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Kryokonzervované smésné trombocyty
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Cryopreserved buffy-coat-derived platelets
in platelet additive solution

Lejdarova H."?, Pacasova R.!, Polokova N.!, Michlickova S.!, Tesafova L.?, Koutna I.?
"'Transfuzni a tkériové oddéleni, FN Brno

2LF MU, Brno
? Mezindrodni centrum klinického vyzkumu, FN u sv. Anny, Brno

SOUHRN: Hlavni nevyhodou bézné pouzivanych nativnich trombocytl je kratkd doba pouziti, kterd obvykle neptesahuje 5 dni. MGze tak
dochézet k jejich omezené dostupnosti. Kryokonzervace trombocytl umoziuje prodlouzeni doby skladovani trombocytovych transfuznich
pfipravk( az na 2 roky, pokud jsou uchovavany pfi teploté -80 °C. Fakultni nemocnice Brno zavedla metodu kryokonzervace trombocytl pfi
-80 °C v 5-6% roztoku dimethylsulfoxidu. K mrazeni jsou vyuzivany smésné trombocyty z buffy-coatu krevni skupiny 0, které jsou po rozmrazeni
rekonstituovany pomoci ndhradniho roztoku SSP+. Autofi predkladaji vysledky srovnavaci studie kryokonzervovanych a nativnich trombocytd,
kterd predchézela uvedeni novych produktl do klinické praxe. Byly hodnoceny tyto parametry: obsah a koncentrace trombocyt(, pH, objem,
ztrata trombocytd béhem mrazeni, obsah dimethylsulfoxidu, obsah rezidudlni plazmy, obsah celkového proteinu, titr ABO protildtek a swirling.
Viskoelastické vlastnosti byly méreny rotacni tromboelastografii a obsah trombocytarnich mikropartikuli byl stanoven pomoci pratokového
cytometru. Vyrobené kryokonzervované trombocyty dosahuji predepsanych kvalitativnich parametrd a zachovavaji si primérné 83,6 %
plvodniho obsahu trombocytl. Zanedbatelny obsah rezidudlini plazmy vede k nizkému obsahu celkové bilkoviny (0,3 g/terapeutickou davku)
a k velmi nizkému titru ABO protildtek (0-2). Kryokonzervované trombocyty krevni skupiny 0 rekonstituované pomoci SSP+ Ize proto povazovat
za ABO univerzalni produkty, a to i pro klinické stavy, pfi kterych jsou vyzadovany promyté trombocyty. Kryokonzervované trombocyty vykazuji
zkraceni doby vzniku koagula a 25X vy3si obsah trombocytarnich mikropartikuli ve srovnani s nativnimi krevnimi desti¢kami. Tyto vlastnosti
spolu s dlouhou dobou pouZzitelnosti pfedurcuji vyuziti kryokonzervovanych trombocytl zejména v urgentnich stavech provazenych masivnim
krvacenim.

KLICOVA SLOVA: kryokonzervované trombocyty — smésné trombocyty — dimethylsulfoxid — trombocytarni mikropartikule — ndhradni roztok
pro trombocyty

SUMMARY: The main disadvantage of fresh platelets is their short shelf life, usually 5 days, which can result in their restricted availability.
Platelet cryopreservation extends shelf life up to 2 years when stored at a temperature of —80 °C. University Hospital Brno has implemented
a method of platelet freezing at -80 °C in 5-6% dimethyl sulfoxide. Buffy-coat-derived leucodepleted blood group 0 fresh platelets are used
for cryopreservation and reconstituted in platelet additive solution SSP+ after thawing. The authors present the results of a comparative study
of cryopreserved and fresh buffy-coat-derived leucodepleted platelets going prior to clinical application. The following parameters were
determined: platelet count and concentration, pH, volume, platelet loss, dimethyl sulfoxide content, plasma content, total protein content, ABO
antibody titre and swirling. Viscoelastic properties were evaluated via rotational thromboelastometry and platelet microparticle numbers were
measured by flow cytometry. Cryopreserved platelets met the required quality parameters and maintained an 83.6% pre-freeze platelet count.
The very low plasma content resulted in a low total protein content (0.3 g/unit) and very low ABO antibody titre (0-2). Cryopreserved blood
group O platelets reconstituted in SSP+ may thus be considered to be universal ABO products, even in clinical situations where washed platelets
are required. Cryopreserved platelets showed faster clot initiation and the number of platelets microparticles increased 25 times compared
to fresh platelets. These properties and the long shelf life predestine the use of cryopreserved platelets in urgent situations involving massive
bleeding.
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UVOoD

Transfuze trombocytovych transfuz-
nich pfipravkl jsou indikovany v profy-
laxi a 1écbé krvaceni pacientl s trombo-
cytopenii, popfipadé trombocytopatii.
Trombocyty (TRC) lze ziskat z aferézy
od jednoho darce nebo z plné krve od
vétsiho poctu dércl [1,2]. Jejich castd
omezend dostupnost souvisi s kratkou
dobou pouzitelnosti a také s faktem, ze
se pfipravé trombocytovych transfuz-
nich pfipravkd vénuji jen néktera zafi-
zeni transfuzni sluzby. Kryokonzervace
TRC je proto do budoucna moznou ces-
tou, jak tuto situaci fesit [3,4]. Zatimco
u chronickych pacientd, jejichz prevahu
tvofi nemocni s hematoonkologickymi
diagndézami, Ize hemoterapii ve vétsiné
piipadll predem planovat, u mnohocet-
nych poranéni, transplantaci a jinych ur-
gentnich stavd to mozné neni. Transfuze
TRC tak musi byt zajistovany z dostup-
nych skladovych rezerv vyrobenych pu-
vodné pro chronické pacienty, coz mize
zpUsobovat jejich kriticky nedostatek.

Metodu mrazeni TRC publikovali v 70.
letech minulého stoleti Valeri et al. [5].
Kromé vyuziti kryokonzervovanych
TRC v armédé byla v pocatcich pozor-
nost zamérena také na zajisténi TRC pro
aloimunizované pacienty. Prodlouzeni
doby pouzitelnosti z obvyklych 5 dni na
2 roky ma s rostouci spotifebou tohoto
typu transfuzniho pfipravku stale Sirsi
uplatnéni [6].

Mrazeni zplsobuje nevratné posko-
zeni bunék. Proto je nezbytné pouziti
kryoprotektivnich latek, které tomuto
poskozeni brani. Jako nejvhodnéjsi se
pro Ucel kryokonzervace TRC jevi dime-
thylsulfoxid (DMSO), prestoze je znamy
svoji toxicitou. V davce nad 1 g/kg hmot-
nosti pfijemce transfuze zplsobuje bo-
lest hlavy, nauzeu a vazokonstrikci [7].
Obsah DMSO musi byt z tohoto divodu
ve findlnim produktu snizen. Lze toho
docilit nékolika zplsoby: redukci ob-
jemu po rozmrazeni, promytim po roz-
mrazeni nebo redukci objemu s od-
stranénim DMSO pied zmrazenim [3].
Posledni jmenovany zpusob, ktery je Va-
leriho modifikaci pdvodni metody [8], se

Kryokonzervované smésné trombocyty v ndhradnim roztoku

pro svoji jednoduchost pouziva nejéas-
t&ji [4,9]. Celkem 95 % pouzitého DMSO
je pfi ném odstranéno jesté pred proce-
sem mrazeni. Kone¢né mnozstvi DMSO
ve findlnim produktu se diky tomuto vy-
robnimu postupu pohybuje primérné
kolem 1,49 na terapeutickou davku
(TD) [7]. Obsah DMSO se tedy za pouziti
tohoto postupu nachazi bezpec¢né pod
hranici toxicity, a to i v pfipadé podani
vétsiho poctu transfuzi [10]. K resus-
penzi koncentratu TRC po rozmrazenilze
pouzit plazmu, ndhradni roztoky pro TRC
nebo fyziologicky roztok [8,9,11-13].

Kryokonzervované TRC jsou ve srov-
nani s nativnimi produkty charakterizo-
vany vyssi mirou aktivace spojenou s na-
ristem exprese markeru aktivace CD62P
(P-selektin) a CD63 [12-14]. Kryokonzer-
vované TRC rovnéz exprimuji na svém
povrchu velké mnozstvi molekul fosfati-
dylserinu a obsahuji signifikantné vétsi
mnozstvi fosfatidylserin pozitivnich
trombocytérnich mikropartikuli (TMP).
TMP maji v porovnani s TRC 50-100x
vys$si prokoagulacni aktivitu a vedou
k rychlejsi tvorbé koagula [7]. Souvisejici
vysokd hemostatickd ucinnost kryokon-
zervovanych TRC neni podle dosavad-
nich zkusenosti spojena se zvysenym ri-
zikem vzniku trombotickych komplikaci
a jako nejperspektivnéjsi se jevi jejich vy-
uziti v urgentnich stavech provazenych
masivnim krvacenim [3,14].

Prvni zku$enosti s kryokonzervaci
TRC v CR ziskala Ustfedni vojenska ne-
mochnice v Praze [15]. Soucasny zvyseny
zdjem o skladovani TRC ve zmrazeném
stavu souvisi predevsim s krizovou krevni
politikou. Krizova transfuzni centra maji
v pfipadé mimofadné udalosti povin-
nost dodat bezodkladné 50 TD TRC [16].
Vzhledem k relativné nizkym poctim
bézné skladovanych trombocytovych
piipravkd v téchto centrech byla pfijata
varianta zajisténi krizové rezervy TRC
s vyuzitim kryokonzervace. Nebyla viak
definovana jednotna metodika pfipravy,
kterd se lisi jak typem pouzitého vstup-
niho materidlu (aferetické nebo smésné
TRCQ), tak typem resuspenzniho roztoku
(plazma nebo nahradni roztok pro TRC).

Porovnavani kvality a u¢innosti kryokon-
zervovanych TRC mezi jednotlivymi vy-
robci je proto obtizné.

V predloZzeném sdéleni autofi prezen-
tuji metodiku mrazeni TRC pouzivanou
ve Fakultni nemocnici Brno (FN Brno)
a vysledky valida¢ni studie, ktera pred-
chazela uvedeni nového typu transfuz-
niho pfipravku do praxe. Cilem studie
bylo porovnani kvalitativnich parametrd
kryokonzervovanych smésnych trombo-
cytl (trombocyty z buffy-coat smésné,
deleukotizované, kryokonzervované,
TBSDK) a nativnich smésnych trombo-
cytll (trombocyty z buffy-coat smésné,
deleukotizované, resuspendované v na-
hradnim roztoku, TBSDR).

METODIKA

K mrazeni byly pouzity smésné deleu-
kotizované TRC z buffy-coatu krevni
skupiny 0, bez rozliseni RhD. Rekonsti-
tuce byla provedena za pouziti ndhrad-
niho roztoku SSP+. Vsechny odbéry plné
krve pouzité pro ptipravu TBSDR pocha-
zely od dobrovolnych bezpfispévko-
vych darcl krve. Metoda pouzivana ve
FN Brno vychazi z publikovanych zku-
Senosti zahrani¢nich autor( [6,8,13,14].
Byla modifikovana tak, aby byla prove-
ditelnd v podminkach libovolného zafi-
zeni transfuzni sluzby bez nutnosti pou-
Ziti laminarniho boxu nebo 30% DMSO
pfipravovaného v lékéarné.

Vyroba nativnich trombocytovych
transfuznich pripravkd uréenych ke
kryokonzervaci

Standardni jednotky pIné krve byly ode-
brany (den 0) do odbérové soupravy
Macopharma s in-line filtraci s obsahem
63ml CPD a 100 ml SAGM (Quadruple
Top-Bottom LCRD 450 ML CPD/SAGM,
Macopharma, Francie). Po zpracovani
pIné krve byly vzniklé buffy-coatu skla-
dovany pfi 20-24 °C do nasledujiciho
dne, kdy byly vyrobeny TBSDR (den 1).
Ctyfi buffy-coaty krevni skupiny 0 byly
smichany s 250 ml ndhradniho roztoku
pro TRC SSP+ (SSP+, Macopharma, Fran-
cie) a centrifugovany (Heraeus Cryofuge
16, Heraeus, SRN) pfi 852xg po dobu
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8 minut. Vyslednd suspenze TRC s po-
mérem SSP+ a plazmy 70:30 byla de-
leukotizovéna (Platelet Filter System AT-
SBC1ESB, PALL Medical, Portsmouth, VB).
Smésné TRC byly umistény do skladova-
ciho vaku pro TRC o objemu 1 000 ml
(Storage bag in Platelet Filter System
ATSBC1ESB, PALL Medical, Portsmouth,
VB) a skladovany pfi teploté 20-24 °C
za stélé agitace (Helmer PC2200h, Hel-
mer Inc., IN, USA) do nasledujiciho dne
(den 2) [17].

Kryokonzervace trombocytovych
transfuznich pfipravkd

V den 2 byly pfed zamraZenim nejprve
odebrany vzorky nativnich TRC k vy-
Setfeni vybranych parametr(i kvality.
Ke kryokonzervaci byl pouzit 30% roz-
tok DMSO pfipraveny smisenim 100%
DMSO (100% CryoSure — DMSO, Wak-
-Chemie Medical GMBH, SRN) a roztoku
SSP+ v DMSO-odolném kryovaku o ob-
jemu 600 ml (Maco Biotech Freezing
EVA bag, Macopharma, Francie). Steri-
lita byla pfi pFipravé 30% DMSO zajis-
téna pomoci sterilni jehly a sterilni stfi-
kacky, kterou byl 100% DMSO pfidan
pies Cryo prep set s DMSO odolnym
bakteridlnim filtrem (Closed Cryo Prep
Set, BELDICO SA/NV, Belgie) sterilné pfi-
pojenym ke kryovaku s roztokem SSP+.
Manipulaci proto nebylo nutné prova-
dét v lamindrnim boxu. Suspenze TRC
byla nejprve pfepusténa do sterilné pfi-
pojeného kryovaku o objemu 600 ml.
Nasledné byl za jemného promicha-
vani k TRC pfidan ze sterilné napojeného
kryovaku (TCD B40, M. Device Group,
Southport, VB) odpovidajici objem 30%
roztoku DMSO tak, aby koneéna kon-
centrace DMSO v suspenzi trombocytl
byla 5-6 %.

Po pfidani DMSO a promichéani byla
suspenze TRC centrifugovana pfi 1997xg
po dobu 10 minut (Heraeus Cryofuge
16, Heraeus, SRN). VétSina supernatantu
byla nasledné pomoci manudliniho lisu
odstranéna, v kryovaku byl ponechan
sediment TRC s malym mnozZstvim su-
pernatantu o celkovém objemu pfi-
blizné 25 ml. Kryovak se suspenzi TRC

v 5-6% DMSO byl uloZen do hlinikového
obalu (Cardboard Cassettes HO1FCB
Range, Macopharma, Francie) a zmrazen
pfi teploté -80 °C. Nasledujici den (den
3) byl kryovak se zmrazenymi TRC pre-
mistén z hlinikového obalu do ochranné
papirové obalky a déle skladovéan pfi
teploté -80 °C.

Rozmrazeni, rekonstituce
Rozmrazeni trombocytl bylo prove-
deno v rozmrazovaci vodni lazni (BOECO
PWB-4, Unimed Praha, s.r.o, CR) tem-
perované na teplotu 37 °C. Uzavienym
zplUsobem pomoci sterilni svarecky
(TCD B40, M. Device Group, VB) byl k roz-
mrazenym TRC pfidan ndhradni roztok
SSP+ temperovany na pokojovou tep-
lotu v rozmezi 20-24 °C o objemu asi
200ml [8,12,13].

Sledované parametry

Predmétem porovnani byly vzorky ze
vstupnich nativnich TBSDR a vzorky
z TBSDK skladovanych méné nez 1 rok
od zmrazeni, po jejich rozmrazeni a re-
konstituci. Vzorky k laboratorni ana-
lyze byly odebirany u TBSDR pred dal-
$im zpracovanim kryokonzervaci, TBSDK
bezprostfedné po rozmrazeni, nejpoz-
dégji do 1 hodiny.

Objem produktl (ml) byl stanoven po-
moci hmotnosti (elektronickd vaha KERN
EW, Kern-Sohn GmbH, SRN) a odpovida-
jictho hmotnostniho koeficientu, ktery
byl pro TBSDR 1 031g/ml (70 % SSP+
a 30 % plazmy) a pro TBSDK 1 010g/ml
(100 % SSP+). Pocet TRC (x10°/TD)
a koncentrace TRC (x10°/ml) byly stano-
vovany pomoci hematologického ana-
lyzatoru (Sysmex KX-21N, Sysmex, Ja-
ponsko). Hodnota pH byla méfena pH
metrem s korekci pro 22 °C (FE20 Kit,
Mettler-Toledo, InLab Routine Pro, §vy-
carsko). Vitivost TRC (swirling) byla posu-
zovana vizualné a vyhodnocena podle
intenzity (0-3).

Obsah DMSO (g/TD) ve zmrazeném
(TBSDKZ) a rekonstituovaném (TBSDK)
produktu byl stanoven na zdkladé vy-
poctl k jednotlivym vyrobnim krok{im
podle ptidaného mnozstvi 30% DMSO
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(ml) do vstupniho materidlu (TBSDR).
Prepocet byl realizovdn pomoci stano-
veného vztahu, kdy 1 ml 30% DMSO ob-
sahoval 0,33 g DMSO.

Obsah rezidudlni plazmy TBSDK byl
stanoven na zdkladé obsahu plazmy
v TBSDR a postupného redéni po pfidani
zndmého objemu SSP+ po rozmrazeni.
Koncentrace celkové bilkoviny (g/1) byla
stanovena turbidimetrickou metodou,
uréenou pro stanoveni koncentrace cel-
kové bilkoviny do 2 g/l (TPUC3, Roche;
Cobas 8000, Roche) ze vzorku odebra-
ného z TBSDK. Obsah celkové bilkoviny
v produktu (g/TD) byl stanoven pfe-
poctem na celkovy objem TBSDK. P¥i-
tomnost anti-A a anti-B protilatek (IgM)
byla stanovena titraci supernatantu zis-
kaného po centrifugaci vzorku odebra-
ného z TBSDR a vzorku TBSDK. Titrace
byla provedena pomoci solného testu
zkumavkovou metodou pfi 20 °C. K prud-
kazu protilatek byly pouZity diagnostické
erytrocyty (diagnostické erytrocyty A1,B,
Sanguin Reagents, Holandsko).

Viskoelastické vlastnosti byly stano-
veny pomoci rotacni tromboelastografie
(ROTEM, Tem Innovations GmbH, SRN)
vyhodnocenim testu EXTEM a FIBTEM
(ex-tem S a fib-tem S, Tem Inovations
GmbH, SRN) podle instrukci vyrobce
s uzsim zamérenim na dobu vzniku koa-
gula (clotting time — CT) a maximalni pev-
nost koagula (maximum clot firmness —
MCEF). CT (s) bylo definovano jako doba
od zac¢atku méfeni do vytvoreni koagula
o velikosti 2mm v priméru. Parametr
MCF (mm) charakterizuje zejména jeho
stabilitu a pevnost. Funkéni aktivita trom-
bocytd (ATRC) byla vypocitana ze vzorce:
A = MCF,, ., - MCF_,..... Rozdil v MCF
v testu EXTEM a FIBTEM je vyjadienim
prispévku trombocytli k pevnosti koa-
gula. V ramci studie byly vzorky TBSDR
a TBSDK k méfeni pfipraveny v deleu-
kotizované pIné krvi bez TRC odstrané-
nych pfi deleukotizaci. Pfidanim vzorkd
TBSDR nebo TBSDK do deleukotizo-
vané plné krve byly simulovany poméry
v obéhu pfijemce po transfuzi TRC [3]. FI-
BTEM-CT ukazuje pouze aktivitu fibrino-
genu a o prispévku TRC k tvorbé koagula
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Tab. 1. Kvalitativni parametry. Piehled mérenych kvalitativnich parametr u TBSDR a TBSDK - objem, koncentrace
a obsah TRC, pH po zmrazeni a rekonstituci.

TBSDR (n = 22) TBSDK (n=17)

median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
objem (ml) 259 246/269 239/290 249 241/249 217/279
koncentrace TRC x10%I 915 810/988 750/1 070 790 710/845 520/930
obsah TRC x10°/TD 227 213/266 184/284 193 180/210 145/235
pH korekce na 22 °C 71 7,03/7,17 6,98/7,22 7,2 7,19/7,26 6,96/7,3

min./max. — minimalni/maximalni hodnota, perc. — percentil, TBSDK - trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované kryokonzervo-

vané, TBSDR - trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované resuspendované, TD - terapeutickd davka, TRC - trombocyty

rekonstituci (TBSDK).

TD - terapeuticka davka

TBSDR (n =22)

Tab. 2. Obsah dimethylsulfoxidu. Obsah DMSO byl méfen v tésné pred zmrazenim (TBSDKZ) a po rozmrazeni a

TBSDK (n=17)

median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
obsah DMSO (g/TD) 1,3 1,21/1,42 1,06/1,52 1,3 1,23/1,42 1,06/1,52
obsah DMSO (%) 51 4,99/5,21 4,46/5,26 0,5 0,45/0,55 0,35/0,58

DMSO - dimethylsulfoxid, min./max. — minimalni/maximalni hodnota, perc. - percentil, TBSDK - trombocyty z buffy-coatu smésné dele-
ukotizované kryokonzervované, TBSDKZ - trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované kryokonzervované zmrazené,

nevypovida, proto tento parametr nebyl
analyzovan [3,14].

Pomoci pritokové cytometrie (Cy-
toFlex, Beckman Coulter, Brea, Kanada)
byl stanoven obsah TMP. Vzorky TBSDR
a TBSDK byly centrifugovany za ucelem
izolace TRC a TMP. TRC byly izolovany
centrifugaci pfi 1 500 xg po dobu 15 min
pfi pokojové teploté. Vysledny super-
natant byl centrifugovén pfi 12 000 xg
po dobu 5 min pfi pokojové teploté za
vzniku sedimentu, ktery byl jesté cas-
tecné kontaminovan TRC. TMP byly izo-
lovany centrifugaci zbytku supernatantu
pfi 16 000 xg po dobu 30 min pfi 4 °C.
Vsechny castice (TRC i TMP) byly identifi-
kovany pomoci povrchového TRC znaku
CD61 (pouzita protilatka: anti-CD61, Mil-
tenyi Biotec, SRN) a nasledné odliseny
podle velikosti.

Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny ve formé de-
skriptivni statistiky jako median (med.),
25/75 percentil (perc.), minimum/maxi-
mum (min./max.) a hodnoceny pomoci

bivalentniho Mann-Whitneyho testu. Za
hladinu vyznamnosti je standardné po-
vazovana hodnota o = 0,05. Statistické
zpracovani dat bylo provedeno soft-
warem GraphPad Prism version 7.03 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla
California USA).

VYSLEDKY

V rdmci studie byly porovnavany vlast-
nosti TBSDR (n = 22) a TBSDK (n = 17)
ve stanovenych parametrech. BéZné sle-
dované ukazatele kontroly kvality jsou
zaznamenany v tab. 1. Koncentrace
a obsah TRC v TBSDK byly podle oce-
kavani nizsi (TBSDR: med. 915x107/I,
227x10°%/T.D.; TBSDK: med. 790x10%I,
193x10°/T.D.), oba porovnavané typy
pripravk( vykazuji srovnatelny objem
a pH. Median ztraty TRC v TBSDK ve
srovnani s TBSDR v souvislosti s mani-
pulaci byl 16,4 % (25/75 perc.: 8,8/24,2;
min./max.: 0/30). Ve vzorcich TRC pfi-
pravenych k mrazeni byl méren obsah
DMSO (tab. 2). Ve zmrazeném koncen-
tratu TRC (TBSDKZ) odpovidal obsah

DMSO predpokladu 5-6 % uvedeném
v metodice (med. 5,1 %) a po rekonsti-
tuci klesl na 0,5 %, coz odpovidad me-
didnu absolutni hodnoty 1,3 g/TD. Vifi-
vost TRC byla silnéjsi v souboru TBSDR,
kdy viechny zafazené produkty vykazo-
valy swirling nejvys$siho stupné. Vysledky
v souboru TBSDK byly slabsi, ale viechny
produkty alespon slabou vifivost mély
(tab. 3).

Obsah rezidudIni plazmy a celkové bil-
koviny byly signifikantné nizsi u TBSDK
(tab. 4). Obsah plazmy (med. 2,9 %) ko-
respondoval s absolutnim objemem
plazmy (med. 4,2 ml) a obsahem celkové
bilkoviny (med. 0,3g/TD). S poklesem
obsahu plazmy po rekonstituci souvisi
i ocekavany pokles titru ABO protila-
tek tfidy IgM. Nejvyssi zaznamenany titr
v TBSDR byl 16, po zmraZeni a rekonsti-
tuci se titr pfirozenych ABO protildtek po-
hyboval mezi 0 a 2 (tab. 5).

Vzajemnou kontaminaci ve vzorcich
izolovanych TRC a TMP z obou typu
porovnavanych produktl znazornuje
graf 1 2A. Kontaminace TMP vzork( krev-

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(3): 254-261



Kryokonzervované smésné trombocyty v ndhradnim roztoku

Tab. 3. Vitivost (swirling) byla hodnocena vizualné na skale od 0 do 3. V3echny hodnocené TBSDR vykazuji nejvyssi
stupen vitivosti (3). TBSDK maji vifivost méné intenzivni, nicméné ve viech pfripadech viditelnou alespon slabé

(1-2).
TBSDR (n =22) TBSDK (n=17)
median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
swirling 3 3/3 3/3 1 1/2 1/2

min./max. - minimalni/maximalni hodnota, perc. — percentil, TBSDK — trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR - trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované resuspendované

Tab. 4. Obsah plazmy a celkové bilkoviny.

TBSDR (n = 22) TBSDK (n=17)

median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
obsah plazmy (%) 24,9 24,8/25,0 24,7/25,7 29 2,66/3,03 1,70/3,76
objem plazmy (ml) 84,9 81,9/86,7 79,5/91,8 4,2 3,80/5,70 2,51/6,72
obsah CB (g/TD) 58 5,30/6,42 4,51/7,11 03 0,25/0,37 0,21/0,62

CB - celkova bilkovina, min./max. - minimalni/maximalni hodnota, perc. — percentil, TBSDK - trombocyty z buffy-coat smésné deleukoti-
zované kryokonzervované, TBSDR — trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované resuspendované, TD - terapeutickd davka

Tab. 5. Titr ABO protilatek (IgM) pred zmrazenim (TBSDR) a po rozmrazeni a rekonstituci (TBSDK).

TBSDR (n =22) TBSDK (n=17)

median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
anti-A* 4 4/8 4/16 0 0/1 0/2
anti-B* 4 2/5 2/16 0 0/1 0/2

*statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)
min./max. - minimalni/maximalni hodnota, perc. - percentil, TBSDK - trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované kryokonzervo-

vané, TBSDR - trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované resuspendované

nimi destickami byla v TBSDR i TBSDK
velmi nizkd. Obdobné nizka byla zazna-
mendna i kontaminace TRC vzork( mik-
ropartikulemi v TBSDR, zatimco signifi-
kantni narist TMP byl prokazan v TBSDK.
Z relativniho poc¢tu TMP/1 000 TRC (graf
2B) vyplyva, Zze pocet TMP vzroste po
kryokonzervaci pfiblizné 25x.

Vlastnosti vzniklého koagula pfi pou-
Ziti TBSDR a TBSDK byly hodnoceny
rotac¢ni tromboelastografii (tab. 6).
Vysledky dokladaji rychlejsi tvorbu koa-
gula (zkraceni EXTEM-CT) a jeho nizsi
pevnost (EXTEM-MCF) v pfipadé TBSDK.
Hodnota FIBTEM-MCF byla redukovana
v obou typech produktl ve srovnani
s EXTEM-MCEF v souvislosti s plisobenim
pouzitého inhibitoru funkce TRC v testu.

DISKUZE

Z provedené valida¢ni studie vyplyva, ze
TBSDK dosahuji pozadovanych kvalita-
tivnich parametrd [17]. Ztraty TRC v sou-
vislosti s procesem kryokonzervace a na-
sledné rekonstituce predstavuji v nasi
studii ptiblizné 16,4 %, coz je vysledek
srovnatelny s nejlepSimi dosazenymi
publikovanymi daty, pficemz primérna
ztrata se pohybuje kolem 28 % [10]. Zna-
mena to, Ze si TBSDK zachovaly 83,6 %
plvodniho obsahu TRC pred zmraze-
nim. Toto zjisténi svéd¢i o vysoké kvalité
zpracovani a o presvédcivém naplnéni
pozadavku stanoveném evropskym do-
porucenim, které vyzaduje obsah TRC
nad 50 % hodnoty pfed zmrazenim [17].
Soucasné byl potvrzen ocekavany fakt,
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Ze obsah DMSO v jednotlivych produk-
tech je zanedbatelny. Pohybuje se kolem
1,39/TD, coz rovnéz odpovida publiko-
vanym vysledklm [7].

Rada praci uvadi snizeni az vymizeni
intenzity vifivosti u kryokonzervovanych
TRC. Tento fenomén souvisi zejména se
zménou diskoidniho tvaru TRC ve sfé-
ricky [6,10]. VSechny hodnocené TBSDK
v nasem souboru mély slabsi, ale viditel-
nou vifivost ve srovnani s TBSDR.

RozmrazZeni a rekonstituce TRC je jed-
noduchym a nendroénym procesem,
a to zejména je-li pouzit ndhradni roz-
tok pro TRC, v nasem pfipadé SSP+.
Nahradni roztoky jsou skladovany pfi
pokojové teploté a pfipraveny k oka-
mzitému pouziti. Rozmrazeni kryokon-




Kryokonzervované smésné trombocyty v ndhradnim roztoku

= TEEDR PLT: CO§1= » TBEDHE PLT. COE1=
= {0t ne C1-URLOT R = Jor-uLm ooy CIECT IS fim
o PLIRREY ] PLT{S0,10%) o
B E! micrePL TR A9%) ; ? B menerriaszon | =i @ 80
3 T 2 3 el i
L E7j 529 ’ = 60
o @ 3 - w oF 5
S ET B ' S 40 -
E L =2
1 T | E J"J E
2y E=2' = @ 20 -
2 10-LLEE O1-LRE 115 = J01LLeT T8 QLR I7%) r~l 0
T T T Tw o oaw gt wt et
FI0A FEC-A
B TEEDR reiceoPLY  CDGY+ w TEEDK miregPLT . CDE1+
& B QUL D0 QLR S, 00%) T ORI b0% T [ GURM, 0%
5] ] =
o o3 RLImaTY -3 PLT(25%) =~ W
= = 7 METOPLTIELE T ’/'_FF ' 1 Ficral LTI, T =
= e <, — &
Ev Wb ] b 60
x 2 2=y =
5 ] =
T ] T 40
- 3
o A2, 20
L =1 .' i
plouswy | sussew)  ojmusdy, | ovess| N 0
1 w o W T BT EERT S AET T
FSOA FEC-A
o TBEDR sl COl1+ e TBSDK radio : CO81»
. ] Gt UL 0, 0 ) G-UR,G0%) QL UL 00 | LR, 005 3‘! 1000
£ % PLT{62,36%) By PLTE 2.T6%) =
3 g
E B ] maiorLTs0 B miePLTT A4 = 100
i S G : B
~ gk abl. =
w BTN Ak 1% =
= I 1 @
L P .-E'] - =
S , 2
L 1 =y E
= JotLLsn i O1-LRUZTIN = JO1LLIBE11%) Q1-LR{1 188%) ™~
T e et e I T T T
FEC-A FEC-A

p=0.05

44.4

10 -

TESDR TBSDK
5.4 3.0
TESDR TBSDK
p< 0,05

TBSDR

TBSDK

® TRC B TMP

Graf 1. Obsah trombocytarnich mikropartikuli.
Leva cast grafu obsahuje priklady vysledk( jednotlivych méfeni, v pravé ¢asti jsou graficky znazornéné hodnoty vsech
provedenych méfeni. Cast 2A znazorriuje obsah TMP v obou srovnavanych typech transfuznich pfipravka. U TBSDK je patrny
jejich nékolikanasobny nartist. Cast 2B pfinasi informace o obsahu TMP v pfepo¢tu na 1 000 TRC.

zervovaného koncentratu TRC trvd ve
vodni 1azni s ohledem na jeho velmi
maly objem pfiblizné 2 min, cely proces
je dokon¢en nejpozdéji do 10 min. V pfi-
padé pouziti plazmy se rekonstituce pro-
dlouzi o pfiblizné 20 min nutnych k roz-
mrazeni plazmy [12]. Nahradni roztoky
nabizeji kromé rychlejsi manipulace

i dalsi vyhody. Maji presné definovany
obsah a signifikantné snizuji riziko po-
transfuznich reakci. Nezanedbatelnou
vyhodou je i fakt, ze uSetfenou plazmu
Ize vyuzit pro jiné ucely [8,12,13]. Kli-
nicka aplikace cerstvé zmrazené plazmy
je v soucasné dobé na Ustupu a v situa-
cich, kde je to mozné, ma byt nahrazena

koncentraty koagulacnich faktord, pfi-
padné hromadné vyrabénou smésnou
plazmou osetfenou patogen redukéni
technologii [18].

Odstranénim vétsiny supernatantu
jesté pred zmrazenim suspenze TRC je
redukovan témér veskery objem plazmy
plvodniho produktu. Median obsahu re-
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*statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05)

Tab. 6. Viskoelastické vlastnosti. Vzorky vytvorené smisenim TBSDR a TBSDK a deleukotizované trombocytopenické
pIné krve byly analyzovany pomoci rota¢ni tromboelastografie.

TBSDR (n =22)

median 25/75 perc. min./max. median 25/75 perc. min./max.
EXTEM - CT (s)* 70 66/77 62/93 53 47/60 38/86
EXTEM - MCF (mm)* 53 51/55 47/57 35 33/39 24/56
FIBTEM - MCF (mm) 8 7/10 4/12 5/9 4/12
ATRC* 45 43/47 39/49 29 25/34 14/44

ATRC - funkéni aktivita trombocytd, CT — doba vzniku koagula, EXTEM, FIBTEM - tromboelastografické testy, MCF — pevnost koagula,
min./max. — minimalni/maximalni hodnota, perc. — percentil, TBSDK - trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR - trombocyty z buffy-coat smésné deleukotizované resuspendované

TBSDK (n=17)

zidualni bilkoviny v TBSDK byl 0,3 g/TD.
Jedna se o hodnotu niZ3i, nez je hranice
stanovena pro promyté transfuzni pfi-
pravky (0,5 g/jednotku) [17]. Kryokon-
zervované TRC rekonstituované pomoci
ndhradniho roztoku proto mohou byt
pouzity u pacientl se selektivnim IgA
deficitem a po zavaznych alergickych
reakcich na bilkoviny plazmy, protoze
obsahem plazmy odpovidaji promytym
transfuznim piipravkam [19].

S nizkym obsahem plazmy v TBSDK
souvisi také ocekdvany velmi nizky titr
ABO protiladtek (IgM 0-2). Lze proto kon-
statovat, Ze pouziti nahradniho roztoku
SSP+ umoziuje vyuziti TBSDK krevni
skupiny 0 jako univerzalnich transfuz-
nich ptipravkd v krevni skupiné ABO bez
rizika hemolytické potransfuzni reakce.
Mezindrodné uznavanou hranici pro ak-
ceptovatelnou vysi titru ABO protila-
tek v TRC krevni skupiny 0 pro jinosku-
pinové pouziti je hodnota 64 [20,21].
Ceské doporuéeni stanovuje jako bez-
pecny titr 32 [22].

Vysledky tromboelastografického mé-
feni se vzorky plné krve potvrdily do-
stupnd data o rychlejsi tvorbé koagula
u TBSDK (kratsi EXTEM-CT). Pevnost
vzniklého koagula (EXTEM-MCF) byla
u TBSDK nizsi [3,14]. Hodnota FIBTEM-
-MCF byla redukovdna v obou typech
produktl ve srovnani s EXTEM-MCF, coz
souvisi s efektem cytochalasinu D, ktery
v testu FIBTEM-MCF slouzi jako inhibi-
tor funkce TRC k odliseni pfispévku fib-
rinogenu k MCF. Prezentované vysledky

jsou ve shodé s publikovanymi daty,
kterd dokladaji, Ze TBSDK si zachova-
vaji vyznamnou &ast své aktivity. Vedou
k tvorbé primarni zatky rychleji, pfispi-
vaji ke vzniku méné pevného, ale do-
state¢né stabilniho koagula pro zastavu
krvaceni, a jsou proto hemostaticky vy-
soce ucinné [3,10,14,21,23-25].

Vysoka hemostatickd uc¢innost TBSDK
koreluje s pfiblizné 25ndsobnym zvyse-
nim poctu TMP ve srovnani s TBSDR. Vy-
sledky nasich méfeni potvrzuji zavéry
pfedchozich studii [7,14]. TMP zvySuji
tvorbu trombinu, coZ by mohlo byt spo-
jeno s vyssim rizikem hyperkoagulac¢nich
stavd [3,7]. Dosavadni klinické zkuse-
nosti vSak nenaznacuji, Ze by v souvis-
losti s pouzitim kryokonzervovanych
TRC narustalo riziko tromboembolic-
kych komplikaci nebo jinych zédvaznych
nezadoucich reakci [3,10,14,21,23,24].

ZAVER

Kryokonzervace umoziuje prodlou-
Zit dobu skladovéni TRC z 5-7 dni az
na 2 roky. Kryokonzervované TRC vy-
robené ve FN Brno vyhovuji ve viech
pozadovanych kvalitativnich parame-
trech, a jsou proto nadéjnou alternati-
vou k nativnim pfipravk{m, jejichZ hlav-
nim limitem je velmi kratka skladovaci
doba. V soucasné dobé se kryokonzer-
vované TRC ve FN Brno vyuzivaji u ur-
gentnich stavd s masivnim krvacenim,
kdy nejsou dostupné nativni trombocy-
tové transfuzni pfipravky. Do budoucna
mohou kryokonzervované TRC predsta-
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vovat zalozni rezervu v nemochicich,
které jsou v soucasné dobé zavislé na
dovozu trombocytovych transfuznich
piipravkid z jinych center. Podminkou je
vybaveni pracovi$té mrazicim zafizenim
s moznosti dlouhodobého skladovani
pfi teploté —80 °C. Dostupna jsou mra-
zici zafizeni o malém objemu 80-1001
rdznych vyrobcud. Proces rozmrazeni
a rekonstituce je nekomplikovany a je
proveditelny v kterékoli krevni bance.
Rozsifenim obecného povédomi o kryo-
konzervovanych TRC s prodlouzenou
dobou pouzitelnosti a moznostech skla-
dovani v krevnich bankdach by se mohla
dostupnost trombocytovych transfuz-
nich ptipravk{ v CR zasadnim zplsobem
zvysit.

SEZNAM ZKRATEK

ATRC - funkéni aktivita trombocytl

CB - celkova bilkovina

CT - doba vzniku koagula (clotting time)
CR - Ceska republika

DMSO - dimethylsulfoxid

FN Brno - Fakultni nemocnice Brno

MCEF - pevnost koagula (maximum clot
firmness)

med. - median

min./max. — minimalni /maximalni hodnota
perc. — percentil

TBSDK - trombocyty z buffy-coat smésné
deleukotizované kryokonzervované
TBSDR - trombocyty z buffy-coat smésné
deleukotizované resuspendované
TBSDKZ - trombocyty z buffy-coat smésné
deleukotizované kryokonzervované zmrazené
TD - terapeuticka dévka

TMP - trombocytarni mikropartikule

TRC - trombocyty
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