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Streszczenie

Wstep: Koncentraty krwinek plytkowych (KKP) mozna otrzymac metodami konwencjonalny-
mi poprzez preparatyke pobranej krwi petnej lub metodami aferezy. Proces zlewania kozusz-
kow leukocytarno-plytkowych metodq manualng jest czasochlonny, wymaga roznego rodzaju
specjalistycznego sprzetu oraz wysokich kwalifikacyi personelu. Alternatywq jest automatyczne
zlewanie kozuszkow leukocytarno-plytkowych, umozliwiajgce uproszczenie preparatyki i eli-
minacje bledow popelnianych przez operatora.

Celem pracy byla ocena parametrow jakosciowych i ilosciowych zlewanego KKP otrzymanego
z kozuszkow leukocytarno-plytkowych przy zastosowaniu automatycznego systemu OrbiSac
(Caridian).

Material i metody: Kozuszki leukocytarno-plytkowe poddawano preparatyce za pomocq
systemu OrbiSac, uzyskujqc zlewany ubogoleukocytarny KKP. Jakos¢ KKP badano bezposred-
nio po otrzymaniu i podczas 5-dniowego okresu przechowywania, oceniajgc liczbe krwinek
plytkowych, liczbe leukocytow, ekspresje antygenow CD42b i CD62, odpowiedz na szok hipoto-
niczny (HSR) i wartos¢ pH.

Wyniki: Otrzymano lgcznie 10 zlewanych ubogoleukocytarnych KKP o sredniej objetosci 315 ml
1 zawartosci krwinek plytkowych zgodnej z wymaganiami. OdpowiedzZ na szok hipotoniczny
(HSR) wykazywala wysokq wartosc podczas calego okvesu przechowywania. Ekspresja antyge-
nu CD42b byla wysoka, a w trakcie przechowywania nieznacznie malala. Ekspresja antygenu
CD62 w trakcie przechowywania ulegata najpierw obnizeniu (w trzecim dniu), a nastepnie
ponownemu wzrostowi (w pigtym dniu). Wartosci pH roztworow utrzymywaly sie na odpo-
wiednim poziomie przez caly okres przechowywania.

Whioski: System OrbiSac umozliwia uzyskiwanie z kozuszkow leukocytarno-plytkowych zle-
wanych KKP o wysokiej jakosci 1 parametrach zgodnych z zalozeniami. Niewqgtpliwg zaletq
metody automatycznej jest mozliwosc jej standaryzacji oraz eliminacja bledow spowodowa-
nych czynnikiem ludzkim.
Stowa kluczowe: koncentrat krwinek ptytkowych, aktywacja krwinek ptytkowych, liczba
krwinek ptytkowych, usuwanie leukocytow
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Summary

Background: Platelet Concentrates (PCs) may be obtained by conventional methods from
whole blood or by apheresis. Buffy-coat pooling from whole blood by manual method is time
consuming and requives a variety of special equipment and qualified staff. An alternative is
automatic buffy coat pooling which simplifies the procedure and helps to eliminate human errors.

The aim of our study was to evaluate the qualitative and quantitative parameters of pooled, leukore-
duced PCs obtained from buffy coats with the OrbiSac (Caridian) automatic pooling system.

Material and methods: Buffy coats were prepared in the OrbiSac system to obtain pooled
leukoreduced PCs, the quality of which was immediately evaluated and then assessed during
5 days of storage. The following parameters were monitored: platelet count, leukocyte count,
CD42b and CD62 antigen expression, hypotonic shock response and pH.

Results: We obtained ten leukoreduced PCs (mean volume 315 ml) with platelet count as
requived. During storage, the PC hypotonic shock response was high as was the CD42b antigen
expression with a slight decreasing tendency; CD62 antigen expression first indicated decrease
(storage day 3) then increase (storage day 5). Throughout the storage period the pH level was as
required.

Conclusions: Leukoreduced PCs obtained from buffy coats with the OrbiSac (Caridian)
system are high quality with parameters consistent with required values. Undisputable advan-
tages of this automatic method s the elimination of human errors and method standardization.

Key words: platelet concentrates, platelet activation, platelet count, leukocyte reducing

procedure

Wstep

Krew i jej sktadniki sa od wielu lat stosowane
jako $rodki lecznicze, przy czym podstawowgq zasada
wspolczesnej transfuzjologii jest przetaczanie skiad-
nikow krwi dobranych zgodnie z indywidualnym
zapotrzebowaniem chorego. Koncentraty krwinek
plytkowych (KKP) stosuje sie w celu zmniejszenia
lub zapobiegania krwawieniom u chorych z mato-
plytkowoS$cia, wynikajaca giownie z niedostatecz-
nej produkcji krwinek ptytkowych w szpiku, niekie-
dy takze w przypadkach zaburzen w funkcjonowa-
niu krwinek plytkowych. Wykorzystywane w tym
celu krwinki plytkowe uzyskuje sie przez prepara-
tyke pobranej krwi pelnej (metody konwencjonal-
ne) lub za pomoca separatora komoérkowego (auto-
matycznej aferezy) [1]. Metody aferezy zyskaty na
przestrzeni ostatnich dziesiecioleci duze znaczenie,
miedzy innymi ze wzgledu na mozliwo$¢ pobrania
od jednego dawcy kilku réznych sktadnikow krwi
w czasie jednej donacji [2, 3]. Metody te s3 jednak
kosztowne, nierzadko czasochtonne, ponadto wy-
magaja specjalnego doboru dawcow (m.in. ze wzgle-
du na konieczno$¢ odpowiedniego dostepu do zyl,
najlepiej umozliwiajacego podwojne wklucie).
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Ze wzgledu na wieksza dostepno§é krwi pel-
nej pobranej od dawcow metodami tradycyjnymi
1 nizszy koszt jej preparatyki, mozna wykorzystaé,
w celu produkcji KKP, otrzymany manualnie z krwi
pelnej kozuszek leukocytarno-ptytkowy. W wyni-
ku potaczenia 4-8 jednostek kozuszka leukocytar-
no-plytkowego o objeto$ci 50-60 ml mozna otrzy-
mac lecznicza dawke KKP. Proces zlewania, a na-
stepnie dalsza preparatyke standardowo wykonuje
sie metoda manualng. Procedura ta jest jednak cza-
sochlonna, wymaga specjalistycznego wyposazenia
oraz wysokich kwalifikacji personelu.

Alternatywa dla metod manualnych jest stoso-
wanie automatycznych systemow stuzacych do zle-
wania kozuszkow leukocytarno-plytkowych (sys-
tem OrbiSac — Caridian d. Gambro, ryc. 1) [4-8].
Zasada dzialania systemu OrbiSac polega na auto-
matycznym laczeniu do 6 jednostek kozuszkow leu-
kocytarno-plytkowych oraz jednej jednostki osocza
lub roztworu wzbogacajacego, a nastepnie odwiro-
waniu preparatu w celu uzyskania KKP. W tym celu
stosuje sie fabryczny zestaw wyposazony w filtr
antyleukocytarny 1 2 pojemniki. Jeden z nich jest
zakonczony drenami umozliwiajacymi sterylne
przylaczenie pojemnikow z kozuszkami leukocytar-
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Rycina 1. OrbiSac — automatyczne urzadzenie do otrzy-
mywania zlewanych koncentratéw krwinek ptytkowych
Figure 1. OrbiSac system designed for automated pre-
paration of platelet concentrates

no-plytkowymi i osoczem. Drugi pojemnik stuzy do
przechowywania KKP uzyskanego po uprzednim
wirowaniu i filtrowaniu.

Zastosowanie systemu OrbiSac eliminuje 5 eta-
pow preparatyki wykonywanych standardowo przez
personel publicznej stuzby krwi, czyli:

— zlewanie i przemywanie kozuszkow leukocy-
tarno-ptytkowych;

— wirowanie;

— rozdzielanie odwirowanego preparatu za po-
moca prasy ekstrakcyjnej;

— redukcje zawartoSci leukocytow;

— zgrzewanie drenow.

Wszystkie te etapy wykonywane sg automa-
tycznie przez OrbiSac (ryc. 2).

Stosowanie metod automatycznych eliminuje
problemy wynikajace z bledow popelnionych w cza-
sie preparatyki metoda manualna. Dodatkowg zaletg
jest eliminacja leukocytow 1 mozliwo§¢ standardo-
wego wytwarzania ubogoleukocytarnych KKP,
a przez to miedzy innymi zmniejszenia ryzyka allo-
immunizacji biorcy antygenami HLA (human leu-
kocyte antigens), przeniesienia zakazenia bakteryj-
nego, a takze innych czynnikow zakaznych (w tym
wirusa cytomegalii) [9].
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy oszczedno$¢ czasu dzieki zastosowaniu systemu OrbiSac

Figure 2. Saving time with OrbiSac system

www.jtm.viamedica.pl 51



Journal of Transfusion Medicine 2010, tom 3, nr 2

Tabela 1. Zmiany zachodzace podczas przechowywania w koncentratach krwinek ptytkowych (KKP) uzyska-
nych przy zastosowaniu systemu do automatycznego zlewania kozuszkéw leukocytarno-ptytkowych OrbiSac

Table 1. Changes in Platelet count, CD42b and CD62 antigen expression, hypotonic shock response and pH
during 5 day storage of PCs from buffy-coats obtained with OrbiSac automatic system

Dzien 1. Dzien 3. Dzien 5.
Liczba krwinek ptytkowych x 10%ul 1,05 = 0,11 1,02 +0,14 1,00 = 0,10
pH 7.30 = 0,07 7,45 = 0,20 7,36 =0,12
HSR (%) 87,4 3,8 83,2 £ 6,1 82,5 4,7
Ekspresja CD42b (%) 93,6 24 88,1 = 4,6 85,8 =3,5
Ekspresja CD62 (%) 1,25 = 0,51 0,68 + 0,22 1,04 = 0,32

HSR (hypotonic shock response) — odpowiedz na szok hipotoniczny

Celem niniejszej pracy byla ocena parametrow
jakoSciowych 1iloSciowych zlewanego KKP otrzyma-
nego z kozuszkow leukocytarno-plytkowych przy
zastosowaniu automatycznego systemu OrbiSac.

Material i metody

Krew peing pobierang od dawcow poddawano
preparatyce w standardowych warunkach [10],
otrzymujac KKCz, osocze oraz kozuszek leukocy-
tarno-ptytkowy. Pojemniki zawierajace po okolo
60 ml kozuszka leukocytarno-ptytkowego pozosta-
wiono w spoczynku w temperaturze pokojowej na
okotlo 18 godzin. Do dalszej preparatyki dobierano
po 4 zgodne w grupie ABO kozuszki leukocytarno-
plytkowe ijedna jednostke uzyskanego w pierwszym
etapie preparatyki zgodnego grupowo osocza ubogo-
komorkowego. Dalsza preparatyka odbywata sie przy
uzyciu systemu OrbiSac, automatycznie taczacego
wszystkie kozuszki 1 osocze, a nastepnie poddajace-
go je wirowaniu i filtracji, w wyniku czego otrzymy-
wano gotowy zlewany ubogoleukocytarny KKP.

W uzyskanych w wyzej opisany sposob koncen-
tratach krwinek ptytkowych oznaczano:

— liczbe krwinek plytkowych przy uzyciu anali-
zatora hematologicznego K-4500 (Sysmex);

— liczbe leukocytow manualnie w komorze Na-
geotte’a;

— ekspresje antygenow CD42b 1 CD62 za pomoca
cytofluorymetru przeptywowego Ortho Cyto-
ron Absolute (Ortho) i przeciwcial monoklonal-
nych CD42BFITC 1 CD62PFITC (Beckman
Coulter);

— odpowiedz na szok hipotoniczny (HSR, hypoto-
nic shock response) za pomocg spektrofotome-
tru Lambda 12 (Perkin Elmer; Stany Zjedno-
czone);

— pH za pomoca pehametru HI 9020 (Hanna In-
struments).

Wszystkie badania, z wyjatkiem liczby leuko-
cytow, wykonywano w ciggu calego standardowe-
go okresu przechowywania preparatow, okreslone-
go wytycznymi obowiazujacymi w krwiodawstwie,
to znaczy przez 5 dni [10].

Wyniki

W trakcie naszych badan poddano preparatyce
krew pelng pobrang od 40 dawcow, otrzymujac
10 zlewanych KKP o $redniej objeto$ci 315 ml (290-
-332 ml), ktére nastepnie poddano wymienionym
badaniom. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli
1 oraz na rycinach 3-6.

Liczba krwinek ptytkowych

Wszystkie KKP zawieraly liczbe krwinek plyt-
kowych zgodng z wcze$niej okre§lonymi wymagania-
mi, czyli powyzej 3 x 10" krwinek/preparat. Liczba
krwinek ptytkowych w przeliczeniu na 1 mikrolitr
wynosita, bezpo$rednio po wykonaniu preparatyki,
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Rycina 3. Wptyw przechowywania KKP uzyskanych przy
uzyciu automatycznego systemu OrbiSac na odpowiedz
na szok hipotoniczny (HSR)

Figure 3. Hypotonic shock response during 5 day stora-
ge of PCs obtained with OrbiSac automatic system

52 www.jtm.viamedica.pl



Jolanta Antoniewicz-Papis 1 wsp., Zlewane KKP — metoda automatyczna

—
N (o2} o o
o o o o

CD42b (%)

N
o

o

1. dzien 3. dzien 5. dzien

Rycina 4. Wptyw przechowywania KKP uzyskanych przy
uzyciu automatycznego systemu OrbiSac na ekspresje
antygenu CD42b

Figure 4. CD42b antigen expression during 5 day stora-
ge of PCs obtained with OrbiSac automatic system
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Rycina 5. Wptyw przechowywania KKP uzyskanych przy
uzyciu automatycznego systemu OrbiSac na ekspresje
antygenu CD62

Figure 5. CD62 antigen expression during 5 day stora-
ge of PCs obtained with OrbiSac automatic system
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Rycina 6. Wptyw przechowywania KKP uzyskanych przy
uzyciu automatycznego systemu OrbiSac na pH

Figure 6. Effect of 5 day storage on pH value of PCs
obtained with OrbiSac automatic system

we wszystkich koncentratach $rednio 1,05 X 10°,
co pozwalalo na zachowanie jednakowych warun-
kow przechowywania, zgodnych z zaleceniami do-
tyczacymi pojemnikéw do przechowywania KKP
[10]. Jest to zawartoS¢ odpowiednia dla zapewnie-
nia rownowagi gazowej uwarunkowanej zachodza-
cymi w krwinkach ptytkowych przemianami meta-
bolicznymi podczas calego okresu przechowywania.
Liczbe krwinek ptytkowych w KKP w kolejnych
dniach przechowywania przedstawiono w tabeli 1.

Liczba leukocytow

Wszystkie uzyskane KKP byty ubogoleukocy-
tarne, to znaczy zawieraly ponizej 1 x 10° leukocy-
tow/preparat.

Odpowiedz na szok hipotoniczny

Odpowiedz na szok hipotoniczny wykazywala
wysoka wartoS$¢ podczas calego okresu przechowy-
wania KKP (ryc. 3).

Ekspresja antygenow CD42b i CD62

Uzyskane koncentraty krwinek plytkowych
wykazywaly wysoka ekspresje antygenu CD42b, co
Swiadczy o prawidiowej strukturze btony komorko-
wej (ryc. 4). W trakcie przechowywania ekspresja
ta nieznacznie malala, co wskazywalo na niewielka
aktywacje. Rowniez ekspresja antygenu CD62
w pierwszym dniu przechowywania wskazywata na
niewielka aktywacje krwinek pilytkowych, w trak-
cie przechowywania ulegala jednak najpierw obni-
zeniu (W trzecim dniu), a nastepnie ponownemu
wzrostowi (w pigtym dniu) (ryc. 5). Moze to wska-
zywac na odwracalng aktywacje krwinek plytko-
wych, wystepujaca w trakcie preparatyki w syste-
mie OrbiSac.

Wartosci pH

Wartosci pH roztwordéw utrzymywaly sie na
odpowiednim poziomie przez caly okres przecho-
wywania, wykazujac nieznaczny wzrost w jego trze-
cim dniu, a nastepnie spadek w pigtym, przyjmujac
warto§ci wymagane w koncowym okresie przecho-
wywania przez wytyczne obowiagzujace w krwiodaw-
stwie, to znaczy 6,4-7,4 (ryc. 6).

Zmiany zachodzace podczas przechowywania
w koncentratach krwinek ptytkowych (KKP) pobra-
nych przy zastosowaniu systemu do automatyczne-
go zlewania kozuszkow leukocytarno-ptytkowych
OrbiSac przedstawiono sumarycznie w tabeli 1.
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Dyskusja

Staly wzrost wymogow zwigzanych z jakoScia,
bezpieczenstwem oraz efektywnoscig preparatyki
krwi 1jej sktadnikow stosowanych w krwiolecznic-
twie sprzyja szerszemu wdrazaniu zautomatyzowa-
nych metod. Techniki manualne, stosowane od lat
w celu uzyskiwania KKP z kozuszkow leukocytar-
no-plytkowych, wymagaja duzego nakladu pracy
1 czasu, ponadto s3 trudne do standaryzacji 1 zwig-
zane ze znaczacym ryzykiem popeinienia btedu
przez operatora. Automatyzacja preparatyki otrzy-
mywania KKP ze zlewanych kozuszkow leukocy-
tarno-plytkowych ma na celu otrzymywanie produk-
tow o wysokiej jakoSci 1 zblizonych wartoSciach ta-
kich parametrow iloSciowych, jak liczba krwinek
plytkowych i objeto$¢ koncentratu [4, 5]. Zdaniem
wielu autorow uzyskane w ten sposob KKP charak-
teryzuja sie dobra jako$cia nie tylko bezposrednio
po pobraniu, ale takze podczas calego okresu prze-
chowywania [4, 5, 11, 12]

Przedstawione w niniejszym opracowaniu wy-
niki pozwalaja potwierdzié, ze system OrbiSac
umozliwia uzyskiwanie z kozuszkoéw leukocytarno-
-plytkowych zlewanych KKP o wysokiej jakoSci.
Wszystkie oceniane parametry §wiadcza o tym, ze
automatyczna technika preparatyki za pomoca sys-
temu OrbiSac jest porownywalna pod wzgledem
jakosci 1 efektywnoSci ze standardowg metodg ma-
nualna [4, 5, 12]. Niewatpliwg zaleta metody auto-
matycznej jest natomiast mozliwo$¢ jej standaryza-
¢ji, a takze eliminacja ewentualnych btedow spowo-
dowanych czynnikiem ludzkim, czyli wzrost
bezpieczenstwa uzyskiwanych w ten sposob kon-
centratow krwinek ptytkowych.

10.

11.

12.

PiSmiennictwo

Letowska M., Sablinski J., Sharf R., Seyfried H. (red. nauk. wyd.
pol.): Leczenie krwig. Zasady postepowania klinicznego. Sekcja
Transfuzjologiczna PTHIT, Warszawa, 2001.

Menichella G., Serafini R., Ciarli M. i wsp. A new blood donation
strategy: automated blood collection (ABC). Int. J. Artif. Organs.
2001; 24: 173-177.

Rock G., Moltzan C., Alharbi A. i wsp. Automated collection
of blood components: their storage and transfusion. Transfus.
Med. 2003; 13: 219-225.

Janetzko K., Kluter H., van Waeg G. Fully automated processing
of buffy-coat-derived pooled platelet concentrates. Transfusion
2004; 44: 1052-1058.

Larsson S., Sandgren P., Sjodin A. Automated preparation
of platelet concentrates froom pooled buffy coats: iz vitro stud-
ies and experiences with the OrbiSac system, Transfusion 2005:
45: 743-751.

Saekmose S., Homburg K., Albjerg L. Evaluating production
of platelet concentrates using the OrbiSac centrifuge.Vox San-
guinis 2004; 87: S93-S145.

Santos M., Ferreira A.R., Sousa G. Automated processing of
platelet concentrates using OrbiSac system. Vox Sanguinis 2006;
91 (supl. 3.): P724.

Curvers J., Heermans J. Responsiveness of pooled platelets pro-
duced by the OrbiSac BC System and stored in different media
centrifuge. Vox Sanguinis 2004; 87: S93-S145.

Laupacis A., Brown ]., Costello B. i wsp. Prevention of post-
transfusion CMV in the era of universal WBC reduction: a con-
sensus statement. Transfusion 2001; 41: 560-569.

Letowska M. (red.). Medyczne zasady pobierania krwi, oddzie-
lania jej sktadnikow i wydawania, obowiazujace w jednostkach
organizacyjnych publiczne;j stuzby krwi. Warszawa 2009; (supl. 3).
Scott Murphy: Platelets from pooled buffy coats: an update,
Transfusion 2005; 45: 634-639.

Vetlesen A., Mirlashari M.R., Ezligini F., Kjeldsen-Kragh J. Eval-
uation of platelet activation and cytokine release during storage
of platelet concentrates processed from buffy coats either manu-
ally or by the automated OrbiSac system. Transfusion 2007; 47:
126-132.

54 www.jtm.viamedica.pl



