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SOUHRN: Úvod: V  průběhu výroby a  skladování podléhají trombocyty morfologickým a  metabolickým změnám, které limitují jejich 
skladovatelnost. Cílem této práce bylo zhodnotit možnost posuzování kvality trombocytů v průběhu skladování mikroskopickým hodnocením 
jejich morfologických změn pomocí tzv. Kunického skóre. Materiál a metoda: Pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM) jsme posoudili 
morfologii trombocytů 1., 3. a 7. den skladování u 20 vzorků trombocytů z buff y-coatu směsných deleukotizovaných v náhradním roztoku (TBSDR) 
a vypočítali jsme morfologické skóre. Výsledky jsme porovnali s parametry jakosti trombocytového transfuzního přípravku (obsah trombocytů, 
MPV), s markery buněčného poškození trombocytů (pH, hladina glukózy a laktátu), s markery aktivace trombocytů (sP-selectin) a s výsledky testů 
funkce trombocytů (agregometrie). Pro posouzení korelace mezi morfologickým skóre a ostatními parametry byl použit Spearmanův korelační 
koefi cient (r). Pro statistické hodnocení bylo použito neparametrických metod a statistická významnost byla posouzena na hladině p < 0,05. 
Výsledky: Vypočítané skóre vykazuje v průběhu skladování sestupný trend odpovídající morfologickým změnám směrem k aktivovaným formám 
trombocytů (den 1: 273,3 ± 39,4; den 3: 175,8 ± 16,8; den 7: 153,3 ± 16,4). S morfologickým hodnocením významně koreluje stanovení koncentrace 
glukózy (r = 0,7696; p < 0,0001), laktátu (r = – 0,7881; p < 0,0001) a sP-selectinu (r = – 0,7537; p < 0,0001). O statisticky významné korelace se 
jedná i u stanovení obsahu trombocytů (r = 0,4348; p = 0,0009), MPV (r = – 0,2594; p = 0,0493) a agregací s indukcí kyselinou arachidonovou 
(r = – 0,4917; p < 0,0001) a kolagenem (r = 0,4612; p = 0,0003). Korelace mezi morfologickým skóre a hodnotou pH nebyla prokázána (r = 0,1528; 
p = 0,2521). Závěr: Morfologické hodnocení pomocí Kunického skóre lze využít pro posouzení kvality trombocytů během skladování např. 
v případně validace nových procesů výroby. Vzhledem k náročnosti této metodiky a požadavku na speciální vybavení je vhodnější využití silně 
korelujících parametrů, které zahrnují stanovení koncentrace glukózy, laktátu, sP-selectinu a jsou výrazně dostupnější.

KLÍČOVÁ SLOVA: trombocytový transfuzní přípravek –  morfologie –  mikroskopie –  kontrola jakosti

a případně ztrátou schopnosti udržet os-
motický gradient za vzniku velkých baló-
novitých struktur [2,5]. Metabolické alte-
race trombocytů se odráží ve změnách 
pH, ve zvýšení LDH v supernatantu, kon-
sumpci glukózy a produkci laktátu. Do-
chází k  uvolnění řady cytokinů, TGF-, 
externalizaci fosfatidylserinu na povrch 

během procesu přípravy a jejich schop-
nost aktivace. Tyto změny, tzv. sklado-
vací léze, mohou mít vliv na životaschop-
nost trombocytů a  jejich hemostatické 
funkce [5– 9]. Morfologické změny trom-
bocytů se projevují změnou diskoid-
ního tvaru ve sférický, vznikem aktivo-
vaných forem s  dendritickými výběžky 

ÚVOD
Trombocyty obsažené v  trombocyto-
vých transfuzních přípravcích (TP) podlé-
hají v průběhu výroby a skladování mor-
fologickým a  metabolickým změnám, 
které limitují jejich skladovatelnost [1– 6]. 
Na uvedený proces má navíc vliv vy-
soká senzitivita trombocytů na stimuly 
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normalitou dat byly použity neparame-
trické metody. Hodnocení vývoje sledo-
vaných parametrů v průběhu skladování 
TP bylo provedeno pomocí neparame-
trického Kruskal-Wallisova testu s  ná-
sledným post hoc testem podle Dunnové 
s  korekcí pro vícenásobné porovnání. 
K posouzení vhodnosti použitých vyšet-
řovacích metod k hodnocení změn v prů-
běhu skladování byl využit koeficient 
kvartilové variace. Pro posouzení kore-
lace mezi morfologickým skóre a ostat-
ními parametry byl použit Spearmanův 
korelační koefi cient. Statistická význam-
nost byla posouzena na hladině p < 0,05.

VÝROBA TBSDR
TBSDR byly vyrobeny ze 450  ±  10  % ml 
plné krve odebrané do čtyřvaků (Com-
poFlow 4F, Fresenius Kabi AG) s antikoa-
gulačním roztokem CPD v poměru 1 : 7. 
Vaky s plnou krví byly centrifugovány vel-
koobjemovou centrifugou (Cryofuge 16, 
Thermo Electron LED GmbH: 3250  rpm, 
14 min., teplota 22 °C, zrychlení 6, brzda 6) 
a zpracovány na automatickém lisu (Com-
pomat G5, Fresenius Kabi AG). BC byly 
skladovány do druhého dne při teplotě 
20– 24  °C a  nepřetržitém míchání rych-
lostí 60 kyvů za minutu (agitátor RL-45B 
a  thermobox TB-80N, TOOL s.r.o.). Čtyři 
BC a náhradní roztok (Intersol, Fresenius 
Kabi AG) byly smíchány v setu pro výrobu 

(%)*4 + sféry (%)*2 + dendrity (%)*1 + ba-
lóny (%)*0  [11]. V případě vzorku, který 
obsahuje výhradně neaktivované trom-
bocyty diskovitého tvaru, by bylo dle 
výše uvedeného vzorce dosaženo maxi-
mální hodnoty Kunického skóre 400 [11].

Tyto výsledky byly porovnány se stan-
dardními parametry jakosti trombocy-
tového TP (obsah trombocytů, MPV), 
s markery buněčného poškození trom-
bocytů (pH, hladina glukózy a  laktátu), 
s  markery aktivace trombocytů (sP-se-
lectin) a s výsledky testů funkce trombo-
cytů (agregometrie) a byla zhodnocena 
jejich vzájemná korelace.

Výběr vyšetřovacích metod byl prove-
den na podkladě literárních údajů a vlast-
ních výzkumných zkušeností [3,6,9,16,17].

Studie byla provedena ve spolupráci 
s katedrou chemie FP TUL v Liberci, kde 
byla provedena fi xace, imobilizace a mi-
kroskopické hodnocení vzorků. Metodika 
přípravy vzorků pro elektronovou mikro-
skopii byla konzultována s pracovníky mi-
kroskopického pracoviště ÚMCH AV ČR [2].

Statistické hodnocení
Statistické hodnocení získaných dat bylo 
provedeno doc.  Ing. Tomášem Suchým, 
Ph.D. (ÚSMH AVČR). Normalita dat byla 
ověřena kvantil-kvantilovými grafy (Q-Q) 
a  Shapiro-Wilkovým testem. Pro statis-
tické hodnocení souborů s nepotvrzenou 

buněčné membrány a k expresi markerů 
aktivace (např. sP-selectin)  [3,6,7,9]. Ve 
studiích zabývajících se funkcí trombo-
cytů je jednou z možných vyšetřovacích 
metod agregometrie [4,5,10]. Standardně 
se pro hodnocení jakosti trombocyto-
vých TP používá stanovení počtu trombo-
cytů a hodnota pH na konci skladování, 
avšak pro účely validací nových procesů 
je doporučováno hodnocení širšího spek-
tra parametrů. Posouzení morfologických 
parametrů může být jedním z nich. V této 
práci bylo zvoleno mikroskopické hodno-
cení morfologie trombocytů během skla-
dování a  výsledek byl vyjádřen pomocí 
tzv. Kunického skóre [11].

MATERIÁL A METODIKA
V prospektivní studii jsme zhodno-
tili 20  vzorků trombocytů z  buff y-coatu 
(BC) směsných deleukotizovaných v ná-
hradním roztoku (TBSDR) 1., 3. a 7. den 
skladování. Pomocí skenovacího elek-
tronového mikroskopu jsme posoudili 
morfologii trombocytů a následně jsme 
vypočítali morfologické skóre (Kunicki 
1975)  [11– 15]. Pozorované morfolo-
gické typy trombocytů v  našich vzor-
cích jsou označeny na obr. 1. Hodnocení 
morfologie bylo provedeno na 200 buň-
kách, bylo vypočítáno procentuální za-
stoupení morfologických typů trombo-
cytů a dopočítáno skóre dle vzorce: disky 

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 buff y 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 coeffi  cient (r) was used to assess the correlation between morphological scores and other parameters. Non-parametric methods 
were used for the evaluation and statistical signifi cance 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 
signifi cantly with morphological evaluation. Statistically signifi cant 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 signifi cantly more aff ordable.

KEY WORDS: platelet concentrate –  morphology –  microscopy –  quality control

proLékaře.cz | 19.9.2026



Hereditárny angioedém ako príčina bolestí bruchaMorfologie trombocytů

Transfuze Hematol Dnes 2026; 32(3): 212– 221214

lysinu (Poly-L-Lysine, Sigma: P4707) a in-
kubovány 15 min. Po odstranění roztoku 
polylysinu následovala tři propláchnutí 
destilovanou vodou vždy po jedné mi-
nutě inkubace. Mističky potažené poly-
lysinovým fi lmem byly sušeny volně na 
fi ltračním papíru. Takto připravený pod-
ložní materiál byl před použitím sklado-
ván přikrytý při pokojové teplotě. 

Fixace a imobilizace vzorku
Fixace trombocytů glutaraldehydem 
byla provedena dle metody podle 
Whita  [16]. Ze zásobních pufrovacích 
roztoků A a B (tab. 1) byl připraven pre-
fi xační roztok 0,1 % glutaraldehydu (WA) 
a fi xační roztok 3 % glutaraldehydu (WB) 
(tab. 2).

mavek, přibližně 1,5 ml bylo použito k vy-
šetření glukózy a  laktátu a  3– 4  mikro-
zkumavky po cca 1 ml byly zamraženy 
při teplotě – 20 °C pro následné vyšetření 
sP-selectinu. 

Vyšetření pH bylo provedeno na acido-
bazickém analyzátoru (ABL 835 FLEX, Ra-
diometer), fotometricky byla stanovena 
koncentrace glukózy (Glucose HK Gen. 3, 
Cobas Pro, Roche) a  laktátu (Lactate 
Gen. 2, Cobas Pro, Roche), vše na oddělení 
klinické bio chemie KNL, a.s. Počet trom-
bocytů a MPV byl stanoven na transfuz-
ním oddělení KNL, a.s., na hematologic-
kém analyzátoru (XN-1000, Sysmex), 
agregace trombocytů byla vyšetřena na 
oddělení klinické hematologie KNL, a.s., 
metodou optické agregometrie (APACT, 
Haemochrom Dia gnostika GmbH). Vyšet-
ření sP-selectinu bylo provedeno v sérii 
v ÚKIA FN Hradec Králové metodou ELISA 
(Human P-Selectin/ CD62P Immunoassay, 
R&D Systems, Inc).

PŘÍPRAVA VZORKŮ 
PRO ELEKTRONOVOU 
MIKROSKOPII
Příprava mističek 
s polylysinovým fi lmem
Skleněné mističky o  objemu přibližně 
70  μl, které byly vyrobeny v  ÚMCH AV 
ČR, byly naplněny roztokem 0,01 % poly-

TBSDR (Terufl ex, Terumo BCT). Směsný BC 
byl centrifugován (Cryofuge 16, Thermo 
Electron LED GmbH: 1 150  rpm, 8  min, 
teplota 22  °C, zrychlení 7, brzda 4) a  na 
trombocyty bohatý supernatant byl odse-
parován přes deleukotizační fi ltr na auto-
matickém lisu (Compomat G5, Fresenius 
Kabi AG). Vyrobený TBSDR byl skladován 
při teplotě 20– 24 °C za konstantní agitace.

ODBĚRY A VYŠETŘENÍ 
VZORKŮ
Z TP byly v  den 1  (den výroby TBSDR), 
3 a 7 odebrány vzorky pro mikroskopické 
hodnocení, vyšetření jakosti trombocyto-
vých TP, markerů buněčného poškození, 
markerů aktivace trombocytů a  vyšet-
ření agregometrie. Vzorky byly odebírány 
v den 1 a 3 ze sterilně navařeného trans-
fervaku (objem cca 30 ml), sedmý den byl 
použit zbytek TBSDR. Přibližně 1 ml pří-
pravku byl odebrán do suché zkumavky 
pro vyšetření pH, další 2 ml do suché zku-
mavky s EDTA pro vyšetření počtu trom-
bocytů a MPV, 2 ml byly odebrány do zku-
mavky bez aditiv pro vyšetření agregace 
a 3 ml do zkumavky bez aditiv pro mikro-
skopické vyšetření. Zbytek odebraného 
vzorku TBSDR byl centrifugován (Mega-
fuge 16R, Thermo Fisher Scientifi c: 5 min, 
4 500 × g) pro získání supernatantu, který 
byl rozplněn do zkumavek a  mikrozku-

Obr. 1. Morfologické typy 

trombocytů.

A – disky, B – sféry, C – dendrity

Tab. 1. Složení zásobních pufrovacích roztoků A a B.

Zásobní roztok A Zásobní roztok B

14 g NaCl 1,1 g NaHCO3

0,75 g KCl 0,22 g Na2HPO4 × 7H2O

0,55 g MgSO4 0,052 g bezvodý KH2PO4

1,5 g Ca(NO3)2 × 4H2O 0,01 g fenolová červeň

destilovaná voda doplněná do 100 ml destilovaná voda doplněná do 100 ml (pH roztoku 7,4)

Tab. 2. Složení prefi xačního roztoku 0,1% glutaraldehydu (WA) a fi xačního roztoku 3% glutaraldehydu (WB).

Roztok WA Roztok WB

8,9 ml destilované vody 6 ml destilované vody

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

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

0,1 ml 10% glutaraldehydu 3 ml 10% glutaraldehydu
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natant. Prefixované trombocyty byly 
převrstveny 0,5 ml roztoku WB a inkubo-
vány 1 hodinu při teplotě 20– 24 °C. Ná-
sledně byl vzorek trombocytů vysušen 
ethanolovou řadou: 60– 70– 80– 90– 96% 
ethanol vždy po 5  min v  každém roz-
toku koncentrační řady. Mistička se su-
chými trombocyty byla před pokrytím 
zlatem skladována v  lednici při teplotě 
2– 8 °C. 

Příprava suchého preparátu na 
mikroskopii
Vzorkem pro elektronovou skenovací 
mikroskopii byly suché trombocyty imo-
bilizované na polylysinovém fi lmu, které 
byly připraveny vždy v duplikátu. Vzorky 
byly pokryté vrstvou zlata pomocí na-
prašovačky (Quorum Q150R S  Plus) 
a  podlepeny uhlíkovou páskou kvůli 
omezení nabíjení při SEM pozorování 
a snímání (obr. 2).

bováno 15 minut při pokojové teplotě. 
Po centrifugaci (1 000 × g, 20 s) v labo-
ratorní centrifuze (Z36HK, Hermle La-
bortechnik, DE) byl odstraněn super-

Na dno centrifugační zkumavky byla 
vložena skleněná mistička potažená po-
lylysinovým fi lmem. 0,5 ml TBSDR bylo 
převrstveno 0,5 ml roztoku WA a  inku-

Obr. 2. Vzorky podlepené uhlíkovou páskou omezující nabíjení 

při SEM mikroskopii.

Obr. 3. Snímky trombocytů z jednoho transfuzního přípravku v průběhu skladování.

1D a – první den skladování, zvětšení 3 000; 1D b – první den skladování, zvětšení 5 000; 3D a – třetí den skladování, zvětšení 
3 000; 3D b – třetí den skladování, zvětšení 5 000; 7D a – sedmý den skladování, zvětšení 3 000; 7D b – sedmý den skladování, 
zvětšení 5 000
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1 a 3 (p = 0,001) a statisticky významný 
pokles mezi dny 3 a 7 (p < 0,001). Dále 
jsme zjistili zvýšení aktivace trombocytů 
v průběhu skladování, kterému odpoví-
dalo významné zvýšení hladiny sP-se-
lectinu (p < 0,001) (tab. 3, graf 1).

Při hodnocení agregace s  kyselinou 
arachidonovou jsme prokázali významné 
zvýšení procenta agregace (p  <  0,001) 
mezi dnem 1 a 3, mezi 3. a 7. dnem skla-
dování byl rozdíl naopak nevýznamný 
(p = 0,05). V případě agregace trombo-
cytů indukované kolagenem nebyl rozdíl 
mezi 1. a 3. dnem významný (p > 0,99), 
naopak 7. den došlo významnému po-
klesu procenta agregace (p  <  0,001) 
(tab. 3, graf 1).

Morfologické skóre vykázalo statis-
ticky významné snížení hodnot mezi 
dnem 1  a  7  (p  <  0,001), rozdíl mezi 
3. a 7. dnem nebyl významný (p = 0,08). 
Výsledky uvedeny v tab. 3 a vývoj hod-
not v čase vč. statistické signifi kance je 
zobrazen v grafu 1.

Z hodnocení byly vyloučeny kontroly 
jakosti u  vzorku 19  (den 7), kde došlo 
k sedimentaci trombocytů z důvodu pro-
blému při skladování, a dále tři odlehlé 
hodnoty počtu trombocytů u vzorku 7. 
Morfologické skóre nemohlo být vypo-

zastoupení typů trombocytů a  do-
počítáno skóre dle vzorce: disky (%) 
*4 + sféry (%) *2 + dendrity (%) *1 + ba-
lóny (%) *0 [11].

VÝSLEDKY 
Vyšetření všech sledovaných parametrů 
bylo provedeno u 20 TBSDR 1., 3. a 7. den 
skladování. Výsledky jsou uvedeny 
v tab. 3, grafi cké znázornění rozdílů hod-
not mezi jednotlivými dny vč. posouzení 
statistického významu je v grafu 1.

V průběhu skladování TBSDR jsme zjis-
tili pokles počtu trombocytů v přípravku 
(tab. 3), který byl mezi dnem 1 a 7 statis-
ticky významný (p  =  0,02). Naopak roz-
díl mezi 1. a  3. dnem (p  =  0,45) a  mezi 
3. a 7. dnem (p = 0,51) nebyl statisticky 
významný (graf 1). Rozdíl hodnot MPV 
mezi začátkem a  koncem skladování 
nebyl statisticky významný, avšak mezi 
dnem 3 a 7 jsme prokázali statisticky vý-
znamné zvýšení (p < 0,001) (tab. 3, graf 1). 

Prokázali jsme statisticky významný 
pokles hladiny glukózy (p  <  0,001) 
a  vzestup hladiny laktátu v  přípravku 
(p < 0,001). U hodnoty pH jsme změny 
mezi dnem 1 a 7 neprokázali (p = 0,07), 
ale zaznamenali jsme statisticky vý-
znamný vzestup hodnoty pH mezi dny 

HODNOCENÍ SNÍMKŮ 
ZE SKENOVACÍHO 
ELEKTRONOVÉHO 
MIKROSKOPU
Ke každému vzorku TBSDR byla na skeno-
vacím elektronovém mikroskopu (Vega 
3SB Easy Probe, TESCAN, Brno, ČR) na-
snímána série fotografií v různých zvět-
šeních (1 000×, 3 000× a 5 000×) tak, aby 
byl zajištěn dostatečný počet hodnoti-
telných trombocytů (> 200). Pro analýzu 
byly použity snímky při zvětšení 3 000×, 
a  v  případě dourčení morfologického 
typu ně kte rých buněk 5 000×. Vybrané 
snímky preparátů s trombocyty z jednot-
livých hodnocených dnů jsou na obr. 3. 
Morfologické změny byly hodnoceny ze 
získané fotodokumentace, trombocyty 
byly rozděleny do následujících typů:
1.  Disky –  trombocyty, které si zachovaly 

svůj původní diskovitý tvar.
2.  Sféry –  trombocyty, které změnily svůj 

tvar na sférický.
3.  Dendrity –  trombocyty s  dendritic-

kými výrůstky.
4.  Balóny –  poškozené trombocyty ne-

schopné udržet osmotický gradient. 

Hodnocení bylo provedeno na 
200 buňkách, vypočítáno procentuální 

Tab. 3. Výsledky sledovaných parametrů TBSDR v průběhu skladování (den 1, den 3, den 7). 

Parametr Den 1 Den 3 Den 7

Buněčné parametry přípravku

počet trombocytů (109/l) 823,7 ± 94,8 784,3 ± 99,5 744,8 ± 90,1

MPV (fl ) 10,1 ± 0,3 9,9 ± 0,3 10,4 ± 0,5

Markery buněčného poškození

glukóza (mmol/l) 6,6 ± 0,4 5,7 ± 0,6 2,0 ± 0,8

laktát (mmol/l) 6,5 ± 0,8 8,4 ± 0,9 15,3 ± 1,9

pH 7,2 ± 0,0 7,3 ± 0,0 7,2 ± 0,1

Marker aktivace trombocytů

sP-selectin (ng/ml) 120,0 ± 14,9 165,3 ± 20,5 243,2 ± 26,5

Testy funkce trombocytů

agregace: k. arachidonová (%) 17,8 ± 12,4 52,6 ± 13,4 43,0 ± 14,7

agregace: kolagen (%) 40,5 ± 20,7 37,2 ± 13,7 7,1 ± 10,5

Morfologické změny

morfologické skóre (dle Kunického) 273,3 ± 39,4 175,8 ± 16,8 153,3 ± 16,4

n = 20, průměr ± SD
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vou (r = – 0,49; p < 0,001) a kolagenem 
(r = 0,46; p < 0,001). Korelace mezi mor-
fologickým skóre a hodnotou pH nebyla 
prokázána (r  =  0,15, p  =  0,25). Hladina 
pH byla po celou dobu skladování téměř 
konstantní (7,2– 7,3) a neodrážela tak po-

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

čítáno u vzorku TBSDR číslo 12 ze 7. dne 
skladování, snímky z elektronového mi-
kroskopu byly nehodnotitelné z důvodu 
nekvalitního vzorku. 

S morfologickým hodnocením silně 
korelovala koncentrace glukózy (r = 0,77; 

Graf 1. Vývoj jednotlivých parametrů v čase s vyneseným mediánem a mezikvartilovým rozpětím. V grafech jsou 

vyneseny p-hodnoty testu podle Dunnové s korekcí na vícenásobné porovnání vyjadřující statistickou signifi kanci.
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Graf 2. Korelace skóre dle Kunického s dalšími hodnocenými parametry. V grafech je uveden Spearmanův korelační 

koefi cient (r) a p-hodnota vyjadřující statistickou signifi kanci. V grafech je pro ilustraci dále vynesena jednoduchá 

lineární regrese s konfi denčními pásy (95%).
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Klesající hodnoty skóre v  průběhu 
skladování odpovídají morfologickým 
změnám trombocytů směrem k aktivo-
vaným formám [2,5,11]. 

Posouzení morfologie trombocytů 
v  trombocytových TP vyjádřené po-
mocí Kunického skóre v rámci kontroly 
kvality TP je možné využít při zavádění 
nových procesů výroby, kdy je doporu-
čeno hodnotit širší spektrum parame-
trů. V  těchto případech může být vý-
hodou informace o  procentuálním 
zastoupení morfologických typů trom-
bocytů s ohledem na stupeň jejich ak-
tivace. Využití metody se nabízí např. 
v  případě porovnávání míry aktivace 
trombocytů v trombocytových TP skla-
dovaných za různých teplotních podmí-
nek, v  různých skladovacích roztocích 
a v materiálově odlišných vacích. Porov-
nání lze samozřejmě provést i v případě 
různých výrobních technik. Na základě 
našich výsledků je metoda funkční a vy-
počítané skóre vyjadřuje míru aktivace 
trombocytů v TP. 

Nevýhodami jsou náročná příprava 
vzorků na mikroskopii a  požadavky na 
speciální materiálové a přístrojové vyba-
vení. Dále je třeba si uvědomit obtížnou 
standardizovatelnost metody. 

Ze získaných výsledků nicméně vy-
plývá, že je možné využít i mnohem do-
stupnějších metod, které silně korelují 
s morfologickým skóre. Jedná se o sta-
novení koncentrace glukózy, laktátu 
a  sP-selectinu. Metody stanovení lak-
tátu a sP-selectinu navíc poskytují kon-
zistentní výsledky s poměrně malým va-

významná korelace s  morfologickým 
skóre.

Vývoj hodnot dalších parametrů sledo-
vaných v čase jako hladina laktátu a sP-se-
lectin odpovídá předpokladu a literárním 
zdrojům [3,7,9]. V průběhu skladování TP 
se zvyšuje hladina laktátu v  souvislosti 
s metabolizmem trombocytů, konkrétně 
s  glykolýzou. Současně dochází k  růstu 
hladiny sP-selectinu, který charakterizuje 
aktivaci trombocytů. Oba tyto parame-
try vykazují významnou korelaci s morfo-
logickým skóre (graf 2, tab. 4), což odpo-
vídá dřívějším studiím [3].

Agregace s  kyselinou arachidono-
vou a  kolagenem, zvolená jako test 
funkce trombocytů, s  morfologickým 
skóre stále ještě významně koreluje, 
avšak soubor hodnot vykazuje vyšší va-
riační koefi cient (graf 3). Je tedy otáz-
kou, zda má tato metoda ještě dostateč-
nou opakovatelnost (přesnost). Ta může 
být ovlivněna celou řadou faktorů, jako 
nehomogenitou vzorku nebo vzorko-
váním apod. Citlivost metody na různé 
preanalytické a analytické podmínky je 
popsána v literatuře [4].

Vypočítané morfologické skóre se po-
hybuje v rozmezí od 334 (maximální vy-
počítaná hodnota, 1. den skladování) 
do 125  (minimální vypočítaná hod-
nota, 7. den skladování). Tyto hodnoty 
se nachází v  rozmezí výsledků dle lite-
rárních zdrojů, kde se hodnoty skóre pro 
1. až 3  den pohybují v  rozmezí 378  až 
118 v závislosti na koncentraci trombo-
cytů, skladovací teplotě a případně dal-
ších parametrech [11]. 

zorované morfologické změny. Korelační 
koefi cienty s vyjádřenou statistickou sig-
nifi kancí pro jednotlivé metody jsou zná-
zorněny v grafu 2 a uvedeny v tab. 4.

Dále byla posouzena vhodnost pou-
žití jednotlivých metod pro hodnocení 
metabolických a morfologických změn 
v  průběhu skladování se zohledněním 
přesnosti (opakovatelnosti) dané me-
tody (graf 3).

DISKUZE
Standardně se pro hodnocení jakosti 
trombocytových TP používá stanovení 
počtu trombocytů a  pH na konci skla-
dování [18]. Z těchto parametrů se jako 
nevhodné pro TP v náhradním roztoku 
ukázalo stanovení pH, které je v  prů-
běhu celého skladování v podstatě kon-
stantní (7,2– 7,3), a  to zřejmě z důvodu 
pufračních schopností těchto skladova-
cích roztoků. Tento parametr neodráží 
morfologické ani metabolické změny 
zjištěné jinými metodami. Ve 22. vydání 
„Guide to the preparation, use and quality 
assurance of blood components” již stano-
vení pH na konci skladování není dopo-
ručeno pro kontrolu kvality trombocytů 
v náhradních roztocích a nově je dopo-
ručeno sledování koncentrace glukózy, 
což odpovídá i  našim výsledkům  [19]. 
Vyšší rozptyl hodnot tohoto parame-
tru je nejspíše způsoben individuální 
bio logickou variabilitou v  rámci směs-
ných přípravků a  zasluhuje další zkou-
mání. Naopak sledování počtu trom-
bocytů je vhodný parametr popisující 
kvalitu TP a v naší práci byla prokázána 

Tab. 4. Spearmanovy korelační koefi cienty s 95% intervaly spolehlivosti popisující významnost korelace 

jednotlivých parametrů s morfologickým skóre dle Kunického. V tabulce je dále uvedena p-hodnota vyjadřující 

statistickou signifi kanci.

Skóre dle Kunického vs.

glukóza laktát pH PLT MPV AA AK sP-selectin

Spearman r 0,7696 –0,7881 0,1528 0,4348 –0,2594 –0,4917 0,4612 –0,7537

95% CI 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

počet párů 57 57 58 55 58 58 58 58

AA – agregace k. arachidonová; AK – agregace kolagen; MPV – obsah trombocytů
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riačním koeficientem a  vykazují tedy 
vysokou míru přesnosti (graf 3).

ZÁVĚR
Morfologické hodnocení pomocí Kunic-
kého skóre lze využít jako jednu z metod 
kontroly kvality trombocytů v TP během 
skladování např. v  případě validace no-
vých procesů výroby. Metoda poskytuje 
konkrétní informace o procentu trombo-
cytů určitého morfologického typu a vyja-
dřuje míru aktivace buněk v přípravku.  

Jedná se o poměrně časově náročnou 
metodiku s požadavky na speciální vy-
bavení. Na základě výsledků naší práce 
jsme prokázali, že je možné využití ji-
ných dostupnějších parametrů, které 
s  morfologickým skóre silně korelují. 
Jedná se především o stanovení koncen-
trace glukózy, laktátu a sP-selectinu. Na-
opak standardně využívané stanovení 
pH na konci skladovaní se ukázalo jako 
nevhodné u  trombocytových TP v  ná-
hradních roztocích.
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Graf 3. Koefi cienty kvartilové variace určené pro jednotlivé metody 

(1., 3. a 7. den) vyjadřující opakovatelnost (přesnost) použitých vyšetřovacích 

metod. V grafu jsou uvedeny střední hodnoty (černá čára) a červenou čarou je 

zvýrazněna střední hodnota pro skóre dle Kunického.

AA – agregace k. arachidonová; AK – agregace kolagen; GLU – glukóza; LAC – 
laktát; sP-S – sP-selectin
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