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Zhodnoceni markera apoptézy a aktivace trombocyti
u aferetickych odbéri trombocyta s plazmou

Prochazkova R.1, Andrys C.2, Hubackova L.!, Rehorova L.1, Krejsek J.2
ITransfuzni oddéleni, Krajska nemocnice Liberec
2Ustav klinické imunologie a alergologie, Fakultni nemocnice Hradec Krélové

Souhrn

Cilem p¥ipravy trombocytového koncentratu je pripravek se zachovanou hemostatickou funkci. Béhem procesu pri-
pravy a skladovani je ovliviiovana struktura a funkce trombocytu, dochazi k apoptéze a aktivaci krevni desticky. Byl
hodnocen stav bunééného poskozeni a aktivace trombocyti ze separatorii Haemonetics MCS+ a Trima Accel s odlis-
nou technologii aferézy. V den pripravy a exspirace byly vySetieny parametry bunééného poskozeni a aktivace
vykazaly trombocyty ze separatoru Haemonetics MCS+. Na konci exspirace pripravky z aferézy vykazaly vyssi stu-
pen aktivace ve srovnani s trombocyty z plné krve, pripravky z obou separatora byly srovnatelné. Na zakladé zhod-
noceni vyvoje a vzajemnych vztahi uvedenych markeri, zejména P-selektinu a annexinu V se autori domnivaji, Ze
pocatecni aktivace trombocyti v pripravcich je pravdépodobné reverzibilni. Je zptisobena vlivem technologie pri-
pravy a neovliviiuje proces apoptozy trombocytu a jeho viabilitu béhem skladovani.

Klicova slova: aferéza, aktivace trombocytu, apoptoéza

Summary
Prochizkova R., Andrys C., Huba¢kova L., Rehofova L., Krejsek J.:Evaluation of apoptotic markers
and platelet activation in apheretic harvests from plasma

The aim of preparation of the platelet concentrate is a mixture with conserved haemostatic function. During the process
of preparation and storage, the platelet structure and function is affected. It undergoes apoptosis and activation. The
state of cell damage and platelets activation was evaluated by means of separators Haemonetics MCS+ and Trima Accel
with different technology of apheresis. Parameters of cell damage and platelet activation (pH, LDH, lactate, glucose,
annexin V, soluble P-selectin) were evaluated at a time of preparation and expiration. The lowest level of activation
during the time of preparation was observed in platelets from separator Haemonetics MCS+. Higher levels of platelet
activation were demonstrated by apheresis in contrast to the total blood at the time of expiration. Mixtures from both
separators showed comparable results. Based on the evaluation of progression and correlation between abovementioned
markers, particularly between P-selectin and annexin V, the authors suggest that initial platelet activation in the mixtu-
res is probably reversible. It is a result of technology procedure during the preparation, which does not affect process of
apoptosis and its viability during the storage.
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Uvod

Trombocyty pro profylaktické ¢i 1é¢ebné podéani paci-
entlim lze ziskat klasickymi odbéry plné krve s nasled-
nym zpracovanim anebo aferetickymi technikami (1, 2).
Novy trend v piipravé predstavuji multikomponentni
odbéry krve, které umoZznuji soucasny odbér vice trans-
fuznich jednotek (TU) krevnich slozek od jednoho darce
v riznych kombinacich (2, 3). V pfipad¢ trombocytafe-
rézy je cilem pfipravy ziskat pfipravek nejen se stan-
dardnim obsahem trombocytl a s minimalni kontamina-
ci leukocyty, ale také se zachovanou funkci a miniméalni
aktivaci desticky (4, 5).

Struktura a funkce trombocytid jsou ovlivnény
fadou faktori béhem procesu piipravy a skladovani,
napiiklad technikou odbéru, sloZzenim antikoagula¢niho
roztoku, kontaktem s povrchem odbérového vaku ¢i setu,
metodou zpracovani a obsahem leukocytl v produktu, ¢i
zpusobem leukofiltrace (6, 10). Uvedené procesy maji

vliv na proces apoptdozy a aktivace trombocytu.
Metabolické a morfologické alterace trombocytil limitu-
ji jejich skladovatelnost a dle nékterych autord mohou
asociovat se sniZzenim potransfuzni ,,recovery in vivo* (5,
11). Dosud vsak nejsou vSechny mechanismy vedouci
k poskozeni trombocytu béhem odbéru a skladovani plné
objasnény (11).

Prestoze je trombocyt bezjadernou buiikou, podléha
apoptoze, procesu programované fizené bunécné smrti
(1), ke které dochazi pfirozené starnutim béhem sklado-
vani a mizZe byt negativné ovlivnéna vysokou senzitivi-
tou desti¢ky na stimuly béhem procesu pfipravy. Pfi ni
dochézi k morfologickym zménam. Diskoidni tvar trom-
bocytu se méni ve sféricky (6, 12). Metabolické alterace
béhem skladovani se odrazeji ve zménach pH, zvyseni
LDH v supernatantu (6, 11, 13), v konsumpci glukézy
a produkeci laktatu. Dochdzi k uvolnéni beta-thromboglo-
bulinu, externalizaci phosphatidylserinu (5, 11) a expre-
si markerti aktivace trombocytu. Za moderni marker apo-
ptézy je dnes povazovan annexin V, intracelularni gly-
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koprotein, ktery je v trombocytu fyziologicky obsazen
v cytosolu a organeldch. Jeho zvySend plazmaticka hla-
dina je v pfimé relaci se stupném bunécného poskozeni
a jeho stanoveni je dnes pouZivano jako vysoce senzitiv-
ni parametr monitorovani kvality trombocytovych kon-
centratd (14, 15). Déle se annexin V ukazuje byt velmi
efektivnim inhibitorem koagulace diky své vysoké afini-
t& k fosfolipidovym membranam (7, 13). Proto také pfi-
tomnost annexinu V v trombocytovém koncentratu dle
nékterych autor mize mit i klinicky vyznam vzhledem
k moZnému antikoagulacnimu plsobeni a kompetici
s vazebnymi misty pro faktor VIl a V (13).

Aktivace trombocytu je odezva klidové desticky na
specifické stimuly zprostifedkovana receptory rtiznych
typd (12). Fyziologicka aktivace trombocytu kolagenem
je nezbytna pro zastavu krvaceni (16). K aktivaci desti¢-
ky dochdzi také béhem procesu piipravy. Je spojena se
snizenim metabolické aktivity trombocytu béhem sklado-
vani. Podobné jako proces apoptdzy je aktivace trombo-
cytu spojena s morfologickymi a funkénimi zménami,
zejména s degranulaci vnitfnich granuldrnich struktur
trombocytu, které vedou k povrchové expresi makromo-
lekul lokalizovanych ptivodné intracelularné v granulich
desti¢ek. Jednou z nich je P-selektin CD62P, integralni
membranovy glykoprotein alfa-granuli, ktery se na povr-
chu klidové desticky nenaléza a jeho povrchova detekce
je prukazem degradace alfa-granuli (12). Exprese P-
selektinu na povrchu desticky umoziiuje prostfednictvim
specifické membranové molekuly PSGL-1 (CD162) jeji
adhezi na granulocyty a monocyty a nasledné odstranéni
z cirkulace tkanovymi makrofagy (2). Stanoveni exprese
CD62P na povrchu trombocytll nebo jeho solubilni formy
v supernatantu pfipravku je pouzivano k posouzeni akti-
vace trombocytl v ptipravku (5, 11). Pfi aktivaci trombo-
cytu dochédzi dile k uvolnéni cytokini z trombocytl
(napt. IL-6, IL-8, PF-4, RANTES), které jsou Castou pfi-
¢inou nehemolytickych potransfuznich reakci (3, 17).

Pii porovnani uvedenych zmén, nazyvanych také tzv.
destickové skladovaci leze, literatura uvadi rozdily nejen
mezi aferetickymi piipravky a pfipravky z plné krve, ale
i mezi produkty z rGznych typl separdtorti a také mezi
trombocyty pfipravenymi z plné krve odliSnymi technika-
mi (12, 18). Ne vSechny mechanismy, které vedou
k poskozeni trombocytu jsou pIné objasnény a pochopeny.
Jsou v soucasné dobé pfedmétem intenzivniho studia (11).

Cilem prospektivni studie bylo zhodnotit markery
bunécného poskozeni a aktivace trombocytl ziskanych
ze dvou typt separdtorti s odliSnou technologii aferézy.

Material a metodika

Price je soucasti projektu IGA MZ CR, ktery byl
schvélen Etickymi komisemi KN Liberec, FN a LF UK
v Hradci Kralové.

Darci: Odbéry byly provedeny u 27 darcu plazmy (22
muzi a 5 Zen), na zakladé informovaného souhlasu
a vstupnich kritérii uvedenych v tabulce 1 ( 20).
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Tab. 1. Vybérova kritéria pro déarce: odbéry PLT + PA.

Parametry Trima Accel ‘ Haemonetics MCS+
Celkovy objem

krve (ml) >4 300

Trombocyty (x109/1) > 220 ‘ > 260
Hematokrit muzi > 0,40, Zeny > 0,38
Hemoglobin (g/1) muzi > 135, Zeny > 125

Casovy limit 75 min

PLT: trombocyty, PA: plazma

Krevni separator a protokoly: Na separatorech
Haemonetics MCS+ (Haemonetics Corp., Braintree,
USA) (dale MCS+) a Trima Accel (Gambro BCT, inc.
Lakewood, USA) (dile Trima) byly provedeny kombino-
vané odbéry trombocytii o obsahu 3,0 x 10!! v transfuz-
ni jednotce (TU) a plazmy. Separator Haemonetics
MCS+ umoziiuje provadét odbéry intermitentnim zpuiso-
bem, deleukotizace trombocytt (PLT) probiha kontinual-
ni filtraci. Aferéza na separatoru Trima Accel probiha
kontinuélné, trombocyty jsou pfipravovany leukoredukc-
nim systémem. Na separatoru Haemonetics MCS+ jsme
pouZili protokol LDP-LP, antikoagula¢ni roztok AB-16
v poméru 1:15. Na pfistroji Trima Accel bylo pouZito
antikoagulans ACD-A v poméru 1:10. U obou pfistroji
byla pouZita standardni odbérovd a navratova rychlost.
Vsechny odbéry byly provadény bez objemové ndhrady.
Jako kontrolni soubor byly pouZity trombocyty z plné
krve, ziskané odbérem 450 ml + 10 % plné krve do Ctyt-
vakt JMS Quadruple CPD SAGM-NP, iBSP (kat. ¢. 811-
8435, Japan Medical Supply, Singapur), obsahujicich
antikoagulant CPD v poméru 1:7, a naslednou diferenci-
alni centrifugaci.

Odbéry vzorku: Pro laboratorni vySetfeni piipravki
byly odebirany vzorky na zacatku a konci exspirace, t.
v den 0 a den 5 resp. 6. V den 0 bylo odebrano bezpro-
sttedné po pripravé 10 ml pfipravku, centrifugovano 5
min. pti 5000 ot. na laboratorni centrifuze Jouan C 3.12
(Jouan S.A., Francie). Supernatant byl rozplnén do ali-
kvott po 0,75 ml. Vysetfeni pH, laktatu, glukézy a LDH

Tab. 2. Charakteristika souboru darct a zakladni parametry aferéz.

Haemonetics MCS+ | Trima Accel
Dareci:
Celkovy pocet 20 20
Muzi 15 16
Zeny 5 4
Veék (roky)* 35 (26-48) 32 (25-48)
Hmotnost (kg)* 79 (64-108) 82 (65-105)
Pocet PLT (x 109/1)! 319 =47 296 +61
Hematokrit 0,42 = 0,04 0,42 = 0,03
Pripravky:
Cas aferézy (min.) 58 +8 44 =7
Zpracovany objem krve (ml) 2278 =292 2328 +345
Objem jednotky PLT2 (ml) 277 =37 278 = 14
Vyté&Znost PLT2 (x 109/TU) 389 = 66 382 =74

Legenda: !pfedodbérovy polet trombocyti dérce krve, 2trombocyty,*data
uvedena jako medidn a rozptyl, ostatni jako pramér = SD
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probéhlo tyz den do 4 hodin po odbéru vzorkd. Material
pro vysetfeni annexinu V a solubilniho P-selektinu
CD62P byl zamraZen a skladovan pii -30 °C. Pro vySet-
feni markerti na konci exspirace bylo 10 ml koncentratu
sterilné premisténo do skladovaciho vacku (Grifols tran-
sfer vak 150 ml, kat. ¢. 720430, Laboratorios Grifols, S.A.,
Spanélsko), ktery byl skladovén pii teplot& 22 °C = 2 °C.
Nasledné zpracovani bylo identické jako u vzorkt v den
0. Pro vySetieni hladiny annexinu V a selektinu CD62-
P u darct krve bylo pred aferézou i odbérem plné krve
odebrano 7 ml krve do zkumavek s K;EDTA (kat. ¢&.
367655, Becton-Dickinson Vacutainer Systems, Francie)
a zpracovano vyse popsanym zpusobem.

Laboratorni analyza: Pocet trombocytii v piiprav-
cich byl stanoven na piistroji Coulter STKS (Beckman
Coulter, Florida, USA). Hodnota LDH byla vysetfena
metodou LDH-L optimized (kat. ¢. 1876961, Roche
Diagnostics), laktat reakei s LOX (kat. ¢.1822837, Roche
Diagnostics), pH pfimou potenciometrii na radiometru
ABL 625 GL, stanoveni glukézy bylo provedeno glukoé-
zooxidazovou reakci (GOP-POD, Lache-ma).

K stanoveni hladiny annexinu V byl pouZit kit IMUC-
LONE Annexin ELISA Kit, kat. ¢. 650 (American
Diagnostica Inc., Stamford, USA). Solubilni P-selektin
byl stanoven pomoci kitu Human Soluble P-Selectin
Immunoassay, kat. ¢. BBE 6 (R & D Systems Inc.,
Minneapolis, USA).

Hodnoceni: Hodnotili jsme vyvoj uvedenych para-
metrd béhem skladovani u jednotlivych typu pfipravka
a mezi pfipravky navzdjem. V pripadé annexinu
V a solubilniho P-selektinu jsme navic porovnavali jejich
hladinu v pfipravku vici klidové hodnoté u darce krve.
Data byla hodnocena pomoci priméru, medidnu a smé-
rodatné odchylky. K porovnani vybéra jsme pouzili
dvouvybérovy t-test, parovy test, Pearsoniv a Spear-
mantv korelacni koeficient. Statistickd vyznamnost byla
posouzena na hladiné p < 0,05.

Vysledky

Charakteristika souboru a zakladni parametry jakosti
ziskanych pripravkt uvadime v tabulce 2. Zakladni hod-
noceni bylo provedeno u 20 TU trombocytl ze separato-
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ru Haemonetics MCS+, 20 TU trombocytt ze separatoru
Trima Accel a 20 TU trombocytd z plné krve (TB).
Vysledky stanoveni hodnoty pH, hladiny laktatu, LDH
a glukoézy prehledné uvadi tabulka 3.

Hodnota pH v den 0 byla nizsi u PLT z plné krve nez
u aferetickych pfipravkd (TB x MCS: p = 0,004, MCS
x Trima: NS), na konci exspirace byly hodnoty pH u PLT
z plné krve vyssi nez u aferetickych PLT (TB x MCS: p <
0,001, MCS x Trima: NS) (graf 1a). U hodnot glukézy
(mmol/1) byl v den O statisticky vyznamny rozdil u trom-
bocyti z plné krve a separatoru MCS+ (p = 0,002), u PLT
ze separatoru Trima byly hodnoty nejnizsi (MCS
x Trima: p < 0,001) (graf 1b). Celkové nizsi hladina
u PLT ze separatoru Trima je zptisobena niZ$im obsahem
glukdzy v antikoagula¢nim roztoku ACD.

Hladina laktatu (mmol/l) byla v den O srovnatelna
u obou typt PLT z aferézy (MCS x Trima: p = 0,08)
aniz8i nez u PLT z plné krve (TB x Trima: p < 0,001). Na
konci exspirace byly hodnoty u aferetickych PLT srovna-
telné a vyssi, nez u PLT z plné krve (TB x MCS: p <
0,001, TB x Trima: p < 0,008, Trima x MCS: p = 0,5)
(graf 1¢). Hladina LDH (ukat/l) byla v den O u vSech typt
PLT srovnatelna (TB x Trima: p = 0,2, TB x MCS: p =
0,07, Trima x MCS: p = 0,2 ). Na konci exspirace byla
nejvyssi u PLT ze separatoru Haemonetics MCS+, stied-
ni u PLT z Trimy a nejniz§i u PLT z plné krve (Trima
x TB: p = 0,007, Trima x MCS: p = 0,02) (graf 1d).

Hodnoty annexinu V a solubilniho P-selektinu
(dale P-selektin) stanovené na zacatku i konci exspira-
ce u trombocytl z aferézy z obou separatord i trombo-
cytl z plné krve uvadime v tabulce 4. Hodnoty annexi-
nu V (ng/ml) na zacatku exspirace byly nejnizsi u PLT
ze separatoru Haemonetics MCS+. U PLT ze separato-
ru Trima a z plné krve byly hladiny vyssi (Trima
x MCS: p=0,02, MCS x TB: p = 0,002). Na konci skla-
dovani byly hodnoty u PLT ze separatoru MCS+ nej-
vyssi (Trima x MCS: p = 0,19, MCS x TB: p = 0,01).
Mezi ptipravky ze separitoru Trima a plné krve nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil na zacatku (p =
0,44) ani na konci skladovani (p = 0,27) (graf 2a).
Hodnoty P-selektinu (ng/ml) (tab. 4) byly na zacatku
exspirace nejnizsi u pripravkt ze separatoru MCS+,
vyssi u pfipravkl z pfistroje Trima a nejvyssi u PLT
z plné krve, mezi pfipravky z Trimy a plné krve nebyl

Tab. 3. Vyvoj parametri poSkozeni trombocytl v pfipravku béhem skladovani.

PLT - Trima Accel PLT Haemonetics MCS+ PLT z pIné krve
n =20 n=20 n=20
Den 0 Den 5 Den 0 Den 5 Den 0 Den 5
pH AV/SD 7,2 0,0 7,0+0,2 7,3 0,1 6,9 £0,2 72+0,0 73 +0,1
Medidn 7,2 7,0 7,2 7,0 7,2 7,3
laktat AV/SD 1,5+0,5 16,8 £ 3,9 1,3+0,5 16,9 +32 2,8+0,6 8,7+23
(mmol/l) Median 1,5 17,0 1,2 17,2 2,7 8,3
LDH AV/SD 43+0,5 7,6 1,6 4,6 + 1,0 134117 4,2 0,51 5924
(ukat/l) Medidn 4.4 74 4.4 8,5 4,1 5,0
glukoza AV/SD 20,1 = 1,7 12,7+24 258 £2,7 21,8 +2,0 23,7+ 1,0 20,8 = 1,1
(mmol/l) Medidn 19,4 12,7 25,5 21,9 23,7 21,0

Legenda: AV/SD: primér a smérodatna odchylka, PLT: destickovy koncentrat
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Graf 1. Vyvoj parametri poskozeni trombocytu béhem skladovani. 1a. pH ; 1b. Glukéza; 1c. Laktat; 1d. LDH.
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‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 2a. Annexin V; 2b. Solubilni P-selektin; 2c. Zavislost hladiny solubil-
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B B niho P-selektinu na annexinu V v den O u pfipravki ze separatoru Trima
Frea = 0.9 Tyos = 0.8 annexin V[ng/l] Accel a Haemonetics MCS+.

statisticky vyznamny rozdil (Trima x MCS: p = 0,07, pravkil z plné krve (Trima x TB: p< 0,005, MCS x TB
Trima x TB: p = 0,32, MCS x TB: p = 0,002). Na konci <0,002) (graf 2b).

exspirace mezi pripravky z aferézy nebyly statisticky Hodnoty annexinu V a solubilniho P-selektinu
vyznamné rozdily (Trima x MCS: p = 0,6), hladiny P-  u darca krve pifed odbérem na obou separatorech
selektinu byly vyssi u obou aferetickych PLT nez u pfi- i u darct plné krve uvadi tabulka 4.
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Tab. 4. Hladiny annexinu V a solubilniho P-selektinu u dérct pred odbérem a v piipravcich béhem skladovéni.

Trima Accel Haemonetics MCS+ Trombocyty z plné krve
PLT DK p PLT DK p PLT DK p

Pocet méfeni n=20 n=20 n=20
annexin V Den 0 13,5+£6,2 9,1+ 59 0,02 8,7+6,9 9,5+72 NS 149+5,1 5,5£49 |<0,001
(ng/ml) Den 5 209 £4,2 22,7+39 - 19,5+33 -

Pocet méfeni n=14 n=16 n=20
P-selektin Den 0 14131150 | 629=+34,1 | 0,03 | 79,1 59,6 85,8 + 68,5 NS | 179,0 = 102,6 74,7+50,3 <0,001
(ng/ml) Den 5 3575+ 1074 - 382,0 = 139,5 - 2429 + 108,3 -

Legenda: PLT: hladiny annexinu V a P-selektinu v pfipravcich, DK: hladiny annexinu V a P-selektinu u darct krve pfed odbérem. Hodnoty jsou

uvedeny jako pramér a SD.

Diskuse

Pro tspéch transfuze trombocytt je dulezita schopnost
transfundovanych desti¢ek setrvat v cirkulaci a plnit
hemostatickou funkci, kterd mtize byt ovlivnéna metabo-
lickym stavem trombocytu, tzv. skladovacimi 1ézemi.
U trombocytt aplikovanych do 48 hodin od piipravy se
predpokladé plné zachovana funkce a dobré preZiti v cir-
kulaci. Po 7 dnech skladovéni se trombocyty stavaji nevi-
abilni. V praxi je v§ak vétSina PLT aplikovana mezi t&mi-
to dvéma mezemi. Predpoklada se, Ze PLT jsou schopny
reverze nékterych metabolickych zmén po transfuzi,
pravdépodobné proto, Ze se po transfuzi dostanou do
plazmy s optimalni hodnotou pH, hladinou glukézy
a laktatu (10). PLT aplikované do 5 dnt skladovani by
tak po aplikaci mély preZivat v cirkulaci cca 5-7 dnil
(21). Protoze s hemostatickou funkci trombocytl in vivo
nekoreluje Zadny jednoduchy test, je hodnocena fadou
testd, které zkoumaji odlisné Casti fyziologie desticky
(10, 22).

Za kriticky pro viabilitu a funkci trombocytu je pova-
Zovan pokles pH pod hodnotu 6,2, kdy dle fady autorti
dochazi k ireverzibilnimu poskozeni trombocytu, repre-
zentovanému ireverzibilni expresi P-selektinu (16, 22,
23). Pfi hodnotich pH mezi 6,2-6,8 dochazi také
k expresi P-selektinu, kterd je vSak po inkubaci trombo-
cytu v plazmé reverzibilni. Hodnoty pH u vétSiny hod-
nocenych PLT v naSi studii se pohybovaly v rozmezi
6,4-7.4 dle Doporuceni Rady Evropy (19). Ani v jednom
pfipadé€ jsme nezaznamenali kriticky pokles hodnoty pH
pod 6,2. U obou typu aferetickych PLT byly hodnoty pH
na zacatku exspirace vyS$$i neZ u PLT z plné krve (p =
0,004), avSak béhem skladovani jsme v nich zaznamena-
li pokles pH, ktery byl srovnatelny u produktti z obou
separatord (graf la) (24). Vyznam zvySeni hodnoty pH
nad limit 7,4 neni zatim jednoznac¢né doteSen. Dle nékte-
rych autorti zvysSeni hodnoty pH nad 7,6 mtiZe korelovat
se sniZzenim funkce trombocytu in vivo (22). Rozdilné
hodnoty pH na pocatku exspirace mohou byt ovlivnény
rozdilnym sloZenim a koncentraci antikoagulaénich roz-
tokti. Béhem skladovani doslo u vSech typt trombocyto-
vych koncentritti k vzestupu hodnot LDH a laktatu
(graf lc—d). Na konci exspirace jsme u hodnot LDH
nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi typy
pripravkt (Trima x MCS: p = 0,02, Trima x TB: p = 0,01,

MCS x TB: p = 0,01), avSak hodnoty laktatu byly sta-
tisticky vyznamné vys§i u aferetickych PLT (Trima
x MCS: p=0,41, Trima x TB: p < 0,001, MCS x TB: p <
0,003). Hodnoty LDH a laktatu u PLT z obou separatort
také v souladu s literaturou negativné korelovaly s hod-
notami pH (23).

Hladina annexinu V v den 0 byla v nasi studii nejniz-
§i u trombocytl ze separatoru MCS+, vyssi u pripravka
ze separatoru Trima a nejvyssi u trombocytd z plné krve.
Neéktefi autori pfi porovnani hladin annexinu V u PLT
vyrobenymi rdznymi technologiemi nachézeji v den O
u raznych typu pripravkt bud srovnatelné hladiny (22),
nebo hladiny podobné nasemu zjisténi (25).

U vSech typt trombocyti doSlo béhem skladovani
k postupnému zvyseni hladiny annexinu V, bez vyznam-
ného rozdilu mezi jednotlivymi typy pfipravkd. Rozptyl
distribuce hodnot byl Siroky, stejn¢ jako u jinych autorti
(18). Nejnizsi vzestup hodnot béhem skladovani byl
zaznamenan u pfipravkd z plné krve (med. 1,4x) a ze
separatoru Trima (med. 1,8x ). U trombocytd ze separa-
toru MCS byl vzestup nejvyssi (med. 2,8x) (graf 2a).
Neprokazali jsme jednoznacné korelace s hodnotami pH,
LDH ani laktatu, a to na zacatku ani na konci exspirace
u zadného typu pfipravkda.

Stanoveni P-selektinu (jeho exprese na povrchu PLT,
resp. solubilni formy) je povazovéano za predikator viabi-
lity trombocytu. PrestoZze jeho definitivni role nebyla
zatim jasn¢ stanovena, ma se za to, Ze degranulace
CDG62P z vnitinich desti¢kovych granuli miize znamenat
¢asteCnou ztratu destiCkovych funkci (14, 23, 26).
Neékteré studie vSak prokazaly jen nizkou korelaci mezi
expresi CD62P a prezitim desti¢ky in vivo, cozZ muze byt
zptisobeno bud odsunem CD62P pozitivnich trombocytt
z cirkulace (4, 27) nebo CD 62P pozitivni buitky mohou
pretrvavat v cirkulaci, ale CD62P je odstépen z povrchu
bunék (5). Lze vSak najit korelaci zvySeni exprese P-
selektinu, resp. jeho hladiny, sniZeni pH a ztraty vifivého
(,,swirling*) fenoménu (10, 16).

V nasi studii byly hladiny P-selektinu v den pfipravy
v souladu s jinymi autory nejnizsi u trombocytl ze sepa-
ratoru MCS+ (8, 23, 25), vyssi u pripravkt ze separato-
ru Trima a nejvys$si u trombocytl z plné krve. Vzestup
hladin P-selektinu béhem skladovani jsme pozorovali
u vSech typu pfipravkd. I zde jeho hladiny kopirovaly
vzestup hladin annexinu V. Na konci exspirace byla hla-
dina P-selektinu nejniZs§i u trombocytd z plné krve
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a vys§i u PLT z obou separatort. K nejvyssimu vzestupu
hodnot doslo u trombocyti ze separdtoru MCS+ (6,8x),
méné u separatoru Trima (3,4x). NejnizZ§i vzestup jsme
zaznamenali u trombocytt z plné krve (1,8x) (graf 2b).

Pfi hodnoceni hodnot annexinu V a P — selektinu v pfi-
pravcich a hodnot u darce krve pfed odbérem jsme nalez-
li statisticky vyznamné zvySeni stfednich hodnot hladin
annexinu V v pripravcich ze separatoru Trima a z plné
krve (Trima: p = 0,02, TB: p = 0,0001), nikoli v pfiprav-
cich ze separatoru MCS+. Pfi porovnani hladiny P-selek-
tinu v piipravku v den piipravy vuci jeho hladiné u darce
krve pred odbérem doslo u trombocyth ze separitoru
Trima a u trombocytl z plné krve taktéz ke statisticky
vyznamnému vzestupu hodnot (Trima: p = 0,02, TB: p =
0,0003). U trombocytl ze separatoru MCS+ zde nebyl
statisticky vyznamny rozdil (tab. 4). Hladina annexinu
V v pfipravcich v den O nezavisela na jeho hladiné
u darce krve pfed odbérem u trombocytl ze separitoru
Trima a z plné krve, u trombocyti ze separatoru
Haemonetics MCS+ jsme tuto zavislost prokazali (rs =
0,45, p =0,038). Hladina CD62P v pfipravcich nezavise-
la, podobné jako hladina annexinu V, na jeho hladiné
v krvi u darct u pfipravkia z plné krve a separatoru
Trima, u pfipravkl ze separatoru MCS ano (rs =0,57,p =
0,018). Znamena to, Ze zvySeni hladiny annexinu V a P-
selektinu v pfipravku v den O je ovlivnéno pouze techno-
logii pfipravy, a Ze vliv jednotlivych zptisobt pfipravy na
trombocyt je odli$ny.

Predpoklada se, ze produkce kyselin sniZuje viabilitu
a funkci trombocytu, a Ze sniZeni metabolické aktivity
trombocytu je spojeno s expresi P-selektinu, resp. zvyse-
nim jeho plazmatické hladiny. Ta je v korelaci s hodno-
tou pH, hladinou LDH a laktatu (23). V nasi studii hladi-
na P-selektinu u aferetickych pfipravki na konci exspi-
race korelovala s hodnotami LDH. Korelaci P-selektinu
s hladinou laktatu se nam prokazat nepodafilo, pravde-
podobné proto, Ze hodnota pH a odpovidajici hladina
laktatu v supernatantu se ve vétSiné stanoveni pohybova-
la ve fyziologickém rozmezi ¢i na jeho hranici. To mize
znamenat, 7Ze nedoSlo k vyznamné zméné viability
bunék.

Hladina P-selektinu dle Krailadsiriho tésné reflektuje
bunécné poskozeni stanovené méfenim annexinu V (25).
Tomuto predpokladu odpovidaji i nase vysledky, kdy
dynamika vyvoje hladin P-selektinu kopiruje vyvoj hod-
not annexinu V u jednotlivych typt pfipravki.
Zhodnocenim zavislosti hladiny P-selektinu na hodnoté
annexinu V jsme se pokusili ziskat informaci o tom, zda
stav aktivace trombocytd v pfipravku, vyjadfeny hladi-
nou P-selektinu, je ovlivnén stavem apoptézy buiiky,
vyjadfenym hodnotou annexinu V tak, jak uvadi literatu-
ra (25). Zjistili jsme, Ze tato zavislost je vysoka na zacat-
ku exspirace u pripravki z obou typl separatorii
i u trombocytl z plné krve (graf 2c). Na konci exspirace
nebyla nalezena u Zadného typu pfipravku.

Jako nejsetrnéjsi technologie pfi pripravé trombocytové-
ho koncentratu se jevila aferéza na separatoru MCS+, pii
které hodnoty annexinu V a P-selektinu v piipravku

,49,,,

v den 0 byly totozné s pfedodbérovymi hodnotami darce
a ovlivnéni trombocytu aferézou bylo minimalni.
Naopak dvojnasobna centrifugace pri pripravé koncent-
ratu z plné krve se jevila vici trombocytu agresivnéjsi,
podobné jako aferéza na separdtoru Trima Accel.
Prestoze znamky aktivace trombocytu byly v den pfipra-
vy niz§i u pripravkt ze separatoru MCS+, béhem skla-
dovani u pfipravkl z tohoto pfistroje doslo k nejvyssimu
vzestupu hladin annexinu V, P-selektinu i LDH. V den
exspirace trombocyty z aferézy ziskané z obou separato-
ra vykazaly vyssi stupen aktivace, nez trombocyty z plné
krve. Vzhledem k tomu, Ze se hodnoty pH pohybovaly
v doporuéeném rozmezi, se domnivame, Ze viabilita
bunék nebyla ovlivnéna.

Vyssi expresi, resp. hladinu P-selektinu u PLT z pri-
stroji s kontinudlnim prabéhem aferézy (napi. Cobe
Spectra, Amicus), ve srovnani s diskontinudlnimi separa-
tory, uvadi i dalsi autofi (8, 18, 25). U kontinuélnich sepa-
ratord probiha dvoustupiiova centrifugace trvajici 50-60
min. U diskontinuélnich pfistroju trva jeden centrifugac-
ni krok cca 15 minut. Znamena to, Ze u kontinuélnich pfi-
stroju jsou trombocyty vystaveny del§simu pisobeni fyzi-
kalnich sil i déletrvajicimu kontaktu s plastem odbérové-
ho setu (2, 8). Rozdily v aktivaci trombocytl béhem pfi-
pravy u ruznych separatori jsou zpisobeny odliSnym
mechanismem aferézy a zvySeni exprese P-selektinu
v den pfipravy je povaZovano za vliv pouZzité technologie
(5). V literatute se miizeme setkat i s pojmem ,,apparatus
— dependable CD62P* (16).

Lze tedy konstatovat, Ze pocatecni aktivace trombocy-
tu v pripravcich zptsobena technologii pfipravy je prav-
dépodobné reverzibilni a neovliviluje proces apoptozy
a viabilitu bun¢k béhem skladovani. Vzhledem k dosud
neobjasnénému vztahu mezi hladinami P-selektinu v pfi-
pravku a funkci trombocytu in vivo se domnivame, Ze
uvedend zjisténi lze aplikovat na posouzeni, respektive
porovnani vlivu technologii na trombocyt béhem pfipra-
vy. Jejich klinicka interpretace zistava dosud nejasna.

Podékovdni: Autoii dékuji RNDr. P. Skrabdlkovi za spoluprdci pri
vySetieni laboratornich parametrii.

Literatura

1. Bertino AM, Qi XQ, Xia Y, Kuter DJ. Apoptotic markers are
increased in platelets stored at 37 °C. Transfusion 2003; 43:
857-866.

2. Perseghin P, Mascarerri L, Speranza, et al. Platelet activation
during plasma — reduced multicomponent PLT collection: a com-
parsion between COBE Trima and Spectra LRS turbo cell separa-
tors. Transfusion 2004; 44: 125-130.

3. Wadhwa M, et al. Cytokines in WBC — reduced apheresis PCs
during storage: a comparsion of two WBC — reduction methods.
Transfusion 2000; 40: 1118-1126.

4. Gutensohn K, Geidel K, Kroeger N, et al. Platelet function tes-
ting in apheresis products: flow cytometric, resonance thrombo-
graphic (rtg) and rotational thrombelastographic (roTEG) analy-
ses. Transfusion Apher Sci 2002; 26: 147-155.

5. Curvers J, van Pampus ECM, Feijge MAH, et al. Decreased

165



Trans zlom 3

30.10.2006 9:

10.

11.

18.

44  Stréanka 166

responsiveness and development of activation markers of PLTs
stored in plasma. Transfusion 2004; 44, 49-58.

Seghatchian J, Krailadsiri P. The Platelet storage lession. Transf
Med Rev 1997; 11: 130-144.

Gemmell CH. Activation of platelets by in vitro whole blood con-
tact with materials: Increases in microparticle, procoagulant activity
and soluble P-selectin blood levels. J Biomater Sci Polym Ed 2001;
12 (8): 933-43.

Stohlawetz PO, Hergovich N, Eichler HG, et al. Differential
induction of P selectin on platelets by two cell separators during pla-
tepheresis and the effect on the release of soluble P-selectin.
Transfusion 1998; 38(1): 24-30.

Hornsey V, Drummond O, MacGregor I, et al. Leucofiltration,
retention/generation of soluble prion and Annexin V and storage of
blood components. Transfus Sci 2000; 22 (1-2): 75-76.

Solheim BG, Flesland O, Seghatchian J, et al. Clinical implicati-
ons of red blood cell and platelet storage lessions: an overview.
Transfus Apher Sci 2004; 31(3): 185-189.

Perrotta PL, Perrotta ChL, Snyder EL. Apoptotic activity in sto-
red human platelets. Transfusion 2003; 43: 526-535.

Loudova M, Krejsek J, Kopecky O, Maly J.
Cytoimunofluorometrie a jeji vyuziti v detekci aktivované desticky.
Vnitit Lék 2001; 47: 175-180.

Krailadsiri P, Seghatchian J, Zmiral J, Vissac A, Contreras M.
Annexin V, a new marker of platelet storage lession: correlaton with
dMPV. Transfus Sci 1997; 18 (2): 223-226.

Gutensohn K, Alisch A, Geidel K, Crespeigne N, Kuehnl P.
Annexin V and platelet antigen expression is not altered during sto-
rage of platelet concentrates obtained with AMICUS cell separator.
Transf Sci, 1999; 20: 113-119.

Tzima E, Walker JH. Platelet annexin V: the ins and outs. Platelets
2000; 11: 245-51.

Dijkstra-Tiekstra MJ, Pietersz RNI, Huijgens PC. Correlation
between the extent of platelet activation in platelet concentrates and
in vitro and in vivo parameters. Vox Sanquinis 2004; 87: 257-263.
Seghatchian M], et al. Cytokines in platelet concentrates: A com-
parsion of apheresis platelet (Haemonetics) and filtered and unfilte-
red pooled buffy — coat derived platelet concentrates. Transf Sci
1997, 18: 103-107.

Krailadsiri P, Seghatchian J. Are all platelet concentrates equiva-
lent? Vox Sanq 2000; 78: 171-175.

,49,,,

19.
21.
22.
23.

24.
25.

26.

27.

Guide to the preparation, use and quality assurance of blood com-
ponents. 11th ed. Strasburg, Council of Europe Publishing, 2005.
Prochédzkova R, Huba¢kova L, Rehorova L. Vybér ddrci pro mul-
tikomponentni odbéry krve. Transfuze a hematologie dnes, 2005;
11: 54-61.

Rinder HM., Smitd BR. In vitro evaluation of stored platelets: Is
there hope for predicting posttransfusion platelet survival and func-
tion? Transfusion 2003; 43: 2-6.

Krailadsiri P, Seghatchian J, Williamson LM. Platelet storage les-
sion of WBC-reduced, pooled buffy coat —derived platelet concent-
rates prepared in three in-proces filter/storage bag combinations.
Transfusion 2001; 41: 243-250.

Holme S, Sweeney JD, Sawyer S, Elfath MD. The expression of
P-selectin during collection, processing, and storage of platelet con-
centrates: Relationship to loss in vivo viability. Transfusion 1997;
37(1): 12-17.

Vasconcelos YE, Figueiredo AC, Seghatchian J. Quality of plate-
let concentrates derived by platelet rich plazma, buffy coat and aphe-
resis. Transf Apher Sci 2003; 29: 13-16.

Krailadsiri P, Seghatchian J. Effect of processing and storage on
platelet activation, cellular injury and microvesiculation. Transf
Apher Sci 2001; 24: 237-238.

Lai M, Rumi C, D Onofrio G, et al. Phosphatidylserine exposure
in platelet concentrates during the storage period: differences beet-
ween the platelets collected with different cell separators. Transfus
Apher Sci 2002; 27: 239-245.

Cardigan R, Turner C, Harrison P. Current methods of assesing
platelet function: relevance to transfusion medicine. Vox Sanq 2005;
88: 153-163.

Prdce je podporena grantem IGA MZCR ¢. NR/8015-3.

MUDr. Renata Prochdzkovd
Transfuzni oddélent

Krajskd nemocnice Liberec
Baarova 15

460 63 Liberec

Doslo do redakce: 11. 5. 2006
Prijato: 19. 6. 2006

166



