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Anotace

Tato bakatgka prace se zabyva korelaci vyskedkeéieni funiénich poruch
krevnich destiek mezi pistrojem PFA a agregometrem. Teoreti¢kat shrnuje proces
koagulace od primarni hemostazyep koaguléni kaskadu a fibrinolyzu az po souhrn
nejdilezitéjSich inhibitofi koagulace. Podrolsji se zabyva stavbou a funkci krevnich
desttek a jejich ulohou v procesu srazeni krve. T&ist prace také obsahujecey
nejznangjSich onemocni spojenych s poruchami trombotye zabyva se metodami

stanovenidchto krevnich elemeit

Praktick&ast této prace popisuje funkci a princifisfroje PFA a agregometru.
Tato ¢ast prace obsahuje vysledky padenejichz diagnéza vyZzadovala vysati na
obou zmhovanych pistrojich. Porovnala jsem, zda vyslediichto dvou pistroja
odpovidaji, zda se vzajemrdophuji a zhodnotila jsem vyhody a nevyhody obou
piistroji. Vysledky pacient poskytlo Oddleni Klinické Hematologie v nemocnici
Motol v Praze.
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Annotation

This bachelor work follows up the coatédn of measurement results of function
defects of platelets between the PFA device andgigeegometer. The theoretical part
summarize the proccess of coagulation from primagemostatis through the
coagulation cascade and fibrinolysis to the summ&ithhe most important coagulation
inhibitors. It follows up the structure and functiof the platelets and their role in the
blood clotting more detailed. This part of work@alsontains enumeration of the most
common diseases linked with the platelet disfumstiand follows up the methods of

determinating these blood elements.

The practical part of this work descsltee function and the principle of the
PFA device and the aggregometer. This part of woanktains the results of patiens
whose diagnosis require testing for both thesecdsvil compared whether the results
of these devices match, whether they complementl awiluate the advantages and
disadvantages of both devices. The results of matgrovided the Department of

Clinical Haematology Motol hospital in Prague.
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Bakal&ska prace Katd¢ina Klausova

Uvod

Tématem mé bak&déé prace je porovnani dvoudigiroja, now zavedeného
piistroje PFA a klasického agregometru. Olistpoje se pouzivaji ip stanoveni
funkénich poruch krevnich destgik, trombocytopatii, které jsou sS@sti onemoacini
jako je Glanzmannova trombastenie, Berfsr8ouliefiv syndrom nebo syndrom
Hefmanského-Pudlak.

Krevni desitky hraji zasadni roli v procesu srazeni krugggini se fedevsSim procesu
primarni hemostazy,ipkteré dochazi k jejich aktivaci, adhezi a agrégansaslednému
vytvoreni primarni hemostatické zatky.

Oba zmhované pistroje simuluji proces agregace krevnich dekti ale funguji na
odliSném principu. Agregometr vyuziva simulaci agee pomocictyt induktofi
v plazne bohaté na desky a vystupem jsoutyii agreg&ni kiivky, kazda pro jeden
induktor. Ristroj PFA dokaze pracovat s plnou krvi a vkladajido & jednorazové
cartridge jiz potazené induktorem a vysledkem gngkivka, ktera sleduje uzaeni

hemostatické zatky vifstroji.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Mechanismus srazeni krve

Krev senachéaziv cévach, kde koluje v tekutém stavu. Ulohou céwychranit
krev a oddlovat ji od vrgjSiho prostedi. Pokud dojde k naruSeni cévy, nastava proces
hemostazy. Tekutd krev sdemeéni na tuhoikrevni srazeninu, aby mohla uZdv
narusenou cévu. Po zhojeni rany musi dojit k raZpugrevni sraZzeniny a obnoveni
tekutosti krve. Hemostaza je tedy schopnost orgamnzastavit krvaceni.

Mezi zé&kladni mechanismy hemostatgdime primarni hemostazu, plazmaticky
koagul&ni systém, systém fibrinolyzy a inhibitory koagwdafibrinolyzy.

Primarni hemostaza je vyttena zatky z krevnich destk a aktivuje se okaméit

v fadu sekund. Nasleduje sekundarni hemostaza, kdenjkly trombus stabilizovan
siti z fibrinu. Oilezitou roli v sekundarni hemostaze hraje trombpimtoZze umoiuje
polymerizaci fibrinogenu. Koagulai systénse aktivuje wadu minut. Fibrinolyza je
posledni fazi procesu srazeni krve, dojde k roZpustznikléeho trombu a obnoveni
prouctni krve v cé¢. Tento proces se¢m viadu hodin. Dochazi k proliferaci
poSkozenych tkani a nakonec dojde k Uplnému zhegnj. V organismu je udrZzovana
rovnovaha mezi aktiv@mimi a inhibicnimi procesy a mezi koagudld@m a

fibrinolytickym systémem. [1, s. 26]

1.1.1. Funkce endotelu v hemostaze

Hemostazy se dastni vice slozek — cévniénty, tkdova slozka, trombocyty a
plazmaticky koagukani systém. B posSkozeni cévni &by, hraje nejdlezitejsi roli jeji
endotel, reaguje s krevnindesttkami. Ri fyziologickych podminkach je nesiiay a
tim udrzuje tekutost krve, je také schopny vazoldmse. Na endotelu se také
odehravaji dlezité interakce sloZzekhemostazy a sdm je také zasobarnoleztych

faktoni, inhibitori a dalSich sloZek castnicich se procesu zastavy krvaceni. [1, s. 28]
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P poraréni se céva smrsti a zabratdk uniku krve z cévniheeciste. Tato reakce je
pouze doasna a umaije, aby za&aly pisobit dalSi systémy pro zastavu krvaceni.
Zagina se tvat primarni hemostaticka zatka. [1, s. 29]

Endotel a jeho subendotelové struktury slouzi jdksiéra mezi krvi a tk&mi.
Syntetizuje prostacyklin, slouZidke stabilizaci trombocytu a zaraveivoluje oxid
dusny, ktery tlumi aktivitu krevnich desk. Endotel také produkuje endonukleazy a je
negativré nabity, aby na & nemohl gilnout trombocyt. Na hemostaze se endotel podili
aktivaci proteinu C, tvorbou heparansulfé@ proteoglykath a také produkuje TFPI,
inhibitor tk&iového faktoru. [2, s. 32]

Porargna tka uvoliuje do okoli ADP, adenosindifosfat, ktery slouzi k viam
primarni agregace a thévy faktor, slouzici k fgmén¢ protrombinu na trombin.

[2,s. 32]

1.1.2. Adhezivni proteiny

Hemostazy se daastni rkolik typt adhezivnich protein) jako je fibronectin,
slouzici k zprogedkovani interakci mezi receptory na slozkami extracelularni
matrix. Podporuje adhezirombocyti ke kolagenu. DalSim atezitym adhezivnim
proteinem je vitronectin, jehoz ulohou je regulaecesu koagulace a fibrinolyzy.
Ostatnimi adhezivnimi proteiny jsou trombosponditabilizujici hemostatickou zatku
a osteonectin a tenascin. [1, s. 30-32; 3 s. 23]

1.1.3. Primarni hemostaza

Primérni hemostéaza j@roces tvorby primarni hemostatické zéatky. Ta uzavi
misto, kde byla céva naruSena a tim se zastavcémiaTohoto procesu se&astni
zejména krevni desky a slozky cévy. [1, s. 32]

Krevni destiky v neaktivnim stavu koluji voén cévni feciSttm, nereaguji na cévni
endotel a jsou udrZovany ptirozeném tvaru disku. Pokud dojde k paf@incévy,
odhali se jeji endotel a krevni dékti se fichyti na kolagenni vlakna cévy, dochazi
k adhezi. Destky se gechyti pomoci glykoproteinovych receptotypu la/lla/llb a
Ib/V/1X. Procesu se dastni i spojovaci proteiny, kterymi jsou villillebrandiv faktor

a fibronectin. [2, s. 33]
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Adheze destiek a aktivace receptbije nasledovana aktivaci deéstk. Krevni destiky
zmeni tvar, granula seifpsouvaji docentra biiky. Tento @j je provazen také sekhei
fazi, uvolrenim PDGF, destkového fistového faktoru, PF4, destového faktoru 4,
BTG, B-tromboglobulinu a fibrinogenu. Aktivuji se receptory GP lIb/llldl k. 35; 3, s.
20]

Z granul aktivované krevni desty se secernuje ADP a z kyseliny arachidonové \&nik
TXA,, tromboxan 2. Diky &mto signahm mezi buikami jsou aktivovany dalSi
destiéky. Vazi se na receptory destk a aktivuji je. Destky zmeni swij tvar

z diskovitého na kulovity vytvéieji pseudopodia, aktivuji se vazebna mista recéptor
GP lIb/llla. Krevni destky se mezi sebou navazou pomoci vWIf, vitronectinu a
fibrinogenu. Dochazi k agregaci, pospojovani krelrrdesitek mezi sebou. [3, s. 21]
Jako prvni dochazi k primarni agregakiera je vyvolanaigdevsim ADP, uvokného

z poSkozenych bwhk. Sekundarni agregace je nevratny proces, vyvolamintnim
ADP a TXA, z granuli krevnich degtk a gisobenim trombospondinu, dikgmuz se
vytvori stabilizujici mastky mezi jednotlivymi destkami. Vznika nestabilni trombus.
Postup® jsou aktivovany stale dalSi desly, signal se zesili a vytviose stabilni
desttkova zéatka, nazyvana bily trombustera je zpevéna siti fibrinu. Procesu
agregace se dal€astni trombin a kolagenni vidkna poskozené cév)s.[36]

Primarni hemostaza kdnuvolnénim fosfolipidi z vnitini ¢asti membrany tromboayt

a jejich gesunem do wjSich struktur membrany. Diky nimike dojit k polymeraci
fibrinu a dochazi k jeho nerozpustnosti. Trombocygty slepuji a postupnsplynou,
tento proces je nazyvan visk6zni metamorféza. Timde z¥tSuje. [1, s. 36]

Béhem procesu primarni hemostazy se aktivuje i TF,ntkd faktor, uvolgny

z posSkozenych tkani. Na povrchu aktivovanych dektse vytvé koagul&né aktivni
komplexy. Povrch desity je tak pristupny pro dalSi interakci s faktory, které se
Ucastni koagulace a dojde k tvérfibrinové zatky. Do no¥ vzniklé fibrinové si jsou
vychytavany erytrocyty a leukocyty a tak se bityntibus néni nacerveny. [1, s. 36]
Nejdilezit¢jSi ulohu v primarni hemostaze hraji glykoproteiny trombocytip Ib/IX,
la/lla a IV, dale adhezivni proteiny fibronectintrgnectin a vWf. Tvorby trombu se
Gcastni pedevsim fibrinogen a GP lib/lllaprostaglandiny, trombin a cAMP, cyklicka
adenosinmonofosfat. Krevni desty jsou také ovliviovany plazmatickym koaguiaim

systémem a naopak. [3, s. 21-25]
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1.1.4. Koagul&ni kaskada

Koagulani kaskada je proces zpriedkovany plazmatickym koagulam
systémem a vede ke vzniku nerozpustného fibrinjpriMe se fibrinogen 8pi na fibrin
a ten na fibrinové monomery, které naskegolymeruji. Polymery se spoji navzajem
kovalentnimi vazbami diky tsobeni aktivovaného faktoru Xlll, dochazi ke vzniku
nerozpustného fibrinu. [4, s. 20]
Ve vlaknité fibrinové siti se zachycuji krevnity a vznika stabilni fibrinova zatka.
Plazmaticky koagutami systém se sestava z koagulizh faktofi, tvorenych v jatrech.
Strukturré se jedna o glykoproteiny ve foénproenzyni a kofaktofi. Nékteré z nich ke
své ¢innosti vyZaduji pitomnost vitaminu K. ¥tSina koagulénich faktofi se nachazi
v plazne v nizkych koncentracich. Vyjimkitvoii faktor | - fibrinogen a faktor Il -
protrombin. Kron¢ tkanového faktoru se vSechny koagina faktory vyskytuji
v plazne v podok¥ proenzymu, aby bylMfunkéni, je nutné je proteolyticky nagtit do
formy koagul&né aktivniho enzymu. V aktivni fortnse nachazi v plaztfrpouze faktor
VII ve velmi nizké koncentraci. &Sina tohoto faktoru se nachazi také ve farm
neaktivni, jako proenzym. [1, s. 38]
Koagula&ni faktory prochazeji dhem hemostazy strukturnimi Zmami. Faktory I, V,
IX, X, XI, XIl se fadi mezi serinové proteazy, protoze jejich aktinm$to obsahuje
serin. Jedna se aydrolytické enzymy, jejichz delem je katalyza &peni vazby C-N,
uhliku a dusikem. Do této skupiny piaiaké prekalikrein, plazminogen, t-PA, tké&y
aktivator plazminogenu u-PA, urokinazu a protein[&,.s. 26]
Mezi kofaktory fadime faktory V, VIII a vysokomolekularni kininogen HMWK.
Ucastni se tvorby koagulaé aktivnich komplex. Fibrinogen slouzi jako substrat pro
trombin a je jim &pen. Pokud je faktdr nedostatek nebo vykazuji Spatnou funkci,
dochéazi k projeim krvaceni. Kofaktory mohouoyt plazmatické, mezi které gadi
faktory V, VIII, HMWK a protein S nebo mohou byt navazané nacbo@ membrany,
jako tkaovy faktor, ktery jiz nepdebuje byt dale aktivovaniiRaktivaci plazmatickych
faktoni dochazi ke spojeni kovalentni vazbdagvapenaté kationty. [3, s. 38]
Koagula&ni reakce probihaji &Sinou na fosfolipidovém povrchu, nikoli va@n
v plazme. Povrchy byvaji n€pstji souwasti membrany krevnich destk, cévniho
endotelu nebo subendotelidlnichstruktur. Reakce mohou probihat i na
mikropartikulich, které se uvialiji z trombocyli. [3, s. 29]
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Takto dochézi ke vzniku koagdf& aktivnich komplex a ty mohou aktivovat dalSi
sloZzky koagulace. S@asti tchto komplex jsou enzymy, népstji serinové proteazy,
substraty, kofaktory, propojené vapenatyniistky, vapenaté kationty a fosfolipidové

povrchy. [1, s. 45]

1.1.4.1 Koagul&ni faktory

Fibrinogen

Fibrinogen, faktor I, je glykoprotein, vyskytujise v plazd a shromafovany va-

granulich trombocyt Vaze na glykoproteinovy komplex krevni dekyi GP llb/llla a
zastava tak ulohu hlavnkrevni bilkoviny, misobici na agregaci tromboaytJe také

substratem pro trombin a plazmin. [2, s. 38]

Protrombin

Protrombin je protrombinazouépien na trombin, aktivni faktor Il. Jeho hlavni fenje
pienena fibrinogenu na fibrin, dale se podili na aktiviaktora V a VIII, 1X a XIII.
Aktivuje rovrez trombocyty a na endoteluigobi na tvorbu a sekreci t-PA. Dale také
aktivuje protein C a TAFI, trombinem aktivovany ibitor fibrinolyzy, po navazani na

trombomodulin. [3, s. 33]

Tkanovy faktor

Faktorem Il oznéujeme tk#&ovy faktor (TF). Jedna se transmembranovy glykaginot
ktery nachazime na povrchu subendotelialnickekuiibroblasti a burgk svalovych. Je
na bukach exprimovanaz po aktivaci iznymi stimuly, jako jsou cytokiny,istove
faktory, IL -1, interleukin 1 nebo TNF, tumor nekimmjici faktor. Tkdovy faktor
funguje jako receptor pro aktivovany faktor VII Astedr s nim i piitomnosti C&’,
vapenatych katiofit vytvari komplex, ktery aktivuje faktor IX a X. [1, s. 53]

Véapenaté kationty

Véapenaté kationty se ozhgi jako faktor IV. Jsou nutné pro ug@dani koagukné
aktivnich komplex vnitini a vnéjSi tendzy a protrombinazy a podileji i na tworb
inhibi¢nich komplex. [1, s. 53]
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Proakcelerin

Faktor V se nazyva proakcelerin. Je obsazen v @lama-granulich trombocyt Je
aktivovan proteolyticky trombinem nebaktivovanym faktorem X ifp pfitomnosti
C&*. Faktor V urychluje proteolytické &teni protrombinu aktivovanym faktorem X.
[1, s. 53]

Faktor VI
Nazev faktor VI sejiz nepouziva, ozriaje nekteré membranové fosfolipidy ve viit

membrag trombocytu. [1, s. 54]

Prokonvertin

Faktor VII, prokonvertin je glykoprotein,nachézejici se v cirkulaci ve foém
neaktivniho zymogenu. Aktivuje se Yifpmnosti trombinu, aktivniho faktoru IX, X
nebo Xl. Vytv& komplex s TF na negati¥nnabitém fosfolipidovém povrchu
trombocyfi a stava se tak si#n enzymaticky aktivnim, vytwa tzv. vrgjSi tenazu.

Prokonvertin je zavisly na vdpenatych kationtecklauzi jako katalyzator aktivace
faktori IX a X. [3, s. 34]

Antihemofilicky faktor

Faktor VIII je zndmy jako antihemofilicky faktor A/ plazme je vazén v komplexu s
vWf. Odtud mize byt uvolgn kontaktem s trombinem nebo fosfolipidy. Aktivige
proteolyticky trombinem nebo aktivovanym faktorem Wpiitomnosti fosfolipidi.
Aktivovany faktor VIl slouzi jako kofaktorip vnitini cest aktivace protrombinu afp
tvorbe vnitini tenazy. Jeho nedostatek nebo poskozena funkisekesvzniku hemofilie
A. [3, s. 34]

Christmas faktor

Faktor IX, Christmas faktor je aktivovan aktivnriimou faktoru X1 nebo wSi tenazou.
Je sodasti vnitni tendzy, spolu s aktivovanym faktorem VIII, fosfolipidovym
povrchem trombocytta C&". [3, s. 35]
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Faktor Stuarta-Proweroveée

Faktor X se nazyva faktor Stuarta-Prowerové sevajetivrejSi nebo vnitni tenazou.
Aktivovany faktor X je so@ésti protrombinazy, koaguwia aktivnino komplexu,
slouzici jako katalyzatoripmeény protrombinu natrombin. Faktor X je inaktivovan

pomoci proteinu Z. [1, s. 58]

Rosenthalv faktor

Faktor XI, plasma tromboplastin antecedent (PTAgywany také Rosentlial faktor,

se nachazi v cirkulaci jako neaktivni zymogen, mang nekovalenth na HMWK.
Adheruje k povrchukrevni destiky a podléha také silné adhezi na jiné aniontové
povrchy, nap sklo, celit, kaolin. K aktivaci faktoru XI dochiaproteolyzou, kterou
zprostedkuje aktivovany faktor XIlI vigtomnosti HMWK a negativh nabitého
povrchu. [1, s. 60]

Hagemanv faktor

Faktor Xll, Hagemafiv faktor se nachazi v plazm v séru a ve for zymogenu
nereaguje s nepoSkozenou cévningtl. Pri odhaleni subendotelovych struktur se
aktivuje, reaguje i na jiné povrchy — sklo, kaolihyupavka, &Ze apod. [1, s. 61]

Transglutaminaza
Posledni z koagutaich faktofi je faktor Xlll, transglutaminéza, slouzici ke slialci
fibrinu. V plazng je navazan na fibrinogenaktivuje se hydrolyzou, katalyzovanou

trombinem a podporovanou polymernim fibrinem. [43Q]

Prekalikrein

Mezi faktory mizeme déle zadit prekalikrein neboli Fletchév faktor. V plazné se
nachazi jak zymogemavazani na HMWK. Je aktivovan pomoci faktoruoXiebop a
vznika tak a-kalikrein. Ten aktivuje faktor XII a zvySuje uvmvani Kkinim
z kininogeri. [3, s. 38]

Vysokomolekularni kininogen

Vysokomolekularni kininoger(high molecular weight kininogen — HMWK) se vaze na

povrch aktivovanych tromboayt na neutrofily a endotel. Funkci kirdige navazani na
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poSkozenou cévni &tu spoléng s faktorem Xl a prekalikreinem. HMWK dale slouzi

jako kofaktor @i aktivaci faktoru XII pomoci kalikreinu. [1, s. 4

1.1.4.2 Aktivace plazmatického koagul@&niho systému

Plazmaticky koagubmi systém mze byt aktivovan déma cestami. Stefntak
k premené protrombinu na trombin f%e dojit bd vn¢Si cestou, kontaktem
aktivovaného faktoru Xl s tkdovym faktorem v fipac naruSeni cévy, nebo cestou
vnitini, kdy reaguje faktor Xl sestrukturami subendotelu i bez naruSeni kontinuity
cévy. [3, s. 29]
V piipac vnejSi cesty koagukmé aktivni komplex tkdového faktoru s aktivovanym
faktorem Vlla aktivuje koagulaci v mésposkozeni cévy. Déle aktivuje faktor X a ten
vstupuje s aktivovanym faktoremV do komplexu protrombinazy, diky niz se
protrombin nm&ni na trombin. Ten aktivuje tvorbu fibrinu z fibdgenu. Monomery
fibrinu polymeruji, vnikly polymer je stabilizovaaktivovanym faktorem XIllI, ktery se
aktivoval trombinem. Dochazi ke vzniku nerozpustndibrinu. Nutna je satasna
piitomnost vapenatych katiana fosfolipidového povrchu. [1, s. 66-70]
Béhem vnitni cesty faktor Xl aktivuje faktory Xl a IX, dochéke kaskadovité reakci
a zesileni fivodniho vyvolavajiciho signalu. Aktivuji se kofakgo V a VIII.
Aktivované faktory VIII a IX vytvdi tendzu, diky niZz seaktivuje faktor X a ten
spol&né s aktivovanym faktorem V{gobi na peménu protrombinu na trombin. Ten
zpasobi geménu fibrinogenu na fibrin. Monomery fibrinu polyméitu vzniklé
polymery jsou stabilizovanyktivovanym faktorem XIlIl. Fibrin se stava nerozimysn.
Vnitini i vrejSi cesta tedy vedou k aktivaci faktoru X. Tytatdesty nemohoutsobit

oddélerg, vzdy jsou propojeny. [4, s. 23-26]

1.1.5. Fibrinolyza

Systém fibrinolyzy slouzi k rozpu$ti vzniklého fibrinového koagula, které
musi byt rozpusho, aby neomezovalo tok krve. Odbourava nerozpuftmn a
zprachodiuje cévu poté, coje rana zahojena. Aktivuje se sasré s aktivaci

trombocyfi, proces ale trvaijplizné 2 az 3 dny. Za abnormalnich siase nmiZe tento
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n¢kolikahodinovy proces zkratit doékolika minut. Hyperfibrinolyza se vyziaje
zvySenou produkci plazminu, dochazi ¢kkdym krvacivym stagm. Naopak [
hypofibrinolyze je funkce &kterych slozek fibrinolytického systéemu nedosiate
dochézi ke vzniku tromboembolickych siaj2, s. 51-55]

Hlavni sloZkou systému fibrinolyzy je plazminogerkterého vznika serinova protedza
plazmin. Vyskytuje se v plaz¥na vaze na membrany tromboitytle i jinych bugk.
Na trombocytech se navazuje na recer®dt llIb/llla. Plazminogen je aktivovan t-PA, a
u-PA. Fibrinolyticky systém je aktivovaniippmnosti fibrinovych vlaken. Dochazi
k navazani plazminogenu na koagulum a poté seuptina plazmin diky aktivatom,
které se uvaluji z endotelu. Plazmin koagulum proteolytickypsta poté je inhibovan
antiplazminy. Fibrinolyza probiha je v mist porargni, plazmin vznikd pouze na
povrchu koagula. Aktivaci plazminogenu pomoci t-8#chluje gitomnost fibrinu.

[4, s. 48]

Aktivatory plazminogenu se¢ll na vnitni a vrEjSi. Vnitini se nachazeji v krevni
plaznt a jsou to pedevsim faktor XlI, prekalikrein a HMWK. Ratmezi ¢ také
trombin a trypsin. K aktivacidochazi p kontaktu faktoru Xl s poSkozenouéabu
Cevy.

Vn¢jSi aktivatory plazminogenu pochazi z organisme,rakoli z krevniho oéhu.

Systéem fibrinolyzy se aktivuje hned poté, co sevsijtfibrin. Na jeho povrch se navaze
t-PA a plazminogen. Spale¢ vytvori komplex a z plazminogenu tak vznika plazmin,
fibrin se této reakcedastni jako kofaktor. Plazmin & Stpit koagulum na fibrin
degradani produkty. Reakce je zesilenzpétnou vazbou. Koncovéietzce
degradovaného fibrinu vazi dalSi plazminogen a (-¥Aika tak vice plazmin a zesili
se &innost fibrinolytického procesu. [1, s. 89-90]

Plazmin je proteolyticky enzym, jeho hlavni funiei S€peni fibrinu, rozpusgni
krevniho koagula. $pi ale i fibrinogen, faktor I, V, VIII, glykoproiay Ib, Ilb/llla,
vWf a trombospondin. Dale slouzi k aktivaci faktovll a Xll, pusobi na agregaci
desttek a aktivuje skteré ¢asti komplementu. [3, s. 45-48]

Aktivatory plazminogenu maji své inhibitory. Hatmezi & PAI-1, inhibitor
plazminového aktivatoru, ap-antiplazmin, coz jsou inhibitory serinovych pratea

nazyvané také serpiny. [4, s. 49-50]
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1.1.6. Inhibitory hemostazy

Inhibitory hemostazy slouzi jako z&kladni reguniamechanismus koagulace,
chrani tak organismusgd nadmirnou koagulaci. Bhem koaguléni kaskady dochazi
k zesileni prvotniho signalu, coz by bez regulaaghinvést k nekontrolovatelnému
srazeni krve, ucpani cév az umrti organisniroto je nutné, aby byla udrZzovana
hemokoaguléni rovnovaha diky sobeni inhibitoi krevniho srézeni. Ty se vyskytuji
piirozere v cirkulaci a pomoci antikoagwaich mechanisin tlumi  &inek
koagul&niho a fibrinolytického systému. Inhibitory mohout kpfirozené i ziskané.
Diky prirozenym inhibitobm nefasgji dochazi k inhibici serinovych proteaz a
kofaktori téchto proteaz. #ozené inhibitory mohou byt i nespecifické. Meiskané
inhibitory fadime serpiny a kuniny. [1, s. 98-99]

VSechny inhibitory jsou obsazeny v plazé Hlavnimi inhibitory hemostazy jsou
antitrombin, systém proteinu C a TAFI, trombinentiavany inhibitor fibrinolyzy.
Jejich zngnéné hladiny pedstavuji zvySené riziko vzniku trombdzy.

[1, s. 105; 4, s 40-51]

Inhibitory plazmatického koaguiaiho systému

Antitrombin aaz-makroglobulin jsou hlavnimi inhibitory plazmatidik@ koagulaniho
systému. ProtoZze se trombidhem procesu koagulace vytv& nadbytku, musi byt po
skorteni procesu srazeni krve rychle vyvazan, aby seddke nesrazela. [3, s. 54]
zvySuje v pitomnosti heparinu. Syntéza antitrombinu je zab@jetiky SEpeni
fibrinogenu. S trombinem vytvé neaktivni komplex, ktery je nasledh degradovan
v jatrech. Antitrombin miZze vyvazovat i faktor X a dalSi sloZzky koagul@o systému,
s kterymi vytvdi neaktivni komplexy. [1, s. 99-104]

DalSim inhibitorem plazmatického koagémého systému je heparinovy kofaktor II.
Inhibuje trombin, ale na rozdil od antitrombinu figpbi na jiné slozky koagulace, je
tedy trombin-specifickym inhibitoremJeho aktivita se zvySuje ¥ippmnosti heparinu,
heparansulfatu, dermatansulfaru a jinych glykosaglikani. [1, s. 104-105]

DalSim inhibitorem je systém proteinu C. Sestavdzgwoteinu C, proteinu S a
trombomodulinu. Protein C je glykoprotein, vznikajy jatrech za fitomnosti vitaminu

K. Jedna se proenzym serinové proteazy. Aktivuj@megastji na povrchu endotelu
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cév, kde je vazan receptor trombomodulin. Ten najearombin a vznikd komplex,
ktery jiz neni koagukné aktivni. Tento komplex slouZi k aktivaci proteinD.
Aktivovany protein C, APC, ma uzkouspecifitu, inaktivuje faktory Va VIlI
v pritomnosti fosfolipidi a vapenatych katiofita tim sniZzuje tvorbu dalSiho trombinu.
Tim se zmirni produkce tendzy a protrombinazy dagiose proces koagulace. Jako
kofaktor zde fisobi protein S. [3, s. 56-58]

Protein S vznika rowt v jatrech za fitomnosti vitaminu K. Velk&ast proteinu S se
nachazi w-granulich krevnich destiek a v endotelu. Odtud ke byt uvolgn
pusobenim protrombinazy a tenazy. Protein S setaatiivapenatych katioitvaze na
fosfolipidové povrchy. Slouzi jako kofaktor APC,nashuje jeho vazbu na povrch
trombocyfi a endotelii. [3, s. 58]

Trombomodulin se nachazi na endotelu cév a vaiebiro Ten ztrati sy Ucinek na
koagulaci a naopak se & vytv&et inhibitor protein C. Hladina trombomodulinu
slouzi jako marker cévniho poskozeni, protoZze edhaleného endotelu uvalje do
krve. Trombomodulin slouzi jakokofaktor pro aktivaci proteinu C trombinem.
V komplexu s trombinem aktivuje faktory V, VIII, Xla trombocyty. [1, s. 113]
Inhibitor tk&ového faktoru, TFPI, syntetizuji bkly endotelu a do krve se uvioie
soutasre s tkdovym faktorem. inhibuje WjSi cestu koagutamiho systému, zejména
komplex faktoru VII a s tkégovym faktorem. Emo inhibuje faktor X a spot&¢ s nim,

tkanovym faktorem a faktorem VIl vyt#aneaktivni komplex. [4, s. 39-40]

Inhibitory fibrinolyzy

Mezi inhibitory fibrinolyzy fadimea,-antiplazmin, glykoprotein, tudci se v jatrech a
inhibujici serinové proteazy. Vyvazuje z plazmy nplplazmin. Pokud je plazmin
navazany na fibringl- antiplazmin uz ho té#h vyvazat nemize. DalSi jeho funkci je
inhibice navazani plazminogenu na fibrin @&za Stpit faktory X, Xl, XIl, kalikrein,
plazmin, t-PA a u-PA. Inhibitory aktivathr plazminogenu, PAI, inhibuji tkévy
aktivator plazminogenu, t-PA. [1, s. 116-117]

Trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy, TAFI hje dilezitou Glohu v propojeni
prokoagulénich, antikoagukanich a fibrinolytickych procdés TAFI sniZuje tvorbu
trombinu diky jeho vyvazani do komplexu s tromboodotwm. Tato reakce probihdip
vysoké koncentraci trombomodulinuti Reho nizké koncentraci jeho aktivace TAFI

ovliviiovana komplexem trombinus trombomodulinem a dochazi tak ke snizeni
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fibrinolytického efektu. TAFI je inhibovan proteadigkym S€penim trombinem. [1, s.
118-123]

Mezi inhibitory protedz s nespecifickymi vazbantadime aj-antitrypsin, os-
makroglobulin a C1l-inhibitor, ktery je nes}{gim inhibitorem v kontaktni fazi a podili
se na inhibici faktar XI, Xl a také kalikreinu aplazmin. [1, s. 124; 4 s. 41 ]

Ziskané inhibitoryfadime mezi patologické nélezy, které do koagulaasalji
negiznivé. Radime mezi & antifosfolipidové protilatky, lupus antikoagulares
antikardiolipidové protilatky. [1, s. 125-129]

1.2. Trombocyty

1.2.1. Stavba trombocyi

Krevni desttky nemaji jadro, jsou tedy ste&jjako erytrocytyrazeny mezi tzv.
neuplné, bezjaderné fiky. Trombocyt ma citlivou membranu, kterd reagugezmeénu
metabolickych procés desttky. Tvar desttky se zméni pii jeji aktivaci.
V elektronovém mikroskopu fizeme v krevni desite pozorovat tyto mikrostruktury:
granula, mitochondrie, otéany kanalkovy systém, denzniliska, denzni tubularni
systém a dalSi struktury. Krevrdesttku miZzeme rozdlit na ¢ty ¢asti — periferni
oblast, oteieny kanalkovy systém, oblast solubilniho gelu astbrganel.

[5, s. 381]

1.2.1.1 Periferni oblast trombocytu

V periferni oblasti nachazime plazmaticky obal, kgkalyx, membranové a
submembranové struktury. Zde probihaji metaboligkchody, kdyZz se degka
dostane do kontaktu s extracelularnim gexim. [6, s. 17]

Plazmaticky obal krevni de&kly vznikd adsorpci malého mnozstvi plazmatickych
bilkovin na jeji povrch. Je twen albuminem, fibrinogenem, plazmatickymi
koagul&nimi ciniteli a vapnikovymi kationty. Plazmaticky obaldie dileZitou Glohu

v prilnavosti trombocytu a v dalSich jeho interakciéh.s. 17-21]
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Membrana krevni desky je silna asi 6 az 10 um a svym sloZzenim $ESmelisi od
membran ostatnich krvinek. LiSi se pouze vchlipemindo nitra destek, které tvéi
oteweny kanalkovy systém. Trombocytarni membrana sg&\sez 57 % bilkovin a to
zejména aktinu, myozinu, tropomyozinu a jinych kaktinich bilkovin. Dale zde
nachazime enzymy a btimé receptory. Lipidy tvio 35 % membrany trombocytu. Jsou
to zejména lipoproteiny, cholesterol a glykolipidiosledni sloZkou této membrany
jsou sacharidy. Tvd 8 % membrany trombocytu a jsou teegevsim glykoproteiny,
glykolipidy, glukosaminy a mukopolysacharidy. [6,18-19]

Membrana samotna je tkena dvojvrstvou fosfolipill piicemz fosfoatidyleatnolamin a
fosfatidylserin, fosfolipidy s negativnim nabojejspu v klidovém stavu ve viiti ¢asti
dvojvrstvy. Fosfolipidy maji schopnost difuze aysschopny po aktivaci trombocytu
pietcit dvojvrstvu membrany tzv. flip — flopem. d®zZitou slozkou membrany je
cholesterol, jehoZz koncentracg v zevnim listu membrany dvakrat vysSi nez ve
vnittnim. Cholesterol m& vyznam pro permeabilitu a ftuidnembrany a ovlikuje
transport pes membranu. [7, s. 4; 6 s. 108]

DalSi slozkou membrany jsou transmembranove pmptéieré genasi latky a signaly
pies membranu. Signaly jsou zachyceny membranovyndgeptery. Mnoho
biologickych proces zprostedkovavaji glykoproteiny. Je jich vice nez padesana&i
sefimskymicislicemi a malymi pismenyKrome téchto receptar ma destika na svém
povrchu i dalSi receptory, slouzici k navazani skmich a aktivanich latek.
Hlavnimi receptory na povrchu trombocytu jsou imteg obzvlast GP lIb/llla, a GP
la/lla, déle glykoproteiny bohaté na leucin (LRGjoaGP Ib/IX, zprosgtdkovavajici
adhezi trombocyt na endotel. Dlezitymi receptory jsou i selektiny, které
zprostedkovavaji interakci tromboayta endotelu s leukocyty. Jedna se zejména o
selektin GMP-140, granule membrane protein 140ylde uvohuje z trombocyi po
jejich aktivaci. Posledni skupinou receftojsou imunoglobuliny PECAM-1,
trombocyto-endtoelové adhezivni molekuly, @oteiny neznamé funkce, nazyvané
quadraspaniny. Na povrchu trombocytoalézame i izné antigeny. Mohou byt
spole&né s jinymi bukami anebo specifické pro krevni dekyi. Na povrch trombocyt
se nalézaji antigeny HLA Ifidy. HLA antigeny Il. fidy se na destkach nevyskytuiji.
Z krevnich systéin erytrocyti je sowdsti destiek pouze systém ABO. Na povrchu
membrany se naléza glykokalyx. Je to obal silnya?050 nm a zasahuje o do
kanalkového systému. Je teo hlavie glykoproteiny a zZasti i glykolipidy.

[7,s. 30-37]

25



Bakal&ska prace Katd¢ina Klausova

1.2.1.2. Oteveny kanéalkovy systém

Oteveny kanalkovy systém je tien vychlipeninami des#ové membrany.
Jedna se o skanallki s ptimérem 200 az 300 nm, prochazejici cytoplazmou. Kanalk
jsou propojeny navzajem a s@asré i s denznim tubularnim systémem. Kanalkovy
systém nachazime v aktivovanych i neaktivovanyombocytech. SlouZi k 2t5ovani
povrchu destiky a urychluje transportPomaha i i vyplaveni granul na povrchu
buiky. Jeho dalSi funkci je také vychytavani tekutiakk z okoli krevni destky.

[6, s. 21]

Denzni tubuléarni systém funguje jako hladké endopktické retikulum. Vypadé jako
sitt dlouhych kanalikc a neobsahuje ribozomy. V denznim tubularnim systésou
uloZzeny enzymy k syntéze prostaglaridan rekterych bilkovin — nap enzymy cyklu
kyseliny arachidonové. DalSifunkce je zasoba vapenatych katignkteré denzni
tubulérni systémigesouva v biice a aktivuje kontraktilni systém. [7, s. 6-7]

1.2.1.3. Oblast solubilniho gelu

Oblast solubilniho gelu je tvena viskdzni matrix, obsahuijici fibrilarni proteiny
Vyskytuji se zde mikrotubuly, submembranova filataea mikrofilamenta, proteinové
podjednotky s polymerizovanymi vlakny. Tyto struktwytvadi kontraktilni systém
desttky. [6, s. 21-23]

Kontraktilni systém trombocytu je sloZen z vlidkohystruktur, které jsou vizném
stupni polymerizace. Nazyvame hoytoskelet. Slouzi k udrzeni diskoidniho tvaru
trombocytu, tvéi pseudopodia, podili se na ¥nitsekreci a kontrakci a také na aktivaci
a zmené tvaru krevni destky. Soustava cytoskeletu je sloZena z fibrilarredment,
uloZenych v cytoplazthmezi organelami. Cytoskelet udrzuje organely nsina jeho
zakladni funkci je transformace chemické enerdimegtickou. [7, s. 7-8]

Dvéma zakladnimi strukturami cytoskeletu jsou mikratlyba mikrofilameta. Sedni
filamenta se v trombocytech nevyskytuNejdulezitéjSi ¢asti filament je aktin, ktery je
v klidové fa&zi v monomerni strukite, po aktivaci dochazi k polymeraci. DalSi &usti
mikrofilament je profilin, protein vazajici mononyeaktinu a zabngujici tim jeho
polymeraci. Timto vznikd komplexdhto dvou proteifh, nazyvany profilaktin. Protein
profilin slouzi i k regulaci metabolickych procdes buice. Do skupiny mikrofilament

sefadi i protein vazajici aktin (ABP), ktery slouzh&vazéani aktinu za tvorby gelu.
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V cytoplazné trombocyfi v klidu nachazime myozin, slouzici ke kontrakcié sit
mikrofilament. Aktinmyozinovy komplex je zakladniylima jednotka mikrofilament.
Mikrofilamenta slouzi ke z#m¢ tvaru krevnich destek a podili se na vytvéni
pseudopodii. Systém mikrofilament jézen obsazenim membranovych receptor
DalSimi proteiny mikrofilament jsou spektrin, gdlaptropomyozin, kaldesmon a talin.
U tubuli slouzi jako zakladni jednotka mikrotubulin, pratgpolymerizovany do
trubickovitého tvaru. Mikrotubuly jsou sloZzeny z & 24 kruhovych Gtvéro praméru
25 nm. Pokud je deska v klidovém stadiu, mikrotubuly lezi na obvodudpo
plazmatickou membranou. Zde jsou drzeny vldknynaktPokud dojde ke stimulaci
trombocytu, potlai se tvorba mikrotubiil a prstenec se narusi. Ulohou mikrotubjel
udrZeni tvaru desiky, presun granuli a sekrece jejich obsahu. Schopnodrdkme

zaji¥’uji mikrotubufim mikrofilamenta. [6, s. 22]

1.2.1.4. Oblast organel

V oblasti organel se nachazi denzni granula, daisi¢ husta ¢liska (lysozomy,
peroxizomy, alfa — granule) a mitochondrie. Grananbocyf je v cytoplazni nekolik
typa. Jsou to granula seki@ nebo skladovaci a jsou ohr&ana membranou. Pokud je
desttka neaktivni, jsou granula vamozptylena. B aktivaci se seskupuji doietlu
destiky. Latky z granul se uvalji do okoli. V jednom trombocytu nachazime 6 az 8
granul denznich, maji pmér 80 az 150 nm a obsahuji ATP, ADP, vapenaté kgtian
serotonin. Ten je vychytavan krevnimi delsdimi z plazmy. Hlavni zdroj serotoninu je
strevni sliznice. Serotonin vyvolava vazokonstrik6i, §. 23-24]

Dale trombocyt obsahuje 10 az dfgyranuli. Maji pamér 150 az 300 nm a nachazeji se
v nich proteiny, které se tyiopii vyvoji megakaryocytu — PF43-TG a vWf. Déle

v nich jsou proteiny absorbované z plazmy megalaiyp pomoci endocytbézy —
albumin, fibrinogen, IgA, IgG. Posledni slozkewgranuli jsou slozky receptoru GP
lIb/llla, slozky membrany granuli, které se peoyplaveni fixuji na povrch krevni
destky. DalSimi organelami jsou lysozomy, oipru 170 az 200 nm, které obsahuji
hydrolytické enzymy, pB-glukoroniddzu a kyselou fosfatazu. Tyto sloZky ujso
secernovany po aktivaci krevni deékti pomoci trombinu nebo kolagenu. Posledni

sloZkou jsou peroxizomy obsahujici glutathionpedaxu. [8, s. 439-440]
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V cytoplazng trombocyti nachdzime takdistové faktory — PDGF — degitiovy ristovy
faktor, pTGFp — destékovy transformani ristovy faktor a EGF — epidermalnistovy
faktor. [6, s. 24]

Mitochondrie, dalsi vyznamné organely, funguji jakoergetické centrum bky.
Energii ziskavaji diky oxidativni fosforylaci. V tochondriich probihda také syntéza
nékterych proteif pro ¢innost trombocytu — deskovy cinitel 4 PF4,B- TG a
destékovy aktivani faktor PAF. DalSi funkci mitochondrii je vychy&ni volného
vapniku. [6, s. 24]

1.2.2. Vyvoj trombocyti

Trombocyty vznikaji od$povanim nebo fragmentaci cytoplazmy
megakaryocyt. Tento proces probiha v kostriedi. Poté, co se vyplavi z mista svého
vzniku, kostni #erg, jsou zadrZzovany veslezire jeden aZz dva dny. V krevnim &
piezivaji trombocyty za dinych podminek 8 az 14 dni. Poté jsou odbourany
mononuklearnim fagocytarnim systémem ve steostni deni a jatrech. [9, s. 152]
Mladé trombocyty jsou nazyvany retikulotrombocy@bsahuji zbytky RNA a jejich
zvySeny poet nachdzimeu trombocytopenii, vyvolanych sniZzenyntepivanim
trombocyft. [6, s. 104]

Megakaryocyty, z jejichZz cytoplazmy se afiiiji trombocyty, vznikaji stejnjako
ostatni buiky kostni dené z pluripotentni biky kmenové. Tato hika se diky
pasobenimiiznych fistovych fakto stdva unipotentni pro megakayrocytdadu.

[9, s. 152]

1.2.2.1 Megakaryoblast

Megakaryoblast je prvni morfologicky rozliSitelndurkou. Je velky fiblizné
20 um, ma centrédnuloZzené kulaté az ledvinovité jadro a vice jadé@kromatin
megakaryoblastu nenifipS husty, cytoplazma t¥ Uzky lem okolo jadra, které
vypliuje WtSinu buiky. Je stedre bazofilni a neobsahuje cytoplazmatické granula.
Tato buka je wtSinou diploidni a podstupujeckolik atypickych mitéz. E této
opakované mitdéze dojde k zmnoZeni jaderného mateflyploidie), buika se ale

prozatim nedi. [9, s. 153]
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1.2.2.2. Promegakaryocyt

DalSim vyvojovym stadiem megakaryoblastu je prorkaggcyt. Je velky
piiblizné 30 um, jeho jadro ma jen ig@ naznéujici rozdtleni na vice lalok a
neobsahuje jadérka. Chromatin promegakaryocytiasg Bervenofialo¥. Cytoplazma
promegakaryocytu se barvi bazoéila neobsahuje granula. [9, s. 153-154]

1.2.2.3. Megakaryocyt

Posledni fazi vyvoje je megakaryocyt. Megakaryosgt dale nedli, pouze
vyzrava. Je velky 40 az 70 um, jadro ma vice kaldiky polypolodii. Jellenité a ma
nepravidelny obrys. Megakaryocyt obsahuje hustyoriatin a jeho cytoplasma je
rizova az wzovofialova a nachéazeji se ni glykoproteiny a azurofilni granula.
V periferni ¢asti je fragmentovana, coz zhaze je pipravena k odgpeni krevnich
destéek. Na obvodu zralych megakaryotyipak mizeme pozorovat nahiani
uvolujicich se destek. [10, s. 23]

Z megakaryocyt destéky vznikaji bul’ pfimym rozpadem megakaryocytu, nebo
tvorbou pseudopodii, nasledovanou fragmentaci. kbrgacyt miZze vytvdit
trombocyt, kdyZ je minimakhoktaploidni. Z jednoho zralého megakaryocytu s&en
vytvorit dva azétyti tisice trombocyd. [9, s. 154]

Megakaryocyty nachazime za fyziologickych podmipekize v kostni igni, nikoliv
v periferni krvi. V gipad¢ n¢kterych onemoani (nag. chronickd myeloidni
leukemie) se mohou megakaryocyty objevit i v obwadkrvi. [9, s. 154]

Zvyseni peétu megakaryocyi v kostni deni nastava u gkterych druli idiopatickych
trombocytopenii. SniZzeni jejich o, az uplné vymizeni megakaryot\ge vyskytuje u
dienového atlumu. U pernicibzni anémie nachazime hgmenetaci jadra
megakaryocytu. U vrozenych trombocytopenii pozongepgevahu meé# zralych
forem. [11, s.39; 139]

1.2.2.4. Regulace vyvoje trombocyt

Tvorba krevnich destek je @isné regulovana, fedevsSim trombopoetinem.
Jedna se o specifickystovy faktor pro trombopoézu o 332 aminokyselingehoz N-

terminalnicast je na 23% shodnd a na 50%tbpzna erytropoetinu. Gen pro lidsky
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trombopoetin lezi na dlouhém raménku 3. chromozofnambopoetin dale nalézame
v ledvinach, hladkém svalstvu, v kostniedi a slezid. Na regulaci trombopoézy se
podili cytokiny IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, GM-CSF (fe@or stimulujici kolonie
granulocyt), EPO (erytropoetin),istovy faktor fibroblasti (FGF — fibroblast growt
factor), SCF — stern cell factor, LIF — leukemidibtory factor. Stimulem k tvokb
krevnich destiek je pokles jejich celkového g, Aktivace trombopoézy se sklada ze
dvou stupi — proliferace a nasledné vyzravani megakaryodté nasleduje inhibice
trombopoézy. [9, s. 154-156]

1.2.3.Uloha trombocytii v procesu srazeni krve

Krevni desttka je za normalnich podminek sdésti krve a je obklopena
mimoburéénou tekutinou. Podléh&tuznym interakcim s naruSenym endotelem a
s rozpustnymi slozkami krve. Timto se d&8sti aktivuje, zmini se jeji tvar a
metabolismus. [6, s. 103]

Ulohou trombocytu je krogh hlavni role v primarni hemostaze zpreskovani
interakci mezi krvi a endotelem cévnérst. Krevni destika ma povrch sloZeny
z fosfolipida, kde se mohou K-dependentni koagolafaktory navazat figs nistky
vapenatych katiofit Po aktivaci trombocyti se aktivuji specifické receptory, jako je
selektin, uvoldny za-granuli destiek. Vzajemny kontakt mezi trombocytytgobuje
reakce v leukocytech, které poté produkuji cytokanyadhezivni proteiny. Desky
stimuluji i buiky endotelu, které mohou byt ratin aktivovany koagukaimi faktory,
IL-1 nebo TNF. [6, s. 103]

Trombocyty zastavaji v organismu vice funkci. Jefitavni tlohou je zastava krvaceni,
kde se Gastni zejména tvorby primarni hemostatické zéatky,d&e aktivace
plazmatickych koagutmich faktofi. Maji ale také vliv na spravnou funkci bik
endotelu a vykazuji i aktivitu fagocytarni. [3,18]

Krevni destiky, které se pohybuji v cirkulujici krvi, majiiznou velikost, tvar a
hustotu. Jsou to nejmen8&astice v krvi, nemaji jadro, maji tvar ovalnych kiisa
pramér 1,5 az 3,5 um. MladSi a starSi trombocyty se ebesodliSuji. Mladsi
trombocyty jsou ¥tSi, maji jinou strukturu, jiny metabolismus a takée funkci. Jejich

cytoplazma je hustSi a m4 vice vazebnych mist. 8llacevni destky maji také vice
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granul, obsahujicich serotoninStarSi destky jsou mensi a ménfunkeni. Maji
snizenou denzitu a nizsi aktivitu nitroinych proces. [6, s. 103]

1.2.3.1.Aktivace trombocytu

Destitka mize byt aktivovana intracelulamebo extracelulatn Zmeny funkce
destky vyvolavaji stimulyfazené dotznych skupin. MZe se aktivovat kontaktem se
subendotelem, nappii posSkozeni cévni &y nebo latkami, nazyvanymi aktivatory,
které se vyplavi do krevniho &tu. Krevni destiky mohou po aktivaci reagovat i
s dalSimi bakami — leukocyty, aktivovanymi subendotelovymi nkami apod.
V organismu jsou desky aktivovany silnymi aktivatory — trombinem a kolagenem.
Aktivace je komplexni proces a podili se na ni yices — nag. aktivace fosfolipazy
C, cyklus kyseliny arachidonové a mobilizace vapmjich kationd. [3, s. 20]

Mezi silné agonisty jeazen trombin, kolagen, prostaglandiny, endopergxio¥Y
(tromboxany 2) a PAF. Mirni agonisté jsou ADWsopresin a serotoningldek &chto
agonist se projevi az po sekreci granul trombdcyMezi agonisty slabd&adime
adrenalin a antagonisté jsou RP@bprostacyklin), PGB (prostaglandin) a EDRF (oxid
dusnaty). [6, s. 105]

Proces aktivace trombocytu probiha &kalika fazich. Zdina ligand — receptorovou
interakci, pokréuje prenosem signalu do krevni deégy§ a korti odpowdi destéky.
Kdyz se trombocyt aktivuje, deformuje se, uwgl se faktory nutné ke koagulaci a
obsah granuli. Zth se uvailuje ADP a TXA. Hladina nitrobu&ného vapniku se
zvySuje diky sekreci z denznihdubularniho systému, z mitochondrii &egpunem
extracelularniho vapniku. Diky deformaci trombocyse zétSi plocha, kde rive
dochéazet kinterakci faktdy které se &astni koaguléni kaskady. Negativni naboj
fosfolipidové membrany urychluje interakéchto faktofi. V membrag dochazi k ,flip
flop®, pretaieni a tvei se membranové mikééstice. [10, s. 319-320]

Pri flip flop” dochazi k pretateni fosfolipidové dvojvrstvy membrany, kdyz je déisa
aktivovana. K petateni dochazi v horizontalni rovig, fosfolipidy vnittni casti
dvojvrsty se pesouvaji do v§Si ¢asti membrany a naopak. Zapdmabité fosfolipidy
(fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin) jsou vyséy na vijSim povrchu membrany.
Slouzi jako podklad pro tvorbu koagtie aktivnich proces. [6, s. 107-108]

K tvorb¢ destékové zatky dochazi diky aktivaci destk fyziologickymi agonisty
(ligandy). Ty zprostdkovavaji kompletni biologickou odp&ai. Maze dojit k zesileni
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odpowdi diky uvolreni obsahu granuli do mimob&imého prostoru nebo syntézou
aktivnich slodenin (nap. syntéza TXA v cyklu kyseliny arachidonové). [10, s. 320]
Desticka meni tvar diky svému kontraktilnimu aparatu, mikratlypdepolymeruji a a
aktin naopak polymery vyt¥a Poté desttka vytv&i pseudopodie. K této reakci je
potreba dodat velké mnoZstvi energie ve féoradenosin- trifosfatu (ATP).fRomny
musi byt i vapnikové kationty. Zma tvaru krevni destky probih& piblizné do 15 s a
muzeme ji laborator pozorovat imunofluorescénimi metodami a elektronovym

mikroskopem. [6, s. 109]
1.2.3.2. Adheze trombocytu

Adheze znamena, Ze deka pilne na jiny povrch nez povrch destovy. Hi
poraréni cévy a odhaleni endotelu krevni désdi na tento endoteliine. Je nutna
piitomnost ®kolika adhezivnich protein Obzvlast se uplaiuje VWi, fibrinogen,
fibronektin a také Ca. [3, s. 20]

Von Willebrandiv faktor méa vazebna mista pro receptory dektiGP Ib, GP llb/llla a
pro kolagen typu I, Il, VI. Tato vazebna mista ol navazani vWf na obnazené
endotelové struktury, kterymi jsou kolagenni viakRaté dojde kifpojeni trombocyi
diky vyvazani vWf na GP Ib v komplexu GP Ib/V/IXTrombocyty jsou schopné
adheze ke kolagennim vlakn i piimo pomoci komplexu receptbrGP la/lla. Na
adhezi se krothdesttek podili i struktury endotelu, plazmatické adhazigroteiny a
dale mnoZstvi a viskozita krve a velikost a tvar. o&dhezivita je zavisla lineaénna
poctu krevnich destek. [3, s. 24]

Pt vysokych stiznich silach zavisi adheze trombacye strukturdm subendotelu na
VWI. Ten se vaze na receptory na GP Ib v kompleRull@V/1X. Pti nizkych stiznich
silach adheze na tomto faktoru nezavigWf se navaze jen na komplex GP Ib/V/IX.
Adheze nfize probihat i $ blokaci GP llb/llla a takto probihd i u paciént
s Glanzmannovou chorobou. [6, s. 110]

Kdyz se trombocyt setkd s kolagenni nebo subenditiestrukturou, Bhem rékolika
malo sekund z#mi swij tvar diky tvorlg vybézki (pseudopodii) fiine k povrchu.
Béhem tohoto procesu seude trombocyt z#tSit az na desetindsobek svézmé
velikosti. Ri ptitomnosti hdecnatych kationi se zvySuje adheze deéstk na kolagen az

pétindsobr. Rychleji jsou trombocyty navazanylubSimi vrstvami cévni &y,
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predevSim elastinem, svalovymi ikami, subendotelidlnimi mikrofibrilami a
kolagenem. [6, s. 110]

Pokud dojde k obnazeni cévni vystelky, dochazileadtrombocyi pomoci komplexu
GP Ib/V/IX. Ten se navazen na vVWf na obnazené cgmd. Tento komplex se sklada
se ¢tyt glykoproteinovych podjednotek GPah GP I3, GP V a GP IX. Komplex
obsahuje také vazebné misto pro trombin, kteryzélkumodulaci destkové odpo¥di

k trombinu. Komplex GP Ib/V/IX adherujpomoci vazby GP Ib na doménu AA VWH.
Ten je es doménu A3 vazan ke strukturam kolagenurisomnosti a- trombinu
prok¢hne navazani k A1 doménpiiblizné trojndsobnou rychlosti. Neaktivované
trombocyty se mohou navazat na fibrin nebo na gmsevazany fibrinogen.
[6,s.111-112]

1.2.3.3. Agregace trombocytu

Agregaci nazyvame vzajemné shlukovani tromhocitochazi k smu diky
zmeéné konformace glykoproteinové struktury GP llb/lllao pobsazeni recepior
agonisty na membré&ntrombocytu. Znina konformace umadje vyvazani molekuly
fibrinogenu nebo vWf mezi éwma receptory GP llb/llla na dvouianych krevnich
destékach. Destiky se f#i agregaci spojuji nejprvei@s receptory v pseudopodiich.
Tento jev se nazyva primarni agregace. V jehibdu se destky spojuji pouze
cast&né mensim pétem glykoproteid llb/llla. [3, s.21]

Pokud dojde k sikSimu aktiv&nimu impulsu, krevni desity se spoji dsrgji. Tento
d¢j je nazyvan sekundarni agregace. Dochazi k odi¥t&iho p&tu glykoproteinovych
receptoét a v trombocytu prodhnou jiz nevratné zemy. Agregované krevni desgky

se rozplyvaji a poté splyvaji navzajem. Tento psgeenazyvan viskdzni metamorfoza
trombocyft. [6, s.113]

Agregace ve &Sin¢ pripadi nasleduje az po adhezi, aleize byt vyvolana i
samostatt Ffimo ji miazZe zpisobit fada induktoi, nag. ADP, TXA;, kyselina
arachidonova, kolagen, adrenalin, trombiwvasopresin, serotonin, PAF a dalSi
induktory. Pro aktivaci destk pomoci ADP slouzi purinergni receptor P2Y. Tento
receptor je podobny GP llla. ADPugobi zaroveé s rékolika dalSimi latkami. TXA
muze pisobit gres dva rozdilné receptory. Kolagetiza trombocyt aktivovat pouze ve
své polymerni strukie a je nutna fitomnost ADP. Nejprve trombocyty adheruji na

kolagenni vlakna a po obsazeni recaptitochazi k vyvolani agregaiho signalu.
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[10, s.201]

Ucinkem protromobinazy na protrombin na povrchu dektivznika trombin. Ten
destéky muze aktivovat diky protedzou aktivovanému recepffliR-1 a @sobi také
na receptor GP Ib. Automaticky vyvolagregaci adrenalin, pokud jéeglratena jeho
fyziologickd koncentrace. iBobi fFes a2 adrenergni receptor pomoci G proteinu.
Dochazi k zesileniginku dalSich destkovych aktivatod. [6, s.114]

Kdyz dojde k navazani aktivatoru na receptor na bramt trombocytu, odkryji se
vazebna mista receptoru glykoproteinu llb/llla. &ktivnich trombocytech se tyto
glykoproteiny vyskytuji vols. Pokud dojde ke stimulaci trombocytu a naslednému
uvolréni vapenatych katiofif glykoproteiny seaktivuji a nastane z&éna konformace.
Béhem této zrény vnikne komplex receptdrGP llb/llla vytvai se vhodné podminky
pro navazani fibrinogenu. Glykoproteinovy komplelb/lla se tadi do rodiny
desttkovych adhezivnich integrinovych receptorkteré se uvaluji, pokud dojde
k adhezivni reakci. Tyto receptory se skladajékmolika casti — intracelularni domény,
transmembranovéasti a extracelularni domeény. [3, s.21]

Pokud se krevni deska nachazi v klidu, receptor nemilig velkou afinitu

k fibrinogenu. KdyZ se deglia aktivuje, povrchova denzita recepiitd&P IIb/llla se
zvySi. Receptory se uvalji z denznich a- granuli trombocytu. Receptor se aktivuje
diky konforma&ni zmené jeho dvou extracelularnich ramének. Na glykoprutey
receptor lIb/llla se vazou t§asti fibrinogenu, které obsahuji sekvence Arg-Gly-Asp a
zérove | dodekapeptid karboxylové€asti y-fetézce fibrinogenu. Na tento receptor se
ale mize vazat i vWHI, fibronectin, vitronectin a trombosin. Trombocyty jsou
spojovany nistky pres fibrinogen. Pro tuto vazbu maji velky vyznam dmre
karboxylové skupiny gamdetzci ve fibrinogenové D domén Jeden trombocyt
obsahuje agtyticet tisic vazebnych mist pro fibrinogen. [10, 3P1]

Zesilit agregéni signal nizeme vice induktory. Pdtmezi 8 ADP, TXA; a PAF. ADP
se uvohuje z poruSené tké&na dochézi k primarni agregaci. Tato reakce jendrat
Trombocyty se spojuji ips aktivovanéglykoproteinovécasti. Pokud neni signal od
ADP dostatené silny, vrati se desiky do pavodniho stavu. Membranové receptory,
slouzici ke zprosgtdkovani reakce destk na ADP se nazyvaji P2Y. Pokud je
koncentrace ADP nadale dostai& vysokd nebo pokud jsou receptory obsazeny
dalSimi induktory, dojde k sekundarni agregaoigranula secernuji trombospondin a
fibronektin, coz je dlezité ke stabilizaci vazby fibrinogenu na déstich. Denzni

granula vyliji swij obsah, kde se nachazi zasobni ADP, a kyselinehig@ova se
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pieneni na TXA. Trombocyty jsou vésném kontaktu a reakce je nevratna. Trombocyt
muze byt ovliviovan rekterymi druhy prostaglandin které jsou derivaty kyseliny
arachidonové. Ta se vtrombocytu uuwge z membranovych fosfolipid deacylaci,
kterou zprosedkuji fosfolipazy. Uvoldni kyseliny arachidonové stimuluje
noradrenalin, vasopresin a bradykinin, inhibovémakprtikosteroidy. Aby z kyseliny
arachidonové vznikl TX4 musi byt jeji metabolismus zafa tiznymi stimuly, nap
trombinem, kolagenem nebo ADP. TXAasleds aktivuje dalSi trombocyty, vaze se
na specifické receptory na povrchu déstia dava tim signal k agregaci. Po stimulaci
trombocytu se vytwh PAF, platelet activating factor. DokaZze désyi aktivovat
nezavisle na ADP a TXA[6, s.117-121]

Uvolnovaci reakce z#éna vypuzenim obsahu nejpree a poté i denznich granuli.
Trombocyt dostava kulovity tvar, granula segouvaji do jeho centra, zatimco jejich
obsah je secernovan ven ziky pomoci kanalkového systému. Fvee a uvaluji
dalSi aktivé&ni latky, zejména ADP a TXA které agregaci zesiluji, adrenalin a
serotonin, které vyvolavaji vazokonstrikci a dalidiky, které zasahuji do procesu
srazeni krve. Satasti procesu je také kontraktilsiystéem destky. [6, s.122]

Posledni reakci, kterou de$td v procesu srazeni krve prochazi, je retrakcéy Di
pusobeni cytoskeletalniho aparatu trombocytu docHhdezistazeni trombu. Timto
procesem se znovu uvolnigghodnost cévy, ktera byla uzana hemostatickou zatkou.
Schopnost retrakce maji pouze zdrave & plmkeni trombocyty a vyzaduji fjifom
znané mnozstvi energie, dodavané formou ATP. Sérumytlaci ze stahujiciho
koagula. Vazba fibrinogenu na aktin pomoci GP lla/podporuje retrakci koagula a
kontrakci s¢ny cévy. [3, s.21-22]

1.3. Poruchy trombocyfi

Poruchy krevnich desgk jsou jednou ziéin vzniku krvacivych staw.
Souwasre muze byt znénén jako pdéet, tak i funkce destek. Oboji vede k naruSeni
tvorby hemostatické zatky a nedostat® koagulaci. Rozidujeme je na poruchy
kvantitativni, gicemz sniZzeni pau trombocyfi nazyvame trombocytopenie, zvySeni
trombocyt6zy nebo trombocytonemigi Poruchach kvalitativnich je naruSena funkce

destéek a nazyvané je trombocytopatie. [12, s. 99]
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1.3.1. Poruchy kvantitativni

Trombocytopenii nazyvame sniZzenipokrevnich destek pod 100.181 krve.
Dle paitu trombocyl v obvodové krvi rozélujeme trombocytopenii na lehkoufip
které je poet destiek snizen na 90-130.30 sttedni s hodnotami 50-90.¥Da &Zkou,
kdy klesaji destky pod 50. 181 . [12, s. 101]
Trombocytopenie rozdujeme na vrozené, neboli primarni, a ziskané, kebo
sekundarni, které provazeji jiné patologické staRgimarni trombocytopenie ine
vznikat z divodu gedcasného zaniku krevnich desk. Nazyva se periferni, tvorba
desttek je v deni normdlni, ale vkrvi jsou desty spotebovany p zvySené
koagulaci anebo jsou rychleji odbouravany. Druhygpetn je trombocytopenie
centralni, vznika z nedostéte produkce desgk, pd@et megakaryocyt je v kostni
dieni snizen a néasledinje i méré desttek v cirkulaci. Tretim typem primarni
trombocytopenie je zadrZzovani krevnich deftive slezit, nazyvané také sekvestrace.
[3, s. 66-68]
Trombocyty se krorh procesu koagulace podili na nepropustnosti cétsmy spro
erytrocyty. NefastjSim pfiznakem trombocytopenie je tedy krvaceni daeka sliznic.
Pri poruSe primarni hemostazy nachazime drobné vitewy do Kize, petechie. &kdy
ale mize byt i vyrazné sniZzeni trombogyiezgiznakové. [1, s. 153]
Mezi trombocytopenie ze snizené produkttembocyfi fadime ®gkolik vrozenych
chorob, které seasto vyskytuji dohromady s dalSimi anomaliemédDse nejastji
jako autozomakh dominantni nebo recesivni onem#&ch Jsou to Fanconiho anémie,
May-Hegglinova choroba, kdy dochazi k poruSeyzravani megakaryoadyt a
Aldrichova-Wiskottova choroba, autoimunitni oneméun kdy je produkovano malo
destéek a nachazime hlagporuchy imunity. [11, s. 137]
Ziskané trombocytopenie ze snizené produkce mohbriinmé Ficiny, nag. pisobeni
chemikalii, 1€k, proctlani infekce anebo v ndvaznosti na jiné onemncnToxicky
pusobi na megakaryocty niagchlorothiazid, alkohol, cytostatika. Virova onerméni
pusobi represivé piimo na megakaryopoézu. Megakaryocyty mohou byt mistem
replikace vii nebo mohou byt poSkozeny virovymi endotoxiny. Dal&a
megakaryocyty mohou negatipusobit rekteré €Zké kovy, leukemie, metastazy nebo
nedostatek kyseliny listové a vitaminu,B[1, s. 159]
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Trombocytopenie ze zvySeného zaniku d@egtimohou byt imunitni povahy a jsou
vyvolany auto- nebo alo- protildtkami. Autoprotikt mohou byt zamieny proti
trombocytim anebo proti cévni &t¢. Desttky se ve zvySené i@ rozpadaji, protoze
maji membranu posSkozenou protilatkami nebo imumirkiomplexy. Tyto autoimunitni
trombocytopenie mohou mitiginu zndmou, vyvolanou napéky, €hotenstvim, AIDS
nebo jinymi autoimunitnimi chorobami. Pak je o&mame jako sekundarni
autoimunitni trombocytopenicka purpura. Pokudof&ina zvySeného rozpadu destk
neznama, nazyvame tento stav idiopaticka trombpeyticka purpura. [3, s. 70]

V piipact tohoto onemoctni si pacient vytv autoprotilatky proti vlastnim
trombocyfim. Ty se vazou na jejich membranu. Formgenbyt akutni nebo chronicka.
Akutni se objevuje néastji po virovém onemockni, miZze dojit ke spontanni remisi
nebo gechodu do chronické faze. V krvi nachazime cirkaluymmunokomplexy, kde
antigenem byva virus, ktery vyvolaligdchozi infekci. Chronickd formaétginou
neohrozuje pacienta na Zzi¥otNachazime pfi ni autoprotilatky proti antiggm
krevnich destiek. Toto onemoami se I€i podavanim imunosupresiv, které potip
tvorbu protilatek. Satasti I€by je i potl&ovani krvacivych projey, provazejicich tyto
chorobné stavy. [1, s. 160-162]

Trombocytopenie aloimunitni vznikaji & inkompatibilit¢ destékovych antigefi u
darce a fjemce nebo u matky a ploduii Rhronickém onemocmi jater, zejména
cirhdzy, nachazime trombocytopenie neimunitni pgvétil, s. 143]

DalSim typem trombocytopenii jsou trombocytopenge zvySené spigby krevnich
desttek. Do této skupiny p#t tromboticka trombocytopenickd purpura, zavazné
onemocgni celé krevni cirkulace, které bezilhy vede k umrti pacienta.ilde se
pokladalo za neldtelné, dnes se & plazmaferézou. Na vzniku onemeéon se podili
deficit metaloproteinazy a krozvoji the dochazet po prétani infekeniho
onemocgni, v €hotenstvi, po podani lékpo @kovani. [1, s. 162-163]

DalSim podobnym onemoémim je hemolyticko-uremicky syndromiiPném krevni
destéky vytvéi agregaty, které posSkozuji ledviny a ty selhavAktivuje se krevni
srazeni, vytvl se tromby a dochazi ke #mam endotelu cév. Erytrocyty na&m
hemolyzuji, vyplavuji koagul&né aktivni latky a ty dale aktivuji proces krevniho
srazeni. Hemolyticko-uremicky syndrom sé&i lgodanim infuze plazmy. [11, s. 145]

Pti diseminované intravaskularni koagulopatii docHénitrocévni aktivaci koagulace,
spotebovavaji se ve zvysSenéimmitrombocyty, vytvéeji se mikrotromby a kostnireh
nestai tvorit dostatek destek. [11, s. 145]
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Trombocytopenie rive vznikat i ze zvySenych ztrat krevnich deti Maze k nim
dochazet po rychlém nahrazeni objemu krve, kdyareal/ské krvi neni dostaiey
pocet trombocyi. DalSi gicinou miZze byt mimoglni obeh pii operaci, kdy je snizena
teplota krve a desiky zanou spontanh adherovat a agregovatii&nou byva i
splenomegalie, degky se ve slezi ve zvySené nie ukladaji a v obvodové krvi
nalézame trombocytopenii. [1, s. 164]

V prab¢hu &by heparinem se #iie objevit heparinem indukovana trombocytopenie
(HIT), kdy dochazi k aglutinaci zistodu reakce heparinu s trombocyty. Tento stav se
nazyva HIT-1 a neni nebezpy. VzacrjSi a nebezpméjsi je HIT-2, spojeny
s trombd6zami. B tomto stavu vznikaji imunitni komplexy heparinawwoprotilatkami,
které pisobi na aktivaci a agregaci désk. Je nutné Uplné vysazeni heparinu a
podavani jiného typu antikoagulancia. [3, s. 71-73]

Trombocytéza je stav, kdy v obvodové krvi nachazimgSené mnozstvi krevnich
destitek na hodnoty 400-600.30 v nkterych gripadech az 1000.30 V kostni deni

je wtSinou zvysSeny piet megakaryocyt K tomuto stavu dochazitipinfekci nebo
zaretu, splenektomii, kdy chybi sekvestrace dedtive slezi, po masivnim krvaceni,
u rekterych nadak jako je Hodgkinova choroba a po zvySené namageba wtSinou
neni nutna, trombocyt6za je sekundarni, po od&tigarvotni @iciny vymizi.

[3, s. 74-75]

Trombocytemie je trvalé zvySenifio trombocyit na hodnoty 600-1000.90 nekdy i
vySSi. Ricinou je myeloproliferativni proces — chronickd ngdhi leukemie, prava
polycytemie a esencialni trombocytemie. [1, s. 170}

1.3.2. Poruchy kvalitativni

Trombocytopatie, fundni poruchy krevnich deggk, se vyzné&uji vétSinou
normalnim poétem trombocyd, ale jejich zminénou funkci, strukturou nebo
metabolismem. Poruchy mohou vrozené nebo ziska@es[ 119]

Vrozené trombocytopatie jsou vzacnéitdinou g nich nachazime kozni a slizni
krvaceni. Byvaji satasti dalSich onemoéni. Poruchou membrany trombocytu se
vyznauji Glanzmannova-Naegeliho trombastenie a Befna&buliefiv syndrom. B

Glanzmanno#-Naegeliho trombastenii dochazi k porusSe dkstié zatky kwli defektu
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membranovych glykoprotein lIb/llla. Bernard-Soulielv syndrom se vyzraje
poruchou hemostatické zatky, kdy nedochazi k adhezibocyt. [12, s. 130]

DalSim onemoatnim miZe byt porucha skladovacich granul trombécyamfadime
poruchu skladovaciho poolu nebo syndrom Sedychice&stkde nachazime snizeny
pocet nebo Uplné vymizeni-granul destiek. Ty pak gezivaji kratSi dobu a maji Sedé
zabarveni. Do tétoskupiny pati syndrom Hémanského-Pudldi, pii kterém nejsou
destEky schopné dostataé tvorit nebo uvohovat ADP z denznich granuli. Desibva
zatka se netwd dostaténe. [11, s. 152]

DalSi poruchy mohou byt v nedostatesti enzyni, mobilizaci nitrobusé¢ného
vapniku, odpogdi na TXA; nebo v uvatovaci reakci. [1, s. 167-168]

Ziskané trombocytopatie vznikajiétginou sekundagn v diasledku jiné primarni
poruchy. Nachazime j&astji nez trombocytopatie vrozené, krvacivé projevywdy
mirné a neni nutné je dé Ziskané .trombocytopatie se objevuji u
myeloproliferativnich onemoeni, kdy se tvéi nefunkni nebo poskozené dedty.
Dale je nachazime u lymfoproliferativnich onemsrdn kdy se na membranu degly
vazou patologické bilkovinyDalSi gi¢cinou mize byt anémie, kdy na funkci destk
pusobi toxické zplodiny, vznikajicifpurémii. Trombocytopatie G¥e byt i polékova,
kdy dojde k atlumu tvorby deggBk nap. pri uzivani cytostatik, vysokych davek
antibiotik, antipyretik nebo analgetik. [3, s. 79;s. 170]

1.4. Metody stanoveni trombocyid

Pti laboratornich metodach je pro sledovani spraumkde trombocyt vzdy
vyuzivana plnéd krev nebo plazma bohata na #lestiPRP — Platelet Rich Plazma).
ZjiStuje bul’ piimou adhezi destek, nebo tzv. retenci, kde se projevuje s@®
adheze a agregace. Retrakaizeme laboratoh stanovit v plné krvi, kde se d&fi
mnozZstvi vytlgené tekutiny, anebo v plazrbohaté na desky, kde néfime schopnost

smrseni sloupce, vytvieného z trombocyt [13, s. 176]
1.4.1. MEreni adheze

U trombocyti miZzeme ndiit jejich schopnost adheze. Pouzivame ktomu

plazmu bohatou na de&ty, nativni nebo nesrazlivou vendzni krev. D#stimohou
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adherovat na povrchy nefyziologické, ¢egtji sklenéné kulicky, nebo na povrchy
fyziologické, kolagenni vidkna. eme zji§ovat gimou adhezi trombocft anebo
jejich retenci, kdy réfime sodasre jejich schopnost adheze i agregace. [3, s. 145]
Ptimou adhezi trombocigt métime metodou podle Fredina. Eithme destky
adherované na t&ité ploSe skkika, které je pon@né do plazmy bohaté na dékti.
Poté stanovujeme pet destiek v této plazmy pred a po adhezi na skkio. Rozdil
v jejich patu vyjadtuje schopnost adheze désk a nazyva se index adheze. Tato
metoda se jiz &Sinou v praxi neprovadi. Hodnoty byvaji snizenpina trombastenii,
von Willebrandovy choroby, urémii. [13, s. 176]

In vitro miZzeme simulovat spojeni jednotlivyctiestéek mezi sebou prastdnictvim
vazby receptdr komplexu GP 1b/V/Ix na molekuly vWf pomoci indukitoristocetinu.
Je poteba toto provait v plazné bohaté na desky. Desttky takto monitorujeme

v agregometrii. [13, s. 177]

1.4.2. MBfeni retence

Pro n&feni retence tromboaytpouzivame metodu podle Hellema. Déstise
pacitaji elektronicky ped a po pasazi na sloupec se &ayén povrchem, kterym byva
negastji vrstva sklegnych kulicek. Trombocyty prilnou k jejich povrchu. Mtitkem
retence destek je koeficient retence. ZvySené hodnoty reten@ehézime u
trombotickych stafr, snizené u trombocytopatii. [12, s. 184]

1.4.3. Méfeni agregace

DalSim parametrem, ¢fenym u trombocy, je jejich schopnost agregace. Ta
vétSinou nasleduje po adhezi, algiza byt i vyvolana fisobenim induktdr jako je
ADP, TXA,, kolagen, adrenalin, trombin, kyselina arachidénav dalSi. Agregaci
sledujeme v plazthbohaté na desky nebo v plné krvi. MZeme sledovat agregaci
spontanni, bezfmani stimulujicich latek nebastimulovanou po fidani induktod.
VySefteni samovolné agregace vyuzZivame tkpeu zvySené aktivity tromboayt
Sledujeme zrnu optické hustoty v agregometru. Stimulovanou gage pouzivame
k vySeteni funkce destek. Jako induktory ijfidavame ADP, trombin, ristocetin,

kolagen, adrenalin nebo dalsi latky. [12, s. 183]
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Pristroj agregometr poté sleduje &mu optické hustoty nebo lze pouZzitéimni
impedarini, @i kterém destiky prilnou na senzory, jejich agregace je poté detekavan
diky zvysSeni elektrického odporu meziédva elektrodami. V optickych agregometrech
vyuzivame plazmu bohatou na désyi, impedadni mohou pracovat s plnou krvi.
Vysledkem je agregai kiivka. VySeteni stimulované agregace pouzZivameipgok
podezeni na krvacivé stavy z poruchy funkce desti Agregaci nachazime snizenou u
ziskanych trombocytopatii jako je uremie, abusualemiik, antikoagukni |&ba,
myeloproliferativni stavy, leukemie nebo u trombmpatii vrozenych, jako jsou von
Willebrandova choroba, syndrom ideanského-Pudldlv nebo May-Hegglinova
choroba. [13, s. 177-180]

1.4.4. MEreni latek uvolrénych z trombocytu

Muzeme také vysstvat cirkulujici destikové agregaty, kdy pitame destky
ve dvou fiznych roztocich. Jeden je pufrovany roztok s EDTdxuhy obsahuje EDTA
s formalinem. Formalin fixuje degkové mikroagregaty, které se poté pentrifugaci
odcli. V druhém roztoku k tomuto nedochazRo centrifugaci zjistime get desitek
v obou roztocich a vygteme index cirkulujich mikroagredgéat Toto stanoveni se
pouziva pi sledovani trombofilnich stéiva tromboembolické nemoci. Kikazu
zvySené aktivity trombocyt pouzivame vySé&ni syndromu lepivych desgk.
K desttkam gidavame podprahové hodnoty induktol zdravych destek nedochazi
k agregaci, zatimco syndrom lepivych désti se vyznéuje jejich hyperagregabilitou.
Onemocgni se ddi autozomalé dominant® a dochazi  ném k tromboembolickym
piihodam. [13, s. 181-182]

Méfit mazeme i aktivani pasobky krevni destky, jako je PF-4, uvdlovany po
aktivaci za-granuli destiek a vazajici heparinK jeho stanoveni pouzivame da$tji
imunochemickou metodu ELISA. Vy$ehi pouzivame u diagnostiky trombocytopatii.
DalSi latkou uvalovanou zu-granuli je-tromboglobulin, k jeho stanoveni se réin
pouziva ELISA a jeho zvySené hladiny nach&zime awistspojenych s aktivaci
trombocyfi, jako je infarkt myokardu, embolie, ZzZilni trombozaiseminovana

intravaskularni koagulopatie. [4, s. 73-74]
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Tromboxan B je latka vznikajici z TXA, produktu metabolismu kyseliny
arachidonové. Nrime jeho hodnoty vplazén a v mai, abychom posoudili

antiagregani l&bu kyselinou acetylsalicylovou. [13, s. 183-184]

1.4.5. Sledovani primarni hemostazy

Hned poté, co se plna nativni krev dostane z cévi#tisté, dochazi
k hemostaze. Vytud se hemostaticka zatka a poté dojde k retrakainkh® koagula.
Podobné procesy probihaji i v plazivohaté na desty. Béhem nich dojde k vypuzeni
nitroburééné tekutiny z krevnich des&ék. Laboratord stanovujeme objem této
tekutiny, abychom zgftili G¢innost kontraktilniho systému de#ty. Snizené hodnoty
nachazime u nemoci, kde je kontraktilni systém i¢lgstpoSkozen, jako jsou
trombocytopenie a trombastenie. [5, s. 379]
Ke sledovani primarni hemostazy vyuzivandkatik pristroja. Jednim z nich je PFA-
100, ktery m&ii funkci trombocyli pii tvorbé hemostatické zatky. ¢Btroj simuluje
proces adheze a agregace tromhboypiipact poraréni cévy. Destikovy trombus
uzavira otvor v bioaktivni membrénpotazené induktory VySeteni vyuzivame i
podezeni na krvacivy stav vyvolany poruchou funkce desti[2, s. 96]
Multiplate je dalSi pouzivanytistroj slouzici k celkovému vy&eni funkce trombocyt
v plné nesrazlivé krvi a k monitorovani antiagr@galécby. Pouzivame impedani
meieni, destiky prfilnou na senzory potazené induktory a jako vysledékame
agregani kiivku z kazdého nriciho kandlu s rozdilnym induktorem. figtroj
pouzivame k detekci fukhkich poruch desttek, jejich zvySené nebo snizené
agregability. Mizeme tak zachytit onemaogm jako Glanzmannova trombastenie nebo
Bernardiv-Soulieffiv syndrom. [13, s. 187-189]
Pristroj IMPACT-R testuje funkci tromboaytza gedem definovanych fyziologickych
podminek. Zjisujeme adhezi a agregaci désk na povrchu polystyrénové misky za
podminek laminarniho proadi. Uplatiuje se pitom von Willebrandv faktor,
glykoproteiny llb/llla a fibrinogen. Zji&je abnormality hemostazy jako je
trombocytopenie, Glanzmannova trombastenie a afiggnémie. ®stroj také slouzi
k rychlému monitorovani odpédi pacientt na antiagregai l&bu. Na principu
optické agregometrie je zalozetiigiroj Verify now. Slouzi k celkovému posouzeni
funkce destiek a k monitorovani antiagreggd I&by. [13, s. 190-191
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2. CILE PRACE

1. Porovnat vysledky vy&eni pomoci fistroje PFA a agregometru pro stejnou
skupinu pacierit

2. Zjistit, ktery gistroj je pro kzné pouzivani vhodsi nebo zda je vhodné pouzivat
oba pro dopiujici se vysledky

3. Popsat vyhody a nevyhody pouzivaschto gistroja, jako pgresnost vysledku,
rychlost provedeni gteni, cena a natoost udrzby
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3. METODIKA

3.1. Pouzité (Fistroje a reagencie

3.1.1. Ristroj PFA

3.1.1.1. Charakteristika gristroje

Pristroj PFA zji$uje funkci trombocyt z nesrédzlivé (citratové) plné krve.
Pristroj rychle vyhodnocuje vysledek a je zaloZen Kratzerow/Bornow metoc.
Vyuziva se k zjiBovani dysfunkci krevnich de&tik. Ty mohou byt édicné, ziskané
nebo zfisobené inhibitory, tromboaoyt Negastji detekujeme pomoci PFA uremii a
von Willebrandovu chorobu. Dale ttheme zjistit uzivani |&k s obsahem kyseliny
acetylsalicylové (nap aspirin, ibuprofen). [13, s. 185; 14]

Pristroj simuluje proces adheze a agregaci pomocukimdi v meétici cartridgi.
Cartridge se sklada z kapilary, zasobniku na vzaréiochemicky aktivni membrany,
kterd ma ve svém centru kruhovy otvor. Vzorek kpwaechazi ze zasobniku kapilarou a
dale otvorem v bioaktivni membrgn pokryté induktory, které aktivuji deskiy.
Trombocyty jsou v tomto procesu vystaveny velkyecim silam. Kolagen, kterym je
bioaktivni membrana potaZzena, je subendotelidloiepr, spousjici adhezi krevnich
desttek. Trombocyty se na kolagenu zachytavaji a aktselj[13, s. 185-187]

Dale se na membréanvyskytuje epinefrin nebo ADP, které se také poajiypro
aktivaci krevnich destek. Desttky se aktivuji a po kontaktu s ADP nebo epinefrinem
dochazi k uvalovani granul. Poté dojde ke vznikagregatu trombocyt diky jejich
adhezi. Jako #fitko funkce trombocyt se pouziva proces jejich agregace a tvorba
zatky na membran Tato zatka zfisobi sniZzeni a poté zastavenitpku krve. [16]

Pristroj meii dobu od z&tku reakce do uz#éeni otvoru membrany (CT - closure time)
a tim sleduje spravnou schopnost adheze a agrégaakeocyfi. Tvorba trombocytové
zatky je ovliviena nizkym poétem trombocyd, jejich snizenou funkci nebo &ha
témito faktory. Dale mize dojit k ovlivieni diky nizké plazmatické koncentraci vVWf a

nizkym hematokritem, ktery ovlivije proudni krve. [13, s. 186; 15]
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Obrazek 1: Pristroj PFA
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3.1.1.2. Testovaci cartridge

Pristroj PFA-200 ma it typy testovacich cartridgi pro zj&ti dysfunkce
trombocyfi v pIné citratové krvi. Testovaci cartridge obsatiukolagen a epinefrin
(PFA COL/EPI) se pouziva pro zggii poruchy funkce krevnich destk, které jsou
vyvolany vnignimi poruchami, von Willebrandovouchorobou nebo latkami,
pusobicimi proti agregaci. Testovaci cartridge obgahwkolagen a ADP (PFA
COL/ADP) se pouzivaip abnormalnim vysledku s testovaci cartridgi PFA/E®I.
ZjiStujeme, zda mohl byt abnormalni vysledekisgben uzivanim Iék s obsahem
kyseliny salicylové. Teti cartridge slouzi k monitorovani ¢y clopidogrelem.
Refererni rozmezi pro zdravého jedince se lisi dle typtricee. [14; 17; 18]

Obrazek 2: Testovaci cartridge
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3.1.1.3. Postup ré&ieni

Priprava pistroje:

Zapnula jsem fostroj PFA a nechala ho 15 minut vytemperovat n@G@7Ristroj ma
integrovanou dotykovou obrazovku. Na ni jsem Klikka ,pihlasit se”. Vyplnila jsem
uzivatelské jméno a heslo. [17; 19]

Udrzba gistroje:

Pristroj vyZzaduje 3 typy udrzby. Prvni Gdrzba je ¢geg solution — promyti
fyziologickym roztokem. Druh& udrzba se nazyva sett a posledni adrzhgsti o —
krouzek. Promyti fistroje a self — test se provadi denmanualnitisténi o — krouzku

1x tydre. Pristroj nas sam navadi a dava nam dole napdkyny na provedeni udrzby.
Provedla jsem prvni udrzbu — trigger solution. \i@jsem do pozice A promyvaci
cartridge, po promytiijstroje jsem ji vyjmula. Promyvaci cartridge je viae pouZiti.
Poté jsem provedla self test — promyvaci cartrisgakuovou nadobkou jsem vlozila
do pozic A i B. Dale jsem vlozila molitanovou po#uss ti kapkami isopropanolu do
prohlubré karuselu. Estroj zkontroluje utésnéni vakua. Po spravném provedeni testu
je vidét v cartridgi kapka na #du filtratniho papirku — signalizuje spravné pipetovani
startovaciho roztokuCistici podudku jsem odstranila pinzetou, kazetunjsgjmula

z karuselu. [19; 20]

Nasledr jsem provedla poslediést udrzby, v¥istila jsem manuako — krouzek. Do
karuselu jsem vloZila servisni nastroj pro o - ekl Ristroj vynda o — krouzek do
pozice remove, Wstila jsem krouzek manualnpomoci destilované vody a vloZila
jsem ho zpéatky do pozice install. Pocisgeni o — krouzku vyZadujeifstroj ogtovné
provedeni vakuum leak testu — kontrolasmni vakua. Znovu jsem vlozZila promyvaci
catridge do pozice A a provedla tento posledni tddaje o manualnim ¥isteni o -
krouzku jsem uloZila do historiefiBtroj je nyni pipraven k n&eni. [17; 19]

Vlastni neteni:

Z lednice jsem vyndala cartridge prasini a nechala ji vytemperovat na pokojovou
teplotu. Na obrazovku do pozice A jsem zadala Ugajgenta — ID, jméno pacienta,
nazev oddeni, pozadujiciho vySeini. Do pozice A jsem vloZila &fici cartrige.
Vzorek krve pacienta jsem promichalikrat otatenim zkumavky, nesmi séepat,

piistroji vadi bubliny. Do cartridge jsem napipet@/&O00 ul piné krve. Na obrazovce
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jsem zadala ,start“. Inkubace krve probiha 150 sdkuDalSich max. 300 s probiha
meieni ,closure time" €as uzaveni kapilary. Pokud by nifeni trvalo déle nez 300 s,
napiSe fistroj na obrazovku, ze k uzawni kapilary nedoslo. Vysledek ¢eni se
vytiskne gimo z gistroje na malém pai@. Vysledky zalohujeme na externi disk flash,
vstup je souiasti istroje. Po zréeni vSech vzork jsem znovu provedla udrzbu
pristroje promyvacim roztokem — vlozZila jsem promyivaartridge do pozice A.
Vypudi se zbyla tekutina Zigtroje. Promyvaci roztok jsem Zigtroje vyjmula. Na

obrazovce jsem klikla na shutdown, na zadni stjsem gistroj vypnula. [17; 19]

3.1.2. Agregometr

3.1.2.1. Charakteristika gristroje

Pristroj agregometr slouzi kdovani funkinich poruch krevnich desgk,
vrozenych nebo ziskanych. Pomoci agregometru takgemme sledovat dinnost
antiagegani l&by. Snizenou agregaci pozorujeme u ziskanych i(napisobené
lé¢bou) nebo vrozenych (von Willebrandova chorobantsocytopatii. [13, s. 187; 21]
M¢éteni agregace je zaloZeno na turbidimetrické Bafnoetod. Agregometr je
specialg upraveny nefelometr. Pracuje na principu stimuhdva@gregace (shlukovani
krevnich destiek) induktory in vitro. Mieni probiha v plaztnbohaté na desky.
Sledujeme zrmu optické hustoty éhem agregace. Paiigani induktoru do plazmy
bohaté na desky se n&ni prichodnost sétla vzorkem vlivem tvorby des#ovych
agregai. Suspenzi krevnich destk prochazi paprsek intrerveného sitla o vinové
délce 950 nm. Tato zna se zaznamenav&hem agregace nadasovém Useku na
agregani kiivce. Kiivka kazdého induktoru ma rozdilnou barvu. [3, 45-146; 13, s.
187-189]

M¢tici ¢ast ristroje se sklada z&yi meticich kanak schopnych pracovat zaravee
stejnou plazmou, al€tyimi rozdilnymi induktory. Sowtasti fistroje je pditac s

oper&nim systémem Windows XPE a tiskarna. [21]
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Obrazek 3: Pristroj agregometr
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3.1.2.2. Charakteristika induktora

Pracujeme seétyifmi induktory. Pro skteré induktory je na membré&rkrevni
destéky vice receptar. Zalezi na koncentraci induktoru, ktery recepter absadi.
Agregace stimulovana ADP zavisi na koncentra@dgmého ADP. Tento induktor
pusobi jako aktivator krevnich destk. V organismu se uvalije z poSkozenych
trombocyfi, erytrocyfi a cévni siny. ZvySuje agregaciPro ADP existuji na membran
trombocytu dva receptory P2¥a P2Y,. Prvni se obsazuje receptor R2Yyvola se
primarni vina agregace, dojde k uvaih jen C&*. K tomuto dochazi i nizkych
koncentracich induktoru. Na membé&tnombocytu se exprimuje a aktivuje pouze mala
cast glykoproteinovych kompléxGP llb/llla. Pokud je koncentrace induktoru vyssi,
obsazuje se i receptor P2YDojde k vyvolani sekundarnagregéni odpowdi a také
se exprimuje a aktivuje velky pet glykoproteinovych kompléx Poté dochazi
k sekreci obsahu granul. [13, s. 180; 22; 23]
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Pri stimulaci antibiotikem Ristocetinem (AGG) zaviafiregaci krevnich destgk na
funk¢nosti a gitomnosti VW, Lze pomoci ni detekovat funmlost vazebného mista Al
domény VWF na GP Ib. [24]

Pri stimulaci agregace kyselinou arachidonovou (ARéQchazi k pemené této
kyseliny na TXA 2, ktery je silné propatgd cinidlo. Po delSim stanitplaboratorni
teplog kyselina arachidonova oxiduje a ztraci inthik agregéni aktivitu, reagencie
muze ziskat i nazloutlé zbarveni. [25]

Agregace stimulovana kolagenem (COL) zavisi naaielalevnich destiek po gidani

tohoto induktoru. Kivka kolagenu poskytuje i informaci o adhezi troroytol. [26]

3.1.2.3. Postup réreni

Ptiprava reagencii pro agregaci trombdcyt

Pro néieni kazdého vzorku jsem pouzila vzdy 25 ul kazdldoktoru, pondr 1:10
objemu induktoru k objemu vzorku. [22]

ADP jsem rozpustila v 1 ml destilované vody - rdzttsahuje 200uM ADHPoté jsem
ho nechala stabilizovat 10 minut pokojové teplat. Pred neéfenim jsem ADP nadila
1:2 fyziologickym roztokem. [23]

Ristocetin (AGG) jsem rozpustila v 6,6 ml fyziologého roztoku a stabilizovala 10
minut @i pokojové teplat. Pracovni roztokobsahuje 15 mg/mil ristocetinu. [24]
Reagencie kolagen (Collagen Reagent) jgravena k pouziti. Roztok obsahuje 1
mg/ml kolagenu. [26]

Kyselinu arachidonovou (Arachidonic Acid) jsem ragpla v 1 ml destilované vody a
stabilizovala 10 minutip pokojoveé teplot. Roztok obsahuje 5 mg /ml ARA. [25]

Faktory ovliviwijici agregaci trombocit

Centrifugace p 4 °C zpisobuje spontanni agregaci, stefak mohou fisobit Spinavé
kyvety nebo pitomnost kryoglobulid. Méieni v dols kratSi nez 30 minut od oditu

zpasobuje necitlivost k induktém. Agregaci mohou sniZzovat fragmenty erytrécgt
leukocyt, lipemie plazmy nebo &teni v dold delSi nez 2 hodiny od odtu. Nizsi

procento agregace se objevuje i tpdrombocyt nizsi nez 150. £l nebo vy3si ne?
400. 16/ nebo pi rychlosti centrifugace pod 800 nebo nad 1200 ®&k/min.
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Hematokrit by ner#l byt niZ8i nez 0,55 a teplota nizSi nez 35 °Cni2Bi nez 7, 7 nebo
vySSi nez 8 agregaci naopak zvySuje. [21; 22]
Agregace miZze byt také ovliviina Iéky, které uziva pacient, fapspirinem. Ten dze

shizovat hodnoty agregace &kterého z induktar. [14; 27]

Ptiprava plazmy:

Krev se centrifugovalaip 800 ot&kach/10 minut. Ziskala jsem plazmu bohatou na
destéky (PRP). Odpipetovala jsem 1 ml (4x 250 ul) plazbez gimési erytrocyt a
leukocyti do zkumavky. P&t trombocylt vtéto zkumavce jsem zifila na
analyzatoru Celtac F. Cilova hodnota paramgtr250.18/ + 50.1G/1 trombocyt, pod
0,2.10/1 erytrocyti. Pokud je hodnota trombodyvyssi ne? 500.%0, vzorek je pateba
naredit plazmou chudou na desty (PPP) nebo fyziologickym roztokem. Zbytek
vzorku z mivodni centrifugované krve jsem dale centrifugovalaovu F 5300
ot&kach na 15 minut. Vznikla plazma chudé na dkgt{PPP). [21; 27]

Obrazek 4: Plazma bohata na destky (vlevo) a plazma chudad na destky

(vpravo)

myUa
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Vlastni postup r&eni:

Béhem centrifugace jsem zapnula agregometitdlam on/off na pedni desce. iistroj
se zahiva 30 minut. Inkub&ni a n#tici pozice se vytemperuji na 37 °C. Zapne se
monitor a spusti se program Windows XP. Automatisk po nastartovani gitece
spusti program agregometru SW. Zapnula jsem tisk&HRtipravila jsem si 5 kyvet
s kovovymi michadélky. [21; 22]

Do prvni jsem napipetovala 250 pl PPP, plni furtdeinku - agregace je 100%. Do
ostatnich kyvet jsem napipetovala 250 pul PRP —gage je 0%. Na obrazovce
v programu jsem kliknula na ,steni“. Mereni se spustilo. Vyplnila jsem (daje
pacienta — fijmeni, jméno, do ,Info“ rodné&islo, paet desttek (po naedni).
Zaskrtnula jsem kanalislo 1, 2, 3 ,4, napsala jméno obsluhy a Kkliklgald. [21; 22]
Prvni kyvetu s PPP (blank) jsem pré&ita postupi ve vSech kanalech. Klikla jsem
mySi na obrazovce nebo na klavesnici F1, F2, F3N&dobrazovce se tidka znenila

z PPP na PRP kanal. Naslédgeem vloZila zbylé 4 kyvety s PRP daiticich kanal.
Klikla jsem mySi na obrazovce nebo na klavesniGiF2, F3, F4, tléitka na obrazovce
se zngnila z ,PRP kanal“ na ,spustit kanal“. [21; 22]

Pozice reagenci : 1 — ADP, 2 — AGG, 3 — KOL, 4 -AARo0 s&né kyvety jsem pidala
25 ul reagencie (po¥n induktor:PRP je 1:10). Klikla jsem mySi na obrez® nebo na
klavesnici F1, F2, F3, F4, tlaka na obrazovce se Znila ze ,spustit kanal* na ,zrusit
kanal“. Méfeni jsem zastavila mezi 8 a 10 minutou, klikla jsea,stop”. Poté jsem
hodnotila ptibéh a tvar Kivky vyvolané stimulaci agregace induktory. [21] 22
Referegni rozmezi:> 60% agregace — norma, < 30% patologickyb@h kiivky -
patologicka hodnota 40% snizenal0 — 60% hrarini, > 120% hyper. [21; 22]

Ulozila jsem jméno a fijmeni pacienta, datum zpracovani, klikla jsem savg*.

Vytiskla jsem vysledky r¥eni. Ukorila jsem program. [21; 22]

3.2. Pouzité vzorky pacieni

Vzorky paciend, na kterych je viét korelace mezi vysledky &eni @istrojem
PFA a agregometrem, poskytlo Qthi Klinické Hematologie nemocnice Motol
v Praze. Bylo vybrano 13 vzarkpacient, jejichz diagn6za vyZzadovala zhodnoceni
funkce trombocyt pomoci obou fistroji. Pacienti byli rozéleni do ¥ skupin, zdravi,

s hranénimi hodnotami agregace a s hodnotami patologickymi
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K méteni jsem ze vzorku pacienta pouzila plazmu bohatodestiky v pripad méreni
agregometrem a plnou krve pro &eni gistrojem PFA.

4. VYSLEDKY

U vybranych paciefitjsem sledovala vifpac méteni agregometrem procento
agregace vzdy u kazdého &yi kanah s odliSnym pidanym induktorem § méfeni
zastaveném v osmé migutU pristroje PFA jsem sledovalkéas uzaveni kapilary na
bioaktivni membra#, potazené induktory kolagenem a epinefrinem, vysiedky jsem
porovnala, zda odpovidaji diagnéze, poppisobu I€by pacienta a zda se tyto
vysledky navzajem dofiiji nebo zda se odliSuji.

Pacienty jsem rozdila do i skupin, dle procenta agregace. Prvni skupina smienti
zdravi, druh& skupina pacienti s ngrenizenym procentem agregaceietitskupina

pacienti s velmi snizenym procentem agregace.

Tabulka 1: Pacienti s agregaci v norré (> 60% agregace norma, CT Col/Epi norma
74-145 s) [28]

Pacient %agreg.ADP | %agreg.AGG | %agreg.KOL | %agreg.ARACH | tCOL/EPI(s)
1 84,38 95,32 103,0 78,99 105
2 90,33 83,83 82,06 77,29 155
3 83,39 87,21 91,83 85,43 133
4 73,88 78,74 74,67 84,71 155
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Obrazek 5: Normalni priabéh kiivky agregace— zavislost agregace v procentech na
case v sekundachidrvena kivka — ADP, zelena fkvka AGG, modra kvka KOL,
cerna kivka ARACH)
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Obrazek 6: Normalni pribéh k¥ivky PFA — zavislost objemu krve v ul proteklého

bioaktivnhi membranou za minutu tase v sekundach
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Tabulka 2: Pacienti s hranini agregaci (agregace 40-60%), PFA prodlouzeno nad
178 s nebo v norin74-145 s [28]

Pacient %agreg.ADP | %agreg.AGG | %agreg.KOL | %agreg.ARACH | tCOL/EPI(S)
5 49,44 88,47 85,55 76,45 286
6 62,40 87,74 42,42 76,99 164
7 86,26 95,45 44,10 94,93 143
8 46,65 68,30 79,97 68,00 240

Obrazek 7: Hraniéni priabéh kiivky agregace
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Obrazek 8: Prodlouzeny pribéh kiivky PFA
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Tabulka 3: Pacienti s patologickou agregaci fagregace < 40 %), PFA prodlouzeno
nad 178 s nebo se otvor v kapddneuzaiel > 300 s [28]

Pacient %agreg.ADP | %agreg.AGG | %agreg.KOL | %agreg.ARACH | tCOL/EPI(S)
9 17,95 18,23 39,41 1,85 300
10 55,60 88.60 88,69 11,69 182
11 28,93 86,59 37,80 6,13 300
12 42,27 92,13 23,91 64,46 168
13 22,64 86,00 92,02 71,01 176

Obrazek 9: Patologicky pnibéh krivky agregace
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Obrazek 10: neuzaveny otvor kapilary PFA (> 300 s)
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5. DISKUZE

Ucelem této prace je porovnani novéhaispoje PFA s klasickym
agregometrem. Obatigtroje slouzi ke sledovani funkce agregace krévdisttek a
oba vyzaduji 30-ti minutové vytemperovani na tapltidiského &¢la. Na tyto dva
piistroje se nevyrabi kontroly, protoZze zatim nenZméoungle vytvarit funkéni krevni
destéky. Pokud vychazi ¢kolik prilis nizkych nebo vysokych vysletlikza sebou a je
podezeni na nefunénost induktoru nebo poruchdigtroje, znéii se pro kontrolu krev
zdravého pacienta.

Pred prvnim vzorkem dne je nutné naisfroji PFA provést vice typ udrzby.
Agregometr udrzbu nevyZzaduje, je ale nutriédpza&atkem ngieni krev kazdého
pacienta centrifugovat pro o&ldni PRP. Hstroj agregaci nezé#éi, pokud je poet
desttek pacienta iilis nizky. Pokud je $liS vysoky, je nutnéedit vzorek PPP. U PFA
toto neni nutné, gteni probiha v piné krvi.

Agregometr patbuje 250 ul PRP s 25 ul induktoru do kazdéRwiectho kanalu, PFA
meii jen jeden vzorek 800 pl plné krve. Neni tedy Bupipetovat vicekrat mala
mnoZstvi vzorku a induktdér a pidavat kovova michadélka, jako je tomu u
agregometru. Vznik& mensi prostor pro chyby. U olitatroja ale nesmi byt ve vzorku
piitomny bubliny.

K agregometru je nutné dokupovat jiz zgria ¢tyii induktory ADP, AGG, COL a
ARA. Pro ngteni jednoho vzorku ale pouzivAme pouze 25 ul kazdétuktoru.
Induktory mizeme zamrazit a poté&equ vlastnim réfenim fedit, vydrZi tedy na vice
pouziti. K gistroji PFA neni nutné zvl&Sdokupovat induktory. PouZivaji se
vymeénitelné cartridge, které jiz induktory obsahujioRedno néfeni se pouzije vzdy
jedna cartridge.

Souasti agregometru je pidac s vlastnim programem, ktery uklada vysledk§teni,
které je poté mozné vytisknout. Ve vysledku pozemgétyti agregéni kiivky, kazdou
patici k jednomu induktoru. Vysledky zigtroje PFA Ize vytisknout na malém listu
papiru, sotiasti fFistroje je port pro fgnosné zazeni flash. Vysledek, obsahujici jednu
kiivku znazotujici dobu uzakeni kapilary, si mzeme na flashipnést na jiny pétat

v laboratdi a nasleda vytisknout.
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Oba gistroje maji hodnotu ¥adu statisig. Ceny induktoit pro agregometr se pohybuji
okolo 1000 K za 1 ml, AGG stoji 16 0000 za 6,6 n@ena cartridgi je vySSi nez cena
induktori. Baleni 20 kus cartridge COL/EPI stoji fiblizné¢ 7000 K. Do naklad je
potteba zapoitat i cenu roztoku trigger solution a pdoek pro provaéhi pravidelné
adrzby. Cena jednoho vy$ehi pomoci agregometritetns centrifugace je pohybuje
okolo 800 K, cena jednoho #éiieni pomoci PFA jeifblizné 500 K.

Porovnanim vysledk pacientt jsem doSla k zavu, Ze pro pesnou diagnostiku
pacienti s funkénimi poruchami krevnich des&gk, je vhodné pouZzivat obdigtroje.
Diky ptistroji agregometru fiZeme pozorovat reakci odldnych trombocyt v plazme

na ¢tyfi odliSné podané induktory nebcaidgnost |€by. Fistroj PFA nam podava
informaci, zda jsou trombocyty v plné krvi schopmgregovat a uzdit otvor

v kapilae. Diky tomu nizeme odhalit dalSi mozna onem&ashpacienta, pap zjistit,
jaké dalsi Iéky uziva.

Na vysledcichif soubofi pacientt mizeme vidt korelaci snizené agregace u padient
s prodlouzenym ¢asem uzaieni kapilary. V pipadt, kdy je vysledek jednoho
z induktoi agregace patologicky d&kka PFA ukazuje normalriias uzaveni kapilary,

je poteba pomyslet na u, ktera nize byt podavana pacientovi. Mirné neshody mezi
vysledky obou fistroji mohou byt také zZisobeny viivem ostatnich slozek krve, hap
hematokritu, g méfeni piné krve v fistroji PFA. Pokud je ale pacient zdravy, oba
piistroje podaji vysledek v refer&aim rozmezi. Pokud pacient trpi fuimim

onemocgnim trombocyl, oba pistroje zn&ii vysledek patologicky.
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ZAV ER

Cilem této prace bylo porovnat dvéigiroje pro stanoveni fugikich poruch
krevnich destiek — agregometr afistroje PFA, zjistit, ktery fistroj je pro detekci
funkénich poruch trombocytvhodrgjsi, a popsat vyhody a nevyhody pouZivani obou
pristroja.

Na obou pistrojich bylo zndifeno 13 pacielfit jejichz diagndéza vyZzadovala futrk
vySefteni agregace. Protozéigiroj PFA byl zaveden néynebylo mozné pouzitétsi
soubor pacierit Existovalo vice vzork ale pacierim bylo Iék&em diagnostikovano
vySeteni pouze naifstroji agregometru neborigtroji PFA, nebylo tedy mozné tyto
vysledky porovnat. Pokud by byl k dispozicét$i soubor paciefit bylo by jisg
porovnani korelaceifstroji presrgjsi.

| presto je na vysledcich W Ze namifené hodnoty ahma istroji navzajem
odpovidaji. Pokud u pacienta pozorujeme sniZzenotegagi, vidime zarove i
prodlouZzenyas uzaveni kapilary. Pokud tomu tak neni, je mozné v diagnpacienta
dohledat, Ze je mu podavan lék snizujici agregéanpieni s uéitym induktorem. Je
nutné gihlédnout k tomu, Ze vifpad agregometru probihadgteni v PRP a vifpad
PFA v pIné krvi.

Zawérem lzefici, Ze pro pesrgjSi diagnostiku paciefitje vhodné mit v laboratboba
zminované pistroje, vzorky pacieit zmetit na agregometru i ffstroji PFA a mit
k dispozici oba doplujici se vysledky.
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