Fyziologie hemostazy

P. Smejkal



Hemostaza

je schopnost organismu zastavit krvaceni
% udrzeni tekutosti krve pfi neporuseném cévnim recisti
ucastni se:
L cévni sténa
endotel
% latky pfitomné v krvi a na vnitini strané cévy:
trombocyty
cervené krvinky, leukocyty
lipidy, bilkoviny, mineraly atd.
% poruSena tkan:
tkanovy faktor
ADP
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Fibrinolyticiky systém
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Inhibitory koaguiace a fibrinolyzy
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Hemostaza

primarni
%, vasokonstrikce
% adheze trombocytd
%, agregace trombocytl

sekundarni (koagulace)
%, aktivace koagul. faktorl
% tvorba fibrinu

fibrinolyza
L, aktivace
% lyza krevni srazeniny

ihned
sekundy
sekundy az minuty

sekundy az minuty
minuty

minuty
hodiny



Poraneni = poskozeni endotelu
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- Zpusobena stfedni vrstvou cévy:

* hladka svalovina
e elasticka vlakna

 predevsim reflexni reakce

 doc¢asna




Endotel

je aktivni jednovrstevna bunecna vystelka
vsech cev, kapilar a ser6znich dutin

je mistem kontaktu latek a bunek kolujicich v
krvi a latek navazanych na povrch endotelu

L tyto bud cirkuluji v krvi a na endotel se vazi nebo
% jsou endotelem syntetizovany

je dulezitym zprostfedkovatelem a regulatorem
latkové vymeny mezi krvi, lymfou a tkanemi



Endotel

Cévni tonus

endotelové bunky kapilar uvolnuji latky, ktere
reguluji prokrveni organu, zpusobuji prevazné
vasodilataci, napr.:

% metabolity kyseliny arachidonové, napr.
prostacyklin PGl, - tromboxan A2

% NO - endotelin
% bradykinin (potencuje uvolnéni NO)



Endotel - hemostaza

Vyznam pro hemostazu

EB na jedné strane podporuji srazeni (VWF)
na druhé strane produkuji faktory aktivni ve
fibrinolyze

v klidovem fyziologickém stavu prevazuji
latky pusobici proti krevnimu srazeni



V endotelu jsou syntetizovany

Von Willebranduv faktor

Platelet Derived Growth Factor (rustovy faktor
odvozeny z destiCek)

destiCky aktivujici faktor (PAF)
prostaglandiny, prostacyklin
glykoproteiny, fibronektin, trombospodin
nekteré typy prokolagenu

Endothelium Derived Relaxing Factor (z endotelu
odvozeny faktor = NO)

endotelin-1 a dalsi



Endotel - vlastnosti

Antitromboticke Prokoagulacni
vazodilatace vazokonstrikce
modulujici zanet % endotelin
potlacujici rust podporujici zanét
prostacyklin - PGl, podporujici rust
NO = EDRF tkanovy faktor
aktivatory plazminogenu PAF
proteoglykany (heparan) vWF
trombomodulin PAI

protein C, S



Markery aktivace a poskozeni endotelu

TF

% exprimovany na povrchu endotelu odrazi stupen
jeho stimulace

t-PA, PAI-1 -
Uvolneni pri

trombomodulin poskozeni nebo
aktivaci

vWF

endotelu
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Krevni destiCcky

Funkce trombocytu pri zastave krvaceni je dvoiji:
tvorba primarni krevni zatky,

tzv. prokoagulacni
L tj. poskytnuti povrcht = fosfolipid( pro priibéh
koagulaCnich déju - PF3
vazba na vit. K zavislych faktoru: Fll, VII, IX, X
vazba kofaktr: FV, VI

vazba a aktivace: FXI, XI|



Uéast desticek v hemostaze:

L adheze

L, zména tvaru

L uvolfiovaci reakce

L, agregace

L, pfesun negativné nabitych fosfolipidd na povrch
L retrakce



Primarni hemostaza

Platelet
Fibrinogen
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Granula trombocytu

a-granula denzni granula
DF4, BTG— neutralizace GAG ATP, ADP - agregace
vWF — adheze, agregace Ca - agregace
FV — prokoagulacne - vazba koagul. FF
PAI-1 — inhibice fibrinolyzy - tvar-zmena, retrakce
PDGF - rtst tkang, hojeni serotonin - vasokonstrikce
P-selektin — vaze

trombospondin — agregace
fibrinogen — agregace
fibronectin — adheze

PS — inhibice koagul. FF

leukocyty



Adheze

prilnuti krevnich desticek na jakykoliv povrch
s vyjimkou dalsiho trombocytu

vedle trombocytu se na ni podileji
%, struktury subendotelu: kolagen
% plazmatické adhezivni proteiny: vVWF, fibronectin

%, hemodynamické zmény (smykové rychlosti,
mnozstvi a viskozita krve, velikost a tvar cev).

adheze je primo linearne zavisla na poctu
trombocytu



Von Willebranduv faktor

je adhezivni protein
tvoren v endotelu a megakaryocytech

hraje kliCcovou roli v primarni hemostaze a
koagulaci

zraly vVWF predstavuje seérii multimeru od
500 kD az pres 10.000 kD, kazdy s
komplexni strukturou

cirkulujici vVWF se vaze s FVII



VWF - primarni hemostaza

Multimery o vysoke molekulove hmotnosti

adheze trombocytu k subendotelovym
strukturam prostrednictvim GP |b

agregace vazbou na aktivovany GP llb/llla

o ¢
ol

GP IIb/IIIa



VWF - funkce v koagulaci

Multimery vsech molekul. hmotnosti

vaze a stabilizuje FVIII (ochrana pred
proteolytickou degradaci)

lokalizuje FVIII v misté poruchy cévni steny



Adheze (ale i trombin) navodi s aktivaci
receptoru komplexni aktivaci trombocytu

ztrata diskoidniho tvaru, tvorba pseudopodii (vyvézku)

centralizace granuli a premena cytoskeletonu
%, uvolnéni plsobku z granuli (sekreéni faze):
ADP, PDGF, PF4, BTG, fibrinogen a dalsi

metabolizmem kyseliny arachidonove vznika TXA2
% vyrazny stimulator agregace trombocytu

aktivace receptoru GP lIb/llla

presun negativné nabitych fosfolipidu na povrch
% umoznuji vazbu koagulaénich faktor(l v misté krvaceni



Agregace

je vzajemne spojeni destiCek mezi sebou
probiha s pomoci specifickeho komplexu zavislem
na Ca?*, GP llb/llla a fibrinogenu

% fibrinogen slouzi jako mustek mezi destickami; nereaguje
s klidovymi destiCkami

za vysokych smykovych rychlosti je adheze a
agregace trombocytu zprostredkovana vazbou vVWF
na GPIIb/llla a to i v nepritomnosti fibrinogenu
> primarni agregace
ADP z porusenych bunek a tkani - reverzibilni
%, sekundarni agregace
ADP a TXA2 z trombocytu — ireverzibilni

vznik bilého destickoveho trombu



Retrakce
= smrsteni vytvorené krevni zatky

jedna se o destiCkovou funkci, ktera je analogni kontrakci
svalu

slouzi k podpore uzavreni rany
pro retrakci jsou destiCky nezbytne

pseudopddia destiCek prilnou k fibrinovym viaknum a
retrakce kontraktilnich bilkovin desticek ({]. ,zatazeni”
pseudopodii) vyvola retrakci srazeniny
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Plazmaticky koagulacni system

Proenzymy
serinove proteazy: FII, VII, IX, X, XI, XII, PK
PLG, tPA, uPA, PC
transglutaminazy: FXIII
Kofaktory:
plazmatické: FV, VIII, HMWK
PS
bunécné: TF
TM, EPCR
Substrat: fibrinogen
Regulacni proteiny: AT III, HC II, Clinh, a2AP, PAI-1,2,3
PC, TFPI, a2MG

Fosfolipidy (negativne nabité): fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin
Ca*
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Koagulacni faktory vitamin K dependentni

o FII, FVII, FIX, FX
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e karboxylaxe glutamovée |CH2
kyseliny CH?2
|
e nutna k vazbé na fosfolipidy oo !_
pres Ca mustky Ny B
:--J{-‘-n Ir k :n-a:: _,( \V Iﬁ S e .::5-'-5 term
e koagulacni faktory jsou l CO,, O,
tvoreny, ale nejsou S i
koagulacne aktivni - PIVKA |
formy (Protein Induced by CH2
Vitamin K Absence / | \nhibition by ora
Antagonist) FH‘SOQ
COO-

acltive coagulation factor




Soucasny model koagulace
\'}

X

o2
- LX\\ P /\
ML
Gmamans >

Monroe et al. (1994) Br J Haematol 88, 364-371, Hoffman et al. (1995) Blood 86, 1794-1801




Hemostaza a tkanovy faktor (TF)

transmembranovy glykoprotein
v subendotelu na fibroblastech a svalovych burikach
% fyziologicky na vSech burfikach mimo cévni fecisté
%, za patologickych stavll i na monocytech a endotelu

tkanovy faktor neni za normalnich okolnosti
vystaven pusobeni cirkulujici krve

hemostazu zahajuje tvorba komplexu mezi TF a FVlla

tvorba komplexu TF-FVlla na povrchu bunék nesoucich
TF vede k aktivaci FIX a FX



Zahajeni (iniciace) koagulace
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Zahajeni (iniciace) koagulace

X Vv
K Protrombin
@Vlla Xa\ ——
Va /
U7 Viia
e
Trombin
\




Faze aplifikace koagulace
(priming= narustani)
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Propagace (sireni, rozmnozeni) koagulace
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Propagace koagulace
klicové enzymatické komplexy

Tenaza (vnitrni) Protrombinaza
% FIXa L FXa
% FVilla “FVa
L, fosfolipidy % fosfolipidy

% Ca LCa



Zahajeni tvorby trombinu

Vytvoreni inicialniho malého mnozstvi trombinu se
nasledné podili na aktivaci déju, které zvysSuiji tvorbu
trombinu vice nez 1000-nasobne

%, Aktivuje koagulaéni faktory V, Vi, XI

Pomaha aktivovat trombocyty v miste poranéni,
které nasledne poskytuji negativne nabity
fosfolipidovy povrch nutny pro dalsi aktivaci
koagulacCnich faktoru



Mnozstvi trombinu je rozhoduijici pro:

Tvorbu dostatecne a pevné fibrinove zatky

Aktivaci FXIIll, vedouci ke stabilizaci fibrinové
sité

Aktivaci TAFI, zajistujici rezistenci fibrinove
zatky k fibrinolyze



Trombomodulin a protein C

A

Trombocyty FVIll a FV

(PAR receptory)
(zpetnovazebné

TROMB'N zesileni)

A AN

FXIII FXI

(pIné stabilizovana
fibrinova zatka)

TAFI

(trombinem aktivovany inhibitor fybrinolyzy)



Protease-activated Receptors
Receptory spojené s G-proteinem
Jsou schopne premenit EC probihajici
proteolyticke stepeni v transmembranovy signal
Prototypem skupiny je PAR1

% Je aktivovan, kdyz trombin odstépi jeho N-konec

% Pri této aktivaci se objevi nové N-zakonceni, které
slouzi jako liganda — vaze se IC na ,telo" receptoru
a slouzi jako transmembranovy signal
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Fibrinolyza

patri k zakladnim fyziologickym mechanizmum
ma dve funkce v procesu hemostazy

% odstranuje fibrinova koagula po té, co naplnily svou
funkci

%, limituje tvorbu koagula

hraje dale roli v procesech zanetu,
metastazovani nadoru, ateroskleroze,
odluCovani placenty a embryogenezi



Fibrinolyza

Vnitrni cesta (krevni) Zevni cesta (tkanova aktivace)

kalikrein, (FXlla, FXla) tPA, uPA

C1INH, ATHI s s

Plazminogen i PLAZMIN - i Plazminogen

o2-antiplazmin e

fibrinogen fibrin

FVa,Villa



Aktivace fibrinolyzy

Plazminogen
silné aktivatory slabé aktivatory
tkanovy aktivator kalikrein
plazminogenu - tPA ] fXlla, f Xla
urokinazovy aktivator
plazminogenu - uPA

Plazmin



Aktivace fibrinolyzy - preména
plazminogenu na plazmin

Fibrinolyza - po formaci fibrinu dojde k navazani jak
plazminogenu tak t-PA na jeho povrch

Nasledkem této vazby je tvorba komplexu, ktery
vyrazne urychluje formaci plazminu

Na fibrin navazany plg je vyrazne lepsim substratem
pro t-PA nez volny plg

Navic — navazany plazmin je chranen pred inaktivaci
o2AP



Formy plazminogenu, plazminu

Glu - plazminogen (mol.nmot. 90 000)

Glu , A X —S-S—
aktivator plg
Lyz - plazminogen (mol.nmot.82 000)
, Glu - ﬁlazmin
LA & — Glu I X
aktivator plg
lyz - plazmin
LA §'
| vazebné misto pro lyzin §

- S - S - disulfidové mustky I

—N——




Fibrinolyza

Vnitrni cesta (krevni) Zevni cesta (tkanova
aktivace)
kalikrein, (FXlla, FXla) tPA, uPA
C1INH, ATHI L s PAI-1, PAI-2
Plazminogen i - PLAZMIN - i Plazminogen

o2-antiplazmin o i b

fibrinogen fibrin

FV, VIll__
FVa,Villa—- FVai, Vlllai



Stépeni fibrinogenu plazminem

W Aa-tetézec

D-doména  E-doména  p_doména

-~
Fragment X +  Ao-fetézec, Bp 1-42
-~
Fragment Y T Fragment D
-~

Fragment D * Fragment E



Stépeni fibrinu plazminem

S Da 0 DD 195kDa
DO DY  247kDa
Q_oxo_, YY  285kDa

X)) XD  334kDa.....

Vznikaji fibrin degradacni produkty, obsahujici
zKrizenou vazbu



Inhibitory fibrinolyzy

Inhibitory plazminu:

% alfa,-antiplazmin
% TAFI - Trombin Activated Fibrinolysis Inhibitor

inhibitory aktivatoru plazminu:

S
S
S

PA
PA

PA

-1 (endotel)
-2 (placenta)
-3 (uloha v patofyziologii fibrinolyzy je nejasna)



Nespecificke inhibitory fibrinolyzy

prirozené inhibitory serinovych proteaz.
% svUj inhibiéni vliv uplatriuji zejména proti plazminu
L patfi sem: o,-makroglobulin
a-antitrypsin
C1- esterase inhibitor
ATIII
% jde za fyziologickych stavl o slabé inhibitory
iné mechanismy inhibice fibrinolyzy:
% HRGP, trombospondin, lipoprotein (a)




TAFI
Thrombin-Activated Fibrinolysis Inhibitor

glykoprotein syntetizovany v jatrech

pravdepodobne koluje v plazme v komplexu s plazminogenen

odstepuje z fibrinu lyzinoveé zbytky
%, odstrani tak vazebna mista pro plazminogen a t-PA
% tim snizuje vznik plazminu

inhibuje aktivaci glu-plg a jeho konverzi na lyz-plg

uvolnuje PAI-1 z trombocytu



Aktivace TAFI

Pouze trombinem — neefektivni — potrebna velka
mnozstvi lla

% V pritomnosti trombomodulinu probiha reakce 1250x
rychleji

Aktivace plazminem pomalejsi
% Vyzaduje pfitomnost glykoasaminoglykant endotelu
%, Uloha plazminu v aktivaci TAFI zatim neni jasna

Fyziologicky lla predchazi plazmin a je ucinngjsi



TAFI a trombomodulin

Pri nizké koncentraci TM je stimulovana aktivace TAFI na
TAFIla (antifibrinolytické pusobeni TM)

Pri vysoke koncentraci TM je aktivace potlacovana
(zvySovana aktivace PC — profibrinolytické pusobeni TM)

Navic je zfejmé dulezita i velikost cév — koncentrace TM
na endotelu stoupa smerem ke kapilaram



Dvoji uloha trombomodulinu
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Fibrinolyza a koagulace

Aktivace TAFI trombinem indikuje duleZitost
koagulacniho systému v regulaci fibrinolyzy

Veskere poruchy generace trombinu maji za
nasledek i zvysenou rychlost fibrinolyzy

Toto bylo jako prvni potvrzeno pro defekty FXI —
krvaceni z tkani s bohatou lokalni fibrinolyzou

Naopak — zvysena aktivita TAFI je trombofilni stav

% bud v disledku zvySené aktivity koagulac¢nich faktor(
% nebo samotného TAFI



Prirozene inhibitory koagulace

serpiny (inhibitory proteaz): Inhibovana proteaza:
L Antitrombin (lla, Xa)

& HC I (EWE)

% a-1-antitrypsinm (Xa, aPC)

% C-1inhibitor (kalikrein, plazmin)
systém proteinu C: (FVa, FVIlla)

% protein C, S

% C4bBP

L TM

% inhibitor akt.proteinu C

& EPCR

TFPI (inhibitor zevni koagulacni cesty)  (TF/FVlla/FXa)

nespecifickeé inhibitory:
% alfa2 MG (lla, kalikrein, plazmin)
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Antitrombin

Prirozene se vyskytujici inhibitor proteaz

DalsSi serpiny: heparin kofaktor Il, a,-antiplazmin, PAI-1,
PAI-2, protein C inhibitor, a.{-proteinase inhibitor (antitrypsin),
o-antichymotrypsin, C1inhibitor

Serpiny tvori s cilovymi proteinazami
ireversibilni 1:1 komplex



Antitrombin
Je hlavni fyziologicky inhibitor trombinu (lla) a
faktoru Xa

% inhibuje i 1Xa, Xla, Xlla a fragmenty, kalikrein,
plazmin, TF-FVlla

pritomnost heparinu a heparinu podobnych
latek (glykosaminoglykanu - GAG) urychluje
tuto reakci 1000 — 2 000x - vazba na AT je
reverzibilni

GAG maji ulohu kofaktoru v této reakci



Antitrombin

THROMB
+ F Xa
slow
inhibitor
+ F Xa
F Xla
F IXa
and other
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Rozdil mechanismu reakce AT III s UFH a LMWH




Antitrombin

Protizanétlivé pusobeni - schopnost AT
stimulovat tvorbu prostacyklinu v bunkach

endotelu
%, prostacyklin pUisobi
vazodilataci
iInhibicne na destiCky
inhibiéné na aktivaci mononuklearu
Indukci rezistence na endotoxin

Heparin inhibuje tuto funkci AT
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Systém proteinu C
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Protein C

K-dependentni glykoprotein, serin. proteaza
syntetizovan v jatrech
aktivovan na endotelu komplexem lla/TM

EPCR - receptor endotel. bunek pro PC
%, podporuje aktivaci PC na endotelu

za pritomnosti kofaktoru proteinu S:
%, §tépi FVa, FVllia



Protein S

K-dependentni protein

syntetizovan v jatrech, cevnim endotelu,
megakaryocytech a d.

uloZen v alfa-granulich trombocytu

kofaktor APC pri enzymatickem stépeni
kofaktoru Va a Vllla

nezavisle na APC primo inhibuje faktory Va a Xa



Protein S

v plazmeé je asi 60% nekovalentné vazano
(komplex 1:1) na C4BP:

% regulaéni protein cesty komplementu
vazba je reverzibilni

vazany PS jiz nema funkci kofaktoru



Trombomodulin

transmembranovy protein
trombin vazany na TM ztraci koagulacni aktivitu

v komplexu s trombinem aktivuje PC

v komplexu s trombinem aktivuje TAFI
(thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)

urychluje inhibici trombinu antitrombinem



TFPI - inhibitor zevni koagulaéni cesty

V iniciaCni fazi koagulace inhibuje: - uvolnény FXa
- komplex TF/FVlla
- az po vazbe na FXa

Je tvoren:
- v endotelu

Je uvolnovan:
- heparinem
- soucasné s TF
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Poraneni = poskozeni endotelu

CEVA

vasokonstrikce
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aktivace koagulace

aktivace fibrinolyzy
pfiroz.inhibitory
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Zkratka Misto tvorby Koncentrace | Polocéas| Mol.hm|Chromozom| Typ | Cilenzym/ |
hod. kDa bilkovina

I ATII jatra, endotel 0,10- 0,25 ga’:_- 45 - 70 62 1 serpin lia, Xa_-

I HCI endotel 8,0 - 9,0 mg/mi - 65 22 serpin lla, Xa

' a,MG [trombo, endotel.bb.| 20 -25 g/ |200-250| 725 12 Ka, plazmin, lla

makrofagy

I C1INH jatra 0,18 - 0,22 g/l 38 - 40 105 11 serpin Xlla, Ka

' a,AT trombo, mgk 13 -2,5 g/l 90 - 96 55 serpin Xa, APC

I a,AP jatra 0,05 - 0,07 g/l 60 67 18 serpin plazmin

I PAI-1 endotel, trombo 0,01 mg/l - 52 7§ serpin tPA, UPA

I PAI-2 placenta <0,005 - 46/70 18 serpin uPA

" TFPI endotel 0,1 mg/mi : 33 2 unin Xa, TF/Vlla

~ PC jatra (K.vit.) ' 40 -50mg/ml | 5-6 62 2 m
PS jatra (K.vit.) 0,02 - 0,04 g/l 60 69 3 kofaktor Xa, FVill
™ endotel - - 75-105 20 kofaktor lla, (Xa)

" IAPC jtra 30- 50mg/ml | - 57 serpin APC, Ka




