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Souhrn

Uvod: Cilem studie bylo porovnat markery bun&ného poskozeni a aktivace trombocytii smésnych trombocytovych
transfuznich pripravki vyrobenych z buffy-coatu béhem skladovani ve dvou aditivnich roztocich a pripravenych do
dvou raznych souprav. Aditivni roztoky snizuji riziko potransfuznich reakci zptisobenych plazmou a zachovavaji
plazmu pro Kklinické pouziti nebo frakcionaci. Material a metoda: Trombocytové transfuzni pripravky byly vyrobeny
smisenim ¢ty buffy-coat a resuspendovany v jednom ze dvou aditivnich roztoku (Composol, Fresenius — Kabi; T-
Sol, Baxter Corp.) v poméru 70 % aditivni roztok a 30 % plazma. Pro smiseni byly pouZzity dvé rizné soupravy
(R4R7036, Fenwal; Autostop, Pall Corp.). V den skladovani  a 5 byly odebirany vzorky pro laboratorni vySetieni a tes-
tovan pocet trombocyti v pripravcich, hodnota pH, obsah glukozy, laktatu a sP-selektinu. K hodnoceni jsme pouzili
dvouvybérovy t-test, parovy test, Pearsoniiv korela¢ni koeficient. Statisticka vyznamnost byla posouzena na hladiné p
< 0,05. Vysledky: Pocet trombocytii byl vyssi nez 2 x 1011/T.U. ve vSech pripravcich. Béhem pétidenniho skladovani
byl prokazan statisticky vyznamny pokles obsahu trombocyti u vSech typii smési. Na konci skladovani byla hodnota
pH byla vyssi nez 6,8 u vSech typu pripravki. Konsumpce glukézy a produkce laktatu byla statisticky vyznamna u vsech
porovnavanych pripravki, pricemz produkce laktatu a konsumpce glukézy byla vyssi u trombocytovych transfuz-
nich ptipravki v roztoku T-Sol nez v roztoku Composol a odpovidala poklesu pH. Byl prokazan i vliv pouZité soupra-
vy na aktivaci trombocyti. Zavér: Vyvoj markera bunééného poskozeni trombocytii v transfuznich pripravcich byl
ovlivnén zejména pouzitym skladovacim roztokem, pouzité soupravy ovliviiovaly stav aktivace trombocytu.
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Summary
Rehotova L., Prochazkova R.: Markers of cell damage of buffy-coat derived platelet concentrates in additive
solutions

Background: The aim of the study was to compare markers of cell damage and platelet activation of buffy-coat deri-
ved platelet concentrates (PCs) during storage in two types of additive solutions (PASs) in two different storage bags.
PASs reduce plasma-associated transfusion reactions and conserve plasma for transfusion or fractionation. Materials
and Methods: PCs were prepared from leukocyte-depleted pools of four buffy-coats (BCPs) suspended in one of 70 %
PASs: 30% plasma (Composol, Fresenius - Kabi; T-Sol, Baxter Corp.). Two different storage bags were used (R4R7036,
Fenwal; Autostop, Pall Corp.). On the days 0 and 5 of storage samples were tested for PLT concentration, pH, gluco-
se, lactate and sP-Selectin. Data were analyzed by analysis with two-sample #-tests, paired test and Pearson correlati-
on coefficient. Statistical significance was assessed at p <0.05. Results: PLT yields were higher then 2x10!1platelets/unit
in all of PCs. There was the significant decrease of platelet concentration during storage for 5 days in all bags or me-
dia. The pH of all PCs was 6.8 on the 5th day of storage. Glucose consumption and lactate production in all types of
bags and media were significantly different during storage. Lactate production and glucose consumption in T-Sol we-
re higher than those items in Composol and they resulted in lower pH values. We showed the influence of storage bags
for platelet activation, too. Conclusion: The development of markers of cell damage in PCs was influenced mainly by
used platelet storage solution, platelet storage bags affected the status of platelet activation.
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Uvod

Modernim zpusobem pfipravy trombocytovych trans-
fuznich ptipravki je vyroba deleukotizovanych piiprav-
ki z plné krve, které se ziskdvaji smisenim a naslednym
zpracovanim 4-5 buffy-coatti. Tento zpsob zpracovani
umoznuje pouzit jako skladovaci media pro trombocyty
ndhradni roztoky misto plazmy (1). Tyto roztoky jsou

schopny zajistit pro skladovéni trombocytl in vitro po-
dobné podminky jako plazma (1, 2). V soucasné dob¢ exi-
stuje fada syntetickych skladovacich roztokd, které se li-
§i obsahem citrdtu, acetétu, fosfatt, glukondtu a iontd K+
a Mg++ (tab. 1). Je prokdzano, Ze ionty K+ a Mg*+ maji
schopnost snizit anaerobni glykolyzu a ochranit membra-
nu trombocytu. Tyto ionty jsou obsaZeny v roztocich III.
generace (1,2, 3,4).
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Tab. 1. SloZeni ndhradnich roztokt pro skladovéni trombocytti.

T-sol Intersol Composol SSP+
Sodium citrate dihydrici 2,94 3,18 321 3,18
Sodium acetate trihydrici 4,08 442 2,22 442
Sodium dihydrogenphosphate 6,75 3,05 1,05
Di-sodium hydrogenphosphate 1,05 3,05
Potassium chloride 0,37 0,37
Magnesium chloride 0,30 0,30
Sodium chloride 4,52 5,26 4,05
Sodium gluconate 5,02
pH 72 72 72 72

Legenda: Tabulka udava sloZeni roztokt v g/l.

Vyhodou pouziti aditivnich roztokd pfi pfipravé trom-
bocytovych transfuznich piipravki je sniZzeni obsahu plaz-
my v pripravku o 70-80 %. Tim lze sniZit moZnost vy-
skytu TRALI a dalSich potransfuznich reakci zptsobe-
nych plazmou, véetné mozného rizika ABO inkompatibi-
lity (5, 6,7, 8). Pfinosem je i vyuZiti ziskané plazmy pro
frakcionaci (7, 8) a moznost skladovani trombocytovych
transfuznich piipravki 7 i vice dnti (3,9, 10). SniZeny ob-
sah plazmy v pfipravcich je jednim z predpokladi pro
oSetfeni koncentratl metodami patogenni inaktivace (7).
Praktické je i zjednoduSeni vyroby, protoze buffy-coaty
se zpracovavaji az nasledujici den po odbéru (5).

Struktura a funkce trombocytii jsou béhem procesu
piipravy a skladovani ovlivnény fadou faktort, napriklad
technikou odbéru, sloZenim antikoagula¢niho roztoku,
kontaktem s povrchem odbérového vaku, metodou zpra-
covani a obsahem leukocytl v produktu ¢i zplisobem de-
leukotizace (11, 12, 13). Trombocyty podléhaji morfolo-
gickym a metabolickym alteracim (,,platelet storage lesi-
on*), které limitujf jejich skladovatelnost a dle nékterych
autortt mohou asociovat se snizenim potransfuzniho vy-
tézku (recovery) in vivo (14, 15, 16). Metabolické alte-
race béhem skladovani se odrazeji ve zménach pH, zvy-
Senf LDH v supernatantu (11, 15), v konsumpci glukézy
a produkci laktatu. Soucasné se rozviji aktivace trombo-
cytu. Tento proces je doprovazen degranulaci vnitinich
granuldrnich struktur trombocytu, které vedou k povrcho-
vé expresi makromolekul lokalizovanych pivodné intra-
celuldarné v granulich desti¢ek. Jednou z nich je P-selek-
tin CD62P, integralni membranovy glykoprotein alfa-gra-
nuli, ktery se na povrchu klidové desticky nenachazi. Sta-
noveni exprese CD62P na povrchu trombocytd nebo je-
ho solubilni formy (sP-selektin) v supernatantu piiprav-
ku je pouZivano k posouzeni aktivace trombocytl v pii-
pravku (14, 15).

Na vySe uvedené metabolické zmény u trombocyto-
vych transfuznich piipravkd maji vliv i dalsi faktory, na-
pt. zmény v koncentraci CO,, skladovaci podminky, ja-
ko jsou tepani (1, 17, 18), délka a teplota skladovéni,
a obsah trombocytll v pfipravcich.

Pri porovnani uvedenych zmén literatura uvadi rozdi-
ly nejen mezi aferetickymi pripravky a pripravky z plné
krve, ale i mezi produkty z riznych typt separdtori a ta-
ké mezi trombocyty pripravenymi z plné krve odliSnymi
technikami (19).

Cilem prospektivni studie bylo zhodnotit markery bu-
né¢ného poskozeni a aktivace trombocyttl v transfuznich
pfipravcich ziskanych smisenim buffy-coatd s pouzitim
aditivniho roztoku a posoudit vliv dvou odlinych sméSo-
vacich souprav a dvou odlisnych nahradnich roztoki.

Material a metodika

Odbér plné krve a priprava buffy-coatii

Buffy-coaty (BC) byly pfipraveny z odbérit plné krve,
ziskané odbérem 450 ml 10 % krve do étyfvaki Optipack
(kat. ¢. JGR 6461B Baxter Healthcare Corp., USA), ob-
sahujicich antikoagulant CPD v poméru 1 : 7, ndslednou
diferencidlni centrifugaci na centrifuze Heraeus (3400 g,
10 min., teplota 22 °C, akcelerace 6, brzda 1) a zpraco-
vanim na automatickych lisech Optipress II (Baxter He-
althcare Corporation, USA). Buffy-coaty byly skladova-
ny do druhého dne pii teploté 22-24 °C v horizontdlni po-
loze bez tfepani. Pred zpracovanim byly tfepany na hori-
zontalnim agitatoru RL-45B umisténém v termoboxu TB-
80N (TOOL s.r.0., CR) minimdln& 30 min.

Priprava trombocytovych transfuznich p¥ipravkii
z buffy-coatu

Smésny buffy-coat o prim&rném objemu 531 ml (Fen-
wal) a 543 ml (Pall) byl pfipraven ze ¢tyi ABO shodnych
BC. BC byly sterilné pfipojeny pomoci svarecky Teru-
mo (Terumo Europe N.V., Leuven, Belgie) ke sméSova-
ci soupravé typu chobotnice s integrovanym trombocy-
tovym deleukotizacnim filtrem (R4R7036, Fenwal, Inc.,
Three Corporate Drive, Lake Zurich IL, 60D47, USA) ne-
bo AutoStop BC (ATSBCI1PSB, Pall Corporation, Porths-
mouth, UK). Stejnym zpiisobem byl pfipojen aditivni roz-
tok Composol ® PS 300 ml (E 2083, Fresenius Cabi, Bad
Homburg, SRN) nebo T-Sol (AZDB 7846, Baxter Health-
care Corp., USA) v mnoZstvi 300 ml.

BC byly prepustény do sméSovaciho vaku a nasledné
pridan aditivni roztok (300 ml). Pomér aditivniho rozto-
ku a plazmy byl 70 : 30. Smésny BC byl centrifugovan
na centrifuze Heraeus (1360 RPM, 8 min, teplota 22 °C,
akcelerace 5, brzda 4), trombocyty byly separovany na
manudlnim lisu Baxter R4R4460 (Baxter Healthcare Cor-
poration Deerfield, IL 60015 USA).

Pro hodnoceni byly vyrobeny ¢tyfi typy koncentratt,
kazdy soubor tvorilo 20 jednotek, TBSD 1: set Fenwal +
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Composol, TBSD 2: set Pall + Composol, TBSD 3: set
Pall + T-Sol, TBSD 4: set Fenwal + T-Sol.
Odbéry vzorkii

Pro laboratorni vySetieni piipravki byly odebirany vzor-
ky na zacétku a konci exspirace, tj. v.den 0 a den 5. V den
0 bylo odebrano 15 ml piipravku bezprostredné po pripra-
vé, centrifugovano 5 min. pii 5000 ot. na laboratorn{ cent-
rifuze Jouan C 3.12 (Jouan S.A., Francie). Supernatant byl
rozplnén do alikvoti po 0,75 ml. Vysetfeni pH, laktatu, glu-
kézy probéhlo tyz den do 4 hodin po odbéru vzorki. Ma-
teridl pro vySetfeni solubilniho P-selektinu CD62P byl za-
mraZen a skladovén pfi - 30 °C. Pro vysetfen{ marker( na
konci exspirace bylo 15 ml transfuzniho pripravku sterilné
premisténo do skladovaciho vacku (Grifols transfer vak 150
ml, kat. ¢. 720430, Laboratorios Grifols, S.A., gpanélsko),
ktery byl skladovan pri teploté 20 + 2 °C. Nasledné zpra-
covani bylo identické jako u vzorkd v den 0.
Laboratorni analyza

Pocet trombocytd v pfipravcich byl stanoven na ana-
lyzatoru Celltac F, MEK-8222K (Nihon Kohden Corpo-
ration Tokio, Japan). Biochemicka vySetieni byla prove-
dena na Oddéleni klinické biochemie Krajské nemocni-
ce Liberec na analyzdtoru Modular EVO. Hodnota lakta-
tu byla vySetfena reakci s LOX (kat. ¢. 1822837, Roche Di-
agnostics), pH pfimou potenciometrii na radiometru ABL
625 GL, stanoveni glukdzy bylo provedeno glukézooxi-
dazovou reakci GOP-PAP (kat. ¢. 11929526, Roche Dia-

Tab. 2. Zakladni parametry jakosti trombocytovych smési.

gnostics). Solubilni P-selektin byl stanoven pomoci vy-
Setfovaci soupravy Human Soluble P-Selectin Immuno-
assay, kat. ¢. BBE 6 (R & D Systems Inc., Minneapolis,
USA) na UKIA Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Hodnoceni: Hodnotili jsme vyvoj uvedenych parametrt
béhem skladovani u jednotlivych typid piipravki a mezi
piipravky navzdjem. Data byla hodnocena pomoci pri-
méru, medidnu a smérodatné odchylky. K porovnani vy-
bérd jsme pouzili dvouvybérovy t-test, parovy test, Pear-
sontv korelaéni koeficient. Statistickd vyznamnost byla
posouzena na hladiné p < 0,05.

Vysledky

Zékladni parametry jakosti ziskanych piipravki uvadi-
me v tabulce 2. Hodnoceni bylo provedeno u 20 smési
Fenwal + Composol (TBSD1), 20 smési Pall + Compo-
sol (TBSD2), 20 smési Pall + T-Sol (TBSD3) a 20 smési{
Fenwal + T-Sol (TBSD4). VSechny smési vyhovély dopo-
ru¢enym pozadavkdm na obsah trombocytl ve smésnych
trombocytovych transfuznich pfipravcich dle Vyhl.
143/2008 Sb. (2 x 10'!/T.U.), kontaminace leukocyty by-
la u vSech smési nizsi nez 1 x 106/T.U. Béhem pétidenni-
ho skladovani pfipravki doslo u vSech porovndvanych
smési ke statisticky vyznamnému sniZeni obsahu trombo-
cytd (tab. 2). Vysledky stanoveni hodnoty pH, hladiny lak-

Objem Objem pro 40x10°
trombocytd Trombocyty Leukocyty

ml/TD ml/TD x 109 /TD x 106 /TD

den 0 den 0 den 0 den 5 p den 0
TBSD1 AV/SD 336+ 8 71+ 12 291 £ 51 244 + 61 <0,001 0,01 +0,03
n=20 medidn 336 70 279 233 0,00
TBSD2 AV/SD 328+ 8 79 +8 250 + 27 238 +31 0,03 0,01 +0,02
n=20 medidn 326 79 247 239 0,00
TBSD3 AV/SD 321 £ 10 83+ 10 236 + 24 210 22 <0,001 0,01 +0,02
n=20 medidn 324 81 237 212 0,00
TBSD4 AV/SD 325+9 77+8 255 +23 205 + 37 <0,001 0,01 +0,03
n=20 medidn 328 79 249 208 0,00

Legenda: p: statistickd vyznamnost zmén hodnot den 0 a 5, TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované, TBSD1: Fenwal + Composol,

TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall + T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol, n: pocet jednotek, TD: terapeutickd davka

Tab. 3. Vyvoj parametrii poskozeni trombocyti v ptipravku béhem skladovani.

TBSD1 TBSD2 TBSD3 TBSD4

n=20 n=20 n=20 n=20

den 0 den 5 den 0 den 5 den 0 den 5 den 0 den 5
pH AV/SD 732+007 |736+006%*%723+007 730 +0,10 #7724 +0,10 |[721+004* [728+007 |7,17+008

Median 733 737 723 733 725 721 727 7,15

laktat AV/SD 78+12 124+46 84+08 124+13 87+1,1 135+10 8,7+0,7 152+10
(mmol/l) |Median 72 11,8 8,1 124 8,7 13,6 8,6 150
glukéza | AV/SD 54+0,5 31+09 52+04 30+0,7 52+0,7 26+0,6 52+0,5 18+0,5
(mmol/l) |Median 5,6 33 53 3,1 5,1 2,5 5,1 1,8
sP-selektin| AV/SD 672+232 1943 +1104|70,6 259 1194 +408 542 +253 1090+404 |54,1+248 1613 +593
(ng/ml)  [Medidn 594 1532 678 1110 53,1 452 544 1494

Legenda: p: statistickd vyznamnost zmén hodnot den 0 a 5, * p>0,05 (NS); ** p<0,05; ostatni: p<0,001, TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné
deleukotizované, TBSD1: Fenwal + Composol, TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall + T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol, n: pocet jednotek
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Graf 1. Zmény hodnot pH béhem skladovani.

Legenda: TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované,
TBSD1: Fenwal + Composol, TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall
+ T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol.
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Graf 2. Pokles hodnot gluk6zy béhem skladovani.

Legenda: TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované,
TBSD1: Fenwal + Composol, TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall
+ T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol.

tatu, glukdzy a sP-selektinu prehledné uvadi tabulka 3.

Hodnota pH v den 0 byla vyss$i u smési TBSD1 nez
u smeési TBSD2 (p < 0,001) a TBSD3 (p = 0,008), nizsi
u smeési TBSD2 nez u smési TBSD4 (p = 0,02), srovna-
telnd u smési TBSD1 a TBSD4 (p = 0,069), TBSD2
aTBSD3 (p=046) aTBSD3 a TBSD4 (p =0,22). V pri-
béhu skladovani doslo k statisticky v§znamnému zvySe-
ni pH u TBSDI (p = 0,018) a TBSD2 (p = 0,028).
U TBSD3 nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil
hodnot pH vden 0 a5 (p =0,10). U TBSD 4 byl proka-
zén statisticky vyznamny pokles pH (p < 0,001). Srov-
natelny vzestup jsme zaznamenali u TBSD1 a TBSD2 (p
=0,60), ktery byl statisticky vyznamné vyS$si v porovna-
ni s vyvojem pH u TBSD 3 (TBSD1 x TBSD3: p =
0,0053, TBSD2 x TBSD3: p = 0,0059) (graf 1).
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Graf 3. Vzestup hodnot laktatu béhem skladovani.

Legenda: TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované,
TBSD1: Fenwal + Composol, TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall
+ T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol.
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Graf 4. Vyvoj hodnot sP-selektinu béhem skladovani.

Legenda: TBSD: trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované,
TBSD1: Fenwal + Composol, TBSD2: Pall + Composol, TBSD3: Pall
+ T-Sol, TBSD4: Fenwal + T-Sol.

Hodnota glukézy (mmol/l) v den O byla srovnatelnd
u smési TBSD1 a TBSD2 (p = 0,08), TBSD1 a TBSD 3
(p=0,27),TBSD1 aTBSD4 (p=0,07), TBSD2 a TBSD3
(p = 0,85), TBSD2 a TBSD4 (p = 0,82) a TBSD3
a TBSD4 (p= 0,74). V prubéhu skladovani doslo ke sta-
tisticky vyznamnému poklesu hodnot u vSech smésf (p <
0,001).

Hladina laktatu (mmol/l) byla v den O srovnatelna
u smési TBSD1 a TBSD2 (p = 0,06), TBSD2 a TBSD 3
(p = 045), TBSD2 a TBSD4 (p = 0,21) a TBSD3
a TBSD4 (p = 0,79). Hladina laktatu byla nizsi u smési
TBSD1 v porovnani s TBSD2 (p = 0,02) a TBSD4 (p =
0,004). Béhem skladovani doslo ke statisticky vyznam-
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nému zvySeni obsahu laktdtu u v§ech smési (p < 0,001).

Hodnoty solubilniho P-selektinu stanovené v den vy-
roby smési byly srovnatelné u TBSD1 a TBSD2
(p=0,66),TBSD1 aTBSD3 (p=0,09), TBSD1 a TBSD4
(p =0,08) a TBSD3 a TBSD4 (p = 0,99). Hodnoty sP-
selektinu v den O byly niZ§i u smési TBSD2 v porovnéni{
s TBSD3 a TBSD4 (oboji: p = 0,04). K vzestupu hodnot
sP-selektinu béhem skladovani doslo u vSech typd smési
(p < 0,001). K nejvyraznéjsim vzestuptim doslo u smési
TBSD2 a TBSD 4 (p < 0,001), u TBSD1 x TBSD2 (p =
0,01),u TBSDI1 x TBSD3 (p =0,01) a TBSD3 a TBSD4
(p = 0,01). Vzestup hodnot byl srovnatelny u smési
TBSD1 aTBSD4 (p=0,47) aTBSD2 a TBSD3 (p =0,62)
(graf 4). Hodnoty sP-selektinu na konci uchovavani ne-
korelovaly s hodnotou pH na konci skladovan{ u smési
TBSD2 (r = -0,24), TBSD3 (r = 0,15) a TBSD4
(r=-0,14), slabou korelaci jsme prokdzali u smési TBSD1
(r=045).

Diskuse

Cilem studie bylo zhodnotit parametry jakosti, zejmé-
na markery buné¢ného poSkozeni a markery aktivace de-
stiek, u pfipravki pfipravenych smiSenim buffy-coatt
odebranych do dvou riznych typi sméSovacich souprav
a dvou ridznych aditivnich roztokd.

Pfi hodnoceni zakladnich parametrd jakosti (objem pii-
pravku, obsah trombocytl, kontaminace leukocyty)
vSechny smési vykdzaly v souladu s jinymi autory vyso-
ky standard obsahu trombocytd a nizkou kontaminaci le-
ukocyty (3, 4, 8) (tab. 2). Ve shod¢ s dfivéjSimi pozoro-
vanimi (1) jsme prokdzali statisticky vyznamny pokles
obsahu trombocytil u vech typl smési béhem 5denniho
skladovani, i kdyZ v jedné studii pokles trombocytil ne-
byl zaznamendn ani béhem 9denniho skladovéni (4). Po-
kles trombocytl béhem skladovéni v aditivnich roztocich
je prisuzovan aktivaci trombocytl projevujici se tvorbou
mikroagregdtd, fragmentaci nebo ztratou desti¢kové inte-
grity (1). Dle naSich vlastnich zkuSenosti (20) i v soula-
du s literaturou (1, 4, 8) pfi skladovani v plazmé k po-
klesu trombocytl v transfuznich piipravcich nedochazi.

Trombocytové transfuzni pripravky z plné krve, které
se ziskdvaji smisenim a ndslednym zpracovanim buffy-
coatd, jsou stéle vice pouzivany v klinické praxi, zejmé-
na u hematoonkologickych pacientii. Aplikace aferetic-
kych desti¢ek je doporuovana u pacientl refrakternich,
aloimunizovanych proti HLA antigeniim a/nebo specific-
kym HPA antigenim. V dob& moZnosti trombocytové pii-
pravky protivirove oSetfit se ztraci vyhoda expozice jed-
nomu darci s ohledem na prenos infekénich onemocnéni
u aferetickych piipravki (21). Pro uspéch transfuze trom-
bocytl je dilezitd schopnost transfundovanych destic¢ek
setrvat v cirkulaci a plnit hemostatickou funkci, kterd ma-
Ze byt ovlivnéna metabolickym stavem trombocytu, tzv.
skladovacimi 1ézemi (12, 22).

Za kriticky pro viabilitu a funkci trombocytu je pova-
Zovén pokles pH pod hodnotu 6,2, kdy dle fady autort

dochdzi k ireversibilnimu poSkozeni trombocytu, repre-
zentovanému ireversibilni expresi P-selektinu (22, 23,
24). Pti hodnotach pH mezi 6,2-6,8 dochézi také k expre-
si P-selektinu, kterd je vSak po inkubaci trombocytu
v plazmé reversibilni. Hodnoty pH u vSech hodnocenych
smési v nasi studii splnily poZadavek pH 6.4 dle Vyhl.
143/2008 Sb. (25). Ani v jednom pripad¢ jsme nezazna-
menali kriticky pokles hodnoty pH pod 6,2. V den O jsme
nalezli srovnatelné hodnoty pH u smési odebranych do
souprav Fenwal (TBSD1 x TBSD4: p = 0,069), do sou-
prav Pall (TBSD2 x TBSD3: p = 0,46) a do roztoku T-
sol (TBSD3 x TBSD4: p = 0,22). Z dal§iho porovnani
hodnot pH u smési (TBSD1 x TBSD2: p < 0,001, TBSD
1 x TBSD3: p = 0,008, TBSD2 x TBSD4: p = 0,02) nel-
ze na vliv pouZitych odbérovych souprav a ndhradnich
roztokl v den vyroby v rozporu s literaturou jednoznac-
né usoudit (1, 4, 8).

Béhem 5denniho skladovani smési doSlo ke statistic-
ky vyznamnému vzestupu pH u smési TBSD1 (p = 0,02)
a TBSD2 (p = 0,03) skladovanych v roztoku Composol.
U smé&si skladovanych v roztoku T-Sol u smési TBSD3
ke zméné hodnot pH nedoslo (p = 0,10), u smési TBSD4
doslo k vyznamnému poklesu pH (p < 0,001) (1, 8, 10).
U pripravki skladovanych v roztoku T-Sol doslo v sou-
ladu s literaturou v porovnani s ptipravky skladovanymi
v roztoku Composol k statisticky vyznamnému poklesu
pH (TBSD1 x TBSD3: p = 0,005, TBSD1 x TBSD4: p <
0,001, TBSD2 x TBSD3: p = 0,0006) (1, 4, 8) (graf 1).
Vzhledem k tomu, Ze jsme nezaznamenali pokles hod-
not pH pod 6.4, se domnivdme, Ze viabilita trombocytt
v pripravcich nebyla ovlivnéna.

U hodnot glukézy jsme v den vyroby smési neproka-
zali statisticky vyznamny rozdil, neprokézali jsme tedy
vliv pouzitych aditivnich roztokl ani souprav. Ke kon-
sumpci glukézy doslo u vSech typt smési (vSe: p <0,001).
Pri hodnoceni konsumpce glukézy byl pokles obsahu glu-
kézy nejvyssi u smési TBSD4 (x TBSD1, x TBSD2, x
TBSD3: vSe: p < 0,001), niz§{ pokles jsme zaznamenali
u smési TBSD3 (x TBSD2: p = 0,03). Srovnatelné byly
poklesy u smési TBSD1 a TBSD2 (p = 0,39) a TBSD 1
a TBSD3 (p = 0,28) (graf 2). Zjisténé rozdily tedy uka-
zuji vy$si konsumpci glukézy u smési TBSD3 a TBSD4,
skladovanych v roztoku T-Sol.

V den pfipravy smési byla hladina laktatu nizsi u smé-
si TBSDI1 (x TBSD4: p = 0,004, x TBSD3: p = 0,02),
ostatni hodnoty byly srovnatelné. Béhem skladovani do-
Slo u vSech typt smési k vzestupu hladiny laktatu (p <
0,001), u vSech typt smési v nas{ studii produkce lakta-
tu odpovidala konsumpci glukézy v poméru 2 : 1 (tab. 3)
a kopirovala stupen konsumpce glukézy. Nejvyssi vze-
stup hladiny laktdtu jsme zaznamenali u smé&si TBSD 4
(x TBSD1, x TBSD2, x TBSD4: vSe p < 0,001). Nizsi
vzestup laktdtu jsme pozorovali u smési TBSD3 proti
TBSD2 (p = 0,01), Srovnatelné bylo zvySeni u smési
TBSDI1 proti TBSD2 (p =0,16) a TBSD3 (p = 0,48) (graf
3). Z téchto vysledkli mizeme usuzovat spise na vliv pou-
zitého roztoku nez vliv pouZité soupravy, pricemz pro-

(ol

dukce laktatu byla vySsi v souladu s literaturou u smési
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skladovanych v roztoku T-Sol a korespondovala s pokle-
sem pH béhem uchovdvani (1, 4, 8) (graf 1).

Stanoveni exprese P-selektinu na povrchu trombocytt,
resp. jeho solubilni formy, je povaZovéno za predikator vi-
ability trombocytu. PrestoZe jeho definitivni role nebyla za-
tim jasné stanovena, ma se za to, Ze degranulace CD62P
z vnitinich desti¢kovych granuli miiZze znamenat ¢aste¢nou
ztratu destickovych funkei (24,26, 27). Nékteré studie pro-
kézaly jen nizkou korelaci mezi expresi CD62P a preZitim
desti¢ky in vivo (28, 29). Lze vSak najit korelaci zvySeni
exprese P-selektinu, resp. jeho hladiny, sniZzenf pH a ztra-
ty vitivého (swirling) fenoménu (12, 23).

V nasf studii byly hladiny sP-selektinu v den vyroby
v souladu s jinymi autory srovnatelné u vsech typti smé-
si (1, 8), neprokdzali jsme tedy vliv pouZitych aditivnich
roztokl ani souprav. Vzestup hladin sP-selektinu béhem
skladovani jsme pozorovali u vSech typl pfipravki (p <
0,001). Vzestup hodnot byl srovnatelny u smési odebra-
nych do souprav Fenwal, tj. TBSD1 a TBSD4 (p =0,47)
ado souprav Pall, tj. TBSD2 a TBSD3 (p = 0,62). U smé-
si TBSD1 a TBSD4 doslo v souladu s literaturou k vys-
$imu vzestupu hodnot neZ u smési TBSD2 a TBSD3
(TBSD1 x TBSD2: p = 0,005, x TBSD3: p = 0,009
aTBSD 4 x TBSD2: p <0,001, x TBSD3: p =0,002) (graf
4). Z uvedenych vysledki Ize usoudit na vyssi vliv pou-
7ité soupravy nez vliv skladovaciho roztoku (4) (graf 4).

Predpoklada se, Ze produkce kyselin sniZuje viabilitu
a funkci trombocytu a Ze sniZeni metabolické aktivity
trombocytu je spojeno s expresi P-selektinu, resp. zvySe-
ni jeho plazmatické hladiny. Ta je v korelaci s hodnotou
pH, hladinou LDH a laktdtu (24). Prokdzali jsme jen sla-
bou korelaci sP-selektinu s pH na konci uchovavani
u smési TBSD1. U ostatnich smési se ndm tuto korelaci
prokazat nepodafilo, pravdépodobné proto, Ze hodnota pH
v supernatantu se ve vétSiné stanoveni pohybovala ve fy-
ziologickém rozmezi. To mize znamenat, Ze nedo§lo
k vyznamné zméné viability bunék.

UdrZeni desti¢kovych funkcf in vitro béhem skladové-
ni v aditivnich roztocich je zavislé na kombinaci typt roz-
tokl a typt pouzitych souprav ke smiseni (4). Pro obé
pouZzité soupravy v na$i studii znamenalo skladovéni
v roztoku Composol nizsi glykolyzu béhem skladovani.
Naopak k vySsi aktivaci desticek doSlo u smési odebra-
nych do souprav Fenwal bez ohledu na pouZity roztok,
coz lze vysvétlit rozdilnym sloZenim filtrG pouzitych
k odstranéni leukocytti po smiseni (11, 12, 13). Vysled-
ky tykajici se metabolickych parametrd v nas{ studii by-
ly v souladu s drivéjsimi vysledky, které ukazuji na po-
zitivni vliv drasliku a hot¢iku v aditivnich roztocich III.
generace (Composol, SSP+ apod.) na metabolismus trom-
bocytll v porovnani s roztoky II. generace (napi. T-Sol).
Obecné aditivni roztoky III. generace zlepSuji desti¢ko-
vé funkce a redukuji aktivaci trombocyti béhem sklado-
vani (4). Tyto rozdily se odrdzeji ve snizené glykolyze,
o ¢emz svédci nizs§i konsumpcee glukézy a nizsi produk-
ce laktdtu u smési odebranych do Composolu (2, 3,4, 8).
Dle nasich vysledki stanoven{ sP-selektinu byl ale zfej-
my i vliv pouZitych souprav a nelze vyloudit ani vliv zpra-

covani (antikoagulacni roztoky, centrifugace béhem pfi-
pravy, kontakt s povrchem leukocytovych filtrd a plasti-
kovych obalt) (30).

Nicméné vztah mezi destickovou aktivaci béhem pri-
pravy a skladovani a funkci trombocytl po transfuzi in
vivo s ohledem na potransfuzni vytézek a preziti trom-
bocytil nebyl zcela objasnén a je predmétem dalstho vy-
zkumu.

Lze tedy konstatovat, Ze smésné trombocytové trans-
fuzni pripravky s aditivnimi roztoky III. generace pred-
stavuji modern{ trend v hemoterapii, zejména diky sni-
Zeni rizika vyskytu TRALI a dalSich potransfuznich reak-
ci zplsobenych plazmou, véetné mozného rizika z ABO
inkompatibility.

Podékovdni: Autori dékuji RNDr. I. Ouhrabkové 7 OKB
KN Liberec a doc. RNDr. C. Andrysovi z UKIA FN Hra-
dec Krdlové za spoluprdci pri vySetieni laboratornich pa-
rametrii.
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