Zaklady Hematologie
KBB / ZHEMP

Lekce 4 - Fyziologie a Patologie Trombocytu
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Zaciname....

(Y what's going
on here?
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platelet party!

i platelet party.
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why, | haven't
had this much fun
in years!
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no, seriously,
we're stuck
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platelet party!

....hromadna party !!!

platelet party!




Zakladni charakteristiky

Krevni desticky (trombocyty):

- ochrana pred ztratou krve

- hemostaza = zastava krvaceni

- bezjaderné

- hladké nepravidelné disky

- 150-300 x 10° /| krve

- tvorba stimulovana — trombopoetinem (TPO)

- zdroj energie — glukosa, znacna enzymaticka vybava z doby ,,minulého*

zivota (nepatrna schopnost proteosyntézy)
-2-4 um v priameéru

- 2/3 v cirkulaci, zbytek ve sleziné

-doba zivota 9-12 dni

- vyrazné vykyvy v poctu — menstruace, télesna
namaha



Struktura trombocytu

- Diskoidni tvar
- Sachtové otvory otevieného kanalikularniho systému (OCS)

Invagination of the plasma

- OCS = uvolnéni ik
obsahu granu | Open canalicular system

(sekrecnl fun kce) Golgi apparatus /—?: OO; »

Gp1b receptor

—— von Willebrand factor

-Tenka sit’ _

. Platelet-derived
tetramerniho growth factor
spektrinu spojena
s konci aktinovych
fillament = skelet

Endothelial cell mitosis

- The central portion of the
Serotonin Peripheral microtubules  pjatelet —containing

deStICky and microfilaments  granules and lysosomes—
Vasoconstriction constitute the is called the
hyalomere. granulomere.

GPlb-1X- complex

Membrane
Cyioss! - Aktin je napojen pres
050 . . . i
Filamin-A s membranovym
Actin filamsntl_ G P I b 0/
Adducin

Spectrin
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Struktura trombocytu Il.

3 typy granul:

- denzni (mala, husta, okrouhla) (3-8 na desticku)
- ADP (agonista desticek) : ATP (agonista jinych bunék krve) = 3:2,
Ca?*, enzymy syntézy kyseliny arachidonové, serotonin (vychytavan z plasmy)

_ Micratubule System

‘Dense Body® : __ — -
_. 'Densa Body'
ADP 653 mM
Ghycogen
O Tk i
ATP 436 mM ™ oysiem —

Calcium 2181 mM

Serotonin 65 mM

S Bubmembrans
Fllamants

Mitochondria

Dpen Canlcular System

a - Granula



Struktura trombocytu lll.

a-granula (pocetnéjsi, svétlejsi, ovalna) (50-80 na desti€ku)

— smés proteint - destiCkovy faktor 4 (antagonista heparinu)
- PDGF (proliferace hladké svaloviny cévy,
fibroblasttli, chemokin, indukce fagocytosy)
- fibrinogen, vWF (von Willebrandtiv faktor),

faktor V Open

Canalicular

a-Granule

lyzosomy

- proteasy (elastasa,
kolagenasa, katepsiny, B-

glukuronidasa)

Dense

Lysosome
Granule

Mitochondria
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Multipotent
hematopoietic stem cell

Common myeloid
progenitor

Megakaryocyte-erythrocyte
progenitor

Megakaryoblast
MK-I

Promegakaryocyte
MK-II

Megakaryocyte
MK-I1I

Platelets

Trombopoesa l.

Megakaryoblast

- 20 pm, jadro kulaté/ledvinovité s vice
jadérky, cytoplazma neobsahuje granula

Promegakaryocyt

- 30 um, rozc€lenéni jadra na vice lalokd,
bazofilni cytoplasma, neobsahuje granula

Megakaryocyt

- 40-70 um a vic, vicelalocnaté jadro
(polyploidie aZ 64 sad), rlizova

cytoplazma, na okrajich zvrasnéna

Krevni desticka (Trombocyt)




Trombopoesa ll.

- 10! desticek denné, hladina se muze zvétsit 10 — 20x

- tvorba desticek fragmentaci megakaryocytu — vznik 1000-3000 desticek
nez dojde k pohlceni jaderného materialu makrofagy
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Vyvoj od stadia | (B, megakaryoblast) uskute€énovan endomitozou !
(bez rozpusténi jaderné membrany) -> polyploidni bunka




Trombopoesa lll.

- Stadium 1 — nutna pritomnost thrombopoetinu (TPO), IL-3, SCF
(TPO esencialni, TPO knock-out mysi = 10% cirkulujicich desticek)
- Stadium 2 — akumulace protein, tvorba sité mikrofilament a mikrotubul
- zac¢ina formace a-granul

- Stadium 3/4 — zmény ve slozeni lipidové membrany, 4x vice fosfolipidl a

cholesterolu nez v nevyzralych bunkach

: -
.

N
L e
: SR,
TPO (thrombopoetin) Y O\ Dy
_ -~ ' ~-—=Branch point
- objeven 1986 . o
' N
- gen koduje 36 kDa protein, ktery je . 0 ) N
v w w - 00 ~ - T; :& ‘\ 5 \
znacné post-translacné modifikovan A TP

_ Swellings }
na velikost 50 - 70 kDa ~

- markantni homologie s EPO (sdili
prvnich 153 AA)

i synteza v jatI'ECh a dreni Prodesti¢ky vznikajici z mysiho megakaryocytu v kulture



Hemostaza |.

= Zastaveni krvaceni - trombocyty, srazeci faktory, sténa cévy

- tvorba fibrinového sita = kovalentni provazani fibrinu =» fibrinova srazenina/
trombus

1) Adheze desti¢ek na endotelialni vrstvu 2) Aktivace destiéek

kolagenovych viaken pres vVWF (v plazmeé s 3) Uvolnéni latek (VWF —
faktorem VIII, tvoren endotheliemi) podpora adheze;

serotonin, TXA, -
= vWF

. s podpora vasokonstrikce)
gl <id) . = zpomaleni toku krve
= ( '. v P>/ i _»(}L 4) Zména tvaru desticek
Hod 2f / | ol (pseudopodia) - pozitivni
\\_\“ \‘ é "" - p . i p p
Endothelia1l s A Kollagen - 4 ;_ C4hange|n hape Zpetna vazba
damage PLT adhesion 7 */'lff (,/Q A 5) Agregace desticek je
AR 2 N{'& ~ 8 - 4 ry v =
g v W zvysena trombinem a
\.._\ "”,T?“"’a"‘;“ T [ ‘ y stabilizovana GP lIb/llla
\: Slowkig ol Aebrinogen | (protein exprimovan na
bl Y
oodﬂo» .\ h d t-v k - v v
- o - ,L}(&; povrchu desticek) = vaze
’wwcons riction 0 .
/L ‘ > ‘;,_" fibrinogen
/\ =
vWF Serotonin, TXA; ADP, = PLT aggregation:

PDGF PAF 5 Clot formation



Hemostaza ll.

Fibrinogen

St

GPlib/llla 9
GPIb/IX

GP 1b/IX (kolagenovy receptor) —
glykoproteinovy transmembranovy
receptor, Siroce rozsiren na
riznych bunkach

VWE — produkovan endotelialnimi
bunkami a megakaryocyty, vazba na
GP Ib/IX = most mezi desti¢kami a
poskozenou cévni sténou; na zacatku
monomer, pak poskladan na multimer,
nosic¢ faktoru VIl nekovalentnimi
vazbami (kopurifikovani spolu)

GP lIb/Illa (fibrinogenovy receptor) —
glykoproteinovy transmembranovy
receptor, 80-100 000 na povrchu
desticek, 20-40 000 uvnitr desticek, v
klidovém stavu — nizka afinita k
fibrinogenu, vaze i vWF




Srazeci faktory —

koaqulacni
kaskada

I Fibrinogen Half-life (h): 96
I Prothrombin 72
1l Tissue thromboplastin
\" lonized calcium (Ca*")
Vv Proaccelerin 20
VIl Proconwvertin 5
Vil Antihemophilic factor A 12
X ¥  Antihemophilic factor B; plasma
thromboplastin component (PTC);
Christmas factor 24
XE Stuart—Prower factor 30
X Plasma thromboplastin antecedent
(PTA) 48
Xl Hageman factor 50

Xl Fibrin-stabilizing factor (FSF)
- Prekallikrein (PKK); Fletcher factor

- High-molecular-weight kininogen
(HMK); Fitzgerald factor

250

K — proenzym; PL - fosfolipid; Gla =
v — karboxy glutamat

Kallikreinm

Intrav ascudar pathway
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Faktory koaqulacni kaskady |. COOH

Vitamin K — zavislé zymogeny = protrombin (faktor II) HOOC
faktory VII, IX, X HoN OH
protein C 2

- prekursory serinovych proteaz O

- obsahuji N-terminalni y- karboxyglutamovou (Gla) doménu s 9-12 Gla residui
- syntéza v jatrech
|| = Protrombin — jednoretézcovy, 72 kDa, 10 Gla zbytku, trombin (36 kDa)
VIl - Prokonvertin — jednoretézcovy, 50 kDa, 10 Gla zbytku, polo¢as v plasmé
(3-6h)

IX — Antihemoliticky faktor B — jednoretézcovy, 57 kDa, 12 Gla zbytkl, u¢inné
se vaze na kolagen IV, gen lokalizovan na dlouhem raménku X chromozomu

X — Stuar-Proweruyv faktor — dvouretézcovy, spojen S-S vazbou, 11 Gla
zbytku, 59 kDa

Protein C — inhibice koagulaéni kaskady, dvouretézcovy S-S spojeny
zymogen, 59kDa, 9 Gla zbytku, aktivovan trombinem (lla), inaktivace faktort
Va, Vllla spolu s proteinem S = jednoretézcovy glykoprotein, 11 Gla zbytka —
neni proteaza (S)

Faktory V, VIl - V —proakcelerin — glykoprotein ~330kDa,asi 20% v a-granulich
VIl = Antihemoliticky faktor A — cirkuluje nekovalentné vazan na
VWF, gen na chromosomu X



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Carboxyglutamic_acid.png

Faktory koagulacni kaskad

Xl = Plasma Thromboplastin Antecedent (kontaktni

faktor) —zymogen serinové proteazy, monomer, cirkuluje
jako dimer spojen S-S vazbami, 4 strukturni domény

(,,jableéné domény*“)

L SRR TR

Factor Xl

C

Xl — Hagemanuyv faktor, prekalikrein (PK), HK (high molecular weight kininogen)

—zymogeny (Xll, PK), HK - neenzymaticky kofaktor cirkulujici s Xl a PK,

odpovédné za kontaktni aktivaci

| — Fibrinogen — dimericky glykoprotein, ~340 kDa, lokalizace - plazma, a-granula,
kazda ze dvou podjednotek obsahuje S-S vazané polypeptidy (Aa, BB, v), peptidy

A + B odstépeny thrombinem

Xl = Fibrin stabillizujici faktor
(transglutaminasa)—- glykoprotein,
~320kDa, vyskyt — plazma,
desticky, monocyty, makrofagy
-dimer A a B v plazmé

- cirkulace s fibrinogenem,

- funkce = cross-link rfetézcu a- a y-
fibrinu

NH terminal

A ;/r T\ A A
Bp /79, BB > /s
S
i@ ’b <P i LA
. TREESP P Bf
O '*\__‘_- a ? -
"\\7 i "~
COOH (= — COOH
terminal ¥ ’ ‘ v terminal
CLAy T
T— Thrombin cleavage site Ao Ao chains

(fibrinopeptides A and B shown in black) i .
; . BfF Bp chains
P+ Plasmin cleavage site

OO Disulphide links ’

v chains




Regulace
koaqulacni
kaskady

- Pfitomnost
antikoagulancii /
inhibitory proteas

L Exogenous Endogenous
actvation actvation
L
4 PL-Ca*-Vila
X1
_ s Xla _
L i
</ // Ix
. L . ;
X 4
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E * | b .__r':
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E
2 Vv ;r o
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A P-C Ha@_ y feedback
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Prothrombin 5 Thrombin —
o Binding to endothelia
& 1 thrombomaodulin

— ACthvates
> Comwerts to
—{ Inhilbits

oz-Macroghobulin

= =

Fibrin

;-Ankitrypsin

Fibrinopeptides 1—|
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Proteins
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Inhibitory koaqulacni kaskady |.

Antitrombin — 65 kDa, puvod jatra, glykoprotein, migruje s a2-globuliny, 1
peptidovy retézec, inhibice i jinych proteas (IXa, Xa, Xla, Xlla, Vlla,
plasmin), ucinek zvysen pritomnosti heparinu

Trombomodulin — vazba thrombinu (lokalizuje na povrch endotelii) =
vypnuti prokoagulaéni aktivity =»aktivace Proteinu C (APC);

transmembranovy protein na povrchu endotelii, 78kDa, gen 1 exonovy na
chromosomu 20

Protein C - 56 kDa, zymogen,
Deaktivace Va, Vllla

Protein S - 69 kDa, kofaktor
aktivovaného C

Antithrombin

Heparin



Inhibitory koaqulacni kaskady Il.

Heparin — sulfatovany Hoxﬁo
glykosaminoglykan, produkovany 00 |oH

zirnymi bunkami (tkanova forma
basofilli)

HO

NO - vSudypritomny radikal, syntetizovan z Arg NOS,
- polocas zivota 5-10s, vasodilatator (1998 Nobelova cena)
- inhibitor agregace desticek, cytotoxicita makrofagu
- vazba na hemovou skupinu guanylyl cyklasy

Antagonisté vitaminu K - derivaty
kumarinu (warfarin, acenokumarol)

Inhibitory COX — asplrln blokuje TXA,
syntézu

b A J
g ' < - _— ’ . y { '\ - B\
) > § . \ E
Blood vessel Endoth -,lnl cells  Soooth muscle J an
£ Larnger Blooxd

vessl volunswe

' “Reveptor L5 he

" peotein

Consincted Relaved
smoothrmusele cell smocth-musele cell
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Inhibitory koagulacni kaskady lll.

0 “0OC—CH— Coo"
CHy &, Warfarm
|
§ HN—CH—C =0

Phylloquinone © : | |

. Menaquinone Carboxyglutamate residus
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’”f HN—CH—C =0
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]
2 | CHy
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Inhibitory koaqulacni kaskady IV.

COOH O
Il
-0 —C—CHy

S
CoOoH l

+ Erz-Ser—CH,—0OH

Aspirin PGH, Synthase (active)

Prostaglandin H, synthasa (PGH,) (COX,

o]
e OH 1
| + Erz-Ser— CH,—0—C—CH,
T
Salicylic acid Acetylated PGH, Synthase (inactive)

Ik 1lla

antagonists

/

Clopidogrel

| == \V

75 myg film-coated table

t Clopidogre!

cyklooxygenasa) — Inhibice ireversibilni, nutna
nova syntéza novymi thrombocyty

Clopilet, Plavix, Ceruvin — k lé€bé koronarnich
arterialnich chorob (kone¢né stadium akumulace
aterosklerotickych platt)

~~
vk

*

| Aspirin

o
.

Thromboxans "ﬂ"z

Persantine —

Dipyridamaole

/ spolu s
aspirinem k

ADP \‘

Activation

/ T~

prevenci mrtvic

Prostacyklin —

Collagen - A
=T inhibitor
— Thromboxane A, agregace

desticek



FlbranI yza = zabrana proti nadmeérnému srazeni krve (tromboéza)
€i pohybu srazeniny (embolii)

Plasmin — substraty jsou VWF, fibrin, GP IIb/IlIA, Ib; jednoretézcovy glykoprotein,
zymogen, 90 kDa

Tissue plasminogen activator (tPA) — serinova proteaza, uvolhovan
cévnim endotelem po poranéni, neaktivni az do vazby na fibrin

Umk'”a‘:’a‘ kalikrein
Monocyty,
makrofagy, Iy
o - 0 = T,
fibroblasty / lasminogern N\,
Plasminogen / Y Tissue
g-:jl;;lutg_rh p ;tus-n{w-:ugc-n
_ _ 34.21.73 P ' activator
Urokinasa — ledviny eSS jurokinasa) N W - (_-F;i.)z.l.as
tPA — vaskularni T AN P "
. ﬁ—a—da-a—n .
Streptokinasa T illeey '
ibri S Soluble
Fibrin 34217
‘ thrombus | proteins

r

Inactive plasmin @5-antiplasmin

Po infarktu (v klinice)

> rozpusteni trombu Inhibice plasminu — Aprotinin, tranexamova

kyselina (cyklokapron) — reversibilni vazba



Hemostatické poruchy / Koagulopatie

Dédicné - von Willebrandova choroba
- hemofilie A, B
- poruchy desti¢ek

Ziskané - nedostatek vitaminu K
- nemoci jater

- von Willebrandova choroba
- autosomalné dominantni
- shizena produkce ¢i funkce VWF
- krvaceni z mékkych tkani, z nosu — vyvarovat se
aspirinu a NSAIDs (nesteroidni antiinflamatorika)
- lééba — desmopressin (Stimate, u mirné
choroby), tranexamové kyseliny (TXA; EXACYL)

Von Willebrand Disease

i
= : 3
B b
B

Y

......

Source: TUSDM

Increased bleeding time; normal platelets; vWF gene is on

chromosome #12 1o

(c) 2007, Michael A. Kahn, DDS

EXACYL

1 g/10 ml

acide franexamiquw
franexamic acid = 146073 Lexarna 3

solution buvabl [M!,l_lﬂl,!,!ull

oral solution

5 ompoules de 10 @ e J
5 ampoules of 1§

voie orale L
oral route 45 =




Hemostatické poruchy / Koaqulopatie |Il.

Hemofilie A — rozpoznana jiz v 2. st. n.l. rabiny - chlapci podstupujici obrizku
maji riziko krvaceni

X IXa Viia

- defekt faktoru VIl — snizena produkce m_.pg coem o .

| produkce nefunkéniho proteinu ¢i oboj . “

- Vllla + | Xa tvofi X-aktivujici komplex KR Ol ] e —

(Xasa) na povrchu desti¢ek I (M fromir

- A+B = podobna klinicka manifestace (spontanni krvaceni do svali, kloubu,
pazi, nohou, hematuria) - tvorba zatky je opozdéna v duisledku pomalé tvorby
thrombinu, kompletni rodinna anamnéze je dulezita pro zachyceni prenasece

- gonosomalné recesivni, 1:10 000 obyvatel v CR (hem A)

- lécba: ®
TXA (antifibrinolytikum),
desmopressin (podporuje
uvolnéni VWF),
rekombinantni protein

Hemofilie B - defekt faktoru IX, gonosomalné recesivni, 1:60 000 v CR,
klinicky neodlisitelna od A, lécba jako u A




Nedostatek vitaminu K
- malabsorbce (celiakie)
- cholestaza (extra- / intrahepatalni)
- lécba davkami vitaminu K a nebo transfuzi plasmy

Nemoci jater — vétSina pacientti abnormalni koagulacni profil ale muze byt
asymptomaticka

Dédicné poruchy desticek — vzacné, defektni membranové glykoproteiny nebo
abnormality granul, krvaceni do mékkych tkani (kiize, nos, strevo) s positivni
rodinnou historii
- defekt v membranovych GlykoProteinech,
abnormality v granulech desticek,
vS§echny autosomalné recesivni
- |é€ba - TXA, transfuze desticek,
DDAVP (desamino D-arginyl
vasopressin, desmopressin)




Hemostatické poruchy

Ziskané poruchy funkce desticek

- léky indukované

- aspirin — ireversibilni acetylace COX (tvorba TXA,), u€inek se

projevi v €asu krvaceni 2 h po poziti 75mg, snadné podlitiny, hematomy
- NSAIDs - reversibilni inhibice COX, u¢inek dany dobou pfitomnosti
léciva

- B-laktamova antibiotika (penicilin) — ovlivAuji funkce desti€ek
»prilepenim“ na membranu destic¢ek

- heparin, dextran, B-blokatory

- rybi olej — dieta bohata na rybi olej prodluzuje dobu krvaceni

- systémové poruchy - renalni — u pacientt s urémii

- jaterni selhani — chronickeé jaterni choroby jsou asociovany s
poruchou funkce desticek v dusledku abnormalit membranovych
glykoproteini, pokles koagula¢nich faktoru

- vycerpavajici poruchy — kardiopulmonarni bypass
- hematologické poruchy s produkci abnormalnich desticek —

myelodysplasie (nedostate€cna produkce normalnich krevnich bunék),
leukemie



Numerické abnormality trombocytu

Trombocytopenie — stav s poétem trombocytli < 150 . 10° na litr

Klasifikace:

- Snizena produkce desticek dreni

- poskozeni kostni dfené — aplasticka anemie, leukemie, cytotoxicka léc¢iva
(chloramphenicol)

- nutriéni nedostatek — megaloblasticka anemie
- zdédéné pri€iny — Fanconiho syndrom, Wiskott-Aldrich syndrome

- ZvysSena destrukce desticek
- imunitni (ldiopaticka thrombocytopenie purpura, lymfom, léCivy
indukovana - zlato, penicilin, heparin; infek€éni — HIV, malarie; posttransfuzni
purpura, novorozenecka purpura)

- neimunitni (kardiopulmonarni bypass, hypersplenismus, hemolyticky
uremicky syndrom)




Snizena produkce desticek

- Wiskott-Aldrichuv syndrom (WAS) — gonosomalné podminéna

iImunodeficience

- mikrotrombocytopenie, ekzém, vracejici se infekce, nedostatek T bunék,
zvysené riziko autoimunitnich a lymfoproliferativhich nemoci.

- Mutace WAS genu - WASp reguluje polymerizaci aktinu a koordinuje
reorganizace aktinového cytoskeletu

- lécba — podptirna — antibiotika, GCs, transfuze desticek, transplantace
HSC

- Fankoniho syndrom — autosomalné recesivni
- defekt v genech modulujicich DNA stabilitu (BRCA2), overexprese
TNFa a TNFy
- anemie, slabost, dyspnoe pri
namaze, purpura, neodpovidaji
na cyklosporin, pacienti se zlepsuji
s androgenovymi pripravky

Fanconi Syndromes
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Numerické abnormality trombocytu

Trombocytosa — pocet desticek > 450 . 109/ — zvySené riziko tromboz
- pfriciny - krvaceni
- chirurgicky zakrok
- nedostatek Fe
- infekce




Trombofilie

- Porucha hemostatickych mechanismu vedoucich k
trombd6zam (krevnim srazeninam)

- Arterialni trombéza — (infarkt myokardu €i
mrtvice) — zfidkakdy vliv koagula¢nich faktort

= Venosni trom béza - ceIkOVé 0 Initial vessel injury GPrlmary hemostasis GSecondary hemostasis @ Clot stabilization
rocni umrtnost 1/1 000’ _h_
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Rizikové faktory
Arterialni thromboéza Venosnhni tromboéza
- koureni, hypertenze, - Operace nebo trauma, téhotenstvi,
aterosklerosa, oralni kontraceptiva, chronické
hyperlipidemie, DM zanétlivé onemocneéni streva

Dédicny defekt — antitrombin, protein C, S, vysoka hladina faktoru VI,
mutace v genu protrombinu




Trombofilie Il.

APC resistance — nejfrekventovanejsi
trombofilie, 1/5000 z homozygottli, mutace
faktoru V (Leidenska mutace) (glu=>»
arg506) - APC inaktivuje proteolyticky
faktor Va;

- pravdépodobnost venosni embolie
zvysena 2-6x (hetero-) a 50-100x
(homozygoti)

- rizikové faktory - trauma, operace,
tehotenstvi

Nedostatek antithrombinu Ill -homozygoti
nekompatibilni se zivotem, riziko tromboéz
prevazne v téhotenstvi

- Lécba — heparin / warfarin, koncentraty
antithrombinu ¢i proteinu C

Ziskana trombofilie - lupus anticoagulants
— nejbéznéjsi koagulaéni abnormalita,
pritomnost antifosfolipidovych protilatek
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Slovo zaverem...
THE DAY Wlll cum:

Chce to opakovat, a opakovat, a opakovat, a..



