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Souhrn

Uvod: V pribéhu odbéru a skladovani erytrocytarnich koncentrati miize byt indukovano bunééné poskozeni eryt-
rocytu. Cilem prace bylo zhodnotit parametry bunééného poskozeni u erytrocytarnich koncentrata ziskanych ze dvou
separatori s odliSnou technologii aferézy. Metodika: Na separitoru Haemonetics MCS™ bylo odebrino 40 erytrocy-
tarnich koncentratu deleukotizovanych (EAD MCS) a 40 erytrocytarnich koncentrati resuspendovanych (EAR MCS),
na separatoru Trima Accel 19 kombinovanych odbéri deleukotizovanych erytrocytarnich koncentrati (EAD Trima)
s trombocyty. V den skladovani 0 a 40 byla v pripravcich stanovena hodnota pH, hladiny volného Hb, LDH, kalia
a annexinu V. Vysledky byly porovnany se souborem 20 deleukotizovanych erytrocyti z plné krve (ERD). Vysledky:
Nejvyznamnéjsi vzestup hladin volného Hb, K*, LDH a annexinu V byl nalezen v EAR MCS (volny Hb: 47 + 10 a7
216 + 65 mg/TU, v. EAD Trima: p < 0.001, v. ERD: p < 0.01; K*: 1,2 + 0,3 aZ 55,2 + 9,1 mmol/L; LDH: 2,44 + 0,5 a7
18,8 + 4,39 pkat/L; annexin V: 5.7 = 4.2 az 31.2 + 3.8 ng/mL, vSe p < 0.001). EAD MCS vici EAD Trima vykazaly
vyssi vzestup volného Hb a LDH (p < 0,001), vzestup K* a annexinu V byl srovnatelny (p = 0,19/0,33). EAD MCS
i EAD Trima v porovnani s ERD vykazaly srovnatelny vzestup volného Hb a K*, EAD MCS vys§i vzestup annexinu
V vici ERD (p < 0,01). Zdvér: Erytrocyty z aferézy vykazaly vysoky standard objemu a obsahu Hb, erytrocyty neby-
ly aferézami poskozeny. Nejvyznamnéjsi vzestup markera bunécného poskozeni u erytrocytu z aferézy bez leuko-
deplece dokazuje, Ze pouzité technologie neovliviiuji stav erytrocyta v pripravcich na konci skladovani, klicovy vy-
znam pro vyvoj zmén v erytrocytech maji podminky skladovani, zejména kontaminace leukocyty.
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Summary
Prochazkova R., Andrys C., Krejsek J., Blaha M.: Apheresis red cell concentrates - evaluation of apopto-
sis markers in concentrates obtained from two devices

Background: Cells apoptosis is induced by the collection and storage of red blood cell concentrates. Aim of our study
was to evaluate red cells storage lesions in red blood cells concentrates collected by two separators with different tech-
nology of apheresis. Methods: We prepared 40 TU leukoreduced RBC (MCS RBC-WBC reduced) and 40 TU RBC (MCS
RBC) using separator Haemonetics MCS*. Using device Trima Accel we prepared 19 TU leukoreduced RBC (Trima
RBC) by combined RBC + PLT collections. RBC were compared using evaluation of plasma Hb, pH, LDH, annexin V le-
vels immediately after collection and at the end of expiration. The results between products from both devices and who-
le blood leukoreduced RBC (WB-RBC) were compared. Results: The highest increase in the levels of plasma Hb, K+,
LDH and annexin V was found in non-leukoreduced MCS RBC (plasma Hb: 47 + 10 to 216 + 65 mg/TU, v. Trima RBC
p <0.001, v. WB-RBC: p < 0.01; K+: 1.2 £ 0.3 to 55.2 + 9.1 mmol/L, p < 0.001; LDH: 2.44 + 0.5 to 18.8 + 4.39 pkat/L, p
< 0.001; annexin V: 5.7 £ 4.2 to 31.2 + 3.8 ng/mL, p < 0.001). MCS RBC - WBC reduced in comparison with Trima
RBC showed higher rise in the levels of plasma Hb and LDH (p < 0.001). The rise in the levels of K+ and annexin V we-
re comparable (p = 0.19/0.33) in these products. Leukoreduced RBC from both separators revealed comparable rise in
plasma Hb and K+ concentrations compared to WB-RBC. MCS RBC — WBC reduced showed higher increase of anne-
xin V in comparison with WB-RBC (p < 0.01). Conclusions: The quality of apheresis red blood concentrates was high,
blood cells were not damaged by apheresis. Based on the highest rise of all markers in nonleukoreduced apheresis RBC
it could be concluded that development of red blood cells storage lesions is not influenced by apheresis technology. Sig-
nificant factors are storage conditions and leukocyte content in apheresis products.
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Uvod

Erytrocytdrni koncentraty pro transfuzi lze ziskat mi-
mo zpracovani odbéri plné krve také aferetickymi tech-
nikami. Moderni krevni separdtory umoziuji soucasny
odbér dvou transfuznich jednotek (TU) erytrocytti (RBC)
¢i kombinaci odbéru erytrocyti s trombocyty a/nebo plaz-
mou pii jedné aferéze (1,2). Cilem pfipravy je ziskat pfi-

pravek vysoké jakosti, se standardnim obsahem hemog-
lobinu, s minimdlni kontaminaci leukocyty a se zacho-
vanou funkci prenaset kyslik (3). Pripravky jsou ziska-
vany ve findlni formé (4).

V soucasné dobé Ize odbéry erytrocytl provadét na né-
kolika typech krevnich separdtori (5). K antikoagulaci
jsou pouzivany roztoky ACD-A, CPD-50 a resuspenzni
roztok SAGM. Erytrocyty jsou obvykle ndsledné in-line
deleukotizovany.
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Erytrocyty, prestoZe jsou bezjaderné, podléhaji apo-
ptéze, procesu programované fizené bunécné smrti (6),
ke které dochdzi stdrnutim krevnich bunék b&hem skla-
dovani (7). Tento proces mize byt ovlivnén fadou fak-
torli béhem odbéru a zpracovani krve (8), napf. techni-
kou odbéru, sloZenim antikoagulaéniho roztoku, kontak-
tem s povrchem odbérového vaku ¢i setu, metodou zpra-
covani a obsahem leukocytti v produktu ¢i zptisobem le-
ukofiltrace (8, 9). Erytrocyty mohou byt ovlivnény os-
motickym Sokem pii kontaktu odebirané krve s hypero-
smoldrnim antikoagula¢nim roztokem (,,red cell collec-
tion injury*) (10). Proces je doprovéazen fadou morfolo-
gickych a metabolickych zmén (,,red cell storage lesi-
ons*), které limituji jejich skladovatelnost a dle nékte-
rych autor mohou asociovat se snizenim potransfuzni
»recovery in vivo® (11). Morfologické zmény jsou di-
sledkem zejména deplece adenosintrifosfatu (ATP)
v erytrocytu, ktery méni sviij diskoidni tvar v echinocyt
(12). Metabolické alterace erytrocytl se odrazi ve zmé-
nach pH, zvySeni LDH v supernatantu, v konsumpci glu-
kézy a produkei laktatu (13, 14). Dochazi k uvolnéni
TGF-8 a externalizaci phosphatidylserinu na povrch bu-
nécné membrany (9). Vyznamné klesa obsah 2,3—difos-
foglyceratu (2,3-DPG), coz miZe vést k redukci schop-
nosti uvolnit O, do mikrocirkulace (9, 15). Klesd i hod-
nota adenosintrifosfatu (ATP), tento pokles ale nem4 vliv
na poskozeni erytrocytti béhem skladovan{ ani na po-
transfuzni recovery (9, 11). Obsah 2,3-DPG a ATP v eryt-
rocytech se miZe po transfuzi obnovit (50-70 % za 1
den, pln€ za tyden) (9). Na enzymy regulujici koncent-
raci 2,3-DPG ma vliv i hodnota pH, kterd vyznamné
ovliviiuje jeho hladinu a tim i vazbu O, na Hb (8, 15).
Hodnota pH mtiZe byt ovlivnéna koncentraci citrdtu v an-
tikoagula¢nim roztoku (16). Nepfimy efekt zvySeni hla-
diny dal§ich medidtord, jako je intracelularni Ca2*, ve-
de k buné¢né dehydrataci, vzniku mikrovesikulaci a ztra-
t& intraceluldrntho K (11). K normalizaci intracelulér-
niho K* dojde béhem nékolika hodin po transfuzi.

Za moderni marker jakosti transfuznich pfipravki je
povazovan annexin V, globdlni marker apoptdzy (17, 18).
Jde o intraceluldrni glykoprotein, ktery je v bunkach fy-
ziologicky obsaZen v cytosolu a organeldch. Jeho zvySe-
nd plazmaticka hladina je v pfimé relaci se stupném bu-
n&¢ného poskozeni. P¥i soutasném stanoveni K* a volné-

Tab. 1. Vybérova kritéria pro darce krve.

v oz

ho hemoglobinu je vhodnym markerem buné¢ného po-
Skozen{ koncentratd erytrocyti (18, 19).

Stav krevnich bunék vyznamné ovliviiuje obsah leu-
kocytl v pripravku. SniZeni obsahu leukocyti ¢asnou
leukodepleci snizuje uvolnéni vétsiny na leukocyty va-
zanych cytokint a intracelularnich enzymi, které mohou
indukovat poskozeni erytrocyti béhem skladovéni a po-
transfuzni reakce (9, 20). Uvadi se, Ze odstranéni leuko-
cytl z ptipravki pred skladovanim by mohlo sniZit imu-
nosupresi zptsobenou transfuzi, nazory ale nejsou jedno-
tné (9).

Ne vSechny mechanismy, které vedou k poSkozeni
krevnich bunék, jsou plné objasnény a pochopeny. Jsou
v soucasné dobé predmétem intenzivniho studia.

Material a metodika

v s

Cilem prace bylo zhodnotit markery buné¢ného posko-
zen{ erytrocytl z aferézy ze dvou typd separatord s od-
lisnou technologif aferézy.

Prospektivni studie sledovala urené parametry erytro-
cytl z aferézy ze dvou typl separdtori s odlisnou techno-
logif aferézy a porovnavala je s odpovidajicimi paramet-
ry piipravki z plné krve. Projekt byl schvalen Etickymi
komisemi KN Liberec, FN a LF UK v Hradci Kralové.

Darci

Odbéry byly provedeny u 51 darci plazmy (48 muzd
a 3 Zeny), na zdkladé informovaného souhlasu a vstup-
nich kritérii uvedenych v tabulce 1. Pfed kazdym odbé-
rem byl darce vySetfen Iékarem.

Krevni separatory a odbérové protokoly

Odbéry byly provadény na separdtoru Haemonetics
MCS™ (Haemonetics Corp., Braintree, USA) (ddle MCS)
a na separdtoru Trima Accel (Gambro BCT, Inc. Lakewo-
od, USA) (dédle Trima).

Na separdtoru MCS™* byly provedeny odbéry 2 jedno-
tek erytrocytl (antikoagulaéni roztok CPD-50), které by-
ly kompensovédny kontinudlni infuzi 400 ml fyziologic-
kého roztoku (50). Erytrocyty z aferézy resuspendované
(EAR MCS) byly po odbéru (set LN 942, Haemonetics
Corp., Braintree, USA) resuspendovany ve 100 ml roz-

Parametry 2 TU RBC RBC + PLT

TBV (ml) = 5000 =4 300

Hmotnost (kg) >70 > 50

Hematokrit pied! po? >042 >0,30 muzi =040 >0,30
Zeny =038

Hemoglobin (g/l) pred! po? = 140 =110 muzi =135 > 110
Zeny =125

Trombocyty (x109/1) > 150 > 220

Casovy limit (min) - 75

Legenda: Thodnota pted aferézou; 2doporucend hodnota po aferéze. Upraveno dle Guide to the preparation, use and quality assurance of blood

components. 10th ed. Strasburg: Council of Europe Publishing, 2004.
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toku SAGM na jednotku. Erytrocyty z aferézy deleuko-
tizované (EAD MCS) byly po odbéru (set LN 948 F, Ha-
emonetics Corp., Braintree, USA) rovnéZ resuspendova-
ny ve 100 ml roztoku SAGM a nésledné deleukotizova-
ny integrovanymi filtry RC 2H PALL za 2 hodiny po od-
béru bez predchlazeni.

Na pfistroji Trima jsme provedli kombinované odbéry
deleukotizovanych erytrocytti (EAD Trima) a trombocy-
ti (TAD 300 Trima: 1,5 TU, tj. > 300 x 10° PLT/TU, set
Trima Accel LRS Platelet/Plasma/RBC set, Gambro BCT,
USA; antikoagulans ACD-A). Erytrocyty byly resuspen-
dovany ve 100 ml SAGM a deleukotizovany do 2 hodin
po odbéru integrovanym filtrem. Odbéry na separatoru
Trima probé&hly bez objemové ndhrady.

Jako kontrolni soubor byly pouZity erytrocyty resus-
pendované deleukotizované (ERD), ziskané odbérem 450
+ 10 ml pIné krve do vaki Leukotrap WB s integrovany-
mi filtry WBF3 PALL (Pall Medical, Velka Britanie) s an-
tikoagulaénim roztokem CPD v poméru 1 : 7. PIlnd krev
byla nésledné zpracovana Casnou deleukotizaci, centri-
fugaci na centrifuze JOUAN KR.22 (Jouan S.A., Francie)
(¢as 15 min. pri 5010 G, teplota 15 °C, akcelerace 7, brz-
da 2) a ndslednym oddélenim plazmy resuspenzi 100 ml
SAGM.

Odbéry vzorku

Pro laboratorni vysetieni byly vzorky odebirdny v den
0 a den 40, resp. 41. V den 0 bylo odebrano bezprostied-
né po piipravé 23 ml piipravku, centrifugovano 5 min. pri
3400 ot. na laboratorni centrifuze Jouan C 3.12 (Jouan
S.A., Francie). Supernatant byl rozplnén do alikvoti po
0,5 ml. Vysetfeni pH, laktatu, gluk6zy a LDH probéhlo
tyZ den do 4 hodin po odbéru vzorkl. Materidl pro vy-
Setfeni annexinu V byl zamraZen a skladovan pii -30 °C.
Pro vySetfeni marker( na konci exspirace bylo 23 ml kon-
centrdtu sterilné premisténo do skladovaciho vacku (JMS
Transfer bag, 150 ml, kat. ¢. 814-0132, Japan Medical
Supply, Pte Ltd, Singapore), ktery byl skladovén pfi tep-
loté 4 + 2 °C. Nésledné zpracovéni bylo identické jako
u vzorkl v den 0.

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

Laboratorni analyza

Obsah hemoglobinu a hematokrit erytrocytarnich kon-
centratli byly stanovovany na pfistroji Coulter T 890
a Coulter STKS (Beckman Coulter, Florida, USA). Pri-
tomnost leukocytl v deleukotizovanych pripravcich by-
la stanovena v Nageottové komtrce (lyzacni roztok Tiirck
firmy Merck). Biochemickd vysetien{ byla provedena na
Oddeéleni klinické biochemie KN Liberec: Volny hemog-
lobin: spektrofotometricky (spektrofotometr Shimadzu
UV-2101 PC), Hodnota LDH: metoda LDH-L optimized
(kat.c. 1876961, Roche Diagnostics, SRN), pH piimou
potenciometrii na radiometru ABL 625 GL, hladina ka-
lia neprimou potenciometrii (ISE indirect Na, K, CI, kat.
¢. 825441, Roche Diagnostics, SRN). Stanoveni hladiny
annexinu V bylo provedeno na Ustavu klinické imuno-
logie a alergologie FN v Hradci Kralové (kit IMUCLONE
Annexin ELISA Kit, kat. ¢. 650, American Diagnostica
Inc., Stamford, USA).

Hodnocené parametry erytrocytarnich koncentrata

Hodnotili jsme vyvoj uvedenych parametri béhem
skladovani u jednotlivych typt piipravki a mezi pfiprav-
ky navzdjem. Ke statistickému hodnoceni byl pouZit sta-
tisticky software Excel 4.0. Ke hodnoceni normality roz-
loZeni dat v souborech jsme pouzili D"Agostiniiv test.
Pro normalné rozloZena data byl pouzit Studentdv t-test,
F-test, parovy test a Pearsontiv korela¢n{ koeficient. Pro
soubory s nenormalné rozloZzenymi daty byly pouZity
Manniv-Whitneytiv test, Wilcoxtiv parovy test a Spear-
manuv korelaéni koeficient. Statistickd vyznamnost byla
posouzena na hladiné p < 0,05.

Vysledky

Charakteristiku souboru a zdkladn{ aferetické para-
metry uvadime v tabulce 2. Zdkladni parametry jakos-
ti erytrocytarnich koncentrati (objem, Hb, Ht a obsah
leukocytti v TU) a jejich vyvoj béhem skladovéani uva-
di tabulka 3.

Haemonetics MCS* Trima Accel
Dareci: EAD MCS EAR MCS EAD Trima
Celkovy pocet 20 20 19
Muzi 20 19 16
Zeny 0 0 3
Hmotnost (kg)* 84 £ 8 84 +9 84 + 12
Hemoglobin 152+ 8 156 + 6 151+ 9
Hematokrit 043 +0,02 0,46 +0,02 0,46 +0,02
Pripravky:
Cas aferézy (min) 40+ 3 40 + 4 51+6
Zpracovany objem krve (ml) 1113 + 58 1098 + 102 2627 + 320
Objem jednotky RBC (ml) 269 + 3 290 + 3 276 + 8
Antikoagulans (ml) 73+4 73+6 331 37

Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separatoru MCS, EAR MCS: erytrocyty
resuspendované ze separdtoru MCS, EAD Trima: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru Trima, RBC: erytrocyty, *data uvedena jako medidn

a rozptyl, ostatni jako primér SD.
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Tab. 3. Zakladni parametry jakosti erytrocytarnich koncentratt.

Objem Hemoglobin Hematokrit Leukocyty
ml /TU g/TU /TU x100/TU
den 0 den 40 P den 0 den 40 P
EAD MCS AV/SD 268 +3 53+2 54 +2 <0,001 0,57 +0,01 | 0,59 +0,02 <0,001 0,05 +0,08
n =40 range 260 - 274 50 - 56 51-57 0,55-0,60 | 0,55-0,64 0,00 - 0,32
medidn 269 53 54 0,57 0,59 0,01
EAD Trima AV/SD 276 £ 8 50 +2 51+2 <0,001 0,54 +0,01 | 0,56+0,02 <0,001 0,00 + 0,00
n=19 range 261 - 294 46 - 54 47 - 54 0,52-0,57 | 0,52-0,59 0,00 - 0,00
medidn 276 50 51 0,56 0,56 0,00
EAR MCS AV/SD 290 +3 59+2 59+ 1 0,01 0,60 +0,02 | 0,63 +0,02 <0,001 0,86 0,29 *
n =40 range 281 - 299 56 - 62 57 - 62 0,57 -0,64 0,58 -0,67 0,38 -1,45
medidn 290 59 59 0,60 0,63 0,84
ERD AV/SD 295 + 25 56+5 54+5 0,02 0,55+0,03 | 0,53+0,04 0,05 0,02 +0,04
n =20 range 252 - 327 47 -66 46 -63 0,52-0,60 | 045-0,59 0,00 -0,12
medidn 301 56 54 0,54 0,53 0,00

Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separatoru MCS, EAD Trima: erytrocyty deleukotizované ze separatoru Trima, EAR MCS:
erytrocyty resuspendované ze separitoru MCS, ERD: erytrocyty deleukotizované z plné krve, * x 109/TU, n: polet transfuznich jednotek.
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Graf 1. Vyvoj poskozeni erytrocyti béhem skladovani.
la: Volny hemoglobin; 1b: Kalium; 1c: LDH; 1d: Annexin V
Legenda: MCS: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru MCS, Trima: erytrocyty deleukotizované ze
separdtoru Trima, EAR: erytrocyty resuspendované ze separdtoru MCS, ERD: erytrocyty deleukotizo-
vané z plné krve.

EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS vykazaly v sou-
ladu s jinymi autory (1, 2) vysoky standard objemu a ob-
sahu Hb v TU v porovnéni s ERD. U vsech jednotek by-
lo docileno predikovaného obsahu Hb (> 40 g/TU).
Béhem skladovani nedoslo ke sniZzeni obsahu Hb ¢i hod-
not Ht v pfipravku. Obsah leukocytd u EAD MCS i EAD

Trima vyhovoval doporu¢enému
limitu (< 1 x 109/TU) u vSech jed-
notek. U EAR MCS 6 TU stano-
veny limit (< 1,2 x 10%TU) nespl-
nilo, 12 TU obsahovalo hrani¢ni
piimés leukocyti (> 1 x 10%/TU).

U vSech typl erytrocytdrnich
koncentrétt z aferézy i kontrolni-
ho souboru erytrocyti plné krve
doslo ke statisticky vyznamnému
vzestupu markerd membrano-
vého poskozeni buriky. Vysled-
ky stanoveni hodnot volného Hb,
pH, kalia, hladiny LDH a anne-
xinu V v den skladovéni O a 40
uvadi tabulka 4.

Predepsany stupen hemolyzy
(< 0,8 % erytrocytové masy na
konci skladovani) byl splnén
u vSech odebranych produktd.
Vzestup obsahu volného Hb byl
vyznamnéj$i u EAD i EAR ze se-
paratoru MCS v porovnani s ERD
z plné krve (EAD MCS: p=0,03,
EAR MCS: p =0,009) i s EAD
Trima (p < 0,001). Rozdil mezi
EAD Trima a ERD nebyl statis-
ticky vyznamny (p = 0,18) (graf
la). Nejvyznamnéjsi vzestup hla-
diny kalia jsme zaznamenali
u EAR MCS (proti EAD MCS: p
=0,007, proti EAD Trima a ERD:
<0,001), mezi ostatnimi ptiprav-

ky nebyly statisticky vyznamné rozdily (EAD Trima pro-
ti EAD MCS: p =0,19, EAD Trima proti ERD: p =0,10,
EAD MCS proti ERD: p = 0,98) (graf 1b). Korelaci hod-
not kalia se stupném hemolyzy jsme nepotvrdili (r: EAD
MCS: -0,1,ERD: 0,1, EAR MCS: 0,3, EAD Trima: -0,2).
Vyznamny pokles pH jsme zaznamenali u EAD Trima
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Volny hemoglobin - annexin V
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Graf 2. Zavislost vzestupu annexinu V na volném hemoglobinu a LDH.

Annexin V proti Hb

EAD MCS:r=0,8,p <0,001
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Annexin V proti LDH

ERD: r=0.8,p <0,001
EADMCS: r=04,p=0,08
EAD Trima: r=04,p=0,16
EARMCS: r=0,13,p=0,6

Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru MCS, EAD Trima: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru Trima, EAR MCS:
erytrocyty resuspendované ze separatoru MCS, ERD: erytrocyty deleukotizované resuspendované.

proti EAR (p < 0,001) a proti EAD MCS (p = 0,03).
U zadného typu erytrocytarniho pripravku pH nekleslo
pod hodnotu 6,5. Vzestup hodnot LDH béhem sklado-
vani byl nejvyssi u EAR MCS, vyssi u EAD MCS nez
u EAD Trima (vSe p < 0,001) (graf 1c). Hodnoty LDH ko-
relovaly se stupném hemolyzy u vSech typt erytrocytar-
nich koncentrati s vyjimkou EAD Trima (r: EAD MCS:
0,7, ERD: 0,9, EAR MCS: 0,5). Vzestup hodnot annexi-
nu V byl nejvyznamnéjsi u EAR MCS (p < 0,001).
U EAD Trima a EAD MCS byl vzestup annexinu V srov-
natelny (p = 0,33) (graf 1d). Pfi porovnani EAD Trima
s ERD z plné krve nebyl zjistén statisticky vyznamny roz-
dil (p =0,25),u EAD MCS byl vzestup vyssi (p = 0,009).
Hladiny annexinu V korelovaly se vzestupem volného Hb
u EAD MCS a ERD, s LDH pouze u ERD (graf 2).

Diskuse

Cilem studie bylo zhodnotit parametry jakosti, zejmé-
na markery buné¢ného poskozeni erytrocytt z aferézy ze
dvou typu separatort s odliSnou technologii aferézy.

Hodnotili jsme dva typy erytrocytl ziskané dvojitou
erytrocytaferézou ze separétoru Haemonetics MCS™ (afe-
réza probihd v cyklech): EAR MCS (erytrocyty resuspen-
dované) a EAD MCS (deleukotizované). Ze separdtoru
Trima Accel (kontinudlni aferéza) jsme hodnotili EAD
Trima (deleukotizované) ziskané kombinovanym odbé-
rem s trombocyty.

Pri hodnoceni zdkladnich parametrd jakosti (objem pfi-
pravku, obsah Hb, Ht, pfimés leukocyta) EAD MCS,
EAD Trima i EAR MCS vykdzaly v souladu s jinymi au-
tory (1, 2, 21, 22) vysoky standard objemu i obsahu Hb
v TU (tab. 3). VSechny deleukotizované EAD MCS
i EAD Trima vyhovély limitu na pfimés leukocytti v TU
(< 1,0 x 109TU) (3). Avsak u EAR MCS se primérna
kontaminace leukocyty pohybovala na hranici doporuce-
ného limitu (0,9 = 0,6 x 109/TU), 6 TU ze 40 pozadova-

ny obsah leukocyti (< 1,2 x 109/TU) nesplnilo. Nebyl tak
splnén jeden ze zdkladnich poZzadavkul na jakost piiprav-
ku. Pripravek jsme proto nezavedli do bézné praxe.

U hodnocenych soubori EAD MCS, EAD Trima
i EAR MCS i kontrolniho souboru ERD doslo ke statis-
ticky vyznamnému vzestupu markerti membranového po-
Skozeni butiky (tab. 4). Pfitomnost volného Hb v super-
natantu pripravku je povazovana za zndmku poskozeni
membrany erytrocytu (23).

Vzestup obsahu volného Hb byl vyssi u obou typi eryt-
rocytl ze separatoru MCS ve srovnani s ERD z plné kr-
ve (ERD proti EAD MCS: p = 0,03, ERD proti EAR
MCS: p=0,009) i s EAD Trima (p < 0,001), nejvyznam-
néjsi byl u EAR MCS bez leukodeplece (p <0,001) (graf
la). Pres uvedené rozdily byly hodnoty volného Hb
u vSech typu erytrocytarnich koncentrati hluboko pod po-
volenym limitem (< 0,8 % erytrocytové masy na konci
skladovani).

Pri porovnani vyvoje parametri poskozeni buriky u de-
leukotizovanych erytrocytd z aferézy vykdazaly EAD
MCS vici EAD Trima vyssi vzestup LDH (p < 0,001),
vzestupy hladin kalia (p = 0,19) a annexinu V (p = 0,33)
byly srovnatelné (graf 1b—d). U EAD MCS jsme proka-
zali korelaci hladiny volného Hb vicéi LDH (r=0,7) i an-
nexinu V (r = 0,8), u EAD Trima jen mirnou va¢i LDH
(r=04) vuci annexinu V nikoli (r = 0,22) (graf 2), prav-
dépodobné vzhledem k niz§im hodnotdm volného Hb na
konci skladovani u EAD Trima (p < 0,001). Zjisténi ko-
relace annexinu V s volnym Hb je shodné s teoretickymi
konstatovanimi z literatury (11, 18), pro korelaci s LDH
jsme nenalezli literarni reference. Jde o nas ptivodni na-
lez, ktery pravdépodobné souvisi s mirou poskozeni eryt-
rocytu a bude tieba jej ddle ovéfit.

Nejvyznamnéjsi vzestup kalia, LDH a annexinu V vi-
¢i vSem ostatnim typim erytrocytd byl zaznamendn
u EAR MCS (p < 0,001). Vzhledem k tomu, Ze EAR
MCS jsou pripraveny stejnou aferetickou technikou jako
EAD MCS (odlis$nost je jen v ndsledné filtraci erytrocy-
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Tab. 4. Vyvoj parametri membranového poskozeni erytrocytu.

EAD MCS EAD TRIMA EAR MCS ERD
n =20 n=19 n =20 n =20
Den 0 40 0 40 0 40 0 40
Volny Hb AV/SD 365 212 +97 26 + 18 120 + 33 47 £ 10 216 + 65 8+6 124 + 67
mg/TU range 29 -47 80 - 556 11- 86 82 -229 27 - 61 129 -354 3-28
medidn 35 198 21 120 50 196 6 103
pH AV/SD | 749 +0,14 6,7 +0,08 73 +0,06 6,6 +0,05 75+0,07 6,7 +0,06 7,5+0,10 6,7 +0,10
range 7,16 -7,65 6,59 -6,93 723 -742 6,53 -6,73 745-7,73 6,65 -6,87 7,37 -7,78 6,62 - 6,94
medidn 7,54 6,72 7,33 6,66 7,53 6,74 7,46 6,76
K+ AV/SD 1.8+0,7 44 4+ 16,6 1,7+04 40,7+79 12+03 552+9,1 09+0.2 45,0+ 10,3
mmol/L range 1,0-3,1 18,0 -71.8 1,2-2,6-3 21,5-50,1 09-25 35,5-690 0,6-1,6 250-59,6
medidn 19 494 1,6 41,2 12 56,8 09 475
Annexin V AV/SD 2,1+13 45+2]7 34+18 55+32 57+42 312+38 03+0,5 1510
ng/mL range 0,7-4,7 19-113 09-82 2,1-143 1,8-20,8 26,1 -424 0,1-2,1 06-4,7
medidn 14 3.5 29 4,6 48 304 0,2 1,1
LDH AV/SD | 1,82+046 6,52+ 1,79 1,84+ 0,81 3,60+ 0,87 244+ 0,58 18,8+ 4,39 0,7+0,21 35+1,73
ukat/L range 0,26 -2,86 397 - 9,64 1,18 -4,52 1,59 -5,10 1,77 - 424 11,7-26,5 0,36 - 1,23 1,73 -4,98
medidn 18 6,21 1,6 3,79 2,32 17,6 0,69 3,10

Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru MCS, EAD Trima: erytrocyty deleukotizované ze separatoru Trima, EAR MCS:

erytrocyty resuspendované ze separdtoru MCS, ERD: erytrocyty deleukotizované. Pro vSechny rozdily mezi dnem 0 a 40: p < 0,001.

t) Ize predpoklddat, Ze typ technologie pfipravy koncent-
ratu jako takovy patrné nemd takovy vliv na poSkozeni
erytrocytu béhem skladovani, jako kontaminace pfiprav-
ku leukocyty (24). Bylo prokédzano, Ze ptitomnost leuko-
cytl v piipravku miZe indukovat poSkozeni krevnich bu-
nék (9). Toto tvrzeni 1ze doloZit i dalSimi zdroji, které kon-
statuji, Ze kombinace mechanického traumatu a pfitom-
nosti leukocyti v pfipravku zvysuje hladinu volného Hb
a kalia (18), a Ze leukodeplece snizuje stupen hemolyzy
v pfipravku na konci exspirace (25). Tento predpoklad
muze dolozit i nejvyznamnéjsi zvySeni hladin annexinu
V u EAR MCS v porovndni s ostatnimi typy erytrocytdr-
nich koncentrata (graf 1d).

U kontrolniho souboru ERD z pIné krve doSlo béhem
skladovani k méné vyznamnym ¢i srovnatelnym zménam
nez u EAD MCS a EAD Trima (kalium: proti EAD Tri-
ma: p = 0,10, proti EAD MCS: p =0, 98, volny Hb: pro-
ti EAD Trima: p = 0,18, proti EAD MCS: p = 0,03, an-
nexin V: proti EAD Trima: p = 0,25, proti EAD MCS:
p = 0,009). Nase vysledky pfi hodnoceni volného Hb
u EAD Trima a ERD jsou v souladu s praci Elfatha a spol.,
2000 (4).

Dale jsme u EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS za-
znamenali pokles pH.

Vyznamny je poznatek, Ze u Zadného typu piipravku
pH nekleslo pod hodnotu 6,5, stejné€ jako zjistili Moog
a spol., 2001 (1). Hodnota pH ma vliv na enzymy regu-
Iujici koncentraci 2,3-DPG. Tim vyznamné ovliviiuje je-
ho hladinu a nésledné vazbu kysliku k Hb (8, 26). Hod-
nota pH muiiZe viak byt ovlivnéna mimo proces apoptzy
i koncentraci citrdtu v antikoagula¢nim roztoku (16).

Neékteré literarni zdroje konstatuji, Ze jakost erytrocyti
z aferézy pii hodnoceni markerti bunééného poskozeni je
vyssi neZli u ptipravki z pIné krve (1, 8, 16). Tyto prace
vychdzeji z téze, Ze afereticka technika je vi¢i manudlnim
odbériim plné krve Setrnéjsi diky postupnému piiddvan{
antikoagulans v niz$i koncentraci ve srovndni s jednora-

zovym ,,Sokovym* kontaktem s antikoagulans pfi odbéru
plné krve. Je pravdépodobné, Ze afereticka technika takto
muiZe minimalizovat tzv. RBC collection injury pfi odbé-
ru (10, 13, 16). Dle naseho ndzoru je vSak pri formulaci
zavéru tieba zvazit komplexni vliv celé fady faktort pa-
sobicich na erytrocyt béhem pripravy a skladovéani. Vyz-
namny je rozdil mezi manudlnim zpracovanim plné krve,
kdy po odsati plazmy zustavaji erytrocyty v pivodnim va-
ku, na rozdil od automatického zpracovani systémem ,,top
and bottom“, kdy erytrocyty jsou vytlacovany pod tlakem
do sekundarniho vaku a mohou byt pfi této manipulaci me-
chanicky poskozeny. Zasadni vliv na stav erytrocytu ma
také zpusob filtrace produktu, typ pouzitého filtru, jeji tr-
vani Ci teplota, pri které je provadéna (14, 19, 27). Bez vy-
znamu nejsou pravdépodobné ani velké rozptyly namére-
nych hodnot v ndmi hodnocenych i literarnich souborech
dané tim, Ze hodnocené parametry mohou byt ovlivnény
pfirozenym stafim erytrocytd pii odbéru (28). Porovnan{
s literaturou je velmi obtizné, stanoveni a hodnoceni an-
nexinu V pro porovnani nasich vysledkd v tomto rozsahu
nebylo zatim publikovéano.

Uzavirame proto, Ze pro dal$i vyvoj stavu erytrocytd
v pripravku z MKO ma technologie jejich pripravy obé-
ma separatory minimdln{ vliv. Rozhodujici vliv maji skla-
dovaci podminky, mimo obsahu leukocytl v piipravku
i sloZzeni a hodnota pH skladovaciho roztoku (26, 29)
a pravdépodobné i dalsi faktory.

Otazkou je klinicky vyznam popsanych zmén erytro-
cytu. Aktudlné je diskutovan zejména vliv pH na obsah
2,3-DPG v koncentratu erytrocyti s naslednymi zména-
mi v uvoliovani O, z Hb (26, 30) a ndsledny vyznam
v akutni péci, zejména v souvislosti s aplikaci erytrocy-
tarnich koncentrata v druhé poloviné exspirace (31). Vz-
hledem k tomu, Ze fada autorl se zabyvd vlivem pusobe-
ni apoptotickych bun€k v organismu (6), tedy i apoptotic-
kych bunék dodanych transfuzi, nelze klinicky vyznam
téchto zmén vyloucit (32).
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