HOMEOSTAZA

Dokonala rovnovaha nékolika systému:

* endotel cévni stény

* kolagen lezici pod endotelem

* tonus cév

 pocet a kvalita krevnich desticek
* srazlivé a fibrinolytické systémy

e charakter proudéni v cévée

brani jak krvaceni, tak intravaskularnimu srazeni krve



HEMOSTAZA (zastava krvaceni)

= soubor mechanismu, které na jedné strané brani
vzniku krvaceni, na strané druhé stavi krvaceni jiz

vzniklé

e Reakce cév v misteé poranéni
eReakce tkaneé v misté poranéni — zvyseny tlak tkané
e Cinnost krevnich desti¢ek

e Srazeni krve



REAKCE CEV

Vasokonstrikce.

Stupen vasokonstrikce zavisi na stupni poskozeni cévy.
Serotonin a tromboxan A, z destickovych granul.
Adrenalin.

Trombin — stimulace endotelu a sekrece endotelinu-1.



Funkce desticek

* Ochrana organismu pred ztratou krve

e Udrzovani integrity cévni stény a hojeni poranéni cév
(destickovy rustovy faktor z a-granul)

e Zanetlivé reakce, zmény permeability kapilar,
odstranovani cizorodych latek, viru, bakterii, odvrzeni
transplantatu...

* Nosic pro ruzné latky absorbované na povrch desticek



KREVNI DESTICKY (TROMBOCYTY)

Bezjaderné, bezbarvé, granulované, nejmensi formované

elementy krevni.

Vznik: megakaryocyty kostni drené pod vlivem kolonie
stimulujicich faktort — interleukinu (/L-1, IL-3, IL-6) a

granulocyty a makrofagy stimulujiciho faktoru (GM-CSF)

Pocet: 200 000 — 500 000 v ml, z toho tretina ve sleziné a

dvé tretiny v cirkulaci
Zadné vékové ani pohlavni rozdily v poctu.

Trombocytoza — po splenektomii.



Velikost: 2 —4 um prdmeér, 0,5 -1 um tloustka, 4 — 8 fl

objem

Tvar: hladké, okrouhlé disky

Tvar udrzovan cytoskeletem - prstenec mikrotubult kolem

periferie, silné invaginovana membrana, kanalikularni

systém spojeny s extracelularnim prostorem.



Membrana: obsahuje receptory pro prilnuti na vhodné
povrchy, napr. kolagen, von Willebranduv faktor, fibrinogen

Cytoplasma: obsahuje aktin, myosin, glykogen, lysozomy a

Granula:

denzni granula (neproteinové substance — serotonin, ADP,
adenonukleotidy) a o granula (proteinovy obsah: faktory
srazeni, destickovy rUstovy faktor — PDGF)

Glykokalyx: 10 — 50 nm, smés bilkovin a
mukopolysacharidu (faktory systému srazeni, ionty, AMK,
histamin, léky...)



Stavba trombocytu
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ZASTAVA KRVACENI 1. — bily trombus

Adheze

- Negativni ndboj na povrchu trombocytl a endotelu (proteoglykany,
heparan sulfat)

- Obnazeni cévni stény — kolagen a proteiny extracelularni matrix
- Receptory pro kolagen a dalsi na trombocytu (integriny)

- von Willebranduv faktor (endotel, megakaryocyty, trombocyty) a jeho
sekrece pod vlivem cytokinl a hypoxie - vazba na GP Ib/la

- Kolagen — Gp la/lia
- Fibronektin, laminin — Gp Ic/lla



Ligandy a receptory zapojené do
adheze trombocytu

Podoplanin VWF Fibronectin Thrombospondin Fibronectin  Laminin

Fibronectin Vitronectin
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Aktivace a zmeéna tvaru, degranulace

- Vazba ligandl (kolagen, ADP, trombin) na prislusné receptory

- Iniciace signalnich kaskad a bunécné odpovedi — aktivace
trombocytu

- Naslednda degranulace trombocytu (exocytdza)

- Denzni granula - ATP, ADP, serotonin, Ca?*
— o granula — vWEF, faktor V, fibrinogen

- Aktivace COX a uvolnéni tromboxanu A,

- Zmeény cytoskeletu a tvaru trombocyt(




Endotel \

Aktivace —_—

I

Inhibice _—

Tromboxan A,

Noradrenalin
~

Ticlopidine Denzni granula Alfa granula
\ > Aspirin
ADP COxX-1
PGH

an — G

Ca++
Fibrinogen

Serotonin vWE PDGF— aterosklerosa

VXl T~
\ Vasokonstrikce -



Agregace

Amplifikace odpovédi po vazbé ligandl — nabor dalsSich
trombocytu

ADP (P2Y12 receptory), serotonin, tromboxan A,

Uvolnény VWF se vaze na prislusné receptory — nabor dalich
trombocytu a ,,vazba“ mezi trombocyty

Konformacni zména receptoru Gp lIb/llla — vazba fibrinogenu
Formace trombu

ZavérecCna faze - obnazeni a uvolnéni fosfolipidu (serotonin, TXA,)
a za pritomnosti vapenatych iontu (uvolnénych z trombocytl)
dochazi k aktivaci koagulacni kaskady
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Ligandy a receptory trombocytu
sprazené s G prot.

PGI, Epinephrin PGE, ADP Thrombin ADP TxA, Serotonin ATP
IP a2A EP3 P2Y,, PAR1/4 P2Y, TP 5HT-2A P2X,
Gis Gz j‘l Gi \ G12£13 Gq Gq Gq Gq Ca?*
AC AC AC AC  PI3K RhoA ‘
PKAG ‘
I
Akt1/2 MLC PLEyZ = * |P5-R
el
v A R 1
HapiD—t-—— -3 IDAG-GEF PO/ M==seeeesceasensnsnnannaa STIM1/Orait
v f T v
RIAM PKD2 CaCAMK TMEM16F
¥ ¥




ZASTAVA KRVACENI I. — bily trombus —
prehled a navaznosti

Procoagulant activity




ZASTAVA KRVACENI Il. — éerveny trombus

V klasickém pojeti se tvorba cerveného trombu sestava ze dvou systému - Vnitini systém

— vnéjsi systém aktivace faktoru X.

Vnitini — kontakt krve s negativné nabitym povrchem — povrch trombocyti

Vnéjsi — kontakt s poskozenymi bunéénymi membranami — membranové vazany tkanovy faktor

Ndsleduje aktivace faktor( — kaskada déji — ¢asto zymogeny, aktivované faktory — serinové

proteazy = kontrolovana proteolyza

Finalnimi kroky jsou aktivace spole¢ného systému, vznik trombinu a polymerniho fibrinu.

Protrombin (faktor X) — trombin
- sled enzymovych reakci

- anionické fosfolipidy (membrany trombocyt(), vapenaté ionty

Fibrinogen — fibrin monomer — fibrin polymer (stabilizace, faktor IIl, Ca%*).




Prokoagulacni faktory

Faktor Nazev faktoru Biologicky polocas (h)
I fibrinogen 120-144
Il protrombin 48
1] tromboplastin, trombokinaza velmi kratky
\% ionty vapniku
Vv proakcelerin 12-15
Vil (AHF) prokonvertin, stabilni f. 2-5
Vil antihemofilni faktor A, a. globulin 5-12
IX Christmas faktor, antihem. f. B 12-30
X Stuart-Prower faktor 32
Xl antihemofilicky f. C, PTA méné nez 12
Xl Hageman faktor méné nez 12
Xl f. stabilizujici fibrin 48-72
HMW-K Fitzgerald f. (vysokomolekularni kininogen)
Pre-K prekallikrein
Ka kallikrein
PL destickové fosfolipidy




Vnitrni cesta

Intrinsic

surface contact

l

XiI ——> X,

‘l' XI,

XN —_—_—

X — 5 X,

Xll — Hageman factor, a serine protease

Xl —Plasma thromboplastin, antecedent serine protease
IX —Christmas factor, serine protease

VIl —Stable factor, serine protease

Xl = Fibrin stabilising factor, a transglutaminase

PL — Platelet membrane phospholipid

Ca " —Calciumions

TF — Tissue Factor (5 =active form)

Extrinsic
»l« TRV, o tissue damage
(VIII, PL,lCa"‘) l
X > x < X Common
(v, PL,J'Ca“) Xl
prothrombin——— 5 thrombin
(serine protease)
XIIl,
fibrinogen ——» fibrin ——=  stablefibrin

clot

Faktory IXa, Xa a
trombin proteolyticky
Stépi faktor VIII za
vzniku Vllla, ktery je
kofaktorem dalsi
reakce.

Vllla spolu s Ixa,
vapenatymi ionty (z
desti¢ek) a negativné
nabitymi fosfolipidy
vytvari trimolekularni
komplex tenazu.
Tenaza konvertuje
faktor X na Xa.




Vneéjsi cesta

Intrinsic

surface contact

l

XiI ——> X,

‘l' XI,

XN —_—_—

Xll — Hageman factor, a serine protease

Xl —Plasma thromboplastin, antecedent serine protease
IX —Christmas factor, serine protease

VIl —Stable factor, serine protease

Xl = Fibrin stabilising factor, a transglutaminase

PL — Platelet membrane phospholipid

Ca " —Calciumions

TF — Tissue Factor (5 =active form)

Extrinsic
~l« TFEVIL . tissue damage
X — X,
(VIi, PL,lCa“} J,

X > x < X Common

(v, PL,J'Ca“) Xl

prothrombin——— 5 thrombin —>l

(serine protease)
XIIl,
fibrinogen ——» fibrin ——=  stablefibrin
clot

Zahajena faktory mimo
cévni systém

Exprese tkanového
faktoru mimo cévy
Ten je receptorem pro
plasmaticky protein —
faktor VI

Aktivace — vznik Vlla
Spolu s vapenatymi
ionty vznik
trimolekularniho
komplexu, ktery se
podoba tenaze
Proteolyticka aktivace
faktoru X



Spolecha cesta

Intrinsic

surface contact

l

XiI ——> X,

XN —_—_—

‘l' XI,

Xll — Hageman factor, a serine protease
Xl —Plasma thromboplastin, antecedent serine protease
IX —Christmas factor, serine protease

VIl —Stable factor, serine protease

Xl = Fibrin stabilising factor, a transglutaminase
PL — Platelet membrane phospholipid

Ca " —Calciumions
TF — Tissue Factor

(5 =active form)

Extrinsic
~l« TRV, o tissue damage
X — X,
(VIII, PL,lCa“) J,
X > x < X Common
(v, PL,J'Ca“) Xl
prothrombin——— 5 thrombin —>l
(serine protease)
XIIl,
fibrinogen ——» fibrin ——=  stablefibrin
clot

Trombin

Zahajena faktorem Xa
Nasledna aktivace
faktoru Va

Tvorba
trimolekularniho
komplexu (Xa, Va,
vapenaté ionty spolu s
PL) = protrombinaza
Konverze protrombinu
na trombin

Konverze fibrinogenu
na fibrin

- Trombin katalyzuje konverzi proteolyzu fibrinogenu (vznik fibrinopeptidi AaB)—a, B,y

- Monomery fibrinu spontalné polymerizuji a tvofi gel — zachyceni krevnich element(

- Aktivace faktoru Xl a vznik polymerni sité

- Trombin katalyzuje vznik dalSiho trombinu a Va a Vllla — pozitivni zpétna vazba

- Parakrinni plsobeni trombinu — endotelialni bunky uvoliuji NO, prostaglandin I,, ADP, vVWF,
TPA — trombocyty (PAR-1) — spojeni trombocytt s koagulacni kaskddou



Moderni pojeti — faze koagulace

1. Iniciacni faze
* =vnejsi cesta, expozice TF a nasledka kaskada

2. Amplifikacni faze
 Akumulace trombinu (pomala)
* Nabor dalSich trombocytl v misté poranéni cévy
* Vznik Va a amplifikace protrombinazové aktivity

3. Propagacni faze
* Na povrchu prokoagulaénich fosfolipidi — trombocytl
» Kaskada se vznikem trombinu, fibrinu a jeho polymerizace -
zesitovani



Moderni pojeti

Phospholipid

Xa  Vla Al
Prothrombin -( (GLA domain)
Phospholipid Fibrinogen (1)

vmﬂbm (“)

Cross-linked

ribrin()  X11la






INTRAVASKULARNI KOAGULACE

Poskozeni endotelu zpusobené:

1) Aterosklerosou (infarkt myokardu, cévni
mozkova prihoda)

2) Zanet (zilni trombosa, plicni embolie)



THROMBOSIS
« Thrombus

f) /

damaged endothelium

EMBOLISM Embolus
— =
.
r o4 4

damaged endothelium

Example:
M

Stroke

Example:

Pulmonary embolism



Stasis

l

+ 0

J Inflammation/activation

l

FXlla Extrinsic coagulation

Liver-derived coagulation
factor level and function

Mechanismus vedouci ke vzniku trombU0 — hypoxickd aktivace endotelu a exprese adheznich
protein(l typu P-selektinu. Ten je signalni molekulou pro cirkulujici monocyty, neutrofily,
trombocyty a mikrocastice a indukuje jejich vazbu k povrchu endotelu s naslednym
uvolnénim faktor( (TF, NETs) a iniciaci vnéjsi a vnitfni cesty koagulace.



RiZENi HEMOKOAGULACE

Hemokoagulace vyvazovana protisrazlivymi mechanismy:

7 s

Nehumoralni rizeni:

Souvisly neporuseny endotel.
Proud krve: omezeni zvetSovani koagula, zredéni a odplaveni
faktoru srazeni krve.

Vzajemné negativni plisobeni tromboxanu A, a prostacyklinu.



Humoralni rizeni:
Fibrin: silné vaze trombin — ,, antitrombin®

Antitrombin lll: cirkulujici inhibitor proteaz (aktivnich forem
faktoru IX, X, XI, Xll), vazba na proteazy koagulacniho systému
usnadnéna heparinem pochazejicim ze zirnych bunéek
(kofaktor heparinu)

Trombmodulin: trombin vazici protein, produkovan
endotelialnimi bunkami
Trombin + Trombmodulin = aktivator proteinu C



Protein C: inaktivace faktoru V a VI
inhibice inhibitoru aktivatoru tkanového plasminogenu
(=vice plasminu — rozklad fibrinu)

Protein S: kofaktor proteinu C

Plasmin (fibrinolysin): aktivni slozka fibrinolytického
systému. Prekurzor: plasminogen, katalyza trombinem a
tkanovym aktivatorem plasminu (TPA) — vyuziti v terapii
infarktu myokardu!!! Streptokinaza.

Inhibitor tkanového faktoru (TFPI): plazmaticky protein
asociovany s membranou endotelialnich bunék, komplex s
Vlla a vapenatymi ionty — inhibice proteazove aktivity Vlla
(,,antitromboticky povrch cév®)



Parakrinni antikoagulacni faktory

PGI, — vazodilatace — bunky endotelu

- Tok krve, inhibice aktivace trombocytu
Oxid dusnaty — endotelialni bunky, inhibice adheze a

agregace trombocyt(



FAVOR THROMBOSIS INHIBIT THROMBOSIS
Inactivates thrombin and factors Xa and Xa
Extrinsic coaguiation A
' Proteotysis of
st chedind ' factors Va and Viila
; Fibrinolyt
\ : Active protein C <—FroteinC | F :"'Wl ¢
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SO XA “—"‘" T |[tactors Vilaand Xa : ngquuﬂm i
i E PGT;.P;':}.W E
' adenosine |
S dphosphatlo :
-PA

Tissue lactor pathrway inhibitor



Fibrinolyticke faktory

t-PA — serinova proteaza, hydrolyza plazminogenu a vznik
plazminu (endotel)

- Katecholaminy a bradykinin zvysuji hladiny cirkulujiciho t-PA
u-PA — serinova protedza urokinazového typu (plasma)
u-PAR — receptor pro u-PA
Plasminogen — plasmin (jatra)
PAI-1 — inhibitor aktivatoru plasminogenu, plasma a trombocyty
PAI-2 — jen téhotenstvi (placenta) — zvysSeny risk trombdzy béhem

téhotenstvi?

a,-antiplasmin — jatra, ledviny - vazba plasminu (1:1) a jeho
inaktivace



& or @@

Plasminogen/_\m

N\

Stable Fibrin

fibrin breakdown
products




TROMBOLYZA

Flasminogen

Flasmin

a,P1-Plasmin

&
® FoPs

TissUe plasminogen
activator (tPA)

T WSMNDGEN
FPiasminogen activator Factor Xla, Xlla

¢ Feallikrein

inhibitor 1 & 2
¢ / v
PLASMIN
Urokinase ‘Q dip-antiplasmin

dio-macroglobulin

v
FIBRIN 2< FIBRIN DEGRADATION
T PRODUCTS

THROMBIN —» Thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor

UPA, urokinase plasmin activator tPA, tissue plasmin activator

PAI, plasmin acivator inhibitor alpha2PI-Plasmin, complex



ANTIKOAGULACE

Defibrinace: odstranéni fibrinu (preparaty z hadich jedl) — in
vitro

Dekalcifikace: vyvazani nebo odstranéni vapenatych iontu
(citrat sodny, stavelan draselny nebo amonny) — in vitro
Heparin: prirozené antikoagulans, zirné bunky, ucinné pouze
za pritomnosti antitrombinu Ill, také in vivo

Kumarinové derivaty (dikumarol, warfarin): inhibice ucinku
vitaminu K v jatrech — poruchy faktoru Il, VII, IX, X, proteinu C,
proteinu S (usnadnuje aktivaci Va a Vllla pomoci proteinu C)
Hirudin: obsolentni, slinné zZlazy pijavek (Hirudo medicinalis)



Pozn. Vitamin K a jeho antagonisté

e Vitamin K

Podporuje v jatrech karboxylaci
glutamatovych zbytku Y
prekurzorech nékterych faktord (ll,
VI, IX a X) a nékterych
antikoagulacnich faktorl za vzniku
gama-karboxyglutamatu

Karboxylové skupiny nutné pro
vazbu na povrch fosfolipidd, kterd je
zprostredkovana vapenatymi ionty

e Strukturalni analoga vitaminu K = 4-
hydroxykumariny = ,,falesny vitamin

Kll

Fenoprokumon, warfarin

Nutné hledani optimalni davky pro
kazdého pacienta zvlast

Kontroly, hodnoty INR
Vyhoda = je antidotum (= vitamin K)
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vitamin K - quinol oombm
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\\\\\ \
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vit: am.\.uh 3-epoxide protrombin

Fig. (15). The role of vitamin K in ¢

Prevzato. Babula, P. et al. Noteworthy Secondary Metabolites
Naphthoquinones - their Occurrence, Pharmacological Properties and
Analysis. Current Pharmaceutical Analysis, 5(1), 2009.



Pozn. Heparin a hirudin a jejich

(] V4
derivaty
* Heparin
— Zdrojem je strevni sliznice vepru
— Antikoagulacni schopnost zavisi na HOL o
délce retézcl O,\\;
* Nefrakcionovany standardni heparin 70 o
(4000 — 40000 Da) N o
* Nizkomolekularni frakcionovany heparin e HN\S<O
(cca 5000 Da, certoparin, dalteparin, HO 5 nd ©
enoxaparin) w0 ol
» Syntetické derivaty (fondaparinux) A

e Aktivace antitrombinu Ill

— Reverzibilni inaktivace trombinu a dalSich
koagulacnich faktor(

* Hirudin a jeho derivaty
— Zdrojem jsou sliny pijavice Hirudo
medicinalis
— Blokuji aktivni centrum trombinu
— Lepirudin, desirudin




Vysetreni krevni srazlivosti

vnitini vnejsi
cesta Cesté - .
-~ g - 4
~ 5
~ Y -
g !E/ - Dekalcifikovana

i plasma
/ /7 Vv s
Dekalcifikovana plasma // Vil - Tkanovy |
kaolin-kefalinovy / trvomboplastm +
komplex + prebytek X/+ v pfebytek, o
vapenatych iontd . . vapenatych iontd
Kefalin nutny pro . protrombin
~_ trombin’ _ - Dekalcifik '
aktivaci faktoru X _.tq b ekalcitikovana
(L L fibrinogen plasma
(,nahrazka destickovych _
. iou - - Trombin +
fosfolipida“) # fibrin # .
prebytek

vapenatych iont(
aPTT - Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT), 28 —40 s P Y

Quick — rychlost premény protrombinu na trombin 12 — 15 s; International Normalized
Ratio 0,8 -1,2

TT —trombinovy €as 17 — 24 s

Pozn. FDP (fibrinové degradacni produkty) a D-dimery = markery koagulace s ndslednou
fibrinolyzou



Streptokinase

Strepiokinase

Source: Fauci AS, Kasper DL, Braunwald E, Hauser 5L, Longe DL, Jarmeson JL, Loscalzo 1;
Harrison's Principlas of Internal Medicine, 17th Edition: http:/fwww, accessrmeadicine. corn

TREPTOKINAZA

asmin

Copyright @ The McGraw-Hill Commpanies, Inc All rights reserved,

Beta-hemolyticky streptokok

Konverze plasminogenu na aktivni plasmin;

Terapie tromboembolickych stav

Plasmin

Flasminogen

]
Artibody from
prige infection |

i

Fever,
chilks,
and ingstl-
vatian

Strepiococci



PORUCHY HEMOSTAZY

Krvacivé stavy = chorobné stavy, u kterych vznikaji krvacivé
projevy bud spontanné nebo po neumeéerné malém podnétu.
eVVasogenni poruchy krevniho srazeni
eTrombocytarni krvaceni:
1)trombocytopenie
2)trombocytopatie
eKoagulopatie — chybéni nebo nedostatek plazmatickych
koagulaénich faktoru:
1)Poruchy syntézy: dedicné (hemofilie), ziskané (karence
vitaminu K, terapie derivaty kumarinu)
2)Poruchy premeény:
ekonsumpcni koagulopatie a hyperfibrinolyza
emnohocetné transfuze
eimunokoagulopatie
eterapie heparinem
eparaproteinemie



