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Sazetak

Antonela Cirko: Nasljedni poremecéaji funkcije trombocita u djece

Kvalitativni poremecaji funkcije 1 stvaranja trombocita ¢ine veliku skupinu pojedinacno rijetkih
bolesti koje pokrivaju mnosStvo genetskih defekata slicne klinicke slike najces¢e u obliku
mukokutanih krvarenja. Nasljedne trombocitopatije mogu imati cijeli spektar razli¢itih
manifestacija od petehija i modrica do spontanih krvarenja. Zbog najéesée blagih simptoma ¢esto
ostaju neotkrivene. Nesto se ¢eSce dijagnosticiraju u zena u vrijeme puberteta zbog produljenih

menstruacija.

Cilj rada bilo je ustanoviti intenzitet i ucestalost krvarenja kod djece s poremeéenom funkcijom
trombocita, a obuhvaéena su djeca u dobi od rodenja do navrSenih 18 godina zivota kojima je
dokazan poremecaj funkcije trombocita, a koja su obradivana u Zavodu za hematologiju Klinike
za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb u vremenskom razdoblju od 1. sijecnja 1999.
godine do 31. prosinca 2013. godine. Rezultati su pokazali dvostruko vecu ucestalost u

djevojcica medu kojima je najcesce izrazeni simptom bila obilna mjesecnica.

Kljuéne rije¢i: trombocitopatije, djeca



Summary

Antonela Cirko: Hereditary disorders of platelet function in children

Qualitative disorders of platelet function constitute a large group of individually rare diseases
that cover a multitude of genetic defects with similar clinical picture as frequent mucocutaneous
bleeding. Hereditary thrombasthenias are a relatively rare cause of hemorrhagic diathesis, but
can have a whole range of different manifestations of petechiae and bruises to spontaneous
bleeding. Because usually mild symptoms often remain undetected. Among women in the fertile

period they are a common cause of unexplained menorrhagia.

The aim of the study was to determine the intensity and frequency of bleeding in children with
impaired platelet function aged from birth to the age of 18 that came in the Division of
Hematology, Department of Pediatrics, University Hospital Center Zagreb in the period from 1th
January 1999 to 31th December 2013. Results showed twice the incidence in girls, among them

the most common symptom was profused menstruation.

Keywords: thrombasthenias, children



1. Uvod

Kvalitativni poremecaji funkcije i stvaranja trombocita ¢ine veliku skupinu pojedina¢no rijetkih
bolesti koje pokrivaju mnostvo genetskih defekata slicne klinicke slike cestih mukokutanih
krvarenja. Nasljedne trombocitopatije su relativno rijetki uzroci nastanka hemoragijske dijateze.
Mogu imati cijeli spektar razlicitih manifestacija od petehija i modrica do spontanih krvarenja.
Kod zena u fertilnom razdoblju ceste su menoragije. Razlic¢ito je i vrijeme pojave prvih
simptoma koji se kod teskih oblika mogu javljati ve¢ pri rodenju u obliku produljenog krvarenja
iz pupc¢ane vrpce ili hemoragija u mozgu. Kefalhematomi odnosno porodajne otekline na glavi te
krvarenje u misi¢ sternokleidomastoideus su rjede komplikacije. Blazi oblici prirodenih
trombocitopatija manifestiraju se u djetinjstvu ucestalim krvarenjima i modricama nakon manjih

ozljeda.



1.1.  Fiziologija hemostaze

Hemostaza je kompleksan proces stvaranja krvnog ugruska na stjenkama krvnih zila, kojim se
postize zaustavljanje krvarenja. Hemostaza se moze podijeliti u tri osnovne faze. U primarnoj
hemostazi, oSte¢enjem stjenke krvne zile dolazi do gotovo trenutacne vazokonstrikcije uslijed
kontrakcije glatkih miSi¢nih stanica, a zatim do aktivacije endotelnih stanica i trombocita da bi se
stvorio trombocitni ¢ep. U ovoj fazi endotelne stanice eksprimiraju svoje adhezivne molekule
koje su receptori za trombocite i koagulacijske ¢imbenike. Trombociti dopiru do subendotelnog
kolagena gdje se aktiviraju, mijenjaju¢i svoj oblik, oslobadaju i medijatore ispoljavajuci
adhezivne receptore na svojoj povrsini. Prvi korak kojim se uopce postize komunikacija izmedu
endotelnih stanica i trombocita jest izlaganje subendotelnih komponetni ukljucujuéi kolagen,
fibronektin i VWF cirkuliraju¢im trombocitima na ¢ijim povrSinama se nalaze glikoproteini
(GPIb/IX, GPla/lla, GPIIb/11a). Trombocitna adhezija na mjestu ozljede krvne zile uglavnom
ovisi o tim adhezivnim receptorima na membrani trombocita koji ¢e prepoznati svoje ligande na
stjenci krvnih Zila i njegovim ve¢ spomenutim subendotelnim strukturama. U subendotelnom
matriksu znac¢ajno mjesto kao ligand ima von Wilebrandov faktor (VWF) koji se veze na GPIb.
Trombocitna agregacija dovodi do povecanog spajanja trombocita. Nakon vezivanja dolazi do
,kotrljanja“ u smjeru krvotoka nakon ¢ega slijedi presudni dogadaj adhezije, a to je interakcija
receptora GPIIb/Illa s fibrinogenom. U isto vrijeme se trombocitnom sekrecijom iz gustih i alfa
granula oslobadaju tvari, ukljucujué¢i adenozin fosfat (ADP) 1 tromboksan A2 (TXA2), koje
dodatno utje€u na proces stvaranja trombocitnog Cepa kao 1 na zapoCinjanje druge faze
hemostaze. Na povrSini trombocita dolazi do izlaganja negativnih fosfolipidnih naboja koji su

vazni za poticanje koagulacijskih faktora. (1)

Druga faza, sekundarna hemostaza, obuhvaca aktivaciju koagulacijskih faktora i formiranje
fibrinskog Cepa. Sada je ve¢ dobro poznat znacaj tkivnog faktora (TF) i njegove uloge u
stvaranju moénog kompleksa s faktorom VII (TF-VIla) koji direktno aktivira faktor X. Na taj
nacin putem tzv. kompleksa protrombinaze aktivirani faktor X (Xa-Va-fosfolipid i kalcij)
pretvara protrombin u trombin. TF je in vivo triger koagulacijske kaskade. Trombin pretvara
fibrinogen u fibrin ograni¢enom proteolizom, pri ¢emu se odvajaju fibrinopeptid A i1 B 1 stvaraju

fibrinski monomeri. (1)



Kada je u pitanju sekundarna hemostaza postoje i mehanizmi koji kontroliraju prekomjernu
aktivaciju koagulacijskog sustava i formiranje fibrina. Glavna uloga ovog mehanizma je
sprjecavanje nekontrolirane generacije trombina, a aktivirani protein C (APC) je najznacajnija
zastita. APC djeluje na dvije razine, vezuje se za trombomodulin koji inaktivira trombin i

sprjecava prelazak faktora koagulacije VIII 1 V u svoje aktivne oblike. (1)

Fibrinoliza je bitan mehanizam kojim se ponovo uspostavlja cirkulacija u o$te¢nim krvnim
zilama razlaganjem fibrinskog ugruska. Plazminogen se vezuje za fibrin i pod utjecajem

aktivatora tkivnog plazminogena (tPA) se pretvara u plazmin koji razgraduje fibrin. (1)



1.1.1 Funkcija trombocita u mehanizmu zgrusavanja krvi

Odavno je prepoznata uloga trombocita, ne samo u prvoj fazi hemostaze u ¢inu formiranja
ugruska, nego i u stabilizaciji stjenke krvne zile i regulacije njene permeabilnosti. Sve vise
podataka koji podupiru tezu velike vaznosti trombocita za sam integritet krvne Zile, u normalnom
I u upalnom stanju. Promatrajuci istrazivanja u svjetlu sve ¢e$¢ih ishemijskih bolesti nastalih
trombozom upravo je ta novootkrivena uloga trombocita klju¢ moderne antitrombocitne terapije
koja bi omogucila selektivno blokiranje iskljucivo koagulacijske funkcije trombocita ¢ime bi se
uvelike sprijecile hemoragijske komplikacije. U osoba koje su zbog zraCenja patile od

trombocitopenije dokazana je veca ucestalost poremecaja mikrovaskularnog endotela.(2)

lako je jasna povezanost trombocitopenije s edemima nije sasvim jasan mehanizam te korelacije.
Vjeruje se da se ne radi o samo jednom nacinu djelovanja, nego o vise razli¢itih neovisnih
mehanizama. Trombociti fizicki blokiraju potencijalna oSteCenja koja bi rezultirala
diskontinuitetom stjenke krvne zile. Trombociti i trombocitni faktori rasta izravno poticu
endotelne stanice na rast 1 diobu, odrzavaju njithovu mikrostrukturu i otpusStaju topljive
¢imbenike koji potpomazu krvnu barijeru. Upravo ispad ovih funkcija trombocita moZze biti
uzrok spontanih krvarenja kod trombocitopenija dok se primjerice kod ostecenja veza endotelnih

stanica uz normalan broj i funkciju trombocita ne javljaju krvarenja. (3)

Uloga trombocita vazna je i u razvoju krvnih Zzila stimuliraju¢i endotelnu proliferaciju i
diferencijaciju u kapilarne strukture. U isto vrijeme sprje¢avaju hemoragiju tih novostvorenih
krvnih zila. Aktivacija Src homologa 2 uslijed komunikacije C-tip lecitinu slicnog receptora 2
trombocita i podoplanina je kljucan faktor u u diferencijaciji limfangiogeneze od

hemangiogeneze. (3)

Jasna je i povezanost smanjenog upalnog odgovora kao posljedice trombocitopenije. Uzrok tome
leZzi u trombocitnom poticanju mobilizacije leukocita putem svojih adhezivnih molekula P-
selektina, B3 integrina, GPVI i GPIb. Tome pridonose i kemokini i “up regulacija” ekspresije
adhezijskih molekula na povrsini endotelnih stanica Sto dovodi do olakSanog prijelaza leukocita
kroz stjenku krvnih zila. Tu ponovno do izrazaja dolazi zastitnicka uloga trombocita koji
neutraliziraju Stetna djelovanja leukocita luce¢i tkivni inhibitor metaloproteinaze. Upravo taj

mehanizam sprjecava pojavu spontanih krvarenja u upalnim podruc¢jima. (1)(3)



1.1.2. Testovi funkcije trombocita

Postoji niz pretraga evaluacije trombocita koje mogu izravno testirati ili indirektno upucivati na
funkciju trombocita. Iako poremecaji funkcije trombocita mogu biti povezani s normalnim,
snizenim 1 poviSenim brojem trombocita, uvijek se pocinje kompletnom krvnom slikom koja
ukljucuje broj trombocita, leukocita i eritrocita. Pregled krvnog razmaza moze biti specifican za
pojedine mijelodisplasti¢ne te mijeloproliferativne bolesti. Tako primjerice nalaz izrazito velikih
trombocita, koji mogu biti veéi i od normalnih eritrocita, upuéuje na Bernard-Soulierovu bolest

dok se mali trombociti pojavljuju kod Wiscott-Aldrichtova sindroma.

Vrijeme krvarenja je nespecificna metoda koja pokazuje na poremecaj prve faze zgruSavanja.
Moze se raditi o poremecaju funkcije ili broja trombocita, anemiji, leukopenijii te o nedostatku
von Willebrantova faktora, faktora V ili fibrinogena. Mjerenje vremena krvarenja je korisno u
pra¢enju napretka lijeCenja. Zbog svoje jednostavne upotrebe za koju je dovoljna vrlo mala
koli¢ina kapilarne krvi i vrlo brzih rezultata, test je i danas uvelike koriSten osobito u pedijatriji
gdje su poremecaji primarne hemostaze puno ¢e$¢i od koagulopatija. Vazno je naglasiti da
analiza rezultata nije moguca bez iscrpne anamneze krvarenja 1 potpunog pregleda pacijenta.(4)

(5)

Najpreciznije metode su one koje izravno mjere funkciju trombocita. PFA-100 (Platelet Function
Analyzer, Analizator funkcije trombocita) je pretraga koja mjeri njihovu aktivaciju ADPom i

epinefrinom. (4)

U diferencijalnog dijagnostici razli¢itih tipova trombocitopatija najznacajniji su testovi
agregacije trombocita s ADPom, adrenalinom, ristocitinom, kolagenom i arahidonskom

kiselinom. (4)



1.2. Anamnesti¢ki podaci djeteta sklonog krvarenju

vvvvv

vaskulitisa, bakterijemije ili diseminirajuce intravaskularne koagulacije. Osim produljenog
krvarenja nakon manjih ozljeda i nastanak nesrazmjerno velikih modrica, uz odredene bolesti se
javljaju 1 nehematoloski simptomi. Kod poremecaja MYH9 gena za nemiSiéni miozin,
makrotrombocitopenija je povezana s promjenama bubrega, oka ili uha, dok drugi nasljedni
oblici trombocitopenija mogu biti povezani sa sklono$¢u leukemijama, oSte¢enjem koStanog
tkiva, poremecajima ucenja te abnormalnom crvenom krvnom lozom. Hermansky-Pudlak
sindrom mozZe biti pracen i kolitisom i fibrozom pluca, a Chediak-Higashi ¢estim infekcijama i
fatalnom limfoproliferativnom boleséu ve¢ u ranom djetinstvu. ObiljeZje obaju sindroma je
albinizam koze, kose i o¢iju. Wiscott-Aldrichov sindrom je pra¢en ekcemima koze. U djevojcica
izrazito Cest symptom je produljeno i obilno menstruacijsko krvarenje koje nerijetko bude i
jedini znak bolesti.(1)(4)

Kao $to se vidi iz nabrojanih simptoma svaka sumnja na trombocitopatiju bi trebala biti pracena

iscrpnom obiteljskom i osobnom anamnezom te temeljitim klini¢kim pregledom.



1.3.  Uzroci nastanka poremecaja kod nasljednih poremecaja funkcije trombocita

Prirodene trombocitopatije razli¢ito se nasljeduju. Neke trombocitopatije, kao Wiscott-Aldrichov
sindrom se nasljeduju X-vezano, druge se prenose autosomno recesivno kao primjerice
Glanzmannnova trombastenija, dok se neke prenose i autosomno dominantno. Uzrok
trombocitopatije moze biti u poremecaju bilo kojeg dijela slozenog sustava stvaranja
trombocitnog cepa. Proucavanjem Glanzmannove trombastenije doslo se do mno$tva novih
spoznaja o patofiziologiji integrina kao i funkciji GP Ilbllla. Bernard-Soulierov sindrom primjer
je makrotrombocitopenije koji objedinjuje proizvodnju velikih trombocita s deficitom ili
nefunkcionalnim glavnim receptorom trombocita, GPIB-1X-V kompleks. Zamjena jedne
aminokiseline za GPIba, moze dovesti do up-regulacije i spontanog vezanja von Willebrandova
faktora Sto dovodi do von Willebrandove bolesti. Poremecaji aktivacije i1 degranulacije
trombocita dovode do akumulacije abnormalnih formacija granula kao u sindroma sivih

trombocita (s mijelofibrozom kostane srzi). (4,6,7)
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Slika 1.3. Shematski prikaz normalnih odgovora trombocita i kongenitalni poremecaji funkcije
trombocita.

AC, adenil ciklaza; CO, ciklooksigenaza; DG, diacilglicerol; IP3, inozitoltrisfosfat; MLC,
miozinski laki lanac; MLCK, miozinski laki lanac kinaza; PAF, trombocitni aktivacijski factor ;
PIP,, fosfatidilinozitol bisfosfat; PKC, protein kinaza C; PLC, fosfolipaza C; PLA,, fosfolipaza
A,; TS, tromboksan sintetaza; TK, tirosin kinaza; vWF, von Willebrand faktor; vWD, von

Willebrandova bolest.

Izvor (prema): Rao AK, Jalagadugula G, Sun L. Inherited defects in platelet signaling
mechanisms.Semin Thromb Hemost 2004; 30: 525-35.



1.3.1. Poremecaj adhezije

Primjeri:

e Sy. Bernard-Soulier
e Von Willebrandtova bolest

Bernard-Soulierov sindrom (BSS) je autosomno recesivna bolest s incidencijom 1:1.000.000
obiljezena trombocitopenijom s velikim trombocitima i poremecajima adhezije zbog genetskih
defekata GPIb-1X-V kompleksa. Posto je GPIb odgovoran za vezivanje VWF i trombina,
poremecene su adhezija i agregacija. U BSS trombocitopenija nastaje jer je GPIb receptor i za
sijalicnu kiselinu zbog ¢ijeg nedostatka trombociti imaju skraéen zivotni vijek. GPIb-1X-V
kompleks je produkt Cetiri razlicita gena. GPIba 1 GPIb nalaze se na kromosomima 17 1 22 dok
se geni GPIX 1 GPV nalaze na tre¢em kromosomu. U BSS najce$¢a je mutacija GPIba gena.
Bolest se dokazuje nalazom poremecéene agregacije trombocita s ristocetinom, a uredne s
adrenalinom, ADP, arahidonskom kiselinom 1 kolagenom. Protocnom citometrijom
monoklonskim protutijelima specificnim za trombocite: GPIb (CD42), GPIX (CD42a) i GPV
(CD 42d), dokazujemo nedostatak navedenih receptora na povrsini trombocita. Posebna podvrsta
BSSa je trombocitni tip von Willebrantove bolesti kod kojeg dolazi do spontanog vezivanja

plazmatskog vWF na uvecane trombocite. (4)(6)(7)

Klinicka slika BSSa je vrlo varijabilna 1 nepredvidiva. lako simptomi mogu biti vrlo blagi
vec¢ina oboljelih zahtjeva barem jednom u Zivotu transfuziju trombocita. Najtezi oblik je fatalna

hemoragija koja je vrlo rijetka.

1.3.2. Poremecaj agonista receptora
U procesu agregacije klju¢nu ulogu imaju receptori na povrsini trombocita od kojih je najvazniji
ve¢ spomenuti glikoprotein IIb/Illa (GPIIb/11a) iz obitelji integrina kojim se vezu za fibronektin,

trombospondin i VWF. Za vezivanje za ADP vazni su P2 receptori od kojih je klinicki



najznacajniji P2Y jer njegov nedostatak dovodi do umjerenog mukokutanog Kkrvarenja i

produljenog postoperativnog krvarenja.
Primjeri:
e Integrin alfa2 betal (receptor za kolagen)
e GpVI (receptor za kolagen)
e P2Y 12 (receptor za ADP)

e Thromboxan A 2

1.3.3. Poremecaj prijenosa signala

Razli¢iti parovi receptora i njihovih specifi¢nih liganada konvergiraju u zajednicke signalne
dogadaje koji stimuliraju trombocite na promijenu oblika, izlu¢ivanje granula i na kraju mogu
inducirati "iznutra prema van" postupak koji dovodi do aktiviranja signalizacije putem integrina
allbB3. Ligand integrina allbP3 posreduje adheziju krvnih plocica i agregaciju i aktivira "izvana
prema unutra" signal, $to rezultira Sirenjem trombocita, izluc¢ivanje dodatnih granula,
stabilizaciju adhezije i agregacije trombocita te povlacenje ugruska. Tako je postalo sve ocitije
da agonisticki inducirana aktivacija trombocita preslusavanjem integrinskog signala, regulira
odgovor trombocita. Aktivacija trombocita uklju¢uje niz brzih pozitivnih povratnih petlji koje
uvelike pojacavaju pocetnu aktivaciju signala i omogucéuju brzu akumulaciju trombocita i

stabilizaciju tromba. (8)

Protein kinaze C su ukljuCene u razliCite funkcionalne odgovore trombocita koji su kriti¢ni u
hemostazi i trombozi. Clanovi protein kinaze C (PKC) pozitivno i negativno reguliraju aktivaciju
trombocita. [ako su opsezno proucavane pozitivne regulatorne uloge, negativne regulatorne
uloge PKCS slabo se razumiju. Nedavna istrazivanja pokazuju kako je ta negativna povezanost

indirektna, putem blokade otpustanja intrastani¢nog kalcija posredovana ADP odgovorom. (9)
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Primjeri:
e Nedostatak fosfolipaze C beta2
e Nedostatak ciklooksigenaze
¢ Nedostatak tromboxan sintetaze
e Nedostatak lipooksigenaze

e Poremecaj mobilizacije kalcija

1.3.4. Poremecaj sekrecije

Trombociti obiluju granulama koje sadrze tvari potrebne za funkciju trombocita u hemostazi,
trombozi, upali i angiogenezi. Trombocitne granule ukljucuju a-granule, guste granule i
lizosome. Od ovih vrsta a-granula je daleko najzastupljeniji s 50-80 granula po trombocita, u
usporedbi s 3-6 gustih granula po trombocitu i 0-3 lizosomi po trombocitu. Nedavna istrazivanja
pokazuju da o-granule mozda ne predstavljaju homogenu populaciju ted a se njihove

subpopulacije mogu razlikovati na temelju morfologije, sadrzaja i odgovora na agoniste. (10)
Primjeri:
e Sy Hermansky-Pudlak
e Sy Chediak-Higashi
e Sindrom sivih trombocita
e Sy Quebec
e Sy Wiscott-Aldrich

Najvazniji ¢imbenici alfa granula su VWF, thrombospondin i fibrinogen, a gustih granula
adenozin difosfat (ADP) i serotonin. Deficit gustih granula dovodi dakle do manjka ADPa, a
najpoznatiji primjeri su Hermansky-Pudlak i Chediak-Higashi sindromi koji su autosomno

recesivne bolesti kod kojih uz poremecaje agregacije postoji i albinizam koze, kose 1 ociju.
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Hermansky-Pudlak sindrom mozZe biti pracen i kolitisom i fibrozom pluc¢a, a Chediak-Higashi

Cestim infekcijama i fatalnom limfoproliferativnom boles¢u ve¢ u ranom djetinstvu. (4)(6)(7)

Abnormalnost alfa granula se jos naziva i sindrom sivih trombocita. To je autosomno recesivna
bolest vrlo varijabilnih simptoma, naj¢es¢e u obliku mukokutanih krvarenja. Quebec sindrom je
autosomno dominantna bolest praznih alfa granula kod koje je poremecaj agregacije trombocita
najvise izrazen uz epinefrin. Zbog nemogucénosti otpustanja alfa granula dolazi do intracelularne
aktivacije fibrinoliticke kaskade te je antifibrinoliticka terapija do sada dala najbolje rezultate u
kontroli krvarenja. (4)(6)(7)

Wiscott-Aldrichov sindrom je X-vezana recesivna bolest koja zahvaca T limfocite i trombocite.
Mikrotrombocitopenija se javlja uz ekceme i rekurentne infekcije Blazi oblik bolesti u kojem su
zahvaceni samo trombociti se jednostavno naziva X-vezana trombocitopenija. Skracen je zivotni
vijek trombocita najvjerojatnije zbog povecanog uniStavanja u slezeni. Konacno izljecenje se

postize jedino transplantacijom koStane srzi. (4)(6)(7)

1.3.5. Poremecaj agregacije
Kao S§to je ve¢ navedeno, aktivacija trombocita u konacnici dovodi do njihove agregacije bez
koje nema stvaranja ugruSka I zaustavljanja krvarenja. Jasno je da poremecaj u tom koraku

dovodi do produljenog I neprimjerenog krvarenja,
Primjeri:
e Glanzmann trombastenija
¢ Kongenitalna afibrinogenemija

Glanzmannova trombastenija (GT) je najces¢i nasljedni poremecaj trombocita kod kojeg
izostaje normalna agregacija potaknuta vezivanjem fizioloskih agonista poput fibrinogena i
VWFa na allbB3 integrin (GPIIb-IIla kompleks). Broj i veli¢ina trombocita su normalni. Bolest
se nasljeduje autosomno recesivno, a do sada je pronadeno preko 70 razli¢itth mutacija. U
normalnih pojedinaca aktiviran GPI1Ib/Illa veze se na fibrinogen i VWF te se stvara trombocitni
agregat (24). U GT trombociti su u stanju komunicirati s kolagena u subendotelu, ali te
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trombocitne interakcije su neispravne i proizvodnja tromba je nepravilna. Vise mutacija moze
utjecati na GPIIb/IIIa sloZeni sklop na trombocitnoj membrani. Razli¢ite mutacije zabiljeZene su
u biloallb ( ITGA2B ) ili 3 ( ITGB3 ) genima (24) . Nositelji koji nose 50% mutiranih
GPlIb/Illa molekula su bez simptoma, ali oni s tipom 2 GT koji imaju manje od 10 do 20 %
GPIIb/Ila mogu biti ozbiljno pogodeni. Tip 1 GT obi¢no ima < 5 % GPIIb/IIIa i oni imaju
odsutno ili ozbiljno manjkavo fibrinogensko vezivanje i stvaranje ugruska. Trombociti u GT Tip
3 imaju razli¢itu sposobnost za stvaranje fibrinskog ugruska jer je sadrzaj GPIlIb/Illa priblizno

uredan, no njihovo je vezivanje poremeceno (25).

Postoji varijabilnost u manifestacijama krvarenja u GT, dokazana je povezanost izmedu razine
GPIlIb/IlIa i tezine hemoragijske bolesti. Iako je veéina simptoma prisutna ve¢ u ranom
djetinjstvu i oboljeli trpe Ceste epizode krvarenja kroz prvo desetljece Zivota, neki pacijenti
rijetko krvare i rijetko je potrebna intervencija. U onih koji imaju tezak fenotip od samog pocetka
tezina simptoma se moze smanjiti s dobi. Tipi¢ni simptomi su sli¢ni onima u BSS i obuhvacaju
razli¢ite vrste mukokutanih krvarenja. Gingivalno krvarenje je konstantan nalaz, a menoragija
pogotovo menarhe moze biti osobito teska. Opcenito simptomi krvarenja u teskim poremecajima
funkcije trombocita su tezi kod Zena, a to se odnosi uglavhom na prekomjerni menstrualni

gubitak krvi. Krvarenja nakon traume i kirurskih postupaka mogu biti teske (26).

Za dijagnostiku je vazan nedostak ili oSteéenje agregacije trombocitnog odgovora na sve
agoniste osim s ristocetinom. Dijagnoza se moze potvrditi pomocéu proto¢ne citometrije

odredivanjem koli¢ine GPIIb - Illa na membrani trombocita pomocu specifi¢nih antitijela Koji se

vezu na gpllla (CD61 ) ili GPIIb (CD 41) .

1.3.6. Poremeca;j interakcije trombocita i faktora koagulacije

Primjer:
e Sy Scott

Scottov sindrom je rijetka nasljedna kongenitalna bolest krvarenja koja se manifestira

malformacijama lica, Sake i Cesto mentalnom retardacijom. U normalnom stanju aktivacijom
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trombocita, fosfatidilserin (PS) se s unutarnje strane transportira na vanjsku povrsinu membrane
trombocita, gdje osigurava vezno mjesto za plazmatske faktore zgrusavanja i njihove komplekse,
kao Sto su faktor Vllla-1Xa i faktor X. u Scottovu sindromu, mehanizam za premjestanje PS na

trombocitnoj membrani je neispravan, sto rezultira formiranjem oslabljenog trombina. (11)
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14. Jatrogeno izazvani poremecaji funkcije trombocita

Funkcija trombocita je vrlo podlozna promjenama pri primjeni mnogih lijekova koji se
svakodnevno upotrebljavaju, poput acetilsalicilne kiseline, nesteroidnih antireumatika,
antagonista ADP receptora (klopidogrel), Gpllbllla antagonista (tirofiban), antibiotika (beta
laktamski, nitrofurantoin, mikonazol, hidroksiklorokin), lijekova za kardiovaskularne bolesti
(propranolol, nitroprusid, nitroglicerin, furosemid, blokatori kalcijevih kanala), etanola, dodataka

hrani (omega 3 masne kiseline, vitamin E, luk, kumin, ginko) i drugih. (12)

Ucinak acetilsalicine kiseline je do sada najbolje proucen od svih lijekova koji djeluju na
funkciju trombocita zbog njegove uloge u prevenciji trombotskih kardiovaskularnih bolesti.
Djeluje ireverzibilnom inhibicijom ciklooksigenaze (COX) cime blokira prvi korak sinteze
prostaglandina, ukljucujuc¢i tromboksan A2 koji potice agregaciju trombocita i vazokonstrikciju.
Vazno je napomenuti i da je djelovanje aspirina ovisno o dozi jer su ve¢ manje koncentracije
lijeka dostatne za blokadu COX-1 receptora koji su povezani s antitrombocitnim djelovanjem
dok su za protuupalno djelovanje preko COX-2 receptora porebne puno vece doze. Efektivne
antitrombotske doze se kre¢u u rasponu od 50 do 1500 mg po danu i ta funkcija je postignuta vec¢
pri donjim granicama sa smanjenim neZeljenim u¢incima. Upotreba aspirina s klopidogrelom ili
varfarinom dokazano dovodi do povecane ulestalosti krvarenja, a ukidanje istih dovodi do

ucestalosti tromboza (stent tromboze, embolije...).(12)

Ostali nesteroidni antireumatici reverzibilno inhibiraju COX-1 slabije od aspirina ¢ime se
objaSnjava manja ucinkovitost u sprjeCavanju trombotskih fenomena. Dok selektivni COX-2

inhibitori ne koleriraju s trombocitnom aktivnoscu.

Upotreba Dipiridamola je danas ograni¢ena zbog nepotpuno poznatog mehanizma djelovanja i
zbog manje ucéinkovitosti, dok je upotreba Klopidogrela kao i Tiklopidina u kardiovaskularnih
bolesnika danas nezamjenjiva. Djeluju kao ADP antagonisti reguliraju¢i adenil ciklaznu

aktivnost. (12)

Osim medikamentozne terapije i kardiopulmonalna ekstrakorporalna cirkulacija (CPB) iz vise
razloga moZze dovesti do trombocitopatija ¢emu pridonose nefizioloska povrSina stroja,
hipotermija, aktivacija komplementa, otpustanje citokina i generacija trombina. Glikoproteini Ib

i Ilb/llla i PECAM-1 su sniZzeni §to dovodi do smanjene trombocitne agregacije i time do
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smanjene adhezivnosti. Aktivirani trombociti lu¢e proteine iz alfa granula, uklju¢no i protein P-
selektin, ¢ime se poti¢e formacija trombocit-neutrofil i trombocit-monocit agregata. Ti
kompleksi vjerojatno imaju vaznu ulogu u post CPB upalnom odgovoru. Trombocitopenija je

takoder Cesta pojava zbog hemodilucije i adherencije trombocita na stranu povrsinu. (12)
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1.5.  Trombocitopatije povezane s drugim poremecajima

Nasljedne trombocitopatije su rjede od steCenih. Jetra ima vaznu ulogu u procesima hemostaze.
Kvantitativni i kvalitativni trombocitni poremecaji mogu biti posljedica kroni¢ne i akutne bolesti
jetre. Trombocitopenija moze biti prva manifestacija akutnog hepatitisa. Isto tako i
disfunkcionalni trombociti bez promjene broja mogu dovesti do povecanog rizika krvarenja kod
poremecaja jetre. Kod ciroze jetre zbog manjka trombopoetina i povecane razgradnje trombocita
dolazi do trombocitopenije koja dovodi do kompenzatornog pove¢anja vVWF i troSenja ADAMTS
13 sto moze dovesti do cerebrovaskularnih mikrotromboza. (27) Kod ciroze jetre promijenjeni su
brojni laboratorijski nalazi. Tako primjerice vrijednosti D-dimera koji su u cirozi uglavhom
poviSeni govore vise o statusu jetre (zna¢i da ima fibrinogena), a puno manje o mogucoj
trombozi. Vrijednosti APTV i PV takoder nisu dobri parametri u procjeni kolagulacijske funkcije

jetre te je bolji test generacije trombina i tromboelastinometrija (28, 29).

Uremija uslijed kroni¢cnog bubreznog zatajenja je dugo vremena povezivana s produljenim
vremenom krvarenja. Ekhimoze, epistakse, gastrointestinalna i genitouritralna krvarenja su ceste
pojave koje pokazuju posljedi¢nu sliku trombocitne disfunkcije. Veci dio tih poremecaja se moze
pripisati primjeni heparina s dijalizom, koagulopatijama ili anatomskim abnormalnostima, a ne
samoj uremiji. Tezina bubreznog zatajenja ne korelira s abnormalnom agregacijom trombocita
dok anemija i produljeno vrijeme krvarenja izravno koreliraju. Zanimljivo je da se popravkom

anemije popravlja i ucestalost krvarenja.
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1.6. Terapija krvarenja kod djece s poremeéajem funkcije trombocita

Kao $to je ve¢ navedeno laboratorijski testovi nisu jasan pokazatelj to¢nog oStec¢enja u okviru
krvarenja. Budu¢i da je ukupno gledajuéi najces¢i uzrok krvarenja primjena aspirina (ili drugih
lijekova s antitrombocitnim djelovanjem), nuzno je kao prvu mjeru ukinuti primjenu istih,
osobito prije operacijskog zahvata. Specifi¢ni testovi funkcije trombocita ocigledno nemaju
presudnu vaznost u klinickom prosudivanju, ipak svaka sumnja na krvarenje uzrokovana
poremecajem bilo broja bilo funkcije trombocita treba biti potkrijepljena odgovarajuc¢im
specificnim testovima da bi se ¢im racionalnije odredila terapija. Terapijski izbor u lijecenju

poremecaja trombocita je relativno oskudan, posebno nasljednih poremeéaja.(13)

Dezmopresin (dDAVP), sintetski oblik vazopresina, danas je najeS¢e upotrebljavani faktor u
kontroli hemostaze posebno kod poremecaja von Willebrandove bolesti (vWB) djelujuci izravno
na otpustanje endogenog von Willebrandova faktora (vVWF) iz stjenke krvne Zile. Primjena
dezmopresina je posebno uinkovita kao preventivna mjera kod manjih operacijskih zahvata u
osoba s blaZzim poremecajima trombocita. Pokazano je 1 djelovanje na skra¢enje VK pri primjent
dDAVP kod ste¢enih trombocitopatija, no nije dokazana povezanost sa smanjenim rizikom od
krvarenja. Ucinkovit je 1 kod veéine nasljednih trombocitopatija osim kod sindroma Scott,
Glanzmannove trombastenije te vrlo teskih slucajeva sindroma Bernard-Soulier. dDAVP se
moze primijeniti intravenski 1 intaranazalno. Doze koje su ucinkovite kod trombocitopenija
znacajno su viSe nego one koje se daju kod dijabetesa insipidusa te postoji mogucnost
zadrZavanja vode u organizmu s posljedicnom hipervolemijom i dilucijskom hiponatremijom pa
svaka primjena ovog lijeka treba biti strogo kontrolirana. Kod tezih nasljednih trombocitopatija,
primjerice Glanzmannove trombastenije i BSS c¢esto su potrebne i transfuzije trombocita u
prevenciji spontanih krvarenja. Kod slabije izraZenih krvarenja transfuzija trombocita bi se
trebala koristiti u iznimnim slucajevima zbog bojazni od aloimunizacije na HLA ili na
trobmocitne glipoproteine. Kontroliranje spontanih krvarenja u nasljednim trombocitopatijama
prvenstveno leZi u prevenciji. Preventivne mjere ukljucuju izbjegavanja odredenih lijekova 1
hrane, primjerice nesteroidnih antireumatika, zatim sanacija zubala ¢ime se smanjuje vjerojatnost
tezih zahvata kao 1 regulacija razine Zeljeza. Najucinkovitija preventivha mjera u regulaciji
produzenog menstrualnog krvarenja je upotreba oralnih kontraceptiva s kobinacijom estrogena i

progesterona. (1)
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Kod osoba koje ne mogu primiti transfuziju trombocita zbog stvorenih aloimunih protutijela
razmatra se primjena rekombinantnog ¢imbenika zgruSavanja VII. Rekombinantni ¢imbenik
zgruSavanja (rFVIla) takoder je vrlo u¢inkovit lijek kod trombocitopatija. Daje se u pojedinacnoj
dozi od 80-90 mikrog/kg, svaka 2,5-3 sata, najmanje tri puta dnevno. U¢inkovitost ovog lijeka je
klinicki zadovoljavaju¢a u oko 80% bolesnika stvaraju¢i lokalni prokoagulativni efekt na

oSte¢enim krvnim Zzilama stvaraju¢i trombinski ¢ep neovisno o djelovanju faktora zgrusavanja.
(1(13)

Antifibrinolitici (traneksami¢na kiselina i e-aminokapronska kiselina) se uspjes$no koriste kod
menoragija, epistaksa i produljenih krvarenja nakon ekstrakcije zuba. Ce$¢e se daje
traneksamicna kiselina i to peroralno svakih 8 sati. Fibrinolitici su posebno ucinkoviti kod

sindroma Quebec. (13)

Posljednja linija obrane je transplantacija mati¢nih hematopoetskih stanica koja sama po sebi
nosi dosta rizika te se za nju odlucuje tek onda kada su iscrpljene sve druge moguénosti, a nije
postignuta zadovoljavajuca kontrola krvarenja. Transplantacijom se uglavnom lijece oboljeli od
Wiscott-Aldrichova sindroma i sindroma Chediak-Higashi sa srodnim podudarnim davateljem.
Od trombocitopatija dolaze u obzir i vrlo teski oblici Glanzmanove trombastenije i sindroma

Bernard-Soulier, koji se ne uspijevaju uspjesno lijeciti prije navedenim postupcima.(13)
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2.  Ciljrada
Ci]j rada bilo je ustanoviti intenzitet 1 ucestalost krvarenja kod djece s poremecenom funkcijom

trombocita, a kod kojih je isklju¢ena von Willebrantova bolest i trombocitopenija.
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3. Ispitanici i metode

U ovom radu retrospektivnom analizom obuhvacena su djeca u dobi od rodenja do navrSenih 18
godina zivota kojima je dokazan poremecaj funkcije trombocita, a koji su obradivani u Zavodu
za hematologiju Klinike za pedijatriju Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb u vremenskom
razdoblju od 1. sijecnja 1999. godine do 31. prosinca 2013. godine. Ispitivana skupina djece se
sastojala od 29 bolesnika u dobi od 8 mjeseci do 18 godina kojima je postavljena dijagnoza

nasljedne trombocitopatije.

Kriterij za postavljanje dijagnoze nasljedne trombocitopatije bio je poremecaj zgruSavanja
trombocita s adrenalinom, ADPom, ristocitinom, kolagenom i/ili arahidonskom kiselinom, te
iskljucenje postojanja von Willebrandove bolesti, te bolesti jetre, bubrega ili drugih organskih

sustava, koji bi mogli dovesti do poremecaja funkcije trombocita.
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4, Rezultati

U rad je uklju€eno 29 ispitanika dobi od 8 mjeseci do 18 godina od kojih je 11 (38%) bilo
muskog, a 18 (62%) Zzenskog spola (slika 4.1.). Kod djecaka je najces¢i simptom bila pojava
hematoma, a kod djevojcica produzena menstruacija u ¢ak 50% slucajeva (slika 4.2.). Upravo je
u dobi pojavljivanja menarhe najveca incidencija otkrivanja bolesti (slika 4.3.). Od 14 djevojcica

koje su imale menarhu 9 (64%) ih ima obilne mjesecnice, a u 8 je to jedini simptom bolesti.

Spolna raspodjela

Slika 4.1. Spolna raspodjela ispitanika

22



Simptomi
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Od 29 slucajeva bilo je 4 Glanzmannove trombastenije, jedna Glanzmann like, jedan Bernard-

Sullier i dvije trombocitopenija tipa MYH 9 (slika 4.4.). Najcesca prateca bolest bila je anemija

koja se pojavljuje u 74 % ispitanika (slika 4.5., tablica 4.1.), a obiteljska anamneza je bila

pozitivna u manje od polovice slucajeva, to¢nije u 44% (slika 4.6.).
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Tablica 4.1. Prikaz spoli, dobi i dijagnoze ispitanika te njihovih simptoma

2 M MYH9 slabiji sluh na D uho, promjene na oku,
hidronefroza

4 M 8mj Tp anemija

6 M Tp bronhalna astma, atipi¢ne konvulzije, anemija

8 M Tp sinkopa

10 M 2 Tp

|

12 7 14 Tp Hashimoto tireoiditis, anemija

I

14 7 14 Tp anemija

|

16

N

17 Tp anemija
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18 7 12 Tp bronhalna astma, anemija

20 7 8mj TG anemija
22 7 17 Tp anemija
24 7 11 Tp anemija
26 7 Tp vaskulitis (bedra)

28 7 Tp
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Anemija

M pozitivna
W negativna

M nepoznato

Slika 4.5. Ucestalost anemije, kao najcesce pridruzene bolesti ispitanika
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Obiteljska anamneza

M pozitivna
W negativna

B nepoznato

Slika 4.6. Ucestalost pozitivne obiteljske anamneze

29



Kao glavni dijagnosticki kriterij uzet je poremecaj agregacije trombocita s adrenalinom, ADPom,
arahidonskom kiselinom, kolagenom 1 ristocitinom. U svim slu€ajevima je poremecena

agregacija trombocita s barem jednom od navedenih tvari (tablica 4.2.).

Tablica 4.2. Prikaz agregacije trombocita s agonistima - adrenalin, ADP, arahidonska kiselina,

kolagen i ristocin

1 M 305 14% 10% 18% 17% 80%

3 M 346 17% 20% 28% 15% 15%

S M 100 60% 35% 65% 73% 62%

7 M 70 20% 16% 10% 11% S7%

9 M 27 63% 53% 8% |/ 8%

11 M 128

N«

13 / 15% 42% 10% 44% 64%
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I

15

N

183 22% 19% 88% 75% 84%

|

17

N

144 66% 60% 92% 68% 12%

|

19 7 317 46% 31% 88% 14% 88%

|

21 7 201 39% 28% 40% 24% |/

|

23

N

298 68% 30% 80% 91% 86%

|

25

N

215 49% 40% 54% 16% 57%

|

27 Z 314 63% 32% 64% 59% 60%

|

29 Z 400 92% 47% 76% 19% *?
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5.

Rasprava

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je ucestalost dijagnoze nasljednih trombocitopatija
relativno mala i da se radi o skupini pojedina¢no izuzetno rijetkih bolesti. Trombociti su
neophodni za primarnu hemostazu te poremecaji funkcije trombocita obuhvacaju veliku i
po simptomima heterogenu skupinu poremecaja krvarenja koji se po tezini krecu od blage
do teske bolesti. Iako bolest moze biti asimptomatska ve¢inom se na bolest posumnja zbog
ucestale pojave modrica i mukokutanih krvarenja te produzenog postoperativnog krvarenja
(1,6,7). Nasim istrazivanjem pokazali smo da je najée$¢i simptom bila pojava hematoma, u

tre¢ine ispitanika, dok je bez simptoma bilo svega 4 od 29 ispitanika.

Unato¢ boljem razumjevanju etiologije poremecene funkcije trombocita, nema veéih
pomaka u terapijskim postupcima. Suportivna terapija poput antifibrinolitika, DDAVP i
trombocitne transfuzije ostaju glavno uporiste za lije¢enje iako djeluju simptomatski, a ne
uzro¢no. (13) U veéini slucajeva se radi o bolesti s blago izraZzenim simptomima, medutim
postoje tezi oblici bolesti koji su ¢esto udruzeni s drugim poremecajima organskih sustava

u organizmu.

NaSim istrazivanjem smo obuhvatili ukupno 29 slucajeva s poremecajem funkcije
trombocita. Prevalencija prirodenih poremecéaja trombocita u opcoj populaciji nije
utvrdena. Pojedinacne studije pokazuju na to da su prirodeni poremecaji trombocita kao i
nedostatak vWT{, prili¢cno Cest uzrok abnormalnih krvarenja. (20, 21) Procjenjuje se da je u
nekim zemljama u razvoju identificirano svega oko 5% oboljelih sluc¢ajeva i u mnogim
zemljama ne postoji nacionalni registar poremecaja hemostaze. (19) U relativnoj
ucestalosti, nasljedni poremecaji trombocita koji mijenjaju signalizaciju i izlu¢ivanje ¢es¢i
su od poremecaja s nedostatkom gustih granula ili nedovoljne proizvodnje tromboksana
(22). Medu nasim ispitanicima dijagnosticirane su 4 Glanzmannove trombastenije, jedna

Glanzmann like, jedan Bernard-Sullier i dvije trombocitopenija tipa MYH 9.

Prirodeni poremecaji trombocita CeS¢e se dijagnosticiraju kod Zena, vjerojatno zbog
pojacanog krvarenja prilikom menstruacije i poroda, pa to potakne sumnju na poremecaj
hemostaze (14,15,23). Rezultati ovog rada potvrduju ¢escu dijagnozu bolesti u djevojcica u

odnosu na djecake u omjeru 2:1. Razlog takvog omjer mogli bi biti jace izraZzeni simptomi
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u djevojéica u vidu produZenog krvarenja pa je vjerojatnost dijagnoze veéa. Cak 2/3
pacijentica adolescentske dobi ima obilne mjesecnice, a kod 8 od 9 oboljelih djevojcica je

to jedini simptom.

Obiteljska anamneza je vrlo vazna u identificiranju osoba koje mogu biti u opasnosti od
nasljedivanja poremecaja krvarenja. Ali je u nasem istrazivanju svega 34% ispitanika imalo

pozitivnu obiteljsku anamnezu.
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6. Zakljucci
Usporedujuc¢i dostupne podatke iz literature (13,14,15) i rezultate koje smo dobili moze se
zakljuciti da je ucestalost nasljednih trombocitopatija u Hrvatskoj veca nego §to se

dijagnosticira zbog velikog broja oboljelih sa slabo izrazenim simptomima.

Incidencija bolesti kod djecaka i djevojCica je vjerojatno priblizno jednaka, ali se bolest

¢esc¢e dijagnosticira u djevojcica zbog izrazenih obilnih mjesecnica.

Uz neke bolesti se javljaju i nehematoloski simptomi te je vazno kod oboljelih obratiti
paznju i na manifestacije bolesti na drugim organima. Tako je primjerice kod poremecaja s
nedostatkom MYH9 gena, makrotrombocitopenija povezana s promjenama oka i uha, a

Hermansky-Pudlakov sindrom se javlja istodobno s albinizmom koze, kose i o¢iju.

lako je doslo do znacdajnijeg napretka u razumijevanju funkcije trombocita uzroci

prirodenih poremecaja trombocita su jos uvijek u velikoj mjeri nepoznanica.

Stvaranje nacionalnog registra poremecaja funkcije trombocita i ostalih poremecaja

hemostaze bi bilo od velike koristi u pracenju i lijeCenju ovih bolesnika.
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