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SOUHRN: Uvod: V pribéhu vyroby a skladovani podléhaji trombocyty morfologickym a metabolickym zménam, které limituji jejich
skladovatelnost. Cilem této prace bylo zhodnotit moznost posuzovani kvality trombocytl v priibéhu skladovani mikroskopickym hodnocenim
jejich morfologickych zmén pomoci tzv. Kunického skére. Material a metoda: Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) jsme posoudili
morfologii trombocytl 1.,3.a 7. den skladovani u 20 vzorkl trombocytl z buffy-coatu smésnych deleukotizovanych v ndhradnim roztoku (TBSDR)
a vypocitali jsme morfologické skore. Vysledky jsme porovnali s parametry jakosti trombocytového transfuzniho pripravku (obsah trombocytd,
MPV), s markery buné¢ného poskozeni trombocytt (pH, hladina glukdzy a laktatu), s markery aktivace trombocytt (sP-selectin) a s vysledky testd
funkce trombocytli (agregometrie). Pro posouzeni korelace mezi morfologickym skére a ostatnimi parametry byl pouzit Spearmandv korela¢ni
koeficient (r). Pro statistické hodnoceni bylo pouzito neparametrickych metod a statisticka vyznamnost byla posouzena na hladiné p < 0,05.
Vysledky: Vypocitané skore vykazuje v pribéhu skladovani sestupny trend odpovidajici morfologickym zménam smérem k aktivovanym formam
trombocytd (den 1:273,3+39,4;den 3:175,8 £ 16,8; den 7:153,3 + 16,4). S morfologickym hodnocenim vyznamné koreluje stanoveni koncentrace
glukoézy (r = 0,7696; p < 0,0001), laktatu (r = -0,7881; p < 0,0001) a sP-selectinu (r = -0,7537; p < 0,0001). O statisticky vyznamné korelace se
jednd i u stanoveni obsahu trombocytl (r = 0,4348; p = 0,0009), MPV (r = -0,2594; p = 0,0493) a agregaci s indukci kyselinou arachidonovou
(r=-0,4917; p < 0,0001) a kolagenem (r = 0,4612; p = 0,0003). Korelace mezi morfologickym skére a hodnotou pH nebyla prokézana (r = 0,1528;
p = 0,2521). Zavér: Morfologické hodnoceni pomoci Kunického skére Ize vyuzit pro posouzeni kvality trombocytd béhem skladovani napf.
v pfipadné validace novych procest vyroby. Vzhledem k ndro¢nosti této metodiky a pozadavku na specidlni vybaveni je vhodnéjsi vyuziti silné
korelujicich parametrd, které zahrnuji stanoveni koncentrace glukézy, laktatu, sP-selectinu a jsou vyrazné dostupnéjsi.

KLICOVA SLOVA: trombocytovy transfuzni pfipravek — morfologie — mikroskopie — kontrola jakosti

UvoD

Trombocyty obsazené v trombocyto-
vych transfuznich pfipravcich (TP) podlé-
haji v pribéhu vyroby a skladovani mor-
fologickym a metabolickym zménam,
které limituji jejich skladovatelnost [1-6].
Na uvedeny proces ma navic vliv vy-
soka senzitivita trombocyt(i na stimuly

béhem procesu pfipravy a jejich schop-
nost aktivace. Tyto zmény, tzv. sklado-
vaci léze, mohou mit vliv na Zivotaschop-
nost trombocytl a jejich hemostatické
funkce [5-9]. Morfologické zmény trom-
bocytd se projevuji zménou diskoid-
niho tvaru ve sféricky, vznikem aktivo-
vanych forem s dendritickymi vybézky
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a pfipadné ztratou schopnosti udrzet os-
moticky gradient za vzniku velkych balé-
novitych struktur [2,5]. Metabolické alte-
race trombocytd se odrazi ve zménach
pH, ve zvyseni LDH v supernatantu, kon-
sumpci glukézy a produkci laktatu. Do-
chazi k uvolnéni fady cytokinl, TGF-p,
externalizaci fosfatidylserinu na povrch
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SUMMARY: Introduction: During production and storage, platelets undergo morphological and metabolic changes that limit their shelf life.
The aim of this study was to evaluate the possibility of assessing the quality of platelets during storage by microscopic evaluation of their
morphological changes using the Kunicki score. Material and method: We evaluated platelet morphology on days 1, 3 and 7 of storage in
20 samples of buffy coat-derived platelet concentrates in additive solution, using scanning electron microscopy (SEM), and calculated the
morphological score. We compared these results with platelet concentrates quality parameters (platelet count, MPV), markers of platelet cellular
damage (pH, glucose and lactate levels), markers of platelet activation (sP-selectin) and platelet function tests (aggregometry). Spearman’s
correlation coefficient (r) was used to assess the correlation between morphological scores and other parameters. Non-parametric methods
were used for the evaluation and statistical significance was assessed at the level of P < 0.05. Results: The calculated score showed a decreasing
trend during storage, corresponding to morphological changes towards activated platelet forms (day 1: 273.3 + 39.4; day 3: 175.8 + 16.8; day 7:
153.3 + 16.4). Glucose (r = 0.7696; P <0.0001), lactate (r =—-0.7881; P < 0.0001) and sP-selectin (r =-0.7537; P < 0.0001) concentrations correlated
significantly with morphological evaluation. Statistically significant correlations were also found for platelet count (r = 0.4348; P = 0.0009), MPV
(r=-0.2594; P = 0.0493), and aggregation with arachidonic acid induction (r =-0.4917; P <0.0001) and collagen induction (r = 0.4612; P = 0.0003).
No correlation was found between morphological score and pH (r=0.1528; P = 0.2521). Conclusion: Morphological evaluation using the Kunicki
score can be used to assess platelet quality during storage, for example in the validation of new manufacturing processes. Given the complexity
of this methodology and the requirement for special equipment, it is more appropriate to use strongly correlated parameters, which include the

determination of glucose, lactate, and sP-selectin concentrations and are significantly more affordable.

KEY WORDS: platelet concentrate - morphology — microscopy — quality control

bunécné membrany a k expresi markert
aktivace (napt. sP-selectin) [3,6,7,9]. Ve
studiich zabyvajicich se funkci trombo-
cytl je jednou z moznych vysetfovacich
metod agregometrie [4,5,10]. Standardné
se pro hodnoceni jakosti trombocyto-
vych TP pouziva stanoveni po¢tu trombo-
cytl a hodnota pH na konci skladovani,
avsak pro ucely validaci novych procest
je doporucovano hodnoceni sirsiho spek-
tra parametrd. Posouzeni morfologickych
parametrd mize byt jednim z nich. V této
praci bylo zvoleno mikroskopické hodno-
ceni morfologie trombocytl béhem skla-
dovani a vysledek byl vyjadfen pomoci
tzv. Kunického skore [11].

MATERIAL A METODIKA

V prospektivni studii jsme zhodno-
tili 20 vzorkd trombocytl z buffy-coatu
(BC) smésnych deleukotizovanych v na-
hradnim roztoku (TBSDR) 1., 3. a 7. den
skladovani. Pomoci skenovaciho elek-
tronového mikroskopu jsme posoudili
morfologii trombocytd a nasledné jsme
vypocitali morfologické skére (Kunicki
1975) [11-15]. Pozorované morfolo-
gické typy trombocytl v nasich vzor-
cich jsou oznaceny na obr. 1. Hodnoceni
morfologie bylo provedeno na 200 buni-
kach, bylo vypocitdno procentudini za-
stoupeni morfologickych typl trombo-
cytli a dopocitano skére dle vzorce: disky

(%)*4 + sféry (%)*2 + dendrity (%)*1 + ba-
16ny (%)*0 [11]. V pfipadé vzorku, ktery
obsahuje vyhradné neaktivované trom-
bocyty diskovitého tvaru, by bylo dle
vyse uvedeného vzorce dosazeno maxi-
malni hodnoty Kunického skére 400 [11].

Tyto vysledky byly porovnény se stan-
dardnimi parametry jakosti trombocy-
tového TP (obsah trombocytd, MPV),
s markery bunécného poskozeni trom-
bocytd (pH, hladina glukézy a laktétu),
s markery aktivace trombocytd (sP-se-
lectin) a s vysledky testt funkce trombo-
cytl (agregometrie) a byla zhodnocena
jejich vzajemna korelace.

Vybér vysetfovacich metod byl prove-
den na podkladé literarnich udaju a vlast-
nich vyzkumnych zkusenosti [3,6,9,16,17].

Studie byla provedena ve spolupraci
s katedrou chemie FP TUL v Liberci, kde
byla provedena fixace, imobilizace a mi-
kroskopické hodnoceni vzork(l. Metodika
pfipravy vzorkd pro elektronovou mikro-
skopii byla konzultovéna s pracovniky mi-
kroskopického pracovisté UMCH AV CR[2].

Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni ziskanych dat bylo
provedeno doc. Ing. Tomasem Suchym,
Ph.D. (USMH AVCR). Normalita dat byla
ovéfena kvantil-kvantilovymi grafy (Q-Q)
a Shapiro-Wilkovym testem. Pro statis-
tické hodnoceni souborl s nepotvrzenou

normalitou dat byly pouzity neparame-
trické metody. Hodnoceni vyvoje sledo-
vanych parametrd v prabéhu skladovani
TP bylo provedeno pomoci neparame-
trického Kruskal-Wallisova testu s na-
slednym post hoc testem podle Dunnové
s korekci pro vicendsobné porovnani.
K posouzeni vhodnosti pouzitych vyset-
fovacich metod k hodnoceni zmén v pru-
béhu skladovani byl vyuzit koeficient
kvartilové variace. Pro posouzeni kore-
lace mezi morfologickym skére a ostat-
nimi parametry byl pouzit Spearmantv
korela¢ni koeficient. Statisticka vyznam-
nost byla posouzena na hladiné p < 0,05.

VYROBA TBSDR

TBSDR byly vyrobeny ze 450 = 10 % ml
pIné krve odebrané do ¢tyfvakd (Com-
poFlow 4F, Fresenius Kabi AG) s antikoa-
gula¢nim roztokem CPD v poméru 1 : 7.
Vaky s plnou krvi byly centrifugovany vel-
koobjemovou centrifugou (Cryofuge 16,
Thermo Electron LED GmbH: 3250 rpm,
14 min., teplota 22 °C, zrychleni 6, brzda 6)
a zpracovany na automatickém lisu (Com-
pomat G5, Fresenius Kabi AG). BC byly
skladovény do druhého dne pfi teploté
20-24 °C a nepretrzitém michani rych-
losti 60 kyv( za minutu (agitator RL-45B
a thermobox TB-80N, TOOL s.r.o.). Ctyfi
BC a néhradni roztok (Intersol, Fresenius
Kabi AG) byly smichany v setu pro vyrobu
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TBSDR (Teruflex, Terumo BCT). Smésny BC
byl centrifugovan (Cryofuge 16, Thermo
Electron LED GmbH: 1 150 rpm, 8 min,
teplota 22 °C, zrychleni 7, brzda 4) a na
trombocyty bohaty supernatant byl odse-
parovan pres deleukotiza¢ni filtr na auto-
matickém lisu (Compomat G5, Fresenius
Kabi AG). Vyrobeny TBSDR byl skladovén
pfi teploté 20-24 °C za konstantni agitace.

ODBERY A VYSETRENI
VZORKU

Z TP byly v den 1 (den vyroby TBSDR),
3 a 7 odebrany vzorky pro mikroskopické
hodnoceni, vysetrfeni jakosti trombocyto-
vych TP, markerd bunécného poskozeni,
markerd aktivace trombocytll a vyset-
feni agregometrie. Vzorky byly odebirany
v den 1 a 3 ze sterilné navareného trans-
fervaku (objem cca 30ml), sedmy den byl
pouzit zbytek TBSDR. Pfiblizné 1 ml pfi-
pravku byl odebran do suché zkumavky
pro vysetieni pH, dalsi 2 ml do suché zku-
mavky s EDTA pro vysetfeni poctu trom-
bocytl a MPV, 2ml byly odebrény do zku-
mavky bez aditiv pro vysetfeni agregace
a 3ml do zkumavky bez aditiv pro mikro-
skopické vysetieni. Zbytek odebraného
vzorku TBSDR byl centrifugovan (Mega-
fuge 16R, Thermo Fisher Scientific: 5 min,
4500 x g) pro ziskani supernatantu, ktery
byl rozplnén do zkumavek a mikrozku-

mavek, pfiblizné 1,5 ml bylo pouZito k vy-
Setfeni glukézy a laktdtu a 3-4 mikro-
zkumavky po cca 1 ml byly zamrazeny
pfi teploté —20 °C pro nasledné vysetreni
sP-selectinu.

Vysetieni pH bylo provedeno na acido-
bazickém analyzatoru (ABL 835 FLEX, Ra-
diometer), fotometricky byla stanovena
koncentrace glukézy (Glucose HK Gen. 3,
Cobas Pro, Roche) a laktatu (Lactate
Gen. 2, Cobas Pro, Roche), v3e na oddéleni
klinické biochemie KNL, a.s. Pocet trom-
bocytl a MPV byl stanoven na transfuz-
nim oddéleni KNL, a.s., na hematologic-
kém analyzatoru (XN-1000, Sysmex),
agregace trombocytl byla vysetiena na
oddéleni klinické hematologie KNL, a.s.,
metodou optické agregometrie (APACT,
Haemochrom Diagnostika GmbH). Vyset-
feni sP-selectinu bylo provedeno v sérii
v UKIA FN Hradec Kralové metodou ELISA
(Human P-Selectin/CD62P Immunoassay,
R&D Systems, Inc).

PRIPRAVA VZORKU

PRO ELEKTRONOVOU
MIKROSKOPII

Pfiprava misticek

s polylysinovym filmem

Sklenéné misticky o objemu pfiblizné
70 ul, které byly vyrobeny v UMCH AV
CR, byly napInény roztokem 0,01 % poly-
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Obr. 1. Morfologické typy
trombocyt.
A —disky, B - sféry, C — dendrity

lysinu (Poly-L-Lysine, Sigma: P4707) a in-
kubovany 15 min. Po odstranéni roztoku
polylysinu nasledovala tfi proplachnuti
destilovanou vodou vzdy po jedné mi-
nuté inkubace. Misti¢cky potazené poly-
lysinovym filmem byly suseny volné na
filtra¢nim papiru. Takto pfipraveny pod-
lozni material byl pfed pouzitim sklado-
van prikryty pfi pokojové teploté.

Fixace a imobilizace vzorku

Fixace trombocytl glutaraldehydem
byla provedena dle metody podle
Whita [16]. Ze zasobnich pufrovacich
roztokl A a B (tab. 1) byl pfipraven pre-
fixacni roztok 0,1 % glutaraldehydu (WA)
a fixa¢ni roztok 3 % glutaraldehydu (WB)
(tab. 2).

14 g NaCl
0,75 g KCl
0,559 MgSO,

Zasobniroztok A

1,59 Ca(NO,), x 4H,0

destilovana voda doplnéna do 100 ml

Tab. 1. SloZeni zasobnich pufrovacich roztokt A a B.

Zasobni roztok B

0,22 g Na,HPO, x 7H,0
0,052 g bezvody KH,PO,
0,01 g fenolova cerven

destilovand voda doplnénd do 100 ml (pH roztoku 7,4)

1,1 g NaHCO,

Roztok WA

0,5 ml roztoku A
0,5 ml roztoku B

8,9 ml destilované vody

0,1 ml 10% glutaraldehydu

Tab. 2. SloZeni prefixa¢niho roztoku 0,1% glutaraldehydu (WA) a fixa¢niho roztoku 3% glutaraldehydu (WB).

6 ml destilované vody

3 ml 10% glutaraldehydu

Roztok WB

0,5 ml roztoku A
0,5 ml roztoku B
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Obr. 2. Vzorky podlepené uhlikovou paskou omezujici nabijeni

pfi SEM mikroskopii.

Na dno centrifuga¢ni zkumavky byla
vloZena sklenéna misti¢ka potazend po-
lylysinovym filmem. 0,5 ml TBSDR bylo
pfevrstveno 0,5ml roztoku WA a inku-

bovéno 15 minut pfi pokojové teploté.
Po centrifugaci (1 000 x g, 20 s) v labo-
ratorni centrifuze (Z36HK, Hermle La-
bortechnik, DE) byl odstranén super-
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natant. Prefixované trombocyty byly
prevrstveny 0,5 ml roztoku WB a inkubo-
vany 1 hodinu pfi teploté 20-24 °C. N&-
sledné byl vzorek trombocytl vysusen
ethanolovou fadou: 60-70-80-90-96%
ethanol vzdy po 5 min v kazdém roz-
toku koncentrac¢ni fady. Mistic¢ka se su-
chymi trombocyty byla pred pokrytim
zlatem skladovana v lednici pfi teploté
2-8°C.

Pfiprava suchého preparatu na
mikroskopii

Vzorkem pro elektronovou skenovaci
mikroskopii byly suché trombocyty imo-
bilizované na polylysinovém filmu, které
byly ptipraveny vzdy v duplikatu. Vzorky
byly pokryté vrstvou zlata pomoci na-
prasovacky (Quorum Q150R S Plus)
a podlepeny uhlikovou paskou kvdali
omezeni nabijeni pfi SEM pozorovani
a snimani (obr. 2).

&

» T 4
At 10 pim
Lo Loa

10 pirm
*

Obr. 3. Snimky trombocytt z jednoho transfuzniho pfipravku v priibéhu skladovani.
1D a - prvni den skladovani, zvétseni 3 000; 1D b — prvni den skladovani, zvétseni 5 000; 3D a - tieti den skladovani, zvétseni
3000; 3D b - tfeti den skladovani, zvétSeni 5 000; 7D a — sedmy den skladovani, zvétSeni 3 000; 7D b — sedmy den skladovani,
zvétSeni 5 000
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Tab. 3. Vysledky sledovanych parametrii TBSDR v priibéhu skladovani (den 1, den 3, den 7).
Parametr Den 1 Den 3 Den 7
Bunécné parametry pripravku
pocet trombocytd (10%/1) 823,7£94,8 784,3 £ 99,5 744,8 £ 90,1
MPV (fl) 10,1+0,3 99+0,3 104 £0,5
Markery bunécného poskozeni
glukéza (mmol/l) 6,6+04 57+06 20+08
laktat (mmol/l) 6,5+0,8 84+09 153%1,9
pH 7,2+0,0 7,3+0,0 7,2+0,1
Marker aktivace trombocyti
sP-selectin (ng/ml) 120,0 £ 14,9 165,3 £20,5 243,2 £ 26,5
Testy funkce trombocyti
agregace: k. arachidonova (%) 17,8+124 526+13,4 43,0 £ 14,7
agregace: kolagen (%) 40,5 £ 20,7 37,2+13,7 7,1£10,5
Morfologické zmény
morfologické skére (dle Kunického) 273,3+£394 1758+ 16,8 1533+ 16,4
n =20, prdmér = SD

HODNOCENI SNIMKU
ZE SKENOVACIHO
ELEKTRONOVEHO
MIKROSKOPU
Ke kazdému vzorku TBSDR byla na skeno-
vacim elektronovém mikroskopu (Vega
3SB Easy Probe, TESCAN, Brno, CR) na-
snimdana série fotografii v rznych zvét-
$enich (1 000x%, 3 000x a 5 000x) tak, aby
byl zajistén dostate¢ny pocet hodnoti-
telnych trombocytd (> 200). Pro analyzu
byly pouzity snimky pfi zvétseni 3 000X,
a v pripadé dourceni morfologického
typu nékterych bunék 5 000x. Vybrané
snimky preparatd s trombocyty z jednot-
livych hodnocenych dn( jsou na obr. 3.
Morfologické zmény byly hodnoceny ze
ziskané fotodokumentace, trombocyty
byly rozdéleny do nasledujicich typa:
1. Disky — trombocyty, které si zachovaly
svUj plvodni diskovity tvar.
2. Sféry — trombocyty, které zménily sv(j
tvar na sféricky.
3. Dendrity — trombocyty s dendritic-
kymi vyrlstky.
4.Balény - posSkozené trombocyty ne-
schopné udrzet osmoticky gradient.

Hodnoceni bylo provedeno na
200 bunkach, vypocitano procentuadlni

zastoupeni typd trombocytl a do-
pocitdno skére dle vzorce: disky (%)
*4 + sféry (%) *2 + dendrity (%) *1 + ba-
[6ny (%) *0 [11].

VYSLEDKY

Vysetieni viech sledovanych parametr(
bylo provedeno u20TBSDR 1.,3.a 7. den
skladovani. Vysledky jsou uvedeny
v tab. 3, grafické znazornéni rozdilt hod-
not mezi jednotlivymi dny v¢. posouzeni
statistického vyznamu je v grafu 1.

V priibéhu skladovani TBSDR jsme zjis-
tili pokles poctu trombocytl v pfipravku
(tab. 3), ktery byl mezi dnem 1 a 7 statis-
ticky vyznamny (p = 0,02). Naopak roz-
dil mezi 1. a 3. dnem (p = 0,45) a mezi
3.a7.dnem (p = 0,51) nebyl statisticky
vyznamny (graf 1). Rozdil hodnot MPV
mezi zacatkem a koncem skladovani
nebyl statisticky vyznamny, avsak mezi
dnem 3 a 7 jsme prokazali statisticky vy-
znamné zvyseni (p < 0,001) (tab. 3, graf 1).

Prokazali jsme statisticky vyznamny
pokles hladiny glukézy (p < 0,001)
a vzestup hladiny laktatu v pfipravku
(p < 0,001). U hodnoty pH jsme zmény
mezi dnem 1 a 7 neprokdzali (p = 0,07),
ale zaznamenali jsme statisticky vy-
znamny vzestup hodnoty pH mezi dny

1 a3 (p =0,001) a statisticky vyznamny
pokles mezi dny 3 a 7 (p < 0,001). Déle
jsme zjistili zvySeni aktivace trombocytd
v prabéhu skladovani, kterému odpovi-
dalo vyznamné zvy3eni hladiny sP-se-
lectinu (p < 0,001) (tab. 3, graf 1).

Pf¥i hodnoceni agregace s kyselinou
arachidonovou jsme prokazali vyznamné
zvyseni procenta agregace (p < 0,001)
mezi dnem 1 a 3, mezi 3.a 7. dnem skla-
dovani byl rozdil naopak nevyznamny
(p = 0,05). V pfipadé agregace trombo-
cytl indukované kolagenem nebyl rozdil
mezi 1. a 3. dnem vyznamny (p > 0,99),
naopak 7. den doslo vyznamnému po-
klesu procenta agregace (p < 0,001)
(tab. 3, graf 1).

Morfologické skére vykdzalo statis-
ticky vyznamné snizeni hodnot mezi
dnem 1 a 7 (p < 0,001), rozdil mezi
3.a 7. dnem nebyl vyznamny (p = 0,08).
Vysledky uvedeny v tab. 3 a vyvoj hod-
not v ¢ase v¢. statistické signifikance je
zobrazen v grafu 1.

Z hodnoceni byly vylou¢eny kontroly
jakosti u vzorku 19 (den 7), kde doslo
k sedimentaci trombocytl zdGvodu pro-
blému pfi skladovani, a dale tfi odlehlé
hodnoty poctu trombocytd u vzorku 7.
Morfologické skére nemohlo byt vypo-
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Graf 1. Vyvoj jednotlivych parametra v ¢ase s vynesenym medianem a mezikvartilovym rozpétim. V grafech jsou
vyneseny p-hodnoty testu podle Dunnové s korekci na vicendsobné porovnani vyjadfujici statistickou signifikanci.

¢itano u vzorku TBSDR ¢islo 12 ze 7. dne
skladovani, snimky z elektronového mi-
kroskopu byly nehodnotitelné z diivodu
nekvalitniho vzorku.

S morfologickym hodnocenim silné
korelovala koncentrace glukézy (r = 0,77;

p < 0,001), laktatu (r = -0,79; p < 0,001)
a sP-selectinu (r = -0,75; p < 0,001). Sta-
tisticky vyznamné korelace jsme zjis-
tili i u obsahu trombocytd v TP (r = 0,43;
p < 0,001), MPV (r =-0,26; p = 0,05) a ag-
regace s indukci kyselinou arachidono-

vou (r = -0,49; p < 0,001) a kolagenem
(r=10,46; p < 0,001). Korelace mezi mor-
fologickym skore a hodnotou pH nebyla
prokazana (r = 0,15, p = 0,25). Hladina
pH byla po celou dobu skladovani témér
konstantni (7,2-7,3) a neodrazela tak po-
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Graf 2. Korelace skére dle Kunického s dalSimi hodnocenymi parametry. V grafech je uveden Spearmantv korelaéni
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Tab. 4. Spearmanovy korela¢ni koeficienty s 95% intervaly spolehlivosti popisujici vyznamnost korelace
jednotlivych parametri s morfologickym skore dle Kunického. V tabulce je dale uvedena p-hodnota vyjadrujici

statistickou signifikanci.

Skore dle Kunického vs.

AA - agregace k. arachidonova; AK - agregace kolagen; MPV - obsah trombocytu

glukéza laktat pH PLT MPV AA AK sP-selectin
Spearman r 0,7696 -0,7881 0,1528 0,4348 -0,2594 -0,4917 04612 -0,7537
95% ClI 0,632;0,860 -0,872;-0,659 -0,118;0,402 0,184;0,633 -0,491;0,007 -0,670;-0,260 0,223;0,648 -0,849;-0,610
p-hodnota <0,0001 <0,0001 0,2521 0,0009 0,0493 <0,0001 0,0003 <0,0001
pocet parl 57 57 58 55 58 58 58 58

zorované morfologické zmény. Korela¢ni
koeficienty s vyjadienou statistickou sig-
nifikanci pro jednotlivé metody jsou zna-
zornény v grafu 2 a uvedeny v tab. 4.

Déle byla posouzena vhodnost pou-
Ziti jednotlivych metod pro hodnoceni
metabolickych a morfologickych zmén
v pribéhu skladovani se zohlednénim
pfesnosti (opakovatelnosti) dané me-
tody (graf 3).

DISKUZE

Standardné se pro hodnoceni jakosti
trombocytovych TP pouziva stanoveni
poctu trombocytl a pH na konci skla-
dovani [18]. Z téchto parametr( se jako
nevhodné pro TP v ndhradnim roztoku
ukazalo stanoveni pH, které je v pra-
béhu celého skladovani v podstaté kon-
stantni (7,2-7,3), a to ziejmé z ddvodu
pufracnich schopnosti téchto skladova-
cich roztokl. Tento parametr neodrazi
morfologické ani metabolické zmény
zjisténé jinymi metodami. Ve 22. vydani
,Guide to the preparation, use and quality
assurance of blood components”jiz stano-
veni pH na konci skladovani neni dopo-
ruceno pro kontrolu kvality trombocytt
v ndhradnich roztocich a nové je dopo-
ru¢eno sledovani koncentrace glukézy,
coz odpovida i nasim vysledkdim [19].
Vyssi rozptyl hodnot tohoto parame-
tru je nejspise zpusoben individualni
biologickou variabilitou v rdmci smés-
nych pripravk( a zasluhuje dalsi zkou-
mani. Naopak sledovani poctu trom-
bocytl je vhodny parametr popisujici
kvalitu TP a v nasi praci byla prokazana

vyznamnd korelace s morfologickym
skore.

Vyvoj hodnot dalSich parametrd sledo-
vanych v ¢ase jako hladina laktatu a sP-se-
lectin odpovida pfedpokladu a literdrnim
zdrojlim [3,7,9]. V pribéhu skladovani TP
se zvysuje hladina laktatu v souvislosti
s metabolizmem trombocyt(, konkrétné
s glykolyzou. Sou¢asné dochazi k rdstu
hladiny sP-selectinu, ktery charakterizuje
aktivaci trombocytd. Oba tyto parame-
try vykazuji vyznamnou korelaci s morfo-
logickym skoére (graf 2, tab. 4), coz odpo-
vida drivéjsim studiim [3].

Agregace s kyselinou arachidono-
vou a kolagenem, zvolend jako test
funkce trombocytl, s morfologickym
skore stale jesté vyznamné koreluje,
avsak soubor hodnot vykazuje vyssi va-
riacni koeficient (graf 3). Je tedy otéaz-
kou, zda ma tato metoda jesté dostatec-
nou opakovatelnost (pfesnost). Ta mze
byt ovlivnéna celou fadou faktord, jako
nehomogenitou vzorku nebo vzorko-
vanim apod. Citlivost metody na rlizné
preanalytické a analytické podminky je
popséana v literature [4].

Vypocitané morfologické skore se po-
hybuje v rozmezi od 334 (maximalni vy-
pocitanad hodnota, 1. den skladovani)
do 125 (minimalni vypocitand hod-
nota, 7. den skladovani). Tyto hodnoty
se nachazi v rozmezi vysledkl dle lite-
rarnich zdroj(, kde se hodnoty skére pro
1. az 3 den pohybuji v rozmezi 378 az
118 v zdvislosti na koncentraci trombo-
cytd, skladovaci teploté a pripadné dal-
Sich parametrech [11].

Klesajici hodnoty skére v pribéhu
skladovani odpovidaji morfologickym
zménam trombocytl smérem k aktivo-
vanym formam [2,5,11].

Posouzeni morfologie trombocytl
v trombocytovych TP vyjadiené po-
moci Kunického skére v rdmci kontroly
kvality TP je mozné vyuzit pfi zavadéni
novych procesud vyroby, kdy je doporu-
¢eno hodnotit Sirsi spektrum parame-
trl. V téchto pripadech miize byt vy-
hodou informace o procentudinim
zastoupeni morfologickych typd trom-
bocytd s ohledem na stupen jejich ak-
tivace. Vyuziti metody se nabizi napf.
v pFipadé porovnavani miry aktivace
trombocytl v trombocytovych TP skla-
dovanych za rlznych teplotnich podmi-
nek, v rdznych skladovacich roztocich
a v materidlové odlisnych vacich. Porov-
nani lze samoziejmé provést i v piipadé
riznych vyrobnich technik. Na zékladé
nasich vysledkd je metoda funkéni a vy-
pocitané skoére vyjadiuje miru aktivace
trombocytl v TP.

Nevyhodami jsou naro¢na pfiprava
vzorkd na mikroskopii a pozadavky na
specialni materidlové a pristrojové vyba-
veni. Déle je tieba si uvédomit obtiznou
standardizovatelnost metody.

Ze ziskanych vysledkd nicméné vy-
plyva, Ze je mozné vyuzit i mnohem do-
stupnéjsich metod, které silné koreluji
s morfologickym skére. Jedna se o sta-
noveni koncentrace glukdzy, laktatu
a sP-selectinu. Metody stanoveni lak-
tatu a sP-selectinu navic poskytuji kon-
zistentni vysledky s pomérné malym va-
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Graf 3. Koeficienty kvartilové variace urcené pro jednotlivé metody

(1., 3. a 7. den) vyjadrujici opakovatelnost (presnost) pouzitych vysetrovacich
metod. V grafu jsou uvedeny stiredni hodnoty (€erna ¢ara) a ¢ervenou carou je
zvyraznéna stfedni hodnota pro skére dle Kunického.

AA - agregace k. arachidonova; AK — agregace kolagen; GLU - glukéza; LAC -

laktat; sP-S - sP-selectin

ria¢nim koeficientem a vykazuji tedy
vysokou miru presnosti (graf 3).

ZAVER
Morfologické hodnoceni pomoci Kunic-
kého skére Ize vyuzit jako jednu z metod
kontroly kvality trombocytd v TP béhem
skladovéni napf. v pfipadé validace no-
vych procest vyroby. Metoda poskytuje
konkrétni informace o procentu trombo-
¢yt urcitého morfologického typu a vyja-
dfuje miru aktivace bunék v pfipravku.
Jedna se o pomérné casové naro¢nou
metodiku s pozadavky na specidlni vy-
baveni. Na zdkladé vysledkd nasi prace
jsme prokézali, ze je mozné vyuziti ji-
nych dostupnéjsich parametrd, které
s morfologickym skére silné koreluji.
Jednd se predevsim o stanoveni koncen-
trace glukézy, laktatu a sP-selectinu. Na-
opak standardné vyuzivané stanoveni
pH na konci skladovani se ukézalo jako
nevhodné u trombocytovych TP v na-
hradnich roztocich.
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