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Hemokoagulace - nové pohledy na starou kaskadu
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Souhrn

Pribéh hemokoagulace mizeme vieobecné rozdélit do nasledujicich fazi: iniciace, amplifikace, propagace a stabilizace
trombu. Nejzasadnéjsi zmény dosud akceptovaného schématu hemokoagulace se tykaji postaveni a viibec existence
zevni a vnitini vétve koagula¢niho sytému, centrdlni ulohy tkariového faktoru v iniciaci hemokoagulaci a nové chapané
ulohy faktord Xl a XIl. Nové byla i rozpoznana aktivni iloha monocytd, leukocytd, erytrocytl a endotelidlnich bunék
a jejich receptort v hemokoagulaci, stejné jako uloha cirkulujicich mikropartikuli slouzicich k pfenosu nékterych pl-
sobku a informaci. Zménéné schéma hemokoagulace reflektuji i nové se objevujici moznosti antikoagulace s vyhodnéj-
$im pomérem antikoagulac¢nich vlastnosti k riziku krvaceni a trombotické pfihody. Dlouhodobé je stéle vice zietelné, ze
jak vnitini, tak zevni vétev koagula¢niho systému je prvotné spousténa uvolnénim aktivniho tkérového faktoru, vznikem
komplexu tkarového faktoru s faktorem Vlla a néslednou aktivaci faktoru X na Xa. Soucasné je zpochybriovéna uloha
faktoru XIl v iniciaci tzv. vnitfniho koagulac¢niho systému, jeho role byla nové experimentainé prokazana spolecné s fak-
torem Xl pii propagaci a s faktorem Xlll pfi kone¢ném zpevrnovani trombu a pfi hledani novych antitrombotik by praveé
jeho blokdda mohla spliovat pozadavek vysoké uc¢innosti s minimem krvacivych komplikaci.

Klicova slova: hemokoagulace - hemokagula¢nikaskada — mikropartikule - nova antitrombotika — tkanovy faktor —
vnitini vétev koagula¢niho systému - zevni vétev koagula¢niho systému

Hemocoagulation - New views on the old cascade

Summary

The process of hemocoagulation can be generally divided into the following stages: initiation, amplification, pro-
pagation and stabilization of thrombus. The most important changes of the hemocoagulation scheme accepted so
far concern the position and generally the existence of the coagulation system external and internal branches, the
central role of a tissue factor in initiation of hemocoagulation and the newly understood roles of factors Xl and XII.
Newly an active role of monocytes, leukocytes, erythrocytes and endothelial cells and their receptors in hemocoa-
gulation has been identified, as well as the role of circulating microparticles which transfer some agents and infor-
mation. The changed scheme of hemocoagulation also reflects the emerging possibilities of anticoagulation with
a more favourable proportion of anticoagulation properties to the risk of bleeding and thrombotic events. Over the
long term it is increasingly evident that both the internal and external branches of the coagulation system are ini-
tially launched through release of an active tissue factor, formation of a complex of a tissue factor with factor Vlla
and ensuing activation of factor X on Xa. At the same time the role of factor Xll in the intrinsic coagulation system
is questioned, its role has now been experimentally proven together with factor Xl in propagation and with factor
Xlll'in the final strengthening of thrombus and when seeking new antithrombotic drugs it might be just its blocking
which could meet the requirement on high effectiveness with minimum bleeding complications.

Key words: hemocoagulation — hemocoagulation cascade — microparticles — new antithrombotic drugs - tissue
factor - internal branch of coagulation system — external branch of coagulation system

Uvod Trombéza v arteridlnim ¢i zilnim fecisti je zodpo-

Posledni doba posunula vyznamné nase chapani slozi-
tého a velmi komplexniho pochodu koagulace, a to jak
u kardiovaskularnich onemocnéni, tak v Sirsim kontextu
hemokoagulace vibec. Experimentélni prace, vyvoj
novych antitrombotik a novy pohled na starsi dogmata
v posledni dobé postupné, ale pomérné zasadné ménil
nase chapani zékladnich pochodd hemokoagulace.

védna za vice nez polovinu vsech umrti celosvétové
a v posledni dobé jsme svédky produkce a klinického
vyuziti novych ucinnych antitrombotik a vyvoj déle
pokracuje. Firmam produkujicim nova antitrombotika
nelze upfit zasluhu za nebyvalou propagaci znalosti
o trombdze a antitrombotické [écbé. Tato osvéta pro-
pagovand fadou vyznamnych odbornikd vsak zistala
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omezena na zaklady nezbytné k racionainimu pouziti
novych antitrombotik. Vyvoj zakladnich patofyziolo-
gickych a klinickych poznatkd viak Sel v posledni dobé
mnohem dale a jejich presné pochopeni a uplatnéni je
nezbytné pro spradvné vedeni antitrombotické |écby,
které je ndro¢né na teoretické znalosti i klinické zkuse-
nosti a neodpousti chyby.

Izolace krve od ostatnich tkani a zajisténi jeji laminarni cir-
kulace udrzuje fada vzdjemné propojenych mechanizmi
a dynamicka rovnovaha mezi cirkulaci krve a zajisténim re-
paracnich pochodl je presné a kiehce vybalancovana ve
velmi komplexnim systému krevni koagulace a spontéan-
nich antikoagulac¢nich a fibrinolytickych mechanizmd.

Tyto pochody jsou postupné po mnoho desetileti stu-
dovany pomoci klinického popisu a laboratorniho zkou-
mani nemocnych s deficienci prokoagula¢nich a antiko-
agulacnich faktord (enzym, proteind), na pokusech na
zviteti, prostiednictvim in vitro stanoveni, a v posledni
dobé i na matematickych pocitacovych modelech a s vy-
uzitim specifickych protilatek blokujicich budto jednot-
livé faktory, nebo i s vyuzitim reverznich blokétorl sa-
motnych téchto protilatek.

Nové pojeti hemokoagulacni kaskady

Pribéh hemokoagulace mizeme vieobecné rozdélit
do nasledujicich fazi (obr. 1):

= iniciace

= amplifikace

* propagace

= stabilizace trombu

Nejzésadnéjsi zmény dosud akceptovaného schématu
hemokoagulace se tykaji postaveni a viibec existence
zevni a vnitini vétve koagula¢niho sytému, ulohy tka-
nového faktoru ¢i ulohy faktort XI, Xl a Xlll. Nové
byla i rozpoznana aktivni tloha monocytd, leukocytd,
erytrocytl a endotelidlnich bunék a jejich receptor
v hemokoagulaci, stejné jako uloha cirkulujicich mikro-
partikuli slouzicich k pfenosu nékterych pasobkd a in-
formaci. Zménéné schéma hemokoagulace reflektuji
i nové se objevujici moznosti antikoagulace s vyhod-
néjsim pomérem antikoagula¢nich vlastnosti k riziku
krvaceni a trombotické pfihody.

Dlouhodobé je stale zietelngjsi, ze jak vnitini, tak zevni
vétev koagula¢niho systému je prvotné spousténa uvol-
nénim aktivniho tkanového faktoru, vznikem komplexu
tkdnového faktoru s faktorem Vlla a néslednou akti-
vaci bud piimo faktoru X na Xa nebo cestou faktoru IXa.
Soucasné je zpochybnovana uloha faktoru Xl v inici-
aci tzv. vnitiniho koagula¢niho systému, jeho role byla
nové experimentalné prokazana pfi propagaci a konec-
ném zpevnovani trombu a pfi hledani novych antitrom-
botik by pravé jeho blokdda mohla splrovat pozadavek
vysoké ucinnosti s minimem krvacivych komplikaci [1].

Centralni uloha tkanoveho faktoru

Tkéanovy faktor (nespravné nazyvany nékdy tromboplas-
tin — ten je kombinaci fosfolipidu a tkdriového faktoru; sy-
nonymum - koagula¢ni faktor Ill) m& 3 domény: extra-

celularni, ktera vaze interakci protein-protein faktor Vlla,
transmembranézni a intraceluldrni, ktera zprostredkuje
signdlni funkce tkariového faktoru. Na rozdil od jinych ko-
agulac¢nich faktor(, cirkulujicich v inaktivni formé, je tka-
novy faktor jakozto silny inicidtor koagulace plné funkéni
po expresi na povrchu bunék. Kromé formy vazané na
povrch buné¢nych membran byl nalezen tkariovy faktor
i v cirkulujicich mikropartikulich a volné cirkulujici v roz-
pustné formé, ktera vznikd z alternativné spojené tran-
skripce mRNA pro tkanovy faktor s chybéjicim exonem
5, a tudiz s exonem 4 napojenym pfimo na exon 6. Alter-
nativné spojeny tkanovy faktor obsahuje vétsinu extrace-
luldrni domény a zachovéva prokoagulacni vlastnosti [2].
Neni zndm vrozeny deficit tkariového faktoru.

Tkanovy faktor se uvolnuje z prasklého platu nebo
z poskozené tkané, muze byt exprimovdn monocyty,
endotelidlnimi burikami [3], makrofagy, fibroblasty,
a jako odezva na urcité patologické podnéty i jinymi
typy bunék [4], je vysoce exprimovéan v mozku, plicich,
bunkdach cév a v nddorech. Zvysena hladina tkarového
faktoru mize byt pfitomna u nemocnych s nadory
nebo s akutnim koronarnim syndromem [5-8]. Alterna-
tivné spojeny lidsky tkanovy faktor cirkuluje v solubilni
formé v krvi, vykazuje prokoagulacni aktivitu po styku
s fosfolipidy a je inkorporovan do trombl a rovnéz
muze pfispivat i k jejich propagaci a stabilizaci [2].

Tkanovy faktor je i hlavnim aktivatorem koagula¢ni
kaskady béhem virovych infekci [9].

Tkanovy faktor se kromé zahdjeni koagulace uc¢astni
na signalizaci v fadé dilezitych biologickych pochodt
a je povazovan za dulezity ¢lanek spojujici zanét a trom-
boézu. Rovnéz je nyni ziejmé, ze i protedzy koagula¢niho
systému se Ucastni cestou protedzami aktivovanych re-
ceptord (PAR) nejen aktivace koagula¢niho systému, ale
hraji roli i v mnoha dalsich buné¢nych odpovédich [10].

Mikropartikule

Aktivni tkanovy faktor cirkuluje i v mikropartikulich, uloha
mikropartikuli je vsak podstatné Sirsi. Mikropartikule jsou
vezikuly oddélené od bunék, které nemaji nukleus, ob-
sahuji membranovy skeleton a jsou povazovény za ekto-
somy vznikajici z desticek, leukocyt, erytrocytl, endote-
lidinich bunék, bunék hladkého svalu cév a nadorovych
bunék, jejich tvorba je fyziologickym fenoménem, obsahuji
zasobu bunécnych receptord, proteind, mRNA, mikroRNA,
jsou vektorem pro vymeénu signalt mezi burikami. Zvysena
hladina mikropartikuli byla nalezena u aterosklerézy, trom-
bézy, zanétu, metabolickych chorob a nadort [11].

Primarni fyziologicky inhibitor tkérového faktoru
a reguldtor koagula¢ni cesty faktor Vlla/tkanovy faktor
je inhibitor cesty tkanového faktoru (TFPI - tissue factor
pathway inhibitor) (obr. 2).

V posledni dobé se ukazuje, Ze i antitrombin (AT)
muze pUsobit jako vyznamny fyziologicky regulator fak-
toru Vlla. Studie in vitro ukazaly, Ze antitrombin inhibuje
faktor Vlla efektivné, pouze je-li faktor Vlla vazan na tka-
novy faktor. V tomto sméru by mohla hrét roli vazba fak-
toru VIl na endotelialni receptory pro protein C[12].



Kontaktni systém

Tzv. kontaktni systém aktivuje laboratorné koagulaci in
vitro, v humannim prostredi spise slouzi v konec¢nych
fazich tvorby trombu k jeho propagaci a zpevnéni.

Vnitini i zevni koagula¢ni systém jsou in vivo stejné
aktivovany uvolnénim tkanového faktoru, jakozto ko-
faktoru Vlla.

Dosud chybély dikazy o roli faktoru Xl ve fyziolo-
gické hemokoagulaci. Samotnd aktivace faktoru XII
a Xl nevede ke vzniku trombézy a jejich vrozeny defi-
cit neni spojen s hemoragickou diatézou. Je prokazano,
ze ani faktor Xlla ani faktor Xla se in vivo nepodileji na
iniciaci hemokoagulace. Experimenty provedené v po-
sledni dobé na zviteti s blokadou kontaktniho systému
(faktor XlI a XI) prokézaly, Ze uvedeny kontaktni systém
se Ucastni na propagaci a stabilizaci trombu a jeho blo-
kada zmensuje vyslednou velikost trombu u mysi, kra-
lik( a paviant [10,13].

Plvodni koncepce predpokladala, Ze spoustécim
mechanizmem tzv. vnitini vétve koagula¢niho systému
je autoaktivace faktoru Xll na polyanionickém povrchu.
Vysokomolekularni kininogen (HMWK - high-molecu-
lar-weight kininogen - Fitzgerald(iv faktor) je zachycen
na specifickych receptorech endotelidlnich bunék a ak-
tivuje prekalikrein (Fletcherav faktor). Faktor XlI je akti-
vovan druhotné vytvofenym prekalikreinem, a déle je
tento proces amplifikovan recipro¢ni aktivaci prekali-
kreinu a faktoru XII [14]. Faktor XI mGze byt aktivovan

Obr. 1. Modifikované schéma koagulaéni kaskady
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stejnym mechanizmem jako prekalikrein. Kalikrein sou-
casné Stépi vysokomolekularni kininogen za vzniku
bradykininu, ktery stimuluje uvolfovani tkanového ak-
tivatoru plazminogenu. Novéjsi teorie predpokladaji, ze
opozdéna aktivace faktoru Xll je pravdépodobné zpro-
stfedkovédna komponenty aterosklerotického platu,
jako jsou kolagen, nukleové kyseliny a polyfosfaty [1].

Dalsi prokoagulacni a antikoagulacni faktory
Faktor V byl pdvodné studovan u nemocnych s jeho de-
ficienci a bylo zjisténo, Ze tito nemocni méli desticky
neschopné vazat dalsi koagula¢ni faktor Xa (Majerus
PW et al 1970). Faktor Va tedy zvysuje vazbu faktoru
Xa na desticky, a tim pfeménu protrombinu na trom-
bin [15]. Faktor V byl purifikovan a biochemicky charak-
terizovan v roce 1981 [16]. Faktor V ve své aktivni formé
(v pvodni nomenklatufe byl faktor Va oznacovan jako
faktor VI) je kofaktorem faktoru Xa v protrombinézo-
vém komplexu nutném pro Stépeni protrombinu na
trombin. Faktor V je vazan na aktivované desticky a je
aktivovan trombinem, tézky a lehky fetézec jsou ne-
kovalentné spojeny kalciem. Podobné jako faktor Villla
neni faktor Va enzymatické povahy. V protrombinazo-
vém komplexu tedy aktivovany faktor Xa pottebuje pfi-
tomnost vapniku a aktivovaného faktoru Va k preméné
protrombinu na trombin na buné¢né membrané.
Faktor Va je Stépen aktivovanym proteinem C. Akti-
vace proteinu C je dulezitd pro negativni, zpétnovazeb-

Obr. 2. Hlavni moznosti blokady koagulaéni kaskady
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nou regulaci hemokoagulace vzhledem k tomu, ze APC
inaktivuje faktor Vllla a faktor Va, dva hlavni kofaktory
zodpovédné za amplifikaci koagulace vedouci k tvorbé
trombinu. Tady se projevuje dulezitd role endotelu,
protoze endotelidlni receptor pro protein C (EPCR - en-
dothelial cell protein C receptor) je nezbytny pro pod-
poru aktivace proteinu C [17,18].

Endotelidlni receptor pro protein C (EPCR) byl pu-
vodné identifikovédn a klonovan jako specificky tran-
smembrandzni glykoprotein schopny vazat protein C a
aktivovany protein C (APC). EPCR véaze protein C a po-
tencuje jeho aktivaci prostfednictvim komplexu trom-
bin/trombomodulin, a tim hraje i vyznamnou regulaéni
roli i v aktivaci celé antikoagulacni vétve proteinu C. Vy-
tvofeny aktivovany protein C down-reguluje tvorbu
trombinu tim, Ze inaktivuje faktor Va a Vllla, ale navic
soucasné pUlsobi i cytoprotektivné pravé prostrednic-
tvim aktivace endotelidlniho receptoru pro protein C.
Dostatecna produkce aktivovaného proteinu C zavisi
na soucasné pfitomnosti trombinu, trombomodulinu,
proteinu C a receptoru pro protein C na povrchu endo-
telidlnich bunék. Jakakoliv zména v uvedeném slozeni
muze vést ke zméné produkce aktivovaného proteinu
C, a tim vyrazné ovlivnit riziko vzniku trombdzy [18]. Za
pfitomnosti trombomodulinu tak trombin zpétnéva-
zebnim mechanizmem limituje vlastni aktivaci.

Vedle toho aktivovany protein C indukuje i cytopro-
tektivni ucinky, jako je antiapoptoticky a protizanét-
livy prostiednictvim aktivace protedzami aktivovaného
receptoru-1 (PAR1).

Ligandy pro EPCR jsou mimo jiné i faktor Vlla a speci-
fickd varianta T buné¢ného receptoru.

Zjisténi, ze EPCR pusobi i jako receptor pro faktor
Vlla, ukazuje, ze EPCR mize ovliviiovat hemokoagu-
laci i jinym mechanizmem nez jen cestou APC. Bylo zjis-
téno, ze vazba faktoru Vlla na EPCR zmensuje jeho pro-
koagulacni aktivitu tak, ze dochazi ke snizeni tvorby
faktoru Xa cestou komplexu TF/f Vlla [17,19].

Faktor VIII (antihemofilicky faktor) je esencidlnim
koagula¢nim faktorem, podobné jako u faktoru V jde
o neenzymatickou plazmatickou bilkovinu, jeho aktivo-
vana forma pusobi jako kofaktor enzymatickému fak-
toru IXa a spolu v pfitomnosti Ca?* a fosfolipidt tvofi
tendzovy komplex, ktery preménuje faktor X na akti-
vovany Xa. Faktor Vllla zvysuje o nékolik fada aktivitu
komplexu. Uginnost tenazového komplexu je regulo-
véana disociaci podjednotky Al faktoru Vllla nebo pro-
teolyzou aktivovanym proteinem C spolu s proteinem
S a's membranovymi fosfolipidy.

Klinické projevy hemofilie popsal jiz v 11. stoleti arab-
sky lékar Albukasis ve Spanélské Cordobé, ndzev hemofi-
lie pouzil poprvé v roce 1828 Friedrich Hopff na curys-
ské univerzité [20], harvardsti 1ékafi Arthur J. Patek jra F.
H. L. Taylor v roce 1936 [21] zjistili, Ze pfi¢inou je chybéni
antihemofilického globulinu a v roce 1947 v Buenos Aires
Alfredo Pavlovsky rozlisil faktor Vil a IX [22].

V plazmé je faktor VIl ve vazbé na von Willebrand(iv
faktor. Jatra totiz uvolnuji faktor VIIl pouze do plazmy,

kterd obsahuje von Willebrandliv faktor. Z této vazby
je faktor VIl uvolnén pii kontaktu s negativné nabitymi
fosfolipidovymi povrchy, a tim se uvolni vazebné misto,
které je v komplexu s von Willebrandovym faktorem
skryté. Volny faktor VIII je aktivovan pdsobenim trom-
binu nebo faktoru Xa.

Hladina faktoru VIl je zavisla mimo jiné na krevni sku-
piné systému ABO, ktery tim ovliviiuje hodnoty nékte-
rych pouzivanych koagula¢nich testd: aktivovaného par-
cialniho tromboplastinového ¢asu @PTT) a TGA (thrombin
generation assay) [23].

Na druhé strané byl v nedévné dobé kazuisticky popsan
recidivujici infarkt myokardu u mladého nemocného se
zvysenou aktivitou faktoru VIII [24].

Dalsim dulezitym faktorem, ktery se podili na zpev-
nénivzniklého trombu, je faktor XIlI. Jedna se o fibrin sta-
bilizujici faktor, ktery je nezbytny pro tvorbu sité vldken
fibrinu. MGze byt aktivovan nékolika cestami, hlavni je
odstépeni N-termindlniho aktiva¢niho peptidu na A sub-
jednotce plsobenim trombinu [25]. Wolberg et al ve své
laboratofi prokazali, ze fibrinem ¢i fibrinogenem zpro-
stredkovany transport faktoru Xlll do trombd je nezbytny
pro retenci erytrocytl v trombu [26]. Faktor XIlI stabili-
zuje tromby proti spontanni fibrinolyze vzajemnym pro-
vazanim a,-antiplazminu s fibrinem. Buné¢ny faktor XIlI
je pfitomen ve velkém mnozstvi v krevnich destickach
a ucinnym se stdva po expozici na povrchu aktivovanych
desticek v dtsledku stimulace trombinem nebo kolage-
nem [27]. K vychytavani cirkulujicich desti¢ek na rostouci
trombus je potieba nékolik destickovych receptord,
komponent endotelidlni matrix a koagula¢nich faktord.
Transglutamindzovou reakci aktivovany faktor Xl (Xllla)
kovalentné propojuje von Willebranduv faktor s polyme-
rizujicim fibrinem. Vazany von Willebrand(iv faktor dale
rekrutuje a aktivuje desti¢ky interakci s destickovym gly-
koproteinovym receptorem GP Ib [28].

Vrozend deficience faktoru Xlll je spojend s Zivot ohro-
Zujicim krvacenim a je mozné jej nahradit lidskym plazma-
tickym koncentrdtem nebo rekombinantni formou fak-
toru XIII [29-31].

Vztah novych nazord na koagulacni kaskadu
a vyvoj novych antitrombotik

V posledni dobé jsme byli svédky vyzkumu a rychle se
rozsifujiciho zavedeni novych antitrombotik. Tato zkuse-
nost s novymi antitrombotiky potvrdila, ze klinicky efekt
ve smyslu poméru antitrombotického tGcinku a rizika kr-
vécivych komplikaci zalezi na tom, ktery stuperi koagu-
la¢ni kaskady je ovlivnén. Zvlasté se nabizi pozorovani
tykajici se role faktord Xl a XIl ve zpeviiovani trombu.
Jejich blokdda ma predpokladany vysoky lécebny po-
tencidl pro ucinnou a bezpecnou redukci tromboézy
a jejich komplikaci [13,33]. Vyhodou blokady uvedenych
faktori by mohlo byt to, Ze tyto slozky amplifikuji koagu-
la¢ni kaskadu, ale nejsou nezbytné pro hemostazu. Teo-
reticky by tedy na rozdil od blokady faktord lla nebo Xa
(obr. 3) méla mit blokada faktort Xla a Xlla pfi dobré ucin-
nosti minimum krvacivych komplikaci. Na druhé strané



Obr. 3. Predpokladany pomér antikoagulaéniho
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faktord

UCINNOST ~ KRVACENI
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TF, Vlla
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||

TF - tkadnovy faktor

tohoto schématu je potom tkanovy faktor a faktor Vlla.
Inhibice faktoru Xlla nebo redukce faktoru Xl snizila
vyskyt trombdzy na prasklém aterosklerotickém platu
v experimentu na mysich [1,13,32].
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