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Pouzité zkratky

ADP adenosin difosfat
APC aktivovany protein C

AQUA aqua per injectione

ASA kyselina acetylsalicylova
Ca**  véapenaté ionty

CMP cévni mozkova pfihoda
EPI epinefrin (adrenalin)

FR fyziologicky roztok

Gas6  Gas6 protein

GP glykoprotein

LMWH nizkomolekularni heparin
Ma maximalni amplituda

PC protein C

PLT trombocyty, krevni destiCky

PPP platelet poor plasma — plazma chuda na destiCky
PRP platelet rich plasma — plazma bohata na desti¢ky
PS protein S

SPS sticky platelet syndrome - syndrom lepivych desti¢ek
™ trombomodulin
VT venozni tromboza

VWE von Wilebranduv faktor



Souhrn

Tato prace se zabyva metodikou vySetfovani hyperagregability desticek
po pfidani nizkych koncentraci induktord ADP a epinefrinu., tzv. syndromu
lepivych destiCek (SPS).

V teoretické Casti jsme popsali dosavadni poznatky o syndromu lepivych
destiCek, pfi€iny vzniku SPS a jeho dusledky na zdravi pacienta, jednotlivé typy

SPS, jeho diagnostiku a lécbu.

V praktické casti jsme provedli standardizaci vySetfovaci metody
agregace destiCek, upravu poctu destiCek ve vySetfované plazmé, zkraceni
doby mezi odbérem vzorku a jeho vlastnim méfenim a upravu podminek

centrifugace vzorku.

Ke stanoveni referen¢nich rozmezi jsme vySetfili skupinu 60 zdravych

darcu. Nami stanovené referenéni meze byly ve shodé s referenénimi

rozmezimi udavanymi BartoSovou et al. (2011a).

Vlastni vySetfovani hyperagregability jsme provedli na skupiné 16
pacientll, pfevazné mladych Zen s opakovanymi aborty a jednoho muze

s opakovanymi venoznimi trombdzami v nizkém veéku.

U 44 % (7 pacientl) jsme shledali agregaci desti¢ek v normé. U 56 % (9
pacientl) jsme nalezli hyperagregabilitu destiCek. SPS typu | jsme
diagnostikovali u 2 pacientu, SPS typu Il u 7 pacientl. Raritni SPS typu lll jsme

zatim nezachuytili.



Summary

This thesis deals with metodology of platelets hyperagregability testing
after low concentrations of inductores ADP and epinefrine are added, so called

sticky platelet syndrome (SPS).

Theoretical part describes existing knowledge of sticky platelet syndrome,
cause of its genesis and its effect on pacient health, SPS types, its diagnostics

and treatment.

We performed standardization of platelets agregation testing method in
practical part, as well as modification of number of platelets in tested plasma,
time shortening between taking a blood sample and its measurement and

condition adjustment of sample centrifugation.

We tested a group of 60 healthy blood donors to set referential range.
Our referential range corresponds with referential range given by BartoSova et
al. (2011a).

Testing of hyperagregability was performed in a group of 16 patients,
mostly young women with recurrent aborts and one man with recurrent venous

thrombotics in young age.

We found normal platelets agregation at 44% (7) of patiens and platelets
hyperagregability at 56% (9) of patients. SPS type | was diagnosed at 2 patients
and SPS type Il at 7 patients. We have not diagnosed rare SPS type Il yet.



Uvod

Syndrom lepivych desticek (SPS) pfedstavuje vrozenou, autozomalné
dominantné dédi¢nou trombocytopatii, ktera se klinicky projevuje zvySenym
sklonem k tromb6zam u pacientl v mladém véku a ke spontannim abortiim. Pro
SPS je charakteristickd hyperagregabilita trombocyti se tfemi nizkymi
koncentracemi induktort - adenosin difosfatu (ADP) a epinefrinu (EPI), pficemz

agregace s ostatnimi induktory je fyziologicka.

Etiologie SPS neni dosud plné objasnéna. Prepoklada se vyskyt
abnormalnich glykoproteinovych receptord na povrchu membrany trombocytu.
Jejich polymorfizmus zfejmé vede k hyperagregabilité destiCek. Lécba SPS
spociva v podavani kyseliny acetylsalicylové (ASA), ktera u vétSiny pacientu
normalizuje hyperfunkci destiCek a chrani je pfed opakovanymi trombotickymi

komplikacemi.

Pro laboratorni vySetfeni syndromu lepivych destiCek (SPS) dosud
neexistuje standardizovana metoda. Ruzné laboratofe provadéji vySetfeni SPS
riznym zpusobem. Rozdily jsou napfiklad v rozdilném ¢asovém intervalu mezi
odbérem vzorku a jeho méfenim, v jiném zpUsobu pfipravy plazmy bohaté na
trombocyty (PRP), vrozdilné prodlevé mezi odbérem krve a centrifugaci, v
odliSné délce centrifugace a nastaveni otacek, v rizném poctu trombocytl po
upravé PRP, ale i v odliSné délce méfeni agregace pristrojem. VySe uvedené
ddvody jsou dostate€nym ddvodem pro standardizaci metody a zvysuji
naléhavost stanoveni vlastnich referencnich mezi. Proto jsme se rozhodli touto
metodikou vice zabyvat, odstranit problémy a pokusit se ji zpfesnit tak, aby

mohla byt zafazena mezi rutinné provadéné metody na naSem oddéleni.

Hlavnim podnétem pro vybér tématu laboratorni diagnostiky syndromu
lepivych destiCek (SPS) byl pfipad pacientky z nasi ustecké hematologické
ambulance, ktera byla poslana po prodélani 4 nevysvétlitelnych spontannich
abortl na vySetfeni SPS na Oddéleni hematologie a transfuziologie v
Pelhfimové. Zde ji byl diagnostikovan pozitivni SPS a po nasledné léché
kyselinou acetylalicylovou (ASA) pacientka postupné porodila dvé zdravé déti.



Zadani bakalarské prace - cil prace

Cilem nasSi prace je zavést a standardizovat metodiku pro laboratorni
vySetfovani hypeagregability destiCek po pfidani nizkych koncentraci ADP a
epinefrinu. Dale vysSetfit skupinu zdravych darci s normalnim nalezem pro
vypoCet referenénich hodnot a nasledné provést laboratorni vySetfeni u
vybranych pacientt, zejména u pacientek s opakovanymi aborty, u kterych byly
dfive vylou€eny hormonalni, chromozomalni a anatomické pfiiny i jina

trombofilni rizika, a ziskané vysledky vyhodnotit.
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|. Teoreticka cast

1. Hemostaza

Fyziologicka hemostaza je schopnost organizmu zajistit plynuly pratok
tekuté krve neporuSenymi cévami a zaroven zastavit pfipadné krvaceni pfi
poranéni. Pfesna regulovatelnost tohoto slozitého procesu umoznuje zastavit
krvaceni pouze v misté poranéni. Pfi naruSeni hemostdzy muze dojit
k vychyleni této rovnovahy k jedné strané. Nasledkem toho pak snadno dochazi
pfi snizené srazlivosti krve k patologickému krvaceni nebo naopak pfi zvySené
srazlivosti k intravaskularnim trombdzam. Na udrzeni fyziologické hemostazy se
podili pfedevSim cévni sténa, trombocyty a plazmatické faktory - koagulaéni

faktory, jejich inhibitory a systém fibrinolyzy (Valekova, 2005).

1.1 Cévni sténa

Dulezitym faktorem hemostazy je integrita cévniho systému. Endotelové
bunky cévni stény zaujimaji pomérné velky povrch 700 - 1 000 m2, kde jsou
v pfimém kontaktu s krvi. Endotelialni systém zastava v hemostaze dvoji ulohu
dle momentalni potfeby organizmu, stimulace a naopak inhibice hemostazy
(Penka et al., 2011).

V inhibici hemostazy se uplatiuje pfedevSim neporuseny endotel, ktery
ma fyziologicky antitromboticky uc€inek. Endotel nese na svém povrchu zaporny
naboj, ¢imz potlacuje samovolnou adhezi negativnhé nabitych trombocytd.
Endotelové bunky produkuji enzym ADP-azu, ktera $tépi aktivator trombocyta
adenosin difosfat (ADP). Dale produkuji cyklicky guanozin monofosfat, ktery se
podili na tvorbé vazodilatatoru - oxidu dusném. Mezi dalSi antikoagulacni
produkty endotelovych bunék patfi inhibitory trombinu — heparansulfat a
trombomodulin. VSemi témito mechanizmy je pfi neporuseném cévnim fecisti

udrzovana krev v tekutém stavu.

Pokud dojde k poranéni cévy, je naopak Zzadouci zahdjeni dé&ju -
stimulaci hemostazy, sméfujicich k zastavé krvaceni. Pfi poSkozeni céva

reaguje reflexni vazokonstrikci, kdy dochazi ke snizeni pritoku krve a tim ke
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zmirnéni krvaceni. Obnazeny subendotel je velmi trombogenni a umoznuje
okamzitou aktivaci ostatnich systémi hemostazy. Mezi hlavni hemostatické
slozky subendotelu patfi tkanovy faktor a kolageny. Na povrchu negativné
nabitého kolagenu dochazi k aktivaci “vnitini cesty“ koagulacni kaskady.
Jednim z duleZitych hemostatickych produktl endotelovych bunék je von
Wilebrandav faktor (VWF). Vazbou mezi kolagenem, VWF a receptory na
povrchu krevni destiCky dochazi k adhezi destiCek na subendotel. DalSimi
hemostatickymi sloZzkami jsou napfiklad faktor aktivujici desti¢ky, adhezivni

proteiny, fibronektin a trombospodin.

1.2 Trombocyty

Tvorba trombocytll, krevnich desti¢ek (PLT), probiha v kostni dfeni,
uvolfiovanim z megakaryocytl. Trombocyty jsou malé bezjaderné, tzv. neupiné
bunky. Primér krevni desti¢ky se pohybuje okolo 3,5 uym, objem 8 - 12 fl. Krevni
destiCka preziva v periferii pfiblizné 7 - 10 dni. Fyziologické rozmezi poctu je
udavano mezi 150-350 x 10° /I (Penka et al., 2011).

Membrana trombocytt

Na samotném povrchu krevni destiCky se nachazi glykokalyx. Je to
bunéfny obal se silné negativnim nabojem. Elektronegativita obalu brani
samovolné adhezi destiCek na cévni sténu a na ostatni krevni bunky.
V glykokalyxu  jsou  zabudovany  glykolipidy, povrchové  adhezivni
glykoproteinoveé (GP) receptory (integriny) GP lIb/llla a GP la/lla, dale receptory
pro aktivatory trombocytd, napfiklad trombin, kolagen, ADP, epinefrin a

receptory pro agregacni inhibitory prostacykliny a prostaglandiny.

Cetné vchlipeniny do nitra desticky tvofi otevieny kanalkovy systém.
Kanalky jsou vzajemné propojeny a soucasné propojeny s denznim tubularnim
systémem. Otevieny kanalkovy systém zvétSuje povrch krevni destiCky pro

hemokoagulacni déje a jeho prostfednictvim se vyplavuje obsah z granuli.

Membrana trombocytd se sklada z dvojvrstvy fosfolipidi a
cholesterolu. Desticka v klidovém stavu ma negativhé nabité fosfolipidy
fosfatidyletanolamin a fosfatidylserin uloZzeny na vnitfni strané membrany. P¥i

aktivaci desti¢ky dojde k pretoCeni dvojvrstvy fosfolipidd, tzv. flip-flop fenomén
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(Pecka, 2006), takze na povrchu se objevi fosfolipidy se zapornym nabojem.

Toto pfetoCeni zajiStuje enzym lipidova skramblaza.

Cytoskelet
Krevni desticka obsahuje cetné vilaknité struktury, mikrotubuly a

mikrofilamenta, které tvofi kontraktilni aparat.

Podstatnou Cast cytoskeletu tvofi mikrofilamenta. Jejich hlavni soucasti
je monomer aktin, ktery po aktivaci desticky polymeruje. Komplex hexameru
myozin s aktinem vede pfi aktivaci destiCky ke kontrakci mikrofilament a tim ke
zméné tvaru na kulovity. Zaroven dochazi k vytvoreni pseudopodii. Mezi dalSi
proteiny mikrofilamentozni sité patfi spektrin, tropomyozin, kaldesmon, talin a a-

aktinin.

Zakladni stavebni jednotkou mikrotubulti je tubulin. Jejich hlavni Glohou
je udrzeni klidového diskoidniho tvaru desticky a uchyceni zanofené casti
transmembranovych receptord. PFi aktivaci desticky se mikrotubuly podileji na
pfesunu sekrecnich granul do blizkosti otevieného kanalkového systému a

nasledné sekreci jejich obsahu.

Denzni tubularni systém

Jedna se o membranovy systém, odvozeny od endoplazmatického
retikula megakaryocytd. Je spojen s otevienym kanalkovym systémem.
Obsahuje enzymy cyklu kyseliny arachidonové - ATP-azu a cyklooxygenazu,
které jsou potiebné k tvorbé prostaglandinu. Je hlavni zasobarnou vapenatych

ionttl (Ca®").

Mitochondrie

Mitochondrie tvofi energeticky aparat trombocytu. Probiha v nich tvorba
nékterych destiCkovych proteint, napfiklad destiCkového faktoru 4 (PF4), B-
tromboglobulinu a desti¢ky aktivujiciho faktoru.

Sekreéni granula
V krevnich destickach se nachazi &tyfi typy sekreCnich granul s rGznym

obsahem a funkci.
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a-granula jsou v destiCkach =zastoupena v poctu 10-15. Vznikaji
v Golgiho komplexu. Na membrané a-granuli se nachazeji receptorové
glykoproteiny, napfiklad GPIb/V, GPIIb/llla a destickové endotelové adhezivni
molekuly. Obsah a-granul tvofi vVWF, destiCkovy faktor 4, B-tromboglobulin,
plazminogen, a2-antiplazmin, inhibitor aktivatoru plazminogenu 1, ai-
antitrypsin,  a2-makroglobulin,  fibrinogen,  trombospodin,  fibronektin,
imunoglobuliny a dalSi. Obsah granul se vyléva pres otevieny kanalkovy

systém.

&-granula, nebo-li denzni granula, jsou v desti¢kach obsazena v poctu 2-
8. Jsou to husta téliska, dobfe viditelna v elektronovém mikroskopu. Na povrchu
jejich mebrany se vyskytuje GPlIb/llla (obdobné jako na a-granulech) a P-
selektin. Obsah &-granul tvofi ADP, ATP, katecholaminy a serotonin. Granula
jsou napojena na destiCkovou membranu a proto pfi aktivaci krevni destic¢ky

dochazi k vypusténi obsahu granul pfimo do jejiho okoli.

Lysozomy obsahuji enzymy kyselou fosfatazu, B-glukuronidazu a
arylsulfatazu. Tyto enzymy jsou uplatiovany pfi aktivaci desticek pfi kontaktu
s cévni sténou, kolagenem nebo trombinem. Peroxizomy obsahuji enzym

glutationperoxidazu.

Receptory trombocytu

Glykoproteinové receptory (GP) patfi mezi adhezivni molekuly integriny,
které jsou zabudovany do membranové fosfolipidové dvojvrstvy trombocytu.
Nachazeji se na otevieném kanalkovém systému, ale i na membrané a-granul a

o-granul.

Receptorem pro adhezi je glykoproteinovy komplex GPIb/V/IX, ktery
vaze VWF a trombin. Kliovy receptor pro agregaci je glykoproteinovy
komplex GPIIb/llla, ktery vaze fibrinogen. Receptory pro ADP zahrnuji dvé
skupiny. Prvni skupinou jsou receptory P2X. Tyto jsou vstupni ligandové
kanaly, které urychluji vstup Ca®* a naslednou zménu tvaru krevni desticky. Pro
agregaci indukovanou ADP maji vyznam receptory druhé skupiny P2Y, které
aktivuji GPIIb/llla. DalSi jsou receptory pro trombin, které podobné jako
receptory pro ADP, aktivuji GPIIb/llla. Receptory pro prostaglandiny vazou

prostaglandinové metabolity, tim dochazi ke zvySeni koncentrace cyklického

14



adenosin monofosfatu, ktery naopak inhibuje agregaci desticek (Sakalova et al.,
2010).

1.3 Systém plazmatickych faktoru

Plazmatické faktory délime dle jejich hlavni funkce na koagulacni faktory,

pfirozené inhibitory a faktory fibrinolyzy.

1.3.1 Koagulaéni faktory

Pro uspésnou zastavu vétSiho krvaceni je nutna aktivace
hemokoagulacniho systému, jehoZz soucasti jsou koagulaéni faktory. Jsou to
proteiny, které plsobi jako enzymy a kofaktory hemokoagulace. Jejich
biosytéza probiha v jatrech. Patfi sem faktory krevniho srazeni, oznacené
fimskymi Cislicemi. Hemokoagulacni dé&j probiha na povrchu aktivovanych
trombocytl a subendotelu. K vazbé koagulacnich faktord na negativné nabity

povrch trombocytt je zapotiebi Ca?".

Po spusténi hemokoagulacniho systému dochazi k postupnému sledu
reakci, tzv. koagulaéni kaskadé. Neaktivni formy koagulacnich faktor(
(proenzymy) jsou postupné Stépeny na aktivni formu. Aktivni forma enzymu -
produkt predchazejici reakce, $tépi neaktivni proenzym v reakci nasledujici.
Podle zpusobu aktivace se hemokoagulacni kaskada déli na tzv. vnitini a tzv.
vnéjsi cestu. Obé cesty se sbihaiji pfi $tépeni faktoru X na Xa. Nakonec dochazi
k vytvofeni trombinu, ktery §tépi fibrinogen na monomery, které polymerizuji za

vzniku fibrinové sité. Vlivem plsobeni faktoru Xllla vznika nerozpustny fibrin.

1.3.2 P¥irozené Inhibitory

Po ukon€eni procesu krevniho srazeni je nutno zneutralizovat aktivni
formy koagulacnich faktorli, aby nedochazelo k nekontrolovatelnému srazeni
krve i v jinych lokalitach cévniho systému. K tomu slouzi pfirozené inhibitory

koagulace.

Antitrombin je syntetizovan v jatrech a v endotelovych bunkach. Blokuje
trombin a formovani fibrinu. Regulace syntézy antitrombinu je propojena s

regulaci syntézy fibrinogenu. PFi Stépeni fibrinogenu na fibrin dochazi ke
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zvySeni syntézy fibrinogenu a zaroven ke zvyseni syntézy antitrombinu. Uginek

antitrombinu je mnohonasobné posilen vlivem heparinu.

Systém proteinu C je sloZzen z plazmatickych proteint C (PC), S (PS) a
trombomodulinu (TM). Protein C je syntetizovan v jatrech a endotelovymi
burikami. Protein S je obsaZen v a-granulech a v endotelu. Trombomodulin je
neustale pfitomen na povrchu endotelu. Aktivace proteinu C na aktivovany
protein C (APC) probiha na povrchu endotelii. Kofaktorem této aktivace je TM,
ktery vaze vznikly trombin. Trombin po vazbé na TM jiz neni schopen
koagulacni aktivity. APC spole¢né s PS inaktivuje FVllla a FVa a blokuje tak

tvorbu dalSiho trombinu.

DalSimi inhibitory koagulace jsou napfiklad inhibitor tkanového faktoru,

heparin kofaktor II, protein Z, a2-makroglobulin a a1-antitrypsin.

1.3.3 Faktory fibrinolyzy

Po zhojeni rany je zapotfebi krevni sraZeninu odstranit, aby doslo
k uplnému zprichodnéni cévy a ke znovuobnoveni hladkého prutoku krve. Toto
se déje za pomoci fibrinolyzy. Fibrinolyticky systém zahrnuje aktivatory i
inhibitory fibrinolyzy, které jsou vzajemné regulovany mnohocetnymi zpé&tnymi

vazbami.

Hlavnim aktérem fibrinolyzy je plazmin, ktery vznika aktivaci
plazminogenu. Na Stépeni plazminogenu se podili pfedevsim tkanovy aktivator
plazminogenu. Plazminogen je také aktivovan po podani urokinazy, ¢ehoz se
vyuziva pfi trombolytické IéEbé. Vznikly plazmin Stépi fibrin na mensi jednotky -
fibrin degradacni produkty a dale na D-Dimery, které jsou pfimym diukazem
Stépeni nerozpustného fibrinu. Po ukonc&eni fibrinolyzy je nadbyte€ny plazmin
odstranén pfirozenymi inhibitory aktivatoru plazminogenu a a2-antiplazminem.

Plazmin navazany na fibrin je chranén pfed uc¢inkem a2-antiplazminu.

1.4 Uloha trombocytti v hemostaze

Trombocyty maiji nezastupitelnou funkci v primarni, ale i sekundarni
hemostaze. Hlavni funkci krevni destiCky je vystavba primarni hemostatické

zatky — destickového agregatu, ktery zaceli narusenou integritu cévni stény.
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Kontaktem krevnich desticek s poskozenou cévni sténou dojde nejprve
k jejich aktivaci a vzapéti k adhezi. D& pokraCuje uvolhovaci reakci a
naslednou agregaci. Vysledkem je vytvofeni primarni hemostatické zatky.
Poslednim krokem je retrakce, kdy dochazi ke zpevnéni krevni srazeniny. Cely

tento déj by nemél fyziologicky trvat déle nez 5 minut (Penka et al., 2011).

1.4.1 Adheze a aktivace desti¢ek

Pfi adhezi krevni destiCky pfilnou na obnazZeny subendotel poSkozené
cévy. Adhezi zprostfedkovava VWF vazbou mezi receptory kolagenu poranéné
cévy a GPIb/V/IX na povrchu trombocytu. Na adhezi krevnich destiCek se muze
také podilet fibronektin, vytvarenim vazeb mezi GPIb/V/IX a VWF. Mira adheze
je dale ovlivnéna poc¢tem desticek, mnozstvim a viskozitou krve, velikosti a

tvarem cév (Pecka, 2006).

SoucCasné s adhezi probiha aktivace desti€ek pomoci agonisti ADP,
epinefrinem, trombinem a kolagenem, které se vazou na pfislusné specifické
receptory. Dochazi k aktivaci fosfolipazy C a presunu Ca?*, tim dojde k uvolnéni
kyseliny arachidonové, k inhibici CAMP a k uvolnéni proteinkinazy. Vysledkem
je béhem nékolika sekund zména diskoidniho tvaru destiCky na kulovity a
vytvoreni pseudopodii, ¢imZ dochazi az k desetinasobnému zvétSeni povrchu

krevni destiCky.

Pfi aktivaci destiCek souCasné dochazi prostfednictvim enzymu
skramblazy k pfetoCeni zaporné nabitych membranovych fosfolipidd na povrch
(Sakalova et al., 2010). Negativné nabity povrch je nezbytny pro interakci

plazmatickych faktoru, u¢astnicich se sekundarni hemostazy.

1.4.2 Uvolnovaci reakce

Pfi uvolhovaci reakci dochazi k pfesunuti sekreCnich a-granul do centra
trombocytu, pobliz otevieného kanalkového systému. Nejprve dojde k sekreci
obsahu a-granul, zejména VWF, desti¢kového faktoru 4, B-tromboglobulinu a
fibrinogenu. Poté nasleduje uvolnéni ADP z &-granul. Vazbou ADP na receptor
dochazi prostfednictvim mezibunécnych signali k aktivaci dalSich desticek a

tim k posileni aktivace GPlIb/llla.
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1.4.3 Agregace

Samotna agregace vznika vytvofenim mustkd vazbou fibrinogenu mezi
receptory GPIIb/llla dvou sousednich desti¢ek. Na jedné neaktivované desticce
je pres 40 tisic vazebnych mist pro molekulu fibrinogenu a na aktivované az 80
tisic. (KvasniCka, Kvasnicka jr., 2003). Nejprve dochazi k reverzibilni primarni
agregaci, ktera je vyvolana uvolnénim malého mnozstvi ADP z posSkozené
tkané. DestiCky jsou spojeny mezi sebou pouze prostifednictvim receptord na
svych vybézcich. Receptory GPIIb/llla se v tuto chvili na povrchu vyskytuji jen
v malém poctu, proto i spojeni destiCek je pouze ¢astecné. PFi slabém pusobeni

induktoru maze dojit k rozpojeni destiCek - deagregaci.

Pfi dostatecné silném puasobeni induktoru dojde k sekreci vétSiho
mnozstvi ADP z &-granul a sekreci obsahu a-granul, trombospodinu a
fibronektinu. Trombospodin se podili na stabilizaci fibrinogenovych mustka. Na
povrchu desti¢ky dojde k expresi mnohem vétSiho poctu receptord GPIIb/llla.
DestiCky se vzajemné spojuji mnohem tésnéji, dochazi k ireverzibilni
sekundarni agregaci. Vytvafi se bily destiCkovy trombus — primarni

hemostaticka zatka.

Agregace fyziologicky nasleduje po adhezi, ale Ize ji snadno vyvolat
pfimym pusobenim induktord, napfiklad ADP, epinefrinem, kolagenem,
trombinem nebo tromboxanem 2. Za normalnich okolnosti epinefrin vyvolava
agregaci desticek pouze v davkach, dalece prevysujicich jeho fyziologickou
koncentraci. Naopak zvySena agregabilita destiCek pfi nékolikanasobném

fedéni ADP a epinefrinu byva popisovana pfi syndromu lepivych desticek.

1.4.4 Retrakce

DalSi velmi vyznamnou funkci krevnich destiCek je schopnost
retraktability, Cili smrsténi destiCkové zatky. Na retrakci koagula se podili
GPIlIb/llla navazany na fibrinovou sit a cytoskelet destiCky s kontraktilnim
aparatem. Dlvodem kontrakce koagula je obnoveni prichodnosti poranéné

cévy.
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2. Syndrom lepivych desti¢ek
Syndrom lepivych desticek (Sticky platelet syndrome — SPS) poprvé

popsal vroce 1983 Holiday (1983) na mezinarodni konferenci o nahlych
mozkovych pfihodach a mozkové cirkulaci v Arizoné. Jedna se dédi¢nou
trombocytopatii s Castym vyskytem arterialnich a Zilnich trombo6z a spontannich
abortl u pacientl bez zjevnych rizikovych faktord pro tromboticka onemocnéni.
Projevuje se hyperagregabilitou trombocytl, vyvolanou podprahovymi
koncentracemi induktort adenosin difosfatem (ADP) a/ nebo epinefrinem (EPI),

pfi€emz agregace s jinymi induktory je fyziologicka.

SPS je po rezistenci na aktivovany protein C druhou nej¢astéjsi vrozenou
trombofilii. Ve spojitosti s arterialni trombdzou se fadi SPS na prvni misto.
Nékteré kliniky, napfiklad Univerzitni nemocnice Martin, jiz zahrnuji vySetfeni
SPS do skrininku trombofilnich onemocnéni u pacientu s prodélanou arterialni

trombdzou mladsich 35 let (BartoSova et al., 2011a).

2.1 Incidence a etiopatogeneze

Syndrom lepivych destiCek je dédi¢né, autozomalné dominantni
onemocnéni s pomérné cCastym vyskytem v populaci. SPS se u pacienta
nemusi nijak klinicky projevit, jedna se daleko vice o vrozenou dispozici
k tromb6zam, neZli o jeji pfimou pFiCinu. Nicméné pokud dojde ke klinickym
projevum, vyskytuji se vétSinou u mladsSich dospélych do 45 let. Dokonce byl
popsan i pfipad SPS u 5-ti letého chlapce s masivnim mozkovym infarktem
(Mammen, 1995).

Onemocnéni je zpusobené poruchou funkce destiCek, pfesna pficina
neni dosud zcela objasnéna. Bylo zjiSténo, Ze trombdzy vznikaji i v jinak
zdravych arteriich, bez znamek aterosklerdzy. Arterialni trombdzy byvaji Casto
davany do souvislosti s emo¢nim stresem (Maly et al., 2007). Pfi stresu dochazi
k vyplaveni vétS§iho mnozstvi epinefrinu (epinefrin = adrenalin), ktery zpusobuje
agregaci destiCek. Ke klinickym projevim SPS muze dochazet i v téhotenstvi,
kdy je pfechodné zvySena srazlivost krve. Moznou pfi€inou hyperagregability se
v posledni dobé ukazuji polymorfizmy nékterych povrchovych destiCkovych
glykoproteint. K prikazu glykoproteint se vyuziva pratokova cytometrie.
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PLA1/A2 polymorfizmus GPllla

Jedna se o defekt glykoproteinového receptoru llla, ktery je soucasti
komplexu GPIIb/llla. Tento komplex se nachazi na povrchu trombocytl a je
odpovédny za jejich agregabilitu. Polymorfizmus PLA1/A2 GPIlla je zpusoben
zaménou aminokyselin leucinu za prolin. Nasledkem tohoto defektu muze
dochazet ke zvySené citlivosti receptori pro ADP, a tim nasledné
k hyperagregabilité destiCek i pfi podprahovych koncentracich ADP a
epinefrinu. Klinicky polymorfizmus GPllla mUzZe znamenat zvySené riziko

arterialnich tromboz a infarktd myokardu (Kubisz et al., 2006).

C807T polymorfizmus GPla

Lze uvazovat i o polymorfizmu GPla. Jedna se o defekt receptoru
GPla/lla, ktery je odpovédny za adhezi destiCek na kolagen I.typu
v subendotelu cévni stény. C807T polymorfizmus GPla vznika zaménou
aminokyseliny cytozinu za tymidin. Vysledkem je zvySena exprese GPla/lla a

tim i zvySena adhezivita destiCek (BartoSova et al., 2011a).

Gas6 protein

Gas6 protein (Gas6) je obsazen v a-granulech a nalezi k proteinim
vitamin K dependentnim. Jeho struktura je vysoce homologni ke strukture
pfirozeného inhibitoru proteinu S. Gas6 protein se zda se byt odpovédnym za
formovani trombu. U SPS typu Il byl prokazan vyssi vyskyt protrombogenni
alely G. Pfi pokusech na mySich s pfenesenym Gas6 byla prokazana zvysena

agregabilita destiCek i pfi nizkych koncentracich ADP a epinefrinu.

Deficit Gas6 u druhé skupiny pokusnych mysSi sice nesnizuje schopnost
agregability, nicméné brani nasledné stabilizaci trombocytarnich agregatl a
CasteCné redukuje sekreci destickovych granul. MySi s deficitem Gas6 netrpi
zadnym spontannim krvacenim. Z téchto divodld by mohla byt vyvolana

inhibice Gas6 dalSi moznosti antitrombotické 1éEby (Kubisz et al., 2010).

P-selektin
Nedavno byla prokazana jista souvislost SPS s vyskytem glykoproteinu
P-selektinu (CD62). P-selektin je obsazeny v membrané a-granul a

v endotelovych burikach cévni stény. Ve skupiné pacientl se SPS byla pomoci
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prutokového cytometru prokazana vyznamné vyssi exprese P-selektinu (CD62),

nez ve srovnavaci skupiné zdravych osob (Stasko et al., 2011).

Nicméné, pfimy vztah v8ech téchto polymorfizm( v souvislosti s vyskytem

SPS se stale nepodafilo jednoznacné prokazat a jsou nutné dalSi studie.

2.2 Typy SPS

Typ SPS je klasifikovan podle typu induktoru, ktery vyvolava
hyperagregabilitu destiCek. Existuji tfi typy SPS.

e SPStypul

o Hyperagregabilita po ADP i epinefrinu.

o Vyskyt ve 26,7 % z celkového poctu SPS.
e SPStypull

o Hyperagregabilita pouze po epinefrinu.

o NejCastéjsi vyskyt v 71,3 % z celkového poctu SPS.
e SPStypu lll

o Hyperagregabilita pouze po ADP.

o Raritni vyskyt pouze ve 2 % z celkového po¢tu SPS (Mammen,
1995).

2.3 Klinické projevy

Syndrom lepivych desti¢ek je jednou z vrozenych dispozici k trombdzam,
neznamena to tedy, Ze se nutné klinicky projevi. Pro SPS je charakteristicky
opakovany vyskyt arterialnich a Zilnich trombdz, nestabilni angina pectoris, dale
infarkty myokardu, cévni mozkové pfihody, opakované ztraty plodu, trombdéza
retinalnich arterii, familiarni vyskyt migrén, mentaini anorexie a nefroticky
syndrom. Opakované trombotické komplikace u SPS vznikaji i navzdory

antikoagulacni 1é¢bé heparinem (Sand, Mann, 2009).
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Prvni pripad SPS

Poprvé byl diagnostikovan SPS vroce 1982 u 24-leté Zeny, ktera
prodélala v 7. mésici téhotenstvi akutni infarkt myokardu. Koronarni artérie byly
bez jakychkoliv znamek aterosklerézy. VeSkeré vité dobé dostupné
hemokoagulacni testy byly vnormé. Matka pacientky prodélala dfive
v téhotenstvi také infarkt myokardu a bratr mél v 18-ti letech opakované
zachvaty anginy pectoris, u kterych nebyly zjiStény zadné ischemické zmeény.
Agregacni testy s nafedénymi koncentracemi ADP a epinefrinu vykazovaly u

vSech tfi osob opakované vysokou hyperagregabilitu (Mammen, 1995).

Arterialni a venézni tromboézy

Bick (1998) uskute¢nil na klinice v Dallasu studii, ktera zahrnovala
vySetfeni 153 pacientl s nevysvétlitelnymi venéznimi a arterialnimi trombdzami.
Na zakladé této studie bylo zjisténo, ze SPS mulzZe byt pfi€inou hlubokych
Zilnich trombdz ve 13,2 %, a arterialnich tromboz az ve 21 %. Pfi studii nebyly
prokazany zadné korelujici souvislosti mezi konkrétnim typem SPS (I, II, Ill) a

typem trombozy, vendzni nebo arterialni.

Infarkty myokardu, angina pectoris, cévni mozkové prihody

Mammen (1999) proved! studii skupiny 41 pacientd po pfekonaném
infarktu myokardu a s anginou pectoris. U vS8ech pacientl byly jednoznaéné
zjistény patologické agregace s ADP a EPI. VSem pacientim byla nasazena
léCba ASA. Pouze jeden pacient, navzdory 1éEbé ASA, prodélal fatalni infarkt

myokardu, ostatni byli jiz bez klinickych projevd.

PFi dalSi studii pacienti mladSich 45 let s cévni mozkovou pfihodou byla
prokazana podobna hyperagregabilita desticek s ADP a EPI. U téchto pacientl
nebyly zjistény zadné rizikové faktory, nicméné v rodinné anamnéze byl
prokazan vyssi vyskyt infarktu myokardu a cévnich mozkovych pfihod. Na
dédi¢nost SPS ukazuje laboratorné nalezena stejna hyperagregabilita desticek

u vétsiny rodinnych pfislusnikl téchto pacientd (Mammen, 1999).

Spontanni aborty
Az 63 % samovolnych potratll je zpusobeno poruchami hemostazy,
z toho 20 % zapficinuje SPS. Po antifosfolipidovém syndromu je SPS druhou

nejCastéjsi priCinou ztraty plodu. Samovolné potraty se nejpravdépodobnéji
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vyskytuji v prvnim trimestru pravé proto, Ze na pocatku téhotenstvi jsou cévy
délohy a placenty mnohem menSi a vznikly trombus je velice snadno

znepruchodni.

Bick a Hoppensteadt (2005) uskutecnili studii, které se zuc€astnilo 351
Zen s opakovanymi samovolnymi potraty. Pfedem byly vylouCeny pacientky
s anatomickymi, hormonalnimi a chromozomalnimi defekty. U 312 Zen byla
diagnostikovana rtizna trombofilni onemocnéni. Antifosfolipidovy syndrom byl
zjistén u 60 %, SPS u 20 %, MTHFR mutace u 12 %, faktor V-Leiden u 3,7 %, u
ostatnich byl pak prokazan polymorfismus inhibitoru aktivatoru plazminogenu,
deficit antitrombinu, PC a PS nebo heparin-kofaktoru Il. Po nasazeni léCby ASA
v kombinaci s heparinem nebo nizkomolekularnim heparinem se podafilo 94 %

z 312 Zen uspésné ukoncit graviditu porodem zdravého novorozence.

Retinalni tromboézy

U pacientd s nevysvétlitelnymi retinalnimi tromb6zami byl prokazan
vyskyt SPS az v 50 % (Loeffelbein et al.,, 2010). Randhawa a Van Stavern
(2007) uvedli kazuistiku 15-ti letého chlapce, ktery po absolvovani bézeckého
maraténu zaznamenal ztratu zraku v pravém oku. Anamnéza pacienta i jeho
hemokoagulaéni vysetfeni (lupus antikoagulans, PC a PS, faktor V-Leiden,
tkafovy aktivator plazminogenu), dale mutace protrombinu, homocystein a
antikardiolipinové protilatky, byly bezvyznamné. VySetfeni SPS bylo opakované
patologické. Podobny pfipad 40-ti letého muze se ztratou zorného pole levého

oka s patologickym SPS popsali i Mears a Van Stavern (2009).

Posttransplantac¢ni trombézy

SPS muze byt pravdépodobné pficinou vzniku trombdéz po transplantaci.
Muhlfeld et al. (2007) zdokumentoval tfi pfipady do té doby asymptomatickych
pacientl, ktefi podstoupili transplantaci ledvin a zahy poté se u nich rozvinula
arterialni nebo vendzni trombdza. V jednom pfipadé doslo kinfarktu pfimo

transplantované ledviny, a to i navzdory kontinualnimu podavani heparinu.

VS8echny laboratorni testy, zahrnujici PC, PS, antitrombin,
antifosfolipidové protilatky, Leidenskou mutaci FV, MTHFR mutaci, destiCkovy
faktor 4 a pocet trombocytl, byly v normé. Po vzniku postransplantaéni

trombdzy byl u vSech tfi pacientl diagnostikovan SPS typ Il. Z téchto duvodua by

23



mélo byt vySetfeni SPS zahrnuto do pfedtransplanatacnich testd (EI-Amm et
al., 2008).

AIDS

SPS je také Casto diagnostikovan u pacientd s AIDS, ktefi podstupuji
antiretrovirovou lé€bu. U velké Casti téchto pacientl se vyskytuji nevysvétlitelné
kardiovaskularni komplikace. Lopez et al. (2008) proved! studii, kdy byl

prokazan vyskyt SPS u 73 % pacientt s AIDS s antiretrovirovou lé¢bou.

2.4 Diagnostika SPS

U pacienta s tromboembolickou pfihodou se doporuCuje nejprve vySetfit
vSechny bézné rizikové faktory: aktivita faktoru VIIl, mutace faktoru V Leiden a
faktoru Il, PC a PS, antitrombin, homocystein a antifosfolipidové protilatky.
Pokud neni pfidruzena jina trombofilie, byvaji tyto testy v normé. Nakonec je
vhodné provést vySetfeni agregace destiCek. Metoda se provadi podle
Mammena se tfemi nizkymi koncentracemi induktord ADP a epinefrinu.

VySetfeni se opakuje s minimalnim odstupem 3 tydnt (Mammen et al., 1988).

Diagnosticka kritéria SPS:
e Prfekonana trombdza a hyperagregabilita ve dvou koncentracich stejného

induktoru.

e Pfekonana trombdza a hyperagregabilita vjedné koncentraci obou

induktoru.

e Suspektni SPS - pfekonana trombo6za a hyperagregabilita pouze v jedné

koncentraci jednoho induktoru.

Vysetieni rodinnych prislusnikt
Protoze se jedna o dédicné onemocnéni, doporucuje se pfi patologickém

nalezu provést diagnostiku i u dalSich rodinnych pfislusnika.

Kubisz et al. (2011) popsal vyskyt SPS v rodiné u 29-leté pacientky (dvé
déti) s pfechodnou ischemickou atakou a se suspektni cévni mozkovou
pfihodou (CMP). Matka pacientky prodélala v mladém véku CMP, stejné tak jeji
babicka a prababitka (umrti ve 28 letech). StarSi sestra pacientky podstoupila
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nékolik neuspésnych téhotenstvi, které skoncily spontannim potratem. Nejstarsi

sestra byla bez klinickych pfiznaku (dvé déti).

U pacientky a vSech vySe zminénych osob vCetné déti byl

diagnostikovan SPS typ | nebo typ Il. Po zahajeni Ié€by ASA jsou vSichni dosud

bez jakychkoliv trombotickych komplikaci. Nejstarsi sestfe pacientky se podafilo

uspésné porodit zdravého novorozence.

2.5 Referenéni meze SPS - literarni zdroje

Doporucuje se stanoveni vlastnich referenénich mezi danou laboratofi.

e Referencni meze - Narodné centrum hemostazy a trombozy v Martine

Induktor Koncentrace induktoru Referenéni meze
2,3 ymol/l 20 — 60 %
ADP 1,2 ymol/l 11-23%
0,6 pmol/l 3-10%
11 pmol/l 20— 60 %
Epinefrin 1,1 ymol/l 11 -30%
0,55 pmol/l 8-15%

e Referencni meze dle Bicka (2002)

(BartoSova et al., 2011a)

Induktor Koncentrace induktoru Referencni meze
2,34 umol/l 75-55%
ADP 1,17 pmol/l 2—-36%
0,58 pmol/l 0-12%
11 pmol/l 39-80%
Epinefrin 1,1 ymol/l 15-27%
0,55 pmol/l 9-20%
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2.6 Léc€ba

Antikoagulacni léCba hepariny nebo kumariny neni ucinna pfi prevenci
trombdzy zpusobené SPS. Je nutno pouzit antiagregancia. Lécba by méla byt
celozivotni. PFi pFeruSeni léCby dochazi s novou generaci trombocytl

k opétovné hyperagregabilité desticek a eventualnim klinickym projevim SPS.

Kannan et al. (2008) popsali kazuistiku mladého muze (17 let), ktery
prodélal infarkt myokardu a nasledné arterialni trombdzu dolni koncetiny. Mésic
po zahajeni léCby Warfarinem byl pacient znovu pfijat, tentokrat s cévni
mozkovou pfihodou, pficemz naméfena hodnota INR byla 2,7. Teprve nyni, po
stanoveni diagnézy SPS typ | (zvySena agregace po ADP i EPI), byl Warfarin
nahrazen ASA. Po dobu 3 let byl pacient bez jakychkoliv komplikaci, dokud
svévolné neprerusil IéECbu ASA. Po 14 dnech bez IéEby ASA byl znovu pfijat do

nemocnice s masivnim mozkovym infarktem, ktery skoncil fatalné.

Blokace enzymu cyklu kyseliny arachidonové

Lékem prvni volby pfi |éCbé SPS je kyselina acetylsalicylova (ASA).
Vlivem ucinku ASA dochazi k blokaci enzymd cyklu kyseliny arachidonové,
vyznamné se podilejicich na aktivaci krevnich desti¢ek. Konkrétné ASA
ireverzibilné inhibuje cyklooxygenazu po celou dobu Zivotnosti destic¢ek (7 - 10
dni). Inhibici cyklooxygenazy dochazi ke sniZzeni tvorby tromboxanu A2 a
dalSich prostaglandini. ASA ma velmi kratky polo¢as rozpadu — asi 20 minut,
nicméné i béhem této kratké doby dojde k ovlivnéni funkce v podstaté vSech
krevnich desticek. Pfedpoklada se, Ze ASA dokaze inhibovat i mladé desticky

pritomné ve zralych megakaryocytech (Pecka, 2004).

ASA se obvykle podava v malé davce 100 mg denné. Tato davka
vétSinou normalizuje hypergagregabilitu a slouzi jako ochrana proti
trombotickym recidivam. Malé procento pacientl na nizkou davku 100 mg ASA
nereaguje, je tedy zpoCatku nutna opakovana kontrola 1é¢by. Davku Ize
postupné zvySovat az na 325 mg denné. Pokud i poté nalézame u pacienta
hyperagregabilitu, mize se jednat o rezistenci na ASA a je nutno nasadit jiné
antitrombocytarni Iéky, napfiklad clopidogrel a jiné (Kubisz, 2006).
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Blokace membranovych receptoria pro ADP

V pfipadé rezistence na ASA se podavaji inhibitory ADP receptoru,
clopidogrel, ticlopidin. Tyto inhibitory nevratné inhibuji ADP receptory P2Y,
¢imz je znemoznéna agregace pro stimulaci ADP, ale proces zmény tvaru

destiCky pfi jeji aktivaci ovlivnén neni.

Blokace receptort GPllIb/llla

DalSi moznosti 1éCby je uziti inhibitord abciximab nebo tirofiban, které
zablokuji funkci GPIIb/llla obsazenim jejich receptorovych mist a tim nasledné
znemozni navazani fibrinogenovych muastkd mezi sousednimi destiCkami. Tato

protidestiCkova IéCba je v souCasnosti nejucinnéjsi (Pecka, 2004).

Lécba v téhotenstvi

Téhotna pacientka se SPS by méla byt sledovana v hematologické
ambulanci. Pokud je prubéh téhotenstvi normalni, Ize podavat preventivni
davku ASA 100 mg denné. V poslednim mésici pfed porodem je vhodné
pacientku prfevést na nizkomolekularni heparin (LMWH), aby se zamezilo
pfipadnym krvacivym komplikacim pfi porodu. Po 2 tydnech po porodu opét
podavame ASA (BartoSova, et al., 2008) U pacientek se SPS a pfedchozimi
rekurentnimi aborty je indikovana léCba kombinace ASA a LMWH po celou
dobu gravidity (Kessler, 2006).

Nestandardni situace pri Ié¢bé

Pokud se u pacienta vyskytuje SPS zaroven s jinym trombofilnim
onemocnénim, je vhodné nasadit léCbu ASA soucasné s LMWH, napfiklad
fraxiparinem. ASA a LMWH se doporucuje uZivat i pfi dlouhodobém cestovani
(nad 6 hodin), imobilizaci pacienta, nebo pfi pfedoperaéni pfipravé (BartoSova
et al., 2011b).

27



. Experimentalni ¢ast

3. Laboratorni vysetreni SPS

3.1 Pouzity material

3.1.1 VysSetrovany material

Jako vySetfovany material jsme pouzili krev odebranou do zkumavky
s protisrazlivym Cinidlem citratem sodnym. Pomér protisrazlivého cCinidla a krve
je 1:10 (1 dil roztoku + 9 dilt krve).

3.1.2 Laboratorni pomtcky

e Zkumavka Vacutainer 4,5 ml, sodium citrate 0,109 M, modry uzaveér.

e Jehla Fine-Ject, velikost 0,9 x 40 mm, Zluta.

e Pipeta Finnpipette pro objem 10 pl, 20 pl, 25 pl a 50 pl.

e Pipeta Vitrum, nastavitelny objem 100 ul — 1000 pl.

e Pipetovaci Spicky typ Eppendorf, bila 10 ul, zluta 200 yl a modra 1000 pl.
e Mikrozkumavky typ Eppendorf 1,5 ml, sterilni zkumavky Gama 15 ml.

¢ Silikonizované kyvety Helena Laboratories, velikost 8 mm x 60 mm.

o Magneticka michadla.

e Centrifuga Hettich, polomér rotoru 15 cm.

3.1.3 Pristroje

3.1.3.1 AggRAM™ Helena Laboratories

AggRAM™ Helena Laboratories (obr.1) je &tyrkanalovy agregometr.
Pracuje na principu turbidimetrie. Jako zdroj svétla slouzi laserove diody.
Pristroj méri pfi vinové délce 650 nm. Soudcasti pfistroje je termoblok, ktery

temperuje inkubacni a méfici jamky na teplotu 37°C. VySetfovana plazma s
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induktory je promichavana pomoci magnetickych michadel. AggRAM™ Systém

Software vyuziva platformu Microsoft ® Windows ® XP.

Princip metody

Metoda je zalozena na principu turbidimetrie. Postupna tvorba
desti¢kovych agregatl v plazmé bohaté na desti¢ky (PRP - platelet rich plasma)
zpusobuje vzestup transmise svételného paprsku kyvetou. Plazma bohata na
destiCky s induktory reprezentuje 0 % agregaci, plazma chuda na desticky (PPP
— platelet poor plasma) reprezentuje 100 % agregaci. Vznikajici destiCkové
agregaty jsou strhavany magnetickym michadlem ke dnu kyvety, tim dochazi
k postupnému vydefeni plvodné zkalené PRP plazmy. Cim vice trombocytl
agreguje, tim je propustnost svétla vysSi. Tato zména transmise je graficky

Zaznamenavana.

Vysledkem je agregaéni kfivka, ze které AggRAM™ provadi automatické
vyhodnoceni nékolika parametri: Ma (maximalni amplituda) je dana vySkou
agregacni kfivky a udava procento agregovanych trombocytl za &asovou
jednotku, dale je hodnocen parametr slope (sklon kfivky) [%/min] a parametr
T/50, ktery nam udava, za jakou Casovou jednotku zagreguje polovina vSech
destiCek. Pro vySetfeni SPS vyuzivame pouze parametr Ma — maximalni

amplitudu (www.helena.com).

Obr.1 Agregometr AggRAM™ Helena Laboratories
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3.1.3.2 LH 750 Coulter Beckman

LH 750 Coulter Beckman (obr.2) je automaticky hematologicky
analyzator poctu krevnich bunék. Jeho soucasti je zdrojova jednotka, vlastni
analyzator, DMS stanice Windows 2000 (Data Management Systém) — s
obousmérnym propojenim na laboratorni informacni systém. Kazdy parametr
krevniho obrazu je méfen tfikrat a jako vysledek se pouziva vazeny prameér.
Analyzator pracuje v uzavieném i otevieném systému nabéru vzorkl

(www.immunotech.cz).

Princip metody

Metoda je zaloZzena na impedancnim principu. Do méfici kyvety je
pomoci vakua postupné vhanéna suspenze krevnich bunék. Vné i uvnitf kyvety
se nachazi polarizované stejnosmérné elektrické pole. Pfi vniknuti Castice do
vstupniho otvoru dojde ke zmé&né& mérného odporu prostfedi. Castici vyvolana
zména napeéti je méfena voltmetrem. Velikost napétového impulsu je pak pfimo
umérna objemu méfené Castice. Kazda Castice vyvola jeden napétovy impuls,

¢imz je mozno zaznamenat jejich pocet (Pecka et al., 2010).

E
=

L
if

%

Obr.2 LH 750 Coulter Beckman
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3.1.4 Reagencie
e ADP reagent 2 x 1 ml, adenosin difosfat, koncentrace po rekonstituci je
20 umol/l, Helena Laboratories (ADP)

e Epinefrin reagent 2 x 1 ml, lyofilizovany preparat adrenalinu, koncentrace

po rekonstituci je 300 ymol/l, Helena Laboratories (EPI)
e Chlorid sodny 0,9 % roztok, B-Braun, fyziologicky roztok (FR)

e Aqua per injectione B-Braun (AQUA)

e

EPINEPHRINE
x

Obr.3 Reagencie epinefrin a ADP

3.2 Charakteristika sledovaného souboru

Pro stanoveni referenéniho rozmezi jsme provedli vySetfeni agregace
destiCek se tfemi nizkymi hodnotami ADP a EPI u 60 zdravych dobrovolnikld a
darcl, nekurakl. Jednalo se o 30 muzid a 30 Zen ve véku od 21 do 40 let
s vékovym priumérem 32 let a medianem 31 let. Darce jsme vySetfovali
v obdobi od zafi 2011 do Cervna 2012.

Skupinu 16 vySetfovanych pacientu tvofily pfevazné mladé Zeny ve
vékovém rozmezi 28 - 34 let a jeden muz ve véku 37 let. Primérny vék
pacientl byl 34 let, median 33 let. Pacienti pochazeli z nasi hematologické
ambulance a z blizkého centra asistované reprodukce. Jednalo se o Zeny
s opakovanymi aborty v prvnim trimestru t€hotenstvi a muze s opakovanymi
vendéznimi tromboézami dolni koncetiny. Soubor pacientl pochazi z obdobi od
zafi 2012 do bfezna 2013.
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VysSetfeni SPS u pacientd jsme zopakovali s odstupem 3 tydna.
V pripadé, Ze se vysledky druhého vySetfeni liSily od prvniho, bylo nutné

provest i treti odbér.

3.3 Odbér vzorku

Na odbér krve pro vySetfeni SPS se pacient dostavi do hematologické
ambulance po prfedchozim objednani, pfi kterém obdrzi pokyny pro odbér na
vySetfeni SPS (pfiloha ¢€.1). Alesponn 10 dni pfed odbérem je nutna absence
lék( a potravin ovliviujici funkci desti¢ek. Mezi léky zpUsobujici dysfunkci
destiCek fadime anopyrin (ASA), ale i ibuprofen, B-laktamova antibiotika,
nitroglycerin, nitroprusid a antidepresiva. Mezi potraviny inhibujici funkci
destiCek patfi také rizné bylinné Caje, ryby, ginkgo biloba, ¢esnek, cibule, kmin
a indicky Safran (Shen, Frenkel, 2007).

Odbér se provadi nala¢no, nejlépe v dopolednich hodinach. Je vhodné
se zdrzet stresu a namahy bezprostfedné pfed odbérem. Pro vySetfeni postaci
9 ml plné krve. Je nutné dodrzet spravny pomér mezi krvi a protisrazlivym
roztokem, zkumavka musi byt naplnéna az po vyznacenou rysku. Po odbéru je
nutno krev ve zkumavce jemné promichat s protisrazlivym roztokem péti az

deseti nasobnym pfevracenim.

Z duvodu pripadné nezadouci aktivace trombocytll se nedoporucuje
pouzit odbér pomoci vakua a zatazeni paze turniketem pfi odbéru. Ze stejného
ddvodu je idealni provadét odbér co mozna nejblize laboratofi, kde bude vzorek
nasledné zpracovan a v pfitomnosti laborantky (Maly, 2005). Pokud toto neni
mozné, je nutné zajistit co nejrychlejSi a nejSetrnéjSi transport vzorku do

laboratofe. V Zadném pfipadé se nedoporucuje pouziti potrubni posty.

e Vpich jsme provedli Zlutou jehlou, povolili turniket a krev jsme nechali volné
nakapat (obr.4) az po rysku do dvou otevienych zkumavek Vacutainer
s modrym uzavérem na 4,5 ml scitrdtem sodnym. Zkumavky jsme

bezprostfedné po odbéru opét uzavreli a opatrné promichali.
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Obr.4 Odbér krve pro vysetieni SPS

3.3.1 Priprava vzorku

Protoze u krevnich desticek velice snadno dochazi k jejich aktivaci,
veskera manipulace se vzorkem a jeho promichavani se provadi velmi opatrné.
Je nutno destiCky udrzet v neaktivnim stavu aZz do okamziku vlastniho
vySetfeni. VySetfovana plazma se pipetuje vyluéné modrou Spickou s velkym

otvorem ze stejného duvodu.

e Po odbéru jsme zkumavky opatrnym pfevracenim promichali a nasledné
centrifugovali 10 minut pfi 1 000 ot/min (167 g). Na centrifuze jsme

nastavili funkci Setrného brzdéni SOFT.

e Zobou zkumavek jsme odebrali vrchni ¢ast plazmy bohaté na destiCky
(PRP — platelet rich plasma) do sterilni zkumavky Gama 15 ml a jemné

promichali.

e Pro pfipravu bezdestiCkové plazmy (PPP — platelet poor plasma) jsme
zbyly vzorek znovu centrifugovali 15 minut pfi 3 800 ot/min. (2 421 g).
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3.3.2 Uprava poétu trombocytu

Podet trombocytt v PRP je nutno upravit nafedénim na pocet 250 x 1091.

K fedéni se pouziva PPP.

Nejprve jsme zméfili poCet trombocytl v PRP na analyzatoru LH 750.

Vypocitali jsme, kolik ml PPP potfebujeme pfidat k 1 ml PRP, abychom

ziskali pozadovany pocet trombocyta (PLT).

Vypocet:

nameéreny pocet PLT v PRP x 109/1

MnoZstvi PPP = -
nozstvi pozadovany pocet PLT 250 x 109/1

Priklad: naméfena hodnota PLT = 550 x 109

Mnozstvi PPP = 550 1=1,2ml
nozstvi = 250 =1,zm

K 1 ml PRP jsme pfidali 1,2 ml PPP.

Oba dily PRP a PPP jsme vioZili do dalSi sterilni zkumavky Gama a

opatrné promichali.

3.4 Priprava reagencii ADP a EPI

Pfi pfipravé jsme postupovali podle pokynU vyrobce v pfibalovém letaku.

Reagencie jsme nechali vytemperovat na laboratorni teplotu po dobu

30 minut.

Pridali jsme 1 ml AQUA, nechali rekonstituovat 30 minut pfi laboratorni

teploté a poté jemné promichali.

Takto pfipravené reagencie maji pfi 2 - 8 °C stabilitu 1 tyden a pfi -20 °C

3 mésice.
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3.4.1 Priprava nizkych koncentraci ADP
Podle nasledujici tabulky 1 jsme pfipravili do mikrozkumavek typ

eppendorf, za pouziti fyziologického roztoku (FR), tfi nizké koncentrace ADP.

Tab.1 Priprava nizkych koncentraci ADP

ADP 20 pmol/l
Redéni Vysledna koncentrace
1:8 20 ul ADP + 140 pl FR 2,5 pymol/l
1:20 20 ul ADP + 380 ul FR 1,0 umol/l
1:40 150 ylADP 1:20 + 150 ul FR 0,5 pmol/l

3.4.2 Priprava nizkych koncentraci EPI
Obdobnym zplUsobem jsme pfipravili tfi nizké koncentrace EPI podle
tabulky 2.

Tab.2 Priprava nizkych koncentraci EPI

EPINEFRIN 300 umol/l
Redéni Vyslednéa koncentrace
1:30 10 ul EPI + 290 ul FR 10,0 umol/l
1:300 50 ulEPI1:30 + 450 pl FR 1,0 umol/l
1:600 200 I EPI'1:300 + 200 ul FR 0,5 pmol/l

3.5 Vlastni méreni

Zpracovani vzorku a jeho méfeni by mélo byt ukonéeno maximalné do
60 minut po odbéru krve. Ztohoto divodu nelze vySetfovat vice vzorkl

najednou, je nutno pacienty odebirat a vySetfovat postupné.

e Do jedné silikonizované kyvety jsme napipetovali 250 pl PPP.
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Do Ctyf silikonizovanych kyvet jsme napipetovali & 225 pl vySetfované

PRP (obr.5) a vloZili na 2 minuty do inkubacnich jamek v pfistroji (37 °C).
Nejprve jsme provedli méfeni PPP ve vSech Ctyfech méficich kanalech.

Poté jsme do méficich kanalu vloZili kyvety s PRP a pfidali magneticka
michadla. Rychlost michani je v pfistroji standardné nastavena na 600

ot./ min.

Jako prvni jsme provedli méfeni s induktorem EPI. Do kyvety v prvnim
kanalu jsme pfidali 25 ul reagencie EPI o vychozi koncentraci 300 pmol/l.
Do kyvet ve tfech ostatnich kanalech jsme pfidali 25 pl reagencie EPI s

postupné se snizujici koncentraci induktoru 10,0; 1,0 a 0,5 pmol/l.

Na monitoru jsme po chvili mohli sledovat tvofici se jednotlivé agregacni

kfivky.
Méfeni agregace s EPI jsme provadéli po dobu 10 minut.

Poté jsme obdobnym zplsobem provedli méfeni pomoci induktoru ADP.

Pouzili jsme reagencii ADP o koncentraci 20; 2,5; 1,0 a 0,5 pmol/Il.
Méreni agregace s ADP jsme provadéli po dobu 5 minut.

Po skonCeni méfeni jsme zaznamenané agregacni kfivky s vysledky

vytiskli a vyhodnotili.

Obr.5 Pipetovani PRP do silikonizovanych kyvet.
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3.6 Hodnoceni vysledkd agregacnich krivek

PrFistroj zaznamenava procento agregovanych trombocytl, &im vice
trombocytl agreguje, tim vysSich hodnot dosahuje maximalni amplituda (Ma)
agregacni kfivky.

3.6.1 Fyziologicka agregace s EPI

Na obr.5 je patrny vzestup zelené agregacni kfivky s vychozi koncentraci

EPI 300 ymol/l. Ma kfivky dosahuje 92,7 %. Ostatni agregacni kfivky s nizkymi
koncentracemi EPI (10,0; 1,0 a 0,5 pmol/l) dosahuji Ma pouze 38,0 %, 4,4 % a
4,6 %.

Obr.5 Fyziologicky vysledek agregace s EPI

3.6.2 Patologicka agregace s EPI

Na obr.6 muzeme vidét agregacni kfivky s nizkymi koncentracemi EPI
(10,0; 1,0 a 0,5 pmol/l), které dosahuji vysokych hodnot Ma 92,0 %, 89,0 % a
91,8 %.

Obr.6 Patologicky vysledek agregace s EPI
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3.6.3 Fyziologicka agregace s ADP

Na obr.7 je patrny vzestup zelené agregacni kfivky s vychozi koncentraci

ADP 20 pmol/l. Ma kfivky dosahuje 92,2 %. Ostatni agregacni kfivky s nizkymi
koncentracemi ADP (2,5; 1,0 a 0,5 umol/l) dosahuji Ma pouze 25,6 %, 2,4 % a
3,2 %.

Obr.7 Fyziologicky vysledek agregace s ADP

3.6.4 Patologicka agregace s ADP

Na obr.8 muzZeme vidét agregacni kfivky s nizkymi koncentracemi ADP
(2,5; 1,0 a 0,5 umol/l), které dosahuji vysokych hodnot Ma 96,6 %, 41,1 % a
17,0 %. U obou dvou nejnizSich koncentraci (modra a Cerna kfivka) je patrna
prvni i druha vina agregace. Pfi vySetfeni SPS hodnotime u agregace s ADP

Ma pouze u prvni viny agregaéni kfivky - primarni agregace desticek.

WSS ADF 05 WMA O1E2 073 5 300 CEE) 2my: 280 i

Obr.8 Patologicky vysledek agregace s ADP
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3.7 Stanoveni referencniho rozmezi

Stanoveni referenéniho rozmezi jsme provedli nepfimou parametrickou
metodou (Racek et al., 2006).

3.7.1 Neprima parametricka metoda odhadu referenénich mezi
Tato metoda se pouziva bez ohledu na typ rozlozeni vysledkd, tedy i
v pfipadé, Ze méfeny parametr nema v populaci normalni rozlozeni Cetnosti a

nelze jej graficky vyjadfit Gaussovou kFivkou.

Naméfené hodnoty v % jsme sefadili do tabulky 3 podle velikosti od
nejmensi hodnoty po nejvétsi. Pro zachovani 95 % vSech vysledkd uvnitf

referencniho rozmezi jsme odfizli 2,5 % vysledkl dole i nahore.

Vypocet dolni a horni referenéni meze

Dolni (kq) i horni (ki) mez uréuje k-ta hodnota ze sefazeného vybéru.
kq=0,025 (n + 1) kq=10,025 (60 +1)=2

kn = 0,975 (n + 1) kn = 0.975 (60 + 1) = 59

Tab.3 Namérené hodnoty agregace desti¢ek zdravych osob v %

i ADP EPI
arct 125 umoll |1 umolt 0,5 umol/l [10 pymolit |1 pmolt | 0,5 umol
1 11 0 0 7 2 0
2 17 0 0 7 4 2
3 21 0 0 10 4 2
4 23 0 0 11 4 2
5 25 0 0 11 4 2
6 25 0 0 13 4 2
7 26 1 0 13 5 2
8 26 1 0 13 5 2
9 28 1 0 17 5 2
10 31 1 0 17 6 2
11 31 1 0 18 7 4
12 31 2 1 18 7 4
13 32 2 1 22 7 4
14 32 2 1 23 7 5
15 34 2 1 24 7 5

pokracovani tab.3 na dal$i strané
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pokracCovani tab.3 z pfedchozi strany

Darci ADP EPI
a2 5 umoll [1 umoll [0,5 umol/l |10 umol/l |1 umoldl 0.5 umol
16 34 3 1 24 7 5
17 34 3 1 29 8 6
18 34 5 1 34 10 6
19 35 5 2 38 10 6
20 35 5 2 38 10 6
21 35 5 2 46 10 7
22 36 6 2 54 10 7
23 36 6 2 59 10 7
24 37 6 2 67 10 7
25 38 7 2 68 11 7
26 40 7 2 72 11 8
27 40 8 2 74 12 8
28 40 8 2 75 12 8
29 40 8 2 75 12 8
30 41 9 2 75 13 8
31 41 9 2 77 13 8
32 41 10 2 78 13 9
33 43 10 3 79 14 9
34 44 10 3 79 14 9
35 45 10 3 79 14 10
36 45 11 3 80 14 10
37 46 11 3 80 14 10
38 47 12 3 80 15 10
39 47 12 3 80 15 10
40 48 13 3 80 16 12
41 50 13 3 80 16 12
42 50 14 4 80 16 12
43 50 14 4 80 16 12
44 50 14 4 80 18 12
45 50 15 4 80 19 13
46 50 15 5 80 19 13
47 52 15 5 80 19 13
48 53 17 5 80 19 13
49 54 17 5 80 20 14
50 55 17 5 80 20 14
51 55 18 5 81 20 14
52 58 19 6 81 20 14
53 59 22 6 81 23 15
54 60 22 10 81 24 15
55 60 22 10 81 26 15
56 60 22 10 81 26 15
57 60 23 11 81 27 17
58 62 23 11 81 28 18
59 62 23 15 82 29 19
60 65 25 19 82 32 21
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3.7.2 Referenéni meze stanovené nasi laboratori

Induktor Koncentrace induktoru Referencni meze
2,5 pmol/l 17 -62 %
ADP 1 umol/l 0-23%
0,5 umol/I 0-15%
10 pmol/l 7-82%
Epinefrin 1 umol/l 4-29%
0,5 umol/I 2-19%

3.8 Uprava poétu trombocytti

PocCet trombocytd v PRP jsme zpoc€atku zduvodu co nejSetrnéjsi
manipulace s plazmou neupravovali, nicméné agregacni kfivky byly velkym
mnoZstvim destiek (400-500 x 10%1) zna&né ovlivnéné (obr.8). Proto jsme
upravili mnoZstvi destitek v PRP na 250 x 10%I dle doporugeni Yee et al.

(2005). Prubéh agregacni kiivky byl pak jiz charakteristicky (obr.9).

oo 1o &8 (. ETINET 210522, z17a S

Obr.8 Agregace s ADP ovlivnéna vysokym poétem PLT = 523 x 109/
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Obr.9 Agregace s ADP s upravenym poétem PLT = 250 x 10%/I (stejny vzorek)

3.9 Prodleva mezi odbérem a mérenim vzorku

V prvnich etapach zavadéni metody jsme zacali darce odebirat a
vySetfovat po 2 - 3 najednou s tim, Ze série vySetfeni byla ukonéena do 2 hodin
po odbéru. Hned na zaCatku jsme zaznamenali pomérné cetny vyskyt
patologickych agregaci po epinefrinu, pfevazné u darcu vySetfenych ve druhém
nebo tfetim poradi. Provedli jsme nékolik experimentalnich méfeni, kdy jsme

opakovali agregaci ze stejného vzorku po epinefrinu s odstupem 30 minut.

Z prilozenych agregacnich kfivek (obr.10, 11, 12) vyplyva, Ze se
vzrustajici prodlevou mezi odbérem vzorku a jeho méfenim, vzrista i

agregabilita destiCek po epinefrinu. Agregabilita po ADP se v zavislosti na Case

vyraznéji neméni.

Obr.10 Agregace s EPI, pocatek méfeni 30 minut po odbéru
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Obr.12 Agregace s EPI, pocatek méfeni 90 minut po odbéru

3.10 Centrifugace

DalSim problémem, ktery jsme feSili, bylo mnozstvi odebiraného
materialu. Odebirali jsme 2 zkumavky na 4,5 ml krve. Nejprve jsme vzorky
centrifugovali 10 minut pfi 960 ot./min. (154 g), ale ziskané mnozstvi plazmy

nam Casto nestacilo pro kompletni vySetreni.

Odbér krve nakapavanim pres jehlu do oteviené zkumavky je
nestandardni a pro pacienta ne zcela pfijemny. Moznost odebirat dalSi
zkumavku navic jsme proto zavrhli. Zkusili jsme zvysit poCet otacek pfi
centrifugaci na 1 000 ot/min. (167 g). Mnozstvi ziskané PRP plazmy pak jiz
postacilo, az na ojedinélé pfipady, pro kompletni vySetieni SPS.
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4. Vysledky

Jak znazornuje graf 1, u 44 % (7 pacientl) z celkového poctu 16
vySetienych pacientl byla agregace desti¢ek v normé. SPS byl diagnostikovan
v56 % (9 pacientd). Graf 2 ukazuje Cetnost vyskytu jednotlivych typa SPS.
V nasi laboratofi jsme diagnostikovali SPS typu | v 22 % (2 pacienti), SPS typu
Il ve 78 % (7 pacientd). Raritni SPS typ Il jsme zatim nezachytili. VeSkera data
vySetfenych pacientd (vék, pohlavi, poCet samovolnych abortd, vysledky

vySetfeni, typ SPS) jsou uvedena v tabulce €. 4.

Celkové vysledky vySetreni SPS

60% - 56%(9)

50% -

44%(7)

40% -

30%

20% -

10% -

0% -

SPS Norma

Graf 1 Celkové vysledky vySetieni SPS u 16 pacientd v nasi laboratofi

Typ SPS - zastoupeni

100%

78% (7)

80% -

60% -

40%

22%(2)

20% -
0% (0)

0% -

SPSI SPSII SPS I

Graf 2 Jednotlivé typy SPS — zastoupeni v nasi laboratofi
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Tab.4 Vysledky vySetieni SPS u pacientu

_ Abort / VT | 3ena ADP EPI Typ
Pacient | VEk | (venozni s| 25 1 05 10 1 05
tromboza) /muz ’ ’ ’ ohS
umol/I | umol/I | umol/I | umol/I | umol/I | pmol/I
1| Z.L. 30 2 z 21 2 2 ! ! 2 -
na 2.odbér se pacientka nedostavila
. 43 3 5 104 23 1 95 78 8 "
35 8 0 85 73 12
31 1 0 86 12 9,5
3| SD. |37 2 Z | 40 7 2 90 | 78 | 17 -
40 5 2 93 27 21
4l TP 34 5 5 12 0 0 81 12 15 i
34 1 0 81 11 12
50 9 0 85 4 6
5 0.J. 28 3 z 53 14 0 87 62 11 Il
X X X 84 48 12
26 0 1 88 7 7
6 K.P. 30 3 z 32 6 2 83 70 14 Il
36 2 0 94 53 8
7 PL 37 opalayané m 98 23 10 92 90 90 "
94 20 7 94 89 87
8| P.Z 30 2 z 34 1 10 -
35 1 54
9! ¢B 39 5 5 48 10 2 88 23 13 i
na 2.odbér se pacientka nedostavila
55 11 2 90 77 28
10| N.M. | 38 2 z 78 7 13 37 3 2 I
X X X 91 73 14
11 SR | 44 4 5 106 37 17 100 105 100 |
98 32 15 96 98 90
12| Z2J. |32 3 ; |34 0 0 7 o -
malo materialu 68
13| T.K. 31 2 z ar 2 3 o1 88 39 Il
40 3 2 91 92 84
58 19 2 22 18 14
14| CP. |28 2 z 55 | 17 4 79 | 48 | 17 -
50 6 0 67 13 15
80 33 12 92 66 19
15| B.P. 38 4 z 60 14 88 86 84 Il
55 22 34 14 12
M . 29 1 5 97 40 17 92 93 93 |
63 25 10 88 81 85
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4.1 Vybrané kazuistiky

Muz P.L. 37 let

VySetfen v nasi hematologické ambulanci po prodélani opakované
venozni trombozy dolni koncetiny po zaoceanském letu. VySetfeni PC, PS,
APC rezistence, Leidenské mutace a mutace protrombinu bylo v normé.
Opakované vySetfeni hyperagregability destiCek ukazalo patologie ve vSech

koncentracich epinefrinu - odpovida SPS Il typu (obr.13).

He Searets iem,

TN L T —— o e Sl ——=1

sEEHRESERERIAEREN

Obr.13 Muz P.L. 37 let — SPS Il typ, agregace s EPI

Zena S.R. 44 let

Pacientka poslana k vySetfeni z centra asistované reprodukce pro 4
opakované aborty v prvnim trimestru téhotenstvi. VySetfeni PC, PS, APC
rezistence, Leidenské mutace a mutace protrombinu bylo v normé. Pfi
opakovaném vysetifeni hyperagregability desti¢ek byly prokazany patologie po
epinefrinu a ADP - odpovida SPS | typu (obr.14 a 15).

Faiire. Flasle

Obr.14 Zena S.R. 44 let — SPS | typ, agregace s ADP
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Obr.15 Zena S.R. 44 let — SPS | typ, agregace s EPI

Po nasazeni |éCby ASA jsme po 14 dnech provedli kontrolni vySetfeni
agregace k posouzeni ucinnosti Ié€by ASA. Provedli jsme také kontrolni méfeni
s nizkymi koncentracemi ADP a EPI. Na obr.16 a 17 je patrny vliv ASA,

agregacni krivky se normalizovaly.
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Zena W.P. 29 let
Pacientka vySetfena v nasi hematologické ambulanci po prodélani 2
samovolnych abortl. VySetfeni PC, PS, APC rezistence, Leidenské mutace a

mutace protrombinu bylo v normé. Pfi opakovaném vysSetfeni hyperagregability

destiCek byly prokazany patologie po epinefrinu a ADP - odpovida SPS | typu
(obr.18 a 19).

3ERIHER

e
e
amepion
e

Obr.19 Zena W.P. 29 let — SPS | typ, agregace s EPI
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5. Diskuse

Podafilo se nam standardizovat metodu tim, Ze jsme upravili pocet
destiéek v PRP na optimalni hodnoty 250 x 10%/1, zkratili jsme asovou prodlevu
mezi odbérem a samotnym vySetfenim na 30 minut z dlvodu vzrastajici
hypeagregability po epinefrinu a zvysili jsme otacky pfi centrifugaci na 1 000
ot./min. pro ziskani vétSiho mnozstvi PRP. Ukazalo se, Ze je nutné
darce/pacienty odebirat a vySetfovat jednotlivé a agregaci s epinefrinem zacit

provadeét jako prvni, idealné 30 minut od odbéru.

Rovnéz jsme vypozorovali, Zze u darcu/pacientd s minimalnim nebo i
zadnym pfijmem tekutin rano pfed odbérem, byl ziskany objem plazmy velmi
maly pravé z divodu urcité dehydratace, oproti darcim/pacientdm s normalnim
pitnym rezimem. Z téchto divodl pacientim v nasSich pokynech pfed odbérem
zdUraziiujeme, Ze je vhodné rano prfed odbérem vypit dostate€né mnozstvi

obycejné vody (viz pfiloha €.1).

Zapotiebi byla i trpélivost pacientl, protoze testy byly provadény ze
dvou, pfi neodpovidajicich vysledcich méfeni i ze tfi odbérl, s minimalné
3-tydennimi intervaly. Pacienti se vZdy museli dostavit k odbéru krve do nasi
hematologické ambulance. Ukazalo se, Ze je vhodné krev odebirat v misté, kde
probéhne bezprostfedni zpracovani a méfeni vzorku. ldealni je i pfitomnost
laborantky pfi odbéru krve, aby ,dohlédla“ na spravny postup odbéru a Setrné

zachazeni se vzorkem.

Na souboru 60 mladych zdravych dobrovolnikd/darcd jsme stanovili
referenéni rozmezi pro agregaci indukovanou podprahovymi koncentracemi
ADP a adrenalinu (str. 41). Pfi porovnani nami stanovenych mezi jsme byli ve
shodé s referenénimi hodnotami udavanymi v literatufe. Nejvice se pfiblizujeme

referenénim rozmezim udavanym BartoSovou et al. (2011a), viz str. 25.

Laboratorni diagnostiku SPS jsme provedli u vybrané skupiny 15
pacientek s opakovanymi aborty a u 1 muze s opakovanymi venoznimi
trombdzami v mladém véku. Ackoliv jsme z ¢asovych divodi neméli moznost
vySetiit vétsi pocCet pacientli, zaznamenali jsme v naSi laboratofi podobnou

Cetnost vyskytu jednotlivych typd SPS, jaka je udavana v literatufe (Mammen,
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1995). NejCastéjSim typem SPS v naSi skupiné pacientd je SPS typu I
(zvySena agregabilita trombocytl po epinefrinu) v 78 %, méné Casto SPS typu |
(zvySena agregabilita trombocytd po ADP i epinefrinu) ve 22 %, posledni raritni

SPS typ Il (zvySena agregabilita trombocytl po ADP) jsme zatim nezachytili.
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6. Zaveér
V nasi laboratofi jsme jiz méli urCité zkuSenosti s laboratorni diagnostikou
syndromu lepivych desticek. Nicméné bylo ziejmé, Ze je tfeba jeSté fesit

nékteré problémy, se kterymi jsme se dosud setkavali.

Laboratorni vySetieni SPS jako takové je v literatufe popisovano velice
zfidka, pfevahu nasich literarnich zdroju tvofi spiSe zahrani¢ni odborné ¢lanky.
Diagnostiku SPS provadi v CR velice malo pracovist, takze i vyména
zkuSenosti byla skoro nemozna. Proto jsme uvitali v po€atcich spolupraci

s Oddélenim hematologie a transfuziologie v Pelhfimové.

Metodika vySetfeni SPS je vysoce citliva, a prestoZze nékdy byva
zpochybnovana, je velmi dobfe standardizovatelna za predpokladu, Ze jsou
dodrzena pravidla pro preanalytickou fazi. Dulezité je peclivé odebirani
anamnézy, dikladné pouceni pacienta pfed odbérem a rychlost dopravy
odebraného biologického materidlu do laboratofe. Je nutné pocitat i s tim, ze
nejen léky, ale i potravinové doplfiky mohou sehrat roli v ovlivnéni vysledku
agregace. OsvédcCily se nam i dodate¢né dotazy pacientim pfi nesouhlasném
vysledku opakovaného méfeni. U jedné pacientky jsme pfi prvnim vySetfeni
prokazali zvySenou hyperagregabilitu, pfi druhém vySetfeni byly agregacni
kifivky naopak velmi nizké. Na naSe dotazy pacientka uvedla, ze dle pokyn
pfed odbérem na bolesti hlavy neuzivala Ibalgin ani Anopyrin, ale ,pouze

Aspirin“. VySetfeni bylo nutné zopakovat jesté potreti.

ProtoZze se laboratorni vySetfeni SPS provadi na poloautomatickém
pristroji, je nezbytna i profesni erudice zdravotniho laboranta, bez niz nelze

dosahnout validnich vysledka.

Po stanoveni diagnézy SPS a nasledném nasazeni lécby kyselinou
acetylsalicylovou z plvodniho poc&tu 8 pacientek s prokazanym SPS otéhotnély
dvé pacientky, bohuzel obé téhotenstvi skonCila spontannim abortem

v 1. trimestru. V tuto chvili neni gravidni Zadna pacientka.

VySetfeni SPS by mohlo byt velkym pfinosem pro pacientky
s opakovanymi spontannimi aborty z nejasnych pfi¢in a pro pacienty

s nevysvétlitelnymi trombézami v mladém véku. Za velmi pozitivni povazuiji i
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jednoduchy, ekonomicky nenaro¢ny zplsob IéCby SPS kyselinou
acetylsalicylovou, ktera mize v mnoha pfipadech vyrazné snizit riziko

rekurence trombotickych komplikaci.
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7. Pfilohy
e Pfiloha .1 Pokyny pfed odbé&rem pro vySetfeni SPS

VySetreni syndromu lepivych desticek (SPS)

Pokyny pred odbérem

VysSetfeni provadime po pfedchozim telefonickém objednani na tel. Cisle:
477 112 482 nebo 477 112 489

K odbéru krve se dostavte nalaéno.

Od pulinoci nekourit, nepit kavu a ¢aj, ale dostate¢né se napit vody.

Pfed samotnym odbérem vyloucit fyzickou namahu a stres.

10 dni pred vySetienim:

e Neuzivat Iéky obsahuijici kys.acetylsalicylovou (Anopyrin, Aspirin,
Acylpyrin, Godasal).

e Neuzivat Iéky proti bolestem kloubu (Ibuprofen, Ibalgin, Ibumax,
Diclofenac, Voltaren).

e Neuzivat antibiotika — penicilin a antidepresiva.

e Nejist v nadmérné mire ryby, Cesnek, nepit odvary z bylin.

¢ Neuzivat ginkgo biloba.

e P¥i nedodrzeni téchto pokynd mohou byt vysledky vySetreni faleSné

negativni.

Kontakt:

Oddéleni klinické hematologie, budova C, 4.podlazi
Masarykova nemocnice

Socialni péce 12A

401 13 Usti nad Labem
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