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Souhrn

Sepse a septicky Sok jsou jednou z nejéastéjSich pFic¢in smrti na jednotkach intenzivni péce. Trombocyto-
penie a/nebo porucha funkce krevnich desticek jsou pomérné ¢astou soucasti syndromu multiorganové
dysfunkce, pfiéemz trombocyty nemusi hrat v patofyziologii téchto stavi pouze pasivni roli. Krevni destic-
ky plnici primarné hemostatickou funkci pfi poruseni integrity endotelu, zastavaji, obdobné jako leukocyty,
dilezitou funkci v primarnich obrannych mechanismech hostitele. Tyto bunééné fragmenty na svém povr-
chu exprimuji a secernuji fadu adhezivnich a prozanétlivych molekul, které slouzi k iniciaci a modulaci pri-
marni imunitni odpovédi. Tyto hemostatické a zejména nehemostatické funkce trombocytl a jejich tloha
v patogenetickych mechanismech pfi systémovém zanétu budou autory shrnuty a autofi o nich budou dis-
kutovat v tomto piehledovém ¢lanku.
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Abstract

Thrombocytes in sepsis

Sepsis and septic shock are the most frequent causes of death in intensive care units. Thrombocytopenia
and/or platelet function impairment are common parts of the multiple organ dysfunction syndrome.
However, thrombocytes are not mere bystanders as documented in the present literature. Platelets, prima-
ry actors in haemostasis and thrombin generation during endothelial integrity disruption, similarly to leu-
kocytes, maintain important functions of innate defense mechanisms of the host. These cellular fragments
express and secrete numbers of adhesive and pro-inflammatory molecules that serve to initiate and modu-
late the primary immune response. Such haemostatic and especially non-haemostatic functions of platelets

and their role in the pathogenesis of systemic inflammation will be discussed in this review.
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Uvod

Sepse a septicky 8ok jsou desatou nej¢astéjsi pfi-
¢inou smrti vSeobecné a nejCastéjsi pri¢inou smrti na
nekoronarnich jednotkach intenzivni péce. Incidence
sepse je 50-95 pfipadl na 100 000 obyvatel a zvySuje
se cca 0 9 % ro¢né. | pfes zna¢né pokroky v dia-
gnostice a |é¢bé je mortalita téchto stavli 30-90%
a koreluje s poétem dysfunkénich organud/systéma
a s délkou trvani téchto stavu [1, 2].

Trombocyty jsou bezjaderné a nejmensi krevni ele-
menty (3,6 x 7,0 um; povrch 8 um2; objem 7 fl) vznik-
Ié odstépenim z megakaryocytl v kostni dfeni. Proli-
ferace a diferenciace megakaryocytd a nasledna pro-
dukce krevnich desti¢ek je pod kontrolou trombopoe-
tinu (a v mensi mife i jinych cytokind: IL-3, IL-6, IL-11,
G-CSF atd.). Trombopoetin (TPO) je produkovan kon-
stantni rychlosti v jatrech a ledvinach a nasledné
z cirkulace vychytavan vazbou se specifickym recep-
torem (c-Mpl) na povrchu trombocytl a megakaryo-

cytl. DestiCky slouzi i jako zasobarna TPO a po jejich
aktivaci dochazi v procesu degranulace k jeho zpétné-
mu uvolnéni do cirkulace [3, 4]. Trombopoetin je elimi-
novan/metabolizovan vyhradné cirkulujicimi trombo-
cyty. Pokles poctu cirkulujicich desti¢ek tudiz vede ke
zvySeni hladiny trombopoetinu a naopak [5]. Trombo-
cyty sehravaji centralni ulohu v procesu hemostazy
a trombozy. Navic jsou i specializovanymi burikami pfi-
rozené imunity, modulatory zanétlivé odpovédi hostite-
le; jsou zavzaty do procesu hojeni ran a hemato-
gennich metastaz [6]. Jsou vyznamnym zdrojem vel-
kého mnozstvi bioaktivnich mediatord, které produku-
ji, skladuji a secernuji [7]. Za norméalnich okolnosti,
pramérné 1 x 1012 desticek, cirkuluje v krevnim fecis-
ti podél endotelu cév o plose az 1000 m2, aniz by do-
chazelo k jejich aktivaci, adhezi, agregaci a de-
granulaci. PFi jakémkoliv porueni integrity cévni sté-
ny dochazi k nastartovani procesu vzajemnych inter-
akei cirkulujicich trombocyttl, endotelidlnich bunék
a subendotelidlnich struktur v procesu hemostazy [8].
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Trombocytopenie v sepsi

Trombocytopenie, arbitrarné definovana jako pocet
trombocytl < 150 x 109/, je Castym jevem v sepsi Ci
septickém Soku. Jeji incidence je pfiblizné 35-44 %.
U 20-25 % téchto nemocnych zjistujeme pocet desti-
¢ek < 100 x 1091 a 12-15 % pacientd ma tézkou trom-
bocytopenii (< 50 x 109/1) [9, 10, 11, 12]. Pocet desti-
Cek typicky klesa v prvnich &tyfech dnech pobytu na
JIP [13]. Mechanismus vzniku trombocytopenie
v sepsi/septickém Soku neni v soucasnosti zcela jas-
ny (tab. 1). Vysvétleni snizenou produkci trombocytd
v kostni dfeni je v logickém rozporu s vysokymi hladi-
nami produkce destiéek stimulujicimi prozanétlivymi
cytokiny (TNF-, IL-6 atd.) a trombopoetinu u nemoc-
nych v sepsi [3, 4]. Jednou z moznych pfi¢in maze byt
nekontrolovana fagocytéza krevnich elementu a jejich
prekurzord v procesu systémového zanétu aktivova-
nymi makrofagy. Tyto tzv. hemofagocytarni syndromy
(HPS) tvofi vzacnou skupinu vrozenych a ziskanych
onemocnéni, pro ktera je spole€na neadekvatni bu-
nécna imunitni odpovéd u nemocnych s defektem cy-
totoxické aktivity T-lymfocytl a NK-bunék. Hemofago-
cytéza se miize podilet na jinak nevysvétlené trombo-
cytopenii u nékterych pacientt v sepsi/septickém So-
ku. Za téchto klinickych situaci mize byt tento proces
relativné Casty [14, 15]. Kromé trombocytl jsou
Castym cilem hemofagocytézy i erytrocyty a jejich ja-
derné prekurzory v kostni dfeni. Pravé erytrofagocyté-
za je potentnim stimulem pro zvy$eni exprese hemo-
xygenazy-1 (HO-1), proteinu, jenz ma svuj podil
v protektivnich mechanismech v sepsi/septickém So-
ku [16]. HO-1 je enzym UcCastnici se degradace hemu.
Jeho zvySena aktivita je spojena s protizanétlivymi,
antiapoptotickymi a antioxdativnimi efekty. Tyto nejsou
zprostfekovany enzymem samotnym, ale pravé degra-
daénimi produkty hemu — bilirubinem, oxidem uhelna-
tym (CO) a ferritinem [17]. Jako fadu jinych patofyzio-
logickych mechanism( v sepsi nelze ani hemofagocy-
tézu, i pfes jeji dopad na pocty cirkulujicich krevnich
elementt, z vy$e uvedenych divodl povaZovat za jed-
noznacné negativni proces.

Imunitni (autoprotilatkami zprostfedkovana) trom-
bocytopenie muze byt pfi¢inou snizeného poctu krev-
nich desticek u kriticky nemocnych v daleko vétsi mi-
fe, nez jak je na ni pomysleno. Nespecifické autopro-
tilatky proti trombocytim mohou byt dekekovany az
u 30 % téchto jedincl [18]. VétSina IgG autoprotilatek
se vaze samostatné na bakterialni komponenty na-
chazejici se na povrchu aktivovanych desti¢ek nebo
ve formé imunokomplex(. Pouze u mensi ¢asti nemoc-
nych (30 % [18]) nachazime specifické autoprotilatky
namifené na membranové glykoproteiny (GPIIb/llla,
GPIb/IX). Takto vyvolana trombocytopenie tak pravdé-
podobné sdili fadu patofyziologickych mechanismu
popsanych u imunitni (idiopatické) trombocytopenic-
ké purpury (ITP). Pacienti s trombocytopenii
a detekovatelnymi autoprotilatkami maji mensi prav-
dépodobnost normalizace poctu desti¢ek nez jedinci

bez téchto protilatek, nicméné nevyzaduji vétsi sub-
stituci krevnimi derivaty (trombokoncentraty) [18]. Dal-
8im patologickym stavem charakterizovanym ¢€asto
tézkou trombocytopenii s pfitomnosti autoprotilatek je
heparinem-indukovana trombocytopenie (HIT). Tyto
protilatky tfidy IgG jsou namifeny proti komplexu de-
stickovy faktor 4 a heparin (PF4/heparin, HIT-IgG) [19].
Incidence je odhadovana na 1-3 % vSech nemocnych
I[é¢enych nefrakcionovanym heparinem (UFH), az
0,8 % pfi aplikaci nizkomolekularnich heparind
(LMWH) [20, 21] a typicky se rozviji po vice nez 5
dnech IéCby. | pfes ¢asto zavaznou trombocytopenii je
HIT stavem jednoznaéné prokoagula¢nim, diky uvol-
néni velkého mnozstvi prokoagulaénich substanci (se-
rotonin, histamin, ADP) pfi degranulaci trombocyt( sti-
mulované navazanim multimerd PF4/HIT/HIT-IgG na
jejich Fc Rlla receptory [19]. P¥i suspekci na HIT je ne-
zbytné neprodlené ukoncit IéEbu heparinem, stejné ja-
ko odstranit vSechny heparin obsahuijici intravaskular-
ni katétry a jiné zafizeni, pferusit extrakorporalni ocis-
tovaci (CRRT) a podpurné (ECMO) metody uzivajici
jako antikoagulans heparin. Pouhé vysazeni heparinu
vSak neni adekvatni Ié¢bou HIT. U 30-50 % nemoc-
nych, ktefi v dobé& HIT neméli HIT-asociovanou trom-
bézu, se do jednoho mésice rozvine trombembolicka
pfihoda, pokud nejsou Iéeni alternativnim antikoagu-
lanciem (pfimé inhibitory trombinu) [22]. Mnohem Cas-
t&jSi nez vySe popsana autoprotilatkami zprostfedko-
vana HIT je neimunitni HIT (nonimmune-HIT, N-HIT,
dfive HIT type I). Mechanismem je nejspiSe pfima
vazba heparinu na trombocyty [23]. Takova trombocy-
topenie je vétSinou pouze mirna a rezultuje i bez pre-
rueni |éCby heparinem.

Relativné vzacnéjsi pficinou trombocytopenie
u kriticky nemocnych v&etné téch v sepsi/septickém
Soku muze byt tzv. etylendiamintetraacetat-depen-
dentni pseudotrombocytopenie (EDTA-PTCP). Litera-
tura udava incidenci 0,1% [24, 25]. Jedna se o in vitro

Tabulka 1. Zakladni pfi¢iny trombocytopenie nemocnych
v intenzivni péci

Snizena produkce Polékova trombocytopenie
Primarni onemocnéni kostni
drené/hematologické
malignity

Hemofagcytéza

Infekce

Nutriéni deficity (vitamin By,
Zelezo atd.)

Krevni ztraty

Koagulopatie

Infekce

Polékova trombocytopenie
Hypersplenismus

Imunitné podminéné
trombocytopenie

(ITR, TTP-HUS, HELLP)
EDTA-asociovana aglutinace
Hemodiluce

Zvysena
eliminace/konzumpce

Pseudotrombocytopenie

(upraveno podle [10])
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fenomén agregace desticek v pfitomnosti EDTA
a autoprotilatek proti trombocytim (tfid IgG, IgM i IgA;
ligand: GPIIb/llla) [26]. Automatické analyzatory neby-
vaji schopny pfitomnost shlukd krevnich desti¢ek vy-
hodnotit a vysledkem byva nespravné udany nizky po-
¢et trombocytl. Tento fenomén by mél byt vzdy zvazen
v diferencialni diagnostice trombocytopenie (nejen kri-
ticky nemocnych) a skute¢ny pocet destiCek ovéren
analyzou z krevniho vzorku odebraného do odbéro-
vych souprav s Na-citratem jako antikoagulans.

Konzumpce trombocytl hraje také dualezitou roli
v rozvoji trombocytopenie v sepsi, a to v dusledku vy-
soké produkce trombinu, ktery je nejvice potentnim
aktivatorem desti¢ek in vivo. Trombocyty mohou byt
také aktivovany pfimo endotoxinem a dalSimi proza-
nétlivymi mediatory (PAF atd.) [15, 16].

Primarnim disledkem trombocytopenie u kriticky
nemocnych je zvySeni rizika krvaceni. U pacientd
s téZkou trombocytopenii (< 50 x 109/1) je toto riziko
Ctyfikrat az pétkrat vy8si [11, 12] a obecné se zvySu-
je pfi systémovém zanétu [17]. Riziko intracerebralni-
ho krvaceni nemocnych pfijatych na JIP je relativné
nizké (0,3-0,5 %), ale az 88 % téchto nemocnych ma
soucasné pocet krevnich desti¢ek < 100 x 109/1 [18].
Bez ohledu na pficinu je trombocytopenie nezavislym
prediktorem mortality na JIP s relativnim rizikem
1,9—4,2 podle multivariantnich analyz [11, 12]. Trom-
bocytopenie perzistujici déle nez 4 dny po pfijeti na
JIP ¢i pokles poctu krevnich desti¢ek o > 50 % vycho-
zich hodnot v pribéhu pobytu na JIP jsou spojeny se
Styfnasobnym az Sestinasobnym zvySenim mortality
[11, 13]. Pocet trombocytl se ukazuje byt silngjSim ne-
zavislym ukazatelem mortality na JIP nez nékteré sko-
rovaci systémy (APACHE Il, MODS). Sepse je jasnym
nezavislym rizikovym faktorem pro rozvoj trombocyto-
penie a soucasné tize sepse/septického Soku korelu-
jeisjeji zavaznosti [11, 12, 19]. Trombocytopenie mU-
Ze byt diisledkem i jinych stavl nesouvisejicich se se-
psi/septickym Sokem (tab. 2).

Tabulka 2. Diferencialni diagnéza trombocytopenie v intenzivni
péci

Sepse/infekce

Disseminovana intravaskularni koagulace (DIC)
Masivni krevni ztraty

Tromboticka mikroangiopatie

Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT)
Imunitni trombocytopenie

Léky indukovana trombocytopenie (DIT)

(upraveno podle [17])

Funkce trombocytl v sepsi

Trombocyty jsou vysoce diferencované burky se-
hravajici esencialni ulohu v procesu primarni zastavy
krvaceni a soucasné i v pfirozenych obrannych me-
chanismech hostitele. Tvorbou trombu zajistuji he-
mostazu a brani krevnim ztratam pfi poruseni cévni

stény, produkci cytokin(, expresi adhezivnich molekul
s naslednou pfimou intercelularni interakci a signa-
lizaci (trombocyt-endotelialni burika, trombocyt-neu-
trofil) iniciuji @ moduluji imunitni odpovéd [7, 10, 20,
21, 22, 23, 24]. Nelze pominout ani vliv vazoaktivnich
latek secernovanych trombocyty na tonus cév pfi
systémovém zanétu (tab. 3). Funkce desti¢ek mlze
byt primarné rozdélena do Ctyr fazi: adheze, aktivace,
agregace a sekrece.

Tabulka 3. Vazoaktivni substance secernované aktivovanymi
trombocyty

Serotonin
Tromboxan A2
Adrenalin
Noradrenalin
Fibrinopeptidy
Trombin
Prostacyklin
Prostaglandin E2
Histamin
Bradykinin
Fibrin-degradacni produkty
Trombin

Vazokonstrikéni efet

Vazodilataéni efekt

(upraveno podle [10])

VSechny zminéné funkce a interakce trombocytu
jsou podminény intaktni kaskadou zmén, kterymi pro-
chazeji v prlibéhu jejich aktivace. PFi poruseni integri-
ty cévni stény dochazi k odhaleni subendotelialniho
kolagenu. Na ten se vazou cirkulujici multimery von
Willebrandova faktoru (VWF), které se dale vazou na
membranovy receptorovy komplex trombocytl — gly-
koprotein Ib/V/IX (GP Ib/V/IX). Dochéazi k aktivaci
a zméné tvaru destiCek. Diskoidni tvar s homogenni
distribuci granul trombocytl v klidovém stavu se mé-
ni s charakteristickou excesivni tvorbou pseudopodii
za aktivni Ucasti cytoskeletu [25], fuzi granul
s membranou v procesu exocytdzy a sekreci jejich ob-
sahu (tab. 4). Adheze destic¢ek je mozna i pfimou inter-
akci membranového komplexu GP la/lla (eventualné
i GP VI ¢i CD36) s kolagenem jako jeho ligandem. Ak-
tivace je provazena expresi a konfirmaéni zménou in-
tegrinu allbp3 — receptorového komplexu GPIIb/llla
(CD41/CD61). Nasleduje vzajemna agregace trombo-
cytl pomoci tohoto receptoru a cirkulujiciho fibrinoge-
nu jako ligandu pro tento receptor. Lipoproteiny
s nizkou denzitou (low-density lipoproteins, LDL) jsou
rovnéz ligandem GPIIb/llla a modulatorem destiko-
vych funkci. Uvadi se vztah vysoké hladiny LDL
a hyperreaktivity trombocytl [26]. MoZny vztah mezi
LDL a protrombotickym stavem muze vysvétlovat vys-
§i vyskyt kardiovaskularnich komplikaci po vysazeni
statin{l (inhibitorll HMG-CoA reduktazy). Dal$i konse-
kvenci aktivace desti¢ek je sekrece obsahu granul —
degranulace. Dochazi k uvolnéni nékolika agonistt de-
sticek, koagulacnich faktor(, heparin-binding protei-
nd, rlstovych faktor(, vazoaktivnich latek a k expresi
membranovych receptorl zprostfedkovavajicich inter-
akce s leukocyty & endotelialnimi burikami. Rada
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Tabulka 4. Obsah jednotlivych typ( granul trombocytu

Denzni granula Nukleotidy Adenin: ADP, ATP
Guanin: GDP, GTP
Aminy Serotonin
Histamin
RANTES
Bivalentni kationty
alfa-granula adhezni molekuly P-selektin (CD62p)
platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31)
GPlIb/llla (o33 integrin, CD41/CD601)
von Willebrandlv faktor (VWF)
thrombospondin-1 (TSP-1)
vitronectin
fibronectin
mitogenni faktory platelet-derived growth factor (PDGF)
vascular endothelial growth factor (VEGF)
endothelial cell growth factor (ECGF)
epidermal growth factor (EGF)
platelet factor-4 (PF-4)
insulin-like growth factor-1 (IGF-1)
transforming growth factor-p (TGF-p)
koagulac¢ni faktory fibrinogen, plasminogen, protein S, kininogeny
koagula¢ni faktory V, VII, XI, XIII
inhibitory proteaz C1 inhibitor
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)
o2-plasmin inhibitor (02- PI)
tissue factor pathway inhibitor (TFPI)
imunoglobuliny
albumin
Lysozomy glykosidazy
proteazy
kationické proteiny

z takto uvolnénych molekul (ADP, serotonin atd.) po-
tencuji stimulaci a aktivaci dalSich trombocyti
a atrahuji je do mista poSkozeni cévni stény &i infek-
ce (tab. 4).

Jen nékolik malo kvalitnich studii se dosud zabyva-
lo problematikou alterace funkce desticek v sepsi. Pra-
ce Yaguchiho et al. za pouziti flowcytometrie, agrego-
metrie a imunoanalyzy prokazuje snizeni agregability
kontrastujici se zachovanim exprese adhezivnich mo-
lekul, intaktni sekreci obsahu a-granul a zvyseni uvol-
novani nékterych ristovych faktort (VEGF) trombo-
cytl jedincll v sepsi v porovnani se zdravymi kontro-
lami [27].

Produkce bioaktivnich mediator trombocyty

Krevni destiCky nejsou jen pasivni zasobarnou bio-
aktivnich latek. V prabéhu jejich aktivace je fadou en-
zymatickych pochodl produkovano mnozstvi lipido-
vych derivatd — eikosanoidd, jako tromboxan A2
(TXA2) a prostaglandiny. Sou¢asné v transcelularnim
metabolismu produkuji prozanétlivé i protizanétlivé cy-
tokiny. Trombocyty maji navic nékolik jedine¢nych ex-
tranuklearnich cest translace mRNA na proteiny tzv.
signal-dependentnim mechanismem, na jejichz konci
je sekrece mimo jiné i IL-1B &i TF a tedy i propojeni
hemostazy a zanétu [28].

(upraveno podle [22])

Vascular endothelial growth factor (VEGF) je klico-
va molekula v kontrole cévni permeability. Jeji plsobe-
ni je zprostredkovano vazbou s povrchovym VEGF-re-
ceptor-2 v membrané endotelialnich bunék. Kromé to-
ho ma vyznamnou roli v angiogenezi a hojeni ran.
VEGF je produkovan fadou bunék, mimo jiné monocy-
ty periferni krve a trombocyty. Mnozstvi stimull aso-
ciovanych se zanétem/sepsi (jako LPS, TNF-o)
a hypoxii (cestou hypoxia-inducible factor 1a trans-
cription factor) zvySuje produkci a sekreci VEGF [29].
Rada studii prokazuje asociaci mezi zvy$enou plas-
matickou hladinou VEGF a sepsi [29, 30]. Navic nékte-
ra data ukazuji na moznou souvislost mezi plasmatic-
kou hladinou VEGF a tizi sepse/organové dysfunkce
a mortalitou [29]. Platelet-derived growth factor
(PDGF) Ize pouzit jako jeden z laboratornich markeru
degranulace trombocytu [27].

Trombocyty a pfirozena imunita

Pfirozena imunita je tvofena fyzikalnimi, chemicky-
mi a buné&nymi komponentami, které dohromady tvo-
fi prvni obrannou linii organismu pfed invazi mikroor-
ganism(l. Zapojeni téchto antigen-nespecifickych me-
chanismu je bezprostfedni (v nékolika sekundach) po
rozpoznani infekéniho agens. Kaskada imunitni odpo-
védi organismu a propojeni pfirozené a adaptivni imu-
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nity cestou rozpoznani specifickych molekularnich
charakteristik konkrétnich patogent (pathogen-asso-
ciated molecular patterns, PAMPs), jejich zpracovani
a prezentace antigen-prezentujicimi burikami (APCs)
v asociaci s HLA molekulami s naslednou aktivaci
(efektorovych) bunék a mechanisml specific-
ké/ziskané imunity jsou popsany v fadé studii
a prehlednych ¢lanka [31, 32, 33].

Trombocyty jsou schopny aktivné a u¢inné propojit
primarni imunitni reakce se specifickymi ziskanymi
mechanismy. Na svém povrchu exprimuji imunostimu-
lacni molekuly, jako napf. CD40L (CD154), a touto
cestou mohou napf. stimulovat specifické antivirove
CD8+ T-lymfocyty [34].

Invadujici patogeny jsou rozpoznavany Toll-like re-
ceptory (TLRs) na profesionalnich fagocytech. TLRs
vazou fadu molekularnich struktur a jsou kliCove
v procesu stimulace imunitniho systému [35, 36, 37].
TLRs jsou exprimovany na nejriznéjsich imunitnich
bunkéach a recentni literatura dokumentuje pfitomnost
nékterych subtypd TLRs (TLR 1, 2, 4 a 9) i na neakti-
vovanych trombocytech [38, 39]. Jejich aktivace vaz-
bou specifickych PAMPs spousti kaskadu dobfe po-
psanych déja, které vedou k aktivaci desti¢ek, produk-
ci pro- i protizanétlivych mediatoru, sekvestraci trom-
bocytl v mikrocirkulaci, zejména plic a jater (TLR-de-
pendentni trombocytopenie), a aktivaci imunitniho
systému cestou prezentace PAMPs klasickym burikam
imunitniho systému [23,40-43]. TLRs jsou pfitomny
rovnéZz na megakaryocytech v kostni dreni [4]
a existuje fada dukazl experimentalnich studii o jejich
roli v trombopoéze [44]. Nicméng, logicky odvozeno,
aktivované desticky (v€etné aktivace cestou TLRs) se-
cernuji TPO a dalSi cytokiny stimulujici jejich produk-
ci, jak jiz bylo zminéno vyse [3, 4].

Jednim z mnoha mechanismi pfirozené imunity je
i fagocyt6za zprostfedkovana granulocyty a monocyty/
makrofagy, podilejici se na izolaci, destrukci a pre-
zentaci antigent invadujicich agens. Trombocyty jsou
rovnéz schopny internalizace mikroorganismu €i jejich
¢asti v procesu pseudofagocytdzy (,engulfment”) [24].
Ackoliv byla dokumentovana parcialni digesce bakte-
rii v desti¢kovych lysozomech [45], trombocyty nejsou
v téchto kompartmentech schopny generovat bakteri-
cidni pH vzhledem ke komunikaci téchto intracelular-
nich prostor s okolnim prostfedim kanalikularnim
systémem [46].

Intercelularni interakce trombocytu

Aktivované trombocyty exprimuji na svém povrchu
fadu adhezivnich molekul slouzicich k mezibu-
néc¢nému kontaktu
a signalizaci (tab. 5

Tabulka 5. Vybrané membranové receptory pfi intercelularnich
interakcich trombocytl

Povrchové molekuly Ligandy
P-selectin (CD62p) PSGL-1 na neutrofilech,
monocytech, Th1-lymfocytech
ICAM-1 LFA-1 na neutrofilech
a monocytech
GPlb vWF
vWF GPIb
CD32 obligatorni koreceptor GPVI
GPIIb/llla fibrinogen, fibronectin, vitronectin,
VWF a trombospondin
GPVI kolagen
CD40L CD40 na monocytech
a endotelidlnich burikach

(upraveno podle [22])

se na povrchu nejen desti¢ek, ale i makrofagi/mo-
nocytl a aktivovanych endotelialnich bunék. DalSimi
selektiny jsou E-selektin exprimovany na membrané
aktivovanych endotelidlnich bunék a L-selektin na po-
vrchu leukocytl. P-selektin hraje esencialni roli
v interakci trombocytl s leukocyty. Jeho vazebnym
protéjskem s velkou afinitou je tzv. P-selektin glyco-
protein ligand-1 (PSGL-1), ktery se nachazi na povr-
chu leukocytl i samotnych desti¢ek. Vazba P-selektin
— PSGL-1 (eventualné soucasné GP Ib/V/IX — vWF ¢i
GP la/lla — kolagen pfi poruSeni integrity endotelu)
a naslednd silnda vazba komplexu GPIIb/llla
v membrané trombocytl pres fibrinogenovy mustek
na intercelular adhesion molekule-1 (ICAM-1) na po-
vrchu endotelu umozhuje adhezi destiCek v misté in-
vaze patogenu &i poruseni cévni stény. Soucasné do-
chézi obdobnymi mechanismy (selektin, ICAM-1) na
stejném misté i k adhezi leukocytl (polymorfonuklea-
rd, monocytt/makrofagll). Nicméng, k zachyceni, ad-
hezi a aktivaci leukocytd mize dojit i mechanismem
tzv. second capture, kdy k endotelu pevné adherujici
trombocyty zachytavaji cirkulujici (,resting“) leukocyty,
dochazi k interakci trombocyt-leukocyt (polymorfonuk-
leary, PMN), aktivaci PMN a nasledné k ,rollingu” téch-
to PMN po vrstvé destic¢ek a postupnému praniku pres
cévni sténu [22]. Stabilni kontakt trombocytu s PMN
miZze byt zprostfedkovan i vazbou ICAM-2 (trombo-
cyt) s lymphocyte function-associated antigen-1
(LFA-1, CD11a/CD18, PMN) [47].

Sepse je provazena signifikantni aktivaci neutrofil(.
PAMPs jako lipopolysacharid (LPS) spousti kaskadu
zmén vedouci k strukturalnim zménam neutrofild, zvy-
Seni jejich rigidity, expresi adhezivnich molekul, jejich
cilenou migraci (,homing“) do mikrocirkulace plic

Tabulka 6. Receptory a jejich ligandy pfi interakcich trombocyt-endotelialni burika-neutrofil

a 6). Jednou z nich je Endotelialni buriky < trombocyty < neutrofily

i P-selektin (CD62p), CD40 < CD40L < CD40

integralni membrano- Fibrinogen, fibronectin < GPlIb/llla < makrofagy antigen-1 (Mac-1

vy glykoprotein patfi- P-selektin, vVWF < GPIb < Mac-1, ICAM-1

ci do rodiny selekti- ICAM-2 < LFA-1

novych adhezivnich Neznamy, suspekiné GPllb < P-selektin < PGSL-1, L-selektin

receptorl. Nachazi (,raveno podie [22])
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a jater, coz miize byt jednim z mechanism( nasledné
dysfunkce téchto organud. Na druhou stranu mliZze byt
migrace neutrofild do plic i aktivnim mechanismem
imunitniho systému v prabéhu systémového zanétu.
Sekvestraci PMN do téchto organu zahy nasleduje
i akumulace trombocytu v takto postizené mikrocirku-
laci. Uloha neutrofild se v tomto procesu jevi jako
esencialni, jak dokumentuji nékteré experimentalni
prace [39]. Patofyziologické pochody tohoto fenoménu
nejsou zcela objasnény. Existuje nékolik moznosti: pFi-
ma interakce trombocytll s imobilizovanymi PMN
a aktivovanymi ECs v cilové oblasti, atrakce destiCek
jejich agonisty (ADP, trombin) secernovanymi v téchto
cilovych tkanich aktivovanymi PMN a ECs [22, 48],
zvy$ena vazba trombocytl exponovanych LPS na
imobilizované neutrofily [49]. Aktivované neutrofily na-
vazané na trombocyty uvolniuji do cirkulace radu bio-
logicky aktivnich molekul a navic i DNA a dohromady
vytvareji tzv. neutrophil extracellular traps (NETSs), kte-
ré hraji roli v zachytavani a likvidaci bakterii v cévnim
recisti [50, 51].

Dalsi cestou intercelularni komunikace trombocytt
s burikami pfirozené imunity je interakce receptoru
CDA40 a jeho ligandu CD40L. Exprese transmembra-
nového proteinu CD40L (CD154) na povrchu desti¢ek
se zvysuje po jejich aktivaci [52]. Vazba na jiz zminé-
ny CD40 na povrchu endotelialnich bunék, monocytd,
dendritickych bunék, B-lymfocyti a trombocytli vede
ke zvySeni exprese adhezivnich molekul (ICAM-1,
VCAM-1), produkci cytokind a tim dal$i aktivaci imunit-
niho systému [52, 53, 54, 55]. Trombocyty interakci
CD40L-CD40 indukuji maturaci dendritickych bunék,
coz je centralnim mechanismem v rozvoji ziskané
imunity proti invadujicim patogentm [56]. Dendritické
bunky jsou rovnéz velmi potentnimi APCs, a mohou
tak sehrat roli i v imunitné podminéné trombocytope-
nii. Stejnym mechanismem mohou desti¢ky indukovat
zménu izotypu B-lymfocytl a augmentaci odpovédi
CD8+ T-lymfocytll, coz vede k lepsi obrané proti viro-
vym infekcim [56]. CD40L se z membrany trombocy-
td uvolfiuje do cirkulace jako 18-kDa solubilni CD40L
(sCD40L). Tento jiz neni schopen aktivovat endoteli-
alni bunky [52, 57], ale stale si zachovava potencial
stimulovat destiCky pres jejich receptor CD40 s jiz vy-
Se diskutovanou konsekvenci. Nékolik studii poukazu-
je na moznost vyznamného podilu vyplaveni sCD40L
z trombocytl (eventualné po jejich aktivaci via TLRs)
na patogenezi transfuzi indukovaného postizeni plic
(transfusion-related acute lung injury, TRALI). T lymfo-
cyty s exprimovanymi CD40L jsou schopny aktivovat
trombocyty k uvolnéni RANTES, které zpétnovazeb-
né stimuluji a aktivuji dalsi T lymfocyty, a potencuji tak
specifickou imunitni odpovéd organismu hostitele [55].

Trombocyty a infekéni agens

Interakce bakterii s krevnimi destickami je mozna
tfemi mechanismy. Tim prvnim je nepfimé pusobeni
cestou aktivace trombocytl zvySenim hladiny proza-
nétlivych cytokind v odpovédi imunitniho systému na
pfitomnost invadujicich bakterii. Dale mohou desticky

reagovat na latky secernované (toxiny; toxiny syndro-
mu toxického Soku, enterotoxiny aj.) & uvolnéné (kom-
ponenty bunécnych stén bakterii; LPS E. coli 0157)
ze samotnych mikroorganism0. V neposledni fadé mu-
ze dojit k vazbé samotnych bakterii s trombocyty. Ta-
to vazba mize byt pfima &i zprostfedkovana spole¢-
nym ligandem (vétSinou plasmaticky protein). VSech-
ny zminéné interakce mohou pfi dostatecné intenzité
spousteét jiz vySe diskutovanou kaskadu zmén vedou-
ci k aktivaci desti¢ek [58, 59, 60]. Rovnéz bakterialni
fenotyp hraje vyznamnou roli v intenzité a rychlosti od-
povédi trombocytll na tuto stimulaci [58]. | pfes znac-
nou variabilitu mechanism0 pfimé interakce bakterii
s trombocyty vede zablokovani desti¢kového recepto-
ru pro Fc fragment IgG (Fc Rlla) k prevenci aktivace
a agregace trombocytl v pfitomnosti bakterii [61].
Trombocytopenie je Castym jevem pfi systémovych
virovych infekcich. Podle okolnosti a zavaznosti mize
vyustit az do formy idiopatické trombocytopenické pur-
pury (ITP) [58]. Trombocyty hraji dileZitou roli v obrané
organismu proti invazi a/nebo progresi virovych infek-
ci. Detailni mechanismy vSak nejsou dosud znamy.

Testovani funkce trombocyti

Kromé obligatorniho stanoveni poctu krevnich de-
stiCek je k testovani jejich stavu a funkci, eventualné
i k funkci hemostatického systému jako celku, mozno
vyuzit fadu etablovanych metod, jejichz podrobny po-
pis je nad ramec tohoto sdéleni. Jejich struény se-
Znam a popis je uveden v tabulce 7.

Naopak relativné novou a vykonnou metodou
s potencionalnim Sirokym uplatnénim je proteomicka
analyza. Proteomika analyzuje proteiny, jako komple-
mentarni slozky ke gendim, které je koduji. Umozriuje
tedy identifikaci, kvantifikaci a analyzu funkci protein(
[62]. Zejména v oblasti intenzivni péce mulze byt —
a také jiz je — proteomika metodou, jez detailné odha-
luje mechanismy patologickych stavll, protoze pravé
proteiny a peptidy, jako kone¢né produkty transkripce
a translace genu aktivovanych v kaskadé systémové
zanétlivé odpovédi a multiorganového selhani, jsou
efektorovymi molekulami. Jejich identifikace, znalost
funkce a vzajemnych interakci mlze vést k nalezeni
novych biomarker( a terapeutickych cilti [63].

Vzhledem k absenci bunééného jadra a jen malé-
mu obsahu mRNA, jsou trombocyty vybornym cilem
pro proteomické studie. Existuje fada praci popisuji-
cich proteom destic¢ek v riznych stavech aktivace.
Mnozstvi proteomickych technik (2-DE ¢&i chromato-
grafie nasledovana riiznymi variantami hmotnostni
spektrometrie) umoznujicich charakterizaci rdznych
skupin proteind trombocytl — proteiny cytoskeletu,
proteiny uplatfujici se v pfenosu signalu, proteiny
syntetizované destickami v neaktivnim stavu
a proteiny syntetizovanymi a secernovanymi aktivo-
vanymi trombocyty. Technologie a metodika proteo-
mické analyzy trombocytl je shrnuta v pfehledné pra-
ci Angela Garcii [64].
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Tabulka 7. Vybrané funkéni testy trombocytt

Funkéni test trombocytt

Testované parametry

Vyhody

Nevyhody

Test krvacivosti

in vivo screeningovy test

fyziologicky

nesenzitivni, invazivni, vysoka
interoperatorova variabilita

Tromboelastografie (TEG)

globalni hemostaza

predikuje krvaceni

analyzuje pouze vlastnosti
krevni srazeniny,
nesenzitivni na ASA

Tromboelastometrie (ROTEM)

globéini hemostaza

predikuje krvaceni

nesenzitivni na ASA

Pratokova cytometrie
(flow cytometry, FCM)

membranové glykoproteiny,
adhezni molekuly,

markery aktivace,
trombocyt-neutrofil agregaty

testovani z plné krve,
flexibilni,

reproducibilni, velka Sife
moznych testl

nakladné vybaveni i provoz (kity),
nezbytny zkuSeny operator

Impedanéni agregometrie

reakce trombocytl na
panel jejich agonistl

testovani z plné krve,
flexibilni, reproducibilni,
velka $ife moznych testl

malo senzitivni

Turbidimetricka agregometrie

reakce trombocytl na
panel jejich agonistl

diagnostickd metoda

nefyziologické, naro¢na
laboratorni prace

Platelet function analyser
(PFA-100)

»high shear“ adheze
a agregace

rychly a jednoduchy
screening, in vitro
test krvacivosti

malo flexibilni

detailni

Proteomicka analyza identifikace proteint
jednotlivych kompartmentd

trobmocyt

nakladné vybaveni i provoz,
nezbytny zku$eny operator,
naro¢na laboratorni prace

Trombocyty jako cil Ié€ebnych intervenci v sepsi

Ackoliv je normalni poc¢et krevnich destiek 150 az
350 . 109/1, pouze mala ¢ast z tohoto poctu (< 10 . 109/1)
je za normalnich okolnosti skute¢né tfeba k prevenci
béznych krvaceni. K hemostaze pfi vétsich poranénich
a béznych chirurgickych vykonech je zpravidla trombo-
cytl potfeba vice (40-50 . 109/), podle zavaznosti sta-
vu, rozsahu poranéni a vykonu [58, 65]. Také od toho-
to poznani by se méla odvijet i strategie v jejich substi-
tuci. Excesivni prevody trombocytarnich koncentrat(
mohou zvySovat ,klasicka“ rizika spojena s prfevodem
krevnich derivatd/trombocytu, ale pfi znalostech vySe
diskutovanych nehemostatickych funkci desti¢ek mo-
hou vést i k potenciaci a zhorSeni systémové inflamace
a MODS.

Recentni literatura dokumetuje minimalné asociaci
ALI/ARDS s transfuzemi krevnich produkt(i bohatych
na plasmu (plasma-rich blood derivates; Cerstva zmra-
zena plasma, trombokoncentraty), a to zejména
u kriticky nemocnych v sepsi/septickém Soku a/nebo
s pneumonii ¢i po aspiraci zalude¢niho obsahu [78].
Trombocyty vetné téch transfundovanych se také mo-
hou podilet na poSkozeni, ale na druhé strané i na re-
generaci jater po jejich primarnim postizeni [79].

Spolu s rostouci incidenci zavaznych onemocnéni
vyvolanych polyrezistentnimi mikroorganismy se sta-
va lé¢ba téchto infekci &im dal tim narocnéjsi
a komplikovanéjsi. Nahlizime-li na trombocyty jako na
velmi potentni iniciatory a modulatory imunitni odpo-
vedi hostitele, jevi se cileni naSich I1é€ebnych &i pfi-
padné preventivnich snah na tyto elementy jako racio-
nalni. Napfiklad antagonizace/blokada desti¢kového
receptoru FcyRlla miize zabranit &i zmirnit aktivaci
trombocytld a tim neadekvatni odpovédi imunitniho
systému, jez mlze vést k septickému Soku a MODS

[61]. Inhibice Fc Rlla neovliviiuje reakce trombocytd
na jiné agonisty, a tedy ani napf. jejich hemostatické
funkce [61].

V neposledni fadé mize byt rezoluce trombocyto-
penie v sepsi/septickém Soku povazovana za jednu ze
znamek spravné zvolené léCebné strategie a pfizni-
vého ovlivnéni zakladniho onemocnéni [11, 12, 13].

Zaver

Trombocyty tvofi nedilnou soucast hemostatického
systému nezbytného k udrzeni homeostazy organis-
mu. Nicméné, jak ukazuje soucasny vyzkum
a literatura, jejich funkce zasahuiji daleko a intenzivné
do vrozené i adaptivni imunity a velkou mérou se po-
dileji na imunitni odpovédi organismu hostitele pfi in-
vazi patogent. | kdyz je fada patofyziologickych me-
chanismu, kterymi mohou trombocyty iniciovat
a modulovat zanétlivou odpovéd, znama, je tfeba dal-
§iho vyzkumu k podrobnému odhaleni jejich funkci
a pfipadnému nalezeni novych biomarkerd
a terapeutickych cild.

Pouzité zkratky:

JIP — jednotka intenzivni péce

APACHE Il - acute physiology and chronic health
evaluation score

MODS — multiple organ dysfunction syndro-
me/score

EC(s) — endotelialni bunka (buriky)

DC(s) — dendriticka bunka (bunky)

PMN — polymorfonukleéary

APC(s) — antigen prezentujici burika (buriky)

NET(s) — neutrophil extracellular trap(s)
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PAMP(s) — pathogen-associated molecular pat-

tern(s)

TLR — Toll-like receptor

TPO — trombopoetin

EPO — erytropoetin

G-CSF — granulocyte-colony stimulating factor

M-CSF — macrophage/monocyte-colony stimu-
lating factor

HLA — human leukocyte antigen

IL-1B — interleukin-13

IL-3 — interleukin-3

IL-6 — interleukin-6

IL-11 — interleukin-11

TNF-o — tumor necrosis factor o

PAF — platelet activating factor

VEGF — vascular endothelial growth factor

PDGF — platelet-derived growth factor

GP — glykoprotein

PSGL-1 — P-selectin glycoprotein ligand-1

RANTES - regulated on activation normal T-cell
expressed and secreted

vWF — von Willebrandtv faktor

LDL — low-density lipoprotein

ADP — adenindifosfat

TXA2 — tromboxan A2

TF — tissue factor

LPS — lipopolysacharid

ICAM-1 — intercellular adhesion molekule-1

ICAM-2 — intercellular adhesion molekule-2

VCAM-1 — vascular-cell adhesion molekule-1

LFA-1 — lymfocyte function-associated anti-
gen-1

2-DE — dvojdimenziondlni elektroforéza
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