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Produkce trombocytu ve FN Brno

TTO FN Brno — nejvyssi produkce klinickych TP v CR

— 7 000 T.D. trombocytu rocné
* 5000 T.D. FN Brno
* 2000 T.D. externé

— nejveétsi spadova oblast (JM kraj + Cast kraje Vysocina)
— FN Brno = nejvétsi nemocnice v CR s vlastnim
transfuznim oddélenim
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Proc¢ mrazit trombocyty?

1. Zvyseni dostupnosti v urgentnich situacich
(traumacentrum, transplantacni centrum)

2. Povinnosti KTC podle nové metodiky MZ CR

— v pripadé mimoradné udalosti dodat ihned 50 T.D.
trombocytU
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Vox Sanguinis International Forum on platelet cryopreservation
VoxSang (2017), 112, e69-e85

* Australie ano (varmadé + klin. studie)

* Belgie ne

* Brazilie ne

* Ceska republika ano

* Francie sporadicky (zejména HLA shoda)

* Kanada ne (vyhledové v armade)

* Polsko ano

* Spanélsko sporadicky

* Svycarsko sporadicky (autologni trombocyty)
* Nizozemi ano
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Kryokonzervované trombocyty

* Pripravuji se zmrazenim pfri teploté — 80C za
pouziti kryoprotektivnich latek, které brani
poskozeni bunek.

* Doba skladovani je 2 roky.
* Po rozmrazeni nutno aplikovat co nejdrive.
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Dilema 1: aferetické nebo smésné?

Ceska republika FN Brno

B Smésné B Smésné
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retické retické
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Lejdarova H. Trombocyty z aferézy a z plné krve — srovnani kvality a bezpecnosti. Transfuze a hematologie dnes, 2016; 4/22, 244-253

Nezadouci reakce u darce
Obsah trombocytu

Obsah leukocyti

Obsah plazmy od 1 darce
Obsah erytrocyti

FNHTR

Alergicka reakce

Bakterialni kontaminace
Aloimunizace/refrakterita
Vzestup trombocytu u pFijemce
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Studie ADAPT

The Anti-D Alloimmunization after D-incompatible Platelet Transfusions study

Smésné 0,036 ml ery

4

»Nebyl doloZen priikazny rozdil ve schopnosti aferetickych a smésnych
trombocytu imunizovat prijemce.

Aferetické 0,00043 ml ery ‘

Minimalni objem erytrocytd schopny zpuUsobit vznik
imunizacni odpovédi je 0,03 ml erytrocytl v 1 T.D.

Cid J, Lozano M, Ziman A, et al. Low frequency of anti-D alloimmunization following D+ platelet transfusion: the Anti-D
Alloimmunization after D-incompatible Platelet Transfusions (ADAPT) study. British Hournal of Hematology 2015; 168: 598-603
transfusion — Art and Science if Compromise. Trans Med Hemother 2013; 105(10): 4106-4114
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> Ke kryokonzervaci byly zvoleny smésné
trombocyty.

* Jsou srovnatelné s aferetickymi destickami z
hlediska kvality i bezpecnost.

* Ekonomicky priznivejsi varianta.

Schrezenmeier H, Seifried E. Buffy-coat-derived pooled platelet concentrates and apheresis platelet concentrates: which product
type should be preferred? Vox Sang 2010; 99: 1-15

Katus MC, Szczepiorkowski ZM, Dumont LJ, Dunbar NM. Safety of platelet transfusion: past, present and future. Vox Sang 2014;107:
103-113

Pietersz RNI. Pooled platelet concentrates: An alternative to single donor apheresis platelets? Transfusion and apheresis science
2009; 41: 115-119

Van der Meer PF. Platelet concentrates, from whole blood or collected by apheresis? Transfusion and apheresis science 2013; 48:
129-131

Lozano M, Cid J. Recent advances in platelet processing and storage. ISBT Science series 2016; 11(Suppl. 1): 34-38

Cobmwmmmmmsnisetl - lbl -~ \Wenke G, Miiller TH, et al. Bacterial contamination of platelet concentrates: results of a prospective
g pooled whole blood-derived platelets and apheresis platelets. Transfusion 2007; 47: 644-652
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Dilema 2: plazma nebo nahradni roztok?
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Potransfuzni reakce po podani trombocytu ve FN Brno
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Protiargument

* Pacient v urgentni situaci obvykle potrebuje
kromeé trombocytu i transfuzi plazmy.

* Rekonstituce trombocytu pomoci plazmy je
variantou 2 v 1.

2’
3%
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> K rekonstituci trombocyti pouzivame
nahradni roztok.

* Pouziti plazmy prodlouzi rekonstituci
kryokonzervovanych desticek o 20 minut!

* Pritomnost plazmy v TP je jednou z
nejcastejsich pricin komplikaci transfuze.

* Vsituacich, kde je to mozné, maji prednost
koncentraty koagulacnich faktord.

Lozano M, Cid J. Recent advances in platelet processing and storage. ISBT Science series 2016; 11(Suppl. 1): 34-38
Gulliksson H. Platelet storage media. Vox Sang 2014; 107: 205-2012
The European guideline on management of major bleeding and coagulopathy following trauma: fourth edition (2016)
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Mrazeni

Johnson LN, Winter KM, Reid S, Hartkopf-Theis T, Marks DC. Cryopreservation of buffy-coat-derived platelet concentrates in
dimethyl sulfoxid and platelet additive solution, Cryobiology 2011,62, 100-106

Ke kryokonzervaci jsou pouzivany smésné deleukotizovanée trombocyty
T

krevni skupiny 0.

1. Do kryovaku s odebranymi trombocyty je ~ idana

kryoprotektivni latka - 30 % DMSO (Vf -~ 4* oncentrace

je 5%). e -
2. Obsah kryovaku je centrifugovan pti 2522 ot./min. (2

supernatant nasledné oddélen pomoci manualniho lisu.

3. Suspenze trombocytl o objemu cca 25 ml je
v hlinikovych kazetach pfi -80C a nasledujic
ch obald.
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Rekonstituce

K rekonstituci je pouzivan nahradni roztok SSP+
a jeji délka nepresahuje 5 minut.
1. rozmrazeni obsahu kryovaku v rozmrazovaci
vodni lazni temperované na teplotu +37°C

2. pridani nahradniho roztoku SSP+ (cca 200 ml)
za jemnéeho mnuti |
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Vyhody

» dlouhd doba pouZitelnosti
» rychla rekonstituce

> vy$si prokoagulaéni aktivita ve srovnani s
nativnimi produkty

» zanedbatelny obsah rezidualni plazmy —
kvalitativné splnéno kritérium promytych
trombocytu (selektivni IgA deficit, alergie)
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KRYOKONZERVACE TROMBOCYTU:
VYSLEDKY SROVNAVACI STUDIE “IN VITRO“
(2018 — 2019)
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Povinne parametry kvality

Trombocyty nativni Trombocyty

kryokonzervované

Objem (ml)
Obsah trombocytt (x10°/ jednotku)

Koncentrace trombocytt (x10°/ ml)

Ztrata PLT k pGvodnimu produktu (%)

pH (korekce na +22°C)

Vireni trombocytu

L e

266 16,05 266 15,93

248 38,26 194 20,29

0,93 0,12 0,73 0,08

- 11,71

7,13 0,06 7,14 0,12
ano +++ ano +/ ++




Obsah DMSO a rezidualni plazmy

Trombocyty kryokonzervované po rekonstituci , N= 12

Koncentrace DMSO (%) 0.50 007

Obsah plazmy (%) 322 173
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Imunohematologicke vysetreni:
titry anti-A, anti-B (IgM)

Trombocyty nativni, N=14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14




Tromboelastometrie - ROTEM®

Trombocyty nativni, N=10

Plazma + trombocyty

CTs MCE mm Aktivita PLT

Pramér 68,1 59,4 54,7

Trombocyty kryokonzervované , N=10

Pramér 52,4 40,9 36,4

aktivita PLT = A10 EXTEM — A10 FIBTEM
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Co jsou mikrotrombocyty?

* heterogenni populace malych fragmentu, které vznikaji
pri manipulaci s destickami
* velikost 100-1000 nm (vs. trombocyt 2-4 um)

* exprese specifickych znakt CD41, CD42b, CD61 a
fosfatidylserinu (marker apoptozy)

* aktivni role v procesu koagulace, zanétu,
aterosklerézy, kancerogeneze, vliv na funkci cév

* 50-100x vyssi prokoagulacni aktivita ve srovnani s
trombocyty

Johnson L, Raynel S, Seghatchian J, Marks DC. Platelet microparticles in cryopreserved platelets: Potential mediators of

haemnctacic Tracfiicinon and Aphersis Science 53 ; 2015, 146-152
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Mikrotrombocyty v kryotrombocytech

* Kryotrombocyty obsahuji signignifikantné vice
mikropartikuli nez nativni trombocyty (priblizné 10
X).

* Kryotrombocyty vedoﬂ rychlejsi tvorbé trombinu.

* Obava z vyssiho trombogenniho rizika — predmétem
vyzkumu, zatim bez zaveru.

Johnson L, Raynel S, Seghatchian J, Marks DC. Platelet microparticles in cryopreserved platelets: Potential mediators of haemostasis, Trasfusion and
Aphersis Science 53 ; 2015, 146-152

Johnson L, Reade MC, Hyland RA, Tan S, Marks DC. In vitro comparison of cryopreserved and liquid platelets: potential clinical implications.

Transfusion 2015. 55:838-47
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1.500x g / 15 min / RT 12.000x g / 5 min / RT 14.000x g / 30 min / 4°C

T, Supernatant
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Shrnuti vysledku studie

> Spliuji predepsané parametry kvality pro nativni produkty.

> Nizky obsah DMSO umoZriuje pfimé pouZiti bez nutnosti jeho
casove narocného odmyvani.

> Nizky obsah rezidualni plazmy umozZriuje pouZiti v indikacich
pro promyté trombocyty.

> Nizky obsah pfirozenych protilatek garantuje univerzalnost
pouziti trombocytl krevni skupiny O.

> Rychlejsi tvorba koagula byla ovérena tromboelastometrickym
meérenim (ROTEM).

» Byl prokazan zvy$eny obsah mikrotrombocytd (FC), které maji
schopnost ucastnit se primarni hemostazy.
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Indikace

Urgentni medicina

Transplantacni medicina

Tezké alergickeé reakce a selektivni IgA deficit
HLA specifické trombocyty

Autologni trombocyty
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Perspektiva

* Kryokonzervace umozni Objem 60 litrd
skladovat trombocyty
nemocnicim, které maji _
malou spotrfebu a jsou zavislé N B
na akutnim dovozu.

* Predpokladem je vybaveni
mrazicim boxem na — 80 °C —
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Zaver

* Kryokonzervace a rekonstituce trombocytu
predstavuje bezpecny zpusob zvyseni jejich
dostupnosti.

* Vyssi prokoagulacni aktivita nabizi vyuziti
zejmeéna v urgentnich stavech.

* Diky kryokonzervaci se zvysil zajem o studium

mikrotrombocytu, které maji vyznamnou roli v
primarni hemostaze.
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Podekovani

* doc. RNDr. Irené Koutné, Ph.D (ICRC FNUSA)
* Mgr. Ivé Tesarové, Ph.D (ICRC FNUSA)

* Prim. MUDr. Martinovi Doleckovi, Ph.D (OUP
KARIM FN Brno)

* Prim. MUDr. Igoru Sasovi (KARIM FN Brno) a
kolektivu ORIM IV
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Dékuji za pozornost.
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