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Santrauka. Darbo tikslas. Sudaryti prielaidas lengvesniam trombocitų tyrimo būdų
pasirinkimui remiantis jų charakteristikų lyginamąja analize. Dabar trombocitų funkcijai tirti
naudojami skirtingais principais veikiantys ir labai nevienodomis galimybėmis pasižymintys
aparatai ir jų sistemos. Deja, dėl didelės trombocitų defektų įvairovės nė vieno jų tikslumas
nesiekia 100 proc. Norint išvengti klaidų, tenka naudoti kelis tyrimo būdus. Bandoma bent
minimaliai apžvelgti kiek galima didesnį kiekį naudojamų ir pradedamų diegti į praktiką
trombocitų funkcijos tyrimo būdų, jų galimybes, privalumus bei trūkumus. Trombocitų funkcijos
tyrimo analizė pateikiama dviem aspektais: pagal jos tyrimo objektą ir objekto tyrimo metodus
bei pagal dažniausiai naudojamus trombocitų funkcijos tyrimo būdus. Svarbiausi kriterijai
pateikiami dviejose lentelėse.

Įvadas
Rašytiniuose šaltiniuose žinių apie trombocitus,

kaip kraujo ląsteles, dalyvaujančias kraujo krešėjime,
randama jau 19 a. (1). Taigi iki šių dienų mūsų su-
pratimas apie trombocitų reikšmę organizmui labai
pasikeitė. Dabar jau žinome, kad trombocitai daly-
vauja hemostazės ir trombozės procesuose (trombo-
citų adhezijoje (2), aktyvacijoje (3, 4), sekrecijoje (5),
agregacijoje (2, 6), krešulio retrakcijoje (7), audinių
atsinaujinimo procese (8, 9) ir kt.), smulkiųjų krauja-
gyslių tonuso palaikyme ir reguliavime (neaktyviems
trombocitams išskiriant serotoniną (10), o aktyviems:
serotoniną, tromboksaną ir prostaglandinus (4, 11,
12)), uždegiminiuose procesuose (pasireiškiant atero-
sklerozei (2, 9), alerginei astmai (5), inkstų ligoms
(8, 13, 14) ir kt.), apsauginėse organizmo reakcijose
(virusų ir bakterijų fagocitozėje/internalizacijoje, žu-
dant bakterijas, superoksidų gamyboje (15) ir kt. (5,
16, 17)), auglių formavimesi (augime, metastazavime
(15), naikinime) (5, 17). Dėl to didelis dėmesys ski-
riamas jų tyrimo metodams. Metodų kūrimą labai
suaktyvino naujos žinios apie trombocitų morfologiją
ir fiziologiją (1, 4, 7, 9, 18, 19). Šios žinios sudarė
naujas prielaidas tobulinti esamus tyrimo būdus ir kurti
naujus. Ir dabar atliekama daugybė mokslinių
tyrinėjimų šia kryptimi (5, 7, 20–27 ir kt.). Tobulinant
trombocitų funkcijos tyrimo metodus, svarbūs darbai,

vadovaujant prof. habil. dr. P. Grybauskui, padaryti ir
Kauno kardiologijos institute (9, 28–30), ypač ieškant
naujų trombocitų tyrimo būdų, panaudojant ultragarso
sklidimo laiko matavimą kraujyje (7, 23). Prie šių
darbų daug prisidėjo Kauno technologijos universiteto
Ultragarso instituto mokslininkai (31).

Apie trombocitų funkcijos tyrimo metodus litera-
tūroje yra nemažai apžvalgų (5, 6, 32 ir kt.). Tačiau
jose nagrinėjama viena ar kita šių metodų grupė. Bend-
resnio šių metodų aprašymo nepavyko rasti. Esant to-
kiai situacijai, atsiranda sunkumų pasirenkant vienokį
ar kitokį trombocitų tyrimo būdą. Tinkamo būdo pa-
rinkimas darosi dar aktualesnis žinant, kad dėl didelės
trombocitų defektų įvairovės esami tyrimo metodai
nėra jautrūs 100 proc. (5, 33). Todėl naudinga viename
straipsnyje bent minimaliai apžvelgti kiek galima
daugiau naudojamų ir pradedamų diegti į praktiką
trombocitų funkcijos tyrimo būdų, jų galimybes, pri-
valumus bei trūkumus. Visa tai turėtų geriausiai
atsiskleisti sugrupavus trombocitų funkcijos tyrimus
pagal jos tyrimo objektus.

1. Trombocitų skaičiaus nustatymas
Trombocitų skaičius nustatomas dviem būdais:

hematologiniu analizatoriumi arba tiriant kraujo te-
pinėlį (1 lentelė).

1.1. Trombocitų skaičiaus nustatymas hematolo-
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1 lentelė. Trombocitų funkcijos tyrimo būdai ir metodai

    Tyrimo      Tyrimo metodas ir aparatūra                                              Pastabos   objektas
           1 2        3
Trombocitų Antikoaguliuotas kraujas vertinamas Nustatomas trombocitų skaičius ir vidutinis jų tūris (MPV)
skaičius hematologiniu analizatoriumi (1)

Trombocitus kraujo tepinėlyje mik- Nustatomas trombocitų skaičius
roskopu skaičiuoja tyrėjas (34)

Kraujavimo Aivo metodas (5) Daromas pjūvis dilbio odoje
laikas Rumpel-Lydo metodas (1, 28) Skaičiuojamos petechijos žemiau manžetės

Duke metodas (28) Daromas pjūvis ausies kaušelio odoje
Aspirino tolerancijos testas (35, 37) Daromas pjūvis piršto odoje
Kratzerio metodas Tiriamas antikoaguliuotas kraujas šlyties-trinties sąlygomis
(analizatorius PFA-100) (1) naudojant standartinius agregacijos induktorių derinius

Trombocitų Turbidimetrinis „Chrono Log“ Tiriama specialiai paruošta plazma naudojant įvairius agrega-
agregacija metodas sistema (34) cijos induktorių derinius ir jų koncentracijas

RPFA (1, 6, 40) Tiriamas antikoaguliuotas kraujas naudojant įvairius agrega-
cijos induktorių derinius ir jų koncentracijas

Impedanso metodas (6, 50) Tiriamas atskiestas fiziologiniu tirpalu antikoaguliuotas krau-
jas naudojant įvairius agregacijos induktorių derinius ir jų
koncentracijas

Liuminescencinis metodas (5) Pusiau kiekybinis tyrimas, skirtas trombocitų agregacijai
ir ADP išlaisvinimui  nustatyti

Trombocitų agregacijos tyrimo Nustatomas trombocitų skaičius ir agregacija (naudojama
sistema („Platelet works“) (52, 53) ADP arba kolagenas) 1 ml antikoaguliuoto kraujo. Galima

stebėti gydymą trombocitų aktyvumą slopinamaisiais vaistais
Lazerinis agregometras PA-200 (5) Jautrus. Skirtas trombocitų aktyvumui ir mikroagregatų

susidarymui vertinti
Trombocitų agregacijos  CPA (6) Trombocitų adhezija ir aktyvacija vertinama citruotame krau-
kūginis analizatorius jyje (pakanka 0,12 ml) pusiau automatiniu būdu

IMPCT (6) Trombocitų adhezija ir aktyvacija vertinama citruotame krau-
jyje (pakanka 0,12 ml) automatiniu būdu

Trombocitų Tėkmės citometrija (17, 18, 57) Galima tirti citruotą kraują, plazmą, dirbtinę terpę. Tiriami
receptoriai ir trombocitų receptoriai ir aktyvacijos žymenys, viduląstelinio
iš trombocitų signalo perdavimo sistemos. Brangi įranga ir reagentai
granulių sek-
retuojamos Liuminescencinis metodas (1) Tiriama ADP sekrecija iš tamsiųjų granulių. Brangūs reagentai
medžiagos

Radioimuninis metodas (58) Tiriama trombocitų 4-tojo faktoriaus ir β-tromboglobulino
(α granulių junginių) koncentracija plazmoje. Brangūs
reagentai

Imunofermentinis (6) Tiriamas arachidono rūgšties ir tromboksano B2 susidarymas
Elektroninės mikroskopijos Tiriama trombocitų ultrastruktūra, pavyzdžiui, jų tamsiųjų
metodas (18) granulių defektai. Brangi įranga
Elektroforezės metodas (5) Paprastas. Nustatomi kai kurių glikoproteinų defektai

Krešulio Tromboelastografija (60) Nustatomas krešulio elastingumas, kraujo krešėjimo fazių
retrakcija trukmė natyviniame kraujyje

HAS (63) Nustatomas krešulio elastingumas, trombocitų kontraktilinės
jėgos, trombino susidarymo laikas. Pakanka 700 µl citruoto
kraujo

Naudojant mėgintuvėlį (7, 28, 38, 35) Stebima, kada pradeda retraguoti natyvinis kraujas ir kiek se-
rumo išsiskiria iš krešulio
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giniu analizatoriumi. Žinoma, kad, esant pirminės
hemostazės sutrikimo klinikai (kraujavimui iš gleivi-
nių, petechijoms, menoragijai, po sužeidimo, kai krau-
javimo intensyvumas neatitinka traumos dydžio (4)),
pirmiausia reikia ištirti trombocitų skaičių. Paprastai
jis nustatomas tiriant antikoaguliuotą kraują hema-
tologiniu analizatoriumi.

Normalus trombocitų skaičius – nuo 150 iki
300×109 l (1). Mažesnis ar didesnis jų skaičius laiko-
mas nenormaliu. Toks jis gali būti iš tiesų, bet gali
būti ir netinkamai atliktas skaičiavimas. Klaidingai
mažas trombocitų skaičius gali būti dėl EDTA sukeltos
trombocitų agliutinacijos (pseudotrombocitopenija)
arba dėl trombocitų sulipimo su neutrofilų plazmine
membrana dėl IgG- ir IgM-trombocitinių agliutininų
veiklos. Klaidingai per didelis trombocitų skaičius gali
būti tada, kai kraujyje yra nedidelių netrombocitinių
ląstelių fragmentų (pvz., esant ūminei leukemijai,
kraujotakoje cirkuliuojantys blastai gali išskirti cito-
plazmines pūsleles, o eritrocitams būdinga mikrosfero-
citozė) (34). Todėl būtinas papildomas tyrimas. Toks
tyrimas yra kraujo tepinėlio tyrimas.

1.2. Kraujo tepinėlio įvertinimas. Trombocitus
kraujo tepinėlyje mikroskopu skaičiuoja tyrėjas. Todėl
išvengiama klaidų, kurias kartais padaro hematolo-
ginis analizatorius.

2. Kraujavimo laiko nustatymas
Esant normaliam trombocitų skaičiui, jų funkcijos

sutrikimams nustatyti naudojamas kraujavimo laiko
tyrimas (1 lentelė). Jis gali būti atliekamas keliais bū-
dais: Aivo, Rumpel-Lydo (dar kitaip vadinamas Heso
arba Turniketo), Duke ir Kratzerio bei atliekant aspi-
rino tolerancijos testą (1, 5, 18, 28). Šiais atvejais ti-
riamasis 10 dienų iki tyrimo negali vartoti trombocitų
funkciją veikiančių vaistų (jei tyrimo tikslas – ne vais-
to poveikio įvertinimas). Taip pat tiriamasis 24 val.
iki tyrimo neturi būti vartojęs kofeino turinčio maisto
(35) arba česnako, 1 sav. nevartojęs alkoholinių gė-
rimų.

2.1. Aivo metodas. Tiriant šiuo metodu, ant žasto
juosiama kraujospūdžio matavimo manžetė ir palai-
komas 40 mmHg slėgis. Žemiau manžetės specialia
adata odoje padaroma 10 mm ilgio ir 1 mm gylio žaiz-
da. Iš jos besisunkiantis kraujas sugeriamas filtriniu
popierėliu kas 30 sekundžių. Jei kraujavimas sustoja
po 7±2 min., tai rodmenys yra normalūs (1, 5, 36).

Šiuo būdu galima įvertinti trombocitų adheziją (ji
nevyksta sergant Bernaro-Souljerio sindromu ir vWF
liga), išlaisvinimo reakcijas (esant sekrecijos sutriki-
mams, nevyksta negrįžtamoji agregacija), agregaciją
(ji sutrinka esant GPIIb-IIIa receptorių defektui), natū-
ralią pirminę hemostazę, kur dalyvauja ir kraujagyslės
sienelė (1). Šis metodas gali būti naudojamas vertinant
aspirino, tienopiridinų, GPIIb-IIIa receptorių blokatorių
poveikį tais atvejais, kai tyrimų galimybės nėra (5).

Šis metodas turi keletą trūkumų. Yra silpnas ryšys
tarp vaistų sukeltų agregacijos pokyčių ir ilgos krauja-

1 lentelės tęsinys

         1 2        3
Kraujo Ultragarsinė koagulometrija (7) Krešėjimo procesas tiriamas natyviniame kraujyje
hemostazė CSA (5) Krešėjimo procesas tiriamas antikoaguliuotame kraujyje šly-

ties-trinties sąlygomis
Hemostazės tyrimo įrenginys (61) Tiriamas trombocitų aktyvumas. Nejautrus aspirinui ir

receptoriaus GP Ib receptoriaus defektams
Gorog trombozės testas (5) Trombocitų funkcija ir kraujo krešėjimo procesas tiriamas

šlyties-trinties sąlygomis
Šlytis-trintis Trombocitų būklės analizatorius Trombocitų funkcija tiriama šlyties-trinties sąlygomis.

(TSA) (5) Paprastas
Trombocitų Platelet-Stat (61) Nustatoma trombocitų adhezija prie kolageno membranos.
adhezija  Paprastas

Trombocitų agregacijos CPA (6) Žr. trombocitų agregacija
kūginis analizatorius IMPCT (6) Žr. trombocitų agregacija

Trombocitų Trombocitų genomo tyrimai (5) Nustatoma visa mRNR naudojant mikromatricų technolo-
genetinės giją. Trūkumas, kad paruošta mRNR yra nepastovi
savybės Trombocitų baltymų tyrimai (61) Yra galimybė tirti visus baltymus. Jautrus, bet tyrimo metu

pametami kai kurie membranos baltymai. Iki šiol dar neži-
nomi visi trombocitų baltymai

Trombocitų funkcijos tyrimo galimybės
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vimo trukmės. Sudėtinga šį tyrimo būdą standartizuoti,
nes rezultatai priklauso nuo atlikėjo įgudimo (pjūvio
ilgio ir gylio), odos temperatūros, kraujospūdžio ve-
nose, nuo klinikinių būklių (uremijos, kepenų nepa-
kankamumo, mielominės ligos (6)), trombocitų skai-
čiaus (1, 6).

2.2. Rumpel-Lydo metodas. Tiriant kraujavimo lai-
ką Heso arba Rumpel-Lydo būdu, ant žasto viršutinės
dalies juosiama kraujospūdžio matavimo manžetė. Vi-
dutinis slėgis tarp sistolinio ir diastolinio AKS laiko-
mas 5 min. Po to žemiau manžetės skaičiuojamos pete-
chijos. Jei tyrimo rodmenys normalūs, matomos tik
pavienės petechijos. Atsiradus daugiau kaip penkioms
petechijoms (28), galima įtarti trombocitopatiją arba
vaskulopatiją (1). Šis tyrimo būdas dėl mažo tikslumo
dabar beveik nenaudojamas (5).

2.3. Duke metodas. Ausies kaušelio odoje padaro-
mas tam tikro ilgio ir gylio pjūvis. Filtriniu popieriumi
kas 30 sekundžių sugeriamas besisunkiantis kraujas,
kol nustoja kraujuoti. Norma – 1–3 min. (28). Šis
tyrimo būdas dėl mažo tikslumo taip pat beveik nebe-
naudojamas (33).

2.4. Aspirino tolerancijos testas. Norint nustatyti,
ar ligonio organizmas nėra nejautrus aspirinui ir ne-
sant kitų galimybių, galima naudoti aspirino toleran-
cijos testą. Naudojant šį testą, pirmiausia nustatomas
kraujavimo laikas Aivo metodu iš vienos rankos piršto.
Po to ligonis suvartoja 600 mg aspirino ir po 2 val.
vėl nustatomas kraujavimo laikas iš kitos rankos pirš-
to. Jei pokyčių nėra, suvartojus aspirino, kraujavimo
laikas neturėtų būti ilgesnis kaip 2–3 min. už krauja-
vimo laiką nevartojus aspirino (35). Žinoma, kad į
aspiriną patologiškai reaguoja 15 proc. asmenų. Jiems
kraujavimo laikas, suvartojus aspirino, ilgesnis. Kai
kuriems asmenims aspirinas neveikia trombocitų funk-
cijos (37). Jiems kraujavimo laikas po aspirino suvar-
tojimo pailgėja mažiau. Pagrindinis tyrimo trūkumas –
sudėtinga standartizuoti kaip ir kitus in vivo krauja-
vimo laiko tyrimus.

Aprašyti kraujavimo laiko nustatymo būdai in vivo
dabar trombocitų funkcijai tirti nerekomenduojami
(32). Tačiau jų nereikėtų pamiršti naudoti tais atvejais,
jei nėra kitos galimybės įvertinti pirminės hemostazės
sutrikimų.

2.5. Kratzerio ir Borno metodas. Jis atliekamas in
vitro PFA-100 trombocitų funkcijos analizatoriumi.
Šis metodas sąlyginai paprastas. Jame imituojama
kraujotakos srovė, todėl tyrimas atliekamas šlyties-
trinties sąlygomis. Citruotas kraujas kapiliaru traukia-
mas veikiant neigiamam slėgiui per 147 µm dydžio
ertmę membranoje, kuri yra specialioje plokštelėje (5,
35). Membrana padengta tam tikrais induktorių deri-

niais: kolagenas/adrenalinas arba kolagenas/ADP. Šių
induktorių bei kraujo srovės veikiami trombocitai
agreguoja ir užkemša ertmę membranoje. Analizato-
rius matuoja laiką, per kurį užsikemša ertmė memb-
ranoje. Tyrimas greitas (trunka iki 300 sek.), lengvai
atliekamas, pakanka 0,8 ml citruoto kraujo vienam
tyrimui. Tyrimą galima atlikti praėjus net 4 val. nuo
kraujo paėmimo (38).

Lyginant tyrimų duomenis, būtina atkreipti dėmesį
į citrato kiekį, kuris buvo mėgintuvėliuose ruošiant
antikoaguliuotą kraują. Ar jis sudarė 3,8 proc. (0,129
M), ar 3,2 proc. (0,105 M). Pavyzdžiui, jei mėgintu-
vėlyje su antikoaguliuotu krauju yra 3,2 proc. natrio
citrato, tai, naudojant kolageną/ADP, normaliu lai-
komas 55–112 sek. trunkantis kraujavimas, o naudo-
jant kolageną/ADR – 79–164 sek. (6).

Kratzerio ir Borno metodas rekomenduojamas nau-
doti atrenkant ligonius (1, 37, 38). Juo galima įvertinti
GPIb, vWF receptorių būklę. Bet tam būtini specialūs
antagonistai. Taip pat šiuo metodu galima įvertinti
aspirino bei tienopiridinų poveikį trombocitams. Tai
žymiai jautresnis tyrimo metodas už aukščiau aprašy-
tus kraujavimo laiko tyrimo metodus (1).

Metodas turi trūkumų. Pirmiausia, jis jautrus dau-
geliui veiksnių, lemiančių trombocitų funkciją: trom-
bocitų skaičiui, hematokritui, vaistams, maistui, trom-
bocitų receptorių, vWF, išlaisvinimo ir granulių defek-
tams (39, 33). Antra, kai jis rekomenduojamas naudoti
nustatant trombocitų jautrumą aspirinui (5, 8), pabrė-
žiama, kad galimas neteisingas neigiamas rezultatas
esant granulių saugojimo ir sekrecijos defektams, Her-
manskio-Pudlako, Kvebeko sindromui, I tipo von Wi-
lebrando ligai (5, 39). Todėl, esant ribinėms arba di-
desnėms už normalias kraujavimo laiko reikšmėms,
būtini papildomi tyrimai (33).

3. Trombocitų agregacijos tyrimai
Trombocitų agregacija gali būti tiriama kraujyje

ir plazmoje (1 lentelė). Kraujyje atliekami tyrimai yra
fiziologiškesni nei plazmoje, nes trombocitai, būdami
kraujyje, sąveikauja ne tik tarpusavyje, bet ir su kito-
mis kraujo ląstelėmis.

Trombocitų agregacijos tyrimo būdai kraujyje:
trombocitų agregacijos tyrimas turbidimetriniu (prie-
taisu RPFA), impedansiniu (viso kraujo agregometru
„Chrono-Log“) ir trombocitų agregacijos tyrimo sis-
tema („Plateletworks“), liuminescenciniu („Chrono-
Log Liumi“ agregometru) metodais, lazeriniu agrego-
metru (prietaisu PA-200), trombocitų agregacijos kū-
giniu analizatoriumi (CPA ar IMPCT).

Trombocitų agregacijos tyrimo būdai plazmoje:
liuminescencinis („Chrono-Log Liumi“ agregometru),
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turbidimetrinis arba optinis („Chrono-Log“ sistema).
3.1. Trombocitų agregacijos tyrimas turbidimet-

riniu metodu atliekamas kraujyje arba plazmoje. Kai
jis atliekamas kraujyje, naudojamas prietaisas RPFA,
o kai plazmoje – „Chrono-Log“.

3.1.1. Trombocitų agregacijos tyrimas turbidimet-
riniu metodu kraujyje atliekamas prietaisu RPFA
(„Ultegra Rapid Platelet Function Assay“) (1, 6, 40).
Tai automatizuotas tyrimas, skirtas įvertinti aktyvuotų
trombocitų gebą surišti fibrinogeną. Į tam tikras ka-
setes, padengtas fibrinogenu, pilama 0,16 ml citruoto
kraujo (6). Siekiant pagreitinti trombocitų agregaciją,
plieniniais rutuliukais 70 sek. kraujas maišomas su
trombino receptorius aktyvuojančiu peptidu SFLLRN,
ADP arba TRAP (1). Tada matuojamas kraujo šviesos
pralaidumas. Agregavę trombocitai nusėda – tai didina
šviesos pralaidumą (41). Agregacijos greitis ir inten-
syvumas perskaičiuojami į trombocitų agregacijos vie-
netus (Platelet Agregation Unit – PAU) (42). Yra tie-
sioginė priklausomybė tarp neužblokuotų GPIIb/IIIa
receptorių skaičiaus aktyvuotuose trombocituose ir
trombocitų agregacijos (43).

Tyrimas naudojamas stebint gydymą GPIIb/IIIa
receptorių blokatoriais (abcichimabu, tirofibanu, epti-
fibatidu ir orofibanu) (38, 44). Tikimasi, kad, parinkus
tinkamus induktorius, šiuo būdu bus galima tirti
aspirino bei klopidogrelio poveikį trombocitams (45).
Tiriant tą patį mėginį RPFA prietaisu, rezultatai atsi-
kartoja geriau nei „Chrono-Log“ prietaisu (22). Tačiau
jie koreliuoja tarp plazmoje tirtos agregacijos ir krau-
jyje tirtos agregacijos (46). Tai greitas, nereikalau-
jantis specialaus kraujo paruošimo, lengvai atliekamas
tyrimas (5).

3.1.2. Trombocitų agregacijos tyrimas turbidimet-
riniu metodu plazmoje „Chrono-Log“ sistema. Nesu-
dėtingas ir gana informatyvus tyrimas. Naudojamas
nuo 1960 m. (5, 32, 47).

Pirmiausia tyrimui gaunama turtinga trombocitų
plazma. Antikoaguliuotas kraujas centrifuguojamas
15 min. (100 g) greičiu. Po to centrifuguojant trombo-
citų plazmą 30 min. (1000 g) greičiu, gaunama plazma
be trombocitų (38).

Kiekviena plazma pilama į skirtingas skaidrias kiu-
vetes. Jos statomos į prietaisą ir inkubuojamos 2 min.
37°C temperatūroje. Prietaise šviesos pralaidumas
plazmoje be trombocitų (PPP) (ji yra skaidri) prily-
ginamas 100 proc., o trombocitų plazmoje (PRP) (ji
drumsta) – 0 proc. (34). Po 2 min. inkubacijos į trom-
bocitų plazmą pilama norimos koncentracijos induk-
toriaus. Toliau tyrimo metu kiuvetės turinys maišomas
maišykle. Trombocitams pradėjus agreguoti, šviesos
pralaidumas per ją kinta (gerėja). Kintantis šviesos

pralaidumas trombocitų plazmoje yra rodomas kreivės
pavidalo prietaiso kompiuterio monitoriuje. Vienoje
koordinačių ašyje žymimas laikas (min.), kitoje –
pralaidumas šviesai (išreikštas proc.) (21).

Dažniausiai vartojami trombocitų agregacijos in-
duktoriai: adenozindifosfatas (ADP), adrenalinas
(ADR), kolagenas, tromboksano A2 (TxA2) analogas
U46619, arachidono rūgštis, ristocetinas arba trom-
bocitų receptorius aktyvuojantis peptidas (TRAP)
SFLLRN (1, 35). Naudojant skirtingas induktorių
koncentracijas, galima sukelti grįžtamąją arba negrįž-
tamąją agregaciją (6).

Naudojant šį testą, galima nustatyti trombocitų
funkciją, atskirti Von Wilebrando, Glandzmano ligas,
Bernardo-Souljerio sindromą, stebėti medikamentinį
gydymą (35). Skirtingi trombocitų agregacijos induk-
toriai yra specifiški tam tikroms krešėjimo patologi-
joms. Pavyzdžiui, vartojant ristocetiną galima diagno-
zuoti Von Willebrando ligą (47). Agregacija, indukuo-
ta ADP, kolagenu, ADR būna sumažėjusi sergant
imunine trombocitopenine purpura (ITP) (35). Agre-
gacija, indukuota ADP, ADR ir ristocetinu, sumažėja
gydant aspirinu. Jo sukeltas veikimas išlieka dar 7–
10 dienų nutraukus vaisto vartojimą (38). Arachidono
rūgštis vartojama įvertinti trombocitų atsparumą as-
pirinui (32, 38).

Yra nemažai vaistų, mažinančių trombocitų agre-
gaciją: aspirinas, antihistaminai, chlordiazepoksidas,
klofibratas, kokainas, kortikosteroidai, diazepamas, di-
piridamolas, furozemidas, gentamicinas, ibuprofenas,
indometacinas, marichuana, fenotiazinai, fenilbutazo-
nas, propranololis, pirimidino dariniai, sulfinpirazo-
nas, teofilinas, tricikliai antidepresantai (35) ir β-lak-
taminiai antibiotikai (33). Trombocitų agregacija
padidėja insulino streso metu (sumažėjus gliukozei
kraujyje), esant kortizolio, STH, prolaktino koncent-
racijų pokyčiams (adrenalino atpalaidavimo kliniki-
niai požymiai, nekoreliuojantys su laboratorinių tyri-
mų rodmenimis). Trombocitų agregacija sumažėja
vartojant minėtus vaistus, sergant ITP, mielomine liga,
makroglobulinemija, įgimtomis trombocitopatijomis,
esant uremijai (8). Tyrimas neinformatyvus, jei trom-
bocitų skaičius yra mažesnis nei 100×109 l arba plazma
yra labai lipeminė (6).

Šis tyrimo būdas turi keletą trūkumų: galima nusta-
tyti ne visus trombocitų funkcijos sutrikimus, nefizio-
logiškas, nes tiriama specialiai paruošta plazma, o ne
kraujas, ilgai trunka plazmos paruošimas (45 min.) ir
tyrimo atlikimas (apie 15 min.) (32). Nepaisant šių
trūkumų, svarbūs jo privalumai: tyrimo būdas yra pa-
kankamai jautrus bei specifiškas, vartojami reagentai
yra pigūs, tinka stebėti gydymą aspirinu, klopi-
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dogreliu. Todėl šis tyrimo būdas sėkmingai naudoja-
mas tiek Lietuvos, tiek kitų šalių mokslo ir gydymo
įstaigose (37, 38, 48, 49 ir kt.).

3.2. Trombocitų agregacijos tyrimas impedansiniu
metodu („Chrono-Log“ agregometru) atliekamas
atskiestame 1:1 fiziologiniu tirpalu antikoaguliuotame
37°C temperatūros kraujyje. Jame matuojama trombo-
citų agregatų sankaupos varža, kuri susidaro įpylus
induktoriaus. Jo pilama po 1 min. trukusios inkubaci-
jos (6).

Metodo privalumai: nereikia specialiai ruošti plaz-
mos, fiziologiškesnis, išvengiama lipemijos įtakos.
Tačiau jis yra nepakankamai tikslus, priklauso nuo
trombocitų skaičiaus (50).

3.3. Trombocitų agregacijos tyrimas liuminescen-
ciniu metodu. Juo nustatoma trombocitų agregacija
(43) ir ADP išlaisvinimas (51). Metodas pusiau
kiekybinis.

3.4. Trombocitų agregacijos tyrimo sistema („Pla-
telet works“) nustatomas trombocitų skaičius ir ag-
regacija (vartojama ADP arba kolagenas (32)) 1 ml
antikoaguliuoto kraujo. Galima stebėti gydymą trom-
bocitų aktyvumą slopinamaisiais vaistais (52, 53).
Gauti rezultatai gerai koreliuoja su rezultatais, gautais
turbidimetriniu metodu tiriant plazmą (32). Trombo-
citų agregacijos tyrimo sistema rekomenduojama
naudoti skubios pagalbos atvejais (43).

3.5. Trombocitų agregacijos tyrimas lazeriniu ag-
regometru PA-200. Tyrimas yra jautrus. Skirtas trom-
bocitų aktyvumui ir mikroagregatų susidarymui įver-
tinti (5).

3.6. Trombocitų agregacijos tyrimas kūginiu trom-
bocitų analizatoriumi. Trombocitų agregacijos tyrimui
sukurti dviejų rūšių kūginiai analizatoriai: pusiau
automatinis (CPA) ir automatinis (IMPCT).

3.6.1. Trombocitų agregacijos tyrimas kūginiu pu-
siau automatiniu (CPA) trombocitų analizatoriumi
(„Cone and Platelet Analyser“). Tyrimui naudojama
0,2 ml antikoaguliuoto kraujo, kuris pilamas į polisti-
reno lėkšteles. Analizatoriuje yra viskozimetras, kuriuo
matuojama trombocitų adhezija ir agregacija kraujo
tėkmės sąlygomis (54). Trombocitų agregaciją vertina
vaizdo analizatorius pagal tai, kiek polistireno lėkštelių
paviršiaus padengė adhezavę trombocitai (55).
Trombocitų adhezija prie šių lėkštelių priklauso nuo
receptorių vWF, fibrinogenui, GPIIb/IIIa, GPIb/IX/X
ir trombocitų aktyvumo (6). Todėl šis tyrimo būdas
gali būti naudingas norint greitai nustatyti su šiomis
struktūromis susijusius trombocitų defektus padidėjus
trombocitų aktyvumui bei stebint gydymą trombocitų
aktyvumą slopinamaisiais vaistais (56). Tai greitas ir
paprastas tyrimas. Jo galimybės dar turi būti moks-

liškai patvirtintos (32).
3.6.2. Trombocitų agregacijos tyrimas kūginiu

automatiniu (IMPCT) analizatoriumi. Veikimo prin-
cipas toks pat kaip ir CPA, tačiau tyrimo procesas
visiškai automatizuotas.  Įvertinti trombocitų adhezijai
ir aktyvacijai pakanka 0,12 ml antikoaguliuoto kraujo.
Mažai paplitęs (6).

4. Trombocitų receptorių ir iš trombocitų gra-
nulių sekretuojamų junginių tyrimai

Trombocitų receptorių ir iš trombocitų granulių
sekretuojamų medžiagų tyrimams atlikti naudojami
tėkmės citometrijos, liuminescencinis, imunofermen-
tinis, radioimuninis, elektroninės mikroskopijos, elekt-
roforezės metodai (5, 6, 57, 58) (1 lentelė). Tėkmės
citometru galima ištirti daugiausia trombocitų funkciją
atspindinčių rodiklių. Tuo tarpu kitų minėtų metodų
galimybės šiuo atžvilgiu ribotos, todėl tėkmės citomet-
rija yra aprašoma atskirai, o kiti metodai bendrai.

4.1. Tėkmės citometrija. Tai dalelių, judančių viena
paskui kitą skysčio srovėje, matavimas. Šiuo prietaisu
galima tirti antikoaguliuotą kraują, trombocitinę plaz-
mą arba dirbtinę terpę (1). Galima įvertinti 500–4000
ląstelių per sekundę ir nustatyti kelis jų parametrus
vienu metu (dydį, skaičių, grūdėtumą, įvairius pavir-
šinius ir viduląstelinius žymenis, taip pat trombocitų
kiekvienos receptorių grupės aktyvumą ir skaičių)
(59).

Trombocitai pažymimi monokloniniais antikūnais,
sujungtais su fluorochromais, „išbarstančiais“ skirtingo
spektro šviesą. Antikūnai yra specifiški ieškomiems
junginiams (GPIb, GPIIb, PIIIa ar kt.). Jie naudojami
įsotinančiomis koncentracijomis. Tiriamoji terpė su
antikūnais tam tikrą laiką inkubuojama. Tada antikūnų
perteklius nuplaunamas ir terpė leidžiama per tėkmės
citometrą tam tikru greičiu. Tiriami junginiai nusta-
tomi pagal „išbarstytos“ šviesos savybes (57).

Prietaisas gali būti naudojamas: trombocitų aktyvu-
mui tirti (hiperaktyvumui ir hipoaktyvumui); vaistų
poveikiui konkretiems receptoriams tirti; P-selektino
tyrimams; heterotipinių agregatų tyrimui (sergantie-
siems išemine širdies liga, monocitų-trombocitų ir
neutrofilų-trombocitų agregatai geriau atspindi trom-
bocitų aktyvumą negu P-selektinas); trombocitų masės
kokybės kontrolei kraujo bankuose (tiriamas P-selek-
tinas, CD63 ir GPIIb/IIIa – jų pokyčiai rodo trombocitų
morfologijos pokyčius); įgimtiems trombocitų recep-
torių defektams, saugojimo granulių ligoms, heparino
sukeltai trombocitopenijai, trombopoezės greičiui nu-
statyti (17).

Vienintelis šio tyrimo būdo trūkumas – labai brangi
įranga bei reagentai. Nepaisant to, dėl plačiausių tyri-
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mo galimybių šis tyrimo būdas užima ypatingą vietą
tarp kitų tyrimo būdų (33).

4.2. Kiti trombocitų granulių komponentų tyrimo
metodai. Liuminescenciniu metodu, naudojant agre-
gometrą, tiriama tamsiosiose granulėse esančio ADP
sekrecija. Tam naudojama švytinti liuciferazė (33).
ATP koncentracija nustatoma pagal žinomos ATP kon-
centracijos standartinę kreivę (1). Panašiai matuojama
ir serotonino koncentracija.

Radioimuniniu metodu matuojama trombocitų ket-
virtojo faktoriaus (PF4) ir β-tromboglobulino (β- TG)
(α granulių junginių) koncentracija plazmoje (58).
Vertinant tyrimų duomenis, būtina prisiminti, kad
pastarųjų junginių koncentracija gali labai svyruoti
priklausomai nuo kraujo paėmimo (59). Be to, trom-
bocitų PF4 faktorių nuolat gamina, išskiria ir kaupia
endotelis. Heparinas išlaisvina sukauptą PF4. Tai
sukelia PF4 padaugėjimą plazmoje, nors trombocitų
aktyvumas nepadidėjęs. PF4 ir β-TG gali padaugėti
ir esant lėtiniam inkstų nepakankamumui (1). Šiuo
arba imunofermentiniu metodu nustatoma ir trombok-
sano B2 (TxB2) koncentracija (6). Imunofermentiniu
metodu galima nustatyti TxB2 metabolitų (2,3-dinor-
prostaglandino) koncentraciją šlapime. Radus šių me-
tabolitų, galima įtarti sisteminį trombocitų aktyvumo
padidėjimą (1). α granulių transmembraninio proteino
P-selektino koncentracija matuojama tėkmės citomet-
ru (6).

Elektroninės mikroskopijos metodu įmanoma tirti
trombocitų ultrastruktūrą (33). Pavyzdžiui, jų granulių
defektus (60). Tačiau tyrimų skaičių labai riboja brangi
įranga.

Kai kurių glikoproteinų defektai nustatomi elekt-
roforezės metodu.  Tačiau šio paprasto tyrimo
galimybės tirti daugelį glikoproteinų yra ribotos (5).

5. Krešulio retrakcijos tyrimai
Krešulio retrakcijos tyrimai atliekami tromboelas-

tografu, hemostazės analizės sistema (HAS) ir
naudojant paprastą mėgintuvėlį (1 lentelė).

5.1. Tromboelastografija. Tai kraujo krešėjimo
grafinis registravimas (60), kuris atliekamas trombo-
elastografu. Jis sudarytas iš kiuvetės ir plūdės, kaban-
čios ant plono plieninio siūlo. Į prietaise esančią kiu-
vetę pilama natyvinio kraujo. Jam pradėjus krešėti,
plūdė pradeda judėti. Susidarant krešuliui, plūdės
judėjimo amplitudė didėja ir pasiekia maksimumą. Po
to kurį laiką išlieka vienoda. Vėliau dėl krešulio retrak-
cijos plūdės judėjimo amplitudė mažėja. Plūdės jude-
siai registruojami tromboelastogramoje. Šio tyrimo
metu galima stebėti visą kraujo krešėjimą, nustatyti
jo fazių trukmę, krešulio elastingumą, krešėjimo sutri-

kimus (60). Šio prietaiso pagrindu kuriamas ir labai
specifiškas būdas, skirtas trombocitų jautrumui aspi-
rinui nustatyti (26).

5.2. Hemostazės analizės sistema (HAS). Nustato-
mas krešulio elastingumas, trombocitų kontraktilinės
jėgos, trombino susidarymo laikas. Pakanka 700 µl
citruoto kraujo. Sistema jautri krešulio struktūros po-
kyčiams, fibrinogeno koncentracijai, fibrino susidary-
mo greičiui, trombino inhibitorių poveikiui. Tai greitas
visos hemostazės tyrimo būdas, tinkamas prokoagu-
liantų ir antikoaguliantų poveikiui stebėti (5).

5.3. Krešulio retrakcijos nustatymas naudojant
paprastą mėgintuvėlį. Įpylus į mėgintuvėlį natyvinio
kraujo, stebima, kada susidaręs krešulys pradeda
trauktis ir kiek išsiskiria iš jo serumo. Retrakcija pra-
dedama vertinti praėjus ne daugiau kaip 30–60 min.
nuo kraujo paėmimo momento. Normaliai krešulio
retrakcija prasideda praėjus 1 val. nuo kraujo paėmimo
ir baigiasi po 24 val. (28). Per tą laiką iš jo turi išsiskirti
daugiau kaip 40 proc. serumo ir eritrocitų (7). Verti-
nant krešulio retrakciją, būtina žinoti trombocitų skai-
čių, fibrinogeno koncentraciją ir hematokritą, nes šie
rodikliai gali lemti tyrimo vertes (38). Retrakcijos ro-
diklio padidėjimas klinikinės reikšmės neturi. Nusta-
čius šio rodiklio sumažėjimą, galima įtarti Glandzma-
no ligą arba trombocitopeniją. Krešulys gali nesusida-
ryti DIK sindromo, afibrinogenemijos ir sunkios
hemofilijos atvejais (35). Šis tyrimas kaip ir trombo-
elastografija gydymo įstaigose jau nebenaudojamas
dėl nepakankamo specifiškumo ir tikslumo. Jis dabar
keičiamas trombocitų agregacijos ir adhezijos tyri-
mais.

6. Kraujo hemostazės tyrimai
Kraujo hemostazė tiriama ultragarsinės koagulo-

grafijos (7), hemostazės tyrimo įrenginio (61), Gorog
trombozės testu (5) (1 lentelė).

6.1. Ultragarsinė koagulografija. Metodo esmę
sudaro ultragarso sklidimo greičio kitimas krešant
natyviniam kraujui. Kraujo krešėjimo procesą galima
tirti iki fibrinolizės (7). Tyrimui reikia 0,5 ml kraujo.
Jo nereikia specialiai ruošti. Metodas dar nebaigtas
kurti.

6.2. Hemostazės tyrimo įrenginys (Hemostasus de-
vice) (61). Juo tiriamas trombocitų prokoaguliantinis
aktyvumas. Nejautrus aspirinui ir receptoriaus GP Ib
receptoriaus defektams.

6.3. Gorog trombozės testas. Juo nustatoma trom-
bocitų funkcija ir kraujo krešėjimo procesas. Tyrimai
atliekami šlyties-trinties sąlygomis. Paprastas, mažai
paplitęs (5).
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7. Šlyties-trinties tyrimo būdas
Trombocitų būklės analizatorius (TSA) (5). Trom-

bocitų funkcija tiriama šlyties-trinties sąlygomis
(1 lentelė).

8. Trombocitų adhezijos tyrimas
Trombocitų adhezijai tirti vartojami Platelet-Stat

(61) ir trombocitų agregacijos kūginiai analizatoriai
CPA (6) ir IMPCT (6) (1 lentelė). Išsamiau apie trom-
bocitų agregacijos kūginį analizatorių 3.6 skirsnyje.

9. Trombocitų funkcijos genetiniai tyrimai
Trombocitų funkcijos genetiniai tyrimai atliekami

tiriant jų genomą ir baltymus (1 lentelė).
9.1. Trombocitų genomo tyrimai. Nustatoma visa

mRNR naudojant mikromatricų technologiją. Trūku-
mas – paruošta mRNR yra nepastovi (5).

9.2. Trombocitų baltymų tyrimai. Įmanoma tirti
visus trombocito ląstelę sudarančius baltymus. Jaut-
rus. Turi nemažą trūkumą – tyrimo metu pametami
kai kurie membranos baltymai. Darbą apsunkina ir
tai, kad iki šiol nežinomi visi trombocitų baltymai (61).

Apibendrinimas
Straipsnyje trombocitų funkcijos tyrimo analizė

pateikiama dviem aspektais: pagal jos tyrimo objektą
ir objekto tyrimo metodus (1 lentelė) bei pagal daž-
niausiai naudojamus trombocitų funkcijos tyrimo bū-
dus (2 lentelė).

Žinoma, kad įvairių ligų metu atsiradusi pernelyg
didelė trombocitų aktyvacija gali sukelti trombozę, o
jų funkcijos nepakankamumas – kraujavimą. Todėl,
norint numatyti trombozės ir kraujavimo pavojų, bū-
tina įvertinti trombocitų funkciją (62). Tą padaryti
būtų idealu molekuliniame (tiriant genetinę informa-
ciją) lygmenyje: būtų galima tiksliai nustatyti susir-
gimo priežastį arba vaisto poveikį. Esami trombocitų
tyrimo būdai dėl trombocitų aktyvacijos mechanizmų
sudėtingumo yra sudėtingi (21).

Pateikti duomenys rodo, kad dabar trombocitų
funkcijos tyrimams naudojami labai skirtingomis
galimybėmis pasižymintys aparatai ir jų sistemos,
kurių skirtingi ir veikimo principai (1 lentelė). Vienos
jų pateikia informaciją ląstelių lygmenyje, kitos –
receptorių, trečios – molekulių. Tačiau dėl didelės
trombocitų defektų įvairovės nė vieno jų tikslumas
nesiekia 100 proc. (5). Norint išvengti klaidų, tenka
naudoti kelis tyrimo būdus.

Dabar trombocitams tirti dažniausiai naudojama
agregometrija, tėkmės citometrija, kraujavimo laiko

2 lentelė. Dažniausiai naudojami trombocitų funkcijos tyrimo metodai ir jų charakteristika

    Tyrimo metodai   Tyrimo objektas                     Privalumai                     Trūkumai
Aivo, Duke ir Rumpel- Kraujavimo laikas Fiziologiškas (nes atliekamas in Sunku standartizuoti, priklauso
Lydo metodai (tarpu- vivo), greitas, paprastas. Galima nuo atlikėjo įgudimo, odos tempe-
savyje panašūs, įvertinti trombocitų adheziją, ratūros, kraujospūdžio venose, kli-
skiriasi atlikimo būdu) išlaisvinimo reakcijas, agregaciją, nikinių būklių (uremijos, kepenų

aspirino, tienopiridinų, GPIIb/IIIa nepakankamumo, mielominės
blokatorių poveikį ligos)

Kratzerio metodas Kraujavimo laikas Sąlyginai fiziologiškas (nes įverti- Sunku diagnozuoti kai kurias ligas,
(atliekamas PFA-100 namas ir šlyties-trinties poveikis), nes naudojami standartiniai induk-
prietaisu) pakanka nedidelio kraujo kiekio torių deriniai ir koncentracijos, ty-

(0,8 ml). Juo greitai ir paprastai rimui įtakos turi hematokritas.
atliekamas atrankinis tyrimas arba Dažnai reikalingi papildomi tyrimai
juo galima įvertinti GPIIb/IIIa
receptorių blokatorių poveikį

Turbidimetrinis Trombocitų Paprastas, naudojant įvairius in- Nefiziologiškas (nes tiriamas ne
metodas agregacija duktorius ir jų koncentracijas, ga- kraujas, o plazma, neįvertinama

lima nustatyti daugelį trombocito- šlytis-trintis), ilgai trunka plazmos
patijų, stebėti gydymą aspirinu, paruošimas ir tyrimas, jo rezultatai,
tienopiridinais, GPIIb/IIIa recep- esant lipeminei plazmai, klaidingi
torių blokatoriais

Impedanso metodas Trombocitų Paprastas, galima naudoti įvairius Nejautrus, nepakankamai tikslus
agregacija induktorius ir jų koncentracijas,

išvengiama lipemijos įtakos
Imunofluorescencinis Trombocitų recep- Įmanoma nustatyti trombocitų re- Brangus prietaisas, jo eksploatacija
metodas (atliekamas toriai ir iš granulių ceptorių aktyvumą ir jų defektus, ir reagentai. Sudėtinga atlikimo
tėkmės citometru) sekretuojamos iš granulių išskiriamus junginius  technologija

medžiagos
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tyrimai (21). Todėl straipsnyje daugiau dėmesio skirta
jų aprašymui ir vertinimui. Apibendrinti jų privalumai
ir trūkumai pateikiami atskirai (2 lentelė).

Apskritai kiekviena gydymo ar mokslo įstaiga iš
nemažo skaičiaus aptartų prietaisų ar jų sistemų
(1 lentelė) gali pasirinkti tą, kuris atitiktų tyrėjų tikslus

ir poreikius. Keičiantis techninėms galimybėms ir ty-
rimų reikmėms, kuriami ir diegiami vis nauji trombo-
citų funkcijos tyrimo būdai. Iš tokių ypač paminėtini
genetiniai tyrimo būdai, kurie įgalintų dar tiksliau
diagnozuoti kraujo hemostazės sutrikimus ir papildyti
jau esamus trombocitų funkcijos tyrimo būdus.

Possibilities of platelet function assays

Aušra Mongirdienė
Institute of Cardiology, Department of Biochemistry, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: platelet function; bleeding time; platelet aggregation; PFA-100; flow cytometry.

Summary. The aim of this article is to review various methods used and started to introduce into practice
for determining platelet function, their possibilities, advantages, and disadvantages. Nowadays, in platelet
function investigations, devices and their systems with unequal possibilities, operating in different principles,
are used. However, because of a wide variety of platelets defects, none of them gives the accuracy of 100%. In
order to avoid mistakes, several assays are used. Analysis of platelets function testing is represented in two
ways: according to its investigation object and investigation methods and according to the most frequently
used platelet function assays. The most important criteria are presented in two different tables.
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