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Trombocitele - hemostazi sau tromboza?

Normal: trombocitele nu interactioneaza cu endoteliul
vascular.

Leziune vasculard: contact direct — adera la bresa
vasculara — agrega si formeaza dopul hemostatic —
madrirea si consolidarea dopului prin interventia
factorilor coagularii — ajustarea dopului la
dimensiunile bresei prin fibrinoliza si mecanismele
inhibitorii trombocitare - HEMOSTAZA. Dopul

Vessel injury

Vessel spasm

Platelets adhere
to injury site and
aggregate to
form plug

Formation of
insoluble fibrin
strands and
coagulation

depadseste marimei bresei — tromb — obstructie
vasculara si ischemie tisulara - TROMBOZA
Trombocitele - matricea extracelulara din peretele

vasului = legdtura mecano-senzitivd ce ajusteaza
activitatea si apoptoza trombocitelor

(Kee et al, 2015).
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Receptorii trombocitari

- Preluare informatii din micromediul circulant
prin intermediul liganzilor.

- Transmiterea semnalului in citoplasma -
.decizii” privind interventia 1n hemostaz3,
tromboza, inflamatie.

Criterii de clasificare a receptorilor trombocitari

- Localizare: de suprafatd, intracitoplasmatici;
- Teritoriu vascular: predominant arterial sau venos;

- Procesul in care intervin: hemostaza, tromboza,
proces imun.
- Tipul de activitate: stimulatorie/inhibitorie.

Beneficiile studierii receptorilor:

- Mecanismele medicamentelor antiagregante;
- Conservarea si utilizarea masei trombocitare.

-Thrombin
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TIPURI DE RECEPTORI TROMBOCITARI - CLASIFICARE GENERALA
(M

INTEGRINE: allb3 (CD41/CD61), a2f1, a5B1, a6B1, aVB3, aLB2(CD102) -
rol in adeziunea plachetara si semnalizare

RECEPTORI COMPUSI DIN SECVENTE REPETITIVE DE AMINOACIZI CU CONTINUT RIDICAT
IN LEUCINA - LRR = LEUCINE-RICH RECEPTORS: complexul GPIb-IX-V - rol in etapele de
initiere si propagare ale hemostazei; receptori toll-like (TLR) - rol in imunitatea inndscuta;

matrix-metaloproteinaze (MMP) - rol in adeziunea si agregarea plachetard

SELECTINE: P-SELECTINA, CLEC-2 (receptor-2 lectin-like de tip C), CD72
rol in adeziunea plachetara

TETRASPANINE: CD63 (LAMP-3, marker al activarii plachetare), CD9, CD53

RECEPTORII PURINERGICI: P2Y1, P2Y12 (receptori pt ADP, rol proagregant),
P2X1 (canal ionic)

RECEPTORII PENTRU TROMBINA: PAR-1, PAR-4

TIPURI DE RECEPTORI TROMBOCITARI - CLASIFICARE GENERALA
(n

RECEPTORI PROSTAGLANDINICI: receptori pentru tromboxan (TXA2/PGH2) -
amplifica activarea plachetard; receptori pentru prostacicline (PGI2) - rol inhibitor

RECEPTORI LIPIDICI: receptori pentru factorul de activare plachetara (PAF) - rol in inflamatie,
anafilaxie, agregarea plachetar3, degranulare; receptori pentru acidul lizofosfatidic (LPL-R) -
induc modificdrile de form3, reactia de eliberare si agregarea plachetara

RECEPTORI IMUNOGLOBULINICI: GPVI - receptor pentru colagen; FcyRIla (CD32a) - rol in
semnalizare; moleculele de jonctiune (JAM) - rol in activarea plachetelor

RECEPTORI TIROZINKINAZICI: receptorul pentru trombopoietina (c-MPL); receptorul pentru
leptina (LepR); receptorul pentru factorul de crestere derivat din plachete (PDGFR);
receptori insulinici

ALTE TIPURI DE RECEPTORI: receptorii pentru serotonina (5-HT2A); CD36 (GPIIIb) -
,Scavenger receptor”; receptorii pentru Clg, proteinele membranare asociate lizozomilor
(LAMP-1 si 2), CD40L
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Integrinele

* Receptori transmembranari cu structura

heterodimerica («, )

* Rol in adeziunea trombocitelor la peretele
vascular lezat si agregare;

* Se activeaza prin atasarea liganzilor: fibrinogen,
fibrina, fibronectind, colagen, FVW, laminine,
trombospondina etc;
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Activarea integrinelor

* Majoritatea integrinelor de pe suprafata
trombocitului sunt normal inactive

* Functia lor este reglatd de diferiti cationi
bivalenti: Mg?* si Mn?* favorizeaza activarea prin
atasarea ligandului; Ca%* actiune bifazica - la
concentratii mici stimuleaza legarea, la concentratii
mari o inhiba.

* MIDAS = metal-ion dependent adhesion site -
locul de atasare a ligandului la integrina

* 3regiuni: ectodomeniu, domeniu transmembranar
si domeniul citoplasmatic;

* Domeniile al + Bl — atasarea ligandului;

* Domeniul citoplsamatic: scurt, se leagd de
proteinele citoscheletului;

» PSI: potential reglator al activarii trombocitelor
ce ar putea fi tintit terapeutic.

MIDAS site
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Consecintele activarii integrinelor
* Integrinele transmit informatia bidirectional:

,outside -in”: de la matricea extracelulara in
interiorul celulei in urma atasarii ligandului;

,inside-out”: de la citoscheletul din citoplasma celulei
la suprafatd, modificand comportamentul celulei;

Affinity Low
Conformation Bent
Outside-in NG

signalling

Tipuri de integrine trombocitare

allbB3 - cea mai abundenta integrina (80.000 -
100.000 copii/celuld) - leaga fibrinogenul, dar si
FVW, fibronectina, trombospondina, vitronectina

- critica pentru tromboza arteriald;

- deficit genetic allbf3 - TROMBASTENIA
GLANZMANN.

a2 31 (GPIa/IIb) - receptor major pentru colagenul
din structurile subendoteliale (2.000-4.000
copii/celula)

- a2 B1 + GPVI + FcyR - complex ce mediaza
adeziunea si agregarea trombocitului ca raspuns la
colagenul fibrilar tip 1.

a5B1 - leaga fibronectina
a6f1 - leaga laminina

VB3 - leaga vitronectina, FVW, trombospondina.

e Stare inactivd: ectodemeniu ,indoit”
e Stare activd: ectodomeniu

Jintins si deschis” — atasarea ligandului.

Ligand
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Receptorul GPIb-IX-V

e face parte din familia receptorilor bogati in
leucina;

e ~50.000 copii/celuls;

e leaga FVW si trombina — activarea trombocitelor
+ formare trombus in circulatia arteriala;

GPlba

Leu-rich L (e
repeats LGB

e leagd FVW si trombina — activarea trombocitelor
+ formare trombus in circulatia arteriala;

e alte roluri: inflamatie, metastazele tumorale
mediate de trombocite;

e anomalii genetice GPIb-IX-V — SINDROMUL
BERNARD-SOULIER.

Major ligand-binding domain of GPIb-IX-V
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(Berndt MC, Andrews RK. Haematologica 2011)

Receptorii TOLL-LIKE si metaloproteinazele
Receptorii TOLL-LIKE (TLR)

- receptori imuni ce activeaza cdi de semnalizare
intracelulare — raspuns inflamator;

- petrombocit: TLR 1, 2, 4, 6, 9 - factori protrombotici.

Matrix-metaloproteinaze (MMP)
- MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 si MMP-14 - rol
in adeziunea si agregarea trombocitar3;

- MMP-1 activeaza receptorul trombinei PAR-1 —
rol in aterotromboz3;

- influenteaza durata de viatd a trombocitelor
stocate pentru a fi transfuzate
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Selectinele trombocitare
P-Selectina

- stocata in granulele ale trombocitelelor aflate in
stare de repaus — dupa activare este mobilizata la
suprafata celulei (~ 13.000 molecule/celuld);

- expresia sa este reglatd de fibrinogen;

- rolin adeziune.

Platelets

Unidentified
cells within the
vessel wall

Podoplanin

(Suzuki-Inoue K. Blood 2017)
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\ Activation of Platelet

(Freedman JE. Circulation 2005)

CLEC-2 (receptor-2 lectin-like de tip C)
- are caligand podoplaninul care se ataseaza doar
in conditii patologice;

- intromboza venoasa profunda expresia crescuta
a podoplaninului in peretele vascular activeaza
trombocitele prin CLEC-2

Fibrinogen 1. Fibrinogen
NoA — B3 integrin internalization
1'P|l2°ts:":g * Plasma fibrinogen level
atele Fibrinogen * ajpB3-dependent
Storage
2. Protein
2. Protein accumulation
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a-granule . a-granule
with 3 with
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<
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:L-’?fglgglm ¥ P-selectin
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(Schwertz H et al. Blood 2009)

Tetraspaninele si receptorii purinergici
Tetraspaninele

- au 4 domenii transmembranare;

- trombocit: CD63, CD9, CD53;

- CD63: glicoproteina lizozomald asociatd cu
membrana (LAMP-3) care este translocatd la
suprafata dupa activarea trombocitelor - marker al
activarii plachetare.

Receptorii purinergici
3 receptori pentru ADP pe trombocit:

- PDY1siPDY12 — mentinerea formei, agregarea
trombocitara, generarea TXA2;

- P2X1 — canal ionic ce induce influxul de Ca2+ si
modificari de forma.
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Receptorii prostaglandinici
Receptorul pentru TXA2 (TP)

- leaga TXA2 produs in principal de trombocitele
activate;
- actiune proagreganta si vasoconstrictoare.

Receptorul PGI2 (IP)

leaga PGI2 derivata din celulele endoteliale;

inhiba trombocitele; induce vasodilatatie.
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Receptorii trombinei
PAR1, PAR4

- familie de receptori activati de proteaze;

- se cupleaza cu o proteina G;

- semnalizeaza prin cdile PI3K, p38 MAPK, Rho =
modificari de forma ale trombocitului — agregare —

allbp3.

secretie serotonind, ADP si activarea integrinei
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(Lannan KL et al. Front Immunol 2015)
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Receptorii lipidici
Receptorul pentru PAF (Factorul de activare
plachetara)

- receptor cuplat cu proteine G;
- induce activarea fosfolipazelor C, D si A2 —
activarea PKC — mobilizarea Ca?*.

Arachidonic acid
/ Eicosanoids PAF

Choline — P

NH,

?ﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬁﬁ
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\ Arachidonic acid
l COOH

\

Eicosanoids

Receptorul pentru acidul lizofosfatidic (LPL-R)

- stimuleaza modificarea formei trombocitelor si
asamblarea matricei fibronectinului;

induce agregare partial3;

- amplificA agregarea trombocitara indusa de
epinefrina si de ADP.

Extracellular space

PAF RECEPTOR
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(Montrucchio G et al. Phys Rec 2000)
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Receptorii imunoglobulinici
GPVI

- receptor major pentru colagen;

- formeaza un complex cu FcRy;

- semnalizeza pe calea Src-Kinazei (membrii Lyn si
Fyn ) — activeaza fosfolipaza C gamma 2 (PLCy2).

Receptorii Fc
FcyRlIla (CD32a)

activat de complexe imune;
contine unitatea de semnalizare ITAM;
rol in activarea si agregarea trombocitului.

Collagen
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Alti receptori trombocitari
Receptorul serotoninei (5-HT)

- In urma atasarii ligandului — semnalizarea prin
Caz+;

- serotonina este eliberatd de trombocitele acti-
vate din granulele dense;

- amplificd agregarea indusa de ADP, trombina.

CD36 (GPIIIb)

- glicoproteina de adeziune;

- ~20000 copii/celuls;

- mediaza interactiunea trombocitelor cu micro-
particulele derivate din endoteliu — participa la
initierea trombozei;

- receptor ,scavenger” pentru LDL oxidat;

- deficitul de CD36 — hiperlipidemie, HTA, rezis-
tenta la insulina.

Integrin activation
® Ca®* mobilization
aggregation
degranulation

TRENDS in Pharmacological Sciences
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Participarea receptorilor trombocitari la
hemostaza/tromboza
Faza de initiere Teritoriul vascular afectat influenteaza adeziunea
Participanti: - Vene, artere mari: plachetele adera predominant
- complexul GPIb-IX-V; la col.agen}ll flbrl.lar, fibronectina, laminina;
~ receptorii pentru colagen: GPVI, integrina a2p1; - M1cr0c1rcul_a§1e, artere stenozate: plachetele
- FVW si colagenul fibrilar din peretele vascular lezat. adera predominant la FVW.
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(Rivera ] et al. Haematologica 2009)

Participarea receptorilor trombocitari a
hemostaza/tromboza ADP
. Thrombm
Faza de amplificare
Participanti: Y R n.u.» b
-~
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(Offermanns S. Circ res. 2006)
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Participarea receptorilor trombocitari la
hemostaza/tromboza
Faza de stabilizare sau perpetuare citoscheletului, stabilizarea agregatelor plachetare
- Contactul strans dintre trombocitele agregate — mari — dezvoltarea unei suprafete procoagulante si

semnalizare ,outside-in” prin allbB3 — reorganizarea retractia cheagului.

Fibrinogen
. oub B3 ij\g
Agonists

5

2
]
)
o

1. Inside-out i ~~=—-_p  Postligand
2. Outside-in binding events

(Rivera | et al. Haematologica 2009)

Inhibarea activarii plachetare si a cresterii
trombusului GPVI

Factori reglatori negativi
- Oxidul nitric (NO)
- Prostaciclina (PGI2)

- PECAM-1 (CD-31)= Platelet endothelial
adhesion molecule-1 inhiba semnalizarea PI3K — . ‘
atenueazi formarea trombusului Receptorii CD39 si \ PI3K SHP-2
CD73 = ecto-nucleozidaze ce moduleaza tromboza

arteriald pe calea purinergicd - CD39 scindeaza Lipid raft/GEM .SHP-2 /
legaturile fosforice din ATP, ADP, AMP — CD73 .SHPvE

scindeaza AMPc adenozina.
(Moraes LA et al. Thromb. Haemost. 2010)

PECAM-1
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