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Porovnanie analyzy dostickovych glykoproteinov v celej krvi a v plazme
bohatej na dosticky.
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Na povrchu membrany krvnej dosticky sa nachadza velké mnoZstvo receptorov, ktoré slizia na zachytenie sig-
nalu, zabezpecuju jeho prenos a podielaju sa na prestupe latok cez membranu. Pomocou prietokovej cytomet-
rie mdzeme merat cirkulujice neaktivované, ale aj aktivované krvné dosticky. Nasim cielom bolo zistit, ¢i me-
téda stanovenia dostickovych glykoproteinov v plazme bohatej na dosticky (platelet rich plasma, PRP), ktora je
povazovana za zlaty Standard analyzy trombocytov, sp6sobuje zvySenie povrchovej expresie antigénu CD62P.
V ¢lanku uvadzame vlastné skisenosti ziskané porovnanim analyzy dostickovych glykoproteinov vo vzorkach
celej krvi av PRP.
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Comparison of platelet glycoprotein analysis in the wholeh blood and plasma rich in platelets

The membrane of a platelet is rich in receptors mediating signal sensing and transmission and participating in
substance transport across the membrane. Flow cytometry can measure the circulation of non-activated as well
as activated platelets by qualitative and/or quantitative analysis of surface markers expressed at a certain lev-
el during the life cycle of platelets. We aimed to determine whether the method of measurement of the platelet
glycoproteins expression in the platelet-rich plasma (PRP) results in altered expression of the CD62P activation
antigen on the platelet surface. In this article, we present our own experience. We compare platelet glycoprotein

analysis in whole blood and PRP.
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Uvod

Krvné dosticky su bezjadrové dlomky cytoplazmy vzni-
kajuce z megakaryocytov v kostnej dreni. Dennd produkcia
krvnych dosticiek je 1,2 — 1,5 x 10", v periférnej krvi sa na-
chdadzaju v priemernom pocte 150 — 400 x 10%/1 a maju ob-
jem 6 — 12 fl®, V panoptickom krvnom natere sa zobrazu-
ju dosticky ako ovalne alebo okruhle objekty s priemernou
velkostou 1,5 = 3 um. V ich strede sa nachadzaju ¢erveno-
fialové granuly (granuloméry) obklopené jemne bazofilnou
cytoplazmou (hyaloméra), ktora je ohrani¢ena plazmatickou
membranou®.

Na povrchu membrany krvnej dosticky sa nachadza velké
mnozstvo receptorov, ktoré slizia na zachytenie signalu, za-
bezpecuju jeho prenos a podielaju sa na prestupe latok cez
membranu. Popri beznych membranovych receptoroch ma-
ju na povrchu dostiCiek délezitu ulohu glykoproteiny. Zme-
ny Struktury a funkcie glykoproteinov krvnych dostiCiek mo-
Zu spbsobovat poruchy zrazania krvi®. Biologické procesy
regulované dostickami su tiez sprostredkované membra-
novymi glykoproteinmi (GP), ktoré sa oznacuju rimskymi
Cislicami, a ich podskupiny malymi arabskymi pismenami.
V slcasnosti je znamych viac ako 50 membranovych gly-
koproteinov, pricom kazdy glykoprotein po obsadeni svoj-
ho vazbového miesta zabezpecuje priebeh urcitého deja. Na

membrane sa nachadzaju aj receptory sliziace na naviaza-
nie aktivacnych a stimulacnych latok koagulacie®.

P-selektin, GMP-140 (CD62P) je membranovy glykoprote-
in granul krvnych dostiCiek, patri k adhezivnym molekulam.
V pokojovom stave sa nachadza v membranach a-grandl
a v endoteli vo Weibelovych-Paladeho telieskach. Po akti-
vacii je P-selektin uvolneny z granil. Pokojové dosticky ex-
primuju asi 1 000 molekul P-selektinu, aktivovanych je viac
ako 10 000 molekul. Exponovany P-selektin sa zUcCastiu-
je na eliminacii aktivovanych krvnych dosticiek z cirkulacie
a sprostredkuje adhéziu neutrofilov a monocytov na tromby
a endotelové bunky®?).

Prietokova cytometria je proces, ktory umoznuje kvalita-
tivnu a kvantitativnu analyzu optickych a fluorescen¢nych
vlastnosti jednotlivych buniek alebo inych ¢astic v suspenzii.
Prietokovy cytometer sa sklada z fluidného, optického a po-
CitaCového systému. Vysledkom analyzy je v nasom pripade
graficky znazornena (ko)expresia povrchovych glykoprotei-
nov v populdcii krvnych dosticCiek a dostupna suhrnna $ta-
tistika. S ciefom posudit aktivaciu krvnych dosticiek moze-
me pouzit testovanie povrchovej expresie aktivacného znaku
CD62P pomocou vazby fluorescencne znacenej monoklonal-
nej protilatky namierenej proti tomuto antigénu, vizualizova-
nej prietokovou cytometriou.
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Le Minh a kolektiv sledovali prvé priznaky aktivacie trom-
bocytov po indukcii ADP a porovnali dve metddy zalozené na
morfologickych a biochemickych markeroch®. Skenovacia
elektrénova mikroskopia krvnych dostiCiek sa uskutocnova-
la paralelne s prietokovou cytometriou, aby sa kvantifikova-
la povrchova expresia P-selektinu, aktivneho allbB3-integrinu
a fosfatidylserinu. Na zaklade ziskanych vysledkov boli sle-
dované zmeny tvaru najcitlivejSie na nizku koncentraciu ADP
v porovnani s biochemickymi markermi v nasledujicom po-
radi citlivosti: morfologické zmeny > vazbova kapacita fibri-
nogénu > expresia P-selektinu > expozicia fosfatidylserinu.
Tieto vysledky poukazuju na vyssiu citlivost krvnej dostic-
ky a vyhody vyuzitia prietokovej cytometrie na detekciu po-
vrchovej expresie P-selektinu ako markera aktivacie krvnych
dosticiek.

Vyuzitie prietokovej cytometrie zamerané na Stidium pro-
koagula¢nych krvnych dostiCiek v pokojovych a agonistom
stimulovanych podmienkach v celej krvi a premytych krvnych
dosticiek l'udskych a mysich vzoriek opisuje vo svojej praci
Than a kol.®.

VySetrenia glykoproteinov trombocytov maji vyznam
v posudzovani stavov s trombocytovou hypo- a hyperreaktivi-
tou a pri diferencialnej diagnostike trombocytopénii. Znizena
expresia GPIIb/llla, t. j. CD41/CD61, sved&i o Glanzmanno-
vej trombasténii, pri znizenej expresii GPIb/V/IX, t. j. CD42b/
CDA42a, ide o Bernardov-Soulierov syndrém. V uvedenych pri-
padoch ide o hereditarne trombocytopénie, ale vySetrenie
glykoproteinov trombocytov sa odporuca aj pri stavoch s ich
hyperreaktivitou (aterosklerotické cievne ochorenia, diabe-
tes mellitus, arteridlne a vendzne trombdzy, umelé chlopne,
chronické zapalové ¢revné ochorenia, systémové ochorenia)
alebo hyporeaktivitou (vrodené defekty receptorov trombo-
cytov, rendlne a hepatalne insuficiencie, esencialne trombo-
cytémie. Vacsinou sa hodnotia zmeny adhezivnych recep-
torov ako GPIb, t. j. CD42b/CD42a, GPIIb/GPllla, t. j. CD41/
CD61, a aktivacnych markerov GMP 140, t. j. CD62P, GP53,
1. j. CD63, trombospondinovy receptor CD36(%.

Material a metodika

Priprava vzorky
Vzorku krvi na analyzu dostickovych glykoproteinov sme
pacientom odobrali do jednorazovej vakutajnerovej skumav-
ky s antikoagulantom 3,2 % (0,109 mol/l) citrbnanom sodnym.
Skumavku s krvou sme centrifugovali pri 200 g 10 mindt.
PRP sme oddelili od krviniek do inej skiimavky.

Metéda

Dostickové glykoproteiny sme analyzovali na prietokovom
cytometri FACSVerse (Becton Dickinson and company, San
Jose, USA). Pre povrchovi imunofenotypizaciu sme pouzili
techniku dvojitého priameho znacenia fluorinovanymi mono-
klonalnymi protilatkami: anti-CD42a/FITC (clone SZ1, Beck-
man Coulter, San Diego, USA), anti-CD62P/PE (clone AC1.2,
Becton Dickinson).

Nasim cielom bolo zistit, ¢i metéda stanovenia dosticko-
vych glykoproteinov v PRP, ktord je povazovana za zlaty Stan-
dard, ovplyvnuje expresiu CD62P na dostickach. Vychadzali
sme z predpokladu, Ze plazmu bohati na dosticky pripravuje-
me centrifugaciou celej krvi, ¢im moZeme sposobit Ciastoc-

Obrazok 1. Porovnanie koexpresie CD42a a CD62P na krvnych
elementoch velkosti dostiCiek v celej krvi (A, C) a v PRP (B, D).
Bodové diagramy C a D ukazuju (ko)expresiu glykoproteinov
CD42a a CD62P na udalostiach z oblasti ,,dostic¢ky” v diagramoch
AaB.
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nu aktivaciu dostiCiek. Kazdému z 50 zdravych darcov krvi
bola stanovena expresia CD62P v celej krvi a sucasne v PRP.

Ako pozitivhu kontrolu sme pouzili aktivované krvné do-
StiCky, ktoré sme aktivovali ADP s finalnou koncentraciou 10
UM (CD42b-FITC/CD62P-PE). Ako negativnu kontrolu sme
pouzili izotypovu kontrolu 1IgG1/1gG2 (FITC/PE).

Vysledky

Obrazok 1 ukazuje spdsob analyzy a rozdiel medzi expre-
siou CD62P na dostickach charakterizovanych pomocou roz-
ptylovych parametrov (FSC a SSC, oblast ,dosticky”) a expre-
siou antigénu CD42a v celej krvi (A, C) a v PRP (B, D). Cisla
v jednotlivych kvadrantoch Statisticky v C a D vyjadruju per-
centualne zastupenie jednotlivych populdcii objektov z ob-
lasti ,dosticky”, zastupenie CD62P — pozitivnych dosticiek
bolo uréené ako 100 % x (%Q2)/(%Q2 + %Q4). V pripade uve-
denom na obrazku ¢. 1 spdsobila priprava PRP zdvojndso-
benie zastipenia CD42+CD62P+ dostitiek v PRP vzorke
(16,7 %) v porovnani so vzorkou celej krvi (8,5 %).

Diskusia

Jednym z cielov prace bolo porovnat dve metédy analy-
zy krvnych dosticCiek, a to stanovenie expresie dostickovych
glykoproteinov v celej krvi a v PRP u zdravych darcov (v kon-
trolnej skupine).

Porovnanim oboch metéd na zaklade stanovenia koexpre-
sie CD42a/CD62P znazornené na obrazku 1 sme zistili Sta-
tistickl vyznamnost CD42a/CD62P v PRP oproti celej krvi
(P < 0,0005; graf 1).

Na zaklade ziskanych Statistickych vysledkov sa javi me-
téda stanovenia dostickovych glykoproteinov v celej kr-
vi praktickejSia a Setrnejsia pre krvné dosticky nez metdda
stanovenia v PRP. Porovnanim analyz expresie CD42a-FITC/
CD62P-PE v celej krvia v PRP v kontrolnej skupine sme zistili,
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Graf 1. Porovnanie koexpresie CD42a/CD62P v PRP a v WB;
PRP - plazma bohata na dosticky, WB (whole blood) — celd krv
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Ze izolacia PRP vplyva na aktivaciu dostiCiek do takej miery,
ze rozdiel je oproti metdde v celej krvi Statisticky vyznamny
s hodnotou P [ 0,0005. Expresia CD62P na dostickach v PRP
je v porovnani s expresiou CD62P na dostickach v celej krvi
Statisticky vyznamne zvysena.

Zaver

Porovnanim analyz expresie CD42a-FITC/CD62P-PE v ce-
lej krvi a v PRP v kontrolnej skupine sme zistili, ze izolacia
PRP vplyva na aktivaciu dosticiek do takej miery, Ze rozdiel
je oproti metdde v celej krvi Statisticky vyznamny s hodnotou
P K 0,0005. Expresia CD62P na dostickach v PRP je v porov-
nani s expresiou CD62P na dostickach v celej krvi Statistic-
ky vyznamne zvysena.

Pouzitim metddy analyzy dostickovych glykoproteinov
v celej krvi sa priblizime podmienkam in vivo a minimalizuje-
me aktivaciu dostiCiek.

PRP_% CD42+CD62P+ in CD42P+ | 50 6,7 46 55 1,7 248
WB_% CD42+CD62P+in CD42P+ | 50 3,1 2,1 25 03 120

Wilcoxon test Z P
PRP vs WB 5777 0,000
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