Uloga protutrombocitnih protutijela u dijagnostickoj
obradi trombocitopenije

Romié¢, Marcela

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:668187

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:668187
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:4434
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:4434
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:4434

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Marcela Romié

Uloga protutrombocitnih protutijela u
dijagnhosti€koj obradi trombocitopenije

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2021.



Ovaj diplomski rad izraden je u Klinickom bolni€¢kom centru Zagreb na Zavodu za
hematologiju pod vodstvom doc.dr.sc. Ane Boban i predan je na ocjenu u

akademskoj godini 2020./2021.



KRATICE

AA — aplastiCna anemija

ALL — akutna limfocitna leukemija
AML — akutna mijeloicna leukemija
CLL - kroni¢na limfocitna leukemija
DIK — diseminirana intravaskularna koagulacija
HBV — virus hepatitisa B

HCV — virus hepatitisa C

HIV — virus humane imunodeficijencije
HUS — hemoliti€no-uremicni sindrom
IgG — imunoglobulin G

IL-3 — interleukin 3

IL-6 — interleukin 6

IL-11 — interleukin 11

ITP — imunotrombocitopenija

RA — reumatoidni artritis

SLE - sistemski eritematozni lupus
TPO — trombopoetin

TTP — Tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura
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1. SAZETAK

Uloga protutrombocitnih protutijela u dijagnostickoj obradi trombocitopenija
Marcela Romic, 2021.

Imunotrombocitopenija (ITP) je bolest autoimune etiologije obiljezena smanjenim
brojem trombocita u perifernoj krvi. NajceSce nastaje uniStavanjem trombocita
cirkuliraju¢im antitrombocitnim protutijelima u krvi bolesnika. Bolest pogada sve
dobne skupine, a incidencija raste s dobi. Dijagnoza se postavlja isklju€ivanjem

ostalih poznatih sekundarnih uzroka trombocitopenije.

Cilj ovog istrazivanja bio je otkriti ulogu antitrombocitnih protutijela u dijagnozi
trombocitopenija, odnosno moze li se testom specifi¢nih antitrombocitnih protutijela
sa sigurnoScu postaviti dijagnoza ITP-a. Provedeno je retrospektivno istrazivanje koje
je ukljucilo 116 bolesnika u periodu od 1. sijeCnja do 31. prosinca 2020. godine koji
su bili obradivani zbog trombocitopenije u KlinicCkom bolnickom centru Zagreb.
Bolesnicima je raden nalaz antitrombocitnih protutijela i zatim je utvrdivana
specificnost nalaza za postavljanje dijagnoze ITP-a. Usporedene su postavljene
dijagnoze uzroka trombocitopenija i rezultati nalaza antritrombocitnih protutijela te je
utvrdena specifiCnost i osjetljivost testa za postavljanje dijagnoze ITP-a. Test je
pokazao osjetljivost od 13,8% i specificnost od 95,8%. Pozitivan nalaz
antitrombocitnih protutijela specifinih za ITP ima veliku vrijednost u postavljanju

dijagnoze, dok negativan nalaz ne iskljuCuje mogucénost imune etiologije bolesti.

Klju€ne rijeci: trombocitopenija, ITP, antitrombocitna protutijela



2. SUMMARY

The Role of Antiplatelet Antibodies in Diagnostics of Thrombocytopenia
Marcela Romic, 2021.

Immune thrombocytopenia (ITP) is an autoimmune disorder characterized by
abnormally low platelet count in the peripheral blood. It most commonly occurs when
circulating antiplatelet antibodies attack and destroy platelets in the patient's blood.
ITP can affect all age groups, with the incidence increasing with age. The diagnosis
is formally made by eliminating all other known causes of secondary

thrombocytopenia.

The purpose of this research was to establish the role of antiplatelet antibodies in the
diagnostic algorithm of thrombocytopenia, specifically whether specific antiplatelet
antibodies test can be used to make the diagnosis of ITP. A retrospective research
including 116 patients observed for thrombocytopenia was conducted in the period
from January 15t to December 315t 2020 in the Clinical Hospital Centre Zagreb.
Antiplatelet antibodies test was performed in every patient and the findings were
used to determine specificity of the test in the diagnosis of ITP. Established
diagnoses of thrombocytopenia and findings from the antiplatelet antibodies test
were compared thus leading to sensitivity and specificity of the test in making the
diagnosis of ITP. The test showed sensitivity of 13.8% and specificity of 95.8%.
Positive antiplatelet antibodies test specific for ITP has a great value in making the
diagnosis, and a negative test does not rule out the possibility of immune-mediated

aetiology of the disease.

Key words: thrombocytopenia, ITP, antiplatelet antibodies



3. UvVvOD

3.1. TROMBOCITI

Trombociti su diskoidne stanice bez jezgre Cija je glavna uloga regulacija hemostaze,
ali sudjeluju i u angiogenezi i prirodenom imunitetu. Nastaju primarno u kostanoj srzi
procesom trombocitopoeze otkidajuci se od najvecih (30-100 um) hematopoetskih
stanica zvanih megakariociti (1,2). Promjera su 2-3 pym i u cirkulaciji se zadrzavaju
izmedu 8 i 10 dana (2). Kako bi se u krvi odrzao broj trombocita od 150-400 x 10°%/L
dnevno se treba proizvesti oko 100 x 10° novih trombocita. Megakariociti ¢ine manje
od 0,1% stanica koStane srzi, a njihova proizvodnja moze biti regulirana
trombopoetinom (TPO), kemokinima ili lokaliziranom ekspresijom liganda koji se vezu
na receptore na membrani megakariocita (2). TPO je glavni glavni faktor u poticanju
proizvodnje trombocita i njegovo povec¢ano otpustanje je povezano sa stanjem
trombocitopenije (3). Osim TPO-a, trombocitopoezu poti¢u interleukini IL-3, IL-6 te IL-
11 (2). Prilikom sazrijevanja megakariocita njihova membrana se povecava i stvara
invaginacije te pruza izdanke u sinusoidne krvne Zile (2,3). Odvajanjem tih dijelova
membrane nastaju preteCe trombocita.

Na membrani trombocita su gusto posloZeni razni receptori koji reguliraju aktivaciju
trombocita i omoguéavanje hemostaze. Cak 20% membrane je prekriveno
receptorima medu kojima se se istiCu receptor za trombin, IgG (FcyRIIA) te
glikoproteini GPallbp3 i GPIb/IX/V (3). Receptori im omogucéuju vezanje za osteéenu
krvnu Zilu pomocu von Willebrandovog faktora i direktno na kolagen te sprje€avanje

daljnjeg krvarenja. Tijekom tog procesa mijenjaju svoj oblik, ispustaju granule iz



citoplazme i aktiviraju fibrinogen te druge trombocite s kojima se zatim sljepljuju i

uspjesnije ograniCavaju krvarenje (4).
3.1.1. Uloga trombocita u primarnoj hemostazi

Primarna hemostaza je fizioloSki proces koji zaustavlja prekomjerno krvarenje nakon
ozljede krvne Zile. Postojanje trombocita je osnovna komponenta jer reakcije
hemostaze obuhvacaju adheziju trombocita na rubove ozlijedene krvne Zile, njihovo
Sirenje na otkriveni subendotel i sekreciju vazoaktivnih tvari te stvaranje trombocitnih
agregata. Na oSteceni endotel lijepe se preko trombocitnih glikoproteina llb/llla
vezanjem s Von Willebrandovim faktorom, fibrinogenom, fibronektinom i
vitronektinom. Aktivacijom trombocita oni izbacuju vazoaktivne tvari iz trombocitnih

granula i otkrivaju razliCite receptore na svojoj povrsini (5).

Takoder, vrlo je vazna uloga trombocita u sekundarnoj hemostazi. Naime, aktivacija
koaguacijskih faktora koji vode stvaranju fibrinskog ugruska dogada se na membrani
aktiviranih trombocita (6). Receptori trombocitne membrane vezu specifiCne faktore
zgruSavanja poput faktora Va koji veze faktor Xa i dovodi do aktivacije protrombina u
trombin. Trombin zatim aktivira fibrinogen i dovodi do stvaranja fibrinskih niti bitnih za

stvaranje ugruska (5).

3.2 TROMBOCITOPENIJA
3.2.1. Definicija trombocitopenije

Trombocitopenija je stanje definirano brojem trombocita u perifernoj krvi manjim od
150 x 10%L. Najcesce se otkrije slu¢ajno nalazom kompletne krvne slike.

Trombocitopenija se pojavljuje izolirano kao jedini hematoloski poremecaj, a moze



biti i posljedica drugih patolo$kih stanja poput akutnih infekcija, heparinom izazvane
trombocitopenije, tromboti¢ne trombocitopeni¢ne purpure, hemoliti¢ko-uremi¢nog
sindroma ili u sklopu drugih hematoloskih poremecaja (7). Simptomi se obi¢no ne
pojavljuju prije nego $to broj trombocita padne ispod 20 x 10°/L. U slu¢ajevima broja
trombocita izmedu 30 i 50 x 10°%/L moze dodi do vecih krvarenja pri traumatskim
ozljedama. Pri broju trombocita od 10 do 30 x 10°%/L dolazi do krvarenja i pri
minimalnim traumama, a ako broj trombocita padne ispod 10 x 10°L povecan je rizik
od spontanih krvarenja, petehija i hematoma (8).

Spontana mukokutana krvarenja, gastrointestinalna, genitourinarna i intracerebralna
krvarenja koja mogu dovesti do smrti najceSc¢a su kod pada broja trombocita ispod 5

x 10%/L i hitna su stanja (9).

3.2.2 Etiologija trombocitopenije

Razni su uzroci trombocitopenija, a nacelno se dijele u tri velike skupine.
Trombocitopenija moze biti uzrokovana smanjenim stvaranjem trombocita, njihovom
povecanom razgradnjom ili sekvestracijom trombocita u slezeni.

Smanjeno stvaranje trombocita moze biti posljedica zatajenja kostane srzi u slucaju
aplastiCne anemije, primarnih tumora kosStane srzi, metastatskih tumora sa
zahvacanjem kostane srzi, nedostatka vitamina te djelovanja raznih lijekova i toksina,
zraCenja te alkohola. Od lijekova koji dovode do trombocitopenije istiCu se citostatici,
estrogeni, tiazidi, benzen i kloramfenikol (8). Takve trombocitopenije se nazivaju
amegakariocitne jer ih uzrokuje nedostatak prekursora trombocita u kostanoj srzi,
megakariocita. NajceSce se javljaju u sklopu promjena i ostalih loza hematopoeze,
iako se mogu javiti i izolirano.

Prevelika sekvestracija trombocita u slezeni dogada se u slu€ajevima povecane
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slezene koji su prisutni kod ciroze jetre i kroni¢nih bolesti jetre. Stanje povecane

slezene koje dovodi do poveéanog razaranja trombocita se naziva hipersplenizam.

Do povecanog razaranja moze doci prilikom hemolitiCko- uremijskog sindroma (HUS-

a), imunosne trombocitopenije (ITP-a), diseminirane intravaskularne koagualacije

(DIK-a), virusnih infekcija, tijekom autoimunih bolesti, zbog trombotske

trombocitopeni¢ne purpure (TTP-a) te nakon uzimanja odredenih lijekova. Lijekovi

koji mogu dovesti do povecane razgradnje su razni antibiotici (penicilin, cefalosporini,

sulfonamidi), antihipertenzivi, diuretici (furosemid, metildopa), acetilsalicilna kiselina,

heparin, kardiovaskularni lijekovi (kinin, digoksin) i antidijabetici (tolbutamid,

klorpropramid) (8).

Izolirana trombocitopenija se naj¢eSce pojavljuje kao znak imunotrombocitopenije (9).

Tablica 1. EtioloSka podjela uzroka trombocitopenije

Smanjeno stvaranje

Povecana razgradnja

Sekvestracija

trombocita trombocita trombocita u slezeni
aplasti¢na anemija HUS ciroza jetre
tumorska infiltracija ITP kroni¢ni HBV / HCV
oStecenje zracenjem DIK leukemije
utjecaj alkohola virusna infekcija limfomi

oStecenje lijekovima

autoimune bolesti

nedostatak vitamina B12

TTP

nedostatak folne kiseline

HUS, hemolitiCko-uremijski sindrom; ITP, imunosna trombocitopenija; DIK, diseminirana

intravaskularna koagulacija; TTP, tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura; HBV, virus

hepatitisa B; HCV, virus hepatitisa C




3.3 IMUNOTROMBOCITOPENIJA

Imunotrombocitopenija (ITP) ste€eni je hematoloSki poremecaj koji pogada bolesnike
svih dobnih i etni¢kih skupina (10). Primarna imunotrombocitopenija je
karakterizirana izoliranom trombocitopenijom bez drugih bolesti i uzroka koji bi do nje
mogli dovesti, a sekundarna obuhvaca sve oblike imunotrombocitopenija povezane s
drugim bolestima koje su do nje dovele (7). Primarna ITP se definira kao steCeni
autoimunosni poremecaj koji dovodi do izoliranog smanjenja broja trombocita ispod
100x10°%/L u perifernoj krvi, uz izostanak uzro¢nog ili osnovnog stanja koje je moglo
dovesti do trombocitopenije (14). Manjak trombocita najceSc¢e nastaje njihovim

razaranjem uzorokovanim antitrombocitnim i antimegakariocitnim protutijelima u krvi.

3.3.1 TIPOVI IMUNOTROMBOCITOPENIJE

Imunotrombocitpenija ne traje jednako dugo kod svih bolesnika te moze biti
asimptomatska. Prema trajanju bolesti dijeli se na novodijagnosticiranu ITP, koja je
dijagnosticirana unutar 3 mjeseca, perzistentnu, koja traje 3-12 mjeseci te kroni¢nu

koja traje dulje od 12 mjeseci (10).

Teski oblik ITP-a obuhvaca oblike bolesti kod kojih bolesnik pri dijagnozi ima

simptome krvarenja ili razvije simptome u tijeku trajanja terapije.

Refrakterni ITP oznacava sluajeve u kojima se lijeenjem ne postize odgovor na
terapiju ili je doslo do novog pogorsanja te bolesnik ima rizik od novog krvarenja i

treba daljnju terapiju (10).



3.3.2 EPIDEMIOLOGIJA IMUNOTROMBOCITOPENIJE

ITP zahvaca sve dobne skupine, a u odraslih ima prevalenciju od 9,5/100.000 koja
se povecava s dobi (11,12). U usporedbi s muskarcima, kod Zena se javlja u mladoj
dobi no ukupno nema razlike u prevalenciji izmedu spolova. U odraslih se najceSce
prezentira kroni¢nim tijekom ( >1 godine u 80 % oboljeljih), dok je kod djece bolest
CesSce akutna tijeka (13). ITP je povezan s vecim rizikom od tromboembolije, ve¢im
rizikom od smrti kod tezih oblika bolesti te poveéanim rizikom od krvarenja i infekcije

(11).

3.3.3. PATOFIZIOLOGIJA IMUNOTROMBOCITOPENIJE

Trombocitopenija kao glavno obiljeZje ITP-a nastaje razliCitim imunosnim
mehanizmima koji dovode do uniStavanja trombocita u slezeni i/ili neprikladnom
proizvodnjom trombocita u kostanoj srzi. Stanice imunoloskog sustava koje imaju
glavnu ulogu u autoimunoj reakciji ove bolesti su pomoénicki T limfociti, makrofagi,
limfociti B i citotoksi¢ni limfociti T. Limfociti B potaknuti pomoc¢nic¢kim limfocitima T u
slezeni proizvode antitombocitna protutijela koja se ve¢inom vezu na glikoproteine ili
njihove komplekse. UniStavanje trombocita dogada se ih kad autoprotutijela
prepoznaju i pokreéu fagocitozu posredovanu makrofazima te apoptozu posredovanu
citotoksi€nim T-limfocitima. Osim perifernog uniStavanja trombocita, vaznu ulogu u
patofiziologiji bolesti ima i smanjena proizvodnja trombocita u kostanoj srzi zbog
autoimunog odgovora na megakariocite, stanice od kojih nastaju trombociti, te zbog

smanjene razine TPO, kljuénog faktora rasta megakariocita (13).



U oko 80% odraslih s ITP-om se radi o primarnom obliku bolesti. Protutijela su
prisutna u 60% do 70% bolesnika i nastaju zbog gubitka tolerancije na glikoproteine

izraZzene na membranama trombocita i megakariocita (9-11).

Sekundarna imunotrombocitopenija je autoimuna bolest koja se javlja u skopu drugih

bolesti, najceSce infekcija, autoimunih i hematoloskih malignih bolesti. Infekcije koje

se najCesSce povezuju s autoimunom trombocitopenijom su virus imune deficijencije

(HIV), virus hepatitisa B i C (HBV, HCV), Epstein Barr virus (EBV), citomegalovirus

(CMV), Helicobacter pylori, dok su od autoimunih bolesti najceSci sistemski

eritematozni lupus, Sjogrenov i antifosfolipidni sindorm, te obi¢na varijabilna

imunodeficijencija (7, 11). Od hematoloskih malignih bolesti autoimuna

trombocitopenija se naj¢esce javlja kod bolesnika s non-Hodgkinovim limfomom i

kronicnom limfocithom leukemijom.

Tablica 2. Sekundarni uzroci imunotrombocitopenije

autoimune bolesti limfoproliferativne infekcije
SLE CLL HIV
RA Hodgkinov limfom Heicobacter pylori

antifosfolipidni sindrom

non-Hodgkinov limfom

Cytomegalovirus

Evansov sindrom

Varicella-zoster virus

Autoimuni

limfoproliferativni sindrom

HCV

SLE- sistemski eritematozni lupus; RA- reumatoidni artritis; CLL- kroni¢na limfocitna

leukemija; HIV- virus humane imunodeficijencije; HCV- virus hepatitisa C




3.4 ULOGA ANTITROMBOCITNIH PROTUTIJELA U PATOFIZIOLOGIJI ITP-a

Glavni patofizioloSki mehanizam ITP-a je uniStavanje trombocita posredovano IgG
antitrombocitnim protutijelima. Protutijela su naj¢eS¢e usmjerena na glikoproteine
allbp3 (GPIIb-111A) i GPIb-1X-V koji se nalaze na povrsini trombocita, a njihovo
vezanje na trombocite aktivira fagocite ili razgradnju trombocita pomocu
komplementa (14,15). Fagocitoza moze biti aktivirana Fc fragmentom IgG protutijela
vezanog na trombocite sa i bez vezanja sa C3 komponentom komplementa na
trombocite (15). To dovodi do poveéanog razaranja trombocita poglavito u slezeni.
Protutijela se mogu vezati i direktno na megakariocite i time sprijeciti njihovo

dozrijevanje i stvaranje novih trombocita.

3.5 DIJAGNOSTICKA OBRADA TROMBOCITOPENIJE

Dijagnozu ITP-a je moguce postaviti kada se iskljuCe svi drugi poznati Cesti uzroci
sekundarne trombocitopenije. Dijagnosticka obrada podrazumijeva dobro uzetu
anamnezu i obavljen fizikalni pregled nakon ¢ega slijede provjera kompletne krvne
slike i citoloSka analiza razmaza periferne krvi. Fizikalni pregled uklju€uje i provjeru
znakova krvarenja te hepatosplenomegalije, limfadenopatije i znakove kongenitalnih
poremecaja (16). Prvi korak u dijagnozi manjka trombocita je provjera valjanosti
nalaza. To podrazumijeva isklju€ivanje pseudotrombocitopenije nastale zbog
sljepljivanja trombocita. Pod utjecajem etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) koja
se nalazi u epruveti za uzorak krvi moguce je sljepljivanje koje onemogucava brojacu
prepoznavanje trombocita i dovodi do laznog nalaza trombocitopenije.

Pseudotrombocitopenija se iskljuuje pregledom razmaza periferne krvi koji nam



ujedno pruza uvid u morfologiju trombocita (17). Osim samih trombocita, u razmazu
je potrebno pregledati i eritrocite i leukocite jer i poremecaj u tim stanicama moze

dovesti do trombocitopenije (18).

Buduci da se kod bolesnika s ITP-om Cesto javlja i autoimuna hemoliticka anemija,
tijekom dijagnosticke obrade je potrebno je provijeriti laboratorijske znakove hemolize,
uciniti broj retikulocita, bilirubin, LDH i haptoglobin, te napraviti direktni antiglobulinski
test. Kako bismo iskljucili imunutrombocitopeniju koja je posljedica autoimunih

bolesti, u€init cemo imunoloske testove probira.

Najcesce infekcije koje mogu dovesti do imune trombocitopenije su hepatitis B,
hepatitis C, HIV, te infekcija Helicobacter pylori. Stoga kod svakog bolesnika trazimo

klinicke znacajke ovih infekcija, te radimo seroloska testiranja. (16).

Sirina obrade kod bolesnika s trombocitopenijom ovisi o ostalim simptomima i
znakovima kojima se bolesnik prezentira. Obradom dakle isklju¢ujemo stanja koja

mogu dovesti do trombocitopenije.

U bolesnika sa sustavnim simptomima i onih kod kojih postoji sumnja na malignu
bolest te starijih od 60 preporuceno je napraviti analizu kostane srzi. Isto je
preporuceno kod bolesnika koji ne odgovaraju na terapiju za ITP ili kod kojih je doslo

do relapsa bolesti te prije planirane splenektomije (16).

Kada se potvrdi postojanje trombocitopenije i iskljui mogucénost druge etiologije,

postavlja se dijagnoza ITP-a.

U evaluaciji trombocitopenije vazna je i procjena krvarenja.



3.5.1.Dijagnostika antitrombocitnih protutijela

Test otkrivanja antitrombocitnih protutijela dokazuje vezana i slobodna protutijela.
Provodi se metodom proto¢ne citometrije pri Cemu se trombociti bolesnika i zdravih
davatelja krvne grupe O testiraju sa serumom bolesnika (19). U slu€aju pozitivhog
rezultata se obavlja identifikacija protutijela.

Dvije su glavne tehnike koje se koriste u identifikaciji antitrombocitnih protutijela (20).

Protocna citometrija ukljuCuje monoklonska anti-lgG protutijela usmjerena na
antitrombocitna protutijela u serumu bolesnika. Koriste se razli¢ita monoklonska
protutijela koja se specifi€no vezu na razli€ita autoantitijela u serumu. Time se

odreduje i na koji su antigen na trombocitu usmjerena protutijela bolesnika (21).

3.5.1.1. Metoda imunofluorescencije na protoénom citometru za dokazivanje

vezanih antitrombocitnih protutijela

Metodom imunofluorescenije na protonom citometru (PIFT, eng. Platelet
immunofluorescence test) otkrivaju se vezana antitrombocitna autoprotutijela razreda
IgG i IgM (direktna imunoflourescencija). Rezultat se izraZzava kao pozitivan ili
negativan. Pozitivan rezultat antitrombocitnih protutijela je onaj koji je za 3
standardne devijacije veci od negativne kontrole testa, a govori u prilog vezanih IgM

i/ili IgG antitrombocitnih autoprotutijela.

3.5.1.2. Metoda na mikrosferama

Metoda na mikrosferama (Xmap, eng. Multi-analyze profiling beads) na
fluoroanalizatoru Luminex se koristi za dokazivanje slobodnih antitrombocitnih

autoprotutijela IgG razreda. Rezultat se izraZzava kao pozitivan ili negativan te daje
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informaciju o kojim se autoprotutijelima radi (protutijela na GP lib/llla, GP la/lla i/ili

GP Ib/IX kompleks).

3.5.1.3.Test imobilizacije trombocitnih antigena pomoéu monoklonskih

protutijela (MAIPA)

MAIPA je kvalitativha tehnika koja omoguéuje detekciju antitrombocitnih protutijela.
Koriste¢i monoklonska protutijela specificna za odredeni antigen na trombocitima se
odreduje i postojanje autoantitijela i odredivanje na koji su antigen na trombocitima
usmjerena (16). Dolaskom novih tehnika, ova metoda je izgubila klinicku vaznost

zbog kompliciranog nacina izvodenja testa.

3.6. TERAPIJSKI POSTUPAK KOD IMUNOTROMBOCITOPENIJE

Postoji nekoliko linija lijeCenja ITP-a, a buduci da se radi o autoimunoj bolesti

pocCetna terapija ukljuCuje imunosupresiju.

3.6.1 Prva linija lijeenja

U prvoj liniji lije€enja koriste se kortikosteroidi i intravenski imunoglobulini.
Nadoknada trombocita transfuzijom koncentrata trombocita primjenjuje se samo u
slu€aju vrlo ozbiljnog i po Zivot opasnog krvarenja (16).

Terapija prednizonom 1mg/kg dnevno per os kroz 2 do 4 tjedna uz postupno
smanjivanje doze nakon odgovora na lije€¢enje pokazala se uspjeSnom u postizanju
remisije bolesti (16,11). Moguce je primijeniti i metilprednizolon per os ili intravenski u
ekvivalentnim kortikosteroidnim dozama (16). Primjena visokih doza deksametazona

40 mg dnevno kroz 4 dana u ciklusima koji se mogu ponavljati svakih 2-4 tjiedna
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takoder je pokazala dobar u€inak u postizanju dugoroCne remisije bolesti te je Cak
pokazala bolje rezultate u usporedbi s uobiajenim lijeCenjem prednizonom (11).

U sluCajevima kada je kortikosteroidna terapija neucinkovita moze se razmotriti
lije€enje primjenom intravenskih imunoglobulina (Ivlg). Preporu¢eno doziranje je
2mg/kg kroz 4 dana, dok je kod nekih bolesnika primjena Ivig-a uz kortikosteroidnu
terapiju pokazala njihov sinergisticki u€inak (22).

Ivlg se mogu primijeniti uz lije€enje kortikosteroidima kada je potrebno hitno

povisenje trombocita ili kada izostaje odgovor na terapiju kortikosteroidima (16).

3.6.2 Druga linija lije€enja

Druga linija je indicirana kod bolesnika koji nisu postigli odgovor ili je on izgubljen na
prvu liniju terapije, te kod onih koji su ovisni o primjeni kortikosteroida. Rezultati
klini¢kih studija pokazuju povoljan ucinak agonista trombopoetinskih receptora (TPO-

agonisti), a moguca je i primjena rituksimaba kod odabranih bolesnika (16).

TPO agonisti su analozi trombopoetina koji se vezu za receptore na hematopoetskim
stanicama i time potiCu proliferaciju progenitora megakariocita i stvaranje trombocita.
TPO agonist Romiplostim se veze izravno na mjesto vezanja TPO-a i stimulira zrelije
prekursure trombocita, dok se Eltrombopag veze na transmembransko mjesto i
djeluje u ranijem stadiju proizvodnje trombocita, stimulirajuci prekursore
megakariocita. Romiplostim se koristi u lijeCenju ITP-a, a Eltrombopag osim ove
indikacije ima svoju primjenu i u lije€enju aplasti¢nih anemija i bolesnika s HCV

infekcijom koji se lije€e interferonom i ribavirinom (23).

3.6.3 Treéa i kasnije linije lijeéenja

Nakon neuspjeha u lijecenju konzervativhim metodama mozemo Koristiti

splenektomiju (22). Splenektomija je indicirana barem 12-24 mjeseci od postavljanja
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dijagnoze ITP-a jer se u tom periodu mogu jos javiti spontane remisije bolesti (16).
Osim splenektomije moguca je i promjena TPO-agonista buduci da dva lijeka koja su
trenutno odobrena u Hrvatskoj imaju razliCit mehanizam djelovanja. Dakle, bolesnici
koji nisu odgovorili na lije€enje jedim od TPO-agonista, mogu pokus$ati terapiju s
drugim. Takoder se u kasnijim linijama lije¢enja moze primijeniti rituksimab u

odabranih bolesnika ako dotad vec nije primijenjen (16).

U bolesnika koji su rezistentni na terapiju mozZe se razmotriti i primjena ostalih
imunosupresiva poput azatioprina, mikofenolat mofetila, ciklosporina i ciklofosfamida,
iako su rezultati kliniCikih istraZivanja primjene ovih lijekova u bolesnika s ITP-om

oskudni (16).
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4. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada je da se testom specifiCnih antitrombocitnih protutijela moze sa

sigurno$c¢u postaviti dijagnoza imunosne trombocitopenije.
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5. CILJEVI RADA

Cilj ovog rada je ispitati moze li se dijagnoza ITP-a potvrditi testom otkrivanja

specificnih antitrombocitnih protutijela.
Specificni ciljevi rada su:

1. Utvrditi osjetljivost i specificnost specificnih antitrombocitnih protutijela u bolesnika

s ITP-om odrasle dobi.

2. Utvrditi osjetljivost i specificnost specificnih antitrombocitnih protutijela u bolesnika

s ITP-om pedijatrijske dobi.
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6. ISPITANICI | METODE

U Kilinickom bolni¢kom centru Zagreb je provedeno retrospektivno istrazivanje koje je
obuhvatilo sve bolesnike s trombocitopenijom kojima je u zadanom periodu od
godine dana ucinjeno testiranje antitrombocitnih protutijela u sklopu obrade

trombocitopenije.

U istraZivanje su uklju€eni svi bolesnici €iji su uzorci obradeni na antitrombocitna

protutijela u KliniCkom zavodu za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb od 1. sijeCnja do 31. prosinca 2020. godine, a koji
Su u vrijeme uzimanja uzorka imali trombocitopeniju. Trombocitopenija je definirana

kao broj trombocita manji do 150x10°/L.

Antitrombocitna protutijela su odredena metodom imunofluorescencije na protoénom
citometru za dokazivanje vezanih antitrombocitnih protutijela te metodom na
mikrosferama. Pozitivan rezultat antitrombocitnih protutijela je bio onaj koji je za 3
standardne devijacije veci od negativne kontrole testa. Dokazana su vezana IgM i/ili
IgG antitrombocitnih autoprotutijela, te slobodna antitrombocitnih autoprotutijela IgG
razreda. U slucCaju pozitivnih slobodnih antitrombocitnih autoprotutijela odredena je

njihova specifiCnost prema GP lIb/llla, GP la/lla i/ili GP Ib/IX kompleksu.

Antitrombocitna protutijela specifi€¢na za ITP su bila pozitivha na GP lIb/llla, GP la/lla

i/ill GP 1b/IX kompleksu.

Za odredivanje antitrombocitih protutijela svakom odraslom bolesniku je
venepunkcijom uzeto 6 mL pune krvi s antikoagulansom (EDTA) i 6 mL pune krvi bez

antikoagulansa. Djeci je uzet uzorak 3 mL pune krvi s antikoagulansom (EDTA) i 3
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mL pune krvi bez antikoagulansa. U slu€aju teSke trombocitopenije tj. kod bolesnika
koji su imali klini€ki zna€ajno kvarenje, uzeta su 2 uzorka od 6 mL pune krvi s

antikoagulansom (EDTA) i 6 mL pune krve bez antikoagulansa.

Bolesnicima su iz medicinske dokumentacije prikupljeni sljedeci podaci:
dob, spol, broj trombocita kod zapocinjanja dijagnosticke obrade, kona¢na dijagnoza,

broj trombocita na zadnjoj viziti, te rezultat testiranja na antitrombocitna protutijela.

Dijagnoza uzroka trombocitopenije je postavljena od strane nadleznog hematologa,
te je kao takva preuzeta za potrebe ovog istrazivanja. U sklopu ovog rada dijagnoze
nisu revidirane niti su analizirani dijagnostiCki postupci na temelju kojih je dijagnoza

postavljena.

Podaci su obradeni deskriptivnim statistickim metodama.
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7. REZULTATI

U istraZivanje je uklju¢eno 116 bolesnika. Od ukupnog broja, 99 (85,3%) bolesnika u

vrijeme odredivanja antitrombocitnih protutijela je imalo trombocitopeniju.

Sedamnaest (14,7%) bolesnika je u vrijeme odredivanja antitrombocitnih testova

imalo broj trombocita >150 x10°%L, iako su na testiranje upuceni s dijagnozom

trombocitopenije, te su bili iskljuCeni iz daljnje analize.

U skupini bolesnika s trombocitopenijombio je 101 bolesnik, od ¢ega 62 muskarca

(61,3%) i 39 Zena (38,6%). Medijan dobi je bio 44 godine (raspon 1 mjesec — 87

godina), a srednja vrijednost dobi 41,1 godina. Osamdeset i Cetiri (83,2%) bolesnika

je bilo odrasle dobi, dok ih je 17 (16,8%) bilo mlade od 18 godina.

Tablica 3. Karakteristike bolesnika

bolesnici, n

101

spol m/z, n(%)

62 (61,3%) / 39 (38,6%)

dob, godine
medijan (raspon)

aritmeticka sredina

44 (0 - 87)

41,2

> 18 godina, n (%)

<18 godina, n (%)

84 (83,2%)

17 (16,8%)
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Podjela bolesnika prema spolu

® muski spol

m Zenski spol

Slika 1. Podjela bolesnika prema spolu

Podjela bolesnika prema dobi

m odrasli

®m mladi od 18

Slika 2. Podjela bolesnika prema dobi
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Od 101 bolesnika ukupno, 84 ih je bilo odrasle dobi, od ¢ega 47 (55,9%) muskaraca i
37 (44,1%) Zena, dok je 17 bolesnika bilo pedijatrijske dobi. Maloljetna su bila Cetiri

bolesnika zenskog i 13 muskog spola.

Raspodjela odraslih bolesnika po spolu

= muskarci m Zene

Slika 3. Podjela odraslih bolesnika po spolu.
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Raspodjela pedijatrijskih bolesnika prema spolu

= muski spol

m Zenski spol

Slika 4. Podjela pedijatrijskih bolesnika prema spolu

Od bolesnika kod kojih je dokazana trombocitopenija, dijagnoza ITP-a je postavljena
u 29 (28,7%) bolesnika, dok su sekundarni uzroci trombocitopenije dokazani u 72

(71,3%) bolesnika.
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Tablica 4. Konacna dijagnoza bolesti koja je uzrokovala trombocitopeniju kod

testiranih bolesnika

uzrok trombocitopenije N (%)
ITP 29 (28,7%)
sekundarna trombocitopenija 72 (71,3%)

Od uzroka sekundarne trombocitopenije povezanih s oste¢enjem kostane srzi istiCu
se mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) - 7 bolesnika, stanje poslije transplantacije
koStane srzi - 6 bolesnika, aplasti¢na anemija (AA) — 4 bolesnika, multipli mijelom
(MM) - 3 bolesnika, akutna limfocitna leukemija (ALL) - 3 bolesnika, kroni¢na
limfocitna leukemija (CLL) - 2 bolesnika i akutna mijeloi¢na leukemija (AML) - 1

bolesnik.

Kod nekih bolesnika se radi o sekundarno izazvanoj trombocitopeniji uslijed

autoimunih bolesti, SLE (3 bolesnika) ili antifosfolipidnog sindroma (1 bolesnik).
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Tablica 5. Uzroci trombocitopenije osim ITP-a

Poremecena proizvodnja

trombocita (n)

Poja¢ano razaranje

trombocita (n)

Drugi ili
nepoznati

mehanizam (n)

MDS (7)

SLE (3)

jatrogeni uzrok

(5)

povezano s transplantacijom

jetrena lezija + hepatitis (2 + 1)

nije specificiran

kostane srzi (6) uzrok (26)
AA (4) drugo (6)
MM (3)
ALL (3)

hipoplazija kostane srzi (2)

CLL (2)

AML (1)

Burkittov limfom (1)
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Sekundarni uzrok trombocitopenije
mijelodisplasti¢ni
sindrom
10%

povezano s

transplantacijom

koStane srzi
8%

nespecificirano
36%
jatrogeno
7%

AA
6%

SLE

4%

multipli mijelom

4%
drugo g
21%
® mijelodisplasti¢ni sindrom B povezano s transplantacijom koStane srzi
® jatrogeno = AA
m SLE ® multipli mijelom
m ALL ® drugo

® nespecificirano

Slika 5. Podjela sekundarnih uzroka trombocitopenije
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Dijagnoza bolesnika

= [TP

® drugo

Slika 6. Podjela bolesnika s obzirom na dijagnozu ITP-a

Pozitivha antitrombocitna protutijela su dokazana u 63 (62,4%) bolesnika.

SpecifiCna protutijela tipicna za ITP dokazana su u 4 (14%) bolesnika s postavljenom
dijagnozom ITP-a, te kod 3 (4%) bolesnika sa sekundarnim uzrocima
trombocitopenije. Opisana su u jednog bolesnika s aplastichom anemijom, jednog s
jatrogenim uzrokom trombocitopenije te kod bolesnika sa sistemskim eritematoznim

lupusom.

Antitrombocitna protutijela koja nisu tipi€na za ITP su dokazana u 19 (66%) bolesnika

s ITP-om te u 37 (51%) bolesnika s trombocitopenijom drugog uzroka.

Negativna antitrombocitna protutijela je imalo 6 (21%) bolesnika s ITP-om i 30 (43%)

bolesnika s drugim uzrocima trombocitopenije.
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Tablica 6. Nalaz protutijela kod bolesnika ovisno o uzroku trombocitopenije.

Antitrombocitna protutijela pozitivha negativna ukupno

specificnha | nespecificna

zalTP

ITP, n(%)

4 (13.8%) | 19 (79.3%) | 6(20.7%) | 29 (100%)

drugi uzrok

i o
trombocitopeniie, N(%) | 3 4 206y | 30 (54.19%) | 30 (41.79%) | 72 (100%)

Od 101 bolesnika, kojima je uz dijagnozu trombocitopenije ucinjeno testiranje na
antitrombocitna protutijela, kod njih 29 je postavljena dijagnoza ITP-a, a kod 72
bolesnika neka druga dijagnoza. Od 29 bolesnika s dijagnozom ITP-a njih 23 je imalo
pozitivan nalaz antitrombocitnih protutijela, a Sest bolesnika negativan nalaz. Kada
smo analizirali vrstu protutijela u onih s pozitivnim nalazom antitrombocitnih
protutijela, 4 bolesnika imalo protutijela specifi¢na za ITP, dok je kod 19 bolesnika

nalaz bio nespecifi¢an.

Od 72 bolesnika s nekom drugom postavljenom dijagnozom i trombocitopenijom, njih
42 je imalo pozitivan nalaz antitrombocitnih protutijela, a 30 bolesnika negativan

nalaz.
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Od 42 bolesnika s pozitivnim nalazom antitrombocitnih protutijela kod kojih ITP nije
dijagnosticiran, kod tri bolesnika se radilo o nalazu protutijela specificnim za ITP, dok

je kod 39 bolesnika nalaz bio nespecifi¢an.

|z tablice 6. slijedi da su nasi rezultati pokazali da je osjetljivost testa antitrombocitnih
protutijela u otkrivanju bolesnika s ITP-om 79,3%, dok je specificnost testa iznosila
58,3%. Kada smo analizirali protutijela specificna za ITP, test je pokazao osjetljivost

20,7% i specifitnost 95,8%.
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Nalaz protutijela kod bolesnika s dokazanim ITP-om

m nalaz specifican za
ITP

m dokazana protutijela
ne govore u prilog
ITP-u

® negativan nalaz

Slika 7. Rezultat testiranja antitrombocitnih protutijela kod bolesnika kojima je

dokazan ITP
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Nalaz protutijela kod bolesnika kod kojih ITP nije dokazan

m nalaz specifi¢an za ITP

m dokazana protutijela ne
govore u prilog ITP-u

® negativan nalaz

Slika 8. Rezultat testiranja antitrombocitnih protutijela kod bolesnika kojima nije

dokazan ITP
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U skupini bolesnika odrasle dobi (n=84) njih 25 (30%) postavljena je dijagnoza ITP-a,

dok je kod njih 59 (70%) postojao drugi uzrok trombocitopenije.

Tablica 7. Podjela odraslih bolesnika prema trombocitopeniji u trenutku testiranja na

antitrombocitna protutijela i dijagnozi ITP-a

ITP druga dijagnoza ukupno
bolesnici s
trombocitopenijom, 25 (30%) 59 (70%) 84 (100%)
n(%o)

Od odraslih bolesnika s trombocitopenijom, kod njih 47 (56%) bila su dokazana
antitrombocitna protutijela. U skupini bolesnika s pozitivnim antitrombocitnim

protutijelima, kod 21 (44,7%) bolesnika je postavljena dijagnoza ITP-a.

Trideset i sedam (44%) je bolesnika imalo negativan nalaz protutijela te je kod njih

Cetiri (10,8%) postavljena dijagnoza ITP-a.

Od 59 bolesnika kod kojih ITP nije dokazan, dvoje je imalo nalaz protutijela
specifican za ITP, 30 je imalo nespecificna protutijela, a kod 27 bolesnika protutijela

nisu dokazana.
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Tablica 8. Nalaz protutijela kod odraslih bolesnika ovisno o uzroku trombocitopenije.

Antitrombocitna protutijela pozitivha negativna ukupno

specificnha | nespecificna

zalTP

ITP, n(%)

4(16%) | 15(60%) | 6(24%) | 25 (100%)

drugi uzrok

i o
trombocitopeniie, N(%) | 5 3 406) | 30 (50.8%) | 27 (45.8%) | 59 (100%)

Analiziraju¢i samo skupinu odraslih bolesnika, osjetljivost i specifiCnost testa
nespecifiCnih protutijela je iznosila 76% i 15,8%, dok je test specifiCnih
antitrombocitnih protutijela pokazao osjetljivost od 100%, ali nisku specifiCnost od

26,3%

U grupi bolesnika pedijatrijske dobi (n=17) kod Cetvero (24%) bolesnika je
postavljena dijagnoza ITP-a, dok je kod 13 (76%) bolesnika postojao drugi uzrok

trombocitopenije.
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Tablica 9. Podjela pedijatrijskih bolesnika prema trombocitopeniji u trenutku testiranja

na antitrombocitna protutijela i dijagnozi ITP-a

ITP druga dijagnoza ukupno
bolesnici s
trombocitopenijom, 4 (24%) 13 (76%) 17 (100%)
n(%)

Od pedijatrijskih bolesnika s trombocitopenijom, kod njih 14 (82,3%) bila su dokazana
antitrombocitna protutijela. U skupini bolesnika s pozitivnim antitrombocitnim

protutijelima, Cetvorici (28,6%) bolesnika je postavljena dijagnoza ITP-a.

Samo tri (21,4%) bolesnika imalo negativan nalaz protutijela, te niti jednom od njih

nije postavljena dijagnoza ITP-a.

Od 13 bolesnika kod kojih ITP nije dokazan, jedan je imao nalaz protutijela specifi¢an
za ITP, devet je imalo nespecifiCna protutijela, a kod tri bolesnika protutijela nisu

dokazana.

32



Tablica 10. Nalaz protutijela kod pedijatrijskih bolesnika ovisno o uzroku

trombocitopenije.
Antitrombocitna protutijela pozitivha negativna ukupno
specificnha | nespecificna
zalTP
ITP, n(%)
0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 4 (100%)
drugi uzrok
trombocitopeniie, N(%) | 1 7 70y | o (69.2%) | 3(23.1%) | 13 (100%)

Analiziraju¢i samo skupinu pedijatrijskih bolesnika, osjetljivost i specificnost testa
nespecificnih protutijela je iznosila 30,8% i 100%, dok je test specifiCnih

antitrombocitnih protutijela pokazao osjetljivost od 0% i specificnost od 100%.

Ogranicenje ovog izraCuna je u malom broju ispitanika ove populacije.
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Tablica 11. Usporedba bolesnika s ITP-om i onih s drugim dijagnozama

bolesnici s dijagnozom ITP-a

bolesnici s drugim

dijagnozama
spol (m/ 2) 16/13 46/ 26
odrasli / djeca, n 25/4 59/13
antitrombocitna protutijela,
pozitivna/negativna, n 23/6 42/ 30
broj trombocita na zadnjem
pregledu, uredan/trombocitopenija 10/19 19 /53

34




8. RASPRAVA

Imunosna trombocitopenija (ITP) je relativno €est uzrok tromboctopenije kako kod
odraslih tako i kod djece koju karakterizira su prolazan ili trajan pad broja trombocita,

te povecCan rizik krvarenja.

Dijagnoza ITP-a se postavlja isklju€ivanjem sekundarnih uzroka trombocitopenije,
kojih je mnogo, dok specifini test kojim bi se potvrdila dijagnoza ITP-a ne postoiji.
Detaljna diagnostiCka obrada pacijenta je zahtijevna i dugotrajna, a potreba za hitnim
lijeCenjem vrlo ¢esto nuzna. Bolesnici s teSkom trombcitopenijom imaju povecani rizik
ne samo ozbiljnih po Zivot opasnih krvarenja iz sluznice probavnog ili genitourinarnog

trakta, vec i visok rizik intrakranijskog krvarenja.
Lije€enje trombocitopenije ovisi 0 njezinoj etiologiji, tako da se terapijski pristup

trombocitopenijama uzrokovanim imunosnim mehanizmima i onima nastalih zbog
nedostatnog stvaranja trombocita bitno razlikuje. U slu€aju imunotrombocitopenije se
zbog autoimunog mehanizma nastanka bolesti primjenjuju imunosupresivi, a
nadoknada trombocita, koja je kod amegakariocitnih trombocitopenija ¢esto

indicirana, se kod autoimunih izbjegava jer moze dovesti do nove imunosne reakcije.

Postojanje laboratorijskog testa kojim bismo mogli potvrditi ITP u bolesnika znac¢ajno

bi nam skratio i olakSao dijagnosticku obradu trombocitopenija.

Analiza antitrombocitnih protutijela je metoda koja se u dijagnostici trombocitopenja
koristi ve¢ dugi niz godina (24-26), iako su se metode otktivanja specifiCnih protutijela

usavrSavale kroz vrijeme (27,28).

U ovom radu smo istraZzili uloga antitrombocitnih protutijela u dijagnostic¢koj obradi

trombocitopenija kod bolesnika odrasle i pedijatrijske dobi. Nasi rezultati su pokazali
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da je osjetljivost specifi€nih antitromboctnih protutijela usmjerenih na GP lIb/llla, GP
la/lla ifili GP Ib/IX kompleks kod pacijenata s trombocitopenijom niska, te da iznosi
13,8%, medutim ova protutijela imaju visoku specifi€¢nost od 95,8% u postavljanju

dijagnoze ITP-a.

Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog velike vrijednosti pozitivnog testa analize

antitrombocitnih protutijela, te da se uz pravilnu obradu bolesnika i pozitivan nalaz s
velikom sigurno$¢éu moze postaviti dijagnoza ITP-a. Medutim, zbog niske osjetljivosti
testa negativan nalaz ne isklju€uje mogucnost dijagnoze ITP-a u bolesnika kod kojih

su ostali moguci uzroci trombocitopenije iskljuceni.

Takoder smo pokazali da test nespecifi¢nih antitrombocitnih protutijela nema

znacajnu ulogu u postavljanju dijagnoze ITP-a.

Dobiveni se rezultati podudaraju s nekoliko ranije provedenih istrazivanja koja su
pokazala velik udio bolesnika s dijagnozom ITP-a kod kojih antitrombocitna protutijela
nisu bila dokazana (20, 29, 30). U jednom istrazivanju iz 2013. godine, Grimaldi i
suradnici pokazali su kako je od ukupno 108 bolesnika s ITP-om njih 15 (14 %) imalo
pozitivna amtitrombocitna protutijela te je taj nalaz bio povezan s tezim siptomima
krvarenja, a ti su bolesnici bili skloniji razviti kroni¢an oblik ITP-a (29). U
sistematskom preglednom radu o prisutnosti antitromboctnih protutijela u ITP-u
pedijatrijske populacije koji je ukljucio 40 studija odnosno 1606 bolesnika, pokazala
se umjerena osjetljivost (19-39%) i visoka specificnost (80-100%) testa za

postavljanje dijagnoze ITP-a (30).

Smatra se da se slu€ajevima negativhog nalaza antitrombocitnih protutijela radi o
drugim mehanizmima nastanka trombocitopenije poput uniStavanja trombocita

citotoksi¢nim T-limfocitima (20).
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Prisutnost antitrombocitnih protutijela se prema nekim istrazivanjima pokazala i kao
prognosticki pokazatelj tijeka bolesti. U istrazivanju Schmidta i suradnika, pracena je
longidutinalna kohorta od 179 pedijatrijskih bolesnika te je primije¢en brzi rast
trombocita kod djece s dokazanim IgM protutijelima i bolji odgovor na terapiju Ivig

(31).

Prema drugom istraZivanju koje je ukljucilo bolesnike starije od 16 godina s
postavljenom dijagnozom ITP-a, njih ukupno 69, odgovor na terapiju lvig ovisio je o
vrsti protutijela koja su bila prisutna pa je odgovor bio bolji kod bolesnika s pozitivnim
anti-GPlIb/llla protutijelima nego kod bolesnika s anti-GPIb/IX protutijelima. Takoder,
bolesnici s novodijagnsticiranim ITP-om imali su bolji odgovor od onih s kroni€nim
oblikom bolesti, dok spol, dob i primarna odnosno sekundarna priroda bolesti nisu

imali utjecaj na ucinkovitost Ivlg u terapiji (32).

Nasi rezultati takoder ukazuju na mogucu razliku u osjetljivosti i specifiCnosti testa
specificnih antitrombocitnih protutijela izmedu odrasle i pedijastrijske populacije, iako
nase zakljucke temeljimo na vrlo malom broju pedijatrijskih bolesnika. Naime,
etiologija i kliniCki tijek bolesti se kod djece znagajno razlikuje od ITP-a odrasle dobi.
ITP je kod djece Cesto potaknut virusnim infekcijama, te vrlo ¢esto prolazi spontano.
Medu nasim bolesnicima pedijatrijske dobi s ITP-om, specificna protutijela nisu bila
dokazana niti kod jednom bolesnika, iako je u objavljenim rezultatima drugu autora

postotak poztivnih antitrombocitnih protutijela oko 30% (33).

Naravno, potrebna su daljnja israzivanja na ve¢em broju bolesnika kako bismo sa
sigurnoS¢u mogli procijeniti ulogu antitrombocitnih protutijela u postavljanju dijagnoze
ITP-a, kako u adultnoj, tako i u pedijatrijskoj populaciji. Takoder, potrebno je istraziti
kakav je utjecaj specifiCnih antitrombocitnih protutijela na odgovor na lijecenje ITP-a,

kako imunosupresivnim lijekovima, tako i TPO agonistima.
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9. ZAKLJUCAK

ITP je bolest €ija se dijagnoza postavlja iskljuCivanjem drugih mogucih uzroka
trombocitopenije. Test specifi€nih antitrombocitnih protutijela usmjerenih na GP
lIb/llla, GP la/lla i/ili GP Ib/IX kompleksu pokazao je visoku specifi€nost, ali nisku
osjetljivost kako u odrasloj tako i u pedijatrisjkoj populaciji. Kod bolesnika s pozitivhim
rezultatom testa mozemo sa sigurnocu postaviti dijagnozu ITP-a, iako nazalost velik
broj bolesnika s ITP-om ima negativan rezultat testiranja. Nasi rezultati ukazuju da bi
razvoj metoda koji bi s ve¢om osjetljivos¢u mogli dokazati ITP znacajno pomogao u
dijagnostickoj obradi bolesnika s trombocitopenijom. Dodatna vrijednost tog testa bila

i njegova uloga u procjeli odgovora na terapiju.
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