68.3%), FXII (58.3%) i FXIII
(43.3%). U poredenju sa zdravim ispitanicima utvrdena je znacajna razlika prosecnih
vrednosti u odnosu na sve ispitivane testove (p<0.001). Znacajnost razlike u prose¢nim
vrednostima ispitivanih parametara postojala je i izmedu razli¢itih etiologija ciroze. Snizen
broj trombocita utvrden je kod 52/60 (86.7%) bolesnika, pri ¢emu su srednje vrednosti bile
znacajno nize kako u odnosu na zdrave ispitanike tako i u odnosu na bolesnike sa
holestaznom cirozom (p<0.001). MoZe se zakljuciti da je prose¢an broj trombocita sniZzen kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom, dok vecina bolesnika sa holestaznom cirozom ima
normalan broj trombocita, ali znacajno niZzi u odnosu na zdravu populaciju.
Hipofibrinogenemija je utvrdena kod 9/60 (15%) obolelih. S druge strane, vec¢ina bolesnika sa
alkoholnom i holestaznom cirozom imala je normalne i poviSene aktivnosti FVIII i VWF.
Prose¢ne aktivnosti FVIII i vVWF znacajno su se razlikovale izmedu bolesnika i zdravih
ispitanika (p<0.001). PoviSene aktivnosti FVIII i vVWF izmerene su kod 31/60 (51.7%) i 58/60
(96.7%) bolesnika sa alkoholnom cirozom, odnosno kod 20/24 (83.3%) i 16/60 (66.7%)
bolesnika sa holestaznom cirozom.

U odnosu na antikoagulacione puteve, utvrdene su oéekujuée sniZzene vrednosti prirodnih
antikoagulacionih proteina. Snizenu vrednost AT imalo je 50/60 (83.3%) bolesnika sa
alkoholnom cirozom. Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom utvrdena je znacajno niza
prose¢na vrednost AT u odnosu na bolesnike sa holestaznom cirozom i zdrave ispitanike
(52.7+24.7, 88.3£26.7, 99.5+8.8; p<0.001)), dok nije postojala znacajna razlika izmedu
bolesnika sa holestaznom cirozom i zdravih ispitanika. SniZzenu vrednost PC imalo je 48/60
(80%) bolesnika sa alkoholnom cirozom. Prosec¢na vrednost PC bila je zna¢ajno niZa kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom u odnosu na bolesnike sa holestaznom cirozom (47.6+26.4
vs. 89.6+40.4; p<0.001) i zdrave ispitanike (47.6+26.4 vs. 111.6+18.5; p<0.001). Bolesnici sa
holestaznom cirozom imali su znacajno niZe vrednosti PC u odnosu na zdrave osobe
(p=0.004).

Dobijeni rezultati govore u prilog rebalansirane hemostaze u hroni¢cnom oboljenju jetre i u
saglasnosti su sa drugim literaturnim podacima®®"*217,

Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom, sa povecanjem stepena oStecenja jetrine funkcije
(procenjeno Child-Pugh skorom) zabelezeno je, s jedne strane, povecanje prosec¢nih vrednosti
aPTT i PT i, s druge strane, snizenje aktivnosti faktora koagulacije I, 11, V, VII, IX, X, XI, XII
i XI1I. NajviSa prosec¢na aktivnost VWF izmerena je kod bolesnika sa najtezim oStecenjem
jetrine funkcije (CPsC:CPsA:CPsB=401.1+146.5:333.74£119.8:332.5£133.2). Istovremeno,
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najnize prosecne vrednosti antikoagulacionih proteina (AT i PC) izmerene su kod bolesnika u
stadijumu CPsC. Uocen je trend postepenog snizavanja aktivnosti AT i PC sa povecanjem
teZine oboljenja jetre. Nasuprot VWF, najvisa aktivnost FVIII izmerena je kod bolesnika u
stadijumu CPsSA (244.2+147.0), potom CPsC (205.7+100.5) i CPsB (159.6+60.7). Prema
literaturnim podacima, aktivnost FVIII povecava se sa pogorSanjem jetrine funkcije i najvisa

je u CPsC stadijumu (prosecno 20096)%"2%.

5.2. Globalni testovi hemostaze

Uprkos velikom progresu koji je uc¢injen u razumevanju poremecaja hemostaze kod bolesnika
sa oboljenjem jetre, jo§ uvek ima malo literaturnih podataka o primenljivosti globalnih testova
u homogenoj grupi bolesnika sa alkoholnom cirozom. Do sada, nisu vrSena medusobna
poredenja rezultata globalnih testova hemostaze u ovoj kategoriji bolesnika. U ovoj studiji
ispitivan je koagulacioni profil bolesnika sa cirozom i zdravih ispitanika koriS¢enjem testa za
ispitivanje stvaranja trombina i tromboelastometrije. Glavni cilj ispitivanja bio je poredenje
stepena koagulopatije kod bolesnika sa alkoholnom cirozom na osnovu procene
nemodifikovanim testom za ispitivanje stvaranja trombina (ETP) i tromboelastometrijom.
Dodatno, globalni testovi su korelirani sa standardnim koagulacionim testovima. Nadalje,
ispitivana je korelacija rezultata globalnih testova sa klinickim fenotipom bolesnika i
sintetskom i metabolickom funkcijom jetre. Savremeni testovi za merenje stvaranja trombina,
koji se zasnivaju na kompjuterizovanom osmatranju endogenog potencijala za stvaranje
trombina i kontinuiranoj vizualizaciji putem trombograma, ne koriste se kao rutinski testovi.
Tromboelastometrija se koristi u rutinskoj klinickoj praksi za procenu sistema hemostaze u

razli¢itim klinickim situacijama i izvan specijalizovanih hematoloskih laboratorija.

5.2.1. Endogeni potencijal za stvaranje trombina

U ovoj studiji, ETP parametri su ispitivani u uzorcima plazme siromaSne trombocitima
koriséenjem komercijalno dostupnog testa Innovance®. U ETP testu koagulacija se aktivira
rekombinantnim tkivnim faktorom i fosfolipidima u odsustvu trombomodulina.

Sli¢no rezultatima standardnih koagulacionih testova, testom ispitivanja stvaranja trombina
utvrden je hipokoagulabilan hemostatski profil odnosno smanjen potencijal za stvaranje
trombina kod bolesnika sa alkoholnom cirozom. Prolongirana faza inicijacije koagulacionog
procesa reprezentovana vremenom t-lag zabeleZena je kod 36/60 (60%) bolesnika, dok su kod

znacajno veceg procenta bolesnika detektovani snizeni maksimalan kapacitet za stvaranje
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trombina i ukupna koli¢ina stvorenog trombina. Naime, snizene vrednosti Cmax i AUC
utvrdene su kod 55/60 (91%) odnosno 49/60 (81.6%) bolesnika sa alkoholnom cirozom. Sa
povecanjem tezine oboljenja jetre uoceno je postepeno snizenje vrednosti Cmax i AUC, Sto
ukazuje na povecanje stepena hipokoagulabilnosti kod bolesnika sa tezim oStecenjem jetrine
funkcije. Medutim, nije utvrdena znacajna razlika u vrednostima ovih parametara izmedu
bolesnika koji su pripadali kategorijama CPsA i CPsB.

U poredenju sa zdravim ispitanicima bolesnici sa alkoholnom cirozom imali su, s jedne
strane, znacajno viSe vrednosti t-lag (30.1+10.8s vs. 25.6+14.2s, p<0.001) i, s druge strane,
znacajno nize vrednosti Cmax (68.3+28.2% vs. 112.0£20.9%, p<0.001) i AUC (67.9+£16.4%
vs. 98.3+10.9%, p<0.001). Ova opservacija nije u saglasnosti sa savremenim navodima u
literaturi?" 22929301302 “noguce objasnjenje za utvrdeno smanjeno stvaranje trombina kod
naSih bolesnika u odnosu na zdravu kontrolu je odsustvo trombomodulina u ETP testu.
Tripodi i sar.?*® su pokazali da dodatkom trombomodulina u testiranju rezultati ispitivanja
ukazuju da bolesnici i zdravi ispitanici stvaraju komparabilnu koli¢inu trombina. U ovim
eksperimentalnim uslovima PC je u potpunosti aktiviran i koagulacija je rebalansirana zbog
istovremenog smanjenja prokoagulacionih i antikoagulacionih proteina.

U studiji koja je ispitivala heterogenu grupu bolesnika sa razli¢itim uzrocima ciroze, Gatt i
sar.3 izveli su iste zakljucke u odnosu na potencijal za stvaranje trombina kod obolelih i
zdravih ispitanika. Nasuprot Tripodi i sar.®®®, Gatt i sar.®® su wvrdili ispitivanje
nemodifikovanim testom za stvaranje trombina (bez trombomodulina) i utvrdili da samo 8.2%
bolesnika ima sniZzene nivoe ETP parametara, $to je znacajno manje u poredenju sa
rezultatima dobijenim u ovoj studiji. Moguce objadnjenje za utvrden ne-afektovan potencijal
za stvaranje trombina kod vecine bolesnika ispitivanih u studiji Gatt i sar.> je razlika u
metodologiji i selekciji bolesnika u odnosu na ovu studiju. Naime, Gatt i sar.** su ispitivali
heterogenu grupu bolesnika bez dodatnog ispitivanja mogucih razlika u koagulacionom
kapacitetu medu podgrupama bolesnika sa razli¢itim etiologijama ciroze. Zbog poznatog
kompleksnog uticaja razlicitih patoloSkih stanja na sistem hemostaze, u ovoj studiji nisu
ispitivani bolesnici sa cirozom drugih etiologija, kao ni bolesnici sa malignim oboljenjem
(hiperkoagulabilno stanje je odlika holestazne ciroze i malignog oboljenja jetre).

Sta vise, modifikovanim testom za stvaranje trombina sa dodatkom nefizioloskog aktivatora

L su utvrdili

PC (Protac-komercijalno dostupan ekstrakt zmijskog otrova) Gatt i sar.*
prokoagulacioni profil u plazmi bolesnika sa cirozom, odnosno znacajno viSe vrednosti
ukupnog trombina kod bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike. U skladu sa dobijenim

rezultatima, autori su definisali heperkoagulabilan profil koagulopatije udruzene sa cirozom.

133



U studiji koja je ispitivala heterogenu grupu bolesnika sa cirozom razli¢itih etiologija,
Kleinegris i sar.* su ispitivali koagulacioni status merenjem stvorenog trombina bez dodatka
trombomodulina u kori$¢enom testu. Kleinegris i sar.** su utvrdili protrombozno stanje u
plazmi bolesnika, §to nije u saglasnosti sa zapazanjem Tripodi i sar.??>. Ovi suprostavljeni
rezultati su objasnjeni delovanjem razlic¢itih koncentracija fosfolipida, koje su koriS¢ene u
testovima za merenje stvorenog trombina (4puM naspram 0.5uM). U ovoj studiji, znac¢ajno
veci broj bolesnika je imao teSko oStecenje jetrine funkcije u poredenju sa bolesnicima koji su
ispitivani u studiji Kleinegris i sar.3%. Naime, u ovoj studiji 28 bolesnika je klasifikovano u
CPsB i 27 bolesnika u CPsC klinicke kategorije. U studiji Kleinegris i sar.*® ve¢ina bolesnika
(n=52) je imala kompenzovanu bolest, 15 bolesnika je klasifikovano u CPsB i samo 6
bolesnika u CPsC kategorije.

2 su zapazili da je redukcija stvaranja trombina dodatkom

Nadalje, Kleinegris i sar.®
trombomodulina oslabljena kod bolesnika sa tezim stadijumom oboljenja jetre, Sto doprinosi
hiperkoagulabilnosti kod ovih bolesnika. U nedostatku specificnog razloga kao objasnjenja za
poviseno stvaranje trombina u cirozi, potencijal za hiperkoagulabilnost (prokoagulacioni
disbalans) protumacen je postojanjem parcijalne rezistencije na aktivator PC (rezistencija na
in vitro antikoagulaciono delovanje trombomodulina) u skladu sa znacajno snizenom
aktivnoscu PC kod ciroticara®®201302,

Uz to, poviSena aktivnost FVIII moZe uzrokovati rezistenciju aktiviranog PC. PoviSena
aktivnost FVIII (prokoagulacioni put) u kombinaciji sa snizenom aktivnos¢u PC

(antikoagulacioni put) tipi¢no odlikuju cirozu®®

. Dodatno, ukazano je da se stepen
rezistencije na trombomodulin ili Protac povecava sa povecanjem teZine oStecenja jetrine
funkcije i da je u direktnoj korelaciji sa aktivnos¢u FVIII odnosno u inverznoj korelaciji sa
aktivnos¢u PC. Uporedo sa pogorSanjem jetrine funkcije povecava se aktivnost FVIII. U
najtezoj formi ciroze (CPsC), srednja aktivnost FVIII iznosi 200%. Istovremeno, sniZenje
aktivnosti PC dostiZe srednju vrednost od 40% u istoj kategoriji bolesnika. U skladu sa tim,
odnos FVIII:PC preporucen je kao indeks prokoagulacionog disbalansa®t’?%. Takode,
ukazano je da snizena aktivnost FV (aktiviran FV deluje kao kofaktor aktiviranom PC u
inaktivaciji FV111) moZe predstavljati razlog za rezistenciju na aktivator PC3*. Medutim, jo$
uvek nije pokazano da in vitro utvrdena hiperkoagulabilnost odrazava stanje koagulabilnosti
in vivo?®.

U ovoj studiji, hiperkoagulabilnost reprezentovana povisenom vrednoS¢u maksimalnog
kapaciteta za stvaranje trombina (Cmax) utvrdena je samo kod dva bolesnika sa teSkom

formom ciroze (CPsC). Klini¢ki, kod ovih bolesnika nije dijagnostikovana tromboza vene
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porte i druge trombozne komplikacije. S druge strane, kod nijednog bolesnika sa
dijagnostikovanom trombozom vene porte (n=8) nije utvrden poviSen endogeni potencijal za

stvaranje trombina.

5.2.2. Tromboelastometrija
Ispitivanjem sistema hemostaze metodom tromboelastometrije, u ovoj studiji je pokazano da
bolesnici sa alkoholnom cirozom prosec¢no imaju nizi hemostatski potencijal u odnosu na
zdrave ispitanike, Sto je reprezentovano znacajno visim vrednostima CFT odnosno nizim
vrednostima MCF (p<0.001). Za razliku od standardnih testova i ETP, ispitivanjem na
individualnom nivou normalan hemostatski potencijal utvrden je kod vise od polovine
bolesnika sa alkoholnom cirozom. Kod vecine ostalih bolesnika ispitivanje je ukazalo na
hipokoagulabilan hemostatski profil (produzen CFT kod 12/60 i 28/60 odnosno shizen MCF
kod 20/60 i 25/60 bolesnika u EXTEM i INTEM testovima).
Sa povecanjem teZzine oboljenja jetre povecavala se ucestalost hipokoagulabilnosti.
Procenjeno na osnovu vrednosti MCF u EXTEM testu (marker za sniZzen hemostatski
potencijal), hipokoagulabilnost je bila najzastupljenija kod bolesnika sa najtezim stepenom
oStecenja jetrine funkcije [CPsC 11/20 (55%)], potom kod bolesnhika sa umereno teSkom
cirozom [CPsB7/20 (35%)], dok su dva hipokoagulabilna bolesnika imala kompenzovanu
bolest (CPsA). U INTEM testu dobijeni su sli¢ni rezultati (CPsA, 2/25-8%; CPsB, 9/25-36%);
CPsC, 14/25-56%). Hiperkoagulabilnost u spoljnjem odnosno unutarnjem putu koagulacije
utvrdena je kod dva odnosno jednog bolesnika sa umereno teSkom cirozom (CPsB).
Moguce objaSnjenje za vecu ucéestalost hipokoagulabilnosti u unutarnjem u odnosu na spoljnji
put koagulacije je delovanje cirkuliSu¢ih endogenih heparinoida, ¢iji je uticaj na koagulacioni
balans blokiran inhibitorom heparina u EXTEM testu. Pretpostavljeno je da endogeni
heparinoidi doprinose poremecaju hemostaze kod onih ciroti¢ara kod kojih bolest komplikuju
portna hipertenzija, disfunkcija endotela i bakterijska infekcija'®®.
U ovoj studiji utvrdena je dobra korelacija broja trombocita i koncentracije fibrinogena sa
vremenom potrebnim za formiranje krvnog ugruska i sa maksimalnom ¢évrstocom krvnog
ugruska (CFT i MCF; p<0.001). Obzirom da se srednja vrednost koncentracije fibrinogena
nije znacajno razlikovala izmedu bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika, ovi
nalazi ukazuju na Kklju¢nu ulogu trombocita u determinisanju ¢vrstoce krvnog ugruska.
Drugim rec¢ima, faktori koagulacije su od manjeg znacaja u odnosu na trombocite u

formiranju krvnog ugruska kod bolesnika sa alkoholnom cirozom. Rezultati dobijeni u ovoj

135



studiji u saglasnosti su sa rezultatima Tripodi i sar.>®, koji su metodom tromboelastometrije
ispitivali koagulopatiju kod 51 bolesnika sa stabilnom cirozom. Rezultati obe studije
potkrepljuju glediste prema kojem bolesnici sa stabilnom cirozom stvaraju normalnu koli¢inu
trombina u prisustvu dovoljnog broja trombocita. Kod bolesnika sa cirozom, pokazano je da
broj trombocita oko 60x10%L u plazmi bogatoj trombocitima obezbeduje formiranje
trombina, koje je ekvivalentno koli¢ini stvorenog trombina na nivou donjeg limita normalnog
opsega kod zdravih osoba®*.

U ovoj studiji ispitivana je razlika u vremenu formiranja i ¢vrstoc¢i krvnog ugruska izmedu
bolesnika sa teskom trombocitopenijom, koja je definisana brojem trombocita <50x10%/L, i
bolesnika sa brojem trombocita >50x10%L. S jedne strane, visok procenat bolesnika sa
brojem trombocita >50x10%L imao je sniZene vrednosti parametra MCF i, s druge strane,
nisu svi bolesnici sa teSkom trombocitopenijom imali afektovano vreme formiranja krvnog
ugruska. Od 20 bolesnika sa snizenim EXTEM-MCF, 15 (75%) bolesnika imalo je broj
trombocita >50x10%/L, a samo kod 5 (25%) bolesnika utvrdena je teska trombocitopenija.
Drugim rec¢ima, definisanje teSke trombocitopenije u odnosu na cut-off broja trombocita
<50x10%L ne daje korisnu klinicku informaciju o funkcionalnom potencijalu za stvaranje
krvnog ugruska. Ovi nalazi ukazuju na ulogu aktivnosti i interakcija faktora koagulacije i
drugih proteina u sloZenim procesima hemostaze i posledicni uticaj na rezultate globalnih

testova hemostaze.

5.3. Odnos globalnih i standardnih testova pri proceni hemostatskog
profila bolesnika sa alkoholnom cirozom

Proces zgruSavanja se podudara sa prelaskom faze inicijacije u faze amplifikacije i
propagacije koagulacione reakcije. Koagulacione faze su medusobno isprepletene, a koli¢ina
stvorenog trombina determiniSe efektivnost koagulacije. Struktura i stabilnost fibrinskog
ugruska odrazavaju efektivnost koagulacionog procesa. Obzirom da se koli¢ina trombina
konstantno menja u toku procesa formiranja krvnog ugruska, kona¢na struktura fibrinskog
hemostatskog ugruska je kompleksna funkcija modela stvaranja trombina>*.

U ovoj studiji ispitivan je uticaj maksimalne koncentracije trombina stvorene u toku procesa
koagulacije i ukupne koli¢ine stvorenog trombina (mereno ETP testom) na strukturu i
stabilnost definitivnog hemostatskog ugruska (mereno tromboelastometrijom). Utvrdene su

znacajne korelacije kako za Cmax tako i za AUC sa MCF pri ¢emu su najjace korelacije
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zabelezene za EXTEM-MCEF (r=0.683 i r=0.608; p<0.001). Rezultati dobijeni u ovoj studiji
ukazuju da je maksimalna koncentracija formiranog trombina glavna determinanta stabilnosti
i ¢vrstoce definitivnog hemostatskog ugruska u spoljnjem putu koagulacije. Ovaj zakljucak je
izveden na osnovu zapazene bolje korelacije Cmax sa MCF u odnosu na AUC kako kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom tako i kod zdravih ispitanika.

Ispitivanjem odnosa izmedu aktivnosti faktora koagulacije i globalnih testova, za vecinu
koagulacionih proteaza zabeleZene su bolje korelacije sa ETP parametrima u odnosu na MCF.
Kod bolesnika sa alkoholnom cirozom, Cmax je najjace korelirao sa FXII (r=0.595; p<0.001),
FXI1 (r=0.587; p<0.001) i FVII (r=0.438; p=0.001), dok je korelacija sa trombocitima bila
slaba (r=0.349; p=0.007). Ovi nalazi mogu ukazivati na pretpostavljenu ulogu reakcije
kontaktne aktivacije u povecanju stvaranja trombina®®, kao i na ulogu FXI kao booster
mehanizma (pojacivag) za stvaranje trombina u prokoagulacionim odgovorima®. U skladu sa
pretpostavljenim rezultatom, protrombin (FII) je bio najznacajniji prediktor ukupne koli¢ine
stvorenog trombina (r=0.822; p<0.001), a potom FV (r= 0.692; p<0.001) i FX (r=0.665;
p<0.001). U odnosu na Cmax, zabeleZena je bolja korelacija AUC sa trombocitima (r=0.644;
p<0.001 vs. 0.349; p=0.007) i slabija sa fibrinogenom (r=0.356; p<0.001 vs. r=0.406;
p=0.001).

Mada su trombociti od klju¢nog znacaja za formiranje primarnog hemostatskog ugruska,
stabilan definitivan trombocitno-fibrinski ugrusak ne moze se formirati bez adekvatnog nivoa
faktora koagulacije. Sirok opseg aktivnosti faktora koagulacije je kompatibilan sa normalnom
hemostatskom funkcijom, ali i u prisustvu normalnih nivoa faktora koagulacije varijacije u
aktivnosti proteaza mogu uticati na brzinu i opseg stvaranja trombina. Efekat faktora
koagulacije na stvaranje trombina je kompleksan. Varijacije u aktivnosti faktora koagulacije
koji uc¢estvuju u formiranju kompleksa tenaza (FVIII, FIX i FXI) primarno uti¢u na brzinu i
maksimalnu koncentraciju stvorenog trombina, ali imaju mali uticaj na ukupnu koli¢inu
produkovanog trombina®®. U eksperimentalnom sistemu ¢éelijskog modela koagulacije
pokazano je da sniZena aktivnost faktora koagulacije VIII, IX i XI <50% rezultuje u
umerenom smanjenju stvaranja trombina, dok snizena aktivnost <10-20% ima za posledicu

dramaticno smanjenje stvaranja trombina>"’

. Varijacije u aktivnosti FX imaju mali uticaj na
stvaranje trombina, ukoliko deficit FX nije kombinovan sa deficitom drugih faktora
koagulacije. Trombogram pokazuje odsustvo stvaranja trombina u sluc¢aju nedostatka FX.
Stvaranje trombina je smanjeno u prisustvu aktivnosti FX u opsegu 1-5%. Aktivnost FX>10%
normalizuje parametre trombograma. Varijacije u aktivnosti FV pokazuju minimalan efekat

na sve parametre trombograma kod osoba sa normalnim brojem/funkcijom trombocita.
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Zahvaljuju¢i prisustvu FV u trombocitima, neutraliSe se efekat snizenog plazmatskog
FV3%397 Uticaj aktivnosti protrombina na stvaranje trombina znacajno se razlikuje u odnosu
na druge faktore koagulacije. Brzina stvaranja, maksimalna aktivnost i ukupna koli¢ina
produkovanog trombina linearno su proporcionalni aktivnosti protrombina®®. Brzina
stvaranja i maksimalna aktivnost trombina koja se postize tokom formiranja krvnog ugruska
znagajno uti¢u na strukturu i stabilnost definitivnog fibrinskog ugruska®®. To znaci da svaka
varijacija u funkcionalnoj aktivnosti protrombina moZe uticati na hemostatsku efikasnost

definitivnog krvnog ugruska®’

.S druge strane, suprafizioloSka aktivnost protrombina
uzrokuje povecanje brzine stvaranja i ukupne koli¢ine produkovanog trombina. Pokazano je
da poviSena aktivnost protrombina korelira sa povecanim rizikom za razvoj arterijskih i
venskih tromboza®®. Snizena aktivnost protrombina je parametar koji najpreciznije ukazuje
na efikasnost antikoagulacije kumadinom®®.

Razlike u korelacijama ispitivanih globalnih testova sa standardnim testovima hemostaze koje
su opisane u ovoj studiji naglaSavaju ¢injenicu da su ETP i tromboelastometrija razlicite
metode koje odlikuju drugaciji principi merenja. ETP i trombolestometrija odreduju razli¢ita
fizicka svojstva krvnog ugruska u nejednakim uslovima (centrifugirana plazma odnosno cela
krv). ETP meri in vitro kapacitet plazme za produkciju trombina. Tromboelastometrija
predstavlja viskoelasticnu metodu koja omoguc¢ava odmeravanje interaktivnog dinami¢nog
procesa hemostaze u celoj krvi blisko odigravanju u in vivo uslovima. Tromboelastometrija
ispituje sveobuhvatno formiranje krvnog ugruSka uzimajuc¢i u razmatranje vecinu aspekata
procesa hemostaze, kao $to su krvne c¢elije (posebno trombociti), faktori koagulacije i
inhibitori i proces fibrinolize. Zahvaljuju¢i navedenim svojstvima tromboelastometrija
odraZzava ukupan elasticitet definitivhog hemostatskog ugruska. Tromboelastometrija zavisi
od stvaranja trombina i meri njegov efekat na formiranje krvnog ugrugka®’®%28,

Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na prednost tromboelastometrije u odnosu na ETP,
koja se ogleda u obezbedivanju dodatne informacije o maksimalnoj ¢évrstoc¢i i stabilnosti
krvnog ugruska. Ova prednost tromboelastometrije u odnosu na ETP omogucava klinicku

primenljivost metode kao funkcionalnog testa.
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5.4. Odnos hemostatskog potencijala bolesnika sa alkoholnom cirozom
procenjenog globalnim testovima hemostaze sa indeksima oSte¢enja

jetrine funkcije

U ovoj studiji procenjivana je metabolicka i sintetska funkcija jetre u odnosu na stepen tezine
ciroze i vrseno je ispitivanje korelacija biohemijske funkcije jetre sa globalnim testovima. Sa
povecanjem teZine oboljenja jetre zabeleZzeno je povecanje ukupnog bilirubina i sniZenje
nivoa/aktivnosti albumina i holinesteraze. Nasuprot zapazanju Tripodi i sar.*®, u ovoj studiji
nije utvrdena korelacija tromboelastometrijskih parametara CFT i MCF sa tezinom oboljenja
jetre. U studiji Tripodi i sar.’®®, CFT, MCF i PT-INR znacajno su korelirali sa Child-Pugh i
MELD (Model for End-Stage Liver Disease ) skorom. Autori su postulirali MCF kao dobar
indeks teZine ciroze, koji je uporediv sa PT. U sadaSnjoj praksi, PT je sastavni deo MELD
skora koji predstavlja osnovu za sastavljanje liste bolesnika sa prioritetom za transplantaciju
jetre®™. U tom pogledu valjanost PT dovedena je u pitanje na temelju nepouzdanosti odnosno
neuporedivih rezultata dobijenih u razlicitim laboratorijama u kojima je PT odredivan
drugacijim mernim sistemima. Ukazano je na neophodnost zamene PT, kao parametra za
definisanje indeksa preZivljavanja, odgovaraju¢im pouzdanijim testom®?. To potkrepljuje
ranije stavove prema kojima su rezultati PT izrazeni kao INR validni za pracenje oralne
antikoagulacione terapije antagonistima vitamina K, ali ne i za procenu hemostatskog
potencijala bolesnika sa hroni¢nim oboljenjem jetre®*3%,

Obzirom da su se kod nasih ispitanika ETP parametri znacajno razlikovali medu bolesnicima
u razlic¢itim CPs kategorijama, analizirane su korelacije parametara Cmax i AUC sa
aktivnoS¢u holinesteraze i nivoima ukupnog bilirubina i aloumina. ETP parametri su korelirali
sa svim ispitivanim biohemijskim varijablama. Bolje korelacije su zabeleZene za parametar
AUC u odnosu na parametar Cmax. Aktivnost holinesteraze je korelirala sa oba ispitivana
parametra, dok su za nivoe albumina i bilirubina zabelezene korelacije samo sa AUC
(r=0.462; p<0.001 i r=-0.281; p=0.031). Medu ispitivanim biohemijskim parametrima, najjaca
korelacija (r=0.610; p<0.001) je dobijena za aktivnost holinesteraze u odnosu na AUC.
Saglasno korelacijama TEM® parametara sa stepenom teZine ciroze, nisu utvrdene korelacije
parametara CFT i MCF sa nivoima albumina i ukupnog bilirubina. Zabelezena je slaba
korelacija (r=0.272; p=0.037) izmedu aktivnosti holinesteraze i EXTEM-MCF.

Na osnovu zabelezenog odnosa izmedu ETP parametara i sintetske funkcije jetre, odnosno

stepena tezine ciroze, u ovoj studiji postavljena je hipoteza o mogucoj primenljivosti ETP
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testa kao potencijalnog indikatora tezine ciroze. Pri postavljanju navedene hipoteze uzeta je u
obzir ¢injenica da parametri Cmax i AUC reprezentuju faze koagulacionog procesa koje se
odvijaju nakon krajnje opservacione tacke standardnih testova. Literaturni podaci o slicnom

ispitivanju kod ciroti¢ara nedostaju.

5.5. Poredenje hemostatskog profila izmedu bolesnika sa alkoholnom i

holestaznom cirozom

U ovoj studiji vrSeno je poredenje hemostatskog profila medu bolesnicima sa alkoholnom i
holestaznom cirozom. Utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike medu etiologijama ciroze kako
u pogledu standardnih tako i u pogledu globalnih testova. Kod bolesnika sa PBC i PSC
utvrdene su znacajno vise srednje vrednosti aktivnosti vecine faktora koagulacije (FI, FII, FV,
FVII, FIX, FX, FXI, FXII, FXIII) sa posledi¢no nizim vrednostima aPTT, PT i TT u odnosu
na bolesnike sa alkoholnom cirozom [p<0.001 za sve ispitivane parametre sa izuzetkom
fibrinogena (p=0.021) i TT (p=0.010)]. Aktivnost FVI1II nije se znacajno razlikovala izmedu
etiologija ciroze, dok je zabelezena znacajno visa srednja aktivnost VWF kod bolesnika sa
alkoholnom cirozom (p=0.003). U grupi bolesnika sa holestaznom cirozom antikoagulacioni
proteini AT i PC pokazali su bolju ocuvanost, a zabeleZene su i viSe srednje vrednosti broja
trombocita (p<0.001). Holestaznu cirozu predominantno je odlikovala normalna maksimalna
¢vrstoca hemostatskog ugruska u osnovnim testovima tromboelastometrije (66.7% i 79.2%),
koja se nije znacajno razlikovala u poredenju sa zdravim ispitanicima, ali je bila znacajno visa
u odnosu na bolesnike sa alkoholnom cirozom (p<0.001). U testu ispitivanja stvaranja
trombina, bolesnici sa holestaznim oboljenjem jetre imali su znacajno viSe vrednosti
maksimalne koncentracije i ukupne koli¢ine stvorenog trombina u poredenju sa bolesnicima
sa alkoholnom cirozom (p<0.001).

Ranije je ukazano da je hemostaza drugacije afektovana u holestaznom u odnosu na ne-
holestazno oboljenje jetre. U poredenju sa cirozama druge etiologije, pokazano je da u
odmaklom stadijumu bolesti PBC i PSC imaju ocuvaniju hemostazu koju odlikuje visa
aktivnost faktora koagulacije, nizi stepen hiperfibrinolize i stabilan broj trombocita.
Hemostazni profil kod bolesnika sa PBC i PSC ukazuje na relativnu ocuvanost sintetske
funkcije jetre. Uocene su klinicki znacajne razlike u pogledu sklonosti krvarenju,
prezivljavanju nakon krvarenja iz variksa jednjaka i potrebi za transfundovanjem u toku
transplantacije jetre kod bolesnika sa hroni¢nim holestaznim oboljenjem jetre u odnosu na

315-8

bolesnike sa alkoholnom cirozom i cirozom drugih etiologija®>™. Ispitivanjem sistema
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hemostaze tromboelastografijom zapazeno je da PBC i PSC odlikuje hiperkoagulabilan

hemostazni profil za razliku od parenhimnog oboljenja jetre®

. Verovatno je da u
holestaznom oboljenju autoimunski mehanizam indukuje hroni¢no inflamaciono stanje, Sto
uzrokuje povecanu stimulaciju jetre delovanjem proinflamacionih citokina i povecéanje nivoa
proteina akutne faze zapaljenskog odgovora®"’.

U holestaznom oboljenju jetre, znacajna sistemska inflamaciona aktivnost doprinosi
hiperfibrinogenemiji i aktivaciji trombocita®"*?°. U ovoj studiji, najvisa prosecna aktivnost
fibrinogena izmerena je kod bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre i znacajno se
razlikovala kako u odnosu na bolesnike sa alkoholnom cirozom (p<0.05) tako i odnosu na
zdrave ispitanike (p<0.05). PoviSena koncentracija fibrinogena izmerena je kod 45.8%
bolesnika sa holestaznom odnosno 16.7% bolesnika sa alkoholnom cirozom. U holestaznom
oboljenju jetre, hiperkoagulabilnost se primarno objaSnjava hiperaktivacijom trombocita,
uprkos njihovom umereno snizenom broju, to nije odlika alkoholne ciroze®®. U ovoj studiji,
prosecan broj trombocita u holestaznom oboljenju jetre iznosio je 188.5+74.1 x10%/L (84-

346), a u alkoholnoj cirozi 103.2+61.2 x10%/L (31-315); p<0.001.

5.6. Poredenje standardnih testova za procenu statusa fibrinogena sa
maksimalnom ¢vrstoéom fibrinskog ugruska u FIBTEM testu

U ovoj studiji**! vréeno je komparativno ispitivanje maksimalne &vrstoée fibrinskog ugruska
u tromboelastometrijskom FIBTEM testu i standardnih testova za procenjivanje statusa
fibrinogena (metoda po Clauss-u i TT). Status fibrinogena ispitivan je i u odnosu na tezinu
alkoholne i holestazne ciroze. Potencijalna primenljivost maksimalne ¢vrstoce krvnog
ugruska u FIBTEM testu za odredivanje kvalitativnih poremecaja fibrinogena bila je u
srediStu ispitivanja, s obzirom da, do sada, nisu vrSena sli¢na ispitivanja u cirozi.

Metodom po Clauss-u, sniZzena koncentracija fibrinogena izmerena je kod 9/60 (15%)
bolesnika sa alkoholnom i 2/24 (8.3%) bolesnika sa holestaznom cirozom. Nije postojala
znacajna razlika u srednjim vrednostima fibrinogena izmedu bolesnika sa alkoholnom
cirozom i zdravih ispitanika. Najveca ucestalost produzenog TT zabelezena je u alkoholnoj
cirozi [29/60 (48.3%)] i znacajno se razlikovala u odnosu na zdrave ispitanike (p<0.001) i
bolesnike sa holestaznom cirozom [5/24 (20.8%), p=0.010], dok nije uocena razlika izmedu
bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre i zdravih ispitanika. S druge strane, snizena
vrednost FIBTEM-MCF detektovana je kod 13/60 (21.7%) bolesnika sa alkoholnom cirozom
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i 3/24 (12.5%) bolesnika sa holestaznim oboljenjem jetre. Analogno fibrinogenu, nije
utvrdena razlika u srednjim vrednostima FIBTEM-MCF izmedu bolesnika sa alkoholnom
cirozom i zdravih ispitanika.

Sa povecanjem tezine ciroze, utvrdeno je snizenje koncentracije fibrinogena i vrednosti
FIBTEM-MCF, uz istovremenu prolongaciju TT. NajniZze vrednosti fibrinogena odnosno
najvise vrednosti TT izmerene su kod bolesnika koji su pripadali CPsC kategoriji (p=0.002).
Poredenjem srednjih vrednosti koncentracije fibrinogena i TT u kategorijama CPsA i CPsC
utvrdena je statisticki znacajna razlika, $to ukazuje da teZina ciroze obrnuto korelira sa
koncentracijom fibrinogena i direktno sa vrednostima TT. Uprkos tendenciji postepenog
sniZzavanja vrednosti FIBTEM-MCF sa povecanjem stepena teZine ciroze, nije utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu CPs kategorija. Medutim, prevalenca snizene vrednosti
FIBTEM-MCF (<9mm) bila je zna¢ajno veca u uznapredovaloj bolesti (p=0.027). Od ukupno
16 bolesnika sa snizenim FIBTEM-MCF (alkoholna i holestazna ciroza), 10 (62.5%)
pripadalo je CPsC kategoriji. S druge strane, prevalenca povisene vrednosti FIBTEM-MCF
bila je najveca u CPsA kategoriji (7/15, 46.7%), kojoj su pretezno pripadali bolesnici sa
holestaznom cirozom. Saglasno najvisoj prose¢noj koncentraciji fibrinogena kod bolesnika sa
holestaznom cirozom, srednja vrednost FIBTEM-MCF u ovoj grupi bolesnika bila je zna¢ajno
viSa u poredenju sa bolesnicima sa alkoholnom cirozom (p=0.031) i zdravim ispitanicima
(p=0.033).

U ovoj studiji***, koncentracija fibrinogena izmerena metodom po Clauss-u znagajno je
korelirala sa FIBTEM-MCF u svim ispitivanim grupama (r=0.774, r=0.802, r=0.592;
p<0.001), pri ¢emu je najbolja korelacija uocena kod bolesnika sa holestaznim oboljenjem
jetre. U svim stadijumima ciroze zabelezZena je korelacija izmedu koncentracije fibrinogena i
FIBTEM-MCEF. Ovi rezultati mogu ukazivati na pouzdanost FIBTEM-MCF kao markera za
odredivanje sadrZaja fibrinogena u krvi odnosno na njegovu komparabilnost sa metodom po
Clauss-u u pogledu kvantifikacije fibrinogena.

S druge strane, pokazano je da kod bolesnika koncentracija fibrinogena slabo korelirasa TT i
to samo kod onih sa najtezim stadijumom alkoholne ciroze. Podudarno, samo kod bolesnika u
CPsC kategoriji alkoholne ciroze zabeleZena je slaba korelacija izmedu TT i FIBTEM-MCF
(r=0.442, p=0.019). U kontrolnoj grupi zdravih ispitanika uocena je slaba korelacija izmedu
koncentracije fibrinogena i vrednosti TT (r=0.325, p=0.021). Uprkos negativhom trendu,
korelacija izmedu TT i FIBTEM-MCEF nije zabeleZena kod zdravih ispitanika.

Odsustvo korelacije izmedu standardnih testova (metoda po Clauss-u i TT) je ranije opisano

kod bolesnika sa cirozom®?. U prisustvu normalne koncentracije fibrinogena pokazano je da
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je molekul fibrinogena pretezno sastavljen od frakcija niske molekulske tezine. Ove frakcije
su koagulabilne, ali znac¢ajno produzavaju TT.

Odsustvo korelacija koje je uoceno izmedu TT i FIBTEM-MCF kod zdravih ispitanika i
obolelih u kategorijama CPsA i CPsB moze odrazavati uticaj mnogobrojnih faktora na
prolongaciju TT nezavisno od sniZzene koncentracije fibrinogena. Trombinsko vreme odraZzava
konverziju fibrinogena u fibrin, poremecaj oslobadanja fibrinopeptida, smanjenu
polimerizaciju monomera fibrinogena, ali pokazuje senzitivnost na disfibrinogenemiju,
prisustvo fibrinogen/fibrin degradacionih produkata ili inhibitora koji mogu biti prisutni u
plazmi. Pokazano je da senzitivnost razlic¢itih testova za odredivanje fibrinogena varira u
odnosu na ove faktore®?,

U prisustvu normalne koncentracije fibrinogena i normalne maksimalne ¢vrsto¢e krvnog
ugruska u FIBTEM testu, u ovoj studiji*** produzen TT izmeren je kod 21 bolesnika sa
alkoholnom cirozom. S druge strane, normalna vrednost TT detektovana je kod 2 od 11
slu¢ajeva sa snizenom koncentracijom fibrinogena. Ovi rezultati ilustruju uticaj dugih faktora
na regulaciju stepena prolongacije TT. U ovoj studiji ispitivana je prevalenca tromboze vene
porte u odnosu na CPs kategorije, pri ¢emu je utvrdeno prisustvo tromboze kod bolesnika u
kategorijama CPsB (n=6) i CPsC (n=2). Bolesnici sa trombozom u CPsB kategoriji imali su
viSu vrednost D-dimera (5.0£5.6; opseg: 0.3-13.8; cut off <0.5mg/L FEU) u odnosu na
bolesnike sa trombozom u CPsC kategoriji (1.1+0.8; opseg: 0.7-2.2). Pretpostavljena je uloga
D-dimera kao jedno od mogucih objasnjenja za promenu trenda korelacije izmedu TT i
FIBTEM-MCEF (negativan trend u kontroli) u CPsB kategoriji (pozitivan trend).

Uzimajuc¢i u obzir navedene nedostatke TT i ¢injenicu da je FIBTEM-MCF dizajniran za
opservaciju aktivnosti polimerizacije fibrina, u ovoj studiji je ispitivana prevalenca patoloskih
vrednosti ovih testova u odnosu na referentne vrednosti koncentracije fibrinogena. U podgrupi
bolesnika sa snizenom vrednoS¢u FIBTEM-MCF [n=16; 13/60 (21.7%) sa alkoholnom
cirozom i 3/24 (12.5%) sa holestaznim oboljenjem], normalnu vrednost fibrinogena (1.9-3.98
g/L) imalo je 7 bolesnika (6 sa alkoholnom cirozom i 1 sa holestaznim oboljenjem). Ovi
bolesnici su pripadali kategorijama CPsB (n=4) i CPsC (n=3). Dobijeni rezultati ukazuju na
diskrepanciju izmedu normalne koncentracije fibrinogena i smanjene ¢évrstoce fibrinskog
ugruska kod nekih bolesnika. Drugim rec¢ima, kapacitet za polimerizaciju fibrina nije uvek u
direktnoj korelaciji sa koncentracijom fibrinogena. Kod bolesnika sa normalnom
koncentracijom fibrinogena snizen FIBTEM-MCF moze ukazivati na kvalitativan poremecaj
fibrinogena, obzirom da je formiranje krvnog ugruska u ovom testu uglavnom rezultat

konverzije fibrinogena u fibrin. U odsustvu FIBTEM-MCF analize moZe se pretpostaviti
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dijagnosticki propust u detektovanju kvalitativnog poremecaja fibrinogena kod ovih 7
bolesnika (poremecaj polimerizacije fibrinogena/fibrina ili disfibrinogenemija).

U rezultatima (Grafikon 14) prikazan je FIBTEM-MCF profil kod dva bolesnika sa
alkoholnom cirozom kod kojih je izmerena koncentracija fibrinogena iznad kriti¢ne vrednosti
(>1g/L; 1.8g/L i 2.1g/L), a maksimalna ¢vrstoca krvnog ugruska ispod donjeg limita (<9mm;
3mm i 7mm). Na istom grafikonu prikazan je i ocekivani FIBTEM-MCEF profil kod bolesnika
sa normalnom koncentracijom fibrinogena (MCF=18mm, koncentracija fibrinogena=2.5¢/L).
Obzirom da je polimerizacija fibrina od kljuénog znacaja za obezbedivanje adekvatnog
hemostatskog odgovora, ne-dijagnostikovanje kvalitativnog poremecaja fibrinogena je od
posebnog znacaja za bolesnike koji se podvrgavaju invazivnim procedurama i hirurSkim
intervencijama. Prikazane snizene vrednosti FIBTEM-MCEF, ali ne i fibrinogena, ukazuju da
su ovi bolesnici kandidati za preventivnu primenu koncentrata fibrinogena/krioprecipitata pre
vrenja invazivne/hirurSke procedure zbog prisutnog rizika za brz razvoj nekontrolisanog
krvarenja, koji je posebno visok kod bolesnika sa vrednoS¢u MCF=3mm.

S druge strane, u ovoj studiji snizena vrednost FIBTEM-MCF utvrdena je kod 9 od 11
bolesnika (n=9 sa alkoholnom i n=2 sa holestaznom cirozom) sa snizenom koncentracijom
fibrinogena. Kod 2 bolesnika sa snizenom koncentracijom fibrinogena (1.2g/L i 1.3g/L)
detektovana je normalna vrednost FIBTEM-MCF (15mm i 14mm). Ovaj rezultat ukazuje da
se kod nekih bolesnika normalna ¢vrstoca krvnog ugruska postize u prisustvu sniZzene
koncentracije fibrinogena, $to moZe odrazavati dovoljnost kriticne koncentracije fibrinogena
(1g/L) pod uslovom funkcionalne kompetentnosti molekule fibrinogena.

Opisane diskrepancije izmedu ispitivanih testova odraZavaju ¢injenicu da su standardni
testovi metode koje se razlikuju kako medusobno tako i u odnosu na tromboelastometriju.
Princip merenja se razlikuje u metodama po Clauss-u i TT. U TT testu citratnoj plazmi se
dodaje standardna koncentracija trombina, dok se u Clauss-ovom testu dodaje visoka
koncentracija trombina. U standardnim plazmatskim testovima, formiranje fibrinskog ugruska
detektuje se nakon §to je u procesu koagulacije produkovano 3-5% ukupnog trombina. To
znac¢i da se kasnije hemostatske reakcije ili mogué¢i poremecaji u procesu hemostaze ne
opserviraju. Tromboelastometrija dinamic¢no ispituje celokupan proces hemostaze u uzorku
cele krvi i meri efekat trombina na formiranje krvnog ugruska. FIBTEM test meri
funkcionalnu stabilnost polimerizacije fibrina u celoj krvi?’*3%*,

U savremenoj literaturi nedostaju podaci o ispitivanju FIBTEM-MCF kod bolesnika sa
cirozom. U studiji koja je ispitivala 51 bolesnika sa cirozom razlic¢itih etiologija, Tripodi i

sar.®® su zakljucili da FIBTEM-MCF nije koristan marker za razlikovanje bolesnika od
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zdravih osoba. Posmatrano uopsSteno ovaj zakljucak nije u suprotnosti sa nalazom u ovoj
studiji***. Medutim, Tripodi i sar.®®® nisu fokusirali istraZivanje na FIBTEM testu odnosno
nisu vrsili dalje ispitivanje odnosa standardnog merenja fibrinogena i ¢vrstoce krvnog ugruska
u podgrupi bolesnika sa snizenim FIBTEM-MCF [8/51 (16%) naspram 16/84 (19%) u ovoj
studiji].

Za razliku od metode po Clauss-u, teoretski na ¢vrstoéu krvnog ugruska u FIBTEM testu
mogu uticati i drugi celularni i plazmatski faktori®>*?®. Naime, u FIBTEM testu dodatakom
inhibitora citohalazina D blokirana je jedino prokoagulaciona aktivnost trombocita’>%"2%,

S obzirom da FXIII ima znacajnu ulogu u postizanju stabilnosti ugruska, u ovoj studiji vrseno
je ispitivanje uticaja aktivnosti FXIII na ¢vrstocu fibrinskog ugruska u FIBTEM testu kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom. Utvrdena je osrednja pozitivna korelacija aktivnosti FXIII
sa FIBTEM-MCF (r=0.382; p=0.003). Dobijeni rezultat ukazuje na potrebu razmatranja
terapijske primene FXIII kod krvarec¢ih bolesnika sa snizenim FIBTEM-MCEF, ukoliko se
primenom fibrinogena (koncentrat fibrinogena ili krioprecipitat) ne postigne ocekujuci
terapijski odgovor. Doza fibrinogena se moze kalkulisati na osnovu ciljnog povecanja
FIBTEM-MCF. Na primer, primena koncentrata fibrinogena u dozi 50mg/kg (ekvivalentno
15-20 jedinica krioprecipitata; jedna jedinica krioprecipitata sadrZzi 150-250mg fibrinogena)
povecava FIBTEM-MCF za 8mm. U na3oj klini¢koj praksi nadoknada fibrinogena sprovodi
se primenom Kkrioprecipitata u c¢iji sastav ulazi i FXIIl. U ovoj studiji, bolesnici sa
disfibrinogenemijom imali su prose¢no niZze vrednosti FXIIl (67.33£27.01) u odnosu na
bolesnike bez disfibrinogenemije (81.26+32.30), ali razlika nije bila statisti¢cki znacajna
(p=0.314). Literaturni podaci ukazuju da FXIII ima minimalan doprinos u formiranju
definitivnog ugruska i osetljivosti na fibrinolizu (in vitro model hemodilucije)**’. Prema
Jambor i sar.*?, na ¢vrstocu fibrinskog ugruska u FIBTEM testu utice aktivnost FX111<25%.
U ovoj studiji, u podgrupi bolesnika sa alkoholnom cirozom zapaZeno je da neki bolesnici sa
istom funkcionalnom kompetentno$¢u polimerizacije fibrina imaju razli¢ite koncentracije
fibrinogena. Na Grafikonu 15 prikazano je 14 bolesnika sa vredno$¢u FIBTEM-MCF=15mm
kod kojih je izmerena koncentracija fibrinogena u opsegu 1.2-3.4g/L. Kod ovih bolesnika
vrednosti FXIII bile su u opsegu 51-155%. Samo kod tri bolesnika zabeleZene su snhiZene
vrednosti FXIII (bolesnici pod rednim brojevima 3, 5 i 8: 69%, 56%, 51%, respektivno), dok
su kod dva bolesnika registrovane povisene vrednosti FXIII (bolesnici pod rednim brojevima
111 12: 155% i 146%, respektivno). U prisustvu snizene koncentracije fibrinogena (1.2g/L),
kod bolesnika pod rednim brojem 5 postignuta je normalna cvrstoca/stabilnost fibrinskog

ugruska i pored sniZene aktivnosti FXIIl (56%), Sto govori u prilog funkcionalne
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kompetentnosti molekule fibrinogena. S druge strane, suprafizioloska aktivnost FXIII
izmerena kod bolesnika pod rednim brojevima 11 i 12 (u prisustvu normalne koncentracije
fibrinogena: 2.8g/L) nije uslovila visu vrednost FIBTEM-MCF u odnosu na ocekivanu (u
odsustvu funkcionalnog poremecaja molekule fibrinogena).

Sumirajuci rezultate dobijene u ovoj studiji, moZe se zakljuciti da je viskoelasticno merenje
fibrinskog ugruska FIBTEM testom prikladno za procenu statusa fibrinogena kod ciroticara,
$to je reprezentovano dobrom korelacijom izmedu metode po Clauss-u i FIBTEM testa.
Uzimajuci u obzir nedostatak korelacija izmedu testova (Clauss i TT, TT i FIBTEM), rezultati
pokazuju da ove metode nisu komparabilne, posebno zbog ¢injenice da vrednost TT odraZzava
uticaj mnogobrojnih faktora. Diskrepancija izmedu normalne koncentracije fibrinogena i
snizene maksimalne ¢vrstoce krvnog ugruska kod nekih bolesnika moze ukazivati na
prisustvo poremecaja polimerizacije fibrina. U nekim sluc¢ajevima poremecaj polimerizacije
fibrina moze odrazavati prisustvo disfibrinogenemije, ali bez odredivanja antigena
fibrinogena nije moguce sa sigurnoSéu izvesti takav zakljucak. U ovoj studiji nije vrseno
odredivanje antigena fibrinogena, Sto predstavlja glavni nedostatak u procenjivanju statusa
fibrinogena. Paralelno odredivanje antigena i aktivnosti fibrinogena moze dati dobru procenu
stepena poremecaja polimerizacije fibrina i/ili prisustva disfibrinogenemije®.

Uzimajuc¢i u obzir raznolikost poremecaja fibrinogena u cirozi, viskoelasti¢cno merenje
maksimalne ¢vrstoce krvnog ugruska predstavlja pogodnu metodu, posebno u situacijama sa
visokim klinickim prioritetom kao Sto su preoperativna procena statusa fibrinogena,
manifestno krvarenje i pracenje polimerizacionog potencijala fibrina nakon izvrsene hirurske
intervencije®’"?®®. Dodatno, poznato je da metoda po Clauss-u moZe arteficijalno dati lazno
pozitivne rezultate kod bolesnika koji primaju koloidne plazma ekspandere, sto mozZe odloZiti
ili iskljuciti supstituciju fibrinogenom kod krvareéih bolesnika®*=*° . Od posebne vaznosti je
individualizovan pristup u proceni statusa fibrinogena kod ciroti¢ara, obzirom da poremecaji
fibrinogena variraju kvantitativno i kvalitativno i teSko ih je dijagnostikovati standardnim
testovima. Ove c¢injenice nalaZzu potrebu za odgovarajuc¢im terapijskim pristupom u svakom
pojedina¢nom slucaju.

U situaciji klini¢ki znacajnog krvarenja kod bolesnika sa teSkom jetrinom disfunkcijom, kada
svi aspekti poremecaja hemostaze mogu koegzistirati, FIBTEM test moze omoguditi brzu i
pouzdanu detekciju hipofibrinogenemije i poremecaja polimerizacije fibrina®’"?%. Zajedno sa
ostalim testovima tromboelastometrije FIBTEM-MCF omoguc¢ava diferencijalnu dijagnozu
patomehanizama koagulopatije i ciljanu terapiju?’"?*#*  Adekvatna kolicina funkcionalnog

fibrinogena je potrebna i za obezbedivanje rezistencije krvnog ugruska na fibrinolizu i
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postizanje optimalnog terapijskog efekta hemostatskih lekova (antifibrinolitici, koncentrat
protrombinskog kompleksa, rFV1la, trombociti)****°. Uz to, &vrsto i postojano polimerizovan
fibrin moze kompenzovati za snizen broj trombocita, Sto je pokazano u razli¢itim Klinickim

situacijama®"%%

. U eksperimentalnom modelu teSke trombocitopenije i nekontrolisanog
krvarenja kod svinja pokazano je da primena fibrinogena dovodi do zna¢ajnog pobolj$anja
¢vrstoce krvnog ugruska, smanjenja krvarenja i boljeg prezivljavanja nakon traume jetre u
poredenju sa transfuzijom trombocita ili placebom®2. Takode, pokazano je da povecanje
koncentracije fibrinogena antagonizuje efekat antiagregacionih lekova (klopidogrel)**.

U ovoj studiji, trombocitopenija je bila prisutna kod svih bolesnika sa alkoholnom cirozom
koji su imali produzen CFT odnosno snizen MCF, dok je hipofibrinogenemija detektovana
kod nekih slucajeva. Interesantno, trombocitopenija je bila prisutna kod 40/48 bolesnika sa
normalnim EXTEM-CFT, dok je kod 34 odnosno 10 bolesnika detektovana normalna
odnosno povisena koncentracija fibrinogena. Istovremeno, trombocitopeniju su imala 32/38
bolesnika sa normalnom vrednoS¢éu EXTEM-MCEF, dok je normalna i poviSena koncentracija
fibrinogena izmerena kod 28 odnosno 8 slucajeva. Ovo opazanje moze ukazivati na
dominantnu ulogu odnosno kompenzatornu sposobnost funkcionalne polimerizacije fibrina u
odnosu na sniZen broj trombocita u postizanju normalne ¢vrstoc¢e krvnog ugruska.

Opravdano je izvodenje specificno dizajniranih klinickih studija koje bi evaluirale kriti¢ne
vrednosti FIBTEM-MCF kao prediktora krvarenja kod ciroticara (koji se podvrgavaju
hirurSkim intervencijama i biopsiji jetre) i poredile klinicke varijable kod bolesnika kod kojih
su terapijske odluke sprovedene na osnovu rezultata tromboelastometrijskog analiziranja

odnosno FIBTEM testa.

5.7. Ispitivanje sistema fibrinolize standardnim testovima i

tromboelastometrijom

Mali broj studija sproveden je sa ciljem analiziranja fibrinoliznog sistema u cirozi. Ispitivanja
su sprovedena merenjem pojedinac¢nih komponenata sistema fibrinolize, testovima ispitivanja
lize ugruska u plazmi i novijim testovima ispitivanja globalnog fibrinoliznog kapaciteta u
celoj krvi. Aktivnost sistema fibrinolize zavisi od balansa profibrinoliznih i antifibrinoliznih
faktora, ali i od balansa razli¢itih prokoagulacionih i antikoagulacionih faktora koji, izmedu
ostalog, reguliSu aktivaciju TAFI. Zbog toga, status fibrinoliznog sistema nije moguce

objektivno proceniti odredivanjem nivoa pojedinacnih komponenata ovog sistema®*“.
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Savremena literatura nije usaglaSena u pogledu postojanja hiperfibrinolize u cirozi. Utvrdeno
je da je u cirozi smanjenje antifibrinoliznih faktora kompenzovano istovremenom redukcijom
profibrinoliznih faktora. Balans u fibrinoliznom sistemu se ostvaruje na nivou aktivacije
plazminogena (izmedu tAP i PAI-1) i na nivou plazmina (izmedu plazminogena/plazmina i
0(2_”:))137,139,335.

Lisman i sar.** osporavaju postojanje hiperfibrinolize u cirozi. Ovi autori su utvrdili da je u
cirozi znacajno snizen glavni regulator sistema fibrinolize (TAFI), koji se sintetiSe u jetri.
Lisman i sar.* nisu utvrdili povisenu fibrinolizna aktivnost u testu ispitivanja lize ugruska u
plazmi (plazmatski sistem lize ugruska). Odsustvo hiperfibrinolize objasnjeno je znacajno
snizenom aktivnoS¢éu AT u prisustvu relativno velike koli¢ine trombina. Povisen opseg
aktivacije trombinom kompenzuje redukovan nivo TAFI. Profibrinolizni potencijal u cirozi
nadvladava antifibrinolizno delovanje TAFI. Dodatno, veca koli¢ina trombina moZe pospesiti
fibrinolizu putem fenomena ‘sa koagulacijom udruzeno povecanie fibrinolize , koji se zasniva
na inaktivaciji PAI-1 zavisnoj od trombina®®.

S obzirom da se plazmatski sistem lize ugruska smatra boljim testom u odnosu na starije
testove ispitivanja sistema fibrinolize, rezultati ove studije su doveli u pitanje postojanje
hiperfibrinolize u cirozi. Na osnovu zapaZanja o odsustvu poviSene fibrinolizne aktivnosti u
cirozi, postavljena je hipoteza o rebalansiranom sistemu fibrinolize”’. Colucci i sar.**
potvrdili su postojanje snizenog TAFI u cirozi, ali su u slicnom plazmatskom testu lize
ugruska utvrdili poviSen fibrinolizni potencijal. Nejasan je razlog za diskrepanciju u
rezultatima navedenih studija, ali je mogu¢e da su suprostavljeni zakljucci uslovljeni
razlikama u metodologiji i selekciji bolesnika®®.

Nedostatak plazmatskog sistema lize ugruska je relativno visoka koncentracija (25ngmL™)
egzogenog tAP koji se dodaje za indukciju lize ugruska, Sto uslovljava manju senzitivnost
testa za balans endogenih nivoa tAP i PAI-1 u cirkulaciji®**. Test za odredivanje globalnog
fibrinoliznog potencijala u celoj krvi u potpunosti zavisi od endogenih nivoa tAP i PAI-1.
Test se izvodi u uslovima koji su bolje prilagodeni in vivo miljeu cirkuliSu¢e krvi (prisustvo
trombocita i drugih krvnih ¢elija)®*.

Uporednim koriS¢enjem globalnih i standardnih testova (plazmatski sistem lize ugruska,
globalni test za utvrdivanje fibrinoliznog potencijala u celoj krvi, odredivanje pojedinacnih

komponenata sistema fibrinolize), Rijken i sar.®**

ispitivali su sistem fibrinolize kod 75
bolesnika sa cirozom razlicite etiologije i tezine bolesti (CPSA=34; CPsB=28; CPsC=13).
Utvrden je snizen nivo fibrinogena, AT, plazminogena, ap-IP i TAFI, uz znacajno povisenu

aktivnost/antigen tAP (smanjen klirens u endotelnim i parenhimnim ¢elijama jetre; verovatan
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uticaj urokinaze, koja je povisena u cirozi****°). Zapazene su korelacije izmedu vrednosti svih

ispitivanih parametara sa tezinom oboljenja jetre. Nije utvrdena znac¢ajna promena aktivnosti
PAI-1. U plazmatskom sistemu lize ugruSka, hiperfibrinoliza se definiSe kao aktivnost
fibrinolize ispod najnize VLU (vreme lize ugruSka; skracuje se sa povecanjem aktivnosti
fibrinolize) vrednosti u kontrolnoj grupi. Hiperfibrinoliza je detektovana kod 40% bolesnika:
21% CPsA, 52% CPsB i 67% CPsC. U globalnom testu za utvrdivanje fibrinoliznog
potencijala u celoj krvi, hiperfibrinoliza je definisana kao aktivnost fibrinolize sa vredno3¢u
GFK (globalan fibrinolizni kapacitet; povecava se sa intenzitetom fibrinolize) iznad njegove
najvece vrednosti u kontrolnoj grupi. Hiperfibrinoliza je detektovana kod 43% bolesnika:
29% CPsA, 50% CPsB i 62% CPsC. Pozitivna korelacija izmedu GFK i tAP bila je jac¢a kod
bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu, Sto ukazuje na klju¢nu ulogu povisene aktivnosti tAP
u nastanku hiperfibrinolize. Kod bolesnika, GFK je jako negativno korelirao sa aktivno$¢u
PAI-1. Negativna korelacija sa GFK ukazuje na uzro¢nu ulogu PAI-1 u razvoju
hiperfibrinolize, s obzirom da ciroza ne uti¢e na PAI-1. U navedenoj studiji***, rezultati dva
globalna testa nisu korelirali u kontrolnoj grupi, dok su umereno korelirali kod bolesnika. U
oba globalna testa, hiperfibrinoliza je detektovana kod 25% bolesnika. Medu ispitanicima kod
kojih nije detektovana hiperfibrinoliza nalazila su se tri teSko obolela bolesnika klasifikovana
u kategoriju CPsC. Kod dva bolesnika (kriptogena i ciroza uzrokovana virusnim hepatitisom
tip C) odsustvo hiperfibrinolize objasnjeno je veoma visokim nivoima PAI-1 (visok nivo PAI-
1 nije tipi¢an za cirozu, ali se ponekad utvrduje) i u skladu sa tim snizenom aktivnoS¢u tAP.

Rezultati studije Rijken i sar.®*

u saglasnosti su sa rezultatima dobijenim testiranjem 14
bolesnika sa cirozom koriS¢enjem komercijalno dostupnog testa za ispitivanje globalnog
fibrinoliznog potencijala u citratnoj plazmi®*..

% i Rijken i sar.**, u modifikovanom tAP-

Nasuprot rezultatima studija Colucci i sar.**
ROTEM testu (EXTEM sa dodatkom tAP) Kleinegris i sar.>%? utvrdili su da je kod bolesnika
sa cirozom neizmenjena rezistencija na lizu ugruska odnosno da ne postoji povisen
fibrinolizni potencijal. Nije utvrdena znac¢ajna razlika u rezistenciji ugruska izmedu bolesnika
i kontrolne grupe, kao niti medu bolesnicima koji su pripadali kategorijama CPsA, CPsB i
CPsC. Razlike u metodologiji i/ili razlike u selekciji ispitanika su verovatno objasnjenje za
nepodudarnost u dobijenim rezultatima navedenih studija®*. Nedostatak tAP-ROTEM
metode je visoka koncentracija egzogenog tAP [(175ng/mL); dodaje se radi postizanja
potpune lize ugruska]. Obzirom da je hiperfibrinoliza u cirozi uglavnom uzrokovana

povisenom plazmatskom koncentracijom tAP, efekti tAP ne mogu se proceniti testom tAP-
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ROTEM™32 Modifikovanim tAP-ROTEM testom dobija se informacija o rezistenciji
ugruska na fibrinolizu, a ne procenjuje se fibrinolizni potencijal*®.

Klini¢ki znacaj hiperfibrinolize u oboljenju jetre u smislu povezanosti na razvojem krvarenja
nije jasan®"2%%,

Standardnim testovima, u ovoj studiji fibrinolizna aktivnost procenjivana je na osnovu
VLE, vrednosti D-dimera i pojedina¢nih komponenata ovog sistema: plazminogen, PAI-1, o,-
IP. Hiperfibrinoliza je definisana kao aktivnost fibrinolize sa skracenim VLE, sniZzenim
nivoima plazminogena, PAI-1 i o-IP ispod njihovih najnizih referentnih vrednosti i
povisenom vredno$¢u D-dimera. Kod svih bolesnika izmereno je normalno VLE, §to govori u
prilog normalne odnosno balansirane aktivnosti sistema fibrinolize u cirozi. U grupi bolesnika
sa alkoholnom cirozom snizena vrednost plazminogena utvrdena je kod 34/60 (56.7%).
SniZena vrednost ap-1P utvrdena je kod 45/60 (75%), dok je snizena vrednost PAI-1 izmerena
samo kod 2/60 (3.3%) bolesnika. Kod 48/60 (80%) bolesnika izmerena je normalna aktivnost
PAI-1, dok je poviSena aktivnost detektovana kod 10/60 (16.7%) bolesnika. PoviSen D-dimer
izmeren je kod 53/60 (88.3%) bolesnika. Za sve ispitivane parametre utvrdena je znacajna
razlika u odnosu na kontrolne grupe. lzmerene prosecne vrednosti plazminogena, PAI-1 i ap-
IP bile su znacajno nize (p<0.001), dok su prosecne vrednosti D-dimera bile znacajno vise
(p<0.001) kod bolesnika sa alkoholnom cirozom u poredenju sa obe kontrolne grupe.

Kod obolelih od alkoholne ciroze uoceno je znacajno opadanje prosecnih vrednosti
plazminogena (CPsA 87.8+14.0, CPsB 73.6+20.9, CPsC 55.1+20.5; p=0.001), kao i znacajan
porast prosecnih vrednosti D-dimera (CPsA 0.79+0.92, CPsB 3.36+3.11, CPsC 5.97+5.78;
p=0.002) sa povecanjem oStecenja funkcije jetre.

Metodom tromboelastometrije dijagnoza hiperfibrinolize postavlja se na osnovu znacajne
redukcije maksimalne &vrstoée krvnog ugruska odnosno maksimalne amplitude TEM®
grafickog prikaza u skrining testovima. Redukcija maksimalne ¢vrsto¢e krvnog ugruska
odrazava razlicit stepen razlaganja fibrinskog ugruska nakon njegovog potpunog formiranja.
Numeri¢ki parameter koji opisuje razlaganje fibrinskog ugruska je maksimalna liza (ML
izrazena u procentima). Za potvrdu hiperfibrinolize koristi se APTEM test u kojem je
koagulacija aktivirana tkivnim faktorom (kao u EXTEM testu), ali je fibrinoliza inhibirana
dodatkom antifibrinolitika aprotinina. Ukoliko je prisutna hiperfibrinoliza liza ugruska
utvrduje se u EXTEM i INTEM testovima (ML>15%), dok je odsutna u APTEM testu. Za
potvrdu hiperfibrinolize vrSi se poredenje EXTEM i APTEM testova, jer u oba testa

koagulacija je aktivirana spoljnjim putem**.
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U ovoj studiji, prosecne vrednosti procenta lize krvnog ugruska u odnosu na MCF na kraju
merenja (parametar ML u EXTEM testu) statisticki znacajno su se razlikovale kako izmedu
bolesnika sa alkoholnom cirozom i zdravih ispitanika (p=0.002) tako i izmedu bolesnika sa
holestaznom cirozom i zdravih ispitanika (p=0.042).

U spoljnjem putu koagulacije hiperfibrinoliza definisana povisenom vrednoS¢u parametra
ML>15% detektovana je kod 5 (8.3%) bolesnika sa alkoholnom cirozom (n[CPsB]=1;
n[CPsC]=4). Kod bolesnika sa holestaznom cirozom i zdravih ispitanika uo¢eno je odsustvo
poviSene fibrinolizne aktivnosti. U skladu sa tim, prisustvo hiperfibrinolize znacajno se
razlikovalo izmedu obolelih od alkoholne ciroze i zdrave populacije (p=0.038). lako je
hiperfibrinoliza utvrdena u unutarnjem putu koagulacije kod 2 (3.3%) bolesnika sa
alkoholnom cirozom nije postojala znacajnost razlike medu ispitivanim grupama.

Kako se hiperfibrinoliza detektovana u EXTEM testu potvrduje APTEM testom (skracenje
CT, povecanje MCF, redukcija ML) korelirane su vrednosti navedenih parametara izmerenih
u EXTEM i APTEM testovima u svim ispitivanim grupama. Mada je kod bolesnika sa
alkoholnom cirozom (n=60) uoceno skrac¢enje CT (58.2+14.1 vs. 57.6£19.3), povecanje MCF
(56.1£8.9 vs. 58.3+16.2) i redukcija ML (7.9+4.8 vs. 6.6+4.7) u APTEM testu nije utvrdena
statisti¢ka znacajnost razlike izmedu vrednosti parametara izmerenih u navedenim testovima.
Medu bolesnicima sa detektovanom hiperfibrinolizom (EXTEM-ML>15%), kod 4/5
bolesnika hiperfibrinoliza je potvrdena u APTEM testu (n[CPsB]=1; n[CPsC]=3). U prisustvu
normalne vrednosti PAI-1, kod svih 5 bolesnika sa hiperfibrinolizom zabeleZene su sniZene
vrednosti plazminogena i ay-1P i poviSena vrednost D-dimera. Primeceno je da je vrednost D-
dimera bila najvisa kod bolesnika kod kojeg hiperfibrinoliza nije potvrdena u APTEM testu.
Kod istog bolesnika izmerena je najniZza vrednost MCF, odnosno najvisa vrednost CT u
poredenju sa preostala 4 bolesnika sa hiperfibrinolizom. Ovakav nalaz kod bolesnika sa
nepotvrdenom hiperfibrinolizom u APTEM testu upuc¢uje na verovatnost ucinjene tehnicke
greSke pri izvodenju ovog testa. Kod bolesnika sa hiperfibrinolizom, postojale su izuzetno
jake korelacije izmedu vrednosti EXTEM-ML, sa jedne strane, i vrednosti ay-IP i D-dimera,
sa druge strane.

Razvoju hiperfibrinolize doprinose ascitna te¢nost (poseduje povisenu fibrinoliznu aktivnost)
i prisustvo fibrinogen/fibrin degradacionih produkta (dodatno inhibiraju stvaranje trombina i
polimerizaciju fibrinskih monomera). Pokazano je da poviSen nivo D-dimera korelira sa
stepenom ascitesa u insuficijenciji jetre i da je pozitivan prediktor gastrointestinalnog

krvarenj a100,103,109,139,141
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U ovoj studiji vrSena je analiza standardnih testova za ispitivanje fibrinolizne aktivnosti i ML
izmerene u tromboelastometrijskom testiranju u odnosu na prisustvo/odsustvo ascitesa kod
bolesnika sa alkoholnom cirozom. U poredenju sa bolesnicima bez ascitesa (n=21), kod
bolesnika sa ascitesom (n=39) izmerene su znacajno nize vrednosti plazminogena (93.9+25.9
vs.62.4+22.9; p<0.001), PAI-1 (3.3x1.1 vs. 2.6+1.4; p=0.012) i op-IP (83.2+20.8 vs.
57.9+18.3; p<0.001), kao i znacajno povisen D-dimer (1.0£1.6 vs. 5.6+5.2; p<0.001;
p<0.001). Poredenjem sa bolesnicima bez ascitesa, kod bolesnika sa ascitesom u
tromboelastometrijskom merenju zabeleZeni su znacajno niza vrednost EXTEM-MCF
(55.949.3 vs. 63.2+8.4; p<0.001) i znacajno povisena vrednost EXTEM-ML [6.4+3.4 vs.
7.9+4.9; p=0.005]. MoZze se zakljuciti da je prisustvo ascitesa doprinelo poviSenoj aktivnosti
sistema fibrinolize kod ispitivanih bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Medu bolesnicima sa detektovanom hiperfibrinolizom (EXTEM-ML>15%) 2 bolesnika imala
su ascites, a vrednost D-dimera kod svih bolesnika iznosila je 0.52-7.41mg/L FEU (normalna
vrednost <0.5mg/L FEU). Ascites je bio prisutan kod bolesnika kod kojeg hiperfibrinoliza
nije potvrdena u APTEM testu (Grafikon 23, redni broj 2).

U poredenju sa bolesnicima koji nisu ispoljili krvarenje (n=32), kod bolesnika koji su imali
krvarenje iz variksa jednjaka i/ili Zeluca (n=28) zabeleZene su znacajno niZze vrednosti
plazminogena, o-IP i i znacajno poviSen D-dimer (p<0.001 za sve ispitivane parametre). U
tromboelastometrijskom ispitivanju, kod bolesnika sa ispoljenim krvarenjem iz variksa
zabeleZene su znacajno nize vrednosti EXTEM-MCF (57.6+9.1 vs. 61.849.3; p=0.002) i
INTEM-MCF (54.849.4 vs. 58.5+8.8; p=0.005). U ovoj studiji nije utvrdena povezanost
izmedu vrednosti ML i krvarenja iz variksa. Medu bolesnicima sa detektovanom
hiperfibrinolizom (EXTEM-ML>15%) 3 bolesnika manifestovala su krvarenje iz variksa.

lako je hiperfibrinoliza definisana vrednoS¢u ML>15%, medu bolesnicima sa alkoholnom
cirozom selektovana je podgrupa bolesnika (n=20) kod kojih je izmerena vrednost ML>10%
u EXTEM testu. Hipoteticki vrednost ML>10% moze ukazivati na tendenciju razvoja
hiperfibrinolize. U ovoj podgrupi bolesnika analizirana je znacajnost razlike izmedu
prosecnih vrednosti parametara CT, MCF i ML u EXTEM i APTEM testovima. Pokazano je
da su prosec¢ne vrednosti ML znacajno nize u APTEM testu u odnosu na vrednosti u EXTEM
testu (13.40£3.299 vs.10.40+4.500; p=0.021), Sto moze ukazivati na postojanje povisene
aktivnosti fibrinoliznog sistema kod nekih bolesnika.

Daljim ispitivanjem ove podgrupe bolesnika utvrdena je inhibicija fibrinolizne aktivnosti u
APTEM testu (APTEM-ML<10%) kod 7/20 (35%) slucajeva, Sto moze ukazivati na

postojanje hiperfibrinolize kod ovih bolesnika. Distribucija ovih 7 bolesnika u odnosu na
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Child-Pugh skor bila je: n[CPsA]=1; n[CPsB]=3; n[CPsC]=3. Kod preostalih 13/20 bolesnika
nije uocena inhibicija fibrinolizne aktivnosti u APTEM testu, Sto ukazuje na moguci uticaj
drugih faktora na vrednost ML.

U ovoj studiji, kod 60 bolesnika sa alkoholnom cirozom nije uoc¢ena povezanost izmedu
parametra ML i standardnih testova za procenu fibrinolizne aktivnosti, ali je kod 5 bolesnika
sa hiperfibrinolizom (EXTEM-ML>15%) uocena korelacija a,-IP i D-dimera sa ML.
Analizom Korelacija parametara sintetske i metabolicke funkcije jetre sa standardnim
testovima za procenu fibrinolizne aktivnosti, uoceno je da aktivnost holinesteraze znacajno
korelira sa svim ispitivanim testovima (pozitivna korelacija u odnosu na plazminogen, PAI-1 i
az-1P; negativna korelacija u odnosu na D-dimer). Sli¢ni rezultati dobijeni su za albumin, sa
izuzetkom PAI-1. Zabelezena je znacajna korelacija izmedu ukupnog bilirubina, s jedne
strane, i plazminogena i ay-1P, s druge strane. Nijedan od ispitivanih parametara sintetske i
metabolicke funkcije jetre nije korelirao sa maksimalnom lizom krvnog ugruska koja je

izmerena u tromboelastometrijskom testiranju.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata koji su dobijeni u ovoj studiji doneti su slede¢i zakljucci:

1.

10.

U alkoholnoj cirozi hemostaza je rebalansirana istovremenim shiZzenjem aktivnosti

prokoagulacionih i antikoagulacionih faktora.

Stepen istovremene redukcije aktivnosti antikoagulacionih i vecine prokoagulacionih

proteina povecava se sa povecanjem tezine oStecenja jetrine funkcije.

Vecina bolesnika sa alkoholnom cirozom ima povisenu aktivnost VWF, koja se

povecava srazmerno stepenu tezine ciroze.

Aktivnost FVIII je povisena kod viSe od polovine bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Standardni skrining testovi hemostaze ukazuju na hipokoagulabilnost kod vecine

bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Standardni skrining testovi hemostaze ne odslikavaju rebalansirani hemostatski

potencijal u alkoholnoj cirozi i nisu pogodni za realnu procenu koagulabilnosti.

Testom ispitivanja endogenog potencijala za stvaranje trombina utvrduje se

hipokoagulabilan hemostatski profil kod vecine bolesnika sa alkoholnom cirozom.

Smanjenje endogenog potencijala za stvaranje trombina je proporcionalno tezini

oStecenja jetrine funkcije.

Aktivnost protrombina je najznacajniji prediktor ukupne koli¢ine endogeno

formiranog trombina.

Test ispitivanja endogenog stvaranja trombina moZe se razmatrati kao potencijalni
kandidat za procenu oStecenja sintetske funkcije jetre i stepena tezine alkoholne

ciroze.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Metodom tromboelastometrije utvrduje se normokoagulabilnost kod vise od polovine

bolesnika sa alkoholnom cirozom.

U tromboelastometrijskom merenju ucéestalost hipokoagulabilnosti u alkoholnoj cirozi

povecava se sa povecanjem teZine oboljenja jetre.

Broj trombocita i koncentracija fibrinogena su najznacajniji prediktori vremena

potrebnog za formiranje maksimalne ¢vrstoce krvnog ugruska.

Maksimalna koncentracija trombina (Cmax) je glavna determinanta maksimalne
¢vrstoce i stabilnosti definitivnog hemostatskog ugrusSka (tromboelastometrijski

parametar MCF) u spoljnjem putu koagulacije.

Kapacitet za polimerizaciju fibrina nije uvek u direktnoj korelaciji sa koncentracijom

fibrinogena.

FIBTEM je odgovarajuci test za procenu statusa fibrinogena, ukljucujuéi utvrdivanje

kvalitativnih poremecaja molekule fibrinogena.

U prisustvu normalne koncentracije fibrinogena, snizena vrednost FIBTEM-MCF

ukazuje na postojanje kvalitativnog poremecaja fibrinogena.

Funkcionalna polimerizacija fibrina ispoljava kompenzatornu sposobnost u odnosu na

sniZen broj trombocita pri formiranju krvnog ugruska.

19. Alkoholnu cirozu odlikuje poviSena aktivnost sistema fibrinolize koja se moze

20.

detektovati tromboelastometrijom.

Prisustvo ascitesa doprinosi povisenoj aktivnosti sistema fibrinolize kod bolesnika sa

alkoholnom cirozom.

21. Tromboelastometrija je klinicki koristan funkcionalan test za analiziranje sistema

hemostaze kod bolesnika sa alkoholnom cirozom, jer obezbeduje informacije o
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maksimalnoj ¢vrstodi i stabilnosti krvnog ugruska, funkcionalnom statusu fibrinogena

i prisustvu povisene aktivnosti fibrinoliznog sistema.

22. Zahvaljuju¢i definisanju specifiénih hemostatskih poremecaja, tromboelastometrija
omogucava ciljano korigovanje istih. To je od posebnog znacaja za krvarece bolesnike
sa portnom hipertenzijom i hemostatsku pripremu bolesnika planiranih za izvodenje
biopsije jetre i hirurskih procedura. Prednost tromboelastometrije ogleda se i u
mogucnosti neposrednog i pouzdanog pracenja postignutih hemostatskih efekata

primenjene terapije.
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8. SPISAK SKRACENICA

a: aktiviran

ABJ: alkoholna bolest jetre

ADP: adenozin difosfat

ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motif-13):
specifi¢na metaloproteaza von Willebrandovog faktora

Ag: antigen

a: alfa

a,-1P: alfa, inhibitor plazmina (alfa, antiplazmin)

a-MG: alfa, makroglobulin

AF: alkalna fosfataza

AICF: accelerated intravascular coagulation and fibrinolysis-ubrzana intravaskularna
koagulacija i fibrinoliza

ALT: alanin aminotransferaza

AMA: antimitohondrijalna antitela

ANCA: antinuklearna citoplazmatska autoantitela

aPC: aktivirani protein C

aPTT: aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme

AST: aspartat aminotransferaza

AT: antitrombin

AUC: area under the thrombin formation curve-ukupno stvoreni aktivan trombin
B: beta

BCG: bromkrezol zeleno

Ca: kalcijum

CaCl,: kalcijum hlorid

CFT: clot formation time-vreme formiranja krvnog ugruska

Cmax: maksimalan kapacitet za stvaranje trombina

CPs: Child-Pugh skor

CRP: C reaktivni protein

CT: clotting time-vreme koagulacije (faza inicijacije koagulacionog procesa)
DDAVP: 1-deamino-8-D-arginine vasopressin; dezmopresin

DIK: diseminovana intravaskularna koagulacija

DPD: 3.5-dihlorfenildiazonijum tetrafluoroborat
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EASL: European Association for the Study of the Liver-Evropsko udruzenje za ispitivanje

bolesti jetre

ERPC: endotelni receptor proteina C

ETP: endogeni potencijal za stvaranje trombina
F: faktor koagulacije

Fa: aktivirani faktor koagulacije

FDP/fdp: fibrinogen/fibrin degradacioni produkti
fL: femtolitar

Y: gama

v-GT: gama glutamil transferaza

GHVP: gradijent hepati¢nog venskog pritiska
Glu: glutaminska kiselina

GOV: gastroezofagealni variksi

GP: glikoprotein

g: gram

GSCC: Nemacko drustvo za klini¢cku hemiju
HBG: histidinom bogat glikoprotein

Hct: hematokritna vrednost

HE: holinesteraza

HKII: heparinski kofaktor 11

HRS: hepatorenalni sindrom

IFCC: Medunarodna federacija za klinicku hemiju
Ig: imunoglobulin

IGV: izolovani variksi Zzeluca

INR: International Normalized Ratio

IPZ: inhibitor proteina Z

iIRNK: informaciona ribonukleinska kiselina

L: litar

LDH: laktat dehidrogenaza

MCV: mean corpuscular volume-srednja zapremina eritrocita
MCEF: maximum clot firmness-maksimalna ¢vrsto¢a krvnog ugruska

MDCT: multislajsni skener, kompjuterizovana tomografija

MDH: maltat dehidrogenaza

MFS: mononuklearnofagocitni sistem

186



ML: maximum lysis-maksimalna liza krvnog ugruska

MRCP: MR holangiopankreatografija

MT1-MMP: membrane typel matrix metalloproteinase-membranska metaloproteaza
matriksa tipl

NAD: nikotin amid dinukleotid

NADPH: nikotin amid adenin dinukleotid fosfat

nm: nanometar

NO: azotni oksid

PAI: inhibitor aktivatora plazminogena

PAR: proteazom aktiviran receptor

PAF: platelet activating factor-faktor aktivacije trombocita

PBC: primarna bilijarna ciroza

PC: protein C

PDGF: platelet-derived growth factor-faktor rasta osloboden iz trombocita
PF4: platelet activating factor 4-trombocitni faktor 4

PGl,: prostaglandin I, prostaciklin

PIVKA: Protein Induced by Vitamin K Absence-proteini indukovani nedostatkom vitamina
K

PS: protein S

PSC: primarni sklerozirajuci holangitis

PT: protrombinsko vreme

PZ: protein Z

rEVIla: rekombinantni aktivirani faktor VII

RNK: ribonukleinska kiselina

SAAG: serum-ascites-albumin gradijent

SBP: spontani bakterijski peritonitis

TAFI: thrombin activatable fibrinolytic inhibitor-trombinom aktiviran inhibitor fibrinolize
tAP: tkivni aktivator plazminogena

TDU: transferin deficijentan u ugljenim hidratima

TEM: tromboelastogram

TF: tkivni faktor, tromboplastin

TFPI: tissue factor pathway inhibitor-inhibitor puta tkivnog faktora

TxA,: tromboksan A,

t-lag: vreme od pocetka reakcije koagulacije do poéetnog stvaranja trombina - faza inicijacije
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TM: trombomodulin

t-max: vreme do maksimalnog stvaranja trombina
TNEF: tumor necrosis factor, faktor nekroze tumora
TSP: trombospondin

TT: trombinsko vreme

TTP: trombozna trombocitopenijska purpura
TVP: tromboza vene porte

uPA: urinarni aktivator plazminogena ili urokinaza
VLE: vreme lize euglobulina

VWEF: von Willebrand-ov faktor

VWFAQ: antigen von Willebrand-ovog faktora
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