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Hemostaza

schopnost organismu zastavit krvaceni

 udrzeni tekutosti krve pfi neporuseném cévnim fecisti

ucastni se:
e cévni sténa - endotel

 latky pritomné v krvi a na vnitini strané cévy - trombocyty,
cervene krvinky, leukocyty, lipidy, bilkoviny, mineraly atd.
e porusena tkan - tkanovy faktor, ADP



Hemostaza

subendotel
CEVA TROMBOCYTY PLAZMAT.FF
vasokonstrikce aktivace

aktivace koagulace

primarni zatka + FIBRIN

maktivace fibrinolyzy
éfinitivni zatk

priroz.inhibitory



Hemostaza

» primarni

vasokonstrikce thned
adheze trombocytu sekundy
agregace trombocytu sekundy az minuty

» sekundarni (koagulace)
aktivace koagul. faktoru sekundy az minuty
tvorba fibrinu minuty

» fibrinolyza
aktivace minuty
1yza krevni srazeniny hodiny



Adheze trombocytiu

prilnuti trombocytu na jakykoliv povrch s vyjimkou dalSiho
trombocytu

vedle trombocytu se na n1 podileji
struktury subendotelu (kolagen)
plazmatické adhezivni proteiny (vVWF, fibronectin)

hemodynamickeé zmeény (mnozstvi a viskozita krve,
velikost a tvar cév)

adheze je prfimo linedrné zavisla na poctu trombocyti



Agregace trombocytu

je vzajemne spojeni destiCek mezi sebou

probiha s pomoci specifického komplexu zavislém na Ca®",
GP IIb/IlIa a fibrinogenu

adheze a agregace trombocytu zprostredkovana vazbou vWF
na GPIIb/IlIa

primarni agregace
* ADP z poruSenych buné€k a tkani - reverzibilni

sekundarni agregace

* ADP a TXA2 z trombocytu — ireverzibilni
vznik bilého desti¢kového trombu



Primarni hemostaza

Platelét

~ ADP,
~serotonin
thromboxane A,

calcium l/
Activated platelet

Site of injury, exposed collagen



Retrakce

» smrsténi‘ vytvorené krevni zatky

» jedna se o destickovou funkci - analogni kontrakci sval
» slouzi k podpore uzavieni rany

» pro retrakci jsou desticky nezbytné

» pseudopodia desticek prilnou k fibrinovym vlakniim a
retrakce kontraktilnich bilkovin desticek (1. ,,zatazeni*
pseudopddii) vyvola retrakci srazeniny



Plazmaticky koagulacni systém

Proenzymy
» serinove proteazy: FII, VII, IX, X, XI, XII, PK
PLG, tPA, uPA, PC
» transglutaminazy: FXIII
Kofaktory:
» plazmatické: FV, VIII, HMWK
PS

» bunécne: TF

T™, EPCR
Substrat: fibrinogen
Regulacni proteiny: AT III, HC 11, Clinh, alfa2 AP, PAI-1,2,3

PC, TFPI, alfa2MG

Fosfolipidy (negativné nabité): fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin

C az+



Fibrinolyza

» patii k zakladnim fyziologickym mechanizmim
» ma dvé funkce v procesu hemostazy
odstranuje fibrinova koagula po té, co naplnily svou funkci

limituje tvorbu koagula

» hraje dale roli v procesech zanétu, metastazovani nadora,
ateroskleroze, odluCovani placenty a embryogenezi

» aktivace fibrinolyzy — preménou plazminogenu na plazmin
pomoci aktivatoru: silné aktivatory (tkanovy aktivator
plazminogenu — tPA ,urokinazovy aktivator plazminogenu —
uPA, slab¢ aktivatory (kalikrein, FXIla, FXIa)




Poruchy krevniho srazeni

e stavy, kdy se v dlsledku chybéni nebo
nedostatecné (nadbytecne) funkce nektere z
latek potrebnych pro krevni srazeni objevuje
sklon ke krvacivym nebo trombotickym
prihodam



Rozdéleni poruch krevniho srazeni

Dle dédicnosti:
e Vrozené - porucha tvorby
- dysproteinemie
e Ziskane - porucha tvorby
- zvyseny obrat - spotreba
- ztraty

Dle projevu:
e Hypokoagulacni poruchy — vedou ke krvacivym projeviim
e Hyperkoagulacni poruchy - projevy TEN




Vrozeneé krvacive stavy - déleni dle etiologie

e cévni stena (Ehler-Danlos, Rendu-Osler)

e trombocyto -
— penie (Wiskot-Aldrich, Grey platelet sy)
— patie (Glanzmann-Naegeli, Bernard-Soulier)

e plazmatické koagulace
— hemofilie
— von Willebrandova choroba
— defekty ostatnich koagulacnich faktor(
— a2-antiplazmin, PAI-1



Vrozenée krvacive stavy — poruchy cévni steny

e Ehlersiiv-Danlostiv syndrom — dédicné onemocnéni
pojivové tkané zplsobené porusenou tvorbou kolagenu
(hepermobilita kloubdl, ochablost a hyperelasticita kiize,
cevni fragilita, pritomnost abnormalnich krevnich
desticek)

e Rendu-Osler-Weber (hereditarni hemoragicka
teleangiektazie) — dedicné onemocnéni, radi se mezi
vrozené vaskularni malformace a vaskularni hemoragickée
diatézy, abnormalita stén drobnych cév s naslednou
dilataci (teleangiektazie), krvaceni z dlivodu zvysené
fragility drobnych cév a neschopnosti vasokonstrikce v
misté vyduté (epistaxe)



Vrozené krvacivé stavy na Grovni trombocyti

e Wiskott-Aldrich syndrom — X chromozom vazané
onemocnéni (vétsinou chlapci, mala velikost
trombocytl, ekzém, zvysena nachylnost k
infekcim — v séru snizeni IgG, lécba
splenektomie, transplantace KD)

e Glanzmannova trombastenie — porucha funkce
trombocytl, nekontrolovatelné az Zivot
ohrozujici krvaceni (Iecba krvaceni —
trombocytarni koncentraty, Novoseven)



Vrozene krvaciveé poruchy na urovni
plazmaticke koagulace

Hemofilie

von Willebrandova choroba

defekty ostatnich koagulacnich faktord
a2-antiplazmin, PAI-1 ?



Krvacivé projevy - laborator

pocet trombocytll, aPTT, PT, fibrinogen, (TT, ReT)
doba krvaceni, PFA-100, VWF:Ac

oveéreni poctu a morfologie trombocytl
specificke vysetreni:
— jednotlivych faktord

— trombocytarnich funkci (adheze a agregace
trombocytl)



Frekvence hereditarnich (AR) defekt
koagulacnich faktorti - homozygoti

faktor
Fibrinogen
FII

FV

FVII
FV+VIII
FVIII (XR)
FIX (XR)
FX

FXI

FXIII
MvW (AD)

odhadovana prevalence v populaci
1:1 000 000

1:2 000 000

1:1 000 000

1 : 300 000 — 500 000

1:2 000 000

50 — 80 : 1 000 000

10 —15: 1 000 000

1:1 000 000

1 : 1 000 000 (Ashkenazi 8% heterozygoti)
1:1 000 000

100 — 1 000 : 1 000 000



HEMOFILIE - vyskyt

e sporadicky vyskyt v rodiné (25 - 30%)
— PO generace prenos pouze zenami
— bez klinické manifestace
— nova mutace

e Hemofilie A (FVIII) 1/5000 — 10000 chlapct
e Hemofilie B (FIX) 1/30000-50000 chlapct



D/

Hemofilie — pohlavneé vazana dédicnost

(X-recesivni)
, y hemofilik zdrava
zdravy 7Zena Sena
muzZ pienaSecka

XX XY XX XY g @ @ @
@ % g @ dcera zdravy  dcera zdravy

zdravd zdravy dcera  hemofilik prenasedka syn prenasecka syn
dcera syn pfenasSecka



Hemofilie A, B - diagnostika
krvaceni: - predevsSim do kloubu a svall

tezka <1% FVIII / FIX
- caste spont. krvaceni (1 x mes.)

stredne tezka 1 - 5% FVIII / FIX
- spont. krvaceni mene casto

lehka 5-40% FVIII / FIX
- krvaceni potraumaticke



HEMOFILIE - diagnostika

hemofilie M. von Willebrand

aPTT T T-N
PT (Quick) N N

doba krvéceni N N-T1
PFA-100 N g

stanoveni FVIII VWF, FVIII



Stanoveni FVII/IX metodou:

Jednofazovou:
— Bézna praxe
Chromogenni (fotometricky)

cast pacientu s lehkou hemofilii A ma diskrepanci mezi
metodou jednofazovou a chromogenni (dvoufazovou)

— 5-10% nizsi hladina chromogenne
» tato vetsinou smerodatna pro krvacivé projevy
» dano mutaci genu pro FVIII
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EMOFILIE — prenatalni a preimplantaéni
diagnostika

u tezké hemofilie predevsim

nutnost UZV overeni delky gravidity
odbér choriovych klku 10. — 12. tyden
amniocentéeza 14. — 16. tyden

40% tézke hemofilie A:

— inverze v intronu 22

odbér 1 bunky z 8 bb embrya (IVF)
odber DNA plodu z periferni krve matky
— od 8. tydne, spolehlivost 96 %



Hemofilie — zptisoby Iécby

koncentraty
 FVIII:C 1j./ kg vzestup o 2% t2=12h
 FIX:C 1j./kg vzestup o 1% t2=18 h
Profylaxe
e primarni.

e sekundarni (v CR od konce 90. let)
e kratkodoba

On demand
e pri krvaceni
 preventivne pri operacich




Hemofilie - profylaxe

hladina faktoru > 1 - 2%

A: FVIII 25 -40j./kg 3 x tydné

B: FIX  25-—40j./kg 2 x tydné

2 - 3 x T vyssi spotfeba (drazsi) nez lécba on
demand

pokles:

— zivot ohrozujicich krvaceni

— krvaceni do kloubU

— poskozeni kloubd, tim i nutnosti ortopedickych
vykon(



Lécba hemofilie

» substituce chybéjiciho lidského FVIII/FIX

* |écCebné rezimy:

,,on demand*

« pacient dostava koncentrat chybéjiciho faktoru ve chvili, kdy se
objevi hemoragicka pfihoda

« muZe zastavit rozvoj malého krvaceni, a tim zabranit rozvoji velkého
kKrvaceni

* neni ale prevenci vzniku hemofilické artropatie

profylaxe

* preventivni, v€as zahajené podavani krevniho faktoru s
pokracovanim do dospelosti

« strategii IéCby je zmenit tizi nemoci na mirngjSi formu

Mannucci Pier M, Schutgens Roger EG, Santagostino E, Mauser — Bunschoten EP. How | tread age-related morbidities in elderly persons with haemophilia.
Blood 2009; 114: 5256-5263.

Srivastava A, Brewer AK, Mauser-Bunschoten EP et al. Guidelines for the management of hemophilia. Haemophilia 2013; 19: e1-e47.



Hemofilie - profylaxe

« standard pece o pacienty s tezkou r)emofilil’
« vCasné zahajeni profylaxe — ZLATY STANDARD

» Primarni profylaxe — |éCba zahajena pred 3. rokem Zivota nebo
nejpozdeji po objeveni se prvniho krvaceni

« Sekundarni profylaxe — pozdéjSi zavedeni profylaxe
» Terciarni profylaxe — zahajeni profylaxe jiz pfi existujici artropatii

Blanchette VS, Manco-Johnson M, Santagostino E, Ljung R. Optimizing factor prophylaxis for the haemophilia population: where do we stand? Haemophilia
2004; 10 (Suppl.4): 97-104.

Mancho-Johnson M J, Kempton C L, Reding M T, et al. Randomized, controlled, parallel — group trial of routine prophylaxis v.s. on-demand treatment with
sucrose-formulated recombinant factor VIII in adults with severe heomophilia A (SPINART). J Thromb Haemost 2013; 11:1119-1127.



Lécba hemofilie

« pdFVIII/rFVIII * pdFIX/rFIX

poloCas v rozmezi 6-28
h (zavislost i na hladiné
vWEF, veéku, clearence)

profylaktické aplikace 2-
3 x tydné

doba ucinku leku se liSi |
pri lecbé “on demand”

poloCas v rozmezi 18-24
h (zavislost na
clearence, véku)

profylakticka aplikace 1-
2 x tydné



Hemofilie — lécba

Rekombinantni koncentraty:

« (Generace:
— |. s lidskym albuminem

— |I. lidskeé proteiny behem vyroby (nekteré s
deleci B domény)

— |ll. bez styku s lidskymi proteiny (nektere s
deleci B domény)

— |V. Syntetizované lidskymi embryonalnimi
bunkami



Prophylaxis with longer acting

FVII

FVIII

Mon Weds Fri Sat  Sun

Collins et al Haemophilia 2011;17: 2-10
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Koncentraty FVIIl / FIX s prodlouzenym
ucinkem (EHL)

* Pegylovane
* Fuzovane s albuminem
« Vazané s Fc fragmentem imunoglobulinu (Elocta®)

Prodlouzeni doby mezi aplikace substitucni lecby zejména u
pacientu s hemofilii B (1x za 1-2 tydny)

Na zakladé PK udrzeni pozadované hladiny FVIII/FIX, pri
které bude zabraneno spontannimu krvaceni a umoznen
kvalitni zivot vcetné sportovni aktivity — hladina 12%

e Emicizumab (Hemlibra)
« (Genova terapie



HEMOFILIE - vyskyt inhibitoru

alogenni oprotilatky

protilatky vetsinou tridy I1gG

1 BU / ml = inhibice faktoru ve zdravé plazmeé na
50% po 2 hod. inkubaci s plazmou pacienta

— Bethesda jednotka

PUP (previous untreated patient) s tezkou hemofilii A:

— median vzniku je 12. den expozice (aplikace)
koncentrattim FVIII/FIX (9 — 36), o0j. > 100 den
aplikace



HEMOFILIE - inhibitor - Iééba krvaceni

koncentraty lidskeho FVIII (< 5 BU/ml)
koncentraty veproveho FVIII — riziko parvoviru

koncentraty aktivovanych faktorl protrombinového komplexu
(FVIIa, FII, FIX, FX) FEIBA

koncentrat rFVIIa NovoSeven
DDAVP
plazmaferéza (s imunoadsorpci imunoglobulint)




Imunotolerancni léeCba
(ITl - immune tolerance induction)

 Bonnsky protokol:
— 200j/kg/den
— Uspésnost: 85%

 Malmo:
— plazmaferéza s imunoadsorpci IgG
— imunosuprese cyklofosfamidem
— substituce FVIIl — vysyceni inhibitoru
— uspésnost asi 50%

 low dose protokol:
— <50j/kg/denné Ci 3x tydné
— ulLR
— uspésnost: 67%



Von Willebrandlv faktor

- funkce v koagulaci
(multimery vSech molekulovych hmotnosti)

vaze a stabilizuje FVIII (ochrana FVIIl pred
proteolytickou degradaci)

lokalizuje FVIIl v misté poruchy cévni stény

uvolnuje FVIII do obehu

efekt kofaktoru pfi aktivaci FVIII trombinem



Von Willebrandova choroba

* vrozené defekty - porucha i mimo gen pro vVWF (2006)
- von Willebrandova choroba - vWCH

« ziskané defekty — sekundarni vWCH
— Imunitné podminéne
— v dusledku zvySené adherence na desticky, tumordzni
bunky

— hyposyntéza
— zvysena proteolyza

 pseudo-vWCH - destickovy typ
- 1 afinita GPlb k vVWF



Prevalence vWch

» zivot ohrozujici krvaceni 0,5-3/ 1 milion

* ohrozenych krvacenim 1000/ 1 milion



Klasifikace vWch (Sadler 1994)

e typ 1 - parcialni kvantitativni defekt

- pfipustény i odchylky struktury multimert
a relativni snizeni HMW multimerut, neni-li
postizena funkce VWF (2006)

- autosomalné dominantne
- 70 - 80%

* typ 2 - kvalitativni defekt vWF
- autosomalne dominantné (recesivne 2N)
- 20 — 25%

 typ 3 - uplny nedostatek vWF
- autosomalné recesivne
- VWF<5%, FVIII<10%



vVWCH typ 2 - podtypy

2A - | adheze trombocytl zprostredkované vWF (AD)
- chybéni HMW multimert
- 15% (3/4 typu 2)

2M - | adheze trombocytt zprostfedkované vWF (AD)
- patologicka skladba multimert vVWF

2B - 1 afinita ke GPIb (AD)

ON - | afinity k FVIII (AR)



Diagnostika vVWCH - screening:

senzitivita
trombocyty (Ytyp 2B)
aPTT 30%
doba krvaceni <40%
PFA-100 79-100%

osobni anamnéza krvacivych projevu :

— slizni¢ni krvaceni a hematomy (silna
menstruace, silné poporodni krvaceni)

— posttraumaticke a perioperacni (zubni
extrakce)

rodinna anamnéza




Laboratorni diagnostika vVWCH
- specificke testy:

vWF:Ac (aktivita von Willebrandova

faktoru)/vVWF:RCo (ristocetin kofaktor)
FVIII:C (koagulacni aktivita)

vWF:Ag (antigen)

vWF:CB (vazeba na kolagen)



von Willebrandova choroba - lécba

Substitucni terapie <40 % VWF:RCo
<50 % FVIII:C

Haemate P (2,4 j. VWF:Ac / 1 j. FVIII:C)
Fanhdi, Wilate (1 j. VWF:Ac / 1 j. FVIII:C)

1). VWF:Ac/kg=2%
t2=6 -12 hod.

1]j. FVIII:C [ kg =2%
t2 =12 - 24 hod.



von Willebrandova choroba - lécba

« DDAVP -0,3ug/kgi.v.a12-24 hod., max. 5 dnu
(150 - 300 ugi. n.)

- elevace: - VWF 2-4x t2 5 - 10 hod.
- FVIIl 2-6x t2 6 - 12 hod.

« podpurna - antifibrinolytika
- venofarmaka
- ethamsylat (Dicynone)
- HAK



Defekty ostatnich koagula¢nich faktoru

dedicnhost AR

vzacneé - tezke defekty 1 /1 000 000
(homozygoti, dvojiti heterozygoti)

dysfibrinogenemie (AD, krvaceni i TEN)

snizeni: - fibrinogen, F |I, V, VII, X, XI, XlI
FXII, a2AP, PAI, prekalikrein,
HMW kininogen, protein Z

zvyseni: - tPA



Hypofibrinogenemie (afibrinogenemie)

« AR
— < 1g/l prodluzuje aPTT, PT, TC
— funkcni aktivita stejna jako antigen
- koncentrat (MP, kryoprotein)
- hemostaticka hladina 0,5-0,6 g/ |
- pfi krvaceni dosahnout >1,0g /|
- profylaxe v tehotenstvi



Dysfibrinogenemie

Diagnostika:
— T TT i reptildzovy ¢as, ale i normalni i |
— Antigen > funkcni aktivita (Clauss)
Fenotyp (vétSinou AD):
— Asymptomatické 55% (Aa Arg 16 His)
— Krvaceni 25% (Ao Gly 17 Val)
— Tromboza 20% (Arg 554 cys)
e Screening trombofilie
Popsano 330 mutaci
Terapie:
— Krvaceni: jako u afibrinogenemie
— Trombdzy: LMWH, kumariny
— Potraty
e | MWH
e substituce



Defekty koagula€énich faktoru

* Fll - tezky defekt nepopsan (4-10%)
— Hemostaticka hladina 20-30%
- T aPTT, PT
— koncentrat protrombin. komplexu, MP

 FVII -TPT

— 20%

- koncentrat FVII, rFVlla, protr. komplexu, MP
e FX -TPT, aPTT

— 20%

— ziskany u amyloidozy

— koncentrat protrombin. komplexu, MP



Defekty koagulacénich faktoru

« FV —az V4 kvalitativni defeket
— T aPTT, PT
— 20%
— MP, trombokoncentrat

« FXI-TaPTT
— 20— 30% (50%)
— vySetreni z Cerstvé odebrané plazmy
— TAFI| = krvaceni v miste fibrinolyzy
— zavaznost krvacivych projevu neodpovida tizi defektu
— koncentrat trombogenni, MP



Defekt FXIII

« koagulogram v norme
« T rozpustnost koagula v mogovin&, fotometricky
« krvaceni z pupecniku, Spatne hojeni ran, potraty
* 1-3% (30-50%)
* koncentrat FXIII, MP

- profylaxe a 4 - 5 tydnu (ICH)

- a 3 tydny v gravidité pfi opak. abortech



Kombinovaneé defekty

typ
+ | FV+VIIl (ERGIC-53)

« I FVII+IX

« Il Fl+VI+IX+X, PC, PS, porucha:
karboxylace - reduktazy vit. K

IV FVII+VII
« V.  FVII+IX+XI
VI FIX+XI



Defekt FV + FVIII

AR

Defekt proteinu ERGIC-53

— Intracelularni transport

— Normalni syntéza FV a FVIII
— Porucha uvolnéni do cirkulace
Hladina vétsinou 4 — 20%

— Méné zavazné krvacivé projevy
— Neni popsan ICH perinatalné
Terapie

~ CzZP

— Koncentraty FVIII



Defekty koagulacénich faktoru

 a2AP
— AR
— | euglobulinova lyza, T TT
— Intramedularni hematomy
- krvaceni s vékem
 PAI-1
— AR
— | euglobulinova lyza, T TT
— reak. akutni faze - sek. u amyloidozy



Defekty koagulaénich faktoru

FXIl— T aPTT

— neni indikace MP
— suspektni trombofilni stav - nejednoznacnée

prekalikren, HMW kininogen -T aPTT
- neni indikace MP

PZ — ZK v norme, u Casti patologie Rumpel-Leede
— uloha pfi vazbe lla na fosfolipidy

— kofaktor pri inaktivaci FXa ZPI

— klinicka vyznamnost ne zcela jasna



Ziskané poruchy hemostazy — cevni

priciny

e purpura (senilis, steroidni)

e Henoch — Schonleinova purpura
e urémie

e sepse

e deficit vitamind — skorbut

Diagnostika klinicka na zakladé krvacivych projevt
po vylouceni vrozenych krvacivych pricin



Ziskané poruchy hemostazy — na
urovni trombocytu

e trombocytoza
e trombocytopenie:

- imunologickée (ITP, potransfuzni, novorozenecka,
HIT, APS)

- neimunologicke:

= porucha tvorby (infekce, polékove, tumory,
deficit vitamint B12, folatd, toxicky vliv..)

= zvysena spotreba (DIC, TTP, HELLP...)
= porucha distribuce (hypersplenizmus)



Ziskané poruchy hemostazy — na
urovni trombocytu

trombocytopatie:

polékove (ASA, clopidogrel, ticlopidin,
abciximab, nesteroidni antirevmatika)

urémie
paraprotein
myeloproliferace



Ziskane krvaciveé poruchy hemostazy

— dalsi priciny
e jaterni postizeni (porucha syntézy plazmatickych
faktord, aktivace fibrinolyzy)
e urémie (zvl. porucha primarni hemostazy)
e malignity (porucha cévni stény, infiltrace kostni
drene a jater)
e nedostatek vitaminu K (nutny pro tvorbu
koagulacnich faktord II, VII, FIX, X) —
aboratorne prodlouzené PT (cilene prodlouzeni
ori |écbe warfarinem)
e vliv heparinu — arteficialné pri odbéru z kanyly,
pfi terapii LMWH

e nova antikoagulancia (Pradaxa, Eliquis,
Xarelto..)




Vliv gravidity

A Fbg. FVII, FVIII, vWF, FX, FXII, PAI
Vv PS

Viiv HAK:
M Fbg, FVII, FVIIl, vWEF, FIX, FXII, FllI, X, XI
Vv PS, AT llI

Vliv zaneétu:
N Fbg, FV, EVII, FVIII, vWF
N o1AT, PAI tPA, a2MG, Plg
Vliv fyz. i psych. stresu:
N Fbg, FVII, FVIII, vVWF
N tPA
Va2AP, Plg




