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Sazetak

Neonatalna aloimuna trombocitopenija

Zrinka Starcevic¢

Neonatalna aloimuna trombocitopenija (NAIT) naj¢eséi je uzrok teSke trombocitopenije
u terminske novorodencadi. Bolest je posljedica feto-maternalne nepodudarnosti u
trombocitnim antigenima koji su nasljedeni od oca, naj¢eS¢e HPA-la (HPA, human
platelet antigens, engl.). HPA-1a pozitivni trombociti fetusa uzrokuju aloimunizaciju
majke. Transplacentarni prijelaz anti-HPA-1a protutijela u cirkulaciju fetusa dovodi do
trombocitopenije. Incidencija NAIT-a se procjenjuje na 1-2/1000-5000 zivorodene djece.
U 20-59% sluCajeva bolest se javlja u prvorodene djece. Prevladava blagi oblik bolesti
koji se prezentira koznim krvarenjima. Najteza posljedica trombocitopenije je
intrakranijalno krvarenje (IKH) koje mozZe ostaviti dugotrajne neurorazvojne poteskoce.
U sluCajevima nastanka IKH, povecana je vjerojatnost njegova pojavljivanja u iduéim
trudno¢ama. Na dijagnozu NAIT-a treba posumnjati u djeteta s trombocitopenijom za
koju ne nalazimo uobi€ajenih razloga. Nakon postavljanja kliniCke sumnje potrebno je
dijagnozu potvrditi laboratorijskim testiranjem. U tu svrhu se koriste seroloSke metode i
genotipizacija HPA antigena. LijeCenje novorodenceta s trombocitopenijom se temelji
na transfuziji koncentrata trombocita. Prenatalnom lijeCenju se pristupa ukoliko majka u
anamnezi ima trudnocu ili porod djeteta s dijagnozom NAIT-a. U terapiji se koriste

intravenski imunoglobulini u kombinaciji s kortikosteroidima.

Kljuéne rijec€i: NAIT, aloimunizacija, intrakranijalno krvarenje



Summary

Neonatal alloimmune thrombocytopenia

Zrinka Starcevié

Neonatal alloimmune thrombocytopenia (NAIT) is the most common cause of severe
thrombocytopenia in term newborns. The cause of NAIT is feto-maternal incompatibility
for platelet antigens inherited from the father. The most common antigen involved in the
pathogenesis is HPA-la (HPA, human platelet antigen). HPA-la positive fetal
thrombocytes cause maternal alloimmunization. Transplacental transfer of anti-HPA-1a
antibodies into the fetal circulation leads to thrombocytopenia. The estimated incidence
of NAIT is 1-2/1000-5000 live births. The frequency of alloimmunisation during the first
incompatible pregnancy is 20-59%. The most common manifestation is bleeding into the
skin, which may be the only clinical sign. The most severe repercussion of NAIT is
intracranial hemorrhage (ICH) which can lead to neurodevelopmental disabilities. In
cases of ICH, there is an increased recurrence rate of ICH in the subsequent
pregnancies. NAIT should also be considered if neonatal thrombocytopenia is
discovered incidentally. After clinical diagnosis is suggested, laboratory testing should
be done in order to confirm the diagnosis of NAIT. For this purpose, serological testing
and HPA genotyping is done. Therapy of the newborn with thrombocytopenia is based
on transfusions of thrombocyte concentrates. Prenatal therapy is needed in women with
a previously affected child. Intravenous immunoglobulins along with corticosteroids are

the therapy of choice.

Key words: NAIT, alloimmunization, intracranial hemorrhage



1. Uvod

Broj trombocita u zdravih fetusa (od sredine drugog tromjesecja) i novorodencadi
jednak je normalnom broju trombocita u odrasloj populaciji. Nalaz trombocita od 100 do
150x10"9/L predstavlja blagu trombocitopeniju, 50 do 100x10"9 umjerenu, a manje od

50%1079 tesku trombocitopeniju.t

Smatra se da je klinicki entitet kojeg danas nazivamo neonatalnom aloimunom
trombocitopenijom opisan po prvi puta 1953. godine u dvoje novorodencadi rodene s
teSkom trombocitopenijom od majki s normalnim brojem trombocita.? Od 1962. god.
kada je otkrivena aloimuna etiologija bolesti, zaredale su publikacije koje opisuju brojne
specificne trombocitne antigene koji senzibilizacijom maj¢inog imunosnog sustava
tijekom trudnoc¢e dovode do fetalne razgradnje trombocita. Kasnije je brojnim radovima
potvrdena etiologija bolesti te su nadeni razli€iti antigeni koji mogu biti razlog nastanka
aloimune neonatalne trombocitopenije. Neonatalna aloimuna trombocitopenija je danas
prepoznata kao vazna komplikacija trudnocCe i jedan je od vodeCih uzroka teSke

trombocitopenije u novorodencadi.

2. Definicija

Neonatalna aloimuna trombocitopenija (NAIT) naj¢es¢i je uzrok teSke trombocitopenije
u terminske novorodencadi i analogna je anemiji uzrokovanoj hemolitickom bolesti
novorodenceta.® Za razliku od aloimunizacije eritrocita, moZe se pojaviti tijekom prvih

trudnoca i Cesto sa sve izrazenijom kliniCkom manifestacijom u kasnijim trudno¢ama.

Bolest nastaje zbog nepodudarnosti u trombocitnim antigenima majke i djeteta. Vecina
slu¢ajeva ima blagu formu bolesti s koZnim promjenama u vidu petehijalnih krvarenja,
no najtezi oblici NAIT-a mogu uzrokovati tesSko intrakranijalno krvarenje i trajni invaliditet

te ¢ak i smrtni ishod.



3. Etiologijai patogeneza

NAIT nastaje zbog feto-maternalne nepodudarnosti u trombocitnim antigenima koji su
nasljedeni od oca, najceS¢e HPA-la. HPA-la pozitivni trombociti fetusa izazivaju
imunizaciju HPA-l1a negativhe majke. Nakon aloimunizacije, slijedi transplacentarni
prijelaz majcinih anti-HPA-la u fetalnu cirkulaciju, vezanje 1gG za nepodudarne
antigene fetalnih trombocita te naposlijetku trombocitopenija zbog ubrzanog uklanjanja

opsoniziranih trombocita u retikuloendotelnom sustavu fetusa i/ili novorodenceta.

lako je NAIT najCeSce posljedica nepodudarnosti u sustavu HPA (HPA, human platelet

antigen, engl.), u nastanku bolesti ulogu mogu imati i drugi antigeni trombocita.

3.1 HPA sustav

HPA su antigeni specificni za humane trombocite. Oni se nalaze na membranskim
glikoproteinima (GP) i to GPIb-V-IX (receptor za von Willebrandov faktor), GPIlb/llla
(allb/B3 integrin, fibirinogenski receptor), GPla/lla (kolagenski receptor), CD109
(sudjeluje u regulaciji signaliziranja TGF-B). Ovi glikoproteini su u medudjelovanju s

izvanstani¢nim matriksom i faktorima zgruSavanja te na taj nacin reguliraju hemostazu.*

Membranski glikoproteini izrazito su polimorfna skupina molekula. Varijacije u njihovim
oblicima posljedica su razli¢itih sljedova nukleotida u genima koji ih kodiraju. Nerijetko
razliku medu glikoproteinima €ine promjene samo jednog nukleotida (SNP, single

nucleotide polymorphism, engl.).

Integralni dio glikoproteina su i HPA epitopi. HPA djeluju kao aloantigeni i mogu izazvati
imunizaciju osobe koja odredeni HPA ne posjeduje. Zbog velikog broja razli€itih HPA,
razvijena je nomenklatura tih antigena prema kojoj je svakom dodijeljen broj (u vecini
slucajeva prema redoslijedu otkri¢a) te tako imamo HPA-1, HPA-2 itd.> Do danas je
opisano 37 aloantigena koji su smjesteni na Sest glikoproteina trombocitne membrane
(Slika 1).4
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Slika 1. Shematski prikaz membranskih glikoproteina i epitopa HPA.®

12 HPA je svrstano u 6 bialelnih sustava (HPA-1, -2, -3, -4, -5, -15). Unutar svakog
sustava postoje dvije forme glikoproteina koje karakteriziramo prema pojavnosti u
populaciji te ih oznacavamo slovima ,a“ (antigeni visoke frekvencije pojavnosti) i ,b“
(antigeni niske frekvencije pojavnosti). UCestalost ostalih antigena izvan bialelnih

sustava je vrlo mala te se stoga oni oznacavaju slovom ,b“ (Tablica 1).



Tablica 1. Ucestalost pojavljivanja razlic¢itih HPA fenotipa u populaciji bijele rase.”

ANTIGEN GLIKOPROTEIN PROMJENA AK FREKVENCIJA
72% ala
T GPlila Leu <-> Pro33 26% alb
2% bib
85% ala
nPaza GPIIb Thr <> Met145 14% alb
1% bib
37% ala
e GPII lle:Ser843 48% alb
15% bib
>99,9% a/a
:Eﬁjﬁ GPllla Arg:GIn143 <0,1% a/b
<0,1% b/b
80% ala
i GPla Glu:Lys505 19% a/b
1% bib
HPA-6b GPllla Arg:GIn489 <1% bib
HPA-7b GPllla Pro <-> Ala407 <1% bib
HPA-8b GPllla Arg:Cys636 <0,1% bib
HPA-9b GPllla Val:Met837 <1% bib
HPA-10b GPllla Arg:GIn62 1% b/b
HPA-11b GPllla Arg:His633 <0,5% b/b
HPA-12b GPIb Gly:Glu15 1% bib
HPA-13b GPla Met:Thr799 <1% bib
HPA-14b GPllla Del:Lys611 1% bib
359 ala
A CD109 Tyr:Ser703 42% alb
23% bib
HPA-16b GPllla Thr:lle140 <1%

AK-aminokiselina




Prvi HPA koji je povezan s nastankom NAIT-a bio je HPA-la.® On se nalazi na
glikoproteinu GPIlla koji je podjedinica receptora fibrinogena. Fenotipska razlika HPA-
la i HPA-1b antigena je rezultat supstitucije aminokiselina leucina i prolina na poziciji 33
u genu koji kodira glikoprotein GPIlla.® 98% Zena bijele rase je HPA-1a pozitivno i ima
genotip HPA-1a/la. Oko 2% je HPA-1a negativno (genotip im je najces¢e HPA-1b/1b) i

te su Zene u povecanom riziku od aloimunizacije tj. stvaranja anti HPA-1a protutijela.°

Upravo je feto-maternalna nepodudarnost u ovom antigenu naj¢es¢éi uzrok NAIT-a. Vise
od 95% serolodki potvrdenih slu€ajeva NAIT-a uzrokovano je imunizacijom majke na
antigene pet bialelnih sustava (HPA-1, -2, -3, -5, -15).% Imunizacija ostalim antigenima

je rijetka, a neki su opisani samo u pojedinim slu¢ajevima.

Glikoproteini nosaci antigena su eksprimirani na povrsini fetalnih trombocita ve¢ u 16.
tiednu gestacije.® Nacin na koji dolazi do interakcije fetalnih trombocitnih antigena i

maj€inog imunosnog sustava te vrijeme poCetka aloimunizacije nisu poznati.

Tijekom trudnoce placenta omogucuje interakciju fetalne i majc€ine cirkulacije kako bi se
odvijala izmjena tvari neophodna za prezivljenje fetusa.’ U normalnim uvjetima
(membrana trofoblasta oCuvana, nema traume, infekcija, placentarnih abnormalnosti
itd.) ne dolazi do izmjene krvi kroz placentu,'! ve¢ molekule difundiraju kroz membranu
trofoblasta fetalnih korionskih resica koji je u neposrednom kontaktu s maj¢inom krvi.
Unato¢ tome u maijcinoj cirkulaciji su dokazane fetalne stanice i fetalni DNK. Do drugog
tromjesedja trudnoce u mililitru maj€ine krvi prisutno je od 1 do 6 fetalnih stanica, a do
36. tiedna gestacije fetalne stanice nalaze se u cirkulaciji svih trudnica.*? Pokazalo se

da je podrijetlo veéine tih stanica i fetalne DNK u trofoblastu korionskih resica.*34

Zasad nema dokaza o prelasku fetalnih trombocita u maj€inu cirkulaciju tijekom
normalne trudnoce. Neke studije govore o ulasku 0,5-1 mL fetalne krvi u majc€inu
cirkulaciju tijekom normalnog, nekompliciranog poroda no ¢ak i za visoko imunogeni¢ni
HPA-1a antigen, broj trombocita u tako malom volumenu krvi €ini se nedostatan za

aloimunizaciju.t>16

Alternativno objasnjenje imunizacije majke je kroz kontakt sa stanicama trofoblasta, bilo

na povrsini korionskih resica ili u maj¢inom krvotoku.



GPllla, nosa¢ HPA-1 antigena eksprimiran je na stanicama trofoblasta ve¢ u prvom
tromjesecju, Sto bi objasnilo pojavu NAIT-a u prvoj trudnodi i protutijela protiv HPA-1a
antigena u majcéinoj krvi ve¢ u 17. tjednu gestacije.” Medutim, ovaj mehanizam

objasnjava aloimunizaciju samo s HPA koji se nalaze na GPllla.

Bez obzira na mehanizam, nepodudarnost uvijek stvara mogucnost aloimunizacije. No,
protutijela protiv fetalnih trombocita nastat ¢e u samo 10% HPA-1a negativnih trudnica.?
lako je mogucnost inkompatibilnosti majke i oca za neke druge antigene veéa, HPA-1a

je najéeséi uzrok nastanka NAIT-a (Tablica 2).18

Tablica 2. Uéestalost HPA nepodudarnosti u bijele rase i uéestalost NAIT-a.'8

ANTIGENI PREDVIDENA FREKVENCIJA (%)* FREKVENCIJA U NATP (%)

HPA-1a 2 85
HPA-1b 20 2
HPA-2a 13 <0,5
HPA-2b 1 <0,5
HPA-3a 13 0,6
HPA-3b 23 0,3
HPA-4a <0,1 <01
HPA-4b <0,2 <01
HPA-5a 16 9
HPA-5b 1 2

HPA, human platelet antigen, engl.; NAIT, neonatalna aloimuna trombocitopenija
*UCestalost nepodudarnosti kod nasumiénih partnera bijele rase

Naime, stvaranje anti-HPA-1a protutijela ovisno je o prisutnosti DRB3*0101 antigena iz
kompleksa Il molekula tkivhe podudarnosti (MHC II, major histocompatibility complex,
engl.).



DRB3*0101 se nalazi u jedne trecCine populacije, a stvaranje anti-HPA-1a protutijela je
iznimno rijetko u njegovom odsutstvu (negativna prediktivna vrijednost iznosi 99,6%).3
Razlog za to je visok afinitet GPllla za mjesto vezanja peptida ha DRB3*0101 zbog
Cega dolazi do efektivnije prezentacije antigena limfocitima te posljedi¢no vece

aktivacije humoralnog imunosnog sustava (pozitivna prediktivna vrijednost 35%).1%-2!

Prijenos majcinih protutijela kroz placentu facilitiran je neonatalnim Fc receptorom
(FcRn, neonatal Fc receptor, engl.), Cija je struktura slicna onoj molekula kompleksa |
tkivne podudarnosti (MHC |, major histocompatibility complex, engl.).?222 Jo$ uvijek se
istraZzuje afinitet razliCitin izotipova lgG-a za FcRn te utjecaj na kliniCku prezentaciju

bolesti.

3.2 ABO antigeni

Antigeni ABO sustava nalaze se na trombocitima u maloj koli¢ini (2000-6000 kopija
antigena po trombocitu). Oni se naj¢eS¢e nalaze na glikoproteinu GPIIb. Ekspresija ovih
antigena je varijabilna, pa je tako u 4-7% ljudi ve¢a nego $to je uobicajeno, a u 1-2% i
do 20 puta veca. Takve osobe su nazvane ,Tip 2 ekspresorima“ (,Type 2 high

expressers®, engl.).?4-26

Ova spoznaja otvara mogucnost da nepodudarnost majke i djeteta u ABO antigenima
takoder moZe dovesti do NAIT-a Sto je dokazano i u klini€koj praksi. Opisan je slucaj
dvoje djece s povecanom ekspresijom antigena krvne grupe B na trombocitima, a koja
su bila rodena s trombocitopenijom i blagim oblikom hemolitiCke bolesti. Majka je bila
krvne grupe 0, a seroloSki je dokazana prisutnost IgG anti-B protutijela u njezinu

serumu.?’

Do sad se tom problemu pridavalo vrlo malo paZnje no tipizacija trombocita oca za
osobinu povecane ekspresije antigena ABO moze pomoci rasvijetliti pojedine slucajeve
NAIT-a.



3.3 Glikoprotein IV (CD36)

Glikoprotein IV (CD36) je Clan obitelji ,scavanger® membranskih receptora koji je
eksprimiran na trombocitima, eritrocitima, endotelnim stanicama itd.?® Otprilike 5% ljudi
azijskog i africkog podrijetla nose mutaciju koja dovodi do smanjene ekspresije CD36
(,tip 2 CD36 deficijencija“) te rizika za stvaranje protutijela prilikom nepodudarne
trudnoce. Klini€ka slika povezana s ovom vrstom imunizacije majke vrlo je sliCha onoj
kod HPA imunizacije.?® Zanimljiva je Cinjenica da djeca nemaju ostecanja ostalih tkiva

unatoC Cinjenici da se CD36 eksprimira na endotelu i drugim krvotvornim stanicama.

3.4 HLA antigeni

Ljudski trombociti na svojoj povrsini nose barem 20 000 kopija HLA | antigena $to je
vecéina HLA antigena koja se nalazi u cirkulirajucoj krvi.*® Jedna tre¢ina multipara ima
protutijela protiv HLA | antigena Sto otvara mogucnost da su neki neobjasnjeni slucajevi
NAIT-a posljedica imunizacije majke na te antigene.®! Medutim, jo$ nije dokazano imaju

li HLA antigeni ulogu u patogenezi bolesti.

4. Epidemiologija

Incidencija NAIT-a nije to¢no odredena jer je laboratorijska dijagnostika bolesti moguca
samo u visokospecijaliziranim centrima. Ipak, procjenjuje se da incidencija iznosi
otprilike 1-2/1000-5000 zivorodene djece. Za razliku od hemoliticke bolesti

novorodenceta, NAIT se u 20-59% slu¢ajeva javlja u prvorodene djece.'”32

NajcesSci antigen koji dovodi do NAIT-a u biijele rase je HPA-1a. On je odgovoran za
nastanak trombocitopenije u 80% slu€ajeva dok je HPA-5b uzrokom u 15%, a HPA-3a u
2% slucajeva.®? Otprilike 1 — 2% opcée populacije je negativno na antigen HPA-1a (npr.
HPA-1b/1b) te stoga podlozno stvaranju anti-HPA-1a protutijela.33

Buduéi da je patogeneza NAIT-a vrlo kompleksna, nepodudarnost u trombocitnim

antigenima ne znadci sigurnu pojavu bolesti. Trombocitopenija ¢e biti prisutna u 30%



djece imuniziranih majki, a teSki oblik trombocitopenije javit e se u svega 20%

slu¢ajeva.®*

Dijagnoza NAIT-a Cesto se previdi. Ovome u prilog govori raskorak izmedu incidencije
bolesti zabiljezene u prospektivnim studijama koje su ukljucivale laboratorijske testove
na postojanje anti-HPA protutijela i one zabiljezene u klini¢koj praksi. Procjenjuje se da

se samo 7-23% svih slu¢ajeva NAIT-a klini¢ki dijagnosticira.®

5. Klinicka slika

Klinicka slika neonatalne aloimune trombocitopenije je raznolika. Na dijagnozu treba
posumnjati u svakog novorodencCeta s trombocitopenijom za koju ne nalazimo
uobiCajenih razloga. lako je NAIT glavni uzrok intrakranijalnog krvarenja (IKH) u
terminske novorodencadi, u vecine je sluCajeva (47%) kozno krvarenje jedini klinicki

znak bolesti.3>

Krvarenje se prezentira unutar nekoliko sati po rodenju i to najceS¢e u obliku petehija
(90%), hematoma (66%), melene (30%), hemoptize (8%), retinalnog krvarenja (7%) i
hematurije (3%).3>2¢ Rodna masa bolesnika je obi¢no ispod prosjeka za gestacijsku
dob. Rizik nastanka krvarenja najveci je u prvih 96 sati Zivota.’ Prirodni tijek bolesti
karakterizira postupni oporavak broja trombocita tijekom prva dva tjedna Zivota, iako u

nekim slucajevima trombocitopenija moze perzistirati i nekoliko mjeseci nakon poroda.

Najteza posljedica aloimune neonatalne trombocitopenije je intrakranijalno krvarenje
koje nastaje u 7%-26% sluCajeva. Oko 80% IKH-a dogada se intrauterino, 42% prije 30.
tiedna gestacije. U vecine bolesnika vida se intraparenhimno krvarenje u temporalnom
reznju s posljedi¢nim nastankom anemije, porencefalije ili ventrikulomegalije.* Mortalitet
varira od 1 do 10%. Dugotrajne neurorazvojne posljedice uklju€uju mentalnu retardaciju,

cerebralnu paralizu, kortikalnu sljepocu i konvulzije.334°

U slu€ajevima prenatalno nastalog intrakranijalnog krvarenja poveéana je vjerojatnost
njegovog ponaviljanja u slijede¢im trudno¢ama i ta je vjerojatnost to veca Sto je

intrakranijalno krvarenje nastalo ranije tijekom gestacije. Ukoliko je prethodno dijete
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imalo intrakranijalno krvarenje, vjerojatnost da ¢e se to ponoviti u sljede¢eg zahvacenog
djeteta iznosi 80-90%.36:37

Stupanj trombocitopenije u novorodencadi majki imuniziranih na HPA-1a je varijabilan.
U 50-80% svih slucajeva broj trombocita je manji od 50x1079.” Ipak, tezina

trombocitopenije €esto ne korelira s klini€kom slikom.

Prema nekim prospektivnim istrazivanjima nadena je korelacija broja trombocita s
krvnom grupom majke. Teski oblik trombocitopenije je vise nego dvostruko ¢es¢i ukoliko
je majka krvne grupe A u odnosu na majke s krvnom grupom 0.3’ Takoder,
senzibilizacija majke ovisi i 0 HPA antigenima pa je trombocitopenija kod imunizacije na
HPA-1a veca u usporedbi s HPA-5b koja obi¢no dovodi do umjerene trombocitopenije i
blage klinicke slike. Medutim, IKH je opisano u oba slu¢aja.*® Medijan broja trombocita u
HPA-la nepodudarnosti je 18x1079 za razliku od 60x10"9 kod nepodudarnosti u

drugim antigenima.3°

6. Diferencijalna dijagnoza

Trombocitopenija u novorodencadi moZze biti posljedica povecane potroSnje trombocita
(infekcije, tromboza, imunosni mehanizmi) ili njihovog nedovoljnog stvaranja. U neke

djece, pogotovo nedonosc¢adi, ova dva mehanizma mogu djelovati zajedno.

Blaga, asimptomatska trombocitopenija javlja se u 1% zdrave terminske novorodencadi

i najcesce spontano nestaje nakon nekoliko dana.!

Diferencijalna dijagnoza trombocitopenije sazeto je prikazana u tablici (Tablica 3).
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Tablica 3. Diferencijalna dijagnoza trombocitopenije u novorodenceta®

BOLESNA NOVOROBENCAD | NEDONOSCAD

¢ Hipoksija i/ili acidoza nakon porodajne traume
¢ Kroni¢na hipoksija zbog placentarne insuficijencije
o Preeklampsija

o Bakterijska infekcija (sepsa)

¢ Kongenitalne virusne infekcije

e HIV

o Diseminirana intravaskularna koagulacija

e ARDS

e Perzistentna pulmonalna hipertenzija

o Nekrotiziraju¢i enterokolitis

e Tromboza

o Transfuzije krvi

e Bolesti kostane srzi

NOVOROBENCAD S FENOTIPSKIM OSOBITOSTIMA I/ILI DISMORFIJAMA

e Sindrom trombocitopenije s odsutnim radijusom (TAR, engl.)
e Fanconi anemija

e Trisomija 21, 13ili 18

e Turnerov sindrom

e Kasabach — Merritt sindrom

ZDRAVA, TERMINSKA NOVORODENCAD

e Okultna infekcija

e Autoimuna trombocitopenija majke

¢ Neonatalna aloimuna trombocitopenija
o Amegakariocitna trombocitopenija

¢ Nasljedne makrotrombocitopenije

e \Wiskott — Aldrich sindrom

TAR — thrombocytopenia with absent radius, engl.
ARDS - acute respiratory distress syndrome, engl.




Infekcije su Cest uzrok trombocitopenije kako u terminske novorodencadi tako i u
nedonoscadi i treba ih iskljuciti u sve djece s trombocitopenijom <50x1079, bez obzira

na izgled djeteta.38

Bakterijske infekcije su Cesto komplicirane diseminiranom intravaskularnom
koagulacijom (DIK) gdje aktivacija koagulacijske kaskade dovodi do povecane potrosnje
trombocita. U ovim slu€ajevima uz trombocitopeniju ¢e u laboratorijskim nalazima biti
prisutna hipofibrinogenemija te poviSeni produkti razgradnje fibrina i D-dimeri.
Kongenitalne virusne infekcije poput CMV-a i rubeole takoder mogu uzrokovati
trombocitopeniju. Splenomegalija ¢e u ovim infekcijama pridonijeti pove¢anoj potrosnji
trombocita. Prvi znak infekcije HIV-om je takoder trombocitopenija, medutim ona je

rijetka u novorodenackom razdoblju.

NedonoS€ad moze razviti komplikacije koje se Cesto povezuju s trombocitopenijom
uklju€ujuci respiratorni distres sindrom, perzistentnu pluénu hipertenziju i nekrotizirajudi
enterokolitis.®® Uz niski broj trombocita, svaki od ovih klinickih entiteta se prezentira

specificnim simptomima i nalazima.

Genetske bolesti mogu kao integralni dio svoje klinicke slike imati trombocitopeniju.t
Tako naprimjer kromosomske anomalije poput trisomija 13, 18 i 21 mogu biti razlogom
neonatalne trombocitopenije. Kasabach—Merritt sindrom s druge strane karakterizira
progresivna trombocitopenija radi sekvestracije trombocita u hemangiomima koji su

obiljezje ovoga sindroma.

Trombocitopenija kod naizgled zdrave novorodencadi najceSc¢e je posljedica imunosno
posredovanih mehanizama.*® Rjede se dogada da novorodenée s niskim brojem
trombocita ima bolest koja se u potpunosti manifestira tek kasnije u zivotu (npr. Wiskott-

Aldrich sindrom, amegakariocitna trombocitopenija).*

Neonatalna trombocitopenija radi majCine autoimune trombocitopenije primarno je
autoimuna bolest majke u kojoj razaranje fetalnih trombocita nastaje zbog
transplacentarnog prijelaza majCinih autoantitijela. U ovom sluCaju postoji i

trombocitopenija majke jer su autoantitijela usmjerena i protiv vlastitih antigena.
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Autoimune bolesti koje mogu dovesti do ovog fenomena su idiopatska
trombocitopeni¢na purpura, sistemski eritematozni lupus i Gravesova bolest.?
Neonatalna trombocitopenija nastaje u oko 10% djece majki s autoimunim bolestima.
Broj trombocita je obi¢no 20 — 50x1079, a krvarenja su naj¢eS¢e blaga ili ih uopce

nema.**

7. Dijagnoza

S obzirom da NAIT nastaje u prvoj trudnoci, dijagnoza se postavlja tek nakon poroda
zahvacenog djeteta, osim ako postoje anamnesti¢ki podaci o NAIT-u u djece majcine
sestre, u slu¢ajevima prenatalno nastalog intrakranijalnog krvarenja te provedenog
prenatalnog skrininga. Nakon postavljene klinicke sumnje, potrebna je laboratorijska

potvrda dijagnoze kako bi roditelji dobili upute i savjet prije planiranja sljedecée trudnoce.

7.1 Kilinicka dijagnoza

Na NAIT trebamo posumnijati na temelju sljedecih anamnesti¢kih podataka:

1 Dijete nema znakova DIK-a, infekcije, kongenitalnih anomalija koje se
prezentiraju trombocitopenijom, drugih komorbiditeta.

1 Majka ne boluje od autoimune bolesti, nema trombocitopeniju, negativni su
anamnestiCki podaci o uzimanju lijekova koji mogu biti uzrok trombocitopenije.

1 Trudnoca je bila uredna.
NAIT se od drugih uzroka neonatalne trombocitopenijerazlikuje prema ovim obiljezjima:3

1 teSka trombocitopenija (broj trombocita <50%x109);

1 intrakranijalno krvarenje u kombinaciji s jednim ili viSe od sljedecih kriterija:
» Apgar na kraju prve minute >5;
» rodna masa >2200 g;

» dokumentirano prenatalno ili postnatalno krvarenije.
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7.2 Laboratorijska dijagnoza
Temelj laboratorijske dijagnostike su:

1 pronalazak i identifikacija majcinih anti-HPA protutijela;

(1 odredivanje HPA genotipa majke, oca te ako je potrebno i djeteta.

Metode koje se koriste u identifikaciji antigena i pripadajucih protutijela su seroloske,
dok se u odredivanju genotipa koriste metode sekvenciranja DNK. Dijagnostika se
provodi na uzorcima krvi majke i oca te samo iznimno djeteta. Sve metode se provode u

specijaliziranim referentnim laboratorijima.

Zbog prethodno spomenute moguénosti pojave neonatalne trombocitopenije kod
nepodudarnosti u HLA | i ABO antigenima, rade se i testovi na prisutnost protutijela
protiv HLA | te se tipiziraju eritrociti na ABO antigene.

7.2.1 SeroloSke metode

Nekoliko je metoda kojima mozZemo dokazati nepodudarnost trombocitnih antigena

majke i oca te prisutnost protutijela u serumu majke.
PIFT (platelet immunofixation technique, engl.)

Trombociti majke se inkubiraju s anti-HPA-la serumom §to dovodi do nastanka
antigen-protutijelo kompleksa. Ti se kompleksi zatim inkubiraju anti-humanim
globulinom koji je konjugiran s tvari koja omogucuje vizualizaciju — fluorokromom (Slika
2). Fluorescencija se detektira protoChom citometrijom. Ovom metodom je moguée
testirati i postojanje majcinih aloantitijela te kriznu reakciju maj€inog seruma i oCevih

trombocita.
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. anti-humani
s FITC

)\ — globulin konjugiran

protutijelo na antigen

trombocitni antigen

FITC (fluorescein isothiocyanate, engl.) — fluorokrom

Slika 2. Shematski prikaz PIFT (platelet immunofixation technique, engl.) metode.*

MACE (modified antigen capture ELISA, engl.)

MACE je imunoenzimski test koji se temelji na reakciji antigena i protutijela. Najcesc¢e
se Kkoristi krizna reakcija uzorka majCinog seruma i ocCevih trombocita. Ona se
usporeduje s reakcijom maj€inog seruma i tipiziranih trombocita od donora krvne grupe
0 (kako bi se izbjegla mogucnost interferencije ABO antigena u reakciji). Trombociti oca
inkubiraju se s maj€inim serumom, ispiru i liziraju detergentom. Glikoprotein od interesa
se zatim veze za Cvrstu fazu na kojoj su fiksirana monoklonalna protutijela specificna za
njega (Slika 3). Nakon ispiranja, ukoliko su na glikoprotein vezana majc€ina protutijela,

ona se detektiraju ELISA-om.*?
MAIPA (monoclonal antibody immobilization of platelet antigens, engl.)

MAIPA je metoda koja se Siroko koristi u Europi i smatra se zlatnim standardom u
imunofenotipizaciji trombocita.*® Protokol se razlikuje od MACE-a utoliko $to su za
¢vrstu fazu vezana anti-IgG protutijela specifi€na za monoklonalna protutijela prethodno

vezana za glikoprotein od interesa (Slika 3).
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MACE MAIPA

tvar za

P — oznatavanje »
protutijela
anti-humano >
protutijelo

-———— protutijelo protiv. ——pp
trombocitnih

antigena
anti-GPllb/llla
moncklonsko v
‘/ protutijelo
l 1IgG specificno \ /
za monoklonsko
protutijelo by I

Slika 3. MACE i MAIPA imunoloSke metode.

7.2.2 Genaotipizacija

Mogucénost genotipizacije HPA antigena postupno istiskuje serologiju u dijagnostici
NAIT-a. Promjene u nukleotidima koje Cine razliku izmedu pojedinih glikoproteina
nositelja HPA mogu lako biti identificirane pomo¢éu metoda koje se temelje na PCR-u
(polymerase chain reaction, engl.).** Neki laboratoriji rutinski tipiziraju DNK majke i oca
na antigene HPA-1 do 6, -9 -15.5

Spoznaje 0 majcinom mikrohimerizmu tj. prisustvu fetalne DNK u krvotoku majke koja
moze perzistirati i do 27 godina nakon poroda,*® dovele su do razvitka neinvazivnih
metoda prikupljanja i analize fetalne DNK iz maj€ine krvi. Ovakve metode mogu se
koristiti i za prenatalnu genotipizaciju fetalnih HPA kako bi se odredio rizik nastanka
NAIT-a.4®
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7.2.3 Interpretacija rezultata

Ukoliko se dokaze nepodudarnost izmedu HPA majke i oca i/ili prisutnost anti-HPA
protutijela, dijagnoza neonatalne aloimune trombocitopenije je vjerojatna te je potrebno
savjetovati roditelje i strogo kontrolirati sljedeée trudnoce. Algoritam dijagnostike NAIT-a

pojednostavljeno je prikazan na slici (Slika 4).

Novorodence s Iskljuéiti druge uzroke

Uzeti uzorke majke i

trombocitopenijom — trombocitopenije ——p  ocaza laboratorijsku
(trombociti <100x1049) Posumnjati na NATP dijagnostiku NATP
PlazmalSerum
Trombociti
LeukocitiiDNA

v
Maijcina
anti-trombocitna Fenotipizacija Genotipizacija
protutijela

I | | ’l‘ | | |

Kompatibilno za
HPA antigene

Nepodudarno za
HPA antigen koji nije
HPA-1a

Nepodudarno za
HPA antigen koji nije
HPA-1a

Nepodudarno za
HPA-1a

Anti-HPA-1a
pozitivno ili negativno

Pozitivno na anti-HPA
protutijelo

NATP vjerovatna

NATP vjerovatna

Procijeniti rizik za buduce trudnoce
genotipizacijom, ako je otac
heterozigot

Negativnona anti-HPA
protutijelo

NATP moguca

Slika 4. Algoritam dijagnostike NATP.4’

Negativno na anti-
trombocitna protutijela

Vjerovatno nije NATP




8. Lije€enje

8.1 Postnatalno

Transfuzija koncentrata trombocita prvi je izbor u lije€enju trombocitopenije. U tu se
svrhu mogu koristiti tri vrste trombocitnih pripravaka. Zlatni standard su pripravci
trombocita tipizirani na HPA antigene.* Trombociti takvih pripravaka trebaju biti
kompatibilni s maj¢inim trombocitima kako bi se osiguralo njihovo duze prezivljenje u
cirkulaciji djeteta. Zasad postoje pripravci trombocita od HPA-1a i HPA-5b negativnih
donora kao naj¢es¢ih antigena koji uzrokuju NAIT. Nazalost, vrlo mali broj bolnica i
transfuzijskin centara posjeduje registar tipiziranih donora i skladisti takve pripravke
kako bi bili spremni za hitnu primjenu. Stoga se €esto primjenjuju trombociti nasumiénih
donora. lako nekompatibilni, i takvi pripravci prolazno povisuju broj trombocita i
smanjuju vjerojatnost nastanka krvarenja.” HPA-kompatibilne trombocite mozemo dobiti
i aferezom majCinih trombocita, Sto pomaze u slu€ajevima potrebe za opetovanim
transfuzijama kroz dulji period.” Ako se koriste maijcini trombociti, neophodno je
odstraniti plazmu u kojoj se nalaze protutijela usmjerena protiv djetetovih trombocita. To
se najcesSce radi centrifugiranjem i resuspenzijom trombocita u fizioloSkoj otopini ili pak
ispiranjem trombocita fizioloSkom otopinom ili AB plazmom. Transfuzijski pripravak je

potrebno ozraditi kako bi se sprijeCila reakcija presatka protiv primatelja.

Precizne smjernice za transfuziju koncentrata trombocita s obzirom na broj trombocita u
serumu bolesnika ne postoje. UvrijeZzeno je misSljenje da se terminska novorodencad
bez znakova krvarenja i riziénih faktora za krvarenje (npr. traumatski porod) mogu
opservirati bez transfuzije ukoliko je broj trombocita >30x1079. Transfuzija je indicirana
u nedonoscadi ili terminske novorodencadi sa rizi€nim Cimbenicima za krvarenje (npr.
perinatalna hipoksija) ukoliko je broj trombocta <50x1079, a u slucaju intrakranijalnog

krvarenja ukoliko je njihov broj <100x1079.48-50

Intravenski imunoglobulini (IVIG) se takoder koriste u terapiji NAIT-a. lako je primjena
IVIG-a ucinkovita u oko 75% slucajeva, broj trombocita se povecava s latencijom od

24-72 sata zbog ¢ega se ne koristi kao inicijalna terapija.*
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Uglavnom se primjenjuje u slu€ajevima prolongirane trombocitopenije te kao potporno

lijeCenje uz transfuziju gdje potencijalno produljuje preZivljenje transfundiranih

trombocita. IVIG se primjenjeu dozi od 0,4-1,0 g/kg/dan tijekom 2-5 dana.

Algoritam postupanja prilikom sumnje na NAIT sazeto je prikazan na slici (Slika 4).

NOVOROBENCE:
Anamneza
Fizikalni pregled

Novorodence s
rombocitopenijom

b o

Poterditi izoliranu
trombocitopeniju
u ponovljenoj pretrazi krvi

I

<100=10"9
trombocita

-

Uzrok

MAJKA:
Anamneza (naglasak na
autoimune bolesti)

. GinekoloZka anamneza

Parametri koagulacije 4
Razmaotriti DD
UZV glave da se iskljudi ICH

"
\ SI.IITII'Iiﬂ na
=30=1029 trombocita /

ifili krvarenje

2

Razmotriti hitnu transfuziju trombocita
nasumicnih donora {10-20 mL/kg).
10-30min nakon transfuzije provjeriti

trombocitopenije
nepoznat

NATP

{ukfju€ujudi izloZenost
iekovima u trudnodi,
preeklampsiju)
Kompletna krvna slika

(za iskljucenje
trombocitopenije)
HITHNA DIJAGHO STIKA:
Uzorci krvi majke i oca

(brza fenotipizacija na
HRA-1a)

Probir na protutijela u
majéinom sserumu

broj trombocita.

=30=x1009 | 000 o
trombocita

Razmotriti drugu dozu trombocita
nasumicnog donora.
Ako broj trombocita perzistira na
<30=1049/L, s ili bez Krvarenja
transfundirati s kompatibilnim

antigen-negativnim trombocitima

ili pripravkom majcinih trombocita.
Razmotriti dvije doze IVIG (1g/kg/dan).

=30=109 trombocita
iflili nema krvarenja

l

Pratiti, provjeravati broj
trombocita svakodnevno.
Pricekati rezultate serologkih
ispitivanja i transfundirati s
obzirom na rezultate.

Slika 5. Algoritam postupanja u novorodenceta sa sumnjom na NAIT.*!
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8.2 Prenatalno

8.2.1 LijeCenje majke

Ukoliko je majka rodila dijete u kojeg je dijagnosticirana neonatalna aloimuna
trombocitopenija, sve iduée trudnoce treba voditi lijecnik s iskustvom u dijagnostici i

terapiji ove bolesti. Prije odluke za primjenu prenatalne terapije potrebno je:

1. Provjeriti nepodudarnost majke i djeteta u trombocitnim antigenima te prisutnost
protutijela na trombocitne antigene u maj¢inom serumu.
2. Ukoliko postoji nepodudarnost, procijeniti stupanj fetalne trombocitopenije.

3. Zapoceti terapiju s obzirom na rizik nastanka intrakranijalnog krvarenja u fetusa.

HPA genotipizacijom oca mozemo odrediti vjerojatnost nastanka NAIT-a u djeteta.
Trombocitni antigeni se nasljeduju kao kodominantni geni. Ukoliko je majc¢in genotip
HPA-1b/1b, a otac je homozigot (HPA-1a/la), sva ¢e novorodencad biti heterozigotna
(HPA-1a/1b) i imat Ce rizik od nastanka NAIT-a. U slu€aju da je otac heterozigot (HPA-
1a/1b) 50% novorodencadi ¢e biti heterozigoti (HPA-1a/1b) i u riziku od nastanka NAIT-
a. U tom slu€aju moze se ispitati i genotip fetusa na stanicama dobivenim iz uzorka
amnijske tekucine (GD 15-16 tj.) ili korionskih resica (GD 10-14 tj).

Kada je potvrden rizik od nastanka neonatalne aloimune trombocitopenije, tezina
kliniCke slike moze se anticipirati na temelju broja trombocita iz uzorka fetalne krvi. S
obzirom da je uzorkovanje fetalne krvi invazivan postupak koji nosi opasnost od
izazivanja prijevremenog poroda, u procjeni rizika za fetus/novorodence Kkoriste se
manje invazivne metode poput testiranja majinog seruma na anti-HPA-protutijela te
evaluacija teZine bolesti na temelju anamnesti¢kih podataka o prethodnim trudno¢ama.
Nekoliko je istrazivanja pokazalo da se s porastom titra majcinih protutijela broj
trombocita progresivnho smanjuje.>? Anamnestic¢ki podatak o intrakranijalnom krvarenju u
fetusa tijekom prethodne trudnoce, dobar je prediktor tezine bolesti u sljede¢im
trudno¢ama. U takvim je slu€ajevima rizik od ponavljanja intrakranijalnog krvarenja vrlo

visok i raste Sto se krvarenje dogodilo ranije tijekom gestacije.>®
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Nedvojbeno je dokazano da je prenatalna primjena visokih doza IVIG-a s ili bez
kortikosteroida djelotvorna u smanjenju stupnja trombocitopenije i rizika intrakranijalnog
krvarenja. Izbor prenatalne prevencijske terapije temelji se na vjerojatnosti tj. riziku

nastanka intrakranijalnog krvarenja (Tablica 4).

Prenatalno lije€enje znafajno smanjuje ali ne eliminira u cijelosti rizik nastanka

intrakranijalnog krvarenja.

Tablica 4. Stratificirani rizik nastanka intrakranijalnog krvarenja u fetusa s obzirom na
anamnezu prethodne trudnoce.®

STRATUM DEFINICIJA RIZIK

Fetus/novorodence iz prethodne trudnoce s
1 trombocitopenijom ili IKH nejasne etiologije; Nepoznat

anti-HPA protutijela nisu nadena.

Fetus/novorodence iz prethodne trudnoce s
2 trombocitopenijom bez IKH; Standardni

seroloski potvrdena dijagnoza NAIT.

Fetus/novorodence iz prethodne trudnoce s

trombocitopenijom i _
3 - Visok
IKH prenatalno (GD>28 tj.) ili postnatalno

seroloski potvrdena NAIT

Fetus iz prethodne trudnoce s IKH (GD<28 tj.) .
4 . Vrlo visok
seroloski potvrdena NAIT.

GD - gestacijska dob

NAIT — neonatalna aloimuna trombocitopenija
IKH — intrakranijalno krvarenje

Rizik neutvrden - 1. stupanj

Provode se opetovana testiranja seruma majke u traganju za anti-HPA protutijelima.
Takoder se u 12., 24. i 30. tjednu trudnoée seroloski testira krizna reakcija majc¢inog

seruma i ocevih trombocita.
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Standardni rizik - 2. Stupanj

U 20. tjednu gestacije zapocinje se dvojna terapija s IVIG 1 g/kg/tjedan i prednizonom
0,5 mg/kg/dan, a od 32. tjedna doza IVIG se povecava na 2 g/kg/tiedan uz istu dozu

prednizona. Trudnodu je pozeljno dovrsiti elektivnim carskim rezomu 37./38. tjednu.

Visoki rizik - 3. stupanj

S terapijom se zapocinje u 12. tjednu gestacije s IVIG lg/kg/tiedan. Od 20. tjedna
terapija se povecava na 2 g/kg/tiedan ili se uz dozu od 1 g/kg/tiedan uvodi prednizon u
dozi od 0,5 mg/kg/dan. U 28. tjednu gestacije primjenjuje se svima IVIG 2 mg/kg/tjedan
uz prednizon 0,5 mg/kg/dan.Trudnoca se prekida carskim rezom kao i kod standardnog

rizika.

Vrlo visoki rizik - 4. stupanj

Od 12. tjedna primjenjuje se IVIG 2 g/kg/tiedan uz dodatak prednizona 1 mg/kg/dan u
20. tjednu te maksimalnu terapiju u 28. tjednu kao u trudnoca 3. stupnja rizika. Elektivni

carski rez vrsi se u 36./37. tjednu.

8.2.2 Intrauterine transfuzije trombocita

U slu¢ajevima fetalne trombocitopenije moguce je perkutano, uz kontrolu ultrazvuka
transfundirati pripravke trombocita u umbilikalnu venu. Postupak je rizi€an zbog
opasnosti od krvarenja iz pupkovine, fetalne aritmije i pobacaja i danas se rijetko koristi.
Nakon 26. tjedna gestacije intrauterine transfuzije trombocita treba provoditi u
operacijskoj sali gdje, u slu€aju nastanka komplikacija, postoji moguc¢nost obavljanja
hitnog carskog reza. Serijskim transfuzijama trombocita mogucée je odrzavati broj
trombocita na 30x1079.4 Pripravci koji se transfundiraju moraju biti individualno

prilagodeni i pripremljeni (Tablica 5).
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Tablica 5. Specifikacije pripravaka trombocita za intrauterine transfuzije.®

DONOR KONCENTRAT TROMBOCITA

e Visoka koncentracija trombocita
(2,5%x10M9 — 3,0x10M12/L)

¢ Gamma-ozraceno

o HPA kompatibilan s maj¢inim
protutijelima
e Krvna grupa O, RhD negativna*

e Bez anti-HPA i anti-HLA protutijela CMV-negativno

o Bez protutijela na ABO antigene O W i) ke

e Transfundirati unutar 24h od pripreme

*Vrijedi samo za prvu transfuziju. U svakoj idu¢oj transfuziji krvna grupa ABO i RhD moraju odgovarati
fetalnim.

9. Probir

Trenutno nema jednostavnog, sigurnog, preciznog i validiranog probira za NAIT.
Provodenje probira svih trudnica na NAIT iziskivalo bi velike finanacijske troSkove. Za
sada je ono opravdano samo u onih Zena ili njihovih sestara s opstetrickom
anamnezom sugestivnom na postojanje NAIT-a (fetalna smrt zbog intrakranijalnog
krvarenja, neonatalna trombocitopenija nerazjadnjene etiologije). U takvim situacijama
potrebno je tipizirati trombocitne antigene majke i oca i tragati za antitrombocitnim
protutijelima u serumu majke. Ukoliko je fetus u riziku od NAIT-a, moZe se provesti i

genotipizacija oCevih antigena.

10. Zakljuéak

Sve veci napredak u razumijevanju patofizioloSkih mehanizama koji pridonose nastanku
neonatalne aloimune trombocitopenije vodi ka brzoj i toc€nijoj dijagnostici te
pravovremenom lijeCenju. U buduénosti se valja okrenuti prenatalnoj dijagnostici s
naglaskom na probir koji bi omogucio terapijsku intervenciju u primipara i tako dodatno
smanijio morbiditet i mortalitet zbog ove bolesti.
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