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Úvod
Průtoková cytometrie (fl ow cytome-
trie –  FC) umožňuje rychlou analýzu 
současně několika parametrů na vyso-
kém počtu částic v buněčné suspenzi. 
Jedním z FC přístupů je tzv. imunofe-
notypizace, kdy je detekována povr-
chová či cytoplazmatická (případně 
jaderná) exprese buněčných antigenů 
(Ag) pomocí monoklonálních (pří-
padně polyklonálních) protilátek (Ab). 
Získané výsledky jsou buď kvalitativ-
ního (přítomnost či nepřítomnost da-
ného antigenu), anebo kvantitativního 
(intenzita/ denzita exprese daného an-
tigenu) charakteru.

Trombocyty (platelets –  PLT) tvoří 
nejmenší buněčnou komponentu v pe-
riferní cirkulaci a jejich primární úlo-
hou je udržování hemostázy. Uplat-

nění imunofenotypizace v analýze PLT 
a jejich případných dalších subpopu-
lací (velké trombocyty, z trombocytů 
odvozené mikropartikule, agregáty 
s leukocyty apod.) je široké, přičemž 
zastoupení může být vyjádřeno jak v re-
lativních (%), tak v absolutních počtech 
(počet bb/ μl) [1– 3]. Pro fl owcytome-
trickou detekci PLT jsou podstatné 
membránové glykoproteiny (GP), což 
jsou adhezivní molekuly přítomné jed-
nak na povrchu PLT či v membráně je-
jich granulí, které se podílejí na adhezi 
a agregaci PLT (tab. 1). Základní apli-
kace FC v analýze PLT jsou uvedeny 
v tab. 2 a rozvedeny dále v textu.

Nejčastějším materiálem pro ana-
lýzy je nesrážlivá periferní krev, přičemž 
se využívá spíše odběru do citrátu než 
do EDTA, jelikož u něj téměř nedochází 

k aktivaci PLT. Je však nutno mít na pa-
měti, že citrát snižuje hladinu iontů 
vápníku a také ovlivňuje hladinu hoř-
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Tab. 1. Nejčastěji využívané znaky PLT.

GP CD nomenklatura Ligand Funkce
GPIb/IX CD42b/CD42a vWF adheze k subendoteliu
GPIIb/IIIa CD41/CD61 fi brinogen a vWF agregace
GPIV CD36 trombospondin adheze, signalizace
GPIIa CD31 CD31 adheze k endoteliím
GMP-140 CD62P PSGL-1 stabilizace agregace
GP53 CD63 ??? ???

Tab. 2. Základní možnosti ana-
lýz PLT s využitím průtokové 
cytometrie.

Diagnostika dědičných 
či získaných defektů 
• Glanzmanova trombastenie 

(GPIIb/ IIIa –  CD41/ CD61) 
• syndrom Bernard- Soulier 

(GPIb/ IX –  CD42b/ CD42a) 
• syndrom šedých destiček 

(P- selektin –  CD62P) 
• syndrom Heřmanský- Pudlák 

(GP53 –  CD63)

Aktivace PLT in vivo 
• analýza na aktivaci závislých Ag 

(CD62P)
• analýza PLT- PLT agregátů, případně 

agregátů s Leu
• destičkové mikropartikule

Transfuziologie 
• monitorování koncentrátů PLT 

(zbytkové WBC, aktivace PLT) 
• detekce s PLT asociovaných Ig 

(potransfuzní reakce, ITP)

Analýza PLT obratu 
• detekce retikulovaných PLT 
• analýza nízkých počtů PLT 
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číkových iontů, proto mohou speciální 
analýzy vyžadovat použití jiných anti-
koagulancií. Dle typu analýzy lze pak 
pracovat s plnou krví, se separovanou 
plazmou bohatou/ chudou na trom-
bocyty, s bezdestičkovou plazmou, ale 
také lze trombocyty převést do artefi -
ciálního média.

Diagnostika dědičných či 
získaných defektů PLT
Vrozené def icity či funkční abnor-
mality v expresi GP vedou ke krváci-
vým stavům – např. Glanzmannova 
trombastenie (defekt GPIIb/ IIIa) či 
Bernard- Soulierův syndrom (defekt 
GPIb/ IX), ale též další hematologická 
onemocnění mohou být provázena ab-
normalitami v expresi GP na PLT [4– 6]. 
FC se uplatňuje nejen v diagnostice vro-
zených, ale také získaných defektů, kdy 
bylo publikováno, že v případě získané 
Glanzmannovy trombastenie je FC do-
konce jediným testem schopným cha-
rakterizovat jak funkční efekt, tak cílení 
autoprotilátek namířených proti kom-
plexu CD41/ CD61 [7]. Tzv. syndrom 
šedých trombocytů je charakterizo-
ván jako trombocytopenie s chyběním 
- granul, a následně tedy s defi ciencí 
P- selektinu (CD62P), přičemž v lite-
ratuře byl popsán případ se součas-
nou def iciencí také kolagenového 
receptoru GPVI [8]. Syndrom Heřman-
ský- Pudlák se naopak pojí s nepřítom-

ností CD63 na denzních granulích PLT 
[9]. Flowcytometrická analýza uvede-
ných defi ciencí může být prováděna 
jak v plné krvi, tak v plazmě bohaté na 
PLT, kdy analýzou potřebných markerů 
a porovnáním se zdravou kontrolou 
je jednoznačně určen posun v expresi 
(obr. 1).

Studium aktivace PLT in vivo
Aktivace PLT je spojena s řadou změn
snadno detekovatelných v plné krvi. Kon-
formační změna komplexu GPIIb/ IIIa, 
která může být studována pomocí 
PAC- 1 protilátky, otevírá vazebné místo 
pro f ibrinogen. S aktivací a násled-
nou degranulací se pojí nárůst CD62P 
uvolněného z - granul a také nárůst 
CD63 antigenu lysozomálních/ denz-
ních granul, které mohou být deteko-
vány na povrchu PLT [10].

Exprese CD62P vede k interakci s re-
ceptorem PSGL- 1 leukocytů za vzniku 
agregátů destiček s leukocyty, které 
mohou být odhaleny při použití CD45 
(či jiného markeru specifi ckého pro ur-
čitou leukocytární subpopulaci), a nej-
lépe markerů CD42a/ CD42b [11].

Aktivací PLT také dochází k uvolňo-
vání prokoagulačních mikropartikulí 
(MP), které vznikají derivací plazma-
tické membrány PLT. Destičkové MP 
(PMP) nesou na svém povrchu jednak 
PLT antigeny, ale také negativně nabitý 
fosfatidylserin či tkáňový faktor apod. 

Přestože neustále vychází nové práce 
analyzující absolutní počet PMP, fl ow-
cytometrická detekce PMP prozatím 
nebyla standardizována a každé pra-
coviště zpracovává a analyzuje vstupní 
materiál jinými postupy, což pochopi-
telně vede k jiným výsledkům [12].

Transfuziologické aplikace
Existence autoprotilátek u imunitní 
trombocytopenické purpury (ITP) 
a aloprotilátek u potransfuzní reakce 
vede cestou aktivace komplementu 
k trombocytopenii způsobené de-
strukcí PLT. Sérologické postupy jsou 
schopny detekovat specif ické proti-
látky proti PLT, nicméně v ně kte rých 
případech s nedostatečnou specifi ci-
tou a senzitivitou. Flowcytometrická 
analýza imunoglobulinů typu IgM či 
IgG (u ITP i IgA) asociovaných s PLT 
je rychlá a efektivní metoda (obr. 2), 
mělo by však být pamatováno na to, 
že původní metody (imunof luores-
cence, ELISA) nenahrazuje, ale dopl-
ňuje [13,14].

V současné době se v transfuzním lé-
kařství využívá krevních produktů zba-
vených leukocytů (WBC), což vede ke 
snížení nepříznivých efektů u pacientů. 
Množství zbytkových WBC v leukode-
pletovaném produktu by mělo být nižší 
než 1 × 106, a právě FC se ukazuje jako 
vhodná metoda pro analýzu počtu 
WBC ve srovnání s mikroskopií či dal-

Obr. 1. Změny v expresi povrchových 
GP na PLT.

defi cience CD 41

normální exprese CD41

CD41 Obr. 2. Detekce Ig asociovaných s PLT. 
Na obrázku A jsou u zdravé kontroly znázorněny CD41+ PLT bez navázaných 
protilátek izotypu IgG, zatímco na obrázku B je šipkou u pacienta znázorněna 
vazba protilátek IgG izotypu.
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ných za poruchy hemostázy. Vhodně 
zvolené metody a postupy mohou nejen 
usnadnit jejich analýzu, ale zejména 
vést k validním výsledkům dále uplatni-
telným na klinické či výzkumné úrovni.
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šími přístupy. Analýza založená na de-
tekci jaderných buněk –  vizualizovaných 
interkalací propidium jodidu –  a zhod-
nocení jejich absolutního počtu po-
mocí fl uorescenčních kalibračních par-
tikulí je vhodná pro rutinní kontrolu 
kvality transfuzních přípravků [15].

Pro monitorování aktivace PLT 
v transfuzních přípravcích může být 
využito dvou skutečností, jednak ak-
tivací vzrůstá exprese CD62P a CD63 
a současně by mělo docházet k inter-
nalizaci CD42b [16].

Analýza PLT obratu
U pacientů s trombocytopenií je dů-
ležité vědět, co způsobuje nízký počet 
PLT, jelikož se zde uplatňují zejména 
dva mechanizmy –  zvýšená dřeňová pro-
dukce se současnou zvýšenou destrukcí 
PLT v periferii, či snížená dřeňová pro-
dukce. Analýzou retikulovaných trom-
bocytů (RP), nově vzniklých nezralých 
PLT obsahujících zbytkové množství 
RNA, může být zjištěna příčina trom-
bocytopenie. Přestože existují postupy 
umožňující analýzu RP pomocí průto-
kového cytometru, je doporučováno vy-
užívat pro tato stanovení automatizo-
vaný hematologický analyzátor, který 
pracuje objektivně a hlavně stále stejně 
[17,18]. U silných trombocytopenií, kdy 
automatické analyzátory mohou nad-
hodnocovat počet PLT, lze pro přesnou 
analýzu využít FC detekci za použití spe-
cifi cké monoklonální protilátky a kalib-
račních fl uorescenčních partikulí [19].

Závěr
Trombocyty jsou stále v ohnisku zájmu 
zejména při studiu procesů zodpověd-


