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Jednym z wiodacych tematow sympozjum
byly zagadnienia zwigzane z alloimmunologiczna
maloplytkowoScig ptodow i noworodkow (FNAIT,
fetal/neonatal alloimmune thrombocytopenia). Pro-
wadzono w tej dziedzinie zarowno badania klinicz-
ne, badania dotyczace charakterystyki przeciwcial
skierowanych do plytek krwi, jak 1 nowatorskie
badania na modelach zwierzecych.

Kjeer Killie 1 wsp. z Tromso w Norwegii ana-
lizowali naturalny przebieg alloimmunologicznej
matoptytkowosci ptodow 1 noworodkoww kolejne;j
ciazy u kobiet, u ktorych chorobe te obserwowano
u dziecka urodzonego z cigzy poprzedniej [1]. Na
podstawie prowadzonych wczes$niej obserwacji
uwazano, ze choroba u kolejnego dziecka ma na
0go6! ciezszy przebieg. W obecnych badaniach pro-
spektywnych zespo6! norweski analizowal przebieg
kolejnych ciaz u 45 kobiet, u ktérych stwierdzono
obecnos$¢ przeciwcial anty-HPA-1a w cigzy po-
przedniej. W zaleznoS$ci od liczby plytek u pierw-
szego dziecka analizowang grupe podzielono na
trzy podgrupy: z ciezka maloptytkowosScig (1-49
X 10%/1), $rednig (50-149 x 10%1) i bez maloptyt-
kowoséci (>150 x 10%1). Zadna z kobiet nie byta
w pierwszej cigzy leczona immunoglobuling. Po
porownaniu liczby plytek u dziecka urodzonego
z pierwszej ciazy z liczba plytek u dzieci uro-

dzonych w kolejnej ciazy stwierdzono, ze w 18%
przypadkow stopien matoplytkowosci byl nizszy,
w 52% nie bylo roznic w stopniu matoptytkowo-
Sci dziecka w pierwszej 1 kolejnej cigzy, a w 30%
przypadkow obserwowano glebsza maloplytko-
woS§C. Wérdod kobiet bedacych w pierwszej ciazy,
u jednego dziecka wystapil wylew do o$rodko-
wego ukladu nerwowego w 30. tygodniu cigzy;
u zadnej z kobiet w kolejnej cigzy nie doszlo do
wylewu u ptodu lub u dziecka. Zaobserwowano
wyzsze stezenie przeciwcial u kobiet, u ktorych
dzieci liczba ptytek w kolejnej ciazy byla nizsza
niz w pierwszej ciazy. W przypadkach, w ktorych
liczba ptytek u dziecka w kolejnej ciazy byla wyzsza
niz w ciazy poprzedniej, stezenie przeciwcial bylo
nizsze. Przeprowadzone badania nie potwierdzaja,
by ciezko$¢ przebiegu FNAIT u kolejnego dziecka
urodzonego przez matke z przeciwcialami byta
zawsze nasilona. Potwierdzaja natomiast znaczenie
badania stezenia przeciwcial dla przewidywania
ciezko$ci przebiegu FNAIT.

Kapur i1 wsp. zaprezentowali wyniki badan nad
stopniem glikozylacji przeciwcial skierowanych do
plytek [2]. Za pomoca spektrometrii masowej ocenia-
li r6znice glikozylacji Asn297 we fragmencie FclgG.
Ten fragment immunoglobuliny warunkuje bowiem
stopien wigzania przeciwciala z receptorem Fc
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na komorkach fagocytujacych. Wykazali istotnie
nizszy stopien fukozylacji przeciwcial IgG1 o swo-
isto$ci anty-HPA-1a od kobiet, ktére urodzily
dziecko z alloimmunologiczng maloplytkowo$cia
plodu/noworodka (FNAIT) (n = 48) w porOwnaniu
ze stopniem fukozylacji w catej frakcji IgG1 izolo-
wanej z surowicy. Przeciwciata o malej liczbie cza-
steczek fukozy mialy zwiekszony stopien wigzania
do Fc gamma RIlIa i Fc gamma RIIIb, lecz nie do Fc
gamma RIIa, w poréwnaniu z przeciwcialami z duza
liczba czasteczek fukozy. W konsekwencji ptytki
oplaszczone przeciwcialami o niskiej zawartoSci
fukozy byly w wiekszym stopniu fagocytowane
przez granulocyty obojetnochlonne, zawierajace
na swej powierzchni receptory Fc gamma RIIIb(+)
i przez monocyty zawierajace receptory Fc gamma
RIIIa(+). Stopien fagocytozy przez monocyty bez
receptorow Fc gamma RlIIla(-) byl niski. Dodat-
kowo stopien fukozylacji przeciwcial anty-HPA-1a
korelowal z liczba plytek dziecka z FNAIT i z ciez-
koScig przebiegu choroby. W przeciwienstwie do
obserwacji u dzieci z FNAIT nie obserwowano
zroznicowania w stopniu fukozylacji w przeciw-
ciatach anty-HLA powodujacych oporno$é¢ na
przetoczone plytki, co wskazuje na to, ze poziom
fukozylacji moze by¢ zalezny od antygenu, do
ktorego skierowane sg przeciwciala, lub od stanu
fizjologicznego determinowanego przez ciaze.
Wihadmadyatami i wsp. z Justus Liebig Uni-
versity w Giessen w Niemczech scharakteryzowali
nowy antygen Lap(a), ktory byl powodem wytwo-
rzenia przeciwcial u kobiety w ciazy, prowadzacych
do wystapienia ciezkiej maloplytkowoSci u jej
dziecka [3]. Przeciwciala wykryte u kobiety w te-
Scie MAIPA reagowaly wylacznie z glikoproteing
GPIIblIIa ptytek ojca dziecka. Reaktywnos§¢ z ta GP
wykazano rOwniez metoda immunoprecypitacji —
wykazano, ze przeciwciala reaguja z GPIIb. Metoda
sekwencjonowania cDNA otrzymanego z RNA
wykazano, ze GPIIb ojca dziecka niesie mutacje
C>G w pozycji 2511 w eksonie 25 GPIIb. Mutacja
ta skutkuje zmiang aminokwasu Gln>His w pozycji
806 tej glikoproteiny zlokalizowanej w domenie
calf-2. Autorzy dokonali ekspresji fragmentu GPIIb
w linii komoérkowej komorek ssakow i potwierdzili
wigzanie przeciwciala anty-Lap(a) z utworzonym
w nich epitopem. W tym samym regionie znajduja
sie epitopy wczedniej opisanych antygenow (HPA-
-3, HPA-9 1 HPA-27). Badania krystalograficzne
tego regionu wykazuja, ze nie jest on sztywny,
co moze powodowaé destabilizacje znajdujacych
sie w jego obrebie epitop6w HPA. Dalsze badania
HPA zlokalizowanych w domenie calf-2 GPIIb calf-
-2 moga pomoOc w zrozumieniu, dlaczego niektore

testy serologiczne maja trudno$ci w wykrywaniu
labilnych epitopé6w na GPIIb. Autorzy przebadali
300 dawcow krwi 1 nie wykazali obecno$ci nowo
odkrytego antygenu u zadnego z nich.

Eksteen 1 wsp. przedstawili wyniki badan nad
wplywem przeciwcial anty-HPA-1a na funkcje
trofoblastu [4]. W swoich poprzednich badaniach
autorzy ci wykazali niska wage urodzeniowa
chlopcow urodzonych przez matki z wysokim
stezeniem przeciwcial anty-HPA-1a. W obecne;j
pracy postawili hipoteze, ze przeciwciala te maja
wplyw na formowanie sie fozyska. Wiadomo, ze
integryna 3, na ktorej znajduje sie antygen HPA-
-1a, wystepuje nie tylko na plytkach 1 megakario-
cytach, ale tez jako integryna V3 (receptor dla
witronektyny) na wielu innych komoérkach,w tym
na komorkach trofoblastu. Weryfikacji hipotezy
o wplywie anty-HPA-1a na formowanie lozyska
autorzy dokonali przy uzyciu eksperymentalnego
modelu z uzyciem przeciwcial anty-HPA-1a 1 linii
komorek trofoblastu (HTR8/SVneo) otrzymane;j
z ludzkiego lozyska z pierwszego trymestru cigzy.
Badali wplyw anty-HPA-1a na adhezje 1 migra-
cje komorek, uzywajac systemu xCELLigence
System. Badania wykonywano w specjalnych ko-
morach. Wykazano, ze przeciwciala anty-HPA-1a
czeSciowo hamuja adhezje i migracje komorek
trofoblastu, co wskazuje na mozliwo$¢, ze prze-
ciwciala anty-HPA-1a utrudniaja rozwdj fozyska,
a to z kolei doprowadza do zmniejszenia wagi
urodzeniowej dzieci.

Fuhrmann i wsp. zajeli sie analiza zdolno$ci
monoklonalnych przeciwciat anty-CD36 (anty-Na-
-k?) oraz surowic matek zawierajacych przeciwciala
anty-Nak? do indukowania niszczenia (CL, clearan-
ce) ludzkich ptytek krwi (hPLT, human platelets)
in vivo [5]. Przeciwciala skierowane do antygenu
CD36 moga powodowaé FNAIT, a takze oporno$¢
na transfuzje plytek (PTR, platelet transfusion
refractoriness). Co ciekawe, przypadki FNAIT zwia-
zanej z obecnos$cig przeciwcial anty-CD36 czesto sg
skorelowane z wielokrotnymi aborcjami. Autorzy
pracy skonstruowali dwie hybrydomy produkujace
przeciwciala anty-CD36 i scharakteryzowali dwa
rodzaje przeciwcial monoklonalnych (klon 4F9
1 4G2) rozpoznajacych rézne epitopy. Surowice
pacjentek z podejrzeniem przeciwcial anty-Nak?
(n = 9) badano za pomoca zestawu komercyjnego,
a swoisto$c¢ przeciwcial potwierdzono w tescie wy-
chwytywania antygenu z zastosowaniem komorek
transfekowanych CD36. W wyniku analizy surowicy
z przeciwcialami anty-Nak? pochodzacej od kobiety
z FNAIT, u ktorej wystapilo wiele spontanicz-
nych poronien, wykazano silng dodatnig reakcje
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z komorkami transfekowanymi CD36 w metodzie
cytometrii przeptywowej. W teScie enzymatycz-
nym z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
skierowanych do réznych glikoprotein krwinek
plytkowych (MAIPA, monoclonal antibody immo-
bilization of platelet antigens) surowica wykazata
reakcje ujemna z klonem 4F9, a reakcje dodatnia
z klonem 4G2. Wskazuje to, ze przeciwcialo mo-
noklonalne 4F9 rozpoznaje podobne epitopy jak
przeciwciala anty-Nak? produkowane przez matki.
Wstrzykniecie 30 ug przeciwciat produkowanych
przez klon 4F9 myszom NOD SCID prowadzito do
eliminacji ludzkich ptytek krwi z mysiego ukladu
krazenia w przeciggu godziny [hPLT CL ($rednia
+ SD): 89 * 3%, n = 3]. Takiego efektu nie byto,
gdy myszom podano to samo przeciwcialo, ale
poddane uprzedniej deglikozylacji. W badaniu
cytometrycznym deglikozylowane 4F9 i 4F9 wy-
kazaly podobne wigzanie hPLT.

Wstrzykniecie myszom 2 mg immunoglo-
buliny anty-Nak? (IgG) jedynie nieznacznie
zredukowalo niszczenie hPLT w poréwnaniu
z efektem podania IgG od zdrowego dawcy. Gdy
plytki ludzkie wstrzykniete myszom preinkubo-
wano z cytrynianowa surowicg anty-Nak? przed
wstrzyknieciem, uzyskiwano ich silne niszczenie
W organizmie myszy.

Wyniki te wskazuja, ze w niszczenie hPLT
przez przeciwciala monoklonalne anty-4F9 i anty-
-Nak? w modelu i vivo moga by¢ zaangazowane
rozne mechanizmy. Poniewaz CD36 powszechnie
wystepuje na roznych komorkach, udziat sktadni-
kéw komoérkowych i humoralnych w niszczeniu
komorek przez anty-Nak? powinien by¢ brany pod
uwage. Wykorzystanie deglikozylowanego klonu
4F9 do zapobiegania niszczeniu hPLT przez prze-
ciwciala anty-Nak? budzi nadzieje badaczy.

Killie 1 wsp. skonstruowali nowatorski mysi
model FNAIT, w ktorym badali indukcje 1 odpo-
wiedz immunologiczng na HPA-1a i vivo [6]. Jak
wiadomo, wytwarzanie przeciwcial anty-HPA-1a
1 wystepowanie FNAIT s3 silnie skorelowane
z obecno$cig allelu MHC klasy II DRB3*01:01.
Peptydy uwalniane w trakcie niszczenia z inte-
gryny 3, zawierajace w pozycji 33 leucyne definiu-
jaca antygen HPA-1a (peptyd HPA-1a), wiaza sie
z czasteczkami MHC klasy II DRA/DRB3*01:01
1 taki kompleks peptyd-MHC moze aktywowac
HPA-1a-specyficzne komorki T u kobiet zimmuni-
zowanych podczas cigz dotknietych FNAIT. Silny
zwigzek miedzy allelem DRB3*01:01 i immunizacja
sugeruje, ze aktywacja komorek T przez kompleks
peptyd HPA-1a-DRA/DRB3*01:01 jest czynnikiem
determinujagcym immunizacje.

W zwiazku z tym, aby oceni¢ role kompleksu
peptyd-MHC w rozwoju FNAIT oraz oceni¢ po-
tencjalne sposoby interwencji prowadzacych do
immunoprofilaktyki czy leczenia konieczna jest
znajomo§¢ procesu rozpoznania tego kompleksu
przez komorki T. Killie 1 wsp. stworzyli model do
badania specyficznej odpowiedzi HPA-1a-specy-
ficznych komoérek T z restrykcja DRB3*01:01 in
vivo. Uzyto do tego celu myszy transgenicznych
zarowno pod wzgledem ludzkiego CD4, jak i ludz-
kich haplotypéw MHC klasy II, bedacych no$nikiem
alleli DRB3*01:01. Aby dokonaé oceny myszy
jako potencjalnego modelu stuzacego do poznania
zwigzanej z FNAIT odpowiedzi komoérek T iz vivo,
zbadano najpierw, czy allele DRA/DRB3*01:01
byly wyrazone na splenocytach myszy transge-
nicznych oraz czy mogly prezentowac peptyd
HPA-1a. W tym celu splenocyty myszy hodowano
z plytkami HPA-1la dodatnimi lub ostrzykiwano
peptydem HPA-1a, a nastepnie laczono z klonal-
nymi, HPA-1a specyficznymi komérkami T CD4
z restrykcja HLA DRB3*01:01 izolowanymi od
kobiet zimmunizowanych antygenem HPA-1a.
Ich proliferacje oceniano w teScie proliferacji
CFSE. Ludzkie HPA-1a specyficzne komoérki T
proliferowaty zwiaszcza w odpowiedzi na antygeny
HPA-1a prezentowane przez splenocyty myszy
transgenicznych. Zaohserwowano natomiast brak
odpowiedzi w przypadku peptydu kontrolnego oraz
plytek HPA-1a ujemnych. Aby ocenié, czy w tym
modelu moze byé wywolana odpowiedz komorek T
z restrykcja DRA/DRB3*01:01, myszy transge-
niczne immunizowano plytkami HPA-1a dodatnimi,
a nastepnie analizowano odpowiedz ich komorek T
na HPA-1a metodg ELISPOT. Okazalo sie, ze
splenocyty myszy zimmunizowanych wydzielaly
cytokiny w odpowiedzi na stymulacje antygenem
HPA-1a. Uzyskane wyniki wskazuja, ze myszy
z transgeniczng ekspresja HLA-DRA/DRB3*01:01
1ludzkiego CD4 moga by¢ stosowane jako model do
badania odpowiedzi komorek T zwigzanej z FNAIT
w warunkach iz vivo.

Zespot Instytutu Hematologii i Transfuzjologii
zaprezentowal na sympozjum wyniki standaryzacji
badan antygenu HPA-1la za pomoca cytometru
przeplywowego [7]. Opracowany system badan,
oparty na zastosowaniu metod automatycznych,
pozwala na ustalenie obecnos$ci antygenu HPA-1a
w 96 probkach badanych w ciggu 1,5 godziny. Jest
on obecnie uzywany do wykonania bezplatnych
przegladowych badan HPA-1a u kobiet ciezar-
nych z terenu calej Polski, ktére prowadzone sg
w ramach grantu PREVFNAIT pt.: ,,Zapobieganie
alloimmunologicznej maloplytkowoSci ptodow
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1 noworodkoéw w Polsce”. Kobiety HPA-1a ujem-
ne sa w grupie ryzyka wytworzenia przeciw-
cial anty-HPA-1a odpowiedzialnych za najczest-
szy 1 najciezszy konflikt ptytkowy. Informacje
o projekcie znajduja sie na stronie internetowe;j
www.konfliktplytkowy.ihit.waw.pl.

Badania byly finansowane ze $rodkow Pro-
gramu Polsko-Norweska Wspodipraca Badawcza,
prowadzonego przez Narodowe Centrum Badan
1 Rozwoju w ramach Norweskiego Mechanizmu
Finansowego na lata 2009-2014, w ramach Umowy
Projektu nr Pol-Nor/203111/69/2013.
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