Hemostaza

zastava krvaceni pri poraneni

udrzeni tekutosti krve pri neporusenem
cevnim recisti

podileji se vsechny latky pritomné v krvi a na
vnitrni strane cevy

L, i Gervené krvinky

L, leukocyty

L lipidy, bilkoviny, mineraly atd.




Krev

Tekuta cast — plazma Bunky — krevni teliska
Voda Cervené krvinky
Organicke latky Bilé krvinky

L, Bilkoviny Krevni destiCky
%, Sacharidy

% Tuky

%, Hormony

%, Vitaminy

%, Enzymy
Anorganicke latky
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Hemostaza
primarni
%, vasokonstrikce ihned
%, adheze trombocytt sekundy
%, agregace trombocytl minuty

sekundarni (koagulace)
% aktivace koagul. faktori  sekundy az minuty

U tvorba fibrinu minuty
fibrinolyza

% aktivace minuty

L lyza krevni srazeniny hodiny



Endotel

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

hraje dulezitou aktivni roli v cele rade
fyziologickych i patologickych procesu
procentualni podil na hmotnosti organizmu je
maly - cca 1,5 kg u dospeleho Cloveka




Endotel

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

L jsou endotelem syntetizovany
je dulezitym zprostredkovatelem a
regulatorem latkove vymeny mezi krvi,
lymfou a tkanemi




Endotel

Cévni tonus
EB kapilar uvolnuji latky, které reguluji
prokrveni organu, napr.
L, 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 klidovém fyziologickém stavu prevazuji
latky pusobici proti krevnimu srazeni




Endotel - viastnosti

Antitromboticke o] GELIETA]
vazodilatace vazokonstrikce
modulujici zanet podporujici zanét

potlacujici rust
prostacyklin - PGl,
NO = EDRF

podporujici rust
tkanovy faktor

e : PAF
aktivatory plazminogenu
proteoglykany (heparan) \I;VA\\/IF

trombomodulin
protein C, S
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Krevni desticky

Funkce trombocytu pri zastavé krvaceni je
dvoji:
tvorba primarni krevni zatky,

tzv. prokoagulacni

L, tj. poskytnuti povrchi = fosfolipidt pro radny
prubéh koagulacnich deju - PF3.




Platelet

ADP,
serotonin
thromboxane A,

calcium '/ i

Activated platelet
Microparticles

‘Endothelium

_—q

Site of injury, exposed collagen



Trombocyty - aktivace

ztraci diskoidni tvar, zacnou se tvorit pseudopodia
(vybezky),

objevi se presun granuli k centru bunek a viditelna
premena slozek cytoskeletonu

je vysledkem rychlych zmeén morfologie destiCky a
sekrece latek z granuli

presun negativné nabitych fosfolipidu na povrch

Rozeznavame:
% adheze
&, zména tvaru
% uvolfiovaci reakce
%, agregace
L retrakce



Granula trombocytu

a-granula denzni granula
DF4, fTG- neutralizace GAG . ATP, ADP - agregace
vWF — adheze, agregace Ca - agregace
FV — prokoagulacne - vazba koagul. FF
PAI-1 — inhibice fibrinolyzy - tvar-zmena, retrakce
PDGF - rust tkané, hojeni serotonin - vasokonstrikce

: P-selektin - vaze

trombospondin — agregace selekt eukocyty

fibrinogen — agregace
fibronectin — adheze
PS — inhibice koagul. FF



Adheze

prilnuti krevnich desticek na jakykoliv
povrch s vyjimkou dalsiho trombocytu

Vedle trombocytu se na ni podileji
L, struktury subendotelu,

L, plazmatické proteiny (adhezivni) a

%, 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 klicovou 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 FVIII




vVWF - primarni hemostaza

multimery o vysoké molekulové hmotnosti

adheze trombocytu k subendotelovym
strukturam prostrednictvim GP Ib

agregace vazbou na aktivovany GP llb/llla

o ¢
s

GP IIb/IIIa



vVWF - funkce v koagulaci

multimery vsech molekul. hmotnosti

vaze a stabilizuje FVIIl (ochrana pred
proteolytickou degradaci)

lokalizuje FVIII v misté poruchy cevni steny

uvolnuje FVIII do obehu
efekt kofaktoru pri aktivaci FVIII trombinem




Aktivace desticek v dusledku adheze

Adheze navodi s aktivaci receptoru kaskadu
pochodu — aktivace trombocytu

Zmena tvaru, centralizace granuli

Uvolnéni pusobku — sekrecni faze — PDGF, PF4,
betaTG, fibrinogenu

Aktivovane desticky uvolnuji ADP, metabolizmem
kyseliny arachidonove vznika TXA2 — obe latky
vyrazneé stimulatory agregace trombocytu

Aktivaci receptoru GP llb/llla




-
Agregace

je vzajemne spojeni desticek mezi sebou
probiha s pomoci specifickeho komplexu zavislém
na Ca2+ GP llIb/llla a fibrinogenu

% Fibrinogen slouzi jako mustek mezi destiCkami; nereaguje
s klidovymi destiCkami

za vysokych smykovych rychlosti je adheze a
agregace trombocytu zprostfedkovana vazbou vWF
na GPIlIb/llla a to 1 v nepritomnosti fibrinogenu

primarni agregace

%, ADP z porusenych bunék a tkani - reverzibilni
sekundarni agregace

L, ADP a TXA2 z trombocytl — ireverzibilni

vznik bilého destickoveho trombu



Platelet

ADP,
serotonin
thromboxane A,

calcium '/ i

Activated platelet
Microparticles

‘Endothelium

_—q

Site of injury, exposed collagen



Retrakce

= smrsteni vytvorene 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 (tj. ,zatazeni”
pseudopodii) vyvola retrakci srazeniny

K retrakci koagula a take konstrikci cevni steny prispiva
| vazba fibrinogenu desticek na destickovy aktin
prostrednictvim GP llb/llla.
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Plazmaticky koagulacni system

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



Fibrimogen
Prochrombin

Thrombin » ST i
clot




Vnitrni cesta

negativné nabity povrch
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Koagulacni faktory vitamin K dependentni

e FII, FVII, FIX, FX

 karboxylaxe glutamove
E Y

e nutna k vazbé na fosfolipidy
pres Ca mustky

v=Carboxviase
e koagulacni faktory jsou CO,. O,
tvoreny, ale nejsou
koagulacne aktivni - PIVKA
formy (Protein Induced by
Vitamin K Absence /
Antagonist)

CO NH




Model for tissue factor-initiated coagulation

VIIIVWF —

b& .

¢\>\>

activated platelet

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




Hemostaza a tkanovy faktor (TF)

Hemostazu zahajuje tvorba komplexu
mezi TF a FVlla

Tkanovy faktor neni za normalnich okolnosti
vystaven pusobeni cirkulujici krve

Tvorba komplexu TE-FVlla
na povrchu bunek nesoucich TF
vede k aktivaci FIX a FX




Zahajeni (Iiniciace) hemostazy




Zahajeni (Iiniciace) hemostazy

\ Protrombin
Vila " \
Trombin

Vila




Faze aplifikace hemostazy
(priming= narustani)

\Protrombln
Vila Xa \ VIII/vWF — VIIIa

— \'F)
Trombin ] v

Lo




Zahajeni tvorby trombinu

Vytvoreni inicialniho maleho mnozstvi trombinu se
nasledne podili na aktivaci deju, ktere zvysuji
tvorbu trombinu

vice nez 1000-nasobne

> Pomaha aktivovat trombocyty v misté poranéni a
stimuluje je k vytvoreni destiCckoveho koagula,

jenz je idealnim fosfolipidovym povrchem potrebnym pro
dalsi aktivaci koagulacnich faktoru

%, Aktivuje koagulacni faktory V a VIII
L, Aktivuje koagulaéni faktor X




Propagace (sireni, rozmnozeni) hemostazy

Protrombin

Vila \Xa / . VIIIa

Trombin

B - XI
Vila \ 2
2 \

IXa Protrombin

Xla \) :
Trombin

IXa vila Xa Va




Propagace (sireni, rozmnozeni) hemostazy

Protrombin

vila \Xa \ N
Trombin

Vila \ N
Fibrinogen

IXa Protrombin
Xla \) ) L .
Trombin > Fibrin

IXa vila Xa Va




Mnozstvi trombinu je rozhodujici pro:

Tvorbu dostatecne a pevne fibrinove zatky

Aktivaci FXIII, vedouci ke stabilizaci fibrinové
site

Aktivaci TAFI, zajistujici rezistenci fibrinove
zatky K fibrinolyze




Trombomodulin a protein C

A

Trombocyty FVIIl a FV

\ TROMBIN
4 AN

FXIII FXI

(pIné stabilizovana (Zpetnflava;ebne
fibrinova zatka) zesileni)

TAFI

trombinem aktivovany inhibitor fybrinolyzy)




Thrombin

activates

Activated Fibrinogen
Platelet

- Fibrin
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Vnitrni cesta

negativné nabity povrch
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Protease-activated Receptors
Receptory spojene 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

L, Pi této aktivaci se objevi nové N-zakondéeni, které
slouzi jako liganda — vaze se IC na ,telo” receptoru
a slouzi jako transmembranovy signal




PAR

PAR1*

trombin

k‘“ PAR1




Skupina PAR
Dosud popsany ctyri
PAR1 - |
Aktivovany trombinem
PAR3 .
PAR4

PAR2 je aktivovan trypsinem, tryptazou, dale
FVila a Xa
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Plasma half life Plasma Concentration

(microgram/fml)

Fibrimogen F2-120 2,000-4,000
Prothrombin &0-70 oo-150
W | 2-16 5-1T0
Wil 3-6 0.5
T T R ——— T T TT—————
"H"'III B-12 (o |
e ——r T —
1> 18-24 4-5
4 30-40 B- '|fJ
T ——— - T ———
> 52 5
e —————" T ———
b | &0 30
e — ' =
Protein C & 4.5
e EE————— _T___
Fr-n-tein s {tutal} 42 25
_ T
Tlssue Fai::tl::l-r - -
Thrombomodulin -— e
-8 ¥ ™~ 'T_
Antithrombin 72 I 50-400
W'—" i —-w-
Tissue Factor T
Pathway Inhibitor — o1



Fibrinolyza
patri k zakladnim fyziologickym mechanizmum
ma dve funkce v procesu hemostazy

L, odstrariuje fibrinova koagula po té, co naplnily svou
funkci

% limituje tvorbu koagula

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




Aktivace fibrinolyzy - premena
plazminogenu na plazmin

Plazminogen
silné aktivatory slabe aktivatory
tkanovy aktivator kalikrein
plazminogenu - tPA |} fXlla, f Xla

urokinazovy aktivator
plazminogenu - uPA

Plazmin




Fibrinolyza
Vnitrni cesta (krevni) Zevni cesta (tkanova aktivace)
kalikrein, (FXlla, FXla) tPA, uPA
C1INH, ATIII PAI-1, PAI-2
Plazminogen | PLAZMIN l Plazminogen

a2-antiplazmin, TAFI

fibrinogen fibrin
FVa,Vllla FVai,FVlllai



Aktivace fibrinolyzy

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

Nasledkem teto 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
a2AP
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Stépeni fibrinogenu plazminem

D-doména  E-doména  p_doména

-
Fragment X +  Ado-fetézec, BB 1-42
-
Fragment Y + Fragment D
-

Fragment D * Fragment E




Stépeni fibrinu plazminem

D 195kDa
a2’ :

OXO_@O XD 334kDa.....

Vznikaji fibrin degradacni produkty, obsahujici
zkfizenou vazbu
Casnym stéepnym produktem je peptid Bb-15-42



-
Inhibitory fibrinolyzy

iInhibitory plazminu:
4, alfa,-antiplazmin
% TAFI - trombin activated fibrinolysis inhibitor

inhibitory aktivatoru plazminu:

Y PAI-1, PAI-2

% PAI-3, proteinase-nexin (jejich uloha v
patofyziologii fibrinolyzy je nejasna)




Nespecificke inhibitory fibrinolyzy

prirozeneé inhibitory serinovych proteaz:

% svuj inhibiéni vliv uplatfiuji zejména proti plazminu
% patfi sem: o, makroglobulin
O ,-proteinase inhibitor (a,-antitrypsin)
antitrombin, C1- esterase inhibitor
% jde za fyziologickych stavl o slabé inhibitory




Jine mechanismy inhibice fibrinolyzy

Y HRGP

vazbou na Fbg a Fbn obsadi vazebna mista
pro Plg

% Trombospondin
vazbou na Plg obsadi mista pro tPA
%, Lipoprotein a Lp(a)

vazbou na endotelove receptory Plg snizi
koncentraci Pln na endotelu




TAFI
Thrombin-activated fibrinolysis inhibitor

Funkce:
L, Odstépuje z fibrinu lyzinové zbytky
odstrani tak vazebna mista pro plazminogen a t-PA

%, Uvolriuje PAI-1 z trombocytu

Syntetizovan v jatrech
Glykoprotein — mol. hmotnost 55 kDa

Metalokarboxypeptidaza - obsahuje zinkove ionty

Predpoklada se, ze TAFI koluje v plazme v komplexu
s plazminogenem



R ——————S—————————————S—
Aktivace TAFI

Pouze trombinem — neefektivni — potrebna
velka mnozstvi lla

LV pritomnosti trombomodulinu probiha reakce
1250x rychleji

Aktivace plazminem pomalejsi

%, VyZaduje pritomnost glykoasaminoglykan(
endotelu
%, Uloha plazminu v aktivaci TAFI zatim neni jasna

Fyziologicky lla predchazi plazmin a je
ucinnejsi




TAFI a trombomodulin

TM hraje v koagulaci dvoji roli
% V komplexu s lla aktivuje PC na APC

- dulezita je pritom koncentrace TM

Pri nizke koncentraci je stimulovana aktivace TAFI na
TAFla (antifibrinolytické pusobeni TM)

Pri vysoké koncentraci je aktivace potlacovana

(zvysovana aktivace PC — profibrinolytické pusobeni
™)

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




Vztah koagulace a fibrinolyzy

—CP CP*|
» | a

FBG Fibrin FDP

JZaN




Fibrinolyza a koagulace

Aktivace TAFI trombinem indikuje dulezitost
koagulacniho systemu v regulaci fibrinolyzy

Veskere poruchy generace trombinu maji za nasledek |
zvysenou rychlost fibrinolyzy

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

Naopak — zvysena aktivita TAFI
% bud v disledku zvySené aktivity koagulacnich faktord
%, nebo samotného TAFI

je povazovana za trombofilni stav



-
Prirozene inhibitory koagulace

serpiny

%, antitrombin (lla, Xa)

% HC Il (lla, Xa)

%, a-1-antitrypsinm (Xa, aPC)

% C-1inhibitor (kalikrein, plazmin)
system proteinu C (Fva, FVllla)

% protein C, S

& C4bBP

L TM

% inhibitor akt.proteinu C

& EPCR

kuniny — TFPI (TF/FVlla/FXa)
nespecificke inhibitory:

% alfa2 MG (Ila, kalikrein, plazmin)



lla ( )ER'L

TF VIIa Xa VIIIa

\'
IX

F|br|n Fibrinogen

\.
Piazmin

tPA, uPA

Plazminogen




Zkratka Misto tvorby Koncentrace | Poloc¢as| Mol.hm | Chromozom Typ Cil.enzym/
hod. kDa bilkovina
ATIN jatra, endotel 0,10 - 0,25 g/l § 45-70 62 [ 1__ serpin lla, Xa
HCH endotel 8.0 - 9,0 mg/mi - 65 22 serpin lla, Xa
a,MG |trombo, endotelbb.] 20 - 25 gl 200 -250| 725 12 Ka, plazmin, lla
makrofagy
C1INH jatra 0,18-022¢g/1 | 38-40 105 11 serpin Xlla, Ka
a AT trombo, mgk 1.3 -25 gl 90 - 96 55 serpin Xa, APC
a,AP jatra 0,05 - 0,07 g/l 60 67 18 serpin plazmin
PAI-1 endotel, trombo 0,01 mg/l - 52 7 serpin tPA, uPA
PAI-2 placenta <0,005 - 46/70 18 serpin uPA
TFPI | endotel 0,1 mg/mi - 33 2 kunin Xa, TF/Vlla
PC jatra (K.vit.) 4,0 - 5,0 mg/mi 5-6 62 2 safin, proleaza Va, Villa
PS jatra (K.vit.) 0,02 - 0,04 g/l 60 69 3 kKofaktor Xa, FVIII
™ endotel - - 75-105 20 kofaktor lla, (Xa)
IAPC jatra 3,0- 5,0 mg/mi - 57 serpin APC, Ka




. _________________________________________________________________
Antitrombin
Prirozene se vyskytujici inhibitor proteaz

strukturalni a funkcni podobnost s ostatnimi
proteiny zahrnovanymi do skupiny SERPINU

Dalsi serpiny: heparin kofaktor I, a,-antiplazmin, PAI-1,
PAI-2, protein C inhibitor, a-proteinase inhibitor (antitrypsin),
o -antichymotrypsin, C1inhibitor

Serpiny tvori s cilovymi proteinazami
iIreversibilni 1:1 komplex




Antitrombin

Je hlavni fyziologicky inhibitor trombinu a
faktoru Xa

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

pritomnost heparinu a heparinu podobnych
latek (glykosaminoglykanu - GAG) urychluje
tuto reakci 1,000 - 2,000x - vazba na AT je
reverzibilni

GAG maji ulohu kofaktoru v této reakci




Misto pro navazani
heparinu

e
. "' .

=
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Antitrombin

Protizanétlive pusobeni - schopnost AT
stimulovat tvorbu prostacyklinu v bunkach

endotelu
prostacyklin pusobi
L, vazodilataci
% inhibiéné na desticky
% inhibiéné na aktivaci mononuklear(
L indukci rezistence na endotoxin

Heparin inhibuje tuto funkci AT
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Trombomodulin

transmembranovy protein
v komplexu s trombinem aktivuje PC

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

urychluje inhibici trombinu antitrombinem

homozygotni defekt vede u mysi k umrti
embrya




Protein C

K-dependentni glykoprotein, serin. proteaza
syntetizovan v jatrech jako jednoretezovy
polypeptid

v plazme pritomen zraly dvouretezovy protein
(tezky retezec 41kDa, lehky 21 kD)

aktivovan na endotelu komplexem lla/TM




Protein S

K-dependentni protein

syntetizovan v jatrech, cevnim endotelu,
megakaryocytech a d.

ulozen v a-granulich trombocytu

kofaktor APC pri enzymatickem stepeni
kofaktoru Va a Vllla

nezavisle na APC primo inhibuje faktory Va a
Xa




Protein S

koncentrace v plazme 25 mg/L

v plazme je asi 60% nekovalentne vazano
(komplex 1:1) na C4BP

vazany PS jiz nema funkci kofaktoru

funkce tohoto komplexu v systemu
komplementu je neznama




EPCR - receptor endotel. bunek pro PC

transmembranovy protein typu 1

homologni s HLA 1.tridou/CD1 - bunky
zahrnuty v imunitni odpovedi

zvysuje aktivaci PC na endotelu

snizuje antikoagulacni pusobeni APC
zda se, ze e ovlivhovan trombinem




C4b-BP

regulacni protein cesty komplementu

multimerni protein slozeny ze 6-7 a retézcu s
nebo bez b retezce

forma s b retézcem (C4b-BP b+) - 80%
celkoveho proteinu

pouze forma s b retezcem vaze PS
vazba je reverzibilni




TFPI

V iniciacni fazi koagulace inhibuje: - uvolnény FXa
- komplex TF/FVIIa

tvoren:

- v endotelu
uvolnuje:

- soucasne s TF
- heparin
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