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lzvle¢ek: Razlogov za trombocitopenijo pri nosecnicah je ve¢. Nekateri so
povezani s Skodljivimi ucinki nose¢nosti, drugi z boleznijo nosecnice ali ploda.
Vzroki so lahko imunski, pri ¢emer gre za unic¢enje trombocitov zaradi pro-
titeles, ali pa porabnostni. Ker se klini¢ne slike pri razlicnih boleznih pogosto
prekrivajo, je dolocitev natanc¢nega vzroka trombocitopenije pri nosec¢nicah
mnogokrat otezena. Poznavanje osnovnih klini¢nih in laboratorijskih pristopov
pri posameznih stanjih je nujno za diagnozo in ustrezno ukrepanje. V tem
preglednem clanku avtor povzema najbolj pogoste oblike trombocitopenij, po-
vezanih z nose¢nostjo, in njihovo diagnostiko s poudarkom na laboratorijskih
preiskavah.

Abstract: There are several causes of thrombocytopenia in pregnancy. Some of
them are related to side effects of pregnancy itself, other are caused by a patho-
logical states of the pregnant women or the fetus. Most of pathologies involve
either immune-mediated platelet destruction or platelet consumption. Since the
clinical signs of different etiologies merge in many cases, the exact diagnosis is
sometimes complicated. A proper expertise in clinical and laboratory principles
is necessary for the correct diagnosis and therapeutical decisions. In this review,
the most common forms of pregnancy related thrombocytopenias and appro-
priate laboratory diagnostic approaches are described.

Uvod

Normalno $tevilo trombocitov (TR) v krvi je od 150 do 400 x 10°/L. Tromboc-
itopenijo (TP) torej definiramo kot $tevilo trombocitov, manjse kot 150 x 10°/L
krvi. Ker zadnjih 20 let Ze uporabljajo avtomatske Stevce krvnih celic, opazajo, da
je trombocitopenija pri nosecnicah bolj pogosta, kot bi pricakovali, saj jo opazijo
v do 10 % vseh nosec¢nosti. Pri tem kaze, da Stevilo TR v nose¢nosti normalno
pade za okrog 10 %, vendar pri vecini nose¢nic ostaja znotraj normalnih vre-
dnosti. Ta fizioloski pojav nastaja ponavadi v tretjem trimesecju in ga porodnicarji
ponavadi prezrejo (1). Namen prispevka je prikazati trombocitne preiskave, ki
omogocajo ustrezno zdravljenje pri dejanskih trombocitopenicnih stanjih.

Trombocitopenija v nosecnosti lahko nastane zaradi iz $tevilnih razlogov,
navedenih v Tabeli 1. Ti vzroki so lahko benigni, kot je npr. gestacijska trom-
bocitopenija, lahko pa povzrocajo tudi resne zaplete. Mnogokrat imajo bolnice
vec znakov, ki zrcalijo znacilnosti razli¢nih vrst trombocitopenij. Vendar lahko
v vecini primerov ob pojavu TP ugotovimo osnovne vzroke na podlagi klini¢ne
slike in laboratorijskih preiskav (2,3).



Tabela 1: Vzroki trombocitopenije v nosecnosti (po(4))

Izolirana trombocitopenija

*  Gestacijska trombocitopenija

*  Avtoimunska trombocitopenija (AITP)

*  (Od zdravil odvisna trombocitopenija (ZITP)
¢ Tip llb von Willebrandove bolezni

*  Prirojena (sindrom Wiscott-Aldrich, May-Hegglinova anomalija, Bernard-Soulierov
sindrom, Fanconijev sindrom, itd.)

Trombocitopenija, povezana s sistemskimi boleznimi
ZNACILNA ZA NOSECNOST
*  Preeklampsija

*  Sindrom HELLP (hemolysis, elevated liver function tests, low platelets syndrome)

*  Akutna mascobna degeneracija jeter

NEZNACILNA ZA NOSECNOST

* Tromboti¢ne mikroangiopatije
o Tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura (TTP)
o Hemoliti¢cno uremicni sindrom (HUS)

e Sistemski lupus eritematosus (SLE)

* Antifosfolipidni sindrom

¢ Diseminirana intravaskularna koagulacija (DIK)

* Virusne in druge okuzbe (HIV, EBV,.CMV)

*  Okvara kostnega mozga (primarna ali sekundarna)

¢ Podhranjenost

* Hipersplenizem

*  Drugo: okvare $itnice, rak, zunajtelesna cirkulacija (EKC), masivna transfuzija

Trombocitne preiskave pri trombocitopenijah

Stetje trombocitov in trombocitna morfologija pri trombocitopeniiji

Osnovna preiskava pri trombocitopeniji je $tetje trombocitov. Stetje lahko
izvajamo roc¢no s hemocitometrom (Neubauerjevo komoro) in mikroskopom
ali pa z avtomatskimi Stevci z elektrostatskim ali laserskim nacinom $tetja. Za to
preiskavo je potreben pravilno odvzet vzorec venske krvi v EDTA. Stetje iz kapi-
larne krvi je manj zanesljivo. Predvsem je pomembno, da pri odvzemanju krvi
ne pride do poskodbe zil in tkiva. Napake pri rocnem Stetju so posledica slabega
vzorcenja, nezadostnega mesanja vzorca, nenatancnega pipetiranja in redcenja,
uporabe nekalibriranih pipet ali povr$nega stetja. Sodobne avtomatske naprave
so zelo zanesljive in natan¢nejse od roc¢nega Stetja.

Avtomatski Stevci izmerijo tudi povprecni volumen TR. Povprecni premer
TR je 1-3 mikroM, vecje TR (do 5 mikroM) pa opazujemo v krvi, kadar je na-
stajanje trombocitov pospeseno, npr. pri imunskih trombocitopenijah.

Nizko stevilo, a velik volumen TR nas lahko opozorita na napake pri Stetju.
Pri Stetju TR lahko pride do lazne trombocitopenije, ki je posledica artefak-
tov, pomanjkljivega mesanja z antikoagulansom, predolgega ¢akanja vzorca,
necisto¢ ali napak pri $tetju. Poznan je tudi pojav psevdotrombocitopenije, ki
ga opazujejo pri okrog 1 % oseb in je lahko posledica od EDTA odvisnih pro-
titeles ali pa so¢asne uporabe antiagregacijskih zdravil, antagonistov GP IIb/IIIa
- npr. zdravila abciximab pri nosecnicah. Pri obeh pojavih prihaja do tvorjenja
velikih skupkov TR in vitro, zato je ocenjeno Stevilo TR premajhno. Zaradi teh



pojavov svetujejo, da v vseh primerih trombocitopenije vedno kontroliramo
tudi razmaz krvi in ocenimo morebiten pojav in velikost trombocitnih skupkov,
s ¢imer lahko lo¢imo med pravo in psevdotrombocitopenijo (5,6).

Dolocitev trombocitnih protiteles (TRPT)

Pri sumu na imunske trombocitopenije, ki so ponavadi povezane s priso-
tnostjo avtoprotiteles (avto-PT), le te lahko dolo¢imo s seroloskimi preiskavami.
Pri tem optimalne tehnike e vedno ni (7). Dolgo so uporabljali preiskavo za
dolocanje skupnega trombocitnega imunoglobulina (Ig). Vendar tudi na mem-
brani TR pri zdravih ljudeh najdemo vezane imunoglobuline razredov IgG, IgM
in IgA ter komponenti komplementa C3c in C3d. Vecina IgG pa se nahaja v
notranjosti TR, kamor ga poleg drugih proteinov iz plazme vkljucijo in shranijo
v sekretorne a-granule Ze megakariociti s pomocjo endocitoze. Na povrsino TR
je zato normalno vezano manj kot 1% skupnega trombocitnega IgG. S pretocno
citometrijo so dokazali, da je na povrsino TR pri zdravem cloveku vezanih okrog
1400, pri bolnikih z AITP pa okrog 11.000 molekul IgG (8).

Danes velja, da je pri bolniku s sumom na imunsko povzroceno TP najprej
potrebno opraviti presejalni test. Pri tej preiskavi najprej dolo¢imo PT, vezana
na TR bolnika - t.i. direktni test (DT), hkrati pa dolo¢imo tudi prisotnost PT
v serumu - t.i. indirektni test (IT). Pri pozitivnem izidu presejalne preiskave
opravimo lahko Se specifikacijo protiteles, pri cemer uporabimo panel po-
znanih trombocitov ali izoliranih glikoproteinov (9).

Obstaja mnogo tehnik za dolocanje trombocitnih avtoprotiteles. Starejsa preiskava
je bila preiskava porabe antiglobulinskega seruma, ki omogoca poleg dokaza pri-
sotnosti PT hkrati tudi oceno njihove koncentracije z ozirom na standardno krivuljo.
Je zapletena in daje nesorazmerno visoke ocene na TR-vezanega IgG (10).

Dolocanje skupnega TR-IgG (platetet-associated IgG) je preiskava, pri kateri
merimo skupni trombocitni IgG na membrani in v notranjosti z nefelometrijo
ali radioaktivno metodo. Ta preiskava ni ve¢ v uporabi, ker dolocitev skupnega
trombocitnega IgG pri trombocitopenijah nima ve¢ diagnosti¢ne veljave, pa¢ pa
je treba dolociti membransko vezanega (11-15).

Imunofluorescenc¢na preiskava (PIFT- platelet immuno fluorescence test)
(16) je hitra in enostavna preiskava, pri njej ne potrebujemo svezega vzorca
za IT, lahko jo uporabimo za dokazovanje trombocitnih protiteles, odvisnih
od zdravil (ZITP), in je dobro ponovljiva. Pomanjkljivosti te metode so subje-
ktivna interpretacija mikroskopskih rezultatov, za lo¢evanje med PT HLA in PT
trombocitne specificnosti zahteva modifikacijo, ne doloca zanesljivo epitopov na
GPIa/lia in zahteva velik izbor (t.i. panel) darovalcev trombocitov za dolocanje
specificnosti mesanice PT(17).

Pretocna citometrija (FC - flow cytometry) je avtomatizirana in racunalnisko
vodena oblika imunofluorescenénega testa, ki se izvaja na pretonem citometru.
Lahko doseze vecjo obcutljivost od navadne PIFT in se lahko avtomatizira. Je
hitra, obcutljiva, natacna in objektivna (8,18,19).

Radioaktivna preiskava (RIA - radioimmuno assay) se uporablja za od-
krivanje TRPT z antiglobulinskim serumom (AGS), ki je oznacen z radioakti-
vnim izotopom, rezultat pa odcitavamo v Stevcu sevanja. Njena prednost je
visoka obcutljivost, pomanjkljivost pa, da je okolju nevarna.



Mesana pasivna hemaglutinacija (MPHA - mixed passive haemagglutina-
tion), imenovana tudi mesana eritrocitna adherenca, je oblika reverzne pasivne
hemaglutinacije. Panelne TR (oz. delce njihovih membran) najprej pritrdimo na
povrsino mikroplo$ce in z njimi lovimo TRPT. Za oznacevanje sluzijo eritrociti,
ki so prekriti z AGS (ponavadi zaj¢jim anti-humani IgG). Ti se pri pozitivnem
rezultatu nalepijo po celotni povrsini vdolbine, zato lahko rezultate od¢itamo
tudi s prostim ocesom. To preiskavo uporabljamo predvsem za detekcijo alo-
protiteles (20,21).

Encimska preiskava (EIA - enzyme immuno-assay, ELISA - enzyme linked
immuno sorbent assay) uporablja za detekcijo PT AGS, oznacen z encimom,
ki povzroci barvno reakcijo substrata v pozitivnih vzorcih. Rezultate merimo
spektrofotometri¢no (22). Slabost te metode je pasivna vezava Ig bolnika na
ploscico, kar lahko pripelje do lazno pozitivnega rezultata. ELISA ima vec
izpeljank. Pri osnovnih verzijah v II. generaciji so TR porazdeljeni v suspenziji
(mokre metode), pri novejsih pa so na ¢vrsto podlago pritrjeni TR (preiskave
¢vrste faze). Kot antigene (AG) uporabljajo v zadnjem casu izolirane ali umetno
sintetizirane glikoproteine (GP).

Preiskava ACE (Antigen capture ELISA) uporablja za tarco proteine, ki jih
izluzimo iz membrane TR z detergenti. Tako dobljene proteine pritrdimo na
mikrotiterske plosce s pomocjo misjih monoklonski protieles (MKPT). Sledi nor-
malen postopek preiskave ELISA. Pritrjevanje mikrotitrske na plos¢e imenujejo
tudi lovljenje (“capture”). Mikrotitrske plo$ce s pritrjenimi peptidi lahko hranimo
vec let, ker je kompleks GP zelo stabilen, zato se lahko industrijsko pripravijo
(23,24). ACE ima ve¢ pomanjkljivosti: taréni kompleksi vsebujejo misja MKPT,
ki jih v¢asih odkrijejo naravno prisotna protimisja PT v serumu preiskovanca,
kar daje lazno pozitiven rezultat. Osnovno misje MKPT pa lahko vcasih prekrije
pomembne epitope pri lepljenju na plosco, kar daje lazno negativen rezultat.

Preiskava MAIPA (Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Plate-
let Antigens) (25) omogoca hkratno doloditev prisotnosti in specificnost pro-
titeles, ki se vezejo na poznane panelne TR. Trombocite inkubiramo s serumom
preiskovanca in z mi$jimi MKPT znane specifi¢nosti (npr. anti-GP Ialla, itd.)
in jih potem solubiliziramo z detergentom. Dobljene komplekse »bolnikovo
PT- GP - misje MKPT« v lizatu lovimo z monoklonskim antimisjim IgG PT, ki
so bili prej vezani na mikrotitrsko plo$co. Prisotnost humanih PT v tem kom-
pleksu nato dolo¢imo z obi¢ajnim encimskim testom. Prednost te preiskave je
visoka obcutljivost. Omogoca tudi hkratno dolocanje prisotnosti in specificnosti
protiteles proti GPIa/Ila, omogoca loc¢evanje med HLA in avto-PT, ima dobro
ponovljivost, rezultati preiskave pa so obenem kvantitativni. Panelne trombo-
cite lahko za to preiskavo hranimo zamrznjene dalj ¢asa. Pomanjkljivosti MAIPA
preiskave so tehni¢na zapletenost in uporaba panela poznanih trombocitov, ki
jih je tezko dobiti. Dolo¢ena misja MKPT imajo vcasih specifi¢nost za isti epitop
kot preiskovano trombocitno PT, zato se obojna vezejo nanj kompetitivno in
dobimo lazno negativen rezultat preiskave.

Preiskava imunoblot (IB), imenovana tudi Western blot, je imunokemicna
preiskava III. generacije. IB je sorazmerno enostavna in referencna preiskava,
vendar ni za rutinsko uporabo. Pripravljene antigene na membrani lahko dolgo
¢asa hranimo, vendar se s¢asoma okvarijo. Interpretacija izsledkov je tezka,
saj vCasih normalni serumi reagirajo z dolocenimi sestavinami trombocitne
notranjosti.



Imunoprecipitacija (IP) je preiskava III. generacije, pri kateri proteine na
povrsini testnih TR oznacimo z radioaktivnim jodom ('*’I) ali z biotinom, kom-
plekse GP-PT nato precipitiramo in lo¢imo z elektroforezo. Tar¢ne antigene
razpoznamo na podlagi elektroforetske mobilnosti. Prednost IP pred preiskavo
IB je v tem, da PT ponudimo antigene, ki so na TR v svoji normalni konfigura-
ciji. Hibe te preiskave so zapletenost ter dejstvo, da nam vcasih ne uspe oznaciti
vseh GP z radioaktivnim elementom (10).

V zadnjem casu glede na rezultate mednarodnih delavnic (26) za prese-
jalni test priporoc¢ajo imunofluorescenéno preiskavo PIFT, preiskavo MAIPA
ali pretocno citometrijo, ki so najbolj obcutljive (do 90 %). Pri interpretaciji se
je potrebno zavedati, da je membransko vezani IgG pogosto povisan tudi pri
neimunskih boleznih, npr. pri limfomih, levkemijah, TTP, preeklampsiji ali sepsi,
sistemskem lupusu, itd.

Za specifikacijo PT pa isti forumi priporocajo predvsem tehnike MAIPA,
immunoblot ter razne oblike encimskih preiskav z imobilizacijo nativnih ali
rekombinantnih GP, npr. preiskavo ACE (antigen capture ELISA). Slednje so dokaj
specificne (69 % do 90 %), a na zalost slabo obcutljive (47 % do 60 %) (26,27).

Posebne preiskave so namenjene dolo¢anju heparinskih protiteles in jih opisu-
jemo v poglavju »Preiskave pri trombocitopeniji, povzroceni s heparinom« - glej
tam.

PreZivetje trombocitov

Metoda temelji na radioaktivnem oznacevanju TR z izotopi. Ponavadi je to
izotop indija '"'In. Oznacene trombocite prestejemo in vbrizgamo bolniku ter v
rednih presledkih na 6 ali 12 ur odvzamemo vzorce krvi in izmerimo njihovo
preostalo radioaktvnost. Prezivetje izrazamo v odstotkih prezivetja na dan ali v
razpolovnem casu. Pri zdravih ljudeh je doba prezivetja TR okrog 8-10 dni. Pri
ATTP je prezivetje bistveno skrajsano na 2-3 dni, podobno je tudi pri porabnos-
tnih koagulopatijah in pri TTP. Ce gre za zmanj$ano nastajanje TR, je preZivetje,
¢e ni krvavitev, normalno. Ta metoda omogoca, da dolo¢imo tudi mesta, kjer se
TR unicujejo. Ponavadi se nahaja v vranici okrog 30 % celotnih TR. Ta delez je
zvecan pri splenomegaliji, pri AITP pa se s protitelesi prekriti TR lahko unicujejo
tudi v drugih organih, kjer se nahajajo makrofagi, npr. v jetrih (5).

Funkcijske preiskave

Funkcijskih preiskav pri trombocitopeniji v nosecnosti ponavadi ne opra-
vljamo, razen ¢e sumimo, da gre za prirojene okvare TR. Izjema je od heparina
odvisna trombocitopenija, pri kateri so funkcijski testi patoloski, ker so TR
aktivirani, kar ugotavljamo s preiskavami SRA (serotonin release assay), HIPA
(heparin-induced platelet activation) ali z dolocanjem P-selektina s pretocno
citometrijo. Obcutljivost teh preiskav je med 65 % -95 %, specificnost pa od
70 % do 98 % (28).



Preiskave pri trombocitopenijah v nosecnosti

Trombocitne preiskave pri gestacijski trombocitopeniji

Gestacijska trombocitopenija je najbolj pogost vzrok trombocitopenije med
nosecnostjo, ki zajame 5 % vseh nosecnic in predstavlja ve¢ kot 75 % vseh TP
v nosecnosti (3). Nosecnice z gestacijsko TP niso nagnjene h krvavitvam in
nimajo vecje incidence zapletov med nosec¢nostjo ali porodom, niti nimajo
trombocitopenic¢nih otrok. Patogeneza te TP ni jasna, najverjetneje gre za bolj
izrazeno obliko fizioloske trombocitopenije, ki spremlja normalno nose¢nost.
Pri sicer zdravi nosecnici s $tevilom TR nad 70 x 10°/L in brez brez TP v anamne-
zi ni potrebno ukrepati. Pricakovali bi, da so preiskave trombocitnih protiteles
negativne, a tudi pri teh bolnicah vcasih opisujejo zviSano raven.

Trombocitne preiskave pri avtoimunski trombocitopenicni purpuri

Avtoimunska trombocitopenicna purpura (AITP) je najbolj pogost vzrok
hujse TP v prvem trimese¢ju nosecnosti. Njena incidenca je priblizno 1 na 1.000
nosecnosti 0z. 5% vseh primerov TP v nosec¢nosti (29,30). AITP je posledica
nastanka avtoprotiteles proti tarénim antigenom na trombocitih, ki povzrocijo
odstranjevanje in unicenje TR, prekritih s protitelesi IgG, v retikuloendotelijskem
sistemu. Obstajata dve obliki — akutna, ki je bolj znacilna za otrosko dobo in je
posledica virusnih okuzb, in kronicna, ki je bolj znacilna za odraslo dobo in tudi za
nosecnice. Pri akutni obliki pade stevili TR v nekaj dnevih na manj kot 20 x 10%/L,
a bolezen spontano izzveni v nekaj tednih, Tar¢ni avtoantigeni na trombocitih so
ponavadi dolo¢ena nepolimorfna mesta na GP membrane trombocitov. Vec¢ina
teh AG je odvisna od konformacije proteinov, saj jih lahko uni¢imo z dodatkom
EDTA ali z denaturacijo z detergenti, drugi pa so od konformacije neodvisni pep-
tidi. Najpogosteje se nahajajo na domenah, bogatih s cisteinom (angl. cysteine-rich
domains) glikoproteinov GP IIb/IIIa ali GP Ib-IX-V (v okrog 80 % primerov),
redkeje (v okrog 38 %) na GP IV (CD36 ali trombospondinski receptor) in na GP
Ta/Ila (28 %). Redkeje najdemo PT specifi¢nosti, kot je GMP140 (CD62). Cesto so
protitelesa usmerjena proti ve¢ GP ali epitopom hkrati (31-34).

Stevilo TR pri kroni¢ni AITP se ponavadi giblje med 10 do 75 x 10%/L, kar
je precej ve¢ kot pri akutni obliki AITP. Cas krvavitve je podalj$an, retrakcija
strdka manjsa, kapilarna fragilnost po Rumpel-Leedu pa povecana. Megakari-
ociti v kostnem mozgu (KM) so Stevilnejsi, a kazejo znake motnje dozorevanja,
ker se trombocitna PT vezejo tudi na megakariocite in okvarjajo diferenciacijo.
Prezivetje TR je skrajsano z normalnega 7-10 dni na 2-3 dni ali manj. Dia-
gnoza AITP ponavadi ni tezka, $e posebno, Ce je Stevilo trombocitov manjse
kot 50 x 10°/L. V primerih, ko ima bolnica le delno znizano $tevilo TR in prej
ni imela TP, je tezko razlikovati med gestacijsko in avtoimunsko trombocito-
penijo, $e posebno zato, ker je stevilo molekul IgG, vezanih na trombocite, lahko
zvi$ano v obeh primerih. V praksi za potrditev AITP pri nosecnici zadostuje
znacilna TP v prvem trimesecju nosecnosti (Stevilo TR < 100 x 10°/L), medtem
ko se gestacijska TP razvije bolj pogosto v drugem in tretjem trimesecju (30).

Zaradi transplacentnega prehoda trombocitnih protiteles razreda IgG, Se
posebno v tretjem trimesecju nosecnosti, lahko razvije trombocitopenijo tudi
plod. Od 10-20 % takih novorojenckov ima $tevilo trombocitov pod 50 x 10°/L,
okrog 5 % pa celo manj kot 20 x 10°/L. Na zalost ni povezave med stopnjo mate-
rine trombocitopenije, (tj. med $tevilom TR, titrom protiteles ali splenektomijo)
in TP novorojenca, tako da je napoved tezje TP pri novorojencu nezanesljiva.
Se najbolj zanesljiv kazalec pomembnosti TP je anamnezaTP pri prej$njem soro-
jencu (30,35-37).



Vecina $tudij navaja, da za varen porod in uporabo epiduralne anestezije zado-
stuje Ze ve¢ kot 50 x 10°/L TR, ceprav nekateri zagovarjajo Stevilo 100 x 10°/L TR.
Nekateri v primerih, Ce je Stevilo trombocitov nose¢nice manjse kot 50 x 10°/L,
svetujejo Stetje TR ploda z invazivnimi metodami, kot sta kordocenteza ali punk-
cija plodovega skalpa med porodom, in po potrebi tudi carski rez. Oba ome-
njena diagnosticna posega sta nevarna in povezana s Stevilnimi zapleti vsaj v 1 %
primerov, kar je bolj nevarno od same TP. Zato skoraj 60 % porodnicarjev v ZDA
ne svetuje Stetja zarodkovih TR, pa¢ pa navaden porod (30).

Avtoprotitelesa, ki nastanejo pri bolnikih z AITP, so dobro preucena. S sero-
loskimi tehnikami zasledimo trombocitna PT pri vecini primerov AITP, vendar
ne pri vseh. Pojavnost protiteles je seveda odvisna od obcutljivosti tehnik, s ka-
terimi jih ugotavljamo. Najdemo jih pri 70-90 % primerov AITP (38).

Pri patogenezi AITP igrajo glavno vlogo protitelesa razreda IgG, protitelesa
razreda IgM in IgA so redkejsa in tudi manj pomembna . Najbolj pogosto so
prisotna PT razreda IgG1 in IgG3 (oboja v 60 %), manj pogosta pa PT razreda
IgG2 in IgG4 (pri 13 % in 9 % bolnikov). Ponavadi je Stevilo razli¢nih protiteles
klonsko omejeno, ker je omejeno tudi $tevilo B-limfocitov, ki jih proizvajajo.
So strogo specifi¢na za omejeno Stevilo antigenskih epitopov na trombocitni
membrani (39). Pogosto med $tevilom vezanih molekul Ig na TR in stopnjo
trombocitopenije niso potrdili klini¢ne korelacije (40).

TRPT pri AITP lahko dolo¢imo na dva nacina: z indirektnim testom v se-
rumu ali z direktnim testom na TR bolnika. Bolj pomembno je identificirati
prisotnost PT, vezanih na TR, kot prisotnost PT v plazmi. Torej je bolj pomem-
ben rezultat direktnega kot indirektnega testa (33). Vendar v praksi opazamo, da
imajo preiskovanci zelo nizko $tevilo TR. Zato direktnega testa iz razpolozljivih
vzrocev krvi ni mo¢ zanesljivo opraviti in mnogokrat dokazemo samo PT v se-
rumu preiskovanca.

Trombocitne preiskave pri imunski trombocitopeniji, odvisni od zdravil

Od zdravil odvisna imunska trombocitopenija (ZITP) je redka bolezen, do
katere pride po uzivanju dolocenih zdravil. Pri bolnikih zasledimo od zdravil
odvisna protitelesa, ki reagirajo z normalnimi TR samo v prisotnosti dolo¢enega
zdravila in povzrocajo imunsko destrukcijo TR Omenjena zdravila so lahko
kinin, kinidin (41), sulfamethoxazol, rifampicin, cefalosporini (42), karbimazol,
cimetidin, diklofenak (43) in druga. ZITP lahko povzrocijo tudi dolo¢eni meta-
boliti zdravil, na katere pri preiskavah sploh ne pomislimo in jih spregledamo.
To so lahko metaboliti trimetoprima-sulfamethoksazola, ibuprofena in paraceta-
mola itd. (41,44-48). Nekatera od omenjenih zdravil neredko predpisujejo tudi
nosecnicam.

Klini¢na slika je podobna akutni postinfekcijski AITP. Stevilo TR pade okrog
7-10 dni po uvedbi dolocenega zdravila. Trombocitopenija izgine ponavadi
nekaj dni do tednov po koncu zdravljenja. Bolniki, ki so Ze bili senzibilizirani, jo
razvijejo v nekaj urah in $tevilo TR jim lahko pade na < 10 x 10°/L. Zato je pri
bolnikih z ZITP vecja nevarnost hemoragicnih zapletov kot pri drugih bolnikih
z obicajno AITP. Prevalenca ZITP ni znana, je pa verjetno podcenjena (47,49).

Patogeneza ZITP ni jasna. Od zdravil odvisna trombocitna protitelesa imajo
enako specifi¢nost kot druga PT pri AITP. Taréni AG so ponavadi nepolimorfni
epitopi na GP IIb/IIITa ali GP Ib/V/IX, redkeje tudi trombospondinski receptor



GP IV ali druge molekule membrane TR, kot npr. PECAM-1. Neposredna tarca
vezave protiteles so lahko tudi fosfolipidi na trombocitni membrani. Protitelesa,
ki se vezejo na antigene z F(ab’)2- fragmenti, se pri zmanjSani koncentraciji
zdravila ponovno eluirajo. Ni jasno, ali zacetno razmerje poteka med zdravilom
in PT ali med zdravilom in AG na TR (50).

V bolnikovem serumu najprej ugotovimo prisotnost trombocitno specificnih
avtoprotiteles z indirektnim testom. Uporabimo lahko tehnike PIFT, ELISA ali
MAIPA. Ce imamo na razpolago dovolj bolnikovih TR, lahko pripravimo tudi
eluat PT z bolnikovih TR in ga preiS¢emo z enakim indirektnim testom. Pri ZITP
moramo bolnikov serum inkubirati s panelnimi TR v prisotnosti osumljenega
zdravila. V vseh primerih je potrebno vkljuciti tudi dve kontroli: prvo kontrolo
z bolnikovim serumom, a brez zdravila; ter drugo kontrolo z zdravilom in seru-
mom zdrave osebe. Na prisotnost od zdravil odvisnih TRPT lahko sklepamo
samo pri tistem vzorcu, ki reagira s panelnimi TR in ima obe kontroli negativni.
Ce je prva kontrola pozitivna, je v vzorcu lahko prisotno kaksno drugo alo- ali
avto-protitelo. Ce je pozitiven drugi vzorec, pa je zdravilo verjetno povzrodilo
nespecificno vezavo Ig na TR. Pomembno je tudi, da dodajamo zdravilo tudi
v vse raztopine za pranje TR med izvajanjem testa, saj sicer vecina od zdravil
odvisnih TRPT eluira z membrane TR.

Vse omenjene preiskave so zelo zamudne in tezavne, saj imajo bolniki mnogo-
krat vectirno zdravljenje. Zato je pri sumu na ZITP najenostavneje zamenjati
osumljeno zdravilo z drugim in ne cakati na izvide preiskav.

Preiskave pri trombocitopeniji, povzroceni s heparinom

Bolniki, ki jih zdravijo s heparinom, v¢asih zbolijo za trombocitopenijo, ki jo
povzroci heparin (angl. heparin induced thrombocytopenia - HIT). Obstajata
dva tipa te trombocitopenije, to sta HIT tip I, zmerna trombocitopenija, ki je ne
povzrocajo protitelesa in lahko mine sama od sebe, kljub temu, da se zdravljenje
s heparinom nadaljuje, ter HIT tip II, ki se pojavi kot preobcutljivostna reakcija
imunskega sistema in z nastankom protiteles proti kompleksu heparina z mole-
kulami PF4 (platelet factor 4) - tj. znotrajtrombocitnim peptidom, ki se sprosca
v okolico pri aktivaciji trombocitov. Za HIT tip II je znacilno nenadno znizanje
Stevila trombocitov, ki se ponavadi pojavi v 5-15 dneh po zacetku prvega zdrav-
ljenja s heparinom, lahko pa tudi takoj po uvedbi heparina. Nenadno znizanje
$tevila trombocitov pod 150 x 10°/L (v povprecju okrog 60 x 10°/L) pogosto
spremljajo arterijske ali venske tromboze. Ce ne pride do zapletov, se $tevilo
trombocitov normalizira v dveh do treh dneh po prekinitvi zdravljenja bolnikov
s heparinom (47,49,51-54).

Patofiziolosko dogajanje je posledica tvorbe imunskih kompleksov med mole-
kulami protiteles IgG in kompleksi heparin - PF4, ki se vezejo na Fc gammaRII
receptorje na membrani TR, jih navkrizno povezejo in povzrocijo njihovo aktivi-
ranje, agregacijo, hkrati pa spros¢anje prokoagulantnih dejavnikov. Pri tem nastaja
veliko trombina in prihaja do tvorbe strdkov v malih Zilah. Terapija z antitrombi-
nom je zato pri bolnikih s HIT ucinkovita. Glavna lastnost te bolezni je parado-
ksnost: kljub TP ne prihaja do krvavitve, temvec¢ do tromboz, ki lahko povzrocijo
gangrene ali celo smrt (53).

Heparinska protitelesa so prisotna v priblizno 85 % klini¢no potrjenih pri-
merov HIT. Protitelesa mnogokrat reagirajo tudi navzkrizno s kompleksi, ki jih
tvori PF4 s polivinil sulfonatom (PVS), z nizko molekularnim heparinom ali z



drugimi polisaharidi (npr. pentosan polisulfat). V glavnem so protitelesa razreda
IgG, lahko pa tudi razreda IgA ali IgM.

Trombocitne preiskave pri tej bolezni lahko razdelimo v dve skupini: funk-
cijske in seroloske. Funkcijske ugotavljajo, ali je prislo do aktivacije TR, druge
pa, ali so prisotna specificna heparinska protitelesa proti kompleksu heparin-
PF4 ali drugim polianionom. Funkcijske preiskave so sproscanje serotonina
(**C-serotonin release assay -SRA), ki velja za zlati standard ima visoko napo-
vedno vrednost pozitivnega rezultata (blizu 100 %), napovedno vrednost nega-
tivnega rezultata pa samo okrog 20 % in zato negativen izsledek ne jamci, da
bolnik nima HIT. Preiskava HIPA (heparin-induced platelet activation test) (28)
je naslednja tehnika in je primerljiva s SRA, vendar zahteva izjemne izkusnje in
validacijo. Seroloske preiskave so predvsem encimske (ELISA) in aglutinaci-
jske. Protitelesa pri tem “lovimo” s kompleksom PF4-heparin ali PF4-polivinil
sufonat. Obcutljivost ELISE je ve¢ kot 90 %, napovedna vrednost rezultatov pa
ne presega 90 %. Preiskava ELISA daje kar 10 do 20 % lazno pozitivnih rezulta-
tov (bolniki dobivajo heparin, imajo PT, nimajo pa HIT). Pri bolnikih po srénih
operacijah pa je ta odstotek Se visji - do 50 %. Zato je pri interpretaciji klju¢nega
pomena, da poznamo prav vse klini¢ne okolis¢ine. Vsekakor negativen rezultat
pomaga izkljuciti HIT. Funkcijski testi so zelo zapleteni, zato dandanes bolj upo-
rabljajo seroloske teste. Le malo laboratorijev lahko ponudi obe vrsti preiskav.

Obstaja nekaj zelo obcutljivih testov, ki dajejo visoko napovedno vrednost
negativnega rezultata. Ce so negativni, verjetno ne gre za HIT. Vendar ima mnogo
bolnikov, zdravljenih s heparinom, tudi nepatogena protitelesa, nimajo pa klini¢cnih
znakov HIT. Pozitivni rezultat preiskave torej ne pomeni zanesljivo tudi bolezni
HIT (nizka napovedna vrednost pozitivnega rezultata). Zato je vse rezultate
potrebno presojati v luci klini¢ne situacije. Nekateri avtorji svetujejo, da pri sumu
na HIT nemudoma spremenimo terapijo s heparinom z nadomestnimi pripravki
hirudina, kajti ¢akanje na laboratorijski izvid preiskave protiteles, ki lahko traja ve¢
kot en dan, ni dopustno (55).

Trombocitne preiskave pri preeklampsiji, sindromu helpp in mikroangiopatijah

Preeklampsija

Preeklampsija prizadene priblizno 6 % vseh nosecnic, ve¢inoma primigravid in
v 17,6 % povzroci smrtnost. Ponavadi se razvije po 20. tednu gestacije. Znacilnosti
preeklampsije sta hipertenzija in proteinurija (ve¢ kot 300 mg proteina/24 ur). Njen
vzrok Se ni pojasnjen, morda gre za pomanjkljivo preoblikovanje uteroplacentarnega
zilja Ze zgodaj v nosecnosti, kar je posledica premajhne invazivnosti trofoblastov
posteljice, abnormalnosti adhezijskih molekul ali aktivacije metaloproteinaz trofo-
blasta. Vse skupaj vodi v progresivno hipoksijo placente, sprosc¢anje prostaglandi-
nov in endotelina, pospeseno peroksidacijo lipidov, skupaj pa ti dejavniki vodijo v
hipertenzijo, aktiviranje trombocitov in sistemsko disfunkcijo endotela (35).

Trombocitopenijo opazujejo pri priblizno 50 % bolnic s preeklampsijo. V
posameznih primerih je trombocitopenija znanilec drugih znakov preeklamp-
sije. Pri tem vzrok za TP pri bolnicah s preeklampsijo ni $e dovolj raziskan,
domnevajo pa, da prihaja do adhezije trombocitov na poskodovan ali aktiviran
endotel, do aktiviranja trombocitov in njihove pospesene porabe. Pri vecini bol-
nic pride tudi do aktiviranja koagulacije. Pri tem sicer ostanejo protrombinski
¢as, aktivirani parcialni tromboplastinski ¢as in vrednosti fibrinogena normalne,
zvi$ajo pa se vrednosti D-dimera fibrinogena in kompleksa trombin-antitrombin.
Preiskave trombocitnih protiteles so v vecini primerov negativne.



Sindrom HELLP

Sindrom HELLP (hemolysis, elevated liver function tests, low platelets) sma-
trajo za razlic¢ico preeklampsije. Ta okvara nastaja predvsem pri belkah, starih
nad 25 let, povzroci pa poskodbe jeter pri nosecnicah. Bolnica pri tem izpolnjuje
naslednja merila:

1) ima mikroangiopati¢no hemoliticno anemijo (MAHA),
2) koncentracijo aspartat aminotransferase (AST, SGOT) ve¢ kot 70 U/L, in

3) trombocitopenijo (Stevilo TR manj kot 100 x 10°/L). Bolnice s HELPP
imajo v 10 % tudi bolecino v predelu trebuha, hipertenzijo in proteinurijo,
kar je podobno preeklampsiji, vendar je HELLP bolj nevaren za nosecnico
in plod kot preeklampsija (35).

Otroci mater z sindromom HELLP in preeklampsijo lahko razvijejo trom-
bocitopenijo Sele po rojstvu, kar pripisujejo nedono$enosti in njenim zapletom
- sepsi in akutnemu respiratornemu distresu, ali pa zmanj$anemu odgovoru
na trombopoietin. Obcasno imajo oboji lahko zvisan TR-vezani IgG, ki pa ni v
korelaciji s stopnjo bolezni.

Tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura in hemoliticno uremicni sindrom

Tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura (TTP) in hemoliticno uremiéni
sindrom (HUS) sta bolezni z znaki trombocitopenije in mikroangiopatske
hemoliticne anemije (MAHA). Njuna incidenca v nosec¢nosti je povecana, saj
npr. do 10 % vseh primerov TTP opazimo med nosec¢nostjo. Za TTP je znacilna
peterica znakov: MAHA, trombocitopenija, nevroloske nepravilnosti (zmede-
nost, glavobol, kr¢i, itd.), vroc¢ina in okvara ledvi¢ne funkcije, Ceprav ima vseh
pet znakov manj kot 40 % vseh bolnikov. Klini¢ni znaki HUS so podobni TTP,
vendar so nevrolo$ke nepravilnosti manj pogoste kot pri TTP, okvara ledvic
pa je tezja pri bolnikih s HUS. TTP nastane zaradi prevelike kolicine von Wille-
brandovega faktorja (vWF) in je lahko prirojena ali pa pridobljena. Gre za
posledico okvare ali pomanjkanja specificne proteaze, ki sicer razgrajuje vVWF
v krvi (ADAMTS13 metaloproteaza). Koncentracija te proteaze je pri bolnikih
s pridobljeno varianto TTP zmanjSana zaradi avtoprotiteles proti proteazi, pri
prirojeni obliki TTP pa je pomanjkanje proteazne aktivnosti posledica mutacije
v genu ADAMTSI13. Zanimivo je, da se vrednost metaloproteaze med normalno
nosecnostjo zmanjsuje, kar je povod za razvoj trombocitne mikroangiopatije
(35,56,57).

Preiskave pri ostalih trombocitopenijah, povezanih z nosecnostjo

Akutna mascobna degeneracija jeter v nose¢nosti - AFLP (acute fatty liver
of pregnacy) nastane pri eni na 5.000 do 10.000 nosecnic in je pogosta v tretjem
trimesecju nosecnosti. Vzrok zanjo je primankljaj 3-hidroksil-acil-CoA dehi-
drogenaze (LCHAD) ali drugih encimov, vpletenih v oksidacijo mitohondrijskih
mascobnih kislin, pri plodu. Trombocitopenija je manjsa kot pri HELLP, TTP ali
HUS, ¢eprav do 50 % bolnic z AFLP izpolnjuje merila za preeklampsije. Tudi pri
teh bolnicah so pogosto prisotni pozitivni izvidi trombocitnih avtoprotiteles,
katerih geneza ni jasna.

Poznani so tudi drugi vzrok trombocitopenije v nose¢nosti kot npr. okuzba
z virusom HIV. Podobno nastane TP tudi pri do 25 % bolnikov s sistemskim
lupusom (SLE). Pri njih pride do propada trombocitov zaradi protitromboci-
tnih protiteles, v krvi krozecih imunskih kompleksov ali drugih vzrokov. Izvid
preiskave trombocitnih protiteles so lahko pozitivni.



Mozen vzrok TP so lahko antifosfolipidna protitelesa, ki poleg tega, da pripo-
morejo k tromboemboli¢nim zapletom in izgubi ploda, povecajo pa tudi verjetnost
preeklampsije. Vloga antifosfolipidnih protiteles v patogenezi trombocitopenije
pri bolnikih s sindromom antifosfolipidnih protiteles in sistemskim lupusom ni
popolnoma jasna. (58,59). Trombocitne tarée v primeru fosfolipidnopovzrocene
AITP so ponavadi drugacne kot pri obic¢ajnih AITP, kjer so tarc¢e povrsinski
glikoproteini. Pri bolnikih s primarnim antifosfolipidnim sindromom priso-
tnost trombocitnih protiteles ni povezana s tromboemboli¢nim dogajanjem,
navajajo pa da imajo nekatere bolnice z antifosfolipidnimi protitelesi znake, ki
posnemajo sliko HELLP, HUS ali TTP (60).

Nevarnejsa oblika trombocitopenije lahko nastane pri sindromu DIK, ki pona-
vadi spremlja zaplete nosecnosti, kot so abrupcija placente, embolija amnijske
tekocine, ruptura maternice in zastoj mrtvega ploda. Diagnoza v teh primerih ni
tezka. Tudi pri omenjenih boleznih so trombocitna protitelesa veckrat prisotna,
a njihova klini¢na vloga ni jasna.

Zakljucek

Zaradi kompleksnosti preiskav trombocitnih protiteles je izjemnega pome-
na, da pri narocilu preiskave lececi zdravnik obvesti laboratorij tudi o vseh
anamnesti¢nih podatkih bolnice. Najbolj pomembni so podatki o zgodovini in
poteku trombocitopenije, natancen opis vseh diagnoz bolezni in spremljajocih
tezav, podatki o vseh vrstah in odmerkih zdravil ter podatki o transfuzijah,
nose¢nostih in presaditvah. Sele na podlagi teh podatkov se v laboratoriju lahko
odlo¢imo za uc¢inkovito strategijo trombocitnih preiskav, obenem pa lazje inter-
pretiramo njihove izsledke v korist nadaljnih klini¢nih odlocitev.
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