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POPIS | OBJASNJENJE KORISTENIH KRATICA U RADU:

HNF-1 — hepatic nuclear factor 1

ER — endoplazmatski retikulum

TFPI — tissue factor pathway inhibitor - inhibitor puta tkivnog faktora

TAFI — thrombin activated fibrinolysis inhibitor- trombinom aktivirani inhibitor fibrinolize
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SAZETAK

Naziv: Uloga trombina u koagulacijskoj kaskadi

Autor: Damir Krusko

Trombin je enzimski aktivan protein koji ima centralnu ulogu u procesu
koagulacijske kaskade. Nastaje aktivacijom protrombina, plazmatskog proteina koji se
sintetizira isklju€ivo u jetri. U poCetku procesa koagulacijske kaskade, male koli€ine
trombina aktiviraju faktore V, VIII i XI koji pozitivnhom povratnom spregom pospjesuju
dodatno generiranje trombina. Nagli skok aktiviranog trombina u kasnijoj fazi,
pretvaranjem fibrinogena u fibrin posreduje stvaranje fibrinske mreZice i krvnog
ugruska. Takoder, aktiviranjem faktora XllI pojatava Cvrstoéu fibrinske mrezZice te
sprieCava njenu fibrinoliticku razgradnju plazminom. Vezanjem za trombomodulin,
aktivira TAFI te dodatno stabilizira ugru$ak. Takoder, trombin vezanjem za
trombomodulin pokrece i sustav prirodnih antikoagulanasa aktivirajuci protein C, te time
sprje€ava nekontrolirano generiranje trombina. Stoga se i u€inak kako antikoagulantnih

tako i prokoagulantnih lijekova postize pojaCavanjem ili inhibicijom djelovanja trombina.

Klju€ne rijeci: trombin, protrombin, hemostaza, koagulacijska kaskada



SUMMARY

Title: The role of thrombin in the coagulation cascade

Author: Damir Krusko

Thrombin is an enzyme that has a central role in a process of coagulation
cascade. It is produced by the activation of prothrombin, a plasma protein that is
synthesized exclusively in the liver. Small amounts of thrombin that are present at the
beginning of the coagulation cascade, activate factors V, VIII and XI which promotes
further thrombin generation through positive feedback. An abrupt jump in activated
thrombin at a later stage, mediates the formation of the fibrin network and blood cloth,
by converting fibrinogen to fibrin. Through activation of factor XllI, thrombin enhances
the strength of the fibrin network and prevents its fibrinolytic degradation by plasmin. In
a complex with thrombomodulin it activates TAFI and further stabilizes the clot.
Furthermore, thrombin activates protein C thus activating the system of natural
anticoagulant, and therefore preventing the uncontrolled generation of thrombin. Finally,
the activity of both anticoagulant and procoagulant drug is achieved by the inhibition or

the enhancement of thrombin activity.

Key words: thrombin, prothrombin, hemostasis, coagulation cascade



1. UvVvOD

ZgruSavanje krvi dobro je balansiran sistem koji sudjeluje u zaustavljanju
krvarenja - hemostazi. Unutar tog sistema nalazi se velik broj tvari koje djeluju na
proces zgruSavanja krvi. Neke tvari pospjesuju koagulaciju pa se zovu prokoagulancije,
a druge je sprje€avaju pa se zovu antikoagulancije. Kada taj sistem djeluje onako kako
treba, antikoagulantne tvari prevladavaju i odrzavaju krv u tekuéem stanju unutar krvnih
Zila. Ostecenjem krvne Zile, u podrucju ozljede se aktiviraju prokoagulantne tvari i
nadjaCaju djelovanje antikoagulantnih pa se na tom mjestu stvara ugrusak. Proces
aktiviranja prokoagulantnih tvari i stvaranje ugruska, naziva se koagulacijska kaskada, a
sastoji se od niza biokemijskih zbivanja Ciji je cilj stvaranje kompleksa aktiviranih tvari
koje se zajedniCki zovu — aktivator protrombina. Aktivator protrombina pospjeSuje
pretvorbu protrombina u trombin, koji svojim enzimatskim djelovanjem pretvara
fibrinogen u fibrinske niti koje umrezuju trombocite, krvne stanice i plazmu, stvarajuci
ugrusak. Pretvorba protrombina u trombin je, na taj nacin, kljuéno zbivanje pri kona¢noj

formaciji samog ugruska.

1.1.  PRIJASNJI MODELI KASKADE KOAGULACIJE

Kompleksnost hemostaze i koagulacije krvi vidljiva je i u mnogobrojnom
promjenama koje su modeli koagulacije prolazili kroz povijest. PoCeci razumijevanja
molekularnih mehanizama javljaju se krajem Sezdesetih godina prosloga stolje¢a kada
se po prvi puta i javlja ideja kaskadnih reakcija, pri kojima svaki prethodni faktor aktivira

iduéi sve dok ne dode do velikog skoka u proizvodniji trombina(1,2).

Narednih godina, utvrdilo se da su odredeni prokoagulantni faktori zapravo

kofaktori te da ne posjeduju enzimatsku aktivnost. Takoder, procesi unutar kaskade
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podijeljeni su na vanjski i unutarnji put. Vanjski put zapocinje oStecenjem stijenke krvne
Zile i kontaktom tkivnog faktora sa cirkulirajuc¢im faktorom VII, pri ¢emu se on aktivira.
Nastaje kompleks tkivni faktor-faktor Vlla koji potom enzimatski aktivira faktor X.
Unutarnji put, s druge strane, ne zahtijeva oSteCenje kompletne stijenke krvne Zile,vec
je dovoljno ostecenje endotela i kontakt krvi s endotelnim kolagenom. Takvo ostecenje
uzrokuje aktivaciju trombocita te promjenu konformacije faktora Xll i prelazak u njegov
aktivni oblik. Faktor Xlla enzimatski aktivira faktor XI u ¢emu sudjeluju jo$ i kininogen
velike molekularne mase te prekalikrein. Faktor Xla aktivira faktor IX, koji potom,
zajedno sa faktorom Vllla, trombocitnim fosfolipidima i trombocitnim faktorom 3, aktivira
faktor X. Oba puta zavrSavaju aktivacijom faktora X koji i onda u kompleksu s faktorom
Va djeluje kao aktivator protrombina (Xa-Va). Ovaj model s velikom preciznoScu

pokazuje cjelokupnu strukturu koagulacijskog procesa kao niz proteolitiCkih reakcija.

Daljnjim i preciznijim istraZivanjima, otkriveno je da kompleks tkivni faktor-faktor
Vlla aktivira, uz faktor X, i faktor IX koji se smatrao dijelom unutarnjeg puta(3). Uz to,
dokazano je da je glavni pokreta hemostaze in vivo nastanak kompleksa tkivni faktor —
faktor Vlla na mjestu ozljede kako to biva u vanjskom putu(4,5). Krvarenja kao
posljedica nedostatka faktora VIl i IX, stoga su se pripisivala poremecaju vanjskog puta
iako su se oba faktora smatrala dijelom unutarnjeg puta(6). Sva ta otkrica, ukazivala su
da vanjski i unutarnji put koagulacije ni u kojem slu¢aju nisu dva odvojena puta, vec¢ da
se radi o istovremenoj aktivaciji i medudjelovanju oba puta. Takoder, prepoznata je i
lokalizacija cijelog procesa na membranama stanica, kao i sama uloga stani¢nih

membrana u cjelokupnom procesu.



1.2. SADASNJI MODEL KASKADE KOAGULACIJE

Boljim razumijevanjem procesa koagulacije unutar same hemostaze,
predstavljen je i novi model koagulacije u kojem je prepoznata klju¢na uloga stanica i

staniénih membrana.

Prema tome pocetak ili inicijacijska faza procesa koagulacije zapocCinje na
povrsini stanica koje sadrze tkivni faktor - transmembranski protein prisutan na gotovo
svim stanicama izvan krvoZilnog sustava. Prekidom kontinuiteta endotela krvne Zile,
slobodnocirkulirajuci plazmatski faktor VIl dolazi u kontakt sa stanicama koje na svojoj
povrSini imaju tkivni faktor te se Cvrsto za njega vezZe. Slijedi njegova proteoliticka
aktivacija i nastanak kompleksa tkivni faktor-faktor Vila koji aktivira faktor X i faktor 1X.
Faktor Xa koji ostane na povrSini stanice mozZe aktivirati faktor V te u kompleksu s njim
generirati male koli€ine trombina. S druge strane, faktor Xa koji difundira dalje od
stanice biva inaktiviran od strane TFPI (inhibitor puta tkivhog faktora) Sto pomaze
lokalizaciju samog procesa. Osim faktora VII, oStecenje stijenke krvnih Zila omoguéuje
kontakt te prijanjanje trombocita na ekstravaskularni matriks, pri Cemu se oni djelomi¢no

aktiviraju.

Slijedi amplifikacijska faza u kojoj male koli¢ine trombina koje su nastale u
inicijacijskoj fazi, zavrSavaju aktivaciju trombocita preko PAR receptora, ali i lokalno
aktiviraju faktore V, VIII i XI. Aktivirani trombociti na povrSinu svojih membrana potom
izbacuju djelomi¢no aktivirani faktor V, Ciju konaénu aktivaciju posreduje trombin ili
faktor Xa. Dio trombina ostane vezan na trombocitima preko ne-PAR receptora te hvata

i aktivira cirkuliraju¢i faktor VIII koji se u plazmi nalazi u kompleksu sa von



Willebrandovim faktorom (VWF). Faktor Vllla otpusSta VWF te ostaje vezan na povrSinu
aktiviranog trombocita. Aktivirani faktor IXa veze se potom na faktor Vllla na povrsini

trombocita te skupa Cine tenaza kompleks (faktor Vllla-faktor IXa).

Nastanak tenaza kompleksa oznaCava pocetak propagacijske faze. Kompleks
faktor Vllla-faktor 1Xa na povrsini trombocita aktivira faktor X koji onda sa faktorom Va
¢ini protrombinaza kompleks ¢ija je funkcija aktivacija velike koli¢ine trombina potrebne

za stvaranje fibrina i daljnju regulaciju koagulacije(7).

Trombin se tako stvara u dva vala. Prvi put u malim koli¢inama na povrSini
stanica s tkivnim faktorom za vrijeme inicijacijske faze, a drugi put u velikim koli¢inama

kao posljedica rada protrombinaza kompleksa u propagacijskoj fazi.



2. SINTEZA | STRUKTURA PROTROMBINA

Trombin je koagulacijski faktor koji nastaje proteolitickim cijepanjem neaktivhog
prekursorskog oblika — protrombina. Protrombin, zajedno sa faktorom VII, IX i X te

proteinom C, pripada u skupinu koagulacijskih faktora ovisnih o vitaminu K.

2.1. MOLEKULARNA BIOLOGIJA

Gen za protrombin u potpunosti je sekvenciran i veli€ine je 21 kilobaza. Nalazi se
blizu centromere kromosoma 11, a €ine ga 14 egzona medusobno odvojenih sa 13
introna. Egzoni veli¢inom variraju izmedu 25 i 315 bp, dok introni variraju izmedu 84 i
9447 bp te tako ¢ine 90% samog gena. Takoder, na nekoliko mjesta u intronima nalaze
se nakupine i do 30 ponavljanja Alu elemenata, Cija funkcija nije poznata(8). Na 5' kraju
gena, nalazi se promotorska regija te dva ili viSe pojacCivaca. Promotor gena za
protrombin sadrzi, u duljini 3 — 38 bp uzvodno od pocetnog metionina, viSe podrucja na
kojima transkripcija moze zapoceti. Ipak, naj€eS¢e mjesto pocetka translacije nalazi se
na paru baza — 31. Slijed izmedu — 887 bp i — 875 bp je vezuce mjesto za HNF-1,
protein koji vezanjem za DNA regulira ciljanu ekspresiju gena za protrombin iskljucivo u

jetri.

2.2. SINTEZA PROTROMBINA

Protrombin je u jetri sintetiziran zajedno sa amino-terminalnom signalnom
sekvencom Cija je uloga usmijeravanje protrombina u endoplazmatski retikulum.
Signalna sekvenca pracena je aminokiselinskim propeptidom koji se sastoji od 19-25
aminokiselina te ima ulogu u posttranslacijskoj modifikaciji protrombina. Naime,
propeptid bude prepoznat od enzima y-glutamil karboksilaza koji onda katalizira

karboksilaciju bocnih lanaca glutaminskih kiselina (Glu) u y-karboksiglutamat (Gla) na
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amino-kraju molekule protrombina. Za svoju normalnu funkciju, tom enzimu je potreban
vitamin K kao kofaktor, pri €emu vitamin K hidrokinon prelazi u oksidirani oblik vitamin K
2,3 epoksid. Translokacijom u endoplazmatski retikulum, signalnu sekvencu
protrombina ukloni mikrosomalna signalna peptidaza. Konaéno, nakon karboksilacije,

odcijepi se i propeptid te se novonastali, zreli protein, izluCuje.

2.3.  STRUKTURA PROTROMBINA
Kao i ostali koagulacijski faktori ovisni o vitaminu K, protrombin je zimogen koji se
primarno sintetizira u jetri. U plazmi cirkulira kao jednodijelni proteinski lanac relativne

molekularne mase otprilike 72000 i poluzivotom od 60 sati(9).

Na svome amino-kraju sadrzi Gla domenu (aminokiseline 1 — 46), tako nazvanu
zbog deset y-karboksiglutamata koje sadrzi u svom aminokiselinskom nizu, na mjestima
-6,-7,-14, - 16, — 19, — 20, =25, — 26, — 29 i — 32. Gla domena, uz posredstvo
kalcija, omogucuje interakciju protrombina sa lipidnim membranama. Vezanje kalcija za
Gla domenu dovodi do konformacijske promjene trodimenzionalne strukture same
domene, pri ¢emu bocne skupine aminokiselina tvore hidrofobno podrucje koje se vrlo

lako umetne u fosfolipidnu membranu.

Gla domenu slijede dvije kringle domene, Kringle-1 (aminokiseline 65 — 143) te
Kringle-2 (aminokiseline 170 — 248). Pojedina¢na kringle domena sadrzi 3 disulfidne
veze u svojoj strukturi, koje omogucuju njen specifi¢an prostorni izgled. Uloga krlingle
domena je vezanje drugih proteina, kao S§to su razliCiti aktivatori (protrombinaza

kompleks), substrati, kofaktori ili receptori.



Domena na karboksi-kraju ima aktivnost serinske proteaze te se sastoji od A

lanca (aminokiseline 285 — 320), te katalitickog B lanca (aminokiseline 321 — 579).



3. AKTIVACIJA PROTROMBINA

Protrombin je enzimatski neaktivan te njegovu pretvorbu u enzimatski aktivni
trombin posreduje protrombinaza kompleks (kompleks faktora Xa/Va), proteolitiCkim
cijepanjem aminokiselinskog lanca protrombina na dva mjesta. Ako se prvo pocijepa na
mjestu — 271, Gla domena te obje kringle domene, odvajaju se od ostataka lanca pri
¢emu nastaju protrombin fragment 1.2 te inaktivni jednodijelni aminokiselinski lanac
pretrombin-2. Daljnim cijepanjem na mjestu — 320, od pretrombina-2 nastaje trombin
sastavljen od dva lanca, lanac A i kataliticki B lanac, medusobno povezana disulfidnom
vezom. Ovakav slijed cijepanja, dogada se na povrSini trombocita(10). Na drugim
povrSinama te sintetiCkim fosfolipidima, prvotno se pocijepa mjesto — 320, pri ¢emu
nastaje meduprodukt meizotrombin sastavljen od spojednog fragmenta 1.2 sa lancem
A, koji su disulfidnom vezom povezani sa katalitickim lancem B. Slijedi cijepanje na

mjestu — 271 pri Cemu opet nastaje fragment 1.2 te trombin(11).



4. ULOGA TROMBINA U KOAGULACIISKOJ KASKADI

Trombin, kao faktor zgruSavanja, ima viSestruku ulogu u procesu hemostaze. Kao
Sto je veC spomenuto, trombin posjeduje proteolitiCku enzimatsku aktivnost kojom
ostvaruje svoju prokoagulantnu ulogu, ponajprije cijepajuci fibrinogen u fibrin. Uz to,
svoju prokoagulantnu aktivnost pokazuje sudjelujuci i u pozitivnoj povratnoj sprezi pri

stvaranju ugruska - aktiviraju¢i trombocite te faktore zgrusavanja V, VIII, X1 i XIII.

Takoder, trombin uz pomoé¢ kofaktora trombomodulina, aktivira enzim slican
prokarboksipeptidazi B (TAFI). Taj enzim potom uklanja lizinske ostatke na karboksi-
kraju plazmina, ¢ime smanjuje njegovo vezanje na fibrin, $to dovodi do inhibicije

fibrinolize posredovane plazminom.

Uz prokoagulantni, trombin ima i antikoagulantni u€inak. Vezanje za kofaktor
trombomodulin na endotelnim stanicama, omogucuje mu proteoliticko cijepanje i
aktiviranje proteina C. Aktivirani protein C potom, proteolitiCki inaktivira faktore Va i

Vllla, ¢ime se njihova uloga u aktivaciji trombina privodi kraju.

4.1. ODNOS TROMBINA | FIBRINOGENA

4.1.1. STRUKTURA FIBRINOGENA

Fibrinogen je dimerni glikoprotein velike relativne molekularne mase (M, =
340000), a stvara se u stanicama jetre, kao i protrombin. Svaki dimer sastoji se od tri
medusobno isprepletena polipeptidna lanca: Aa, BB i v, Ciji amino-krajevi, zajedno s
amino-krajevima drugog dimera, Cine centralnu - E domenu fibrinogena. Unutar E

domene, amino-krajevi svih Sest polipeptidnih lanaca medusobno su povezani trima



disulfidnim vezama koje spajaju dva dimera u cjelinu(12). Karboksi-terminalni krajevi B3

i y lanca pojedinog dimera, €ine po jednu D domenu fibrinogena(13).

4.1.2. AKTIVACIJA FIBRINOGENA U FIBRIN

Aktivacija i pretvorba fibrinogena u fibrin zapocCinje vezanjem trombina na
centralnu domenu fibrinogena(14). Nakon vezanja, trombin enzimatski pocijepa amino-
krajeve polipeptidnih lanaca Aa i B koji se nalaze u centralnoj domeni. Cijepanjem Aa
lanaca na mjestu Argl6-Gly17, dva fibrinopeptida A odcjepljuju se od ostatka Aa
lanaca, a cijepanjem B3 lanaca na mjestu Arg14-Gly15, odvajaju se i dva fibrinopeptida
B. U konacénici, nastaje monomer fibrina koja se sastoji od dvie D domene i jedne E
domene kojoj nedostaju po jedan A i jedan B lanac svakog dimera(15). Odcjepljivanje
fibrinopeptida, otkriva na E domeni dva vezna mjesta koja su komplementarna veznim
mjestima na domenama D drugih fibrinskih monomera(16)(17). Komplementarna vezna
mjesta spontano se spajaju pri Eemu nastaju protofibrili koji daljnjim rastom i granjanjem

te medusobnim povezivanjem, €ine ¢vrstu vlaknastu mrezu.

4.2. ODNOS TROMBINA | FAKTORA V
4.2.1. STRUKTURA FAKTORA V

Faktor V homologan je faktoru VIII po svom aminokiselinskom slijedu te strukturi i
poretku proteinskin domena. Takoder, sliCan im je put unutarstaniCne obrade u
Golgijevom tijelu i endoplazmatskom retikulumu, zbog ¢ega razli€iti poremecaji enzima
koji sudjeluju u njihovoj sintezi, dovode do istovremenog manjka oba faktora. Faktor V
je veliki glikoprotein relativne molekularne mase 330000. Sastoji se od 6 domena koje

su povezane u slijed A1-A2-B-A3-C1-C2. C2 domena omogucuje vezanje faktora V za

10



lipidne membrane(18), dok je B domena zaduzZena za vezanje trombina te samim time i

aktivaciju faktora V.

4.2.2. AKTIVACIJA FAKTORA V

Faktor V cirkulira u plazmi kao jednolan¢ana molekula. Oko 20% cirkulirajuceg
faktora V nalazi se u trombocitima, gdje ga cijepaju i aktiviraju trombocitne proteaze.
Ostatak se nalazi u plazmi, gdje ga pocijepa trombin i to na mjestima Arg709 i Arg1545,
koji se nalaze unutar B domene. Pri cijepanju nastaje dvolanCana heterodimerna
molekula — faktor Va, koja se sastoji od teSkog lanca (domene A1-A2) nekovalentno
povezanog kalcijevim ionima sa lakim lancem (domene A3-C1-C2). Faktor Va zajedno s
faktorom Xa Cini protrombinaza kompleks koji pretvara protrombin u trombin (pozitivha

povratna sprega).

4.3. ODNOS TROMBINA | FAKTORA VIIi
4.3.1. STRUKTURA FAKTORA VIIi

Faktor VIl je po gradi sliCan faktoru V te se takoder sastoji od slijeda domena A1-
A2-B-A3-C1-C2. Ipak, slicnost koja je prisutna u A i C domenama oba faktora ne ocituje
se u B domenama, koje se uvelike razlikuju. Sintetizira se primarno u jetri, a u
cirkulaciju se izlu€uju kao heterogena skupina djelomice pocijepanih oblika posljedi¢no
razli¢itom mjestu cijepanja B domene. U cirkulaciji se nalazi u kompleksu nekovalentno
vezan za VWF. Posttranslacijska sulfatacija tirozinskih ostataka na mjestima 346, 718,
719, 723, 1664 te 1680 pospjeSuje vezanje faktora VIII za vWF, ali i za trombin koji ga

aktivira.
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4.3.2. AKTIVACIJA FAKTORA VI

Faktor VIII mogu aktivirati ponajprije trombin, ali i faktor Xa. Trombin se veze na
faktor VIII preko svoje anion-vezuce regije te cijepa polipeptidni lanac faktora VIII na
mjestima Arg372, Arg740 te Argl689. Samo vezanje trombina te aktivaciju faktora VIl
pospjeSuju kiseli ostaci na kraju A2 domene za koje se veze anion-veZuca regija
trombina(19). Nastaje heterotrimerna molekula — Vllla, koja se sastoji od domene Al i
domene A2, nekovalentno vezane sa lakim lancem A3-C1-C2 pomocu kalcijevih iona.
Aktivacija dovodi i do promjene konfiguracije te oslobadanje VWF od faktora VIII. Vllla

zajedno sa faktorom IXa €ini tenaza kompleks, Cija je uloga aktivacija faktora X.

4.4. ODNOS TROMBINA | FAKTORA Xl

4.4.1. STRUKTURA FAKTORA XI

Faktor XI je zimogen, prekursor serinske proteaze. U cirkulaciji se nalazi u
kompleksu sa neenzimatskim kofaktorom - kininogen velike molekularne mase (HK).
Proizvodi se u jetri kao cjelovit lanac, dok se u plazmi nalazi kao homodimer povezan
disulfidnom vezom. Svaka podjedinica ima molekularnu masu od otprilike 80000 te u
svome lancu sadrzi Cetiri ponavljanja strukturalnog motiva nazvanog ‘apple domena’.
Svaka apple domena ima 90-91 aminokiselinu u svojoj strukturi, koje se u tom obliku
odrzavaju trima disulfidnim vezama. RazliCite apple domene sluze kao vezna mjesta za

HK, protrombin, trombocite, faktor X, trombin te faktor Xlla.

4.4.2. AKTIVACIJA FAKTORA Xl

Faktor XI mogu aktivirati trombin na povrSini aktiviranih trombocita, faktor Xlla te
Xla u prisustvu polianiona(20)(21). U sva tri slu€aja, pretvorba u faktor Xla, zahtijeva
proteolitiCko cijepanje obje domene na mjestu Arg369-11e370. Trombin se veze na faktor
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Xl preko svog pozitivno nabijenog anion vezuceg mjesta. Pri aktivaciji trombinom, prvo
nastaje % -Xla oblik sa jednim aktiviranim dimerom, a kasnije se aktivira i druga
podjedinica te nastane faktor Xla(22). Svaka podjedinica sadrzi teSki lanac sa apple
domenama te laki lanac koji sadrzi kataliticku domenu. Oba lanca su zaduzena za

vezanje i aktivaciju faktora IX, za $to je jo$ potreban i kalcij(23).

4.5. ODNOS TROMBINA | FAKTORA XIli
4.5.1. STRUKTURA FAKTORA XiIli

Faktor XllI je glikoprotein relativne molekularne mase od 320000 te se u plazmi
se nalazi kao tetramer sastavljen od uparenih A i B podjedinica (A2B2). A podjedinica
ima 731 aminokiselinu u svom lancu (M, = 83000) i ima enzimatsku aktivnost, a najviSe
se sintetizira u stanicama kostane srzi. B podjedinica ima 641 aminokiselinu u svom
lancu (M = 76500), sintetizira se u jetri, a sluzi kao protein koji veze i prenosi
podjedinicu A u plazmi. U plazmi se B podjedinica nalazi u molarnom suvisku nad A
podjedinicom, tako da su sve A podjedinice vezane za B podjedinice. Dio B podjedinica
nalazi se i slobodan u cirkulaciji. Osim u cirkulaciji, faktor XIIl se nalazi i u trombocitima
(sintetiziran u megakariocitima)(24) te monocitima/makrofagfima(25). Tamo se

sintetizira kao dimer sastavljen od dvije A podjedinice bez B podjedinica.
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4.5.2. AKTIVACIJA FAKTORA Xl

Plazmatski faktor XIII je protransglutaminaza koja prelazi u svoj enzimatski aktivni
oblik - Xllla djelovanjem trombina, a uz prisustvo kalcija(26). Trombin cijepa A lanac na
mjestu Arg37-Gly38 pri cemu se oslobada aktivacijski peptid (Mr = 4500). Taj proces
dovodi do disocijacije A i B podjedinice te otkrivanje aktivnog mjesta na podjedinici A. S
druge strane, trombocitni faktor XIII ne zahtijeva proteolitiCko cijepanje za svoju
aktivaciju. Povecanjem intracitoplazmatske koncentracije kalcija za vrijeme aktivacije
trombocita, slobodna podjedinica A prelazi u svoju aktivhu konfiguraciju. Glavna uloga
faktora Xllla je popre¢no spajanje a-lanaca i y-lanaca fibrina peptidnim vezama, pri
¢emu dolazi do stabilizacije fibrinskog Cepa i adekvatne hemostaze. Takoder, faktor
Xllla &titi fibrin od fibrinolize plazminom, tako $to popre¢no povezuje fibrin za a2-

antiplazmin(27).

4.6. ODNOS TROMBINA | TROMBOMODULINA

4.6.1. STRUKTURA TROMBOMODULINA

Trombomodulin je transmembranski protein (Mr = 78000) te je stani¢ni kofaktor
trombina. Sastoji se od pet strukturalnih regija. Na amino-kraju nalazi se regija
sastavljena od dvije domene nalik na lektin-domenu, pri ¢emu prva ima ulogu u
upali(28). Slijedi regija sastavljena od Sest domena nalik epidermalnom faktoru rasta
(EGF). Cetvrta, peta i $esta EGF-nalik domena, zaduZene su za vezanje trombina te
aktivaciju C-proteina. Trec¢a regija bogata je serinom i treoninom, a na mjestu Ser492,
za serin je vezan kondroitin sulfat koji pospjeSuje antiokoagulantnu aktivnost
trombomodulina(29). Cetvrtu regiju &ini transmembranski lanac od 23 aminokiseline na

kojeg se nastavlja peta regija - citoplazmatski rep.
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4.6.2. ULOGA TROMBOMODULINA U FUNKCIJI TROMBINA

Vezanjem trombina za trombomodulin na membranama endotelnih stanica,
aktivnost trombina ostaje lokalizirana na sami endotel. Takoder, zbog konformacijske
promjene koja nastaje vezanjem za trombomodulin, trombin viSse ne moze cijepati
fibrinogen niti aktivirati faktore V, VIII ili XIll te proteazom aktivirane receptore (PAR-1 i
PAR-3) na membrani endotelnih stanice i trombocita. S druge strane, povecava se
sposobnost trombina da aktivira protein-C koji ima antikoagulantnu aktivnost. Na taj

nacin, trombomodulin prevodi prokoagulantnu aktivnost trombina u antikoagulantnu.

Kompleks trombin-trombomodulin takoder ubrzava aktivaciju plazmatske
prokarboksipeptidaze B (TAFI), koja ima ulogu u sprje€avanju fibrinolize. Uklanjanjem
lizinskih ostataka na karboksi-kraju plazmina, TAFI smanjuje vezanje plazmina na fibrin

i smanjuje plazminom posredovanu fibrinolizu(30).
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5. LIJECENJE POREMECAJA ZGRUSAVANJA

FizioloSka funkcija sinteze protrombina, odrzavanje normalne cirkulirajuce
koncentracije protrombina u krvi te pretvorbe protrombina u trombin, moZe biti narusena
u raznim bolestima. PoveCana sinteza protrombina te njegova pretvorba u trombin
mogu dovesti do pojaCane koagulabilnosti krvi sa posljedi¢nim stvaranjem krvnih
ugrusaka, zaCepljenjem krvnih Zila i poremecajem cirkulacije. S druge strane, smanjenje
sinteze protrombina kao i poremecaji aktivacije protrombina, dovode do povecane

sklonosti krvarenju te otezanog zaustavljanja krvarenja.

5.1. POVECANA KOAGULABILNOSTI KRVI

Mnogobrojna patolo$ka stanja mogu dovesti do povecane koagulabilnosti krvi -
trombofilije. Obi¢no se radi o ste€enim bolestima ili stanjima koje dovode do pojacane
koagulabilnosti krvi, kao Sto su fibrilacija atrija, umjetni sr€ani zalisci, opsezni kirurski
zahvati s dugim oporavkom, zlo¢udne bolesti itd. Uzrok mogu biti i nasljedni poremecaiji
u kojih dolazi do kvantitativnih ili kvalitativnin promjena prirodnog antikoagulantnog
sustava. Razne mutacije mogu dovesti do manjka endogenih antikoagulantnih molekula
— antitrombina, proteina C, proteina S. Takoder, mutacie mogu pojacavati

prokoagulantnu aktivnost povecavajuci koncentracije faktora V ili protrombina.

5.1.1. ANTIKOAGULANSI
Antikoagulansi su skupina lilekova koja se koristi za lijeCenje tromboza -
patoloskih stanja povefane koagulabilnosti krvi. Njihovo antitombotsko djelovanje,

temelji se na izravnoj i neizravnoj inhibiciji trombina.

16



5.1.1.1. VARFARIN

Varfarin je kumarinski antikoagulant, koji sprjeCava redukciju inaktivnog vitamin K
2,3 epoksida natrag u oksidirani aktivni oblik - vitamin K hidrokinon. Oksidirani oblik
vitamina K je nuZan kofaktor enzimatskoj posttranslacijskoj y-karboksilaciji glutaminskih
ostataka na protrombinu te faktorima VII, IX i X i proteinu C. Nedostatkom vitamin K

hidrokinona, nastaju nepotpune molekule faktora koagulacije koje su bioloSki neaktivne.

5.1.1.2. ANTIKOAGULANSI KOJI NEIZRAVNO INHIBIRAJU TROMBIN

U ovu skupinu lijekova spadaju nefrakcionirani heparin, niskomolekularni heparini,
fondaparinuks, te direktni oralni inhibitori faktora X, rivaroksaban, apiksaban i
edoksaban. Svoj u€inak temelje na interakciji s antitrombinom koji inhibira koagulacijske

proteaze, posebice trombin te faktore 1Xa i Xa, tvoreci s njima stabilne komplekse.

5.1.1.2.1. HEPARIN

Nefrakcionirani heparin je heterogena smjesa sulfatnih polisaharida (M, = 5000 do
30000), ciji bioloski uc€inak ovisi 0 endogenom antikoagulansu antitrombinu. Uloga
antitrombina je inaktivacija aktiviranih koagulacijksih faktora, ukljuCujuc¢i trombin te
faktore X, IX, XI i Xll S§to dovodi do usporavanja generiranja krvnog ugruska i

sprje€avanja njegove prekomjerne sinteze.

Dodatkom heparina, proces inaktivacije faktora antitrombinom ubrza se i do tisuéu
puta. Vezanje heparina za antitrombin pentasaharidnom sekvencom uzrokuje promjenu
konformacije antitrombina i otkrivanje aktivnih mjesta, $to omogucuje ubrzane
interakcije antitrombina s proteazama - aktiviranim koagulacijskim faktorima i njihovu

inaktivaciju. Heparin funkcionira kao kofaktor u reakcijama izmedu antitrombina i
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proteaza, a da se pri tome ne troSi. Nastankom kompleksa antitrombin-proteaza,
proteaza se inaktivira, a heparin se nepromijenjen oslobada te dalje reagira s drugim
molekulama antitrombina. Takoder inhibira nastanak trombina vezuéi se i inaktivirajuci

faktor Xa.

Niskomolekularni heparini su soli kratkih lanaca heparina, koji se dobiju
frakcioniranjem i depolimerizacijom heparina. Kao i nefrakcionirani heparin sadrze
pentasaharidnu sekvencu koja moZe inhibirati faktor Xa, dok nemaju ucinak na
inaktivaciju trombina, jer im nedostaje dugacki lanac na koji bi se istovremeno vezali i

antitrombin i trombin.

5.1.1.2.2. DIREKTNI ORALNI INHIBITORI FAKTORA Xa

Rivaroksaban je visokospecifiCni, direktni inhibitor faktora Xa. Reverzibilnim
vezanjem za faktor Xa, rivaroksaban onemogucuje njegovu aktivnost u inicijacijskoj fazi
koagulacijskog procesa. Samim time, onemogucena je i aktivacija protrombina u

trombin te nastavak koagulacijske kaskade.

Sli¢no djelovanje ima i apiksaban, koji uz inhibiciju slobodnog faktora Xa, inhibira
i njegovu aktivnost unutar protrombinaza kompleksa. Rezultat je takoder gaSenje

inicijacijske faze i nedovoljna sinteza trombina(31).

5.1.1.3. ANTIKOAGULANSI KOJI IZRAVNO INHIBIRAJU TROMBIN
Ova skupina lijekova svoje antikoagulantno djelovanje temelji na izravhom
vezanju za aktivno mjesto trombina te inhibiciji njegovih uCinaka. Mogu se primjeniti

parenteralno — lepirudin ili oralno — dabigatran.
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5.1.1.3.1. LEPIRUDIN

Leprudin je rekombinantni protein sintetiziran po uzoru na hirudin — specificni
ireverzibilni inhibitor trombina iz sline pijavica. Aktivnost mu ne ovisi o0 antitrombinu pa
moze inaktivirati i trombin vezan za fibrin u ugrusku. Glavna indikacija za primjenu je
tromboza u bolesnika koji je zbog primjene heparina dobio heparinom induciranu

trombocitopeniju(32).

5.1.1.3.2. DABIGATRAN

Dabigatran je sintetiCki antikoagulant koji vezanjem za aktivho mjesto trombina,
dovodi do inhibicije njegove aktivnosti. Ima vrlo predvidljivi antikoagulantni odgovor
zbog Cega ne zahtijeva redovitu kontrolu koagulacije. Danas se koristi u prevenciji
tromboemboli¢kih incidenata nakon tezih kirur8kih operacija, za prevenciju
tromboembolije i infarkta posljedi¢no atrijskoj fibrilaciji, te za lije€enje i profilaksu
recidiva dubokih venskih tromboza(33). Dabigatran takoder dovodi do povecanja
rezgradnje veé¢ nastaloga tromba, inhibiraju¢i trombinom posredovanu aktivaciju

plazmatske prokarboksipeptidaze B(34).

5.2. SMANJENA KOAGULABILNOSTI KRVI

Uzrokom smanjenoj koagulabilnosti krvi, a time i pojaCane sklonosti krvarenju,
mogu biti razna ste€ena i nasljedena stanja i bolesti. Od ste€enih uzroka, najéesée se
radi o bolestima jetre koje posljedicno dovode do zatajenja funkcije jetre i nedovoljne
sinteze plazmatskih faktora zgruSavanja. Smanjen unos vitamina K i posljedi¢na
hipovitaminoza K ometaju normalnu y-karboksilaciji glutaminskih ostataka pojedinih
faktora zgruSavanja, zbog ¢ega oni ne mogu vrsiti svoju funkciju u hemostazi. Razne

autoimune bolesti na pojedine faktore koagulacije dovode do njihovog manjka |
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poremecaja koagulacijske kaskade. Nasljedne bolesti odnose se na razne mutacije
gena zaduzZenih za sintezu koagulacijskih faktora. Poremecéena sinteza rezultira
smanjenom aktivno$éu pojedinog faktora zgrusavanja ili potpunim izostankom njegove
funkcije. NajcesSci nasljedni poremecaiji koji dovode do smanjene koagulabilnosti krvi su
hemofilija A (manjak faktora VIII) i B (manjak faktora IX), te Von Willebrandova bolest
(manjak VWF), dok se nasljedni manjak ostalih koagulacijskih faktora javlja mnogo
rijede. Sva navedena stanja i bolesti u konacnici dovode do smanjene pretvorbe

protrombina u trombin i posljedicnog krvarenja.

5.2.1. LIWECENJE STECENIH STANJA SMANJENE KOAGULABILNOSTI KRVI
LijeCenje steCenih stanja ponajprije obuhvaca lijeCenje osnovne bolesti koja je
dovela do poremecaja koagulacijske kaskade. Nedostatak faktora zgrusavanja lijeci se
nadomjesnim lijeCenjem faktora koji nedostaje ili davanjem prirpavaka krvi koji sadrze
viSe faktora, kao S$to su svjeze smrznuta plazma ili koncentrat protrombinskog

kompleksa.

5.2.2. LIWECENJE NASLJEDNIH STANJA SMANJENE KOAGULABILNOSTI KRVI
Mutacije pojedinih gena dovode do poremecaja sinteze pojedinih faktora
zgruSavanja krvi te prekida koagulacijske kaskade s posljedicnim izostankom pretvorbe
protrombina u trombin. LijeCenje nasljednih stanja smanjene koagulabilnosti Kkrvi
prvenstveno se temelji na nadomjesku faktora zgruSavanja krvi koji bolesniku
nedostaje. ProfilaktiCkim lije¢enjem se pokuSava trajno odrzavati razina faktora dostatna
da sprijeci nastanak spontanih krvarenja. Zbog kratkog poluzivota faktora zgrusavanja,
takvo lijeCenje zahtijeva Ceste infuzije, do ¢ak tri do Cetiri puta tjedno(35,36). Takoder,

infuzije koncentrata faktora, dobivenog bilo iz plazme ili rekombinanthom tehnikom,
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mogu potaknuti stvaranje protutijela koja ¢e inhibirati njegovu aktivnost, ¢ime se gubi
terapijska ucinkovitost koncentrata. Danas se stoga u terapiji hemofilije koriste i
specificna protutijela koja korigiraju poremecaj koagulacije djelujuéi izravno ili neizravno

na trombin.

5.2.2.1. EMICIZUMAB

Emicizumab je humanizirano asimetri¢no bispecificno monoklonalno protutijelo s
kofaktorskom aktivnoScu faktora VIlla(37). Bispecificnost emicizumaba ocituje se
njegovom moguénosc¢u istovremenog vezivanja faktora [Xa te faktora X, sto omoguéuje
faktorom I1Xa posredovanu aktivaciju faktora X. Za taj proces je inae potrebna
kofaktorska aktivnost faktora Vllla, kojeg u hemofiliji A nema. Na taj nacin, emicizumab
u bolesnika koji boluju od hemofilije A uspjeSno zamijenjuje nepostojecu bioloSku
aktivnost faktora VIII(38,39). Takoder je djelotvoran u bolesnika s hemofiljom A i

prisutnim inhibitorima.

5.2.2.2. CONCIZUMAB

Humanizirano je monoklonsko protutijelo koje se Kkoristi u lije€enju hemodfilija.
Visoko je specificno za TFPI (inhibitor puta tkivnog faktora) te svojim vezanjem inhibira
njegovu aktivnost. Glavna uloga TFPI u koagulaciji je regulacija inicijacijske faze samog
procesa. Vezanjem za faktor Xa s jednom domenom te za kompleks tkivni faktor-faktor
Vila drugom domenom, TFPI dovodi do gaSenja inicijacijske faze te posljedi¢no do
inhibicije aktivacije protrombina. Proces koagulacije se u zdravih osoba potom nastavlja
putem kompleksa faktor Vllla-faktor 1Xa. U hemofiliCara, s druge strane, taj je proces
onemogucen zbog nedostatka faktora VIII ili faktora IX. Inhibicijom TFPI, concizumab
omogucava nesmetanu proizvodnju faktora Xa te kompleksa tkivni faktor-faktor Vila pri
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ozljedi tkiva, Sto rezultira nastavkom zajednickog puta koagulacije. U konacnici,
generira se dovoljna koli¢ina trombina unato€ nedostatku faktora VIII ili faktora 1X(40).
Concizumab se stoga moZe Koristiti u lijeCenju hemofilije A i B, te u bolesnika s

prisutnim inhibitorima.

5.2.2.3. FITUSIRAN

Fitusiran je lijek koji veze mRNA gena za antitrombin u stanicama jetre te ometa
njegovu translaciju. Interferiraju¢i s RNA, onemogucuje normalnu gensku ekspresiju i
sintezu antitrombina $to dovodi do pada plazmatskih koncentracija antitrombina i
izostanka njegove funkcije. Posljedicno dolazi do porasta koncentracije trombina i
drugih faktora koagulacije koje antitrombin inaktivira, $to povecava hemostatsku
sposobnost same krvi. Osim kod hemofilija, pretkliniCke studije su pokazale da fitusiran
poboljSava generiranje trombina i kod bolesti nedostataka drugih koagulacijskih faktora i

to faktora V, VIi X(41).
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6. ZAKLJUCAK

Trombin je klju¢an enzim u samome pocetku, ali i samome kraju procesa
koagulacijske kaskade. Njegove viSestruke uloge vaZzne su za nastanak same
koagulacijske kaskade, formiranje i oCuvanje krvnog ugruska, ali i regulaciju te
sprjeCavanje prevelike aktivacije trombina. Na taj nacin trombin omogudéuje uspjeSnu
hemostazu pri oSteéenju krvne Zile sa posljedicnim krvarenjem. Razli¢ita bolesna stanja
ukazuju na vaznost precizne regulacije aktivacije trombina. Stoga, svako stanje
popraceno pretjeranom aktivacijom trombina vodi u tromboze, a svaki manjak aktivacije

vodi u opsezna krvarenja koja ne odgovaraju stupnju ozljede.
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