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SOUHRN: Hlavní nevýhodou běžně používaných nativních trombocytů je krátká doba použití, která obvykle nepřesahuje 5 dní. Může tak 
docházet k jejich omezené dostupnosti. Kryokonzervace trombocytů umožňuje prodloužení doby skladování trombocytových transfuzních 
přípravků až na 2 roky, pokud jsou uchovávány při teplotě –80 °C. Fakultní nemocnice Brno zavedla metodu kryokonzervace trombocytů při 
–80 °C v 5–6% roztoku dimethylsulfoxidu. K mražení jsou využívány směsné trombocyty z buff y-coatu krevní skupiny 0, které jsou po rozmražení 
rekonstituovány pomocí náhradního roztoku SSP+. Autoři předkládají výsledky srovnávací studie kryokonzervovaných a nativních trombocytů, 
která předcházela uvedení nových produktů do klinické praxe. Byly hodnoceny tyto parametry: obsah a koncentrace trombocytů, pH, objem, 
ztráta trombocytů během mražení, obsah dimethylsulfoxidu, obsah reziduální plazmy, obsah celkového proteinu, titr AB0 protilátek a swirling. 
Viskoelastické vlastnosti byly měřeny rotační tromboelastografií a obsah trombocytárních mikropartikulí byl stanoven pomocí průtokového 
cytometru. Vyrobené kryokonzervované trombocyty dosahují předepsaných kvalitativních parametrů a  zachovávají si průměrně 83,6  % 
původního obsahu trombocytů. Zanedbatelný obsah reziduální plazmy vede k nízkému obsahu celkové bílkoviny (0,3 g/ terapeutickou dávku) 
a k velmi nízkému titru AB0 protilátek (0–2). Kryokonzervované trombocyty krevní skupiny 0 rekonstituované pomocí SSP+ lze proto považovat 
za AB0 univerzální produkty, a to i pro klinické stavy, při kterých jsou vyžadovány promyté trombocyty. Kryokonzervované trombocyty vykazují 
zkrácení doby vzniku koagula a 25× vyšší obsah trombocytárních mikropartikulí ve srovnání s nativními krevními destičkami. Tyto vlastnosti 
spolu s dlouhou dobou použitelnosti předurčují využití kryokonzervovaných trombocytů zejména v urgentních stavech provázených masivním 
krvácením.

KLÍČOVÁ SLOVA: kryokonzervované trombocyty – směsné trombocyty – dimethylsulfoxid – trombocytární mikropartikule – náhradní 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. Buff y-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 buff y-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 fl ow 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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Porovnávání kvality a účinnosti kryokon-
zervovaných TRC mezi jednotlivými vý-
robci je proto obtížné.

V předloženém sdělení autoři prezen-
tují metodiku mražení TRC používanou 
ve Fakultní nemocnici Brno (FN Brno) 
a výsledky validační studie, která před-
cházela uvedení nového typu transfuz-
ního přípravku do praxe. Cílem studie 
bylo porovnání kvalitativních parametrů 
kryokonzervovaných směsných trombo-
cytů (trombocyty z  buff y-coat směsné, 
deleukotizované, kryokonzervované, 
TBSDK) a  nativních směsných trombo-
cytů (trombocyty z  buff y-coat směsné, 
deleukotizované, resuspendované v ná-
hradním roztoku, TBSDR).

METODIKA
K mražení byly použity směsné deleu-
kotizované TRC z  buffy-coatu krevní 
skupiny 0, bez rozlišení RhD. Rekonsti-
tuce byla provedena za použití náhrad-
ního roztoku SSP+. Všechny odběry plné 
krve použité pro přípravu TBSDR pochá-
zely od dobrovolných bezpříspěvko-
vých dárců krve. Metoda používaná ve 
FN Brno vychází z  publikovaných zku-
šeností zahraničních autorů [6,8,13,14]. 
Byla modifi kována tak, aby byla prove-
ditelná v podmínkách libovolného zaří-
zení transfuzní služby bez nutnosti pou-
žití laminárního boxu nebo 30% DMSO 
připravovaného v lékárně.

Výroba nativních trombocytových 
transfuzních přípravků určených ke 
kryokonzervaci
Standardní jednotky plné krve byly ode-
brány (den 0) do odběrové soupravy 
Macopharma s in-line fi ltrací s obsahem 
63 ml CPD a  100 ml SAGM (Quadruple 
Top-Bottom LCRD 450  ML CPD/ SAGM, 
Macopharma, Francie). Po zpracování 
plné krve byly vzniklé buff y-coatu skla-
dovány při 20–24  °C do následujícího 
dne, kdy byly vyrobeny TBSDR (den 1). 
Čtyři buff y-coaty krevní skupiny 0  byly 
smíchány s 250 ml náhradního roztoku 
pro TRC SSP+ (SSP+, Macopharma, Fran-
cie) a centrifugovány (Heraeus Cryofuge 
16, Heraeus, SRN) při 852xg po dobu 

pro svoji jednoduchost používá nejčas-
těji [4,9]. Celkem 95 % použitého DMSO 
je při něm odstraněno ještě před proce-
sem mražení. Konečné množství DMSO 
ve fi nálním produktu se díky tomuto vý-
robnímu postupu pohybuje průměrně 
kolem 1,4 g na terapeutickou dávku 
(TD) [7]. Obsah DMSO se tedy za použití 
tohoto postupu nachází bezpečně pod 
hranicí toxicity, a to i v případě podání 
většího počtu transfuzí  [10]. K  resus-
penzi koncentrátu TRC po rozmražení lze 
použít plazmu, náhradní roztoky pro TRC 
nebo fyziologický roztok [8,9,11–13]. 

Kryokonzervované TRC jsou ve srov-
nání s nativními produkty charakterizo-
vány vyšší mírou aktivace spojenou s ná-
růstem exprese markerů aktivace CD62P 
(P-selektin) a CD63 [12–14]. Kryokonzer-
vované TRC rovněž exprimují na svém 
povrchu velké množství molekul fosfati-
dylserinu a obsahují signifi kantně větší 
množství fosfatidylserin pozitivních 
trombocytárních mikropartikulí (TMP). 
TMP mají v  porovnání s  TRC 50–100× 
vyšší prokoagulační aktivitu a  vedou 
k rychlejší tvorbě koagula [7]. Související 
vysoká hemostatická účinnost kryokon-
zervovaných TRC není podle dosavad-
ních zkušeností spojena se zvýšeným ri-
zikem vzniku trombotických komplikací 
a jako nejperspektivnější se jeví jejich vy-
užití v urgentních stavech provázených 
masivním krvácením [3,14].

První zkušenosti s  kryokonzervací 
TRC v ČR získala Ústřední vojenská ne-
mocnice v Praze [15]. Současný zvýšený 
zájem o skladování TRC ve zmraženém 
stavu souvisí především s krizovou krevní 
politikou. Krizová transfuzní centra mají 
v  případě mimořádné události povin-
nost dodat bezodkladně 50 TD TRC [16]. 
Vzhledem k  relativně nízkým počtům 
běžně skladovaných trombocytových 
přípravků v těchto centrech byla přijata 
varianta zajištění krizové rezervy TRC 
s využitím kryokonzervace. Nebyla však 
defi nována jednotná metodika přípravy, 
která se liší jak typem použitého vstup-
ního materiálu (aferetické nebo směsné 
TRC), tak typem resuspenzního roztoku 
(plazma nebo náhradní roztok pro TRC). 

ÚVOD
Transfuze trombocytových transfuz-
ních přípravků jsou indikovány v profy-
laxi a léčbě krvácení pacientů s trombo-
cytopenií, popřípadě trombocytopatií. 
Trombocyty (TRC) lze získat z  aferézy 
od jednoho dárce nebo z plné krve od 
většího počtu dárců  [1,2]. Jejich častá 
omezená dostupnost souvisí s  krátkou 
dobou použitelnosti a také s faktem, že 
se přípravě trombocytových transfuz-
ních přípravků věnují jen ně kte rá zaří-
zení transfuzní služby. Kryokonzervace 
TRC je proto do budoucna možnou ces-
tou, jak tuto situaci řešit  [3,4]. Zatímco 
u chronických pacientů, jejichž převahu 
tvoří nemocní s hematoonkologickými 
dia gnózami, lze hemoterapii ve většině 
případů předem plánovat, u mnohočet-
ných poranění, transplantací a jiných ur-
gentních stavů to možné není. Transfuze 
TRC tak musí být zajišťovány z dostup-
ných skladových rezerv vyrobených pů-
vodně pro chronické pacienty, což může 
způsobovat jejich kritický nedostatek.

Metodu mražení TRC publikovali v 70. 
letech minulého století Valeri et al.  [5]. 
Kromě využití kryokonzervovaných 
TRC v  armádě byla v  počátcích pozor-
nost zaměřena také na zajištění TRC pro 
aloimunizované pacienty. Prodloužení 
doby použitelnosti z obvyklých 5 dní na 
2 roky má s rostoucí spotřebou tohoto 
typu transfuzního přípravku stále širší 
uplatnění [6].

Mražení způsobuje nevratné poško-
zení buněk. Proto je nezbytné použití 
kryoprotektivních látek, které tomuto 
poškození brání. Jako nejvhodnější se 
pro účel kryokonzervace TRC jeví dime-
thylsulfoxid (DMSO), přestože je známý 
svojí toxicitou. V dávce nad 1 g/ kg hmot-
nosti příjemce transfuze způsobuje bo-
lest hlavy, nauzeu a  vazokonstrikci  [7]. 
Obsah DMSO musí být z tohoto důvodu 
ve fi nálním produktu snížen. Lze toho 
docílit několika způsoby: redukcí ob-
jemu po rozmražení, promytím po roz-
mražení nebo redukcí objemu s  od-
straněním DMSO před zmražením  [3]. 
Poslední jmenovaný způsob, který je Va-
leriho modifi kací původní metody [8], se 
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(ml) do vstupního materiálu (TBSDR). 
Přepočet byl realizován pomocí stano-
veného vztahu, kdy 1 ml 30% DMSO ob-
sahoval 0,33 g DMSO.

Obsah reziduální plazmy TBSDK byl 
stanoven na základě obsahu plazmy 
v TBSDR a postupného ředění po přidání 
známého objemu SSP+ po rozmražení. 
Koncentrace celkové bílkoviny (g/ l) byla 
stanovena turbidimetrickou metodou, 
určenou pro stanovení koncentrace cel-
kové bílkoviny do 2 g/ l (TPUC3, Roche; 
Cobas 8000, Roche) ze vzorku odebra-
ného z TBSDK. Obsah celkové bílkoviny 
v  produktu (g/ TD) byl stanoven pře-
počtem na celkový objem TBSDK. Pří-
tomnost anti-A a anti-B protilátek (IgM) 
byla stanovena titrací supernatantu zís-
kaného po centrifugaci vzorku odebra-
ného z TBSDR a  vzorku TBSDK. Titrace 
byla provedena pomocí solného testu 
zkumavkovou metodou při 20 °C. K prů-
kazu protilátek byly použity dia gnostické 
erytrocyty (dia gnostické erytrocyty A1,B, 
Sanguin Reagents, Holandsko).

Viskoelastické vlastnosti byly stano-
veny pomocí rotační tromboelastografie 
(ROTEM, Tem Innovations GmbH, SRN) 
vyhodnocením testu EXTEM a  FIBTEM 
(ex-tem S  a  fi b-tem S, Tem Inovations 
GmbH, SRN) podle instrukcí výrobce 
s užším zaměřením na dobu vzniku koa-
gula (clotting time – CT) a maximální pev-
nost koagula (maximum clot fi rmness – 
MCF). CT (s) bylo defi nováno jako doba 
od začátku měření do vytvoření koagula 
o  velikosti 2 mm v  průměru. Parametr 
MCF (mm) charakterizuje zejména jeho 
stabilitu a pevnost. Funkční aktivita trom-
bocytů (ATRC) byla vypočítána ze vzorce: 
ATRC = MCFEXTEM – MCFFIBTEM. Rozdíl v MCF 
v  testu EXTEM a  FIBTEM je vyjádřením 
příspěvku trombocytů k  pevnosti koa-
gula. V  rámci studie byly vzorky TBSDR 
a  TBSDK k  měření připraveny v  deleu-
kotizované plné krvi bez TRC odstraně-
ných při deleukotizaci. Přidáním vzorků 
TBSDR nebo TBSDK do deleukotizo-
vané plné krve byly simulovány poměry 
v oběhu příjemce po transfuzi TRC [3]. FI-
BTEM-CT ukazuje pouze aktivitu fi brino-
genu a o příspěvku TRC k tvorbě koagula 

v 5–6% DMSO byl uložen do hliníkového 
obalu (Cardboard Cassettes H01FCB 
Range, Macopharma, Francie) a zmražen 
při teplotě –80 °C. Následující den (den 
3) byl kryovak se zmraženými TRC pře-
místěn z hliníkového obalu do ochranné 
papírové obálky a  dále skladován při 
teplotě –80 °C. 

Rozmražení, rekonstituce
Rozmražení trombocytů bylo prove-
deno v rozmrazovací vodní lázni (BOECO 
PWB-4, Unimed Praha, s.r.o, ČR) tem-
perované na teplotu 37 °C. Uzavřeným 
způsobem pomocí sterilní svářečky 
(TCD B40, M. Device Group, VB) byl k roz-
mraženým TRC přidán náhradní roztok 
SSP+ temperovaný na pokojovou tep-
lotu v  rozmezí 20–24  °C o  objemu asi 
200 ml [8,12,13]. 

Sledované parametry 
Předmětem porovnání byly vzorky ze 
vstupních nativních TBSDR a  vzorky 
z TBSDK skladovaných méně než 1  rok 
od zmražení, po jejich rozmražení a re-
konstituci. Vzorky k  laboratorní ana-
lýze byly odebírány u TBSDR před dal-
ším zpracováním kryokonzervací, TBSDK 
bezprostředně po rozmražení, nejpoz-
ději do 1 hodiny. 

Objem produktů (ml) byl stanoven po-
mocí hmotnosti (elektronická váha KERN 
EW, Kern-Sohn GmbH, SRN) a odpovída-
jícího hmotnostního koefi cientu, který 
byl pro TBSDR 1  031 g/ ml (70  % SSP+ 
a 30 % plazmy) a pro TBSDK 1 010 g/ ml 
(100  % SSP+). Počet TRC (×109/ TD) 
a koncentrace TRC (×109/ ml) byly stano-
vovány pomocí hematologického ana-
lyzátoru (Sysmex KX-21N, Sysmex, Ja-
ponsko). Hodnota pH byla měřena pH 
metrem s  korekcí pro 22  °C (FE20  Kit, 
Mettler-Toledo, InLab Routine Pro, Švý-
carsko). Vířivost TRC (swirling) byla posu-
zována vizuálně a  vyhodnocena podle 
intenzity (0–3). 

Obsah DMSO (g/ TD) ve zmraženém 
(TBSDKZ) a  rekonstituovaném (TBSDK) 
produktu byl stanoven na základě vý-
počtů k  jednotlivým výrobním krokům 
podle přidaného množství 30% DMSO 

8  minut. Výsledná suspenze TRC s  po-
měrem SSP+ a  plazmy 70:30  byla de-
leukotizována (Platelet Filter System AT-
SBC1ESB, PALL Medical, Portsmouth, VB). 
Směsné TRC byly umístěny do skladova-
cího vaku pro TRC o  objemu 1  000 ml 
(Storage bag in Platelet Filter System 
ATSBC1ESB, PALL Medical, Portsmouth, 
VB) a  skladovány při teplotě 20–24  °C 
za stálé agitace (Helmer PC2200h, Hel-
mer Inc., IN, USA) do následujícího dne 
(den 2) [17].

Kryokonzervace trombocytových 
transfuzních přípravků
V den 2 byly před zamražením nejprve 
odebrány vzorky nativních TRC k  vy-
šetření vybraných parametrů kvality. 
Ke kryokonzervaci byl použit 30% roz-
tok DMSO připravený smísením 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 při přípravě 30% DMSO zajiš-
těna pomocí sterilní jehly a sterilní stří-
kačky, kterou byl 100% DMSO přidán 
přes Cryo prep set s  DMSO odolným 
bakteriálním fi ltrem (Closed Cryo Prep 
Set, BELDICO SA/ NV, Belgie) sterilně při-
pojeným ke kryovaku s roztokem SSP+. 
Manipulaci proto nebylo nutné prová-
dět v  laminárním boxu. Suspenze TRC 
byla nejprve přepuštěna do sterilně při-
pojeného kryovaku o  objemu 600 ml. 
Následně byl za jemného promíchá-
vání k TRC přidán ze sterilně napojeného 
kryovaku (TCD B40, M. Device Group, 
Southport, VB) odpovídající objem 30% 
roztoku DMSO tak, aby konečná kon-
centrace DMSO v suspenzi trombocytů 
byla 5–6 %.

Po přidání DMSO a  promíchání byla 
suspenze TRC centrifugována při 1997xg 
po dobu 10  minut (Heraeus Cryofuge 
16, Heraeus, SRN). Většina supernatantu 
byla následně pomocí manuálního lisu 
odstraněna, v  kryovaku byl ponechán 
sediment TRC s  malým množstvím su-
pernatantu o  celkovém objemu při-
bližně 25 ml. Kryovak se suspenzí TRC 
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DMSO předpokladu 5–6  % uvedeném 
v metodice (med. 5,1 %) a po rekonsti-
tuci klesl na 0,5  %, což odpovídá me-
diánu absolutní hodnoty 1,3 g/ TD. Víři-
vost TRC byla silnější v souboru TBSDR, 
kdy všechny zařazené produkty vykazo-
valy swirling nejvyššího stupně. Výsledky 
v souboru TBSDK byly slabší, ale všechny 
produkty alespoň slabou vířivost měly 
(tab. 3).

Obsah reziduální plazmy a celkové bíl-
koviny byly signifi kantně nižší u TBSDK 
(tab. 4). Obsah plazmy (med. 2,9 %) ko-
respondoval s  absolutním objemem 
plazmy (med. 4,2 ml) a obsahem celkové 
bílkoviny (med. 0,3 g/ TD). S  poklesem 
obsahu plazmy po rekonstituci souvisí 
i  očekávaný pokles titru AB0  protilá-
tek třídy IgM. Nejvyšší zaznamenaný titr 
v TBSDR byl 16, po zmražení a rekonsti-
tuci se titr přirozených AB0 protilátek po-
hyboval mezi 0 a 2 (tab. 5).

Vzájemnou kontaminaci ve vzorcích 
izolovaných TRC a  TMP z  obou typů 
porovnávaných produktů znázorňuje 
graf 1 2A. Kontaminace TMP vzorků krev-

bivalentního Mann-Whitneyho testu. Za 
hladinu významnosti je standardně po-
važována hodnota  = 0,05. Statistické 
zpracování dat bylo provedeno soft-
warem GraphPad Prism version 7.03 for 
Windows (GraphPad Software, La Jolla 
California USA). 

VÝSLEDKY
V rámci studie byly porovnávány vlast-
nosti TBSDR (n  =  22) a TBSDK (n  =  17) 
ve stanovených parametrech. Běžně sle-
dované ukazatele kontroly kvality jsou 
zaznamenány v  tab.  1. Koncentrace 
a  obsah TRC v TBSDK byly podle oče-
kávání nižší (TBSDR: med. 915×109/ l, 
227×109/ T.D.; TBSDK: med. 790×109/ l, 
193×109/ T.D.), oba porovnávané typy 
přípravků vykazují srovnatelný objem 
a  pH. Medián ztráty TRC v  TBSDK ve 
srovnání s TBSDR v  souvislosti s  mani-
pulací byl 16,4 % (25/ 75 perc.: 8,8/ 24,2; 
min./ max.: 0/ 30). Ve vzorcích TRC při-
pravených k  mražení byl měřen obsah 
DMSO (tab.  2). Ve zmraženém koncen-
trátu TRC (TBSDKZ) odpovídal obsah 

nevypovídá, proto tento parametr nebyl 
analyzován [3,14].

Pomocí průtokové cytometrie (Cy-
toFlex, Beckman Coulter, Brea, Kanada) 
byl stanoven obsah TMP. Vzorky TBSDR 
a TBSDK byly centrifugovány za účelem 
izolace TRC a  TMP. TRC byly izolovány 
centrifugací při 1 500 xg po dobu 15 min 
při pokojové teplotě. Výsledný super-
natant byl centrifugován při 12 000 xg 
po dobu 5 min při pokojové teplotě za 
vzniku sedimentu, který byl ještě čás-
tečně kontaminován TRC. TMP byly izo-
lovány centrifugací zbytku supernatantu 
při 16 000 xg po dobu 30 min při 4 °C. 
Všechny částice (TRC i TMP) byly identifi -
kovány pomocí povrchového TRC znaku 
CD61 (použitá protilátka: anti-CD61, Mil-
tenyi Biotec, SRN) a  následně odlišeny 
podle velikosti. 

Statistická analýza
Výsledky jsou vyjádřeny ve formě de-
skriptivní statistiky jako medián (med.), 
25/ 75 percentil (perc.), minimum/ maxi-
mum (min./ max.) a hodnoceny pomocí 

Tab. 1. Kvalitativní parametry. Přehled měřených kvalitativních parametrů u TBSDR a TBSDK – objem, koncentrace 
a obsah TRC, pH po zmražení a rekonstituci.

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 25/75 perc. min./max.

objem (ml) 259 246/269 239/290 249 241/249 217/279

koncentrace TRC ×109/l 915 810/988 750/1 070 790 710/845 520/930

obsah TRC ×109/TD 227 213/266 184/284 193 180/210 145/235

pH korekce na 22 °C 7,1 7,03/7,17 6,98/7,22 7,2 7,19/7,26 6,96/7,3

min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coatu směsné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR – trombocyty z buff y-coatu směsné deleukotizované resuspendované, TD – terapeutická dávka, TRC – trombocyty

Tab. 2. Obsah dimethylsulfoxidu. Obsah DMSO byl měřen v těsně před zmražením (TBSDKZ) a po rozmražení a 
rekonstituci (TBSDK).

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 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 (%) 5,1 4,99/5,21 4,46/5,26 0,5 0,45/0,55 0,35/0,58

DMSO – dimethylsulfoxid, min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coatu směsné dele-
ukotizované kryokonzervované, TBSDKZ – trombocyty z buff y-coatu směsné deleukotizované kryokonzervované zmrazené, 
TD – terapeutická dávka
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že obsah DMSO v jednotlivých produk-
tech je zanedbatelný. Pohybuje se kolem 
1,3 g/ TD, což rovněž odpovídá publiko-
vaným výsledkům [7]. 

Řada prací uvádí snížení až vymizení 
intenzity vířivosti u kryokonzervovaných 
TRC. Tento fenomén souvisí zejména se 
změnou diskoidního tvaru TRC ve sfé-
rický [6,10]. Všechny hodnocené TBSDK 
v našem souboru měly slabší, ale viditel-
nou vířivost ve srovnání s TBSDR.

Rozmražení a rekonstituce TRC je jed-
noduchým a  nenáročným procesem, 
a  to zejména je-li použit náhradní roz-
tok pro TRC, v  našem případě SSP+. 
Náhradní roztoky jsou skladovány při 
pokojové teplotě a  připraveny k  oka-
mžitému použití. Rozmražení kryokon-

DISKUZE
Z provedené validační studie vyplývá, že 
TBSDK dosahují požadovaných kvalita-
tivních parametrů [17]. Ztráty TRC v sou-
vislosti s procesem kryokonzervace a ná-
sledné rekonstituce představují v  naší 
studii přibližně 16,4 %, což je výsledek 
srovnatelný s  nejlepšími dosaženými 
publikovanými daty, přičemž průměrná 
ztráta se pohybuje kolem 28 % [10]. Zna-
mená to, že si TBSDK zachovaly 83,6 % 
původního obsahu TRC před zmraže-
ním. Toto zjištění svědčí o vysoké kvalitě 
zpracování a  o  přesvědčivém naplnění 
požadavku stanoveném evropským do-
poručením, které vyžaduje obsah TRC 
nad 50 % hodnoty před zmražením [17]. 
Současně byl potvrzen očekávaný fakt, 

ními destičkami byla v TBSDR i TBSDK 
velmi nízká. Obdobně nízká byla zazna-
menána i kontaminace TRC vzorků mik-
ropartikulemi v TBSDR, zatímco signifi -
kantní nárůst TMP byl prokázán v TBSDK. 
Z relativního počtu TMP/ 1 000 TRC (graf 
2B) vyplývá, že počet TMP vzroste po 
kryokonzervaci přibližně 25×.

Vlastnosti vzniklého koagula při pou-
žití TBSDR a  TBSDK byly hodnoceny 
rotační tromboelastografií (tab.  6). 
Výsledky dokládají rychlejší tvorbu koa-
gula (zkrácení EXTEM-CT) a  jeho nižší 
pevnost (EXTEM-MCF) v případě TBSDK. 
Hodnota FIBTEM-MCF byla redukována 
v  obou typech produktů ve srovnání 
s EXTEM-MCF v souvislosti s působením 
použitého inhibitoru funkce TRC v testu.

Tab. 3. Vířivost (swirling) byla hodnocena vizuálně na škále od 0 do 3. Všechny hodnocené TBSDR vykazují nejvyšší 

stupeň vířivosti (3). TBSDK mají vířivost méně intenzivní, nicméně ve všech případech viditelnou alespoň slabě 

(1–2).

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 25/75 perc. min./max.

swirling 3 3/3 3/3 1 1/2 1/2

min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované resuspendované 

Tab. 5. Titr AB0 protilátek (IgM) před zmražením (TBSDR) a po rozmražení a rekonstituci (TBSDK).

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 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 významný rozdíl (p < 0,05)
min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované resuspendované

Tab. 4. Obsah plazmy a celkové bílkoviny.

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 25/75 perc. min./max.

obsah plazmy (%) 24,9 24,8/25,0 24,7/25,7 2,9 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) 5,8 5,30/6,42 4,51/7,11 0,3 0,25/0,37 0,21/0,62

CB – celková bílkovina, min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coat směsné deleukoti-
zované kryokonzervované, TBSDR – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované resuspendované, TD – terapeutická dávka
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koncentráty koagulačních faktorů, pří-
padně hromadně vyráběnou směsnou 
plazmou ošetřenou patogen redukční 
technologií [18]. 

Odstraněním většiny supernatantu 
ještě před zmražením suspenze TRC je 
redukován téměř veškerý objem plazmy 
původního produktu. Medián obsahu re-

i  další výhody. Mají přesně defi novaný 
obsah a signifi kantně snižují riziko po-
transfuzních reakcí. Nezanedbatelnou 
výhodou je i fakt, že ušetřenou plazmu 
lze využít pro jiné účely  [8,12,13]. Kli-
nická aplikace čerstvé zmražené plazmy 
je v současné době na ústupu a v situa-
cích, kde je to možné, má být nahrazena 

zervovaného koncentrátu TRC trvá ve 
vodní lázni s  ohledem na jeho velmi 
malý objem přibližně 2 min, celý proces 
je dokončen nejpozději do 10 min. V pří-
padě použití plazmy se rekonstituce pro-
dlouží o přibližně 20 min nutných k roz-
mražení plazmy [12]. Náhradní roztoky 
nabízejí kromě rychlejší manipulace 

Graf 1. Obsah trombocytárních mikropartikulí. 

Levá část grafu obsahuje příklady výsledků jednotlivých měření, v pravé části jsou grafi cky znázorněné hodnoty všech 
provedených měření. Část 2A znázorňuje obsah TMP v obou srovnávaných typech transfuzních přípravků. U TBSDK je patrný 
jejich několikanásobný nárůst. Část 2B přináší informace o obsahu TMP v přepočtu na 1 000 TRC.
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vovat záložní rezervu v  nemocnicích, 
které jsou v  současné době závislé na 
dovozu trombocytových transfuzních 
přípravků z jiných center. Podmínkou je 
vybavení pracoviště mrazicím zařízením 
s  možností dlouhodobého skladování 
při teplotě –80 °C. Dostupná jsou mra-
zicí zařízení o  malém objemu 80–100 l 
různých výrobců. Proces rozmražení 
a  rekonstituce je nekomplikovaný a  je 
proveditelný v  kterékoli krevní bance. 
Rozšířením obecného povědomí o kryo-
konzervovaných TRC s  prodlouženou 
dobou použitelnosti a možnostech skla-
dování v krevních bankách by se mohla 
dostupnost trombocytových transfuz-
ních přípravků v ČR zásadním způsobem 
zvýšit. 

SEZNAM ZKRATEK
ATRC – funkční aktivita trombocytů 
CB – celková bílkovina
CT – doba vzniku koagula (clotting time)
ČR – Česká republika
DMSO – dimethylsulfoxid
FN Brno – Fakultní nemocnice Brno
MCF – pevnost koagula (maximum clot 
fi rmness)
med. – medián
min./ max. – minimální / maximální hodnota
perc. – percentil
TBSDK – trombocyty z buff y-coat směsné 
deleukotizované kryokonzervované
TBSDR – trombocyty z buff y-coat směsné 
deleukotizované resuspendované
TBSDKZ – trombocyty z buff y-coat směsné 
deleukotizované kryokonzervované zmrazené
TD – terapeutická dávka
TMP – trombocytární mikropartikule
TRC – trombocyty

jsou ve shodě s  publikovanými daty, 
která dokládají, že TBSDK si zachová-
vají významnou část své aktivity. Vedou 
k tvorbě primární zátky rychleji, přispí-
vají ke vzniku méně pevného, ale do-
statečně stabilního koagula pro zástavu 
krvácení, a jsou proto hemostaticky vy-
soce účinné [3,10,14,21,23–25]. 

Vysoká hemostatická účinnost TBSDK 
koreluje s přibližně 25násobným zvýše-
ním počtu TMP ve srovnání s TBSDR. Vý-
sledky našich měření potvrzují závěry 
předchozích studií  [7,14]. TMP zvyšují 
tvorbu trombinu, což by mohlo být spo-
jeno s vyšším rizikem hyperkoagulačních 
stavů  [3,7]. Dosavadní klinické zkuše-
nosti však nenaznačují, že by v souvis-
losti s  použitím kryokonzervovaných 
TRC narůstalo riziko tromboembolic-
kých komplikací nebo jiných závažných 
nežádoucích reakcí [3,10,14,21,23,24]. 

ZÁVĚR
Kryokonzervace umožňuje prodlou-
žit dobu skladování TRC z  5–7  dní až 
na 2  roky. Kryokonzervované TRC vy-
robené ve FN Brno vyhovují ve všech 
požadovaných kvalitativních parame-
trech, a  jsou proto nadějnou alternati-
vou k nativním přípravkům, jejichž hlav-
ním limitem je velmi krátká skladovací 
doba. V současné době se kryokonzer-
vované TRC ve FN Brno využívají u  ur-
gentních stavů s  masivním krvácením, 
kdy nejsou dostupné nativní trombocy-
tové transfuzní přípravky. Do budoucna 
mohou kryokonzervované TRC předsta-

ziduální bílkoviny v TBSDK byl 0,3 g/ TD. 
Jedná se o hodnotu nižší, než je hranice 
stanovená pro promyté transfuzní pří-
pravky (0,5 g/ jednotku)  [17]. Kryokon-
zervované TRC rekonstituované pomocí 
náhradního roztoku proto mohou být 
použity u  pacientů se selektivním IgA 
deficitem a  po závažných alergických 
reakcích na bílkoviny plazmy, protože 
obsahem plazmy odpovídají promytým 
transfuzním přípravkům [19].

S nízkým obsahem plazmy v  TBSDK 
souvisí také očekávaný velmi nízký titr 
AB0 protilátek (IgM 0–2). Lze proto kon-
statovat, že použití náhradního roztoku 
SSP+ umožňuje využití TBSDK krevní 
skupiny 0  jako univerzálních transfuz-
ních přípravků v krevní skupině AB0 bez 
rizika hemolytické potransfuzní reakce. 
Mezinárodně uznávanou hranicí pro ak-
ceptovatelnou výši titru AB0  protilá-
tek v TRC krevní skupiny 0 pro jinosku-
pinové použití je hodnota 64  [20,21]. 
České doporučení stanovuje jako bez-
pečný titr 32 [22]. 

Výsledky tromboelastografi ckého mě-
ření se vzorky plné krve potvrdily do-
stupná data o  rychlejší tvorbě koagula 
u  TBSDK (kratší EXTEM-CT). Pevnost 
vzniklého koagula (EXTEM-MCF) byla 
u TBSDK nižší  [3,14]. Hodnota FIBTEM-
-MCF byla redukována v  obou typech 
produktů ve srovnání s EXTEM-MCF, což 
souvisí s efektem cytochalasinu D, který 
v  testu FIBTEM-MCF slouží jako inhibi-
tor funkce TRC k odlišení příspěvku fi b-
rinogenu k MCF. Prezentované výsledky 

Tab. 6. Viskoelastické vlastnosti. Vzorky vytvořené smísením TBSDR a TBSDK a deleukotizované trombocytopenické 
plné krve byly analyzovány pomocí rotační tromboelastografi e.

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

medián 25/75 perc. min./max. medián 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 7 5/9 4/12

ATRC* 45 43/47 39/49 29 25/34 14/44

*statisticky významný rozdíl (p < 0,05)
ATRC – funkční aktivita trombocytů, CT – doba vzniku koagula, EXTEM, FIBTEM – tromboelastografi cké testy, MCF – pevnost koagula, 
min./max. – minimální/maximální hodnota, perc. – percentil, TBSDK – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované kryokonzervo-
vané, TBSDR – trombocyty z buff y-coat směsné deleukotizované resuspendované
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