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SOUHRN
Běžné trombocytové přípravky skladované při teplotě 20–24 °C jsou zatíženy nevýhodou krátké doby použitelnosti, která 
vylučuje tvorbu větších zásob a ztěžuje logistiku spojenou s jejich přípravou, distribucí a použitím. Dostupnost trombocytů 
k včasné aplikaci moderního masivního transfuzního protokolu během první „zlaté hodiny“ po vzniku krvácení je často 
problematická a většina nemocnic si je nemůže dovolit mít kvůli krátké exspiraci a vysoké ceně trvale na skladě. Vhodnou 
alternativou jsou kryokonzervované trombocyty, které se s úspěchem používají ve vojenském zdravotnictví a v Ústřední 
vojenské nemocnici – Vojenské fakultní nemocnici Praha, byly do běžné klinické praxe zavedeny v září 2014. V období září 
2014 až září 2016 bylo v ÚVN podáno celkem 265 terapeutických dávek (T.D.) trombocytů 90 pacientům se závažným 
krvácením, z toho 160 T.D. trombocytů z aferézy deleukotizovaných kryokonzervovaných (TADK) 57 pacientům. Byla 
provedena srovnávací studie s čerstvými nativními trombocyty z aferézy deleukotizovanými (TAD), do které bylo zařa-
zeno 25 pacientů, transfundovaných TADK (celkem 81 T.D.), kontrolní skupinu pak tvořilo 19 pacientů transfundovaných 
TAD (61 T.D.). Jako čerstvé i pro zmražení byly použity trombocyty z aferézy, deleukotizované, o obsahu trombocytů 
> 280 x 109/T.D. Mražení trombocytů se provádí při -80 °C v 6% koncentraci dimethylsulfoxidu (DMSO) a po odstranění 
supernatantu, doba použitelnosti při stejné teplotě skladování je 2 roky. Před použitím se rozmražené trombocyty skupiny 
0 rekonstituují v rozmražené plazmě skupiny AB. Pro účely studie jsme u transfundovaných pacientů hodnotili tato kritéria: 
1. laboratorní hodnoty (před transfuzí a po ní) – krevní obraz, aktivovaný parciální tromboplastinový čas, protrombinový 
čas a hladinu fibrinogenu; 2. vitální funkce (před transfuzí a po ní) – tělesná teplota, tepová frekvence a střední arteriální 
tlak; 3. množství podaných trombocytů, erytrocytů, plazmy, fibrinogenu a tranexamové kyseliny (TXA); 4. klinická da-
ta – průměrná procentuální šance přežití pacienta po podání trombocytů a výskyt nežádoucích účinků. U podávaných 
trombocytových přípravků byla hodnocena jejich koagulační aktivita měřená trombelastograficky. TADK jsou ve srovnání 
s nativními trombocyty částečně aktivované, s patrnou vyšší prokoagulační aktivitou při redukované maximální pevnosti 
koagula. Laboratorní data obou skupin pacientů nevykazují signifikantní rozdíly, vyjma počtu trombocytů, které jsou vyšší 
po transfuzi čerstvých trombocytů. Srovnatelné jsou i výsledky klinických pozorování a spotřeba transfuzních přípravků, 
fibrinogenu a TXA. Kryokonzervované trombocyty jsou vhodným přípravkem nikoli pouze pro vojenské, ale též pro civilní 
použití, zejména pro řešení akutních stavů spojených s masivním krvácením. Rozmražení a rekonstituce je jednoduchý 
proces, který trvá maximálně 30 minut. Kryokonzervace trombocytů může nalézt uplatnění i u dalších aplikací (příprava 
autologních trombocytů pro transfuzní i netransfuzní použití, příprava vzácných či HLA kompatibilních trombocytů apod.).  
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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 109 thrombocytes/unit. After adding 
a 6 % 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. 

KEY WORDS
frozen platelets – cryopreservation of platelets – massive bleeding – reconstitution

KRYOKONZERVOVANÉ TROMBOCYTY

ÚVOD
Běžné trombocytové přípravky skladované při teplo-

tě 20–24 °C jsou zatíženy nevýhodou krátké doby použi-
telnosti, která vylučuje tvorbu větších zásob a ztěžuje 
logistiku spojenou s jejich přípravou, distribucí a pou-
žitím. Jedním z míst, kde je toto omezení zvláště limi-
tující, jsou traumacentra, urgentní příjmy a oddělení 
intenzivní péče, která řeší problematiku masivního 
krvácení. Nezvladatelné krvácení je druhou nejčastější 
příčinou úmrtí pacientů s traumatem. Včasná masivní 
a komplexní transfuzní léčba, kromě substituce ery-
trocytů, se významně podílí na korekci koagulopatie 
a  zmírnění krvácení. Má se za prokázané, že urych-
lené podání transfuzních přípravků v  celém spektru 
má značný pozitivní vliv na přežití pacienta. Většina 
stávajících masivních transfuzních protokolů je proto 
založena na současném podání erytrocytů a plazmy, 
doplněných transfuzí trombocytů [1, 2, 3, 4].

Dostupnost trombocytů pro včasnou aplikaci mo-
derního masivního transfuzního protokolu během 
první „zlaté hodiny“ po vzniku krvácení je často pro-
blematická. Navíc většina nemocnic si nemůže dovolit 
mít trvale na skladě nativní trombocyty, kvůli jejich 
krátké exspiraci a vysoké ceně. V případě urgentní po-
třeby většího množství trombocytových přípravků mají 
problémy s jejich dostupností i pracoviště fakultního 

typu. Ještě problematičtější je pak zajištění trombocytů 
pro polní vojenská zdravotnická zařízení, jmenovitě 
v současných zahraničních misích [4, 5].

Vhodnou alternativou jsou kryokonzervované trom-
bocyty, které s úspěchem používá zejména nizozemská 
vojenská zdravotnická služba, ale i jiné země. Snadná 
dostupnost, kompatibilita, bezpečnost a  účinnost 
kryokonzervovaných přípravků signifikantně zlepšila 
přežití pacientů s válečnými poraněními ošetřenými 
v průběhu zahraničních misí polních nemocnic nizo-
zemské armády v letech 2001–2012 [7, 8, 9, 10, 11].

Kryokonzervace a skladování mražených krevních 
buněk může významně až neomezeně prodloužit dobu 
jejich použití, a ve zmraženém stavu tak zajistit jejich 
dlouhodobou dostupnost i  v  situacích, kdy čerstvé 
a nativní přípravky nejsou k dispozici a není možnost 
je získat. Další z výhod je možnost uskladnění HLA/
HPA specifických a  vzácných trombocytů, případně 
autologních trombocytů [12, 13]. Výroba kryokonzervo-
vaných trombocytů není technologicky příliš náročný 
proces, velmi jednoduché je pak jejich rozmrazení 
a rekonstituce [14, 15, 16].

Nezbytností je zajištění zvláštních podmínek během 
procesu mrazení tak, aby se zabránilo poškození buněk, 
které se dociluje přidáním kryoprotektivních látek [17]. 
Trombocyty mohou být zmrazeny za přidání různých 
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typů kryoprotektivních látek, jak intracelulárních 
(DMSO, glycerol), tak extracelulárních (HES, dex-
tran). Pro kryokonzervaci trombocytů je nejvhodnější 
použití DMSO [18]. Doba přežití kryokonzervovaných 
trombocytů v DMSO po rekonstituci v cirkulaci člově-
ka in vitro je srovnatelná s přežitím čerstvých trom-
bocytů [19, 20]. Metodu kryokonzervace trombocytů 
v DMSO vyvinul v 70. letech Robert Valeri s podporou 
výzkumného programu amerického námořnictva 
jako možnou náhradu za nativní trombocyty pro 
transfuzní léčbu v místě válečného nasazení [21]. Při 
původní metodě bylo nutné DMSO a supernatant po 
rozmrazení vymývat, proto uplatnění v polních ne-
mocnicích bylo svízelné. Postupem času byl upraven 
postup s odstraněním přebytku DMSO a supernatantu 
před zmrazením [22]. Metoda je velmi jednoduchá, 
nenákladná a nevyžaduje žádné zvláštní přístrojové 
vybavení. K transportu na delší vzdálenosti se použí-
vají přepravní kontejnery naplněné suchým ledem. 
Vzhledem k teplotě skladování kryokonzervovaných 
trombocytů v  DMSO, která je -80 °C až -65 °C není 
nutné používat tekutý dusík, respektive jeho pá-
ry, ale lze použít mechanické hlubokomrazicí boxy  
[23, 24, 25, 26].

V ÚVN Praha byly kryokonzervované trombocyty, 
s  využitím zkušeností vojenské zdravotnické služby 
Nizozemí, uvedeny do běžné klinické praxe v září 2014. 
Zavedení předcházela in vitro validační studie. Indikací 
k podání kryokonzerovaných trombocytů jsou stavy se 
závažným krvácením. V období září 2014 až září 2016 
bylo v ÚVN Praha podáno celkem 265 T.D. trombocytů 
90 pacientům se závažným krvácením. Z  toho byly 
57 pacientům podány trombocyty z  aferézy deleuko-
tizované kryokonzervované (TADK), v  celkovém po-
čtu 160 T.D. V tomto období jsme provedli srovnávací 
studii u pacientů transfundovaných TADK s pacienty 
transfundovanými nativními trombocyty z  aferézy 
deleukotizovanými (TAD).

MATERIÁL A METODIKA
Jedná se o randomizovanou prospektivní observační 

studii. Soubor tvoří pacienti s masivním, život ohro-
žujícím krvácením, zpravidla po úrazu, respektive 
polytraumatu, ale i pacienti s krvácením do trávicího 
traktu či do jiné lokality s  indikovanou komplexní 
transfuzní terapií. Jednalo se o  náhodný výběr, kdy 
jedním z kritérií byla i dostupnost všech předem stano-
vených klinických i laboratorních parametrů. Dalším 
kritériem byla absence klinicky významných komorbi-
dit, ovlivňujících hemostázu. Rozmezí hodnoceného 
ISS u všech zařazených pacientů bylo 25–75. Základní 
indikací podání trombocytů byla léčba masivního kr-

vácení, včetně léčby a prevence koagulopatie, případně 
léčba či prevence krvácení v  oblasti hlavy a  CNS. Do 
studie bylo zařazeno 25 pacientů transfundovaných 
TADK (celkem 81 T.D.), kontrolní skupinu tvořilo 19 
pacientů transfundovaných TAD (61 T.D.). Věková 
skladba pacientů, kterým byly trombocyty podány, 
byla u skupiny pacientů transfundovaných TADK 20–75 
let, s mediánem 51 let. U pacientů transfundovaných 
TAD 26–79 let, s mediánem 47 let. Nejčastější diagnózou 
k podání trombocytů bylo sdružené poranění tzv. po-
lytrauma, a to s počtem 26 zraněných, dále 7 pacientů 
s hemoperitoneem, 5 pacientů s úrazovým izolovaným 
subdurálním krvácením a 6 pacientů s jinou příčinou 
krvácení. Seznam diagnóz podle MKN je uveden v ta-
bulce 1. 

Trombocyty z aferézy deleukotizované (TAD)
Jedná se o transfuzní přípravek získaný trombocy-

taferézou od jednoho dárce za použití automatických 
přístrojů na separaci buněk. Trombocyty jsou resus-
pendovány v plazmě dárce, smísené s antikoagulačním 
roztokem ACD-A ve složení: citrát sodný 22 g, monohyd-
rát glukózy 24,5 g, monohydrát kyseliny citronové 8 g, 
aqua pro inj. 1000 ml. 1 T.D. TAD obsahuje > 280 x 109 
trombocytů. V přípravku je snížen obsah reziduálních 
leukocytů na hodnoty pod 1 x 106/TU.

Kryokonzervace trombocytů – výroba trombocytů 
kryokonzervovaných z aferézy deleukotizovaných 
zmrazených (TADKZ)

Pro zmražení byly použity trombocyty z aferézy de-
leukotizované, o obsahu trombocytů > 280 x 109/T.D., 
krevní skupiny 0. Do vaku s odebranými trombocyty 
se pomocí infuzní soupravy přidá 75 ml 27 % DMSO, 
tj. výsledná koncentrace je 5–6 % DMSO v přípravku, 
podle jeho aktuálního objemu. Následně je přípravek 
po napojení sterilní svářečkou CompoDock® (Fresenius 
Kabi Gmbh, Hamburg, SRN) převeden do speciálního 
kryokonzervačního vaku (Poche de transfrert, REF: 
R4R2074, Fenwal, Inc, Lahe Zurich, IL, USA) a  spo-
lečně s napojeným původním vakem zcentrifugován  

Tab. 1. Seznam diagnóz podle MKN u transfundovaných pacientů

Typ podaných trombocytů

TADK TAD

Sdružené poranění/polytrauma (T068) 16 10

Úrazové subdurální krvácení (S065.0) 2 3

Hemoperitoneum (T810) 2 5

Jiné 5 1

Celkem 25 19
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12 min. při 1250 G ve velkoobjemové centrifuze Hereaus 
6000i (Heraeus Instruments GmbH, Labortechnik, 
Hanau, SRN). S pomocí ručního lisu je do původního 
vaku odstraněn supernatant, kdy celkový konečný 
objem přípravku je 12–14 ml. Po označení a  vložení 
do kartonového obalu je přípravek zmražen při -80 °C 
a méně (-80 až -85 °C) prostým založením do hluboko-
mrazicího boxu. Doba použitelnosti při skladování při 
-80 °C až -65 °C je 2 roky. 

Romrazení a  rekonstituce trombocytů – výroba 
trombocytů kryokonzervovaných z aferézy deleu-
kotizovaných (TADK)

Před klinickým použitím se rozmrazené trombo-
cyty skupiny 0 rekonstituují v  rozmrazené plazmě 
skupiny AB. Kryokonzervované trombocyty i  čers-
tvě zmrazené plazmy se nejprve rozmrazí na teplotu  
30 °C v rozmrazovači plazmy Tool PR 50–300 (Tool s.r.o. 
Praha, ČR). Pomocí bezkontaktního teploměru je zkon-
trolována shodná teplota obou přípravků před jejich 
smísením. Vak s rozmrazenými trombocyty a vak s roz-
mrazenou plazmou se napojí pomocí sterilní svářečky 
CompoDock® (Fresenius Kabi Gmbh, Hamburg, SRN) 
a plazma se přepustí do vaku s trombocyty za pozvol-
ného míchání. Opakovaným přepuštěním tam a zpět 
(3krát) do obou vaků se zajistí dokonalé promísení 
přípravku a  vytvoření homogenní suspenze. Finální 
přípravek (v původním vaku s trombocyty) se po oddě-

lení vaku od plazmy označí a vydá k transfuzi. Celková 
doba rozmražení a rekonstituce nepřesahuje 30 min, 
doba použitelnosti rekonstituovaných trombocytů je 
6 hodin. Každý přípravek je podroben kontrole kvali-
ty, která musí odpovídat těmto kritériím: množství 
trombocytů 200–420 x 109/T.D., množství leukocytů  
< 1 x 106/T.D., množství erytrocytů < 6,8 x 109/T.D., pH 
> 6,4, bez přítomnosti agregátů, přípravek je sterilní. 

Sledované parametry
Každý podaný trombocytový přípravek byl vyšetřen 

TEG na analyzátoru TEG® 5000 Thrombelastograph® 
Hemostasis Analyzer System (Haemonetics corp., 
Hemoscope Division, Niles, IL, USA). Kinetiku, pevnost 
a  stabilitu vzniklého koagula jsme sledovali pomocí 
parametru MA – maximální amplitudy (v  mm), tj. 
maximální pevnosti koagula jako výsledku dynamické 
interakce funkčních destiček a fibrinogenu. Dále jsme 
porovnávali R – čas (v min.) od spuštění analýzy k tvor-
bě prvního fibrinového vlákna vzorku. Vzorek čerstvě 
vyrobených trombocytů byl ředěn 1 : 5 AB plazmou, aby 
bylo dosaženo koncentrace trombocytů asi 200 x 109,  
a  při měření na TEG následně aktivován kaolinem 
a  chloridem vápenatým. Příprava vzorku rozmraze-
ných TADK pro účely vyšetření TEG probíhala stejně 
jako u TAD, tj. vzorek byl ředěn AB plazmou v poměru 
1 : 5. Dále byl vzorek TADK kaolinizován a aktivován 
chloridem vápenatým.

Obr. 1. Srovnání parametrů TEG u kryokonzervovaných a čerstvých trombocytů
Legenda: R = čas iniciace koagula (min), Angle = úhel mohutnosti koagula (stupně), MA = pevnost koagula (mm)
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V obou skupinách byly u pacientů porovnány hod-
noty krevního obrazu a základních hemokoagulačních 
vyšetření, vždy před transfuzí trombocytů a  po ní. 
Jednorázově se jednalo o  1–2 T.D. trombocytů, podle 
závažnosti krvácení. Krevní obraz byl měřen na au-
tomatickém analyzátoru Sysmex XT 2000i (Sysmex 
corp., Kobe, Japonsko), z  parametrů koagulace byl 
stanovován  protrombinovaný čas (PT), aktivovaný 
částečný tromboplastinový čas (aPTT) a hladina fibri-
nogenu (Fbg) na automatickém analyzátoru ACL TOP 

500 CT (Instrumentation laboratory, Bedford, MA USA). 
Odběry vzorků po transfuzi trombocytů se prováděly 
v intervalu 1–6 hodin. 

V průběhu transfuzní léčby byly sledovány základní 
vitální funkce u pacientů, které byly zaznamenány vždy 
před transfuzí a po ní, tj. tělesná teplota (TT), puls (P) 
a střední arteriální tlak (MAP).

Porovnali jsme množství podaných trombocytů, ery-
trocytů, plazmy, fibrinogenu a tranexamové kyseliny 
u obou skupin pacientů.

Obr. 2.  Křivky TEG u čerstvých a kryokonzervovaných trombocytů 

Tab. 2. Hodnoty laboratorních vyšetření u pacientů před a po podání trombocytů (medián)

TAD

T0 (před transfuzí)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/l) Tr (109/l) Hgb (g/l) Hct

Medián 1,34 1,16 1,67 53,0 101,0 0,28

T1 (po transfuzi)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/l) Tr (109/l) Hgb (g/l) Hct

Medián 1,23 1,11 2,04 97,0 98,9 0,28

TADK

T0 (před transfuzí)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/l) Tr (109/l) Hgb (g/l) Hct

Medián 1,24 1,11 1,48 43,0 86,0 0,26

T1 (po transfuzi)

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/l) Tr (109/l) Hgb (g/l) Hct

Medián 1,23 1,11 1,70 41,5 90,0 0,25
Poznámka

Referenční 
rozmezí 

PT (ratio) aPPT (ratio) Fbg (g/l) Tr (109/l) Hgb (g/l) Hct

0,8–1,2 0,8–1,2 1,8–4,2 150–400 120,0–175,0 0,35–0,5 

Legenda: PT – protrombinový čas, aPTT – aktivovaný částečný tromboplastinový čas, Fbg – fibrinogen, Tr – trombocyty, Hgb – hemoglobin, Hct – 
hematokrit
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KRYOKONZERVOVANÉ TROMBOCYTY

Z klinických dat byla porovnávána průměrná pro-
centuální šance přežití pacienta po podání trombocytů 
a  vyhodnoceny nežádoucí účinky podání transfuze 
trombocytů.

Statistická analýza
Výpočty byly prováděny statistickým softwa- 

rem Statistica® společnosti StatSoft (verze 12) určeným 
k biostatistickým a lékařským výpočtům klinických 
studií.

VÝSLEDKY
Krykonzervované trombocyty jsou ve srovnání s na-

tivními částečně aktivované, z měření TEG je patrná 
zkrácená doba iniciace koagulace (vyšší prokoagulační 
aktivita) při redukované, nicméně dostatečné maxi-

mální pevnosti koagula. Výsledky měření TEG jsou 
znázorněny na obrázcích 1 a 2.

Měřená laboratorní data u  skupiny pacien-
tů transfundovaných kryokonzervovanými trom- 
bocyty při léčbě masivního krvácení ve srovnání se 
skupinou pacientů transfundovaných nativními 
trombocyty nevykazují signifikantní rozdíly s výjim-
kou počtu trombocytů, které jsou vyšší po transfuzi 
nativních trombocytů (p < 0,05) – tabulka 2 a obrázky 
3–8.

Hodnoty základních vitálních funkcí u  skupiny 
pacientů transfundovaných kryokonzervovanými 
trombocyty při léčbě masivního krvácení ve srovnání 
se skupinou pacientů transfundovaných nativní- 
mi trombocyty jsou u obou skupin srovnatelné – ta-
bulka 3.

Obr. 3. Hodnoty PT

Obr. 5. Hodnoty fibrinogenu Obr. 6. Hodnoty hemoglobinu

Obr. 4. Hodnoty aPTT
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Spotřeba transfuzních přípravků, fibrinogenu 
a TXA, přežití a doba hospitalizace u skupiny pacientů 
transfundovaných kryokonzervovanými trombocyty při 
léčbě masivního krvácení je ve srovnání se skupinou 
pacientů transfundovaných nativními trombocyty 
srovnatelná (obr. 9).

Průměrná procentuální šance přežití pacientů 
transfundovaných kryokonzervovanými trombocyty 

při léčbě masivního krvácení je v porovnání se skupi-
nou pacientů transfundovaných nativními trombocyty 
srovnatelná, v žádném případě nebyly zaznamenány 
nežádoucí účinky po podání transfuze trombocytů 
(obr. 10).

DISKUSE
Trombocyty skladované ve zmrazeném stavu jsou 

po rozmražení jednoznačně účinné v procesu primární 
hemostázy a  efektivně přispívají k  zástavě krvácení 
v rámci komplexní transfuzní léčby či postupech „da-
mage control resuscitation“ u pacientů s polytrauma-
tem a masivním krvácením. Nicméně proces zmrazení 
a rozmrazení není zcela intaktní vzhledem k morfologii 
a některým funkcím trombocytů a jsou popsány defekty 
jejich funkcí, které postupy kryokonzervace způsobují. 
Přibližně 15 % kryokonzervovaných trombocytů ztrá-
cí na povrchu vázaný GPIb, na druhou stranu ztráta 
GPIIb/IIIa kryokonzervačním procesem zjištěna nebyla. 
Kryokonzervované trombocyty též vykazují signifikant-
ní snížení agregace v ristocetinu, ale přitom neztrácejí 
schopnost odpovědi na silnější agonisty trombinového 
receptoru. Přestože tyto funkční defekty nejsou klinicky 
významné a kryokonzervované trombocyty jsou efek-
tivní při léčbě krvácení, je vhodné mít tyto změny na 
paměti [7, 27, 28].

Kryokonzervace trombocytů je spojena s uvolněním 
destičkových membránových partikulí a také generací 
trombinu. Mikropartikule tvořené při kryokonzervaci 
nesou na svém povrchu fosfatidylserin a jsou fenoty-
pově odlišné od těch, které nalézáme před zmrazením. 
To je pravděpodobně důvodem vyšší prokoagulační 
aktivity zmrazených trombocytů, ale zároveň i nižší 
stability vzniklého koagula. To potvrzují trombelasto-

BOHONĚK M. et al.

Obr. 7. Hodnoty hematokritu Obr. 8. Hodnoty trombocytů

Tab. 3. Hodnoty vitálních funkcí před podání trombocytů a po jejich 
podání (medián)

TAD

T0 (před transfuzí)

TT (°C) P (počet/min) MAP (mm Hg)

Medián 36,7 94 77,5

min-max 33,5–37,8 50–130 47–110

T1 (po transfuzi)

TT (°C) P (počet/min) MAP (mm Hg)

Medián 36 89 80

min-max 33,5–37,7 70–130 60–100

TADK

T0 (před transfuzí)

TT (°C) P (počet/min) MAP (mm Hg)

Medián 36,5 100 85

min-max 33,1–38,2 60–131 53–125

T1 (po transfuzi)

TT (°C) P (počet/min) MAP (mm Hg)

Medián 36,7 95,5 85

min-max 34–39,2 70–160 60–119

Legenda: TT – tělesná teplota, P – puls, MAP – střední arteriální tlak
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grafická měření, kdy na křivkách TEG je jasně patrná 
zkrácená doba iniciace koagulace, tj. vyšší  prokoagu-
lační aktivita a rychlejší tvorba koagula (širší úhel α) 
a  poněkud redukovaná maximální pevnost koagula 
(MA), která je ale pro iniciační koagulační proces do-
statečná. Prokoagulační aktivitu ještě dále zvyšuje 
rekonstituce v  rozmrazené plazmě, takto resuspen-

dované trombocyty jsou prokoagulačně účinnější než 
např. trombocyty resupendované v aditivním roztoku 
[5, 9, 11, 20, 29, 30, 32].

Některá pozorování elektronovou mikroskopií uka-
zují na rozpad a vezikulaci plazmatické membrány až 
u 60 % rozmrazených trombocytů. Více než polovina 
kryokonzervovaných trombocytů vykazuje známky 

KRYOKONZERVOVANÉ TROMBOCYTY

Obr. 9. Množství podaných transfuzních přípravků, fibrinogenu a TXA (průměr na jednoho pacienta) 

Obr. 10. Průměrná procentuální šance přežití pacienta a výskyt nežádoucích účinků po transfuzi trombocytů
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poškození membrány trombocytů se signifikantním 
zvýšením její fluidity vyvolané samotným 6% DMSO 
a také procesem mrazení a rozmrazení [31].

Po podání kryokonzervovaných trombocytů nedo-
chází k vzestupu hodnot trombocytů v oběhu do takové 
výše jako u nativních trombocytů, což může být dáno 
okamžitou spotřebou trombocytů při zástavě krvácení 
[33]. To v praxi potvrzuje i naše pozorování, kdy i přes 
nižší počet trombocytů po transfuzi v krevním oběhu 
pacientů, kteří obdrželi kryokonzervované trombocyty, 
ve srovnání s pacienty transfundovanými čerstvými 
trombocyty, jsou ostatní laboratorní a hlavně klinické 
parametry (klinická účinnost), srovnatelné. Je to ale je-
den z důvodů, proč se kryokonzervované trombocyty do-
poručují v prvé řadě pro substituci při stavech spojených 
se závažným krvácením a méně k profylaktické léčbě 
u hematologicky podmíněných trombocytopenií [34]. 

Na paměti je potřeba mít rovněž další odlišnosti 
kryokonzervovaných trombocytů, jako je koagulační 
faktor V a X navázaný na membráně, zvýšená exprese 
Annexinu V, zvýšená tvorba Tromboxanu B2 a výrazná 
přítomnost vyplavených mikročástic. Tyto detailní 
nálezy nejsou ale klinicky pro účely akutní substituce 
při masivním krvácení významné a neovlivňují jejich 
prokoagulační účinnost. Stejně tak klinickou účinnost 
neovlivňuje místy snížené množství trombocytů v pří-
pravku a  nižší zotavovací schopnost po rozmrazení, 
které jsou dostatečně kompenzovány srovnatelným 
přežíváním v oběhu pacienta, jak ukazují dosud pu-
blikované studie na zdravých dobrovolnících [18, 31, 
35, 36, 37]. 

Kryokonzervované trombocyty resuspendované 
v rozmrazené plazmě jsou vhodnější k zástavě krvácení 
než trombocyty resuspendované v náhradním roztoku. 
Pro rychlejší rekonstituci kryokonzervovaných trombo-
cytů je možné použití plazmy skladované při 4 °C, kdy 
je možné použití přípravku do 15 minut [38]. Ovšem 
pro pacienty vyžadující rozmrazené trombocyty v jiné 
indikaci, než je zástava krvácení, se jeví resuspenze 
v náhradním roztoku jako vhodná varianta [26].

V žádné z dosud publikovaných prací nebyly popi-
sovány závažné účinky po podání zmrazených trom-
bocytů pacientům a tuto skutečnost potvrdilo i naše 
pozorování [5, 9, 11, 12, 16]. Nebyl pozorován ani žádný 
negativní efekt zvýšené prokoagulační aktivity kryo-
konzervovaných trombocytů [29, 32, 37].

Ačkoli uvedený postup rozmrazování a rekonstitu-
ce popisuje použití sterilní svářečky hadiček vaků při 
napojování trombocytového vaku s vakem s plazmou, 
není použití sterilní svářečky nezbytnou nutností. 
V zařízeních transfuzní služby nebo krevních bankách, 
která touto technologií nedisponují, lze s výhodou po-

užít napojení obou vaků pomocí jednoduché hadičkové 
spojky s bodci na obou koncích. Z hlediska manipulace 
s  transfuzním přípravkem se nejedná o  výrobní po-
stup, tj. ani o tzv. sekundární výrobu, ale o přípravu 
transfuzního přípravku pro výdej, respektive podání, 
podobně jako např. rozmrazení plazmy před jejím 
výdejem (podáním). Z hlediska výkazu a evidence se 
vykazuje trombocytový přípravek a  plazma použitá 
k resuspenzi zvlášť.

Relativně krátká doba skladování kryokonzervo-
vaných trombocytů 2 roky vychází z vyhlášky MZ ČR 
č. 143/2008 Sb., příloha č. 4, část A, nemá ale reálný 
základ podložený důkazy. V  současné době probíhá 
zpracování dat studie prováděné v laboratoři Militaire 
Bloedbank v Leidenu v Nizozemí, které podle předběž-
ných informací dokládají možnost prodloužení doby 
použitelnosti na minimálně 4 roky. Doba použitelnosti 
přípravku po rozmrazení a rekonstituci 6 hodin je dána 
tím, že proces přidání DMSO před zmrazením nepro-
bíhá ve zcela uzavřeném systému a  současně počítá 
s možností použití hadičkové spojky pro přidání resus-
penzního média. V případě, že by byl k dispozici DMSO 
průmyslově vyráběný v  plastovém vaku, s  možností 
napojení sterilní svářečkou, bylo by možné prodloužit 
dobu použitelnosti kryokonzervovaných trombocytů 
i po rekonstituci. Takový výrobek, podle zjištění auto-
rů, ale dosud na trhu EU dostupný není. 

ZÁVĚR
Kryokonzervované trombocyty jsou vhodným pří-

pravkem nikoli pouze pro vojenské, ale též pro civilní 
použití, zejména pro řešení akutních stavů spojených 
s  masivním krvácením, kdy není k  dispozici trvalá 
a dostatečná zásoba nativních trombocytů. Rozmražení 
a rekonstituce je jednoduchý proces, který trvá maxi-
málně 30 minut. Kryokonzervované trombocyty mo-
hou nalézt uplatnění i v dalších indikacích, např. při 
přípravě autologních, vzácných či HLA kompatibilních 
trombocytů nebo v široké škále netransfuzních aplika-
cí. Vzhledem k nízkým nákladům spojeným s jejich pří-
pravou, jejich použití nepředstavuje významné zvýšení 
nákladů a naše práce i dosavadní studie naznačují, že 
kryokonzervované trombocyty jsou účinné, efektivní 
a bezpečné. 

Použité zkratky
aPTT	 – aktivovaný částečný tromboplastinový čas
DMSO	 – dimethylsulfoxid
Fbg	 – fibrinogen
ISS	 – International severity score
KO	 – krevní obraz
MAP	 – Mean Arterial Pressure (střední arteriální tlak)

BOHONĚK M. et al.
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MKN	 – Mezinárodní klasifikace nemocí
P	 – puls
PLT	 – trombocyty
PT	 – protrombinový čas
TAD	 – trombocyty z aferézy deleukotizované 
TADK	 – �trombocyty z aferézy deleukotizované kryo-

konzervované
TADKZ	 – �trombocyty z aferézy deleukotizované kryo-

konzervované zmražené
TEG	 – tromboelastograf 
T.D.	 – terapeutická dávka
TT	 – tělesná teplota
TXA	 – kyselina tranexamová
ÚVN	 – �Ústřední vojenská nemocnice – Vojenská 

fakultní nemocnice Praha
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