proLékare.cz | 25.6

SOUHRNNE PRACE
PUVODNI PRACE + KAZUISTIKY

Kryokonzervované trombocyty
v klinické praxi: srovnavaci studie
s nativnimi trombocyty

Bohonék M.', Kutac D.', Landova L.', Kofdnova M.}, Sladkova E.!, Staskova E.', Voldfich M.2, Tyll T.?

'0ddéleni hematologie a krevni transfuze, Ustfedni vojenska nemocnice - Vojenska fakultni nemocnice Praha
’Klinika anestesiologie, resuscitace a intenzivni mediciny 1. LF UK a UVN, Ustredni vojenskd nemocnice -

Vojenska fakultni nemocnice Praha
Transfuze Hematol. dnes, 22, 2016, No. 4, p. 268-278

SOUHRN

Bézné trombocytoveé pfipravky skladované pri teploté 20-24 °C jsou zatizeny nevyhodou kratké doby pouzitelnosti, ktera
vylucuje tvorbu vétsich zdsob a ztéZuje logistiku spojenou s jejich piipravou, distribuci a pouzitim. Dostupnost trombocyt{
k v¢asné aplikaci moderniho masivniho transfuzniho protokolu béhem prvni ,zlaté hodiny” po vzniku krvaceni je ¢asto
problematicka a vétsina nemocnic si je nemtze dovolit mit kvali kratké exspiraci a vysoké cené trvale na skladé. Vhodnou
alternativou jsou kryokonzervované trombocyty, které se s Uspéchem pouzivaiji ve vojenském zdravotnictvi a v Ustfedni
vojenské nemocnici - Vojenskeé fakultni nemocnici Praha, byly do bézné klinické praxe zavedeny v zafi 2014. V obdobi zafi
2014 a7 z&fi 2016 bylo v UVN podano celkem 265 terapeutickych ddvek (T.D.) trombocytd 90 pacientdim se zavaznym
krvacenim, z toho 160 T.D. trombocytl z aferézy deleukotizovanych kryokonzervovanych (TADK) 57 pacientdm. Byla
provedena srovnavaci studie s ¢erstvymi nativnimi trombocyty z aferézy deleukotizovanymi (TAD), do které bylo zara-
zeno 25 pacientl, transfundovanych TADK (celkem 81 T.D.), kontrolni skupinu pak tvorilo 19 pacientd transfundovanych
TAD (61 T.D.). Jako Cerstvé i pro zmrazeni byly pouzity trombocyty z aferézy, deleukotizované, o obsahu trombocytl
> 280 x 10%/T.D. Mrazeni trombocytd se provadi pfi -80 °C v 6% koncentraci dimethylsulfoxidu (DMSO) a po odstranéni
supernatantu, doba pouzitelnosti pfi stejné teploté skladovani je 2 roky. Pfed pouzitim se rozmrazené trombocyty skupiny
O rekonstituuji v rozmrazené plazmeé skupiny AB. Pro Ucely studie jsme u transfundovanych pacientt hodnotili tato kritéria:
1. laboratorni hodnoty (pred transfuzi a po ni) - krevni obraz, aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as, protrombinovy
¢as a hladinu fibrinogenu; 2. vitaini funkce (pred transfuzi a po ni) - télesna teplota, tepova frekvence a stredni arteridini
tlak; 3. mnozstvi podanych trombocytl, erytrocytd, plazmy, fibrinogenu a tranexamové kyseliny (TXA); 4. klinicka da-
ta - primérna procentudlini $ance preziti pacienta po podani trombocytl a vyskyt nezadoucich Ucinkd. U podavanych
trombocytovych pripravkd byla hodnocena jejich koagulaéni aktivita mérenad trombelastograficky. TADK jsou ve srovnani
s nativnimi trombocyty ¢aste¢né aktivované, s patrnou vyssi prokoagulaéni aktivitou pfi redukované maximalni pevnosti
koagula. Laboratorni data obou skupin pacient( nevykazuji signifikantni rozdily, vyjma poctu trombocytd, které jsou vyssi
po transfuzi cerstvych trombocytd. Srovnatelné jsou i vysledky klinickych pozorovani a spotfeba transfuznich pripravkd,
fibrinogenu a TXA. Kryokonzervované trombocyty jsou vhodnym pripravkem nikoli pouze pro vojenské, ale téz pro civilni
pouziti, zejména pro reseni akutnich stavl spojenych s masivnim krvacenim. Rozmrazeni a rekonstituce je jednoduchy
proces, ktery trvd maximalné 30 minut. Kryokonzervace trombocytl mize nalézt uplatnéni i u dal$ich aplikaci (pfiprava
autolognich trombocytl pro transfuzni i netransfuzni pouziti, priprava vzacnych ¢i HLA kompatibilnich trombocytd apod.).
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SUMMARY

Bohonék M., Kutac D., Landova L., Kofanova M., Sladkova E., Staskova E., Voldfich M., Tyll T.

Frozen platelets in clinical praxis: comparative study of native platelets

Platelets stored at 20-24 °C have a short shelf life. This complicates the logistics of production, distribution and
access when required for clinical use. This limitation is especially problematic for emergency and intensive care
departments managing massive bleeding. The early and aggressive use of blood products for massive haemorrhage
may correct coagulopathy, control bleeding, and improve outcomes. The timely availability of platelets as part of
a massive transfusion protocol within the first “golden hour” after the injury is often problematic. Many hospitals cannot
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afford to have platelets permanently in stock because of the short shelf life and high price. An alternative solution is
a stock of frozen platelets (FP). FP has successfully been used in military medicine. Since September 2014 we have
trialed frozen platelets in routine clinical practice. In the period September 2014 - March 2016, we transfused a total
of 265 units (therapeutic doses) platelets to 91 patients presenting with heavy bleeding, of that 160 units of FP (to
57 patients). We performed a comparative study with fresh platelets from apheresis (FAP), in which we enrolled 25
patients transfused with a total of 81 FP and 19 patients transfused with total of 61 FAP. As fresh platelets, as well as
platelets for freezing, we used apheresis platelets, leucodepleted, with > 280 x 10° thrombocytes/unit. After adding
a6 % DMSO, the supernatant is removed and platelets are frozen at -80 °C and can be stored in such temperature for
up to 2 years. Before clinical use, FP (group O) were hawed and reconstituted in a thawed group AB plasma. In the
study we evaluated the following criteria: 1. Patient laboratory values (before and after transfusion) - Blood Count,
aPTT, PT, Fbg; 2. Patient vital signs (before and after transfusion) - T, P, MAP; 3. Coagulation activity of product - TEG;
4. Number of transfused PLTs, RBCs, FFP; Dosage of fibrinogen concentrate and tranexamic acid; 5. Clinical data -
survival, length of stay in ICU. FP were, in comparison with FAP, partially activated: the clot strength measured by
TEG with citrated kaolin was reduced, and onset of clotting and a faster clot amplification. There were no significant
differences between the two groups for the parameters PT, aPTT, Fbg, Hb and the mean amount of given blood
products, fibrinogen and TXA. The amount of the PLT transfused was significantly higher for the group transfused
with FAP. Clinical data in both groups did not display any significant differences. Frozen platelets are an alternative
not only for military blood banks, but also for civilian blood banks as a solution for urgent orders in connection with
heavy bleeding. The thawing and reconstitution is a simple process and takes 30 minutes at most. Frozen platelet
provides a cost effective functional platelets product for the management of bleeding and should be considered for
wider use in clinical practice, such as preparation of autologous platelets for transfusion as well as non-transfusion
use, preparation of rare or HLA compatible platelets, etc.
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frozen platelets - cryopreservation of platelets - massive bleeding - reconstitution

uvob

Bézné trombocytové pripravky skladované pri teplo-
té 20-24 °C jsou zatizeny nevyhodou kratké doby pouzi-
telnosti, ktera vylucuje tvorbu vétSich zasob a ztéZuje
logistiku spojenou s jejich ptipravou, distribuci a pou-
zitim. Jednim z mist, kde je toto omezeni zvlasté limi-
tujici, jsou traumacentra, urgentni prijmy a oddéleni
intenzivni péce, ktera resi problematiku masivniho
krvaceni. Nezvladatelné krvaceni je druhou nejcastéjsi
pri¢inou umrti pacientdi s traumatem. V¢asna masivni
a komplexni transfuzni 1écba, kromé substituce ery-
trocytli, se vyznamné podili na korekci koagulopatie
a zmirnéni krvaceni. Ma se za prokazané, ze urych-
lené podani transfuznich pfipravkd v celém spektru
ma znacny pozitivni vliv na preziti pacienta. VétSina
stavajicich masivnich transfuznich protokold je proto
zaloZena na soucasném podani erytrocytli a plazmy,
doplnénych transfuzi trombocyti [1, 2, 3, 4].

Dostupnost trombocytl pro véasnou aplikaci mo-
derniho masivniho transfuzniho protokolu béhem
prvni ,,zlaté hodiny“ po vzniku krvaceni je ¢asto pro-
blematicka. Navic vétSina nemocnic si nemutze dovolit
mit trvale na skladé nativni trombocyty, kvili jejich
kratké exspiraci a vysoké cené. V ptipadé urgentni po-
tfeby vétstho mnozstvi trombocytovych piipravki maji
problémy s jejich dostupnosti i pracovisté fakultniho

typu. Jesté problematictéjsi je pak zajisténi trombocytl
pro polni vojenska zdravotnicka zatizeni, jmenovité
v soucasnych zahrani¢nich misich [4, 5].

Vhodnou alternativou jsou kryokonzervované trom-
bocyty, které s ispéchem pouziva zejména nizozemska
vojenska zdravotnicka sluzba, ale i jiné zemé. Snadna
dostupnost, kompatibilita, bezpecnost a ic¢innost
kryokonzervovanych pfipravkl signifikantné zlepsila
preziti pacientd s valeCnymi poranénimi oSetfenymi
v pribéhu zahrani¢nich misi polnich nemocnic nizo-
zemské armady v letech 2001-2012 [7, 8, 9, 10, 11].

Kryokonzervace a skladovani mrazenych krevnich
bunék mlZe vyznamneé aZ neomezené prodlouzit dobu
jejich pouziti, a ve zmrazeném stavu tak zajistit jejich
dlouhodobou dostupnost i v situacich, kdy cerstvé
a nativni pfipravky nejsou k dispozici a neni moznost
je ziskat. Dalsi z vyhod je moznost uskladnéni HLA/
HPA specifickych a vzacnych trombocytl, pfipadné
autolognich trombocytd [12, 13]. Vyroba kryokonzervo-
vanych trombocytd neni technologicky pfili§ narocny
proces, velmi jednoduché je pak jejich rozmrazeni
a rekonstituce [14, 15, 16].

Nezbytnosti je zajiSténi zvlastnich podminek béhem
procesu mrazeni tak, aby se zabranilo po§kozeni bunék,
které se dociluje pridanim kryoprotektivnich latek [17].
Trombocyty mohou byt zmrazeny za pridani riznych
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typl kryoprotektivnich latek, jak intracelularnich
(DMSO, glycerol), tak extracelularnich (HES, dex-
tran). Pro kryokonzervaci trombocytl je nejvhodné;jsi
pouziti DMSO [18]. Doba pfeziti kryokonzervovanych
trombocytli v DMSO po rekonstituci v cirkulaci ¢lové-
ka in vitro je srovnatelnd s prezitim cerstvych trom-
bocytil [19, 20]. Metodu kryokonzervace trombocytli
v DMSO vyvinul v70. letech Robert Valeri s podporou
vyzkumného programu amerického namornictva
jako mozZnou nahradu za nativni trombocyty pro
transfuzni 1é¢bu v misté vale¢ného nasazeni [21]. Pfi
pivodni metodé bylo nutné DMSO a supernatant po
rozmrazeni vymyvat, proto uplatnéni v polnich ne-
mocnicich bylo svizelné. Postupem casu byl upraven
postup s odstranénim prebytku DMSO a supernatantu
pfed zmrazenim [22]. Metoda je velmi jednoducha,
nenakladna a nevyzaduje zadné zvlastni pristrojové
vybaveni. K transportu na delsi vzdalenosti se pouzi-
vaji pfepravni kontejnery naplnéné suchym ledem.
Vzhledem k teploté skladovani kryokonzervovanych
trombocytli v DMSO, ktera je -80 °C aZ -65 °C neni
nutné pouzivat tekuty dusik, respektive jeho pa-
1y, ale lze pouzit mechanické hlubokomrazici boxy
(23, 24, 25, 26].

V UVN Praha byly kryokonzervované trombocyty,
s vyuzitim zkuSenosti vojenské zdravotnické sluzby
Nizozemi, uvedeny do béZné klinické praxe v zati 2014.
Zavedeni pfedchazela in vitro validacni studie. Indikaci
k podani kryokonzerovanych trombocytli jsou stavy se
zavaznym Krvacenim. V obdobi zafi 2014 az zaii 2016
bylo v UVN Praha podéno celkem 265 T.D. trombocyti
90 pacientiim se zavaznym Krvacenim. Z toho byly
57 pacientim podany trombocyty z aferézy deleuko-
tizované kryokonzervované (TADK), v celkovém po-
¢tu 160 T.D. V tomto obdobi jsme provedli srovnavaci
studii u pacientti transfundovanych TADK s pacienty
transfundovanymi nativnimi trombocyty z aferézy
deleukotizovanymi (TAD).

MATERIAL A METODIKA

Jedna se o randomizovanou prospektivni observac¢ni
studii. Soubor tvoii pacienti s masivnim, zivot ohro-
zujicim krvacenim, zpravidla po drazu, respektive
polytraumatu, ale i pacienti s krvacenim do traviciho
traktu ¢i do jiné lokality s indikovanou komplexni
transfuzni terapii. Jednalo se o ndhodny vybér, kdy
jednim z kritérii byla i dostupnost vSech pfedem stano-
venych klinickych i laboratornich parametréi. Dalsim
kritériem byla absence klinicky vyznamnych komorbi-
dit, ovliviiujicich hemostazu. Rozmezi hodnoceného
ISS u vSech zatazenych pacientli bylo 25-75. Zakladni
indikaci podani trombocyt{ byla 1é¢ba masivniho kr-
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Tab. 1. Seznam diagnéz podle MKN u transfundovanych pacient(

Typ podanych trombocytii

TADK TAD
Sdruzené poranéni/polytrauma (TO68) 16 10
Urazové subduraini krvéceni (S065.0) 2 3
Hemoperitoneum (T810) 2 5
Jiné 5 1
Celkem 25 19

vaceni, véetné 1éCby a prevence koagulopatie, pfipadné
1écba ¢i prevence krvaceni v oblasti hlavy a CNS. Do
studie bylo zafazeno 25 pacientdl transfundovanych
TADK (celkem 81 T.D.), kontrolni skupinu tvofilo 19
pacientli transfundovanych TAD (61 T.D.). Vékova
skladba pacientii, kterym byly trombocyty podany,
byla u skupiny pacientii transfundovanych TADK 20-75
let, s medianem 51 let. U pacientdi transfundovanych
TAD 26-79 let, s medidnem 47 let. Nejcastéjsi diagnézou
k podani trombocyth bylo sdruzené poranéni tzv. po-
lytrauma, a to s poctem 26 zranénych, dale 7 pacientl
s hemoperitoneem, 5 pacientdi s irazovym izolovanym
subduralnim krvacenim a 6 pacient s jinou pfi¢inou
krvaceni. Seznam diagnéz podle MKN je uveden v ta-
bulce 1.

Trombocyty z aferézy deleukotizované (TAD)

Jedna se o transfuzni pripravek ziskany trombocy-
taferézou od jednoho darce za pouziti automatickych
pristroji na separaci bunék. Trombocyty jsou resus-
pendovany v plazmeé darce, smisené s antikoagulacnim
roztokem ACD-A ve sloZeni: citrat sodny 22 g, monohyd-
rat glukdzy 24,5 g, monohydrat kyseliny citronové 8 g,
aqua pro inj. 1000 ml. 1 T.D. TAD obsahuje > 280 x 10°
trombocytii. V ptipravku je sniZzen obsah rezidudlnich
leukocytti na hodnoty pod 1 x 10/TU.

Kryokonzervace trombocytti - vjroba trombocyti
kryokonzervovanych z aferézy deleukotizovanych
zmrazenych (TADKZ)

Pro zmrazeni byly pouzity trombocyty z aferézy de-
leukotizované, o obsahu trombocytti > 280 x 10%/T.D.,
krevni skupiny 0. Do vaku s odebranymi trombocyty
se pomoci infuzni soupravy ptida 75 ml 27 % DMSO,
tj. vysledna koncentrace je 5-6 % DMSO v piipravku,
podle jeho aktudlniho objemu. Nasledné je ptipravek
po napojeni sterilni svafeckou CompoDock® (Fresenius
Kabi Gmbh, Hamburg, SRN) pfeveden do specidlniho
kryokonzervacniho vaku (Poche de transfrert, REF:
R4R2074, Fenwal, Inc, Lahe Zurich, IL, USA) a spo-
le¢né s napojenym plivodnim vakem zcentrifugovan
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12 min. pti 1250 G ve velkoobjemové centrifuze Hereaus
6000i (Heraeus Instruments GmbH, Labortechnik,
Hanau, SRN). S pomoci ru¢niho lisu je do pvodniho
vaku odstranén supernatant, kdy celkovy koneény
objem ptipravku je 12-14 ml. Po oznaceni a vlozeni
do kartonového obalu je ptfipravek zmrazen pfi -80 °C
a méné (-80 az -85 °C) prostym zaloZenim do hluboko-
mrazicfho boxu. Doba pouzitelnosti pti skladovani pri
-80 °C az -65 °C je 2 roky.

Romrazeni a rekonstituce trombocytt - vyjroba
trombocytii kryokonzervovanych z aferézy deleu-
kotizovanych (TADK)

Pfed klinickym pouzitim se rozmrazené trombo-
cyty skupiny 0 rekonstituuji v rozmrazené plazmé
skupiny AB. Kryokonzervované trombocyty i Cers-
tvé zmrazené plazmy se nejprve rozmrazi na teplotu
30 °C v rozmrazovaci plazmy Tool PR 50-300 (Tool s.r.0.
Praha, CR). Pomoci bezkontaktniho teploméru je zkon-
trolovana shodna teplota obou pfipravkl pfed jejich
smisenim. Vak s rozmrazenymi trombocyty a vak s roz-
mrazenou plazmou se napoji pomoci sterilni svafecky
CompoDock® (Fresenius Kabi Gmbh, Hamburg, SRN)
a plazma se prepusti do vaku s trombocyty za pozvol-
ného michani. Opakovanym pfepusténim tam a zpét
(3krat) do obou vaki se zajisti dokonalé promiseni
pripravku a vytvoreni homogenni suspenze. Finalni
pripravek (v pivodnim vaku s trombocyty) se po oddé-

leni vaku od plazmy oznaci a vyda k transfuzi. Celkova
doba rozmrazeni a rekonstituce nepfesahuje 30 min,
doba pouZitelnosti rekonstituovanych trombocytl je
6 hodin. Kazdy ptipravek je podroben kontrole kvali-
ty, kterd musi odpovidat témto kritériim: mnozstvi
trombocytd 200-420 x 10°/T.D., mnozstvi leukocytl
<1x10%T.D., mnozstvi erytrocytti < 6,8 x 10%/T.D., pH
> 6,4, bez pritomnosti agregatii, pripravek je sterilni.

Sledované parametry

Kazdy podany trombocytovy piipravek byl vySetfen
TEG na analyzatoru TEG® 5000 Thrombelastograph®
Hemostasis Analyzer System (Haemonetics corp.,
Hemoscope Division, Niles, IL, USA). Kinetiku, pevnost
a stabilitu vzniklého koagula jsme sledovali pomoci
parametru MA - maximalni amplitudy (v mm), tj.
maximalni pevnosti koagula jako vysledku dynamické
interakce funkénich desticek a fibrinogenu. Dale jsme
porovnavali R - ¢as (vmin.) od spusténi analyzy k tvor-
bé prvniho fibrinového vlakna vzorku. Vzorek Cerstvé
vyrobenych trombocytli byl fedén 1 : 5 AB plazmou, aby
bylo dosazeno koncentrace trombocyt@ asi 200 x 10°,
a pii méfeni na TEG nasledné aktivovan kaolinem
a chloridem vapenatym. Pfiprava vzorku rozmraze-
nych TADK pro tcely vySetfeni TEG probihala stejné
jakou TAD, tj. vzorek byl fedén AB plazmou v poméru
1: 5. Dale byl vzorek TADK kaolinizovan a aktivovan
chloridem vapenatym.
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Obr. 1. Srovnani parametrd TEG u kryokonzervovanych a ¢erstvych trombocytd
Legenda: R = Cas iniciace koagula (min), Angle = Uhel mohutnosti koagula (stupné), MA = pevnost koagula (mm)
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Sample: 12.2.2016 11:43AM-12:56PM

Sample: 16.3.2016 01:04PM-02:05PM

Obr. 2. Kfivky TEG u Cerstvych a kryokonzervovanych trombocytl

V obou skupinach byly u pacienti porovnany hod-
noty krevniho obrazu a zakladnich hemokoagulacnich
vySetfeni, vZdy pred transfuzi trombocytli a po ni.
Jednorazové se jednalo o 1-2 T.D. trombocytli, podle
zavaznosti krvaceni. Krevni obraz byl méfen na au-
tomatickém analyzatoru Sysmex XT 2000i (Sysmex
corp., Kobe, Japonsko), z parametria koagulace byl
stanovovan protrombinovany cas (PT), aktivovany
Castecny tromboplastinovy ¢as (aPTT) a hladina fibri-
nogenu (Fbg) na automatickém analyzatoru ACL TOP

BOHONEK M. et al.

Sample: 5.2.2016 08:12AM-09:35AM

Sample: 5.2.2016 08:11AM-09:36AM

500 CT (Instrumentation laboratory, Bedford, MA USA).
Odbéry vzorkl po transfuzi trombocytdl se provadély
v intervalu 1-6 hodin.

V pribéhu transfuzni 1é¢by byly sledovany zakladni
vitalni funkce u pacienti, které byly zaznamenany vzdy
pred transfuzi a po ni, tj. télesna teplota (TT), puls (P)
a stfedni arterialni tlak (MAP).

Porovnali jsme mnozZstvi podanych trombocytii, ery-
trocytl1, plazmy, fibrinogenu a tranexamové kyseliny
u obou skupin pacientdl.

Tab. 2. Hodnoty laboratornich vysetreni u pacientl pred a po podani trombocytd (median)

TAD
TO (pred transfuzf)
PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/1) Tr (10%/1) Hab (g/1) Hct
Medidn 1,34 1,16 1,67 53,0 101,0 0,28
T1 (po transfuzi)
PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/) Tr (10%/1) Hab (g/1) Hct
Medidn 1,23 1 2,04 97,0 98,9 0,28

TADK

TO (pred transfuzf)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/) Tr (10%/1) Hab (g/1) Hct

Median 1,24 1Al 1,48 43,0 86,0 0,26
T1 (po transfuzi)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/) Tr (10%/1) Hab (g/1) Hct

Median 1,23 m 1,70 41,5 90,0 0,25
Poznamka

Referencnf PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (9/1) Tr 10%/1) Hab (g/1) Hct
ez 0,8-12 0,8-12 18-4,2 150-400 120,0-175,0 0,35-0,5

Legenda: PT - protrombinovy ¢as, aPTT - aktivovany ¢astecny tromboplastinovy ¢as, Fbg - fibrinogen, Tr - trombocyty, Hgb - hemoglobin, Hct -
hematokrit
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Z Klinickych dat byla porovnavana primeérna pro-
centudlni Sance preZiti pacienta po podani trombocyth
a vyhodnoceny nezadouci ucinky podani transfuze
trombocytd.

Statisticka analyza

Vypocty byly provadény statistickym softwa-
rem Statistica® spole¢nosti StatSoft (verze 12) uréenym
k biostatistickym a lékafskym vypoctiim Kklinickych
studii.

VYSLEDKY

Krykonzervované trombocyty jsou ve srovnani s na-
tivnimi ¢astecné aktivované, z méteni TEG je patrna

zkracena doba iniciace koagulace (vyssi prokoagulacni
aktivita) pfi redukované, nicméné dostatecné maxi-
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Obr. 6. Hodnoty hemoglobinu

malni pevnosti koagula. Vysledky méfeni TEG jsou
znazornény na obrazcichla?2.

Meéfend laboratorni data u skupiny pacien-
td transfundovanych kryokonzervovanymi trom-
bocyty pfi 1é¢bé masivniho krvaceni ve srovnani se
skupinou pacient@l transfundovanych nativnimi
trombocyty nevykazuji signifikantni rozdily s vyjim-
kou poctu trombocytli, které jsou vyssi po transfuzi
nativnich trombocytt (p < 0,05) - tabulka 2 a obrazky
3-8.

Hodnoty zdkladnich vitdlnich funkci u skupiny
pacientli transfundovanych kryokonzervovanymi
trombocyty pfilécbé masivniho krvaceni ve srovnani
se skupinou pacientti transfundovanych nativni-
mi trombocyty jsou u obou skupin srovnatelné - ta-
bulka 3.
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Obr. 7. Hodnoty hematokritu

Tab. 3. Hodnoty vitalnich funkci pred podani trombocytt a po jejich
podani (median)

TAD
TO (pred transfuzi)

TT(°O) P (pocet/min) | MAP (mm Hg)
Median 36,7 94 77,5
min-max 33,5-37,8 50-130 47-10

T1 (po transfuzi)

TT(°O) P (pocet/min) | MAP (mm Hg)
Median 36 89 80
min-max 33,5-37,7 70-130 60-100

TADK

TO (pred transfuzi)

T (°O) P (pocet/min) | MAP (mm Hg)
Medidn 36,5 100 85
min-max 33,1-38,2 60-131 53-125

T1 (po transfuzi)

TT(°O) P (pocet/min) | MAP (mm Hg)
Medidn 36,7 95,5 85
min-max 34-39,2 70-160 60-119

Legenda: TT - télesnad teplota, P - puls, MAP - stfedni arteridini tlak

Spotfeba transfuznich pfipravki, fibrinogenu
aTXA, preziti a doba hospitalizace u skupiny pacient
transfundovanych kryokonzervovanymi trombocyty pii
1é¢bé masivniho krvaceni je ve srovnani se skupinou
pacientti transfundovanych nativnimi trombocyty
srovnatelna (obr. 9).

Primérnad procentudlni Sance preziti pacientt
transfundovanych kryokonzervovanymi trombocyty
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Obr. 8. Hodnoty trombocytl

pfi 1é¢bé masivniho krvaceni je v porovnani se skupi-
nou pacientd transfundovanych nativnimi trombocyty
srovnatelna, v zadném pripadé nebyly zaznamenany
nezadouci ucinky po podani transfuze trombocytll
(obr. 10).

DISKUSE

Trombocyty skladované ve zmrazeném stavu jsou
po rozmrazenijednoznacné i¢inné v procesu primarni
hemostazy a efektivné prispivaji k zastavé krvaceni
v ramci komplexni transfuzni 1é¢by ¢i postupech ,,da-
mage control resuscitation® u pacientii s polytrauma-
tem a masivnim krvacenim. Nicméné proces zmrazeni
arozmrazenineni zcela intaktni vzhledem k morfologii
a nékterym funkcim trombocytd a jsou popsany defekty
jejich funkci, které postupy kryokonzervace zptisobuji.
Priblizné 15 % kryokonzervovanych trombocytl ztra-
ci na povrchu vazany GPIb, na druhou stranu ztrata
GPIIb/IlIa kryokonzervacnim procesem zjiSténa nebyla.
Kryokonzervované trombocyty téZ vykazuji signifikant-
ni sniZeni agregace v ristocetinu, ale pfitom neztraceji
schopnost odpovédi na silnéjsi agonisty trombinového
receptoru. PfestoZe tyto funkéni defekty nejsou klinicky
vyznamné a kryokonzervované trombocyty jsou efek-
tivni pfi 1écbé krvaceni, je vhodné mit tyto zmény na
pameéti (7, 27, 28].

Kryokonzervace trombocytd je spojena s uvolnénim
destickovych membranovych partikuli a také generaci
trombinu. Mikropartikule tvofené pti kryokonzervaci
nesou na svém povrchu fosfatidylserin a jsou fenoty-
pové odlisné od téch, které nalézame pred zmrazenim.
To je pravdépodobné diivodem vys$si prokoagulacni
aktivity zmrazenych trombocytil, ale zaroven i nizsi
stability vzniklého koagula. To potvrzuji trombelasto-
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graficka méteni, kdy na kfivkach TEG je jasné patrna
zkracena doba iniciace koagulace, tj. vyssi prokoagu-
la¢ni aktivita a rychlejsi tvorba koagula (Sirsi ithel o)
a ponékud redukovani maximalni pevnost koagula
(MA), ktera je ale pro inicia¢ni koagulacni proces do-
statecnd. Prokoagulacni aktivitu jeSté dale zvySuje
rekonstituce v rozmrazené plazmé, takto resuspen-

dované trombocyty jsou prokoagulacné 1¢innéjsi nez
napt. trombocyty resupendované v aditivnim roztoku
(5,9, 11, 20, 29, 30, 32].

Néktera pozorovani elektronovou mikroskopii uka-
zuji na rozpad a vezikulaci plazmatické membrany az
u 60 % rozmrazenych trombocytli. Vice nez polovina
kryokonzervovanych trombocytli vykazuje znamky
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Obr. 10. Primérna procentudlni Sance preziti pacienta a vyskyt nezadoucich Gcinkl po transfuzi trombocyt(
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poskozeni membrany trombocytll se signifikantnim
zvySenim jeji fluidity vyvolané samotnym 6% DMSO
a také procesem mrazeni a rozmrazeni [31].

Po podani kryokonzervovanych trombocyti nedo-
chazi k vzestupu hodnot trombocyt{ v obéhu do takové
vyse jako u nativnich trombocytli, coz mze byt dano
okamZitou spotfebou trombocytll pfi zastavé krvaceni
[33]. To v praxi potvrzuje i nase pozorovani, kdy i ptes
nizsi pocet trombocytd po transfuzi v krevnim obéhu
pacientti, ktefi obdrzeli kryokonzervované trombocyty,
ve srovnani s pacienty transfundovanymi cerstvymi
trombocyty, jsou ostatni laboratorni a hlavné klinické
parametry (klinicka G¢innost), srovnatelné. Je to ale je-
den z d@ivodi, proc se kryokonzervované trombocyty do-
porucujiv prvé fadé pro substituci pfi stavech spojenych
se zavaznym krvacenim a méné k profylaktické 1écbé
u hematologicky podminénych trombocytopenii [34].

Na paméti je potfeba mit rovnéz dalsi odlisSnosti
kryokonzervovanych trombocytdl, jako je koagulacni
faktor V a X navazany na membrané, zvySena exprese
Annexinu V, zvySena tvorba Tromboxanu B2 a vyrazna
pritomnost vyplavenych mikrocastic. Tyto detailni
nalezy nejsou ale klinicky pro tcely akutni substituce
pfi masivnim krvaceni vyznamné a neovliviiuji jejich
prokoagulacni ii¢éinnost. Stejné tak klinickou ié¢innost
neovliviiuje misty sniZené mnozZstvi trombocyt v pri-
pravku a nizsi zotavovaci schopnost po rozmrazeni,
které jsou dostatecné kompenzovany srovnatelnym
pfezivanim v obéhu pacienta, jak ukazuji dosud pu-
blikované studie na zdravych dobrovolnicich [18, 31,
35, 36, 37].

Kryokonzervované trombocyty resuspendované
v rozmrazené plazmeé jsou vhodné;jsi k zastavé krvaceni
nez trombocyty resuspendované v ndhradnim roztoku.
Pro rychlejsi rekonstituci kryokonzervovanych trombo-
cytl je mozné pouziti plazmy skladované pfi 4 °C, kdy
je mozné pouziti pfipravku do 15 minut [38]. OvSem
pro pacienty vyzadujici rozmrazené trombocyty v jiné
indikaci, nez je zastava krvaceni, se jevi resuspenze
v nahradnim roztoku jako vhodna varianta [26].

V Zadné z dosud publikovanych praci nebyly popi-
sovany zavazné ucinky po podani zmrazenych trom-
bocytll pacient@im a tuto skutecnost potvrdilo i nase
pozorovani [5, 9, 11, 12, 16]. Nebyl pozorovan ani zadny
negativni efekt zvySené prokoagulacni aktivity kryo-
konzervovanych trombocyti [29, 32, 37].

Ackoli uvedeny postup rozmrazovani a rekonstitu-
ce popisuje pouziti sterilni svarecky hadicek vaki pri
napojovani trombocytového vaku s vakem s plazmou,
neni pouziti sterilni svarec¢ky nezbytnou nutnosti.
V zatizenich transfuzni sluzby nebo krevnich bankach,
ktera touto technologii nedisponuji, 1ze s vyhodou po-
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uzit napojeni obou vakii pomoci jednoduché hadickové
spojky s bodci na obou koncich. Z hlediska manipulace
s transfuznim pripravkem se nejednd o vyrobni po-
stup, tj. ani o tzv. sekundarni vyrobu, ale o pfipravu
transfuzniho pripravku pro vydej, respektive podani,
podobné jako napi. rozmrazeni plazmy pfed jejim
vydejem (podanim). Z hlediska vykazu a evidence se
vykazuje trombocytovy pfipravek a plazma pouzita
k resuspenzi zvlast.

Relativné kratka doba skladovani kryokonzervo-
vanych trombocytil 2 roky vychazi z vyhladky MZ CR
¢. 143/2008 Sb., priloha ¢. 4, ¢ast A, nema ale redlny
zaklad podlozeny dfikazy. V soucasné dobé probiha
zpracovani dat studie provadéné v laboratofi Militaire
Bloedbank v Leidenu v Nizozemi, které podle predbéz-
nych informaci dokladaji mozZnost prodlouzeni doby
pouzitelnosti na minimalné 4 roky. Doba pouzitelnosti
pripravku po rozmrazeni a rekonstituci 6 hodin je dina
tim, Ze proces pridani DMSO pred zmrazenim nepro-
biha ve zcela uzavieném systému a soucasné pocita
s moznosti pouziti hadi¢kové spojky pro pridani resus-
penzniho média. V pfipadé, Ze by byl k dispozici DMSO
primyslové vyrabény v plastovém vaku, s moznosti
napojeni sterilni svafec¢kou, bylo by mozné prodlouzit
dobu pouzitelnosti kryokonzervovanych trombocytl
iporekonstituci. Takovy vyrobek, podle zjisténi auto-
1, ale dosud na trhu EU dostupny neni.

ZAVER

Kryokonzervované trombocyty jsou vhodnym pfi-
pravkem nikoli pouze pro vojenské, ale téz pro civilni
pouZziti, zejména pro feSeni akutnich stavii spojenych
s masivnim krvacenim, kdy neni k dispozici trvala
a dostatecna zasoba nativnich trombocytli. Rozmrazeni
a rekonstituce je jednoduchy proces, ktery trva maxi-
malné 30 minut. Kryokonzervované trombocyty mo-
hou nalézt uplatnéni i v dal§ich indikacich, napt. pfi
ptipravé autolognich, vzacnych ¢i HLA kompatibilnich
trombocytl nebo v Siroké skale netransfuznich aplika-
ci. vzhledem k nizkym nakladm spojenym s jejich pti-
pravou, jejich pouziti nepredstavuje vyznamneé zvyseni
nakladd a nase prace i dosavadni studie naznacuji, ze
kryokonzervované trombocyty jsou ucinné, efektivni
a bezpecné.

PouZité zkratky
aPTT - aktivovany castecny tromboplastinovy cas
DMSO -dimethylsulfoxid

Fbg - fibrinogen

ISS - International severity score

KO - krevni obraz

MAP  -Mean Arterial Pressure (stfedni arteridlni tlak)
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MKN - Mezinarodni klasifikace nemoci

P - puls

PLT - trombocyty

PT - protrombinovy cas

TAD - trombocyty z aferézy deleukotizované

TADK - trombocyty z aferézy deleukotizované kryo-

konzervované
TADKZ - trombocyty z aferézy deleukotizované kryo-
konzervované zmrazené

TEG - tromboelastograf

T.D. - terapeuticka davka

TT - télesna teplota

TXA - kyselina tranexamova

UVN - Ustfedni vojenskd nemocnice - Vojenska
fakultni nemocnice Praha
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