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Laboratorni diagnostika imunitné
podminénych trombocytopenii
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SOUHRN: Imunitné zprostiedkované trombocytopenie vznikaji v dlisledku aloprotilatek nebo autoprotilatek namitenych proti povrchovym
antigenlm trombocytl. RozliSujeme pét hlavnich typl trombocytopenii, u kterych se testuji protilatky proti trombocytdm: imunitni
trombocytopenie, polékové imunitni trombocytopenie, fetalni a neonatalni aloimunitni trombocytopenie, potransfuzni purpura a refrakternost
k trombocytovym transfuznim pfipravkim. Laboratorni diagnostika zahrnuje detekci a identifikaci volnych protilatek ptitomnych v séru nebo
plazmé pacienta pomoci nepfimych testl nebo protildtek navazanych na antigeny pacientovych trombocytl prostiednictvim piimych testd.
Analyza krevnich vzorkd ke stanoveni protilatek proti trombocyttiim byva v praxi komplikovana nedostatecnou citlivosti nékterych laboratornich
testd. Identifikace specifickych protilatek proti HPA antigendm poskytuje dulezité informace, které mohou pomoci ve stanoveni klinické dia-
gndzy imunitné zprostiedkovaného onemocnéni.
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SUMMARY: Immune-mediated thrombocytopenias are caused by alloantibodies or autoantibodies directed against platelet surface antigens.
This group of immune disorders is divided into five types of thrombocytopenias in which platelet antibody testing is possible: immune
thrombocytopenia, drug-induced immune thrombocytopenia, foetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia, post-transfusion purpura,
multi-platelet transfusion refractoriness. Laboratory testing involves detection and identification of patient serum antibodies using indirect
tests or antibodies attached to patient platelets using direct tests. The analysis of blood samples for platelet antibody detection is complicated
due to insufficient sensitivity of some laboratory tests. Identification of platelet-specific HPA antibodies provides important information, which
facilitates the clinical diagnosis of immune-mediated disorder.

Key words: immune-mediated thrombocytopenia - HPA - HLA

UvVOoD

Trombocyty vznikaji odstépova-
nim cytoplazmy zralych megakaryo-
cytll v kostni dfeni. Jeden megakaryo-
cyt je schopen vyprodukovat pfiblizné
1 000-5 000 trombocytd. Jejich pocet
v periferni krvi je regulovan trombopo-
etinem. Jedna se o klicovy cytokinovy
hormon, ktery reguluje produkci me-
gakaryocytl a trombocyt(. Primarné
je syntetizovany v jatrech a podporuje
megakaryocyty k produkci trombocytd
v kostni dfeni vazbou na c-Mpl receptor.
Fyziologicka hodnota trombocytt v krvi
zdravého jedince se pohybuje v roz-
mezi 150-450x10%I. Trombocyty cir-

kuluji v krvi pfiblizné 7-10 dni, starnuti
trombocytll se projevuje postupnymi
zménami v morfologii, aktivaci a v hus-
toté povrchovych receptord. Zanik sta-
rych a poskozenych trombocytl nebo
trombocytl s navazanymi protilatkami
probihd pfevazné ve sleziné a v jatrech
a v mensi mire v kostni dreni [1,2].
Patologicky stav, kdy dochazi ke sni-
zeni poctu trombocytd pod hodnotu
150x10%1, se oznacuje jako trombo-
cytopenie. Pfic¢iny vzniku trombocy-
topenie mohou byt vrozené nebo zis-
kané a podle zavaznosti se déli na
trombocytopenii lehkou (trombo-
cyty > 70x10%/1), stfedné tézkou (trom-
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bocyty 20-70x10°1) a tézkou (trom-
bocyty < 20x10%1). Pacienti s poctem
trombocytl presahujicim 50x10%I jsou
casto asymptomaticti. Ke spontannimu
krvaceni dochazi vétsinou az pfi po-
klesu poctu trombocytl pod hodnotu
20x10%/I. Pficinou trombocytopenie
muze byt snizenad produkce trombocytl
v kostni dfeni, kdy je ovlivnéna produkce
megakaryocytd (napf. dieriovy utlum,
infiltrace kostni dfené malignimi bun-
kami, myelodysplasticky syndrom, in-
fekce) nebo zvyseny zanik trombocytd
v periferii (napf. trombotické mikroan-
giopatie - hemolyticko-uremicky syn-
drom, tromboticka trombocytopenicka




purpura (TTP), dale infekce, disemino-
vand intravaskuldrni koagulace (DIC),
mechanické poskozovani trombocytl
u pacientt s umélou srdec¢ni chlopni ¢i
konzumpce trombocytl pii mimotélni
membrénové oxygenaci) [3]. ZvySeny
zanik trombocytl mlze byt také zpu-
soben pfimym toxickym uc¢inkem réz-
nych 1ékd a dalsich substanci nebo, jak je
tomu v pfipadé imunitnich trombocyto-
penii, destrukci trombocytl zprostied-
kovanou protilatkami. Autoprotilatky
jsou namifené proti vlastnim trombo-
cytovym glykoproteintim (GP) z divodu
ztraty tolerance vlastnich antigen, alo-
protilatky vznikaji imunizaci jedince vici
antigendm, které v jeho fenotypu chybi
a je jim vystaven pfi transfuzi, béhem té-
hotenstvi nebo po transplantaci. Pro-
tilatky jsou schopny se vdzat na mem-
branu trombocyt(, iniciovat patogenezi,
kterd kon¢i dysfunkci a destrukci trom-
bocytl s typickymi klinickymi pfiznaky,
jako jsou petechie, ekchymézy az krva-
ceni, nejc¢astéji z nosu a dasni, do zaziva-
ciho ¢i urogenitalniho traktu, vyjimecné
do mozku [4,5].

Specifické antigeny trombocytl se
nazyvaji HPA (human platelet antigens).
Kromé téchto HPA antigenl trombo-
cyty také exprimuji antigeny, které se
nachdzeji i na jinych typech bunék, tzv.
non-HPA antigeny: GPIV [CD36], CD109,
antigeny cervenych krvinek li, Lewis
a P, lidské leukocytérni antigeny |. tfidy
(human leukocyte antigens — HLA) a an-
tigeny krevné skupinového systému
ABO [6]. V soucasné dobé je zndmo
41 HPA, které jsou exprimovany na
6 rliznych trombocytovych glykoprotei-
nech, GPIlb, GPllla, GPlba, GPIbp, GPla
a CD109. Databaze HPA antigen( je do-
stupna na http://www.versiti.org/HPA.
Dvanact HPA antigenl( je uspofadano do
Sesti bialelickych systém: HPA-1, HPA-2,
HPA-3, HPA-4, HPA-5 a HPA-15 [7]. Alela
oznacend ,a” se vyskytuje ve vyssi frek-
venci v populaci nez alela oznacend ,b".
HPA antigeny, u kterych byly deteko-
vany protildtky pouze proti jednomu
ze dvou antigen(, jsou oznaceny inde-
xem,w" (napf. HPA-10bw). Pfevazna vét-

sina HPA antigenl je lokalizovdna na
GPIIb/INla [8,9].V pfipadé autoimunitnich
trombocytopenii se autoprotilatky tvori
nejcastéji proti glykoproteinovym kom-
plexdim GPlIb/llla a GPlb/IX, méné casto
proti GPla/lla [4].

Trombocytopenie, u kterych je poza-
dovano testovani protildtek proti trom-
bocytim, miZeme rozdélit do péti ka-
tegorii. Je to imunitni trombocytopenie
(immune thrombocytopenia — ITP), ktera
je charakterizovana tvorbou autoprotila-
tek proti vlastnim trombocytlim vedou-
cich k jejich predcasné destrukci. Polé-
kové trombocytopenie (drug-induced
immune thrombocytopenia — DITP) zpu-
sobuji protilatky asociované s léky, pato-
geneze DITP je slozitd a existuje nékolik
rliznych mechanizmd, kterymi tyto pro-
tilatky podporuji destrukci trombocyta.
V pfipadé fetdlni a neonatdlni aloimu-
nitni trombocytopenie (fetal and neo-
natal alloimmune thrombocytopenia
— FNAIT) prochazi matefské 1gG proti-
latky produkované proti paterndlnim
antigenlim na trombocytech plodu pres
placentu a zpUsobuji trombocytope-
nii plodu. Potransfuzni purpura (post-
-transfusion purpura - PTP) je vzacnou
komplikaci krevni transfuze. Je zpUso-
bena HPA auto- nebo aloprotilatkami,
vyskytuje se obvykle mezi 5. a 10. dnem
po transfuzi, nej¢astéji po transfuzi trom-
bocytu. Refrakternost k trombocytovym
transfuznim ptipravkm (multi-platelet
transfusion refractoriness — MPTR) pred-
stavuje komplikaci v souvislosti s opako-
vanymi transfuzemi trombocytU, kdy vy-
tvorené protildtky proti HLA antigentm
u pfijemce nic¢i transfundované trom-
bocyty. Vzacnéji mize byt refrakternost
zpUsobena protilatkami proti specific-
kym HPA antigentm [4,10].

Po zjisténi trombocytopenie je dife-
rencialni diagnostika zaméfena na zjis-
tovani pfic¢in jejiho vzniku. Produkce
trombocytd v kostni dfeni mlze byt
snizena v dUsledku diefiového utlumu
(idiopaticky, polékovy) nebo infiltrace
kostni dfené malignimi burikami. Na pe-
riferii dochazi k dbytku trombocytl pfi
hypersplenismu, v dlisledku plsobeni
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(auto)protilatek, pfi zvysené spotiebé
trombocytl u DIC, heparinem induko-
vané trombocytopenie (HIT) nebo v di-
sledku zvySené ztraty pfi krvaceni a di-
luce pfi prevodu nahradnich roztoku [3].
Soucasti diagnostiky trombocytopenie
je mimo jiné i problematika vysetfovani
protildtek proti trombocytdm, kterou se
zabyvaji specializovana pracovisté, jako
jsou HLA laboratofe a imunohematolo-
gické laboratofre. Vysledky pfitomnosti
¢i absence protilatek proti trombocy-
tlm v séru pacienta nebo autoprotila-
tek védzanych na trombocyty pfispivaji
ke stanoveni klinické diagnézy. K ne-
pfimym testiim k detekci volnych pro-
tilatek proti trombocytlim patii destic-
kovy imunofluorescencni test (DIFT),
enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), priitokova cytometrie (FC) a mo-
noclonal antibody-specific immobiliza-
tion of platelet antigen (MAIPA). Testy
se provadi ze vzorku srazlivé krve. Dia-
gnostické trombocyty se zpravidla ziska-
vaji izolaci z buffy coat podle typu testu
od 2-3 darcl krve krevni skupiny 0. Tyto
nepfimé testy se provadi v pfipadé dia-
gnoz FNAIT, PTP a pfi MPTR [10]. Pfimé
testy detekuji autoprotilatky vdzané na
pacientovy trombocyty. Jsou senzitiv-
né;jsi a specifictéjsi pro detekci autopro-
tilatek nez testy neprimé. Autoprotilatky
jsou nejlépe detekovatelné ve vazané
formé na trombocytech pacienta meto-
dou FC nebo MAIPA ze vzorku nesrazlivé
krve. Kazdy z uvedenych testd ma urcité
limitace, a proto je vhodna kombinace
jednotlivych testd. Identifikaci alopro-
tilatky je mozné provést testem MAIPA,
ktery je ¢asové narocny a je k nému
nutné mit panel HPA otypovanych trom-
bocytl. Modernéjsi zplsob testovani
protilatek proti trombocytdm vyuziva
fluorescencné znacené mikrocastice
(beads) s navazanymi GP, které se inku-
buji se sérem pacienta. Méreni a hodno-
ceni pritomnosti protilatek se provédina
analyzatoru Luminex/LABScan [11]. Test
PakLx (Immucor GTI Diagnostic, USA)
umoziuje detekci a specifikaci protila-
tek proti HPA antigendim lokalizovanych
na GPlIb/llla - HPA-1a, -1b, -3a, -3b, -4a,

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(3): 232-239




Diagnostika imunitnich trombocytopenii

Tab. 1. Laboratorni vysetfeni pro jednotlivé diagnozy.

Diagnéza Vzorek Test*
DITP srazliva krev FC
FNAIT srazliva krev (matka) DIFT, ELISA, FC, MAIPA, PakLx, LCT
nesrazliva krev (novorozenec) FC, MAIPA, HPA genotypizace
nesrazliva krev (matka) HPA genotypizace
nesrazliva krev (otec) HPA genotypizace, CM
PTP srazlivéa krev DIFT, ELISA, FC, MAIPA, PakLx
nesrazliva krev FC, MAIPA, HPA genotypizace
MPTR srazliva krev LCT, LABScreen Single Antigen Class I, CM
DIFT, ELISA, FC, MAIPA, PakLx
[TP** nesrazliva krev FC, MAIPA
srazliva krev MAIPA, PakLx

Poznamka

problematickd detekce polékovych protildtek
detekce, identifikace protilatek

vézané protilatky

PCR testovani HPA antigent

pokud vzorek novorozence neni k dispozici
(auto)protilatky v séru

primé testovani limitovano poctem trombocytl
a-HLA protilatky, vétsina pfipadd MPTR
protildtky proti trombocytdim v séru

vazané autoprotilatky

autoprotilatky v séru

** pomocné pouze v urcitych pfipadech

* spektrum provadénych testli se mize v jednotlivych laboratofich lisit

CM - kfizova zkouska, DIFT — destickovy imunofluorescencni test, DITP — polékova trombocytopenie, ELISA - enzyme-linked immuno-sor-
bent assay, FC - pritokova cytometrie, FNAIT - fetdlni a neonatalni aloimunitni trombocytopenie, HLA - lidské leukocytarni antigeny,

HPA - specifické antigeny trombocytd, ITP — autoimunitni trombocytopenie, LABScreen Single Antigen Class | - test k identifikaci HLA
antigen I. tfidy technologii xMAP Luminex, LCT — lymfocytotoxicky test k detekci a-HLA protildtek, MAIPA — monoclonal antibody-spe-
cific immobilization of platelet antigen, MPTR - refrakternost k trombocytovym transfuznim pfipravkam, PakLx - test k detekci a identifi-
kaci protildtek technologii xMAP Luminex, PCR - polymerazova fetézova reakce, PTP — potransfuzni purpura

-4b; na GPIb/IX - -2a, -2b; na GPla/lla-
-5a, -5b; GPIV a anti-HLA protilatek I.
tfidy. PakLx test neumoznuje detekci
protilatek proti antigenu HPA-15. Vyho-
dou pouziti tohoto testu je rychlé pro-
vedeni z malého mnozstvi vzorku bez
otypovaného panelu trombocyta [12].
Antigenni systém HPA-15, ktery je loka-
lizovan na glykoproteinu CD109, je cha-
rakterizovan nizkou expresi na trom-
bocytech, exprese je variabilni mezi
jedinci a CD109 molekula je nestabilni
pfi zpracovani trombocytld, coz také
prispiva k problematické detekci anti-
-HPA-15 protilatek [13]. Prehled dostup-
nych vysetfeni u jednotlivych typl trom-
bocytopenii je uveden v tab. 1.

IMUNITNI
TROMBOCYTOPENIE

Jedna se o heterogenni autoimunitni
onemocnéni charakterizované produkci
autoprotilatek namifenych proti antige-
ndm trombocytd. Onemocnéni je defi-
novéno do¢asnym nebo trvalym snize-
nim poctu trombocytl (vétSinou pod
100x10%1) v dlsledku zrychlené de-
strukce a/nebo zhorsené produkce

trombocytl s naslednym zvysenym ri-
zikem krvaceni [14]. Autoimunitni pro-
ces je podminén vzajemnou interakci
mezi trombocyty, antigen-prezentu-
jicimi burikami, B- a T-lymfocyty a na-
konec vede k tvorbé protilatek proti
povrchovym GP trombocytt. | kdyz po-
¢atecni impulzy, které vedou k autoimu-
nité, nejsou jesté Uplné jasné, autopro-
tilatky a autoreaktivni CD8+ cytotoxické
T-lymfocyty spousti destrukci trombo-
cytd a zhorsuji produkci trombocytl
megakaryocyty v kostni dieni. Se zavaz-
nosti trombocytopenie narlsta riziko kr-
vacivych projev(, které jsou typické na
kazi a sliznicich. U déti predstavuje ITP
nejcastéjsi ziskané krvacivé onemoc-
néni, manifestaci akutni formy vétsinou
predchazi infekce. U dospélych, na rozdil
od déti, je tendence pfechodu onemoc-
néni do chronické formy. Az dvé tretiny
pacientl s chronickou formou ITP do-
sdhnou parcidlni nebo kompletni remise
po nékolika letech [15].

Nejcastéjsi infekéni agens v souvis-
losti s ITP jsou Helicobacter pylori, virus
hepatitidy C a virus lidské imunodefi-
cience, méné casto cytomegalovirus,
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Epstein-Barrové virus a dalsi [16]. Jednim
z predpokladanych mechanizmd, kte-
rym infekce vedou k autoimunité, jsou
tzv. molekuldrni mimikry, kdy virové pro-
teiny napodobuji trombocytové recep-
tory, aby unikly imunitnimu systému.
V ptipadé imunitni odpovédi proti témto
virovym proteindm muze dojit ke zkii-
Zené reaktivité proti trombocytovym re-
ceptorim, kterd nasledné vede k tvorbé
autoprotilatek namifenych jak proti viro-
vym proteintm, tak i proti trombocyto-
vym receptordim [19].

V soucasné dobé neexistuje zadny la-
boratorni test nebo klinicky parametr,
ktery by jednoznacné potvrdil diagnézu
ITP. Diagndza je stanovena po vylou-
¢eni jinych pfic¢in trombocytopenie,
tedy per exclusionem. P¥iblizné u 60 %
pacientl s ITP jsou detekovatelné au-
toprotilatky, které jsou nej¢astéji nami-
feny proti GPIIb/llla (cca 70 %) a/nebo
proti komplexu GPIb/IX/V (cca 25 %). Ve
sporadickych pfipadech byly deteko-
vany i protildtky proti GPla/lla nebo GPVI
(cca 5 %) [16]. Autoprotilatky urychluji
odstrafiovani trombocytl prostiednic-
tvim makrofagd a dendritickych bunék




ve sleziné, komplementovych depozit,
apoptdzou trombocytl nebo inhibici
megakaryocytové produkce trombo-
cytd. Vétsina autoprotilatek nalezenych
u pacientd s chronickou ITP jsou proti-
latky tfidy IgG, IgM a sporadicky IgA [17].
Z genetickych rizikovych faktord se dale
uvadi asociace mezi ITP a jednonukleo-
tidovym polymorfismem v genech koé-
dujicich nékteré cytokiny nebo chemo-
kiny [16]. Nové biomarkery, jako jsou
mikroRNA, které reguluji hladinu cyto-
kin a dalSich imunitnich komponent,
jsou také povazovany za potenciondlni
rizikovy faktor ITP [18].

Testovani autoprotildtek proti trom-
bocytdim neni soucasti standardniho
diagnostického programu pro nové dia-
gnostikované ITP, avsak detekce pro-
tilatek mGze nékdy pomoci potvrdit
diagndzu ITP, pfipadné vyloucit jiné dia-
gnozy. Testovani protilatek by mohlo byt
pfinosné u pacientl s perzistentni nebo
chronickou formou ITP a u atypickych
prabéhl onemocnéni [15]. Az u 40 %
pacientl nejsou detekovany protilatky.
Detekce protildtek je ovlivnéna fadou
faktord, jako jsou napf. citlivost daného
testu, typ pouzitych monoklondlnich
protilatek, zplsob zpracovani vzorkd
v laboratofi a také zkuSenost labora-
tore se vzorky s nedostate¢nym poctem
trombocytU. Priikaz protilatek diagnozu
ITP podporuje, negativita ji oviem ne-
vylucuje. V nékterych pfipadech nebyva
pfitomna pozitivni korelace mezi pfi-
tomnosti protilatek v séru, poctem trom-
bocytd a klinickymi pfiznaky pacienta.
Pravdépodobné je to v dlsledku toho,
Ze v akutni fazi onemocnéni trombocyty
absorbuiji protilatky ze séra a ty jsou na-
sledné eliminovany z cirkulace [21].

Autoprotilatky je mozné testovat ve
vazané formé na trombocytech meto-
dou FC nebo MAIPA. Toto vysetieni se
provadi ze vzorku nesrézlivé krve, ze kte-
rého jsou izolovany trombocyty k pfi-
mému prukazu navdzanych protilatek.
Vysetfeni protilatek Ize provést i ze séra,
které je nejdfive inkubovano s darcov-
skymi trombocyty krevni skupiny 0. Po-
zitivni vysledek znamend pfitomnost au-

toprotilatek vazanych na trombocytech
nebo volnych, pfitomnych v séru. Vzorek
nesrazlivé krve k detekci vazanych auto-
protilatek je nutno zpracovat co nejdfive
po odbéru, testovana séra pacientl Ize
zamrazit pro pozdéjsi analyzu [10,22].
V patogenezi ITP se uplatnuji pouze au-
toprotilatky proti specifickym GP trom-
bocytl. Anti-HLA protilatky, se kterymi
se v praxi setkdvame podstatné castéji,
pficinnou souvislost s ITP nemivaji [15].

POLEKOVE IMUNITNI
TROMBOCYTOPENIE
V souvislosti s uzivanim nékterych 1éki
se u pacienta muze vyskytnout DITP,
kterd ¢asto nemusi byt ihned rozpo-
znana. Jednd se o zadvazny klinicky pro-
blém, ktery se projevuje vyraznou
trombocytopenii ¢asto doprovaze-
nou krvacivymi projevy, které mohou
vést az k umrti pacienta. DITP je vyvo-
ldna protilatkami, které jsou specifické
pro dany |ék. Tyto protilatky se vaZzou
Fab oblasti na membranové GP trom-
bocytl pouze v pfitomnosti daného Ié-
¢iva a vedou k jejich destrukci [23]. DITP
se typicky vyviji za 1-2 tydny po nasa-
zeni nové medikace nebo v priibéhu né-
kolika hodin po opétovné expozici da-
nému léku. Pocet trombocytl je obvykle
mensi nez 20x10%/1, nastup trombocyto-
penie je rychly a byva provéazen krvaci-
vymi projevy. DITP obvykle za¢ind ustu-
povat béhem 1-2 dni po vysazeni |éku,
ktery DITP vyvolal, a odeznéni vech kli-
nickych projevi Ize o¢ekévat pfiblizné
do tydne. Protilatky viak mohou pretr-
vdavat fadu let, proto je dllezité dany lék
vyloucit z medikace. DITP se vyskytuje
obvykle u hospitalizovanych pacientt
s bohatou farmakologickou anamnézou
a komorbiditami, klinicky obraz je ¢asto
nerozpoznatelny od ITP a mlze vést
k neadekvatni odpovédi na lécbu [24].
Rada lé¢iv mlize zpGsobit trombocy-
topenii imunitnim nebo neimunitnim
mechanizmem. Neimunitni trombocyto-
penie je vyvolana potlacenim produkce
trombocytl (napf. chemoterapie) nebo
interferenci se specifickou funkci mega-
karyocytl (napf. bortezomid). Imunitné
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indukovana trombocytopenie konci
zrychlenou destrukci trombocytl z da-
vodu tvorby polékovych protilatek (napf.
valproat, soli zlata, chinin, chinidin, pe-
nicilin, ibuprofen, tirofiban, eptifibatid,
abciximab a dalsi) nebo imunokomple-
xovym mechanizmem aktivace trom-
bocytl (napf. heparin). Polékové pro-
tildtky proti megakaryocytidm mohou
také zpusobit imunitné zprostfedkova-
nou supresi produkce trombocytl [25].
Kromé [ékd mohou vyvolat DITP také né-
které napoje obsahujici chinin [26].

Dostupnost a spolehlivost labora-
torniho testovani protilatek, které se
vazou na trombocyty pouze v pfitom-
nosti léku, mlze potvrdit diagnézu
DITP. BohuZel neni dostupna zadna uni-
verzalni metoda pro testovani poléko-
vych protilatek, i kdyz nejcastéji uvadé-
nou metodou je FC z ddvodu senzitivity
testu a moznosti poskytnout kvantita-
tivni vysledek [25,27]. Testovani poléko-
vych protiladtek ma vsak urcitd omezeni,
ktera vedou k nizké senzitivité pouzitych
testl. Nékteré Iéky nejsou rozpustné pfi
neutralnim pH, DITP se mUze rozvinout
v dUsledku metabolitu daného léku,
ktery neni dostupny pro testovani a pfi-
tomnost jinych protildtek proti trombo-
cytim muze zkreslovat testovani. Dale
je obtizné optimalizovat koncentraci Ié-
¢iva pro testovani in vitro. Jako dalsi pri-
¢ina nizké senzitivity testl se uvadi slabd
vazba l[éku na trombocyty, kterd vede
k rychlému sniZeni poc¢tu molekul Iéku
na povrchu trombocytd, a proto je dle-
Zité udrzovat urcitou kritickou koncent-
raci léku ve viech promyvacich pufrech
az do konce testu [25,28].

FETALNI A NEONATALNI
ALOIMUNITNI
TROMBOCYTOPENIE

FNAIT je imunitné podminéné onemoc-
néni zplsobené tvorbou aloprotilatek
proti HPA antigen(im plodu a m{zZe vést
ke vzniku zédvazné trombocytopenie az
krvaceni u jinak zdravych novorozencd.
Vyskytuje se ve frekvenci pfiblizné jeden
pfipad na 1 000 porodl a je vyvolana
imunizaci matky vaci HPA antigendm
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plodu zdédénych od otce [29]. Nejcastéji
identifikovanou protilatkou u klinicky
zavaznych trombocytopenii je anti-HPA-
-1a. HPA-1a antigen exprimuje v kavkaz-
ské populaci pfiblizné 98 % Zen (geno-
typ HPA-1a/a nebo HPA-1a/b). Pfiblizné
2 % zen jsou HPA-T1a negativni (genotyp
HPA-1b/b). Tyto HPA-1a negativni zeny
jsou imunizovany inkompatibilnim fe-
talnim antigenem HPA-1a. Matefské IgG
prechazi pres placentu a vstupuji do fe-
taIni cirkulace vazbou na neonatélni Fc
receptor, vaZou se na fetdlni trombocyty
a zpUsobuji jejich destrukci. V zavislosti
na stupni zdvaznosti trombocytopenie
mohou byt néktefi novorozenci asym-
ptomaticti, tézsi formy fetalni trombo-
cytopenie vyvolavaji intrauterinni nebo
postnatalni krvacivé komplikace. Vétsina
pfipadl FNAIT je diagnostikovéna az po
porodu, 40-60 % novorozencl s FNAIT
pochdzi z prvniho téhotenstvi. U mir-
nych a stfedné tézkych forem se trombo-
cytopenie novorozence upravi béhem
nékolika dnl bez dalsich nésledk,
avsak zdvazné formy FNAIT provézené
intrakranialnim krvacenim mohou vést
k amrti nebo k zdvaznym neurologickym
postizenim [30]. Protilatka proti HPA-1a
antigenu je zodpovédnd za pfiblizné
80-85 % piipadd FNAIT, druhou nejcas-
t&jsi je protilatka proti HPA-5b antigenu
(10-15 % pfripadu). Protildtka proti HPA-
-1b antigenu zpUsobuje pfiblizné 6 %
pfipadl FNAIT [31].

PFiblizné asi 10 % HPA-1a negativ-
nich Zen s HPA-1a pozitivnim plodem
ma detekovatelné anti-HPA-1a pro-
tilatky. Tato nizka frekvence imuni-
zace je castecné vysvétlena prezen-
tovanim HPA-1a antigenu imunitnim
systémem matky, ktery je zavisly na ex-
presi HLA molekul Il. tfidy. Asi 90 % té-
hotnych zen, které vytvéfi anti-HPA-1a
protilatky, jsou HLA-DRB3*01:01 pozi-
tivni. Tato HLA-DRB3*01:01 alela spolu
s HLA-DRA alelou kéduji molekulu
HLA-DR52, kterd vaze peptidy s leuci-
nem v pozici 33 (HPA-1a), nikoli pep-
tidy s prolinem ve stejné pozici (HPA-
-1b). Pfi absenci této HLA alely u matky
je aloimunizace vzacna [32]. Loewenthal

et al. [33] uvadi, Ze také pfitomnost alely
HLA-DRB4*01:01 mUze ptispivat k roz-
voji FNAIT, zvlasté v kombinaci s ale-
lou DRB3*01:01. Jiné studie vsak pfi-
spévek DRB4*01:01 k rozvoji FNAIT
nepotvrdily [32,34].

Na trombocytech jsou kromé HPA
antigent exprimovany také HLA an-
tigeny I. tfidy. Protilatky proti HLA an-
tigentm |. tfidy jsou bézné detekova-
telné v pribéhu téhotenstvi (cca 30 %
téhotnych Zen) v zavislosti na citlivosti
dané detekéni metody. Vyskytuji se vy-
znamné castéji u Zen s viceCetnym té-
hotenstvim v anamnéze [35]. Je obtizné
zahrnovat anti-HLA protilatky do pato-
geneze FNAIT, protoze az 30 % téhot-
nych Zen je imunizovano proti HLA an-
tigendm |. tfidy a jejich narozené déti
nemaji trombocytopenii. V nékterych
pfipadech jsou vsak anti-HLA protilatky
jedinym zjisténim a moznym vysvétle-
nim FNAIT [36,37]. Pripady, kdy FNAIT je
pravdépodobné zplsobena aloprotilat-
kami proti HLA antigentim |I. tfidy, jsou
pomérné vzacné a zda se, ze vysoky titr
anti-HLA protilatek u matky by mohl byt
dulezitym rizikovym faktorem neona-
talni trombocytopenie [38].

Laboratorni diagnostika spociva
v prikazu protilatek proti trombocytiim
v séru matky, pfipadné u novorozence,
v HPA genotypizaci matky, novorozence
nebo otce v zdvislosti na dostupnosti
jednotlivych vzorkd. Pokud neni mozno
odebrat vzorek novorozenci, byva sou-
¢asti diagnostiky provedeni kfizové
zkousky (cross-match — CM) mezi sérem
matky a trombocyty otce, pokud je vzo-
rek od otce k dispozici. Vzorky od matky
a novorozence by mély byt odebrény co
nejdfive po porodu [39]. K detekci trom-
bocytovych protildtek v séru matky se
pouzivaji nepfimé laboratorni testy DIFT,
ELISA a FC. Soucasti diagnostiky je i vy-
Setfeni anti-HLA protilatek. Kromé sraz-
livé krve je nutné odebrat matce i vzorek
nesrazlivé krve do EDTA k HPA genoty-
pizaci. U novorozence, pokud je vzo-
rek k dispozici, je preferovéna nesrazliva
krev odebrana do EDTA k HPA genotypi-
zaci. Tento vzorek je mozné vyuzit také

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(3): 232-239

k rychlému prikazu vazanych protila-
tek na trombocytech metodou pfimé
FC, pokud laboratof toto vysetfeni pro-
vadi. V ptipadé, Ze vzorek od novoro-
zence neni dodén, pak by mél byt do-
Setfen otec. Odebira se nesrazliva krev
do EDTA k izolaci trombocyttd pro vyset-
feni CM a k HPA genotypizaci otce [4,10].
K identifikaci trombocytové protilatky
se pouziva test MAIPA nebo semikvan-
titativni test PakLx s vyuzitim technolo-
gie XMAP Luminex [40,41]. HPA genoty-
pizaci matky a ditéte je vhodné provést
i v pfipadé, ze protilatky proti trombo-
cytdm nebyly u matky detekovany. Tato
skute¢nost mlze nastat v pripadé pro-
tilatek s nizkou afinitou nebo v pfipadé
tzv. opozdénych protilatek, které mohou
byt detekovatelné nékolik tydnd po po-
rodu [39]. Laboratorni potvrzeni dia-
gnoézy FNAIT (pfitomnost anti-HPA proti-
latek namifenych proti neshodnym HPA
antigendm, inkompatibilita v HPA an-
tigenech) je dulezitym prognostickym
faktorem v péci o téhotnou Zenu v pii-
padé dalsiho téhotenstvi [29].

POTRANSFUZNI PURPURA

PTP je vzacnd komplikace krevni
transfuze se zavaznou, imunitné zpro-
stfedkovanou trombocytopenii, ktera se
vyskytuje opozdéné, nejcastéji 5-10 dni
po aplikaci. PTP je provazena krvaci-
vymi projevy v dlsledku zédvazné trom-
bocytopenie, ktera je pficinou 10-20%
mortality u pacientl s krvdcenim do
CNS. Incidence PTP se odhaduje asi na
1:50 000-100 000 transfuzi, avsak sku-
te¢ny vyskyt neni snadné urcit, pro-
toze PTP je pomérné obtizné diferenco-
vat od ostatnich trombocytopenii, a tak
pravdépodobné zlstava nerozpoznana
a podhodnocena [43]. Podobné jako
u FNAIT, 85 % pfipadd PTP je obvykle vy-
volano anti-HPA-1a protilatkou u jedinct
s HPA-1b/1b genotypem, dfive imunizo-
vanych téhotenstvimi nebo transfuzemi.
Kromé pusobeni anti-HPA aloprotildtek
jsou pacientovy vlastni HPA-1a nega-
tivni trombocyty také destruovany, a to
IgG ¢i IgM panreaktivnimi autoprotilat-
kami [44]. Pfic¢ina destrukce vlastnich



HPA-1a negativnich trombocytl auto-
protilatkami neni zcela objasnéna. Haw-
kins et al. [45] predklada tfi nejpravdépo-
dobnéjsi teorie. Dvé z nich jsou zaloZeny
na predpokladu, Ze solubilni HPA-1a an-
tigen je transfundovan pacientovi. Prvni
vychdzi z tvorby imunokomplexu (anti-
-HPA-1a/HPA-1a), které se vazou nespe-
cificky na pacientovy HPA-Ta negativni
trombocyty a vedou k jejich destrukci
prostfednictvim makrofagd v retiku-
loendotelovém systému. Druhd teorie
predpokldda vazbu transfundovanych
HPA-1a solubilnich antigen( na trombo-
cyty pacienta, pficemz jsou tyto trombo-
cyty nasledné niceny pfitomnymi anti-
-HPA-1a protildtkami. Treti teorie vychazi
z hypotézy, ze specifické autoprotilatky
proti trombocytdim se tvofi soucasné
s aloprotilatkami a jsou pfic¢inou auto-
logni destrukce trombocyt(.

U nelécenych pacientl se trombocy-
topenie upravi pfiblizné za 20 dni, avsak
krvacivé projevy u PTP jsou Casté, proto
rychla diagnostika a vc¢asna terapie sni-
Zuje mortalitu tohoto onemocnéni. Te-
rapie spociva v podavani intravenéznich
imunoglobulind ¢i kortikosteroid{ nebo
v odstranéni protilatek z krevniho obéhu
pacienta plazmaferézou. Je-li nutna
transfuze, HPA-1a negativni pacienti by
méli byt transfundovéni HPA-1a nega-
tivnimi transfuznimi pFipravky, prestoze
transfuze trombocytl negativnich pro
dany antigen byva v akutni fazi ¢asto ne-
efektivni. Pacienta je nutno informovat
o riziku dal3i transfuze. Pokud je podani
transfuze nevyhnutelné nutné, k pre-
venci rekurence PTP je nutno podavat
antigen-negativni transfuze nebo auto-
logni krev. V pfipadé transfuze erytro-
cytll je mozno indikovat promyté ery-
trocyty, které nejsou kontaminovany
trombocyty [43,45-47].

Diagndézu PTP neni snadné stanovit,
protoze pacienti jsou casto v kritickém
stavu nebo po operacich a existuje u nich
alternativni vysvétleni pro trombocyto-
penii, napf. infekce, medikace, apod. Di-
ferencidlnidiagnostika zahrnuje ITP, DITP,
TTP, HIT, DIC, sepsi a pseudotrombocy-
topenii. Od PTP je také nutné odlisit pa-

sivni aloimunitni trombocytopenii, kdy
anti-HPA protilatky jsou do obéhu pfi-
jemce transfuze pasivné preneseny od
imunizovaného dérce [45]. Diagnostika
PTP je zaloZzena na sérologickych néle-
zech, jako jsou pfitomnost cirkulujicich
aloprotildtek k béznym trombocytovym
antigenlim a soucasné absence odpovi-
dajicich antigend na trombocytech pa-
cienta. Ackoliv testovani protildtek a an-
tigend nebyva bezprostfredné dostupné,
aplikace krevni transfuze 7-10 dni pred
rozvojem trombocytopenie by méla
vést k suspektni diagnéze PTP [48]. La-
boratorni diagnostika by méla zahrno-
vat prikaz protilatek proti trombocytim
v séru pacienta a prlkaz autoprotilatek
vazanych na jeho trombocyty, identifi-
kaci HPA protildtek a HPA genotypizaci
k potvrzeni absence daného antigenu
na trombocytech pacienta. Do labora-
tofe je nutné k vysetieni suspektni PTP
zaslat zkumavku srazlivé krve pacienta
ke stanoveni pfitomnosti protilatek proti
trombocytlm v séru a zkumavku ne-
srazlivé krve EDTA pro pirimou detekci
vazanych autoprotilatek a k HPA geno-
typizaci. Prikaz protilatek proti trom-
bocytlim v séru se provadi v souladu
se zavedenymi laboratornimi postupy
nepfimymi testy DIFT, ELISA, FC. Va-
zané autoprotilatky se mohou deteko-
vat pomoci FC ze vzorku nesrazlivé krve,
pokud je ve vzorku dostate¢né mnozstvi
trombocytl. Identifikace trombocyto-
vych protilatek se provadi testem MAIPA
nebo pomoci technologie XMAP Lumi-
nex, pfipadné jinymi alternativami [45].

REFRAKTERNOST
K TROMBOCYTOVYM
TRANSFUZNIM PRIPRAVKUM
Trombocyty se v bézné klinické praxi
podavaji ABO/RhD kompatibilni, HLA
nebo HPA kompatibilita se nezohled-
nuje. U¢innost transfuze trombocytd je
definovéna tzv. CCl indexem (corrected
count increment). Lze jej vypocitat podle
vzorce:

CCl = {PLT po (10°/1) - PLT pred
(10%/1)} x povrch téla (m?)/PLT v pfipravku
(10"). Za jednu hodinu po transfuzi by
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jeho stanoveni mélo dosahovat hodnoty
minimalné 10. Za refrakternost k trom-
bocytovym transfuznim pfipravkiim se
povazuje neadekvatni vzestup poctu
trombocytd, kdy CCl za jednu hodinu
po transfuzi dosahuje hodnot nizsich
nez 7,5x10%I. Kromé CCl je k hodnoceni
refrakternosti mozné pouzit index PI (the
post-transfusion increment) nebo PPR
(the percentage platelet recovery) [49,50].

Priciny refrakternosti se déli do dvou
skupin, na imunitné a neimunitné pod-
minéné. Mezi nejcastéjsi neimunitni
priciny refrakternosti patii infekce, ho-
recka, medikace pacienta (napt. Vanco-
mycin, Amphotericin B), krvaceni, DIC,
reakce Stépu proti hostiteli, venooklu-
zivni nemoc a splenomegalie. Transfun-
dované trombocyty vedou k dostatec-
nému CCl 1 hodinu po transfuzi, aviak
neprezivaji do druhého dne [49,50]. Ne-
imunitni faktory jsou zodpovédné za
vétsinu (80-90 %) pripada refrakter-
nosti. Naproti tomu mezi imunitni pfi-
¢iny refrakternosti patii ABO inkompati-
bilita, protilatky proti HLA antigendm I.
tfidy a anti-HPA protilatky. Imunitni fak-
tory jsou pfic¢inou jen asi 20-25 % pfi-
padl refrakternosti [50,51]. V dUsledku
diivéjsi imunizace pacienta transfu-
zemi, téhotenstvim nebo transplan-
taci jsou aloprotilatky nejcastéji nami-
feny proti HLA antigentm |. tfidy nebo
se anti-HLA protilatky mohou vyskyto-
vat soucasné s anti-HPA protildtkami.
Refrakternost zplsobend pouze speci-
fickymi anti-HPA protilatkami se vysky-
tuje pomérné vzacné. Z anti-HLA protila-
tek, které jsou klinicky zavazné a mohou
zpUsobit refrakternost, to jsou protilatky
proti HLA-A a -B antigendim. HLA-Cw an-
tigeny jsou také exprimovany na trom-
bocytech, ale vzhledem k jejich nizsi
expresi a omezenym datiim tykajici se
vlivu anti-HLA-Cw protilatek na ucinnost
transfuze trombocytd u imunizovanych
pacientl se pfi vybéru HLA shodného
darce trombocytd k HLA-Cw antigendim
nepfihlizi [50].

Pfi podezieni na refrakternost je nutné
provést vysetieni anti-HLA protilatek
a protilatek proti trombocytiim ze séra
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pacienta k vylouc¢eniimunitni pficiny. Vy-
Setfovaci metody zahrnuji LCT test k de-
tekci anti-HLA protilatek, ELISA, DIFT, FC
nebo MAIPA k detekci anti-trombocyto-
vych protilatek nebo Ize anti-HLA a anti-
-HPA protilatky detekovat senzitivnéj-
$imi metodami s vyuzitim technologie
XxMAP Luminex [49].

V pfipadé imunitniho typu refrakter-
nosti, ktery je zpisobeny anti-HLA pro-
tildatkami, je nutné zajistit HLA shodné
¢i kompatibilni transfuze trombocyta.
HLA-A, -B shodného déarce trombo-
cytll Ize vyhledat v nékterém registru
HLA otypovanych darcd krve. Pokud je
transfuze Ucinna a dojde k adekvatnimu
nartstu trombocytl, mélo by se pokra-
¢ovat v podavani trombocytd od HLA
shodnych darcl. Pokud nejsou k dispo-
zici HLA shodni dérci, Ize vybrat darce
s neshodnym HLA antigenem v Sirsi an-
tigenni specifité. Pokud nejsou HLA oty-
povani dérci k dispozici, Ize jako alterna-
tivu podat kompatibilni trombocyty od
HLA neshodného darce dané krevni sku-
piny na zakladé negativniho vysledku
CM. Podavani trombocytd na zakladé
negativniho vysledku CM mezi darcem
a pfijemcem umoziuje zajistit vhod-
ného darce trombocytl bez potieby do-
stupného panelu HLA typovanych darc
krve, bez zndmé HLA typizace pfijemce
a je finan¢né méné nakladné pfi kratko-
dobé 1écbé refrakternich pacientd (bez
nutnosti HLA typizace nebo identifikace
protilatek). Hlavni nevyhodou podévani
kompatibilnich trombocytl na zdkladé
negativniho CM je potieba opakované
provadét vysetieni CM pokazdé, kdyz je
vyzadovana transfuze trombocytl a také
riziko dal$i imunizace pacienta, ktera
muze negativné ovlivnit vybér darcl pro
budouci transfuze trombocytt [50].

Podavani deleukotizovanych transfuz-
nich pfipravkd snizuje riziko aloimuni-
zace, pficemz jejich spotfeba v Ceské re-
publice kontinualné narUsta. Presto se
refrakternost k podéni trombocytl ob-
jevuje stale castéji, a to zejména v di-
sledku neimunitnich faktord. Jednim
z moznych vysvétleni je néarlist novych
Ié¢ebnych technologii a postupd, které

ve svém dusledku zvysuji pocet vedlej-
sich vliva na efekt a odpovéd organizmu
na podani transfuze trombocytl [52].

ZAVER

Testovani protilatek a antigend po-
skytuje dulezité informace, které na-
pomahaji Iékafdim ve stanoveni dia-
gndzy a v optimalizaci |é¢by. | kdyZ u ITP
nema testovani autoprotilatek vzhle-
dem k nizkému zachytu patfi¢cnou vy-
povédni hodnotu, v nékterych pfipa-
dech muze byt napomocné. Detekce
polékovych protilatek vede k vylouceni
preskripce daného léku z medikace pa-
cienta. U PTP a MPTR je pro budouci he-
moterapii zddouci vybér vhodnych HPA
¢i HLA otypovanych darcl krve. Labora-
torni potvrzeni FNAIT mUze v¢asnou lé¢-
bou zabranit manifestaci onemocnéni
v pfipadé budouciho téhotenstvi. Dia-
gnosticky proces nékdy ztézuje fakt, ze
do laboratofe neni ¢asto dodan odpo-
vidajici biologicky materidl. V pFipadé
FNAIT se mnohdy nemysli na odbér
vzorku od matky a v pfipadé, kdy neni
mozné odebrat vzorek novorozenci k ty-
pizaci HPA, nebyva vyuZita moznost od-
béru vzorku od otce. Jindy je dodan
nevhodny vzorek, pfipadné jeho ne-
dostate¢né mnozstvi. Tyto nedostatky
mnohdy znemoznuji laboratorni prikaz
pfitomnych protilatek. Smyslem pfed-
klddané souhrnné prace je poskytnout
pfehledné a ucelené informace o pro-
blematice imunitnich trombocytopenii
a usnadnit orientaci Iékafd v nabizenych
vysetfenich a pozadavcich na biologicky
material k vysetfeni.

Seznam zkratek

CCI - corrected count increments

CD - cluster of differentiation

CM - cross-match, kiizova zkouska

DIC - diseminovand intravaskularni koagulace
DIFT - destickovy imunofluorescencni test
DITP - polékovd imunitni trombocytopenie
EDTA - ethylendiamintetraoctovd kyselina,
protisrazlivy roztok

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
FC - pratokova cytometrie

FNAIT - fetalni a neonatalni aloimunitni
trombocytopenie

GP - glykoprotein

HIT - heparinem indukovana trombocytopenie
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HLA - human leukocyte antigens

HPA - human platelet antigens

ITP - imunitni trombocytopenie

MAIPA - monoclonal antibody-specific immobi-
lization of platelet antigen

MPTR - refrakternost k trombocytovym
transfuznim pfipravkim

PI - the post-transfusion increment

PPR - the percentage platelet recovery

PTP - potransfuzni purpura

TTP - tromboticka trombocytopenicka purpura
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Podil autord na pripravé rukopisu
LJ - pfiprava prvni a konecné verze rukopisu
HL - revize, korekce rukopisu
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