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Bolniki z esencialno trombocitemijo (ET) imajo povecano Stevilo trombocitov v periferni
krvi in pogosto tudi okvarjeno funkcijo trombocitov. Zapleti se pojavijajo v obliki tromboz
ali krvavitev. Za preprecevanje tromboz bolniki pogosto profilakticno dobivajo acetilsali-
cilno kislino (ASA). Danes je na voljo vec nacinov za oceno trombocitne funkcije, na pri-
mer agregometrija in zapiraini cas. Mnogi izmed njih imajo Stevilne pomangjkljivosti. V
okviru raziskave smo skusali ovrednotiti nov nacin adhezije in agregacije trombocitov na
polistirenski membrani (AAPM).

Vraziskavo smo vkljucili 69 bolnikov z ET. Od tega je bilo 49 bolnikou, ki so prejemali ASA,
in 20 bolnikov, ki niso prejemali ASA. Bolnikom smo izmerili agregacijo trombocitov z
agregometrom, zapiralni cas ter preskusali funkcijo trombocitov z nacinom AAPM. Izmer-
Jene vrednosti smo primerjali z vrednostmi zdravih oseb.

Pri bolnikih z ET v primerjavi z zdravimi osebami sta bila delez pokrite povrsine (1,7 %
proti 3,3 %) in povprecna velikost trombocitov in trombocitnih agregatov (32 um? proti
45 um?) prirejene preiskave AAPM statisticno manjsa (p < 0,05). Bolniki, ki so prejemali
ASA, v primerjavi z bolniki, ki niso prejemali ASA, so imeli povecan delez pokrite povrsine
(11 % proti 1,7 %), povprecno velikost trombocitov in trombocitnih agregatov (42 um?
proti 32 um?) in Stevilo trombocitov in trombocitnih agregatov (1421 proti 263 ) prirejene
preiskave AAPM (p <0,05).

Ugotovili smo, da je prirejena preiskava AAPM primerni nacin za dolocanja motenj funk-
cije trombocitov pri bolnikih z ET. Poleg tega je prirejena preiskava AAPM primerna tudi
za spremljanje ucinka profilakse z ASA in za odkrivanje bolnikov z rezistenco na ASA.
Ugotovili smo Se, da Stevilcna koncentracija trombocitov v krvi vpliva na Stevilo tromboci-
tov in trombocitnih agregatov, izmerjenih s standardno preiskavo AAPM.

agregometrija; zapiralni cas; acetilsalicilna kislina

Abstract

Background

People with essential thrombocythemia (ET) have increased number of circulating plate-
lets. The function of platelets is often impaired. Some people with ET can suffer from ble-
eding or clotting due to their disease. Acetylsalicylic acid (ASA) may be useful in treating
patients with symptoms of microvascular occlusion. Numerous methods for evaluation of
platelet function are available. Most of them have numerous disadvantages. In this rese-
arch a new method adhesion and aggregation on polystyrene surface (AAPS) was asses-
sed.
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The research comprised 69 patients with ET. The study group consisted of 49 patients
that were treated with ASA and 20 patients that were not treated with ASA. We measured
Dplatelet aggregation using aggregometer and closure time. We were also testing platelet
JSunction using the new method AAPS. The measured values were compared to values of

Surface coverage (3.3 % vs. 1,7 %) and average size of platelets and platelet aggregates
(45 um? vs. 32 um?) of the modified test AAPS were decreased for patients that were not
treated with ASA versus healthy subjects (p < 0.05). Surface coverage (1.7 % vs. 11 %),
average size of platelets and platelet aggregates (32 um? vs. 42 uym?) and number of plate-
lets and platelet aggregates (263 vs. 1421) of the modified test AAPS for patients that were
treated with ASA versus patients that were not treated with ASA were increased (p <0.05).

We found out that the AAPS modlified test is useful for evaluation of platelet dysfunction in
patients with ET. Furthermore the AAPS modified test is suitable for monitoring treatment
with ASA and screening patients with »acetylsalicylic acid resistance«. We also found out
that the number of platelets in blood exerts influence upon number of platelets and platelet

Methods

healthy subjects.
Results
Conclusions

aggregates measured by the standard test AAPS.
Key words aggregometry; closure time; acetylsalicylic acid
Uvod

Esencialna trombocitemija je kroni¢na mieloprolife-
rativna bolezen, ki prizadene predvsem megakariocit-
no vrsto. Znacilno je razras¢anje megakariocitov v
kostnem mozgu in zato povecano Stevilo tromboci-
tov v periferni krvi. Pogosto je okrnjena tudi njihova
funkcija. Zapleti se pojavljajo v obliki tromboz in kr-
vavitev. Za preprecevanja tromboz bolniki pogosto
prejemajo majhne odmerke ASA.'-* ASA inhibira en-
cim ciklooksigenazo, ki sodeluje pri sintezi trombo-
ksana A, (TXA,) in prostaciklina. TXA agregacijo trom-
bocitov pospesuje, medtem ko jo prostaciklin zavira.
Encim ciklooksigenaza deluje zlasti na konstitutivni
encim COX-1. Z inhibicijo encima se zmanjsa sinteza
TXA, v trombocitih, prav tako pa se zmanjsa tudi sin-
teza prostaciklina v endoteliju. Ker trombociti nima-
jo jedra, ciklooksigenaze ne morejo vec sintetizirati.
Njihova okvara je tako dokonc¢na, Zilne endotelijske
celice pa sintetizirajo nov encim. Inhibicija endotelij-
ske ciklooksigenaze zahteva vecje koli¢ine ASA, pred-
vsem v primeru peroralnega jemanja. Sistemsko ozi-
lje je namre¢ zasciteno pred delovanjem ASA, saj jo
esteraze vjetrih v okviru predsistemske presnove pret-
vorijo v salicilat. Trombociti pa so ASA izpostavljeni
Ze v portalni krvi.

Za preprecevanje se tako uporabljajo majhni odmer-
ki ASA, saj se na ta nacin zmanjsa sinteza TXA,, brez
znatnega zmanj$anja sinteze prostaciklina.>°

Med nacini, ki preskusajo funkcijo trombocitov, se
uporabljata tudi agregometrija in merjenje zapiralne-
ga casa.

Bolniki in metode
Bolniki

V raziskavo smo vkljucili 69 bolnikov, in sicer 22 mo-
skih in 47 Zensk z ET, ki se zdravijo v hematoloski
ambulanti Klini¢nega oddelka za hematologijo v Ljub-
ljani. Povprec¢na starost bolnikov je bila 59 let.

Bolnikom smo izmerili agregacijo trombocitov z agre-
gometrom, zapiralni ¢as ter preskusali funkcijo trom-
bocitov z na¢cinom AAPM. Izmerjene vrednosti smo
primerjali z vrednostmi zdravih oseb.

V skupini bolnikov, ki so prejemali ASA, smo izklju-
¢ili 4 bolnike z ugotovljeno rezistenco na ASA. Izklju-
¢eni bolniki predstavljajo 8,2 % bolnikov, ki so preje-
mali ASA.

Metode

Agregometer je prirejen spektrofotometer, katerega
osnovaza merjenje agregacije trombocitov temelji na
spektrofotometri¢cnem merjenju spremembe prepust-
nosti svetlobe skozi plazmo s trombociti. V primeru,
da v plazmi poteka proces agregacije trombocitov,
prepustnost svetlobe narasc¢a. Agregometrija je osnov-
ni preskus za oceno funkcije trombocitov. Agregome-
ter ni obcutljiv na majhne agregate trombocitov, ker
ne zazna zacetne faze agregacije trombocitov. Poleg
tega na agregacijo vpliva tudi majhna stevil¢na kon-
centracija trombocitov, zato se nacin ne smatra za za-
nesljivega, ko je Stevil¢na koncentracija trombocitov
manjsa od 100 x 10°/L. Postopek je dolgotrajen in za-
hteva pripravo vzorca.!'-'* Nacin zapiralnega ¢asa te-
melji na merjenju casa, ki je potreben za nastanek
trombocitnega ¢epa, ki zapre odprtino v membrani
merilne celice in s tem prekine tok krvi. Membrana je
v eni merilni celici prekrita s kolagenom in epinefri-
nom, v drugi pa s kolagenom in ADP. Kot posledica
izpostavitve trombocitov striznim silam in aktivator-
jem trombocitov, kot so kolagen in ADP/adrenalin,
pride do aktivacije in aglutinacije trombocitov. Nasta-
ne strdek, ki zamasi odprtino v membrani merilne ce-
lice. Pomanjkljivost je maksimalni ¢as merjenja 300 s.
Po izteku tega ¢asa se merjenje prekine in aparat nam
ne posreduje podatkov, v koliksnem casu bi dejan-
sko prislo do zaprtja odprtine. Poleg tega je aparat
prirejen za merjenje zapiralnega ¢asa pri stevil¢ni kon-
centraciji trombocitov 100-500 x 10°/L in hematokri-
tu od 0,350 do 0,500.10-12
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AAPM je nov nacin za preskusanje funkcije tromboci-
tov (adhezija in agregacija) pod skoraj fizioloskimi
pogoji. V nacin AAPM je vpet princip posodice in ko-
nusa, ki ustvarja laminarni tok preko povrsine poso-
dice. Z vrtenjem pri 720 obratih na minuto posnema
arterijski tok krvi. Pri danih pogojih vrtenja se vzpo-
stavijo moc¢ne strizne sile, ki so potrebne za aktivira-
nje adhezije. Na vsaki tocki povrsine posodice so striz-
ne sile obratno sorazmerne razdalji konusa in povrsi-
ne posodice ter premo sorazmerne s kotno hitrostjo.
Povrsina posodice je obdana s polistirenom, na kate-
ro se takoj po dodatku krvi adherirajo plazemski pro-
teini (fibrinogen, viWf) in postanejo privla¢niza trom-
bocite. Rezultat tega je adhezija in agregacija trombo-
citov na povrsini membrane. Po izpiranju ostanka
krvi in barvanju adheriranih trombocitov sledi kvan-
tifikacija reakcij s pomodjo slikovnega analizatorja.
Rezultati adhezije in agregacije so izraZeni v numeric-
ni obliki, in sicer: delez pokrite povrsine (SC) s trom-
bociti in trombocitnimi agregati, kar predstavlja ad-
hezijo trombocitov; povprec¢na velikost trombocitov
in trombocitnih agregatov, vezanih na povr§ino mem-
brane (ASTTA) vum? kar predstavlja agregacijo trom-
bocitov; stevilo trombocitov in trombocitnih agrega-
tov (NTTA). SC nad 7,5 % in ASTTA nad 25 um? sta
opredeljeni kot normalni vrednosti.

a) Standardna preiskava AAPM preskusa funkcijo
trombocitov pod skoraj fizioloskimi pogoji (po-
snemanje arterijskega toka, preskusanje poteka v
polnikrviin na povrsini, ki je podobna zilni steni)
in brez dodatka reagentov.

ASA in druge antiagregacijske uc¢inkovine (npr. klo-

pidrogel) na standardno preiskavo AAPM nimajo vpli-

va, saj po vecini predstavlja adhezijske lastnosti trom-
bocitov. Tako sta SC in ASTTA pri bolnikih, ki preje-
majo ASA, normalna.

b) Prirejena preiskava AAPM se uporablja za presku-
Sanje odziva na ASA. Od standardne preiskave se
razlikuje v tem, da vzorcu krvi dodamo arahidon-
sko kislino pred izvedbo standardne preiskave
AAPM.

Preinkubacija vzorca z arahidonsko kislino povzroci

aktivacijo in aglutinacijo trombocitov, kar se kaze v

mo¢no zmanjsani adheziji. Nastanejo namre¢ majhni

agregati trombocitov, ki za¢asno izgubijo adhezijske
lastnosti, dokler se ne pojavi spontana deagregacija.

V primeru bolnikov, ki prejemajo ASA, pride do vecje

adhezije trombocitov kot posledica inhibicije arahi-

donske kisline z ASA.>8% 1112

Statististi¢ni postopki

Statisti¢no vrednotenje rezultatov smo opravili s sta-
tisticnim rac¢unalniskim programom SPSS 10,0. Prime-
rjavo posameznih kazalcev med neodvisnimi vzorci
smo izvedli z Mann-Whitneyjevim preskusom. Privseh
statisticnih postopkih smo izbrali 5-odstotno stopnjo
tveganja. Razlike smo oznacili kot statisti¢no znacilne
v primeru, ko je bila vrednost »p« manjsa od 0,05. Iz-
rac¢unali smo tudi Spearmanov korelacijski koeficient
za oceno povezave med posameznimi kazalci. Kore-
lacija med kazalci je bila statisti¢no znacilna, ko je bila
vrednost »p« manjsa od 0,05.

Rezultati

V raziskavi smo zeleli ugotoviti, ali je nov nac¢in AAPM
primeren za doloc¢anje motenj funkcije trombocitov
pribolnikih z ET. V ta namen smo primerjali preisko-
vane kazalce za oceno trombocitne funkcije zdravih
oseb in bolnikov, ki niso prejemali ASA (Razpr. 1).

Razpr. 1. Primerjava preiskovanih kazalcev za oceno
trombocitne funkcije zdravih oseb in bolnikouv, ki ni-
so prejemali ASA.

Table 1. Comparison of the investigated parameters
Jfor the assessment of platelet function in healthy sub-
Jects and in patients that were not treated with ASA.

Kazalec Nz Mez N Me s/ns
Parameter

Agregometrija

Agregometry

ADP (%), 10 umol/L 62 82 20 98  s,p=0,001
ADR (%), 10 umol/L 62 43 20 125 s p<0,001
COL (%), 5 ug/mL 62 82 20 4 s,p<0,001
AA (%), 1 mmol/L 62 80 20 82 ns
Zapiralni ¢as

Closure time

CT-ADP (s) 30 82 20 103 s,p=0,006
CT-EPI (s) 30 104 20 152 s,p=0,003
Standardna preiskava AAPM

AAPM standard examination

SC (%) 30 125 20 125 ns
ASTTA (um?) 30 45 20 39 ns
NTTA 30 1680 20 1862 s,p=0,027
Prirejena preiskava AAPM

Modified AAPM examination

SC-AA (%) 10 33 20 17 sp=0022
ASTTA-AA (um?) 10 45 20 32 s,p=0,020
NTTA-AA 10 473 20 203 ns

Nz - $tevilo zdravih oseb; Mez - mediana zdravih oseb; N - Stevilo bolni-
kov, ki niso prejemali ASA; Me - mediana bolnikov, ki niso prejemali
ASA; s - znacilnost razlik; ns - ni znacilnih razlik.

Nz - number of healthy subjects; Mez - median of healthy subjects; N -
number of patients that were not treated with ASA; Me - median of pati-
ents that were not treated with ASA; s - significant differences; ns - diffe-
rences were not significant.

ADP - adenozindifosfat; ADR/EPI - adrenalin; COL - kolagen; AA - ara-
hidonska kislina; CT - zapiralni ¢as; SC - deleZ pokrite povrsine s trom-
bociti in trombocitnimi agregati; ASTTA - povpre¢na velikost tromboci-
tov in trombocitnih agregatov, vezanih na povr§ino membrane; NTTA -
Stevilo trombocitov in trombocitnih agregatov.

ADP - adenosine diphosphate; ADR/EPI - adrenaline; COL - collagen;
AA - arachidonic acid; CT - closure time; SC - surface coverage with
platelets and platelet aggregates; ASTTA - average size of platelets and
platelet aggregates; NTTA - number of platelets and platelet aggregates.

V okviru raziskave smo Zeleli tudi ugotoviti, ali ASA
vpliva na AAPM, zapiralni ¢as in na delez agregacije,
izmerjen z agregometrom. Zato smo primerjali Ste-
vil¢no koncentracijo trombocitov, steviléno koncen-
tracijo levkocitov, koncentracijo hemoglobina in pre-
iskovane kazalce bolnikov, ki so prejemali ASA, in bol-
nikov, ki ASA niso prejemali (Razpr. 2).

Zeleli smo tudi ugotoviti, ali Stevilo trombocitov pri
bolnikih z esencialno trombocitemijo vpliva na pre-
iskovane kazalce za oceno trombocitne funkcije.
V ta namen smo primerjali Steviléno koncentracijo
levkocitov, koncentracije hemoglobina in preisko-
vane kazalce bolnikov, ki niso prejemali ASA in so
imeli steviléno koncentracijo trombocitov manjso od
600 x 10°%/L, ter bolnikov, ki prav tako niso prejemali
ASA in so imeli stevil¢no koncentracijo trombocitov
vecjo od 600 x 10%/L (Razpr. 3).
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Razpr. 2. Primerjava stevilcne koncentracij tromboci-

tov, levkocitov, koncentracij hemoglobina in preisko-

vanih kazalcev za oceno trombocitne funkcije bolni-

kov, ki niso prejemali ASA, in bolnikou, ki so prejemali
ASA.

Table 2. Comparison of the concentration of platelets,

leukocytes, haemoglobin values and the investigated

parameters in patients that were not treated with ASA
and patients that were treated with ASA.

Kazalec

Parameter N Me N, Me ., s/ns
Krvna slika

Blood picture

Tr (x 10°/L) 20 676 45 661 ns
L(x 10/L) 20 81 45 84 ns

Hb (g/L) 20 137 45 126 ns
Agregometrija

Agregometry

ADP (%), 10 umol/L 20 98 45 66  s,p<0,001
ADR (%), 10 pmol/L 20 125 45 12 ns
COL (%), 5 ng/mL 20 4 45 5 ns

AA (%), 1 mmol/L 20 82 45 4 5, p <0,001
Zapiralni ¢as

Closure time

CT-ADP (s) 20 103 45 105 ns
CT-EPI (s) 20 152 45 248 s, p<0,001
Standardna preiskava AAPM

Standard AAPM examination

SC (%) 20 125 45 14 ns
ASTTA (um?) 20 39 45 42 ns
NTTA 20 1862 45 1925 ns
Prirejena preiskava AAPM

Modified AAPM examination

SC-AA (%) 200 17 45 11  s,p<0,001
ASTTA-AA (um?) 20 32 45 42 s, p=0,002
NTTA-AA 20 263 45 1421 s,p<0,001

N - stevilo bolnikov, ki ASA niso prejemali; Me - mediana bolnikov, ki
ASA niso prejemali; N, - Stevilo bolnikov, ki so prejemali ASA; Me,, -
mediana bolnikov, ki so prejemali ASA; s - znacilnost razlik; ns - ni zna-
Cilnih razlik.

N - number of patients that were not treated with ASA; Me - median of
patients that were not treated with ASA; N, - number of patients that
were treated with ASA; Me , - median of patients that were treated with
ASA; s - significant differences; ns - differences were not significant.

Tr - Stevil¢na koncentracija trombocitov; L - Stevil¢na koncentracija lev-
kocitov; Hb - koncentracija hemoglobina; ADP - adenozindifosfat; ADR/
EPI - adrenalin; COL - kolagen; AA - arahidonska kislina; CT - zapiralni
Cas; SC - delez pokrite povrsine s trombociti in trombocitnimi agregati;
ASTTA - povprecna velikost trombocitov in trombocitnih agregatov, ve-
zanih na povrsino membrane; NTTA - Stevilo trombocitov in trombocit-
nih agregatov.

Tr - concentration of platelets; L - concentration of leucocytes; Hb -
haemoglobin values; ADP - adenosine diphosphate; ADR/EPI - adrena-
line; COL - collagen; AA - arachidonic acid; CT - closure time; SC - surfa-
ce coverage with platelets and platelet aggregates; ASTTA - average size
of platelets and platelet aggregates; NTTA - number of platelets and pla-
telet aggregates.

Razpravljanje

Z raziskavo smo skusali ugotoviti, ali je nov nacin do-
lo¢anja AAPM primeren za doloc¢anje motenj funkci-
je trombocitov pri bolnikih z ET. V ta namen smo sku-
pino bolnikov z ET, ki niso prejemali ASA, primerjali
s skupino zdravih oseb.

Pri preskusanju plazme s trombociti pri bolnikih z ET
je bildelez agregacije, povzrocen z ADP, znacilno vecji
glede na zdrave ljudi.

V literaturi®® zasledimo podatek, da se delez agregaci-
je trombocitov, povzrocen z adrenalinom pri bolni-
kih z ET glede na zdrave ljudi, znacilno zmanjsa.

Razpr. 3. Primerjava Stevilcne koncentracije levkoci-
tov, koncentracij hemoglobina in preiskovanih kazal-
cev za oceno trombocitne funkcije bolnikov, ki niso
prejemali acetilsalicilne kisline, in s Stevilcno koncen-
tracijo trombocitov, manjso od 600 x 10%/L, in bolni-
kouv, ki prav tako niso prejemali acetilsalicilne kisli-
ne, in s Stevilcno koncentracijo trombocitov, vecjo od
600 x 10°/L.

Table 3. Comparison of the concentration of leucocy-
tes, haemoglobin values and the investigated parame-
ters in patients that were not treated with ASA and
had concentration of platelets under 600 x 10°/L and
patients that were not treated with ASA and had con-
centration of platelets over 600 x 10%/L.

Kazalec

Parameter N, Me, N, Me, s/ns
Krvna slika

Blood picture

L(x 10°/L) 9 61 11 10 s p=0044
Hb (g/L) 9 126 11 143 s,p-0,023
Zapiralni ¢as

Closure time

CT-ADP (s) 9 100 11 105 ns
CT-EPI(s) 9 139 11 155 ns
Standardna preiskava AAPM

Standard AAPM examination

SC (%) 9 12 11 13 ns
ASTTA (um?) 9 38 11 40 ns
NTTA 9 1728 11 1963 s,p=0,004
Prirejena preiskava AAPM

Modified AAPM examinationSC-AA (%) 9 2,1 11 1,5 ns
ASTTA-AA (um?) 9 34 11 31 ns
NTTA-AA 9 341 11 236 ns

N, - stevilo bolnikov, ki niso prejemali ASA, in s stevil¢no koncentracijo
trombocitov, manjso od 600 x 10%/L, Me, - mediana bolnikov, ki niso
prejemali ASA, in s Stevil¢no koncentracijo trombocitov, manjso od
600 x 10%/L, N, - Stevilo bolnikov, ki niso prejemali ASA, in s stevil¢no
koncentracijo trombocitov, vecjo od 600 x 10°/L, Me, - mediana bolni-
kov, ki niso prejemali ASA in s Stevil¢no koncentracijo trombocitov, vec-
jo od 600 x 10°/L, s - znacilnost razlik, ns - ni znacilnih razlik.

N, - number of patients that were not treated with ASA and concentrati-
on of platelets under 600 x 10°/L; Me, - median of patients that were not
treated with ASA and concentration of platelets under 600 x 10%/L; N, -
number of patients that were not treated with ASA and concentration of
platelets over 600 x 10%/L; Me, - median of patients that were not treated
with ASA and concentration of platelets over 600 x 10%/L; s - significant
differences; ns - differences were not significant.

L - stevil¢na koncentracija levkocitov; Hb - koncentracija hemoglobina;
ADP - adenozindifosfat; ADR/EPI - adrenalin; AA - arahidonska kislina;
CT - zapiralni ¢as; SC - delez pokrite povrsine s trombociti in trombocit-
nimi agregati; ASTTA - povprecna velikost trombocitov in trombocitnih
agregatov, vezanih na povrsino membrane; NTTA - Stevilo trombocitov
in trombocitnih agregatov.

L - concentration of leucocytes; Hb - haemoglobin values; ADP - ade-
nosine diphosphate; ADR/EPI - adrenaline; AA - arachidonic acid; CT -
closure time; SC - surface coverage with platelets and platelet aggrega-
tes; ASTTA - average size of platelets and platelet aggregates; NTTA -
number of platelets and platelet aggregates.

ZmanjSan delez agregacije, povzro¢en zadrenalinom,
pa smo ugotovili tudi v raziskavi. Ti rezultati potrjuje-
jo, da imajo bolniki z ET okvarjeno funkcijo trombo-
citov. Sklepamo, da je dodani adrenalin primeren za
oceno trombocitne funkcije pri bolnikih z ET.

Prav tako v literaturi®® zasledimo podatek, da se delez
agregacije povzrocen s kolagenom pri bolnikih z ET
glede na zdrave ljudi, znacilno zmanjsa. Slednje kaze-
jo tudi rezultati nase raziskave. Ti rezultati potrjujejo,
da imajo bolniki z ET okvarjeno funkcijo tromboci-
tov. Sklepamo, da je reagent kolagen primeren za oce-
no trombocitne funkcije pri bolnikih z ET.
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Delez agregacije, povzrocen z arahidonsko kislino, se
pribolnikih z ET ni statisti¢no razlikoval glede na zdra-
ve ljudi. Iz tega lahko sklepamo, da vzrok za moteno
funkcijo trombocitov pri bolnikih z ET ni v encimih,
ki pretvorijo arahidonsko kislino v TXA

Zapiralni ¢as, izmerjen v merilnih celicah KOL/ADP
in KOL/EP], je bil statisti¢cno podalj$an pri bolnikih z
ET. Slednji rezultati se skladajo s podatki iz literatu-
re.’ Iz tega lahko sklepamo, da imajo bolniki z ET ok-
varjeno funkcijo trombocitov.

Primerjava obeh skupin je pokazala znacilno poveca-
no NTTA standardne preiskave AAPM pri bolnikih z
ET. Avtorji® navajajo, da je stopnja adhezije in agrega-
cije odvisna od $tevila trombocitov. Bolniki z ET ima-
jo namre¢ povecano Stevilo trombocitov in na ta na-
¢in lahko pride do vedjega NTTA. Izsledki znacilno
povecanega NTTA in ne tudi drugih kazalcev standar-
dne preiskave AAPM pribolnikih z ET so pokazali, da
ne moremo lociti reaktivne trombocitoze (krvavitev)
od bolezenskega povecanja stevila trombocitov (ET).
Znacilno zmanjsan SC-AA in ASTTA-AA prirejene pre-
iskave AAPM smo ugotovili pri bolnikih z ET. V litera-
turi'® zasledimo podatek, da imajo bolniki z ET pove-
¢ano aktivnost fosfolipaz. Po dodatku arahidonske ki-
sline pride preko TXA, do aktivacije trombocitov in
sekrecije iz trombocitnih zrnc. Aktivirajo se tudi fos-
folipaze, ki sprostijo arahidonsko kislino iz membra-
ne trombocitov. Vedja aktivnost fosfolipaz pri bolni-
kih z ET lahko na ta nacin povzroci sprostitev vecjih
koli¢in endogene arahidonske kisline. Arahidonska
kislina povzro¢i aktivacijo in aglutinacijo tromboci-
tov, kar se kaze v moc¢no zmanjsani adheziji. Nastane-
jo namre¢ majhni agregati trombocitov, ki zacasno
izgubijo adhezijske lastnosti, dokler se ne pojavi spon-
tana deagregacija.®

Zeleli smo ugotoviti, ali ASA vpliva na agregometrijo,
zapiralni ¢as in AAPM. Bolnike z ET smo razdelili v
skupino, ki je prejemala ASA, in skupino, ki ASA ni
prejemala.

Skupini bolnikov se v §tevil¢ni koncentraciji trombo-
citov, levkocitov in koncentracijah hemoglobina ni-
sta razlikovale. ASA z acetiliranjem encima ciklooksi-
genaza-1 vpliva na samo delovanje trombocitov in ne
na njihovo nastajanje. Prav tako nima vpliva na nasta-
janje levkocitov in koncentracije hemoglobina.®”
Primerjava bolnikov, ki so prejemali ASA, z bolniki, ki
ASA niso prejemali, je pokazala znacilno zmanjsano
agregacijo povzroc¢eno z ADP in arahidonsko kislino
v primeru bolnikov, ki so prejemali ASA. Rezultati raz-
iskave se ujemajo s podatkiizliterature.>” ASA namrec
inhibira nastanek TXA, in s tem sekundarni val z ADP
povzrocene agregacije. Pridodatku arahidonske kisli-
nekotaktivatorja trombocitov se ta prav tako ne more
pretvoritivTXA, zaradiinhibicije encima ciklooksige-
naze z ASA. Posledicategaje zmanj$an delez agregaci-
je.Delezagregacije, povzrocen zadrenalinom in kola-
genom, se med obema skupinama bolnikov ni znacil-
no razlikoval. Vpliva ASA na agregacijo, povzro¢eno z
adrenalinom in kolagenom, ne moremo ugotoviti, saj
jebildelezagregacije zadrenalinominkolagenom maj-
hen ze pri skupini bolnikov, ki ni prejemala ASA. Skle-
pamolahko, dajevzrok v okvarjeni funkciji tromboci-
tov ali pa v neustreznem reagentu.

Literatura” '° navaja, da ASA podaljsa zapiralni cas,
izmerjen z merilno celico KOL/EPI, pri tem pa
nima vpliva na zapiralni ¢as, izmerjen v merilni celici
KOL/ADP. Slednje smo potrdili tudi z rezultati nase
raziskave.

Skupini bolnikov se nista razlikovali v kazalcih stan-
dardne preiskave AAPM. Slednji rezultati se skladajo
zliteraturo,® ki navaja, da ASA na standardno preiska-
vo AAPM nima vpliva, saj le-ta ve¢inoma predstavlja
adhezijske lastnosti trombocitov.

Primerjava obeh skupin bolnikov je pokazala pri bol-
nikih, ki so prejemali ASA, znacilno povecan SC-AA,
ASTTA-AA in NTTA-AA prirejene preiskave AAPM.
Slednji rezultati prirejene preiskave AAPM so tudi v
skladu z literaturo.® Preinkubacija vzorca z arahidon-
sko kislino povzroci aktivacijo in aglutinacijo trom-
bocitov, kar se kaze v zelo zmanjsani adheziji. Nasta-
nejo namre¢ majhniagregati trombocitov, ki za¢asno
izgubijo adhezijske lastnosti, dokler se ne pojavi spon-
tana deagregacija. V primeru bolnikov, ki se zdravijo
7 ASA, pa pride do ve¢je adhezije trombocitov kot po-
sledica inhibicije arahidonske kisline z ASA.

V raziskavi smo tudi skusali ugotoviti, ali Stevil¢na kon-
centracija trombocitov pri bolnikih z esencialno trom-
bocitemijo vpliva na zapiralni ¢as in AAPM.

V ta namen smo bolnike, ki niso prejemali ASA, raz-
delili v skupino s stevil¢no koncentracijo, manjso od
600 x 10°/L, in skupino s §tevil¢no koncentracijo, ve¢-
jo od 600 x 10%/L.

Vpliva stevil¢ne koncentracije trombocitov navredno-
sti deleza agregacije nismo preverjali, saj pri delu z
agregometrom Stevil¢no koncentracijo trombocitov
vedno uravnamo na 250 x 10%/L.

V zapiralnih ¢asih nam primerjava obeh skupin bol-
nikov ni pokazala znacilnih razlik. Ena od moznih raz-
lag je, da je zaradi okvarjene funkcije trombocitov pri
bolnikih z esencialno trombocitemijo zapiralni ¢as po-
daljsan v obeh merilnih celicah. Zaradi slabosti napra-
ve, tj. maksimalnega ¢asa merjenja 300 sekund, tako
ne vemo, za koliko se ¢as podaljsa in v koliksnem ca-
su bi dejansko prislo do zaprtja odprtine. S tem pa
tudi ne moremo ugotoviti, ali Stevilo trombocitov vpli-
va na zapiralni cas.

Primerjava teh dveh skupin bolnikov nam je kazala
znacilno povec¢ano NTTA standardne preiskave AAPM
pri bolnikih s steviléno koncentracijo, vecjo od 600 x
10°/L. Ti rezultati so v skladu s podatki iz literature,®
saj je stopnja adhezije in agregacije odvisna od stevila
trombocitov. Primerjava teh dveh skupin je pokazala
tudi znacilno povecano Steviléno koncentracijo lev-
kocitov in koncentracije hemoglobina pri bolnikih s
Stevil¢no koncentracijo, ve¢jo od 600 x 10°/L. Vendar
so te razlike med obema skupinama lahko posledica
dejstva, da je bilo v skupini z vecjo Stevil¢no koncen-
tracijo trombocitov ve¢ moskih, ki imajo vec¢jo kon-
centracijo hemoglobina kot Zenske. Vecja Stevilcna
koncentracija levkocitov in koncentracije hemoglo-
bina lahko prispevajo k vedji viskoznosti krvi in s tem
k ve¢jemu NTTA.

Skupini bolnikov se nista razlikovali v kazalcih prire-
jene preiskave AAPM, in sicer SC-AA, ASTTA-AA in
NTTA-AA. Iz tega lahko sklepamo, da Stevilo trombo-
citov na prirejeno preiskavo AAPM ne vpliva.




1-68

Zdrav Vestn 2008; 77: SUPPL I

Ugotovili smo korelacijo (p = -0,446; p < 0,001) med
kazalcem SC-AA prirejene preiskave AAPM in dele-
Zem agregacije, povzrocene z arahidonsko kislino.
Prav tako pa smo ugotovili tudi korelacijo (p = -0,462;
p <0,001) med kazalcem NTTA-AA prirejene preiska-
ve AAPM in delezem agregacije, povzrocene z arahi-
donsko kislino.

V skupini bolnikov, ki so prejemali ASA, smo izlo¢ili 4
bolnike z ugotovljeno rezistenco na ASA. Njihovi re-
zultati namrec¢ napacno vplivajo na statisticno vredno-
tenje rezultatov in s tem tudi na sklepe.

Zakljucki

Prirejena preiskava AAPM se je izkazala kot primerni
nacin za doloc¢anje motenj funkcije trombocitov pri
bolnikih z ET. Prirejena preiskava AAPM se je izkaza-
la kot primeren nacin za spremljanje ucinka profila-
kse z ASA. Poleg tega smo ugotovili, da omogoca od-
krivanje bolnikov, ki so rezistentni na ASA. Ugotovili
smo, da stevil¢na koncentracija trombocitov v krvi pri
bolnikih z ET vpliva na NTTA standardne preiskave
AAPM.
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