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“Patologicka anatomia je zaklad pre
patologicku fyziologiu,

na ktorej sa bude v buducnosti budovat’
patologicka histologia,

chemicka patologia a

experimentalna patologia.”

Karel Rokitansky (1804-1878)



trombocyt - objav

M. Schultze G. Bizzozero
(1865) (1882)
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rombocyt - objav

M. Schultze (1865)

‘... more or less numerous, irregularly formed clumps of
colourless little spherules of different sizes consisting of

jednoznacne manvy little spherules together. The individual spherules,
identifikovanie ___| at the most, measure 0.001-0.002 mm. They occur
trombocytov, singly in the blood, but more frequently, they are bound

mikroskopicky opis

|

together loosely in groups...”

1850
—T 1860

__

T.W. Jones (1851)
prvy opis trombocytov

—T 1870
—T 1880
—T 1890
- 1900

- 1910
—T 1920

T

G. Bizzozero (1882)
viazanie trombocytov
na miesto poskodenia endotelu
termin ,,krvné dosticky”

“... an agglomeration of
ones held together, app

colourless corpuscles with a few red
arently, by coagulated fibrin.”

podla: Brewer DB, Br J Haematol 2006; 133: 251-258;, Mazzarello P, Calligaro AL, Calligaro A,
Nature Re-views/Molecular Cell Biology 2001; 2: 776—781




prveé opisy trombocytov
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in vivo — arteriola mezentéria —

nater periférnej fudskej krvi
morske prasa (G. Bizzozero)

(M. Schultze)

Schultze M, Archiv fur mikroscopische Anatomie 1865; 1: 1-42; Bizzozero, J., Archiv fur pa-
thologische Anatomie und Physiologie und fur klinische Medicin 1882; 90: 61-332



trombocyt - morfologia

J.G. Milton, J.G. White, ...
opis Struktury trombocytu -
elektronova mikroskopia:
identifikacia jednotlivych granul
mikrofilamentov, mikrotubulov
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J. Wright (1906) opis Struktury trombocytu J.P. Caen, A.T. Nurden...
povod trombocytov - svetelna mikroskopia - opis struktury trombocytu
v KD, 2 zakladné zlozky: -molekularna bioldgia

megakaryocyty = granulomér (cent. Cast' s granulami)  (prietokova cytometria,
prekurzory hyalomér (okrajovy lem cytoplazmy)  geneticka analyza, ...)
trombocytov

podla: De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11; Kubisz P et al., trombocyty a trombocytopatie,
Osveta 1987, 296 s.




trombocyt - morfologia

o granula - mikrotubuly
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upravené podla: Gruchy GC et al., Clinical Hematology in Medical Practice (2nd ed), 1968,
Oxford, Blackwell; Caen JP, Cronberg S, Kubisz P, Platelets: Physiology and Pathology. 1977,
New York, Stratton Int. Medical Book Corp



trombocyt - morfologia
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upravené podla: E. Hiller. Basic principles of hemostasis. In: R. Munker et al., Modern Hema-
tology, 2nd Edition, 2006, Humana Press, 513s



trombocyt - elektronova mikroskopia

trombocyt v kfludovom stave aktivovany trombocyt

George JN. Hemostasis and fibrinolysis. In: Stein JH. Internal medicine, 5th ed. Mosby: St.
Louis, 1998



M morfolégia trombocytu vratane intracelularnej strukta-
ry dobre znama a detailne opisana uz v 70 rokoch 20.
stor.

Q funkcia trombocytu



trombocyt - funkcia

su trombocyty
nevyhnutné pre A.J. Quick (1947)
G. Hayem (1900) koagulaciu? deplécia trombocytov
nizky pocet trombocytov z plazmy -
u niektorych pacientov s | konzumpcia
hemoragickou purpurou protrombinu
g g | 3
| | i T | | | |
T & > 3
G. Bizzozero, G. Hayem “The more rapid coagulation of blood, flowing
ucasti v skorej faze from a wound which had been open for some
zrazania Kkrvi time, is probably due to the presence of
pritomnost fibrin. vlakien | aggregates of blood platelets which have formed
zdroj prokoagulacného after the time of the first incision, on the surface
faktora of vascular lesions and the margins of incision.*”

podla: Hayem G. Legons sur les maladies du sang. Masson, Paris, 1900; Quick AJ., Am J Med
Sci 1947; 241: 272-80; De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11;



trombocyt - funkcia

J. Roskam, J. Hugues, A. Gaarder, R.J. Haslam P. Wolf (1967)

Y. Bounameaux ADP = induktor agregacie ,platelet dust”
interakcia koagulacna aktivita
kolagén«<dosticky —m— GVR Born, MJ Cross, JR v plazme a sére —

zmena tvaru — O’Brien mikropartikle

“viskdzna metamorféza“ | test agregacie (opticky princip) |
kontraktilné proteiny
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vyskum antiagregancii
vyskum procesu aktivacie a

vyznam A.J. Quick, H.J. Weiss, agregacie dosticiek a uginku
dostiCkovych L.M. Aledort (1967) antiagregancii
fosfolipidov pre opisany efekt ASA na _ —
funkciu FVIIIl a hemostazu — porucha An.tlagr’eganCIa
vnutornu cestu agregacie indukovanej a ich vyznam
kolagénom Iné lieky ?

podla: O'Brien JR, Lancet 1968; 1:1431; Weiss HJ, Aledort LM, Lancet 1967; 2:495-7; Quick AJ. Bleeding
problems in clinical medicine. W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1970; Roskam J et al., J Physiol 1961;
53:175-83; De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11; Wolf P, Br J Haematol 1967,;13:269-288.




funkcia trombocytu

receptory dolezitée pre hemostazu (1)

Synonymicke

receptor ", nagenie agonista funkcia
GPVI kolagén adhézia
GPla/lla CDO(42£§b1/29 kolagén adhézia na kolagén (pomocna)
CGDILt;B/g 1 fibcs\cl)lg:;én agregacia, retrakcia koagula
fibronektin adhézia
v Cho1/61 laminin adhézia
@Plb-m@ CD42 VWF “viazanie (tethering)* do&ticiek
FceRlI CD23 Fc fragment Ig  imunitna aktivacia trombocytov
FcyRII CD30 Fc fragment Ilg imunitna aktivacia trombocytov

upravené podla: Clemetson KJ, Platelet receptors. In: Michelson AD et al., Platelets, 2nd Ed., Elsevier/ Acade-

mic Press 2007, San Diego, CA



funkcia trombocytu

receptory dolezitée pre hemostazu (2)

receptor agonista funkcia
PAR1 , « TR
PARA trombin koagulacna® aktivacia trombocytov
P2Y1 ADP aktivacia trombocytov (inicalna)
P2Y12 ADP aktivacia trombocytov (feedback)
Sky oy . e et o s
Ax] Gas6 protein adltl\./na’uloha prlvaktl’vacu (modifikacia
Mer signalu prenasaneho GPIIb/llIa)
TP tromboxany aktivacia trombocytov (feedback)
?3 5 adrenalin aktivacia trombocytov
IP prostacykliny inhibicia podmienena endotelom



trombocyt - hlavha hemostaticka

funkcia

hlavna hemostaticka funkcia

tvorba dostickoveho trombu v mieste poranenia cievnej steny

\4

* inicialne naviazanie trombocytov na subendotel a ich aktivacia
(Uvodna faza)

* naviazanie a aktivacia dalsich trombocytov pOsobenie ago-
nistov uvolfiovanych v inicialnej faze a poc¢as aktivacie trombo-
cytov (propagacna faza)

* stabilizacia vytvoreného trombu a zabranenie jeho predCasné-
mu rozpusteniu pred zhojenim miesta poranenia
(stabilizacna faza)

« zabranenie progresie trombu do okolia (regulacia)

upravené podla: Rivera J et al., Haematologica 2009; 94: 700-711



uvodna faza

*adhézia trombocytov v mieste poranenia cievnej steny na
vhodny trombogénny povrch (kolageén |, kolageén lll, fibronektin,
laminin)

* proces zavisly na cievnych hemodynamickych pomeroch:
* pri p6sobeni vysokych strinovych sil (arterialne riecCisko,
stendza ciev) zavisla na vWF

* pri pésobeni nizkych strihovych sil (vendzne rieCisko)
moze prebehnut’ aj bez vWF - priama vazba trombocytov
na subedotel cez Specifickeé receptory

* interakcia s kolagenom (receptory GPVI, GPla/lla) a vVWF
(GPIb/IX/V) je spojena s aktivaciou trombocytov

Shattil SJ, Newman PJ, Blood 2004;104:1606—1615; Ruggeri ZM et al., Circ Res 2007; 100: 1673-85



uvodna faza - adhézia trombocytov

1 strihove sily

GPVI | | GPlaflla qi_vw,: (>1000 s™)

GPIlIbfllla | GPIbAXIV

/
“platelet thetering” stabilna adhézia - pevna
inicialna adhézia (nestabilna) fixacia dostiCiek

| strihové sily

GPVI || GPIaiia Y i-vWF (<1000 s7)

adhézia bez
GPIb/IXIV ,<heteringu”

PJ atolot |




aktivacia trombocytov

trombocyty v kludovom stave aktivované trombocyty

dostiCkovi agonisti

* “shape change”

* “flip-flop“ (zmena zlozZenia plazmatickej membrany

Ly| -fosfolipidy, proteiny) e

* aktivacia metabolizmu kyseliny arachidénovej (tvorba
mediatorov - TXA,, PGl ...)

* degranulacna reakcia
* tvorba mikropartikul




fyziologicki agonisti trombocytov

agonista receptor zdrof konecny efekt
. GPla/lla A
kolagén GPV] subendotel
VWE GPIb/IX/V  endotel. bb. intracelularny vzostup Ca2+

dostiCky (a gr.) syntéza TXA2
fosforylacia intracelularnych

teinov

P2Y1 erytrocyty >pro . .

ADP P2Y12  dosticky (5 gr) | Sekecnareakeia

TXA? P dosticky expresia a aktivacia GPllb/llla
GPIb/IX/V

trombin PAR-1 hemokoagulécia/
PAR-4

synergicky ucCinok s ostatnymi
adrenalin dren nadobliCiek  agonistami (inhibicia syntézy
0 2A . .
cAMP intracelularne)

podla: Davi G, Patrono C, N Engl J Med 2007; 857: 2482-94; Furie B, Furie BC, N Engl J Med 2008; 859: 938-49



propagacna faza

agregacia za fyziologickych podmienok

GPVI | | GPla/lla A1

GPIb/IXIV

‘ /
atelet I

GPlib/llla ‘ GPlib/llla
fbg




stabilizacna faza - zname mechanizmy

* “outside-in signaling” (GPlIb/llla) - reorganizacia cytoskeletu,
retrakcia koagula '

* interakcia adhezivnych molekul trombocytov (JAM-A,JAM-C,
SLAM, CDA40 ligand) - plteplt, plt~leukocyt 2

e interakcie regulacnych proteinov: 34
- GAS6 (R: Axl, Mer, Sky) deficit u zvieracich modelov:
= ~ porucha retrakcie koagula a
» efrin B1 (R: Eph1, Eph2) odpovedi na agonistov
« semaforin 4D (R: CD72, plexin-B1)”
* 1 UCinok agonistov uvolnenych pocCas aktivacie trombocytov - 1
lokalnych koncentracii pri retrakcii koagula 2

» tvorba fibrinovej siete (dblezita zlozka: TF derivovany z monocy-
tov - interakcie plt®monocyt?; P-selektin dbélezity pre vazbu TF
na povrch trombocytov) °

1) Coller BS et al., Blood 2008; 112: 3011-25; 2)Jackson SP, Blood 2007; 109: 5087-5095; 3) Saller F et al.,
Blood Cells Mol Dis 2006; 36: 373-8; 4) Zhu L et al., Proc Nat Acad Sci USA 2007; 104: 1621-6; 5) Lopez-
Vilchez | et al., Thromb Haemost 2007; 97: 202-11



stabilizacna faza

adhezivne molekuly Eph kinazy, efriny

ogranula |
ADP % Pk
P2Y5 %‘

W GPIIb/llla

B, " P-salectin GPlbx
reorganizacia E L % \'\
)

cytoskeletu fibrinogén | S granula

lTl

SCOE0L

GAS-6

Jackson SP, Blood 2007; 109: 5087-5095



M morfolégia trombocytu vratane intracelularnej strukta-
ry dobre znama a detailne opisana uz v 70 rokoch 20.
stor.

M funkcia trombocytu - 2009

|

9 patologické odchylky (trombocytopatie)



trombocyt - trombocytopatie

F. Hermansky, P. Pudlak (1959)

H.J. Weiss, J.P. Caen (1969)

okulokutanny albinizmus (1974)
s deficitom & granul porucha uvolnovacej reakcie — defekt
trombocytov uvolfiovanie ADP (& granula) a a o granul \
o o I o o o
> > L% & >
T N v vy, 4 ~
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E. Glanzmann (1918) J. Bernard, J.P. Soulier (1948)
“hereditare hamorrha- “dystrophie thrombocytaire
gische thrombasthenie® hémorrhagipare congénitale®

Raccuglia G (1971)
“grey platelet syndrome*

popis na celu-
larnej a moleku-
larnej urovni

podla: Seligsohn U, Pathophysiol Haemost Thromb, 32: 216—7; Lanza F, Orphanet J Rare
Dis; 16: 46; Raccuglia G, Am J Med 1971; 51: 818-28 ; Kubisz P. a spol., Thrombosis Re-
search, 1974; 4: 119-130




predpokladany vyskyt

vybranych trombocytopatii

odhad. pocet odhad. pocet

porucha dedi¢nost’ pripadov (UK) pripadov (svet)
Bernardov-Soulierov sy AD <100 <1000
Glanzmanova trombasténia AD <100 <1000
Storage pool disease AD <100 < 1000
Wiskottov-Aldrichov sy X <100 < 1000
Hefmanského-Pudlakov sy AR <100 < 1000
Chediakov-Higashiho sy AD <100 < 1000
poruchy MYH9 X <100 < 1000
Syndrom $edych dosticiek AR <10 <100
Parisov-Trousseauov sy AD <10 <100
Scottov syndrém AD <10 <100

upravené podla: 1) Bolton-Maggs PHB, Chalmers EA, Collins PW, et al., Br J Haematol 2006; 135: 603-633



klasifikacia - typ poruchy

poruchy adhezie * poruchy dostickovych granul
* dostickovy typ vVWCh » deficit &-granul
* Bernardov-Soulierov sy * Hefmanského-Pudlakov sy

noruchy agregacie * Chediakov-Higashiho sy

* Glanzmannova trombasténia ’ tromboc_:yto’pe_ma SO sy
absencie radia

— * deficit a-granul
- sy Sedych dosticiek
» poruchy receptorov (pre TXA,/ADP/ » porucha “Quebec*

kolagén) * Parisov-Trousseauov/
* poruchy metabolizmu kys. arachido- Jacobsenov sy
novej / TXA, - sti¢asny deficit a- a d-grandl

* poruchy metabolizmu fosfatidyl-

Inozitolu @k / VE
« porucha fosforylacie pleckstrinu : gr Uit y proroagulacneyj runkcie
* porucha mobilizacie Ca?* cottov synarom

upravené podla: Cattaneo M, Thromb Res 2005; 115 (Suppl. 1): 10-13; Hayward CPM, Rao AK, Cattaneo
M, Hemophilia 2006; 12 (Suppl. 3): 128-136




klasifikacia - klinika

* vacsina opisanych poruch su krvacave,
niektoré aj s genetickym zakladom

Q poruchy trombofilné



trombofilne trombocytopatie

H. Sinzinger (1990)
defekt dostiCkovej lipoxygenazy
(Wien-Penzing defect)

o
| | | | | |
| I I I I I
' RN A
o)
P.L. Holliday (1983) T I/
“Sticky platelet identifikovanie  klinické (populacné studie)
syndrome” polymorfizmov
dostickovych vzt’ah polymorfizmov
glykoproteinov k trombodze?

podla: Holliday PL et.al., Phoenix (Arizona), Conference on Stroke and Cerebral Circulation 1983; Sinzinger
H et al., Am J Hematol 1990; 36: 202-205



trombocytopatie - trombofilné poruchy

* polymorfizmy s moznym trombofilnym ucinkom
* GPIba VNTR
* GPlba C3550T (Thr145Met)
* GPIba -5T/C (Kozak)

*(GPla C807T |

*(GPllla PIA (Leu33Pro) |

* GPVI T13254C (Ser219Pro)

(GAS-6 c.834 + 7G>A |

* syndrom lepivych dosticiek

* defekt dostickovej lipoxygenazy (Wien-Penzing defekt)



vys kyt trombofilnych poruch

v celej populacii

porucha vyskyt N .

He (Ho)[%] | He [%] Ho [%]
GPlba C3550T (alela T) 12-30 (1-3) - -
GPlba -5T/C (alela C) 20-25 (1-2) - -
GPla C807T (alela T) 40-60 (13-17) | 47,27 16,70
GPllla PIA (alela PI*?) 15-30 (1-3) | 27,38 3,66
GPVI T13254C (alela C) 13-23 (1-3) 21,45 1,79
GAS-6 ¢.834 + 7G>A neznamy * - -
SPS neznamy ** - -
Wein-Penzing defekt neznamy ** - -

* nerealizované Studie s velkym poCtom pacientov; ** nerealizované Studie v zdravej populacii

He = heterozygot; Ho = homozygot

1) KvasniCka J et al., Cor Vasa 2009; 51: 187—193; 2) Ollikainen E et al., Atherosclerosis 2004; 176: 95-9;
3) Benze G et al., eur Heart J 2002; 23: 325-330; 4) Baker Rl et al., Blood 2001; 98: 36-40; 5) Mattson JC,

Jour-nal of Clinical Ligand Assay 2001;24:96-109;



polymorfizmy GPIlb

* zname polymorfizmy GPlba

* VNTR (variable number of tandem
repeats) —alely A, B, C, D

* C3550T (Thr145Met)
* -5T/C (Kozak)
Thr145Met a VNTR su vo vazbovej

nerovnovahe (Met145/VNTR B, VNTR A)

* hemostazeologické dosledky

* zname len pri -5T/C polymorfizme
- zmeny v expresii GPlba -

alela C: 1 denzita GPIb/IX/V na
povrchu trombocytov

Afshar-Kharghan V et al., Blood 1999; Provan D, Gribben J, Molecular Hematology, Blackwell Publishing
2005; Kunicki TJ. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 2002; 22: 14-20



Kozak (-5T/C) polymorfizmus a
tromboembolizmus

* Meisel C et al., n=2000 (1000 pacientov s trombozou / stenézou
koronarnych aa. verif. koronarografiou)

alela -5C rizikovy faktor pre akutny koronarny syndrom
(RR=1.43); a komplikacie po PTCA (RR=3.75)

* podobné zavery zistené aj v dalSich Studiach 23

* Frank MB et al., 78 zien s IM, 106 Zien s ICMP <45 r. 4
alela -5C nie je rizikovym faktorom pre IM a iCMP

* Croft SA et al., n=1037 (539 pacientov s IM) °
alela -5C nie je vyznamnym rizikovym faktorom IM

1) Meisel C et al.,d Am Coll Cardiol 2001; 2) Kenny D et al., Thromb Thrombolysis 2002; 3) Douglas H et

al., Heart 2002; 4) Frank MB et al., Blood 2001, 5) Croft SA et al., Blood 2000



polymorfizmy GPla/lla

* polymorfizmy GPla
* C807T

NH,
* hemostazeologické dosledky

* pri C807 polymorfizme - alela
GPla 807T spojena so 1+ GPla/lla na
NH, povrchu trombocytov

GPlla

NATO Science Programme,
Collaborative Linkage Grant
J. Musial, Jagellonian Univeristy Medical School,
| | PL; C. Marcinkiewicz, Temple Universitay,
Philadelphia, USA; P. Kubisz, JLF UK, SK:
Viper-venom derivated disintegrins as therapeutic
agents against collagen integrin receptors;

2003

COOH  cooH

Kritzik M et al., Blood 1998; Corral J et al., Thromb Haemost 1999



GPla C807T polymorfizmus a
tromboembolizmus

* Carlsson LE et al., n=411 (227 pacientov s iCMP) '

alela 807T je nezavislym rizikovym faktorom pre iCMP u
pacientov < 50 r.

e Santoso S et al., 2237 pacientov s trombozou / stendzou
koronarnych artérii verif. koronarografiou 2

alela 807T je rizikovym faktorom pre IM u mladsich skupin (< 50r)

* Croft SA et al., n=1053 (546 pacientov s IM) 3

alela 807T nie je nezavislym rizikovym faktorom pre IM, nezvysuje
riziko IM pri kombinacii s inymi silnymi rizikovymi faktormi

* Tsantes AE et al., metanalyza 19 studii, n=13835 #°
alela 807T nie je rizikovym faktorom pre IM a iICMP

1) Carlsson LE, Blood 1999; 2) Santoso S et al., Blood 1999; 3) Croft SA et al., Br J Haematol 1999; 4) Tsantes AE

et al., Int J Cardiol 2007; 118: 189-196; 5) Nikolopoulos GK et al., Thromb Res 2007; 119: 5601-510



polymorfizmy GPllla

Cation “""-:if_\l\ ,J:Z/fjﬂ-- Ek*" Ligand
(| =) (B _,.f-f““-.-.l binding
! - || site
\-\ .-"+'~. |
\ & /
| @] r -7 GPllla
Extracellular k"_:)|
domain GP“b il _
]
[|'>==%"Y)
IS
[} '.-_\_5__‘.::'_'—‘1\“\\I
Y Ix?\%y Protease-
P = M=y, resistant
{ (; (a2 ) domain
U5 gy
“ o
L = = = 7 -
rargrdedaednielode O%%ﬁ?? o
dgdieégééé b dﬁ&g Membrane
N
Cytoplasmic b
domain {_."'

GPlIb/llla (CD41/CD61)

* polymorfizmy GPllla
* PIA (Leu33Pro)
Leu = alela PI*!
Pro = alela PI#?

* hemostazeologické ucinky

* Framingham Offspring Study,
n=1422; agregacia trombocytov -
nosicCi alely PI*? vykazovali in vitro
t agregabilitu trombocytov (pri
aktivacii ADP, adrenalin) 2

* nosici alely PI*2 mali 1 tvorbu
fibrinua | antiagregacny ucinok
ASA 34

1) Feng DL et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol, 1999 - Framingham Offspring Study; 2) Kubisz P et al.,
Trombodza a hemostaza, 1999, Hradec Kralové 27.-29.05.1999; 3) Musial et al., Circulation 2001; 4)
Macchi L et al., J Am Coll Cardiol 2003; 42: 1115-19; obr. opraveny podla: Provan D, Gribben J, Molecular

Hematolo-gy, Blackwell Publishing 2005



Gllla PIA polymorfizmus a tromboembolizmus

* Copenhagen City Heart Study, pacienti s CAD (n=9149)
alela PI*? je spojena s 3-4x 1 rizikom IM u muzov < 40 rokov '
* metanalyza klinickych Stadii, pacienti s CAD (n=3400)
alela PI*? je rizikovy faktor retrombdzy koronarneho rieCiska,
trombozy stentu v koronarnom riecCisku 2

* Carter et al., pacienti s iCMP (n=609)
signifikantne 1 vyskyt alely PI*? u pacientov < 50 rokov
(49% vs. 27%) 3

* Grove et al., pacientis CAD s IM a bez IM (n=1019)
u pacientov s IM signifikantne 1t vyskyt alela P1#? (35% vs. 28%)

* Physicians” Health Study, prospekt. populacna Studia, n=14916
PI*? alela nie je vyznamny rizikovy faktor pre IM a iCMP °

1) Bojesen SE et al., J Am Coll Cardiol 2003; 2) Burr D et al., Stat Med 2003; 3) Carter AM et al., Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1998; 4) Grove EL et al.,J Intern Med 2004; 155: 637-44; 5) Ridker PM et al., Lancet 1997;

6) Kubisz P et al., Clin Appl Thromb/Hemost 2006; 12: 117-119



polymorfizmy GPVI

NH,

COOH

* polymorfizmy GPVI
* T13254C (Ser219Pro)

* hemostazeologické dosledky

° na povrchu trombocytov u no-
sitelov alely 13254C paradoxne
| pocet receptoru GPVI *.2

* avSak vztah hladiny GPVI a
funkCnej aktivity nie je jedno-
znacny - podla niektorych prac
vyrazne neovplyvnuju funkcnu
aktivitu dostiCiek

1) Best D et al., Blood 2003; 102: 2811-8; 2) Joutsi-Korhonen L et al., Blood. 2003; 101: 4372-4379



polymorfizmus GPVI T13254C

* Helsinki Sudden Death Study, 300 muzov

alela 13254C je predstavuje signifikantny rizikovy faktor pre trom-
bozu koronar. aa. (p=0.02), pozorovany trend ku signifikantnosti
vo vztahu k IM (p=0.07) *

podobny nalez aj v dalsich studiach 4
* Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study, 2090 Zzien,

sledovanie vyskytu ochoreni koronar. aa. po dobu 5.8 rokov 2

alela 13254C je spojena s t vyskytom CAD vratane IM u zien lie-
cenych hormonalnou substitucnou lieCbou v klimaktériu

* Studia MEGA (Leidenska skupina)
* mutacia GP VI 13254 T > C je rizikovym faktorom pre vznik zilne;
trombozy 3

1) Ollikainen E et al., Atherosclerosis 2004; 176: 95-9; 2) Bray PF et al., Blood 2007; 109: 1862-9;
3) Bezemer ID et al., JAMA 2008;299:1306—14, 4) Takagi S et al., Atherosclerosis. 2002;165:397-398.



GAS-6

?}'_’31 g 7/ f?“’i B gen GAS-6 (growth arrest specific) -

l ‘g‘}“‘i e S o/ en | produkt: vit. K-dependentny protein,

YA P ~)| similarita s proteinom S *

R\ Jaa LA L“§‘\“:‘$ﬁ/}f' * regulacia agregacie trombocytov po ich
< e aktivacii — modifikacia prenosu signalu

cez GPIIb/llla (outside-in signaling) 2

F
2
,,__..—-'-
e
L

* zvieracie modely (mysi):3
* inaktivacia genu GAS6 (mys Gas6-/-) —» zabranenie fatalnej ia-
trogénnej embolizacii indukovanej kolagenom a EPI; bez zvyse-
nych krvacavych prejavov, a to aj po poraneni
* protilatky proti GAS6 proteinu - inhibuju agregaciu trombocy-
tov in vitro, chrania pred iatrogénnou embolizaciou in vivo

1) Nagata A et al., J Biol Chem 1996,;271:30022-7; 2) Maree AO et al., Curr Pharm Des. 2007;13(26):
2656-61; 3) Angelillo-Scherrer A et al., Nature Medicine 2001; 7: 215-221



polymorfizmy GAS-6

GAS-6c.834+7G > A

* Munoz et al., ’
* vyskyt polymorfizmu GAS-6 proteinu v exéone 8 (GAS-6 ¢.834 +
/G > A) u pacientov s iCMP — signifikantne | vyskyt alely A)
!

Alela G protromboticky efekt? Alela A ochranny ucinok?

Ala228Val

* Hooper WC et al., n=1104 (468 pacientov s IM), sledovany poly-
morfizmus Ala228Val

mierne 1 prevalencia alely Ala a 1 rizika IM, bez signifikantnosti
(vyskyt alely 1,5% vs. 0,9%; OR=1,2; P>0,2)

prevalencia podla rasy — vysSia u belochov v porovnani s Afro-
ameriCanmi (1,4 vs. 0,4%)

1) Munoz et al., Human Mutation 2004, 23: 506-512; 2) Hooper WC et al., XXth ISTH Congress , 6-12th

August 2005, Abstract No. P1698



sticky platelet syndrome (SPS) - histoéria

* 1983 - opisany Hollidayom a spol. '
* 30-r. pacientka s IM v gravidite (3.trimester)
* hyperagregabilita trombocytov in vitro po aktivacii adrenalinom
* ddkaz hyperagregability u rodinnych prislusnikov (brat)
* skrining na zname trombofilné stave negativny, koagulacné
testy v norme

* 1988 - E.F. Mammen: 41 pacientov s CAD a SPS 2

* 1999 - E.F. Mammen: subor 200 rodin s arterialnymi a venozny-
mi trombozami °

* CAD = coronary artery disease

1) Holliday PL et.al., Phoenix (Arizona), Conference on Stroke and Cerebral Circulation
1983; 2) Mammen EF. et.al., Folia Haematol., Leipzig, 1988; 115: 361-365; 3) Mammen EF.,
Seminars in Thromb/Hemostasis 1999; 25: 361-365



SPS - klinicka a laboratérna charakteristika

LI+ agregacia trombocytov po aktivacii (pri subfyziologickych kon-
centraciach):
* ADP a adrenalinom (typ I)
* adrenalinom (typ II)
* ADP (typ IlI)

* laboratorne exaktne definovana porucha '’

* klinika: arterialne a / alebo vendzne tromboembol. prihody
casto pri lieCbe antikoagulanciami (antagonisti vitaminu K)

* zda sa byt relativne Casty defekt, najma v podskupine pacientov s
arterialnou tromb6zou (Mammen: “the most common thrombophi-
lia in patients with arterial thrombosis®) *

* pozorovany familiarny vyskyt, predpokladana AD dedicnost

1) Mammen EF., Seminars in Thromb/Hemostasis 1999; 25: 361-365;
2) Bartosova L a spol., Lek Obz 2008; 56: 512 — 513
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SPS - geneticky defekt ?

* klinicky a laboratorne presne definovany syndrom '
* geneticky defekt doteraz presne neidentifikovany

* hypotézy:
- - GPllIb/llla

defekt na urovni ?

* receptory agonistov

* receptory priamo sa
ucCastiace agregacie a
aktivacie trombocytov

* GPla/lla
* GPlIb/llla

i intracelularna
signalizacia
* GAS-6
* GPVI

* intracel. signalizacia GASE
*iné?




SPS - vztah k polymorfizmom

GPllla C98T a GPla C807T

n = 103 pacientov s SPS SPS
typl (%) typll (%) typlll (%) kontroly(%)

He 16,1 19,4 1 33

GPllla ’ ’
Ho 6,5 1,4 - 2
He 45,2 29,2 - 52

GPla ’ ’
Ho 12,9 13,9 - 12
He + He 9,7 2,8 - -
He + Ho 3,2 2,8 - -
Ho + He - - - -
Ho + Ho - 1,4 - -

He = heterozygot; Ho = homozygot;

He + He = dvgjity heterozygot; Ho + Ho = dvojity homozygot;

He + Ho = heterozygot pre C98T GPllla a homozygot pre C807T GPla;
Ho + He = homozygot pre C98T GPllla a heterozygot pre C807T GPla;

upravené podla: Kubisz P et al., Clin Appl Thromb/Hemost 2006; 12: 117-119




SPS - vztah k polymorfizmu

GAS-6 (c.834+7G>A GAS-6; intron 8)

p =0,072 p =0,072 p=0,84
GG (%) GA (%) AA (%)
kontroly o o o
(n = 137) 83 (60,6%) | 42 (30,7%) | 12 (8,7%)
SPS o o o
(n = 128) 63 (49,2%) | 53 (41,4%) | 12 (9,4%)
typ | 23 (17,9%) | 9 (7,0%) 3 (2,3%)
typ Il 40 (31,2%) | 42 (32,8%) | 9 (7,0%)
typ 1l 0 2 0

Kubisz P et al., Clin Appl Thromb Hemost 2009, in press



SPS — expresia povrchovych GP

* subor: 75 (M=22, Z=53: priemer.vek 42 rokov), bez akutnej trom-
boembol. prihody, SPS -typ . 19, typ Il. 53, typ Ill. 3

* prietokova cytometria

% priemer  median | priemer median | P-value
expresie (SPS) (SPS) | (kontroly) (kontroly) | (<0.05)
CD62 | 56%  57% | 39%  43% | (0.01)
CD36/63 20% 15% 31% 24% 0.93
CD41 96% 97% 97% 98% 0.75
CD61/63 | 18% 11% 7% 6% @o@
CD29/49b | 96% 97% 97% 98% 0.40
CD51 | 24%  16% | 12%  0.5% @.o@

Kubisz P.et al., 15th Int Meeting DLTHD, Belgrade, Serbia; May 14-16, 2009




Co vieme o vrodenych trombofilnych stavoch

u trombocytov

* klinicky najvyznamnejsie sa javia byt polymorfizmy GPllla PIA,
GPla C807T a GPVI T13254C

* doterajsie klinicke studie sa zameriavali najma na arterialnu trom-
bozu, vztah k venoznemu tromboembolizmu je potvrdeny len u
niektorych (napr. GPVI T13254C)

* vysledky klinickych a populacnych studii nie su jednoznacneée

* skumane polymorfizmy dostiCkovych GP sa nejavia byt silnymi
nezavislymi rizikovymi faktormipre arterialnu trombozu (iCMP, IM)

* mbzu vSak zvysovat riziko pri kombinacii s inymi rizikovymi fak-
tormi, resp. u niektorych subpopulacii (pacienti < 40r)



Co vieme o vrodenych trombofilnych stavoch

u trombocytov - SPS

* nase vysledky nepodporili pricinny vztah medzi vybranymi po-
lymorfizmami dostiCkovych glykoproteinov, ktoré vplyvaju (pria-
mo Ci nepriamo) na agregaciu (GPllla PIA, GPla C807T)

* na zaklade doteraz ziskanych vysledkov vySetrenia polymorfiz-
mu GAS-6 proteinu (c.834+7G>A GAS-6) nemozno zatial vy-
slovit jednoznacné zavery

* pri analyze povrchovych trombocytarnych GP (FC) sme zistili:

L1t expresiu antigénov exprimovanych po aktivacii trombocy-
tov (P-selektin (CD62), CD61/63, VNR receptoru (CD51)) -
trombocyty v cirkulacii su pri SPS aktivovane

* nezistili sme 1 expresiu GPla/lla (CD29/49b) a GPlIb/llla
(CD41/61)



“Patologicka anatomia je zaklad pre patologicku fyziologiu,
na ktorej sa bude v buducnosti budovat patologicka histologia,
chemicka patologia a experimentalna patologia.”

Karel Rokitansky (1804-1878)
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inicialna aktivacia cez GPVI a GPIbAXN

GPIb/IX/V
GPVI
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aktivacia a sekrecia integrinov

upravené podla: Gibbins JM, J Cell Sci 2004: 117; 3415-25



aktivacia cez ADP, trombin, TXA2,
serotonin

Integrin

\g Rap1 Activation

Granule secretion

Cytoskeletal Rearrangement
PRC — Shape change
ntegrin clustering

upravené podla: Gibbins JM, J Cell Sci 2004: 117; 3415-25



aktivacia dosticiek

interakcia s ligandami pocCas adhézie, resp. s agonistami uvofnenymi pri aktivacii
trombocytov a hemokoagulacie vedie k zvySeniu expresie a aktivacii GPIIb/llla

vWF trombin
kolagén \‘/

GPIb/IX/V

Inside -out
signaling

, {12
trombin P2Y; P2Y;; % TXA2
'A})P/' ‘ adrenalin

upravené podla: E. Hiller. Basic principles of hemostasis. In: R. Munker et al., Modern Hematology, 2nd
Edition, 2006, Humana Press, 513s; Rivera J et al., Haematologica 2009; 94: 700-711



H \ n

agregacia dosticCiek

4

zavislost’ od hemodynamickych pomerov

Single-stage aggregation

Two-stage aggregation

nhuegrinu,“,n3 GP Ib1X  WVWF  Fibrinogen
| H ™ &

Rolling Aggregates

strihove sily —ﬁ 1000 s H 10000 s _
| |

agregacia
receptory
ligand
Jtethering”
aktivacia plt
tvar plt

!

|

“single-stage” ‘two-stage” “rolling*”
GPla/lla GPla/lla, GPIb/IX/V GPIb/IX/V
fibrinogén fibrinogén, fibrin, vVWF vWF
nie ano ano
ano ano nie
sféricky, filopddia diskoidny sféricky

upravené podla: Maxwell MJ et al., Blood 2007; 109: 566-576,; Jackson SP, Blood 2007; 109: 5087-5095




amplifikacia aktivacie trombocytov

a ich odpovede na agonistov

silni agonisti

slabi agonisti

BN
-~

)V

agregacia

synteza TxA,

sekrécia
degranulacna
reakcia

A

]

ADP




regulacia sirenia trombu do okolia

* NO
- PG,
» signalizacia cez PECAM-1 (CD31) a ESAM '

» pOsobenie plazmatickych proteaz - proteiny rodiny ADAM -
Stiepenie aktivovanych receptorov na bunkovom povrchu (GPVI,
GPlba) 2

* proces aktivacie receptorov trombocytov (napr. GPIIb/llla) nie je
ireverzibilny — mozna inaktivacia receptorov *

1) Rathore V et al., Blood 2003; 102: 3637-45; 2) Andrews RK et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 2007;
27: 1511-20;3) Cosemans JM et al., J Thromb Haemost 2008; 6: 1253-61






trombocytopatie - vyskyt

* znacne heterogenna skupina ochoreni

* pomerne vzacne poruchy hemostazy *

* presny vyskyt (vacsiny z nich) v populacii nie je znamy

 vacsinou ide o krvacave poruchy; spolu s vVWCh sa zdaju byt re-
lativne Castou vrodenou priCinou zvyseného krvacania 2

« Castejsie diagnostikované u zien (lepsi zachyt a diagnostika v su-
vislosti s poruchami menstruacie, tehotenstvom a pérodom ?)

 najcastejSie sa zdaju byt poruchy sekrécie a vnutrobunkovej sig-
nalizacie 23

e pri vrodenych je typ dedicnosti je rozdielny — opisané poruchy
dedicné autozomalne (recesivne aj dominantne) ako aj poruchy
s gonozomalnou dedicnost'ou

* U Zznacnej casti poruch nie je znama presna geneticka porucha

1) Bolton-Maggs PHB, Chalmers EA, Collins PW, et al., Br J Haematol 2006, 135: 603-633; 2) Hayward
CPM, Rao AK, Cattaneo M, Haemophilia 2006; 12 (Suppl. 3): 128-136; 3) Cattaneo M, Thromb Res 2005,
115 (Suppl. 1): 10-13



klasifikacia trombocytopatii

- pouzivané kritéria

* trombocyty malej velkosti
morfolégia trombocytov * trombocyty normalnej velkosti
* trombocyty nadmernej velkosti

* poruchy adhézie

* poruchy agregacie

* poruchy sekrécie

* poruchy prokoagulacnej aktivity

typ poruchy

* poruchy dostiCkovych receptorov
o * poruchy dostickovych granul
lokalizacia poruchy » poruchy vnutrobunkovej signalizacie
* poruchy membranovych fosfolipidov
* iné poruchy

klinika * krvacavé poruchy
* trombofilné poruchy

podla: Cattaneo M, Thromb Res 2005; 115 (Suppl. 1): 10-13; Nurden AT, J Thromb Haemost 2005; 3:
1773-1782



GPlba 145Met / VNTR A/B polymorfizmy a AT

* Murata M et al., 91 pacientovs IM/ AP '
Met145 je rizikovy faktor pre IM u skupiny < 60r

* Mikkelsson J et al., 145 pacientov s IM / sten6zou koronar. aa. 2

haplotyp Met145/VNTR B je rizikovy faktor pre IM, trombdzu koro-
narnych artérii a nahlej smrti

*J/to T et al., n=327 (158 pacientov s CAD) 3
Met145 nie je rizikovy faktor pre CAD

* Ardissino D et al., 200 pacientov s IM mladsich ako 45 r. 4
Met145/VNTR B nie je spojeny so 1 so rizikom IM v mladom veku

* Carter AM et al., 609 pacientov s iCMP < 45 rokov °
VNTR polymorfizmus nie je rizikovym faktorom pre CMP

1) Murata M et al., ; 2)Mikkelsson J et al., Circulation 2001; 3)Ito T et al., Int J Hematol 1999; 4)Ardissino D et

al., Blood 1999; 5)Carter am et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998



M morfolégia trombocytu vratane intracelularnej strukta-
ry dobre znama a detailne opisana uz v 70 rokoch 20.
stor.

M funkcia trombocytu - 2009

|

Q modifikovanie funkcie za ucelom prevencie a lieCby po-
ruch hemostazy (protidostickove lieky)



trombocyt - antiagregancia

J.R. Vane, J.B. Smith,
A.B. Willis (1971)
objav PGI2 a jeho
antiagregacného a

vazodilatacného ucinku

na endotel; jeho
inhibicia aspirinom

| hL | |
N

- 1960
+ 1970

1980
+ 1990

opisany antiagregacny J.R. Vane, J.B. Smith, klinické skusanie hradanie a klinické
ucinok in vitro u: A.B. Willis (1971) aspirinu, skusanie dalSich
aspirinu aspirin zasahuje do metabolizmu  ddkaz uc€innosti protidosti¢kovych
dipyridamolu kys. arachidonovej - blokuje in vivo liekov
sulfinpyrazénu produkciu PGE2 a PGF2a v

trombocytoch - inhibicia PG
zodpovedna za efekt?

podla: De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11



latky so znamym antidostiCkovym ucinkom

sucasnost (1)

latky interferujuce s metabolizmom kys. arachidénovej
* inhibitory COX (kys. acetylsalicylova, sulfinpyrazén)
* inhibitory TxA2-syntetazy (imidazol, dazoxiben)
* antagonisti receptora pre prostaglandin endoperoxid/TxA2 (SQ 29548,
SKF 88046, BM 13177)
* inhibicia uvolnovania kys. arachidonovej z plazmatickej membrany
(fenotiaziny, tricyklické antidepresiva)

latky zvysujuce hladiny c-AMP
* aktivatory adenylatcyklazy (PGD2, epoprostenol, carbacyklin, iloprost)
* inhibitory fosfodiesterazy (dipyridamol, metylxantiny)

latky interferujuce so serotoninom
* ketanserin

latky interferujuce s PAF
« CV 3988
* kadsurenon
* BN 52021

latky interferujuce s GAS-6 a jeho receptorom

upravené podla: De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11



latky so znamym antidostiCkovym ucinkom

sucasnost’ (2)

latky interferujuce s vazbou fibrinogénu
* inhibitory GPlla/lllb — abciximab, eptifibatid, integrilin, tirofiban
* RGD peptidy

inhibitory receptorov dostickovych agonistov
* inhibitory ADP receptorov
* tienopyridiny (ticlopidin, klopidogrel, prasugrel)
* iné

inhibitory GPlba

inhibitory GPVI

inhibitory PAR receptorov

B blokatory

latky posobiace cez mechanizmy priamo nesuvisiace s trombocytmi
* nitroprusid sodny
* blokatory Ca kanala
* latky s antitrombinovym ucCinkom

iné (komplexny uc¢inok / mechanizmus nie uplne objasneny)
* volumexpandery (hydroxyetylSkrob, dextran)
* ATB (peniciliny, cefalosporiny, nitrofurantoin)
* chemoterapeutika

upravené podla: De Gaetano G, Haematologica 2000; 85: 3-11



zavedenée (klinicky vyuzivaneé)

protidostiCkove lieky

2 tienopyridiny
kolagén ADP : o
GPVI |§,,a_,,a = ]P2Y,, || (klopidogrel, tiklopidin)

receptor-Specifické

trombin

tromboxan A2

signalne cesty

inhibitory COX
(kyselina acetylsalicylova)

inhibitory PDE

(dipyridamol)

inhibitory GPIlIb/llla
(abciximab, tirofiban, integrilin)

fibrinogén =)

agregacia

upravené podla: Krotz F et al., Vascular Health and Risk Management 2008; 4: 637-645




potencialne protidostickove lieky

inhibitory GPla/lla

(toxiny)
inhibitory kolagén ADP nové tienopyridiny (prasugrel)
?PVI )+|Gpw |Sp| — ={P2Y,, | hon-tienopyridinoveé inhibitory
MADb, toxiny — -

‘trombl'n

PAR inhibitory

— ,
VWF tromboxan A2

receptor-Specifické
signalne cesty

inhibitory =
GPIlb GAS6
(MADb, toxiny)

GAS-6 inhibitory

M
fibrinogén {D (Mab)

upravené podla: Krotz F et al., Vascular Health and Risk Management 2008; 4: 637-645;




hadie toxiny

* hadie jedy obsahuju viacere latky (prevazne bielkovinovej pova-
hy) pdsobiace na hemostazu na roznej urovni (koagulacna kas-
kada, endotel, trombocyty)

* tieto latky zistené najma u druhov z Celade vretenovitych

* ucCinok inhibicny estimulacny, pozorovane rozdiely in vitro a in
vivo, Casto komplexny efekt na hemostazu

* zlozky pGsobiace na trombocyty su z biochemického hladiska: ’
* metaloproteazy
* disintegriny

* lektiny C-typu

1) Andrews RK et al., Haemostasis 2001; 31: 155-172



hadie toxiny: rodina metaloproteaz a disintegrinov  typicki Clenovia

toxin druh ciel. Ag funkcia

catrocollastin Crotalus atrox kolagen vyvazovanie kolaggnu,

inhibicia agregacie

vyvazovanie VWF,

kauothiagin Naja kaouthia vWF inhibicia adhézie cez
vWF
, Trimeresurus .

alborhagin aIbolabris GPVI aktivacia trombocytov

. . proteolyza GPlba

, Naja mossambica GPlba
mocarrhagin mossambica GPVI (Glu28"2/Asp283), blok
vazby s VWF

jararhagin Bothrops jararaca GPla/lla prot__eolyza GPlla, ,bIOk

vazby na kolagén

podla: Andrews RK et al., Haemostasis 2001; 31: 155-172; Wijeyewickrema LC et al., Toxicon 2005; 45: 1051-61



hadie toxiny: rodina lektinov typu C typicki Clenovia

toxin druh ciel. Ag funkcia
botrocetin Bothrops jararaca vWF inhibicia adhezie
cez VWF
alboaaareain B Trimeresurus GPlba inhibicia vazby s vVWF,
ggreg albolabris GPVI aglutinacia trombocytov
echicetin . . GPlba inhibicia vazby ,
Echis carinatus s VWF a trombinom,
(EC10) GPVI o -
inhibicia adhézie
crotalin Crotalus atrox GPlIba inhibicia vazby s VWF
GPVI
mamushiain Agkistrodon halys GPlba inhibicia vazby s vWF
g blomhoffi GPVI (pri + strih. silach)
, Trimeresurus GPlba o,
alboaggregin A albolabris GPV aktivacia trombocytov
, Crotalus durissus .
convulxin torrificus GPVI aktivacia trombocytov
, Calloselasma inhibicia vazby
rhodocetin rhodostoma GPla/lla na kolagén

podla: Andrews RK et al., Haemostasis 2001; 31: 155-172; Wijeyewickrema LC et al., Toxicon 2005; 45: 1051-61
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