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Hace poco tiempo, en una galaxia
no tan lejana . . .



Episodio Xi: Tendiendo puentes

Enfermedades oncohematoldgicas
raras

Es el ano 2015, un grupo de rebeldes hematélogos se
especializaron en un fragmento de célula, PLATELET,

procedente del sistema MK, con el objetivo final de intentar
ayudar a un grupo de pacientes que no sélo sangraban, sino que
podian tener predisposiciéon a otras enfermedades graves. Estos

Dacienfee e localizaban en 1 aalaxia fantasma conocida coamao






Enfermedades raras / poco frecuentes

Baja prevalencia en la poblacion
< 1/10.000 habitantes I SU PPU RT

>300 millones vs 3 millones
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Casos clinicos

+ Caso 1: AP trombocitopenia cronica » Caso 2: Pediatria— PTl refractaria
- Mujer de 56 afios - Varon de 5 afios
- P=90.000 - Trombocitopenia grave + sangrado
- Sangrado leve - Refractariedad tratamientos
+ Caso 3: Ginecologia - hematoma vaginal » Caso 4: Hematologia— TP + clinica asociada
- Mujer de 39 afios - Vardn 44 aios
- Hematoma vaginal tras parto no traumatico - P=12.000 + sangrado

- P=195x109%L + hemostasia secundaria N - Retraso lenguaje + prolapso valvula mitral



Objetivos de aprendizaje

« Caracteristicas trastornos plaguetarios congénitos

« Diagnostico integrado — centros de referencia
- Sospechaclinica
- Pruebas de laboratorio

- Importancia del diagndstico molecular



Trastornos plaquetarios congénitos (TPCs)

« Congeénitos — hereditarios o - Enf von Willebrand
« Raros —prevalencia real desconocida: = Hemofilia A
u Def FXI
- 10% de los trastornos hemorragicos 8 .
- =1 casos por 100 000 personas --> Infraestimada = Hemofilia B
= Def FVII
m Def FG
= Otros RBDs

Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Bastida JM et al. Int J Mol Sci. 2021; *Freson K. Res Pract Thromb Haemost. 2021



Trastornos plaquetarios congénitos (TPCs)

Congénitos — hereditarios e
Raros — prevalencia real desconocida:

- 10% de los trastornos hemorragicos o

- =1 casos por 100 000 personas --> Infraestimada V‘

Formas de presentacion clinica:

= Enf von Willebrand
= Hemofilia A
= Def FXI

TPC

= Hemofilia B

= Def FVII
n Def FG

n Otros RBDs

- Trombocitopenia variable
- Hemorragia (leve — grave — mortal)
- Otras patologias (malignidad, renal, pulmonar, digestivo, infecciones graves...)

- Sindromes

Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Bastida JM et al. Int J Mol Sci. 2021; *Freson K. Res Pract Thromb Haemost. 2021



Heterogeneidad clinica - laboratorio - molecular

« >50TPC/>60genes # - Trombocitopenias hereditarias (TH)
Late Megakaryopeiesis Trombocitopatias hereditarias (TFPH)
Early Megakaryopoiesis & Pro-platelet formation
| |
HSC Early MK ‘ { Late MK Pro-platelet formation } Platelet function
) e ® I%
~ @ - - ~ Al
TPO/MPL Transcription GP signalling
signalling regulation GP1BA
m,'io gﬁmy ES;BB GPCR and intracellular signalling
FLIT* ITGA2B oskeleton l’LiHY L}" ’/)\H(‘,:gll
ETV6 ITGB3 ,(_';ygtulation 3 TbX/\éB PTGS1
GFI1B VWEF / TBXAST*
HOXA11* MYH9* PLA2G4A
MECOM* Pathway WAS*
ANKRD26 incompletely ACTN1 GP receptor signalling
RBM8A* defined ARPC1B* b RASBRES
IKZF5 sy o CDC42 el
CYCS FLNA*
TUBB1
DIAPH1* :
FYB
irg %J;i\TAC* Procoagulant activity
ANO6

* Presence of phenotypes outside the blood system
Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Bastida JM et al. Int J Mol Sci. 2021
Bury L et al. J Clin Med. 2021; Freson K. Res Pract Thromb Haemost. 2021



Clasificacion TPC en 2023 (en funcioén de clinica)

Disease

Bernard Soulier syndrome

PT-VWD
ACTN1-RT
ITGA2B/ITGB3-RT
TUBB1-RT
CYCS-RT (THCA4)
PRKACG-RT
IKZF5-RT
SLFN14-RT
FLI1-RT
FYB-RT
TPM4-RT
PTPRJ-RT
GATA1-RD
Di George syndrome
FLNA-RD
TAR
TCPT /SIB
Baraitser-Winter syndrome

Takenouchi-Kosaky syndr

Gene

GP1BA, GP1BB,
GP9

GP1BA
ACTN1
ITGA2B/ITGB3
TUBB1
cycs
PRKACG
IKZF5
SLFN14
FLI1
FYB
TPM4
PTPRJ
GATA1
TBX1 (GP1BB)
FLNA
RBMSA
FLI1
ACTB

cDc42

Status
AD
AR
AD
AD
AD
AD
AD
AR
AD
AD
AR
AR
AD
AR

Lig X
De novo / AD
Lig X
AR
AD
AR

AR

TP
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Features

Bleeding

Bleeding
- / Bleeding
Bleeding

Thyroid

Bleeding

Bleeding
Bleeding
Bleeding
- / Bleeding
- / Bleeding
Thalassemia
Neuro, heart
Neurological
Skeletal
Heart, neuro
Neuro & facial

Immunodef

Disease
ARPC1B-RT
KDSR-RT
GNE-RT
Stormorken
DIAPH1-RD
Wiskott-Aldrich syndrome

Sitosterolemia

ATRUS

MYH9-RD
CAMT
THPO-RT
FPD/AML
ANKRD26-RT
ETV6-RT
MPIG6B-RT
SRC-RD
GFI1B-RT
TRPM7-RD

Gray Platelet syndrome

Gene
ARPC1B
KDSR
GNE
STIM1
DIAPH1
WAS (Xp11)
ABCG5 /[ABCG8
HOXA11
MECOM
MYH9
MPL
THPO
RUNX1
ANKRD26
ETV6
MPIG6B
SRC
GFI1B
TRPM7

NBEAL2

Status
AR
AR
AR
AD
AD

Lig X
AR
AD / AR
de novo
AD
AR
AD / AR
AD
AD
AD
AR

AD

AD

AR

TP
++
++
++

++/+++
++

+++
++

+++

+/+++
+++
+/+++
++
++/+++
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++
++
+/++
++
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Features
Immunodef
Skin / Ichtyosis
Myopathy
Myopathy
Deafness
Skin, infections
CVD, xanthomas
Skeletal & BMF
Skeletal & BMF
Renal, Deafness
BMF
TP / BMF
Leukemia
Leukemia
Leukemia
Myelofibrosis
Myelofibrosis
Myelofibrosis
Atrial fibrillation

Myelofibrosis

Only IT (+/- bleedi

omic — Predisposing forms

Actualizado de Bastida JM et al

. Semin Thromb Hemost.

Genes discovered by HTS (>20)
2019; Bury L et al. J Clin Med. 2021




Diagnéstico de los TPC = reto

Fenotipo Genotipo

Clinica + Pruebas de laboratorio Estudios moleculares
Multiples pruebas Gen candidato — Sanger
Menor a mayor complejidad Secuenciacion masiva (NGS)

Estandarizacion — heterogeneidad — centros de referencia

Gresele P et al. Semin Thromb Haemost. 2016; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019



Principales problemas de TPC en la consulta

Reto - dificultad diagnostica

Sivapalaratnam S et al. Br J Haematol. 2017; Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



Principales problemas de TPC en la consulta

Reto - dificultad diagnostica

N
Heterogeneidad (fenotipo — genotipo)
J
N
Fenocopias (fenotipos similares)
J
N
Pruebas de laboratorios complejas — poco
estandarizadas — centros
J
N
Herenciarecesiva, de novo, penetrancia
incompleta
J
N
Descubrimiento en la edad adulta
J

Sivapalaratnam S et al. Br J Haematol. 2017; Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



Principales problemas de TPC en la consulta

Reto - dificultad diagnostica Consecuencias
)
Heterogeneidad (fenotipo — genotipo) Prevalencia desconocida (infradiagnosticados)
/
) 4 )

Consumo de recursos: (multiples visitas,

Fenocopias (fenotipos similares) estudios, especialistas, desplazamientos)

Pruebas de laboratorios complejas — poco

. Retraso diagndstico (anos
estandarizadas — centros g ( )

Herenciarecesiva, de novo, penetrancia

: Errores diagndésticos (adquiridas)
incompleta

Tratamientos inapropiados (CC,

esplenectomia...)
J \ J

Descubrimiento en la edad adulta

Sivapalaratnam S et al. Br J Haematol. 2017; Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



¢A quién y como debemos investigar un TPC?




Historia clinica

» Historia sangrado (ISTH-BAT) +/- trombocitopenia + EF + AF: ‘ E/

Gresele P et al. Semin Thromb Haemost. 2016; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019



Sospecha TPC: trombocitopenia +/- sangrado

Edad comienzo y evolucién: Patologia médicay farmacos

- precoz / larga historia (cronicidad) . Falsa trombocitopenia (EDTA)
» Trombocitopenia inducida farmacos (DITP)
« Tendencia al sangrado (escalas sangrado): * Alcohol, cafeina, ajos y cebollas, jengibre

) _ o * Infecciones (hepatotropos, VIH) / sepsis / CID
- Situaciones desencadenantes (cirugia...) * Hiperesplenismo (cirrosis — hepatopatia cronica)
- Espontaneo — Gravedad (QoL — tto) « Deficiencias de Vitamina K, C, B12

- >esperado a cifra P (trastorno de funcién) Enfermedades autoinmunes

» Embarazo

) . + Sindrome mielodisplasico (unilinea) — Tumores
* Otros sintomas acompanantes: solidos (PTI para neoplasica) — infiltracion MO
- Malformaciones = sindromes * HPN, MAT, PTT, SHU/SHUa, SAF, aplasia medular
+ Farmacos: Heparina, Penicillina, Quinina,

- Predisposicion otras enfermedades _ N . . e
Rifampicina, Abciximab, Clorotiazida, Eptifibatide,

sales de oro, quimioterapicos, antidepresivos...

Falta de respuesta a tratamientos PTI (pediatria)

Tosetto A. Semin Thromb Hemost. 2016; Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Sivapalaratnam S et al. Br J Haematol. 2017; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019



Evaluacion sangrado: Bleeding Assessment Tools

« Historia clinica = Subjetiva
« Entrevista estructurada/ dirigida/ uniforme / estandarizada
» Diferenciar entre sangrado trivial vs patolégico

 Identifica pacientes que requieren estudios funcionales y complejos

ISTH-BAT 2010*

Y e - Condersed FEEIEE “Bleeding score” (BS): £
Adultos MCZ'\ggg/' 1 MCMDM-1 Bleeding Gold standar g (BS)

40 min

Profesional
sanitario

2008 Questionnaire Nifios y adultos patolégico: Nifios>2; Varon=>4;
Adultos 2009 20 mi .
min Mujer=6

5-10 min 20 min i,
14 Items

Adultos
40 min

ISTH: International Society on Thrombosis and Haemostasis .
ISth https://bleedingscore.certe.nl/

*Rodeghiero F et al. J Thromb Haemost. 2010; Boender J et al. J Thromb Hemost. 2016; Bastida JM et al. ISTH. 2020; Gresele P et al. J Thromb Haemost. 2020


https://bleedingscore.certe.nl/

Historia familiar y otras manifestaciones sistémicas

« Sangrado +/- trombocitopenia:
- Su ausenciano es excluyente - formas recesivas / de novo / adopciones

- Fundamental revisar objetivamente analiticas de familiares

« Arbol genealdgico
- Consanguinidad
- Patrén de herencia

- Estado de portadora (lig X)

it f?_;
O

Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM, et al, Platelets. 2020; Gomez K, et al. Br J Haematol. 2021




Historia familiar y otras manifestaciones sistémicas

« Sangrado +/- trombocitopenia:
- Su ausenciano es excluyente - formas recesivas / de novo / adopciones

- Fundamental revisar objetivamente analiticas de familiares

- Arbol genealégico « Otras manifestaciones caracteristicas a tener en cuenta:

- Consanguinidad « Malignidad (TP mod + VPM normal + AD)

- Leucemia/ SMD: RUNX1, ANKRD26, ETV6
- Mielofibrosis: NBEAL2, GFI1B, SRC...

- Fallo medular: CAMT, THPO, MECOM

- Tumores solidos: RUNX1, ETV6

- Patron de herencia

- Estado de portadora (lig X)

« Manifestaciones sindrémicas:

e
i lj O b gﬁ - Sordera, catarata, fallo renal - MYH9-RD

- Alteraciones cardiovasculares — sitosterolemia

-  Eczema, infecciones... - WAS

Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM, et al, Platelets. 2020; Gomez K, et al. Br J Haematol. 2021



Exploracion fisica - hallazgos sugerentes

« Hiperlaxitud (Beighton score) intellectual disability « Albinismo oculocutaneo

JBS

- Colagenopatias (EDS) & « Nistagmus
:\; Cataract -  HPS, CHS, GS

MYH9-RD

Deafness 8
MYH9-RD 2

Heart defects
TAR, JBS
Kidney defects
MYH9-RD, TAR

Enlarged spleen
GPS, GATA1-RD, SRC-RD

' Elevated liver enzymes
MYH9-RD

Limb malformation

TAR
A

Hematological malignancy

RUNX1, WAS
— « Xantomas
mmunodefticiency

. . ' SS, WAS, YPS
* Fibrosis pulmonar HPS + Xantelasmas

« Colitis granulomatosa - STSL

Bastida JM et al. Med Clin. 2017; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM, et al, Platelets. 2020; Gomez K, et al. Br J Haematol. 2021



¢Cuando sospechar clinicamente un TPC?

Datos a favor Limitaciones

Trombocitopenia y/o sangrado de larga

- . Trombocitopenia asintomatica
evolucion (nacimiento)

J
e N e
Historia familiar y/o consanguinidad Herenciarecesiva
(sangrado/ TP) — AD / AR / LigX Variantes genéticas de novo (espontaneas)
\ \
e s
AF o personales de caracteristicas .
: . I - Penetranciaincompleta
sindrémicas y/o manif. sistémicas tipicas
\ \

moderado — grave o desproporcionado a P Adopciones

Falta de respuesta a tratamiento PTI
(pediatria)

Descubrimiento en la edad adulta

J
-
ISTH-BAT patologico o fenotipo hemorragico }




Pruebas diagnésticas recomendadas: 1¢" paso

» Historia sangrado (ISTH-BAT) +/- trombocitopenia + EF + AF: { E/

Nivel 1: Identificacion y cribado

* Hemogramay frotis

* Coagulacién basica

« EVW/FXIIl vs Factores 22
* BQ, PFH, PCR

* Grupo sanguineo

Todos centros
Facil RBD y EVW

Adquiridas y farmacos

‘/; ‘mu!
S I

Gresele P et al. Semin Thromb Haemost. 2016; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019



Hemograma, otros parametros - VPM /| DPM &

» Alteraciones en otras células (+/- trombocitopenia) :
- Anemia microcitica + aumento de hematies > GATA1-RD
- VCM elevado - ETV6-RT, RUNX1-RT
- Neutropenia > HPS-2; HPS-10; GATA1-RD; WAS; DIAPH1-RD
- Eosinofilia > ARPC1B-RT
- Pancitopenia > CAMT; THPO-RT

- Ferropenia 2 gravedad del sangrado

* Fraccion de plaquetas inmadura (IPF): ;’/ /
4.2um

- PTlylo TH vs Trombocitopenia central 2um
- >en TH (macrotrombocitopenia) vs PTI 6.3um
- No validado — puede ser de ayuda
* Volumen plaquetario medio (VPM) vs didmetro
- >124fL:S=83+E=8%

- mas preciso / no realizado de rutina

Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Zaninneti C et al. J Clin Med 2020; Perez-Botero J, et al. J Thromb Haemost. 2021



Frotis de sangre periférica (papel clave hematélogo)

a9 avi0e 0 g 0V, \
., . (4] 8 o0 OKO
Evaluacion de todas lineas celulares 009008 090 9093 1
."ocfoo‘aoaosﬂ (+)

Alteraciones especificas (sugerentes): ¥
Estudios de inmunofluorescencia: Ce0 "‘50".39}
Screening — confirmacion de NGS

Estandarizacion

(] 0 g
2 0‘0%5::,’00" @00’
&&ana..o ao. A e o -

- 7 7
Dohle bodies in MY Estomatocitos + Plaguetas gig"s?ﬁ‘tesE

- ‘s-i") W i ‘:N
0oV @ 0
RS

90 P &’

Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Zaninneti C et al. J Clin Med 2020




Pruebas diagnésticas recomendadas: 2° paso

» Historia sangrado (ISTH-BAT) +/- trombocitopenia + EF + AF: { E/

Nivel 1: Identificacion y cribado

Hemogramay frotis Nivel 2: Diagndéstico funcional (fenotipo)
* Coagulacién basica

« EVW/FXIlI vs Factores 22
. BQ, PFH, PCR

* Grupo sanguineo

* Agregometria (LTA) (¢nivel 1?)

» Citometria Flujo (CF)

» Microscopia electrénica
Todos centros * Retraccioén coagulo

Facil RBD y EVW  Radioinmunoanalisis - WB

» Test globales hemostasia

* Fibrindlisis

Adquiridas y farmacos

W“L!
N

Gresele P et al. Semin Thromb Haemost. 2016; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019

Centros especializados / desplazamiento paciente
volumen muestra / estandarizacion




Fenotipo plaquetario: LTA + CMF (ej de T. Glanzmann)

» Light transmission Aggregometry (LTA) « Tamafio y expresion de GP membrana:
- GPIb (CD42b), GPIX (CD42a) = SBS
- GPIlb/llla (CD41) GPllla (CD61) = TG

* Funcion (activacion previa con agonistas:
- Granulos densos (CD63) y alfa (CD62P)

 BS patoldgico y/o fenotipo moderado — grave

- diferentes agonistas (ISTH)
- patrones especificos: SBSy TG

3 4 5 MIN - Sefializacion intracelular y funcion procoagulante
[F*\:,_-g‘:. ;:mx,,wwz':—.AT\r:_—u:;{::. B I Y E E
'.4 ™ ™
7 o\ 7 g
é ‘\ - }.,&,‘h“l‘r.'l‘."'"'Afl‘".~
- W, |~.Tﬂw,‘-'“~rﬁ"‘ Wi ﬂ 21 7 Paciente GPIIb (CD41) 2 JPaciente GPllla (CD61)
@ o " mﬁ"i.‘s,“""’“"x"””'* Wt =0 e
& 2o o
e QT T
§ o : !
S , (] o
g * Ristocetin 1,25 mg/ml | |
e o * £pi 100nM
< « ADP 10uM = ™, = R !
100 107 100 0 107 0 107 100 107 107 10
FLeH FL1-H

Disminucioén / ausencia de expresién de GPllb y GPllla

Cattaneo M, et al. J Thromb Haemost. 2013; *Gresele P. J Thromb Haemost. 2015; Perez-Botero J, et al. J Thromb Haemost. 2021; Gomez K, et al. Br J Haematol. 2021



ME = granulos (alfa - densos) vs test globales - otros

Montaje completo: sindrome Hermansky-Pudlak Fijacién-seccién fina:

Whole Mount = Ausencia granulos densos Control sano

Bastida JM, et al. Ann Med. 2019



ME = granulos (alfa - densos) vs test globales - otros

Montaje completo: sindrome Hermansky-Pudlak Fijacién-seccién fina:

Isétopos
oA -
® HPLC
‘ Mepacrina
5-HT
Granulos

14Serotonina
Acreditacién
Radioactividad

P

Paciente Control

Whole Mount = Ausencia granulos densos Control sano
% 100 (a) (b) — Coagulation — Fibrinolysis
2 80 : ¢
§ 60 Kinetios of clot .~
E 40 Angld | ol
E 2 =]
$ TR — e (o)
g Coing ¥ ,C;% ~ W™ I
£ CFT  Clot formation time \
< alpha  Alpha-angle ” -
2l A10 Amplitude 10 min after CT Percent hyss.
MCF Maximum clot firmness 30 muutes.
30 ¥ dex 30 fter CT
cT M. Madmmbysis : s
0 10 20 30 40 50 60 e | | Somen o
Time in min ot formation firmness.

FLANY

Bastida JM, et al. Ann Med. 2019



Pruebas diagnésticas recomendadas: 3¢ paso

» Historia sangrado (ISTH-BAT) +/- trombocitopenia + EF + AF: { E/

Nivel 1: Identificacion y cribado

Hemogramay frotis

Nivel 2: Diagnostico funcional (fenotipo)
* Coagulacién basica

« EVW/FXIll vs Factores 22 .
Agregometria (LTA) (¢ nivel 1?) 3: Confi 4z :
. . Irmacion (genotipo
BQ. PFH, PCR » Citometria Flujo (CF) (g P )
* Grupo sanguineo « Microscopia electrénica
* Retraccioén coagulo

+ Estudios investigacion y ampliados

Todos centros

Facil RBD y EVW * Radioinmunoanélisis - WB . Estudios genéticos:
Adquiridas y fArmacos * Test globales hemostasia _ Gen candidato / NGS
* Fibrindlisis

UUM!
N

Gresele P et al. Semin Thromb Haemost. 2016; Gresele P. Int J Lab Hem 2018; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Rodeghiero F et al. HemaSphere. 2019

Centros especializados / desplazamiento paciente
volumen muestra / estandarizacion




Diagnéstico molecular: secuenciacion masiva (NGS)

PCR + Sanger = gen candidato Secuenciacién masiva (NGS)
DENATURATION ANNEALING EXTENSION PRODUCTS
sl Paneles genes / Exoma (WES) Genoma completo (WGS)
N

’ C— ’ C » o0 2%}{%}@{@ OO

[cle

[Te = .
= = 4 P
Exon baits 3 o5
\ 4 VVV V V¥ <

tansr

>>>>>>>
ocooooe®
00 000e
[o¥o¥o o))

— <o
>>|®

—_— e el == L i
= = e e Ty TN
=== S o= T e e
= R, e T o e m e e e e — =
A0 pRcle] -
GAT AL AT CT GG TCT T ATT T COC .
R. codificantes = exones (1% genoma) Intrones / exones / reguladoras

Pasado Presente

Data and infor

Confirmacion
Co-segregacion Analysis interpretation

NGS: Next-generation sequencing; WES: Whole-exome sequencing; WGS: Whole-genome sequencing

Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Downes K et al. J Thromb Haemost. 2020; Ver Donck F et al. J Thromb Haemost. 2020






¢Por qué necesito un diagnéstico molecular correcto?

Decision clinica adecuada:

. _ . Tratamiento
Diagnostico preciso _
. _ especifico
Evitar terapias _
Pronostico

inapropiadas
Calidad de vida

Consumo de
recursos
Investigacion

Medicina precision

Greinacher A et al. Blood. 2019; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019; Downes K et al. J Thromb Haemost. 2020; Ver Donck F et al. J Thromb Haemost. 2020



¢Como ha cambiado la NGS el diagnéstico de TPC?

« 2008 — 2014 - Método de Sanger*

- Genes candidatos (> fenotipo especifico)

- Pacientes (propositus) = 70

- Sangrado moderado / grave
- Trombocitopenia prolongada

- Fenotipo especifico
- Diagnodstico molecular = 38% (n=27)

- Solo 7 tipos de TPC identificados:

- GT/HPS/CHS
- BSS/CAMT /ANKRD26-RT / MYH9-RD

*Sanchez-Guiu |, et al. Orp J Rare Dis. 2014; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018; **Bastida JM, et al. SETH. 2021; Bastida JM, et al (Manuscript in preparation)



¢Como ha cambiado la NGS el diagnéstico de TPC?

« 2008 — 2014 - Método de Sanger*

- Genes candidatos (> fenotipo especifico)

- Pacientes (propositus) = 70

- Sangrado moderado / grave
- Trombocitopenia prolongada

- Fenotipo especifico
- Diagnodstico molecular = 38% (n=27)

- Solo 7 tipos de TPC identificados:

- GT/HPS/CHS
- BSS/CAMT /ANKRD26-RT / MYH9-RD

2015 = Secuenciacion masiva (NGS)**
- Panel de genes + WES =69% (163 / 269)
- Estudio prospectivo + clinica diaria

TPC =43 (46 # genes)

TH desconocida

TALRD
ANKRD26-RT
WAS/XLT. TFPH desconocida

MYH9-RD

RUNX1-RD Trombastenia de
Glanzmann

TUBB1-RT

*Sanchez-Guiu |, et al. Orp J Rare Dis. 2014; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018; **Bastida JM, et al. SETH. 2021; Bastida JM, et al (Manuscript in preparation)



Retos vs limitaciones

Interpretacion de VUS — ¢genes predisposicion? Hallazgos incidentales (cuidado pediatria)
¢A quién secuenciamos, cuando, c6mo, por qué? Necesidad de Next Generation Phenotyping
¢ Beneficio? (mejor fenotipo — mejor genotipo)

Resultado negativo: ¢ WGS? ¢Nanoporo? ¢Hasta
cuando investi g ar? Fibrinolisis, Vasculares, Multifactorial (TFPI, grupo 0...)




GoldVariants project (GinTH - SSC - ISTH) - compartir datos

RECOMMENDATIONS AND GUIDELINES Jﬂ“
GoldVariants, a resource for sharing rare genetic variants » 814 variants since July 2020
detected in bleeding, thrombotic, and platelet disorders: .
— . * Online interface vs batch upload
Communication from the ISTH SSC Subcommittee on > P
Genomics in Thrombosis and Hemostasis
Proportion of variants per pathogenicity
. 1.5%
Karyn Megy'? | Kate Downes"?® | Marie-Christine Morel-Kopp*® | José M. Bastida®® | Just appeared on ClinVar
Shannon Brooks” | LoredanaBury® | Evaleinoe’® | KeithGomez®® | Neil V.Morgan''® |
Maha Othman*?**® | Willem H. Ouwehand?® | Juliana Perez Botero'® | José Rivera'® |
Harald Schulze'®® | David-Alexandre Trégouét' | Kathleen Freson'® & W -
30 expert centers /14 countries
20 Benign/likely benign/risk factor
w=m Uncertain significance
p wem Likely pathogenic
4 r ||| =sm Pathogenic
o 1N IIIIII"“"""I""“IIIIIIII|||||.............
23T PRSP TN R e R T LR R S S TV PR LA
e s
g 3 4 H

Megy K, et al. J Thromb Haemost. 2021



Desarrollo de registros nacionales e internacionales

* Registro nacional = RETPLAC

SETH feth {5

Sociedad Espanola de Trombosis y Hemostasia ot B

INICIO ¥ SETH ¥ FORMACION ¥ INVESTIGACION ¥ CONGRESOS ¥ PUBLICACIONES ¥ GUIAS CLINICAS
La Sociedad Becas y Cursos Grupos de trabajo Ponencias y Simposios Biblioteca virtual Nacionales Intemacionales

& Inicio » Investigacion » Biologia y Patologia Hemorragica » Grupo Espaiiol de Alteraciones Plaquetarias Congénitas (GEAPC) -

Registro Espanol de Trastornos Plaquetarios Congénitos
(RETPLAC)

—

Coordinadores: José Rivera Pozol y José Maria Bastida Bermejo2

https://seth.es/index.php/investigacion/biologia-y-patologia-hemorragica/grupo-espanol-de-alteraciones-plaguetarias-congenitas-geap.html



https://seth.es/index.php/investigacion/biologia-y-patologia-hemorragica/grupo-espanol-de-alteraciones-plaquetarias-congenitas-geap.html

Casos clinicos

+ Caso 1: AP trombocitopenia cronica
- Mujer de 56 afnos
- P=90.000

- Sangrado leve



| Y 4

Trastorno plaquetario congénito con predisposicion

* Mujer, 56 afnos K

Menorragia + hematomas + partos sin sangrado

* ISTH-BAT = 3 (no patoldgico)
« P=90x10%Ly VPM normal a) é é‘/

* Frotis = sin dismorfias

SMD del7q
TPH-DNE

e Historia familiar: 6&

LMA

Lamolda M et al. Stem Cell Res. 2019; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



Trastorno plaquetario congénito con predisposicion

* Mujer, 56 afnos E

Menorragia + hematomas + partos sin sangrado

* ISTH-BAT = 3 (no patoldgico)
« P=90x 10%LYy VPM normal i é b é‘/

* Frotis = sin dismorfias

SMD del7q
TPH-DNE

» Historia familiar: 5&

» Diagnodstico molecular NGS: tMa

Trastorno plaquetario congénito
con predisposicion a LMA | RUNX1, ex6n 6, p.Thr196Ala |

(FPD/AML)

Seleccion donante para HSCT

Consejo genético

Lamolda M et al. Stem Cell Res. 2019; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019



Trombocitopenias congénitas con predisposiciéon neoplasica en Espaia

1357 Inherited Thrombocytopenias Predisposing to Hematologic Neoplasms. Experience of the
Spanish Group for Inherited Platelet Disorders (GEAPC)

Program: Oral and Poster Abstracts

Session: 509. Bone Marrow Failure and Cancer Predisposition Syndromes: Congenital: Poster |

Hematology Disease Topics & Pathways:

Research, Bleeding and Clotting, bleeding disorders, Acquired Marrow Failure Syndromes, epidemiology, Bone Marrow Failure
Syndromes, Inherited Marrow Failure Syndromes, Clinical Research, platelet disorders, Genetic Disorders, hematopoiesis,
Diseases, thrombocytopenias, Biological Processes

Saturday, December 9, 2023, 5:30 PM-7:30 PM

Jose Maria Bastida, MD, PhD"", Ana MarAn-QuAlez®", Ana Zamora®", Maria Rocio Benito Sanchez, PhD"", AgustAn Rodriguez
Alen®", Teresa Sevivas*", Pedro Luis GA’mez-GonzAjlez”", Lorena DAaz-Ajenjo"", Nora Butta, PhD*", Rosa M. Campos®", Paola
Escribano”, Jorge Huertas-Aragoneses®”, Monica Lopez-Duarte®”, Antonio LeA®n’”", Angela Mompel'"", Raquel De OAta

Navarrete, MD'Z", Irene PelAjez-Pleguezuelos’®’, Fernando JesA®s Ramos-Ortega, MD'#", Elena Sebastian’", Claudia Serrano'®,

Cristina Sierra-Aisa’”", Pablo Velasco, MD'8, Laura Murillo'®", Rosa Vidal-Laso?", Meritxell Nomdedeu, MD?%", Jordi Esteve
Reyner, MD?"", JesA°s MarAa HernAjndez-Rivas, PhD??, Jose Rivera Pozo, PhD?* and Maria Luisa Lozano, MD, PhD?"

« TPy sangrado leve/moderado

« VPM=normal

« Test funcion plaquetaria inespecifico (ADP / Col)
» CMF = GPla (RUNX1-RD)

« Herencia autosémica dominante

* Neoplasia (2° hit):

25.5% of cases

DiGeorge
Sitosterolemia

ose —ACTN1RT

DIAPHI-RT

[

—MYHORD

TUBB1RT

Stormorken syndrome
SLENTART 9
aps

SRCRD

GATA1:RD.

___RUNX1-RD

Clinical characteristics RUNX1-RT = 30 (17 families) ETV6-RT = 7 (4 families) ANKRD26-RT = 16 (5 families)

Thrombocytopenia (TP) 27 (90%) 7 (100%) 16 (100%)
Bleeding (ISTH-BAT) 2(0-12) 0(0-4) 15(042)
3(19%)

M;E-(:::a%o)%) 1(14%) MDS: 1 (33%)

Malignancy Ry ALL: 1 (100%) AAL: 1 (33%)

il Median age: 12y Solid: 1 (33%)

age: 48y ( ) Median age: 53y (25 - 81)

Other clinical findings

Family history of TP

Family history of malignancy

Bleeding (ISTH-BAT)

Impaired aggregometry

Impaired flow cytometry

6 (20%) dermatological disorders
Eczema and/or atopic dermatitis
9 families (53%)

4 families (100%) 5 families (100%)

9 families (53%) 2 families (50%) 2 families (40%)
2(0-12) 0(0-4) 1,5(012)
n =14 patients studied n = 2 patients studied n = 11 patients studied

13 (93%) mainly Col 2pg/mi 2 (100%) at least one agonist 5 (45%) at least one agonist

n =_14 patients studied
- D GPla = 11 (80%)
&J & and & granules secretion = 8 (57%)

_ n = 2 patients studied _ n = 11 patients studied
&3 @ and & granules secretion = 2 (100%) &J @ and & granules secretion = 5 (45%)

Bastida JM, et al. ASH. 2023



¢ Se simplifica el manejo del paciente con TPC?

« Si paciente con TP leve +/- sangrado leve AD y/o trombocitopatia leve
* Sin historia de hemopatia:
- Hallazgos en RUNX1, ANKRD26 o0 ETV6 ¢, Qué implicaciones (éticas) tiene?
- ¢Qué riesgo individualizado hay de leucemia?
- ¢ Existe un tratamiento preventivo?
- ¢ Estudio en nifnos?
- Sobreinterpretacion / o no interpretacion adecuada de resultados

- Puede provocar mas trastorno que el propio trombocitopenia/ sangrado

- ¢Frustracién, depresién?

« Importancia del Cl y decidir si investigar o conocer esainformacion

Greinacher A et al. Blood. 2019; Bastida JM et al. Semin Thromb Hemost. 2019;
Downes K et al. J Thromb Haemost. 2020; Ver Donck F et al. J Thromb Haemost. 2020



Casos clinicos

+ Caso 1: AP trombocitopenia cronica » Caso 2: Pediatria— PTl refractaria
- Mujer de 56 afios - Varon de 5 afios
- P=90.000 + sangrado + AF de neoplasia - Trombocitopenia grave + sangrado

-  RUNX1-RD - Refractariedad tratamientos



Trombocitopenia grave vs PTI

» Vardn 5 afos, caucasico, epistaxis 2 shock hipovolémico (UCI)
« P<20.000/ mm3; VPM:16 fL; Frotis: megatrombocitos =— PTI
* Medulograma/ CMF / Cariotipo / Molecular = normal

Bastida JM, et al. Platelets. 2017; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018



Trombocitopenia grave vs PTI

Vardn 5 afios, caucasico, epistaxis =2 shock hipovolémico (UCI)
P<20.000 / mm3; VPM:16 fL; Frotis: megatrombocitos =— PTI

Medulograma / CMF / Cariotipo / Molecular = normal

Transfusion

Plaguetas / mm?3 .
Inmunoglobulinas L
40,000 - Rituximab l

Romiplostin
35.000 A SromD
| MPDN rombopag MPDN DXM l

30.000 l

25.000 l l l
20.000 A l

15.000 -
10.000 -
5.000 A

0

Dic- MPDN - Metilprednisolona / DXM: Dexametasona Ene-15
10

Refractariedad a 6 lineas de tratamiento de PTI

Bastida JM, et al. Platelets. 2017; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018



Sindrome Wiskott-Aldrich

$
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:::::

NGS = WAS; Exon 9; ¢.802delC

Bastida JM, et al. Platelets. 2017; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018



Sindrome Wiskott-Aldrich
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Bastida JM, et al. Platelets. 2017; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018
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Romiplostin  Eltrombopag MPDN
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Dic-10

—
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/ —— e " &
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Bastida JM, et al. Platelets. 2017; Bastida JM, et al. Haematologica. 2018



Casos clinicos

+ Caso 1: AP trombocitopenia cronica » Caso 2: Pediatria— PTl refractaria
- Mujer de 56 afios - Varon de 5 afios
- P=90.000 + sangrado + AF de neoplasia - PTI multi-refractaria
- RUNX1-RD - Sindrome Wiskott-Aldrich

+ Caso 3: Ginecologia - hematoma vaginal
- Mujer de 39 afios
- Hematoma vaginal tras parto no traumatico

- P=195x109%L + hemostasia secundaria N



Mujer 39 afios + parto no traumatico:

Hematoma vaginal post-parto espontaneo

Historia hemorragica: ISTH — BAT (6)
Hematomas, metrorragia, HPP con Tx CH

No AF de sangrado

Hemograma > Hb = 10,2 g/dL
Cr + PFH + ferropenia + PCR = normal

Coagulacion: normal

PFA100 Col-ADP / Col-EPI = normales
FVW y FEXIIl = Normales
Dosificacion factores ambas vias = normal



épista? - historia dirigida - meniscopatia




épista? - historia dirigida - meniscopatia




Ehlers-Danlos tipo vascular / no olvidar

Mujer 39 afos
Hematoma vaginal post-parto
- No traumatico
Hematomas y metrorragia (ISTH — BAT = 6)
Rotura menisco y ligamento LI bilateral

“mala pisada”

Complicacién vascular intraoperatoria

\

O

Complicacién cardiaca 35a

Posible IAM a 37a

O,

O

5



Ehlers-Danlos tipo vascular / no olvidar

Complicacién vascular intraoperatoria

Mujer 39 afios N
Hematoma vaginal post-parto O

- No traumatico Complicacién cardiaca 35a
Hematomas y metrorragia (ISTH — BAT = 6) O O
Rotura menisco y ligamento LI bilateral ’

. Posible IAM a 37a /
“mala pisada”

NGS: heterocigosis exon 27 en COL3A1
NM_000090.3

€.1889G>A,; p.Gly630GIu

VUS + segregacion compatible = LPV
Ehlers-Danlos tipo vascular

* Aneurisma (2,6 mm) en A. comunicante anterior



Casos clinicos

+ Caso 1: AP trombocitopenia cronica » Caso 2: Pediatria— PTl refractaria
- Mujer de 56 afios - Varon de 5 afios
- P=90.000 + sangrado + AF de neoplasia - PTI multi-refractaria
- RUNX1-RD - Sindrome Wiskott-Aldrich
+ Caso 3: Ginecologia - hematoma vaginal + Caso 4: Hematologia — TP + clinica asociada
- Mujer de 39 afios - Vardn 44 aios
- Hematoma vaginal tras parto no traumatico - P=12.000 + sangrado

- Sindrome de Ehlers-Danlos - Retraso lenguaje + prolapso valvula mitral



TP grave + sangrado + sindrome = GALE - RD
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Normal: 2% / Enlarged: 14%
Giant: 30%

Grey: 54%
Bastida, JM et al. ASH. 2021; Marin-Quilez A, et al. Blood. 2023



TP grave + sangrado + sindrome = GALE - RD
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cimpacto de la glicosilacion en Plaquetas y MKpoyesis?

* Glycosylation - complex post-translational modifications (N-linked / O-linked)

« Mutations affecting glycosylation / sialylation - abnormal platelet production / function

« Therole of platelet glycosylation has not been rigorously explored

Transcription
Factors/Splice Factors STIM1
GATAT TRPM7
GFI1B

IZKF5 ﬂ:
RNU4ATAC
RUNX1

ETV6

FLIT

HOXA11

EVIT

RBMSA

Receptors/Signaling
PTPRJ

GP1BA

GP1BB

GP9 %
ITGA2B -ﬁ

ITGB3

PRKACG
SLFN14
ANKRD26

ABCGS5

lon Channels °*

— 4

Metabolism/Mitochondria

ABCG8 m
MPL cYecs

THPO

Cytoskeleton
TUBB1

acvt 4

TPM4
MYH9
DIAPH1
FLNA
cDhC42
WAS
WIPF1
ARPC1B

(( FYB
Sialylation
GNE
SLC35A1
GALE ;

Other
NBEALZ2
MPIG6B
SRC
KDSR

o
N-glycans
O-glycans .00- ,
' L&
[} .0'
'GAG
. : _
Production

Clearance

Warren JT & Di Paola J. Blood. 2022; Falet H, et al. Blood. 2022

Platelets

Circulation

’ Sialic acid
O Galactose



Nuevo mecanismo: alt glicosilacion & formacién pro-plaquetas

Regular Article

PLATELETS AND THROMBOPOIESIS

Novel variants in GALE cause syndromic
macrothrombocytopenia by disrupting glycosylation
and thrombopoiesis

Ana Marin-Quilez,'* Christian Andrea Di Buduo,”* Lorena Diaz-Ajenjo,’ Vittorio Abbonante,”® Elena Vuelta,' Paclo Maria Soprano,2
Cristina Miguel-Garcia, Sandra Santos-Minguez,' Inmaculada Seramito-Gémez,' Pedro Ruiz-Sala,* Maria Jesis PeRarubia,”
Emilia Pardal,® Jestis Maria Hernandez-Rivas,'”” José Ramén Gonzalez-Porras,’ Ignacio Garcia-TuAdn,"® Rocio Benito,’ José Rivera,” ¥

Alessandra Balduini,> %" and José Marfa Bastida’""*

Reduced

GPIb-IX-V

X X i ' complex

. L] A totic platelet:
i ! Hypoglycosylated 3 popitic platelets
GAXE GPlba 'il ey

‘\* //7 / Hypoglycosylated 7& R J\ : SR
i / B1 integrin \ ( g \ . '_ 5 e E
GPlba [ vWF°8° 'i ° WF ; 7 8T
[ﬁl (a-granule) "’\J«ﬂ .
integrin Hypoglycosylated e

B1 integrin

Bastida, JM et al. ASH. 2021; Marin-Quilez A, et al. Blood. 2023



Take home messages

« Diagnostico integrado - centros de referencia
- Clave sospecha (historia + escalas sangrado + frotis)

- Diagnostico molecular por NGS - salto de calidad — mejora en el diagndéstico
- Primeros pasos del algoritmo
- Unificar — estandarizar
- Equipos multidisciplinares / clasificacion de variantes / interpretacion
- Consentimiento informado — ética
- Investigacion bésica — traslacional — clinica — epidemioldgica

- Colaboracion nacional vs internacional

* Registro de pacientes (RETPLAC): nacional / internacional

 No avances importantes en el tratamiento en el momento actual
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