1.5 Hemostasen - en oversikt

Inledning

Uppgiften for alla koagulationsfaktorer och himmare ir frimst att
snabbt tippa till mindre hél och skador i cirkulationssystemet utan att
hindra blodflédet mer dn nédvindigt. Det ir essentiellt att koagulation
sker vid ritt tidpunkt, pa ritt plats och i lagom omfattning. Under
normala forhéllanden ir koagulationen en ytbunden process som iger
rum pd ytan av aktiverade trombocyter, skadade endotelceller eller
subendoteliala strukturer. Himmarsystemen och i viss man dven fibrino-
lytiska systemet begrinsar koagulationen till skadestillet och hindrar
propagering i blodet och pa frisk kirlvigg. Under likningsprocessen
loses blodkoaglet upp av det fibrinolytiska systemet, ett system som
ocksé innehéller himmande faktorer for att férhindra for tidig upplos-
ning av blodkoagel.

I begrinsandet av blodforlust vid skada har dven kirlviggsforindringar
och flédesforhillanden stor betydelse — de tvd andra delarna av Virchows

triad [49], se Kapitel 1.6.

Koagulationssystemet och fibrinolytiska systemet 4r enzymsystem som &r
uppbyggda som kaskader, dir ett enzym aktiverar ett proenzym genom
proteolytisk klyvning. Det bildade enzymet aktiverar i sin tur ett andra
proenzym. I varje steg aktiveras allt fler molekyler, en f6rstirknings-
reaktion [13,25]. Dessa enzymer ir serinproteaser, benimnda efter att
aminosyran serin finns i enzymets aktiva omrade (6versike i [21]).

[ slutet av kaskaden bildas enzymet trombin som har flera centrala
funktioner i hemostasen. Trombin omvandlar det 15sliga plasmaproteinet
fibrinogen till en oléslig fibringel och aktiverar trombocyter [5,8].
Trombocyterna har en essentiell roll i hemostasen. Det ir inte férenligt
med fortsatt liv att sakna trombocyter eller protrombin. Om man efter
provtagningen snabbt centrifugerar ned trombocyterna och de andra
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blodcellerna och filtrerar plasman si kan den forvaras i plastror utan att

koagulera [10,34].

Initieringen av koagulationen

Tidigt beskrevs den sd kallade interna vigen i vilken koagulation initieras
av negativt laddad yta, t ex glas, som med hjilp av flera proteiner ger
upphov till en aktivering av proenzymet faktor XII till det aktiva
enzymet faktor Xlla, vilket i sin tur aktiverar XI till XIa som aktiverar
faktor IX osv [18]. I slutinden bildas trombin som omvandlar fibrinogen
till en oléslig fibringel. S4 sméningom fann man patienter som helt
saknade faktor XII men 4nda inte hade ndgon blodningsbenigenhet
[36]. Diremot har patienter med faktor XI-brist vanligen en timligen
mild blédningssjukdom [37]. Det ir fortfarande inte helt klarlagt vilka
fysiologiska roller faktor XII har.

Den normala aktiveringsvigen vid en kirlskada ar i stillet att skadade
endotelceller, subendoteliala strukturer och aktiverade monocyter kan
exponera ett membranprotein, vivnadsfaktor (= tissue factor, TF),

mot blodbanan [27,32] (6versikt i [29]). Detta protein binder il sig
faktor VIla. Denna faktor finns normalt i cirka 1 procent i cirkulationen
i sin aktiva form [28,30]. Fritt cirkulerande faktor VIIa kan inte aktivera
faktor X. Komplexet TF-FVIla kan diremot aktivera faktor X till Xa,
som pd ytan av aktiverade trombocyter tillsammans med kofaktorn
faktor Va aktiverar protrombin till trombin [19,20]. TF-VIla aktiverar
ocksa ytterligare faktor VII till VIIa och faktor IX till IXa. Komplexet
TF-VIla-FXa inaktiveras timligen snabbt av tissue factor pathway
inhibitor” (TFPI) [1,38].

Till skadestillet adhererar samtidigt snabbt trombocyter. Trombocyterna
kan binda till von Willebrandfaktor i subendotelet via ett specifikt
receptorkomplex eller till kollagen via andra receptorer. Sirskilt vid

hoga skjuvningskrafter har bindningen till von Willebrandfaktorn stor
betydelse. Skjuvningskrafterna ir hoga i kapillirerna och i smé artirer,
sarskilt om dessa idr stenoserade. Aktiveringen av trombocyterna leder

bl a till dindrad konformation av fibrinogenreceptorn, GplIb/Illa, si att
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fibrinogen binds. Till en fibrinogenmolekyl kan ytterligare en trombocyt
bindas, vilket leder till att trombocyterna aggregerar.

Granula, innehillande bl a ADP som ir en trombocytaktivator frisitts
frin trombocyterna. Frin alfa-granula forflyttas P-selektin till ytan av
trombocyten, ett membranprotein som hjilper trombocyten att binda
till endotel och till vita blodkroppar (6versikt i [9]). Den aktiverade
trombocytytan innehéller ocksd bindningsstillen f6r faktor IX, X, XI
samt kofaktorerna V och VIII (6versike i [45]). Den kraftigt aktiverade
trombocyten kommer ocksd att forflytta negativt laddade fosfolipider
fran insidan till utsidan av membranet [4] samt att avsndra sma3,
prokoagulativa membranfragment — s kallade mikrovesiklar. Denna
negativa ytladdning har betydelse, oklart hur stor, f6r bindningen av
koagulationsfaktorer [23,31,41].

Flertalet av de proteiner i koagulationskaskaden (faktor II, VII, IX,

X, protein C och S) som binder till membraner innehéller en post-
ribosomalt modifierad aminosyra, y-karboxyglutaminsyra [40]. Denna
aminosyra har tvd negativa laddningar och binder kalciumjoner som
har tv4 positiva. Bindningen av kalcium ir nédvindig for att dessa ska
ha korrekt tredimensionell struktur och exponera en hydrofob del som
binder till membran [42]. Kalcium bildar inte en jonbrygga mellan
dessa faktorer och negativt laddade membran. Denna enzymatiska
karboxylering kriver reducerad form av vitamin K. Vitamin K-anta-
gonister, som t ex warfarin, blockerar vitamin K epoxidreduktas och
didrmed regenereringen av vitamin K, se vidare nedan.

Den férsta lilla mingden trombin som bildats forstirker koagulationen
genom att vara en utomordentligt stark trombocytaktivator och ocksé
genom att aktivera kofaktorerna V och VIII samt faktor XI. Trombo-
cytens granula innehéller ocksa faktor XI. Protrombin underlittar
bindningen av faktor XI till trombocytytan och pé dessas yta aktiveras
faktor XI i forsta hand av trombin, inte av faktor XIIa [44]. Till faktor
Xla binds faktor IX och aktiveras till IXa. Faktor XIa som limnar trom-
bocytytan inaktiveras raskt av protease nexin II, snabbast i nirvaro av
heparin eller heparansulfatglukosaminoglykaner pd endotelcellsytan.
Denna himning bidrar till att begrinsa koagulationens utbredning i
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rummet. Patienter som saknar faktor VIII (hemofili A) eller IX
(hemofili B) har en svér blodningssjukdom.

Forstarkningsfasen av koagulationen

Faktor IXa binder till specifika receptorer pa trombocytytan i komplex
med faktor VIIIa och X, detta komplex kallas ofta tenaskomplexet.
Faktor X aktiveras till Xa, som i sin tur p& trombocytytan bildar ett
komplex med kofaktorn faktor Va, som kallas for protrombinaskom-
plexet, och som aktiverar protrombin till trombin. Dessa komplex
klyver sina substrat, faktor X respektive protrombin, pa trombocytytan
100 000—1 000 000 ginger snabbare 4n vad faktor IX respektive X
ensamma férmdr. Bildat trombin aktiverar, i en positiv férstirknings-
kedja, mer faktor V, VIII, IX och XI samt fler trombocyter. P4 sd vis
bildas stora mingder trombin inuti koaglet. Detta trombin aktiverar
proteinet trombinaktiverbar fibrinolysinhibitor (TAFI), som nedreglerar
fibrinolysen och bidrar till att skydda koaglet mot alltfér snabb upp-
16sning [2]. Nir fibrinet bildas, dvs blodet koagulerar, har endast en
liten del av protrombinet hunnit omvandlats till trombin.

Bildning av fibrin

Fibrinogen ir ett plasmaprotein med molekylvikt 340 0oo. Koncentra-
tionen 4r normalt cirka 2—4 g/L, men kan stiga kraftigt vid inflamma-
torisk reaktion. En mycket viktig funktion ir att omvandlas till ett
fibrinndtverk som utgdr “armeringen” i blodkoagel. Fibrinogenmole-
kylen dr uppbyggd av tva identiska halvor som vardera bestar av tre
polypeptidkedjor. Den tredimensionella strukturen bestér av en central
E-domin i centrum av molekylen som innehaller alla peptidkedjornas
aminoterminaler och i vardera dnden av fibrinogenmolekylen finns tvd
D-dominer.

Plasmaproteinet fibrinogen omvandlas till olésligt fibrin i tre steg.
Trombin klyver av delar av fibrinogenmolekylen, fibrinmonomerer
bildas som sedan polymeriserar till olésligt fibrin [6,7,46].
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Fibrinet stabiliseras genom att det, under inverkan av koagulationsfaktor
XlIIa, bildas kovalenta bindningar. Faktor XIII aktiveras till XIIIa

av trombin. Bildningen av kovalenta bindningar mellan kedjorna i
D-dominerna i fibrinet skapar unika strukturer som inte finns i fibrin-
ogenmolekylen eller nedbrytningsprodukter av fibrinogen [24]. Dessa
D-dominer ir praktiskt taget identiska med fragment D, som bildas vid
nedbrytningen av fibrin (se nedan).

Hamningsmekanismer for koagulationen

Trombin som bildas pa trombocytytan ir inte bundet till densamma
utan diffunderar ut i blodet. Nir trombinet nér intakt endotel si binder
det till ett membranprotein, trombomodulin, till vilket ocksa koagula-
tionshimmaren protein C binds och aktiveras. P4 friskt endotel blir det
prokoagulanta enzymet trombin antikoagulant. Aktivt protein C,

APC, bromsar koagulationen genom att, tillsammans med sin kofaktor
protein S, inaktivera kofaktorerna Va och VIlla genom proteolytiska

klyvningar (6versike i [17]) [16,39,43].

Patienter som har mutationen faktor V Leiden har fitt aminosyran
arginin i position 506, som ir det férsta klyvningsstillet f6r APC, bytt
till glycin vilket gor att inaktiveringen av faktor Va och, pé ett indireke
sitt, dven faktor VIIIa gir lingsammare 4n normalt. Denna defekt
benimns ocksé ofta APC-resistens, som dock egentligen ir ett vidare

begrepp [3,12].

Tamligen ovanligt forekommer arftlig brist pa protein C och S. P3 friske
endotel finns ocksa heparinliknande molekyler som binder plasma-
proteinet antitrombin och kraftfullt effektiviserar antitrombins inakti-
verande komplexbildning med trombin och faktor Xa. Arftlig brist pa
antitrombin ir sillsynt, typ I med sinkt proteinniva férekommer alltid
i heterozygot form med koncentrationer cirka hilften av de normala,
och ir férenad med en starkt kad risk for vends tromboembolism.

En mildare form, typ II, beror pd defekt i heparinbindande site och
fingas inte med vanlig rutinanalys av antitrombin [15,22].
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Nedbrytning av fibrin

Fibrinolytiska systemet bérjar [6sa upp bildat fibrin si snart ndgot

fibrin bildats (6versikt i [11]). Redan di koaglet bildas binder plasma-
proteinet plasminogen till fibrintrddarna och kan, pa ytan av fibrinet,
aktiveras av vivnadsplasminogenaktivatorn (t-PA) till enzymatiskt aktive
plasmin [35]. t-PA frisitts frin depéer i endotelet av en mingd olika
stimuli, t ex venos stas. Frisatt t-PA kan bindas till fibrin, inaktiveras
genom att bindas till en specifik himmare i plasma (plasminogen-
aktivatorhimmare 1, PAI-1) eller tas upp i levern [48]. En annan nyligen
beskriven himmare ir TAFI ("thrombin activatable fibrinolytic
inhibitor”), som dven utgor en link mellan koagulations- och fibrin-
olyssystemet.

Plasminet som bildas ur plasminogen pa fibrinytan klyver forst av
karboxyterminala delar frin o-kedjorna och sedan de aminoterminala
delarna av B-kedjorna. I stillet for fragment D, som bildas vid plasmin-
medierad nedbrytning av fibrinogen, bildas en kovalent sammanbunden
dimer av fragment D, “fibrin D-dimer”, som en av slutprodukterna [26].

Vid fibrinolys 7z vive forekommer fibrinfragment av minga storleker i
cirkulationen, vanligtvis dominerar mycket stora fragment. Fibrin dr
sdledes en kraftfull aktivator av den t-PA-medierade aktiveringen av
plasminogen till plasmin och deltar sjilvt i initieringen av fibrinolysen
som leder till nedbrytning av fibrinet. Nir plasmin limnar koaglet och
kommer ut i blodet himmas det effektivt av antiplasmin, men si linge
det 4r bundet till fibrin r det odtkomligt for antiplasmin [47].

Metoder for behandlingskontroll vid antikoagulantia

Aktiverad partiell tromboplastintid

Aktiverad partiell tromboplastintid (APTT) miter faktorer i den interna
vigen, XII, XI, X, IX, VIIL, V, protrombin och fibrinogen. De f6rsta
faktorerna i kaskaden XII och XI har stérst effeke p& den koagulations-
tiden. Patienter med mild hemofili kan ha normal APTT. Analysen har
optimerats av tillverkarna for att kontrollera behandling med heparin
och inte f6r att pavisa irftliga blodningssjukdomar. Reagenset bestar av
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fosfolipider och en aktivator, kiselkorn eller elagsyra. Plasmaprovet och
reagenset fir reagera nigra minuter si att kontaktaktiveringen bildar
faktor XIla ur provets innehall av faktor XII. Direfter rekalcifieras provet
och koagulationstiden miites.

Analysens namn kommer av att man tyckte att tromboplastinet var
partiellt eftersom det inte innehéller vivnadsfaktor. Tyvirr har olika
fabrikat av APT T-reagens stora skillnader i kinslighet for heparin, vilket
gor att den infusionshastighet med heparin som behovs for att 6ka
APTT 2-3 ginger startvirdet blir beroende av vilket reagens laboratoriet
anvinder. APTT-resultaten ir dessutom i viss min ocksd instrument-
beroende.

Protrombinkomplex

Protrombinkomplex (PK, PT) anvinds frimst for att kontrollera
behandling med vitamin K-antagonister som warfarin. Resultat beror
av provets innehdll av de K-vitaminberoende faktorerna II, VII, och

X men inte IX. P4 grund av den hdga halten av vivnadsfaktor direkt-
aktiverar faktor VIla faktor X, utan medverkan av faktorerna VIII och
IX. I Norden anvinds en metodgrupp som bygger pa en metod av
Owren och kallas dirfér Owrenmetoden, ocksa kallat metoder med
kombinerat tromboplastin. Reagensen innehéller tromboplastin frin
kaninhjirna (fosfolipider med vivnadsfaktor), bristplasma ur vilken de
vitamin K-beroende faktorerna borttagits samt kalcium. Resultaten
uttrycks numera inte lingre i procent utan som internationell normali-

serad ratio (INR) [14].

For att kunna jimfora resultat erhillna med alla typer av reagens med
olika kinslighet for antikoagulantia har man infort ett internationellt
referensreagens mot vilket alla tillverkningssatser av reagens kalibrerats
indireket via flera sekundira referensreagens. Dirvid uttrycks resultaten
som den kvot (patientplasmans koagulationstid/normal koagulationstid)
man skulle erhallit om man anvint det primira referensreagenset med
hjilp av en korrektionsfaktor, “International Sensitivity Index (ISI)”. INR
= ISI x log (kogulationstid patientprov/normal koagulationstid). ISI bér
bestimmas for varje tillverkningssats av reagens och instrument [33].

KAPITEL 1.5 « HEMOSTASEN — EN OVERSIKT 163



Korrelationen mellan olika fabrikat av Owenreagens och olika instru-
ment 4r mycket god och man kan f6rvinta sig att ett patientprov fir
samma INR-virde oavsett vilket laboratorium som utfér analysen.
Skillnader av praktisk betydelse har endast observerats i sillsynta fall och
di i instillningsfasen och vid 6verbehandling. Dessa skillnader beror
fraimst pa att olika fabrikat har olika kinslighet f6r faktor VII, den faktor
som har kortast halveringstid. Storre skillnader kan ses vid jimforelse
med den ildre metodvarianten trombotest som har bovint tromboplastin
och en ligre spiadning av plasmaprovet.

Utanfér Norden anvinds frimst Quick-metoder, ocksa kallade metoder
med enkelt tromboplastin. Reagensen innehéller tromboplastin, humant
eller frin kanin, och kalcium. Resultaten beror pa provets innehall av
faktorerna II, VII och X samt dessutom av faktor V och fibrinogen.
Faktor V ir instabil, vilket gor att provets hallbarhet ar kort. Fibrinogen
dr en akutfasreaktant och koncentrationen kan stiga flera ginger vid
inflammatorisk reaktion. Lupus antikoagulans ger upphov till falskt
forhojda virden, vilket 4r orsaken till att hogre INR-virden for patienter
med lupus antikoagulans internationellt rekommenderas. Detta for-
hallande giller inte Owrenmetoden. Korrelationerna mellan olika
Quick-reagens dr mindre goda och resultaten ir dessutom instrument-
beroende.

Likemedelseffekter pa hemostas

Cyklooxygenhimmare

Den i sirklass mest anvinda trombocythimmaren ir acetylsalicylsyra
(ASA) som himmar enzymet cyklooxygenas irreversibelt. Enzymet
nybildas inte i trombocyterna, som till skillnad frin endotelcellerna
saknar cellkirna. Dirigenom himmas av en dos ASA-bildningen
tromboxan A2 i trombocyterna lingre tid 4n bildningen av endotel-
cellernas prostacyklin. Tromboxan A2 ir kirlsammandragande och
trombocytaktiverande, prostacyklin har motsatta effekter.
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Heparin och lagmolekylira hepariner

Heparin verkar genom att underlitta antitrombinets himning av
koagulationskaskaden, frimst genom att himma trombin och faktor Xa.
Lagmolekylira hepariner har frimst effekt pd Xa. Fyra preparat finns
registrerade i Sverige (se Kapitel 2.1). En syntetisk pentasackarid har
nyligen registrerats pa indikationen forebyggande av postoperativ
trombos, effekten ir i likhet med l&gmolekylira hepariner beroende av
patientens antitrombin och selektivt riktad mot Xa.

Antivitamin K-lakemedel

Det i Sverige helt dominerande antivitamin K (AVK) likemedlet ir
warfarin, som verkar genom att himma regenereringen av vitamin K vid
syntesen av de vitamin K-beroende koagulationsfaktorerna protrombin,
VII, IX och X. Vitamin K-antagonister utévar sin verkan genom att
motverka vitamin K (phytonadion). Detta sker genom att vitamin K
epoxidreduktas himmas. Detta enzym har till uppgift att regenerera
vitamin K frin vitamin K epoxid, som uppstir nir koagulations-
faktorerna II, VII, IX och X samt koagulationshimmarna protein C
och protein S genomgdr posttranslatorisk gammakarboxylering for att
bli funktionella och kunna binda till fosfolipidytor via en hydrofob yta
som exponeras med hjilp av kalciumjoner.

Eftersom vitamin K-antagonister inte paverkar redan funktionella,
cirkulerande koagulationsfaktorer utan endast dem som syntetiseras,
kommer effekten efter pibérjad behandling att drdja tills de férstnimnda
kataboliserats, vilket vanligtvis tar 4—5 dygn. Det har ddrfor i allmidnhet
ansetts olimpligt att ge dessa medel som akutbehandling vid djup
ventrombos eller lungemboli, dir heparinerna utgor standard, utan att

i stillet utnyttja dem som sekundirprofylax. Detta motiveras framfor allt
av den perorala administrationen, som hittills inte varit anvindbar for
andra koagulationshimmare.
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Bilden (modifierad) dr himtad frin doktorsavhandlingen "Real-time analysis of blood coagulation and
fibrinolysis. New rheological and optical sensing techniques for diagnosis of haemostatic disorders",
Linkoping University Medical Disserations No.663,2001, med tillstand av forfattaren Kenny Hansson.

Figur 1 Koagulationskaskaden (TAFI = trombinaktiverbar fibrinolyshdmmare,
AT = antrombin, TFPI = hdmmare av vdvnadsfaktoraktiverad koagulation (tissue
factor pathway inhibitor), TM = trombomodulin, APC = aktiverat protein C).
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Figur 2 Fibrinolysen.
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Figur 3 K-vitamincykeln och bildningen av y-karboxyglutamylsyra.
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