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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim funkce krevnich desti¢ek pomoci
metody impedancni agregometriec na analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany)
u trombocytarnich transfuznich piipravkl. V teoretické Casti jsou popsany obecné
vlastnosti a charakteristika krevnich desticek, vcetné jejich funkce pii zéstaveé
krvaceni — koagulace. Dale jsou zde uvedeny piiklady destiCkovych induktort
a inhibitort, tedy latek, které ovliviluji agregaci krevnich desticek. Prakticka cast se
zabyva porovnanim vysledki impedancni agregometrie u vzorki z plné krve darct

a u trombocytarnich transfuznich ptipravki.

Kli¢ova slova:

krevni desti¢ky (trombocyty), agregace, impedan¢ni agregometrie, TRAPtest



Abstract

The Bachelor’s thesis aims to identify the function of platelets in thrombocyte
transfusion products by impendance aggregometry using the Multiplate® analyser
(Roche, Germany). The theoretical part of the thesis describes general properties and
characteristics of platelets including their role in stopping bleeding - coagulation. It also
provides examples of platelet inductors and inhibitors, which are substances influencing
platelet aggregation. The practical part of the thesis compares the results of impendance

aggregometry of donor whole blood samples and thrombocyte transfusion products.
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platelets (trombocytes), aggregaion, impendance aggregometry, TRAPtest
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1 Uvod

Bakalarska prace pojednava o fungovani krevnich desticek, které jsou nezbytné
pfi procesu krevniho srazeni. Jsou zde popsany obecné vlastnosti a charakteristika
krevnich desti¢ek, zplisob fungovani a jejich vyznam pfi zastavé krvaceni. Déle se
bakalarska prace zaméfuje zejména na monitorovani a stanoveni agregace desticek
pomoci impedancni agregometric na analyzatoru Multiplate. Jsou zde porovnany
vysledky agregace trombocytl z plné krve a z transfuznich trombocytarnich ptipravki.

Analyzator Multiplate® se primarné vyuziva ke stanoveni funkce trombocytt
v plné krvi. V UVN —VFN v Praze je testovani kryokonzervovanych, ale i aferetickych
Cerstvych transfuznich trombocytarnich ptipravkl touto metodou ve vyzkumné fazi.
Z tohoto divodu je tato bakaldiskd prace zamétfena na porovnani agregace krevnich
desticek pomoci analyzatoru Multiplate® u vzorkii plné krve a u cerstvych
trombocytarnich  piipravkl  z  aferézy. = Metoda  stanoveni  impedance
u kryokonzervovanych rozmrazenych trombocytarnich ptipravki se dale vyviji.

Motivaci k feSeni této problematiky byla piredevsim velice pozitivni ptedchozi
zkusenost s Oddélenim hematologie a krevni transfuze UVN, kde jsem po dobu svého

studia vykonavala odbornou praxi.



2 Teoretické zaklady prace

2. 1 Prehled soucasného stavu

Krevni desticky jsou nezbytné slozky procesu srazeni krve a hraji tak kli¢ovou
roli pti zastaveé krvaceni. V dnesni dob¢ ptedstavuji poruchy srazeni krve zvySené riziko
vzniku trombo6zy. Mimo vrozenych pfi¢in pfispivaji ke vzniku trombofilnich stavt také
rizikové faktory, a to zejména zpiisob zZivota dneSni populace jako je kouieni, obezita
a nedostatek pohybu. Proto je za urcitych okolnosti potieba potlacit nebo zmirnit funkci
desticek, ¢ehoz se vyuziva pfi protidestickové 1écbe. Druhym pilifem hemostatickych
poruch jsou krvacivé stavy, které mohou byt zaptiCenény nedostatenym poctem nebo
poruchami funkce trombocytid. V obou piipadech poruch srazeni krve je nezbytny
monitoring a vySetfeni funkce trombocytt, které lze snadno analyzovat napiiklad

vyuzitim technologie impedan¢ni agregometrie.

2.2 Krev

Krev je vysoce specializovana télesna tekutina ¢lovéka a vyssich zivocichi, ktera
proudi v uzaviené cévni soustaveé a jejiz hlavni funkei je zajisténi nepfetrzité vymény
latek mezi tkanémi. Transportni funkce krve zajistuje tkanim ptfivod zZivin a kysliku,
umoziuje pienos specifickych latek, jako jsou hormony, vitaminy a mineraly a naopak
z tkani odvadi oxid uhli¢ity a odpadni metabolity. Diky snaze o udrzeni stalého pH
a télesné teploty se krev podili na udrzovani stalosti vnitiniho prostfedi. Dulezitou roli

hraje také v procesu mechanické obrany organismu. (Pecka, 2002, s. 58-59)

2. 2.1 SloZeni krve

Dospély ¢loveék ma primérné asi 5 litr krve, coz odpovida priblizné 7-8% télesné
hmotnosti. Krev je slozena ze dvou zdkladnich slozek, tekuté a bunécné.
(Pecka, 2002, s. 58-64)

Tekutou slozkou krve je plazma, ktera piedstavuje asi 55% z celkového objemu
krve. Je to extracelularni prithledna tekutina slabé zlutého zabarveni, kterou lze ziskat
z nesrazlivé krve. Za patologickych podminek mize byt lehce zakalena, se siln€ zlutym
nebo cervenym zabarvenim. Svym slozenim se jedna Vv podstaté o slabé zasadity vodny

roztok elektrolytti, bilkovin a malych organickych molekul. Tonty sodiku a drasliku



udrzuji rovnovazny stav mezi intra a extracelularni tekutinou. Véapnik a hoicik se podileji
na srdzeni krve, pfi obrannych reakcich a jsou dilezité pro spravnou funkci nervii
akosterni svaloviny. Zeleznaté, méd’naté a kobaltnaté ionty maji svij vyznam pii
krvetvorbé a enzymatickych reakcich. Organické latky tvofi zejména bilkoviny
(albuminy, globuliny, fibrinogen a glykoproteiny), dale pak sacharidy, lipidy, mocovina,
vitaminy a hormony. (Pecka, 2002, s. 58-64)

Pevnou slozkou krve jsou bunétné elementy rozptylené v krevni plazmé, které
odpovidaji asi 45% z celkového objemu krve. Cervené krvinky (erytrocyty) jsou
bezjaderné bunky bikonkavniho tvaru vyplnéné hemoglobinem. Hlavni funkci erytrocytt
je prenos dychacich plynti vyuzitim vlastnosti hemoglobinu vazat na sebe kyslik a oxid
uhlic¢ity. Bilé krvinky (leukocyty) zajist'uji obranyschopnost organismu a dale se ucastni
riznych metabolickych pochodt. Krevni desticky (trombocyty) jsou bezjaderné buriky,
které se podileji pifi zéstavé krvaceni (hemostaze) a regeneraci cév.

(Pecka, 2002, s. 58 -64)

ji| plnd krev @ trombocyty

leukocyty

bunécné elementy

erytrocyty

Obr. 1 Slozeni krve po centrifugaci (upraveno dle URL1)



2. 2.2 Hemopoéza

Hemopoéza neboli krvetvorba ptedstavuje proces tvorby krevnich bunécnych
komponent v krvetvornych organech. Formované krevni elementy (erytrocyty,
leukocyty, trombocyty), které tvoii pevnou slozku krve, se od sebe li§i mimo jiné svou
zivotnosti. (Trojan, 2003, s. 117)

Zivotni cyklus krevni buiiky se pohybuje v rozmezi od nékolika hodin aZ po dobu
tydnii ¢i mésicti. Maji-li byt v krvi udrzovany fyziologické hodnoty, musi byt produkce
krevnich bun¢k v rovnovaze s jejich zanikem. Aby tato rovnovaha mohla fungovat béhem
celého zivota, je zapotiebi existence bunécné populace, ktera je schopna produkovat stale
nové krevni buiiky. Takovou populaci, od které jsou odvozeny vSechny formované krevni

elementy, jsou pluripotentni kmenové buriky. (Trojan, 2003, s. 117)

2. 2. 2.1 Lokalizace hemopoézy

Béhem prenatalniho obdobi je hemopoéza lokalizovana nejprve ve zloutkovém
vaku, nasledné proces krvetvorby probiha od 6. tydne vyvoje i v jatrech, od 12. tydne
Vv slezin€ a od 20. tydne vyvoje se krvetvorba ptesouva do kostni diené, kterd predstavuje
hlavni hemopoeticky organ. (Penka, 2011, s. 15)

Proces prenatalni hemopoézy se sklada ze tii plynule navazujicich period, které
se ¢asteéné piekryvaji. Mezoblastova perioda probiha v oblasti zZloutkového vaku, kde
dochazi k tvorbé krevnich ostrivkl primitivnich bunék, lemovanych endotelidlnimi
buitkami. Vytvafti se tak primitivni cévy, které se nasledné propoji s cévnim systémem
embrya. Hemopoéza ve Zloutkovém vaku vede ke vzniku primitivnich erytrocyti. Béhem
mezoblastového obdobi dochazi také k zacatku krvetvorby v mezenchymu mezi
hepatocyty, ktera postupné pievladne nad krvetvorbou ve Zloutkovém vaku. Pii
hepatolinealni period¢ jsou jatra hlavnim zdrojem hematopoézy az do poloviny
embryonalniho vyvoje. V mens$i mife se od 12. tydne podili islezina. Kromé
normoblastti, které vyzravaji v erytrocyty, se v malém mnozstvi tvoii iprekurzory
trombocyt a lymfocytli. Samotné jaterni obdobi trva az do porodu. V druhé poloviné
prenatalniho vyvoje se krvinky zacinaji tvofit v kostni dfeni. Toto obdobi se nazyva
meduldrni, neboli dfefiové a vznikaji béhem néj vSechny typy krvinek, vcetné

granulocytd. (Penka, 2011, s. 15)



Kostni dfen zistava primarnim krvetvornym organem i v postnatalni fazi, tedy po
narozeni. Pfiblizné€ do ¢tvrtého roku Zivota je zastoupena ve vétsing kosti a s ptibyvajicim
vékem se pomalu pfeménuje na inaktivni tukovou kostni dfen. V dospélosti se nachazi
pouze na n¢kolika malo mistech téla, jako je hrudni kost, kycelni kosti, proximalni ¢asti
dlouhych kosti, lebka, obratle a zebra. Odtud jsou jednotlivé krvinky uvoliovany do krve.
Prechod krvinek z kostni dfen¢ je uskuteénén pomoci riznych mechanismt. Leukocyty
prochazi sténou aktivnim pohybem, tzv. diapedézou pomoci vybézklu cytoplazmy
(pseudopodii). Erytrocyty vyuzivaji pro piestup svou pruznost, diky niz dochazi k jejich
deformaci a erytrocyty jsou tak schopné prostoupit mezi burikami do nitra cévy, kde opét
ziskavaji pivodni tvar. Krevni desticky jsou v nitru cév uvoliiovany tokem krve
z cytoplazmy megakaryocytu, které prostupuji mezi endotelovymi bunkami.
(Pecka, 2002, s. 70-75)

Prenatalni obdobi Postnatalni ahdobi

» kostni
zloutkovy vak drett

100%—
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» hrudni kost

tvorba

40%—
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0%—1—T T
0 1 2 3 4 5

mésic téhotenstvi narozeni vek

Obr. 4 Procentualni zastoupeni krvetvornych organt v prenatalnim a postnatalnim obdobi
(upraveno dle URL2)

2. 2. 3 Hemostaza

Hemostdza je schopnost organismu zastavit krvaceni. Jednd se o velmi
komplikovany a pfesné regulovany proces, na kterém se podili cela tada slozek
a mechanismil S rozdilnymi vstupy a u¢inky. Mechanismus hemostdzy dokéze zastavit
krvaceni pouze v misté poranéni a souc¢asné udrzuje tekutost krve v neporuseném cévnim
feciSti. Zakladni sloZky hemostazy tvoii cévni sténa, krevni desticky a systém

plazmatickych proteinii. Svoji tlohu v ni v§ak maji 1 ostatni slozky krve a cévni stény



a to zejména cCervené krvinky, bilé krvinky, lipidy, bilkoviny a minerdly.
(Pecka, 2004, s. 26) (Penka, 2011, s. 31)

V piipadé¢ poruseni endotelu dojde postupné k vytvoreni krevni srazeniny, ktera
zamezuje dalSim ztratam krve. Proces zahrnuje n¢kolik fazi, béhem nichz dochazi ke
vzniku destickového agregatu, zpeviujici fibrinové sit€ a soucasné k aktivaci déje, ktery
takto vytvofenou srazeninu rozpusti. (Matyskova, 1999, s. 7-9)

Cely proces krevniho srazeni je velmi piisn¢ regulovan a kontrolovan tadou
mechanizmii, které brani nekontrolovanému srdazeni nebo krvaceni. V nékterych
pripadech dochazi k aktivaci krevniho srazeni i v neporusenych cévach. Krev se srazi
uvnitt cév a dochéazi ke vzniku trombu (nasténné srazeniny), ktery omezi pratok krve

cévou, coz muze vést k velmi zdvaznym komplikacim. (Indrék, 2006, s. 93)

2. 2.4 Cévni sténa

Cévni systém ma vedle své funkce cirkulacni, zajist'ujici rozvod okysli¢ené krve
a nasledny sbér, také obrovsky vyznam pro hemostazu, pti které se uplatiiuje cévni sténa,
zejména jeji vnitini vrstva, tzv. endotel.

Strukturu cévni stény tvoii tfi vrstvy — vnitini tunica intima, stfedni tunica media
a vnéjsi tunica adventitia. Tunica intima se sklada z jedné vrstvy plochych endotelidlnich
bunék ulozenych na bazalni membrané. Tunica media je nejsilngjsi vrstva stény cévy,
tvotfena hladkou svalovinou a siti kolagennich a elastickych vldken. Tunica adventitia
ptredstavuje povrch cévy z fibrilarniho vaziva s kolagennimi 1 elastickymi vlakny, ktera
se riizné piekiizuji a vytvaieji sit’. (Cihak, 2016)

Endotelialni buiiky na povrchu vnitini stény cév tvoifi aktivni povrch mezi
cirkulujici krvi a tkanémi a hraji klic¢ovou roli v procesu hemostazy. Endotel kontroluje
protrombotické dé€je pii poskozeni cév, udrzuje fluiditu krve za fyziologickych podminek
a zaroven slouzi jako misto syntézy a ulozeni celé fady latek, které se na hemostaze
podileji. Béhem procesu srazeni krve je cévni sténa schopnéd vazokonstrikce, neboli
stazeni, které zpomali prutok krve danym mistem. Naslednd vazodilatace, neboli rozSiteni
cévy, usnadiiuje rychlé odplaveni hemostatickych latek podilejicich se na hemostaze
a je dulezitd pro udrzeni srazeni pouze v misté poskozeni cévy. Vazokonstrikce
a vazodilatace predstavuji v procesu krevniho srazeni mechanickou ulohou endotelu.
(Matyskova, 1999, s. 9-11)



vnitini vrstva
s endotelialnimi bunikami

stfedni vrstva
z hladké svaloviny

. ?\ vnéjsi vrstva
JJ"‘/ s kolagennimi vlakny
Obr. 6 Struktura cévni stény (upraveno dle URL3)

2. 3 Krevni desti¢ky

Krevni desticky jsou nejmensi formované krevni elementy v krevnim fecisti
0 velikosti 2-4 pm, jejichz hlavni fyziologickou funkci je zastava krvaceni. Vznikaji
preménou z megakaryocyti v kostni dfeni a za fyziologickych podminek je jich
Vv periferni krvi obsazeno asi 150.000 az 300.000 na ul krve. Za den se v kostni dieni
obnovi asi 20% z jejich celkového poctu. V periferni krvi cirkuluji desticky okolo 7 dni,
kdy piiblizn¢ dvé tetiny z celkového poctu desticek cirkuluji a jedna tfetina desticek je
jako zasoba ulozena ve slezing, pfiCemz se navzdjem vyméinuji. Staré a degenerované
desticky jsou fagocytovany v jatrech a sleziné v tzv. retikuloendotelidrnim systému.
(Gawaz, 2001, s. 4)

Na rozdil od leukocytii a ostatnich eukaryotnich bun€k nemaji desticky bunééné
jadro, a proto nejsou schopné, nebo jen v omezené mife, syntetizovat proteiny de novo.
Z tohoto divodu nejsou desticky povazovany za bunky v pravém smyslu a oznacuji se

proto jako bezjaderné bunky. (Gawaz, 2001, s. 4)

2. 3.1 Vznik a vyvoj krevnich desticek

2. 3. 1.1 Vyvoj krevnich bunék
Krevni buiiky se vyviji v kostni dieni od stddia kmenové buiky pies bunky
progenitorové a postupné se diferencuji do findlni podoby krevnich
elementi — erytrocytu, leukocytu a trombocytu. (Pecka, 2002, s. 80)
Vychozi buiikou vSech krvinek je buiitka mezenchymu, ktera se postupné
preménuje v retikularni bunku a dale v hemocystoblast, ktery se stavd v zarodecném

obdobi kmenovou burnikou. VSechny krvinky obsazené v krevnim ob¢hu maji jedinou
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spoleCnou hemopoetickou, tzv. pluripotentni kmenovou bunku, kterd je schopna
neomezené sebeobnovy. Cést bunék po déleni ziistava ve stadiu pluripotentni kmenové
bunky a Cast se dale vyviji a diferencuje Vv progenitorovou kmenovou buku.
Progenitorova kmenova buiika ztraci schopnost sebeobnovy a slouzi jako predloha pro
vice, ¢i jeden bunécny typ. (Pecka, 2002, s. 81-82)

Jednotlivé krevni buiiky se daji rozdélit do rliznych linii, které maji spolecnou
progenitorovou buiiku CFU. Pro buiikky myelopoézy, tedy erytrocyty, makrofagy
a megakaryocyty je spolecna progenitorova buitka CFU-GEMM. Lymfoidni fada, kam
fadime T-lymfocyty a B-lymfocyty, ma vlastni progenitorovou buriku, tzv. lymfoidni
progenitor. (Pecka, 2002, s. 83-84)

2. 3. 1. 2 Vyvoj krevnich desti¢ek

Krevni desticky vznikaji a uvoliiuji se do krevniho fteciSt¢ z cytoplazmy
prekurzorovych bun¢k v kostni dieni, tzv. megakaryocytu. (Patel, 2005, s. 3348)

Megakaryocyty jsou nejvetsi (50 - 100 um), vzacné se vyskytujici buiiky kostni
dren¢. Predstavuji asi 0,01% z jadernych bun¢k kostni diené. Obsahuji velké mnozstvi
lalo¢natych jader, které se déli bez déleni samotnych bun¢k. (Machlus, 2013, s. 785)

Megakaryocyty vznikaji z pluripotentni kmenové buiiky pisobenim mnoha
faktori. Transkripéni faktor GATA-1 reguluje proces diferenciace, faktor NF-E2 je
zodpovédny za regulaci formace vybézkt megakaryocytd. (CHANG, 2007, s. 318)
Humoraélni ristovy faktor trombopoetin (TPO) slouzi jako primarni signal pro tvorbu
megakaryocytl, u€inny je také GM-CSF, nepiimo plsobici G-CSF, ¢i ristovy faktor
fibroblastli FGF. Mezi cytokiny, které se podileji na zrani megakaryocytl patii IL-3, IL- 6
a IL-11. (Patel, 2005, s. 3348)

Prvni  morfologicky rozliSitelnou buitkou megakaryocytarni linie je
megakaryoblast, nékdy oznacovany jako nezraly megakaryocyt I. Béhem vyzravani
megakaryoplastu dochazi ke zdvojovani poctu chromosomtl, zatimco samotna burika se
nedé¢li. Tento proces se oznacCuje jako endomitéza. Soucasné také dochazi ke zréani
cytoplazmy, kterd se stava objemné;jsi, zvetSuje se zde pocet granuli, tvoii se membranové
glkoproteiny a dochazi k vyrazné produkci cytoplazmatické membrany. Dal$im zranim
pak dojde k vytvoreni promegakaryocytu, ktery se nasledné diferencuje ve vyzraly

megakaryocyt. (Lexova, 2000, s. 20) (Pecka, 2002, s. 152)



Ze zralého megakaryocytu se mlize vytvofit az n€kolik tisic krevnich desticek.
Konkrétné dochazi k prodluzovani a vétveni dlouhych vybézkli megakaryocyti,
oznacovanych jako psedopodia, které se opakované $§tépi na mensi Casti za vzniku
prodesticek. Pfeména celé megakaryocytarni cytoplasmy do prodesticek je regulovana
cytoskeletarnimi proteiny. Aktomyosinovy systém je zodpovédny za vétveni a formovani
prodesticek, zatimco polymerizace tubulinu v mikrotubulech megakaryocytl je nezbytna
pro prodluzovani prodesticek a zaroven umoziiuje transport organel a granuli

k jednotlivym konctim a vytvoreni plné¢ funk¢nich desticek. (Malara, 2012, s. 241)

2. 3. 2 Struktura krevnich desti¢ek

Za normalnich podminek jsou krevni desticky diskoidni téliska, jejichz tvar se pfi
stimulaci desticek mize snadno ménit. Podle funkce lze strukturu desticek rozd¢lit na
¢tyfi zakladni oblasti: periferni zénu, strukturni zénu, zénu organel a membranové
systémy. (Gawaz, 2001, s. 4)

Periferni zona vytvari fyzikalni bariéru, ktera oddé€luje cytoplazmatické organy
desti¢ek od okolniho prostiedi. Vznika tak spojeni mezi povrchem a vnittkem,
tzv. otevieny kanalkovy systém. Tato oblast je zdrojem rliznych receptorovych mist, tvoii
se zde transdukéni systém pro stimuly, které spousti dileZité interakce desticek, jako jsou
adheze, agregace a sekrece. Periferni zona také odpovida za imunologickou specifi¢nost
a je zdrojem fosfolipidi pro hemokoagulaci. (Nosal’, 1990, s. 23)

Cytoplasmaticka membrana desticek se sklada ze tfi hlavnich ¢asti: glykokalyx,
vlastni destickové membrany a submembranové oblasti. Na povrchu buiiky se nachazi
glykokalyx, ktery ptfedstavuje zevni hrubou vrstvu destickové membrany. Je slozen
z glykoproteini a casteéné glykolipidi. Glykoproteiny zastavaji funkci receptorti
membrany, které umoznuji prenos signali do bunky, zejména stimuly pro agregaci
¢i adhezi. (Nosal’, 1990, s. 23-24)

Stredni vrstvu periferni zony piedstavuje vlastni destickova membrana, kterd
se svym sloZzenim a charakterem podoba membrandm ostatnich bunck. Sklada se
z dvojvrstvy lipidi bohaté na fosfolipidy, které tvofi vrstvu nezbytnou pro interakci
s koagulacnimi proteiny. (Gresele, 2002, s. 41) V nejvétsim mnozstvi je zastoupeny
fosfatidylcholin, ktery je spole¢né se sfingomyelin orientovan vné membrany. Na vnitini
stran¢ prevlada fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin a fosfatidylinozitol. Toto

asymetrické uspofddani ma vyznam pro spravné fungovéani desticek. Zbytek lipidi



Vv membrané tvoii predevs§im cholesterol, ktery je spole¢né s fosfolipidy zodpovédny za
tekutost destickové membrany, ktera se méni s vékem desticky. (Nosal’, 1990, s. 25-26)

Dalsi slozky destickové membrany tvofi proteiny, které piedstavuji dulezity
enzymaticky aparat. (Nosal’, 1990, s. 26) Spole¢n¢ s proteiny obsahuje membrana také
iontové pumpy, predevsim pro sodik a draslik, nezbytné pro udrzeni transmembranového
iontového gradientu. (Bhatt, 2008, s. 2)

Submembranova oblast se nachdzi pod vrstvou vlastni membrany desticek.
Obsahuje sit’ mikrofilament, ktera je vzajemné propojena s glykoproteiny a filamenty
vV cytoplasmé bunky a spolecné se podileji na wudrzovani tvaru desticek.
(Bhatt, 2008, s. 2)

Strukturni zona predstavuje matrix cytoplasmy desticek a je ozna¢ovana také jako
cytoskeleton. Sklada se z dvou vlaknitych systému v rizném stavu polymerizace, které
udrzuji diskoidni tvar desticek a zajist'uji jeho zménu, vnitini kontrakei a sekreci granul.
Strukturni zona je slozena z mikrotubult a mikrofilament, kdy ob¢ slozky jsou slozeny
z jednoho ¢i vice proteind. Hlavni proteinovou slozkou mikrotubuld je tubulin, ktery je
polymerizovany do tvaru trubicek. Mikrofilamenta jsou tvofeny komplexem proteinti
aktinu a myozinu, jez piedstavuji zakladni hybnou jednotku mikrofilament.
(Pecka, 2006, s. 22)

Dalsi oblasti je zona organel, nachazejici se v cytoplasmé desticky. Tvoii ji
predevSim mitochondrie, glykogen, lysozomy, a-granule, denzni granule a ojedinéle také
peroxisomy. Probihaji zde riizné metabolické procesy buniky a ukladani nékterych latek.
V neaktivované desticce jsou organely volné rozptylené v cytoplasmé&. Aktivaci desticky
dochazi k jejich shlukovani. Organely se podileji na regulaci fady pochodd v organismu,
napf. hemostazy nebo regulace tonusu hladké svaloviny cév. (Nosal’, 1990, s. 29-30)

Denzni téliska tvoii asi 1% z celkového poctu desticek, coz odpovidd asi
6-8 denznich granuli na jednu desticku. Lze je velmi dobfe pozorovat v elektronovém
mikroskopu, diky jejich vysoké hustoté. Svym slozenim jsou charakteristické predevSim
diky vysoké koncentraci serotoninu, ale také vapenatych iontd, ATP ¢i ADP. Toto
specifické sloZeni denznich granuli ma vyznam pro spravny pribéh procesu agregace.

(Nosal’, 1990, s. 30-31)
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a-granule jsou nejpocetnéji zastoupené granule krevnich desticek. Oproti denznim
granulim jsou v¢EtSi a jsou ohraniCené membranou, kterd se podobné jako membrana
desticek sklada z fosfolipidli, obsahuje vSak vétsi mnozstvi cholesterolu a proteind.
Proteiny o-granuli hraji dulezitou roli v fadé biologickych funkci, jako jsou adheze,
agregace, chemotaxe, proliferace a koagulace. (Gawaz, 2001, s. 6)

Lysozomy ptedstavuji tfeti typ destickovych granuli. Obsahuji fadu enzymu,
zejména hydrolytické enzymy, jako napft. B-glukuronidazu a kyselou fosfatazu. Enzymy
lysozymii se vylucuji po aktivaci krevni desticky trombinem nebo kolagenem.
(Pecka, 2006, s. 23)

Mitochondrie krevnich desti¢ek zaujimaji asi 3% z celkového objemu, pficemz
jejich pocet souvisi s v€kem destiCky. SlouZi jako energeticky zdroj pro bumku, kdy
energii ziskdvaji oxidativni fosforylaci. Mitochondrie desticek obsahuji vapenaté ionty,
nékteré dilezité enzymy a probiha zde syntéza fady proteint. (Pecka, 2006, s. 24)

Dalsi morfologickou oblasti, ktera vytvaii strukturu desticek, jsou membranové
systémy. Otevieny kanalkovy systém (OKS) piedstavuje slozitou sit’ kanalkd, vzniklych
vchlipenim plazmatické membrany, kterd prochdzi rizné hluboko do cytoplasmy.
Kanalky jsou mezi sebou vzajemné propojené a soucasné se poji také s denznim
tubularnim systémem. OKS plni v desticce né€kolik funkci. Vyrazn€ zvétSuji povrch
desticek, umoziuji a urychluji transport latek z vnéjsiho prostiedi do buniky a soucasné
slouzi k vyplaveni medidtorti z granuli na povrch buiiky. OKS vytvafi na povrchu
desticek nalevkovité otvory, diky kterym desticka ziskdva houbovity vzhled.
(Nosal, 1990, s. 33)

Denzni tubuldrni systém (DTS) je odvozeny od endoplazmatického retikula
megakaryocytu, coz dokazuje pfitomnost peroxidazy a gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy.
(Matyskova, 1999, s. 19) DTS vytvaii souvislou sit’ uzkych kanalkd, které slouzi jako
hlavni zasobnik vapenatych ionti a probiha zde metabolismus prostaglanding.
(Kubisz, 1987, s. 22-23) Systém kanalkti DTS je nepravideln¢ rozloZen v intracelularnim
prostiedi desticky. Casto se dostdavda do kontaktu sOKS a spoleéné S ostatnimi
destickovymi zonami vykondvaji dualezit¢ metabolické a transportni funkce.

(Nosal’, 1990, s. 33-34)

11



Periferni zona

plasmatickd membrana

glykokalyx Membranova zéna

Zo6na organel

denzni granule otevieny kanalikularni systém
alfa-granule
lysozomy

ulozeny glykogen
mitochondrie

denzni tubularni systém

Strukturni zona

mikrotubuly st
aktin ; 2
myosin

Obr. 8 Schématicky nakres krevni desticky v klidovém stavu (upraveno dle
Gawaz, 2001, s. 5)
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Obr. 11 Schématicky nakres krevni desticky v aktivovaném stavu (upraveno dle
Gawaz, 2001, s. 5)
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2. 3. 3 Metabolismus krevnich desti¢ek

V krevnich destickdch probihd fada bunéénych reakci, které jsou velmi
energeticky narocné. Zdrojem energie pro krevni desticky je prevazné glykogen, jehoz
Stépné produkty jsou dale oxidovany v mitochondriich za vzniku ATP, ktera se z vétSiny
uklada v zasobnim poolu desticky a v mens$i mife v poolu metabolickém. Metabolicky
pool je lokalizovéan v cytoplazmé, mitochondriich a membréan¢ desticek, zatimco zasobni
pool je lokalizovan v denznich granulich. Velké mnozstvi energie je potiebné pro
viskézni metamorfézu a retrakci. Krevni desticky nemaji schopnost bunééného déleni

a syntézy DNA vzhledem k absenci jadra. (Pecka, 2006, s. 130)

2. 3. 4 Funkce krevnich destic¢ek
Krevni desticky figuruji v fad€ procest, jako je spousténi zanétlivé reakce, boj
proti mikrobidlni infekci, metastdzovani nddord, ¢i pfi oddéleni krevniho a lymfatického
systému v prenatalnim obdobi. Ptesto k jejich zakladnim funkcim patii adheze, aktivace,

sekrece a agregace. (Vanhoorelbeke, 2012, s. 245)

2.3.4.1 Adheze

Adhezivni interakce zprosttedkované specifickymi membranovymi receptory
podporuji pocatecni upevnéni jednotlivych destiCek na endotelidlni builkky nebo
subendotelialni matrix cévni stény a tkéani, ktera obsahuje nékolik adhezivnich proteint
jako je kolagen, von Willebrandlv faktor (vWF), laminin, fibronectin a trombospondin.
(Ruggeri, 20009, s. 58) (Vanhoorelbeke, 2012, s. 245-246)

Pfi poskozeni cévni stény dochazi k poruseni endotelové vystelky a k adhezi
desticek k obnazenym subendotelovym strukturam. Za primarni adhezi desti¢ek na cévni
povrch zodpovida vWF s navazanym kolagenem, jez interaguje s receptorem GPIb-V-IX
komplexu na membrané desticek. Vazba mezi VWF a GPIb je zvlasté dulezita
v podminkach, kde je smykovd rychlost vy$§i nez 500 az 800 ms.
(Nuyttens, 2011, s. 26) Interakce GPIb-kolagen vyvolava podnéty vedouci k bunécné
aktivaci a nasledné syntéze a wuvoliovani destickovych agonistli, piedevSim
tromboxanu Az (TxA:) a adenozindifosfatu (ADP). Tyto agonisté spole¢né s trombinem
dale ptispivaji k aktivaci krevnich desticek prostfednictvim proteinovych G-receptorti.
Pro stabilni adhezi desticek k extraceluldrni matrix jsou nezbytné latky zvané integriny,

které¢ se vazou na kolagen (02P1), fibronektin (a5B1), laminin (a6P1) a také na
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vWF receptor, kam se vaze hlavni destickovy integrin allbB3. VSechny tyto signdlni
drahy spole¢né vyvolavaji komplexni bunééné reakce, jako je aktivace integrit, uvolnéni

obsahu granuli a koagulaéni aktivita. (Nieswandt, 2011, s. 92, 95-96)

2. 3. 4. 2 Aktivace

Soucasné s adhezi desti¢ek na subendotel probiha také aktivace krevnich desticek,
kterd je vyvolana fadou mechanickych ¢i chemickych impulsi, jako jsou trombin,
tromboxan Az, ADP, kolagen nebo kyselina arachidonova, jez se vaZzou na specifické
receptory. Trombin patii mezi jeden z nejucinnéjsich aktivatori, ktery vzniké na povrchu
krevnich desticek po vystaveni tkanového faktoru plasmatickym koagulacnim faktoram.
(Jobling, 2013, s. 52)

Agonisté desticek se vazi na povrchové receptory glykoproteini a stimuluji
transdukce signalti pfes membranu pomoci specifickych proteind, které aktivuji jednu
Z intracelularnich drah. Aktivaci fosfolipazy C se zahajuje metabolismus fosfoinositidi,
coz vede postupné az ke stimulaci mobilizace Ca?* iontf z densniho tubularniho systému.
Vysokéa koncentrace Ca?" aktivuje fosfolipdzu A2 a uvolni se kyselina arachidonové
z membrany fosfolipidi. Zarovein vlivem nadbytku Ca®" dojde k inhibici tvorby
antiagrega¢né pusobiciho cAMP (cyklického adenosinmonofosfatu) a aktivaci
proteinkinazy (napf. myozinkinazy). (Gawaz, 2001, s. 13-15) (Pecka, 2006, s. 106-109)

Pti aktivaci desticky dochazi k velmi rychlé zméné tvaru desticky, z diskoidniho
tvaru na kulovity s vybézky (pseudoplodie), coz zplsobi zvétSeni plochy desticek.
Aktivaci desticky se také méni uspotadani fosfolipidové dvojvrstvy cytoplazmatické
membrany, kdy dochazi k tzv. flip-flop fenoménu, béhem kterého se fosfolipidy z vnitini
casti preto¢i do vngj$i Casti membrany a naopak, ¢imZ dojde k zdpornému nabiti
cytoplazmatické membrany a naslednému urychleni interakce koagula¢nich faktort.
(Pecka, 2006, s. 106-108)

2. 3. 4. 3 Sekrece
Po aktivaci desticek dochazi k sekreci cytoplazmatického obsahu a latek ze
zéasobnich granul. Ty se béhem aktivace pfesouvaji do stfedu desticky, odkud jsou diky
fazi membrany OKS a perigranularni membrané vylu¢ovany mimo membranovy obvod
pfes sit’ mikrotubulll a cytoplazmatickou membranu v pseudopodiich. Z destickovych
granuli se uvolnuji latky jako ADP, TxA., serotonin a adrenalin. Z cytoplasmy se pak

uvolnuji prostaglandiny a steroidni hormony. (Nosal’, 1990, s. 59-62)
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2. 3. 4. 4 Agregace

Agregace desticek je proces, pii kterém se destiCky vzajemné shlukuji a dochézi
k tvorb¢ multidestickového agregatu. Agregace je rozhodujici proces pro tvorbu
hemostatické zatky a trombdzy. (Jackson, 2007, s. 5087)

Vznik destickového agregatu je podminén aktivaci glykoproteinovych receptorii
GP IIb/IIla a naslednou vazbou fibrinogenu na tyto receptory. Fibrinogen se na receptory
vaze epitopem arginin-glycin-kyselina asparagova (RGD), jeZ je na obou koncich
molekuly fibrinogenu. Proto ptfedstavuje idealni molekulu pro mezidestiCkovou vazbu.
(Maly, 2010, s. 134) (Fauknerova, 2011, s. 528) Krom¢ fibrinogenu obsahuji RGD
sekvenci 1 dalsi ligandy, jako vWF, vitronektin, trombospodin a fibronektin, jez se mohou
také vazat na receptor GP I1b/I1la. (Pecka, 2006, s. 116)

Agregace desticek muze probihat ve dvou fazich. Primarni agregace predstavuje
¢asteCné spojovani desti¢ek pies aktivované glykoproteinové oblasti GP IIb/Illa a ma
vratny prub¢h, proto se destiCky pfi nedostatecném impulsu oddéli. Je vyvolana ADP
uvolnénym z porusenych tkédni a po zméné konformace membranovych fosfolipidi
dochézi k pronikani Ca®" do buiiky. Vapnik uvniti desticky aktivuje fosfolipdzu A2
a uvolni se kyselina arachidonova, jez je dale metabolizovana na tromboxan Ao.
(Pecka, 2006, s. 113-118) Sekundarni agregace navazuje na primarni a je zpusobena
silnym impulsem, ktery zpravidla vyvold sekreci granuli. Uvolnény trombospondin
stabilizuje vazbu fibrinogenu na desticky a zpevnuje mezidestickové spoje. Pribeh
sekundarni agregace je nevratny. (Nosal’, 1990, s. 52-53) (Pecka, 2006, s. 115-118)

Aktivaci dalSich desti¢ek dochézi k zesileni agregacniho procesu a postupné se
vytvoii hemostatickd zatka, tzv. bily trombus. Vyvrcholenim zavére¢né faze primarni
hemostazy je pietoceni fosfolipidové dvojvrstvy. Uvolnéné fosfolipidy stimuluji
koagula¢ni procesy na povrchu desticek, které vedou K vytvoteni fibrinové zatky.

(Pecka, 2004, s. 36)
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Obr. 14 Schéma adheze, aktivace a agregace krevnich desticek
(Maly, 2010, s. 135)

2. 4 Induktory agregace krevnich desticek
Agregace desticek mize byt vyvolana ptisobenim celé fady induktori. Mezi silné
induktory patii zejména kolagen, trombin a tromboxan Az. Za stiedn¢ silné induktory jsou

povazovany serotonin a ADP, zatimco adrenalin se fadi mezi slabé pisobici.

(Vojagek, 2004, s. 58)

2. 4. 1 Adenosindifosfat

Adenosindifosfat (ADP) je destickovy induktor, ktery se uvoliiuje pii poSkozeni
endotelialnich bunék a erytrocytl, nejvice ho vSak vznika sekreci ze zasobnich granuli
desticek. Desticky reaguji na APD prostfednictvim membranovych receptorti P2.
(Maly, 2003, s. 110,112) Pro destickovou odpovéd’ jsou vyznamné receptory P2Y:
a P2Y12. Podtyp P2X: slozi jako iontovy kanal pro vapnik, jinak ale v procesu agregace
desticek nehraje Zadnou roli. lonty vapniku stimuluji aktivaci fosfolipazy A2 a dalSich
aktivacnich proces uvnitt desti¢ek. (Bultas, 2010, s. 40)

Pokud neni impulz ADP pfili§ silny, dochazi k reverzibilnimu spojeni mezi
glykoproteinovou oblasti desticky a navdzanym fibrinogenem. Pfi dostatecné velké
koncentraci ADP, dojde k sekreci obsahu denznich granuli, vyplavi se dalsi ADP
a desticky tak zistanou v tésném kontaktu. (Pecka, 2006, s. 117-118)
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2.4.2 Tromboxan A;

Tromboxan Az (TXA2) je aktivacni prostaglandin, ktery vznika v desti¢kach
pusobenim enzymu cyklooxygenazy v metabolismu kyseliny arachidonové. Podobné
jako ADP pisobi TXA2 na aktivaci desticek navazanim na specifické receptory, a tim

dojde ke stimulaci sekrece ADP. (Pecka, 2006, s. 120)

2. 4.3 Kolagen

Propojenim kolagenovych vlaken se specifickymi receptorovymi misty na
membrané desticek vznika interakce, ktera aktivuje desticky a vyvolava jejich agregaci.
Kolagen aktivuje desticky pouze v nativnim uspofadani ve formé polymeru a za
ptitomnosti ADP. Nejprve dochazi k adhezi desticek na kolagen v misté specifickych
receptord, kde svoji roli sehrdva také interakce jeho pozitivniho naboje
S negativné nabitym povrchem desti¢ek. Po navazani destiek na kolagen dochazi
k mnoha interakcim a vyvolani agregacniho signalu. (Pecka, 2006, s. 114)
(Kubisz, 1987, s. 26-27)

2. 4. 4 Faktor aktivujici desticky
Faktor aktivujici desticky (PAF) je produkovan jak trombocyty, tak buitkami

ucastnicich se zanétlivych procest (neutrofily, monocyty, makrofagy). Aktivace desti¢ek
je uskutec¢hovana jeho vazbou na specificky membranovy receptor a iniciaci
fosfoinozitolového cyklu, nebo snizenim hladiny cAMP v destickach. Indikace agregace
je zavisla na mnozstvi PAF. (Nosal’, 1990, s. 50-52)

2. 4.5 Adrenalin
Adrenalin neboli epinefrin, aktivuje desticky a zesiluje aktivaéni Gc¢inky ADP
a trombinu. Sdm o sob& vyvola agregaci, pouze pokud jeho davka vyrazné presahuje
fyziologické hodnoty. Desti¢ky se po opakované indukci adrenalinu stavaji vici nému
odolné. Adrenalin se vazné na az-andrenergni receptory na povrchu desti¢ek a dochazi ke
stimulaci vazby fibrinogenu a VWF, a dale inhibici aktivity adenylcyklazy. Nasledné
dochazi k uvolnéni ADP ze zasobnich granuli a syntéze TXAz. Adrenalin patii mezi slabé
induktory a jim vyvolanad agregace je zavisla na jeho sekreci. (Kubisz, 1987, s. 29)

(Hyphen Biomed, 2014)
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2. 4.6 Trombin

Trombin patii mezi nejsilnéjsi aktivatory desti¢ek, kde vyvolavd zménu tvaru,
agregaci desticek a také jejich sekreci. Rovnéz se podili na pietoceni fosfolipidové
dvojvrstvy a uvolnovani kyseliny arachidonové. (Kubisz, 1987, s. 26)

Vznika na povrchu trombocyti G¢inkem protrombinazy, ktera odstépi z molekuly
protrombinu fragmenty a aktivuje ho na trombin. Krevni desticky aktivuje
prostiednictvim protedzou aktivovaného receptoru PAR-1 a PAR-4, jez jsou spojeny
s G proteiny. (Pecka, 2006, s. 114)

Pii testovani funkce desticek aktivovanych receptorem PAR-1 in vitro, nelze jako
induktor pouzivat trombin, jehoz pisobenim by doSlo ke spusténi tvorby fibrinu ve
vzorku a vzniku fibrinové zatky. Misto néj se pouziva peptid TRAP-6 stimulujici receptor

PAR-1, ktery je velmi silnym aktivatorem desti¢ek. (Multiplate® TRAPtest, 2015)

2. 4.7 Kyselina arachidonova
Arachidonova kyselina je mastnd kyselina pfitomnd v zasobnich granulich
desticek a je uvolfiovana z membranovych fosfolipidi U¢inkem fosfolipazy Ao.
Pisobenim enzymi dochéazi ke vzniku prostaglandinu, ktery je dale pfeménén na
tromboxan Az, ktery slouzi také jako induktor agregace destic¢ek. (ABP Ltd, 2011)
Kyselina arachidonova se fadi mezi velmi silné induktory destiek. Jejim
pusobenim in vitro v plazmé bohaté na desticky, dochézi ke zvysené spotiebé kysliku

a vyplaveni tromboxanu Az ZzZgranuli a nasledné¢ kagregaci desticek.
(ABP Ltd, 2011)

2. 4. 8 Ristocetin
Ristocetin nepatii mezi pfirozené inhibitory, ale jeho aktiva¢ni G€inky se vyuzivaji
Vv in vitro reakcich. Je to antibiotikum, jehoz ptisobenim dochazi k interakci vWF faktoru
glykoproteinovych receptortt GPIb na povrchu destic¢ek. Ristocetin se navaze na vWF za
vzniku komplexu, ktery se dale vaze na GPIb a nasledn¢ dojde k aktivaci a agregaci
desti¢ek. (Roche Diagnostics, 2012)
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2. 5 Protidestickova lécba

Cilem protidestickové 1éCby je inhibice nckteré faze tvorby destickové zatky,
tzv. bilého trombu, ktery vznika aktivaci destiCek po styku s kolagenem. Lécba je

zamgéiena proti hyperaktivaci desti¢ek a slouzi jako prevence proti primarni ¢i sekundarni

wrwe

civilizaci. (Poul, 2012, s. 79)

Pfi 1écbé se vyuziva tada latek, které ovlivnuji destickové procesy v ruznych
fazich od adheze az po vytvoreni destickové srazeniny a jeji nésledné smrSténi.
Antiagregacni 1écba je namifena proti shlukovani krevnich desti¢ek a tvorbé primarni
hemostatické¢ zatky. K tomuto ucelu se jako inhibitor agregace uziva ptredevSim
kyselina acetylosalicylova (ASA), thienopyridiny, ¢i inhibitory glykoproteinu llb/Illa
a dalsi latky. (Penka, 2004, s. 142)

2. 5.1 Kyselina acetylsalicylova

Kyselina acetylsalicylova (ASA) patii k nejstar§im a zdkladnim inhibitorim
agregace desticek. ASA ireverzibilné inaktivuje cyklooxygenazy 1 (COX 1), coz vede
K vyrazné regulaci produkce az blokaci syntézy prostanoidi mezi nimi TXA
a naslednému sniZeni shlukovani desticek po celou dobu jejich Zivotnosti, tj. 7-10 dnil.
(Poul, 2012, s. 80) (Lankova, 2013, s. 5) K ireverzibilni inaktivaci dochazi z divodu
chybéjiciho jadra krevni desticky a tudiz absence genetické vybavy pro tvorbu enzymu
potiebnych k syntéze prostanoidii. (Maly, 2005, s. 160)

Inhibice COX 1 v trombocytech je G¢inna jiz pti davkach 30 mg/den, dostatecna
klinicka u¢innost se udava od 80 mg/den. K blokaci prostanoidi v endotelu desticky
dochazi az pti davkach 325 mg/den. Diky dobrému vstfebavani ASA v travicim traktu
dochazi k maximalni inhibici agregace za 30-40 minut po uziti. (Poul, 2012, s. 80)

Prestoze jsou davky ASA pii 1écbé zpravidla nizké, nelze vyloucit nezaddouci
ucinky jako poskozeni Zalude¢ni sliznice, ¢i provokace astmatickych zachvati.

(Lillmann, 2012, s. 202)

2. 5. 2 Thienopyridiny
Thienopyridiny patii mezi blokatory desti¢kovych receptort ADP typu P2Y 1.

Na povrchu desticek jsou piitomny dva typy ADP receptor kontrolujici funkci

trombocytu. Protidestickovou 1écbou lze zatim ovlivnit pouze receptory typu P2Y 12, které
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se podileji na aktivaci desticek a hraji kliCovou roli v procesu agregace.
(Maly, 2005, s. 830)

Mezi nepiimo plsobici inhibitory receptora P2Y12 fadime thienopyrimidinové
derivaty tiklopidin a klopidogrel, které blokaci ADP zabranuji navazéani na fibrinogen
pomoci glykoproteinovych receptortt GPIIb/Illa. Nevyhodou téchto induktorii je jejich
nezbytna bioaktivace a pomalej$i nastup G¢inku. (Poul, 2012, s. 80-81) V jatrech se
pusobenim cytochromu P450 pfeméiuji na aktivni metabolit, ktery se ireverzibilné vaze
na P2Y 12 receptory desti¢ek a tim se inhibuje agregace trombocytu indukovand ADP po

celou dobu zivota blokovaného trombocytu. (Liillmann, 2012, s. 156)

2. 5. 3 Inhibitory glykoproteinu I1b/l11a

Jako inhibitory glykoproteinu IIb/Illa se vyuzivaji latky poddvané parenteralnim
zpusobem, tj. mimo travici ustroji. Peroralni podani doposud vedlo ke zvySenému riziku
krvacivych komplikaci a vzniku protrombotickych stavli po vysazeni takto podavanych
latek. (Poul, 2012, s. 81) Pii 1é¢bé se vyuziva schopnost latek blokovat vazebny protein
fibrinogenu, ¢imz se zabrani vytvofeni destickové sit€ pospojované fibrinogenem.
(Lillmann, 2012, s. 156) Mezi latky vyuZivané k blokaci GP IIb/IIla proteinu se vyuZziva
zejména abciximab, tirofiban a eptifibatid, které se od sebe 1isi dobou ucinku. Zatimco
abciximab blokuje GP IIb/Illa fadové 24-48 hodin, ucinky eptifibatidu a tirofibanu odezni
béhem nékolika sekund. (Liillmann, 2012, s. 156)
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Obr. 17 Inhibitory agregace krevnich desticek (Liillmann, 2012, s. 157)
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3  Cil bakalarské prace

Cilem této bakalarské prace je stanoveni referennich rozmezi hodnot
u transfuznich trombocytarnich pfipravktt méfenim funkce krevnich desticek metodou
impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany).

Dil¢im cilem je stanoveni referenc¢nich rozmezi hodnot u transfuznich ptipravki
trombocytll v plazmé pfed zamrazenim a jejich komparace s referencnim rozmezim
peptidu aktivujici trombinovy receptor, tzv. TRAP méfenym na analyzatoru Multiplate
V plné krvi darcti krve.

Dalsim cilem je porovnat ziskané hodnoty agregace u Cerstvych transfuznich
trombocytarnich ptipravki z aferézy s kryotrombocyty po rozmrazeni, jejichZ testovani

je prozatim ve vyzkumné fézi.
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4  Metodika prace

4.1 Definice souboru

Do vysetfovaného souboru bylo zafazeno 94 anonymnich darcii krve s vékem
vV rozmezi 18 — 65 let a rovhomérnym zastoupenim muzi a zen. Jednalo se o zdravé
jedince neuzivajici zadné 1éky spojené s antiagregacni 1écbou. Vzorek krve pro stanoveni
funkce krevnich desticek byl odebran dle standardnich operacnich postupli v odbérovém

centru OHKT Ustiedni vojenské nemocnice v Praze.

4.2 Pouzity material

4. 2. 1 Diagnostika
— Diluent - Fyziologicky roztok 0,9% NaCl
—  TRAPtest (Multiplate® analyser; REF: 06675883; Roche)

4. 2. 2 Biologicky material

— Kryokonzervované trombocyty (OHKT UVN v Praze)
—  PIna krev odebrana do hirudinu (OHKT UVN v Praze)
— Trombocyty z aferézy (> 300x10%TU) (OHKT UVN v Praze)

4. 2. 3 Spotiebni material

— Hirudin Blood Tube 3 ml (REF: 06675751; Roche)
— Multiplate test cells (REF: 06675590; Roche)

— Tips for eLine pipette (REF: 06675638; Roche)

4. 3 Pristroj

— Multiplate® analyzer (Roche; vyrobni &islo: 101577)
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Multiplate® analyzer (MEA — Multiplate Electrode Aggregometry)

Analyzator Multiplate® je zafizeni pracujici na principu impedanéni agregometrie.
Slouzi k vySetfeni funk¢nich defekt krevnich desti¢ek a monitorovani protidestickové
1é¢by, kdy analyzator detekuje pouze aktivované desticky. Adheze a agregace destiCek
se monitoruje pomoci nckolika testi (ADPtest, ASPIltest, COLtest, RISTOtest,
TRAPtest), pti kterych se ke vzorku pridavaji prislusné induktory, které aktivuji desticky.
Samotné méteni se provadi v jednorazovych kyvetéach, které obsahuji dva senzory, kazdy
tvofeny dvéma elektrodami pokryté vrstvou stiibra. Tim je zajiSt€éna vnitini kontrola
kvality kazdého meéteni. Jednotlivé kyvety jsou propojeny s 5 nezavislymi méficimi
kandly, které umoznuji méfeni peti vzorka soucasné. Promichéni vzorku béhem inkubace
je zajiSténo magnetickym michadlem potazenym teflonem, jehoz rychlost je az
1000 otacek za minutu. Soucasti analyzatoru je také panel pro reagencie, 4 vyhfivané
pozice pro inkubaci vzorku na 37°C, elektronickd automaticka pipeta a software.

(Roche, 2015) (Paniccia, 2009, s. 535-536)

Obr. 20 Multiplate® analyzator (Roche, 2015)

1 Méfici oblast; 2 Panel pro reagencie a vzorky; 3 Elektricka automaticka pipeta; 4 Software
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4. 3. 1 Princip méreni

Pfidanim vhodného induktoru se zahaji proces aktivace a agregace krevnich
desti¢ek. Desti¢ky se prichycuji na povrch elektrod, coz se projevi nartistem impedance
(odporu) mezi elektrodami.

Analyzator kontinudlné¢ zaznamenava zmény impedance a agregaci desticek.
Impedance je pievadéna na arbitrarni jednotky agregace (AU) a nasledné zaznamenéna
do grafu jako dvé ktivky v zavislosti na ¢ase. Kiivky ptedstavuji dva parametry, a to
agregaci (Agg), coz je narust impedance béhem analyzy, a rychlost (velocity - Vel), coz
je maximum smérnice agregacni kiivky. Agregace se udava v jednotkach [AU], rychlost
jako [AU/min]. Obé¢ kiivky jsou hodnoceny pomoci dvou nezavislych ¢idel v méticich
kanalech. Vypocitané parametry jsou primérem hodnot jednotlivych kiivek.

Celkova aktivita desti¢ek je vyjadfovana pomoci plochy pod agregacni kiivkou
(AUC), ktera je ovlivnéna celkovou vyskou a smérnici agregacni kiivky.
Plocha AUC se nejéastéji vyjadfuje v jednotkach [U], ptipadné [AU*min].
(Hoffmann-La Roche Ltd., 2013-2015)

Obr. 23 Prichyceni aktivovanych destic¢ek na povrch elektrod (upraveno dle
Roche, 2015)
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Obr. 26 Parametry analyzatoru Multiplate (Hoffmann-La Roche Ltd., 2013-2015)
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4. 4 Postup stanoveni

4. 4.1 Odbér a priprava trombocyti
Vesgkery biologicky material pouzity pro méfeni na analyzatoru Multiplate® byl
ziskan od zdravych darcti krve, neuzivajici zddné léky. Odbér krve a trombocytl
byl proveden v odbérovém centru OHKT UVN v Praze. Pfi odbéru byly dodrzeny

standardni opera¢ni postupy a podminky spojené s odbérem biologického materialu.

4. 4. 1. 1 Kryokonzervace trombocyti
Material
—  Trombocyty z aferézy (280 az 320 ml, min obsah trombocytii: 300x10%TU)
— Infuzni souprava Intrafix, vzorkovaci vak - pedivak, transportni vak R4R2074
— Roztok 75ml DMSO 27%
Zavizeni
— Sterilni svafecka hadicek Fresenius
— Svarecka (zatavovacka) hadi¢ek Fresenius Composeal
— Velkoobjemova centrifuga Hereaus 60001
— Laboratorni tfepacka TPM-2I
— Infuzni stojan
— Infuzni set
— Plastové svorky
Postup

Vak strombocyty z aferetického odbéru jsme vizualné zkontrolovali (barva,
pohyb trombocytl, vyskyt agregatt). Nasledné jsme odebrali vzorek do oznafeného
vzorkovaciho vacku, ktery je soucasti odbérového setu. Vacek se vzorkem jsme odstiihli
Z odbérového setu a pouzili pro nase méfeni na analyzatoru Multiplate®.

Zbylé vaky jsme odvzdusnili a odd€lili. Vak s trombocyty jsme zvazili a hmotnost
poznamenali na vak s trombocyty. Déle jsme sterilni svafeckou na vak s trombocyty
napojili infuzni soupravu, na které jsme pomoci zatavovacky zkratili jeden port o 1/2
délky od rozdvojky na 13,5 cm. Nasledné jsme vak s trombocyty umistili na tiepacku
S nastavenymi hodnotami 180 otacek/min.

V dal$im kroku jsme na infuzni stojan umistili roztok 27% DMSO, odezinfikovali
uzavér lahvicky a penetrovali infuzni soupravou. Druhy konec soupravy jsme napojili na
vak s trombocyty. Povolenim sterilniho svaru i tlacky pretekl roztok DMSO do vaku.
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Béhem piepousténi jsme pozorovali hladinu roztoku tak, aby se do vaku nedostal
prebyte¢ny vzduch. Po premisténi roztoku jsme pomoci svarecky (zatavovacky)
odstranili infuzni soupravu.

Poté jsme sterilni svafe¢kou napojili na vak strombocyty vak urCeny ke
kryokonzervaci ozna¢eny ¢arovym kodem darce. Povolenim svaru pietekl ptivodni obsah
aferetického vaku do vaku urCeného k zamrazeni. Na hadicku mezi oba vaky jsme
umistili svorku v zaviené pozici.

Vaky jsme nasledné centrifugovali pii 1940 G, acc. 5, dec.2, 15 min, teploté 22°C.
Po centrifugaci jsme vak strombocyty vlozili do ru¢niho lisu a lisovanim pietekl
supernatant do prazdného vaku. Dulezitym krokem bylo sledovani hranice
supernatant/trombocyty a ukonceni lisovani ve chvili, kdy zlstalo v piivodnim vaku
minimum supernatantu a nedoslo jesté k tiniku trombocytl. Pomoci svafecky jsme
prerusili spojovaci hadicku mezi vaky a oddélili je.

Trombocyty ve vaku jsme pomoci buniiny Setrné promichali tak, aby nedoslo
k poSkozeni krevnich desti¢ek. Finalni produkt jsme zvazili a umistili do jouanu
s nastavenou teplotou -80°C. Kryokonzervované trombocyty byly nasledné skladovany

pii teploté -65°C.

4. 4. 1. 2 Rekonstituce kryokonzervovanych trombocyti

Material

— Kryokonzervované trombocyty (OHKT UVN v Praze)

—  Cerstvé mrazena plazma krevni skupiny AB (OHKT UVN v Praze)
Zavizeni

— Rozmrazovac plazmy TOOL PR 50-300

— Bezkontaktni teplomér

— Sterilni svarecka hadicek Fresenius

— Svarecka (zatavovacka) hadi¢ek Fresenius Composeal

— Vale¢kové michadlo zkumavek
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Postup

Z mrazictho boxu jsme vyndali vaky s cerstvé mrazenou plazmou
a kryokonzervovanymi trombocyty. Plazmu jsme vloZili na 15 minut do vodni lazné
rozmrazovace S teplotou vody 36-38°C. Po 15 minutach jsme teplomérem zkontrolovali
teplotu plazmy a po dosazeni 28°C jsme vlozili do rozmrazovace kryokonzervované
trombocyty soucasné s plazmou. Po uplynuti 5 minut jsme zméfili teplotu obou piipravkd,
ktera musi byt v rozmezi 30-35°C. Pokud je dosazena spravna teplota je dulezité
zkontrolovat vzhled obou vakii.

Nasledné jsme trombocyty 30 sekund na bunicité podloZce Setrné promichali tak,
aby nedoslo k poskozeni krevnich desti¢ek. Po promichani jsme vak s trombocyty sterilni
svafeCkou napojili na vak s plazmou a uvolnénim svaru doslo k pietékani plazmy do vaku
s trombocyty. Béhem pietékani plazmy jsme vak s trombocyty krouzivymi pohyby rukou
promichavali s pfitékajici plazmou. PO pfemisténi plazmy jsme postup opakovali
a nechali pretékat trombocyty s plazmou do prazdného vaku od plazmy a nasledné opét
vratit do vaku od trombocyti. Po pieliti veSkerého obsahu jsme pomoci svaiecky
(zatavovacky) oddélili prazdny vak. RozmraZené trombocyty byly skladovany na
tromboagitatoru pfi teploté 22°C +/- 2°C a to po dobu maximalné 6 hodin.

4. 4. 2 P¥iprava vzorku pro méi‘eni agregace desti¢ek na Multiplate®

4. 4.2.1 VySetieni z pIlné krve

PIn4 vendzni krev se pro méfeni agregace desti¢ek na analyzatoru Multiplate®
odebird do specialnich 3,0 ml vakuet Hirudin Blood Tube for Multiplate®analysis
(Roche). Koncentrace hirudinu v odbérovych zkumavkach je 15 pg/ml. Hirudin ma
protisrazlivou aktivitu a plsobi jako pfimy inhibitor trombinu bez interference
s fyziologickymi hladinami véapniku. Krev je potfeba nechat po jemném promichani po
odbéru stat ve stojanku po dobu 30 minut, pfi teplot€¢ mistnosti a vySettit do 2 hodin

po odbéru.
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4. 4.2.1 VySetieni z ¢erstvych trombocytu z aferézy deleukotizovanych (TAD)

Pro vySetieni agregace desti¢ek ze vzorku TAD na analyzitoru Multiplate® byly
trombocyty odebrané pomoci automatického separatoru centrifugaci z plné krve, tzv.
trombocytaferézou. Deleukotizované trombocyty, tj. bez obsahu bilych krvinek, byly
separovany a odebrany do odbérovych vakl. K samotnému méteni byl pouzit pouze
vzorkovy vak s piimési DMSO (dimetylsulfoxidu), ktery se chova jako konzervant, ale
také jako inhibitor aktivace desti¢ek. Ze vzorkového vaku byly do sterilni zkumavky
odebrany 4 ml TAD. Obsah trombocytli ve vzorku k vySetfeni agregace musi byt veétsi

nez 300x10° TU.

4. 4. 2. 2 VySetieni z kryokonzervovanych trombocyti (TADK)
Pro méfeni agregace desti¢ek z kryokonzervovanych trombocyti byly odebrany
4 ml vzorku do sterilni zkumavky z rozmrazenych TADK po rekonstituci v plazmé

(viz. 4. 4. 1. 2 Rekonstituce kryokonzervovanych trombocytt).

4. 4. 3 Méieni agregace desti¢ek na analyzatoru Multiplate®

4. 4. 3. 1 Méreni agregace desticek z plné krve

Meéfici kyveta se umisti do méfici pozice a k senzorim na kyveté se piipoji kabel
s ¢idlem. Do softwaru se zadaji identifikacni idaje vySetfovaného jedince a zvoli se typ
testu pro méfeni agregace. Pro nase ucely byl vybran TRAPtest, pii kterém se sleduje
mira agregace po indukci peptidem aktivujicim trombinovy receptor (TRAP-6). Do
kyvety se automatickou pipetou piida 300 upl diulentu, tj. fyziologického roztoku
(0,9% NaCl), vyhtatého na 37°C a 300 ul hirudinizované krve. Vzorek v kyveté nechame
inkubovat 3 minuty. Po celou dobu inkubace dochazi k promichavani vzorku pomoci
magnetického michadla na dné€ kyvety. Po zaznéni zvukového signalu ohlasujiciho konec
inkubace se ke vzorku ptida 20 ul induktoru TRAP-6 a zahaji se métfeni. Po 6 minutach

jsou vysledkem dv¢ kiivky zaznamenané v grafu.
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Tabulka 1 Pipetovaci postup
43 M éreni
6 minut

Pipeta
300 pl fyziologického roztoku + 300 pl hirudinizované krve

Inkubace
3 minuty

Pipeta
20 ul TRAP-6

4. 4. 3. 2 Méreni agregace desti¢ek z TAD nebo TADK

Mg¢ftici kyveta se umisti do méfici pozice a k senzoriim na kyveté€ se pfipoji kabel
s ¢idlem. Do softwaru se zadaji identifikacni udaje vySetfovaného jedince a zvoli se typ
testu pro méfeni agregace. Pro nase ucely byl vybran TRAPtest, pii kterém se sleduje
mira agregace po indukci peptidem aktivujicim trombinovy receptor (TRAP-6). Do
kyvety se automatickou pipetou piida 450 pl roztoku PBS o pH 7,2 a 150 ul TAD nebo
TADK. Vzorek v kyveté nechame inkubovat 3 minuty. Po celou dobu inkubace dochazi
K promichavani vzorku pomoci magnetického michadla na dné kyvety. Po zaznéni
zvukového signalu ohlasujiciho konec inkubace se ke vzorku pfida 20 pl induktoru
TRAP-6 a zah4ji se méfeni. Po 8 minutach jsou vysledkem dvé kiivky zaznamenané

v grafu.

Tabulka 2 Pipetovaci postup TAD/TADK
<) Pipeta

20 ul TRAP-6

“) M éreni

8 minut

Pipeta
450 ul PBS o pH 7,2 + 150 ul TAD/TADK

Inkubace
3 minuty
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4. 4. 3 Kontrola funkce TADK méfenim monoklonalnich protilatek

pomoci pritokové cytometrie.

Pratokovou cytometrii lze monitorovat aktivacni stav desti¢ek in vivo nebo
nepfimo hodnotit schopnost desti¢ek aktivovat se in vitro po ptfidani trombocytarnich
agonisti jako napiiklad TRAP-6. Trombocytdrni marker CD41 hraje svou roli pii
shlukovéni trombocytt. Pro ovéfeni aktivace desticek slouzi znaky CD62 a CD63, které
nejsou na trombocytech v klidovém stavu exprimovany. Zaroven jsou specifické
trombocytarni markery exprimovany na povrchu mikropartikuli, které jsou uvolinovany
trombocyty v nefyziologickych podminkach. (Marinov, 2011, s. 12)

Pti pritokové cytometrii jsou jednotlivé bunky obarvené riznymi barvivy, tzv.
fluorochromy. V izotonickém roztoku (nosné kapalina) protékaji velmi tenkou tryskou
do silng;jsi kapilary, kterou proudi nosna tekutina. To usmérni buniky do tenkého proudu,
kde postupuji jednotlivé prutokovou komurkou a v ni protinaji svételny paprsek. Svétlo
vznikajici interakci bunc¢k je rozdéleno systémem hranolti, optickych filtrt
a zrcadel podle vinové délky emitované fluorescence. Separované svétlo dopada na
jednotlivé detektory, které vytvareji elektrické impulsy a jsou zesileny fotondsobicem.
Vzniklé¢ elektrické signaly, které charakterizuji kazdou jednotlivou buiiku
fadou parametrdi, jsou pomérné slozité amplifikovany, digitalizovany a pocitacove
zpracovavany. (Heidekerova, 2009, s. 11)

Cytometrické stanoveni monoklondlnich protilatek na trombocytech bylo

provedeno na Klinice infekénich nemoci 1. LF UK a UVN dle nésledujiciho postupu.

Material
—  Trombocyty z plné krve (vzorek A a B) (OHKT UVN v Praze)
— Kryokonzervované trombocyty — TADK (OHKT UVN v Praze)
— Plazma krevni skupiny AB (OHKT UVN v Praze)
Reagencie
— Tyrode s/HEPES buffer — THB (pH 7.4)
Pouzité monoklonalni protilatky
— 1gG1FITC (c=1mg/ml)
— CDA41FITC (c=20 pul/100 pl krve)
— 1gG1 PE (c = 0,1 mg/ml)

CD62P PE (c =20 ul/100 pl krve)
IgG1 APC (c = 0,1 mg/ml)
CD63 APC (c =10 pul/ 100 ul krve)

30



Zavizeni
— Cytometr BD Canto Il (Beckman)
Postup
Krevni plazma byla nafedéna ndsobnou fadou (0x, 2x, 4x, 8x, 16x). Jednotlivé
vzorky plné krve a TAKD byly ziedény THB pufrem (900 ul pufru + 100 ul krve;
975 ul pufru + 25 pl TADK). Nasledn¢ bylo k 10 pl plazmy vSech fedéni
ptidano 40 pl ziedéné krve ¢i desti¢ek. Po 20 minutové inkubaci bylo ke vzorktim ptidano

500 ul THB pufru. Pfipravené vzorky byly zméteny proti kontrole.
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5 Vysledky

Pro srovnavani vSech sledovanych primarnich 1 sekundarnich veli¢in mezi
skupinami 1 uvnitt skupin byly pouzity parové t-testy (studentiv t-test) s p<0,05 pfi
dvoustranném intervalu spolehlivosti. K porovnéani a sledovani distribuce dat byl vyuzit
Shapiro-Wilkuv test. Normalita dat byla graficky znaroznéna pravdépodobnostnimi
QQ grafy.

Ziskand  data  byla  zpracovdana a  vyhodnocena v  systému
Microsoft Office Excel 2016 a statistické vypocty a grafy byly vytvofeny v programu
Statistica 11 spole¢nosti StatSoft (verze 10, DEII, USA).

5.1 Vyhodnoceni vysledkii méFeni agregace desticek

u kryotrombocyti

Na analyzatoru Multiplate® byly naméfeny hodnoty agregace krevnich desticek
u 5 darcd TAD srovnomérnym zastoupenim muzli a Zen a vékovym rozmezim
18 — 65 let.

Vzhledem Kk naméfeni téméf nulovych vysledki a ziskani rovné kiivky
(viz. graf 1), byly u vzorkt TADK stanoveny monoklonalni protilatky na cytometru BD
Canto 1l (Beckman) na Klinice infekénich nemoci 1.LF UK a UVN. Vysledky
namefenych protilatek byly porovnany u vzorkii TADK proti trombocytim z plné krve

(viz. grafy 2, 3, 4).

Channel 1 Channel 2

200 AU 200 AU

B 0AU lemsheshebeaniiiesd [0 AU
Graf 1 Celkova aktivita desticek TRAPtestu u TADK - vzorek 1,2
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Graf 2 Porovnani protilatek CD41 u trombocyti z plné krve (modra barva)
a kryotrombocytl (zelend barva)

Graf 3 Porovnani protilatek CD62 u trombocyti z plné krve (modra barva)
a kryotrombocyta (zelena barva)

33



100 |

80 7

80 7

Count

20 7

APC-A

Graf 4 Porovnani protilatek CD63 u trombocytt z plné krve (modra barva)

a kryotrombocytl (zelena barva)

5. 2 Stanoveni referen¢nich rozmezi

Referennim rozmezim se rozumi takové hodnoty laboratorniho testu, mezi nimiz
lezi vétSina hodnot (tj. 95% vysledkl) ziskana méfenim referen¢ni populace (soubor
jedinct splniujici ur€ité predpoklady). Pti vybéru populace se vybirda nahodny vybér, ktery
ptedstavuje vybérovou referencni skupinu, u které se méti vybérové referencni hodnoty
a stanovuji se vybérové referencni rozloZeni a meze. Pokud jsou data v normalnim
rozlozeni, lze referencni rozmezi vypocitat jako soucet ¢i rozdil aritmetického
priméru X a smérodatné odchylky S. Referen¢ni interval je tedy roven X + 1,96s.

(Racek, 2006, s. 43-48)

5. 2.1 Stanoveni referencnich rozmezi u trombocytarnich pripravki
Pomoci analyzatoru Multiplate® byly naméfeny hodnoty agregace krevnich
desticek u 46 darcii TAD S rovnomérnym zastoupenim muzil a Zen a vékovym rozmezim

18 — 65 let. Ziskané hodnoty agregace krevnich desticek pro TRAPtest byly statisticky
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vyhodnoceny na zakladé ovéfeni normalového rozlozeni hodnot pomoci
Shapiro - Wilkova testu (viz graf 5, 6, 7). Referen¢ni rozmezi bylo stanoveno uréenim
a dosazenim hodnot primér a smérodatna odchylka do vzorce x + 1,96 s. Vysledky jsou

shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3 Deskriptivni statistika hodnot TRAPtestu u TAD

TRAPtest [U]
Prumér 119,80
Median 118,50
Minimum 97,00
Maximum 142,00
SD 10,87
1,96 SD 21,30
CV [%] 9,07
Horni referenéni mez 141,11
Doplni referenéni mez 98,50
Referen¢ni rozmezi 98,50 — 141,11

Histocgram: TAD - TRAR
K-5 d=,12325, p= .20; Lilliefors p=,10
Shapirc-Wilk W=297838, p=,48859

£n

[ %]

Pocat pozor.

10

N

o0 100 110 120 130 140 150

% <= hranice kategorie

Graf 5 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci histogramu
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Graf 6 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci pravdépodobnostniho
QQ grafu

Empiricka distr. funkce pro TAD - TRAP
Prim. = 119,804248, Sm.odch = 10888138, N = 46

100
20 |
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7O -

Frocento {rel cetnost)
n
L=l
L

ot —— Empiricka distr. funkes
: ! . : ) — Mormalni
80 100 110 120 130 140 180 95% delni pas spolehlivosti

TAD - TRAF — 85% horni pas spolehl ivosti

Graf 7 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci distribu¢ni funkce
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5. 2. 2 Stanoveni referen¢nich rozmezi u trombocyti v plné krvi
Na analyzatoru Multiplate® byly naméfeny hodnoty agregace krevnich desticek
u 48 darct krve s rovhomérnym zastoupenim muzii a Zen a vékovym rozmezim 18 — 65
let. Ziskané hodnoty agregace krevnich desticek pro trombocyty v plné krvi byly
statisticky vyhodnoceny na zékladé¢ ovéieni normalového rozlozeni hodnot pomoci
Shapiro - Wilkova testu (viz graf 8, 9, 10). Referen¢ni rozmezi bylo stanoveno uréenim
a dosazenim hodnot priimér a smérodatna odchylka do vzorce x £ 1,96 s. Vysledky jsou

shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4 Deskriptivni statistika hodnot TRAPtestu u trombocytt z plné krve

TRAPtest [U]
Primér 117,42
Median 114,50
Minimum 100,00
Maximum 158,00
SD 12,51
1,96 SD 24,51
CV [%] 10,65
Horni referenéni mez 141,93
Doplni referenéni mez 92,90
Referencni rozmezi 92,90 — 141,93

Histogram: PKE - TRAP
k-5 d=,11718, p= 20; Lilliefors p<,10
Shapirc-Wilk W=,93485, p=01034

Faodat pozor.

90 100 110 120 130 140 150 180

x == hranice kategorie

Graf 8 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocyti z plné krve
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Graf 9 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocyti z plné krve pomoci

pravdépodobnostniho QQ grafu

Empiricka digr. funkce pro PK - TRAP
Prim. = 117,418887, Sm.odch = 12508738, N = 48
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Graf 10 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocytli z plné krve

pomoci distribucni funkce

38



5. 3 Statistické porovnani hodnot méreni agregace desticek

U trombocytarnich pripravki a trombocyti z plné krve
Pro srovnédni hodnot agregace krevnich desticek u TAD a trombocyti z plné krve
byl pouzit parovy t-test s p<0,05 pii dvoustranném intervalu spolehlivosti. Pti porovnani
obou metod nebyl zjistény vyznamny statisticky rozdil. Vysledky jsou znazornény

v tabulce 5 a na grafu 11.

Tabulka 5 Porovnani TRAPtestu u TAD a trombocytil z plné krve

TAD Trombocyty z PK
Priamér 119,80 117,42
SD 10,87 12,51
1,96 SD 21,30 24,51
p 0,33
BOXPLOT
15:' T T
140 —" 4
120 | :
120 a 4
m]
110 1
100 J .
O Priomer
=0 . . : [ Primér+SmOdch
FH.- TRAFP TAD- TRAP T Primér+1,88~Smiddch

Graf 11 Porovnani TRAPtestu u TAD a trombocytl z plné krve
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6 Diskuze

V bakalatské praci jsme se vénovali stanoveni funkce krevnich desti¢ek pomoci
impedanéni agregometrie na analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany).

Analyzator Multiplate je v soucasné dobé€ v klinickych a nemocni¢nich zatizenich
pomérné Siroce vyuzivan. Kromé detekce celkové agregability desticek, véetné detekce
poctu a funkce trombocytl, lze analyzator vyuzit také pro stanoveni ucinnosti
protidestickové 1€cby a k odhadu krvacivého rizika pted operaci. Analyzator se vyznacuje
vysokou citlivosti na nejpouzivanéjsi antiagregacni léky, jako je Aspirin® (ASA),
Plavix® (Clopidogrel), ReoPro® (Abciximab), Aggrastat® (Tirofiban), Efient
(Prasugrel) a dalsi. (Rahe-Mayer, 2009) (Petricevic, 2016) MozZnost méteni 5 nezavislych
vzorkl najednou, bez nutnosti upravy vzorku centrifugaci predstavuje jednoduché
a rychlé vySetteni. Pro analyzu vzorku je zapottebi jen velmi maly objem krve, ktery je
vySetfovan v doubletu, ¢imz je zajiSténa vnitini kontrola analyzy vzorku. Mezi dalsi
vyhody analyzatoru patii Sirokd paleta reagencii pro vSechny bézné cesty aktivace
krevnich desticek, které¢ umoznuji oddélené posouzeni funkce desticek po ptidani riznych
agonistl. Analyzator ma velmi jednoduchou obsluhu a udrzbu. Software analyzatoru
zajiStuje precizni systém kontroly kvality a nepozaduje opakované kalibrace méteni.
(Menkis, 2012)

Vyuziti analyzatoru pro stanoveni funkce desticek v trombocytarnich ptipraveich
neni v praxi zatim b&zné. Oddéleni hematologie a krevni transfuze Ustiedni vojenské
nemocnice Vv Praze se zabyva studii aplikace analyzatoru Multiplate® pravé na
trombocytarni ptipravky. Jeho vyuZiti pro potieby kontroly kvality trombokoncentratli
muze byt vyhodné predevsim diky moznosti detekce poctu a funkce desticek, testovani
bez nutnosti Upravy vzorku a dalsi vyhody popsané vyse.

V praktické ¢asti bakalaiské prace jsme nejprve stanovili referencni rozmezi
u transfuznich trombocytarnich piipravki, které byly ziskany od 46 darci TAD
a nasledné zméfeny na analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany).

Nameéfené hodnoty (viz priloha 9.1) byly statisticky vyhodnoceny vyuzitim
Shapiro - Wilkova testu, kterym jsme ovéfili normalové rozlozeni hodnot. Na grafu 5,
muzeme pozorovat rozlozeni ndmi namefenych hodnot podél Gaussovy kiivky, ktera je
grafickym zndzornénim normélového rozlozeni cCetnosti. Vyska sloupct odpovida
&etnosti vyskytu naméfenych hodnot v daném intervalu. Sitka sloupce piedstavuje hranici

tfid, tj. interval hodnot, ve kterém se nami namétené hodnoty nachéazeji. Z grafu je patrné,

40



7ze nejvetsi zastoupeni nami naméfenych hodnot je vintervalu od 110-120 U.
Podle rozlozeni jednotlivych sloupci, které pfipomina rozloZeni Gaussovy kiivky,
muzeme fici, Ze nami naméfené hodnoty jsou normalové rozlozené. To jsme také
potvrdili vypoétem testové statistiky w, jejiz hodnota nam vysla w = 0,97638. Cim vice

Pro porovnani jsme pouzili grafy 6 a 7 znézoriiujici normalové rozlozeni hodnot.
Graf 6, tzv. pravdépodobnostni graf QQ zndzoriiuje porovnani kvantilii teoretického
rozdéleni s naméfenymi kvantily. Linearni pifimka znazoriiuje normalové rozlozeni dat.
Cim blize jsou body na piimce, tim vice se podobaji teoretickému rozlozeni. ProtoZe se
nasSe hodnoty nachazi v tésné blizkosti piimky, 1ze nase hodnoty oznacit jako normalovée
rozlozené. Graf 7 znazoriiuje empirickou distribuéni funkei, ktera lezi mezi 95% hornim
a dolnim péasem spolehlivosti. Z grafu lze vyc¢ist, Ze vSechny naSe namétfené hodnoty lezi
mezi témito pasy, tudiz spadaji do 95% vysledk, které urcuji referenéni rozmezi.

Na zaklad¢ ovéteni normalového rozlozeni dat, jsme si vypocitali hodnoty
distribu¢ni statistiky (viz. Tabulka 3). Pro stanoveni referen¢niho rozmezi jsme pouzili
hodnotu priméru (x = 119,80 U) a smérodatné odchylky (SD = 10,87) a jejich dosazeni
dovzorcex + 1,96s, kdy hodnota 1,96 piedstavuje koeficient pro 2,5% kvantil.
Vysledné referenéni rozmezi pro agregaci desticek u trombocytarnich ptipravki TAD
jsme tak stanovili v intervalu 98,50 — 141,11 U.

Dale jsme stanovili referencni rozmezi u trombocytl zplné krve, které
byly ziskainy od 48 darci krve odbérem do 3,0 ml vakuet
Hirudin Blood Tube for Multiplate®analysis (Roche) a nasledné proméfeny na
analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany). Toto referenéni rozmezi je blizké tomu, které
uvadi Ponschab. (Ponschab, 2015)

Namétené hodnoty (viz ptiloha 9. 1) jsme vyhodnotili stejnym zptisobem jako
u TAD. Pomoci Shapiro - Wilkova testu jsme ovéfili normalové rozlozeni dat.
Z grafu 8 je patrné, Ze Cetnost vyskytu naméfenych hodnot je nejvétsi v intervalu
120-130 U a téméf stejna Cetnost se nachazi i v intervalu 100-110 U. RozloZeni sloupct
se proto mirné¢ vychyluje od rozlozeni Gaussovy kiivky. Vypoctem testové
statistiky w, jejiz hodnota nam vysla w = 0,93485 jsme ovéfili normalové rozlozeni dat.

Normalita dat byla déale ovéfena grafickym znazornénim pravdépodobnostniho
QQ grafu (Graf 9) a pomoci grafu empirické distribuéni funkce (Graf 10). Z grafu 9 lze

vycist, ze hodnota 100 a hodnoty v intervalu 140-160 vybocuji od linearni piimky
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a predstavuji odlehlé¢ hodnoty, které jsou oproti vétSiné hodnot abnormalni. Odlehlé
hodnoty jsou viditelné také na grafu 10, kde se empiricka distribu¢ni funkce piiblizuje
95% hornimu pasu spolehlivosti.

Ovérenim normality dat, bylo nasledné stanoveno referencéni rozmezi vypoctenim
hodnot distribu¢ni statistiky (Tabulka 4) a dosazenim hodnot primér (x = 117,42 U)
a smerodatna odchylka (SD = 12,51) do vzorce x £ 1,96 s. Vysledné referencni rozmezi
pro agregaci desticek u trombocyti zplné krve jsme tak stanovili v intervalu
92,90 — 141,93 U.

Némi stanovené referencni rozmezi se lis$i o £ 10 jednotek na kazdé strané oproti
rozmezi uddvané vyrobcem, ktery uvadi rozmezi TRAPtestu v plné krvi 84-128 U.
(Roche, 2013) Tato odlisnost mtize byt zpusobena vySetienim mensiho poétu souboru
jedincti oproti vySetfenému souboru vyrobcem. Vysledky mohly byt zaroven ovlivnény
béhem preanalytické casti vySetfeni, jako je uzivani pfipravkt bylinné mediciny
pacientem, odbér vzorku nebo transport vzorku do laboratofe. Preanalytické vlivy jsme

béhem méfeni nemohli ovlivnit.

Tabulka 6 Porovnani referen¢niho rozmezi TRAPtestu u trombocytti v plné krvi

TRAPtest UVN hodnoty Roche hodnoty
vySetfovany soubor n=48 n=>53
median [U] 114,50 106
referen¢ni rozmezi [U] 92,90 — 141,93 84 - 128

Vysledky agregace krevnich desti¢ek u tromboytarnich transfuznich ptipravki
a u vzorku plné krve jsme statisticky porovnali pouZzitim parového studentova t-testu
S p<0,05 pfi dvoustranném intervalu spolehlivosti.

Pouzitim tohoto testu bylo mozné porovnat, kterd z metod stanoveni agregace
krevnich desticek je pfesnéjsi a vhodnéjsi pii aplikaci v klinické laboratofi na zakladé
vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilii obou metod. Pro zamitnuti nebo nezamitnuti
nulové hypotézy, tzn. zda se od sebe vysledky jednotlivych metod zasadné 1isi ¢i nikoliv,
je rozhodujici hodnota p, kterd uréuje minimalni hladinu vyznamnosti. V nasem ptipadé¢
vysla hodnota p = 0,33 (viz. Tabulka 5). Protoze je vysledna hodnota p > 0,05, 1ze tvrdit,

7e pro stanoveni agregace krevnich desticek jsou vhodné oba typy vySetfovaného
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materidlu stejné. Vyhodnocenim t-testu nebyl zjiStény signifikantni rozdil mezi metodou
stanoveni agregace krevnich desticek u transfuznich trombocytdrnich ptipravka
a u trombocytd z plné krve parametru TRAP. Vysledky odpovidaji studii publikované
(Windelov, 2014).

Z hlediska provedeni jednotlivych metod se piiklanime k metod¢ stanoveni
agregace krevnich desticek pomoci trombocytarnich transfuznich piipravki jako
k vyhodngjsi. Pro stanoveni nejsou zapotiebi specialni zkumavky s hirudinem
jako u vySetfeni z plné krve. Tim padem neni vzorek tak nachylny k poSkozeni, napiiklad
srazenim apod.

Pro grafické zndzornéni t-testu byl vybran zplsob vyuZzivajici tzv. boxploty,
neboli krabicové grafy (viz. Graf 11), které umoziuji snadné porovnani dvou vysledku.
Z grafu lze vycist primémé hodnoty pro jednotlivé metody a jejich horni a dolni
referencéni mez, kterd je dana vztahem x + 1,96 s. Vysledné boxploty jsou az na drobné
vychylky témét identické, to vypovida o minimélnim rozdilu dosazenych vysledkl
u obou metod srov. viz. (Solomon, 2011).

Na zikladé téchto vysledki, lze analyzitor Multiplate® (Roche, Germany)
doporucit ke stanoveni agregace krevnich desti¢ek nejen u vzorkd plné krve, ale také
u vzorkii TAD. PouZivani analyzatoru Multiplate® by se kromé& vySetteni funkénich
defektti krevnich desti¢ek a monitorovani antiagregacni 1écby u vzorkt z plné krve dalo
uplatnit také v klinickych laboratofich transfuziologie pro kontrolu kvality funkce
desti¢ek trombocytarnich transfuznich pipravkd. (Schimmer, 2013) Po vysetieni téchto
ptipravkll by bylo mozné ptipadné vytazeni vzorki se sniZzenou funkci agregace desticek.
Podani téchto ptipravkl predstavuje nemalé riziko pro pacienty a zna¢né financni naklady
pro zdravotnické zafizeni.

V dal3i ¢4sti jsme na analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany) proméfili vzorky
rozmrazenych kryokonzervovanych trombocytarnich ptipravki v parametru TRAP.
Protoze vSechny ziskané vysledky méieni celkové aktivity desticek byly témét nulové
(viz. Graf 1), provedli jsme fedéni vzorkd a méfeni opakovali. I pfes upravu postupu
zménou fedéni vzorkll jsme nedosahli ocekévanych vysledkd.

Velmi nizké az nulové hodnoty celkové aktivity desti¢ek mohou byt znamkou
poskozeni desti¢ek a ztraty funkce agregace, které vznikly béhem kryokonzervace. Pti
kryokonzervaci dochédzi ke vzniku mikrokrystalkd, které mohou poskodit bunky

a nasledné znemoznit jejich preziti pii rekonstituci. K potlaceni vzniku mikrokrystalkt
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a zabranéni poskozeni bun€k se pouzivaji tzv. kryoprotektiva, které maji niz$i bod
tuhnuti. Kryoprotektiva nahrazuji  vnitrobunéénou vodu a zamezuji vzniku
mikrokrystalk a  zaroven udrzuji stalé pH prostfedi. (Sebek, 2014)
V naSem piipadé byl jako kryoprotektivum pouzit DMSO, ktery ma schopnost inhibovat
aktivace desticek. Jeho nevyhodou jsou mozné toxické uc¢inky.

Pro kontrolu funkce krevnich desticek u TADK jsme pozadali Kliniku infekénich
nemoci 1. LF UK a UVN o proméieni vzorkit TADK metodou pritokové cytometrie.
Pratokovou cytometrii lze pouzit naptiklad k méfeni aktivace desticek ¢i produkce
trombocytarnich mikropartikuli.

Na pritokovém cytometru BD Canto Il (Beckman) byly stanoveny monoklonalni
protilatky krevnich desticek (viz. Graf 2, 3 a 4). Trombocytarni marker CD41 je
vyznamny pii shlukovani krevnich desti¢ek. Z grafu 2, znazoriujici vyskyt protilatek
CD41 u trombocytt z plné krve a kryotrombocyti, je patrné, Ze u kryotrombocytl byly
nameteny niz$i hodnoty protilatek CD41 nez u trombocytl z plné krve, coz svédci o lehce
sniZzené schopnosti agregace desti¢ek u kryotrombocytli. Rozdil naméfenych protilatek
CD41 neni ale nijak zasadni. Ob¢ ziskané kiivky vypovidaji o normalni schopnosti
shlukovani krevnich desticek.

Na grafu 3 je zndzornéno porovnani protilatek CD62, které slouzi pro ovétreni

aktivace desti¢ek. Vysledné kiivky stanoveni protilatek desti¢ek jsou identické
aprekryvaji se, to vypovida o stejné schopnosti aktivace desticek z plné krve
a Z kryokonzervantd.
Podobné vysledky 1ze pozorovat u stanoveni destiCkového markeru CD63, ktery stejné
jako marker CD62 vypovida o schopnosti aktivity desti¢ek. Na Grafu 4 jsou zndzornény
ktivky protilatek CD63 u trombocytil z plné krve a kryotrombocytl. Ob¢ tyto kiivky se
vzajemné prekryvaji a potvrzuji tak schopnost aktivace desti¢ek u obou vzorkd. NaSe
vysledky odpovidaji review. (Paniccia, 2015)

Detekci monoklondlnich protilatek trombocyti pomoci prutokové cytometrie
jsme ov¢tili spravnou funkei krevnich desticek u kryokonzervovanych trombocytarnich
ptfipravkli. Na zdklad¢ téchto vysledki lze konstatovat, ze nizka aktivita destiCek
naméfena na analyzitoru Multiplate® (Roche, Germany) u kryotrombocytd nebyla
zpusobena poskozenim desticek a ztratou jejich funkce vlivem kryokonzervace

a nasledné rekonstituce.
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Stanoveni  funkce desticek u trombocytarnich  kryokonzervovanych
pfipravki po rozmrazeni pomoci impedanéni agregometrie na analyzatoru
Multiplate® (Roche, Germany) je prozatim ve vyzkumné fazi. Dalsi postupy pro ziskani
validnich vysledkt stanoveni funkce desti¢ek je v feSeni a kompetenci OHKT UVN

V Praze.
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7 Zavér

V bakalaiské praci jsme zjistili, Ze trombocytarni transfuzni piipravky jsou pro
stanoveni funkce krevnich desti¢ek pomoci impedan¢ni agregometrie na analyzatoru
Multiplate® (Roche, Germany) stejné vhodné jako vzorky plné krve, pro jejichz analyzu
je pfistroj primarné urcen. Dle statistickych vypocti nebyl zjistén signifikantni rozdil
mezi meéienim TAD a trombocyti z plné krve v parametru TRAP.

Z namétenych hodnot bylo stanoveno referen¢ni rozmezi pro obé metody méfeni
agregace desticek. Kazdé zavedeni nové metody v laboratofi vyzaduje stanoveni
vlastnich referencnich rozmezi, kterd se v idealnim ptipad€ shoduji s referencnim
rozmezim udavanym vyrobcem.

Analyzou kryokonzervovanych trombocytarnich pfipravki na analyzatoru
Multiplate® (Roche, Germany) jsme nedosahli odekdvanych vysledkd. Funké&nost
desticek byla proto poté ovéfena stanovenim monoklondlnich protilatek
metodou pritokové cytometrie. Stanoveni funkce TADK na analyzatoru
Multiplate® (Roche, Germany) je i nadale predmétem vyzkumu OHKT UVN v Praze,
ktery je prozatim v testovaci fazi vyzkumu.

Tato prace potvrdila moznost vyuziti analyzatoru Multiplate® (Roche, Germany),
pracujicim na principu impedan¢ni agregometrie, ke stanoveni funkce desti¢ek
u trombocytarnich transfuznich ptipravkt. Lze jej tedy pro tyto ucely doporucit

v klinickych laboratofich a nemocnic¢nich zatizenich.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

ACC
ADP
AGG
APC
ASA
ASPI
ATP
AU
AUC
Ca
cAMP
CD
CFU

CFU-GEMM

COL
COX

Ccv
DMSO
DNA
DTS
FGF
FITC
G-CSF
GM-CSF
GP Ilb/1la
GP

akcelerace

adenosindifostat

agregace

antigen prezentujici buiika

acetylsalicylova kyselina

arachidonova kyselina

adenosintrifosfat

agregacni jednotky (Aggregation Units)

plocha pod kiivkou

vapnik

cyklicky adenosinmonofosfat

Cluster Designation, CD molekuly
progenitorova builka erytrocytli a megakaryocytl
(colony-forming-unit)

progenitorova buiika
(granulocyte-erythroid-megakaryocyte-makrophage)
kolagen

cyklooxygenaza

varia¢ni koeficient

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleonova kyselina

denzni tubularni systém

ristovy faktor fibroblastt (fibroblast-growth-fakcor)
Fluorescein isothiocyanate

faktor stimulujici rast granulocyt

faktor stimulujici rast granulocytd a makrofagh
glykoproteinovy komplex IIb/I1la

glykoprotein

imunoglobulin

interleukin
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LF
MEA
P2Y1aP2Y1
NaCl
NF-E2
OHKT
OKS
PAF
PBS
PE

QQ
RISTO
RGD
SD
TAD
TADK
THB
TPO
TRAP
TU
TxA2
UK
UVN
VEL
VFN

Lékarska fakulta

Multiplate Electrode Aggregometry

destickové membranové receptory pro adenosindifosfat
chlorid sodny

transkrip¢ni faktor (nuclear factor erythroid-derived 2 )
Oddéleni hematologie a krevni transfuze

otevieny kanalkovy systém

faktor aktivujici destiCky

fosfatovy pufr

phycoerythrin

kvantilové-kvantilovy graf

ristocetin

arginin-glycin-kyselina asparagova

smérodatnd odchylka

trombocyty z aferézy deleukotizované

trombocyty z aferézy deleukotizované kryokonzervované
pufr Tyrode s/HEPES buffer

trombopoetin

peptid aktivujici trombinovy receptor

transfuzni jednotka

tromboxan A

Univerzita Karlova

Ustiedni vojenska nemocnice

velocity

Vseobecnd fakultni nemocnice

von Willebranduv faktor

48



9 Seznam pouzité literatury

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

ABP LTD, . 2011. Arachidonova kyselina reagent. Praha. Dostupné také z:
http://diagnostica.cz/wp-content/uploads/2014/07/ARA+CZ.pdf

BHATT, Deepak. 2008. Platelets in cardiovascular disease. London: Imperial
College Press, xv, 218 p. ISBN 978-1860948268.

BULTAS, J. a D. KARETOVA 2010. Novi hra¢i na $achovnici protidestickové
1é¢by - co muzeme ocekavat?. Kardiologicka revue [online]. 12(1), 38-45 [cit.
2016-03-07]. ISSN 1801-8653. Dostupné z:
http://www.kardiologickarevue.cz/pdf/kr_10 01 _08.pdf

CIHAK, Radomir. 2016. Anatomie 3. T¥eti, upravené a doplnéné vydani. Praha:
Grada Publishing, xvii, 237, xiv stran. ISBN 978-80-247-5636-3.

FAUKNEROVA, M., P. OSMANCIK a M. SPACEK 2011. Agregometrie v
sekundarni prevenci cévnich mozkovych piihod. Aspirinova rezistence. Ceskd a
slovenska Neurologie a Neurochirurgie [online]. Brno: Ambit Media, 74107(5),
527-532 [cit. 2016-03-07]. ISSN 1802-4041.

GAWAZ, Meinrad. 2001. Blood platelets. 1. Germany: Thieme Medical
Publishers. ISBN 3-13-105811-0.

GRESELE, Paolo (ed.), Clive PAGE (ed.), Valentin FUSTER (ed.) a Jos
VERMYLEN (ed.). 2002. Platelets in thrombotic and non-thrombotic disorders
pathophysiology, pharmacology and therapeutics. Cambridge, U.K: Cambridge
University Press. ISBN 978-051-1057-205.

HEIDEKEROVA, Monika. 2009. Vyznam priitokové cytometrie v
hematoonkologické diagnostice. Brno. Bakalafska prace. Masarykova

univerzita, Lékatska fakulta. Vedouci prace Doc. MUDr. Martin Klabusay,
Ph.D.

HOFFMANN-LA ROCHE LTD., H. 2013-2015. Multiplate® analyzer: Strucna
prirucka. Germany: Roche Diagnostics GmbH.

49



10) HYPHEN BIOMED, . 2014. Epinephrine pro agregacni testy. Praha. Dostupné
také z: http://www.diagnostica.cz/wp-content/uploads/2014/11/AG002K -
Epinephrine-20140626.pdf

11) CHANG, Y., D. BLUTEAU, N. DEBILI a W. VAINCHENKER 2007. From
hematopoietic stem cells to platelets. Journal of Thrombosis and Haemostasis.
5(1), 318-327. DOI: 10.1111/j.1538-7836.2007.02472.x. ISSN 15387933.
Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/1.1538-7836.2007.02472.X

12) INDRAK, Karel a Stefan ALUSIK (ed.), Magdaléna LEJSKOVA (ed.). 2006.
Hematologie. Vyd. 1. Praha: Triton, 278 s., [9] s. barev. obr. pfil. Postgradualni
klinicky projekt. ISBN 80-725-4868-9.

13) JACKSON, S. 2007. The growing complexity of platelet aggregation. Blood.
109(12), 5087-5095. DOI: 10.1182/blood-2006-12-027698. ISSN 0006-4971.
Dostupné také z: http://www.bloodjournal.org/cgi/doi/10.1182/blood-2006-12-
027698

14) JOBLING, Louise a Lorna EYRE. 2013. Haemostasis, blood platelets and
coagulation. Anaesthesia. 14(2), 51-53. DOI: 10.1016/j.mpaic.2012.12.001.
ISSN 14720299. Dostupné take z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1472029912002871

15) KUBISZ, Peter. 1987. Trombocyty a trombocytopatie. 1. Martin: Osveta. ISBN
70-033-87.

16) LANKOVA, Jaroslava a Jaroslav MALY. 2013. Antitrombotickd prevence a
lécba v primarni péci: doporuceny postup pro vseobecné praktické lékare :
novelizace 2013 [online]. Praha: Spole&nost vieobecného lékatstvi CLS JEP, 18
s. [cit. 2016-03-16]. ISBN 978-80-86998-62-6. Dostupné z:
http://www.svl.cz/files/files/Doporucene-postupy-od-

2013/DP_antitrombot_prevence_a_lecba.pdf

17) LEXOVA, Stanislava. 2000. Hematologie pro zdravotni laboranty. VVyd. 1.
Brno: Institut pro dal$i vzdélavani pracovniki ve zdravotnictvi, 183 s. ISBN 80-

701-3304-X.

50



18) LULLMANN, Heinz, Klaus MOHR a Lutz HEIN. 2012. Barevny atlas
farmakologie. Vyd. 4., ¢eské. Preklad Maxmilian Wenke. Ilustrace Jiirgen
Wirth. Praha: Grada, xiv, 366 s. ISBN 978-80-247-3908-3.

19) MACHLUS, Kellie a Joseph ITALIANO 2013. The incredible journey: From
megakaryocyte development to platelet formation. The Journal of Cell Biology.
201(6), 785-796. DOI: 10.1083/jch.201304054. ISSN 0021-9525. Dostupné také
z: http://www.jcb.org/lookup/doi/10.1083/jcb.201304054

20) MALARA, Alessandro a Alessandra BALDUINI. 2012. Blood platelet
production and morphology. Thrombosis Research. 3(129), 241-244. DOI:
10.1016/j.thromres.2011.11.042. Dostupné také z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0049384811006384

21) MALY, J. 2005. Protidesti¢kova 1é&ba. Vaitini Iékaistvi [online]. Brno: Medical
Publishing and Consulting, 51(78), 826-832 [cit. 2016-03-17]. ISSN 1801-7592.
Dostupné z:
http://kramerius.medvik.cz/search/nimg/IMG_FULL/uuid:98e2d36b-0615-11e5-
b183-d485646517a0#page=1

22) MALY, J. 2005. Vysetseni aktivity destikovych funkci se vztahem k rezistenci
na kyselinu acetylsalicylovou. Vnitrni lékarstvi [online]. Brno: Medical
Publishing and Consulting, 51(2), 157-162 [cit. 2016-03-17]. ISSN 1801-7592.
Dostupné z:
http://kramerius.medvik.cz/search/nimg/IMG_FULL/uuid:974b1c61-0615-11e5-
b183-d485646517a0#page=1

23) MALY, M., . MARINOV a M. ORAVEC 2010. Co musi v&dét intervenéni
kardiolog o krevnich destickach. Kardiologicka revue [online]. Praha: Ambit
Media, 12(3), 134-137 [cit. 2016-05-09]. ISSN 1801-8653.

24) MALY, Martin. 2003. Antiagregaéni 1é¢ba blokatory adenosindifosfatového
receptoru. Remedia [online]. (2), 110-115 [cit. 2016-03-07]. ISSN 2336-3541.
Dostupné z: http://www.remedia.cz/Archiv-rocniku/Rocnik-2003/2-
2003/Antiagregacni-lecba-blokatory-adenosindifosfatoveho-receptoru/e-91-9y-

df.magarticle.aspx

51



25) MARINOV, L., A. LUXOVA a V. TKACOVA 2011. Standardizované postupy
pro analyzu krevnich desti¢ek metodou pritokové cytometrie ve vztahu k riziku
trombozy a krvaceni. Klinickd biochemie a metabolismus [online]. Ceska
1ékatska spole¢nost J.E. Purkyné, 19(40), 9-14 [cit. 2016-04-29]. ISSN 1210-
7921. Dostupné z: http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2011/2011-
1/Marinov.pdf

26) MATYSKOVA, Miloslava a Ingrid HRACHOVINOVA. 1999. Hematologie
pro zdravotni laboranty.: Krevni srazeni. Vyd. 1. Brno: Institut pro dalsi

vzdélavani pracovnikii ve zdravotnictvi, 203 s. ISBN 80-701-3278-7.

27) MENKIS, Alan H., Janet MARTIN, Davy C.H. CHENG et al.. 2012. Drug,
Devices, Technologies, and Techniques for Blood Management in Minimally
Invasive and Conventional Cardiothoracic Surgery. Innovations: Technology
and Techniques in Cardiothoracic and Vascular Surgery [online]. 7(4), 229-241
[cit. 2016-05-07]. DOI: 10.1097/IM1.0b013e3182747699. ISSN 1556-9845.
Dostupné z:

http://content.wkhealth.com/linkback/openurl?sid=WKPTLP:landingpage

28) NIESWANDT, B., I. PLEINES a M. BENDER 2011. Platelet adhesion and
activation mechanisms in arterial thrombosis and ischaemic stroke. Journal of
Thrombosis and Haemostasis. 9(1), 92-104. DOI: 10.1111/j.1538-
7836.2011.04361.x. ISSN 15387933. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1111/].1538-7836.2011.04361.x

29) NOSAL, Radomir a Viera JANCINOVA. 1990. Krvné dosticky v biolégii a
medicine. 1. Bratislava: VEDA. ISBN 80-224-0124-2.

30) PANICCIA, R.. 2009. Assessment of Platelet Function on Whole Blood by
Multiple Electrode Aggregometry in High-Risk Patients With Coronary Artery
Disease Receiving Antiplatelet Therapy. American Journal of Clinical
Pathology. 131(6), 834-842. DOI: 10.1309/AJCPTE3K1SGAPOIZ. ISSN 0002-
9173. Dostupné také z:
http://ajcp.ascpjournals.org/cgi/doi/10.1309/AJCPTE3K1SGAPOIZ

52



31) PANICCIA, Rita, Raffaella PRIORA, Agatina ALESSANDRELLO LIOTTA a
Rosanna ABBATE. 2015. Platelet function tests: a comparative review.
Vascular Health and Risk Management [online]. (11), 133-148 [cit. 2016-05-
07]. DOI: 10.2147/VHRM.S44469. ISSN 1178-2048. Dostupné z:
http://www.dovepress.com/platelet-function-tests-a-comparative-review-peer-

reviewed-article-VHRM

32) PATEL, S. 2005. The biogenesis of platelets from megakaryocyte proplatelets.
Journal of Clinical Investigation. 115(12), 3348-3354. DOI: 10.1172/JCI126891.
ISSN 0021-9738. Dostupné také z: http://www.jci.org/cgi/doi/10.1172/JCI126891

33) PECKA, Miroslav. 2002. Laboratorni hematologie v prehledu, Burika a
krvetvorba. Cesky T&sin: tiskarna FINIDR, s. 1. 0., s. 58 - 64.

34) PECKA, Miroslav. 2002. Laboratorni hematologie v prehledu: Buika a
krvetvorba. 1. Cesky T&sin: Finidr, 160 s. ISBN 80-866-8201-3.

35) PECKA, Miroslav. 2004. Laboratorni hematologie v prehledu: Fyziologie a
patologie hemostazy. 1. Cesky Té&in: FINIDR. ISBN 80-86682-03-X.

36) PECKA, Miroslav. 2006. Laboratorni hematologie v prehledu: Fyziologie a
patofyziologie krevni busiky. 1. Cesky Tésin: FINIDR, 304 s. ISBN 80-86682-
02-1.

37) PENKA, M. a J. GUMULEC 2004. Principy antitrombotické 1é¢by.
Kardiologicka revue [online]. (4), 142-150 [cit. 2016-03-16]. ISSN 2336-2898.
Dostupné z: http://www.prolekare.cz/pdf?ida=kr 04 04 05.pdf

38) PENKA, Miroslav a Eva SLAVICKOVA. 2011. Hematologie a transfizni
lékarstvi. 1. vyd. Praha: Grada, 421 s., 30, 8, 23 s. obr. ptil. ISBN 978-80-247-
3459-0.

39) PETRICEVIC, M., S. KONOSIC, B. BIOCINA et al. 2016. Bleeding risk
assessment in patients undergoing elective cardiac surgery using ROTEM ®
platelet and Multiplate ® impedance aggregometry. Anaesthesia [online]. , 636-
647 [cit. 2016-05-07]. DOI: 10.1111/anae.13303. ISSN 00032409. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/anae.13303

53



40) PONSCHAB, Martin, Christoph J. SCHLIMP, Johannes ZIPPERLE et al.. 2015.
Platelet function in reconstituted whole blood variants. Journal of Trauma and
Acute Care Surgery [online]. 79(5), 797-804 [cit. 2016-05-07]. DOI:
10.1097/TA.0000000000000852. ISSN 2163-0755. Dostupné z:
http://content.wkhealth.com/linkback/openurl?sid=WKPTLP:landingpage

41) POUL, Hynek. 2012. Protidestickova terapie. Klinickd farmakologie a farmacie
[online]. 26(2), 79-82 [cit. 2016-03-16]. ISSN 1803-5353. Dostupné z:
http://www .klinickafarmakologie.cz/pdfs/far/2012/02/06.pdf

42) RACEK, Jaroslav. 2006. Klinicka biochemie. 2., pteprac. vyd. Praha: Galén, 329
s. ISBN 80-726-2324-9.

43) RAHE-MAYER, N., C. FROEMKE a S. PIEPENBROCK 2009. Platelet
concentrates transfusion in cardiac surgery and platelet function assessment by
multiple electrode aggregometry. Acta Anaesthesiologica Scandinavica [online].
53(2), 168-175 [cit. 2016-05-07]. DOI: 10.1111/j.1399-6576.2008.01845.x.
ISSN 00015172. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1399-
6576.2008.01845.x

44) ROCHE DIAGNOSTICS, . 2012. RISTOtest. Mannheim. Dostupné také z:
https://pim-eservices-
tst.roche.com/eLD/(S(beit3at3ux5gizgmryjguwww))/Iv/ru/Documents/GetDocu
ment?documentld=9c028748-e3a3-e311-a887-00215a9b0bb8

45) ROCHE, . 2013. Reference Ranges for Multiplate® analysis. 1. Switzerland.
Dostupné také z:
http://www.roche.es/content/dam/roche_spain/es_ES/documents/Multiplate_Ref

erence_ranges.pdf

46) ROCHE. 2015. Multiplate® analyzer. Cobas [online]. Roche Diagnostics
Limited [cit. 2016-04-23]. Dostupné z:
http://www.cobas.com/home/product/hemostasis-testing/multiplate-

analyzer.html

54



47) RUGGERI, Zaverio 2009. Platelet Adhesion under Flow. Microcirculation.
16(1), 58-83. DOI: 10.1080/10739680802651477. ISSN 1073-9688. Dostupné
také z: http://doi.wiley.com/10.1080/10739680802651477

48) SCHIMMER, Christoph, Khaled HAMOUDA, Sebastian SOMMER, Mehmet
OZKUR, Johannes HAIN a Rainer LEYH. 2013. The Predictive Value of
Multiple Electrode Platelet Aggregometry (Multiplate) in Adult Cardiac
Surgery. The Thoracic and Cardiovascular Surgeon [online]. 61(08), 733-743
[cit. 2016-05-07]. DOI: 10.1055/s5-0033-1333659. ISSN 0171-6425. Dostupné z:
http://www.thieme-connect.de/DOI/DO1?10.1055/s-0033-1333659

49) SOLOMON, C., S. TRAINTINGER, B. ZIEGLER, A. HANKE, N. RAHE-
MEYER, W. VOELCKEL a H. SCHOCHL 2011. Platelet function following
trauma. Thrombosis and Haemostasis [online]. 106(2), 322-330 [cit. 2016-05-
09]. DOI: 10.1160/TH11-03-0175. ISSN 0340-6245. Dostupné z:
http://www.schattauer.de/index.php?id=1214

50) SEBEK, Jaroslav. 2014. Kryobiologie: Kryoprezervace a viabilita bun&k. In
vitro diagnostika. Praha: Beckman Coulter Ceska republika s.r.o., (25), 17-19.

51) TROJAN, Stanislav. 2003. Lékarska fyziologie. 4. Praha: Grada Publishing, a.s.,
s. 117. DOI: 80-247-0512-5.

52) TROJAN, Stanislav. 2003. Lékarska fyziologie. Vyd. 4., pteprac. a dopl. Praha:
Grada, 771 s. ISBN 80-247-0512-5.

53) VANHOORELBEKE, Karen a Hans DECKMYN. 2012. Blood platelet
biochemistry. Thrombosis Research. 129(3), 245-249. DOI:
10.1016/j.thromres.2011.11.002. ISSN 00493848. Dostupné také z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0049384811005780

54) VOJACEK, Jan a Martin MALY. 2004. Arteridini a Zilni trombéza v klinické
praxi. 1. vyd. Praha: Grada, 276 s. ISBN 80-247-0501-X.

55



55) WINDEL@V, Nis A. et al. 2014. Platelet aggregation following trauma. Blood
Coagulation [online]. 25(1), 67-73 [cit. 2016-05-07]. DOI:
10.1097/MBC.0b013e328364c2da. ISSN 0957-5235. Dostupné z:
http://content.wkhealth.com/linkback/openurl?sid=WKPTLP:landingpage

9.1 Internetové zdroje

URL1
Biology of Humans: Composition of Blood [online]. In:.[cit. 2016-05-08]. Dostupné z:
http://schoolbag.info/biology/humans/14.html

URL2
Haematopoiesis: Locations. 2011. In: Wikipedia [online]. [cit. 2016-05-08]. Dostupné z:

https://en.wikipedia.org/wiki/Haematopoiesis#/media/File:Hematopoesis_EN.svg

URL3

Coronary artery disease. 2012. In: University of Maryland Medical Center [online]. [cit.
2016-05-08]. Dostupné z:
http://lumm.edu/health/medical/reports/articles/~/media/ ADAM/Images/en/19194.ashx

URL4
Multiplate® TRAPtest. 2015. Cobas [online]. Roche Diagnostics Limited [cit. 2016-

03-13]. Dostupné z: http://www.cobas.com/home/product/hemostasis-testing/trap-
test.html

56



10 Seznam obrazku

Obr.
Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

1 Slozeni Krve po CENIITTUZACT ..vvvivviiiiiie it 3

2 Procentualni zastoupeni krvetvornych orgédni v prenatdlnim a postnatalnim

ODAODT ..t ree s 5
3 Struktura CEVNT SEENY ..vvviiiiiiiiiie it sbee e 7
4 Schématicky nékres krevni destiCky v klidovém stavu.........ccccevvvviiiiiiiiiieennen, 12
5 Schématicky nékres krevni desticky v aktivovaném stavU...........cc.cceeveiirinennnnn 12
6 Schéma adheze, aktivace a agregace krevnich destiCek ..........ccccovvvviiiiiiinnnnn, 16
7 Inhibitory agregace krevnich destiCek ...........ocoviiiiiiiiiiiiiiii i 20
8 MUILIPIALE® ANALYZALOT ...ttt 23
9 Pfichyceni aktivovanych desticek na povrch elektrod..........ccooeviiiiiiiicinnnnne. 24
10 Parametry analyzatoru Multiplate............ccoovveiiiiiiiiiiiicece e 24

57



11 Seznam grafi

Graf 1 Celkova aktivita desti¢ek TRAPtestu u TADK - Vvzorek 1,2.......ccovveveveveeeeenin, 32
Graf 2 Porovnani protilatek CD41 u trombocytt z plné krve a kryotrombocytd .......... 33
Graf 3 Porovnani protilatek CD62 u trombocytt z plné krve a kryotrombocyti........... 33
Graf 4 Porovnani protilatek CD63 u trombocytt z plné krve a kryotrombocyti .......... 34
Graf 5 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci histogramu ..................... 35

Graf 6 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci pravdépodobnostniho

QQ  GFATU .o et nreas 36
Graf 7 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u TAD pomoci distribu¢ni funkce .......... 36
Graf 8 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocytll z plné krve ........coovvvveenen, 37

Graf 9 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocyti z plné krve pomoci

pravdépodobnostniho QQ graful..........ccccvriiiieiiiiiic e 38
Graf 10 Normalové rozlozeni dat TRAPtestu u trombocyti z plné krve pomoci
dIStrIbUCHT FUNKCE ... 38
Graf 11 Porovnani TRAPtestu u TAD a trombocytll z pIné Krve.........cocvvvriiviicnenn, 39

58


file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566252
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566253
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566254
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566255
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566256
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566257
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566257
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566258
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566259
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566260
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566260
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566261
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566261
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450566262

12 Seznam tabulek

Tabulka 1 PipetoOvaci POSTUD «.ecvverveeieiierireieseesieeieseesteesaesaesteetessaesreeeesseesneesesneesneas 29
Tabulka 2 Pipetovaci postup TAD/TADK ......c.coeiiiiiiiiiiiisieeee e 29
Tabulka 3 Deskriptivni statistika hodnot TRAPtestu u TAD........cccooiiiiiiiniiiiie 35
Tabulka 4 Deskriptivni statistika hodnot TRAPtestu u trombocytt z plné krve........... 37
Tabulka 5 Porovnani TRAPtestu u TAD a trombocytll z pIné Krve.........ooevvvevieinennnnn 39

Tabulka 6 Porovnani referen¢niho rozmezi TRAPtestu u trombocytti v plné krvi....... 42

59


file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450564614
file:///C:/Users/Anička/Desktop/Anička/skola/ČVUT/BP/BP_v1_2.docx%23_Toc450564615

13 P¥ilohy

13. 1 Namérené hodnoty darcii

Trombocyty z plné krve Trombocyty z TAD
Darce TRAPtest [U] Darce TRAPtest [U]

1 123 1 114
2 131 2 99
3 102 3 117
4 106 4 120
5 118 5 119
6 108 6 102
7 110 7 118
8 104 8 139
9 108 9 114
10 129 10 118
11 130 11 142
12 111 12 117
13 109 13 130
14 102 14 106
15 158 15 128
16 113 16 136
17 100 17 118
18 109 18 126
19 107 19 128
20 102 20 107
21 112 21 141
22 122 22 124
23 107 23 120
24 112 24 120
25 125 25 114
26 125 26 120
27 114 27 104
28 129 28 97
29 147 29 131
30 112 30 124
31 107 31 118
32 100 32 105
33 127 33 127
34 123 34 107
35 124 35 120
36 127 36 136
37 100 37 111
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Trombocyty z plné krve Trombocyty z TAD

Darce TRAPtest [U] Darce TRAPtest [U]
38 115 38 138
39 119 39 115
40 107 40 118
41 120 41 127
42 113 42 112
43 129 43 124
44 132 44 125
45 137 45 117
46 126 46 118
47 122 - -
48 123 - -
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