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Krevni bunky podléhaji béhem odbéru, zpracovani a skladovani vyznamnym morfologickym a biochemickym zménam.
Struktura a funkce krevnich bunék jsou ovlivnény radou faktor(, poc¢inaje technikou odbéru, slozenim antikoagula¢niho
roztoku, kontaktem s povrchem odbérového vaku ¢i setu, metodou zpracovani, obsahem leukocytl v produktu Ci
zplsobem deleukotizace. Metabolické a morfologické alterace erytrocytl i trombocytl v koncentratech limituji jejich
skladovatelnost a pravdépodobné mohou ovlivnit terapeuticky efekt transfuze. Sdeleni predklada strucny prehled
zmén, které v krevnich bunkach v priibéhu skladovani probihaji, moznosti monitorovani bunééného poskozeni a shrnuje
vyznam stanoveni markerd bunécného poskozeni pro vyzkum, validaci novych postupl a praxi.
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SUMMARY
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Blood cell storage lesion

Blood cells are subjected to important morphologic and biochemical changes during collection, processing and storage.
Their structure and function are influenced by a number of factors, such as collection technique, composition of coagula-
tion solution, contact with the surface of the collection bag or set, method of processing and content of leukocytes in the
product or leukodepletion method. Metabolic and morphologic alterations in red blood cells and platelets concentrates
limit their storage and may be associated with delayed posttransfusion recovery in vivo.

The communication provides a brief summary of changes in blood cells during storage, the possibitity to monitor cell injury
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and summarizes the significance of markers of cell injury research, validation of new procedures and practice.
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uvop

Krevni buriky podléhaji béhem odbéru, zpracovani
a skladovani vyznamnym morfologickym a biochemic-
kym zménam. Struktura a funkce krevnich bunék jsou
ovlivnény fadou faktorii, po¢inaje technikou odbéru,
sloZzenim antikoagula¢niho roztoku, kontaktem s po-
vrchem odbérového vaku ¢i setu, metodou zpracovani
a obsahem leukocytil v produktu, ¢i zpisobem deleu-
kotizace (1, 2, 3, 4, 5). Metabolické a morfologické
alterace u erytrocytll i trombocytd v koncentratech
limituji jejich skladovatelnost a dle nékterych autorti
mohou ovlivnit terapeuticky efekt transfuze (6, 7, 8).
Nékteré z téchto zmeén jsou reversibilni a jiné ne (5).
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VSechny mechanismy vedouci k po§kozeni krevnich
bunék béhem odbéru a skladovani nejsou dosud plné
objasnény (8).

MORFOLOGICKE A METABOLICKE
ZMENY KREVNICH BUNEK

Krevni buriky podléhaji béhem skladovani apopté-
ze (9), procesu programované fizené bunécné smrti
(10), ke které dochazi prirozené starnutim krevnich
bunék béhem skladovani (11), tento proces je doprova-
zen fadou morfologickych a metabolickych zmén (12).
Morfologické zmény u trombocytll se projevuji zmé-
nou diskoidniho tvaru ve sféricky (4). Erytrocyty nasled-
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kem zejména deplece adenosintrifosfatu (ATP) méni
diskoidni tvar v echinocyt (13). Metabolické alterace
krevnich bunék se projevuji ve zménach pH, zvyseni
LDH v supernatantu, v konzumpci glukdzy a produkci
laktatu (14). Tyto zmény odrazeji intenzitu probihajici
anaerobni glykolyzy a maji vyznam pro metabolismus
erytrocytl i trombocyt (15, 16). Produkce kyselin a na-
sledné snizeni pH snizuje viabilitu a funkci krevnich
bunék.

MARKERY APOPTOZY KREVNICH BUNEK

V pribéhu apoptdzy dochazi k externalizaci phos-
phatidylserinu na povrch bunééné membrany (5, 7,
8), u trombocytl navic k expresi markera aktivace.
Phosphatidylserin (PS) je fyziologicky lokalizovan na
cytoplazmatické strané plazmatické membrany. V buri-
kach, které podléhaji apoptdze, se phosphatidylserin
translokuje na extraceluldrni stranu trombocytu pfi
skladovaci teploté 22 °C (u erytrocytu pti 4 °C) a uvoliiuje
do plazmy (5). Zde mtiZe byt v solubilni formé deteko-
van technikou ELISA. Membranova exprese miize byt
prokazana po vazbé monoklonalnich protilatek priito-
kovou cytometrii, kterd vyuziva vazby PS na annexin
V. Pfestoze proces apoptézy doprovazi rada zmeén, ex-
ternalizace phosphatidylserinu na povrch bunécné
membrany je povazovana za jeji casny znak (5).

Za moderni marker jakosti transfuznich pfipravki
je povazovan annexin V, globdlni marker apoptézy
(17, 18, 19, 20). Jde o intracelularni glykoprotein, ktery
je v burikach fyziologicky obsaZen v cytosolu a orga-
nelach. Jeho zvySena plazmaticka hladina je v pfimé
relaci se stupném bunécného poskozeni a jeho stano-
veni je dnes pouzivano jako vysoce senzitivni parametr
monitorovani kvality trombocytovych transfuznich
pripravki (17, 18, 20). Pri soucasném stanoveni K* a vol-
ného hemoglobinu je vhodnym markerem bunécného
poskozeni erytrocytovych transfuznich ptipravki (19).

Specifické zmény pfi skladovani erytrocytii
(,red cell storage lesion*) byly popsany jiz v roce 1956
Gibsonem (21). Tyto zmény progreduji béhem skladova-
ni a jsou ovlivnény sloZzenim antikoagulacnich a skla-
dovacich roztok (5). Erytrocyty mohou byt vyznamné
ovlivnény osmotickym Sokem pfi kontaktu odebirané
krve s hyperosmolarnim antikoagula¢nim roztokem
(,red cell collection injury®) (21). Béhem skladovani
vyznamné klesa obsah 2,3-difosfoglyceratu (2,3-DPG)
a ATP. Po tydnu skladovani se hladina 2,3-DPG snizuje
aznal0 %, coZz muzZe vést k redukci schopnosti uvolnit
0,do mikrocirkulace (5, 22). SniZzend hladina ATP mfiZe
ovlivnit pfeziti erytrocytli tim, Ze snizi jejich pruznost
a zvysi jejich destrukci pfi priichodu mikrokapilara-

mi. Obsah 2,3-DPG a ATP v erytrocytech se miiZe po
transfuzi obnovit (50-70 % za 1 den, plné za tyden) (5).
Hladina 2,3-DPG a ATP je vyznamné ovliviiovana i sni-
Zenou hodnotou pH. Hodnota pH reprezentuje meta-
bolické zmény, ddle je ovlivnéna vysokou koncentraci
citratu v antikoagula¢nim roztoku (pH 5,5-5,8) (15, 23).
Moderni modifikované antikoagula¢ni a skladovaci
roztoky mohou ovlivnit funkci erytrocytl tim, Ze oddali
snizeni obsahu 2,3-DPG a ATP (24).

V pribéhu skladovani dochazi ke zménam tvaru
erytrocytu a zméné integrity bunééné membrany,
proces je spojen se zvySenim hladiny intracelularniho
Ca* a poklesem pH a ATP. Nasledna bunécna dehyd-
ratace a vznik mikrovesikulaci ovliviiuji rheologické
vlastnosti erytrocytil. Souc¢asné vlivem sniZeni ¢innosti
Na*/K* pumpy klesad obsah intracelularniho K* (6),
k jehoz normalizaci dochazi béhem nékolika hodin po
transfuzi (15, 25).

Relativné novym markerem stavu erytrocytd je
stanoveni CD47. Jde o transmembranovy glykoprotein,
ktery je pfitomen na vétSiné télesnych bunék. V pfipa-
dé erytrocytd se jedna o tzv. ,, self-recognition marker*.
Jeho pfitomnost na povrchu erytrocytu predstavuje
ochranu cirkulujich erytrocytt pfed fagocytézou (26),
ktera je dtlezita pro jejich preziti in vivo po transfuzi
(27). Hladina CD47 v supernatantu pripravku odpovida
arovni lyzy erytrocytd (26).

Specifickou zménou pro trombocyt je aktivace,
odezva klidové desticky na specifické stimuly zprostted-
kovana receptory riznych typt (28). Aktivace trom-
bocytu je spojena se snizenim metabolické aktivity
trombocytu a s morfologickymi a funkénimi zménami,
které progreduji od 3. dne skladovani pfipravku. Zména
tvaru trombocytu z diskoidniho na sféricky se projevuje
sniZzenim az vymizenim tzv. ,,swirling fenoménu*,
ktery je v praxi znamkou viability trombocytu. Tento
proces je ovlivnén hodnotou pH. Za kriticky pro viabi-
litu a funkci trombocytd je povazovan pokles pH pod
hodnotu 6,2 (16, 29, 30). Soucasné dochazi k degranu-
laci vnitifnich granularnich struktur trombocytu, ktera
vede k povrchové expresi makromolekul lokalizovanych
ptvodné intracelularné v granulich desticek. Jednou
z nich je P-selektin (CD62P), integralni membranovy
glykoprotein alfa-granuli, ktery se na povrchu klidové
destic¢ky nenaléza a jeho povrchova detekce je prika-
zem degradace alfa-granuli (27). Exprese P-selektinu na
povrchu desticky umoziuje prostfednictvim specifické
membranové molekuly PSGL-1 (CD162) jeji adhezi na gra-
nulocyty a monocyty a nasledné odstranéni z cirkulace
tkanovymi makrofagy (31). Stanoveni exprese CD62P na
povrchu trombocyth nebo jeho solubilni formy v super-
natantu pripravku je pouzivano k posouzeni aktivace
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trombocytt v ptipravku (7, 8). Zvyseni hladiny/exprese
CDG62P koreluje se vzestupem anexinu V a poklesem pH.
Pfi hodnotach pH 6,2-6,8 dochazi k expresi CD62P, ktera
je po inkubaci trombocytu v plazmé reverzibilni. Pri
hodnoté pH < 6,2 jiz dochazi k ireverzibilnimu posko-
zeni trombocytu s ireverzibilni expresi CD62P, ktera je
spojena s uvolnénim cytokint z trombocyti (32).

Cytokiny, zejména IL-1B, IL-6, IL-8, ¢i RANTES, byly
zkoumany v erytrocytovych i trombocytovych pfiprav-
cich. Byla prokdzana souvislost mezi hladinou cytokin@
v piipravcich a naslednymi nehemolytickymi febrilnimi
potransfuznimi reakcemi (33). Zejména obsah IL-8 zavisi
na stupni kontaminace ptipravku leukocyty a trombocy-
ty (34). Obsah cytokind v pfipravcich mize byt ovlivnén
i zplisobem odbéru krve, technologii jejiho zpracovani
a dodatecnymi procesy, jako filtrace produktu, které mo-
hou mit vliv na aktivaci trombocyth a zptisobit generaci
cytokindl z trombocytdl (32, 35). Stanoveni cytokind ve
vhodnych kombinacich tak miZe byt vhodnym indika-
torem jakosti transfuznich pripravki (36, 37).

PRAKTIC!(Y' VYZNAM STANOVENI
MARKERU POSKOZENI KREVNICH BUNEK

V bézZné praxi se pro kontrolu jakosti transfuznich
pripravki pouzivaji jednoduché testy in vitro, jako
stanoveni stupné hemolyzy u koncentratfl erytrocyti,
PH a swirling fenomén u koncentratd trombocytt (38).
Klinicky vyznam stanoveni markeri po§kozeni krev-
nich bunék je stile zkouman (5). Hodnoceni markert
metabolického stavu krevnich bunék, tj. stanoveni
hladiny glukézy, laktitu a LDH (7, 38), markerti apo-
ptoézy a aktivace bunék, napf. annexinu V a exprese
P-selektinu (4, 17), se pouziva zejména in vitro pri
zkoumani vlivu pouZitych materidld a technologii
na krevni bunky. V literatufe nalezneme fadu praci
porovnavajicich kvalitu trombocytovych transfuznich
pripravka ziskanych riznymi technologiemi - napft.
porovnani pripravka z buffy-coatii, z aferézy (39),
trombocytd vyrobenych manudalné ¢i pristrojové (40).
Zkoumani metabolického stavu trombocytll v riznych
aditivnich roztocich pro jejich skladovani prineslo
jasny prakaz vyssi kvality trombocytl skladovanych
v roztocich III. generace, zejména objasnénim pozi-
tivniho vlivu K* a Mg** na metabolismus trombocytt
(41, 42). V soucasné dobé je timto zptisobem zkouma-
no mozné prodlouzeni skladovani trombocytovych
transfuznich pfipravkd na vice nez 7 dnt (43, 44), vliv
pusobeni patogenni inaktivace na krevni buriky (45,
46, 47), ¢i ozafovani, resp. promyvani transfuznich
pfipravkil. Zna¢nda pozornost je vénovana objasnéni
mechanismu potransfuznich reakci, zejména vlivu
ptsobeni mikrolipidovych partikuli a mozné souvis-
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losti s TRALI (48). Aktualni je studium vlivu ,,stari“
transfundovanych erytrocytd a jejich vlivu na lidsky
organismus (49).
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