Diagnostyka uktadu
Krzepniecia-
badania koagulologiczne

lwona Koewalczyk



> Zespot procesow fizjologicznych zapewniajgcych
Sprawne hamowanie krwawienia po przerwaniu
clagtosci sciany naczyn krwionosnych, szczelnosc
loza naczyniowego I ptynnosc krgzacej krwi

> . Sclana naczyn
krwionosnych, ptytki krwi, uktad krzepniecia,
endogennne inhibitory krzepniecia oraz uktad
fiorynolizy. et




Etapy procesow hemostatycznych
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Phytki krwi

Sg to najmniejsze (2-4 nm), bezjadrzaste elementy
morfotyczne krwi  powstajgce z cytoplazmy
megakariocytow.

Liczbe, réznicowanie i czynnos¢ ptytkotwadrcza
reguluje trombopoetyna.

Liczba ptytek we krwi oséb zdrowych wynosi 150-
400 x10°/1, a czas zycia 9-10 dni. 30% ptytek znajduje
sie w Ssledzionie, w ktorych nastepuje ich
dynamiczna wymiana z pulg trombocytéw krwi.

Na powierzchni ptytek znajdujg sie réznorodne
receptory dla czynnikdw aktywujgcych lub
Trombocyt po aktywacji hamujacych ich funkcje.



Powstajg z fragmentow cytoplazmy megakariocytow

150-400 000/mm3

Ok. 30% PLT jest w sledzionie, sg w rownowadze z PLT
Krwi krgzacej

Zyja 8-12 dni, potem sg usuwane z krwiobiegu przez ukt
siateczkowo-srodbtonkowy sledziony, watroby | szpiku
kostnego

Bezjgdrowe komorki, zewnetrzna btona PLT zbudowana
jest z podwojnej warstwy fosfolipidow, z nig tgczy sie
system kanalikow, ktore uwalniajg substancje z
ziarnistosci a I ziarnistosci gestych



Mieloblast Promielocyt Mielocyt Metamielocyt Neutrofil czerwona

Pronormoblast Wezesny
(proerytroblast) normoblast

Megakarioblast










P o= NS\ egaioie gt ol vt » 0d 30-50% plytek znajduje sie w sledzionie

gy meliok copies of DNAR theuckus) - (tzw. pula $ledzionowa), gdzie rowniez
1T nastepuje ich rozklad.

» Po usunieciu sledziony - 75% plytek
rozkiada watroba.

» Reszta plytek to tzw. pula pozasledzionowa
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o / @ g obejmujaca krwinki ptytkowe znajdujace sie
The edges of the megakeryoryte o . . .
ekl s frmoynackt w naczyniach krwionosnych.

celled platalsta.

Piytki petnig dwie zasadnicze funkcje:

1. Tworzg hemostatyczny czop ptytkowy, ktory przywraca ciggtosc uszkodzone) sciany
naczynia. Etapami tworzenia czopa ptytkowego s3: adhezja ptytek do warstwy
podsrodblonkowe); aktywacja ptytki, zmiana jej ksztattu, uwalnianie zawartosci - ziarnistosci
(enzymow lizosomalnych); agregacja, aktywacja ukladu krzepniecia na odstanianych
fosfolipidach powierzchni plytek.

2. Biorg udziat w reakcjach uktadu krzepniecia: udostepniaja fosfolipidy, na powierzchni
ktorych aktywowany jest wewnatrzpochodnly ukfad krzepniecia; uwalniajg czynnik V,
przemieszczajg czynnik Xl z cytozolu na powierzchnie.




Sktadniki ziarnistosci wewnatrzptytkowych

- biatka swoiste ptytek krwi-czynnik ptytkowy
4(PF4) | B-trombomodulina

- Czynniki krzepniecia I fibrynolizy: fibrynogen,

- ¢z V, wielkoczgst kininogen HMWK;, cz XI,
biatko C 1S

- Biatka adhezyjne: ¢z von Willebranda

ADP , ATP, serotonina, jeny wapnia



> W miejscu uszkodzenia naczynia krwionosnego
w ciggu Kilku sekund przylegajg ptytki krwi, z
ktorych uwalniane sg czynniki zlepiajgce dalsze
ptytki w agregaty oraz serotonina i tromboksan —
odpowiedzialne za skurcz uszkodzonego
naczynia.

> to powstanie ptytkowych
czopow hemostatycznych, zasklepiajgcych
swiatto przecietego naczynia. Uszkodzona
sciana naczyniowa jest zrodtem czynnika
tkankowego TF zwanego tromboplastyng
tkankow3a



> Czynnik tkankowy inicjuje aktywacje krzepniecia
krwi, ktorego wynikiem jest powstanie skrzepu
fibrynowego.

> Fibryna tworzy siec splatajgcg | wzmacniajgca
ptytkowy czop hemostatyczny. Jest to etap

> Zadaniem endogennych inhibitorow
Krzepniecia, do ktorych zalicza sie -antytrombine
[l (ATIIT), biatko C (PC) i biatko S (PS), jest
ograniczenie narastania czopu
hemostatycznego

> Czop hemostatyczny , ktory powstaje w
niewtasciwym miejscu | jego rozwoj nie jest
kontrolowany. to jest- zakrzep



> Rolg Jjest rozpuszczanie
srodnaczyniowych ztogow fibryny: | utrzymanie droznosci
loza naczyniowego.

> Ztozony z:

- hemostazy pierwotne| — angazujgcej haczynia I ptytki
Krwi , trwajgce| 3-5 minut | zakonczone| wytworzeniem
czopu ptytkowego

- procesow._krzepniecia- aktywowanych przez czynnik
tkankowy TF w uktadzie zewnatrzpochodnym oraz na
powierzchni fosfolipidow ptytkowych
(ukt.wewnatrzpochodny), wykorzystujgcego czynniki
0soczowe I czynnik ptytkowy 3, trwajgcego 5-10 minut |
zakonczonego wytworzeniem fibryny wzmachniajgcej czop
ptytkowy ( skrzep ostateczny)




- Fibrynolizy — trwajgcej 48-72 godzin |
powodujgcej rozpuszczenie ztogow. fibryny przez
plazmine | usuniecie elementow czopa przez
komorki zerne

Istotg procesu krzepniecia jest:

# przeksztatcenie rozpuszczalnego biatka —
— W poczatkowo rozpuszczalng |
niestabilng, a nastepnie w nierozpuszczalng siec
fibryny.
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> W warunkach fizjologicznych in Vivo procesy
hemostazy pierwotne|, krzepniecia I fibrynolizy

Sg nierozerwalnie potgczone a gtownym
aktywatorem krzepniecia jest
, pochodzgcy z uszkodzonych tkanek.
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Krdotka charakterystyka niektdrych czynnikéw krzepniecia
Czynnik Charakterystyka

Czynnik | Fibrynogen — glikoproteina ztozona, stez. ok. 3-4
g/l. Rowniez biato ostrej fazy — poziom rosnie w
procesach zapalnych.

Czynnik Il Protrombina — stez. 200 mg/l. Moze by¢
aktywowana przez modyfikacje konformacyjna
przez koagulaze gronkowcowg , co moze by¢
elementem DIC w sepsie.

Czynnik 1l Czynnik tkankowy (TF)—tromboplastyna
tkankowa

Czynnik IV Jony wapnia

Czynnik V Proakceleryna - glikoproteina utatwiajaca
aktywacje protrombiny.

Czynnik VII Prokonwertyna — czynnik trwalty. Jest
syntetyzowany w watrobie zaleznie od wit. K.

Czynnik VIII Czynnik antyhemofilowy A. Niedobdér powoduje
chorobe von Willebranda.




Krotka charakterystyka niektorych czynnikow krzepniecia

Czynnik
Czynnik IX

Czynnik X

Czynnik XI

Czynnik XII

Czynnik XIII

Charakterystyka

Czynnik Christmasa i przeciwhemofilowy B.
Syntetyzowany w watrobie zaleznie od wit. K.
Dziedziczenie sprzezone z ptcig. Niedobor wywotuje
fagodniejszg forme hemofilii — hemofilie B.

Czynnik Stuarta — Prowera. Syntetyzowany w
watrobie zaleznie od wit. K. t3czy droge zewnatrz i
wewnatrzpochodna uktadu krzepniecia.

Czynnik przeciwhemofilowy C. W osoczu krazy w
kompleksie z HMWAK.

Czynnik Hagemanna. Aktywacja czynnika kontaktu
prowadzi do uruchomienia uktadu krzepniecia.

Czynnik Laki-Lorand’a. Czynnik stabilizujgcy fibryne.




-___________________________________________________________________________________________________________________________________
1. Biatkowe czynniki krzepniecia, ktore mozemy podzielc na 3 grupy:

a) czynniki zespolu protrombiny - ll-protrombina; VII-prokonwertyna - czynnik stabilny; IX-
czynnik Christmasa - przeciwhemofilowy B (PTC - Plasma Thromboplastin Component), X-
czynnik Stuarta | Prowera

b) czynniki wrazliwe na tromhine - I-fibrynogen, V-proakceleryna, VIII-czynnik
przeciwhemofilowy A, XI-czynnik Rosenthala (wedtug Gailaniego i Brozego), XllI-fibrynaza
(transglutaminaza osoczowa)

c) czynniki kontaktu: XIl-czynnik Hagemana, prekalikreina (czynnik Fletchera), HMWK -
czynnik Fitzgeralda (kininogen wielkoczasteczkowy) - nie 3 konieczne do aktywaci
procesow krzepniecia in vivo, ale uczestniczg w regulacji procesow fibrynolitycznych |
generacji peptydow oddziatujacych na naczynia (np. bradykininy).

2. Jony wapnia (czynnik IV).

3. Czynnik tkankowy, tromboplastyna tkankowa (TF, czynnik Ill).



Czynnik | Synonim R0la w Krzepnieciu
Fibrynogen Prekursor fibryny
I Protrombina oroenzym
| Czynnik tkankowy Kofaktor
I\ Jony wapniowe
V Proakceleryna Kofaktor
\4 Akceleryna- aktyw.
forma cz V
Wil PrOkonwertyna proenzym
VII| Czynnik _ kofaktor
przeciwhemofilowy A
IX Czynrili proenzym

przeciwhemofilowy B




X
Xl

"X
XIII

Prekall-
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Czynnik Stuarta

Czynnik
przeciwhemofilowy C

Czynnik Hagemana-
Cz. kontaktu
Czynnik stabilizujgcy
fibryne

Cz Fletchera

Cz Fitzgeralda

Proenzym
Proenzym
Proenzym
Proenzym
Proenzym

kofaktor




> Mechanizmem zaptonowym dla szlaku
wewnatrzpochodnego jest aktywacja cz XII w
kontakcie z ujemnie natadowang powierzchnig-
Ktorg In vivo jest kolagen odstoniety w wyniku
uszkodzenia sciany naczyn

> Do szybkiej aktywac]i cz XII niezbedna jest

prekalikreina | wielkoczasteczkowy kininogen —
WK

> Nastepuje kaskadowy proces uczynniania
kolejnych cz krzepniecia




> Uruchomienie uktadu zewnatrzpochodne-

go Inicjuje tromboplastyna (cz. tkankowy)
uwalniana do krwi z uszkodzonych tkanek.

- aktywacja cz. VIl (prokonwertyny) prowadzi do
aktywaciji fazy krzepniecia wspolnej dla uki.
zewnatrzpochodnego | wewnatrzpochodnego.

- faza ta obejmuje aktywacje cz. Stuarta X

| cz. V/ (proakceleryny), przejscie protrombiny w.
trombine |lI, a nastepnie czesciowg degradacje
filbrynogenu z utworzeniem monomerow fibryny
a nastepnie pod wptywem zaktywowanego

cz Xl — powstaje fibryna stabilizowana.



pobiera sie krew zylng, po 15-minutowym odpoczynku,

nie bada sie krwi pobranej z cewnika wprowadzonego na
state do zyty, bo probka moze zawierac heparyne-
hamujacg krzepniecie krwi ( stosowang do przemywania
cewnika),

materiatem do badan jest osocze , stosunek obj krwi do
obj roztworu koagulantu powinien wynosic 9:1. Cytrynian
trojsodowy kompleksuje jony wapnia , stabilizuje labilne
cz krzepniecia —V 1 VIII.

- badania ukt. krzepniecia powinny byc wykonywane
natychmiast po odwirowaniu probki, dopuszcza sie
wykonanie badania do 2 godzin od pobrania.



Metody pomiarowe stosowane W

badaniach uktadu krzepniecia:
> 0golne — czynnosciowe ( ocena funkcji naczyn i
ptytek)

> 0golne- koagulometryczne ( ocena
wykrzepiania, aktywnosci danego biatka)

> Immunologiczne- z uzyciem specyficznych
przeciwciat

> blochemiczne chromogenne
> diagnostyki molekularne]



Podstawy diagnostyki sktonnosci
do krwawien:

> Wywiad, badanie przedmiotowe daje informacje
czy to jest skaza z zaburzen naczyniowo-
ptytkowych czy osoczowych

> Krwawienia powierzchowne, z dzigset | nosa to
najczestsze defekty ptytkowo-naczyniowe

> Krwawienia rozlegte, opoznione | przedtuzone
krwawienia domiesniowe | donarzgdowe
(artropatie w hemofiliach)- zaburzenia osoczowe



> Diagnostyka laboratoryjna w przypadku pacjenta
ze sktonnoscig do krwawien ma na celu

Zroznicowac zaburzenia:
- paczyniowe,
- ptytkowe,

- 0SOCZOoWwe.




Czas krwawienia:

> Klasyczne badanie zaburzen hemostazy,
obecnie wykonywane rzadko, zastepowane
przesiewowymi badaniami czynnosci ptytek

> Jest to czas od momentu wystandaryzowanego
zranienia skory do chwili ustania wyptywu Krwi-
ocenia hemostaze pierwotng in Vivo

> Jest miarg czynnosci krwinek ptytkowych- ilosci |
Ich funkcjl adhezyjno-agregacyjnych oraz
naczyn; nie zalezy od procesow krzepniecia

>



> Czas krwawienia pomocny. jest w diagnostyce
choroby von Willebranda

> Wartosci prawidtowe: czas krwawienia nie
powinien przekraczac / minut (420 s)

> Jest W matoptytkowosciach, w
biataczkach, marskosci watroby, niektorych
chorobach zakaznych, skazach naczyniowych,
przy stosowaniu lekow zaburzajgcych funkcje
ptytek

Czescie| zamiast czasu krwawienia wykonywany
jest - test funkcji ptytek, ktory
diagnozuje defekty ptytkowe lub ptytkowo-
osoczowe ( Ch. Willebranda)



> Odgrywa wazng role w pierwotnej | wtornej
hemostazie

> Glikoproteina syntezowana w komorkach srodbtonka
naczyniowego I megakariocytach

> Petni podwojng role w hemostazie: bierze udziat w.
tworzeniu ptytkowego czopu hemostatycznego,
posredniczgc w adhezji PLT w miejscu uszkodzenia
naczynia oraz tworzy kompleks z cz VIII chronigc go
przed proteolityczng degradacjg I eliminacja z
Krwioobiegu



» Choroba dziedziczona autosomalnie dominujaco (rzadko recesywnie), niezaleznie od
pici spowodowana niedoborem lub nieprawidtowym funkcjonowaniem czynnika von

Willebranda (vWF).

» Niedobor vWF jest spowodowany mutacjg genu kodujgcego czynnik, zlokalizowanego
na chromosomie 12 (12p13.2).

» VWEF jest multimeryczng glikoproteing pelnigca funkcje kofaktora adhezji ptytek krwi do
wiokien kolagenu podsrodblonkowe| tkanki f3cznej

. Thrombin — Fibrin

J / .,
Fibrinogen | ' . i
N » VWF chroni czynnik
active conformation (GPIIb-llla®) - gl e /}{a *—-J\-:1Hﬂ przed proteolityczn.
l / Xa degradacja w osocz
—— Factor V /‘
; \ ADP e
- D Others via <, VI
La 4 7 GPIIb-lat
vIWF ' @ T Tissue factor
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I'r'lha rakterystyka Postac
kliniczna

(krwawienia)

Czesciowy niedobor ilosciowy, proporcjonalne  tagodna

obnizenie antygenu i aktywnosci lub
umiarkowana

Niedobor jakosciowy: uposledzona adhezyjna  Roina

funkcja ptytek, zmniejszenie ilosci/brak

duzych multimerdw

Niedobor jakosciowy: wzrost powinowactwa

WF do phytkowej GP Ib/I1X,

nieprawidtowe 'brak duzych multimerdw

Miedobor jakosciowy: obnizenie powinowactva

vWF do phytkowej GP Ib/IX, brak zmian

multimerovaych

Niedobar jakosciowy: spadek powinowactwa
vWF do czynnika VIl

Catkowity niedobor il osciowy z duzym
obnizeniem aktywnosc czynnika VIl




Kliniczne objawy VAV

Krwawienia z dzigset, nosa, blon sluzowych przewodu pokarmowego i
drog oddechowych

FPodskorne krwawe wylewy

Krwawienia po ekstrakcji zebow i zabiegach chirurgicznych
Przedtuzajgce sie, obfite krwawienia miesieczne oraz powikiania
okotoporodowe

Wylewy do stawow i miesni, u okoto potowy chorych, zwykle bez
objawow artropatil.

Objawy klasycznej, wrodzonej choroby von Willebranda fagodniejg z
wiekiem, natomiast nasilajgce sie objawy w wieku starszym moga byc

zwigzane z rozwojem habytej postaci choroby. po ekstrakcji zebow i
zabiegach chirurgicznych



Schemat badania pacjenta z
cechami skazy krwotocznej:

1. Wywiad rodzinny+ cechy krwawienia
2. Badanie fizykalne - cechy krwawienia, choroby towarzyszgce

3. Badania przesiewowe I uzupetniajace:

ptytkowe | haczyniowe: Krzepniecia: fibrynolizy:
Liczba PLT - APTT - DD, TT
Rozmaz krwi - PT, TT - plazminogen
Czas krwawienia - fibrynogen - antyplazmina
- -cytometria przeptyw. - 0ZNn czynnikow,
Inhibitory

- cZz VW



0sociowe

spowodowane niedoborami
poszczegolnych osoczowych
czynnikow krzepniecia

maftop fytkowosc

Y

ptytkowe

spowodowane ilosciowym
lub jakosciowym
uszkodzeniem

plytek krwi; stanowig ok.
2/3 wszystkich skaz
krwotocznych

haczyniowe

rzadko prowadzg do
powazniejszych
krwawien, gdyz funkcja
plytek krwi jest
prawidtowa a ukifad
0SOCZOWY Sprawny

plamica Schonleina-Henocha



Obraz kliniczny skaz
Krwotocznych

Obraz kliniczny Zaburzenia plytkowe Niedobory osoczowych

czynnikow kKkrzepniecia

Lokalizacja Skora 1 blony sluzowe Tkanki nuekkie

krwawienia

Krwawienie po Tak Czasanu

delikatnvch urazach

Wybroczyny Obecne Brak

Plamica Zmiany mewielkie, Zmiany duze 1 wyczuwalne
powierzchowne palpacyjnie

Wylewy stawowo- Rzadko Czesto

mie sniowe

Krwawienia po L.agodne 1 unuarkowane Ciezkie, opozmione

zabiegach

operacyjnych




Diagnostyka tagodnych skaz

krwotocznych
Greaves M.: J Haemost. Thromb. 2007, 5, 167 & Zaburzenia
¥ Zaburzenia hemostazy § 'I:rt%:pnlgclafflbrynullzy
. . dbyle
plerwotne] " Choroby watroby
% Nabyte: ~ Niedobory wit K
— Leczenie p-plytkowe ~  Leczenie antykoagulantami
— Trombocytopenie —  Inhibitory czynnikow
— Schorzenia hematologiczne & Wrodzone
— Cigzka niedomoga nerek —  Niedobory czynnikéw np. V, VIL_XI...
& Wrodzone: —  Niedobor czynnika XII
— Choroba von Willebranda —  Niedobdr alfa,antyplazminy
— Jakosciowe defekty phytkowe

& Jatrogenne !!!



Osoczowe zaburzenia
hemostazy - wrodzone

& HemofiliaAiB
& Choroba von Willebranda

< Niedobory poszczegélnych czynnikow
krzepniecia




Osoczowe zaburzenia
hemostazy - nabyte

& Niedobor witaminy K (np. leczenie doustnymi
antykoagulantami)

& Choroby watroby

£ DIC

<& Obecnos¢ krazacych antykoagulantow
& Leczenie heparyng

L Masywne przetoczenia krwi



Badania oceniajgce wewnatrz-,
zewnatrzpochodng | wspolng droge
kaskady krzepniecia:

- zalezy on od zawartoscl W 0Soczu czynnikow . :



Zasada ozhaczanhia czasu czesciowej
tromboplastyny po aktywacji (APTT)
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> Hemofiliach typu :

A - wrodzony niedobor cz. VIII

B - wrodzony niedobor cz. IX

> Wrodzonych niedoborach cz. II,V,X, XI,XI|
> Niedobor fibrynogenu

> Niektorych postaciach ch von Willebranda
> Obecnosci inhibitorow krzepniecia

( heparyna, krgzace antykoagulanty)

- wydtuzenie APT T jest zauwazalne przy
niedoborach cz. krzepniecia rzedu 40-50%
normy.



No Factor VIII
or Factor X Produced

Weak
Blood Clot

Gene Is Missing or Nonfunctional




Hemofilia A — spowodowana mutacja w locus Xq28 (Haemophilis
powodujaca niedobdr VI czynnika krzepniecia krwi (czynnika ““:';,I g Heathy
antyhemolitycznego); klasyczna hemofilia. R

Hemofilia B — mutacja w locus Xq27.1-q27.2, niedobor [X
czynnika krzepniecia krwi (czynnika Christmasa).

Hemofilia C — mutacja w locus 4g35, niedobor Xl czynnika krzepniecia
krwi (czynnika Rosenthala), najczeéciej w populacji Zydow

Aszkenazyjskich

Objawy:

- krwawienia spontaniczne lub wtorne do urazow lub operacji

(w zaleznosci od postaci choroby — ciezka lub fagodna) Contes Neotty  Duyuih uﬂ.,
- krwawienia dostawowe (bolesnosc, obrzeki)

_Krwiomocz taczna czestosc hemofilii A1 B w

populacji wynosi okoto 1:12 000.
Hemofilia A jest 4 do 8 razy
czestsza niz hemofilia B.

- krwawienia srodczaszkowe (najgrozniejsze dla zycia)
- krwawienia z bton $luzowych (z nosa, krwioplucie)

- krwawienia pooperacyjne, po ekstrakcji zeba
: APTT T
Leczenie:
- substytucja czynnika VIl (hemofila A) lub IX (hemofilia B) liczba plytek, czas

krwawienia, PT



> Naczyniowych I ptytkowych skazach
krwotocznych,

> Niewielkich zaburzeniach wewnatrz- |
zewnagtrzpochodnego ukt krzepniecia (fagodne
postacie hemofilir)

Skrocenie APTT nie ma znaczenia
diagnostycznego

APTT nie zalezy od liczby PLT



> — test przesiewowy dla wewnatrzpochodnej |
wspolnej drogi ukt. krzepniecia

>

> Po Inkubacjl osocza z odczynnikiem do APTT
zawierajgcym mieszanine fosfolipidow |
aktywatorow czynnikow kontaktu dodaje sie chlorek
wapnia I mierzy czas do wytworzenia skrzepu

> Wynik pomiaru zalezy od zawartosci czynnikow
kontaktu oraz czynnikow VIII 1 IX.



- Wykonuje sie dwa pomiary APTT, a nastepnie wylicza
srednig

- Roznica miedzy wynikami obu pomiarow nie powinna
byC wieksza niz

- Pomiar APTT zalecany jest do lab. kontroli leczenia
heparyng niefrakcjonowang wielkoczgsteczkowg UFH-
jest ona lekiem przec:lwzakrzepowym stosowanym u
paCJentow z zylng 1 tetniczg zakrzepicg, w profilaktyce
zylne| choroby zakrzepowo-zatorowej; terapeutyczne
stezenie heparyny we krwi odpowiada

przedtuzenie APTT w porownaniu do wartosci przed
leczeniem




> Leczenie
prowadzgce do wybiorczej inaktywacji , hie
wptywa na wartosci APTT i nie wymaga regularnego
monitorowania

> Metodg z wyboru w monitorowaniu leczenia LMWH
jest oznaczanie aktywnosci anty-Xa

> W szczegolnych przypadkach: cigza, przewlekte
choroby watroby I nerek, powiktania krwotoczne lub
zakrzepowe, dziecl, osoby starsze nalezy oznaczac
aktywnosc anty-Xa



Czas protrombinowy- PT

> Jest miarg zewnatrzpochodnego uktadu
aktywacjl protrombiny
> Zalezy od zawartosci

, hie zalezy od pozostatych
cz. krzepniecia I liczby PLT

> Jest badaniem z wyboru do monitorowania
terapli przeciwzakrzepowe] antagonistami
witaminy K; wart. prawidtowe od 11 do

14 s | zalezg od aktywnosci uzywane|
tromboplastyny



> PT okresla czas krzepniecia osocza po dodaniu
tkankowe| tromboplastyny:-

czyli czynnika tkankowego, ktory w kontakcie z
cz VIl uczynnia zewnatrzpochodny ukt
Krzepniecia a nastepnie przeksztatcenie
fibrynogenu w fibryne



Pasada oznaczahia czasu protrombinowego (PT)
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Fykonanie :

- 0.1 ml osocza i .
- 0.1 ml tromboplastyny 37, zmierzyc czas (sek)
i+ Ga Gl)




Sposoby wyrazania wyniku PT
> Najczescie|] wynik wyraza sie [ako_procentowy
wskaznik czasu protrombinowego :
[czas PT kontrolny (S): czas PT osoby
padanej (s)] X 100%
lub jako wspotczynnik czasu PT:
czas PT osoby badanej (s) : czas PT kontrolny(s)
- U chorych leczonych doustnymi antykoagulan-
tami PT powinien byC wyrazony w postaci




Sposoby wyrazania czasu
protrombinowego (PT)

G i

Wskaznik (%0) PTP{;}{:;*m x 100 %

%% akbrwnozcl Obhczany z krzyvwej
tzw, wikamik Quicka rozclenczen osocza
prawidlowego

« wipolczynnik K PT (z) badane

PT () wzorcowe

INR B IS1 {miedrynarodowy index crnlotei)

Aednmarodony
wipole nnmk mormabzowany




> Oblicza sie go ze wzoru:

> INR=(wspotczynnik czasu PT) do potegi ISI, gdzi ISI to
miedzynarodowy wskaznik czutosci tromboplastyny

> Na przyktad:

jesli czas PT osoby badanej = 38s, czas PT osocza
kontrolnego=135s, a ISI=1,35, to INR=(38/15)do potegi
1,35=2,5 do potegi 1,35=3,4.

WartosC = danej seril troboplastyny jest podawana w
ulotce do preparatu

Wartosci prawidtowe :
wskaznik P :



INR - zakresy terapeutyczne w leczeniu
doustnymi antykoagulantami (AD)
Zakres INR | Sytuacja Kliniena

2.0-2.5 Zapobieganie zakrzepicy zylne;
(po zabiegach operacyjnych)

2.0-3.0 Zator tetnicy mozgowej

Leczenie zakrzepicy zyl glebokich

Stany niedokrwienne moézgu

3.0-3.5 Nawroty zakrzepicy zylne;
1 zatoru tetnicy phicne;

Choroby naczyn tetniczych
Stany po zabiegach kardiochirurgicznych
(zastawki, by-pass)




Interpretacja PT

> Czas PT jest wydtuzony ( INR podwyzszony, wskaznik
PT obnizony) w:

;W
przypadku niedoboru cz Il,V,X przedtuzeniu ulega
takze APTT

- przewlektych chorobach migzszu watroby,
- niedoborach witaminy K,

- rozsiane krzepniecie srodnaczyniowe DIC,
- choroba krwotoczna noworodkow,

- W obecnosci Inhibitorow: krzepniecia- heparyna,
produkty degradacjl fibrynogenu, krgzace
antykoeagulanty u chorych z toczniem rumieniowatym



Nabyte niedobory czynnikow
Krzepniecia

Leczenie VKA (acenokumarol, warfaryna) Il, VII, IX, X - zalezne od witaminy K

Niedobory pokarmowe, zespoly Ziego wehianiania iy Eﬁiﬂaﬂlﬁine i
Niewydolnosc waroby Wiekszosé czynnikow

Amyloidoza Czynnik X

Nowotwory mieloproliferacyjne Czynnik V

DIC Wiekszos¢ czynnikow

Nabyty zespot von
Willebranda vWF, VIl

Nabyta hemofilia A Czynnik VIl

Wasywne przetoczenia

krwi_leczenie heparyna Wigkszosc czynnikow (+ plytki)



> DIC charakteryzuje sie:

— aktywacjg uktadu krzepniecia I, w nastepstwie —

uktadu fibrynolizy
— generacjg duzych ilosci trombiny I plazminy

jedynie
zespotem objawow towarzyszgcych roznym
schoerzeniom



DIC Disseminated intravascular coagulation
(zespot rozsianege WykKrzepiania wewnatrznaczynowego)

Przyczyny

1. Powiktania potoznicze i ginekologiczne

2. Wstrzas )

3. Infekcje
4. Choroby nowotworowe

5. Hemoliza

6. Uszkodzenia tkanek
7. Anomalie naczyn

Uwalnianie tromboplastyny tkankowej

—zawaty

—hemoliza

—biataczki promielocytowe
— katastrofy” poloznicze
—nowotwory

—jady wezy

—choroba kesonowa

Zniszczenie endotelium

—INFEKCJE

—posocznica meningokokowa
—goraczki krwotoczne - EBOLA
—zapalenia naczyn

—zatrucie cigzowe

Czynniki, ktore powoduja jedno i drugie

—Wstrzas

—posocznice Gram (-)
—duze zabiegi chirurgiczne
—oparzenia

—urazy



Przebieg DIC

Aktywacja uktadu krzepniecia (bez zmian laboratoryjnych)

!

ZuZycie cz. krzepniecia, mikrozakrzepy w drobnych naczyniach

Zuziie PLT, fibnynogenu i cz. KIZepniecia iz nhstomw ez=pnigoa),

Niedobor PLT, czynnikow (w tym fibrynogenu), aktywacja fibrynolizy

Wtorne objawy krwawienia 4smm  Uczynnienie fibrynolizy

PODOSTRY PRZEWLEKLY




Etiologia DIC

Naptyw do tozyska aktywatorow protrombiny:

* powiktania potoznicze, np. przedwczesne odklejenie tozyska
 operacje na narzgdach bogatych w TF, np. ptuca, stercz,
trzustka

e jawna hemoliza, np. btedne przetoczenie krwi

e jady weza

 rozpadajace sie guzy, ostra biataczka promielocytowa

Posrednia aktywacja krzepniecia przez mediatory, np.
toksyny bakteryjne:
* posocznica, zwtaszcza Gram-ujemna

Kontaktowa aktywacja endogennego uktadu krzepniecia:
 krgzenie pozaustrojowe
 zaburzenie mikrokrazenia we wstrzgsie




Patofizjologia DIC

Przyczyny Wykiadniki laboratoryjne Objawy kliniczne

Zespoly chorobowe
l Obnizenie aktywnosci czynnikow,
Uwolnienie czynnika przediuZzenie APTT i PT
tkanfowego
Y Trombocytopenia ze zuzZycia
Aktywacja ukiadu
krzepniecia (generacja
trombiny) Zuzycie fizjologicznych antykoagulantow
\’

!

Tworzenie fibryny
uogolnione

|

Aktywacja ukfadu
fibrynolizy (generacja
plazminy)

Obnizenie fibrynogenu

Niedokrwistos¢ hemolityczna
(mikroangiopatie)

Wzrost FDP i D-dimerow




Kliniczne objawy koagulopatil

& Skaza krwotoczna:
— broczenie,
—  krwinkomocz (krwiomocz),
—  krwawienia z drog rodnych ub oddechowych,
—  krwiste stolce, wymioty,
krwawienie Z ran
2 Zesp::ﬂ defibrynacij:
— broczenia,
—  bole brzucha 1 okolicy krzyzowe], bezmocz,
— sinica, drgawki, Spiaczka
% Plamica - wybroczyny na powierzchni skory (zakrzepica drobnych naczyn
skéry = wynaczynienia), zmiany krwotoczno-martwicze w narzadach

2 Purpura fulminans, zespét Waterhouse-Friedrichsena

Nerka w DIC



Badania laboratoryjne rdznicujace ostrg i przewlekta
forme DIC

Ostry DIC Przewlekty DIC
Liczba ptytek J/ (umiarkowanie) J/ (nieznacznie)

Czas
protrombinowy

aPTT ™ N/J

1T N/nieznaczny 4

Czas trombinowy ™ N/nieznaczny 9

Fibrynogen J M /N/nieznaczny

Produkty degradac;ji
fibryny

Czynnik Vi VIII N

tak




> U chorych ze znacznie przedtuzonym PT w wyniku
> leczenia antykoagulacyjnego nalezy spodziewac sie
> przedtuzonego AP T T(obnizona aktywnosc cz IX)



Interpretacja wynikow
oznaczen PT i APTT:

)

APTT

WNIOSKI

prawidtowy

wydtuzony.

niedobor cz VIII (hemofilia A lub
choreba von Will.), X, XI, XII,
prekalikreiny lub WK, krgzacy
antykoagulant

wydtuzony.

prawidtowy

niedobor cz VI, ztozony niedobor cz
zaleznych od witaminy K -zespofu
protrombiny (choroby watroby,
leczenie doust.antykoagul.)

wydtuzony

wydtuzony

niedobor fibrynegenu, zmniejSzenie
aktywnosci cz: I,V lub X., zaburzenia
Krzepniecia w ch.watroby, DIC, wptyw

neparyny.



Wptyw lekow na procesy
Krzepniecia

> Badania koagulologiczne zmieniajg sie pod wptywem
antykoagulantow, pochodnych kwasu salicylowego |
doustnych srodkow antykoncepcyjnych

> Krzepniecie krwi hamujg salicylany, sulfamidy, leki
steroidowe I niektore antybiotyki

> witamina K, penicylina, niektore leki neuroleptyczne |
epinefryna mogg powodowac nadkrzepliwosc



Istniejg trzy gtowne grupy lekow przeciwzakrzepowych o
roznym mechanizmie dziatania: heparyny (niefrakcjonowana ),
antagonisci witaminy K i leki defibrynujgce.

Mechanizm dziatania heparyny.

, pod postacig soli sodowe|, hamuje krzepniecie krwi
na skutek zwiekszania dziatania antytrombiny lll.

Antytrombina lll jest alfa 2 globuling wytwarzang w watrobie.
Antytrombina lll tworzy nieodwracalne kompleksy z trombing w.
wyniku czego obydwa te biatka unieczynniajg sie, zaburzajgc
zalezne od trombiny szlaki krzepniecia. Heparyna przyspiesza
unieczynnianie trombiny zalezne od antytrombiny Ill.

Doustne antykoagulanty (antagonisci witaminy K) hamujg
zalezng od witaminy K synteze w watrobie osoczowych
czynnikow krzepniecia |, VI, X, X.

L_eki defibrylujace zmniejszajg stezenie fibrynogenu




Heparyna to kofaktor jednego z najwazniejszych naturalnych
iInhibitorow kaskady krzepniecia — antytrombiny | dziata
hamujgco na wszystkie etapy, gtownie na faze przejscia
protrombiny w trombine.

Najpowszechniejszym Sposobem monitorowania leczenia
|est oznaczenie czasu aPTT.

Heparyna frakcjonowana

Ma wieksze powinowactwo do czynnika Xa I znacznie mniejsze
dziatanie  Inaktywujgce trombine (lla) niz  heparyna
niefrakcjonowana.

Frakcjonowanie heparyny pozwala na uzyskanie leku o
wieksze] dostepnosci biologicznej.

Podawanie Ww standardewych dawkach nie wymaga
moniterewania hemostazy, ale nalezy okresowo kontrolowac

liczbe ptytek knwi.



/ Prokalireina
TR _.r'- |

T

RysunekD1lnew.pg

Fbyna | — Fibryna stabilizowana

R e L

q‘r,._ Yals 155 FEat T ‘-'-l'r-: -T

. Doustne a%ini;:j,r_kdag_'_{._lzljﬁﬁt'y- phgﬁjd:uj'a-_;':ir'.'iwsiéupi-ani'é nieaktywnych:
 prekursorow czynnikow krzepniecia syntetyzowanych w watrobie:
o s G VIR Xk protrombiee 0

Ryoc. 5.1. Mechanizm dziatania heparyny i doustnych antykoagulantdw.



> Kwas acetylosalicylowy — hamuje cyklooksygenazy
CO powoduje zmniejszenie wytwarzania trombosanu
A | prostaglandyn w ptytkach, ktore silnie pobudzajg
agregacije.

> W ptytce jest to zablokowanie nieodwracalne juz w
matych ilosciach kwasu I utrzymuje sie przez okres
zycia ptytki czyli 8-12 dni



Badania oceniajgce wspolng droge krzepniecia-

> Jest miarg przejscia fibrynogenu w fibryne I nie zalezy
od wewnatrz- | zewnatrzpochodnego ukt aktywac]i
protrombiny

> Odzwierciedla reakcje zachodzace miedzy trombing |
fibrynogenem

> Zalezy od stezenia fibrynogenu, obecnosci
nieprawidtowego fibrynogenu, aktywnosci antytrombin
oraz polimeryzaciji | stabilizacji fibryny

> Wartosci prawidtowe : 16-21s | zalezg od aktywnosci
uzytej trombiny



Zasada oznaczania czasu trombinowego (TT)

iﬁ Trom l}ina:} -
w
Fibrynogen l—} Monomery fibrymy
Y

FPA Polimery fibrnyny

FPB ¥
cz . Allla «&———— c=z. Xl
Ca™

Y

Fibryna nierozpuszczalna

FPA , FPB - fibrynopeplydy A i B
Wykonane :

- 0.1 mi csocza : :
04 mi tmmbim.] 377G, zmierzyc czas (s=k)




- hipofibrynogenemiach- DIC, marskosc I inne choroby
watroby,przy wartosciach fibrynogenu bliskich O g/L
0Socze nie krzepnie

- dysfibrynogenemiach,
- obecnosci immunologicznych inhibitorow trombiny,

- zaburzeniach polimeryzacji fibryny- obecnosc
produktow degradacji fibrynogenu FDP/DD,

- leczeniu heparyna, hirudyna,



»Czas trombinowy jest
w hemofilil A, hemofilii B oraz
chorobie von Willebranda

>Jest wykorzystywany do
wyKkrywania heparyny W 0Soczu



Interpretacja wynikéw oznaczen APTT, PTi TT u

pacjenta z objawami skazy krwotocznej

Rodzajzaburzenia Badania uzupeliajace APTT PT TT
Niedobor czynmkow VIII IX. XL Omaczenia w/w P N N
choroba von Willebranda czynnikow, proby

korekcyjne (APTT)
Niedobor czynmka VII zlozone | Oznaczema czynnikow IL N P N
niedobory czynnikow K-zaleznych | VII, X
(mewielkie)
Niedobor II. V. X. Zlozone | Oznaczenia w/w czynmkow, P P N
niedobory czynnikow K-zaleznych | proby korekcyjne (APTT)
(znaczne), zaburzenia po
masywnych transfuzjach
Hypo- 1 dys-fibrynogenenue, | Oznaczenia fibrynogenu. D- P P P
choroby watroby. DIC. obecnos¢ | dimerow.FDP.
heparyny czas batroksobinowy

(reptylazowy).

testy parakoagulacji




Fibrynogen

> Syntezowany w watrobie, uczestniczy w tworzeniu
skrzepu- cz |, rozpuszczalny prekursor fibryny

> Niedobor jego I Innych ¢z krzepniecia, obserwuje sie w
przewlektych chorobach watroby

> Jest biatkiem ostre| fazy | rosnie w procesach
zapalnych- wptyw na wynik OB

> \Wartosci prawidtowe :

> Jego wartosci na gornej granicy normy 3,5-4 g/L sg
uwazane za -Uwazanej jako
przewlekty proces zapalny.



> Najczestsza metoda do jego oznaczania-metoda
Claussa, opisana w 1957r

> Czas Kkrzepniecia rozcienczonego osocza po dodaniu
wysokich stezen trombiny jest odwrotnie
proporcjonalny do stezenia fibrynogenu

> Badanie to jest miarg wspolnej drogi w kaskadzie
Krzepniecia



> Stezenie fibrynogenu jest fizjologicznie podwyzszone w
czasie miesigczki | W cigzy.

> Do dochodzi w :
Przebiegu chorob nerek

- Kolagenozach, np. toczen rumieniowaty,
- Zawale serca | udarze mozgu,

- Nocne] napadowe] hemoglobinurii

- Plamicy zakrzepowe] matoptytkowe|

- Stosowaniu niektorych lekow, np. srodki
antykoncepcyjne



> - niezalezny czynnik ryzyka
zawatu miesnia sercowego, udaru
niedokrwiennego mozgu | miazdzycy naczyn
obwodowych



Obnizone stezenie fibrynogenu w:
> Wrodzonych niedoborach fibrynogenu
> Chorobach watroby
> DIC
> Mononukleozie zakaznej

> Leczeniu trombolitycznym np.streptokinaza,
urokinazag oraz innymi lekami




> Powstajg podczas trawienia ztogow ustabilizowane]
fibryny przez plazmine

> Okreslanie stezenia DD ma szczegolne znaczenie w
rozpoznawaniu DIC 1 zakrzepicy zyt gtebokich,
zatorowosci ptucnej, a nawet drobnych zatorow czy.
zakrzepow np. w zawale serca

> Dostepne sg zestawy do ich oznaczania metodg
ELISA lub lateksowg z monoklonalnym
przeciwciatem



/

Metody immunoenzymatyczne

Y

» Klasyczna ELISA
> Y Metody lateksowe

Wenkly Positive Strangly Positive

;fﬁ':i:: D-Dismar D-Dismer
(o apglufination) e
# ELISA automatyczna m,
(np. test VIDAS, bioMerieux) — —F w—f e
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Metody aglutynacji
petnej krwi

# SimplyRED -
przeciwciata o podwajnej
specyficznosci: przeciwko
antygenowi erytrocytow i D-
dimerom|




= WD BV

Metody potilosciowe lub jakosciowe np..
metody lateksowe w oznaczaniu DD- nie dajg
wystarczajgcej czutoscl w porownaniu do
metod ilosciowych (ELISA)

Zwiekszone stezenie dimeru D wystepuje w:
DIC

Zakrzepica zyt gtebokich

Zator tetnicy ptucnej

Niektore nowotwory ztosliwe-przerzuty do pfuc,
rak jajnikow

W czasie leczenia trombolitycznego
=uptynnianie zakrzepow

Po zabliegach operacyjnych




Interpretacja stezenia D-dimerow

(majg
matg swoistosc)
> Natomiast prawidtowe ich stezenie z duzym
prawdopodobienstwem wyklucza obecnosc
Zakrzepicy- wysoka CZUutosc



Niezbedne informacje znajdujg sie w:

Dembinska-Kiec A., Naskalski J., ,Diagnostyka laboratoryjna z
elementami biochemii klinicznej”; Elsevier Urban&Partners,
Wroctaw 2013:

Str. 577-600 — 14.1 Wprowadzenie do podstaw diagnostyki
hematologicznej

Str. 603-611 — 14.8 Monitorowanie leczenia przeciwkrzepliwego |
fibrynolitycznego

Str. 613-615 — 14.9 Diagnostyka zespotu Wykrzepiania
wewnagtrznaczyniowego (DIC)
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