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1 TROMBOTICKE MIKROANGIOPATIE
V OBRAZECH

Jaromir Gumulec, Jaromir Gumulec Jr.

1.1 FYZIOLOGICKA MIKROCIRKULACE

Cévni prostiedi je dynamicky systém, schopny rychlé, ale zaroveii kontrolované
reakce na poskozeni [1]. Za normdlnich okolnosti desticky, leukocyty i erytro-
cyty cirkuluji v neporusené cévé spolu s plazmatickym von Willebrandovym fak-
torem (VWF) [2, 3]. K interakci vWF s destickami nedochézi, prestoZe desticky
maji na svém povrchu glykoproteiny (GP) schopné vWF vazat: GP Ib/V/IX a GP
IIb/IIa (obr. 1.1a). GP IIb/Illa vyZaduje pro interakci s vVWF aktivaci a konfor-
macni zménu. Interakce vVWF s desti¢kovym GP Ib/IX/V je nejspiSe regulovand
cirkulaci podobné jako molekuly vWF, které se ,,rozbaluji* do vlaknité struktury
vlivem krevniho proudu (viz niZe) [4].

Nastartovani téchto zmén zavisi na rychlosti krevniho proudu. V arterioléch,
tedy v prostiedi s rychlym krevnim proudem, se globularni struktura vWF roz-
vinuje a postupné odhaluje misto pro vazbu destickového GP Ib/V/IX a poté
i misto, ve kterém je molekula vWF $t€pena metaloprotedzou ADAMTS13 [4-8]
(obr. 1.1b). Optimalni velikost molekul vWF je dilleZita pro udrZeni schopnosti
VWE zajistit priméarni hemostazu (tzn. v mist€ poSkozeni cévni stény vazat destic-
ky) a soucasné nebyt pfili§ trombogenni (tzn. nekontrolované vytvaret agregaty
s destiCkami — viz dale) [8].

vWF je uvolilovan z endotelovych bunék bazalné a pulzné. Pulzni sekrece
vWF je akutni cesta spousténa epizodicky rliznymi agonisty aktivujicimi endotel
(obr. 1.1c) [2, 9]. Déje se tak ve stresu s cilem pfipravit organismus na mozné
poranéni a krvaceni. VWF je uvolfiovan do mikrocirkulace v podobé velkych
multimerd vVWF (ULM-vWF) [1]. Bazalni sekrece vWF je kontinudlni a cilem
je udrZet jeho fyziologickou plazmatickou hladinu [2, 3]. Urcita ¢ast molekul
vWF je uvolilovana do subendotelidlniho matrix, kde ma za tkol vazat svou A3
doménou kolagen a kde svou roli hraje v pfipadé poskozeni endotelu [3].

ULM-vWF se rychle vaZou na endotel a vlivem krevniho proudu se v arte-
riolach rozvijeji do podoby dlouhych vldken [10]. Tato dlouha vldkna ucinné
véazou desticky [11]. ADAMTS13 §tépi ULM-vWF na mensi ¢asti a chrani tak
mikrocirkulaci pred jeji obstrukci nekontrolovanou tvorbou agregatli desticek
s ULM-vWF [12] (obr. 1.1d).



Fyziologicka cirkulace Arterioly
PN .
e Q Q
. = o L s o —r— R
(sl =) === ]=]=]=]=]) (e (e (e[ oo ®)=]=]=]=]=]=
® VWF — globularni struktura VWF — vldknita struktura
) Vazebné misto pro kolagen
K vazbé dochazi pti poskozeni
endotelu a odhaleni
subendotelidlniho prostoru Kolagen */Kolagen
GPlba
SPiba JKoIagen
K < Vysoké stfihové napéti
f\ @Kolagen f
2 '
Aktivace endotelu Role ADAMTS13
Q
ia\n\ ) \5) s
\ ¥} -
y =

s ele== =)=

Faktory aktivujici endotelové buriky

PFitomny ADAMTS13 (£ ) $tépi velké multimery VWF na
mensi, méné trombogenni fragmenty. Dostatecna lokalni
aktivita ADAMTS13 brani nekontrolované tvorbé velkych

ATP,ADP  Fibrin  Leukotrieny '?:d"lt‘;;;e Trombin agregatt desticek s ULM-VWF.
Ca** Histamin Zéfeni  Serotonin  Trauma
i Fi 3 oy
Ceramid  TerOXd gy p SOV g <<
vodiku napéti . g * *
Shiatoxin [ = [® = [ [ [ | ® [ ®« [ « | [ =]
Komplement Hypoxie PMA i b
lba2 Vysledkem adekvatni aktivity ADAMTS13 je uvolnéni
Sfingosin-1 mikrocirkulace.
Adrenalin  IL-1, IL-6, IL-8, TNFa & ., NO
fosfat
1c
A B
VWE Kolagen

Extraceluldrni prostor

stestodtefossesssassas:

Intracelularni prostor

V klidovém stavu je negativné
nabity fosfatidylserin ve
vnitfnim listu fosfolipidové
dvojvrstvy. Po aktivaci

se presune na zevni list,

kde spolu s FVIlla, IXa a Ca**
vytvari tendzu aktivujici FX

na FXa. FXa pak s FVa,

Ca** a fosfatidylserinem \
na povrchu desticek aktivuje
protrombin na trombin. Pfesun fosfatidylserinu
umozniuje prokoagulacni funkci desticek.

@ Fosfatidylserin Im“ PAR1,4

II GP VI

II|I] GP Ib/V/IX 1r GP IIb/lla




TROMBOTICKE MIKROANGIOPATIE V OBRAZECH

1.3 AKTIVACE KOMPLEMENTU

Komplement a koagulace maji fadu spole¢nych vlastnosti — rychly a lokalni aci-
nek, efektivni regulaci branici poSkozeni organismu, intenzitu odpovédi modi-
fikovanou podle velikosti inzultu [22]. Komplement rozpoznava patogeny nebo
poskozené buiiky, které pomoci bunécnych a chemickych prostfedkid odstraniuje
a podporuje hojeni [23]. Aktivace komplementu béZi tfemi cestami (lektinovou
[LP], klasickou [CP] a alternativni [AP]), které se sbihaji pfi vytvoreni C3 kon-
vertazy. Ta §tépi C3 na C3b a C3a.

Aktivace Kklasické cesty: Klasicka cesta je spousténa Clq, ktera rozpoznava
konstantni ¢ast (Fc) molekul imunoglobulintl (Ig G a M) navazanych na antigeny
nebo mikrobidlni povrchy, a kromé toho dalsi spoustéce (C reaktivni protein,
apoptotické buriky, mikrobidlni struktury, lipidy a cukry). Fyziologicky Clq cir-
kuluje ve ,,sledovacim® modu v komplexu se serinovymi protedzami Clr a Cls
(Clgr’s?). Jakmile se C1q navaze na svij cil, Clr projde konformacéni zménou,
aktivuje sebe sama a C1s.2* Aktivovana Cls §tépi C4 na C4a a C4b. C4b se navaze
na bunécny povrch nedaleko od spoustéce coz zajistuje lokalizaci uc¢inku [22].
Na stejném misté se na navdzanou C4b vaze C2, kterou nedaleko pfitomna Cls
$tépi na C2b a C2a. C2a je uvoliiovan a C2b zistava navazan v komplexu s C4b.
Vysledkem je C4b2a, tj. C3 konvertaza CP. Normalné je cely proces lokalizovan
v misté jeho aktivace (obr. 1.2a).

Aktivace lektinové cesty: Rozpoznavaci molekuly lektinové cesty tzn. mandzu
vazajici lektin (MBL), fikoliny a/nebo kolektin-11 v krvi cirkuluji v komplexu
s MBL-asociovanymi zymogeny serinovych protedz (MASP1, MASP2 a MASP2)
[22]. LP je spusténa, jakmile MBL rozpozna patogen nebo poskozenou buriku.
MASP1 po své aktivaci §tépi C2 a aktivuje MASP2. Aktivovana MASP2 §tépi C4
a C2 za vzniku C4b2a, tj. C3 konvertazy LP. Za normalnich okolnosti cely proces
probiha na povrchu poSkozenych / cizich bunék [22, 25, 26] (obr. 1.2b).

Aktivace alternativni cesty: Alternativni cesta komplementu je v krvi neusta-
le pfitomna v mirném, ptisné kontrolovaném stupni aktivity. Malé mnoZstvi pro-
teinu C3 spontanné podléhd hydrolyze na C3(H,0), ¢imz se odhali vazebné misto
pro faktor B (FB) [27]. Bb se viaze na C3(H,0) za vzniku C3(H,0)Bb, ¢imZz
vznikd nestabilni cirkulujici C3.
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1.4 INTERAKCE KOMPLEMENTU, HEMOSTAZY ATROMBOZY

Béhem vyvoje organismy vyvinuly obranné systémy proti vykrvaceni nebo in-
fekci. Patologie se rozvine, pokud se neaktivuje optimalni imunitni a/nebo ko-
agulacni odpoveéd. Obé proteolytické kaskady (koagulace a komplement) jsou
vSeobecné nespravné vnimany jako oddélené a spolu nesouvisejici. Pochopeni
vzdjemnych interakci mezi t€émito dvéma kaskddami pomdha ozfejmit mnohé
z klinické praxe [22, 31-33].

Endotelovymi buitkami (méné megakaryocyty) syntetizované ULM-vWF jsou
nésledné $t€peny na mensi ¢asti metaloprotedzou ADAMTS13. ULM-vWF po-
skytuji prostor pro vazbu C3b (a pravdépodobné i pro C3b[H,0O]). Tim se vVWF
podili na vzniku a akumulaci C3 konvertdzy AP (C3bBb) lokalizované v misté
aktivace/poSkozeni endotelu [34, 35]. Tento proces je regulovén inhibitory kom-
plementu — faktorem I (FI) a jeho kofaktorem (FH). FH se vize na vWF [36]
a za urcitych podminek zmensuje ULM-vWF na mensi formy [37]. FI inaktivuje
C3b na iC3b s podporou VWF a FH a tim u¢inné tlumi nadmérnou aktivaci AP
[38]. Ke kontrole ptispivdi ADAMTSI13 stépenim ULM-vWF na mensi Casti,
které jiZ nemohou poskytovat substrat pro dal$i aktivaci AP (obr. 1.3a).

Pti nedostatku ADAMTS13 je $t€peni ULM-vWF neadekvétni. ULM-vWF se
kumuluji v mikrocirkulaci a podporuji excesivni adhezi desti¢ek. Soucasné do-
chazi k amplifikaci AP vedouci k tvorbé C5 konvertazy a ke $tépeni C5 na C5a
a C5b (obr. 1.3b). V dalsich krocich vznikaji komplexy C5b-7, resp. C5b-8, resp.
C5b-9, které podporuji dalsi poSkozovani cévni sté€ny, prozanétlivé a prokoagulacni
nastaveni.

Protrombotické nastaveni spociva ve formaci protrombindzového komplexu
(FVa + FXa + protrombin) na povrchu aktivované membrany endotelovych bu-
nék nebo desticek s navazujici generaci trombinu. Soucasné aktivovany komple-
ment vede k uvoliiovani tkdniového faktoru (TF), ktery vede k tvorbé protrombi-
nazového komplexu zevni cestou prostiednictvim aktivace FVII na FVIIa.

Trombocyty adherované na ULM-vWF jsou dile aktivovany (mj. trombinem)
a na svém povrchu poskytuji podminky pro dalsi aktivaci koagulace (dalsi pro-
trombinazové komplexy a dal$i aktivace komplementu) [22, 39, 40] (obr. 1.3c).

Do tohoto prostiedi jsou zachytdvany leukocyty. Neutrofilni granulocyty mo-
hou uvoliiovanim neutrofilnich extraceluldrnich pasti ddle ovlivilovat systém
hemostazy a fibrinolyzy.

Vysledny vliv na funkci cév zavisi na aktudlnim soupefeni pro- a antikomple-
mentovych, resp. pro- a antikoagulaénich, resp. pro- a antifibrinolytickych fak-
tord [22]. Dramatickym vyusténim byva obstrukce mikrocirkulace a ischemické
poskozeni cilovych tkani a organt [41] (obr. 1.3d).

LP je spousténa, jakmile MBL rozpozna patogen nebo poskozenou hostitel-
skou buitku. MASP1 miZe pfimo aktivovat endotelové buriky prostfednictvim
PAR4 [42]. Aktivuje tak intracelularni signalizacni kaskadu a podporuje sekreci
prozanétlivych IL-6 [25] a IL-8 [43]. MASP1 déle aktivuje protrombin [44],
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trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy, $tépi fibrinogen na fibrinové mo-
nomery, aktivuje FXIII a podporuje stabilizaci fibrinové sité a z vysokomole-
kularniho kininogenu (HMWK) tvofi bradykinin. MASP2 aktivuje protrombin
na trombin [45]. LP je schopna nasobné vétsi protrombotické aktivity nez jiné
aktivatory koagulace [22] (obr. 1.3e).

Kalikrein-kininovy systém hraje klicovou roli v zanétlivé odpovédi [46].
Utastni se patogeneze fady zanétlivych chorob a piedstavuje spojnici mezi ko-
agulaci a komplementem [22]. Po kontaktu s negativné nabitym povrchem do-
chézi ke konformacni zméné FXII a tvofi se malé mnozstvi FXIIa, ktery aktivuje
prekalikrein na kalikrein, FIX na FIXa a klasickou cestu aktivace komplementu
preménou Clr na jeho aktivni formu [47].

Vznikajici kalikrein $tépi/aktivuje dal§i FXII a HMWK. Takto vznikly FXIla
potencuje vnitini cestou koagulaéni kaskady generaci trombinu. Soucasné vznika
bradykinin, ktery zvysuje cévni permeabilitu, koncentraci oxidu dusného (NO)
a zanétlivou odpovéd. HMWK slouZi jako kofaktor v této reakci, vaZe se na cizi
povrchy a tim zajistuje lokalizaci procesu) [48].

Ovlivnéni komplementu kalikreinem je zprostiedkovani $tépenim FB na Bb
a Ba [49]. St&pi FH [50], C3 na C3a a C3b, resp. C5 na C5a a C5b. C3 a C5 se
deponuji na cizi povrchy (mj. katétry, mimotélni ob¢h...) [48]. C3a a C5a slouzi
jako chemoatraktanty leukocytti a podporuji jejich adhezi na cizi povrch a jejich
naslednou aktivaci [22]. C1-INH neutralizuje kalikrein FXIIa, FXIa a Clr [22].
Trombin, FIXa, FXa a FXla pfimo = nezavisle na C3 §tépi C5 [51-55]. Podstatné
efektivnéji tento proces bézi vytvofi-li trombin s C5 konvertaizami (C4b2aC3b
nebo C3bBbC3b) aktivnéjsi terminalni komplex zvany C5b.-9 [55]. ZvySena
aktivace AP vyvolana expresi P-selektinu na trombocytech a endotelilnich buii-
kach posiluje trvalou tvorbu C3a a C5a, coZ uzavira zacarovany kruh, ktery bez
ucinné negativni regulace vede k poskozeni tkani [22] (obr. 1.3f).

1.5  PATOFYZIOLOGIE TROMBOTICKE MIKROANGIOPATIE

Trombotickou mikroangiopatii (TMA) patologicky charakterizuje okluzivni
tromb6za mikrocirkulace — primarné termindlnich arteriol a kapilar. Laborator-
né a klinicky TMA definuji konsump¢ni trombocytopenie, mikroangiopaticka
hemolyticka anemie (MAHA) z mechanického poskozovani erytrocytti uvnitf
cév s vyraznym uvoliiovinim LDH a dynamicky se vyvijejici projevy tkanové
a organové ischemie [41, 56]. Stupen zavaznosti téchto zmén odrazi rozsah po-
stizeni mikrocirkulace (obr. 1.4a).

SloZeni mikrotrombi se u riznych typtt TMA lisi a jednotlivé typy TMA
preferenéné postihuji rizné tkané a organy [5, 57, 58]. Trombocytopenie vzni-
ka konsumpci ve velkych destickovych agregiatech s ULM-vWF v terminalnich
arteriolach a navazujicich kapilarach [41, 56]. Proudici krev piisobi na cévni sté-
nu smykovym napétim, které roste s rychlosti krevniho proudu a nejvice pisobi
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na sténu arteriol [59]. Na patologicky zvySené smykové napéti reaguji endotelové
buriky a krevni desti¢ky aktivaci a protrombotickym nastavenim [59, 60].

MAHA vznika pfi prichodu erytrocytt arteriolami s prudkym a turbulentnim
krevnim proudem kolem destickovych agregatii. V tomto prostiedi je membrana
erytrocytll vystavovana vysokému mechanickému napéti, poskozuje se a praska.
To vede ke vzniku fragmentd oznacovanych jako schistocyty. Pfesny mechanis-
mus tohoto jevu vSak dosud neni zcela objasnén (obr. 1.4b) [56]. Pfi tom se
do plazmy z erytrocytti uvolituje LDH a hemoglobin. U pacienti s TMA je zvyse-
ni aktivity LDH navozeno i ischemickym poskozenim tkani a organti (myokard,
mozek, ledviny, plice, jatra, slinivka bfisni, kosterni svaly, resp. placenta) [61].

Volny hemoglobin a jeho metabolity pfispivaji k poskozeni endotelu, protoze
véazou a odstranuji oxid dusnaty (NO), zvySuji oxidativni stres a vedou k aktivaci
a dysfunkci endotelovych bunék [62]. I tyto procesy prispivaji k vazookluzivnim
a trombotickym piihodam [63-65]. Velmi toxicky volny hemoglobin je rychle
a pevné vazan na haptoglobin a v tomto komplexu vychytavan burikami reti-
kuloendotelového systému [62]. Pfi masivni intravaskularni hemolyze dochazi
ke spotfebovani haptoglobinu a volny hemoglobin uz touto cestu nemuze byt
odstraiiovan. Dochézi k jeho oxidaci, uvolnéni hemu a Zeleza [66]. Toxicky volny
hem je po pfechodné vazbé na albumin vazan na hemopexin a takto transpor-
tovan do jater. I tento obranny mechanismus muze byt konsumpci hemopexinu
vycCerpan [67-69]. V této situaci nic nebrani volnému hemoglobinu a hemu déle
posSkozovat cévy a tkané (obr. 1.4c) [70-72].
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1.6 DIAGNOSTIKA TROMBOTICKE MIKROANGIOPATIE

TMA jsou spojeny s vysokym rizikem fatdlnich nasledkd pozdni nebo neade-
kvéatni 1é¢by [56, 73-75]. Diagnostika tedy musi byt rychld. Diagnosticky zavér
predstavuje prikaz MAHA s rozvijejici se trombocytopenii a dynamicky se mé-
nicim klinickym obrazem postiZeni nejméné jednoho organového systému (cen-
tralni nervovy systém, ledviny, gastrointestinalni trakt, plice, kardiovaskularni
systém...) — viz obr. 1.5b a 1.7a.

Diagnosticky algoritmus je jednoduchy a realizovatelny kdekoli a kdykoli
béhem 3-6 h. Velmi rychle jsou v kazdé nemocnici dostupné vysledky zédklad-
nich laboratornich vySetieni — krevniho obrazu a screeningovych biochemickych
a koagulacnich testl. U podobnych pacientli s podezfenim na TMA je tfeba
bezodkladné indikovat dopliiujici testy — stanoveni aktivity LDH, prohlédnuti
krevnich natéri na pfitomnost schistocytll a pfimy antiglobulinovy test (PAT).
Zvyseni poctu schistocytd nad 1% je typické pro TTP, u jinych typii TMA byva
pocet schistocytt jiny. Negativni PAT je diikazem neimunni hemolyzy (obr. 1.4d)
[76-84]. Vice informaci o hloubce a dynamice intravaskularni hemolyzy posky-
tuji haptoglobin a hemopexin. Fyziologicky jsou v plazmé ve srovnatelné kon-
centraci. Pfi masivni intravaskularni hemolyze dochézi k sekven¢ni konsumpci
nejdiive haptoglobinu a poté hemopexinu popsané vyse (obr. 1.4e) [68, 69, 85].

Vysokd mortalita a morbidita nelécené TMA vyZaduje casné zahdjeni ade-
kvatni 1é¢by. Idealné béhem prvnich 4-8 h od prvniho kontaktu s pacientem
vyménnou plazmaferézou (TPEX). To ma zasadni vyznam u ziskané TTP. Samo-
zfejmosti je hospitalizace na jednotce intenzivni péce a komplexni podpirna
1écba [61, 80, 82—84]. Pfed zahdjenim série TPEX je nezbytné nabrat krev k vy-
Setfeni aktivity ADAMTS 13, protilatek proti ADAMTS 13 a k archivaci materidlu
pro navazujici diferencidlni diagnostiku (obr. 1.4f) [39, 61, 76, 83, 86-93].
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1.7 PATOFYZIOLOGIE A LECBA TROMBOTICKE
TROMBOCYTOPENICKE PURPURY

V ptipadé TTP dochazi diky sniZeni aktivity ADAMTSI13 k nedostate¢né-
mu Stépeni ULM-vWE. V pfipadé ziskané TTP (aTTP) je pfic¢inou nedostatku
ADAMTS13 tvorba protilatek proti ADAMTS 13, u kongenitalni TTP (cTTP) je
deficit ADAMTS13 vrozeny.

U zdravych osob se molekuly ADAMTS13 pfipojuji k vazebnym mistim
na povrchu endotelovych bunék a §tépi ULM-vWF. Kratsi fetézce vWF, kte-
ré v plazmé po rozsté€peni cirkuluji, patologickou adhezi a agregaci desticek
nevyvolavaji (obr. 1.5a panel A) [56]. U pacientii s TTP nedostate¢na aktivita
ADAMTS13 brani st€peni ULM-vWEF, na které adheruji a pak mezi sebou agre-
guji krevni desticky (obr. 1.5a panel B) [94].

Agregaty ULM-vWF s destickami uzaviraji arterioly a kapilary, vedou k mi-
kroangiopatické hemolytické anemii, ke konsump¢ni trombocytopenii a k is-
chemickému poskozeni tkdni a orgénti. Destickové mikrotromby jsou bohaté
na VWF s malymi depozity fibrinogenu nebo fibrinu. U pacientd s aTTP jsou
soucasti mikrotrombil i imunoglobuliny (anti-ADAMTS13) a slozky komple-
mentu. Nipadné byva postizena mikrocirkulace mozku, myokardu, variabilné
ledvin, slinivky a nadledvin. Mikrocirkulace plic a jater byva uSetfena (obr. 1.5b)
[57,95-97].

Mortalita nelécené TTP je 90 % [98]. Vcasna TPEX spolu s imunosupresivni
terapii sniZi mortalitu na 10-20 % [99-101]. Adekvétni 1écbu je nutné zahdjit
bezprostiedné po prikazu TMA, idedlné béhem prvnich 4-8 h od prvniho kon-
taktu s pacientem kombinaci imunosupresivni terapie a TPEX. Pfed zahajenim
série TPEX je nezbytné nabrat krev pro navazujici diferencidlni diagnostiku (viz
obr. 1.4f). Pfidani kaplacizumabu ke kombinaci TPEX s kortikosteroidy zdsadné
zrychluje uvolnéni mikrocirkulace a sniZuje riziko ischemického poskozovani
tkani a organli (kaplacizumab je bivalentni nanocastice cilend na A1 doménu
VWF — po vazbé na vWF brani interakci s destickovym GP Ib). Pfidani rituxi-
mabu zvySuje pravdépodobnost rychlé eradikace anti-ADAMTS13 (rituximab je
protilatka proti CD20 — vede k depleci B lymfocytl — touto cestou sniZi tvorbu
nechténych anti-ADAMTS 13 i u pacientt refrakternich na kortikosteroidy) — obr.
1.5¢ [102].

U pacientil s opakovanymi akutnimi epizodami cTTP je indikovana profy-
laktickd substituice ADAMTS13 plazmatickymi koncentraty FVIII bohatymi
na ADAMTS13, cerstvé zmrazenou plazmou nebo bezpecnéji patogenné inak-
tivovanou plazmou. Velikost a frekvence davek ma kromé klinického obrazu
respektovat biologicky polo¢as ADAMTS13 (2,5-3,5 dnt) [103, 104]. Ve vy-
branych pfipadech je na zvdZeni TPEX s patogenné inaktivovanou plazmou jako
ndhradnim roztokem. Nové je pro profylaxi i 1écbu dostupny rekombinantni
ADAMTS13 [105-107].
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plazmou umozni stépeni ULM-vWF. Po dobu podavani caplacizumab brani vazbé desti¢ek na zbylé ULM-vWF. Mikrocirkulace je volna.

V cévach vétsiho kalibru jsou pfi lamindrnim proudéni
velké buriky (erytrocyty a leukocyty) strhavany prudkym
proudem do stfedu cévy a vytlacuji drobnéjsi desticky
blize k cévni sténé do prostredi s pomalejsim proudem
krve. Za fyziologickych podminek nedochazi k aktivaci
SRS R S RS S ES ST e e e ssans- autolognich ani alogennich (transfundovanych) desticek.

0 Autologni trombocyt v klidovém stavu <> Autologni trombocyt s aktivovanou fosfolipidovou membranou
Q Alogenni trombocyt v klidovém stavu § Alogenni trombocyt s aktivovanou fosfolipidovou membranou

Mikrocirkulace pfi akutni atace TMA pied transfuzi desticek Mikrocirkulace pfi akutni atace TMA po transfuzi desti¢ek
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VYSLEDKY SYNDIKOVANEHO PRUZKUMU MEZI
KLINICKYMI HEMATOLOGY

Jaromir Gumulec, Miriam Lanska, Ingrid Hrachovinovd, Peter Salaj,
Zdenék Kofistek, lvo Demel, David Buffa, Lucie Broskeviéové,
Martin Pulcer, Petra Kovarova, Jan Martinek, Pavel Zak

»  Pokud lékar na TMA mysli, je mozZné diagndzu udélat kdykoli a kdekoli béhem 3—6 hodin
vysetienim krevniho obrazu (hemoglobin, trombocyty, schistocyty), LDH a PAT.

»  Pouziti PLASMIC a French skdre pomdhd vcas kvalifikované odhadnout pravdépodobnost
vyznamného deficitu ADAMTST3.

» Vysledek vysetreni aktivity ADAMTS13 je ve velkych centrech dostupny do 24 hodin —
interval 72 hodin navrhovany mezindrodni spolecnosti o trombdze a hemostdze napini
719 Ceskych pracovist.

» Terapie TMA md byt zahdjena co moZnd nejdfive — v pfipadé iTTP idedliné do 8 hodin,
nejpozdéji do 24 hodin od pfijet pacienta.

uvoD

Trombotické mikroangiopatie (TMA) jsou vzacna onemocnéni s vysokym rizi-
kem rozvoje zdvazného organového postiZzeni a smrti v pfipadé pozdni nebo ne-
adekvatni 1écby [1-4]. Mortalita TTP je 90 % a k poloviné umrti dochdzi béhem
prvnich 24 h [5, 6]. Zavedeni terapeutické TPEX v kombinaci s kortikosteroidy
do terapie sniZilo mortalitu na 10-20% [7-9]. U atypického hemolyticko-ure-
mického syndromu (aHUS) vede v€asna TPEX k 1é¢ebné odpovédi u 30-70 %
pripadt [10-13]. S vyjimkou aHUS pacientli se zndimou abnormalitou membra-
nového kofaktorového proteinu (MCP nebo CD46) je TPEX indikovéana do oka-
mziku, kdy je dostupny ekulizumab [13, 14]. Kromé téchto situaci je TPEX
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indikovana u vSech pacientt s doposud nejasnym typem TMA [15]. TMA je tedy
tieba diagnostikovat a jeji typ definovat rychle.

Diagnostika akutni ataky TMA je jednoduché s vysledkem dostupnym béhem
3-6 h, pokud lékai na TMA mysli. Z anamnézy a klinického obrazu poutaji
pozornost rozvijejici se znadmky organového postiZeni, event. horecka, projevy
anemie a/nebo krvaceni. V laboratornim obraze je trombocytopenie, hemolyticka
anemie a znamky organového poskozeni. Vysoka aktivita LDH, prikaz schis-
tocytl v krevnim natéru a negativni pfimy antiglobulinovy test (PAT) jsou po-
tvrzenim neimunni intravaskularni hemolyzy [14, 16-23]. Z4dn4 dalsi vySetfeni
neni tfeba pro diagnosticky zavér akutni TMA provadét. Nutny je start [éCby sérii
TPEX a pted zahajenim této 1é¢by doplnéni odbérti krve k vysetfeni mj. aktivity
ADAMTS13, protilatek proti ADAMTS13 a k dalsi diferencidlni diagnostice
TMA [16, 22, 24-33]. Neni-li dostate¢n¢ rychle dostupny vysledek vySetfeni
aktivity ADAMTS13, je mozné odhadnout pravdépodobnost ziskané/imunitni
TTP (iTTP) podle skére PLASMIC nebo French skére [34-37]. Pro komple-
mentem mediovany HUS (CM-HUS) neexistuje Zadny spolehlivy, dostatecné
rychly a specificky test. Proto je nutné u pacienti s akutni atakou TMA vyloucit
TTP, s infekei asociovany HUS (IA-HUS) a rizné sekundarni TMA [16]. Pokud
po maximalné péti provedenych TPEX neni dosaZeno odpovédi nebo organové
postiZeni progreduje, ma byt zahajena terapie inhibitory komplementu. Cim dfi-
ve je 1é¢ebné inhibice komplementu dosaZeno, tim mensi jsou finalni nasledky
postiZeni tkani a organt [38—40].

V Ceské republice je péce o pacienty s TMA vedena podle zahrani¢nich do-
poruceni, Zadné ,,narodni* doporuceni diagnostiky a 1é¢by TTP, HUS a sekun-
darnich TMA v dobé publikace tohoto ¢lanku neexistuje. S dostupnosti stanoveni
ADAMTSI13, cilené 1é¢by iTTP (kaplacizumab), resp. CM-HUS (ekulizumab,
ravulizumab), poznatkl o ti¢innosti TPEX u TMA asociovanych s graviditou a se
souvisejici odbornou diskusi se vyznamné zlepsilo povédomi o TMA u odborné
vefejnosti.

Béhem zafi a fijna roku 2021 probéhl na popud Centra pro trombotické mikro-
angiopatie Ostrava (C4TMO) a Ceské skupiny pro trombotické mikroangiopatie
(CS4TMA) formou on-line dotazovani pfipraveného spole¢nosti IQVIA podle
podkladi CS4TMA mezi klinickymi hematology prizkum s cilem ovéfit po-
védomi lékaiti o pravidlech a dostupnosti péce o pacienty s TMA. Odbornym
zakladem pro vytvoreni sady otazek byly formulace pravidel spravné klinické
praxe péce o pacienty s TTP [41]. Vzorek byl vytvofen pomoci stratifikované-
ho nahodného vybéru respondentt. Jako bazi pro konstrukci vzorku (vybérovy
soubor) byla pouzita OneKey™ databaze IQVIA™. Celkem bylo provedeno
49 rozhovord. V ¢lanku uvadime vysledky prizkumu a jejich interpretaci s res-
pektem k dostupnym poznatktim a zkusenostem s péci o pacienty s akutni TMA.
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POCET A SPEKTRUM OSLOVENYCH HEMATOLOGU

Celkem bylo s dotaznikem osloveno 612 hematologi a 49 (8 %) z nich vyplni-
lo dotaznik. 42 % vSech oslovenych 1ékard uvedlo, Ze pacienty s TMA neléci.
23 % 1ékat slibilo, Ze dotaznik vyplni, ale neucinili tak nebo vyplnéni dotazniku
odmitli nebo do dotazniku vstoupili, ale nevyplnili jej. 27 % kontaktovanych
hematologii se nepodafilo zastihnout.

Ze 49 hematologt, ktefi vyplnili dotaznik, 41 % pracovalo v dobé prizkumu
v Centru intenzivni hematologické péce, 29 % v Centru s rozsifenou hematolo-
gickou péci, 24 % v hematologické ambulanci v ramci nemocnice II. typu a 6 %
v samostatné ambulanci mimo nemocnici. 82 %, resp. 10 % respondentt byli
atestovani hematologové s klinickou praxi delsi, resp. kratsi nez 10 let a 2 %,
resp. 6 % byli absolventi 1ékar'ské fakulty pracujici na hematologickém pracovisti
po absolvovani, resp. pied absolvovanim tzv. interniho kmene.

SPEKTRUM A POCTY OSETROVANYCH PACIENTU

Osloveni hematologové aktivné v prabéhu jednoho bézného roku pecuji v media-
nu o 1,8 pacienta akutni atakou TMA, o 1,9 pacienta iTTP, o 0,4 pacienta aHUS,
resp. o 0,6 pacientek se syndromem HELLP (detaily v tab. 2.1). V dispenzarni
péci hematologii v dobé prizkumu bylo praimérné 3,9 pacientd s anamnézou
iTTP, 0,5 Zen s anamnézou syndromu HELLP, 0,4 pacientd s anamnézou aHUS
a 0,3 pacientt s jinym typem TMA. Nejvice pacienti s TMA je do péce hemato-
loga referovano z internich oddéleni (40,8 %), nasleduji gynekologicko-porod-
nicka oddéleni (16,9 %), jina, bliZe nespecifikovana pracovisté (14,3 %), praco-
visté urgentniho piijmu (12,0 %), neurologicka oddéleni (10,7 %) a pracovisté
praktickych Iékait nebo terénnich specialisti (5,3 %).

DOSTUPNOST DIAGNOSTICKYCH METOD A VYUZIVANI SKOROVACICH SYSTEMU

Stanoveni poctu schistocytu, aktivity LDH, vysledku pfimého antiglobulinového
testu (PAT) a koncentrace vysoce senzitivniho troponinu je na naprosté vétSiné
pracovist dostupné kdykoli do 4-6 h. Vysledek stanoveni koncentrace hapto-

Tabulka 2.1 Priimérny pocet pacientl s akutnf atakou rliznych typd TMA v aktivni péci hematologa
v pribéhu jednoho béZného roku

Pocet Akutni ataka Akutni ataka Akutni ataka Akutni syndrom
pacientd TMA iTTP aHUS HELLP
>5 4,1% hematologli 2,0 % hematolog _ 2,0% hematologl
X 2,0% hematolog(l X
35 22,4 % hematologll 26,5 % hematologd 4,1% hematologi
1-2 28,6 % hematologll 20,4 % hematologdl 18,4 % hematologli 12,2 % hematologi
<1 6,1% hematologli 20,4 % hematologli 6,1 % hematologli 10,2 % hematolog(
0 38,8 % hematologli 30,6 % hematologli 73,5 % hematologli 71,4 % hematolog(
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Tabulka 2.2 Dostupnost stanoveni poctu schistocytd, aktivity LDH, vysledku PAT, koncentrace
haptoglobinu, hemopexinu a vysoce senzitivniho troponinu

Dostupnost  Pocet Aktivita

schisto- LDH
cyth
kdykoli 91,8%  98,0%
do4—6h pracovist  pracovist
jen béhem 8,2% 2,0%
obvyklé pracovist  pracovist
pracovni
doby

Vysledek Koncentrace  Koncentrace Koncentrace

PAT haptoglobinu hemopexinu vysoce
senzitivniho
troponinu

939%  59,2% 16,3 % 98,0%

pracovist  pracovist pracovist pracovist

6,1% 40,8 % 83,7 % 2,0%

pracovist  pracovist pracovist pracovist

globinu, resp. hemopexinu je do 4—6 h dostupny na 59,2 %, resp. 16,3 % pracovist

(detaily v tab. 2.2).

Na otazku, je-li na pracovisti respondenta mozné zhodnoceni PLASMIC, resp.
French skore pro stanoveni pravdépodobnosti diagn6zy iTTP pied dostupnosti vysled-
ku vySetteni aktivity ADAMTS 13 odpovédélo pozitivné 75,5 %, resp. 55,1 % hema-
tologtl. 24,5 %, resp. 44,9 % hematologt s PLASMIC, resp. French skoére nepracuje.

Dostupnost metody stanoveni, resp. vysledku vySetieni aktivity ADAMTS 13,
antigenu ADAMTS 13, titru protilatek proti ADAMTS 13 a inhibitoru ADAMTS13
je popsana v tab. 2.3 a 2.4. Pro stanoveni aktivity ADAMTS13 byla v dobé

Tabulka 2.3 Dostupnost metody stanoveni aktivity ADAMTS13, antigenu ADAMTS13, titru protildtek
proti ADAMTS13 a inhibitoru ADAMTS13 na pracovistich respondenti

Postup Aktivita
ADAMTS13

nevysetfujeme ani -

nikam neodesildme

Antigen Titr protilatek  Inhibitor
ADAMTS13 proti ADAMTS13  ADAMTS13

2,0% pracovist

2,0% pracovist

nevysetfujeme, ale 63,3 % pracovist 63,3 % pracovist 61,2 % pracovist 57,2 % pracovist

odesilame na jiné
pracovisté

vySetfujeme jen 10,2 % pracovist 10,2 % pracovist 12,3 % pracovist 16,3 % pracovist

béhem obvyklé

pracovni doby
vySetiujeme, -
vysledek do 48 h

24.59% pracovist 26,5 % pracovist 24,5 % pracovist

vySetiujeme, 26,5% pracovist  — = =

vysledek do 24 h
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Tabulka 2.4 Dostupnostvysledku stanovenf aktivity ADAMTS13, antigenu ADAMTS 13, titru protildtek
proti ADAMTS13 a inhibitoru ADAMTS13 na pracovistich respondent

Dostupnost Aktivita Antigen Titr protilatek Inhibitor
ADAMTS13 ADAMTS13 proti ADAMTS13  ADAMTS13

do24h 19,4 9% pracovist 19,4 % pracovist 3,3 % pracovist 3,6 % pracovist
do48h 29,0% pracovist 29,0 % pracovist 36,7 % pracovist 28,6 % pracovist
do72h 22,6 % pracovist 22,6 % pracovist 23,3 % pracovist 32,1 % pracovist
do5dnd 6,5% pracovist  6,5% pracovist 6,7 % pracovist 3,6 % pracovist
do 7 dnli 19,4 9% pracovist 19,4 % pracovist 23,3 % pracovist 17,9 % pracovist
do 10 dni 3,2% pracovist 3,2 % pracovist - 3,6 % pracovist
do 14 dni - - 6,7 % pracovist 3,6 % pracovist
do 21dni = = = 3,5 % pracovist
do 30 dnd - - - 3,5 % pracovist

prazkumu na 88,9 % pracovist pouzivaina metoda ELISA, na 27,8 % rychly scree-
ningovy test a na 22,2 % pracovist chemiluminiscen¢ni metody.

Priikaz infekce shiga toxin produkujicimi kmeny Escherichia coli je podle
61,2 % respondentli provadéna pomoci kultivacniho vySetfeni stolice a podle
28,6 % respondentt i PCR detekci genii kddujicich shiga toxin ve stolici nebo
v séru. Pfi podezfeni na infekci Streptococcus pneumoniae je podle 59,2 % re-
spondentt vyuzivan PCR prikaz pneumokoka v krvi nebo mozkomi$nim moku.

Dostupnost metody stanoveni, resp. vysledku vySetfeni C3 a C4 slozek kom-
plementu, aktivity komplementu klasickou cestou (CH50), alternativni cestou
(AHS50), koncentrace solubilniho termindlniho komplexu (sC5b-9), faktoru H
(CFH) a exprese CD46 na leukocytech (zpravidla granulocytech) je uvedena
v tab. 2.5 a 2.6. Mutac¢ni analyza geni komplementu je dostupna podle 6,1 %
respondentdl.

ZPRACOVANI A ARCHIVACE BIOLOGICKEHO MATERIALU

Zpracovani vzorkl krve nabranych pfed zahdjenim 1écby k archivaci, tj. separace
séra nebo plazmy, rozdé€leni vzorka do alikvot?, jejich evidence a zamrazeni je
kdykoli mozné podle 59,2 % respondenti. Podle 14,3 % respondenttl je na jejich
pracovistich mozné archivaci provadét jen béhem bézné pracovni doby a na stej-
né velkém podilu pracovist je archivace mozna, ale rutinné se neprovadi. Pro
12,2 % pracovist neni archivace vzorkd dostupna. Na pracovistich, kde je archi-
vace vzorkl provadéna, jsou alikvoty séra nebo plazmy, resp. vzorky krve pro
budouci izolaci deoxyribonukleové kyseliny zamrazovany pii —80 °C (72,1 %
pracovist), —40 °C (30,2 % pracovist), resp. pti —25 az —28 °C (32,6 % pracovist).
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