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Delez aktiviranih trombocitov pri bolnikih
z idiopati¢no trombocitopeni¢no purpuro
brez zdravljenja in bolnikih, zdravljenih
s splenektomijo

Proportion of Activated Platelets in Untreated and Splenectomized
Patients with Idiopathic Thrombocytopenic Purpura
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Izhodisca. Idiopati¢na trombocitopeni¢na purpura (ITP) je avtoimuna bolezen s posledi¢no
majhnim $tevilom trombocitov v periferni krvi. Krvavitve so kljub trombocitopeniji redkej-
Se, kot bi pricakovali. Zanimal nas je delez aktiviranih trombocitov pri bolnikih z ITP brez
zdravljenja in pri bolnikih z ITP v remisiji bolezni po odstranitvi vranice.

Metode. Opazovali smo dve skupini bolnikov. V prvo smo vkljucili nezdravljene bolnike z ITP,
v drugo pa bolnike v remisiji bolezni po odstranitvi vranice. Dolocili smo delez aktiviranih
trombocitov za vsako skupino in ga primerjali s kontrolno skupino.

Rezultati. Pri nezdravljenih bolnikih z ITP smo ugotovili vedji delez aktiviranih trombocitov
kot pri kontrolni skupini (p = 0,0042). Pri skupini bolnikov z ITP v remisiji po splenektomi-
ji nismo nasli statisticno pomembne razlike v delezu aktiviranih trombocitov.

Zakljucki. Bolniki z ITP, ki niso v remisiji in so brez zdravljenja, imajo v krvi v vi§jem odstot-
ku prisotne aktivirane trombocite kot zdrava populacija, s ¢imer lahko pojasnimo manjso
pojavnost krvavitev kljub trombocitopeniji. Bolniki z ITP v remisiji po odstranitvi vranice ima-
jo v krvnem obtoku prisotne aktivirane trombocite v istem delezu kot zdrava populacija, kar
kaze na pomembno vlogo vranice v patogenezi ITP.
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Background. Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) is an autoimmune disorder of blood
haemostasis with thrombocytopenia. The incidence of bleeding in ITP patients is lower than
may be predicted on the basis of the platelet count. The proportion of activated platelets in
patients with untreated ITP and in splenectomized ITP patients in remission was evaluated.
Methods. Two groups of ITP patients were chosen. The first included untreated ITP patients
and the second consisted of splenectomized ITP patients in remission. The proportion of acti-
vated platelets was determined for each group and compared with the control group.

Results. The untreated group had a significantly higher (p = 0.0042) proportion of activat-
ed platelets than the control group. The group of splenectomized patients in remission showed
no significant difference in the proportion of activated platelets compared to the control group.

! Matevz Skerget, dr. med., Klini¢ni oddelek za hematologijo, Klini¢ni center, Zaloska 7, 1525 Ljubljana.
2 Luka StrniSa, Ellerjeva 39, 1000 Ljubljana.
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Conclusions. ITP patients in remission and without therapy have a higher proportion of acti-
vated platelets than the healthy population, which could explain their low bleeding tendency.
On the other hand, splenectomized ITP patients in remission have the same proportion of
activated platelets in their blood as the healthy population and this emphasizes the prima-

ry importance of the spleen in ITP patients.

uvobD

Idiopati¢na trombocitopeni¢na purpura (ITP)
je avtoimuna bolezen s posledi¢no majhnim
Stevilom trombocitov v periferni krvi (manj
kot 140x 10°/L) in pomnoZenim Stevilom
megakariocitov v kostnem mozgu (1). Za bole-
zen so znacilna avtoprotitelesa, usmerjena
zoper antigene na povrsini trombocitov (1-3).
Za potrditev diagnoze je treba izkljuciti bolez-
ni, ki povzrocajo trombocitopenijo. Pojav-
nost ITP je 1 na 100.000 prebivalcev in v vecini
primerov poteka blago (1-4). Zdravimo jo
samo pri znakih krvavitve ali pri izredno
majhnih vrednostih trombocitov (manj kot
20x10°/L do 30 x 10°/L) (5).

Adhezija trombocita in $tevilni drugi
dejavniki povzrocajo njegovo aktivacijo. Ob
tem se spremeni oblika trombocita in oblika
nekaterih na celiéni membrani leZecih recep-
torjev. Iz znotrajceli¢nih zrnc trombocita se
izlodijo citokini (6-8). Aktivirani trombociti
imajo zato zelo izraZeno sposobnost adhezije
in agregacije (4). Selektin P je glikoprotein,
ki se ob trombocitni aktivaciji sprosti iz o-zrnc
trombocitov in Weibel-Paladovega telesca
endotelne celice. Pomemben je za adhezijo
med trombociti, endotelnimi in vnetnimi
celicami (9). GP IIb-IlIa je receptor za fibri-
nogen, ki pri neaktiviranih trombocitih ni
sposoben vezave fibrinogena. Ob aktivaciji
trombocita se GP IIb-IITa konformacijsko spre-
meni in pridobi vezavno mesto za fibrinogen.
V nadaljnjem besedilu bomo konformacijsko
spremenjeni GP IIb-IITa imenovali aktivirani
GP IIb-IITa. Vezava fibrinogena na aktivira-
ni GP IIb-IITa spremeni tudi konformacijsko
stanje fibrinogena, nastane aktivirani fibri-
nogen (10-12). Aktivirani trombociti imajo
v nasprotju z neaktiviranimi na svoji mem-
brani izraZen selektin P in vezan aktivirani
fibrinogen. Oba proteina lahko uporabljamo
kot imunoloska oznacevalca za aktivirane
trombocite (13-16). DeleZ aktiviranih trom-
bocitov tako predstavlja delez trombocitov

v krvnem obtoku, ki na svojih celi¢nih
membranah izrazZajo selektin P ali aktivirani
fibrinogen.

Pri ITP prihaja do tvorbe avtoprotiteles.
Ob vezavi avtoprotiteles na membranske
antigene trombocitov pride pri bolnikih z ITP
do pospesenega odstranjevanja trombocitov
iz krvnega obtoka (1-3). Avtoprotitelesa se
lahko veZejo tudi na megakariocite in tako
dodatno zmanjsajo tvorbo trombocitov (17, 18).
Vzroki za pojavljanje avtoprotiteles Se niso
pojasnjeni. MoZen je neprimeren in iztirjen
odgovor T-limfocitov pomagalk (Th-limfoci-
ti) na antigene, ki so prisotni na telesu lastnih
trombocitih (19-21). Opisana je tudi morebit-
na povezava med ITP in okuZbo s Helicobacter
pylori (22-25) ter humanim T-limfotropnim
virusom tipa I (HTLV-1) (26). Pri 40 % bolni-
kov z laboratorijskimi metodami ni mozno
zaznati protiteles proti trombocitom. V odstra-
njevanje trombocitov pri teh bolnikih je morda
vkljudena celi¢na imunost (27).

Odstranjevanje z avtoprotitelesi ozna-
¢enih trombocitov poteka v vranici (1, 2).
Vranica tudi omogoca stik med trombociti,
makrofagi, avtoreaktivnimi Th-limfociti in
B-celicami limfocitne vrste. S tem vzdrZuje in
uravnava imunsko reaktivnost zoper trombo-
cite. Tako vranica predstavlja osrednje mesto
aktivacije avtoreaktivnih limfocitov T in B in
tvorbe protiteles (28, 29). S splenektomijo
odstranimo mesto fagocitoze trombocitov in
osrednje mesto imunske reaktivnosti proti
trombocitom. Pri bolnikih v remisiji po odstra-
nitvi vranice so ugotovili z zdravo populacijo
primerljiv titer avtoprotiteles. Pri bolnikih,
neodzivnih na splenektomijo, je titer avtopro-
titeles statisti¢cno pomembno vedji (30).

Bolnike z ITP zdravimo ob znakih krva-
vitve in ob nizkih vrednostih trombocitov
(manj kot 20-30x 10°/L). Stevilo tromboci-
tov pri posamezniku niha, tako je odlocitev
o zacetku zdravljenja ob stabilni bolezni in
enkratnem §tevilu pod 20 x 10°/L individual-
na. Zdravljenje za¢nemo s steroidi, ki jim ob
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izredno nizkih vrednostih trombocitov s pri-
sotnimi krvavitvami dodamo intravenske
imunoglobuline (IVIG). Ob odsotnosti zadovo-
ljivega odgovora in potrebi po visokih odmer-
kih steroidov se odlo¢amo o splenektomiji. Ce
standardni nacini zdravljenja niso uspesni,
uporabljamo rituximab. Med redkeje uporab-
ljena zdravila sodijo zaviralci imunskega
odgovora (ciklosporin, azathioprin), endoxan,
vinca alkaloidi, interferon-alfa, danazol in dru-
ga zdravila. Pogosto jih uporabljamo v kom-
binaciji (3, 5).

METODE

Iz literature in nasih lastnih izkuSenj je raz-
vidno, da so krvavitve pri bolnikih z ITP glede na
nizke vrednosti Stevila trombocitov redke
(6, 31, 32). Z opravljeno raziskavo smo dolo¢ili
delez aktiviranih trombocitov pri bolnikih z ITP,
ki niso v remisiji in se ne zdravijo, in pri bol-
nikih z remisijo ITP po odstranitvi vranice.

V raziskavo je bilo vkljuc¢enih 94 oseb,
37 bolnikov z ITP in 57 zdravih kontrol. Bol-
nike smo razdelili v dve skupini. V skupi-
no ITP-70 smo vkljucili 20 bolnikov z ITP,
15 Zensk in 5 moskih, ki zadnje 3 mesece niso
prejemali nobenih zdravil in pri katerih je bila
vrednost trombocitov ob zadnjih treh kon-
trolnih pregledih najvec¢ 70 x 10°/L. V skupi-
no ITP-Splen smo vkljucili 17 bolnikov z ITP,
11 Zensk in 6 moskih, v remisiji bolezni po
odstranjeni vranici. Pri tej skupini nismo
omejili spodnje in zgornje vrednosti Stevila
trombocitov. V kontrolno skupino (Kontr) smo
vkljucili 57 zdravih prostovoljcev, darovalcev
krvi na Zavodu Republike Slovenije za trans-
fuzijo. Bolniki zadnje tri mesece niso smeli
prejemati nobenih zdravil za ITP, zato bolni-
ki z ITP, neodzivni na splenektomijo, ki pogo-
sto potrebujejo zdravljenje, niso bili zajeti
v vzorcu. Raziskava je bila opravljena v skla-
du s Helsinsko deklaracijo in jo je odobrila
komisija za medicinsko etiko dne 7.10. 2003
(dopis 8t. 87/10/03).

Vsem preiskovancem smo odvzeli 5ml
venske krvi v epruveto s citratom (0,105 M)
kot antikoagulantom. Cas od odvzema krvi do
zacetka laboratorijskega dela ni znasal vec kot
30 minut. Vzorce smo analizirali v labora-
torjju Klini¢nega oddelka za hematologijo.
Uporabili smo uveljavljeno metodo dolocanja

izrazanja selektina P in aktiviranega fibrino-
gena na membranah trombocitov (33).

Kot reagente smo uporabili fiziolosko
raztopino z dodatkom pufra (PFR), enoodstot-
ni goveji serumski albumin (BSA), pis¢andja
protitelesa proti selektinu P (angl. anti-human
P-selectin-FITC WAK-FA-PSFITC-2, WAK Che-
mie, Bad Soden, Nemcija), pis¢andja protite-
lesa proti aktiviranemu fibrinogenu (angl. anti
human fibrinogen WAK-FA-AFFITC-2, WAK
Chemie, Bad Soden, Nemcija), izotipsko kontro-
lo za protitelesa proti selektinu P - piscandji
IgY-FITC (WAK Chemie, Bad Soden, Nemcija).
Uporabili smo pretocni citometer Coulter
Epics XL-MCL. Pretoc¢ni citometer omogoca
prepoznavanje celi¢nih oznacevalcev na povrsi-
ni celic. V ta namen uporabljamo mono-
klonska protitelesa, oznacena s fluorokromi,
ki po osvetlitvi z laserjem oddajajo svetlobo
druge valovne dolZine, kar omogoca njihovo
prepoznavo v preto¢nem citometru. Mono-
klonska protitelesa so specifi¢na za dolo¢en
oznacevalec na povrsini celice. V nasi raziska-
vi smo tako belezili prisotnost selektina P in
aktiviranega fibrinogena.

Statisti¢no oceno smo opravili z name-
nom ovrednotiti razlike v delezih izraZenega
selektina P in aktiviranega fibrinogena na
membranah trombocitov pri razli¢nih vzor-
cih. Izbrali smo dvosmerni parametri¢ni
preizkus domneve o razliki med povpredje-
ma dveh majhnih neodvisnih vzorcev. V ta
namen smo uporabili Studentov t-test za
primerjavo povprecij dveh neodvisnih vzor-
cev. Privzeli smo neenake variance. Statisticne
spremenljivke so bili deleZi selektina P (P-sel)
in delezi aktiviranega fibrinogena (A-fib) na
trombocitnih membranah pri skupinah
ITP-70, ITP-Splen in Kontr.

REZULTATI

Stevilo trombocitov pri skupini ITP-70 se je
gibalo v razponu od 4 x 10°/L do 66 x 10°/L
z aritmeti¢no sredino 37 x 10°/L. Bolniki
so bili brez znakov krvavitve. Pri skupini
ITP-Splen je bil razpon Stevila trombocitov od
119 x 10°/L do 453 x 10°/L z aritmeti¢no sre-
dino 301 x10%/L, pri skupini Kontr pa od
141 x 10°/L do 333 x 10°/L z aritmeti¢no sre-
dino 225 x 10%/L.

Primerjavo povprecnih vrednosti med
razliénimi skupinami in njihovo statisticno
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Tabela 1: Primerjave povprecnih vrednosti dveh neodvisnih kontinuiranih spremenfivk s ttesti. Enakost varianc med vzorci ni privzeta.

Spremenljivka Primerjava vzorcev p (dvosmerno)  Povpretna  Standardna napaka 95 % interval zaupanja razlike
razlika razlike
Spodniji Igorniji
P-selekfin [TP-70 in Kontr 0,6980 —0,2534 0,6454 -1,5853 1,0785
[TP-Splen in Kontr 0,5737 -0,2914 0,5106 -1,3464 0,7637
[TP-Splen in ITP-70 0,9606 0,0379 0,7624 -1,5117 1,5875
Aktivirani fibrinogen ~ ITP-70 in Kontr 0,0042 8,8459 2,7680 3,1028 14,5891
[TP-Splen in Kontr 07371 -0,5987 1,7614 —4,2441 3,0468
[TP-Splen in ITP-70 0,0050 9,4446 3,1187 3,0796 15,8096

pomembnost podaja tabela 1. Pri skupini
ITP-70 smo ugotovili statisticno pomemben
vi§ji delez trombocitov (p =0,0042), ki na svo-
je membrane vezejo aktivirani fibrinogen, kot
pri kontrolni populaciji (Kontr). Statisti¢no
pomembne razlike v izrazanju selektina P
med skupinama ITP-70 in Kontr nismo doka-
zali (p = 0,6980). Za skupino ITP-Splen ni
statisti¢no pomembne razlike v delezu aktivi-
ranega fibrinogena (p =0,7371) in selektina P
(p=0,5737) na membranah trombocitov gle-
de na kontrolno populacijo (Kontr). Med
skupino ITP-70 in ITP-Splen je statisti¢na ana-
liza odkrila statisti¢no visoko pomembno
razliko v izrazanju aktiviranega fibrinogena
(p =0,005). Med tema vzorcema ni statistic-
no pomembne razlike v izraZanju selektina P
(p = 0,96006).

RAZPRAVLJANJE

Aktivirani fibrinogen je prisoten na ve¢jem
delezu trombocitov skupine ITP-70 kot Kontr.
Aktivirani fibrinogen nastane iz fibrinoge-
na, ko se ta veZe na aktivirani kompleks GP
IIb-ITa. Tako govorimo o trombocitih, ki
imajo v ve¢jem delezu izrazen aktivirani GP
IIb-IMIa (11, 12, 34, 35). Med ITP-70 in Kontr
ni statisticno pomembne razlike v izraZe-
nem delezu selektina P. Glede na vedji delez
aktiviranega GP IIb-IIla pri ITP-70 lahko
sklepamo na vedji delez aktiviranih trombo-
citov pri tej skupini. Dobljeni rezultati za
selektin P tega sklepanja ne dopuscajo.

Na kratko se bomo dotaknili verjetnih raz-
logov za dobljeno razliko med oznacevalcema
trombocitne aktivacije. Odvzem vzorcev krvi
pri obeh skupinah ni popolnoma enak. Kri
bolnikov je odvzeta s tanjSo iglo kot kri kon-

trolne skupine. V literaturi navajajo, da je za
sprozitev maksimalne aktivacije GP IIb-IIla
potreben 7-krat manjsi drazljaj kot za spro-
Zitev maksimalnega izraZzanja selektina P (14).
Tako bi lahko tanjsa igla pri odvzemu krvi
povzrocila vedje izraZzanje aktiviranega GP
IIb-1IIa pri skupini ITP-70. V tem primeru pa
bi morali tudi pri skupini ITP-Splen ugotovi-
ti vedje izrazanje aktiviranega GP IIb-IIIa, kar
pa ni bil slucaj. Raziskava namre¢ ni pokaza-
la statisticno pomembne razlike v izraZanju
aktiviranega GP IIb-IIla med ITP-Splen in
kontrolno populacijo. Dodatno obstaja sta-
tisticno pomembna razlika v izrazanju GP
IIb-IITa med skupinama bolnikov ITP-70 in
ITP-Splen, zato menimo, da razli¢en odvzem
vzorcev krvi ni vplival na vecje izraZanje akti-
viranega GP IIb-II1a pri skupini ITP-70 glede
na kontrolno populacijo.

Razlog za neznacilne rezultate, upostevajo¢
selektin P, lahko i§¢emo v spontani degranu-
laciji trombocitov zaradi fizikalnih dejavnikov.
Ti vplivajo na trombocite med odvzemom
in pripravo vzorca. Tako bi lahko prislo do
navidezno vedjega izrazanja selektina P na
povrsini trombocitov in vitro (13, 36). Trom-
bociti kontrolne skupine bi se lahko aktivira-
li po odvzemu in tako statisticna primerjava
s trombociti bolnikov ITP-70 ne bi pokaza-
la statisti¢cno pomembne razlike med vzorci.
Nenavadno pa je, da bi se pri kontroli po
odvzemu izrazil le selektin P in ne aktivira-
ni GP IIb-IlIa, Se posebej ce upostevamo Ze
prej omenjeno vecjo odzivnost GP IIb-IITa na
aktivacijske drazljaje (15). Nazadnje lahko
razliko med oznacevalcema trombocitne akti-
vacije selektinom P in GP IIb-IIIa posku$amo
razloZiti z reinternalizacijo selektina P z mem-
bran aktiviranih trombocitov. Kmalu po akti-
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vaciji se za¢ne ponoven premik na membra-
ne trombocitov vezanega selektina P v notra-
njost trombocita. Po dveh urah postane 95 %
sprva selektin P pozitivnih trombocitov po-
novno selektin P negativnih. Aktivirani GP
IIb-IIIa ostane prisoten na povrsini trombo-
citov. Ti trombociti se kljub izgubi selektina P
s svojih membran v krvnem obtoku obnasa-
jo kot aktivirani trombociti (37). S to razlago
lahko pojasnimo razliko v rezultatih, dob-
Jjenih z obema oznacevalcema trombocitne
aktivacije, selektinom P in aktiviranim GP
ITb-I1Ia.

Glede na omenjeno izraZanje oznaceval-
cev trombocitne aktivacije lahko zaklju¢imo,
da imajo bolniki z ITP, ki niso v remisiji
bolezni, v krvnem obtoku statisticno pomemb-
no vedji delez aktiviranih trombocitov kot
kontrolna populacija. Vedji delez aktiviranih
trombocitov pri bolnikih z ITP razlozi redkej-
e krvavitve, kot bi pricakovali, upostevajoc
znizano $tevilo trombocitov. Ker imajo zdra-
vila, uporabljana pri zdravljenju ITP, pogoste
in neZelene stranske ucinke, jih ob odsotno-
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