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Streszczenie

Zaburzenia funkcji plytek krwi (PFD) to rzadko wystepujgca, a zarazem heterogenna grupa
chorob nalezgcych do skaz krwotocznych. Kompleksowa diagnostyka nieprawidlowej funkcji
plytek krwi (PLT), tzw. trombocytopatii — wymaga zastosowania specjalistycznych badan. Zio-
tym standardem diagnostyki PFD jest agregometria optyczna oparta na pomiarze swiatla wi-
dzialnego (LTA). Do probki badanego osocza bagatoplytkowego dodawany jest w odpowiednim
stezeniu okveslony agonista agregacji PLT (ADE kwas arachidonowy, kolagen, rystocetyna,
epinefryna). Na skutek interakcyi z agonistq dochodzi do aktywacyi i nastepczej agregacyi plytek
krwi. Powstawaniu agregatow plytkowych towarzyszy proporcjonalny wzrost przepuszczalnosci
swiatla. W pracy przedstawiono zasade metody LTA wraz z omowieniem podstawowego pa-
nelu agonistow agregacyi plytek krwi. Ponadto scharakteryzowano mocne strony metody LTA
1 ograniczenia oraz porownano jq z pozostalymi alternatywnymi metodami diagnostyki PFD.

Stowa kluczowe: ptytki krwi; trombocytopatie; agonista; diagnostyka laboratoryjna;

agregometria optyczna; LTA

Wstep

Nieprawidlowosci dotyczace ptytek krwi (PLT,
platelets) obejmujg zarowno zaburzenia ilo§ciowe,
jak i nieco rzadziej wystepujace zaburzenia pelnio-
nej przez PLT funkcji w hemostazie. Trombocyto-
patie to grupa skaz krwotocznych, ktorych przy-
czyng sg wrodzone lub nabyte defekty ptytek krwi
uposledzajace ich czynno§¢ w procesie krzepniecia
krwi. Wrodzone trombocytopatie moga wynikaé
zardwno z nieprawidiowo§ci strukturalnych ptytek
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krwi dotyczacych ziarnisto$ci ptytkowych oraz
receptordw i fosfolipidow blonowych, jak i z niepra-
widlowej aktywacji PLT na skutek niewlaSciwego
przekazywania sygnatu. Jednak znacznie czeSciej
s rozpoznawane trombocytopatie nabyte, ktore sg
wynikiem stosowania niektorych lekow oraz towa-
rzysza innym przewleklym stanom chorobowym
(np. nowotworom mieloproliferacyjnym, marskosci
watroby itp.). Prawidiowe rozpoznanie wrodzonych
trombocytopatii nierzadko bywa problematyczne
ze wzgledu na znaczng zlozono$¢ defektow plytko-
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wych. Dodatkowo diagnostyka tej grupy schorzen
czesto wiaze sie z koniecznoS$cig przeprowadzenia
szeregu skomplikowanych badan laboratoryjnych,
czesto trudno dostepnych i dostarczajacych niejed-
noznacznych informacji [1].

Kompleksowa diagnostyka trombocytopatii
— nieprawidlowej funkcji trombocytow, wymaga
zastosowania specjalistycznych badan. Panel wy-
korzystywanych badan laboratoryjnych (zaleznie
od ich dostepnosci) obejmuje: ocene mikroskopowa
rozmazu krwi obwodowej, pomiar czasu okluzji
(CT, closure time) w analizatorze do badania funkcji
plytek krwi (PFA-100/200, platelet function ana-
lyser), analize stopnia agregacji PLT w obecnoS$ci
czynnikow agregujacych, pomiar stezenia bialek
wewnatrzplytkowych i ich metabolitow, cytometrie
przeplywowa oceniajaca biatka (glikoproteiny) na
powierzchni plytek krwi, a takze coraz czeSciej
wykonywane badania genetyczne [1].

Wsrod tych specjalistycznych badan najczes-
ciej wykorzystywane sg tak zwane testy agregacji
plytek krwi, ktore s3 zaliczane do swoistych testow
hemostazy pierwotnej. Najpowszechniej stosowang
metoda prowadzenia testéw agregacji PLT, a za-
razem zlotym standardem diagnostyki zaburzen
funkcji plytek krwi (PFD, platelets function disor-
der) jest agregometria optyczna oparta na pomiarze
transmisji $wiatla widzialnego (LTA, light trans-
mission aggregomeltry). Po raz pierwszy metoda ta
zostala opisana przez Borna i O’Briena okoto 50 lat
temu, a do dzi$ jest uznanym narzedziem diagno-
stycznym dysfunkcji plytek krwi (wrodzonych oraz
nabytych) w wielu specjalistycznych laboratoriach
hemostazy [2, 3].

Zasada metody
transmisji Swiatla widzialnego

Ogoblny mechanizm dzialania metody LTA opie-
ra sie na pomiarze zmian Swiatla przechodzacego
(tzw. transmitancji, T) przez dwie kuwety pomia-
rowe, z ktorych jedna zawiera autologiczne osocze
ubogoplytkowe (PPP, platelet-poor plasma) peiniace
role wzorca (100% przepuszczalno$ci Swiatla).
W drugiej kuwecie natomiast znajduje sie analizo-
wana probka osocza bogatoptytkowego (PRP, pla-
telet-rich plasma), do ktorej dodawany jest agonista
(aktywator) plytek krwi w odpowiednim stezeniu
(w objetosci nie wiekszej niz 10% objetoSci badanej
probki osocza). Obserwowana agregacja (tworzenie
agregatow) plytek krwi wynika z oddzialywania
dodanego do PRP agonisty z wlaSciwym, charakte-
rystycznym dla danego zwigzku powierzchniowym
receptorem bionowym (GP, glikoproteing) PLT [4].

W czasie agregacji wewnatrz plytek krwi zachodzi
szereg zmian zarowno biochemicznych, jak i struk-
turalnych na skutek pobudzenia r6znych szlakow
sygnalowych powiazanych z danym receptorem.
Ostatecznie, niezaleznie od mechanizmu dzialania
agonisty, dochodzi do aktywacji receptora dla fibry-
nogenu (glikoproteina — GPIIb/IIIa), co powoduje
wigzanie przez fibrynogen plytek krwi w sieé.
Polaczone ze soba wzajemnie plytki krwi tworza
widoczne w osoczu bogatoplytkowym agregaty
plytkowe (ryc. 1). Minimalny czas potrzebny do
utworzenia agregatow wynosi okolo 3 minuty. Ze
wzgledu na wieloetapowo§¢ tego procesu, czas ten
ulega wydtuzeniu do 5 minut, a takze w niektorych
przypadkach do maksymalnie 10 minut. W czasie
testu musza zostac zapewnione okre§lone warunki
badania poprzez doprowadzenie badanej probki
osocza cytrynianowego do temperatury 37°C oraz
zapewnienie stalych warunkow mieszania osocza
(umieszczenie mieszadelka magnetycznego). Ma
to na celu stworzenie odpowiednego Srodowiska
dla ptytek krwi, czyli mozliwie najbardziej zbli-
zonego do warunkow panujacych w naczyniach
krwiono$nych [5]. Badanie przeprowadzane jest
W sposoOb polautomatyczny na agregometrach (np.
Chrono-log Corporation), badz tez w pelni zauto-
matyzowanych analizatorach koagulologicznych
(np. Atellica COAG 360, Sysmex serii CS, Siemens
Healthneers).

Krzywa agregacji ptytek krwi

Powstawaniu agregatow plytkowych towarzy-
szy wzrost przepuszczalno$ci Swiatla, ktory jest
wynikiem zmniejszenia iloSci czasteczek zdolnych
do jego rozproszenia [1]. Zarejestrowany przez
detektor sygnal wyjSciowy jest proporcjonalny do
stale mierzonej roznicy przepuszczalno$ci Swiatla
miedzy analizowang a wzorcowg probka. Nastepnie,
sygnal ten wyrazany jest jako ,procent agregacji
[%]” PLT, co przedstawia krzywa zalezno$ci inten-
sywnos$ci agregacji od czasu prowadzonej reakcji
(ryc. 2). Warto$ci referencyjne zwykle zawieraja
sie w przedziale 60-90% [7]. Krzywa agregacji
jest zatem graficzna ilustracjg tempa tworzenia
1,jakoSci” agregatow plytkowych.

Na skutek interakcji z agonistg dochodzi do
zmiany ksztaltu PLT, co obserwuje sie w postaci
niewielkiego piku na krzywej agregacji. Jezeli
bodziec pobudzajacy nie jest wystarczajaco silny
lub dochodzi do hamowania procesu agregacji na
skutek obecno$ci lekow przeciwplytkowych, plyt-
ki krwi ulegaja dezagregacji. Stezenie progowe
danego agonisty wywoluje zmiane ksztattu PLT
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Rycina 1. Ogdlna zasada metody transmisji $wiatfa widzialnego (opis w tekscie) [6]; PLT (p/atelets) — ptytki krwi, PRP (p/atelet-

-rich plasma) — osocze bogatoptytkowe

Faza spoczynkowa

10%
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0% Zmiana ksztattu PLT
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Wtérna agregacja

Rycina 2. Schemat krzywej agregacji (opis w tekscie) [8]; PLT (p/atelets) — ptytki krwi

z dyskoidalnej na kulistg z obecnymi pseudopodia-
mi, czego wynikiem jest poczatkowe zmniejszenie
przepuszczalnoSci $wiatla. Dalsze oddzialywanie
agonisty na PLT powoduje, ze zaczynaja one do
siebie przylegad i tworzyé agregaty, w zwiazku
z czym wiecej Swiatla przechodzi przez probke
osocza bogatoplytkowego (agregacja pierwotna).
Gdy bodziec pobudzajacy PLT jest wystarczajaco

silny, dochodzi do uwolnienia zawarto$ci ziarnisto-
§ci PLT (odksztalcenie krzywej), czego wynikiem
jest wzmocnienie pierwotnej agregacji (agregacja
wtorna). W przypadku niektorych silnych agoni-
stow (np. kwas arachidonowy, trombina, kolagen)
odksztalcenie na krzywej nie jest odpowiednio
widoczne, w zwigzku z czym uzyskiwana jest tylko
jedna faza agregacji [8].
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Tabela 1. Optymalne wartosci stezen w zaleznosci od zastosowanego agonisty agregacji ptytek krwi [11]

Agonista agregacji ptytek krwi

Stezenie optymalne

Zakres stezen Receptor ptytkowy

Adenozynodifosforan 2-2,5uM 0,2-20 uM P2Y1, P2Y12
Kwas arachidonowy 1 mM 0,2-2,0 mM TXA2
Kolagen 1-2 ug/ml 1,0-5,0 ug/ml GPVI
Rystocetyna 1,2 mg/ml 1,0-1,5 mg/ml GPIb

0,5 mg/ml 0,5-0,7 mg/ml
Epinefryna 5uM 0,5-10 uM a2A
Agonisci panelu rozszerzonego
Peptyd aktywujacy receptor trombiny 10 uM 10-100 uM TXA2
uU46619 1uM 1-5uM PAR-1
Peptyd zwigzany z kolagenem 10 ng/ml 10-1000 ng/ml GPVI

AgoniSci agregacji plytek krwi

W warunkach fizjologicznych, aby doszlo do
aktywacji i nastepczej adhezji oraz agregacji plytek
krwi, niezbedny jest kolagen oraz czynnik von Wil-
lebranda (VWE, von Willebrand factor), natomiast
w warunkach i vitro w tym celu mozna zastosowac
szereg zwigzkow wspolnie okre§lanych mianem
agonistoOw agregacji plytek krwi. Panel najczes-
ciej stosowanych w diagnostyce PFD agonistow
agregacji PLT obejmuje piec zwiazkow: adenozy-
nodifosforan (ADP, adenosine diphosphate), kwas
arachidonowy (AA, arachidonic acid), kolagen,
rystocetyne, a takze epinefryne [9]. Kazdy z nich
charakteryzuje odmienny przebieg procesu agrega-
cji, tak zwany profil agregacji, co jest widoczne na
krzywej zaleznoSci agregacji od czasu. Niezaleznie
od wyzej wymienionych substancji, ktore stanowiag
podstawowy wyjSciowy panel agonistow, mozliwe
jest takze zastosowanie w okreSlonych przypad-
kach alternatywnych aktywatoréw wchodzacych
w skiad rozszerzonego panelu agonistow. Do tej
grupy zaliczamy miedzy innymi: peptyd aktywu-
jacy receptor trombiny (TRAP, thrombin receptor
activating peptide), sama trombine, tromboksan
A2 (TXA2), jego odpowiednik U46619 oraz peptyd
zwiazany z kolagenem (CRP, collagen related pepti-
de) [9]. Bardzo waznym aspektem przy wyborze
agonisty jest rOwniez ustalenie dla niego opty-
malnego stezenia dzialania (tab. 1), co pozwoli jak
najbardziej wyeliminowaé wplyw zmienno$ci osob-
niczej na uzyskany wynik badania. Nieprawidiowo
dobrane stezenie agonisty prowadzi do zmienno$ci
w intensywno$ci agregacji, co z kolei powoduje
powstawanie falszywych profili agregacji [10].

Ogromnag zaleta stosowania réznorodnej licz-
by agonistoéw jest diagnostyka zréznicowanych
etiologii PFD w jednym badaniu. Interpretacja
wynikow LTA powinna uwzglednia¢ profil agregacji
w odpowiedzi na pojedynczy aktywator, a ponadto
calo$ciowe spojrzenie na zastosowany panel agoni-
stow, gdyz wiele szlakow sygnatowych sprzezonych
z receptorami na powierzchni PLT jest ze sobg
wzajemnie powigzanych. Nieprawidlowa agregacja
plytek krwi w odpowiedzi na okreslonego agoniste
moze sugerowac specyficzne zaburzenia, co przed-
stawiono w tabeli 2.

Rystocetyna

Dawniej rystocetyna (Ris, 7istocetin) stuzyta
jako antybiotyk podawany na zakazenia wywolane
gronkowcami, natomiast obecnie wykorzystuje sie
jej zdolno$¢ in vitro do wywolywania aglutynacji
plytek krwi pod warunkiem obecno$ci w osoczu
multimeré6w VWE. Zatem rystocetyna stuzy do
diagnostyki niedoboru zaréwno VWE, jak i jego re-
ceptora — glikoproteiny GP Ib/IX/V. Agregacja pty-
tek krwi indukowana rystocetyna, czyli tak zwany
test RIPA (ristocetin-induced platelet aggregation)
polega na dodaniu rystocetyny do osocza bogato-
plytkowego standardowo w stezeniu 1,2 mg/ml.
Dodatkowo, w celu dokladniejszej diagnostyki
przeprowadza sie takze tak zwany test LD-RIPA
(low dose ristocetin-induced platelet aggregation),
w ktorym rystocetyna jest uzywana w nizszym
stezeniu — 0,5-0,7 mg/ml [13]. W przypadku os6b
zdrowych uzyskuje sie prawidlowa odpowiedZ na
wyzsze stezenie rystocetyny oraz brak agregacji
w odpowiedzi na jej niskie stezenie, natomiast
nadmierna agregacja po dodaniu rystocetyny w ste-
zeniu nizszym do PRP jest obserwowana w dwoch

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 129



Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 3

Tabela 2. Przyczyny nieprawidtowej odpowiedzi ptytek krwi w zaleznosci od zastosowanego agonisty [12]

Agonista
(panel podstawowy)

Przyczyny nieprawidtowej agregacji PLT

* Defekt receptora P2Y12

* Zespot szarych ptytek

¢ Trombastenia Glanzmana

Adenozynodifosforan

* Zespot mielodysplastyczny, ostra biataczka szpikowa

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

* Choroba puli magazynowej

* Niedobor COX-1

 Defekt receptora tromboksanu

* Trombastenia Glanzmana
 Defekt receptora P2Y12

* Choroba puli magazynowej
* Zespot mielodysplastyczny

Kwas arachidonowy

* Defekt receptora GPVI

» Defekt receptora P2Y12

Kolagen

* Choroba puli magazynowej

* Trombastenia Glanzmana

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

* Ptytkowy typ choroby von Willebranda

Rystocetyna

* Zespot Bernarda-Souliera

 Defekt receptora a2-adrenergicznego
* Skaza ptytkowa Quebec

* Trombastenia Glanzmana

Epinefryna

* Zespo6t mielodysplastyczny

* Choroba puli magazynowej

* Niedobor cytoplazmatycznej fosfolipazy A2

COX-1 (cyclooxygenase 1) — cyklooksygenaza-1

przypadkach, a mianowicie w przypadku choroby
von Willebranda (VWD, von Willebrand disease)
typu 2B oraz typu plytkowego (PT-VWD, platelet-
-type von Willebrand disease). Roznica miedzy tymi
jednostkami chorobowymi polega na tym, ze w ty-
pie 2B VWD defekt dotyczy samego czynnika von
Willebranda, w przeciwienstwie do PT-VWD, gdzie
nieprawidiowo$ci dotycza plytkowego receptora
GPIb, co powoduje zwiekszone powinowactwo PLT
do VWE. W diagnostyce réznicowej tych zaburzen
pomocne moze by¢ wykonanie testu polegajacego
na dodaniu do osocza badanego krioprecypitatu,
gdyz tylko w przypadku PT-VWD dojdzie do agrega-
cji PLT. Jezeli chodzi o pozostate typy VWD (typ 1,
2A, 2N, 2M), rutynowo przeprowadza sie test
z wyzszym stezeniem rystocetyny, a uzyskany
wynik moze by¢ zar6wno obnizony, jak i prawidlowy
[14]. Ponadto brak agregacji z rystocetyna lub obni-
zenie jej warto$ci jest charakterystycznym parame-
trem wrodzonego niedoboru kompleksu GP Ib/IX/V,
ktory jest przyczyna zespolu Bernarda-Souliera

130

(BSS, Bernard-Soulier syndrome). W przypadku
chorych na trombastenie Glanzmanna nie docho-
dzi do agregacji PLT pod wplywem rystocetyny,
natomiast zachowana jest prawidlowa agregacja
z pozostalymi agonistami.

Kolagen

Glownym receptorem na powierzchni plytek
krwi dla czasteczki kolagenu (Col, collagen) jest gli-
koproteina VI (GPVI). Izolowana upo$ledzona agre-
gacja (catkowity brak lub obnizona) wystepujaca
po dodaniu kolagenu w stezeniu 2 pg/ml do osocza
bogatoplytkowego wskazuje na nieprawidiowosci
dziatania osi kolagen—receptor ptytkowy GPVI. Sto-
pien agregacji pod wplywem kolagenu w przypadku
wrodzonego lub nabytego (autoimmunologicznego)
niedoboru GPVI zalezy od catkowitej liczby pozo-
stalych receptorow na powierzchni PLT. Mozna
rowniez rozszerzy¢ diagnostyke odpowiedzi PLT
na kolagen poprzez zastosowanie alternatywnych
agonistow nalezacych do panelu rozszerzonego,
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takich jak konwulksyna oraz CRP [4]. Dodatkowo,
brak hamowania procesu agregacji po dodaniu
do osocza PRP kolagenu w niskim stezeniu jest
rowniez wskaznikiem opornoSci laboratoryjnej na
kwas acetylosalicylowy.

Epinefryna

Aktywacja plytek krwi po dodaniu do osocza
bogatoptytkowego epinefryny (EPI, epinephrine)
w stezeniu 5-10 uM jest wynikiem oddzialywania
tej czasteczki na jej plytkowy receptor adrener-
giczny — o2A. Diagnostyka odpowiedzi PLT na
epinefryne bywa klopotliwa ze wzgledu na fakt,
ze czesto u os6b zdrowych obserwuje sie brak
agregacji po stymulacji PLT epinefryna, co wy-
nika ze zmienno§ci osobniczej liczby receptorow
plytkowych o2A [15]. Izolowany, nieprawidiowy
wynik agregacji PLT po stymulacji epinefryna nie
ma znaczenia klinicznego, jezeli nie towarzysza mu
inne nieprawidiowos$ci lub nie podejrzewa sie kon-
kretnej jednostki chorobowej. Przykladem takiego
schorzenia, w ktorym obserwuje sie nieprawidlowy
profil agregacji z epinefryna, jest skaza plytkowa
Quebec (QPD, Quebec platelet disorder).

Kwas arachidonowy

Dziatanie kwasu arachidonowego (AA, ara-
chidonic acid) na plytki krwi jest zwigzane z jego
przeksztalceniem przez cyklooksygenze 1 (COX-1)
do miedzy innymi tromboksanu A2 — zwigzku
nalezacego do grupy prostanoidow. To wiasnie ten
metabolit AA wykazuje dzialanie proagregacyjne
w wyniku aktywacji plytkowych receptorow TPa
1 TP (receptory sprzezone z biatkiem G). Dodat-
kowo, aktywacja plytek krwi poprzez stymulacje
niskimi stezeniami kolagenu czy ADP wigze sie
z uwolnieniem endogennego kwasu arachidono-
wego w wyniku dzialania enzymu — fosfolipazy
A, ktéry podlega metabolizmowi przez COX-1 do
TXA2. Inhibitorem tego szlaku przemian jest kwas
acetylosalicylowy, trwale hamujacy dziatanie en-
zymu COX-1 [16]. Nieodwracalno$¢ tego procesu
wynika z faktu, ze plytki krwi nie zawieraja jadra
komorkowego i nie s3 w stanie wytworzyé nowej,
poprawnie dzialajacej cyklooksygenazy-1. Poza
kwasem arachidonowym, ktéry wchodzi w skiad
podstawowego panelu agonistow agregacji PLT,
mozliwe jest takze zastosowanie innych alterna-
tywnych zwigzkow (U46619 lub STA2) w przypadku
trudnos$ci diagnostycznych. Brak agregacji pod
wplywem tych zwigzkow wskazuje na defekt TXA2,
natomiast prawidiowa agregacja przy braku odpo-
wiedzi plytek na sam kwas arachidonowy §wiadczy
o defekcie aspirynowym [1]. Uposledzona agregacja

po stymulacji kwasem arachidonowym moze by¢
zwiazana z zaburzeniem przeksztalcania AA do
TXA2. W tym wtasnie przypadku pomocne staje
sie zastosowanie agonistow panelu rozszerzonego.
Ponadto brak agregacji PLT moze by¢ wynikiem
mutacji w genie kodujacym receptor TPa.

Adenozynodifosforan

Adenozynodifosforan (ADP, adenosine dipho-
sphate) ADP jest naturalnym agonista agregacji
plytek krwi 1 aktywuje je poprzez oddzialywanie
ze swoistymi receptorami purynergicznymi —
P2Y, oraz P2Y,, [17]. Stymulacja plytek krwi za
pomocg ADP (poprzez receptor P2Y,) poczatkowo
prowadzi do wzrostu stezenia jonéw wapnia (Ca2*)
w cytoplazmie, czemu towarzyszy zahamowanie
czynnoSci cyklazy adenylowej (AC, adenylyl cyc-
lase). W zwiazku z powyzszym nie dochodzi do
syntezy inhibitora procesu agregacji — cyklicznego
monofosforanu adenozyny (cCAMP, cyclic-adenosine-
-mono-phosphate). Za wewnatrzkomorkowy wzrost
Ca2* wywotlany stymulacja ADP odpowiada akty-
wacja blonowych kanaléw wapniowych (ich role
pelni purynergiczny receptor P2X) i naptyw jonow
wapnia ze Srodowiska zewnetrznego do cytoplazmy
PLT. Jezeli chodzi o odbiegajace od normy wyniki
agregacji po stymulacji ADP, to moga one z jedne;j
strony wynika¢ z wrodzonych wad receptorow pu-
rynergicznych, a z drugiej — z zaburzen przekazy-
wania sygnalow wewnatrz plytek krwi. Ze wzgledu
na fakt, ze ADP jest magazynowany w ziarnisto$-
ciach gestych PLT, w wyniku ich aktywacji dochodzi
do uwolnienia zawarto§ci ziarnisto$ci (w tym ADP),
ktore wzmacniajg agregacje i powoduja powstanie
drugiej fazy krzywej agregacji. Zaburzenia szlaku
aktywacji PLT przez ADP powodujg zatem nie-
prawidiowa odpowiedz na pozostalych agonistow.

Mocne strony i ograniczenia
agregometrii optycznej

Agregometria optyczna stanowi uznane przez
specjalistow narzedzie diagnostyczne dysfunk-
cji plytek krwi. Wynika to gléwnie z mozliwo-
$ci stosowania zroéznicowanych grup agonistow
agregacji, stymulujacych odmienne mechanizmy
prowadzace do nieprawidliowej aktywacji PLT,
ktore moga zosta¢ wykryte w jednym badaniu.
Dodatkowo, oprocz diagnostyki PFD, metoda
LTA znalazla takze zastosowanie w monitorowa-
niu efektu leczenia przeciwplytkowego, niemniej
jednak wymaga to dalszych analiz, aby mogta by¢
zastosowana w innych celach niz naukowe (brak
dokladnej wspoizalezno§ci pomiedzy obrazem

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 131



Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 3

klinicznym a wynikami badan). Mimo ze metoda
LTA jest uznawana za zloty standard diagnostyki
PFD, posiada rowniez wiele ograniczen. Zasad-
nicza wada metody LTA jest brak odpowiedniej
standaryzacji procedury oraz trudno$ci w kontroli
jako$ci prowadzonych badan [18]. Ze wzgledu na
zlozono$¢ etapu przedanalitycznego metody LTA,
bardzo wazne jest prawidiowe przygotowanie
zaro6wno probek do badania, jak i samego pacjenta
[5]. Ujednolicenie warunkéw technicznych ma na
celu uzyskiwanie jak najbardziej powtarzalnych
1 wiarygodnych wynikow oraz eliminacje czynnikow
wplywajacych na aktywacje ptytek krwi. Kolejnym
istotnym ograniczeniem agregometrii optycznej
jest czasochtonno$¢ procedury, zwlaszcza jesli cho-
dzi o wlaSciwe przygotowanie probek osocza boga-
to- oraz ubogoptytkowego, lecz nalezy podkresli¢,
ze zautomatyzowanie tej metody w analizatorach
koagulologicznych znacznie usprawnia procedure
jej wykonania. Ponadto zaleca sie, aby probki krwi
oraz PRP odstaty do maksymalnie 30 minut przed
rozpoczeciem odpowiednio wirowania i badania
interakcji PLT z agonistg [19, 20]. Znacznie wy-
dluza to calo§¢ procedury badania LTA, przy czym
calkowity czas badania nie powinien przekraczaé
4 godzin (od momentu pobrania krwi) lub 2 godziny
(od momentu przygotowania osocza). Zbyt diugi
czas trwania badania LTA prowadzi do uzyskiwania
nieprawidlowych wynikow — falszywie zanizone;j
agregacji, co wynika ze spadku aktywnos$ci PLT
wraz z uplywem czasu. Do przeprowadzania bada-
nia LTA wymagana jest odpowiednia ilo§¢ osocza,
co wiaze sie z pobraniem znacznej iloSci krwi od
pacjenta (nawet 20-25 ml) [7]. Dodatkowo wyma-
gane sa Swieze probki krwi, bez Sladow hemolizy
czy lipemii [19]. Nie zawsze jest mozliwe uzyskanie
tak duzej iloSci probek krwi, zwtaszcza w przypadku
dzieci. Waznym aspektem metody LTA jest takze
ilo§¢ PLT w osoczu bogatoptytkowym. OkreSle-
nie liczby plytek krwi w probce PRP zaréwno
badanego pacjenta, jak i osocza prawidiowego jest
niezbednym elementem badania LTA 1 stanowi we-
wnetrzng kontrole warunkow testu. Nie zaleca sie
wykonywania badania agregacji PLT, gdy ich liczba
jest mniejsza niz 150 g/l. Wyklucza to mozliwo$¢
zastosowania metody LTA do diagnostyki dysfunk-
¢ji plytek krwi z towarzyszacg maloplytkowoScia.
Natomiast dyskusyjna pozostaje kwestia zbyt duzej
liczby PLT. Rozciehczanie PRP przy uzyciu auto-
logicznego PPP do pozadanych warto§ci stanowi
wewnetrzng kontrole warunkow testu. Standaryza-
cjaliczby PLT do pozadanych wartosci 200-300 g/1
moze powodowac nieprawidiowg odpowiedzZ plytek
krwi na zastosowanego agoniste 1 nie jest obecnie

zalecane. Jednak od lat standaryzowanie liczby ply-
tek krwi bylo powszechnie wykonywana procedura
podczas badania LTA [20, 21]. Diagnostyka PFD za
pomoca metody LTA wymaga rowniez wlaSciwego
przygotowania pacjenta do badania, tak aby wy-
eliminowaé wszystkie czynniki mogace wplywac
na aktywno§¢ ptytek krwi [19, 20]. Do czynnikow
tych zaliczamy: aktywno$¢ fizyczna, uzywki, leki
czy posilek, a takze rodzaj spozywanych pokarméw
lub stosowanych uzywek [22]. Uwaza sie, ze etap
przedanalityczny metody LTA jest najbardziej
podatny na btedy. Z zwigzku z powyzszym tylko
prawidiowe przygotowanie pacjenta do badania oraz
wlasciwe obchodzenie sie z pobranym materialem
pozwoli mozliwie maksymalnie wyeliminowac
wplyw zmiennych przedanalitycznych na otrzy-
many wynik badania LTA. Interpretacja wynikow
testow agregacji plytek krwi moze sprawiaé wiele
trudno$ci, dlatego niezbedne jest do$wiadczenie
osoby analizujacej krzywe agregacyjne [7].

Pozostale metody diagnostyki
dysfunkcji plytek krwi

Ze wzgledu na liczne ograniczenia LTA bardzo
wazne jest zastosowanie uzupelniajgcych technik
diagnostycznych stuzacych ocenie funkcji piytek
krwi. Wybor odpowiedniej metody pozwoli na
potwierdzenie lub wykluczenie postawionej diag-
nozy w jak najkrotszym czasie, co odpowiednio
umozliwi wdrozenie wiaSciwego dla danej jednostki
chorobowej leczenia, lub ukierunkuje dalszy proces
diagnostyczny.

Szczegoblnie popularng oraz przesiewowa
metoda wykorzystywana do oceny zaburzen he-
mostazy pierwotnej jest badanie czasu okluzji (CT)
w aparacie PFA-100 lub PFA-200. Zasada metody
PFA polega na ocenie czynno$ci PLT w krwi pelnej,
ktora przeplywa przez otwor w blonie pokrytej
odpowiednim agonistg agregacji (kolagenem i epi-
nefryna lub kolagenem i ADP). Agoni$ci wyzwalaja
aktywacje i agregacje plytek, co powoduje zamknie-
cie otworu 1 prowadzi do ustania przepitywu krwi.
Ocenia sie czas potrzebny do zamkniecia otworu
blony poprzez tworzace sie agregaty plytkowe.
Badanie to jest bardzo uzyteczne do diagnostyki
ciezkich dysfunkcji plytek krwi (trombastenia
Glanzmana czy zesp6t Bernarda-Souliera), nato-
miast wykazuje ograniczona uzyteczno$S¢ w przy-
padku fagodniejszych trombocytopatii. Prawidlowy
wynik badania PFA pozwala z duzym prawdo-
podobienistwem wykluczy¢ powazne, wrodzone
dysfunkcje PLT [23].
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Tabela 3. Poréwnanie metod oceny zdolnosci ptytek krwi do agregacji [6]

Metoda Zasada metody Agonista agregacji PLT Badany Czas badania
materiat
LTA Pomiar AA, ADP, kolagen, epinefryna, ~ PRP 1-2 godz.
turbidymetryczny rystocetyna (dodatkowo
agonisci panelu rozszerzonego)
PFA-100/200 Pomiar czasu CT ADP, kolagen, epinefryna Krew petna 5-10 min
MEA Pomiar impedancyjny AA, kolagen, ADP, TRAP Krew petna 5-7 min

AA (arachidonic acid) — kwas arachidonowy, ADP (adenosine diphosphate) — adenozynodifosforan, CT (closure time) — czas zamkniecia, LTA (light transmis-
sion aggregometry) — agregometria oparta na transmisji Swiatta widzialnego, MEA (multi-electrode aggregometry) — wieloelektrodowa agregometria, PFA-
100/200 (platelet function analyzer 100/200) — analizator funkcji ptytek krwi 100/200, PRP (platelet-rich plasma) — osocze bogatoptytkowe, TRAP (thrombin

receptor activating peptide) — peptyd aktywujacy receptor trombiny

Nieustanny postep technologiczny diagnosty-
ki dysfunkcji plytek krwi przyczynit sie takze do
opracowania przytozkowych (POCT, point-of-care
testing) metod oceny agregacji PLT. Zaliczamy do
nich agregometrie oparta na zjawisku impedancji
elektrycznej we krwi peinej MEA, multiple elec-
trode aggregometry). Na zanurzonych w badanej
probce krwi elektrodach dochodzi do agregacji PLT
na skutek interakcji z agonistg. Mierzona zmiana
oporu elektrycznego (impedancji) jest wprost pro-
porcjonalna do stopnia agregacji plytek krwi [24].
Do stymulacji krwinek plytkowych wykorzystuje
sie podstawowy panel czynniko6w agregujacych,
cho¢ w odmiennych stezeniach [7]. Warto pod-
kresli¢, ze odpowiedz plytek krwi na te zwiazki
w przypadku LTA i agregometrii impedancyjnej jest
rozna, zwlaszcza w obecnosci ADP i epinefryny.
Wynik pomiaru wyrazony w omach () moze byc
konwertowany na arbitralne jednostki agregacji.
W przeciwienstwie do metody LTA agregometria
impedancyjna nie wymaga tak pracochlonnego
przygotowania probek, gdyz wykorzystuje probke
krwi pelnej, co zdecydowanie znacznie skraca czas
potrzebny do uzyskania wyniku oraz zmniejsza
ryzyko aktywacji PLT przed przystapieniem do
badania. Wymagana jest takze mniejsza iloS¢ krwi
w poréwnaniu z metodg LTA. Natomiast ogranicze-
niem agregometrii impedancyjne;j jest jej zalezno§¢é
od liczby plytek krwi oraz warto$ci hematokrytu.
Badanie agregacji PLT we krwi pelnej bardziej od-
zwierciedla warunki panujace iz vivo w naczyniach
krwiono$nych, ze wzgledu na obecno$¢ subpopula-
¢ji PLT oraz pozostalych elementéw morfotycznych
krwi. Jednakze badanie to nie uwzglednia wplywu
Srodblonka naczyniowego oraz sil $cinajacych na
aktywno$¢ plytek krwi. Pordwnanie powyzszych
metod oceny zdolno$ci plytek krwi do agregacji
w odpowiedzi na stymulacje odpowiednim akty-
watorem przedstawiono w tabeli 3. Metoda impe-
dancyjna jest rzadziej stosowana w laboratoriach

hemostazy niz LTA. W piSmiennictwie brakuje
szerzej zakrojonych badan poroéwnawczych z LTA
oraz do$wiadczen Kklinicznych opisujacych jej do-
ktadna przydatno§¢ w diagnostyce zaburzen funkcji
plytek krwi [7].

Kolejng wazna dla diagnostyki PFD jest cy-
tometria przeplywowa (FCM, flow cytometry).
Badanie to jest przede wszystkim wykonywane
w celu iloSciowe] oceny (ekspresji) receptorow
glikoproteinowych, ktorych niedobory sa przyczyna
wrodzonych trombocytopatii [1]. Niewatpliwa zale-
ta tej metody jest mozliwo$¢ kompleksowej oceny
czynno§ci plytek krwi, takze wsrod pacjentow
z maloplytkowoscig. Dodatkowo, wymagana jest
niewielka objeto$é krwi do badania [25]. Bada-
nie cytometryczne GP plytkowych wykonuje sie
u pacjentéw z odchyleniami w wynikach testow
agregacji i/lub istotnym wywiadem klinicznym
wskazujacym na trombocytopatie. Dlatego FCM
odgrywa wazna role w diagnostyce miedzy inny-
mi trombastenii Glanzmanna (niedob6r lub brak
GPIIb/IIIa) 1 zespolu Bernarda-Souliera (deficyt
GPIV/IX/V) [7].

Coraz bardziej popularnym narzedziem diagno-
stycznym PFD staja sie takze badania molekularne.
Zastosowanie technik sekwencjonowania nowej ge-
neracji (NGS, next generation sequencing) pozwala
na kompleksowa analize genoéw zaangazowanych
w rozwoj dysfunkcji ptytek krwi. Dotychczas
poznano ponad 80 genéw, ktorych mutacje odpo-
wiadaja za wystgpienie ptytkowych skaz krwotocz-
nych oraz skorelowano dany wariant patologiczny
z prezentowanym fenotypem. Identyfikacja mutacji
sprawczej pozwala na potwierdzenie postawionej
diagnozy. Jednak ze wzgledu na zlozony charakter
trombocytopatii wykrycie wariantu patogennego
odpowiedzialnego za rozwoj choroby staje sie nie-
kiedy problematyczne. Dodatkowo istnieje takze
mozliwo$§¢ wykrycia licznych wariantéw o niezna-
nej etiologii (VUS, variants of uncertain clinical
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significance). Ze wzgledy na zlozony charakter
plytkowych skaz krwotocznych takie warianty
wymagaja dalszej analizy oraz ciaglej aktualizacji
powszechnie uzywanych baz danych mutacji, aby
mogly zostac uznane za fagodne lub patogenne [26].
Nieliczne laboratoria wykonuja badania genetyczne
w kierunku dysfunkcji plytek krwi, co stanowi
znaczne ograniczenie tej metody w diagnostyce
skaz krwotocznych. Majac na uwadze fakt, ze
plytkowe skazy krwotoczne to bardzo heterogenna
grupa schorzen, badania molekularne sg gtoéwnie
wykonywane w przypadku dobrze poznanych skaz
plytkowych, takich jak: trombastenia Glanzmanna,
zespol Bernarda-Souliera czy ptytkowy typ choroby
von Willebranda. Diagnostyka molekularna PFD
nie jest zalecana jako badanie pierwszego wybo-
ru, natomiast wyjatek stanowig niektére rzadkie
zaburzenia, ktore trudno zdiagnozowaé w inny
sposob (jak np. QPD), a takze stany w przypadku
ktorych istnieje kliniczne podejrzenie okres$lonej
PFD [27]. W takich sytuacjach wstepna analiza
DNA moze znacznie zaoszczedzi¢ czas w uzyskaniu
wlaSciwego rozpoznania. Dlatego NGS stanowi
skuteczne narzedzie diagnostyczne PFD, niemniej
jednak niezbedne jest dokiadne poznanie podloza
molekularnego ptytkowych skaz krwotocznych,
aby metoda ta mogla by¢ rutynowo stosowana [28].

Podsumowanie

Badanie LTA stanowi uznane przez specjali-
stow narzedzie diagnostyczne w ocenie dysfunkcji
plytek krwi. Jednak brak standaryzacji procedury
wykonania badania, pracochtonno$¢ i czasochion-
noS$¢ metody LTA czynia te technike do§¢ podatna
na bledy przedanalityczne, analityczne i interpreta-
cyjne. Pomimo wielu podjetych prob standaryzacji
procedury procesy analityczne nadal roznig sie
miedzy laboratoriami, a interpretacja danych wy-
maga specjalistycznej wiedzy. Istotnym problemem
w diagnostyce PFD jest ograniczenie dostepnoSci
LTA tylko do wysokospecjalistycznych laborato-
riow hemostazy. Podjete w ciagu ostatnich kilku lat
1 zakonczone sukcesem proby automatyzacji LTA
z wykorzystaniem analizatorow koagulologicznych
(Siemens, Sysmex serii CS, Atellica) stanowig
zatem przelom w dostepnosci tych testow i uprasz-
czaja wykonywanie w laboratorium i zlecanie
testow LTA przez klinicystow [29]. Jak wykazaly
badania poréwnawcze tych analizatorow ze standar-
dowym agregometrem, metoda zautomatyzowana
charakteryzuje sie wysoka powtarzalno$cig oraz
zdecydowanie krétszym czasem przetwarzania
probek. Potrzebne s3 takze dalsze badania wyzej

wymienionych analizatorow koagulologicznych
w szerszym zakresie uzytecznoSci, na przykiad
z uzyciem alternatywnych agonistéw agregacji
plytek krwi lub u pacjentéw z rzadkimi wrodzo-
nymi zaburzeniami funkcji PLT, by w pelni ocenié
ich wydajno$¢ i przydatno$c [30]. Warto rowniez
podkresli¢, ze Scista wspolpraca klinicysty/hema-
tologa z personelem laboratorium jest niezbednym
elementem we wiaSciwej interpretacji wynikow
LTA i rozpoznaniu tak trudnych choréb hematolo-
gicznych, jakimi sa trombocytopatie.
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