proLekare.cz | 14.2

SOUHRNNE PRACE
PUVODNI PRACE + KAZUISTIKY

Trombocyty z aferézy a z plné krve -
srovnani kvality a bezpecnosti

Lejdarova H."2

'"Transfuzni a tkanové oddéleni, Fakultni nemocnice Brno
’Katedra laboratornich metod, Lékarska fakulta Masarykovy univerzity, Brno

Transfuze Hematol. dnes, 22, 2016, No. 4, p. 244-253

SOUHRN

Lécba trombocyty zaujima v oblasti hemoterapie vyznamné misto, a to diky pokroku v 1é¢bé onkologickych onemocnéni
i v intenzivni medicing. V Ceské republice jsou dostupné jak trombocyty z aferézy, tak smésné z odbérd plné krve, ndzory
na jejich pouziti se vsak lisi. Mezi lékari je stale rozsiteny ndzor, Ze aferetické trombocyty prevysuji smésné pripravky kva-
litou i bezpecnosti. Srovnanim obou typl pripravkl se zabyvala fada studii, které zminéné predpoklady nepotvrdily. Toto
souhrnné sdéleni predklada dostupné informace o trombocytech z aferézy a smésnych z pIné krve a srovnava je z riznych
hledisek. Prvni ¢ast popisuje zpUsob vyroby a skladovani trombocytovych transfuznich pripravka. V druhé ¢asti jsou po-
rovndny trombocyty z aferézy a smésné z plné krve z pohledu vyskytu nezadoucich reakci po podani transfuze, zejména
s ohledem na riziko aloimunizace a vzniku refrakternosti.
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SUMMARY
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Apheresis platelets versus pooled platelets - comparison of quality and safety

Platelet transfusions have an important place in haemotherapy thanks to the progress in oncological and intensive
care treatment. Apheresis platelets as well as pooled platelets - platelet concentrates derived from whole blood are
available in the Czech Republic, although the use of these two product types may vary. There is a widely accepted
opinion among clinicians that apheresis platelets are of a higher quality and are safer compared to pooled platelets.
Many studies have compared both of these types and these assumptions have not confirmed. This review presents
the existing information on apheresis and pooled platelets and compares them from various aspects. The first part
of this work describes platelet transfusion products, how they are prepared and stored. The second part compares
platelet concentrates from apheresis with platelets derived from whole-blood donations from the aspect of adverse
post-transfusion events, risk of alloimmunization and refractoriness.
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uvob
Transfuze trombocyti maji nezastupitelnou roli

americkych (USA) jsou vyrabény prevazené trombocyty
aferetické [2]. V Ceské republice (CR) je podil produk-
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v profylaxi a 1é¢bé krvaceni pacientdl s trombocyto-
penii, méné cCasto trombocytopatii. Trombocytové
transfuzni pripravky lze vyrobit aferetickou technikou
pomoci separatorii krevnich elementti nebo z odbérti
plné krve. Oba typy jsou v klinické praxi Siroce rozsi-
fené [1]. Jednotlivé staty se v produkci a spotfebé afe-
retickych a smésnych trombocytll znacné 1isi, napf.
v Nizozemsku pfedstavuji trombocyty z plné krve pfi-
blizné 95 % produkce, zatimco ve Spojenych statech
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ce aferetickych a smésnych pripravki u konkrétnich
vyrobct trombocytl rozdilny, a to v zavislosti na zave-
denych postupech, velikosti produkce a pozadavcich
indikujicich 1ékaiti. Smésné trombocyty z odbérd plné
krve jsou casto povazovany za méné bezpecné z hle-
diska rizika prenosu infekce a aloimunizace, protoze
obsahuji material od vice darcti. Je to zfejmé jednim
z dlivodii, pro¢ pfedstavuji trombocyty z pIné krve v CR
pouze asi ¢tvrtinu celkové spotfeby trombocytovych
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transfuznich pfipravki, ackoliv
jsou s aferetickymi pfipravky
kvalitou srovnatelné a cenové
vyhodnéjsi (graf 1) [3].

Celkem existuji tfi zplisoby
vyroby trombocytl urcenych ke
klinickému pouziti. Dva z nich
vyuzivaji jako vstupni material
plnou krev. Touto metodou lze
ziskat trombocyty z buffy-coatu
(BC) nebo z plazmy bohaté na
destic¢ky (PRP) [4, 5]. V Evropé
prevazuje vyroba z BC, v USA
se smésné trombocyty ziskavaji
pfevazné z PRP [1]. Tfeti meto-
dou je odbér krevnich desticek
pfimo od darce technikou afe-
rézy. Trombocyty lze resus-
pendovat v darcovské plazmé
nebo v ndhradnich roztocich
urcenych pro vyrobu trombocy-
tovych transfuznich pfipravki
(PAS - platelet aditive solutions). Lze je oSetfit dele-
ukotizaci zafazenou pfimo do procesu vyroby nebo
pfed vydejem transfuzniho ptipravku ke klinickému
pouziti vlaboratornich podminkach nebo u 1tizka pa-
cienta (bed-side filtrace). Posledni jmenovany zptisob
je nejméné i¢inny. Podle souhrnnych vyro¢nich zprav
Ministerstva zdravotnictvi CR a Ustavu zdravotnic-
kych informaci a statistiky CR tvofi jiZ vétdinu celore-
publikové produkce deleukotizované trombocyty, coz
pfedstavuje vyznamny krok ke zvySeni bezpecnosti
podanych transfuzi (graf 1) [3].

VYROBA A SKLADOVANI{
TROMBOCYTOVYCH .
TRANSFUZNICH PRIPRAVKU

Postupy pro vyrobu transfuznich pifipravkil uvadi
riiznd mezinarodni doporuceni. Dale jsou pak kon-
kretizovany legislativnimi normami jednotlivych ze-
mi, které udavajiikvalitativni parametry vyrobenych
produktt [6, 7, 8].

Kritéria pro vybér darcti plné krve jsou v CR sta-
novena Vyhlaskou o lidské krvi a dile upfesnéna
v Doporuceni Spole¢nosti pro transfuzni lékafstvi CLS
JEP. Pro vybér darci k odbéru trombocytlh metodou
aferézy plati nékteré dalsi pozadavky, jako napfiklad
limit pro hodnoty trombocytd nebo do¢asna vyrazeni
z dlivodu uzivani 1éka, které ovliviuji funkce krevnich
desticek [8, 9].

Vyroba smésnych trombocytll z plné krve je zalo-
Zena na dvoustupnové centrifugaci s meziproduktem

Graf 1. Produkce trombocytovych transfuznich pripravk( v Ceské republice v roce 2014*
TBSD - trombocyty z buffy-coatu smésné deleukotizované

TBS - trombocyty z buffy-coatu smésné

TAD - trombocyty z aferézy deleukotizované

TA - trombocyty z aferézy
*V dobé vzniku tohoto souhrnného ¢lanku nebyla data z roku 2015 zpracovana.

PRP nebo BC [10]. V CR jsou smésné trombocyty zis-
kavany pouze z BC, pro pfehlednost je vSak uvede-
na i technologie z PRP. Aferetické trombocyty jsou
odebirany pfimo darci pomoci separatori krevnich
elementd [4].

PRP metoda

Plna krev se odebird do antikoagulaé¢niho roztoku
(CPD nebo CPDA-1). Nejprve se provede tzv. nizkoobrat-
kova (soft-spin) centrifugace (~1000 g), kterou se plna
krev rozdéli na dvé vrstvy - erytrocyty a PRP. Ziskana
PRP se pak v druhém kroku centrifuguje pti vysokych
otackach (~ 3000 g) za vzniku koncentratu trombocyti.
Vysoce aktivované destic¢ky se nechaji 1-2 hodiny ustalit
v klidu a nasledné se resuspenduji [4]. V USA, kde se
smésné trombocyty pripravuji pravé touto metodou, je
mozné podle standardit AABB (American Association
of Blood Banks) skladovat vaky s plnou krvi k vyrobé
trombocytl maximalné 8 hodin po odbéru pii pokojové
teploté [6], ackoliv je prokazano, Ze plnd krev mize byt
skladovana 24 hodin, aniz by byla ovlivnéna kvalita
trombocytd [10, 11].

BC metoda

Plna krev se odebird, stejné jako v pfedchozim
pfipadé, do antikoagula¢niho roztoku (CPD nebo
CPD-Al). Podle platnych evropskych doporuceni ji 1ze
pfed zpracovanim skladovat 24 hodin pfi pokojové
teploté [7]. Pfi pfipravé trombocyt{ z BC se plna krev
nejprve centrifuguje pti vysokych otackach, ¢imz se
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docili rozdéleni plné krve do tfi vrstev - erytrocytti, BC
a plazmy, které jsou nasledné oddéleny. Vznikly BC
obsahuje ptiblizné 90 % trombocytii a 70 % leukocytl
pivodniho vstupniho materidlu a nasledna nizkoob-
ratkova centrifugace umozni ziskat jednu transfuzni
jednotku (T.U. - transfusion unit) trombocytd. K pii-
pravé jedné terapeutické davky (T.D. - therapeutic
dose) se obvykle pouziva 4-6 BC [4]. Zpocatku byly BC
zpracovavany individualné, pozdéji bylo zjisténo, ze
smiseni trombocytl ze 4-6 transfuznich jednotek je
z hlediska vyroby efektivnéjsi a usnadnuje i vlastni
aplikaci trombocytt [10]. Bezprostfedné po vyrobé je
mira aktivace trombocytl vyrobenych z BC vyrazné
mens$i v porovnani s metodou z PRP, béhem skladovani
se vSak tyto rozdily stiraji [4].

Afereticky odbér trombocytu

Trombocyty z aferézy jsou ziskavany od jednoho
darce prostfednictvim systému pro aferézu tvorenych
separatorem krevnich elementti a soupravou krevnich
vakil. Odebrana krev je ihned misena s antikoagulac-
nim roztokem ACD. Cilové komponenty jsou sbirany do
samostatnych sbérnych vaki, zatimco ostatni slozky
krve jsou darci navraceny zpét do obéhu. Soucasti pro-
cedury mtze byt deleukotizace [4].

Trombocyty lze resuspendovat v darcovské plazmé
nebo v PAS. Jednotlivé typy PAS mohou byt pouziva-
ny jak pro ptipravu aferetickych desticek, tak desti-
¢ek smésnych. Podle aktudlni terminologie ISBT (The
International Society of Blood Transfusion) jsou PAS
rozdéleny do osmi kategorii PAS-A az PAS-G, jejichz
slozeni uvadi tabulka 1. Obvyklé zastoupeni plazmy
v celkovém objemu transfuzniho pfipravku je 20-50 %
a PAS 50-80 % [12].

Minimalni obsah trombocyti v1T.D. trombocyto-
vého transfuzniho pfipravku je stanoven na 2 x 10" [7].
V soucasné dobé je jiz vétSina trombocytll vyrobenych
v CR oSetfena deleukotizaci, kterd je soulasti procesu
vyroby a je ze vSech uvedenych zplisobli nejucinné;jsi.

Obsah rezidualnich leukocytli v1T.D. pfipravku je tak
sniZen na méné nez 1 x 10° a riziko vyskytu nékterych
nezadoucich reakci po podani transfuze vyrazné klesa.

Trombocytové transfuzni pfipravky se skladuji pti
teploté 20-24 °C za nepretrzitého promichavani na
agitatorech po dobu 5 dni. Mohou byt skladovany az
7 dni, je-li provedeno vySetfeni piipadné nezadouci
bakterialni kontaminace nebo je-li proveden postup
snizujici riziko této kontaminace [8]. Trombocyty se
uchovavaji ve specialnich vacich s dostatecnou pro-
pustnosti pro kyslik a oxid uhlicity [8, 13, 14].

Orientacni posouzeni kvality trombocytlh v béz-
né praxi umoznuje tzv. swirling (vifivy) fenomén.
Trombocyty jsou fragmenty megakaryocytli a v krev-
nim obéhu se nachézeji v diskoidnim tvaru, kde prii-
meérné prezivaji 7-10 dni. Pravé tento diskoidni tvar
neaktivovanych trombocytli umoziuje odrazet paprsky
dopadajiciho svétla, coz se projevuje pozorovatelnym
vifivym efektem. Pokud jsou krevni desti¢ky vystaveny
aktivaénim podnétlim, snadno zméni tvar z diskoidni-
ho na sféricky s ostnatymi vybézky. V zavislosti na in-
tenzité podnétu je aktivace reverzibilni nebo ireverzibil-
ni. Aktivované trombocyty v transfuznich pfipravcich
mohou sniZovat i¢innost transfuze. Z tohoto divodu
je nutné jejich aktivaci béhem odbéru, zpracovani
i skladovani predchazet [4].

SROVNANI TROMBOCYTU Z AFEREZY
A SMESNYCH Z PLNE KRVE

Parametry kvality

Kvalita trombocyt(i je prvni oblasti, ktera by méla byt
hodnocena pfi porovnavani aferetickych a smésnych pfi-
pravkd, protoZe zasadnim zptisobem ovliviiuje t¢innost
a dobu preziti trombocyth v cirkulaci pfijemce transfuze.
Kvalitu trombocytovych transfuznich pfipravk ovliviiu-
postupy, vcetné posouzeni zpfisobilosti darce krve k od-
béru, druh protisrazlivého roztoku, ktery byl pfti jejich

Tab. 1. Kategorie nadhradnich roztokd pro vyrobu trombocytl a jejich slozeni

Kategorie PAS

Citronan sodny Fosfatsodny Acetat sodny Hofcik

Draslik Glukonat sodny Gluk6za Komer¢ni ndazvy PAS

PAS - A x S x

PAS-B x x SSP, T-Sol

PAS-C x x x Intersol

PAS - D x x x x x Composol PS

PAS - E x x x x x SSP+

PAS - F x x x x PlasmalLyte, Isoplate
PAS -G x x x x x x

(Upraveno podle Gulliksson H. Platelet storage media. Vox Sang 2014; 107: 205-2012)
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pripravé pouZit, koncentrace trombocytti v transfuznim
pripravku, zptisob resuspenze, kontaminace leukocyty
a podminky, za jakych byly ptipravky skladovany [14].
Zatimco plna krev je odebirdna do antikoagula¢niho
roztoku CPD (citronan sodny-fosfat-dextréza), pfitrom-
bocytaferéze se jako protisrazlivy roztok obvykle pouziva
ACD (kyselina citrénova-citronan sodny-dextréza), pro-
toze fosfat stimuluje glykolyzu v trombocytech, coz by
mohlo mit negativni vliv na vlastnosti krevnich desticek
béhem skladovani [5].

Existuji jen minimalni rozdily v kvalité trombocytt
zplné krve a z aferézy. Obsah a koncentrace trombocy-
tl v jedné terapeutické davce aferetickych i smésnych
desticek z BC, stejné jako pocet rezidualnich leukocytt,
je obdobny. Signifikantni rozdil nebyl zaznamenan ani
pfi sledovani pH, markerti aktivace CD62P (P-selectinu)
a CD63 a markerti apoptdzy (fosfatidylserinu, annexinu
V), agregace nebo obsahu ATP [1, 5].

Uéinnost transfuze trombocytti

Jednou z moznosti, jak hodnotit t¢innost poda-
né transfuze krevnich desticek, je potransfuzni vze-
stup trombocytl u pfijemce vyjadfovany pomoci CCI
(Corrected Count Increment). Hodnotou CCI u aferetic-
kych a smésnych pripravkl se v minulosti zabyvala fa-
da studii [15, 16, 17, 18, 19]. Aferetické trombocyty, ve
srovnani se smésnymi destickami z plné krve, vykazo-
valy vys$§i hodnotu CCI za 1 hodinu po transfuzi, pokud
nebyly rozliSeny smésné pripravky z BC a PRP. Jakmile
vSak byly desticky z plné krve z BC a PRP rozdéleny do
samostatnych skupin, byl zaznamenan signifikantni
rozdil mezi aferetickymi a PRP, zatimco aferetické
a smésné z BC se neodliSovaly. Podobné vysledky byly
pozorovany i po 18 az 24 hodinach [1, 18, 20]. Stejné
tak nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v in-
cidenci krvaceni 2. a vy$§iho stupné podle klasifikace
WHO (World Health Organization) [2, 21]. Neexistuji
tedy presvédcivé diikazy o tom, Ze by se CCI, klinicky
efekt nebo interval mezi transfuzemi u aferetickych
a smésnych desticek z BC zdsadné odliSovaly. U¢innost
podanych transfuzi je srovnatelna [1].

NezZadouci reakce po podani trombocytu
Transfuze trombocytdl miZe vyvolat nezadouci re-
akci u prijemce, tzv. potransfuzni reakci. Porovnanim
aferetickych a smésnych pfipravkl se zaméfenim na
vyskyt téchto reakci se zabyvala fada studii, které
neptrinaseji z hlediska bezpecnosti prijemce zasadni
dtikazy o rozdilech mezi obéma typy. Na zakladé do-
stupnych informaci 1ze shrnout, Ze obsah rezidualnich
leukocytfl, obsah plazmy, doba skladovani a rovnéz
faktory spojené s konkrétnim pacientem, se jevi jako

vvvvvv

typ destickového produktu [1].

Febrilni nehemolyticka potransfuzni reakce

Febrilni nehemolyticka potransfuzni reakce (FNHTR)
patii k nejcastéjsSim potransfuznim reakcim obecné
a k nejcastéjsim reakcim po podani trombocyti [2, 21].
Je zplisobena cytokiny, které se uvolnuji z leukocytii
pritomnych v transfuznim pfipravku v priibéhu jeho
skladovani. V nékterych ptipadech byva pti¢inou FNHTR
pritomnost protilatek proti leukocytim (Casto anti-HLA
protilatek) v plazmeé pacienta [22]. Proto mohou byt z hle-
diska vyskytu FNHTR srovnavany pouze piipravky s ob-
dobnym obsahem leukocytti [1]. V zemich, kde byla
zavedena plo$na deleukotizace, se vyskyt FNHTR vyrazné
snizil [22]. V rozsahlé britské prospektivni randomizo-
vané studii autort Anderson et al. bylo prokazano, ze
pravdépodobnost vyskytu FNHTR po podani aferetickych
(3,1 %) a smésnych z BC (3,8 %) je srovnatelna, pokud
jsou deleukotizovany, a zaroven signifikantné nizsi ve
srovnani s PRP metodou (17,1 %) [15].

Alergicka reakce

Alergicka reakce po podani trombocytii je vedle
FNHTR, dalsi casto se vyskytujici nezadouci reakci.
Je zplisobena reakci protilatek piijemce transfuze
s plazmatickymi bilkovinami a alergeny pfitomnymi
v transfuznim ptipravku [23]. Je velmi obtizné ji pred-
vidat ¢i pfijmout tc¢inna preventivni opatfeni. Mnohé
klinické studie dokladaji, Ze premedikace byva neefek-
tivni a jeji role u pacientli s opakovanymi reakcemi
je stale diskutovana. Nejucinnéjsi prevenci téZkych
a opakovanych alergickych reakci se jevi promyti trom-
bocytového transfuzniho piipravku, pfi kterém vsak
dochazi k nezadoucimu ubytku trombocytd. Vyskyt
alergické reakce je zavisly zejména na atopické predis-
pozici pfijemce a na mnozstvi podané plazmy [2, 24].
Pouziti nahradnich roztokd pro vyrobu trombocyti sni-
Zuje obsah plazmy od konkrétniho darce v transfuznim
pripravku a vede k signifikantnimu sniZeni vyskytu
alergickych reakci. Pokud je ndhradni roztok pouzit
pro vyrobu aferetickych trombocytil, obsah plazmy od
jednoho dérce se pohybuje kolem 60 - 120 ml. V pfi-
padé smésnych trombocytli z BC nebo PRP ¢ini obsah
plazmy od jednoho darce pouze 15-25 ml [1]. Statisticky
vyznamny rozdil ve vyskytu alergické potransfuzni re-
akce u aferetickych a smésnych trombocytl z BC vSak
prokazan nebyl [1, 20, 5].

Bakteridlni a virovd kontaminace
Postupy pii vyrobé transfuznich pfipravki jsou za-
méfteny na snizeni rizika pfenosu bakterialnich a viro-
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vych infekci transfuzi. Teplota, pfiniz se trombocyty
skladuji (20-24 °C), poskytuje idedlni podminky pro
riist fady bakterii [4]. V rozsahlé prospektivni multi-
centrické studii, zabyvajici se vyskytem bakterialni
kontaminace trombocytovych transfuznich priprav-
kt autorti Schrezenmeier et al., byl podil pozitivné
konfirmovanych jednotek u aferetickych pripravka
0,09 % a u smésnych 0,06 %, Cili bez vyznamného
rozdilu [25].

Rezervovany postoj vici smésnym trombocytim
Casto vyplyva z teoretického predpokladu vyssiho ri-
zika kontaminace krvi pfenosnymi infekcemi. Tento
predpoklad vSak dosud zddnou ze studii nebyl potvrzen.
Ddle je nutné vzit vavahu fakt, Ze pokud je odebran za
Gcelem vyroby transfuzniho pfipravku infikovany darce
v tzv. diagnostickém okné, v pfipadé trombocytl z plné
krve je ohrozena pouze jedna terapeuticka davka trom-
bocytil, zatimco v radmci aferetického odbéru mohou
byt vyrobeny terapeutické davky az tfi. Darci podstu-
pujici aferetické odbéry maji také ve srovnani s darci
plné krve, s ohledem na kratsi povoleny interval mezi
odbéry, vyrazné vétsi pravdépodobnost opakovaného
odbéru vimunologickém okné [1, 8, 9]. Afkolivije v CR,
v ramci zvysSeni bezpecnosti hemoterapie, podporovano
bezplatné darcovstvi krve a krevnich slozek, trombocy-
taferetické odbéry jsou vétsSinou vyrobct transfuznich
pripravki proplaceny, a to pro omezenou dostupnost
vhodnych darcti a organizacni i casovou naro¢nost
zajisténi tohoto typu darcovskych odbérti.

Uvedené skutecnosti doklada ptipad z pfelomu srpna
azari 2015 zachyceny ve VSeobecné fakultni nemocnici
v Praze, kdy byla jednim darcem trombocytl pfenesena
hepatitida C na tfi hematoonkologicky nemocné déti
a nasledné v ramci profesionalni nakazy onemocnéla
touto infekciijedna zdravotni sestra. Kontaminované
transfuzni pripravky pochazely ze dvou aferetickych
odbéril v odstupu necelého mésice, pricemz darce byl
v obou pripadech vySetfen na pritomnost anti-HCV
s negativnim vysledkem. Na zakladé této udalosti
byla v CR zahdjena diskuse o povinné detekci krvi pfe-
nosnych infekci u darcti krve na trovni nukleovych
kyselin, tzv. NAT metodami (nucleic acid test), ¢imz by
doslo k zadoucimu zkraceni tzv. diagnostického okna
infekce HIV, hepatitidy B a C a nasledné ke zvySeni
bezpecnosti hemoterapie.

TRALI

TRALI (Transfusion Related Acute Lung Injury)
predstavuje akutni poskozeni plic transfuzi. Jedna se
o zavaznou reakci, ktera se klinicky projevuje tézkou
dusnosti nastupujici obvykle v priibéhu 6 hodin od za-
hajeni transfuze, tézkym oboustrannym otokem plic
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a hypoxii. Pri¢inou je ptitomnost antileukocytovych
protilatek (anti-HLA nebo anti-HNA) v plazmé darce,
méneé Casto pak v krvi ptijemce. Leukocyty aktivované
protilatkami adheruji k endotelu plicnich kapilar,
a tim zpuisobuji obstrukci plicni mikrocirkulace [22].
Prevenci vzniku TRALI je vylouceni darcti se zvySenym
rizikem aloimunizace, v pripadé vyskytu protilatek
u ptijemce je i¢innym preventivnim opatfenim deleu-
kotizace. Klinické projevy TRALI se mohou vyskytnout
ivpripadech, kdy HLA protilatky u darce ani u pfijemce
prokazany nejsou. Smeésné trombocyty sice obsahuji
ve srovnani s aferetickymi mens$i mnozstvi plazmy
od jednoho darce, zejména jsou-li resuspendovany
v nahradnim roztoku, je vSak prokdzano, Zze TRALI
muiZe byt zapficinéna i velmi malymi objemy plazmy.
Soucasné je piijemce smésnych desticek vystaven
vyS$§imu riziku pfenosu antileukocytovych protilatek
z divodu obsahu plazmy od vice darct. Pro porovnani
mezi obéma typy z hlediska rizika TRALI neexistuje
v soucasné dobé dostatek dat, nelze tedy v tomto sméru
ucinit jednoznacny zaveér [1, 2].

Aloimunizace a refrakternost k trombocytiim
Aloimunizace a refrakternost k trombocytiim patii
ke komplikacim, které limitujilécbu a mohou byt i Zivot
ohroZujici [21]. Refrakternost k 1é¢bé trombocyty miize
mit pri¢inu imunni nebo neimunni [26]. Neimunni
priciny v etiologii klinickych projevil refrakternosti
na trombocyty vyrazné prevazuji a jsou asociovany
se zvySenou konzumpci trombocytli, popt. kvalitou
a zptisobem aplikace transfuzniho piipravku [27, 28].
Jednou z nejrozsahlejsich studii, které se proble-
matikou aloimunizace zabyvaly, byla multicentric-
ka randomizovana studie TRAP (The Trial to Reduce
Alloimmunization to Platelets). Jejim cilem bylo po-
psat vliv deleukotizace a patogen - reduk¢nich tech-
nik na prevenci vzniku aloimunizace a refrakternosti
v souvislosti s 1é¢bou trombocyty. VSichni zafazeni
pacienti podstoupili indukéni chemoterapii pro akutni
myeloidni leukemii, nebyly u nich pfed zafazenim do
studie detekovany aloprotilatky a byli randomizovani
do nasledujicich ¢tyf skupin podle typu podavanych
trombocytii: 1. neupravené smésné trombocyty (kont-
rolni skupina), 2. deleukotizované smésné, 3. oSetfené
redukci patogentt UV-B smésné a 4. deleukotizované
aferetické [17]. Nejvétsi vyskyt aloprotilatek byl za-
znamendan v 1. skupiné, kde si aloprotilatky vytvotilo
13 % pacientl (pozitivita LCT testu), mira aloimuni-
zace v ostatnich skupinach byla srovnatelna (3 % ve
2. skupiné, 5 % ve 3. skupiné a 4 % ve 4. skupiné).
Klinické projevy refrakternosti byly zaznamenany
celkem u 27 % pacientl z nejriznéjsich pficin [1, 17].
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Data shromazdéna diky studii TRAP pfinesla cenné
informace o klinickém dopadu aplikace trombocytii.
Zachyt aloimunizace byl, ve srovnani s kontrolni skupi-
nou, ve véech skupinach nizsi. Studie tedy nepftinesla,
z pohledu rizika aloimunizace, diikazy o rozdilu mezi
aferetickymi a smésnymi trombocyty, vyskyt aloimu-
nizace zavisel na absenci nebo provedeni deleukotizace,
nikoli na typu trombocytt [1].

K novéjs$im multicentrickym studiim, které se za-
byvaly sledovanim miry imunizace a refrakternosti po
podani trombocytii, patfi studie PLADO (The Platelet
Dose Trial). Cast pacientli byla 1ééena vyhradné de-
leukotizovanymi aferetickymi trombocyty, ¢ast de-
leukotizovanymi trombocyty z plné krve. Celkem 5 %
pacientd se v pribéhu studie imunizovalo, ve 4 % ve
skupiné aferetickych trombocytlh a v 8 % ve skupiné
smésnych. Signifikantneé vyssi vyskyt aloimunizace byl
pozorovan v souvislosti s téhotenstvim, chemoterapii
a nizkou davkou trombocytli. Klinické projevy refrak-
ternosti byly zaznamendany celkem u 14 % pacientil, ve
13 % po aferetickych pfipravcich a v 18 % po smésnych.
Imunni pfi¢ina v§ak byla prokizana jen u 8 % pacientti
s klinickymi projevy refrakternosti, coz doklada vyso-
ky vyskyt neimunnich pficin [21]. Studie PLADO tedy
urcity rozdil mezi aferetickymi a smésnymi pripravky
zaznamenava, vykazuje vsak znacnou nesourodost
zafazenych pacientti z hlediska diagnoézy, véku a da-
vek podanych trombocytli. Skupina pacientti lécenych
vyhradné aferetickymi trombocyty byla vyrazneé pocet-
néjsinez skupina lécend pouze destickami smésnymi.

Pristup Kk 1é¢bé se u aloimunizovanych pacientt
s klinickymi projevy refrakternosti znacné lisi v zavis-
losti na moznostech a zvyklostech konkrétniho praco-
visté, Optimalni je zajisténi HLA shodnych pfipravki.
Nevyhodou je v§ak vysoka cena a omezenda dostupnost.
Ma-li pacient urcenu specifitu dané HLA protilatky, je
mozné rozsirit vybér trombocytl z plné HLA shody na
negativitu vdaném antigenu, proti némuz je vytvorena
dana protilatka. ZvySuje se tak vSak riziko imunizace
proti dal$im antigent@m. Nejbéznéji a nejrychleji jsou
kompatibilni trombocyty zajiStovany pomoci testi
»,cross-match*. Posledni mozZnosti je podani transfuze
smésnych trombocytli. Obsah krevnich destic¢ek od
vice darcii ve srovnani s aferetickymi pripravky zvysuje
nadéji na pfevod kompatibilnich trombocytt [2]. Efekt
tohoto postupu je vSak podle naSich zkuSenosti znacné
nejisty a mél by byt pouzit pouze v pfipadé, kdy nejsou
dostupné jiné moznosti.

RhD aloimunizace
Trombocyty, na rozdil od antigenti ABO, antigeny
Rh systému na svém povrchu neexprimuji. Riziko RhD

aloimunizace souvisi vyhradné s pfimési erytrocytii
v trombocytovych transfuznich pfipravcich. Obsah
erytrocyti je vy$si v trombocytech vyrobenych z plné
krve nez v odebranych aferetickou technikou [29].

Starsi studie uvadély incidenci RhD aloimunizace
u RhD negativnich pfijemct po podani RhD pozitiv-
nich trombocytd aZ 19 % [30, 31, 32]. Recentni data
vSak dokladaji, Ze riziko aloimunizace po podani
RhD inkompatibilnich trombocytd je velmi nizké
[33, 34, 35].

Ke studiim s nejvétSim rozsahem a s nejdelSim
sledovanim RhD aloimunizace u RhD negativnich
pacientd po podani RhD pozitivnich trombocytd pa-
tfi studie ADAPT (The Anti-D Alloimmunization after
D-incompatible Platelet Transfusions study). Do studie
byli zahrnuti ptijemci transfuze jak z evropskych center
(46 %), tak i z americkych (54 %). Data byla ziskavana
retrospektivneé z let 2010, 2011 a 2012. Do studie nebyli
zafazeni pacienti, ktefi dostali v minulosti imuno-
globulin anti-D nebo jiz méli pfed rokem 2010 anti-D
protilatku, ¢i byli transfundovani RhD pozitivnimi
transfuznimi pfipravky. U vSech zafazenych pacientl
byl screening antierytrocytovych protilatek proveden
nejdtive za 28 dni po podani RhD pozitivnich trombo-
cytli. Vysledkem studie byl velmi nizky zachyt RhD
aloimunizace, coZ bylo zfejmé dano tfemi diivody [36].
Prvnim byla minimalni pfimés erytrocyti v podanych
trombocytech. Udaje o kontrole kvality ze zi€astnénych
center prokazaly, Ze obsah erytrocytl v aferetickych
ptipravcich byl 0,00043 ml a ve smésnych 0,036 ml.
Presto nebyl podan priikazny rozdil ve schopnosti afere-
tickych a smésnych trombocytil imunizovat pfijemce.
Pravdépodobné souvisi s minimalnim objemem erytro-
cytl pfitomnych v trombocytovém piipravku schopném
zplsobit vznik imunizac¢ni odpovédi, a tim je objem 0,03
ml [29, 36, 37]. Dals§im diivodem byl fakt, Ze schopnost
tvorit protilatky je znac¢né ovlivnéna stupném imuno-
suprese pacienta. Zatimco imunokompetentni jedinci
po RhD inkompatibilnich erytrocytech tvoii protilatky
az v 80 %, u pacientll po transplantaci krvetvornych
bunék, HIV pozitivnich a pfijemct solidnich organti se
jedna o situaci nepfili§ castou a v ptipadé podani RhD
inkompatibilnich trombocytl zcela vyjimecnou [36, 38].
Treti pricinou bylo vylouceni jedincii, jejichZ anti-D pro-
tilatka by mohla byt projevem sekundarni imunizacni
odpovédi. Vyssi vyskyt imunizace v nékterych studiich
v minulosti byl dan praveé zachytem i sekundarni imu-
nitni odpovédi, nikoli pouze primarni. Celkovy vyskyt
imunizace antigenem D po podani inkompatibilnich
trombocyth byl v této studii 1,44 % [36].

Zdrojem imunizace nemusi byt vZzdy pfimés ery-
trocytll samotnych, ale mnohdy postacuje pfitomnost
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erytrocytovych mikrocastic. Jedna se o odloucené ¢asti
erytrocytové membrany nesouci antigenni struktu-
ry schopné vyvolat imunitni odpovéd. Ve studii,
ktera se zabyvala problematikou non-D imunizace
v souvislosti s pfimési erytrocytil v trombocytovych
transfuznich pfipravcich, byl odhadnut objem ery-
trocytd v aferetickych pripravcich v rozmezi od 0,4
az 0,8 pl a objem erytrocytovych mikrocastic s men-
§i pfesnosti 0,1-1 pl. Autofi vyjadrili hypotézu, Ze
menS$i, ale pravdépodobné pocetnéjsi mikrocastice
mohou byt imunogennéjsi nez samotné erytrocyty,
protoze mohou byt snadnéji fagocytovany antigen
prezentujicimi bunikami pfijemce. Nicméné uzavi-
raji, Ze aloimunizacni potencial tak malého objemu
erytrocytovych mikrocastic je spiS teoreticky, jejich
existence by si vSak méla vyzadat podrobnéjsi vyzkum
vedeny snahou minimalizovat imunologické vedlejsi
efekty podanych transfuzi [39].

Vyskyt anti-D aloimunizace po podani RhD pozi-
tivnich trombocytli RhD negativnim pfijemctm je
nizky. Pfesto je prijato doporuceni pfedchazet imu-
nizaci Zen ve fertilnim véku a déti dodrZzenim RhD
kompatibility, eventualné aplikovat imunoglobulin
anti-D, pokud neni zajisténi kompatibilni transfuze
mozné [29, 40].

ABO neshoda

V praxi ma byt preferovano podani trombocytii
ABO shodnych, shodu ale neni nezbytné dodrzet, po-
kud to naléhavost poZzadavku a aktudlni dostupnost
pripravku nedovoluji. Doposud neni sjednoceno, zda
je vhodnéjsi upfednostnit kompatibilitu antigenti
nebo protilatek v ABO systému. Podani trombocyth
neshodnych v ABO antigenech s prijemcem ma za
nasledek zkraceni doby preziti transfundovanych
trombocytil v cirkulaci, zatimco podani trombocyth
resuspendovanych v plazmé, kterd obsahuje protilatky
proti ABO antigenm piijemce, mtze vést k he-
molyze erytrocytl pfijemce transfuze. PouZiti PAS pro
resuspenzi trombocytl toto riziko vyznamneé zmirnuje
sniZenim titru anti-A a anti-B pfitomnych v transfuz-

nim ptipravku. V Evropé je pouziti PAS jiz standardem,
v USA se zatim nejedna o béZnou praxi [29, 40].

Dlouho pretrvaval nazor, Ze pfi jinoskupinovém
podani aferetické trombocyty krevni skupiny 0 nesou
vy$$i riziko vzniku intravaskularni hemolyzy u pfti-
jemce ve srovnani se smésnymi produkty. V roce 2008
publikoval Cooling et al. praci, ktera tento predpo-
klad vyvraci a doklada, Ze titry anti-A a anti-B proti-
latek v aferetickych trombocytech jsou obdobné jako
ve smeésnych ptipravcich [2, 41]. Priklady neshody pfi
jinoskupinovém podani trombocytovych transfuznich
pripravki predklada tabulka 2.

Bezpecnost darce

Nezadouci reakce miiZe vyvolavat jak darcovstvi
plné krve, tak darcovstvi krevnich slozZek technikou
aferézy. Klinické projevy téchto reakci mohou byt
nejriznéjsi, nejcastéji se jedna o nevolnost, bolesti
hlavy, zvraceni, event. kolaps se ztratou védomi,
pfipadné muiZe dojit k lokalnim komplikacim v sou-
vislosti s vpichem (hematom, iritace nervu, iritace
Slachy, punkce arterie apod.). Dostupné studie do-
kladaji nizsi vyskyt mirnych i zAvaznych nezddoucich
reakci u darcovstvi plné krve ve srovnani s aferetic-
kymi odbéry.

Opakované trombocytaferézy mohou vést k relativ-
nimu vycerpani trombopoézy a poklesu trombocyta.
Presto vSak klinicky vyznamna trombocytopenie neby-
vau darcti krevnich desticek pozorovana. Pokles ioni-
zovaného vapniku, v souvislosti s pouzitim citronanu
sodného jako antikoagulantu u aferetickych odbéra,
mizZe vést u darct k projeviim citratové toxicity (pares-
tezie, bolesti hlavy, tfes, kfece). Profylaktické podani
kalcia p. o. zmirfiuje projevy této nezadouci reakce
jen mirné. Nékteré studie doklddaji u darcti krev-
nich desticek zvySené projevy kostniho metabolizmu
aradiologické znamky osteopenie jsou pozorovatelné
zhruba u tfetiny z nich. Citronan sodny rovnéz vaze
hot¢ik, ktery miiZze byt snizen azZ o 30 %. Klinicky se
pokles hladiny hotc¢iku projevuje slabosti, svalovymi
spasmy a oslabenim myokardidlni kontraktility [1].

Tab. 2. Piiklady ABO neshody mezi krevni skupinou dérce/trombocytového transfuzniho pfipravku a prijemce transfuze

Krevni skupina pfijemce ABO mala neshoda*

ABO velka neshoda**

0 = A, B, AB
A B.0 B. AB

B A, 0 A, AB
AB A B O =

(Upraveno podle Cid J, Harm SK, Yazer MH. Platelet transfusion - the Art and Science of Compromise. Transf Med Hemother 2013; 40: 160-171.)

*Darce ma protilatky proti ABO antigentim erytrocytd prijemce.

**Prijemce ma protilatky proti ABO antigentm trombocytd darce.
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Tab. 3. Srovnani deleukotizovanych trombocyt( resuspendovanych v ndhradnim roztoku z aferézy a z pIné krve ve vybranych parametrech

Aferetické trombocyty Smésné trombocyty z BC

Nezddouci reakce u dérce 1 !

Obsah trombocytd bez rozdilu bez rozdilu
Obsah leukocytl bez rozdilu bez rozdilu
Obsah plazmy od 1 darce i l

FNHTR bez rozdilu bez rozdilu
Alergicka reakce bez rozdilu bez rozdilu
BakteridIni kontaminace bez rozdilu bez rozdilu
Aloimunizace/refrakternost bez rozdilu bez rozdilu
Vzestup trombocytl u pfijemce bez rozdilu bez rozdilu
Cena 1 !

Je vSak tfeba zminit, Ze uvedené nezadouci projevy,
kromé citratové toxicity, pfichazeji v avahu spise
u Castych aferetickych odbér v kratkych intervalech,
které nejsou v CR obvyklé, a proto jsou tyto reakce
pozorovany sporadicky.

ZAVER

Dosavadni poznatky a publikované studie, které se
srovnanim trombocytl z aferézy a z plné krve zaby-
valy, nepotvrzuji vyznamné rozdily mezi obéma typy
transfuznich pfipravka. Jsou srovnatelné z pohledu
kvality, G¢innosti i bezpecnosti podanych transfuzi.
Nebylo potvrzeno ani vyssi riziko smésnych pfipravki
z plné krve v oblasti aloimunizace a pfenosu infekci,
coz by se, s ohledem na obsah materialu od vétsiho
poctu darcti, dalo predpokladat. Souhrnné srovnani
aferetickych a smésnych trombocytii s odkazem na
citovanou literaturu obsahuje tabulka 3.

Nespornou vyhodou smésnych trombocytl z plné
krve, v porovnani s aferetickymi pripravky, je jejich
nizsi cena a snazsi dostupnost. Za zminku stoji i sku-
tecnost, Ze se jedna o transfuzni ptipravky pochaze-
jici vyhradné od bezplatnych darcti krve. Bezpecnost
podanych transfuzi smésnych desticek lze dale zvysit
vyloucenim prvodarcii z jejich vyroby, ktefi jsou z hle-
diska vyskytu krvi pfenosnych infekci rizikovéjs$i nez
opakovani darci.

Zminénd, v zahrani¢ni literatufe ¢asto zdarazmo-
vana dostupnost je vSak relativni a byva zdiirazriovana
zejména v souvislosti s velkymi zpracovatelskymi
centry. V podminkach na$i transfuzni sluzby s vel-
kym poctem zpracovatelli jsou z hlediska dostupnosti
stalym problémem méné casté krevni skupiny, kdy
pocet darct v odbérovém dni nemusi byt dostacu-
jici pro pfipravu pozadované terapeutické davky,
resp. terapeutickych davek a transfuze trombocytl

v dané krevni skupiné pak musi byt zajiStény pouze
aferetickymi pfipravky. I pfes tento limit je vyroba
smésnych trombocytti idedlnim zphsobem, jak ma-
ximalné efektivné vyuzit odbéry plné krve a omezit
nakladnéjsi a organiza¢né narocnéjsi aferetické od-
béry. Buffy-coaty, ze kterych jsou smésné desticky
ziskavany, jsou produkty zpracovani plné krve, které
by jinak k vyrobé transfuznich pfipravkid vyuzity
nebyly. Vyroba aferetickych trombocytl v CR vSak
nadale vyrazné pfevazuje a podil pfipravki z plné
krve na celkové produkci je u jednotlivych vyrobct
trombocytl rizny.
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