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Uvod: Spontanne potraty su €asto zapri¢inené anatomickymi, hormonalnymi alebo genetickymi abnormalitami. Podla Bicka az 55 % je
sposobenych defektmi koagula¢nych faktorov alebo krvnych dosticiek, vyvolavajicich trombotické infarkty placentarnych ciev. Vro-
dené a ziskané trombofilné stavy zvysuju riziko vyskytu venéznej trombozy pocas gravidity a Sestonedelia. Tiez bol dokazany ich vztah
k syndromu straty plodu, k tazkej preeklampsii a k intrauterinnému timrtiu plodu. K vrodenému trombofilnému stavu patri okrem inych
aj syndrom lepivych dosticiek (SPS). SPS je definovany ako hyperagregabilita trombocytov po nizkych koncentracidch adenozindifosfatu
a/alebo adrenalinu. Po antifosfolipidovom syndréme predstavuje SPS druhy najcastejsi trombofilny stav (21 %), zapricinujtci syndrom
straty plodu.

Pacienti a metody: Vysetrili sme 27 pacientok so SPS a anamnézou spontanneho potratu a 42 zdravych zien. Diagnéza SPS bola stanovena
svetelnou agregometriou (PACKS-4 aggregometer, Helena Laboratories, USA) pomocou metédy a kritérii vypracovanych Mammenom
et al. Predmetom zaujmu boli styri jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) génu GAS6 (rs7400002, rs1803628, rs8191974, rs9550270),
dva SNPs génu PEAR1 (rs12041331, rs12566888), dva SNPs génu MRVI1 (rs7940646, rs1874445) a patnast SNPs génu GP6 (rs1654410,
rs1671153, rs1654419, rs11669150, rs1613662, rs12610286, rs1654431, rs4281840, rs12981732, rs10417943, rs1671152, rs1654433, rs1671215,
rs10418743, rs8113032).

Vysledky: Identifikovali sme Sest SNPs génu GP6 s vyssou frekvenciou vyskytu u pacientok so SPS a potratom (rs1671153, rs1654419,
rs1613662, rs1671152, rs1654433, rs1671215). Pri haplotypovej analyze sme rozpoznali Styri rizikové haplotypy génu GP6 vo vztahu ku SPS
ako moznej pricine spontannych potratov (CGATAG, CTGAG, CCGT, ACGG). Pri PEAR1 géne boli identifikované dva SNPs, pri GAS6 géne
jeden SNP s vyssou frekvenciou vyskytu u pacientok so SPS a potratom (PEAR1: rs12041331; rs12566888; GAS6: rs9550270).

Zavery: Nase vysledky podporuji myslienku, ze geneticka variabilita génov GP6, GAS6 a PEART mdze byt asociovand s dostickovou
hyperagregabilitou. Stdia zaroven poukazuje na mozny polygénny (multifaktorialny) typ dedi¢nosti pri SPS.

Klicové slova: jednonukleotidové génové polymorfizmy, hyperagregabilita trombocytov, syndrém straty plodu, trombofilné trom-
bocytopatie

Genetic background sticky platelet syndrome in patients with abortion

Introduction: Spontaneous abortions are often caused by anatomical, hormonal or genetic abnormalities. According to Bick up to 55%
of them are caused by defects in coagulations factors and platelets, which provoke thrombotic infractions of placental vessels. Heredi-
tary and acquired thrombophilia increase risk of venous thrombosis during pregnancy and puerperium. Their connection to foetal loss
syndrome, several preeclampsia, and intrauterine foetal death has also been proven. One of hereditary thrombophilia is Sticky Platelet
Syndrome (SPS). SPS is defined as platelet hyperaggregability after low concentrations of adenosine diphosphate and/or epinephrine.
After antiphospholipid syndrome, it is the second most frequent thrombophilia (21%) and it causes foetal loss syndrome.

Patients and methods: We examined 27 female patients with SPS and history of spontaneous abortion, and 42 healthy women. SPS
diagnosis was established by light transmission aggregometry (PACKS-4 aggregometer, Helena Laboratories, USA) according to methods
and criteria developed by Mammen et al. We were interested in four single nucleotide polymorphisms (SNPs) of GAS6 gene (rs7400002,
rs1803628, rs8191974, rs9550270), two SNPs of PEAR1 gene (rs12041331, rs12566888), two SNPs of MRVI1 gene (rs7940646, rs1874445),
and fifteen SNPs of GP6 gene (rs1654410, rs1671153, rs1654419, rs11669150, rs1613662, rs12610286, rs1654431, rs4281840, rs12981732,
rs10417943, rs1671152, rs1654433, rs1671215, rs10418743, rs8113032).

Results: We identified six SNPs of GP6 gene with higher occurrence in patients with SPS and abortion (rs1671153, rs1654419, rs1613662,
rs1671152, rs1654433, rs1671215). We also identified four high-risk haplotypes of GP6 gene in our haplotype analysis that are connected
to SPS, a possible cause of spontaneous abortions (CGATAG, CTGAG, CCGT, ACGG). We identified two SNPs in PEAR1 gene and one SNP
in GAS6 gene, both with higher occurrence in patients with SPS and abortion (PEAR1: rs12041331; rs12566888; GAS6: rs9550270).
Conclusions: Our results support the idea that genetic variability of GP6, GAS6 and PEAR1 genes can be associated with platelet hyper-
aggregability. The study also suggests a possible polygenic (multifactorial) type of SPS heredity.
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Tabulka 1. Prehlad analyzovanych SNPs vybranych génov pravdepodobne suvisiacich s hyperagre-
gabilitou trombocytov

Uvod
Syndrém lepivych dosticiek (SPS) po prvy-

krat opisal v roku 1983 Holiday na 9. medzind-  Gén SNP Chromozém Eoz e g:{:r/Mi“m SNPIERTEncia
rodnej konferencii o ndhlej cievnej mozgovej pri- 7400002 14504944 T/C TTGCIC/TIGECGGE
hode (NCMP) a mozgovej cirkulacii v Arizone (1). 1803628 114530114 T GGCTGIC/TIATGAG
Avsak vztah medzi NCMP a dostickovou hyper- A6 " (gg1074 h 114537517 G/A TAGGCIA/GIGCCCCT
agregabilitou po prvykrat zaznamenal Al-Mefty rs9550270 114575771 T/G TTGCAIA/CIGGTTT
et al, uz v roku 1979 (2). V rok 1984 Mammen PEART rs12041331 : 156869714  G/A CTTCCIA/GITCACC
liecil pacientku, u ktorej bol diagnostikovany 1512566888 156869047 G/T TCCAGIG/TIATAGG
infarkt myokardu v tretom trimestri gravidity.  myn 2220046 ” 10669228  C/T CTGTCC/TIGGGTG
Wsledky vvéetrenia hemostazy neukazali ¥iad- 151874445 10691721 C/T CAAAA[C/TITGAGT
ysledky vy y
ne abnormality, s vynimkou in vitro zvysenej [S1694410 09524813 Al TETGTIC/TITTETG
rs1671153 55527189 T/G CATGG[G/TIGAGGC
agregécie po podani adenozindifosfatu (ADP) Ty 55535381 G/A GAGACIA/GICAGGG
a adrenalinu (EPI) (3). Z&roven bola vyslovena 1511669150 55535972 T/C TGAGAIC/TIGTTTG
aj domnienka o dedicnosti tohto hyperagre- 51613662 55536505  A/G TACCGIA/GIGGAAG
gacného stavu, nakolko matka pacientky mala rs12610286 55541399 A/G TTAACIA/GITATTT
IM pocas tehotenstva a brat mal opakovane 151654431 55549758 G/A TAGCCIA/GIGCTCC
zéchvaty anginy pectoris, napriek normalnemu ~ GP6 154281840 19 55516808 C/A GGAAGIA/CIGTTTT
angiografickému nélezu v korondrnych artéridch 1512981732 55524375 cr GCAGCIC/TIGAGAA
(3).Vnasledujucich rokoch Mammen et al,, publi- (510417943 23525337 G/A TGAGAIA/GIGGETG
e v , L ) . rs1671152 55526345 G/T CCCGTI[G/TITGATT
kovali vacsie Studie, v ktorych boli uz definované eiesamss 5550312 G/A AATTGIA/GIACTGC
laboratdrne kritérid SPS a zéroven navrhli delenie 671205 55553019 A/C TGTAAIA/CITGTCA
SPS na dva podtypy, a to typ | a typ Il. Neskér 1510418743 55553368 G/A AGAACIA/GICTTCC
Bick et al., pridali typ Il (4). 18113032 55554138 G/A CGCACIA/GITGGTT

Definicia, klasifikacia Tabulka 2. Klasifikacia a diagnostické kritérid SPS
’

a diagnostika SPS
SPS je definovany ako hyperagregabilita
trombocytov po nizkych koncentracidch ADP

Agregacia dosticiek po stimulacii induktorom
ADP EPI
0,58 117 2,34 0,55 11 11,0

koncentracia induktorov, umol/I,

normdlny rozsah, % agregacie  00-120 20-360 75-550 90-200 150-270 390-80,0
a/alebo EPI, pricom agregacia po inych dostic- T T T
kovych induktoroch je fyziologické (3, 5). Udava Klasifikacia il - +
sa, ze SPS je trombofilnd trombocytopatia s fami- Ll + -

lidrnym vyskytom a autozomélne dominantnym
typom dedi¢nosti (6).

Aj ked'sa uvadza, Ze SPS je dedi¢nym ocho-
renim, celd diagnostika je zalozend na klinickych
a laboratérnych parametroch. K dispozicii nema-
me Ziaden geneticky test.

Stanovenie diagndzy SPS sa opiera o vyset-
renie agregacie trombocytov po ich aktivacii
ADP a EPI. Vysetrenie sa realizuje pomocou ag-
regometra. Agregometer pracuje na turbidi-
metrickom principe. Sleduje zmenu transmisie
svetla vo vySetrovanej vzorke v zavislosti od
percenta agregovanych trombocytov v ¢ase.
V stcasnosti pouzivame diagnostické kritéria na-
vrhnuté Mamnenom a Bickom (3, 4). Ako vzorka
sa pouziva plazma bohatd na trombocyty. Pred
meranim agregacie je potrebné vysadit liecbu
antitrombocytovymi liekmia nesteroidnymi an-
tiflogistikami minimalne na 10 dni. Testovanie
by sa nemalo robit v ¢ase akutnej trombdzy,
ale malo by prebehnuit minimélne po troch me-
siacoch od tromboembolickej prihody (5, 6, 7).

SPS klasifikujeme podla toho, ktory z dostic-
kovych induktorov — ADP a/alebo EPI - vyvoldva

Diagnostické kritéria

Pravdepodobna diagn6za anamnéza trombdzy a hyperagregabilita len po 1 koncentrdcii 1 aktivatora

anamnéza trombdzy a hyperagregabilita po 2 koncentracidch 1 aktivatora

anamnéza trombdzy a hyperagregabilita po 1 koncentracii 2 aktivatorov

Potvrdena diagndza

anamnéza trombdzy a hyperagregabilita len po 1 koncentrdcii 1 aktivato-

ra, opakované testy

Vysvetlivky: ADP — adenozindifosfdt; EPl — adrenalin

zvysenu agregaciu dosticiek (3, 4). Rozlisujeme
teda 3 typy SPS:
B SPSI typ—-2zvysend agregacia po EPI aj ADP
B SPS . typ — zvySend agregdcia len po EPI
B SPS Il typ — zvySend agregdcia len po ADP
Najcastejsim typom SPS je typ Il, naopak
zriedkavym typom je Il (6). Je dolezZité uviest,
Ze tato klasifikdcia je zalozend na laboratérnych
pozorovaniach a nema ziaden vztah ku klinickej
manifestacii, progndze alebo lie¢be ochorenia.

Ciel' prace
Analyza vybranych polymorfizmov génov
GP6, GAS6, PEART a MRVIT (pozri tabulku 1):
1. zhodnotit frekvenciu vyskytu vybranych
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP)

uzienso SPSa stratou plodu oproti zdravym
kontrolam

2. realizovat haplotypovu a genotypovu analy-
zu vybranych polymorfizmov u Zien so SPS
a stratou plodu oproti zdravym kontroldm

Charakteristika populacie

Etickd komisia JLF UK schvdlila realizéciu tejto
Studie pod ¢islom EK950/2011. Vetky Ucastnicky
studie suhlasili s Uc¢astou v projekte. Svoj suhlas
potvrdili podpisanim informovaného suhlasu
v sulade s Helsinskou deklaraciou.

Ueastnicky studie v rémci diferencialnej diag-
nostiky spontanneho potratu podstupili skrining
trombofilného stavu. Skrining prebiehal na Klinike
hematoldgie a transfuziolégie v Martine, kto-
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rd je zaroven Narodnym centrom hemostazy
a trombodzy v Slovenskej republike. Pacientky,
u ktorych bola potvrdend pritomnost SPS a as-
pon jedného spontdnneho potratu, boli pozia-
dané o Ucast v dalsom genotypovom testovani.
Stanovenie diagndzy SPS muselo byt v stlade
s diagnostickymi kritériami uvedenymi v tabulke 2
(3, 8) a muselo byt riadne zdokumentované as-
pori dvoma meraniami s odstupom najmenej
jeden mesiac. Pritomnost iného trombofilného
stavu alebo inej tromboembolickej udalosti bola
dévodom nezaradenia pacientky do Studie.

Kontrolnu skupinu tvorili ndhodne vybrané
darkyne krvi bielej rasy, ktoré pochadzali z rov-
nakého regiénu Slovenska ako pacientky so
SPS. Navyse, véetky Zeny v tejto skupine spifali
nasledujuce kritéria:

a) negativna anamnéza spontanneho potratu

b) nepritomné akutne alebo chronické ocho-
renie

C) negativna anamnéza venodznej alebo arté-
riovej trombdzy

d) normaélna agregécia trombocytov po sti-
muldcii EPI a/alebo ADP podla metodiky

vypracovanej Mammenom (3, 8)

Celkovo sme vysetrili 27 Zien so SPS a veri-
fikovanym aspon jednym spontdnnym potra-
tom s priemernym vekom 39,04 + 5,23 rokov.
Kontrolny subor tvorilo 42 Zien s priemernym
vekom 42,24 + 12,99 rokov.

Vysledky

Z4vazné tehotenské komplikacie (potrat, ras-
tova retardacia plodu, preeklampsia a abrubcia
placenty) sa vyskytuju u 1 % az 5 % tehotnych
Zien (9). Uloha trombofilie pri tehotenskych kom-
plikacidch je stale predmetom diskusii. Vacsina
Zien s trombofiliou mé fyziologické tehotenstvo.
Avsak vysoké percento Zien s tehotenskymi kom-
plikdciami ma trombofiliu, hoci ich vzdjomna
asocidcia a kauzalita je spornd (9).

Hlavnym predmetom vyskumu trombofil-
nych stavov boli a su predovsetkym koagulacné
faktory a ich regulatory. Avsak velmi dolezitu
Ulohu v hemostaze maju krvné dosticky. V nasej
praci sme sa venovali dostickovej hyperagrega-
bilite u Zien s anamnézou spontanneho potratu.
Skumali sme variabilitu génov GP6, GAS6, PEAR1
a MRVI1.

GPVI protein je transmembranovy gly-
koprotein, ktory ma kltu¢ové postavenie pri ak-
tivacii, adhézii a agregdcii krvnych dosticiek (10).
V sti¢asnosti sa objavuju studie o vplyve gene-
tickych zmien v géne GP6 na funkciu krvnych
dosticiek. Jahnson et al., skimali dostickovu ag-
regaciu po podanfinduktorov (ADP, EPI a kolagé-

nu) a jej vztah k pritomnostiaz 2,5 miliéna SNPs.
Bolo identifikovanych 7 lokusov v blizkosti alebo
priamo v géne GP6, ktoré su spojené s dosticko-
vou agregéaciou. Niektoré dalsie studie poukazali
na vztah vybranych SNPs (rs1671153, rs1654419
ars1613662) s tromboembolickou prihodou (11,
12). V nasej praci sme sa zamerali na patnast
vybranych SNPs (rs1654410, rs1671153, rs1654419,
rs11669150, rs1613662, rs12610286, rs1654431,
rs4281840, rs12981732, rs10417943, rs1671152,
rs1654433, 51671215, rs10418743, rs8113032) lo-
kalizovanych v intrénovej alebo regulacnej Casti
génu GP6. Identifikovali sme Sest SNPs génu GP6
s vys$sou frekvenciou vyskytu u pacientov so SPS
a spontannym potratom (rs1671153, rs1654419,
rs1613662, rs1671152, rs1654433, rs1671215). Pri
haplotypovej analyze sme rozpoznali Styri rizi-
kové haplotypy génu GP6 vo vztahu k SPS ako
moznej pricine spontannych potratov (CGATAG,
CTGAG, CCGT, ACGG).

Dalej sme sa zaoberali variabilitou GAS6,
PEAR1 a MRVI1 génov. GAS6 protein patri do
rodiny vitamin K-dependentnych protefnov.
Vyznacuje sa vysokou Strukturdlnou homo-
l6giou s PS, ktory je prirodzenym inhibftorom
koagulacie (13). GAS6 protein je ligandom pre
receptory zo subrodiny TAM. Vazba GAS6 pro-
teinu a TAM receptora vyvoldva konformacnu
zmenu GPlIb/llla receptora. Tato zmena umozniu-
je vznik vazby medzi Fg a GPIIb/llla receptorom
na trombocytoch (14).

Druhym skimanym génom bol PEART.
PEART1 protein je transmembranovy protein
nachddzajuci sa na povrchu dosticiek, kde plnf
ulohu receptora (15). Expresia receptora sa
zvysuje po aktivacii trombocytov. Na receptor
sa viaze doteraz neidentifikovany ligand, ktory
iniciuje tvorbu dimérov az oligomérov PEART1
receptorov. Zéroven sa iniciuje signélna dréha,
ktord opét konci aktivaciou GPIIb/llla (15). Tretim
skumanym génom bol MRVI1. MRVI1 protein je
125 kDa membranovy protefn, ktorého ~COOH
koniec sa nachadza v endoplazmatickom reti-
kule. Jeho aktivacia vedie k uvolneniu Ca* ionov
z endoplazmatického retikula (16, 17).

V praci sme teda skumali Styri SNPs
génu GAS6 (rs7400002, rs1803628, rs8191974,
rs9550270), dva SNPs génu PEART (rs12041331,
rs12566888) a dva SNPs génu MRVII
(rs7940646, rs1874445). Identifikovali sme dva
SNPs v PEART géne a jeden SNP v GAS6 géne
s vyssou frekvenciou vyskytu u pacientok
so SPS a spontannym potratom (pri PEART:
rs12041331, rs12566888; pri GAS6: rs9550270).
Avsak vo vysetrovanom subore nebol identi-
fikovany ziaden rizikovy haplotyp. Vysledky
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nasej studie podporuju predpoklad, ze SPS
ma potencidlne polygénny typ dedi¢nosti
(18, 19, 20).

Zaver

V nasej praci sme venovali pozornost zendm
s anamnézou spontanneho potratu. Je zndme,
Ze priblizne 15 % tehotenstiev konci potratom.
Existuje cely rad rizikovych faktorov, ktoré mo-
7u viest k opakovanej strate plodu, napriklad
anatomické, hormonalne, imunologické, chro-
mozomalne abnormality. Osobitnl pozornost
si vsak zasluzia trombofilné stavy.

Cielom tejto prace bolo upriamit pozornost
na SPS u zien s anamnézou spontanneho po-
tratu.

Viysledky nasej studie podporuju predpo-
klad, Ze SPS mé& potencialne polygénny (mul-
tifaktoridlny) typ dedi¢nosti. Dedi¢nost teda
nemusi byt obmedzend na jeden gén, ale v na-
som subore pacientok suvisi s minimalne troma
génmi (GP6, GAS6 a PEART). Napriek tomu, ze
tieto gény kéduju odlisné bielkoviny, ich zmena
sa prejavi hyperagregabilitou dosticiek.
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