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Sazetak

Tromboza je patoloski proces koji dovodi do aktivacije hemostaze “"na pogreSnom mestu i
u pogres$no vreme”, §to dovodi do nastanka tromba, &esto sa okluzijom krvnog suda.
Uzroci tromboza mogu biti preterana aktivacija koagulacije, smanjena raspolozivost
inhibitora koagulacije, smanjena aktivnost fibrinolitickog sistema ili povreda endotela, a
postoje i mnogi ste€eni poremecaji i faktori rizika koji mogu dovesti do nastanka tromboze.
Najvaznija reakcija u procesu koagulacije je pretvaranje protrombina (faktora Ila) u trom-
bin. Tokom ove reakcije dolazi do oslobadanja fragmenata protrombina 1+2 (F 1+2) u
cirkulaciju. Povecane koncentracije F 142 zapazene su u hiperkoagulabilnim stanjima,
kada se javlja intenzivnije stvaranje trombina, dok se smanjenje nivoa F 1+2 nalazi kod
pacijenata na oralnoj antikoagulantnoj terapiji.

Cilj ovog rada bio je da se odredi stepen postignutog antikoagulantnog efekta kod pacije-
nata na oralnoj antikoagulantnoj terapiji razlicitih indikacija. U studiju je uklju¢eno 100
pacijenata koji su na terapiji sinkumarom ili varfarinom duze od tri meseca, i dve kontrolne
grupe: jedna od 55 osoba bliskih po godinama sa grupom pacijenata, i druga od 20 sta-
tisticki znacajno mladih osoba. Svima je odredivano protrombinsko vreme, aktivnost F 11
i koncentracija F 1+2. Pacijenti su na osnovu vrednosti protrombinskog vremena podeljeni
u tri grupe.

Dobili smo znac¢ajno nize vrednosti kod sve tri grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu. Takode, vrednosti F1+2 u grupi pacijenata sa INR>3 su se znacajno razlikovale od
pacijenata u grupi sa INR<2, ¢to ukazuje na bolje postignut antikoagulantni odgovor kod
pacijenata sa visim vrednostima INR. Dobili smo jaku pozitivnu korelaciju izmedu F1+2 i
starosti ispitanika. Dobili smo znacajnu razliku u aktivnosti F II izmedu svih grupa pacije-
nata, kao i izmedu sve tri grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Uocljiv je pad
aktivnosti F II sa porastom INR, koji ukazuje na osetljivost ovog faktora kao pokazatelja
postignutog antikoagulantnog efekta. [zmedu kontrolne grupe i grupe zdravih osoba nema
znacajne razlike u aktivnosti F II.

UvobD

Tromboza je patoloski proces koji dovodi do aktivacije

Najvaznija reakcija u procesu koagulacije je pretvaranje
protrombina (faktora Ila) u trombin. Pod fizioloSkim uslovi-
ma, ovaj proces se odvija u prisustvu faktora Xa, faktora Va,

hemostaze ,,na pogre$nom mestu i u pogresno vreme”, §to
dovodi do nastanka tromba, ¢esto sa okluzijom krvnog suda.
Uzroci tromboza mogu biti preterana aktivacija koagulacije,
smanjena raspoloZivost inhibitora koagulacije, smanjena
aktivnost fibrinoliti¢kog sistema ili povreda endotela, a pos-
toje 1 mnogi steCeni poremedaji i faktori rizika koji mogu
dovesti do nastanka tromboze (1.
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jona kalcijuma, i trombocita. Tokom ove reakcije faktor Xa
cepa dve peptidne veze na amino-terminalnom kraju
molekula protrombina, $to dovodi do stvaranja trombina, i
oslobadanja fragmenata protrombina 1+2 (Slika 1), pa tako
ovaj fragment direktno reflektuje stvaranje trombina (2,3),
Povedane koncentracije F 1+2 zapazZene su u hiperkoagula-
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bilnim stanjima (4,5,6), kada se javlja intenzivnije stvaranje
trombina, dok se smanjenje nivoa F 142 nalazi kod pacije-
nata na oralnoj antikoagulantnoj terapiji (7-3).
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trombina 1 faktora VII, IX 1 X. Prisusvo funkcionalno neak-
tivnih faktora koagulacije u plazmi usporava koagulaciju i
izaziva hipokoagulabilnost krvi. Pored toga, kumarini

- — koagulacija — i

fibrinoliza

unutrasnji i spoljiasnji put koagulacije

Xa + Va + fosfolipidi + Ca?

| trombin-antitrombin 1l kompleks

f+  antitrombin 11
1 __rombin + fragment 1 + 2

protrombin

fibrinogen -—*-ﬂbrin monomer + fibrinopeptidi A + B

fibrin (rastvoran)

plazmin-antiplazmin kompleks

nerastvorni fiorin 1+ alfa-2-antiplazmin
l.._plazmin <«—plazminogen

D -dimer
tkivni aktivafor
plazmincgena )
‘_ﬁ_ﬂ— koagulacija | fibrinoliza

prirodnih inhibitora koagulacije: proteina C i
proteina S.

Oralni antikoagulantni lekovi smanjuju
aktivnost vitamin K-zavisnih faktora koagu-
lacije u plazmi zavisno od vremena njihovog
poluzivota. Najpre se smanjuje aktivnost F
VII, ¢iji je poluzivot 6 Casova, dok aktivnosti
ostalih faktora opadaju znatno sporije:
poluzivot F IX je 24 Casa, F X je 40 Casova, a

protrombina 60 ¢asova (),

inhibiraju 1 posttranslacionu modifikaciju

MATERIJAL I METODE

Eksperimentalnom grupom je obuhvadéeno
100 pacijenata oba pola (32 Zene i 68 mus-
karaca), prosecne starosti 67,7 + 7,38 godina,
koji su na stabilnoj oralnoj antikoagulantnoj
terapiji (duze od 3 meseca) Sintromom ili
Farinom, i koji radi kontrole dolaze u Institut
za medicinsku biohemiju VMA. Svi pacijenti
su podeljeni u 3 grupe, prema vrednosti
postignutog INR-a: I grupa sa INR <2, II
grupa sa 2<INR<3, III grupa sa INR > 3.

Kontrolnu grupu je sacinjavalo 55 osoba
(20 zena i 35 muskaraca), prosecne starosti
65,1 £ 9,11 godina, nepusaca, koji nisu na

inhibitor
aktivatora
palzminogena

— -

Slika 1. Sema dela koagulacione i fibrinoliticke kaskade
(Adaptirano po van Wersch JWJ, van Mourik-Alderliesten CH,
Coremans A. Comparison of markers of coagulation activation in
patients under oral anticoagulation at different levels. Eur J Clin
Chem Clin Biochem 1992;30:462)

U prevenciji 1 leCenju tromboza koriste se antitrombozni
lekovi koji svoj efekat ostvaruju inhibicijom stvaranja ili
aktivacije trombina, ili ispoljavaju oba ova efekta. Na taj
nacin antikoagulansi sprecavaju Sirenje postojeceg tromba,
stvaranje novog tromba i smanjuju mogucénost nastajanja
embolizacije i drugih komplikacija.

Oralni antikoagulansi su najsire koriséeni lekovi u ter-
apiji pacijenata sa razli¢itim kardiovaskularnim pore-
mecajima, posebno kad su pracdeni tromboembolijom.
Preparati koji su u klini¢koj upotrebi su derivati 4-hiroksiku-
marina (),

Cilj laboratorijske kontrole oralne antikoagulantne ter-
apije je odrzavanje stabilno snizene aktivnosti II, VII, IX 1 X
faktora koagulacije na onom nivou koji osigurava hipokoag-
ulabilnost a mogucnost krvarenja i rekurentne tromboze
svodi na najmanju moguéu meru. Doziranje je individulano
zbog velikog variranja u brzini apsorpcije, iskoriStavanja i
degradacije varfarina, pri ¢emu ista doza varfarina dovodi
do neujednacenih efekata kod razlicitih pacijenata. Test koji
se rutinski upotrebljava za kontrolu oralne antikoagulantne
terapije je protrombinsko vreme.

Kumarini su jedinjenja koja svoj antikoagulantni efekat
ostvaruju inhibicijom hepati¢ne posttranslacione modi-
fikacije Cetiri vitamin K-zavisna faktora koagulacije: pro-

antikoagulantnoj  terapiji, 1  namaju
hematoloske, hepatic¢ne ili maligne bolesti.

Zbog ocekivane kompromitacije hemostaze sa staren-
jem, pored kontrolne grupe, u ispitivanje je ukljucena i gru-
pa zdravih, za koju je odabrano 20 mladih osoba, prosecne
starosti 39,5+ 2,90 godina, nepusaca, bez zdravstvenih prob-
lema.

Odredivani su parametri koagulacije: protrombinsko
vreme (PV), faktor koagulacije II (F II), i fragmenti pro-
trombina 142 (F 142). Pacijentima, kao i kontrolnoj grupi i
grupi zdravih osoba, krv je uzeta sa natrijum-citratom kao
antikoagulansom (odnos natrijum-citrat:plazma je 1:10),
izmedu 8 i 11 ¢asova. Deo pokazatelja hemostaze je odre-
divan u svezoj plazmi, a deo u plazmi koja je zamrznuta na
-20°C 1 obradivana posle 2 nedelje.

Protrombinsko vreme je odredivano metodom po Quick-
u, gde se meri vreme nastajanja fibrinskog ugruska u plazmi
bolesnika, u prisustvu humanog tromboplastina i jona kalci-
juma.

Faktor koagulacije II odredivan je funkcionalnim
testom, gde se aktiviranjem spoljasnjeg puta koagulacije
tromboplastinom, vr§i merenje protrombinskog vremena.

Fragmenti protrombina 1+2 su odredivani ELISA
,,sendvi¢” metodom, sa peroksidazom kao hromogenom.

Svi parametri su odredivani komercijalnim testovima
firme Dade Behring, a merenja su vrSena na analizatorima
iste firme (BCT i1 ELISA Processor II).
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Vrednosti parametara hemostaze predstavljene su kao
aritmeti¢ka srednja vrednost (x) + standardna devijacija
(Sd), i kao medijane. Procena znacajnosti razlika parametara
unutar eksperimentalne grupe vrSena je analizom varijanse i
Tukey HSD testom, a poredenje srednjih vrednosti pojedinih
pokazatelja u eksperimentalnoj grupi sa kontrolnom grupom
i grupom zdravih vrSeno je Student t-testom.

REZULTATI

Postoji znacajna razlika u aktivnosti faktora II u sve tri
eksperimentalne grupe (p<0,001), kao i izmedu sve tri grupe
pacijenata i kontrolne grupe (p<0,001). Izmedu kontrolne
grupe i grupe zdravih nema znacajne razlike.

Srednje vrednosti F I navedene su u Tabeli 1, a graficki
prikaz zavisnosti F II od INR u eksperimentalnoj grupi dat
je na Slici 2.

Tabela 1. Aktivnost faktora Il i koncentracija F1+2 u ispitivanim

grupama
Faktor koagulacije II| F 1+2 (nmol/L)
(%)
X +Sd
grupa x+8d X
INR<2| 0,52 £ 0,07 *** 0,67 £ 0,18 ***
Eksperi
mentalna| 2<INR<3 0,36 £ 0,07 *** 0,53 £0,15 ***
grupa INR>3| 0,23 £ 0,05 % | 0,39 £ 0,00 #**
konrolna grupa 1,10 £ 0,11 1,18 £ 0,30
grupa zdravih 1,13 +0,10 0,53 £0,15 ***

5% p<0,001

Rezultati, treéi pasus (izmedu Tabele 1 i Slike 2) : Dobijena
je znacajna razlika u koncentracijama F1+2 izmedu grupa
pacijenata sa INR<2 i INR>3 (p<0,001), a uocljiv je blagi
pad vrednosti F14+2 sa povecanjem INR. Postoji znacajna
razlika u nivoima F1+2 izmedu kontrolne grupe i sve tri
grupe unutar eksperimentalne (p<0,001). Grupa zdravih se u
koncentraciji F142 ne razlikuje zna€ajno ni od jedne grupe
pacijenata, ali ima znacajno nize vrednosti od kontrolne
grupe (p<0,001) (Tabela 1)..
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Slika 2. Promena aktivnosti F Il u zavisnosti od INR
u eksperimentalnoj grupi

Srednje vrednosti koncentracija F 1+2 prikazane su u
Tabeli 1, a graficki prikaz zavisnosti F 1+2 od INR dat je na
Slici 3.
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Poredenjem odnosa pokazatelja hemostaze u eksperi-
mentalnoj grupi, dobijena je vrlo znacajna obrnuta korelaci-
ja vrednosti INR sa F II (r=-0,83), sa PC (r=-0,58)isa F
142 (r=-0,41).

Nadena je vrlo znacajna korelacija izmedu koncentracije
F1+2 i broja godina (r=0,70) (Slika 4).
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Slika 3. Promena koncentracija F 1+ 2 u zavisnosti od INR u
eksperimentalnoj grupi
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Slika 4. Zavisnost koncentracije FI1+2 od broja godina

DISKUSIJA

F1+2, koja nastaje in vivo cepanjem protrombina
pomocu faktora Xa, predstavlja vazan dijagnosticki alat u
proceni hiperkoagulabilnih stanja kao i u dijagnostici
razli¢itih klinickih stanja koja nastaju kao posledica trom-
boze. Kako je vreme poluraspada F 1+2 oko 90 minuta, to
¢ini merenje ovog markera u plazmi pouzdanijim od drugih
markera za praéenje koagulacije (8.9:10.11),

Dobili smo znacajno nize (p<0,001) vrednosti F 1+2 kod
sve tri grupe pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom,
§to je u skladu sa rezultatima prethodnih studija (12,13,14,15),
Takode, vrednosti kod pacijenata sa INR>3 znacajno se raz-
likuju (p<0,001) od onih dobijenih kod grupe sa INR<2, $to
ukazuje na bolje postignut antikoagulantni odgovor kod
pacijenata sa veéim INR. Sli¢ne rezultate dobili su u ranijim
studijama Mannucci i sar. 1991. god (12) i van Wersch i sar.
1992. god (13), a kasnije Vene i sar. 2003. god (14), kao i Ota
i sar. 2008. god (15, Poredenjem srednjih vrednosti koncen-
tracija F 142 sa grupom mladih, zdravih osoba, nije dobije-
na statisticki znacajna razlika ni kod jedne grupe pacijenata.
To navodi na zakljucak da se adekvatnom primenom
antikoagulantne terapije mogu vrednosti F 1+2 sniziti do
nivoa kao kod osoba kojima nije kompromitovana hemo-
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staza. Dobijena je vrlo znacajna razlika (p<0,001) u nivoima
F1+2 izmedu kontrolne grupe i grupe zdravih osoba.
Obzirom na znacajnu razliku (p<0,001) u godinama izmedu
ove dve grupe kontrolnih ispitanika, a u skladu sa dobijenom
znacajnom korelacijom u porastu koncentracija F 1+2 sa
starenjem, ovakvi rezultati su i ocekivani.

Dobijena je znacajna razlika (p<0,001) medu svim gru-
pama pacijenata u aktivnosti protrombina, kao i izmedu sve
tri grupe pacijenta u odnosu na kontrolnu grupu. Uocljivo je
snizenje aktivnosti protrombina sa porastom INR (Slika 2),
Sto je pokazatelj osetljivosti ovog faktora kao indeksa
postignute antikoagulacije.

U skladu sa ocekivanjima, izmedu kontrolne grupe i
grupe zdravih nema znacajne razlike u aktivnosti faktora II.

Nadena je vrlo jaka obrnuta korelacija protrombina (r=-
0,83) i F 1+2 (r=-0,41) sa nivoom INR. Ovakvi rezultati
potvrduju znacaj odredivanja aktivnosti protrombina i kon-
centracije F 1+2 kao dodatnih pokazatelja stanja hemo-
staznog sistema kod pacijenata na oralnoj antikoagulantnoj
terapiji, uz INR.

Dobijena je znacajna korelacija (r=0,70) porasta nivoa F
1+2 sa povedanjam broja godina, §to se i moze ocekivati
obzirom da se sa staroS$¢u pojacava aktivnost koagulacionog
sistema, na racun fibrinolitickog koji postaje manje aktivan,
dok je kod mladih osoba situacija obrnuta.

Neke novije studije su pokazale da se F 1+2 kao molekul
male mase, izlucuje urinom, gde se takode moze odredivati
ELISA testom (). Takode je pokazano da su kod pacijenta sa

postoperativnim venskim tromboembolijama, bilo da se radi
o dubokoj venskoj trombozi ili pluénoj tromboemboliji, u
urinu nalaze povecane koncentracije F 1+2 u odnosu na
pacijente bez tromboembolijskih komplikacija (16,17.18),
Ukoliko bi se pokazalo da vrednosti F 1+2 u urinu znacajno
koreliraju sa koncentracijama u plazmi, to bi bio znacajan
doprinos u uvodenju jedne ovakve neinvazivne dijagosticke
procedure kod pacijenata sa sumnjom na postoperativne
trombomebolijske komplikacije. Uticaj razlika u renalnoj
funkciji moze se izbeci istovremenim odredivanjem mikro-
albumina i kreatinina u urinu. Nema podataka o nivoima F
1+2 u urinu kod pacijenata na stabilnoj antikoagulantnoj ter-
apiji, pa nam to ostavlja mogucnosti za dalja istrazivanja.

ZAKLJUCCI

1. Faktor II najbolje odrazava stepen suprimiranja koag-
ulacione kaskade, i pokazuje najjacu obrnutu korelaciju sa
vrednoscu INR.

2.Fragment protrombina 142 je dobar pokazatelj
postignute antikoagulacije i moze se koristiti, uz INR, kao
dodatni pokazatelj stanja hemostaznog sistema kod pacije-
nata na oralnoj antikoagulantnoj terapiji.

3.Kod osoba koje nisu na oralnoj antikoagulantnoj tera-
piji F 1+2 znacajno korelira sa godinama.

Abstract

Thrombosis is pathological process that leads to activation of haemostasis ,,at the wrong
place in the wrong time” which induce thrombi formation, often with the occlusion of
blood vessel. The causes of thrombosis can be the over activation of coagulation,
decreased availability of coagulation inhibitors, decreased activity of fibrinolysis,
endothelial injury and many acquired disorders. The transformation of prothrombin (fac-
tor IIa) into thrombin is the most important reaction in coagulation process. During this
reaction prothrombin fragment 1+2 (F 1+2) is releasing into circulation. Increased concen-
tration of F 142 are found in hypercoagulabile states, when the forming of thrombin is
more intensive; decreasing of F 1+2 is noticed at the patients on oral anticoagulant thera-

py-

The aim of this study was to determine the degree of achieved anticoagulant effect in
patients on stable oral anticoagulant therapy with different indications. This study includ-
ed 100 patients permanently receiving anticoagulant therapy with sincoumar or warfarin
longer than 3 months, and two control groups: one of 55 persons matched by age with
group of patients, and 20 significantly younger persons. We determined level of prothrom-
bin time expressed as International Normalized Ratio (INR), activity of FII (in %) and con-
centration of F 1+2 in all groups. Patients are splitted in three groups based on value of

prothrombin time

We obtained markedly lower values of F1+2 in all three groups of patients relating to con-
trol group. Also, values of F1+2 in group of patients with INR>3 is significantly different
of patients with INR<2, which designate to better anticoagulant response in patients with
higher INR. We obtained strong positive correlation between F1+2 and aging. We obtained
a significant difference of F II activity among all groups of patients, and between all three
groups of patients relating to control group. It is noticeable decrease of prothombin activ-
ity with increasing of INR, demonstrating the sensitivity of this factor as an index of anti-
coagulation achieved. Among the control group and healthy group there is no significant
differences in the activities of F II.
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