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VySetrovacie metdody krvnych dosticiek — struény prehlad
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Stdhrn

Krvné dosticky st doleZitou sicast'ou cirkuldcie a hemostizy. Pomocou adhézie, zmeny tvaru, agregicie, degranu-
lacie a prokoagulaénych aktivit zabezpecujua integritu cievneho rieciska. Ich hypofunkcia sa prejavi krvacavym sta-
vom, hyperfunkcia naopak nichylnost'ou k prevazne arteridlnej trombéze. Sii¢asné vySetrovacie metédy funkcie
krvnych dosti¢iek predstavuji Siroki skalu dobre prepracovanych postupov. Ani jeden z nich vSak sélo nepodava
tplnu informaciu o stave krvnych dostic¢iek u konkrétneho pacienta. Je preto Ziaduce, aby bol na pouzitie diagnos-
tickych testov funkcii krvnych dosti¢iek vypracovany Standardny univerzalny vySetrovaci algoritmus. Tito potrebu
v sticasnosti zvyraziiuje aj problém tzv. rezistencie voci antiagregacnej liecbe.

KPacové slova: krvné dosticky, vySetrovacie metody, krvacavé stavy, arterialna tromboza, rezistencia na antia-
gregacni liecbu

Summary
Varga I.: Platelet tests — concise overview

Platelets are an important part of circulation and hemostasis. They preserve vascular integrity by adhesion, shape
change, aggregation, release reaction and procoagulant activities. Their hypofunction results in bleeding disorders,
hyperfunction conversely to especially arterial thrombosis susceptibility. Current evaluating methods of platelet
function represent wide scale of well sophisticated techniques. None of them alone can unfortunately completely
inform about platelet function in actual patient. Therefore, there is a need to formulate a standard universal evalu-
ating algorithm for the use of platelet function tests. In addition, this necessity has been highlighted today by so-cal-
led resistance to antiplatelet agents.

Key words: platelets, evaluating methods, bleeding disorders, arterial thrombosis, resistance to antiplatelet agents

Trans. Hemat. dnes, 13, 2007, No. 4, p. 184-191.

Uvod

Vysetrovacie metddy krvnych dosti¢iek vychadzaji
z poznania ich fyziolégie a patofyzioldgie. Predstavuju
Sirokd Skédlu dobre prepracovanych metdéd, z ktorych
vSak zatial' ani jedna — vzhladom na urcité limitdcie —
nedosiahla univerzélne roz§irenie. Potreba vypracovania
vSeobecne platného algoritmu analyzy funkcie krvnych
dosticiek sa tak stdva Coraz aktudlnejSou, aj vzhladom na
pomerne Casté zlyhdvanie antiagregacnej prevencie Ci
liecby.

Referencia

Fyzioldgia krvnych dosti¢iek

Krvné dosticky (KD) cirkuluji za normdlnych okol-
nosti v krvi ako malé bezjadrové disky a ich hlavnou
funkciou je aktivna tucast v procese hemostazy. Pri
poskodeni cievnej steny, odhaleni protrombogénnych
hmot aterosklerotického platu, uvolneni aktivaénych
latok (tzv. agonistov) z krvnych elementov, vyplaveni
humordlnych aktivatorov do systémovej cirkuldcie alebo
po ich podani z externého prostredia dochddza k zme-
ndm tvaru i funkénej odozve krvnych dosticiek. Uvolne-
né latky, schopné aktivovat’ KD, sa viazu na svoje $peci-
fické proteinové receptory: glykoproteiny (GP-y), recep-

tory pre trombin, prostanoidy, adenozindifosfat, ale tieZ
selektiny a intercelularne adhezivne molekuly.

Po vizbe ligandu na tieto receptory je signdl odovzda-
vany dalej cez proteiny viazuce guanozintrifosfit (GTP)
— tzv. G-proteiny a malé GTP-4zy. Tieto proteiny su
vlastne druh{ poslovia transformujici signdl na enzyma-
tickd kaskadu, ktorej aktivita vedie k dal$im zmendm.
Vynimkou z tohto celého procesu je otvorenie idGnového
kandlu priamo po vizbe ligandu na receptor (napr. ade-
nozindifosfat naviazanim sa na receptor P2X; umozni
vstup ionizovaného vapnika priamo do cytoplazmy KD).
Dalsie zmeny zahfiiajii predovietkym zvySenie intrace-
luldrnej hladiny védpnika — (Ca2*);, jednak spomenutym
vstupom cez iénové kandly, ale tieZ prostrednictvom
enzymov v plazmatickej membrdane KD (Nat+/Ca2+-
vymennik, Ca2+-adenozintrifosfatdzy) alebo jeho vypla-
venim zo zdsob v endoplazmatického retikule. Vapnik
aktivuje fosfolipazu C, CaZ+-dependentny enzym kataly-
zujici hlavne premenu fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfatu
na inozitol-1 4 ,5-trifosfat a diacylglycerol. Ide o tzv. fos-
fatidylinozitolovy obrat. Inozitol-1.4,5-trifosfat zvysuje
spitne hladinu (Ca2+); jeho vyplavenim z intraceluldr-
nych zdsob a diacylglycerol aktivuje proteinkindzu C. T4
je skupinou viacerych enzymov, ktoré kontroluji agrega-
ciu, degranuldciu (uvolnenie obsahu intraceluldrnych
granul — vid niZ8ie), mobilizdciu Ca2+, tvar KD a dife-
rencidciu megakaryocytov. Inym vykonnym enzymom
v aktivacii KD je fosfolipaza A,, ktord hydrolyzuje este-
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ry glycerofosfolipidov, pricom sa uvolfiuji vol'né mastné
kyseliny (kyselina arachidénové a iné) a lyzofosfolipidy.
Uvolnend kyselina arachidénov4 je substratom pre tvor-
bu endoperoxidov — prostaglandinu G, a H, prostrednic-
tvom cyklooxygendzy 1 (COX-1). COX-1 je hlavny
enzym metabolizujici kyselinu arachidénovu v krvnych
dosti¢kach. Prostaglandin H, je d'alej tromboxdnsynteté-
zou premienany na tromboxdn A,, silny aktivator KD.
Jeho vizba s prisluSnym receptorom v membridne KD
spdsobuje zmenu tvaru dosticiek, ich agregiciu a sekré-
ciu granuldrneho obsahu. Aktivécie dosti¢iek sa ztcast-
nuju tiez fosfolipaza D a systém tyrozinkinaz. Inhibi¢ne
naopak posobia cyklické nukleotidy — cyklicky adeno-
zinmonofosfat a guanozinmonofosfat. Znizuji Cinnost
aktivacnych enzymov a vedu k poklesu (Ca2+); (1).

Agregdciu krvnych dosticiek spravidla predchddza ich
adhézia. Prvym krokom v adhézii (pril'nuti) KD k endo-
telu cievy je v skutoCnosti vdzba plazmatického von Wil-
lebrandovho faktora (vWf) na obnaZeny kolagén v ciev-
nej stene. Potom nasleduje vizba KD na vWf cez gly-
koprotein GPIb/V/IX. To je impulzom pre uchytenie d'al-
Sich cirkulujicich KD. Tie putuji v smere krvného pridu
a vznik ¢i zénik ich vizieb s vWT je podkladom tzv. rolo-
vania doSti¢iek. Na tomto procese sa spolupodiela aj
vizba glykoproteinového ligandu viaZiceho P-selektin
(PSGL-1) na povrchu KD s P-selektinom (adhezivna
molekula) na povrchu endotelovych buniek. Za pomoci
dalsich receptorov napr. pre kolagén, fibronektin, fibri-
nogén (GPIIbllla) a napokon pre laminin dochddza
k pevnému ukotveniu KD (2, 3).

Pevnii adhéziu dopiiia zmena tvaru KD — rozprestretie
prostrednictvom GPIIblIla. Rozprestretie do plochy
umoznuje dostickdm pokryt maximum poSkodene;j
oblasti. Po poc¢iato¢nom zagulateni, dochddza k vytvore-
niu nitkovitych vybezkov (filopddif) a celd dosti¢ka sa
splosti. Z disku tak vznikd dendriticky dtvar, ktory sa
neskor pomocou tenuckych vybezkov — lamelipddii
zmeni na Uplne plos$né teleso pripominajice pizzové
ne (4).

Proces agregdcie (zhlukovania sa) krvnych dosti¢iek
mozZeme rozdelit’ na dve fazy — primarnu (reverzibilnid —
vizba KD cez vWT a GPIb/IX/V) a sekundarnu (irever-
zibilnd — vizba KD cez fibrinogén a GPIIblIla) spojenu
s degranuldciou KD. Ireverzibilnd agregécia je vyvoland
posobenim aktivacnej latky (agonistu) pri pdsobeni
v dlhSej casovej peridde alebo pri vysSej koncentracii.
Zakladom agregicie KD je ich vzdjomné spojenie fibri-
nogénovymi mostikmi prostrednictvom GPIIbIIla. Uvol-
nené substancie z o- a 3-grantl (napr. B-tromboglobulin,
dostickovy faktor 4, P-selektin z o-grantl alebo adeno-
zindifosfdt — ADP - z &-grandl) stupfiujd signalizdciu
z receptorov, zosiliuji prebiehajicu aktivéciu, pritahuji
dalsie KD, vedi ku kompletnej degranuldcii a agregacii
KD ako aj k rozvoju ich prokoagulacnych vlastnosti.
K posledne menovanej vlastnosti prispievaji predovset-
kym membranové fosfolipidy, ktoré su sucastou koagu-
la¢nej kaskady a tieZ vychytdvanie tkanivového faktora

syntetizovaného monocytmi. Silnd stimuldciu KD spre-
vaddza aj uvolnenie mikrocCastic (sd to Casto fragmenty
dostickovej membrény), ktoré maji prokoagulacny cha-
rakter. Napokon agregdciu zosiliiuje aj samotnymi dos-
tickami novosyntetizovany tromboxan A, (TXA,) (vid
vyssie) (3, 5).

Krvné dosticky — vySetrovacie metody

VySetrovacie metddy, ktorymi hodnotime pocet
a funkciu krvnych dosticiek, sa neustdle zdokonal'uju
vzhl'adom na pribudajiice poznatky o vyzname KD v rdz-
nych patofyziologickych procesoch. V zdsade pozndme
dva druhy vySetrovacich metdd: a) koagulacné, b) prie-
tokovo-cytometrické (6). Z hladiska samotného vysetro-
vacieho postupu rozliSujeme tiez: 1. globdlne testy dos-
tickovych funkcif, 2. testy adhézie a agregidcie KD, 3.
postupy hodnotiace hladinu produktov a sucasti krvnych
dosticiek uvolnovanych pri ich aktivacii do cirkulécie, 4.
posudzovanie funkcie KD prietokovou cytometriou, 5.
meranie prokoagulacnej aktivity KD a napokon 6. analy-
zu polymorfizmov dostickovych receptorov (7).

Globdlne testy dostickovych funkcit

NajstarSou z tychto metdd je in vivo hodnotenie Casu
krvacania, ktoré zaviedol do praxe Duke v roku 1912.
Jeho najbeznejSou modifikéciou je tzv. Ivyho metdda, pri
ktorej meriame Cas, za ktory prestane krvidcanie spdso-
bené presne charakterizovanym rezom (10 mm diZka,
1 mm hibka) na voldrnej strane predlaktia (norma 4-8
mintt). Rezu predchddza naftikanie manZety tlakomeru
na 40 mmHg na ramene vySetrovaného. Isti medzilabo-
ratérnu reprodukovatel'nost’ umoznuji komercne vyraba-
né pomocky (Simplate), ktoré zaistia jednotni velkost
zarezu. Test je citlivy na ochorenia s poruchou cievnej
steny, trombocytopéniu (pocet KD pod 100 x 1091),
stavy so zniZenou hladinou von Willebrandovho faktora
a fibrinogénu (6, 7). Jeho vyhodou je in vivo fyziologic-
ké stanovenie Casu potrebného na vytvorenie krvnej zra-
zeniny. Hlavnymi nevyhodami testu si nedostato¢nd
senzitivita a Specificita, interpersondlna variabilita
v zavislosti od vysetrujiceho, moznost’ vzniku neprijem-
nych jaziev (8). Patologické hodnoty testu su typické pre
rdzne typy trombocytopatii, ako aj pre deficit ¢i defekty
koagula¢nych faktorov.

NovSou z globdlnych metéd hodnotenia funkcii KD je
vyuZzitie PFA-100® in vitro analyzatora (obr. 1). Umoz-
nuje kvantitativne hodnotenie primarnej, t. j. KD sprost-
redkovanej hemostdzy. VySetrujeme funkciu KD v plne;j
krvi s pridanim antikoagulacnej prisady (napr. citrat).
Principom je stanovenie tzv. closure time, CiZze Casu
potrebného na uzavretie kapilary dostickovym trombom.
KD st vhanané pod tlakom (simuldcia zvySeného Smy-
kového napitia — shear stress — pri prideni krvi cez ziiZe-
ny priesvit tepien pri aterosklerotickom procese) cez tes-
tovaciu komdrku (cartridge). Komorky st potiahnuté
prozraZavou membrénou obsahujicou bud adenozindi-
fosfat (ADP) a kolagén (tzv. CADP membréna) alebo
kolagén a epinefrin (tzv. CEPI membrana) (7, 9). Vyho-
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dou testu je jeho jednoduchost’, rychlost’, potreba malého
objemu krvi, simuldcia tzv. shear stress a analyza z plnej
krvi. Pri patologickych hodnotach oboch testov je vyso-
ko pravdepodobnd porucha funkcie KD u daného paci-
enta. Normdlny vysledok CADP testu, ale abnormdlny
CEPI test, je typicky po uziti kyseliny acetylsalicylovej
(ASA). Nevyhodou metodiky je naopak zavislost
vysledku na hladine vWf, hematokrite, pocte KD a Stan-
dardizécii inStrumentdria. Test vyuZivame pri hodnoten{
ucinnosti ASA, antagonistov GPIIb/IIIa receptora a tieZ
v skriningu trombocytopatii ¢i koagulopatii (8, 10).
Inou metédou uvedenou v literatire je hodnotenie
adhézie a agregdcie KD ¢i koagulaénych reakcii pomo-
cou tzv. Xylum clot signature® analyzdtora. Pristroj
zaznamendva Cas potrebny na obnovenie tlaku v prieto-
kovej komorke, ktory poklesol v ddsledku jej arterfical-
neho poskodenia. K obnoveniu tlaku ddjde po vytvoreni
agregdtu a ndslednom obnoveni integrity steny poSkode-
nej komorky (tzv. platelet haemostasis time). Inokedy je
hodnoteny ¢as po ktorom klesne tlak aZ na nulové hod-
noty v dosledku obturicie prietokovej komorky vytvore-
nym trombom — tzv. clotting time. Tretou moznost'ou je
zmeranie Casu potrebného na pokles prietokového tlaku
v komorke na 50 % pri vyuziti proagregacného charakte-
ru kolagénovej membrany (7). Napriek tomu, Ze merania
maju sluSnd senzitivitu pri hodnoten{ krvacavych kompli-
kécii a vySetrujeme v plnej krvi, pristroj sa nedostal do
SirSieho pouZivania. Nedostatocne totiz rozliSuje medzi
podielom dostic¢iek a koaguldcie na krvidcavom stave, ma
nizku Specificitu. Vysetrenie v plnej krvi bez antikoagu-
lacnej prisady vyZaduje spracovanie vzorky do 3 mindit.
Pristroj je tiez prili§ vel'ky — pacient sa musi osobne dosta-
vit' priamo na miesto vySetrenia, preto je nevhodny na

vySetrovanie hospitalizovanych pacientov. TaktieZ vyZa-
duje zahriatie a kalibraciu pred pouZitim (11).

Testy adhézie a agregdcie krvnych dosticiek

Pojem adhézia oznacuje schopnost KD prilndt
k posSkodenému povrchu. NajzndmejSim testom adhéznej
schopnosti KD je metdda vyuzivajica pretlacenie nezra-
zavej krvi cez umelohmotnu trubicu obsahujicu sklene-
né gulicky. Rozdiel v pocte KD pred a po prechode tru-
bicou je hodnotiacim parametrom adhézie dosticiek.
Porusend adhézna schopnost’ KD je napr. pri von Wille-
brandovej chorobe ¢i niektorych trombocytopatidch (6).

Historickym zlatym Standardom postdenia funkcie KD,
ktory uviedol do praxe Gustav Boru, je v§ak hodnotenie
ich agregicie — schopnosti vytvdrat’ zhluky. Existuji 2
spOsoby agregometrie: a) turbidimetricky — hodnotenie
agregicie KD pomocou zmeny v intenzite prechodu svetla
(transmitancii) cez plazmu bohatt na KD a b) impedan¢ny,
pri ktorom stanovujeme zmeny v odpore elektrického
pridu medzi dvoma elektrédami pri vzniku dostickovych
agregdtov v plnej krvi. Plazmu bohati na KD ziskavame
centrifugaciou plnej krvi, pricom je mozné hodnotit’ v nej
spontdnnu i indukovanu agregiciu. Ako induktory agregé-
cie KD mézeme pouzit’ pomerne Siroké spektrum substan-
cii, najpouzivanejsimi vSak si ADP, kolagén, adrenalin,
kyselina arachidénov4, ristocetin, peptid aktivujici trombi-
novy receptor (TRAP) ¢i monoklondlne protilatky (napr.
anti-CD9, anti-GPIIla). Agregometriou spravidla zazna-
mendme tzv. prvi vinu agregicie KD, ktord je dosledkom
aktivacie KD pridanym agonistom. V zdvislosti od druhu
a koncentrécie agonistu, ako aj od funk¢énosti KD mdzeme
pozorovat’ nasledne druhd vinu agregacie, ktora je dosled-
kom degranulacnej reakcie KD (6, 7) (obr. 2). Napr.

Accumetrics®

PFA-100®

Obr. 1. Dostupné metédy analyzy funkcif krvnych dosticiek.

Agregometria podl'a Borna

Plateletworks®

Chrono-log® - impedan¢ny agregometer

Prietokové cytometria

(prevzaté z prezentdcie: Calatzis A. Multiplate analysis. A new aproach to platelet function analysis in whole blood. Z materidlov poskytnutych fir-

mou GNOSIS s. r.0.)
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nizke koncentrdcie ADP vyvolajui bifazickd agregacni
reakciu (t. j. prvd i druhd vlnu agregicie), vel'mi nizke
koncentrécie indukuju len prvi agregacni vlnu nasledo-
vanu disagregdciou a naopak vel'mi vysoké koncentrécie
navodia jednu masivnu agrega¢nii odpoved (12). Zvyse-
nd agregacnd reakcia sa typicky vyskytuje u pacientov
s kardiovaskuldrnymi ochoreniami, diabetes mellitus,
hyperlipidémiou, & napr. u faj¢iarov. ZniZena odpoved
sa vyskytuje pri trombocytopatidch (Bernardov-Soulie-
rov syndrom, Glanzmannova trombasténia), pri urémii,
myeloproliferativnych ochoreniach alebo systémovom
lupus erythematosus (13). Vyhodou agregometrie je
pomerne presné vyhodnotenie agregacnej aktivity KD,
avSak za cenu Casovej a finan¢nej ndroCnosti. Pri ziska-
vani plazmy bohatej na dosticky su funkcie KD ¢iastoc-
ne alterované uz v priebehu samotnej pripravy. VySetre-
nie agregdcie KD v plnej krvi predstavuje preto fyziolo-
gickejsi variant hodnotenia tejto vlastnosti KD (8). Sle-
dovanymi parametrami su rychlost’ nastupu agregacnej
krivky, dosiahnutd maximdlna agregicia a plocha pod
agregacnou krivkou (obr. 3).

NovS$iu metédu hodnotenia antidoSti¢kovej terapie
pomocou turbidimetrického principu pontka systém
Ultegra®. Nezrdzava krv je nasavana do kandlika, ktory
obsahuje fibrinogénom potiahnuté mikrocastice spolu
s induktormi agregdcie KD. Hodnotiacim parametrom je
vzostup prieniku svetla vzorkou. Po vytvoreni agregatov
sa totiz plocha, ktord zaberaji KD zmen$i, ddjde
k ,vycireniu“ vzorky a prechod svetelnych licov sa
zvySi. Vysledky su prepocitané na tzv. PAU (platelet
aggregation units) — jednotky agregicie dosticek (9).
Vysledky dobre koreluji s konvencnou agregometriou
(14). Vyhodou je rychlost’ a jednoduchost’ merania, sta-
novenie v plnej krvi a potreba malého objemu vzorky.
Nevyhodou je vysokd cena vysetrenia a nejednotnost
inStrumentdria (8). Systém vSak pontka moZnosti hod-
notenia u¢innost’ ASA, tienopyridinovych preparatov
i GPIIb/IIIa antagonistov, ¢o vedie aj k jeho postupnému
zaradovaniu do klinickej praxe (9, 10).

Produkt Plateletworks® je inou metodikou, ktora po-
ntika rychle orienta¢né zhodnotenie funkcie KD. Porov-
ndva sa pri nej pocet KD vo vzorke plnej krvi pred a po
aplikdcii induktoru agregicie v Specidlnej skimavke.
Agregované KD nie si v dalsom merani zapo&itané do
celkového poctu dosticiek vo vzorke a rozdiel (pokles)

% transmitancie svetla

/ primarna vina agregécie

/ sekunddrna vina agregacie

100 ¢as (v minitach)

Obr. 2. Bifazicka krivka agregédcie krvnych dosticiek.

max. agregicia 125
(v agregaénych
jednotkédch - AU)

1ychlost nastupu
agregacnej krivky
AUC (plocha
// pod krivkou)
7% |
¢as (mintty)

0 1 2 3 4 5 6 7

Obr. 3. Sledované parametre pfi impedancnej agregometrii.

v polte KD je hodnotiacim parametrom funkcie KD
(12). Vyhodou je opét’ analyza z plnej krvi a potreba
minimdlnej manipuldcie so vzorkou, nevyhodou nedo-
statocne zdokumentovand validita vysledkov (8).

Hodnotenie aktivicie KD §mykovym napitim umoz-
nuje napr. CTA analyzéator® (z angl. cone and plate ana-
lyzer). Ide o typ rotacného viskozimetra, ktory hodnoti
adhézne schopnosti dosti¢iek v plnej krvi s antikoagu-
la¢nou prisadou (citrdt). Po tdprave polystyrénovych
zasobnikov (premytie a ofarbenie napr. May-Griinwal-
dovou metddou) je do nich krv naddvkovana a ndsledne
rotovand pri vysokych otdckach s pouZzitim teflénového
kuZel'a. Hodnot{ sa percento plochy pokrytej adherova-
nymi dosti¢kami (15). Vyhodou je jednoduchost’ a rych-
lost' vySetrenia, maly objem krvi potrebny na analyzu,
ako aj vysoké Smykové napitie a moznost hodnotenia
v plnej krvi. Nevyhodou zatial malé rozSirenie a nemoz-
nost’ medzilaboratérnej korelacie vysledkov (8).

Wsetrenie krvnych dosticiek prietokovou cytometriou
Metdda je zaloZend na inkubdcii plnej krvi s mono-
klondlnymi alebo polyklondlnymi protilatkami proti roz-
nym doStickovym glykoproteinom (napr. P-selektinu,
GPIIblIla, CD40) alebo ich ligandom (fibrinogén,
CDA40L ap.). Protilatky st detekované pomocou fluores-
cenénych markerov, ktoré sposobuju charakteristicki
absorbciu a neskdr emisiu prechddzajiceho svetelného
lica. Tieto zmeny snima svetelny senzor, ktory vie
pomocou nich zhodnotit’ velkost’ a molekulové charakte-
ristiky vySetrovanych buniek. Pomocou prietokove;j
cytometrie mdZeme hodnotit’ aktivované cirkulujice KD,
agregity KD, agregdty leukocytov s KD ¢&i doSti¢kové
prokoagula¢né mikrocastice (9). Prietokovd cytometria
je metédou vhodnou aj na posudzovanie t¢innosti proti-
dostickovej liecby (napr. pri liecbe antagonistami
GPIIbllIa stanovime pomocou Specifickej protilatky per-
cento neobsadenych molekil GPIIbIIla, ¢o ndm ozrejmi
ucinnost’ alebo zlyhanie Zelanej inhibicie). TaktieZ moze-
me prietokovou cytometriou diagnostikovat’ defekty dos-
tickovych receptorov pri réznych trombocytopatidch
(napr. Glanzmannovej trombasténii alebo Bernardovom-
Solierovom syndréme) alebo poruchy vo funkcii sklado-
vacich granidl KD (napr. Hefmanského-Pudldakov synd-
rém, syndrém Sedych dosticiek Ci tzv. storage pool dise-
ase, ¢o je ndzov pre porusend funkciu &-granil) (6).
Vyhodou prietokovej cytometrie je moZnost’ analyzy
Sirokého spektra dostickovych funkcif a morfologickych
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zmien s nimi spojenych, realizdcia merani v malom
mnozstve plnej krvi a tieZ schopnost’ hodnotenia aktiva-
cie KD ako in vivo, tak aj in vitro (7). Hlavnymi nevy-
hodami su nutnost’ pripravy vzorky pred samotnou ana-
lyzou, vysoké ndklady na zariadenie a nevyhnutnost’ kva-
lifikovaného persondlu (8).

Wietrenie aktivity krvnych dosticiek molekulovymi mar-
kermi

Ako molekulové markery aktivity KD vyuZivame jed-
nak latky uvoltiované dostickami v procese degranuldcie,
jednak molekuly nimi syntetizované v priebehu ich aktiva-
cie. Nevyhnutnymi podmienkami odberu krvi na stanove-
nie je minimalizdcia traumatizujiceho vplyvu vpichu
a rychly transport vzorky v I'ade do laboratdria (16).

Typickymi degranulaénymi molekulami sd B-trombog-
lobulin a dostickovy faktor 4, ale aj rozpustny P-selektin,
ktoré su uvolnované do plazmy z o-grandl. Ich hladinu sta-
novujeme pomocou enzymoimunoanalyzy a radioimunoa-
nalyzy. Ide o pomerne spol'ahlivé metddy uréenia aktivity
KD, avSak aj tieto maji svoje nedostatky. Separdcia plaz-
my moZe viest’ totiz k arteficidlnej aktivacii KD a tym
skresleniu — nadhodnoteniu ziskanych vysledkov. Plazma-
ticky polcas dostickového faktora 4 je vel'mi kratky (cca 5
mintit, nisledne je vychytdvany endotelovymi bunkami),
hladiny B-tromboglobulinu zasa stdpaji pri oblickovej
nedostato¢nosti. Rozpustny P-selektin je do plazmy
uvolnovany aj z Weibel-Paladeho teliesok endotelovych
buniek, pricom v publikovanych pracach boli rozdiely
v uddvanych normdlnych hladinich ako aj ich velkd inter-
individudlna variabilita. Meranie hladiny glykoproteinu
V (GPV), $pecifického proteinu KD a megakaryocytov, je
inou moznost'ou hodnotenia aktivity KD (16). Nevyhoda-
mi pri jeho stanoveni je opdt moZnost arteficidlneho
ovplyvnenia KD pri ziskavani plazmy, ako aj fakt, Ze toto

Tab. 1. Krvdcavé stavy pri nedostatku/zlyhani funkcie krvnych dosticiek.*

meranie je vzhladom na funkciu GPV odrazom len trombi-
nom indukovanej aktivicie KD. Problém s arteficidlnou
modifikdciou ¢innosti KD sa tyka aj stanovenia plazmatic-
kej hladiny rozpustného CD40L. CD40L je uvolnovany
z cytoplazmy a membrany dosti¢iek, pricom priave KD
predstavuji majoritny zdroj tejto molekuly v plazme (8).

Stanovenie hladiny tromboxdnu A,, jeho metabolitu —
tromboxénu B, alebo ich dalsich metabolitov, &i uz v plaz-
me alebo v moci, si pomerne ¢asto a Siroko vyuZivanymi
metodikami hodnotenia aktivicie KD. Miestom syntézy
tromboxdnu su vSak aj napr. monocyty, takZe vySetrovacia
metdda je nedostatocne Specifickd. NavySe mocova exkré-
cia tromboxdnu B, je priamo ovplyvnend funkciou
obliciek (7, 8).

Hodnotenie prokoagulacnej aktivity krvnych dosticiek

Metédy hodnotenia vplyvu KD na koagulacni kaskddu
sa opierali najmi o analyzu vzniku a aktivity protrombina-
zového komplexu, tzn. komplexu faktorov Xa a Va navia-
zanych na fosfolipidovy povrch KD. Vzhladom na tech-
nickd naro¢nost’” a zatial neoverenmi validitu v klinicke;j
praxi t. €. neprenikli do Sir§ieho pouZivania ako diagnos-
tické metody (7).

Genetické metody

Analyza polymorfizmov jednotlivych nukleotidov ¢i
oligonukleotidov pomocou amplifikdcie sledovaného
useku DNA polymerdzovou ret'azovou reakciou a nasled-
nym Stiepenim kopif reStrikénymi enzymami je metddou,
ktora prebieha dnes azda najrychlejSim vyvojom. Informu-
je totiZ bezkonkuren¢ne o interindividudlnej variabilite vo
funkcii KD a s tym stvisiacim rizikom predovsetkym arte-
ridlnej trombozy ako aj odpovede na antitrombotick lie¢-
bu. Finan¢nd a metodicka narocnost’ si vSak zatial’ limitd-
ciou rozsirenia postupov v kazdodennej praxi (7).

Kvantitativne poruchy (trombocytopénie)

— nedostato¢nd tvorba KD v kostnej dreni (napr. aplastickd anémia, trombocytopénia po chemoterapii, radioterapii ap.)

— skrdtené prezivanie KD z dovodu ich rychlejSieho odbiravania (napr. idiopatickd trombocytopenickd purpura)

— porusena distribicia krvnych dostic¢iek (napr. hypersplenizmus, hypertermia)

— zvySend strata KD (krvdcanie, dialyza, mimotelovy obeh)

Kvalitativne poruchy (trombocytopatie)

a) vrodené

— poruchy membrany KD (Bernardov-Soulierov syndrém, Glanzmannova-Naegeliho trombasténia)

sivych dosticiek)

— poruchy skladovacich grandl KD (8-granil — Hefmanského-Pudldkov syndrém, Wiskottov—Aldrichov syndrém ¢&i a-granidl — napr. syndrém

— poruchy enzymatickej vybavy KD (napr. defekt COX-1 alebo tromboxdnsyntetazy)

— poruchy receptorov (napr. porucha receptora TXA,, ktord znefunk¢ni degranuldciu)

b) ziskané

— chronické myeloproliferativne choroby, lymfoproliferativne anebo rendlne ochorenia

— po liekoch (napr. kyseline acetylsalicylovej), popdlenindch, po alkohole

— ochorenia obli¢iek

— po liekoch (napr. kyseline acetylsalicylovej), popdlenindch, po alkohole ap.

botickej trombocytopenickej purpure)

— pri ziskanych poruchéch skladovacich grandl (napr. pri diseminovanej intravaskuldrnej koagulopatii, hemolyticko-uremickom syndréme, trom-

* pre bliZSie informdcie pozri citdciu ¢. 17
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Tab. 2. Stavy so zvySenou aktivdciou krvnych dosticiek a tendenciou k arteridlnej trombé6ze . **

a) dedicné protrombotické stavy

— hyperhomocysteinémia, hyperfibrinogenémia, muticia faktora V (Leiden)

— mutdcia génov pre trombomodulin, inhibitor aktivdtora plazminogénu 1, selektiny P, E

— polymorfizmy dosti¢kovych glykoproteinov Ib, Illa, Ialla

b) stavy so zvySenou aktivdciou krvnych dosticiek

— nestabilnd angina pectoris, infarkt myokardu, cievna mozgova prihoda

— perkutdnna angioplastika, arteridlne bypassy, skladovanie transfiizii trombocytov

— diabetes mellitus, hyperlipidémia, fajcenie

¢) trombocytoza (skor sekunddrne zvySenie poctu krvnych dosticiek)

— pri infekcidch, zdpaloch, krvdcani, fyzickom ¢i psychickom vypiiti, po splenektémii ap.

d) trombocytémia (myeloproliferativny proces v kostnej dreni)

— pri chronickej myeloidnej leukémii, pravej polycytémii, esencidlnej trombocytémii, celuldrnej faze idiopatickej myelofibrézy

**pre bliZSie informdcie pozri citdcie ¢. 5 a 17

Klinické stavy s poruchou krvnych dosticiek (trombocy-
tov)

Diagnostickymi metédami sa snazime ozrejmit’ ¢i a do
akej miery st prave KD a ich funkcie zodpovedné za rie-
Seny klinicky stav. Ochorenia v dosledku poruchy poctu
alebo funkcie KD sa prejavia bud vo forme krvicavého
stavu (hypofunkcia) alebo zvysenej tendencie predovset-
kym k arteridlnej trombdze (hyperfunkcia).

Krvécavé stavy pri poruche KD sa najcastejSie manifes-
tuju na kozi (petéchie, sufiizie) alebo na slizniciach (epista-
xa, hematiria, ap.). Etiol6giu a stru¢né rozdelenie krvéca-
vych stavov na podklade nedostatku KD — kvantitativnych
portich (trombocytopénii) alebo zlyhania funkcie KD —
kvalitativnych portich (trombocytopatif) prinsa tabul’ka 1.

Zvysend aktivacia KD vytstujica do progresie atero-
sklerotického procesu a neustile stipajiceho vyskytu
vaskuldrnych komplikécii (napr. akitnych infarktov myo-
kardu ¢i cievnych mozgovych prihod) je ovel'a CastejSim
klinickym problémom. Stavy hyperfunkcie KD mézu byt
primarne navodené zmenou v ich Struktire alebo si stcas-
tou komplexnejsich protrombotickych stavov — v stru¢nom
prehl'ade ich prinasa tabul'ka 2.

Rezistencia na antiagregacnid lieCbu — aktudlny klinicky

problém
Popri komplikovanej, ¢asto substitucnej liecbe krva-

cavych stavov spdsobenych poruchou KD, ktorych pro-
blematika je uzSou problematikou predovsetkym hema-
tolégov, sa do popredia dostdva otdzka nedostatocne
efektivnej liecby vaskuldrnych komplikdcii. Kardiova-
skuldrne a cerebrovaskuldrne prihody nadalej totiz figu-
rujui na poprednych prieckach v pri¢ine mortality, morbi-
dity, invalidity a v socio-ekonomickych dopadoch na
obyvatel'stvo naSich zemepisnych Sirok. Pritom mame
minimadlne tri G¢inné spodsoby prevencie a liecby arterial-
nej trombodzy. Je to kyselina acetylsalicylova (aspirin,
ASA), tienopyridinové derivaty (tiklopidin a klopido-
grel) a antagonisty GPIIbIIIa (schéma 1).

V poslednej dobe sa intenzivne sktima podstata zlyhd-
vania prevencie poddvania aspirinu ¢i klopidogrelu

antagonisti GPIlbllla P2Y; (receptor pre ADP)
Krmd

v 7 dosticke

fibrinogén Henopyridinové derivity

GPIbIMa

Krvna dostitka
ASA  sgrawde
COX-1 7% TXAj

receptor pre T2 A,

Schéma 1. Mechanizmy po6sobenia dostupnych protidosti¢kovych lie-
kov (pre lepsie pochopenie vid vysSie — fyziolégia krvnych dosticiek).

Tab. 3. Mozné priCiny rezistencie voCi antiagregacnej lie¢be (upravené podra cit. €. 18).

Vonkajsie (extrinsic)

Vniitorné (intrinsic)

— nedostato¢né uzivanie liekov (slabd compliance) zo strany pacienta

— neadekvatna davka

— aktivacia KD nezablokovanymi metabolickymi drdhami
(kolagénom, indukcia prostrednictvom ADP z erytrocytov ¢i inych KD,
epinefrinom ¢i trombinom ap.)

— poddvanie inych liekov antagonizujicich ti¢inok ASA

na cyklooxygenazu-1

— fajcenie

— vyssia citlivost KD ku kolagénu ¢i ADP

— farmakokinetické interakcie (na drovni vstrebavania, metabolizmu
— cytochrom CYP3A4, vylucovania)

— tvorba TXA, drdhami nezablokovanymi ASA (napr. COX-2 v
monocytoch, makrofdgoch, endoteli ¢i mladych KD)

— zvySend spontdnna aj enzymatickd hydrolyza ASA
(napr. diabetes mellitus 2. typu)

— zvySeny obrat KD pri niektorych ochoreniach (napr. diabetes
mellitus) alebo pri urcitych stavoch (napr. aortokoronarny bypass)

— genetické polymorfizmy v metabolizme kyseliny arachidénovej ¢i
v receptoroch KD (variabilita receptoru P2Y |, vzostup poctu
receptorov, ap.)
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(vystriedal star$i a z hl'adiska neZiaducich tc¢inkov Skod-
livejsi tiklopidin), ktord oznacujeme aj pojmom rezisten-
cia — v anglosaskej literatiire ,,aspirin resistance resp.
clopidogrel resistance®. RozliSujeme rezistenciu: a) kli-
nickd, ktord spdsobuje nedostato¢nd ochranu pacienta
pred vznikom trombotickych komplikécii alebo b) bio-
chemickd. Tou oznaCujeme neschopnost’ napr. ASA
v terapeutickej ddvke navodit prediZenie protrombinové-
ho ¢asu, redukovat’ syntézu TXA, alebo sposobit’ ocaka-
vany inhibi¢ny efekt v jednom alebo viacerych in vitro
testoch funkcif krvnych dosti¢iek. MoZné pri€iny prind-
Sa v prehlade tabulka 3. Rezistencia je nedosiahnutie
ocakdvaného ucinku pri adekvatne dlhej lie¢be medika-
mentom v dostato¢nej davke, ktord mdZeme objektivizo-
vat’ Specifickou, validnou a spolahlivou laboratérnou
metdédou zameranou na sledovanie antidoSti¢kového
efektu sledovanej latky, priCom tito metéda musi mat’
signifikantnt, nezdvisld a konzistentnu korelaciu so zvy-
Senym vyskytom aterotrombotickych cievnych prihod
(18, 19). To je prave zatial problém, ako vyplyva aj
7 vyS$Sie uvedeného prehl'adu vySetrovacich metdd. Dnes
je mozné z hl'adiska monitorovania G¢innosti antigregan-
cif vyuzit' agregometrické merania, systémy Ultegra® ¢i
PFA-100®, ¢i prietokovu cytometriu.

Stcasnymi moZnost'ami prekonania rezistencie je pou-
Zivanie adekvdtnych terapeutickych ddvok (napr. pre
ASA 75-150 mg/den, pre klopidogrel 75 mg/den), pris-
na compliance zo strany pacienta, odstrdnenie vonkaj-
S§ich (ovplyvnitelnych) moZnych pri¢in a tieZ pouZitie
inych antiagregac¢nych latok (20). Jednou z ciest mdZze
byt’ aj snaha o potvrdenie a vyuzitie aditivnych antidos-
tickovych vlastnosti u liekov uz pouzivanych v inych
indikdciach.

Zaver

Z horeuvedeného prehl'adu vyplyva potreba jednotného
univerzdlneho konsenzu pri vyuZziti uz dostupnych vyset-
rovacich metdd krvnych dosti¢iek, ako aj nutnost’ ich neu-
stidleho zdokonalovania. Je na nds — lekdroch, vyskum-
nych pracovnikoch, farmaceutoch, ale aj na pacientoch,
aby sme spolo¢nym usilim neustdle rozSirovali prah
poznania nielen cestou klinickych $tidif (,,evidence based
medicine®), ale predovSetkym kazdodennou ustretovou
komunikdciou. Tymto spdsobom mdZeme rychlejsie
dospiet’ k definicii spolahlivej vySetrovacej metddy krv-
nych dosti¢iek a stanoveniu U¢innej antiagregacnej liecby.

Zoznam skratiek

ADP — adenozindifosfat

ASA —kyselina acetylsalicylova

AU - jednotky agregicie krvnych dostic¢iek
CADP - kolagén a adenozindifosfat

CD - identifikaény povrchovy antigén bunky
CEPI - kolagén a epinefrin

COX-1 — cyklooxygendza 1

GP - glykoprotein

GTP — guanozintrifosfat

KD - krvné dosticky

PAU - jednotky agregécie krvnych dosti¢iek
PSGL-1 - glykoproteinovy ligand pre P-selektin
TRAP — peptid aktivujiici trombinovy receptor
TXA, — tromboxén A,

vWT — von Willebrandov faktor

Pod akovanie

,Touto cestou by som rdd podakoval prof. MUDr. J.
Fabidnovi, DrSc. a doc. MUDr. E. Goncalvesovej, CSc.
za ich osobny priklad, ktorym ovplyvnili moje d'alsie pro-
fesiondlne smerovanie.*
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