Влияние концентрации тромбоцитов в образцах на результаты диагностического исследования тромбоцитов методом проточной цитофлуориметрии
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Тромбоциты - небольшие безъядерные клеточные фрагменты, происходящие от мегакариоцитов костного мозга и циркулирующие в кровотоке. Главной функцией тромбоцитов является остановка кровотечений путем формирования агрегата в месте повреждения кровеносного сосуда [1,2]. В данной работе под диагностикой тромбоцитов подразумевается исследование функциональной активности этих клеток. Мощным и популярным лабораторным методом оценки функций и активации тромбоцитов является проточная цитофлуориметрия. Анализ функциональной активности тромбоцитов, используемый в данной работе, заключается в количественной оценке основных гликопротеинов и гранул тромбоцитов в покое и при активации. Использование комбинированных активаторов (аналогичных физиологическим) позволяет отслеживать динамику активации тромбоцитов [3].
Данный тест позволяет получить достаточную информацию для диагностики различных патологий тромбоцитов, однако при наличии ряда преимуществ этого анализа, отсутствие единого протокола, а также оптимизации является бесспорным упущением. В частности, существует необходимость в выяснении диапазона концентраций тромбоцитов, в котором вышеупомянутый тест является применимым. Данная проблема актуальна в основном из-за большого разброса по количеству клеток в образцах крови пациентов с различными патологиями тромбоцитов. Так, при тромбоцитопении тромбоциты в крови обнаруживаются в количестве менее 150 × 103 на мкл, в то время как ряд других патологий сопровождается увеличением концентрации тромбоцитов [4].
Цель работы: Выяснить насколько параметры теста зависят от концентрации тромбоцитов в образце крови, а также выявить диапазон значений, в которых эта зависимость незначительна. 

Методы: Образцы крови трех взрослых здоровых доноров, забирали в пробирки с цитратом натрия (конечная концентрация 3,8%). Кровь центрифугировали 5 мин 100×g и отбирали богатую тромбоцитами плазму. Производили подсчет тромбоцитов и разбавляли модифицированным тиродным буфером для получения проб с концентрациями тромбоцитов 1, 10, 50 и 100 тыс/мкл. Затем тромбоциты инкубировали с мепакрином (10 мкМ, 30 мин при 37 °С), который специфически накапливается в плотных гранулах тромбоцитов. Тромбоциты активировали добавлением смеси коллаген-подобного пептида (1,25 мкг/мл), SFLLRN (пептид, активирующий рецептор PAR-1) (12,5 мкМ) и 2,5 мМ CaCl2. Инкубацию образцов с активирующей смесью проводили в течение 10 мин, после чего инкубировали с иммунофлуоресцентными антителами еще 10 мин. Мы определяли прямое светорассеяние (FSC), боковое светорассеяние (SSC), среднюю интенсивность флуоресценции связавшихся антител CD42b-PE, CD61-PE, CD62P-Alexa Fluor 647, PAC-1 - FITC, связывание аннексина V-Alexa Fluor 647 и уровни накопления и высвобождения мепакрина. Образцы анализировали на проточном цитометре NovoCyte (ACEA Bioscience).
Принципиальная схема проточного цитометра показана на рисунке 1 [5]. В приборе обеспечивается раздельное прохождение частиц в центре потока внешней струи жидкости (гидрофокусировка). Флуоресценция и светорассеивающие свойства каждой клетки обрабатываются датчиками, и на выходе мы получаем информацию об интенсивности прямого и бокового светорассеивания, а также флуоресценции по каждому анализируемому параметру. 
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Рисунок 1. Устройство проточного цитометра. 

Результаты: При повышении концентраций тромбоцитов от 1 до 10 тыс/мкл наблюдалось повышение активации интегринов по маркерам PAC-1 и CD61, также, как и маркера секреции плотных гранул. В диапазоне от 10 до 50 тыс/мкл активация практически не зависела от концентрации тромбоцитов в образце, в то время, как количество клеток большее 50 тысяч в микролитре приводило к сильной агрегации тромбоцитов, что делало их недоступными для исследования.
Заключение: Наши результаты показывают, что диапазон концентраций тромбоцитов в образцах от 1 до 50 тыс/мкл является наиболее приемлемым для данного анализа. 
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