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Standardizované postupy pro analyzu krevnich destic¢ek
metodou prutokové cytometrie ve vztahu k riziku trombézy
a krvaceni

Marinov l., Luxova A., Tkacova V.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

SOUHRN

Pritokova cytometrie hraje vyznamnou roli v charakterizaci krevnich desticek a v analyze jejich funkci ve vztahu Kk riziku
trombdzy a krvaceni. V klinické praxi se uplatriuje v diagnostice vrozenych poruch funkce desticek, imunitnich a megakaryo-
cytarnich trombocytopenii, v analyze polymorfie systému lidskych trombocytarnich antigenti (HPA) ve vztahu k aloimunizaci,
neonatalni trombocytopenii, potransfuzni purpure nebo refrakternosti na trombocytarni pripravky. Klinicky vyznamna je
analyza aktivity cirkulujicich desti¢ek a stanoveni trombocytarnich mikrocastic u pacientt s tranzitorni ischemickou atakou,
akutnim koronarnim syndromem, kardiopulmonainim bypassem. V poslednich letech se pritokova cytometrie uplatriuje
Uspesné v méfeni Ucinnosti antiagregacni IéCby inhibitory receptoru P2Y., a antagonisty komplexu lib/llla. Relativnim nedo-
statkem bézné pouzivanych metod je nedostatecna standardizace a reprodukovatelnost. Cilem této prace je poskytnout
prehled soucasnych moznosti vySetfeni krevnich desti¢ek a jejich funkei metodou pritokové cytometrie v kontextu zavede-
nych standardnich postupl na nasem pracovisti.
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SUMMARY

Marinov l., Luxova A., Tkac¢ova V: Standardized techniques for platelet analysis by flow cytometry in relation to
the risk of bleeding and thrombosis

Flow cytometry is a significant tool for platelet characterization and functional analysis in relation to the risk of bleeding and
thrombosis. In clinical practice it is useful for the diagnosis of inherited platelet disorders, immune and megakaryocytic
thrombocytopenias, for platelet HPA-1 polymorphism analysis in association with alloimmunization, neonatal alloimmune
thrombocytopenia, post-transfusion purpura or refractoriness to platelet infusion. The analysis of platelet reactivity and
platelet microparticles in patients with transitory ischemic attack, acute coronary syndrome or cardiopulmonary bypass is
clinically significant. In recent years, flow cytometry plays an increasing role in monitoring of antiplatelet therapy with P2Y,
receptor inhibitors and llb/llla antagonists. Relative limitation of the majority of methods in use is poor standardization and
reproducibility. The aim of this work is to review the potential role of flow cytometry analysis of platelets and their function in

the context of the standardized techniques adopted in our laboratory.

Key words: platelets, flow cytometry, standardization.

Uvod

Vybér optimalni metodiky pro analyzu funkce desti-
Cek se odviji od UCelu vySetreni (tab. 1.). Krvacivost je
jediny fyziologicky test in vivo, je vSak nespecificky, ma
nizkou citlivost a subjektivni interpretaci. VySetfeni op-
tickou nebo impedancni agregometrii umozniuje analy-
zu aktivity krevnich destiCek a monitorovani ucinnosti
léCby kyselinou acetylsalicylovou (ASA), antagonisty
receptoru P2Y, a inhibitory komplexu llo/llla 1, 2]. Ne-
vyhoda metody je nezbytnost okamzitého zpracovani
materidlu k vySetfeni, nutnost velkého vzorku plazmy,
Casova narocnost a kolisava reprodukovatelnost. Verify
Now je rychly, jednoduchy agregacni test ze skupiny
POCT (point of care testing), ktery umoznuje monito-
rovani antiagregacni terapie u pacient(l podstupujicich
perkutanni koronarni intervenci [3]. Trombelastogra-
fie je metoda, kterd pomérné specificky hodnoti po-
dil krevnich destiCek na vzniku krevni srazeniny a tim
umoZznuje sledovani ucinnosti antiagregacni 1éCby [4].
Vlyznam stanoveni Tromboxanu B2 v séru a 11-dehyd-
ro-tromboxanu B2 v moci je spojeny s monitorovanim

terapie kyselinou acetylsalicylovou. Nevyhodou v3ak je
existence jinych zdrojd tromboxanu B2 kromé desticek
a nutnost korelovat koncentraci 11-dehydro-trombo-
xanu B2 s aktualni hodnotou kreatininu [1, 5].

Krevni desticky jsou metodou pritokové cytometrie
snadno identifikovatelné, vySetfeni se provadi z mini-
malniho mnozstvi celkové krve (fyziologické prostredi)
— je rychlé, umoznuje analyzu jak jednotlivych Castic,
tak i identifikaci a kvantifikaci jednotlivych subpopulaci.
Oproti ostatnim vySetfovacim metodikam ma lepSi re-
produkovatelnost [1].

Diagnostika hereditarni poruchy funkce
destic¢ek kvantitativni pratokovou
cytometrii

Kvantifikace fluorescence metodou pritokové cyto-
metrie znamena vyhodnoceni svételné intenzity z vazby
antigen-fluorochromem zna&ené monoklonalni protilat-
ky v absolutnich jednotkach. Kvantifikace fluorescence
se provadi srovnanim fluorescenéniho signalu s fluo-
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Table 1. Methods for platelet activity analysis

Method Principle

Clinical significance

Light transmittance aggregometry

Optical analysis of platelet aggregation
in platelet rich plasma after stimulation
with different agonists

Monitoring of antiplatelet therapy and
clinical outcome

Impedance aggregometry

Impedance analysis of platelet aggre-
gation in whole blood after stimulation
with different agonists

Monitoring of antiplatelet therapy and
clinical outcome

Thrombelastogram (TEG)

Analysis of platelet — fibrin clot formation
and clot lysis in whole blood

Monitoring of antiplatelet therapy and
clinical outcome

Flow cytometry

Analysis of P-selectin expression
Analysis of activated llb/llla expression
Analysis of gp 53/CD63 expression
Analysis of gp [V/CD36 expression
Analysis of Ib/IX/V expression

Analysis of platelet microparticles
Analysis of VASP phosphorylation

Monitoring of antiplatelet therapy and
clinical outcome

Immunoassay

xane B2

Analysis of serum thromboxane B2
Analysis of urine 11 dehydro-trombo-

Analysis of serum soluble CD40 ligand
Analysis of serum gp V

Monitoring of antiplatelet therapy

rescenci externiho standardu pro pfimou fluorescenci
(Quantibrite-BD Biosciences, Quantum simply cellu-
lar — Bangs Laboratories Inc.), nepfimou fluorescenci
(Qifikit-Dako, Cellquant — Biocytex) nebo pro pfimou
a nepfimou fluorescenci (Quantum Beads — Bangs
Laboratories Inc.). Z prdmémé fluorescenéni intenzity
(MFI) jednotlivych populaci standardnich kuli¢ek a na
bazi pfedem definovaného mnozstvi na kulickach na-
vazanych protilatek molekul imunoglobulinu nebo mo-
lekul fluorochromu se pripravuje standardni kfivka, ze
které Ize interpolovat mnozstvi na bunkach navazanych
protilatek odpovidajici konkrétni MFI (obr. 1).

Calibration beads
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Fig. 1. Calibration curve is prepared by determining the mean
fluorescence intensity values (MFI) of calibration standards
with precisely defined amounts of bound antibodies, immu-
noglobulin or fluorochrome molecules

From the standard curve we interpolate the amount of anti-
bodies bound to cells with corresponding MFI.

Glanzmannova trombastenie, Bernardlv-Soulie-
rdv syndrom a syndrom Sedych destidek jsou vrozené
poruchy funkce krevnich desticek, které se vyznacujf
CasteCnym nebo kompletnim deficitem glykoprotein(
lIb/llla, b/IX/V nebo P-selektinu (tab. 2). Klinicky se
projevuiji krvacenim [6]. Kvalitativni vySetfeni zminénych
glykoproteind ma orientacni vyznam. Kvantifikace an-
tigenni exprese v absolutnich jednotkach sABC (spe-
cific antibody binding capacity) je pro diagnostiku me-

todou volby, navic umoZznuje stanoveni homozygotni
nebo heterozygotni formy onemocnéni. V tabulkach 3
a 4 jsou uvedené hodnoty destickovych glykoproteint
u normalnich darcl a pacientd s Glanzmannovou trom-
bastenii, stanovené standardizovanou soupravou PLT
Gp/Receptor (Biocytex, Francie).

Table 2. Hereditary platelet disorders

Name Defect Target marker
for diagnosis

Glanzmann Gp llb/llla Gp llb (CD41)

thrombastenia (CD41/CD61)

Syndrome Gp Ib/IX/V Gplba (CD42b)

Bernard Soulier (VWF receptor)

Grey platelet P-Selectin GMP 140

syndrome (CD62P) (CD62P)

Table 3. Normal values of platelet glycoproteins in absolute
sABC (specific antibody binding capacity) units determined
with the standardized PLT Gp/Receptors kit (Biocytex,

France)

Basal state After activation
with TRAP
GMP 140 <1000 > 1000
(CDB2P)
Gpllb (CD41) 51000 + 14000 85000 + 27000
Gplba (CD42b) 38000 + 11000 19000 + 10000

Diagnostika imunitnich trombocytopenii
semikvantitativni pritokovou cytometrii

Trombocytopenie vznika na zékladé poruchy me-

gakaryopoézy, zvySené destrukce, konzumpce nebo
ztraty krevnich desti¢ek. Imunitni trombocytopenie

10
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Table 4. Typical findings in homozygous and heterozygous forms of Glanzmann thrombastenia determined with

the standardized PLT Gp/Receptors kit (Biocytex, France)

Basal state After activation with TRAP
Homozygous form GMP 140 (CD62P) <1000 6000
Gp llb (CD41) 1300 2000
Gp b (CD42b) 41000 32000
Heterozygous form GMP 140 (CD62P) <1000 11600
Gp llb (CD41) 28000 51000
Gp Ib (CD42b) 40000 33000

vznika néasledkem zvySené sekvestrace a destruk-
ce destiCek v retikulo-endotelidinim systému (RES)
v disledku produkce protidestickovych protilatek,
vétSinou typu IgG, namifenych proti membranovym
glykoproteinm gp llb/lll nebo gp 1b/IX [7]. Desticky
S navazanymi protildatkami jsou odstranény z cirkula-
ce fagocytdzou nebo komplementem indukovanou
lyzou. Diagnostika imunitnich trombocytopenii spo-
Civa v detekci a kvantifikaci na destickach vazanych
imunoglobulind prdtokovou cytometrii (tab. 5). Obra-
zek 2 zndzornuje viastni vysledky potvrzujici statisticky
vyznamné rozdily v hodnotach celkovych imunoglo-
bulind vazanych na destickach u pacientd s imunitni
trombocytopenii (N = 20) oproti normalim (n = 15)
za pouziti standardizované soupravy Thrombocytest
Immune (Glycotope, Némecko) a dvouvybérového
t-testu (GraphPad Prism 4).

Table 5. Values of platelet associated immunoglobulins in
healthy donors expressed as mean fluorescence intensity
(MFI). Analysis was performed with the standardized Throm-
bocytest Immune kit (Glycotope, Germany)

95% range Median
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Fig. 2. Statistically significant differences in whole amounts of
platelet associated immunoglobulins (IgM, IgA, IgG) expres-
sed as mean fluorescence intensity (MFI) in patients with im-
mune thrombocytopenia compared to healthy donors
Analysis was performed with the standardized Thrombocy-
test Immune kit (Glycotope, Germany) and the unpaired t-test
(GraphPad Prism 4).

Diagnostika megakaryocytarnich
trombocytopenii pratokovou cytometrii

Retikulované desticky predstavuji frakci krevnich
desticek Cerstvé vyplavenych do cirkulace, charakterizo-
vanych zbytkovym mnozstvim ribonukleové kyseliny [9].
Jejich vztah k megakaryopoéze je analogicky vztahu re-
tikulocytl k erytropoéze, pricemz mérenim poctu retiku-
lovanych desti¢ek Ize monitorovat celkovy trombocytarni
obrat (obr. 3). Analyzou retikulovanych desti¢ek prdito-
kovou cytometrii odliSuieme poruchy megakaryopoézy
(aplasticka anémie, myelodysplasticky syndrom, akutni
leukémie) od trombocytopenii ze zvySené destrukce,
konzumpce nebo ztraty krevnich desti¢ek (tromboticka
trombocytopenicka purpura, trombocytopenie pfi sepsi,
diseminovana intravaskularmni koagulopatie, Kasabah-
-MerritGv syndrom, hypersplenismus) nebo sekundarmich
imunitné podminénych trombocytopenii (kolagendzy,
systémovy lupus erythematodes, antifosfolipidovy syn-
drom, autoimunitni lymfoproliferativni syndrom, chronic-
ka lymfaticka leukémie, virové infekce).

Obrazek 4 znazorfiuje statisticky vyznamné rozdily
v hodnotach retikulovanych desti¢ek u pacient s imu-
nitni trombocytopenii a aplastickou anémii oproti zdra-
vym darclim — stanoveno standardizovanou soupravou
Thrombocytest Plus (Glycotope, Némecko) a jedno-
stupnovou ANOVA (GraphPad Prism 4).

platelets reticulated platelets
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Fig. 3. Reticulated platelets are identified following incubation

of platelets (A) with fluorescent dye binding to residual platelet
RNA (B)

Stanoveni absolutniho po¢tu krevnich
destic¢ek pratokovou cytometrii

Od skute¢né trombocytopenie je nutno odliso-
vat nepravou (pseudo-) trombocytopenii, kterd mize
vzniknout z dlvodu shlukovani krevnich desti¢ek pri
odbéru do EDTA, chladové aglutinace destiCek, ale
také z ddvodu nespravného secteni hematologickym
analyzatorem, ktery asto zarazuje trombocytarni shlu-
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Fig. 4. Statistically significant differences in reticulated pla-
telets (% of whole platelet count) in patients with aplastic
anemia and immune thrombocytopenia compared to healthy
donors

Analysis was performed with the standardized Thrombocy-
test Plus kit (Glycotope, Germany) and the one-way ANOVA
test (GraphPad Prism 4).

ky k malym lymfocytlm. Referenéni metodou na stano-
veni poCtu krevnich destiCek je metoda imunologicka
[10], ktera spociva v identifikaci krevnich destiCek na
zékladé exprese trombocytarnich znakli CD41/CD61
s naslednym stanovenim absolutniho poctu destiCek
ve vztahu k poctu erytrocytl ziskanych z hematologic-
kého analyzatoru (obr. 5).
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Fig. 5. RBC/PLT ratio is defined according the formula:
RBC/PLT = b + c/a + ¢ (b: red blood cell events, a: platelet
events, c: coincidence events)

Absolute platelet count is determined dividing the number
of erythrocytes from the hematological analyser by the
RBC/PLT ratio.

Stanoveni aktivity krevnich desti¢ek
pratokovou cytometrii

Trombocytarni hyperreaktivita (zvySené procento cir-
kulujicich aktivovanych desticek) i hyporeaktivita hraji diile-
Zitou patogenetickou roli v fadé klinickych stavi: nestabil-
ni stenokardie, akutni infarkt myokardu, kardiopulmonalni
bypass, tranzitoni ischemicka ataka, diabetes mellitus,
hyperlipoproteinémie, centralni mozkova prihoda, stres,
koureni, intraventrikulari krvaceni u nedonosenych no-
vorozencl [11]. Prdtokovou cytometrii Ize monitorovat
aktivaCni stav destiCek in vivo nebo nepfimo hodnotit
schopnost destiCek aktivovat se in vitro po pridani trom-
bocytarnich agonistt (thrombin/glycyl-L-propyl-L-arginyl-
-L-proline, ADP, TRAP-6 nebo ionomycin). ZvySena od-
poved po stimulaci (priming) poukazuje na nizkou in vivo
preaktivaci. V Klinické praxi hodnotime prevazné aktivaéni
stav desti¢ek in vivo. VySetreni provadime ihned po odbé-
ru nebo po fixaci krevnich desti¢ek pfislusnym cinidiem.

Stanoveni reaktivity krevnich desti¢ek
analyzou exprese povrchovych
aktivaénich markert

Aktivacni stav krevnich desti¢ek stanovujeme expre-
si membranovych struktur souvisejicich s aktivaci desti-
Cek [12, 13]. V praxi stanovujeme expresi aktivovaného
komplexu gp llb/llla (PAC1), P-selektinu (CD62P), gp
53 (CD63), méne Casto zvySenou expresi gp IV (CD36)
nebo snizenou expresi komplexu Ib/IX/V (CD42). Vaz-
bu fluorochromem zna&ené monoklonalni protilatky na
cilovy glykoprotein vyjadfujeme kvalitativné (procento
pozitivnich destiek oproti negativné kontrole) nebo
semikvantitativng (prdmérna fluorescendéni intenzita).
Casto se setkavame se slabou, obtiZzné prokazatelnou
fluorescencni intenzitou, proto analyzu v nasi laboratofi
provadime prevazné kvantitativng, kdy intenzitu expre-
se jednotlivych marker( hodnotime v absolutnich ar-
bitrarnich jednotkéach ABC (antibody binding capacity)
nebo MESF (Molecules Equivalent Soluble Fluorochro-
me) za pouziti standardniho kalibratoru (PLT Calibrator,
Biocytex, Francie).

Stanoveni aktivity krevnich desti¢ek
analyzou procesu intracytoplazmatické
signalizace

VASP (Vasodilator Stimulated Phosphoprotein) je
intracelularni protein, jehoz fosforylace pfi inhibici krev-
nich desticek je regulovana kaskadou cyklické adeno-
sinmonofosfatazy (CAMP). Prostaglandin E1 (PGE1)
kaskadu aktivuje, zatimco adenosindifosfat (ADP) kas-
kadu via P2Y12 receptoru inhibuje (obr. 6). Fosforylace
VASP koreluje s inhibici P2Y12 receptoru a tim zpUso-

PGE-1 PGE-1+ADP

i

MFI-670

control

E
2 MFI-150

16C2

Fig. 6. Platelets are incubated with PGE1 alone (A) and
PGE1+ADP (B)

Following permeabilisation, VASP phosphorylation (VASP-P) is
detected by indirect fluorescence using the monoclonal an-
tibody 16C2. Platelet reactivity index (PRI) calculated accor-
ding the formula: PRI = [(MFIc .., — MFIC oo yon/MFIC oo, ]
x 100 defines the capacity of ADP to block VASP phospho-
rylation (MFlc POEN = MFI( — MFI (control), MFlc (
MFI, ,— MFI,

PGE1) PGE1+ADP)

PGE1+ADP) controly *
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bem umozniuje ex vivo monitorovani ucinnosti antago-
nist ADP receptoru [14,15]. Nase vysledky potvrzuiji
vyznamnou individualni variabilitu odpovédi na terapii
thienopyridiny (obr. 7), vétsi riziko vzniku trombotickych
komplikaci u pacientl s horsi ,laboratorni odpovédi
(rezistence) na clopidogrel a ucelnost laboratorniho sle-
dovani u¢innosti antiagregacni 1éCby [16, 17].

90+
80+
70+
60+
504
404
304
204
10+

0 T T

platelet reactivity index

effect of 600 mg clopidogrel

Fig. 7. Individual variability of platelet reactivity index (PRI)
following 600 mg clopidogrel loading dose, defined by the
standardized PLT VASP/P2Y12 kit (Biocytex, France)

Stanoveni reaktivity krevnich desti¢ek
prutokovou cytometrii stanovenim
volnych vazebnych mist komplexu

gp lib/llla

Chiméricky Fab fragment monoklondlni protilatky
7E3 (antagonista komplexu gp llIb/llla) je Klinicky vy-
znamnou latkou s antiagregacnim uc¢inkem. Po aplikaci
se protildtka vaze na receptory gp llb/llla. Detekef ,vol-
nych vazebnych mist* komplexu gp llb/llla za pouzit
fluorochromem znacené monoklondlni protilatky 7E3
(snizena nebo nepfitomna fluorescence) Ize monitoro-
vat ucinnost léCby gp llb/llla antagonisty (Abciximab/
ReoPro) [19, 20].

Analyza HPA-1 polymorfie metodou
pritokové cytometrie

Polymorfie systému lidskych trombocytarnich an-
tigend (HPA) je Castou pri¢inou aloimunizace, ktera
se v praxi projevuje fetomaternalni a/nebo neonatalni
trombocytopenii, potransfuzni purpurou (PTP) nebo
refrakternosti na trombocytarni pripravky. HPA-1 je
polymorfni aloantigenni epitop v ramci komplexu gp
llb/llla, ktery ma dvé izoformy: HPA-1a a HPA-1b.
HPA-1a je nejCastéjSi pricinou klinickych komplikaci
a vznika disledkem mutace 176T > C genu ITGB3,
ktera vede k modifikaci gp llla. Kromé klasické PCR
genotypizace, ktera je finanéné a Casové narocna, Ize
metodou prdtokové cytometrie definovat tfi genotypy:
HPA-1a/1a (PLA/AY), HPA-1a/1b (PLA/A2) a HPA-1b/1b
(PLA2/%?), Kromé zminénych patologickych stavi se ge-
notyp HPA-1b/1b vyskytuje Castéji u pacient’ s koro-
narnim syndromem, paroxysmalni no¢ni hemoglobinuri
a trombofilii.

Stanoveni trombocytarnich mikroéastic

Trombocytarni mikro&astice jsou produkty trombo-
cytarni membrany a vznikaji po aktivaci krevnich des-
tiCek. Na svém povrchu exprimuiji specifické trombo-
cytarni glykoproteiny (CD41, CD42, CD61). Zmnozeni
trombocytarnich mikroCastic zaznamenavame u idio-
patické trombocytopenické purpury, tranzitorni ische-
mické ataky, akutniho koronarniho syndromu a u pa-
cient( s kardiopulmonalnim bypassem. Klinicky vyznam
vySetieni pritokovou cytometrii spodiva v hodnoceni
potencialnich trombotickych komplikaci vzhledem k je-
jich prokoagulacni aktivité (hyperkoagulaéni stav).

Velikostné jsou mikroCastice na hranici citlivosti vét-
Siny pritokovych cytometrll, coz zna¢né ztéZuje ana-
lyzu a standardizaci metodiky. V posledni dobé se ob-
jevuji fluorochromem znaCené externi standardy, které
umoZnuiji spravnou kalibraci pristrojt k méreni ¢astic
o velikosti 0,5-1,0 pm.

Zaveér

VySetfeni krevnich destiek a jejich funkce ma dia-
gnosticky, patogeneticky a prognosticky vyznam pro
fadu patologickych stav v hematologii, transfuzni me-
dicing, neurologii, kardiologii, kardiochirurgii a jinych kli-
nickych oborech. Analyza metodou prdtokové cytome-
trie ma oproti bézné pouzivanym metodikam nesporné
vyhody: provadi se z malého mnoZzstvi celkové krve,
je rychla, umoznuje analyzu nizkych poctd krevnich
desti¢ek nebo jednotlivé destiCky, ma kvantitativni cha-
rakter. Hlavni vyhodou je v3ak lepsi reprodukovatelnost
a standardizace, coz umoznilo vznik Sirokého spektra
standardizovanych diagnostickych postupt.
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