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Uplatnéni prutokové cytometrie v analyze trombocytu
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Souhrn: Pritokova cytometrie predstavuje moderni vySetfovaci metodu vyuzivanou v klinickych a vyzkumnych laboratotich k analyze
bunéénych populaci. V ramci studia biologie a funkéniho stavu trombocytl patti mezi jeji zdkladni aplikace: 1. detekce vrozenych a zis-
kanych defektd trombocytdl; 2. analyza aktivace trombocytl in vivo; 3. transfuziologické aplikace; 4. studium doby obratu trombocytd.
Kazdd ze jmenovanych aplikaci md své vyhody ¢i tskali. Cilem této prace je shrnout a osvétlit zdkladni aplikace pritokové cytometrie a jeji

uplatnéni v analyze trombocytd.
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Flow cytometry in analysis of platelets

Summary: Flow cytometry is a modern screening method used for cell analysis in many clinical and research laboratories. In the study of
biology and functional status of platelets are its applications: 1. detection of inherited and acquired platelets defects; 2. platelets activa-
tion invivo; 3. applications in blood transfusion; 4. platelet turnover studies. Each of these applications has its advantages and drawbacks.
The aim of this paper is to summarize and explain basic applications of flow cytometry and its use in analysis of platelets.
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Uvod

Pritokova cytometrie (flow cytome-
trie - FC) umoZziuje rychlou analyzu
soucasné nékolika parametr( na vyso-
kém poctu castic v bunééné suspenzi.
Jednim z FC pfistupt je tzv. imunofe-
notypizace, kdy je detekovdna povr-
chovd ¢&i cytoplazmatickd (pripadné
jadernd) exprese bunéénych antigent
(Ag) pomoci monoklonalnich (pfi-
padné polyklonalnich) protilatek (Ab).
Ziskané vysledky jsou bud kvalitativ-
niho (pFitomnost ¢&i nepftomnost da-
ného antigenu), anebo kvantitativniho
(intenzita/denzita exprese daného an-
tigenu) charakteru.

Trombocyty (platelets - PLT) tvofi
nejmens{ bunécnou komponentu v pe-
rifernf cirkulaci a jejich primérnf tdlo-
hou je udrzovani hemostdzy. Uplat-

néni imunofenotypizace v analyze PLT
a jejich pfipadnych dal3ich subpopu-
laci (velké trombocyty, z trombocytd
odvozené mikropartikule, agregaty
s leukocyty apod.) je Siroké, pFicemz
zastoupeni muze byt vyjadreno jak v re-
lativnich (%), tak v absolutnich poctech
(pocet bb/pl) [1-3]. Pro flowcytome-
trickou detekci PLT jsou podstatné
membréanové glykoproteiny (GP), coz
jsou adhezivni molekuly pfitomné jed-
nak na povrchu PLT & v membrdné je-
jich granuli, které se podileji na adhezi
a agregaci PLT (tab. 1). Zékladni apli-
kace FC v analyze PLT jsou uvedeny
v tab. 2 a rozvedeny dale v textu.
Nejcastéjsim materidlem pro ana-
lyzy je nesrazliva perifernf krev, pfi¢cemz
se vyuziva spiSe odbéru do citrdtu nez
do EDTA, jelikoZ u néj témér nedochazi

Tab. 1. Nejcastéji vyuZivané znaky PLT.
GP CD nomenklatura

GPIb/IX CD42b/CD42a
GPlIb/Illa CD41/CDé61

GPIV CD36

GPlla CD31

GMP-140 CD62P

GP53 CD63

fibrinogen a VWF
trombospondin

Ligand Funkce

vWF adheze k subendoteliu
agregace

adheze, signalizace

CD31 adheze k endoteliim
PSGL-1 stabilizace agregace
??? 27?

k aktivaci PLT. Je vS8ak nutno mit na pa-
méti, Ze citrdt snizuje hladinu iontd
vapniku a také ovliviiuje hladinu hot-

Tab. 2. Zakladni moZnosti ana-
lyz PLT s vyuZzitim pratokové
cytometrie.

Diagnostika dédi¢nych

¢i ziskanych defektt

® Glanzmanova trombastenie
(GPlIb/llla - CD41/CD61)

° syndrom Bernard-Soulier
(GPIb/IX - CD42b/CD42a)

* syndrom 3edych desticek
(P-selektin - CD62P)

® syndrom He¥mansky-Pudlak
(GP53 - CD63)

Aktivace PLT in vivo

° analyza na aktivaci zavislych Ag
(CD62P)

° analyza PLT-PLT agregatd, pripadné
agregatll s Leu

* destickové mikropartikule

Transfuziologie

® monitorovani koncentratd PLT
(zbytkové WBC, aktivace PLT)

° detekce s PLT asociovanych Ig
(potransfuzni reakce, ITP)

Analyza PLT obratu
° detekce retikulovanych PLT
° analyza nizkych poctd PLT
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Obr. 1. Zmény v expresi povrchovych
GP na PLT.

¢ikovych iontt, proto mohou specialn{
analyzy vyzadovat poufZiti jinych anti-
koagulancii. Dle typu analyzy Ize pak
pracovat s plnou krvi, se separovanou
plazmou bohatou/chudou na trom-
bocyty, s bezdesti¢kovou plazmou, ale
také Ize trombocyty prevést do artefi-
cidlniho média.

Diagnostika dédi¢nych ¢i
ziskanych defektd PLT

Vrozené deficity ¢i funkéni abnor-
mality v expresi GP vedou ke krvaci-
vym stavim - napf. Glanzmannova
trombastenie (defekt GPIlb/Illa) ¢i
Bernard-Souliertiv syndrom (defekt
GPIb/IX), ale téz dalsi hematologicka
onemocnéni mohou byt provézena ab-
normalitamiv expresi GP na PLT [4-6].
FC se uplatriuje nejen v diagnostice vro-
zenych, ale také ziskanych defekt(, kdy
bylo publikovano, ze v pfipadé ziskané
Glanzmannovy trombastenie je FC do-
konce jedinym testem schopnym cha-
rakterizovat jak funkénf efekt, tak cilenf
autoprotildtek namitenych proti kom-
plexu CD41/CD61 [7]. Tzv. syndrom
Sedych trombocytl je charakterizo-
van jako trombocytopenie s chybénim
a-granul, a nésledné tedy s deficienci
P-selektinu (CD62P), pFicemz v lite-
ratufe byl popsan pfipad se soucas-
nou deficienci také kolagenového
receptoru GPVI [8]. Syndrom Hefman-
sky-Pudlék se naopak poji s nepfitom-
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Obr. 2. Detekce Ig asociovanych s PLT.

Na obrdzku A jsou u zdravé kontroly zndzornény CD41+ PLT bez navdzanych
protildtek izotypu IgG, zatimco na obrdzku B je Sipkou u pacienta zndzornéna

vazba protilatek 1gG izotypu.

nosti CD63 na denznich granulich PLT
[9]. Flowcytometrickd analyza uvede-
nych deficienci mlze byt provddéna
jak v pIné krvi, tak v plazmé bohaté na
PLT, kdy analyzou pottebnych markert
a porovnanim se zdravou kontrolou

je jednoznacné urcen posun v expresi

(obr. 1).

Studium aktivace PLT in vivo
Aktivace PLT je spojena s fadou zmén
snadno detekovatelnychvplnékrvi. Kon-
formacni zména komplexu GPIIb/llla,
ktera muze byt studovdna pomoci
PAC-1 protilatky, otevird vazebné misto
pro fibrinogen. S aktivaci a nasled-
nou degranulaci se poji nartist CD62P
uvolnéného z a-granul a také ndrdst
CD63 antigenu lysozomalnich/denz-
nich granul, které mohou byt deteko-
vany na povrchu PLT [10].

Exprese CD62P vede k interakci s re-
ceptorem PSGL-1 leukocytt za vzniku
agregdtl desticek s leukocyty, které
mohou byt odhaleny pfi pouziti CD45
(¢ijiného markeru specifického pro ur-
¢itou leukocytarni subpopulaci), a nej-
[épe marker(i CD42a/CD42b [11].

Aktivaci PLT také dochazi k uvolfio-
vani prokoagulaénich mikropartikulf
(MP), které vznikaji derivaci plazma-
tické membrany PLT. Destickové MP
(PMP) nesou na svém povrchu jednak
PLT antigeny, ale také negativné nabity
fosfatidylserin ¢i tkdriovy faktor apod.

PrestoZe neustdle vychazi nové préice
analyzujici absolutni poc¢et PMP, flow-
cytometrickd detekce PMP prozatim
nebyla standardizovana a kazdé pra-
covisté zpracovavd a analyzuje vstupni
materidl jinymi postupy, coz pochopi-
telné vede k jinym vysledkdam [12].

Transfuziologické aplikace
Existence autoprotilatek u imunitni
trombocytopenické purpury (ITP)
a aloprotilatek u potransfuzni reakce
vede cestou aktivace komplementu
k trombocytopenii zplsobené de-
strukei PLT. Sérologické postupy jsou
schopny detekovat specifické proti-
latky proti PLT, nicméné v nékterych
ptipadech s nedostate¢nou specifici-
tou a senzitivitou. Flowcytometricka
analyza imunoglobulin typu IgM ¢i
IgG (u ITP i IgA) asociovanych s PLT
je rychla a efektivni metoda (obr. 2),
mélo by v3ak byt pamatovdno na to,
Ze plvodni metody (imunofluores-
cence, ELISA) nenahrazuje, ale dopl-
fiuje [13,14].

V soucasné dobé se v transfuznim [é-
ka¥stvi vyuziva krevnich produktd zba-
venych leukocytt (WBC), coz vede ke
snizenf neptiznivych efektl u pacientd.
Mnozstvi zbytkovych WBC v leukode-
pletovaném produktu by mélo byt nizsf
nez 1 x 10%, a pravé FC se ukazuje jako
vhodnd metoda pro analyzu poctu
WABC ve srovndni s mikroskopii ¢i dal-
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$imi pFistupy. Analyza zaloZend na de-
tekci jadernych bunék - vizualizovanych
interkalaci propidium jodidu - a zhod-
noceni jejich absolutniho poctu po-
moci fluorescenénich kalibraénich par-
tikuli je vhodnd pro rutinni kontrolu
kvality transfuznich p¥pravkd [15].

aktivace PLT
v transfuznich pFipravcich maze byt

Pro monitorovanf

vyuzito dvou skuteénosti, jednak ak-
tivaci vzristd exprese CD62P a CD63
a soucasné by mélo dochdzet k inter-
nalizaci CD42b [16].

Analyza PLT obratu

U pacientd s trombocytopenif je di-
lezité védét, co zplsobuje nizky pocet
PLT, jelikoZz se zde uplatniuji zejména
dva mechanizmy - zvy3end dreriovd pro-
dukce se soucasnou zvy3enou destrukef
PLT v periferii, ¢i snizend d¥eriovd pro-
dukce. Analyzou retikulovanych trom-
bocytd (RP), nové vzniklych nezralych
PLT obsahujicich zbytkové mnozstvi
RNA, mlze byt zjisténa p¥icina trom-
bocytopenie. PfestoZe existuji postupy
umoznujici analyzu RP pomoci prito-
kového cytometru, je doporucovano vy-
uzivat pro tato stanoven{ automatizo-
vany hematologicky analyzdtor, ktery
pracuje objektivné a hlavné stdle stejné
[17,18]. U silnych trombocytopenif, kdy
automatické analyzdtory mohou nad-
hodnocovat pocet PLT, Ize pro pfesnou
analyzu vyuZzit FC detekci za poutZiti spe-
cifické monoklonalni protilatky a kalib-
racnich fluorescencnich partikuli [19].

Zavér
Trombocyty jsou stéle v ohnisku zajmu
zejména pii studiu procesti zodpovéd-
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nych za poruchy hemostdzy. Vhodné
zvolené metody a postupy mohou nejen
usnadnit jejich analyzu, ale zejména
vést k validnim vysledkiim dale uplatni-
telnym na klinické ¢i vyzkumné drovni.
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