HEMOSTAZA (zastava krvaceni)

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

vzniklé

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

e Srazeni krve



HEMOSTAZA jako soucast homeostazy

Dokonala rovnovaha nékolika systému:

* endotel cévni stény

* kolagen lezici pod endotelem

* tonus cév

* pocet a kvalita krevnich desticek
* srazlivé a fibrinolytické systémy

* charakter proudéni v céve

brani jak krvaceni, tak intravaskularnimu 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.



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 primeér, 0,5 — 1 um tloustka, 4 — 8 fl

objem

Tvar: hladkeé, 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, napft. kolagen, von Willebranduv faktor, fibrinogen

Cytoplasma: obsahuje aktin, myosin, glykogen, lysozomy a

Granula:

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

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



Stavba trombocytu

Canalicular system

Mitochondrion
Microtubule

Dense-core

o granule granules




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, zmeny permeability kapilar,
odstranfiovani cizorodych latek, viru, bakterii, odvrzeni
transplantatu...

* NosiC pro rtzné latky absorbované na povrch desticek



Trombocyty a imunita
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Trombocyty a zanet
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Trombocyty a nadoroveé bunky
G e o ] e [ (G e

Endothelium Endothelium

ADP ) &) /[
e} () platelet Activation /|
——— e\

= 4

Va N
a2 A ige Granules
/ )

Endothelium

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01805/full



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01805/full

ZASTAVA KRVACENI 1.

Adheze

- Negativni ndaboj 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 cytokin( a hypoxie - vazba na GP Ib/la

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



Aktivace a zmeéna tvaru, degranulace

Vazba ligandu (kolagen, ADP, trombin) na pfislusné receptory
Iniciace signalnich kaskad a bunécné odpovéedi — aktivace
trombocytl

Nasledna degranulace trombocytl (exocytdza)

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

Aktivace COX a uvolnéni tromboxanu A,
Zmeény cytoskeletu a tvaru trombocytu
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Agregace

Amplifikace odpovédi po vazbé ligandi — nabor dalSich
trombocytU

ADP (P2Y12 receptory), serotonin, tromboxan A,

Uvolnény VWF se vaze na prislusné receptory — nabor dalsich
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 trombocyti)
dochazi k aktivaci koagulacni kaskady
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Trombocyty - souhrn

EM. Golebiewska, A.W. Poole / Blood Reviews 29 (2015) 153-162
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ZASTAVA KRVACENI II.

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

— vnéjsi systém aktivace faktoru X.

Vnitini — kontakt krve s negativné nabitym povrchem — povrch trombocytt

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

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

proteazy = kontrolovana proteolyza

Finalnimi kroky jsou aktivace spolecného 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
v ionty vapniku
Vv proakcelerin 12-15
Vi (AHF) prokonvertin, stabilni f. 2-5
VI 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 meéné nez 12
Xl Hageman faktor méné nez 12
XMl f. stabilizujici fibrin 48-72
HMW-K Fitzgerald f. (vysokomolekularni kininogen)
Pre-K prekallikrein
Ka kallikrein
PL

destickové fosfolipidy




Vnitrni cesta

Intrinsic Xll — Hageman factor, a serine protease
surface contact IX — Christmas factor, serine protease
VIl —Stable factor, serine protease
l Xl — Fibrin stabilising factor, a transglutaminase
PL — Platelet membrane phospholipid

— s
Xll Xll, Ca*"— Calciumions

Xl —Plasma thromboplastin, antecedentserine protease

l TF - Tissue Factor ( , =active form)

X — 5 Xl .
Extrinsic

l TEVIL ¢ tissue damage
X — 5 IX,
VIII, PL,lC N J,
N ai }x E " Common
(V. PL, | Ca™) A

prothrombin— — thrombin
(serine protease)
Xl
fibrinogen ——— fibrin ——5  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
desticek) a negativné
nabitymi fosfolipidy
vytvari trimolekularni
komplex tenazu.
Tenaza konvertuje
faktor X na Xa.




Vnejsi cesta

Intrinsic Xl — Hageman factor, a serine protease

surface contact IX — Christmas factor, serine protease
VIl —Stable factor, serine protease
l Xl — Fibrin stabilising factor, a transglutaminase
PL — Platelet membrane phospholipid

— s
Xll Xll, Ca*"— Calciumions

Xl —Plasma thromboplastin, antecedentserine protease

‘l’ TF - Tissue Factor ( , =active form)
X — 5 X .
Extrinsic
l TEVIL ¢ tissue damage
X — s IX
(VIII, PL,lCa“} l

X > x. < < Common

(V. PL, | Ca™) A

prothrombin— — thrombin _>l

(serine protease)
Xl
fibrinogen ——— fibrin ——5  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

XIl — Hageman factor, a serine protease

surface contact IX — Christmas factor, serine protease
VIl —Stable factor, serine protease
l Xl = Fibrin stabilising factor, a transglutaminase
PL — Platelet membrane phospholipid
Ca " —Calciumions
l TF — Tissue Factor

Xl ——> X,

(5 =active form)

Xl —Plasma thromboplastin, antecedentserine protease

Xl —— 5 X —
Extrinsic
l TRV, tissue damage
X —s X
(VIII, PL,lCa“) l
X > x < . Common
(v, PL, | Ca™) A
prothrombin—— 5 thrombin _;;l
(serine protease)
XIll,
fibrinogen ———» fibrin ——  stablefibrin
clot

Trombin

Trombin katalyzuje konverzi proteolyzu fibrinogenu (vznik fibrinopeptida Aa B)—a, B, v
Monomery fibrinu spontalné polymerizuji a tvori gel — zachyceni krevnich elementl

Aktivace faktoru XlIl a vznik polymerni sité

Zahajena faktorem Xa
Naslednd aktivace
faktoru Va

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

Konverze fibrinogenu
na fibrin

Trombin katalyzuje vznik dalSiho trombinu a Va a Vllla — pozitivni zpétna vazba
Parakrinni plsobeni trombinu — endotelialni bunky uvolruji NO, prostaglandin I,, ADP, vWF,
TPA — trombocyty (PAR-1) — spojeni trombocytd s koagulaéni kaskadou



Moderni pojeti — proc ne tradicni model

1' In ICIaC'}_IV‘,faze ] Obr. 1. Modifikované schéma koagulacni kaskady
* =vnejsi cesta, expozice TF a podle souéasné platnych nazori

nasledna kaskada

2. Ampllflkacnl faze
Akumulace trombinu (pomal3a)
* Nabor dalSich trombocytd v
misté poranéni cévy
e Vznik Va a amplifikace
protrombinazové aktivity

3. Propagacni faze
* Na povrchu prokoagulacnich
fosfolipid( — trombocytl
 Kaskada se vznikem trombinu,
fibrinu a jeho polymerizace —
zesitovani

4 . Sta bi I iza ce t rom b u TF - tkénovy faktor ADP — adenosindifosfat FL - fosfolipidy

TX - tromboxan



Moderni pojeti

(@) INITIATION

TF Baarmg Cell
TE{VIa]IX

(b) AMPLIFICATION

HafVvilD vWF
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Platelet
adhesion

Actlvated d
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(c) PROPAGATION

Tenazovy komplex

& Protrombindzovy komplex
Activated Platelet

~

Vyznam vapenatych iontd a fosfolipid{

bunecny model

No. Name Role
| Fibrinogen Clot formation
Activation of factors I, V, VII,
Il Prothrombin VIII, X1, XIll, protein C and

platelets

Il Tissue factor

Cofactor Vlla

IV Calcium

Role in binding of phospholipid
coagulation factors

V  Proaccelerin

Cofactor of X — prothrombinase
complex

Activated form of V

VIl Proconvertin

Enables factors IX and X

VIl Antihemophilic factor A

Cofactor of IX complex

Antihemophilic factor B
or Christmas factor

Enables factor X, forms the
complex tensor with factor VI

X  Stuart-Prower factor

Forms the prothrombinase
complex together with factor V,
which will activate factor Il

Antecedent of plasma

Xl thromboplastin

Activates factor 1X

Xl Hageman factor

Enables factors XI, VII and
prekallikrein

X1l Fibrin stabilizing factor

Creating cross-links between
fibrin monomers

Prekallikrein — Fletcher

XV factor Precursor of kallikrein
HMWK - Fitzgerland
XV factor Cofactor

XVI von Willebrand factor

Role in platelet adhesion; it is
linked to factor VIl

XVII Antithrombin 111

Inhibits Ila, Xa and other
proteases

XVl Heparin cofactor I

Inhibits lla

XIX Protein C

Inactivates factors Va and Vllla

XX Protein S

Cofactor for activated C protein

HMWK: High-molecular-weight kininogen.



Tkanovy faktor

Regulation of TF activity. A: induced exposure of
phosphatidylserine (PS). Under  resting
conditions, TF-exposing cells maintain a
nonsymmetrical membrane composition,
resulting in low PS contents in the outer
membrane leaflet and high contents in the inner
leaflet. This asymmetry is maintained through
ATP-dependent inward transport of PS by
flippases and outward transport of non-PS by
floppases. Upon stimulation, calcium transients
will inhibit flippase and stimulate the
nonselective lipid transporter scramblase,
resulting in PS exposure and the creation of a
negatively charged surface that functions to bind
coagulation factors. B: TF disulfide regulation. TF
is kept on the cell surface in an inactive state
through PDI- and/or nitric oxide (NO)-dependent
reduction of the TF allosteric disulfide. Oxidation
of the allosteric disulfide restores TF coagulant
function. C: intravascular cells, such as activated
monocytes, PDI-dependently shed TF-positive
MPs. D: asTF on cellular surfaces or MPs may
synergize with normally spliced TF to enhance TF
procoagulant activity

- Zdroje TF?



Trombin a trombocyty

Extracellular -0 PAR1 @ ~. PAR4
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- Causes rapid and robust - Causes exposure of
‘ Cleavage site platelet activation phosphotidylserine
Primarily responsible for initial - Causes more efficient release of
Tethered ligand platelet activation and factor V, promoting further
, deposition into thrombi coagulation
Protease-activated .
receptor (PAR) - Primarily responsible for ongoing

thrombus stability?




Trombin a trombocyty
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Trombin

Platelet
Activation

trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (TAFI)
Inhibitor tkanového faktoru (TFPI)

Antitrombin (AT)

Aktivovany protein C (aPC)



Ve

RiZENi HEMOKOAGULACE

Hemokoagulace vyvazovana protisrazlivymi mechanismy:

Nehumoralni rizeni:

Souvisly neporuseny endotel.

Proud krve: omezeni zvetSovani koagula, zredéni a odplaveni

faktoru srazeni krve.



Humoralni fizeni:
Vzajemné negativni pusobeni tromboxanu A, a prostacyklinu.

Fibrin: silné vaze trombin — ,,antitrombin®

Antitrombin IlI: cirkulujici inhibitor proteaz (aktivnich forem
faktoru IX, X, Xl, Xll), vazba na proteazy koagulacniho systému
usnadnéna heparinem pochazejicim ze zirnych bunék
(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 proteazové 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(



Protistazlivé mechanismy a endotel - prehled

Inhibitory properties of endothelial cells
Endothelial cell
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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 (vazba)
Plasminogen — plasmin (jatra)
PAI-1 — inhibitor aktivatoru plasminogenu, plasma a trombocyty
PAI-2 — jen téhotenstvi (placenta) — zvyseny risk trombdzy béhem

téhotenstvi?

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



. ' Pl
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PAI1) ====--b> (1PA ) ———p>
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Plasma — plasminogen-bound zymogen Ly v
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complex (liver)
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A simplified representation of the fibrinolytic system. Solid arrows denote
stimulation and activation, and dotted arrows denote inhibition. a2ap a2-
antiplasmin; PAI-1 plasminogen activator inhibitor; TAFI thrombin activatable
fibrinolysis inhibitor; t-PA tissue-type plasminogen activator; u-PA urokinase
plasminogen activator



ANTIKOAGULACE

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

Dekalcifikace: vyvazani nebo odstranéni vapenatych iontu
(citrdt 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 II, VII, IX, X, proteinu C,
proteinu S (usnadnuje aktivaci Va a Vllla pomoci proteinu C)
Hirudin: obsolentni, slinné zlazy pijavek (Hirudo medicinalis)



Vysetreni krevni srazlivosti

vnitrni vnejsi
cesta

Dekalcifikovana

o plasma

Dekalcifikovana plasma // Vil Tkanovy |
kaolin-kefalinovy / trvombOplastln +
komplex + pfebytek X/+ v prebytek, o
vapenatych iontd < - bin vapenatych iontu
Kefalin nutny pro A~ protrom. '?/ N ,
AKtivaci faktoru X .trqmbln — - Dekalcifikovand

(s e fibrinogen plasma
(,ndhrazka destlckovychw ﬂ . Trombin +
fosfolipidd“) # fibrin #

prebytek

. , oy . vapenatych iont(
aPTT - Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT), 28 —40 s

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

TT —trombinovy Cas 17— 24 s

Pozn. FDP (fibrinové degradac¢ni produkty) a D-dimery = markery koagulace s naslednou
fibrinolyzou



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

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

- Beta-hemolyticky streptokok
- Konverze plasminogenu na aktivni plasmin;
- Terapie tromboembolickych stav(



ONTOGENEZE HEMOSTAZY

VWEF, trombomodulin, tkariovy faktor, TFPI — mRNA detekovatelna jiz 4 tydny po oplozeni
Syntéza koagulacnich faktort zapocina 5. tyden
Srazeci a fibrinolyticka aktivita detekovatelna 10. tyden
Difuzni exprese tkanového faktoru, ktery se podili na fizeni bunééné proliferace a diferenciace
Animalni modely:

— Absence TF, TFPI a protrombinu je pro embryo letalni

— Absence FVIII, TPA, PAI-1 a plasminogenu neni letdlni a nema vliv na vyvoj embrya

Velmi rychlé generovani trombinu (i u pred¢asné narozenych déti) — kombinace zvySeného mnoizstvi
cirkulujiccho TF a snizeného TFPI a antitrombinu, zvySend exprese TF na monocytech a
endotelidlnich burikach

Snizena koncentrace koagulacnich faktord u plodu (zvySuje se po porodu) s vyjimkou WF, faktoru
VIII a fibrinogenu

Snizena koncentrace vitamin-K dependentnich proteint (10% plazmatickd koncentrace vitaminu K
matky) — zvysené riziko krvaceni

Fibrinogen plodu ma vice negativni naboj, jina je i struktura vWF

Po porodu se zvySuje koncentrace koagulacnich faktor(i, nékteré dosahuji normalni struktury a
hladin dospélych jiz po tfech tydnech (fibrinogen, VWF), jiné az v prlibéhu puberty (protrombin,
protein C)

U novorozencu zvysend adheze trombocyt( (vlivem struktury vWF)
V pfipadé nutnosti suplementace koagulaénich faktort — vétsi Vd, vétsi davky



PORUCHY HEMOSTAZY

Krvacivé stavy = chorobné stavy, u kterych vznikaji krvacivé
projevy bud spontanné nebo po neumérné 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 premény:
ekonsumpcni koagulopatie a hyperfibrinolyza
emnohocetné transfuze
eimunokoagulopatie
eterapie heparinem
eparaproteinemie



