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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarské prace bylo stanovit referenc¢ni rozmezi agregace

desticek pro pacienty s pripadnym tzv. syndromem lepivych desticek.

Pro ziskani vyslednych hodnot referen¢niho rozmezi byla promérena skupina
40 zdravych dobrovolnikl za pouziti Bornovy optické transmisni agregometrie
(Light Transmission Aggregometry - LTA). Byla stanovena indukovana agregace
desticek po pridani induktorii agregace epinefrinu (EPI) a adenosinu difosfatu
(ADP) ve sniZenych koncentracich. Hodnocenym parametrem byla maximalni

agregace v %.

Rozdéleni naméfenych hodnot nevyhovovalo podminkdm normality dle
Gaussovy ktivky, a tak bylo referen¢ni rozmezi vyjadieno piimou neparametrickou
metodou. Referen¢ni rozmezi je pro dil¢i koncentrace induktort nasledujici: EPI
(konc. 1,0 umol/1) = 2-77 %; EPI (konc. 0,1 pmol/l) = 1-19 %; EPI (konc.
0,05 umol/l) = 1-5%; ADP (konc. 2,34 pymol/l) = 19-76 %; ADP (konc.
1,17 pmol/1) = 4-65 %; ADP (konc. 0,58 pmol/1) = 1-11 %.

Podle stanoveného referen¢niho rozmezi je mozné diagnosticky hodnotit
vyskyt syndromu lepivych desti¢ek u pacientii s doposud neobjasnénym zvySenym
sklonem k trombézam v mlad$im véku, s hemodialyzacni 1é¢bou, u pacient po

transplantaci ledviny nebo u pacientek, které prodélaly nékolikanasobné aborty.

Klicova slova

Syndrom lepivych desticek (SPS); trombocyt; agregace; hyperagregabilita; opticka

transmisni agregometrie (LTA); referencni rozmezi



ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to establish a reference range of platelet

aggregation for patients with possible Sticky Platelet Syndrome.

A group of 40 healthy volunteers was studied using Born's Optical
Transmission Aggregometry (LTA) to obtain the resulting reference range values.
Induced platelet aggregation was determined after addition of the aggregation
inducers epinephrine (EPI) and adenosine diphosphate (ADP) at reduced

concentrations. The evaluated parameter was the maximum aggregation in %.

The distribution of the measured values did not satisfy the normality
conditions according to the Gaussian curve, so the reference range was expressed
by the direct non-parametric method. The reference ranges for the sub-
concentrations of the inducers are as follows: EPI (conc. 1.0 pumol/1) = 2-77 %; EPI
(conc. 0.1 pmol/l) = 1-19 %; EPI (conc. 0.05 umol/l) = 1-5 %; ADP (conc. 2.34
umol/1) = 19-76 %; ADP (conc. 1.17 pmol/1) = 4-65 %; ADP (conc. 0.58 pumol/1) =
1-11 %.

According to the established reference range, the incidence of sticky platelet
syndrome can be diagnostically assessed in patients with a previously unexplained
increased propensity to thrombosis at a younger age, with haemodialysis treatment,
in patients after renal transplantation or in patients who have had multiple

abortions.

Keywords

Sticky Platelet Syndrome (SPS); platelet; aggregation; hyperaggregability; Light

Transmission Aggregometry (LTA); reference range
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1 UVOoD

Syndrom lepivych desticek (SPS) predstavuje 1ékari mnohdy opomijenou
autozomalné dédicnou trombocytopatii. Charakteristikou SPS je prokazana
hyperagregabilita po 3 nizkych koncentracich induktorfi adenosin difosfatu
a epinefrinu, pricemz agregace desticek po indukci jinymi induktory ziistava

fyziologicka.

Klinicky projev tohoto onemocnéni spociva napf. ve zvySeném sklonu
ktromb6zam v mladSim véku a ve vyskytu nékolikandsobnych aborti. Dle
nejnovéjsich studii byl prokdzan SPS u pacientG s hemodialyza¢ni 1é¢bou nebo

u pacientd po transplantaci ledviny.

Etiologie SPS je stale ve fazi vyzkumu. Za nejpravdépodobnéjsi pri€inu jsou
povazovany zmény v membranovych glykoproteinech krevnich desticek nebo na
intracelularnich signalnich drahach. Jejich variabilita pravdépodobné vede

k hyperagregabilité krevnich desticek.

U¢innou lé¢bou je podavani kyseliny acetylsalicylové (ASA), ktera sniZuje
hyperagregabilitu desticek, a timto sniZuje riziko vyskytu opakovanych

trombembolickych komplikaci.

Dlivodem, proC se zabyvam tématem SPS ve své bakalarské praci, je prispét
alespon malym dilem na cesté ke standardizaci metody pro laboratorni vySetieni
SPS. RovnéZ by tato prace mohla Ctenare, zejména ze zdravotnického prostredi,
obohatit ziskanymi informacemi o syndromu lepivych destiCek s naslednym

uplatnénim znalosti SPS pri vykonu lékarské praxe.



2 CiL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo vySetrit indukovanou agregaci krevnich
desticek zdravych darct krve a namérené hodnoty pouZit pro vypocet referencniho
rozmezi potrebného pro diagnostiku syndromu lepivych desticek. Méreni probéhlo
v navaznosti na nedspésny pokus o stanoveni referencniho rozmezi SPS po indukci
epinefrinem v Trombotickém centru VFN vroce 2018. Nasledné byly porovnany
nové namérené hodnoty agregace desticek po indukci ADP a EPI ve sniZenych
koncentracich s dostupnymi daty v literature. Ziskana data mohou byt vyuzita

v klinické praxi u pacientd s podezienim na SPS.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Hemostaza

Hemostazu lze jednodusSe definovat jako déj vedouci k zastavé krvaceni. Za
normalnich okolnosti, tedy bez poruSeni cév/y, je krev v krevnim recisti v tekutém
stavu. Dojde-li knaruSeni cévni vystelky (endotelu), dlohou hemostatického
mechanismu je uzavieni mista poranéni cévy, nasledna premeéna tekuté krve na
krevni koagulum, které je po zahojeni rany rozpusténo, a je tak obnovena cirkulace
krve. Hlavni funkce hemostazy jsou: zachovani tekuté krve uvniti cév a jejiho
slozeni, zabranéni uniku krve z cév a pripadnému poskozeni cévy a zaceleni
poskozenych cév. Lze fici, Ze hemostaza je presné regulovany déj nezbytny pro

Zivotaschopnost organismu [1, 2, 3, 4].

V ramci snahy o zjednoduseni je cely proces rozdélen na primarni hemostazu,
jez je tvorena vazokonstrikci (okamzity nastup), adhezi krevnich desticek (nastup
v sekundach) a agregaci (dochazi kni v priibéhu nékolika minut), a sekundarni
hemostazu. V této ¢asti se aktivuji koagula¢ni faktory, kdy béhem minut dochazi
k vytvoreni fibrinového koagula a nasleduje zapojeni fibrinolytického systému,
vnémz se viadech minut aktivuje fibrinolyza, kdy v pribéhu nékolika hodin
nastava lyza fibrinového koagula. Drive byla sekundarni hemostaza rozdélena na
vnitini a vnéjsi cestu. Od tohoto modelu se v soucasné dobé upousti, jelikoZ v ném
neni presny popis spoluprace koagulacnich faktort a desticek pti vytvareni krevni

srazeniny in vivo [2, 3, 5].

Mezi hlavni slozky, které se podili na zajistovani funkci hemostazy, patfi: cévni
sténa, trombocyty, tkafiova slozka a plazmaticky koagulacni systém. Nejedna se vSak
o jediné komponenty podilejici se na hemostaze. DalSimi slozkami jsou témér
vSechny latky pritomné v krvi a na vnitini strané cévy, tj. erytrocyty, leukocyty,
mineraly, lipidy, plazmatické proteiny, proteiny akutni faze a vdpenaté ionty [2, 3,

4].
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3.2 Primarni hemostaza

V pripadé narusSeni integrity cévni stény je nezbytné znovu zacelit porusené
misto vystavbou tzv. primarni hemostatické zatky (neboli bilym rozpustnym
trombem) po sobé nasledujicimi déji: vasokonstrikci v misté poranéné cévy
a naslednou adhezi, aktivaci a agregaci krevnich desticek. V situaci, kdy by nedoslo

ke vzniku bilého rozpustného trombu, by nedoslo k zastavé krvaceni [3, 4, 6].

3.3 SloZKky primarni hemostazy

3.3.1 Cévni sténa

Cévy, kromé kapilar, jsou tvoreny 3 vrstvami: intimou, medii a adventicii.
Intimu tvofi jedna vrstva endotelovych bunék na bazalni membrané, kterd je
v nepretrzitém kontaktu s protékajici krvi. Media se sklada z bunék hladkého
svalstva (reguluji cévni tonus), které jsou obklopeny pojivovou tkani. Ta obsahuje
kolagenni a elasticka vlakna (zodpovidaji za elasticitu cévy). Zména prisvitu cévy je
zajiSténa medii pomoci hladké svaloviny a elastickych vlaken. Adventicie je vnéjsi
vrstva s fibroblasty, kolagennim vazivem, adipocyty a Zirnymi bunkami. Ma

ochrannou funkci [1, 4, 6, 7].

endotelové bunky
extracelularni matnix
bazalni membrana
subendotel

W vnitini elasticka membrana

hladka svalovina

Intima

zevni elasticka membrana

Adventicie Media

Obrdzek 1 - Stavba cévni stény [8]
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Bunky endotelu tvori 700-1000 m?2 velky povrch, kde jsou v primém
kontaktu skrvi. Uloha endotelidlniho systému spoé¢ivd vreakci organismu na

konkrétni situaci, zda je potieba hemostazu stimulovat ¢i inhibovat [4].

NeporuSeny, nesmacivy endotel je fyziologicky nejvyznamné;jsi
antitrombotickou (protisrazlivou) slozkou organismu. Protisrazlivé ucinky
endotelu jsou zajiStény jeho elektronegativnim povrchovym nabojem,
glykosaminoglykany (heparan sulfat, heparin), prirozenymi inhibitory srazeni krve
vazanymi na endotel (antitrombin), receptory membrany (trombomodulin)
a produkci prostacyklinu a oxidu dusnatého (NO), spolecné piisobicimi jako
inhibitory adheze a aktivace desticek a vazodilatatory. Funkce uvedenych inhibitori

spociva v zachovani inaktivni hemostazy za normalnich podminek. [1, 4, 5].

Endotel je za vhodné stimulace (napriklad trombinem) schopen, kromé
obvyKklejsi inhibice hemostazy, se také ucastnit na procesu jeji aktivace. K tomuto
déji dochazi v ptipadé poruseni cévy, kdy je potreba krvaceni zastavit. Fyziologicky
je endotelem syntetizovan a do krve uvolnovan zejména von Willebrandtv faktor
(dale jen vVWF) majici minimalné 2 funkce: stabilizaci koagula¢niho faktoru VIII (dale
jen FVIII) a ochranu FVIII pfed proteolytickou degradaci v plazmé, dale
vysokoafinitni navdzani vWF na kolagen, a tim aktivovani krevni desticky.
Dlsledkem naruseni endotelu dochazi kvazbé vWF skolagenem, jenz je
exprimovan na subendotelidlni vrstvé. Tim dochazi k aktivaci prvni desticky [4, 5,

8.

Obnazeny subendotel je vysoce trombogenni a za fyziologického stavu se do
kontaktu s krvi dostdva pouze pri poranéni, ¢imZ nastava okamzita aktivace
veskerych systémi hemostazy. Mezi nejvyznamnéjsi slozky hemostazy subendotelu
patii kolageny a tkanovy faktor (dale jen TF). TF pti poSkozeni endotelialnich bunék
po uvolnéni do cévniho recisté aktivuje ,vnéjsi“ cestu koagulace krve. Naopak na
negativné nabitém povrchu kolagenu dochazi kaktivaci ,vnitini“ koagulac¢ni

Vv

a receptory na povrchu trombocyti [4, 5].
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3.3.2 Trombocyty

Krevni desticky neboli trombocyty (PLT) jsou malé bezjaderné, tzv. netiplné
buriky diskoidniho tvaru. Vznikaji fragmentaci cytoplazmy megakaryocytil v kostni
dieni. Krevni desticka je velkd v priméru 2-4 pum, objem se pohybuje mezi 7,8-
12,8 fl. Pocet trombocytl v periferni krvi za fyziologickych podminek spada do
rozmezi 150-400 x 10°/1. Jejich Zivotnost v periferni krvi je 7-10 dni [4, 9, 10, 11,
12].

Obecna struktura trombocytu:

e periferni oblast: zahrnuje ,plazmaticky obal“, glykokalyx,
membranové a submembranové struktury;

e oblast solubilniho gelu: visk6zni matrix, kterd je tvorena prevazné
fibriloirnimi  proteiny, = obvodovym  pasem = mikrotubuldg,
submembranovych filamentid a mikrofilamenti a proteinovou
podjednotkou = zakladni jednotka kontraktilniho systému desticky;

e oblast organel: denzni téliska, granula, mitochondrie;

e membrdnové systémy: otevieny kandlkovy systém a denzni

tubularni systém [12].

Oblast organel

Mitochondrie

Denzni
télisko
Lysozom

Glykogen

Periferni zéna
Alfa

granula —  Glykokalyx

Membrana
Membranové systémy
Otevieny

Sapalkosisy=tn Oblast solubilniho gelu

Denzni tubularni
systém

Mikrotubuly

Submembranovy
cytoskelet

Aktin (G a F formy)

Myosin

Obrdzek 2 - Struktura trombocytu [41]
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Membrana trombocytud

Plazmaticky obal vznika absorbci mensiho mnozstvi plazmatickych bilkovin
na povrch trombocytu. Je sloZen zejména z albuminu, fibrinogenu, dalSich slozek
koagulac¢ni kaskady a Ca2*. Obal ovliviiuje prilnavost desti¢ek a je podstatny pri

jejich interakcich [12, 13].

Nejsvrchnéjsi vrstvu destickové membrany tvori glykokalyx. Je tvoren
zejména glykoproteiny (GP) a zmensSi casti glykolipidy. SloZeni glykoproteini
odpovida slozeni glykoproteinti jinych membradn a plni funkci receptori.
Zastoupeny jsou hlavné tyto skupiny: integriny (GPIIb/GPIlla; GPla/GPIla),
receptory pro aktivaci trombocytli - trombin, ADP (adenosindifosfat), epinefrin,
tromboxan A2z (TXA:2) a receptory inhibujici agregaci prostacyklin (PGI2)
a prostaglandin (PGE2) [4, 12, 14].

Do nitra desticky zasahuji zvinéné vchlipené kanalky, které tvori tzv.
otevieny kanalkovy systém. Systém vytvari sit, kterd je soucasné spojena s denznim
tubularnim systémem. Jeho funkci je zvétSeni povrchu krevni desticky a urychleni
membranového transportu. Jeho pilisobenim dochazi k vyplaveni obsahu granul

[12].

Vlastni membranu tvoii dvojvrstva fosfolipidii na vnitini strané membrany
(za Kklidového stavu desticky) snegativnimi naboji fosfatidylserin (PS)
a fosfatidyletanolamin (PE). Na povrchu desticky je fosfatydilcholin (PC)
a sfingomyelin (SM). Po aktivaci desticky mtliZze dojit k pretoceni vnitini a vnéjsi
fosfolipidové membrany, tzv. flip-flop fenomén. Po pretoceni desticka nese na svém

povrchu negativni naboj [12].

Cytoskelet

Jedna se o kontraktilni systém sloZeny z vlaknitych proteinovych struktur,
mikrotubulGd a mikrofilament. Cytoskelet udrzuje diskoidni tvar desticky

a umoZznuje zménu jejiho tvaru pri aktivaci [12].

Nejvétsi zastoupeni filament v cytoskeletu ma monomer aktin, ktery po
aktivaci desticky polymeruje. Vyznamnou soucasti mikrofilament je i hexamer

myozin. Zakladni kontraktilni jednotkou mikrofilament je aktin-myozinovy
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komplex zajiStujici zménu tvaru desticky na kulovitou a tvorbu pseudopodii, ktera
zvétsuji aktivacni povrch trombocyti. Desticky jsou tvoreny i fadou dalSich proteini
mikrofilamentarni struktury, kam patfi spektrin, tropomyozin, gelsolin, profilin,

kaldesmon, talin a a-aktinin [12, 14].

Zakladni stavebni jednotkou mikrotubuli je protein tubulin, polymer
strukturovany do tvaru trubicek. Struktura desticky je udrZovana prstencem
mikrotubull nachazejicim se pod plazmatickou membranou. Pti aktivaci desticky
dochazi k naruseni prstence potlacenim tvorby mikrotubuli. Funkce mikrotubulii je
udrzovani diskoidniho tvaru trombocytu, podileji se na redistribuci granul do

blizkosti membranovych kanalk a sekreci obsahu granul [12, 14].

Denzni tubularni systém

Tento systém tvori souvisla nitrobunéc¢na sit' tenkych kanalkd, které jsou
misty napojeny na otevireny kanalkovy systém. Jsou v ném obsaZeny enzymy cyklu
kyseliny arachidonové, ATP-aza a cyklooxygenaza (COX-1), které se podileji na

tvorbé prostaglandini. SlouZi jako zasobnik Ca2* [12, 14].
Mitochondrie

Mitochondrie slouZi pro trombocyt jako energeticky zdroj. Podili se na tvorbé
destickovych proteinti, zejména destickového faktoru 4 (PF4), B-tromboglobulinu
(BTG) a faktoru aktivujiciho desticky (PAF) [12].

Sekrecni granula

V cirkulujici krevni destic¢ce se nachazi nékolik typt sekrecnich granul, ktera
jsou ohrani¢ena membranou. Pokud neni desticka aktivni, jsou volné rozptylena

v cytoplazmé. Pri aktivaci desticky se shromazd'uji v centralni ¢asti desticky [12].
Déleni granul:

e a-granula - jsou v destickach zastoupena v nejvy$sim poctu 50-80 a-granul
na desticku. Jejich velikost se v priiméru pohybuje mezi 200-500 nm. Tvoii
okolo 10 % objemu trombocytu. Granula obsahuji adhezivni proteiny:
vWF, fibronektin, trombospondin, prokoagula¢ni latky: PF4, (TG,
fibrinogen a faktor V (FV), faktory fibrinolyzy: plazminogen (PLG), inhibitor
plazminogenového aktivatoru (PAI-1), a,-antiplazmin, inhibitory proteaz:
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a,-antitrypsin a a,-makroglobulin, ristové faktory: destiCkovy rdstovy
faktor (PDGF), transformujici rastovy faktor  (TGF-B), vaskularni
endotelovy rastovy faktor (VEGF) a membranové slozky granul, které se
po vyplaveni upeviiuji na povrchovy receptor desticky GPIIb/Illa [4, 12, 14,
15,16, 17, 18].

e Denzni granula (8-granula) - oproti a-granulim je jejich zastoupeni v burice
priblizné 10x nizsi. Jedna desticka obsahuje zhruba 5-8 denznich granul.
Velikost jednoho granula ¢ini vpriméru 150 nm. Obsahuji vysoké
koncentrace (az 2M) Ca?*, serotonin, pyrofosfat, P-selektin, velké mnozstvi
nukleotidii ADP, ATP (adenosintrifosfat) a katecholaminy. Diky vapenatym
iontim jsou denzni granula dobie pozorovatelna elektronovym
mikroskopem [14, 15, 16, 18].

e Lysozomy - obsahuji hydrolytické enzymy: kyselou fosfatazu, arylsulfatazu
a B-glukuronidadzu. Kjejich vylu¢ovani dochazi po aktivaci desticky
trombinem nebo kolagenem [12, 14].

e Peroxizomy - obsahem je enzym glutathionperoxidaza [12].

Receptory trombocyti

Na povrchu krevnich desticek nalezneme pies 50 receptord, z nichz pouze

nékteré maji klinicky vyznam [8].

Na membranové dvojvrstvé fosfolipidii jsou zakotveny adhezivni receptory
(integriny) - glykoproteinové receptory (GP). Vyskytuji se v otevieném kanalkovém
systému i na membrané a-granul. VWF a trombin vaZe receptor pro adhezi -
GPIb/V/IX. Zasadni agregatni receptor je GPIIb/Illa, ktery tvoii vazbu
s fibrinogenem. Receptory pro ADP délime na 2 kategorie. Prvni kategorii tvofi
receptory P2X, které jsou vstupnimi ligandovymi kanaly. Umoznuji rychly vstup Ca2+
a naslednou zménu tvaru desticek. Nejsou vSak schopny aktivovat agregaci. Pro
agregaci indukovanou ADP jsou vyznamneé receptory P2Y, které aktivuji GPIIb/IIla.
Dalsi receptory jsou pro trombin - protedzami aktivované receptory, PAR-1 a PAR-
4, které aktivuji GPIIb/Illa, obdobné jako receptory pro ADP. Posledni klinicky
vyznamnou skupinou jsou receptory pro prostaglandiny. Na tromboxan-
prostaglandinovy (TP) receptor se vaze TXA2. Touto vazbou dochazi k aktivaci,

sekreci a agregaci desticek. Pokud dojde k vazbé mezi dal$imi prostaglandinovymi
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metabolity se specifickymi prostaglandinovymi receptory, zvySuje se koncentrace
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a agregace desticek se inhibuje. Jiné
specifické receptory vazi dalSi agonisty agregace desticek - epinefrin, serotonin,

vazopresin [19].

3.4 Funkce trombocytli v hemostaze

Trombocyty maji podstatnou tdlohu v primarni hemostaze, ve které dochazi
kinterakci mezi destickami a poranénym endotelem. Vysledkem interakce je
vytvoreni primarni hemostatické zatky. Tento déj se sklada z adheze, uvoliiovaci
reakce a agregace destiCek, a nemél by trvat déle nez 5 minut. Nasledujicim déjem

je retrakce (vadu hodin), kdy trombocyty zajiStuji pevnost krevni sraZeniny [4, 19].

3.4.1 Adheze a aktivace trombocytl

Za fyziologického stavu krevni desticka putuje vkrevnim recisti
vnezménéném tvaru. Po naruSeni endotelové vystelky dochazi k obnazeni
kolagennich vlaken ze subendotelové vrstvy. V misté obnaZenych kolagennich
vlaken se knim prichycuji krevni desticky (nastava adheze) pomoci svych
glykoproteinovych receptora (GPla/Ila/Ilb vazicich se na kolagenni vlakna
a GPIb/V/IX vaZicich se na vWF). Vznikla vazba je zajisténa adhezivnimi proteiny
vWEF a fibronektinem. Adheze je stimulovana d¢inkem ADP z okolni perivaskularni

tkané [4, 8, 12].

Paralelné sadhezi probiha aktivace desticek cCinnosti agonisti ADP,
epinefrinu, trombinu a kolagenu, které se vazi na své specifické receptory. Po
navazani vSech agonistl dochazi k aktivaci fosfolipazy C (PLC) a uvolnéni Caz* ve
vysokych koncentracich. To zplisobuje uvolnéni kyseliny arachidonové, inhibici
tvorby protiagregacniho cAMP a aktivaci proteinkinazy. Vysledkem je zména tvaru
desticky. Granula se centralizuji, desticka se stava kulovitou s vybézky, kterymi se

znacné zvétSuje povrch desticky. Aktivace desticek podniti jiz zminény flip-flop
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fenomén, kdy se plisobenim enzymu skrambldzy dostavaji na vnéjsi stranu
membrany negativné nabité fosfolipidy. Ty jsou zasadni pro aktivaci koagulacnich

faktort v sekundarni hemostaze [4, 8, 12, 19].

Aktivované desticky

Neaktivované desticky

Obrdzek 3 - Porovndni neaktivované a aktivované krevni desticky [42]

3.4.2 Uvolnovaci reakce

P uvolnovaci reakci nastdva shromazd'ovani granul do centra trombocytu
a uvoliiovani jejich obsahu prostrednictvim kanalkového systému. Krevni desticka

meéni svij tvar na kulovity [12].

19



3.4.3 Agregace

TXAz2a ADP jsou vyznamnymi mediatory produkovanymi destickami béhem
aktivacniho procesu. Jejich plisobenim dochazi v ramci mezibunécné signalizace
k aktivovani dalSich desticek. Aktivované desticky posléze exprimuji receptor pro
vazbu fibrinogenu. Agregaci samotnou zptlisobi spojeni fibrinogenu s receptorem
GPIIb/Illa na membrané desticek. Vystavovani receptori GPIIb/Illa spolu se
zménou tvaru desticek a jejich povrchovymi vlastnostmi souvisi sterminem
lepivost desti¢ek. Cim vice receptorti GPIIb/Illa desti¢ka vystavi, tim je ,lepivéjsi“ -

dochazi k vétsimu shlukovani s jinymi destickami [4, 5, 12].

Agregaci lze rozdélit na primarni (vratnou) a sekundarni (nevratnou).
Pri primarni agregaci vyvola ADP z perivaskularni tkané shluknuti desticek, kdy
vznikly trombocytarni agregat neni stabilni. Naslednym uvoliiovdnim dalSich
proagregacnich piisobkd (TXAza ADP) a trombospondinu vznikaji stabilni mustky
upevnujici desticky a agregace je jiZ nevratna - sekundarni agregace. Nasleduje
aktivace dalSich desticek a cely déj se amplifikuje (zesiluje). Vysledkem je vznik

primarni hemostatické zatky - rozpustného bilého trombu [3, 12].

Agregaci je mozné vyvolat nejen ptisobenim ADP nebo TXAz, ale i plisobenim
ostatnich induktord: trombinem, epinefrinem (=adrenalinem), kolagenem,

kyselinou arachidonovou [4, 5].

3.4.4 Retrakce

Retrakce je schopnost krevnich desticek smrstit (retrahovat) vytvorenou
krevni zatku. Tuto funkci lze prirovnat analogicky ke svalové kontrakci.
Pseudopodia trombocyti se pomoci receptoru GPIIb/Illa prichyti na fibrinova
vlakna a retrakce konkraktilnich bilkovin desticek vyvola retrakci srazeniny. Tento

proces slouZi k podpofte zaceleni rany [19, 20].
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3.5 Syndrom lepivych desticek

Syndrom lepivych desticek (Sticky Platelet Syndrome - SPS) poprvé popsal
Holliday jako samostatny klinicky syndrom v roce 1983 na konferenci o cévnich
mozkovych prihodach a mozkové cirkulaci v Arizoné (The Ninth Conference on
Stroke and Cerebral Circulation, Phoenix, Arizona). Jednd se o dédi¢nou
protrombotickou trombocytopatii s cetnym vyskytem arteridlnich a Zilnich
trombdz. In vitro se projevuje jako hyperagregabilita krevnich destic¢ek v reakci na
nizké koncentrace pridanych induktorti ADP a/nebo EPI a soucasné je agregace po

aktivaci jinymi induktory fyziologicka [21, 22, 23, 24, 25].

3.5.1 Patogeneze SPS

Podle dosavadnich informaci je mozné SPS zaradit mezi multifaktorialné
podminéna onemocnéni, na patogenezi se podili jak geneticka slozka, tak vliv
prostiedi. Tyto faktory Kkooperuji a pravdépodobné zapriCinuji zmény
v membranovych glykoproteinech krevnich desticek nebo na intracelularnich
signadlnich drahach, které se ucastni aktivace a agregace desti¢ek. VétSina dosud
provedenych studii dokazuje, Ze variabilita urcitych genli muize byt pricinou

patogeneze SPS. Patii mezi né:

e GP6 (gen pro glykoprotein VI; hlavni receptor pro kolagen);
e GASG6 (gen pro protein GAS6 zvysujici reaktivitu desticek);
e PEARI1 (gen pro protein PEAR1 zvySujici reaktivitu desticek) [26].

Studie ukazaly, Zze se mohou vyskytovat rtizné mutace stejného nebo
podobného typu na stejnych nebo jinych genovych lokusech, které vedou
k podobnému fenotypovému projevu. Kromé SPS je tomu tak i u jinych

hemostatickych poruch, napt. u von Willebrandovy choroby [26].

Dilezité je zdlraznit, Ze hyperagregabilta desticek po indukci fyziologickymi
induktory v nizsich neZ pro LTA béZné uzivanych koncentracich (napt. ADP a EPI)

s naslednym zvySenym rizikem trombofilnich stavii byla popsana jiz v predchozich
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studiich u pacienti sonemocnénim diabetes mellitus 2.typu a chronickym
onemocnénim ledvin. Nejnovéjsi studie prokazuji hyperagregabilitu trombocyti

u pacientl po transplantaci ledviny [22, 26].

3.5.2 Klasifikace SPS

Syndrom lepivych desti¢ek lze rozdélit na 3 typy podle induktoru, po jehoZ

sniZenych koncentracich byla prokazana hyperagregace:

e SPS typu I: hyperagregabilita po indukci ADP i EPI;
e SPS typu II: hyperagregabilita po indukci pouze EPI (nejcastéjsi);
e SPS typu III: hyperagregabilita po indukci pouze ADP [21].

3.5.3 Klinické projevy

U pacientt s diagnostikovanym vrozenym SPS se projevuje sklon k vyskytu
tromboembolickych prihod. Mezi charakteristiky klinické manifestace SPS patfi
béZny vyskyt prvni trombotické pitithody u mladych dospélych ve véku <40 let bez
piredchozich rizikovych faktori pro trombembolismus (TE), ovSem nejsou
vyjimecné ani pripady vdétském véku, a u pacienti s nevysvétlitelnym
trombembolismem, dale opakované ztraty plodu utéhotnych (Fetal Loss
Syndrome), arteridlni nebo Zilni trombdzy, atypické trombdézy (postiZeni retinalni
vény nebo cerebralnich sinusti), plicni embolie, cévni mozkové piihody, migrény.
Vyskyt SPS byl zjiStén u pacientli srecidivou trombdzy navzdory adekvatni
antikoagulacni 1é¢bé (pouziti antagonisty vitaminu K). Typické je, Ze castym

vyvolavajicim podnétem je stres, a mlze byt i zcela asymptomaticky [25, 26].

Prvni pripad SPS

Vroce 1984 byl SPS diagnostikovan téhotné 24leté Zené, ktera prekonala
akutn{ infarkt myokardu. Koronarografie ani angiografie neodhalily Zddné znamky
cévni 1éze vcetné aterosklerdzy, ani Zadné faktory zvysujici protrombotické riziko.
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Z rodinné anamnézy, matka postiZzené pacientky prodélala ve svém téhotenstvi
rovnéZ infarkt myokardu a 18lety bratr trpél anginou pectoris bez jakéhokoliv
postizeni véncitych tepen. U nikoho nebyla opakovanym laboratornim vySetrenim
prokdzana hemostaticka abnormalita kromé zvySené hyperagregability desti¢ek po

indukci ADP & EPI [23].

Vyskyt SPS u onemocnéni ledvin

V poslednim desetileti vysly zpravy o hyperagregabilité desticek u pacientii
s chronickym onemocnénim ledvin nebo v posttransplanta¢ni reakci Stépu proti
hostiteli (Graft versus Host Disease - GvHD). Nejrozsahlejsi publikovana studie
posuzovala agregaci vyvolanou piidavkem EPI u 30 hemodialyzovanych pacienti
a 34 prijemct transplantované ledviny. Laboratorni nalez SPS byl diagnostikovan
u 82 % hemodialyzovanych pacientl a 67 % pacientti po transplantaci ledviny [22,

24].

3.5.4 Diagnostika a diagnosticka kritéria SPS

Pfed samotnym testovanim pacienta s podezienim na SPS se navrhuje
kompletni vySetfeni tromboembolickych rizikovych faktori: pritomnost mutace
faktoru V Leiden a faktoru II protrombinu, aktivita koagulacniho faktoru VIII
a hladiny dal$ich koagulac¢nich faktort, aktivita a antigen antitrombinu a proteinu C,
abnormality fibrinolyzy a detekce plazmatickych hladin latek uvoliiovanych
z krevnich desticek (PF4, BTG a TXAz). Nasledné se provadi vySetreni agregace

desticek se tfemi nizkymi koncentracemi induktorti ADP a EPI [23].
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Referencni meze - literarni zdroje

Tabulka 1 - Diagnostickd kritéria a laboratorni klasifikace SPS dle Mammena a Bicka

(upraveno) [22, 25]

Agregace trombocytu ADP EPI
koncentrace induktort 2 (umol /1) 0,58 1,17 2,34 0,55 1,10 11,00
*NCHT Martin (% max. agregace) 3-10 | 11-23 | 20-60 | 8-15 | 10-30 | 20-60

Diagnosticka kritéria

Suspektni dg.:

anamnéza TE + hyperagr. po 1 konc. 1 induktoru

Potvrzena dg.:

anamnéza TE + hyperagr. po 2 konc. 1 induktoru

anamnéza TE + hyperagr. po 1 konc. 2 induktoru

1 induktoru

anamnéza TE + opakovana hyperagr. po 1 konc.

Laboratorni klasifikace: ADP hyperagr. | EPI hyperagr. prevalence
typ I + + 1/3

typ 11 - + 2/3

typ I + - ziidka

zkratky: ADP - adenosindifosfat, EPI - epinefrin, *NCHT - Narodné centrum trombdzy a hemostazy,

dg. - diagnéza, TE - tromboembolismus, hyperagr. - hyperagrehabilita, konc. - koncentrace

aKoncentrace navrzené Mammenem pouZité pro stanoveni agregace pomoci svételné transmisni

.....

3.5.5 Pristup k 1é¢bé syndromu lepivych desticek

Al-Mefty s kolektivem pozorovali dobrou ucinnost protidestickovych latek,

zejména kyseliny acetylsalicylové (ASA). Jeji ucinek spociva v inaktivaci destickové

cyklooxygenazy 1 (COX-1), ¢imZ dochdazi k potlaceni produkce TXAz, ktery je silnym

aktivatorem desticek. V 90. letech 20. stoleti Mammen a Bick potvrdili i¢innost ASA

na vlastnich souborech pacientli sklinickymi projevy hlavné Zzilni a arteridlni

trombozy. U majoritni skupiny pacientii byly dostacujici nizké davky ASA (80-

100 mg p. o.denné), avsak u nékterych byla nezbytna davka vyssi (aZ 325 mg

p.o.denn€). Po téchto vyzkumech byla ASA doporucena jako lék prvni volby
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u pacientii se SPS. Udaje o jinych lécich uéinnych jako protidesti¢kova l1é¢ba jsou
v souvislosti se SPS ojedinélé. Existuji vSak nedavno popsané pripady uspésného
pouZiti clopidogrelu ve standardnim davkovani (75 mg p. o. denné) nebo uziti ASA

a clopidogrelu v dualni protidestickové 1é¢bé [22, 23].

Délka lécby vzhledem k nedostatecnému mnozstvi dat neni specifikovana.
Vzhledem ke specifickym vlastnostem SPS (opakovana recidiva TE po preruSeni
protidestickové 1é¢by, vyskyt u mladsich pacientli a mozné genetické dispozice) je
délka 1écby prodlouzend nebo dokonce doZzivotni (v pripadé velmi zavaznych TE
ptihod). U¢innost dlouhodobé protidesti¢kové 1é¢by byla popsana v nedavné studii
Velazquez-Sanchez-de-Cima et al. Zahrnovala 55 pacientli se SPS s trombézou na
protidestickové 1é¢bé v anamnéze béhem medianu sledovani 13 (1-129) mésict.
40 pacientli uZivalo ASA, 2 pacienti clopidogrel a 13 pacienti bylo na dudlni
protidestickové 1écbé. Béhem sledovaného obdobi byly zaznamenany pouze
2 pripady recidivy trombézy (52 a 129 mésict od zahajeni 1é¢by). Tedy u obou 1éki

byla prokazana jejich pozitivni ac¢innost v 1é¢bé SPS [22, 23].

Ve studii Chittoor et al. v roce 1998 byl popsan pripad podezieni na SPS, a to
u nedostatecné ucinné standardni antikoagula¢ni 1é¢by v prevenci vzniku dalsi
trombotické piihody. Tykal se 30leté Zeny, kterd prodélala neprovokovanou
trombo6zu horniho sagitadlnho sinu. Lécena byla standardni antikoagulac¢ni 1é¢bou
antagonistou vitaminu K (VKA) - warfarinem. [ pres spravné vedeni lécby
a dlouhodobé podavani warfarinu pacientka utrpéla béhem 10 mésici dalsi 2 Zilni
trombozy. Defekt agregace krevnich desticek byl zjistén aZ po rozsifeném
screeningu trombofilie. Misto VKA byla nasazena ASA z diivodu prevence a béhem

uzivani ASA se u pacientky nevyskytly dalsi TE problémy [22, 23].
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4 METODIKA

4.1 Soubor darcu

Soubor darcti obsahoval celkem 40 zdravych jedinci (10 muzl, 30 Zen),
nekuidkd, bez indikovanych poruch srazlivosti, s po¢tem desticek v normalnim
rozmezi, ve véku 21-51 let. Darci min. 10 dni pred odbérem neuZivali 1éky ani jiné
latky ovliviiujici funkci krevnich desti¢ek. Vzorky jsme analyzovali v Trombotickém
centru VSeobecné fakultni nemocnice v Praze (VFN) v Laboratori vysetireni funkce
desticek v obdobi zari 2021-tnor 2022. Odbér vzorkil byl proveden v Odbérovém
centru Fakultni polikliniky VFN.

4.2 Preanalyticka faze

K nejrizikovéjsi a casoveé nejnarocnéjsi ¢asti vySetieni patri preanalyticka faze.
Neni vyjimkou, kdyzZ tato faze probiha mimo laboratoft, a tedy neni mozné ovlivnit
vSechny jeji faktory. Ovlivnénim téchto faktort by videdlni ptipadé bylo mozné
eliminovat az 70 % chyb, které v preanalytické ¢asti vznikaji. Mezi tyto faktory patii
spravna indikace laboratorniho vysSetieni, ptiprava pacienta a odbér vzorku,
transport vzorku, pfijem a uchovavani vzorku pred analyzou a ptiprava vzorku ke

zpracovani [27, 28, 29, 30].

4.2.1 Priprava pacienta a odbér vzorku

Pro vySetreni agregace desticek se provadi odbér veno6zni krve z loketni Zily.
Pacient by mél byt nala¢no a nejméné 12 hodin pred odbérem by nemél konzumovat
tuCnou stravu (diivodem je zabranit chylozité plazmy) ¢i alkohol. Rovnéz je
nezbytnd dostate¢na hydratace neslazenymi vodami (sniZeni ,hustoty“ krve

a zajisSténi dostatecného mnozstvi plazmy pro vySetreni agregace desticek) [28].
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Odbér plné krve probihd vsedé, za pouziti uzavieného vakuového
odbérového systému. Jedna se o venepunkci, nepfipustny je odbér z katetru ci

kanyly (hrozila by nasledna hemolyza plazmy) [29].

Plnd krev byla odebrana do 4 koagulacnich zkumavek (modré vicko)
potiebnych k vySetieni SPS a 1 zkumavky na krevni obraz (fialové vicko) za ucelem
ovéreni dostatecného poctu trombocytl u jednotlivych subjektli. Pred odbérem se
zkumavky oznacily jménem daného jedince v jeho pritomnosti, aby nedochazelo
k zaménam vzorkl. V Odbérovém centru VFN se vyuzivd odbérového systému

Vacutainer [31].

Koagulatni zkumavky obsahuji antikoagulant citrat sodny o konc.
0,109 mol/l (tzn. 3,2 %), ktery zabranuje vzniku srazeniny krve vyvazanim
vapenatych iont. V souladu snormou ISO 6710:1995 je nezbytné dodrzet
doporucené poradi zkumavek pii odbéru. Koagulatni zkumavka by meéla byt
nabrana jako druha v poradi, nebot po odejmuti jehly dochazi k aktivaci koagula¢ni
kaskady a ke znehodnoceni odebraného materialu. Dle doporuceni laboratorni
sekce Ceské hematologické spole¢nosti CSL JEP by mél zdravotnicky pracovnik
provadéjici odbér vzorku dbat na dodrzeni poméru antikoagula¢niho Ccinidla
amnozstvi odebrané krve, tzn. provést odbér po vyznacCenou rysku. V pripadé
koagulac¢nich zkumavek se jednd o pomér 1:9 (tj. 1 dil citratu ku 9 dilim krve). Po

odbéru je nutné zkumavky ihned jemné prevratit (3-6x) [29, 31].

Obrdzek 4 - Koagulacni zkumavka Vacutainer [vlastni zdroj]
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Zkumavka na krevni obraz obsahuje K2:EDTA (didraselnou stl kyseliny
etylendiamintetraoctové; chelatonat sodny). Chelatonaty maji vysokou afinitu
kiontlim, vtomto pripadé vapenatym, ¢imZ zabranuji srazeni. Spravny pomeér
antikoagula¢niho ¢inidla (soli EDTA) a krve ¢ini 1,5 + 0,3 mg EDTA ku 1 ml krve [31,
32].

Obrdzek 5 - Zkumavka s K2EDTA Vacutainer [vlastni zdroj]

4.2.2 Transport vzorki

Po odbéru je nezbytné v co nejkratsim moZném casovém intervalu dodat
vzorky do laboratofe. Je treba dbat na opatrné zachazeni, a zabranit tak
mechanickému poSkozeni erytrocytii (napft. silnym tfepanim) s naslednym vznikem
hemolyzy. Déle je tfeba se vyvarovat moZzné aktivace krevnich desticek, proto se
nedoporucuje posilat vzorky potrubni poStou, ale je vhodny osobni transport.
RovnézZ neni Zadouci vzorky vystavit extrémnim teplotam. Teplotni rozmezi vhodné

pro transport je 20-25 °C [29, 31, 33].

4.2.3 Zpracovani vzorkil pred analyzou

Stanoveni agregace krevnich desticek se provadi v plazmé. Centrifugaci
citratovych zkumavek po dobu 10 minut pti 900 rpm ziskavame plazmu bohatou na

desticky (Platelet Rich Plasma - PRP), vhodnou pro toto vysSetieni.
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Tzv. blank, ktery je také potrebny k analyze, si pripravime odebranim casti
PRP Pasteurovou pipetou a centrifugaci v plastové Eppendorf zkumavce po dobu

5 minut pfi 12 500 rpm. Takto ziskavame plazmu tzv. bezdestickovou.

4.3 Analyticka faze

Analytickou fazi rozumime vlastni analyzu zkoumaného materialu za danych
podminek pomoci piislusné metody. V celém procesu provedeni metody se radi
mezi méné casoveé narocné (zalezi na typu zvolené analytické metody) a jejim cilem

je dopracovat se k vysledku [28].

4.3.1 Pouzité pristroje a pomucky

Piistrojové vybaveni

e Analyzator agregace desticek, model PAP-8E (Platelet Aggregation Profiler,
Bio/Data Corporation, USA);

e centrifuga Eppendorf MiniSpin;

e centrifuga Eppendorf 5702;

e lednice Zanussi ZXAN9FWO;

valec¢kové michadlo Lambada MIX 03 (Unimed Praha s.r.o.).
Laboratorni pomtcky

e Zkumavky Vacutainer 4,5 ml, sodium citrate 0,109 M;

e zkumavky Vacutainer 3 ml, K2EDTA;

e sklenéné kyvetky;

e Pasteurovy pipety;

o mikrozkumavky typ Eppendorf Tubes® 3810X, 1,5 mL, g-safe®;

e magneticka michadla;

e pipeta Eppendorf Research® plus, jednokanalova, verze: 100-1000 pl;
e pipeta Eppendorf Research® plus, jednokanalova, verze: 10-100 pl;

¢ mikropipeta Sartorius Biohit Proline mechanicka 10-100 pl jednokanalova.
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Platelet Aggregation Profiler PAP-8E

Agregometr PAP-8E je 8kanalovy analyzator. Pracuje na principu turbidimetrie.
Zdrojem svétla jsou LED diody. Analyzator méri pri vlnové délce
400-430 nm. Analyzator obsahuje termoblok, ktery umoZiiuje temperaci
inkubacnich a meéricich jamek na 37 °C. Promichavani vySetfované plazmy
s induktory probiha za pouziti magnetickych michadel. PAP-8E je pripojen na stolni
pocita¢ Dell Optiplex 755 splatformou Windows® XP Professional. Kromé
diagnostiky SPS lze na analyzatoru provadét napi. monitoring ucinnosti
protidestickové 1écby, diagnostiku heparinem indukované trombocytopenie (HIT),
stanoveni aktivity ristocetinového kofaktoru (pti podezireni na von Willebrandovu

chorobu) [34, 35].

Obrdzek 6 - Agregometr PAP-8E [vlastni zdroj]
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4.4 Opticka agregometrie

4.4.1 Princip metody

Opticka transmisni agregometrie (Light Transmission Aggregometry - LTA)
byva povazZovana za ,zlaty standard” pro vysetrovani funkce krevnich desticek. Po
pridani induktoru dochazi v plazmé bohaté na desticky (Platelet Rich Plasma - PRP)
ke tvorbé destickovych agregatii. Vznik agregatli zplsobuje zménu transmise
svételného paprsku pii prichodu kyvetou. PRP sinduktory predstavuje 0 %
agregaci, zatimco plazma chuda na desticky (Platelet Poor Plasma - PPP) ¢i plazma
tzv. bezdestickova se vyuziva k nastaveni 100 % agregace. V pribéhu vzniku
destickovych agregatl se postupné zakalena PRP plazma stava Cirou. Priichodnost

VVVVV

celou dobu méreni graficky zaznamenavana [5].

destickovy induktor

e

S
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L] |
promichana PRP tvorba agregatt

Obrdzek 7 - Princip agregometrie a vznik agregdtu, upraveno [5]
Vystupem je agregacni krivka, ze které software agregometru automaticky
vyhodnocuje urcité parametry, napf. maximalni amplitudu, ktera se vyjadiuje
v procentech rozdilné propustnosti svétla PRP-PPP, rychlost nastupu agregacni

krivky slope, atd. NejCastéji hodnocenym parametrem je maximalni amplituda [5].
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Parametry vysledkového grafu jsou: PA - primarni agregace, PS - primarni
smérnice (slope), SA - sekundarni agregace, SS - sekundarni smérnice, AUC - plocha
pod agregacni kiivkou, LP - lag faze, DA - desagregace, MA - maximalni agregace/

amplituda, FA - finalni agregace.

Stored Results

Archive! Test Block

A
G
G
R
E
G
A
T
1
(0]
N
Minutes
Type Chan |Date Details [PA [PS |S5A |S5 |AUC|LP |DA |MA |FA |Accept
" » |ADP 1 2/5/2022 11:19:22 74 |49 |0 0 667 |0 4 74 |70 |Yes H

Obrdzek - 8 Graf agregacni ktivky [vlastni zdroj]

4.4.2 Induktory
ADP

ADP se radi mezi slabé induktory agregace desticek. Pro agregaci je
podstatné navazani na 2 typy receptorli na desticce. Pokud se ADP navaZe na
receptor P2Y1, trombocyt zméni sviij tvar a dochazi k uvolnéni intracelularniho
kalcia a dal$tho ADP z granuli. Uvolnéné ADP umoziuje i vazbu na receptor P2Y1,
ktera vede ksekundarni agregaci. Z klinického hlediska je sledovani agregace
trombocytli po pridavku ADP adekvatni metodou ke sledovani ucinnosti
protidestickové 1écby thienopyridiny. Terapie ASA a nesteroidnimi protizanétlivymi

léky (napft. Ibalgin) potlacuje druhou vinu agregace, kterou vyvolava ADP [5].
Epinefrin (adrenalin)

Epinefrin se rovnéZz radi mezi slabsi induktory agregace. Pii vazbé na
2 adrenergni receptory dochazi k uvolnéni intracelularniho kalcia, uvolnéni ADP
anasleduje druha vlna agregace. Pri terapii nesteroidnimi protizanétlivymi 1éky

a ASA miizeme pozorovat sniZenou agregaci [5].
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Kyselina arachidonova (AA)

AA je vychozi latkou v metabolismu tromboxanu Az vtrombocytech.
Uvolnuje se z destickové membrany po aktivaci. TXA2 se fadi mezi silné induktory
agregace a jeho plisobenim dochazi k uvolnéni aktivnich latek z trombocytd, zvySuje
se tvorba TXA:z a aktivuje se GPIIb/IIla. AA je klinicky vyznamna pro agregaCni

vySetireni pri sledovani ucinku protidestickové 1é¢by ASA [5].
Ristocetin

Antibiotikum ristocetin indukuje agregaci trombocyti prostrednictvim
vazby vVWF a GPIb/V/IX. U von Willebrandovy choroby je moZné pozorovat

nedostate¢nou agregaci. K potvrzeni diagnozy jsou nezbytna dalsi vySetreni [5].
Kolagen

Kolagen hraje dilezitou ulohu pii adhezi desticek, kdy dochazi
k jeho navazani na receptory GPla/Ila. Nasledné se kolagen vaze na GPVI, a tim

nastava aktivace a tvorba TXA:z [5].
Trombin

Trombin je nejsilnéjSim induktorem agregace destic¢ek. Vaze se na receptory
PAR-1 a PAR-4. Trombin dokaZze ve velmi nizkych koncentracich (100 nmol/l)
zpUsobit plnou agregaci u zdravych trombocyta [5].
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4.4.3
1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Postup méreni

Priprava sklenénych kyvetek a vloZeni magnetickych michadel do vSech
kyvetek mimo BLANK.

Reverzni pipetovani 225 pl PRP do pripravenych kyvetek.

Pipetovani 250 pl bezdestickové plazmy (tj. BLANK) do kyvetky bez
michadla.

RozmraZeni induktori v mikrozkumavkach Eppendorf tanim ptilaboratorni
teploté.

Piiprava métici desky pod monitorem pocitace.

Spusténi aplikace Start PAP-8E V2.1.0.

Nasleduje nékolik po sobé jdoucich kroki: stisk Routine aggregation
(Rutinni agregace) — Select a test (Vybrat test) — Multiple tests
(Vicendsobné testy) — Run Sample (Spustit vzorek)— Sample Data (Udaje
o vzorku) — Entry (Vstup) — Zadat nazev vzorku — Fill down (Vyplinit) -
kliknout na cislo, které znaci kone¢ny pocet induktorii — Select test Type
(Vybrat typ testu) - Zadat induktory — Next (Dalsi).

PRP pred méfenim nechat cca 2 minuty predehiat v inkubacnich jamkach.
Zmérit BLANK. Postupné vkladat BLANK do méricich pozic 1-8 (pod
poklopem) — po kazdém vloZeni stisknout BLANK.

10) Presunuti kyvetek z inkubacnich jamek do méricich pozic pod poklopem,

kde byl proméiren BLANK. Odstartovani méreni stisknutim Start ve vSech

pozicich a zavieni poklopu.

11) Pipetovani 25 pl induktori se soucasnym stisknutim Inject (Vstriknout).

12) Stisknutim Hide (Schovat) je mozné sledovat pribéh agregacni krivky

(stiskem Status probéhne navraceni do pipetovaciho menu).

13) Po dokonceni analyzy potvrdit Accept (Prijmout) — Done (Hotovo) — Print

(Tisk).

14) Uchovani vysledkil pro vyhodnocenti a statistické zpracovani.
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4.5 Koncentrace induktori pro diagnostiku SPS

Reagencie

e ADP reagent 3x 0,5 ml, adenosin-5"-difosfat, koncentrace po rekonstituci je
20 pmol/1 (Bio/Data Corporation)

e Epinefrin reagent 2x 1 ml, koncentrace po rekonstituci je 300 pmol/1 (Hart
Biologicals)

e pufr Owren (pH = 7,25 + 0,05)

Obradzek 9 - Reagent EPI [vlastni zdroj]

Obrdzek 10 - Reagent ADP [vlastni zdroj]

Pti pripravé reagencii (ADP a EPI) jsem postupovala dle pokynt v pribalovém
letdku od vyrobce. K lyofilizovanym reagenciim jsem ptidala 500 pl - ADP a 1000 pl
- EPI injek¢ni vody a nechala jsem reagencii promichat na valeckovém michadle po

dobu 30 minut. Alikvoty jsem rozpipetovala po 27 ul a zamrazila.
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4.5.1 Priprava nizkych koncentraci ADP
Tabulka 2- Priprava koncentraci ADP [vlastni zdroj]

fedéni ADP e
koncentrace
Roztok 1 20 ul ADP + 140 pl OWREN 2,34 pmol/1
Roztok 2 (R2) 20 ul ADP + 380 ul OWREN 1,17 pmol/1
Roztok 3 200 ul R2 + 200 ul OWREN 0,58 pmol/1

-
=
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Obrdzek 11 - Zavislost agregace na ¢ase po priddni sniZenych koncentraci ADP,
krivka 1- 2,34 umol/I; krivka 2 - 1,17 umol/I; kiivka 3 - 0,58 umol/I [viastni
zdroj]

4.5.2 Priprava nizkych koncentraci EPI
Tabulka 3 -Priprava koncentraci EPI [vlastni zdroj]

fedéni EPI vysledna
koncentrace

Vychozi roztok (VR) 10 pl EPI + 290 ul OWREN 11 umol/1

Redény roztok A (RA) 50 ul VR + 450 pl OWREN 1,0 pumol/1
Redény roztok B (RB) 50 ul RA + 450 pl OWREN 0,10 pmol/1
Redény roztok C 200 ul RB + 200 ul OWREN 0,05 umol/1
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Obrdzek 12 - Zdvislost agregace na case po priddni nizkych koncentraci EPI,
krivka 1- 1,0 umol/I; kifivka 2 — 0,1 umol/I; krivka 3 - 0,05 umol/I [viastni
zdroj]

4.6 Stanoveni referencniho rozmezi
Pro stanoveni referentniho rozmezi jsem zvolila primou (induktivni)

neparametrickou metodu [36].

4.6.1 Prima neparametrickd metoda stanoveni referen¢niho rozmezi

Y

Prima metoda predpoklad3, Ze data jsou ziskana od referenc¢ni skupiny spliujici
urcité podminky. V tomto pripadé je podminkou pracovat se souborem zdravych
jedincq, respektive jedinct, ktefi netrpi onemocnénim ovliviiujicim méreny marker

[36].

Neparametrickou metodu Ize pouzit bez ohledu na typ rozlozeni vysledkd, tedy
i v ptipadé, Ze méreny parametr nespliuje v populaci normalni rozdéleni ¢etnosti,

a tedy neni mozné jej graficky vyjadrit pomoci Gaussovy krivky [36].

Nameérené hodnoty v % jsme seradili do tabulky 5 sestupné podle velikosti. Aby
bylo zachovano 95 % procent vysledkl uvniti referencniho rozmezi, vyskrtli jsme

2,5 % vysledkii maximalnich a minimalnich hodnot [36].
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Pro ilustraci prikladdam 2 histogramy z mérenych hodnot, podle kterych je
moZno urc€it, zda budou statistické vypocCty provadény parametrickou nebo
neparametrickou metodou dle velikosti p-hodnoty. Pokud je p-hodnota mensi nez
hladina vyznamnosti @ = 0,05, bude vyuzita neparametrickd metoda, protoZe data
nesplituji normadlni rozdéleni (obrazek 13). V pripadé, Ze p-hodnota>0,05,
pouzijeme metodu parametrickou (obrazek 14).

Histogram z EPI 0,1
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Obrdzek 13 Ukdzka histogramu nespliiujici podminku normdlniho rozloZeni dat [vlastni zdroj]
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Obrdzek 14 - Ukdzka histogramu spliiujici podminku normdlniho rozloZeni dat [vlastni zdroj]
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Vypocet horni a dolni referenc¢ni meze

Horni mez (kn) i dolni mez (ka) urcuje k-t4 hodnota sefazeného vybéru [37].
Pro ADP i EPI plati:

kg =0,025-(n+1),ka=0,025- 37+1) =1

k, = 0,975 - (n+ 1), k, = 0,975 - (37 + 1) = 37
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5 VYSLEDKY

Namérena data byla zpracovana a statisticky vyhodnocena v systému

Microsoft® Excel® pro Microsoft 365 MSO a Statistica 12.

5.1 Kontrola kvality

Vlastni interni kontrola kvality spocivala v hodnoceni maximalni agregace
(MA). Bylo provedeno posuzovani MA v ¢ase za pouziti roztoku EPI, kdy byl vzorek
po 5 hodinach, kdy uZ dochazi k degradaci desticek a ovlivnéni jejich aktivity

(vyrobce uvadi 4 hod od odbéru jako horni hranici vySetreni).

Kontrola méricich kanali byla provedena za pouziti roztoku ADP. Varia¢ni
koeficient MA ve vSech méricich kanalech byl <5 %. Vysledné hodnoty uvadim

v tabulce 4. Prikladam i grafy méteni - obrazek 15 a 16.

Tabulka 4 - Hodnoty MA pri kontrole kvality [viastni zdroj]

agregace v Case MA EPI [%]
40 minut 54
2 hodiny 60
3 hodiny 61
4 hodiny 59
5 hodin 47
kontrola méricich kanalti | MA ADP [%]
1 65
2 64
3 63
4 63
5 64
CV [%] 1,31
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Obrazek 15 - Kontrola kvality méreni: MA v Case [viastni zdroj]

vvs 7

Obrdzek 16 — Kontrola méricich kandlii [viastni zdroj]
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5.2 Deskriptivni statistika

Vtabulce 5 uvadim namérené hodnoty agregace desticek v % (MA) pro
jednotlivé koncentrace. Soubor darct ¢ital 40 zdravych jedincli ve vékovém rozmezi
22-51 let (10 muZzt, 30 Zen). Po odstranéni extrémnich hodnot a vySkrtnuti 2,5 %
minimalnich a maximalnich hodnot bylo v ramci prace vyhodnocovano 37 hodnot

pro ADP i pro EPL

Tabulka 5 - Namérené hodnoty MA ddrcti v riiznych koncentracich EPI a ADP [vlastni zdroj]

ADP EPI
Darci 20 2,34 1,17 0,58 300 1,00 0,10 0,05
pmol/l | pmol/l1 | pmol/l1 | pmol/l | pmol/l | pmol/l | pmol/l1 | pmol/l
1 81 76 65 11 79 77 19 5
2 78 69 64 11 77 73 19 4
3 76 69 63 9 75 72 17 4
4 76 69 62 9 74 70 9 3
5 74 68 58 7 74 70 7 3
6 73 68 56 6 73 70 6 3
7 73 67 28 6 73 69 4 3
8 73 67 22 6 72 69 4 3
9 72 67 19 5 71 69 4 2
10 72 66 19 5 71 68 4 2
11 71 66 18 4 71 67 3 2
12 70 65 18 4 70 66 3 2
13 70 65 15 4 69 66 3 2
14 70 64 15 4 68 66 3 2
15 70 64 14 3 68 66 2 2
16 69 64 13 3 68 65 2 2
17 68 63 11 3 67 64 2 2
18 68 62 11 3 67 63 2 2
19 68 61 10 2 67 63 2 1
20 68 60 9 2 67 62 2 1
21 68 60 9 2 67 61 2 1
22 68 59 9 2 67 58 2 1
23 67 57 8 2 67 58 1 1
24 67 55 8 2 67 57 1 1
25 66 52 8 2 66 55 1 1
26 65 49 8 2 65 19 1 1
27 65 49 7 2 65 16 1 1
28 65 45 6 2 63 12 1 1
29 64 41 6 1 63 11 1 1
30 62 33 6 1 63 10 1 1
31 62 27 5 1 63 10 1 1
32 62 26 5 1 63 8 1 1
33 61 24 4 1 62 8 1 1
34 60 23 4 1 62 5 1 1
35 59 20 4 1 57 5 1 1
36 58 19 4 1 56 3 1 1
37 58 19 4 1 56 2 1 1
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V tabulce 6 je uvedena zakladni (deskriptivni) statistika celého souboru darcti:
pocet (n), primér (P), medidn, minimum (min), maximum (max) a smérodatna

odchylka (SD).

Tabulka 6 - Deskriptivni statistika [vlastni zdroj]

meéieni 2021-2022
n P median min max SD
ADP 2,34 37 53,46 61 19 76 17,40
ADP 1,17 37 18,78 10 4 65 19,83
ADP 0,58 37 3,57 2 1 11 2,83
EPI 1,0 37 47,38 63 2 77 27,39
EPI 0,1 37 3,68 2 1 19 4,78
EPI 0,05 37 1,81 1 1 5 1,05
EPI 0,5 18 33,61 32 1 71 29,65
EPI 0,25 18 9,28 5 1 65 15,02
PLT 35 242,63 240 150 365 55,02
méreni 2018
ADP MA 2,34 21 33,67 24 4 76 26,04
ADP MA 1,17 21 4,95 4 0 13 3,65
ADP MA 0,58 21 2,43 2 1 6 1,63
EPI MA 11 20 62,50 64 49 78 9,27
EPIMA 1,1 20 59,65 62 19 82 14,31
EPI MA 0,55 20 52,80 61 10 74 19,99

5.3 Histogramy

V této casti uvadim na obrazcich 17, 18, 19, 20, 21 a 22 histogramy zavislosti
pocCtu pozorovani (pocet jedinci) na % hodnoté MA pro dany induktor
a koncentraci. VSechny p-hodnoty jsou mensi nez 0,05. Na zakladé tohoto vysledku
jsem nasledné pouzila neparametrickou metodu pro ziskani potrebnych dat.
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Histogramz ADP 23
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Obrdzek 17 - Histogram z ADP o koncentraci 2,34 umol/I [vlastni zdroj]

Pocet pozoroani

Histogram z ADP 1,17

[ T ]

ADP 11T SW-W = 0,68T3; p = 0,00000

4 B8 12 16 20 24 22 2 AT 41 45 49 BT &7 61 85

ADP 11T

Obrdzek 18 - Histogram z ADP o koncentraci 1,17 umol/I [vlastni zdroj]
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Obrdzek 19 - Histogram z ADP o koncentraci 0,58 umol/I [vlastni zdroj]
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Obrdzek 20 - Histogram z EPI o koncentraci 1,0 umol/I [vlastni zdroj]

Padal pazarawani
o

Hi=togram z EP10,1

EPI0,1: SWW = 0,5882; p= 0,00000

LT,

1 2 3 4

o [

5 & 7 &4 9 10 11 12 13 14 15 18 13

EPIQ1

Obrdzek 21 - Histogram z EPI o koncentraci 0,1 umol/I [vlastni zdroj]
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Obrdzek 22- Histogram z EPI o koncentraci 0,05 umol/I [vlastni zdroj]
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5.4 Referencni rozmezi pro stanoveni SPS

Na zakladé dat namérenych vroce 2021-2022 jsem stanovila referencni

rozmezi agregace desticek, které uvadim v tabulce 7.

Tabulka 7 - Referenéni rozmezi [vlastni zdroj]

ADP normalni rozmezi [%] EPI normalni rozmezi [%]
2,34 pmol/1 19-76 1,00 pmol/1 2-77
1,17 pmol/1 4-65 0,10 pmol/1 1-19
0,58 umol/1 1-11 0,05 pmol/1 1-5
5.5 Mérenizroku 2018

V tabulce 8 uvadim hodnoty deskriptivni statistiky vychazejici z méreni

v Trombotickém centru VFN v roce 2018.

Tabulka 8 - Deskriptivni statistika pro data z roku 2018 [vlastni zdroj]

2018 n P median min max SD
ADP MA 2,34 21 33,67 24 4 76 26,04
ADP MA 1,17 21 4,95 4 13 3,65
ADP MA 0,58 21 2,43 2 1 6 1,63

EPI MA 11 20 62,50 64 49 78 9,27
EPI MA 1,1 20 59,65 62 19 82 14,31
EPI MA 0,55 20 52,80 61 10 74 19,99

V tabulce 9 predkladdm hodnoty referen¢niho rozmezi stanovené z hodnot

naméienych vroce 2018. Na obrazku 23 je zobrazen graf zavislosti agregace na Case

po pridavku nizkych koncentraci EPI.

Tabulka 9 - Referencni rozmezi stanovené v roce 2018 [vlastni zdroj]

ADP normalni rozmezi [%] EPI normalni rozmezi [%]
2,34 pmol/1 4-76 11,00 pmol/1 49-78
1,17 pmol/1 0-13 1,10 pmol/1 19-82
0,58 umol/1 1-6 0,50 pmol/1 10-74
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Obrdzek 23 - Zdvislost agregace na case po priddni nizkych koncetraci EPI v roce
2018, krivka 1- 11,0 umol/I; krivka 2 — 1,1 umol/I; krivka 3 - 0,55 umol/I

5.6 Navrh na nasledni méreni

’

Minutes

Jako zaklad navazujicich méreni byla u nékterych darct provedena analyza i pii

koncentracich EPI 0,50 umol/l a 0,25 pmol/l. Deskriptivni statistiku tohoto souboru

uvadim v tabulce 10.

Tabulka 10 - Deskriptivni statistika pro dalsi koncentrace EPI [vlastni zdroj]

koncentrace EPI [umol/I] n P median min max SD
0,5 18 33,61 32 1 71 29,65
0,25 18 9,28 5 1 65 15,02

Referencni rozmezi pro dal$i koncentrace EPI uvadim v tabulce 11.

Tabulka 11 - Referencni rozmezi pro dalsi koncentrace EPI [vlastni zdroj]

5.7 Porovnani namérenych koncentraci

EPI normalni rozmezi [%]
0,50 pmol/1 1-71
0,25 pmol/1 1-65

V tabulce 12 jsem pouzila Wilcoxoniiv parovy test pro statistické porovnani

naméienych hodnot MA (EPI) v riznych koncentracich.
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Tabulka 12 - Wilcoxontiv pdrovy test [vlastni zdroj]

Wilcoxoniiv test
pomeéry koncentraci EPI [umol/I] p-hodnota
1,0:0,1 0,0000
0,1:0,05 0,0002
1,0:0,5 0,0002
0,5:0,25 0,0007
0,25:0,1 0,1706
11,0:1,1 (zroku 2018) 0,1298
1,1:0,55 (zroku 2018) 0,0001

5.8 Grafické zobrazeni danych koncentraci EPI

Na obrazcich 24 a 25 je znazornéna zavislost prlimérné agregace na

koncentracich EPI z méreni v roce 2022 a 2018.

Zavislost primérné agregace na koncentraci EPI (2022)
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Obrdzek 24 - Grafické zndzornéni zdvislosti priimérné agregace na
koncentraci EPI
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o4 62,5

y =0,6426x + 55,607
R?=0,5746

62
60
58

56

54 52,8

X
52

-+t
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

koncentrace EPI [umol/I]

Obrazek 25 - Grafické zndzornéni zavislosti priimérné agregace na
koncentraci EPI- 2018
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6 DISKUZE

Stanoveni referen¢niho rozmezi SPS je pro laboratore vysetrujici funkci
krevnich desticek velkym oriSkem, ponévadZ metoda pro vySetfeni SPS neni
standardizovana. Pracovni postupy laboratori se lisi napriklad v casovych
intervalech mezi odbérem vzorku a jeho samotnym mérenim ¢i v razné délce
centrifugace. Snaha vSech laboratori =zabyvajicich se problematikou SPS

o standardizaci metody a zarazeni tohoto vySetieni mezi rutinni je stale silné;si.

Cilem mé prace bylo zmérit indukovanou agregaci (induktory EPI a ADP)
krevnich desticek u 40 dobrovolnikii (zdravych darci) v ramci stanoveni
referencniho rozmezi pro SPS. Naméfené hodnoty maximalni agregace [%] jsou
uvedeny v tabulce 5. Tyto hodnoty slouZily jako podklad pro hodnoceni souboru
pomoci deskriptivni statistiky. Dtilezitymi hodnotami deskriptivni statistiky (viz
tabulka 6) pro stanoveni referen¢niho rozmezi jsou minimum a maximum, urcené
pro jednotlivé koncentrace. RovnéZzje v tabulce 6 uvedena primérna hodnota poctu
trombocytli v krevnim obrazu, ktera &nf 246,2 x 10°/1. Polet trombocytli viech

darct se nachazel v referentnim rozmezi (150-400 x 10°/1) [11].

Primou (induktivni) neparametrickou metodou bylo ziskano z dat v tabulce 5
vysledné rozmezi hodnot pro jednotlivé koncentrace induktorti: EPI (konc.
1,0 umol/1) = 2-77 %; EPI (konc. 0,1 pmol/1) = 1-19 %; EPI (konc. 0,05 pmol/1) = 1-
5 %; ADP (konc. 2,34 pmol/l) = 19-76 %; ADP (konc. 1,17 pmol/l) = 4-65 %; ADP
(konc. 0,58 pmol/l) = 1-11%. Hodnoty referenéniho rozmezi jsou uvedeny

v tabulce 7.

Je nutno zminit, Ze po métreni v roce 2018 ve VFN, pti vyhodnoceni vysledki
dle diagnostiky Mammena a Bicka (viz tabulka 1), se 17 z 22 zdravych darc, viz
tabulka 9 a graf na obrazku 23, projevovalo jako suspektni pro SPS typu II. To
znamena, Ze nedochazelo ke snizeni maximalni agregace po indukci sniZenymi
koncentracemi epinefrinu (obrazek 23). Pro ADP byla kritéria dle Mammena a Bicka
vyhovujici. Z méreni agregace po sniZenych koncentracich ADP v roce 2018 ve VFN
se jevil jako hyperagregabilni 1 dobrovolnik, pravdépodobné se suspektnim SPS

[38].
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V navaznosti na neuspéSny pokus stanoveni referencniho rozmezi pro agregaci
po indukci snizenymi konc. EPI ve VFN r. 2018 byly za ucelem optimalizace méreni
vletech 2021-2022, vramci mé bakalarské prace, provedeny zmény v metodice.
Jednou z nejvyznamnéjsich prav byla zména koncentraci EPIL. Pivodni koncentrace
EPI11; 1,1 a 0,55 umol/I byly nahrazeny koncentracemi 1,0; 0,1 a 0,05 umol/1. Dalsi
zmény se tykaly centrifugace a ¢asu vySetieni uplynulého od odbéru vzorku. V roce
2018 byla centrifugace vzorkil provedena v rozmezi 0,5-1,0 h pti 900 ot/min
a vySetieni vzorki probéhlo do 2 hodin od odbéru. V novém méreni (2021-2022)
byla centrifugace provedena v rozmezi 0,25-0,50 h pti 900 ot/min a vzorky byly
vySetreny do 1 hodiny od odbéru.

Pii srovnani referenc¢niho rozmezi, které jsem stanovila (viz tabulka 7),
s hodnotami doporuc¢ovaného referen¢niho rozmezi, které bylo stanoveno
v Narodném centru trombdézy a hemostazy v Martiné (viz tabulka 1), je u vysledki
mého méreni stdle moZno hovoftit o lehké hyperagregabilité desticek po indukci
epinefrinem u zdravych dobrovolniki. Navzdory tomu bylo moZné stanovit
normalni (referencni) rozmezi, protoZe sniZenim jednotlivych koncentraci EPI je
patrné sniZeni hodnot agregace, ve srovnani s méfenim ve VFN v roce 2018. Proto
by nové stanovené referen¢ni rozmezi (zméfeni 2021-2022) s nizZSimi
koncentracemi, neZ je doporucovano dle Mammena a Bicka, mohlo l1épe slouZit jako

podklad pti hodnoceni ptipadného SPS u pacientt.

V navaznosti na stale pozorovanou lehkou hyperagregabilitu po indukci EPI,
byla snaha o optimalizaci uskute¢néna vySetifenim agregace desticek s dalSimi
koncentracemi EPI. U 18 dobrovolnikli z mého souboru byla kromé koncentrace EPI
1,0; 0,1 a 0,05 pumol/]l promérovana také agregace po indukci EPI o koncentracich
0,50 a 0,25 pmol/l. Hodnoty deskriptivni statistiky jsou uvedeny v tabulce 10.
Ditilezitymi hodnotami jsou maximum a minimum, pomoci nichz bylo stanoveno
referencni rozmezi, které je pro EPI (konc. 0,50 pmol/1) = 1-71 % a EPI (konc.
0,25 pmol/l) = 1-65 %, a je uvedeno v tabulce 11.

Pro porovnani zvolenych koncentraci mezi sebou byl pouzit Wilcoxontv
neparametricky test. Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 12. Cervené jsou
zvyraznény hodnoty Wilcoxonova testu pro koncentrace EPI, u kterych neni

statisticky vyznamny rozdil. Jedna se o koncentrace EPI 11:1,1 pmol/l
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a EP10,25:0,1 pmol/l. V pripadé poméru EPI 11:1,1 umol/l vysledek Wilcoxonova
testu naznacuje, Ze koncentrace 11 pmol/l byla pravdépodobné Spatné zvolena,
protoze vysledky agregace presahovaly doporucené referenc¢ni meze a vykazovaly
zndmky hyperagregability. Z vyhodnoceni Wilcoxonova testu pro konc.
EPI1 0,25:0,1 pmol/l miiZzeme usoudit, Ze pti nasledujicim méreni miize byt vyuZito
bud’ induktoru EPI o konc. 0,25 pmol/l nebo EPI o konc. 0,1 umol/l. Jinymi slovy
neni nutné provadét analyzu s obéma témito koncentracemi, protoZe mezi vysledky

méreni danymi koncentracemi nenf statisticky vyznamny rozdil.

Z primérnych hodnot MA [%] po indukci EPI (konc. 1; 0,5; 0,25; 0,1;
0,05 umol/l) bylo vytvoreno grafické znazornéni, viz obrazek 24. Je patrné, Ze
zévislost je linedrni. Koeficient determinance je R? = 0,9433. Po vynasobeni 100
udava procento sdileného rozptylu, vtomto pripadé proménné sdili 94,33 %, coZ

vyjadiuje uspésnou predikci hodnot zavisle proménné.

Na obrazku 25 je grafické zndzornéni primeérnych hodnot MA [%] po indukci
EPI z méreni vroce 2018. Jsou pouzity koncentrace EPI (11; 1,1; 0,55 pmol/l).
Koeficient determinance je R? = 0,5746 = 57,46 %. Ve srovnani s obrazkem 24 je
vidét ponékud niz8i koeficient spolehlivosti R2. Je tedy Zadouci volit niz$i

koncentrace EPI nez ptivodné doporucované.

Jako navrh pro upravu referen¢niho rozmezi dle Mammena a Bicka se uvaZuje
o pripadném vyrazeni koncentrace EPI 11 pmol/l. Tento postup je podporen
internim vyzkumem na Oddéleni hematologie a transfuziologie v Pelhfimové, kde
byla analyzovana skupina 100 zdravych dobrovolniki za ucelem zjiSténi novych dat
a nasledné standardizace metody. Ziskana data jsou a budou konzultovana mezi
jednotlivymi pracovisti zabyvajicimi se SPS. Studie byla provddéna mérenim
riznych koncentraci induktort: EPI (10; 2,5; 1,0; 0,5 pmol/l) a ADP (2,5; 1,0; 0,5;
11 pmol/1). Vysledkem studie v Pelhfimové, vedené MUDr. Petrem Kesslerem a Mgr.
Lenkou Loskotovou, bylo zjisténo, Ze koncentraci EPI (11 pmol/l) neni moZné
povazovat za dostatecné nizkou pro stanoveni SPS. RovnéZ bylo vyhodnoceno, Ze
koncentrace EPI (1,0 a 0,5 pmol/1) je moZné povazovat za pouZitelné pro stanoveni
SPS. Tento vysledek se shoduje s mérenim, které bylo provedeno vroce 2021-

2022 v ramci této bakalarské prace [39].
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Diivodem, proc se lisi referen¢ni rozmezi jednotlivych studii (studie Mammena
a Bicka, v NCHT Martin, v Pelhfimové a studie ve VFN v ramci této prace), mize byt
mimo jiné také odliSny pocet sledovanych darcii. Spole¢nou snahou je pocet
zdravych darci rozsitovat, coZ je problematické vzhledem k omezenym moZnostem
ziskani zdravych darct. Také Casova narocnost metody je nemalou piekazkou.
Navzdory zminovanym tuskalim se snad metoda v blizké budoucnosti docka i své

mezilaboratorni standardizace.
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7 ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo stanovit referen¢ni rozmezi maximalni
agregace desticek [%] po pridani induktorid agregace EPI a ADP ve sniZenych

koncentracich.

V teoretické c¢asti byla popsdana hemostdza a jeji sloZky. Pozornost byla
zamérena predevSim na primarni hemostazu a slozky primarni hemostazy. Dale
byla popsana obecna struktura trombocytu a jeho funkce v hemostaze. Znacna Cast
této Casti pojednavala o syndromu lepivych desticek, jeho patogenezi, klasifikaci,

klinickych projevech, diagnostice a nasledné mozné 1é¢bé.

V praktické casti bylo stanoveno referentni rozmezi agregace desticek pro
jednotlivé koncentrace induktori EPI a ADP pomoci optické transmisni
agregometrie (analyzator PAP 8E). Méreni bylo provedeno se vzorky 40 zdravych
dobrovolnikt. Vysledné referen¢ni rozmezi je: EPI (konc. 1,0 pmol/1) = 2-77 %; EPI
(konc. 0,1 umol/1) = 1-19 %; EPI (konc. 0,05 umol/l) = 1-5%; ADP (konc.
2,34 ymol/l) = 19-76 %; ADP (konc. 1,17 umol/l)= 4-65%; ADP (konc.
0,58 umol/l) = 1-11 % (tabulka 7).

Hodnoty dalSich dométovanych koncentraci a nasledné referen¢ni rozmezi EPI
(konc. 0,50 pumol/1) = 1-71 %; EPI (konc. 0,25 umol/1) = 1-65 % (tabulka 11) muze
slouZit prozatim pouze jako podklad pro dalsi studie za predpokladu rozsireni

souboru dobrovolnika.

Bylo zjiSténo, Ze data nemaji normalni rozdéleni, a tak byla zvolena

neparametricka metoda pro stanoveni normalniho rozmezi.

Dale je zrejmé, Ze koncentrace epinefrinu (11 pmol/1) pravdépodobné neni

dostatecné nizka pro diagnostiku SPS.

Tento soubor dobrovolnikli je mozZno povazovat za jiz statisticky vyznamny
prispévek vramci snahy o standardizaci metody. Cilem pro navazujici praci je
rozsirit soubor zdravych darcti na 30 muzti a 30 Zen s naslednym porovnanim

ziskanych vysledki na rtznych pracovistich [40].

Tato prace miZze slouZit jako zdklad pro diagnostiku SPS v Trombotickém

centru VFN.

54



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA kyselina arachidonova

ADP adenosin difosfat

ASA kyselina acetylsalicylova

ATP adenosintrifosfat

Caz+ vapenaté ionty

cAMP  cyklicky adenosinmonofosfat

COX-1 cyklooxygenaza 1

CSLJEP Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctova

EPI epinefrin (adrenalin)

FV faktor V

GAS6  gen pro protein GAS6

GP glykoproteiny

GP6 gen pro glykoprotein VI

HIT heparinem indukovana trombocytopenie
K2EDTA didraselna st kyseliny ethylendiamintetraoctové
LTA opticka transmisni agregometrie

PAF faktor ovliviiujici desticky

PAI-1  inhibitor plazminogenového aktivatoru
PAR1  protedzami aktivovany receptor 1

PAR4  protedzami aktivovany receptor 4

PC fosfatidylcholin



PDGF
PE
PEAR1
PF4
PGE:>
PGI2
PLC
PLG
PLT
PPP
PRP
PS
RMP
SM
SPS
TE
TF
TGF-3
TP
TXA2
VEGF
VFN

VKA

destickovy rlistovy faktor
fosfatidyletanolamin

gen pro protein PEAR1

destickovy faktor 4

prostaglandin

prostacyklin

fosfolipaza C

plazminogen

krevni desticky

plazma chuda na desticky

plazma bohata na destic¢ky
fosfatidylserin

otacky za minutu

sfingomyelin

syndrom lepivych desti¢ek
trombembolismus

tkanovy faktor

transformujici ristovy faktor B
tromboprostaglandinovy receptor
tromboxan Az

vaskularni endotelovy ristovy faktor
VSeobecna fakultni nemocnice v Praze

antagonista vitaminu K
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vWF

BTG

von Willebranduv faktor

B-tromboglobulin
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