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Abstrakt

Tato bakalafskd prace snazvem , Porovnini metod viyroby trombocytdrnich
transfuznich pfipravkil’” se zabyva procesem jejich vyroby a také porovnanim
vyslednych parametri kvality danych pfipravku. Prace je rozdélena na dvé casti:

teoretickou a praktickou.

Teoreticka cast je vénovana sloZeni krve s bliz§im zaméfenim na trombocyty a
proces srazeni krve. Nasleduje kapitola o trombocytarnich transfuznich

pripravcich, jejich vyrobé, tpravé, skladovani a indikaci podani.

V praktické casti jsou popsdny jednotlivé metody vyroby, kritéria pro
kontrolu kvality a zptisoby méfeni kvality ptipravki. Méfeni bylo uskute¢néno
na trombocytdrnich transfuznich pfipravcich pfipravenych na Transfuznim a

Aferetickém oddéleni Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze.

Klic¢ova slova

Aferetické trombocyty, kontrola kvality, smésné trombocyty, trombocytarni

transfuzni pfipravky



Abstract

This bachelor thesis entitled “Comparison of Methods for the Preparation of Platelet
Concentrates” deals with the process of the production and also compares the
results of quality parameters of the given products. This thesis is divided into

two parts: theoretical and practical.

The theoretical part is devoted to blood composition with a closer focus on
platelets and blood clotting process. The following chapter is focused on
thrombocyte transfusion products, the manufacture of these products, treatment,

storage, and an indication of administration.

In the practical part are described different methods of production, criteria for
quality control and methods of measuring the quality of products. The
measurement was performed on platelet concentrates prepared at the
Transfusion and Apheresis Department of the Institute of Haematology and

Blood Transfusion in Prague.

Keywords

Apheresis platelets, quality control, pooled platelets, platelet concentrates
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1 UVOD

Podani transfuze trombocytarnich pripravki je indikovano pfi sniZzeném
mnozstvi trombocyti nebo pfi jejich snizené funkci. Poddnim trombocyta se
zabranuje krvaceni pacienta, at jiZz uz probihajicimu, nebo ocekdvanému

napriklad pfi opera¢nim vykonu.

Stejné jako u ostatnich transfuznich pfipravk(i musi darci spliiovat nékolik
pozadavki vcetné negativnich laboratornich testti na pfitomnost infekéniho
agens. Ddle mohou byt transfuzni pfipravky upravovany pro sniZeni rizika
potransfuzni reakce pfijemce transfuze. Témito upravami jsou deleukotizace,

patogen inaktivace a ozafeni transfuzniho pripravku.

Trombocytarni transfuzni p¥ipravky jsou v Ceské republice vyrabény dvéma
zplisoby, a to bud smisenim buffy coattl ziskanych centrifugaci plné krve nebo
metodou aferézy. Zptisob vyroby ovliviiuje parametry kvality transfuzniho
pfipravku. Méfenymi parametry kvality jsou u trombocytarnich transfuznich
pripravk(i pfitomnost swirling fenoménu, objem pfipravku a mnozZstvi

trombocytt, erytrocytt a leukocytt.

Cilem této bakalafské prace je porovnat metody vyroby a jednotlivé vysledky
parametrd kontrol kvality u trombocytdrnich transfuznich pfipravkti smésnych

a aferetickych vyrobenych v Ustavu hematologie a krevni transfuze.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Krev

Krev je tekutina tvofena krevnimi elementy suspendovanymi v plazmé
proudici v uzavieném cévnim systému. MnoZstvi krve v cévach clovéka je
priblizné 4,5 — 6 1. Toto mnoZstvi je u jednotlivych osob téméf konstantni a je

zajisStovano prestupem tekutin z tkani do krevniho obéhu nebo naopak [1; 2].

Krev plni v lidském téle nékolik funkci. Pomoci hemoglobinu v erytrocytech
je umoznén pfenos dychacich plynti — kysliku a oxidu uhlicitého. Krvi se
prenaseji vitaminy, hormony, Ziviny, metabolity, signalni molekuly. Zaroven je
krvi roznaseno teplo udrZujici télesnou teplotu organismu. Proteiny obsaZené
v krevni plazmé plni nejen funkci transportni, ale téZ pufracni. Tato vlastnost
pomahd udrZovat homeostdzu. Leukocyty, komplement a imunoglobuliny
zajistuji obranu pred patogeny; trombocyty a koagulaéni faktory se uplatnuji pri
hemostaze. Antagonisticky pusobi antikoagulacni faktory a fibrinolyticky systém

[1; 2].

2.1.1 Plazma

Plazma je vodny roztok obsahujici organické a anorganické latky; predstavuje
tekutou ¢ast tvorfici 55 % krve. Fyziologické rozmezi pH plazmy je 7,36 — 7,44 [1;
3].

Z91 - 92 % je plazma tvoiena vodou, 6 % tvoii organické latky a zbytek

predstavuji latky anorganické [1; 3].

Do organickych latek se fadi tfi velké skupiny — proteiny, lipidy a sacharidy.
Plazmatické proteiny se v krvi nachdzi v koncentraci 65 — 85 g/l. Proteiny
(globuliny, albuminy) transportuji ve vodé nerozpustné latky, podili se na
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koagulaci (fibrinogen) a udrZovani stalého pH krve. Z proteinti jsou tvoreny
imunoglobuliny podilejici se na specifické imunité organismu. Do skupiny lipid
jsou zahrnuty triacylglyceroly, cholesterol, fosfolipidy, volné mastné kyseliny a
také lipoproteiny. Lipidy jsou nejhodnotnéjsim zdrojem energie. Glukéza pattici
do skupiny sacharida funguje jako dtlezity zdroj energie pro mozkovou tkan a

erytrocyty [1; 3].

Mimo tfi zédkladni skupiny jsou v plazmé obsazeny i dalsi organické latky,
predevsim odpadni produkty metabolismu. Témito latkami jsou pfedevsim

kyselina mocovd, mocovina, laktat, bilirubin a kreatinin [1; 3].

Anorganické latky se rozdéluji podle ndboje na anionty a kationty. Mezi
anionty v krevni plazmé se fadi chloridy udrzujici pH, osmoticky tlak a objem
plazmy, a bikarbonaty, které jsou soucasti transportniho systému oxidu
uhli¢itého a bikarbonatového pufru. Déle do této skupiny pattijod nezbytny pro
tvorbu hormont stitné Z1azy a anorganicky fosfor obsaZeny ve fosfatovém pufru.
Kationty jsou v plazmé zastoupeny sodikem, draslikem, vapnikem, hof¢ikem a
Zelezem. Sodik ma v plazmé stejnou funkci jako chloridy, tedy udrzovani pH,
osmotického tlaku a objemu plazmy. Dulezity pro drazdivost bunék je draslik,
jehoz koncentrace je vyssi v intraceluldrnim prostfedi. Vapenaté ionty jsou
nezbytné pro nervosvalovy pfenos a hemokoagulaci jako koagulacni faktor IV.
Hofi¢ik zajistuje ¢innost iontovych kanalt a ionty Zeleza jsou potiebné pro tvorbu

hemoglobinu v erytrocytech [1; 3].

2.1.2 Krevni elementy

Formované krevni elementy jsou bunécnou soucasti krve. Jsou jimi erytrocyty,

leukocyty a trombocyty [1].
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Erytrocyty

Nejhojnéji v krvi zastoupené jsou erytrocyty, které maji referencni rozmezi u
Zen 3,8 — 5,2:10%/1, u muzt 4,0 — 5,810%/1 [4]. Erytrocyty jsou bezjaderné buriky
obsahujici hemoglobin. Vazbou na hemoglobin se krvi prendasi kyslik a oxid
uhlicity, mozZny je téZ prenos oxidu uhelnatého, ale tato vazba je nevratna.
Erytrocyty v periferni krvi prezivaji 110 — 120 dni, poté jsou z krve odstranény
makrofagy ve sleziné nebo kostni dfeni. Na membrané erytrocytt jsou pfitomny
antigeny ze systému ABO (H) a systému Rh. Pomoci téchto antigent se urcuji

krevni skupiny dtileZité pfedevSim pro transfuze a transplantace [1; 5].

Leukocyty
Leukocytti se v krvi u obou pohlavi nachazi 4,0 —10,0-10°/1 [4]. Jsou to jaderné
kulovité bunky, jichz je nékolik druhti. Daji se rozdélit podle pfitomnosti granul

v cytoplazmé na granulocyty a agranulocyty [5; 6; 7].

Granulocyty obsahuji v cytoplazmé specifickd granula, podle kterych se déli
na granulocyty neutrofilni, eosinofilni a bazofilni, zdroven maji ¢lenéné jadro.
Neutrofilni granulocyty se v periferni krvi vyskytuji v podobé ty¢i nebo
segmenttl. LiSi se od sebe clenitosti jddra — neutrofilni tyce maji jddro neclenéné
rtiizné zahnuté, zatimco neutrofilni segmenty maji jaddro rozdélené na 2 — 5 ¢asti.
Neutrofilni granulocyty zajistuji v krvi funkci fagocytdzy. Granula eosinofilnich
granulocyt(i obsahuji myeloperoxidazu, lipidy a histamin, pfi vyliti granul se
projevuji priznaky alergické reakce. Funkci eosinofili je fagocytdza
imunokomplexti, mnozstvi eozinofilti se zvysuje pfi alergiich a parazitdrnim
onemocnéni. Histamin a heparin obsazené v bazofilnich granulocytech jsou pfi

kontaktu s alergenem vylity do krve a dojde ke vzniku alergické reakce [5; 6; 7].

Mezi agranulocyty majici okrouhlé nebo ovélné jadro a obsahujici pouze

azurofilni granula se fadi monocyty a lymfocyty. Monocyty v krvi ptsobi jako
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antigen prezentujici buriky. Ddle maji schopnost prechadzet cévni sténou do tkani,
kde se pfeménuji na makrofagy zajistujici fagocytozu. Lymfocyty se dé€li na tfi
skupiny — B-lymfocyty (nazvany podle bursa Fabricii), T-lymfocyty (podle
thymu) a NK buriky (Natural Killer). Po kontaktu s antigenem se z B-lymfocytii
stava plazmatickd burka tvofici v endoplazmatickém retikulu protilatky.
T-lymfocyty podstupuji maturaci v thymu, po kterém dostaly sviij nazev.
Cytotoxické T-lymfocyty nici cizi burlkky v organismu, pomocné T-lymfocyty
produkuji cytokiny a reguluji imunitni odpovéd. Funkci NK bunék je
vyhleddvani a cytotoxické ptisobeni na buriky nddorové a buriky infikované viry

[5; 6; 7].

Trombocyty

Mnozstvi trombocyti povazovano za fyziologické je u Zen i muzit mnozstvi
150 — 400-10°/1 [4]. S primérem 1,5 — 3,5 um, tloustkou 1-15 pm a objemem
8 —12 fl jsou trombocyty nejmensimi elementy lidské krve. Vznikaji odStépenim
cytoplazmy z megakaryocytti, neobsahuji jddro a nedochdzi tedy k jejich déleni.
Po tvorbé v kostni dfeni je ¢ast trombocytii zachycena ve slezinég, z které jsou do
48 hodin uvolnény do krevniho obéhu, kde je jejich Zivotnost 8 — 14 dni.

Trombocyty zajistuji zastavu krvaceni v pribéhu primarni hemostazy [7; 8].

V kostni dfeni z pluripotentni kmenové buriky vyvojem pres CFU-GEMM
(colony forming unit — granulocyte, erytrocyte, megakaryocyte, macrophage;
kmenova burka, zkteré se vyviji burlkky formujici erytrocytarni,
megakaryocytarni a granulocytarné-monocytarni fadu) a unipotentni CFU-Meg
(colony forming unit — megakaryocyte; kmenova bunka, zkteré vznika
megakaryocytarni fada) vznikd megakaryoblast. Megakaryoblast je 6 - 20 um
velky, vétsinu buriky zaujima jadro, které se postupné déli, samotnd burika se
vSak nedéli. V cytoplazmé se tvoii membranové glykoproteiny a specificka

granula, jejichZz obsah je potfebny pro hemostdzu. DalSim stadiem
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megakaryocytopoézy je promegakaryocyt o velikosti pfiblizné 30 um. Nakonec
vznika polyploidni megakaryocyt, z jehoZ pseudopodii se odstépuji trombocyty.
Megakaryocyt je velky 40 — 70 um a ma vicelalo¢naté jadro. Cytoplazma je pfi
pripravé k oddéleni trombocyti na okrajich zfasena. Jeden megakaryocyt miize
vytvofit aZ nékolik tisic trombocytii, denni produkce je 1,2 —1,5-10" trombocyti.
Celd megakaryocytopoéza trva priblizné 5-10 dni. Megakaryocytopoézu a
trombocytopoézu nejvice ovliviiuje protein trombopoetin produkovany
predevsim v jatrech a ledvinach, v niz§im mnoZstvi téZ v kostni dfeni a sleziné.
Na priitbéhu megakaryocytopoézy se dale podileji regulacni proteiny IL-3, IL-6,
IL-11 a G-CSF [7; 8; 9].

Na povrch trombocytu jsou absorbovany albumin, fibrinogen a vapenaté
ionty. Tato vrstva ovliviiuje pfilnavost trombocytti a je dtlezitd pro dalsi reakce
trombocytt. Pod vrstvou plazmatickych bilkovin se nachdzi membrana tvorena
dvojvrstvou lipidi obsahujici fosfolipidy, které mohou z vnitfni pfestoupit do
strany vné&jsi v prabéhu flip-flop fenoménu. Na povrchu neaktivovanych
trombocyti se nachazi sfingomyelin a fosfatidylcholin, negativni fosfolipidy
fosfatidylserin a fosfatidylinositol jsou na vnitini strané. Negativné nabité

fosfolipidy jsou diilezitou soucasti koagulacnich reakci.

Trombocytarni membréana tvofi hluboké vchlipeniny, které se oznacuji jako
otevieny kanalkovy systém. Pomoci tohoto systému je zajistén transport granuli
na povrch trombocytu. Nejvrchnéjsi vrstvu trombocytdrni membrany,
glykokalyx, tvofi pfevazné glykoproteinové receptory. Funkci receptort je vazba
trombocytti na endotel cévy nebo na dalsi trombocyty [7; 8]. Dale se na
membrané nachézi velké mnozstvi antigenti — human leukocyte antigens (dale
jen HLA), pfesnéji HLA I. tfidy, dale také antigeny systémti ABO, Lewis, P, I a
antigeny specifické pro trombocyty — human platelet antigens ¢ili HPA antigeny

[10; 11; 12]. HLA antigeny chrdni bunky organismu pred plisobenim
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cytotoxickych T lymfocytti CD8*. HLA 1. tfidy, tedy endogenni proteiny, jsou na
antigent1 ze systému ABO na trombocytech se lisi u jednotlivcii a zaroven u typt
krevnich skupin. Tyto antigeny se na povrch trombocytii dostavaji ptisobenim
A-, B- a H-transferaz, které pfipojuji antigeny na membranové glykoproteiny.
Antigen Lewis je sekunddrné adsorbovan z plazmy [13]. HPA antigeny jsou
komplikaci prfi transfuzich pfedevsim pro osoby nemajici dany antigen. Tato
osoba po setkani s antigenem zacne tvofit protilatky proti pro organismus
nezndmym antigentm. Protilatky anti-HPA-la, méné casto anti-HPA-5a, mohou
zplsobit potransfuzni purpuru, kterd se projevuje 7 —14 dni po podani transfuze

trombocytopenii [10; 11; 14].

Uvnitf trombocytu se nachazi cytoskelet tvoreny proteinovymi vlakny
mikrofilamenty a mikrotubuly. Pfi aktivaci trombocytti zajistuji mikrofilamenta
zménu tvaru a tvorbu pseudopodii. Mikrotubuly udrzuji v klidovém stavu
diskoidni tvar trombocytu a zajistuji pfesun granuli a sekreci jejich obsahu.
V trombocytech se nachazi a a d (denzni) granula, ktera obsahuji latky potirebné
k hemostdze. Pfi uvolnovaci reakci trombocytti dochdzi nejprve k sekreci
a granul obsahujicich PF4 (destickovy faktor 4), fibrinogen, az-makroglobulin,
oe-antiplazmin, B-tromboglobulin, F V, fibronektin, destickovy rtistovy faktor
(PDGF). Nasledné dochazi k sekreci o granuli, kterd obsahuji ADP, vapenaté
ionty, serotonin, pyrofosfat a katecholaminy. Dale se v trombocytech vyskytuji

lysozomy obsahujici rtizné enzymy [7; 8].

2.1.3 Hemostaza

Trombocyty jsou nezbytnou soucdsti hemostdzy spolecné s cévni sténou,

plazmatickymi koagula¢nimi faktory, inhibitory a faktory fibrinolyzy [15].
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Primdrni hemostaza

Zastava krvaceni zacina primarni hemostazou — vasokonstrikci, poté nasleduji
reakce trombocytii. Nejprve trombocyty adheruji pomoci glykoproteiniti Ib a IX
na von WillebrandGv faktor (vVWF), ktery se vadze na odhalené receptory
kolagennich vldken cévy. Adheze je ovlivnéna adenosindifosfatem (ADP), ten
pochazi z perivaskularni tkané odkud se dostava do krve. Nasleduje aktivace
trombocytt, kdy méni tvar na kulovity, tvofi pseudopodia a dochézi k flip-flop
reakci. Touto reakci se dostanou negativni fosfolipidy z vnitfni strany membrany
na povrch trombocytu, kde zajistuji reakéni povrch pro dalsi koagulaéni reakce.
Dale nastdva degranulace trombocytarnich granul, uvoliiuje se dalsi ADP, také
serotonin, tromboxan A: a katecholaminy. Reakci povrchovych receptori
trombocytt glykoproteinu IIb/Illa s vWF a fibrinogenem dochazi k vzajemnému
shlukovani trombocytt neboli k jejich agregaci. Agregace je podpofena ADP a
tromboxanem A:uvolnénych z trombocyt(i. Smrsténim kontraktilnich proteinii
membrany agregovanych trombocyt dojde k retrakci rdny. Vznika tak primarni

cévni zatka zacelujici porusenou cévu [8; 15; 16].

Sekundarni hemostaza

Céast hemostazy jejiz hlavni soucasti je ptisobeni plazmatického koagula¢niho
systému se oznacuje jako sekunddrni hemostdza. Pivodni, stary nebo téz
kaskadovy model sekundarni hemostazy z roku 1964, byl sestaven podle reakci

in vitro. Je tvofen ze tfi ¢asti — vnitini, vnéjsi a spolecné cesty [8; 16; 17].

Vnitini cesta ke svému spusténi potfebuje pouze latky jiz obsazené v krvi.
Faktor XII (F XII) se navaze na kolagen obnaZenych endotelii, ¢imz se aktivuje. F
XlIla s prekalikreinem a vysokomolekularnim kininogenem aktivuji F XI, F XIa
aktivuje F IX na F IXa. Komplex tendza tvofeny F IXa, F VIlla, fosfolipidy a

vapenatymi ionty aktivuje F X na F Xa [18].
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Vnéjsi cesta je zapocata poskozenou tkani uvolnujici tkanovy faktor (TF), ktery
reaguje s faktorem VIIa. Touto reakci se v pritomnosti Ca?" aktivuje faktor X na

F Xa [17].

Spolecnou casti obou cest je reakce komplexu protrombinaza tvofeného F Xa,
F Va, fosfolipidy a Ca?" zptisobujici aktivaci protrombinu (F II) na trombin (F IIa).
Vznikly trombin se podili na aktivaci trombocytti, uvolnéni FVIII z vazby na
vWF a také pfeménuje rozpustny fibrinogen na nerozpustny fibrin. Fibrinové
monomery jsou polymerizovany a vlivem F XllIIa za pritomnosti Ca?* tvorbou
kovalentnich vazeb stabilizovany ve formé nerozpustného fibrinu.
Nerozpustnym fibrinem je zpevnéna primdarni cévni zatka tvofend trombocyty a

vznikd pevna srazenina [8; 17; 18].

Z pozorovani pacientt s riznymi poruchami koagulace se ovSem zjistilo, ze
tento model neni dostatecny a byl vytvofen model vice odpovidajici reakcim in

vivo. Tento model je oznac¢ovan jako model novy, nebo tfifazovy [16; 17].

Vprvni fazi nového modelu, viniciacni fazi, dochazi kuvolnéni TF
z poskozené tkané a jeho reakci s F VIla. Touto reakci se aktivuje faktor IX a
v pfitomnosti Ca? dochdzi k aktivaci F X. F Xa ptisobi na malé mnozstvi
protrombinu a zpusobuje jeho aktivaci na trombin. I toto malé mnozstvi

trombinu zahdji aktivaci trombocytt [16; 19].

Nasleduje faze amplifikace, p¥i které jsou aktivované trombocyty adherovany
na poskozenou ¢ast cévy. Zaroven jsou trombinem aktivovany faktory XI, VIII a

V, které se vazi na povrch trombocytti [19].

Tteti a findIni fazi je propagacni faze. Na trombocyty jsou navazany faktory
IXa a VIIIa tvofici vnitini tendzovy komplex a poté faktory Xa a Va tvorici

protrombindzovy komplex. Vnitini tendzovy komplex aktivuje F X na F Xa, ktery
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je soucasti protrombindzového komplexu. Protrombindzovy komplex zajistuje
aktivaci protrombinu na trombin, ktery pfeménuje fibrinogen na fibrin. Fibrin je
stabilizovan plisobenim F XIIla. Vysledna fibrinova sit posili koagulum

trombocyti vytvofené pfi primarni hemostaze a vznika definitivni trombus [19].

Fibrinolyza

Po hemostaze nasleduje fibrinolyza, tedy stépeni nerozpustnych fibrinovych
vlaken. Glykoprotein plazminogen je v krvi aktivovan ptisobenim tkanového
aktivatoru plazminogenu a urokindzového aktivatoru plazminogenu. MnoZstvi
plazminogenu je regulovano predevsim endotelidlnimi burikami. Oba aktivatory
plazminogenu jsou uvolfovany z endotelidlnich bunék pfi jejich poSkozeni.
Dal$imi aktivatory plazminogenu jsou F Xlla, vysokomolekularni kininogen a
prekalikrein. Aktivaci se z plazminogenu stava plazmin, ktery Stépi fibrinogen i
fibrin na fibrinogen a fibrin degradacni produkty. Mezi produkty Stépeni
fibrinogenu patfi vysokomolekularni fragmenty X a Y, které jsou dale Stépeny na
fragmenty D a E. Stépenim fibrinu vznikaji produkty YY/DXD, YD/DY a DDJE.
Diilezité je v organismu udrzeni fluidokoagula¢ni rovnovahy — rovnovahy mezi

koagula¢nim a fibrinolytickym systémem [8; 16; 20].

Inhibitory
Pro zabranéni nekontrolovatelného srazeni nebo fibrinolyzy jsou v krvi
pritomny pfirozené inhibitory udrzujici mezi jednotlivymi systémy rovnovahu

[8; 21].

Mezi inhibitory koagulacnich faktort patfi napfiklad antitrombin, systém
proteinu C, inhibitor zevni koagulacni cesty neboli inhibitor tkanového faktoru

(TFPI - tissue factor pathway inhibitor) [8; 21].

Proces fibrinolyzy je inhibovan inhibitory aktivatorti plazminogenu, které

plisobi na urokindzu a tkadnovy aktivator plazminogenu. Plazmin mtize byt
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inhibovan az-antiplazminem a az-makroglobulinem. gtépem’ fibrinu na fibrin
degradacni produkty ovliviuji trombinem aktivované inhibitory fibrinolyzy

(TAFI - trombin activatable fibrinolysis inhibitor) [8; 21].

Poruchy hemostazy z trombocytarnich pfic¢in
Funkci trombocyt(i v pribéhu primarni hemostazy je tvorba primarni zatky.
Pfi snizeném mnoZstvi trombocyti nebo jejich porusené funkci dochdzi

k poruchdm hemostazy [22].

Stav s mnozstvim trombocyti pod 150-10°/1 se nazyva trombocytopenie.
Vrozené trombocytopenie jsou zptisobeny poruchou vyzradvani megakaryocyti
a produkce trombocyti. K vrozenym trombocytopeniim patfi naptiklad
Wiskottiv-Aldrichtv syndrom, May-Hegglinova anomalie a
Bernardav-Souliertiv syndrom. Vlivem infekce, chemikalii, 1éki nebo vznikem
protilatek vazajicich se na trombocyty muZe dojit k ziskané trombocytopenii [21;

22].

Trombocytopatie jsou stavy poruchy funkce trombocyti se zvySenym
sklonem ke krvaceni. Mohou byt vrozené nebo ziskané. Trombocytopatie
vrozené jsou nejcastéji autosomalné recesivné dédicnd onemocnéni. Pti téchto
onemocnéni mohou byt porusSeny glykoproteiny receptorti, granula nebo
prokoagulacni funkce trombocytt. Dochdzi tak k poruchdm adhezivity, retrakce
a agregace trombocyti a poruchdm sekrece latek potfebnych pro koagulaci.
Ziskané trombocytopatie vznikaji u nékterych chorob, déle jsou pfitomny pfi
uzivani 1ékdi. Mezi tyto léky patii napiiklad kyselina acetylsalicylova blokujici
agregaci trombocytti, klopidogrel a ticlopidin jsou antagonisty trombocytarniho

receptoru pro ADP [14; 21; 22].
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2.2 Trombocytarni transfuzni pripravky

,Za transfuzni pripravky se povazuji lé¢ivé ptipravky vyrobené z lidské krve nebo
jejich slozek wyrobené zafizenim transfuzni sluzby, a to obvykle jednoduchymi
separacnimi postupy (centrifugace, filtrace ap.) z krve omezeného poctu ddrcii a urcené

k nitrozilnimu podani ptijemci’ [23, s. 21].

Vyroba transfuznich pfipravkt je regulovana zdkonem ¢&. 378/2007 Sb., o
lécivech a o zmeénach nékterych souvisejicich zdkont (zdkon o lécivech),
zdkonem ¢. 70/2013 Sb., kterym se méni zdkon ¢. 378/2007 Sb., a vyhlaskou
¢. 143/2008 Sb., o stanoveni blizsich pozadavku pro zajisténi jakosti a bezpecnosti

lidské krve a jejich slozek (vyhlaska o lidské krvi).

2.2.1 Kritéria pro darce

Kritéria pro déarce plné krve a sloZek krve jsou soucasti vyhlasky ¢. 143/2008
Sb., o stanoveni bliz§ich pozadavki pro zajisténi jakosti a bezpecnosti lidské krve

a jejich slozek (vyhlaska o lidské krvi), ve znéni pozdéjsich predpisti.

Darci pIné krve

Darcem krve se mtize stat kdokoliv ve vék 18 — 65 let. Prvodarce ve véku nad
60 let musi mit souhlas lékafe zafizeni transfuzni sluzby, stejné tak jako darci ve
véku nad 65 let. Dalsi podminkou kromé véku je télesna hmotnost stanovena na

50 kg a vice [24].

Pfed samotnym odbérem musi byt stanovena hodnota hemoglobinu — u muzt
musi byt 135 g/l a vice, u zen 125 g/l a vice [24].Mé&fi se krevni tlak — systolicky
musi byt rovny nebo nizsi nez 180 mm Hg a diastolicky rovny nebo nizsi nez
100 mm Hg. Tepova frekvence musi byt pravidelna v rozmezi 50 —100/min [10;

25].
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Darce pred odbérem vyplni Dotaznik darce krve, jehoZ soucasti jsou otazky
na aktualni zdravotni stav darce a na jiz probéhlé skutecnosti, které mohou darce
z odbéru vyloucit. Déle se sezndmi s dokumentem Pouceni darce krve a oba
dokumenty podepiSe. Nasledné je darce vySetfen lékafem a pokud spliuje
veskeré pozadavky a neni diéivod kjeho vylouceni z darovani, pfechazi se

k samotnému odbéru [10; 23].

Darci trombocytit metodou aferézy
Darci, ktefi chtéji darovat trombocyty metodou aferézy musi spliiovat veskeré
podminky pro darcovstvi plné krve. Dale musi mit darce pfed odbérem mnozstvi

trombocyt1 150-10°/1 nebo vy$si [24].

Predtim, neZ je darce pfijat na odbér aferézou, musi mu byt minimalné jednou
odebrana plna krev a tento odbér musi probéhnout bez zdravotnich komplikaci.
Darci je také provedeno vySetfeni EKG a vySetfeni s rozsifenymi laboratornimi

odbéry [26].

Kritéria pro vylouceni darcit
Z davodu nesplnéni nékterych kritérii miize dojit k docasnému nebo trvalému

vylouceni z darcovstvi krve a krevnich slozek.

K docasnému vylouceni dochdzi po endoskopickém vysetfeni, akupunktufte,
chirurgickém vykonu, ddrcovstvi krvetvornych bun€k, katetrizaci, ockovani,
stomatologickém oSetfeni, tetovani, piercingu véetné propichnuti usniho boltce,
podani transfuze, po transplantaci tkdni nebo bunék lidského ptivodu. Dalsimi
diivody jsou téhotenstvi, alergicka reakce na pyl a sennd ryma v prubéhu
akutnich projevti, cestovani a infekéni onemocnéni. Doba docasného vylouceni

se u jednotlivych skutecnosti lisi [24; 25].
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Dtivodem trvalého vylouceni osob z darcovstvi krve je pfitomnost infek¢niho
onemocnéni (chronicka boreliéza, HIV, mimoplicni tuberkuloza, tropické
choroby, VHB, VHC), autoimunitnich chorob, krevnich chorob, u diabetu mellitu
lé¢eného inzulinem, zavislost na alkoholu nebo drogach, provozovani prostituce

nebo blizky vztah s osobou prostituci provozujici [24; 25].

2.2.2 Vyroba

Trombocytarni transfuzni pfipravky se mohou vyrabét dvéma zptsoby. Prvni
zplisob je odbér plné krve od déarce. Pro mozZnost vyroby trombocytdrnich
pripravkt z plné krve musi byt odbér hotov do 12 minut od jeho zapoceti [23].
PIna krev je centrifugovana, separaci lisem se oddéli buffy coat (BC). Shodnym
zptisobem je pripraveno 4 — 6 BC, které se pfipoji na soupravu vaku s filtrem, kde
se trombocyty smisi. Smés buffy coattl se centrifuguje, nasleduje dalsi separace
separatorem. Takto pfipraveny trombocytarni transfuzni pfipravek je pfipraven

k pfipadné dalsi ipravé a skladovani [10; 27].

Druhym zptisobem je odbér trombocytii trombocytaferézou. Timto zptisobem
vyroby je 1 TD (terapeutickd davka) tvofena trombocyty odebranymi pouze od

jednoho darce [27].

Trombocyty mohou byt resuspendovany v plazmé nebo specidlnim
nahradnim roztoku pro trombocyty neboli PAS (platelet additive solutions).

Naéhradni roztoky maji rizna sloZeni a pH [10].

2.2.3 ijrava

Po odbéru trombocyti mutze dojit k ndsledné upravé trombocytarniho

pripravku - jednad se o deleukotizaci, patogen inaktivaci a ozafovani.
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Deleukotizace je proces sniZzeni poctu leukocytt v transfuznim pfipravku na
110° nebo méné. Deleukotizace se v laboratofi provadi za pomoci
deleukotizacnich filtri s ndslednou kontrolou kvality transfuzniho pfipravku

[10].

Skladovanim trombocytti pfi laboratorni teploté mtize dojit k rtistu bakterii
v transfuznim pripravku. PouZzitim riznych metod dochazi k inaktivaci bakterii,
vird, parazit(i a leukocytti, nedochdzi k inaktivaci priont [27; 28]. Vyuzivany jsou
solvent-detergent metody poskozujici membrany patogenti a obaly virti a
metody modifikujici nukleové kyseliny navdzanim chemické latky a ndslednym
ozafenim UV zafenim [10; 28]. Pouzitim metod patogen inaktivace se miize
prodlouzit doba pouZzitelnosti trombocytarnich transfuznich pfipravki na 7 dni

[27].

Ozarovani trombocytarnich transfuznich pripravk se provadi predevsim
jako prevence vzniku TA-GvHD (transfusion associated graft versus host disease
— s transfuzi spojena reakce Stépu proti hostiteli) u imunokompromitovanych a
imunosuprimovanych pacientti. Transfuzni pfipravek se 0zati y zafenim o davce
25-35 Gy, tato davka zabrani blastické transformaci lymfocyti a zdroven je

porusena bunéénd membrana pfipadnych pfitomnych erytrocytt [10; 14].

2.2.4 Skladovani

Pii skladovani transfuznich pfipravkti je nezbytné dodrZet stanovené
podminky pro zajisténi kvality transfuznich pfipravk. Oddélenim skladovani
riznych druhti transfuznich pfipravkiti se predchazi jejich zdméné. V misté
skladovani jsou umisténa cidla, kterd zaznamenavaji zmény teploty v intervalu
nejméné po 15 minutadch. Zménou teploty mimo dané rozmezi se spusti alarm —

akusticky, pfipadné akusticky a opticky. Na tfepacky pro skladovani trombocytt
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se pripojuje i alarm pro kontrolu pohybu tfepacky. Funkénost alarmti musi byt

pravidelné testovana [27; 29].

Trombocytarni pfipravky se skladuji maximalné po dobu 5 dni pfi teploté
20 - 24 °C na tfepacce zajistujici neustalé promichdvani. Michanim trombocytt
se zamezuje jejich agregaci a udrZzuje se optimalni vyména kysliku s oxidem
uhli¢itym pro udrzeni optimalniho pH [23; 27; 30]. Skladovanim trombocytt pti
pokojové teploté je zvySeno riziko rastu pfipadnych kontaminujicich bakterii,

proto je doba exspirace oproti ostatnim transfuznim pripravktm zkracena [30].

2.2.5 Kryokonzervace

Kryokonzervace je metoda uchovani trombocytarnich transfuznich pfipravki
ve zmrazeném stavu za soucasného prodlouzeni doby pouZitelnosti.
K trombocytiim se do 24 hodin po odbéru pfida intraceluldrni kryoprotektivum
— nizkoprocentni glycerol nebo castéji dimetyl sulfoxid (DMSO). Trombocyty se
zamrazuji pti -80 °C, skladuji se pfi teploté -80 az -65 °C v hluboko mrazicich
boxech nebo pfi teplot¢ -150 °C vtekutém dusiku. Pouzitelnost
kryokonzervovanych trombocyti je 2 roky. Podani kryokonzervovanych
trombocytt predchdzi jejich rozmrazeni a smisenim s plazmou. Po rozmrazeni je

doba pouzitelnosti 6 hodin [31; 32].

2.2.6 Indikace a podani

Indikaci podani trombocytarnich transfuznich pfipravkt je krvaceni u
pacienti s trombocytopenii nebo trombocytopatii. Profylakticka transfuze
trombocytti je podavana pfi poklesu mnozstvi trombocytti pod hodnotu 20-10°/1
pfi soucasné probihajicim onemocnéni nebo stavu, ktery mtize ovlivnit funkci
trombocytti a hemostazu. Vzdy je vSak nutné zvazit stav kazdého pacienta
individudlné. Pokles trombocyti pod 51071 je indikaci k okamzitému podani

transfuzniho pfipravku trombocytti. Vyjimkou podani je diagndza trombotické
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trombocytopenické purpury, heparinem indukované trombocytopenie nebo
potransfuzni trombocytopenické purpury. Profylaktické podani trombocyt je
téZ vhodné u pacientd s mnoZstvim trombocyti niz$im nez 50-10°/1 pfed

planovanym operac¢nim zakrokem [10; 23].

Trombocytarni transfuzni pfipravky jsou podavany nejcastéji shodné v ABO
systému k transfundovanému pacientovi. Pokud neni moznost podat
trombocyty shodné, rozhoduje o podani ABO skupina plazmy, ve které jsou
trombocyty resuspendovany. Trombocyty resuspendovany v nahradnim
roztoku se podavaji i bez shody v ABO systému. Shodnost v RhD systému se
dodrzuje pfedevsim u divek a Zen ve fertilnim véku, aby se pfedeslo imunizaci
[33]. V trombocytarnich transfuznich pfipravcich se nachdzi nepatrné mnozstvi
erytrocytt, které mize imunizaci zapficéinit. V pfipadé podani RhD* pfipravku
RhD- Zené ve fertilnim véku je vhodné podani anti-D imunoglobulinti [34; 35].
Transfuzni pripravek trombocyti je mozno vybrat i podle HLA nebo HPA

antigenti [33].

Trombocyty skupinové odlisné v ABO systému zptsobuji u pfijemcti
refrakternost ve vétsim mnozstvi pifipadd nez u skupinové shodnych
trombocytt. Refrakternost na podané trombocyty nastava z davodu tvorby

anti-HLA a anti-HPA protilatek [36].

2.2.7 Potransfuzni reakce

Kromé jiz zminéné TA-GvHD a refrakternosti na trombocyty zptisobené
tvorbou protilatek miize pfi podani trombocytdrnich transfuznich pfipravki

dojit i k dalSim potransfuznim reakcim.

Pfi  resuspendovani trombocytd v plazmé mliZze dochazet k

alergickym reakcim. Pfijemce md protilatky proti plazmatickym bilkovindm
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plazmy transfuzniho pfipravku. Reakci vznikd vyrazka, lokalni zarudnuti a je
mozné mirné zvyseni télesné teploty, u zavaznych reakci dochéazi k vyraznému
zvySeni teploty a tfesavce. Lécba alergické reakce spocivd v podani

antihistaminik [14].

Podanim trombocytarnich transfuznich pfipravki s plazmou muze dojit také
k akutnimu plicnimu selhani spojeného s transfuzi — TRALI. V podavané plazmé
jsou pritomny protilatky anti-HLA a protilatky proti granulocytim anti-HNA.
Reakci téchto protilatek dochdzi k agregaci a degranulaci neutrofilnich
granulocyt(i. Degranulaci se uvolni cytotoxické enzymy zvysujici permeabilitu
kapilar, dochéazi tak k tniku plazmatické tekutiny do intersticia a alveold.
V pribéhu Sesti hodin od podani transfuze dochazi kakutni dechové
tisni, hypoxii, hypotenzi a oboustrannému edému plic. Pacienti s TRALI jsou
pripojeni na fizenou plicni ventilaci, ¢tvrtina pacientt umira. Prevenci vzniku
TRALI je vyroba pripravki plazmy pro klinické pouZiti od muzskych darct krve.
U Zen je pritomnost protilatek castéjsi z dtivodu senzibilizace pfi téhotenstvi [10;

14; 37].

Pfi reakci transfundovanych bunék s HLA protilatkami dochdzi k febrilni
nehemolytické potransfuzni reakci. Kreakci dochazi pfedevsim s leukocyty,
proto se deleukotizaci transfuznich pfipravka této reakci predchdzi. Febrilni
reakci mohou zpuisobit také leukocytarni pyrogeny. Po podani transfuze dochazi
k tfesavce, zimnici a ke zvySeni télesné teploty alesponi o 1°C v pribéhu dvou
hodin od transfuze. Lécbou je podani antipyretik. Tato reakce vznika pfedevSim
u polytransfundovanych pacientti, proto je u téchto pacientti vhodné podavat

HLA kompatibilni deleukotizované trombocyty [10; 14].

Podanim transfuzniho pfipravku, a predevsim vlivem antigent leukocytt,

muiize u piijemce transfuze dojit k potlaceni imunitni odpovédi, zhorseni
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obranyschopnosti a zvySené pravdépodobnosti relapsu nadorti. Prevenci je

deleukotizace transfuznich pfipravki [14].

U jedincli senzibilizovanych napriklad pfi gravidité nebo jiZ podanou
transfuzi muize dojit ke vzniku potransfuzni trombocytopenické purpury
5-10dni po transfuzi trombocyti. Navazanim specifickych protilatek na
darcovské i vlastni trombocyty dochdzi kjejich destrukci a nasledné
trombocytopenii, vznikd purpura a mtize dojit i k dalSimu krvaceni. Mezi
antitrombocytarni  protilatky zptlisobujici potransfuzni purpuru patii
anti-HPA-la a anti-HPA-5b. Terapii je podani intraven6znich imunoglobulin(i

[10; 38].

Z dtivodu skladovani trombocytd pfi pokojové teploté je zvyseno riziko
bakteridlni kontaminace. Riziko kontaminace je 1 ku 50 000 trombocytarnich
transfuznich pripravka vydanych ke klinickému pouZiti. Prevenci je vizualni
kontrola transfuznich pfipravkii, v pfipadé bakteridlni kontaminace miuze
dochdzet ke zméné barvy, pfitomnosti agregatti a ztraté swirling fenoménu

trombocytu [10; 38].

Pfi jakémkoliv podani transfuzniho pfipravku je riziko pfenosu infekce.
U darct je ze vzorku krve zjiStovana pfitomnost protilatek proti ptavodci syfilis
Treponema pallidum a anti-HCV, protilatky proti HIV 1 a 2. Zaroven pfitomnost
antigenti p24 HIV a povrchového antigenu HBV — HbsAg. I pfes testovani vSech
darcti nelze riziko prenosu infekce zcela vyloudit. NakaZeny déarce muze byt
testovan v dobé diagnostického okna, nebo mtize byt reakce imunitniho systému
na infekci pfili§ nizka pro zachyceni. Riziko pfenosu HBV a HCV je 1/250 tisic
transfuzi, u HIV 1/3 — 5 milionti podanych transfuzi [14; 23].
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3 CIL PRACE

Cilem bakalarské prace je porovnat metodu vyrobu trombocytt z buffy coatu
smésnych  deleukotizovanych ~ (TBSD) a  trombocyti  smésnych
deleukotizovanych v nahradnim roztoku (TBSDR) v Ustavu hematologie a
krevni transfuze. Podle parametri kontroly kvality stanovit, ktery

z trombocytarnich transfuznich ptipravki je vhodnéjsi.

Dals$im cilem je porovndni vyroby trombocyti smésnych a aferetickych.
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4 METODIKA

4.1 Definice souboru

K méfeni byly vyuZity smésné trombocyty TBSD a TBSDR. Méfeni kontroly
kvality bylo provedeno u 60 pripravki, presné se jedna se o 33 pripravka TBSD
a 27 pripravkit TBSDR.

Dale se jedna o soubor 123 pfipravki trombocytti z aferézy deleukotizovanych

(TAD).

Veskeré trombocytarni transfuzni piipravky byly vyrobeny v UHKT na
Transfuznim oddéleni a Aferetickém oddéleni v obdobi cervenec aZ prosinec

2018.

Vyroba TBSD
Na vyrobu 1 TD trombocytli z buffy coatu smésnych deleukotizovanych —

TBSD se vyuziva 5 stejnoskupinovych pripravka trombocytt z buffy coatu (TB).

Vyroba zacdina pfipravou trombocytu z buffy coatu plné krve. Vak s plnou krvi
(PK) je promichan, umistén do kyvety centrifugy a centrifugovan. Vak
s centrifugaci rozdélenou krvi je vloZen do automatického separatoru Optipress,
kde nastavenim programu Protocol 1-1 dojde kseparaci slozek krve. Po
dokonceni lisovani se od soupravy oddéli vak s buffy coatem a volny vak pro
trombocyty. Tyto vaky se zavési do svislé polohy, vak s buffy coatem niZe a jsou
takto ponechany po dobu 60 minut. Nasleduje promichani buffy coatu a jeho
centrifugace. Dal$im krokem je separace v separatoru Optipress v programu
Protocol 2-1 za pouziti pritlakové desky pro zvySeny zisk trombocytii. Po
separaci je zkontrolovana pfitomnost swirling fenoménu trombocyti a po

propusténi je vak s trombocyty umistén na tfepacku.

30



Lékar transfuzniho oddéleni vybere 5 stejnoskupinovych TB pro vyrobu
TBSD. Vybrané vaky jsou promnuty pro uvolnéni trombocytt z vaku a sterilné
navareny na soupravu s filtrem urcené k miseni trombocytt. Obsah vSech vaki
je prepustén do jednoho smésného vaku, z toho jsou trombocyty prefiltrovany
do konceného smésného vaku, ktery je nasledné odvzdusnén. Konec¢ny smésny
vak je uzavfen, zvadZen, oznacen konecnym Stitkem a odpojen od zbytku

soupravy.

Vyroba TBSDR
Pro vyrobu trombocyti smésnych deleukotizovanych v ndhradnim roztoku —

TBSDR se pouZzivaji 4 stejnoskupinové TB.

Pfiprava buffy coatu pro vyrobu TBSD se od vyroby buffy coatu pro TBSDR
lisi pouze ve zptisobu separace PK. Pfi lisovani PK na separatoru Optipress se
vyuziji desky na trombocyty a program Protocol 1-2. Tento program zajisti nizsi
mnozstvi plazmy v BF, aby se mohl pfidat ndhradni roztok. Nasledny postup

vyroby TB pro TBSD i TBSDR je shodny.

Lékafem transfuzniho oddéleni jsou vybrany 4 stejnoskupinové TB. Na
smésny vak CompoStop je navafen vak s 300 ml roztoku Composol ze smési
citratu, chloridu a acetdtu sodného. Ddle jsou k hadickdm smésného vaku
navareny 4 promnuté vaky TB a jejich obsah je prepustén do vaku smésného.
Roztokem Composol jsou promyty vaky TB do ocisténi. Nasleduje centrifugace.
Smésny vak je lisovan v Optipressu v programu Protocol 2-2 za pouziti desek na
trombocyty. Koneény vak pfipravenych trombocytt je odvzdusnén a oznacen

Stitkem.

31



Vyroba TAD
Aferetické trombocyty se vyrabi odbérem trombocytti na separatoru. V UHKT
jsou témito separatory Spectra Optia a Trima Accel od firmy Terumo BCT a

separator Amicus firmy Fresenius Kabi.

V separatoru se vyuziva 300 ml antikoagula¢niho roztoku ACD-A (kyselina
citronova + citrat sodny + glukéza + aqua pro injectione). Objem transfuzniho
pripravku je upraven plazmou nebo nahradnim roztokem. Deleukotizace
probiha v pribéhu separace. Jednim odbérem aferézou lze od darce odebrat

1-2TD trombocytt.

4.2 Pouzity material

Biologicky material
- Trombocyty z buffy coatu smésné deleukotizované
- Trombocyty smésné deleukotizované v ndhradnim roztoku

- Trombocyty z aferézy deleukotizované

Pomicky

- Plastové zkumavky s uzadvérem
- Nageottova komtrka

- Biirkerova komitirka

- Automatické pipety a Spicky

Roztoky

- Cellpack roztok pro Sysmex XS-1000i

- Tirktv roztok (vodny roztok gencidnové violeti a kyseliny octové)

- Hayemv roztok (vodny roztok chloridu rtutnatého, chloridu sodného a

siranu sodného)
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Ptistroje

- Vaha

- Sterilni svarecka hadicek krevnich vak

- Hematologicky analyzator Sysmex XS-1000i

- Svételny mikroskop

4.3 Postup stanoveni

Vden vyroby dochazi ke kontrole kvality u ndhodné vybranych
trombocytarnich transfuznich pripravka. Stanovuje se objem, swirling fenomén
trombocyti, mnoZstvi trombocytii automatickym analyzatorem a mnoZstvi

leukocytt a erytrocyti mikroskopicky.

4.3.1 Kontrola swirling fenoménu a stanoveni objemu transfuzniho
ptipravku

Kontrola swirling fenoménu probihd pfimo ve smésném vaku po dokonceni
vyroby transfuzniho pfipravku. Swirling fenomén musi byt pfitomen ve vsech

trombocytarnich transfuznich pripravcich.

Nasledné je vak zvazen a vypoctem urcen jeho objem.

4.3.2 Odbér vzorku pro stanoveni

U TBSD a TBSDR dochéazi po stanoveni swirling fenoménu a objemu k odbéru

vzorku ze segmentu vaku.

Pracovni postup

- Promichani vaku.

3x protdhnuti segmentu kleStémi a zataveni segmentu na dvou mistech.

Odstfihnuti svaru vzdalenéjsiho od vaku.

Prepusténi vzorku ze segmentu do zkumavky.
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U pripravkat TAD je k vaku pfipojena zkumavka. Po dokonceni odbéru

aferézou se vak nechd 1 hodinu v klidu, poté je 1 hodinu michdn na tfepacce.

Teprve poté je do integrované zkumavky odpustén vzorek.

Pracovni postup

Promichani vaku.
Odpusténi vzorku do zkumavky.
Zataveni hadicky na dvou mistech a odstfiZzeni svaru vzdalené€jsiho od

vaku.

Nasledujici kroky jsou shodné pro smésné i aferetické trombocyty.

4.3.3 Stanoveni mnozstvi trombocytd na hematologickém analyzatoru

Sysmex XS-1000i

Stanoveni mnoZstvi trombocytii se provadi na analyzatoru XS-1000i od firmy

Sysmex. Vzorek je nasan do analyzatoru a nafedén roztokem Cellpack. Poté je

definované mnozstvi vzorku dopraveno k RBC/PLT detektoru a dochazi

k méfeni mnozstvi trombocyti [39]. Méfeni probihd na zdkladé impedanéni

metody s hydrodynamickou fokusaci. Pti priichodu bunék aperturou dochazi ke

zméné odporu stejnosmérného proudu mezi elektrodami a odec¢tu mnozstvi

prochdzejicich trombocyti. Hydrodynamickou fokusaci je zajistén priichod

pouze jedné burlky aperturou v case [40].

Pracovni postup

Oznacenou zkumavku se vzorkem promichat.

Do pocitace zapsat ¢islo vzorku a zvolit méfeni CBC — complete blood
count, neboli stanoveni krevniho obrazu.

Vlozit zkumavku do podavace a zmacknout velké tlacitko.

Probéhne méreni vzorku.
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4.3.4 Stanoveni mnozstvi leukocyti mikroskopickou metodou

Pro stanoveni mnozZstvi leukocytti je urcena Nageottova komtirka. Leukocyty

se pocitaji ve 40 obdélnicich.

Nageottova komiirka rozdélena zafezem na dvé shodné mfizky, jedna mfizka
je tvofena ze 40 obdélniki. Jeden obdélnik ma rozmér 0,25 x 10 x 0,5 mm. Kazda

z mriZek ma objem 50 pl, celd Nageottova komtirka tedy 100 ul.

Pracovni postup

- 100 pl vzorku je smichano s 400 ul Tiirkova roztoku a nechd se 10 minut pfi
pokojové teploté inkubovat.

- Nasleduje naplnéni Nageottovy komiirky a pozorovadni ve svételném
mikroskopu.

- Pocitd se mnozstvi lymfocytt ve 40 obdélnicich.

4.3.5 Stanoveni mnozstvi erytrocytii mikroskopickou metodou

Mnozstvi erytrocyti se u trombocytarnich transfuznich ptipravki stanovuje

v Biirkerové komtrce.

Biirkerova komftirka se skldda z malych a velkych ¢tverc a obdélnikii
oddélenych dvojitymi a trojitymi ¢drami pro prehlednost. Velky ¢tverec ma
rozmér 0,2 x 0,2 x 0,1 mm a objem 0,004 pul, maly ctverec 0,05 x 0,05 x 0,0l mm a
objem 0,00025 ul a obdélnik 0,005 x 0,2 x 0,1 mm a objem 0,001 pul.

Pracovni postup

- Do zkumavky se pfipravi 4 975 ul Hayemova roztoku a 25 ul vzorku.

- Obsah zkumavky se promiché a necha pfi pokojové teploté 10 minut stat.
- Nasleduje naplnéni Biirkerovy komurky a pocitani erytrocytd ve

svételném mikroskopu.
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Zpusob mérfeni kontroly kvality jsem si vyzkousela, samotné méfeni kontroly
kvality trombocytarnich transfuznich pripravka vSak musi provadét
kvalifikovana osoba. Proto jsou pouZzity vysledky ziskané z pribézného méteni

kontroly kvality.
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5 VYSLEDKY

Jsou pouzity vysledky kontroly kvality Transfuzniho oddéleni a Aferetického

oddéleni UHKT za obdobi &ervenec az prosinec 2018. V tomto obdobi bylo

testovano 33 pripravka TBSD, 27 ptipravkii TBSDR a 123 ptipravkit TAD.

MnoZstvi kontrolovanych transfuznich pfipravka je dano Standardnim

opera¢nim postupem ¢&. 37 — Kontrola kvality transfuznich pifpravka UHKT.

Stejnym dokumentem jsou urceny téz jakostni pozadavky, které jsou stanoveny

podle aktudlniho vydani Guide to the preparation, use and quality assurance of

Blood Components Doporuceni Rady Evropy. Parametry kontroly kvality jsou

v tabulce 1.

Sledovany
parametr

Objem

Swirling
fenomén
Leukocyty

Erytrocyty

Trombocyty

Tabulka 1: Parametry kontroly kvality

Jakostni pozadavky pro TBSD, Frekvence kontroly
TBSDR a TAD

Dle pouZzité techniky Vsechny TD
Pritomen Vsechny TD
Max. 1,0-10¢/TD 1% produkce, min.
10 TD mési¢né
Max. 1,0-10°/TD 2 TD mésicné
Min. 200-10%/TD 1% produkce, min.

10 TD mésicné
Zdroj: [41]

Mnozstvi trombocytth musi splfiovat alespont 75 % vyrobenych pfipravkd,

90 % pripravkd musi spliiovat limit maximalniho mnozstvi vyskytu leukocyta.

Pokud pii mikroskopickém pocitani leukocyti v Nageottové komtirce neni

zjisSténa pritomnost leukocytti, vklada se jako vysledek méfeni hodnota citlivosti
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dané metody, odpovidajici horni mezi mozné koncentrace leukocytti. Vzorek je
pétkrat fedény a prohlizi se objem 50 pl, horni mez je tedy 0,1 buriky na 1 ul

transfuzniho pripravku.

U stanoveni poctu erytrocytt v Biirkerové komfirce je postup obdobny jako u
stanoveni leukocytti v Nageottové komtrce. Vzorek je pro stanoveni erytrocytii
dvousetnasobné zfedén a zkouma se objem 0,02 ul. Horni mez této metody je

10 000 bunék na 1 ul transfuzniho pfipravku.

Kompletni vysledky nameéfenych parametri kontroly kvality se nachdzi

v ptiloze.

5.1 Porovnani TBSD a TBSDR

Tabulka 2: MnoZstvi pfipravkii odpovidajicich parametriim kontroly kvality

TBSD — mnozstvi TBSDR - mnozstvi
vyhovujicich pfipravki (%)  vyhovujicich pripravki (%)

Swirling 100 100
fenomén

Objem 100 100
WBC - NK 100 100
RBC - BK 100 (7 vzorku) 100 (5 vzork)
PLT 100 100

Jak je zaneseno v tabulce 2, odpovidaly veSkeré zmétfené vzorky TBSD a
TBSDR predepsanym parametriim kontroly kvality. VeSkeré parametry kromé
pocitani erytrocyti v Blirkerové komtrce byly stanoveny v 33 TBSD a 27 TBSDR
pripravcich. Z divodu kontroly mnozstvi erytrocyti pouze u 2 trombocytarnich
transfuznich pfipravka v mésici bylo toto stanoveni od cervence do prosince 2018

provedeno u 7 TBSD a 5 TBSDR.
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Obrdzek 1: Porovndni mnoZstvi leukocytii v TBSD a TBSDR pti stanoveni v Nageottové komiirce

Mnozstvi leukocytti stanovenych pocitdnim v Nageottové komtrce je obecné

Vv s

vyssiu TBSDR. Obrazek 1 obsahuje naméfené hodnoty leukocytt v jednotlivych
transfuznich pfipravcich s rozdélenim na TBSD a TBSDR. Pokud pfi pozorovani
v komirce nejsou nalezeny zadné leukocyty, zapisuje se do vysledného
mnozstvi leukocytt citlivost metody. Vypocitané mnozstvi zavisi na objemu
transfuzniho pfipravku. TBSDR ma kvuli pfidanému resuspenznimu roztoku

vétsi objem.
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Obrdzek 2: Porovndni mnoZstoi erytrocytii v TBSD a TBSDR p#i stanoveni v Biirkerové komiirce
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Stejné jako u stanoveni leukocytli v Nageottové komftirce je hodnota u
stanoveni erytrocyti v Biirkerové komfirce (obrazek 2) ovlivnéna objemem
transfuzniho ptipravku, pro ktery je stanovovana. Z divodu stanoveni mnoZzstvi
erytrocytii pouze u dvou trombocytarnich transfuznich prfipravkii v mésici je

tento soubor hodnot mensi nez u ostatnich parametri.
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Obrdzek 3: Porovndni mnoZstvi trombocytit v TBSD a TBSDR stanovenyjch automatickym analyzdtorem

Minimalni mnoZstvi trombocyti v trombocytarnim transfuznim ptipravku je
stanoveno pro TBSD i pro TBSDR na 200-10°/TD. Minimalni naméfené mnoZstvi
trombocyti v TBSD bylo 202,2:10°/TD, v TBSDR 200,7-10°/TD. Podle obrazku 3 je
mozné stanovit, Ze mnozstvi trombocytli v TBSD je obecné vyssi nez
v piipravcich TBSDR. Presto se jednotlivé hodnoty mnozstvi trombocytt

v méfenych transfuznich pripravcich prolinaji.

Tabulka 3: Priimérné hodnoty stanovenych parametrii pro TBSD a TBSDR

Aritmeticky primér parametru TBSD TBSDR
WBC - NK (10¢/TD) 0,0295 0,0342
RBC - BK (10°/TD) 2,9200 3,4025
PLT (10°/TD) 276,09 252,95
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svVv/

leukocytt a erytrocytti, zaroven s co nejvyssim mnozstvim trombocytti.

Aritmetické priiméry jednotlivych parametri u TBSD a TBSDR jsou zaneseny
v tabulce 3. Z tohoto porovnani vychazi lépe pifipravky TBSD, které obsahuji

nizsi mnozstvi leukocytti i erytrocytii a zaroven vySsi mnozstvi trombocytt.

Tabulka 4: Stanovené parametry prepocitané na jednotku TB pouZitych pro vyrobu TBSD a TBSDR

Piepocet hodnoty parametru TBSD TBSDR
nalTB

WBC - NK (10%/TD) 0,0059 0,0086
RBC - BK (10°/TD) 0,5840 0,8506
PLT (10°/TD) 55,218 63,238

Kviali odliSnému mnozstvi pouzitych TB na 1 TD TBSD a TBSDR je
vypracovana tabulka 4 znazornujici stejné parametry jako tabulka 3, ovSem
prepoctené na jednotku TB pouzité pro vyrobu. Trombocyty zbuffy coatu
smésné deleukotizované jsou vyrdbény z 5 TB, zatimco trombocyty smésné

deleukotizované v nadhradnim roztoku jsou vyrabény ze 4 TB.

Parametr, jehoZz vysledek se lisi od tabulky 3 je mnozstvi trombocytt. Celkové
je vjednom pfipravku TBSDR niz$i mnozstvi trombocyt(i, ovSem na vyrobu
TBSDR jsou pouzity pouze 4 TB, proto pfi pfepoctu na jednotku vychdazi

mnozstvi trombocytd na jednotku vyssi u TBSD.

Mnozstvi pouzitych TB je dilezité predevsim sohledem na povrchové
antigeny bunék obsaZenych v transfuznim pfipravku, které se lisi od antigenti
prijemce. Pfi pouziti TBSDR je pfijemctv organismus vystaven 4 souboriim

antigent, oproti 5 soubortim u TBSD.
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5.2 Zhodnoceni TAD

Pfi odbéru trombocytli aferézou je podle vahy darce a mnozZstvi trombocytii
urcen predpokladany vytézek trombocyti z daného odbéru. Nasledné se na
separatoru nastavi vytéZnost trombocytl. Podle mnoZstvi trombocyti

odebranych separatorem Ize vyrobit 1 -2 TD trombocytii.

Vaky s aferetickymi trombocyty jsou rozdéleny na vaky obsahujici minimalné
2-10%TD (oznaceni PLT 2) nebo minimalné 3-10%/TD trombocyta (PLT 3). Ne u
vSech ptipravk je vSak predpokladdaného vytézku dosazeno. U vakil s obsahem
trombocytih minimalné 2-10%/TD nevyhovovalo svym obsahem trombocyti
18,64 % vakti, u obsahu 3-10%/TD pouze 14,06 % vakti. Z celkového mnozstvi
vyrobenych trombocytli musi dany obsah trombocytt spliiovat alespon 75 %,
toto kritérium bylo splnéno. V tabulce 5 je zaneseno rozdéleni TAD podle
minimalniho obsahu trombocytli a mnozstvi vyhovujicich a nevyhovujicich
pripravkti. Grafické zndzornéni mnozstvi trombocyti v jednotlivych
transfuznich pfipravcich je vobrazku 4, zaroven i svyznacenim limit

minimdalniho mnozstvi obsahu trombocytti.

V pfipadé, Ze trombocytarni transfuzni pfipravek neodpovidd parametrim
kontroly kvality, rozhoduje o znehodnoceni nebo upravé pouziti lékaf

transfuzniho oddéleni.

Tabulka 5: TAD rozdélené podle minimdlniho obsahu trombocytit s urcenim mnoZstvi vyhovujicich a
nevyhovujicich pripravkii

Obsah Pfipravki Vyhovujici Nevyhovujici
pripravku celkem pripravky pripravky
Min. 2.10"/TD > 8 1
o 100 % 81,36 % 18,64 %
) 64 55 9
Min. 3.10%/TD
100 % 85,94 % 14,06 %
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Obrdzek 4: Grafické zndzornéni jednotlivijch TAD rozdélenych podle minimdlniho mnoZstvi trombocyti.
Vyznaceny jsou limity minimdlniho mnoZstoi trombocytii pro kazdy typ odbéru

Mnozstvi leukocytt a mnozstvi erytrocyti odpovida stanoveni jako u TBSD a
TBSDR. Pokud neni pfi mikroskopickém pozorovani nalezen leukocyt nebo
erytrocyt, je zapsan pocet bun€k podle citlivost metody. V provedenych
méfenich nebyl nalezen Zadny leukocyt ani erytrocyt, vypoctené mnozstvi zavisi
na celkovém objemu transfuzniho pfipravku. Stanoveni erytrocytti bylo
provedeno u 28 piipravkt z celkovych 123 TAD. Obrazek 5 obsahuje porovnani
mnozstvi leukocytti, obrdzek 6 porovnani mnoZstvi erytrocytt v jednotlivych

méfenych transfuznich pfipravcich.
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Obrdzek 5: Porovndni mnoZstvi leukocytit v TAD obsahujicich 2 a 3-1011/TD trombocytii
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Obrdzek 6: Porovndni mnoZstvi erytrocytii v TAD obsahujicich 2 a 3-10%/TD trombocytil

5.3 Porovnani smésnych a aferetickych trombocytarnich
pripravki

Hlavnim rozdilem mezi smésnymi a aferetickymi trombocytdrnimi pfipravky
je mnozstvi darcti nutnych k vyrobé jednoho pripravku. U TBSD se jednd o
5 dércti, u TBSDR 4 darce, zatimco u aferetickych trombocytti se 1 TD pfipravuje
pouze z trombocytli jednoho darce. U aferetickych trombocytti se tedy
v pfipravku nachdzi pouze antigeny od jednoho ddarce, je moZnost vybrat i

specifického darce pro piijemce podle shodnosti antigenti [23].

Porovnanim vedkerych pozorovanych parametr(i kvality u trombocytarnich
transfuznich pfipravkd, lze podle tabulky 6 stanovit, ze pifipravek TAD
s obsahem trombocytih nejméné 3-10"/TD je nejvhodnéjSim piipravkem.
Mnozstvi obsaZenych leukocyttl a erytrocytti je nepatrné nizsi u TAD s obsahem
trombocyti minimalné 2-10%/TD, ovSem mnoZstvi trombocytt v pfipravku PLT 3

je vyrazné vyssi.

Tabulka 6: Porovndni stanovovanych parametriit TBSD, TBSDR a TAD s obsahem trombocytit min. 2-10"/TD a

3-10%/TD
TBSD TBSDR TAD (PLT 2) TAD (PLT 3)
WBC - NK (104TD) 0,0295 0,0342 0,0195 0,0239
RBC - BK (10°/TD) 2,9200 3,4025 1,9735 2,3817
PLT (10°/TD) 276,09 252,95 212,20 326,01
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6 DISKUZE

Zmétené vzorky aferetickych a smésnych trombocyti se od sebe lisily
mnozstvim leukocytt pouze nepatrné — primérné nejvice leukocytti obsahoval
pfipravek TBSDR 0,0342-105TD a nejméné pripravek aferetickych
deleukotizovanych trombocytli s obsahem trombocyt(i minimalné 2-10%/TD
obsahujici 0,0195:10¢/TD leukocytti. Maximalni obsah leukocytt v transfuznim
pfipravku je stanoven na 1,0-10TD - i pfipravek TBSDR obsahujici vyssi

mnoZzstvi je mnohondsobné pod danym limitem.

O neprili§ velkém rozdilu v mnozstvi zbytkovych leukocytd u TAD
(0,04106TD) a u smésnych deleukotizovanych trombocyta (0,03-105/TD) pisSe
Schrezenmeier [42]. Ten hodnoti mnozstvi leukocyti v obou typech pripravki
v porovnani se stanovenym maximalnim pfipustnym mnoZstvim jako nizké.
Lejdarova neshleddva mezi pfipravky v mnoZstvi leukocytt zadny rozdil [43].
Zato Singh a Mallhi udavaji rozdil v naméfeném mnoZstvi leukocytti u
aferetickych a smésnych trombocytt. Podle studii obou autort se u aferetickych

trombocytt vyskytovalo o fad nizsi mnozstvi leukocytt [44; 45].

Obdobné vysledky jako u leukocytd vysly v méfeném souboru i u stanoveni
erytrocyti — prameérné nejvyssi mnozstvi erytrocyti bylo v trombocytech
smésnych deleukotizovanych v ndhradnim roztoku - 3,4025-10°/TD. V zadném
pfipravku vSak erytrocyty pfi pocitani v Bilirkerové komtrce nalezeny nebyly,
proto jsou zapsany hodnoty citlivosti metody. Lejdarova i Schrezenmeier ve
vysledcich svého méfeni uvadi, Ze ve smésnych trombocytarnich pfipravcich se

nachdzi vyssi mnoZstvi erytrocytt [42; 43].

vvvvvv

pripravki je mnozstvi trombocyti obsazené vjednom vaku prfipravku.

Minimalni mnozstvi trombocytti v jednom pfipravku je stanoveno na 200-10° a
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toto mnoZstvi musi splnovat alespont 75 % vyrobenych pfipravkii. Nékteré
z méfenych afereticky odebranych trombocytti dané mnozZstvi nesplnovaly, ze
smésnych trombocyti byl obsah splnén u vSech pripravkii. U aferetickych
trombocytt 1ze stanovit pfedpokladanou vytéznost, ktera odpovida mnoZstvi
trombocyt darce. Vytéznost Ize nastavit na 2, 3, 4 a 610" trombocytti, pficemZ u
vytéznosti 4 a 6-10" se trombocyty rozdéluji do vice vakid. Planované mnozstvi
odebranych trombocytti aferézou je pfedem nastaveno na pfistrojich, pomér

planovanych a ziskanych trombocytt se smi pohybovat v rozmezi 0,9 - 1,1.

Méfeni Lejdarové, Singha a Malliho potvrzuji vy$si mnoZstvi trombocytt
v piipravcich vyrobenych metodou aferézy [43; 44; 45]. Vzdy vSak zdlezi na

jednotlivych darcich a vybraném mnozZstvi odebiranych trombocytt.

Singh s kolektivem do studie porovnani kvality trombocytarnich transfuznich
pfipravka zahrnul kromé trombocyth aferetickych a smésnych z buffy coatti i
vyrobu trombocytt z plazmy bohaté na trombocyty [44]. Tento zptlisob vyroby
trombocytarnich transfuznich pfipravki z plné krve se vyuziva piredevsim ve
Spojenych statech americkych, v Evropé neni tento typ vyroby bézny [42; 43; 45].
Porovnanim byla zjisténa vyssi kvalita u trombocyta ziskanych vyrobou z buffy

coatll, nez u vyroby z plazmy bohaté na trombocyty [46].

V této praci byly porovndvany pouze parametry stanovené kritérii kontroly
kvality, v jiz uvedenych studiich Schrezenmeiera a Lejdarové bylo téz provedeno
srovnani vyskytu neZzddoucich ucinkt. Do nich byly zahrnuty potransfuzni
reakce, aloimunizace, refrakternost k trombocytiim a bakteridlni kontaminace.
Vyskyt téchto skutecnosti je podle jejich studii u aferetickych i smésnych

trombocytt ve shodné mire [42; 43].

Van der Meer ve studii zroku 2012 napsal, Ze riziko pfenosu virovych
patogent je u aferetickych trombocytti pfiblizné dvakrat niz$i nez u trombocytti
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smésnych [47]. Schrezenmeier a nasledné Daurat a jeho kolegové v roce 2016
uvadi velmi nizké a srovnatelné riziko pfenosu virovych patogenti u obou typu
trombocytarnich transfuznich pripravkia. Diivodem je citlivost testti na vyskyt
cizorodych agens u darci krve [42; 46]. Pfesto je vZdy nutné brat v tivahu

diagnostické okno.

Dal$im parametrem je i cena vyroby jednotlivych trombocytarnich pfipravki.
Lejdarova, Schrezenmeier i Mallhi se shoduji, Ze cena vyroby trombocyt
aferézou je vyssi, nez vyroba TBSD nebo TBSDR z jednotlivych TB [42; 43; 45].
Schrezenmeier dodava, Ze presné stanoveni ceny je slozité kvali ucetnimu
systému, rozdéleni naklad(i a cenové politice jednotlivych instituci vyrabéjici

trombocytarni transfuzni pripravky [42].

Z pohledu darce je ¢asové vyhodnéjsi darovani plné krve. Pfi odbéru plné krve
nesmi doba odbéru presdhnout 12 minut, aby mohla byt krev pouZzita i na vyrobu
trombocytarniho pfipravku [23]. Odbér trombocyth aferézou trva 60 — 80 minut
[26]. PInou krev mohou muzi darovat maximalné 5x a zeny maximalné 4x za rok,
zatimco odbéry trombocytii separatorem probihaji maximalné 24x za rok [48].
Pokud by darce daroval v maximalnim moZném poctu, je cas straveny odbérem
trombocytt aferézou mnohondsobné vyssi nez u darcti plné krve. Odbér je
komplikovan kratkou dobou exspirace trombocytli, proto by méli byt darci na
odbér trombocytaferézou casové flexibilni. Darci jsou zvani na odbér trombocyti
pro specifického pacienta v urcity den, nékdy i na vice odbérta v pribéhu
nékolika dni — vzdy vSak s odstupem nejméné 48 hodin mezi odbéry. Jak uvadi
Thiele je kromé delsi stravené doby na stanici transfuzni sluzby vys$im
mnozstvim  povolenych odbérti trombocytaferézou za rok zvySena
pravdépodobnost vyskytu komplikace odbéru u darce krve [49]. Mezi tyto

komplikace patfi napiiklad modfina v misté vpichu, mdloby, alergicka reakce na
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pouzity dezinfekéni pfipravek, u trombocytaferézy i brnéni a mravenceni

zpusobené snizenou hladinou ionizovaného vapniku v krvi [23].

Vyrobené TAD jsou pouzivany pro pacienty détské, polytransfundované a
aloimunizované s refrakternosti k trombocytiim. Vyroba pouze od jednoho
darce sniZuje pravdépodobnost antigenni reakce na podany trombocytarni
pripravek. Navic je moZnost podani HLA nebo HPA specifickych TAD, ovSem je
nutné dostate¢né mnoZstvi darcti, z kterych je poté mozno urcitého darce vybrat.
Vhodna je téZ moZnost vybéru mnozZstvi odebranych trombocyti. Omezenim
vyroby trombocytdrnich transfuznich pfipravki aferézou je vyssi cena a vyssi

casova naroc¢nost jednotlivych odbéra.

Pfi vyrobé trombocytarnich transfuznich pfipravka z plné krve jsou kromé
trombocytt zjednoho odbéru vyrobeny i transfuzni pfipravky erytrocyta a
plazmy. Problémem vyroby smésnych trombocytdrnich pripravkti mize byt pro
nekterd zafizeni transfuzni sluzby nedostatek darcti plné krve méné casto se
vyskytujicich krevnich skupin. Poté mtze byt vhodnéjsi vyrobit transfuzni

pripravek metodou aferézy od jednoho vybraného darce [43].

Vsoufasné dobé se na Transfuznim oddéleni UHKT vyrabi smésné
trombocyty pouze v urcité dny a vzdy pouze jeden typ pfipravku v dany den.
Toto rozdéleni vyroby je nutné z divodu narocné ¢asové organizace. Postupné

dochdzi k navySovani vyroby pifipravkt TBSDR.
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7 ZAVER

Bakalarska prace vyhodnocovala vyrobu trombocytarnich transfuznich
piipravkii smésnych a aferetickych v Ustavu hematologie a krevni transfuze

Praha za obdobi cervenec az prosinec 2018.

Na souboru 33 ptipravkt TBSD, 27 TBSDR a 123 TAD byly porovnany metody
vyroby s kritérii kontroly kvality: pfitomnost swirling fenoménu trombocyt,
mnozstvileukocytd, erytrocytii a trombocytii. Nasledné byly porovnany metody

vyroby mezi sebou.

Pramérné mnozstvi trombocytd v TBSD bylo o 23,14-10°/TD vyssi nez u
pripravki TBSDR. Tento rozdil je zptisoben vyrobou TBSDR z pouze 4 TB.
Niz$im mnoZstvim pouzitych TB se snizuje zatiZeni imunitniho systému
prijemce transfuze aloantigeny. V ostatnich sledovanych parametrech kvality
byly oba typy transfuznich pfipravkt srovnatelné. Ze smésnych
trombocytarnich pfipravka jsou vhodnéjsi pifipravky TBSDR, zvysSovani

mnoZstvi jejich produkce v UHKT je opravnéné.

Pfi porovnani parametri kvality smésnych a aferetickych trombocyti byl
nejvhodnéjsim pfipravkem TAD s obsahem trombocytti nejméné 3-10%/TD.
Aferetické trombocyty jsou pritomnosti antigenti pouze od jednoho darce
vhodné pro imunosuprimované pacienty a pacienty s refrakternosti
k trombocytiim. Ddle jsou vyhodné mozZnym navolenim odebraného obsahu
trombocytti. Na druhé strané je delsi dobou odbéru a vyssi cena. Vyhodou
vyroby smésnych trombocytii je kratkd doba odbéru plné krve a vyroba i dalsich
transfuznich pfipravkii, nevyhodou nutnost odbéru dostatecného mnozstvi

darcti se shodnou krevni skupinou.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP

BC

BK

CBC
CFU-GEMM

CFU-Meg

G-CSF

HLA

HNA
HPA
IL
NK
PAS
PDGF
PF4
PK
PLT
RBC

adenosindifosfat

buffy coat

Biirkerova komitirka

krevni obraz (Complete Blood Count)

kmenova bunka, zkteré se vyviji burlky formujici
erytrocytarni, = megakaryocytdrni a  granulocytarné-
monocytarni fadu (colony forming unit — granulocyte,
erytrocyte, megakaryocyte, macrophage)

unipotentni kmenova  burika, z které vznika
megakaryocytarni fada (colony forming unit -
megakaryocyte)

faktor

faktor stimulujici granulocytarni kolonie,
(Granulocyte-colony stimulating factor)

lidsky hlavni histokompatibilni komplex

(Human Leukocyte Antigen)

Human neutrophile antigen

Human platelet antigen

interleukin

Nageottova komtirka

Platelet Additive Solution

destickovy riistovy faktor (platelet derived growth factor)
destickovy faktor 4

plna krev

trombocyty (Platelets)

erytrocyty (Red Blood Cells)
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TAFI

TA-GvHD

TB
TBSD
TBSDR
D

TF
TFPI

TRALI

UHKT

vWEF
WBC

trombinem aktivované inhibitory fibrinolyzy (trombin
activatable fibrinolysis inhibitor

reakce $tépu proti hostiteli spojena s transfuzi
(Transfusion-associated graft-versus-host disease)
trombocyty z buffy coatu

trombocyty z buffy coatu smésné deleukotizované
trombocyty smésné deleukotizované v nahradnim roztoku
terapeuticka davka

tkanovy faktor

inhibitor tkanového faktoru (tissue factor pathway
inhibitor)

akutni plicni selhani spojeného s transfuzi
(transfusion-related acute lung injury)

Ustav hematologie a krevni transfuze

von Willebranduv faktor

leukocyty (White Blood Cells)
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Ptiloha 1: Tabulka s prehledem vysledkii kontroly kvality TBSD

Datum
kontroly

04.
04.
20.
30.
03.
03.
03.
07.
07.
09.
23.
07.
07.
07.
10.
20.
01.
01.
03.
11.
11.
15.
02.
02.
02.
05.
09.
14.
07.
07.
13.
13.
14.

07.
07.
07.
07.
08.
08.
08.
08.
08.
08.
08.
09.
09.
09.
09.
09.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
11.
11.
11.
11.
11.
11.
12.
12.
12.
12.
12.

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Odbérové
éislo

18030450
18030451
18030476
18030499
18030507
18030508
18030509
18030514
18030515
18030522
18030561
18030596
18030597
18030598
18030601
18030627
18030657
18030658
18030662
18030684
18030685
18030688
18030741
18030742
18030743
18030745
18030761
18030770
18030846
18030847
18030861
18030862
18030869

Krevni
skupina

0+
B+
A+
A+
0+
A+
0+
A+
A+
0+
0+
A+
A+
B+
A+
0+
A+
A+
0+
B+
0+
0+
0+

Swirling
fenomén
(ano/ne)

ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

ano

Objem
TBSD
(ml)

287,0
321,0
297,0
305,0
300,0
311,0
286,0
296,0
293,0
309,0
256,0
295,0
294,0
282,0
302,0
311,0
284,0
282,0
305,0
297,0
294,0
292,0
306,0
300,0
300,0
275,0
294,0
292,0
300,0
282,0
286,0
286,0
302,0

WBC-
AA
(10%/TD)

0,00
9,63
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,96
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,92
0,00
0,00
0,00
0,00
3,02

WBC-
NK
(105/TD)

0,029
0,032
0,030
0,031
0,030
0,031
0,029
0,030
0,029
0,031
0,026
0,030
0,029
0,028
0,030
0,031
0,028
0,028
0,031
0,030
0,029
0,029
0,031
0,030
0,030
0,028
0,029
0,029
0,030
0,028
0,029
0,029
0,030

RBC-BK
(10°/TD)

2,9
3,2

3,0

3,0

2,8
2,8

2,8

PLT
(10°/TD)

231,6
223,4
255,1
263,8
333,3
270,3
202,2
2374
255,8
286,4
262,1
274,6
297,2
280,6
286,9
302,6
316,4
304,3
249,5
351,9
302,8
246,4
324,4
235,8
335,7
241,2
226,4
331,1
283,2
291,0
224,5
264,8
318,0
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Ptiloha 2: Tabulka s prehledem vysledkii kontroly kvality TBSDR

Datum
kontroly

13.
13.
19.
20.
20.
02.
03.
09.
23.
07.
13.
13.
13.
20.
04.
04.
05.
11.
12.
08.
09.
09.
07.
07.
13.
14.
14.

07.
07.
07.
07.
07.
08.
08.
08.
08.
09.
09.
09.
09.
09.
10.
10.
10.
10.
10.
11.
11.
11.
12.
12.
12.
12.
12.

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Odbérové
¢éislo

18030459
18030460
18030472
18030474
18030475
18030504
18030506
18030520
18030560
18030595
18030610
18030611
18030612
18030625
18030667
18030668
18030669
18030683
18030686
18030756
18030759
18030760
18030843
18030844
18030859
18030865
18030866

Krevni
skupina

0+
A+
0+
0+
A+
0+
B+
0+

Swirling

fenomén

(ano/ne)
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

Objem
TBSDR
(ml)
368,2
359,1
339,4
343,5
357,2
3484
328,8
348,0
346,1
302,2
347,1
3429
341,0
325,3
334,0
357,8
332,7
299,0
355,3
342,8
3549
336,8
350,7
357,1
352,2
327,3
346,5

WBC-AA  WBC-NK RBC-BK

(105/TD)

0,00
0,00
3,39
3,43
3,57
0,00
6,58
0,00
10,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
3,52
0,00
0,00

(106/TD)

0,037
0,036
0,034
0,034
0,036
0,035
0,033
0,035
0,035
0,030
0,035
0,034
0,034
0,033
0,033
0,036
0,033
0,030
0,036
0,034
0,035
0,034
0,035
0,036
0,035
0,033
0,035

(10°/TD)

3,5

3,0

3,4

3,5
3,6

63

PLT
(10°/TD)

200,7
242,0
306,5
248,3
218,6
282,6
220,3
304,2
227,7
231,5
275,6
245,8
232,9
249,5
346,1
228,3
291,4
280,2
224,5
207,0
209,0
275,8
258,1
226,4
276,1
283,4
237,0



Ptiloha 3: Tabulka s prehledem vysledkil kontroly kvality aferetickych trombocytii

Datum

kontroly

02.
02.
04.
04.
04.
04.
09.
09.
09.
09.
10.
10.
10.
10.
12.
12.
12.
13.
16.
16.
01.
01.
01.
03.
03.
03.
03.
06.
06.
07.
07.
07.
08.
08.
13.
13.
16.
16.
16.

21.

08.
08.
08.

08.

.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18
.18

18

03.09.18

Odbér.
éislo

18101148
18101152
18101167
18101168
18101169
18101172
18101177
18101178
18101181
18101182
18101185
18101187
18101188
18101189
18101200
18101201
18101202
18101211
18101218
18101220
18101328
18101329
18101330
18101341
18101342
18101343
18101344
18101352
18101354
18101357
18101359
18101360
18101362
18101363
18101387
18101389
18101411
18101412
18101414
18101436
18101520

Separator

T2
A2
A3
T2
02
A2
02
05
A2
A3
A3
T3
T2
A2
T2
A3
A2
A3
T3
A3
T3
A3
A2
A3
T2
T3
A2
A2
Al
A3
A2
T2
T3
A2

A2
A2
T2
Al
Al
A2

Krevni
skupina

Swirling
fenomén
(ano/ne)

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

Objem

2,0

davky
(ml)

205

205
204
208

201
180

201

205

205
202
205

180
206
204
200
206

180
181
205

209
206

Objem

3,0

davky
(ml)

266
227
295
266
226
270
269

293

268

205

205
255

PLT 2
(10%/TD)
—obsah
Min.
200-10%TD

203,3

PLT 3
(10%/TD)
—obsah
Min.
300-10%TD
357,2

321,4
316,8
354,8
357,3
360,7

WBC-
NK
(10¢/TD)

0,027
0,020
0,023
0,030
0,027
0,023
0,027
0,027
0,021
0,020
0,021
0,029
0,027
0,020
0,018
0,020
0,020
0,021
0,026
0,021
0,027
0,020
0,020
0,020
0,025
0,018
0,021
0,020
0,020
0,021
0,022
0,018
0,018
0,021
0,021
0,021
0,021
0,027
0,021
0,023
0,021
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RBC-BK
(10%/TD)

2,3
3,0
2,7
2,3

2,0
25
1,8
2,1



Datum Odbér.  Separator Krevni Swirling Objem  Objem PLT2 PLT 3 WBC-  RBC-BK

kontroly cislo skupina  fenomén 2,0 30  (10TD) (10%TD) NK (10/TD)
(ano/ne) davky  davky -obsah -obsah (106/TD)
(ml) (mD) I;Iggiowo 300?851&0

03. 09. 18 18101521 T3 A+ ano 180 - 236,8 - 0,018 -
03.09.18 18101522 ™ 0+ ano - 272 - 338,1 0,027 -
05. 09. 18 18101537 04 A+ ano 180 - 213,1 - 0,018 -
07.09.18 18101549 T3 A- ano - 266 0,027 2,7
07.09. 18 18101550 T2 0+ ano - 254 0,025 2,5
07.09.18 18010551 Al 0+ ano - 224 0,022 2,2
07.09.18 18101553 A3 B+ ano 205 - 0,020 2,0
11.09.18 18101568 A3 A+ ano 205 - 0,020 -
11.09.18 18101569 Al 0+ ano 205 = 0,020 =
11.09.18 18101570 A2 A+ ano 205 - 0,020 -
12.09.18 18101574 T3 A+ ano 179 = 0,018 =
13.09.18 18101582 T3 B+ ano 180 - 0,018 -
13. 09. 18 18101584 T2 AB+ ano - 256 - 324,0 0,026 -
14.09. 18 18101592 A3 A- ano - 205 - 311,0 0,021 -
18.09.18 18101605 A2 AB+ ano = 205 = 340,3 0,021 =
18.09. 18 18101608 A3 AB+ ano - 205 - 344,0 0,020 -
20. 09. 18 18101616 A3 A+ ano - 228 - 326,0 0,023 -
20. 09. 18 18101618 T2 0+ ano - 266 - 334,9 0,027 -
20.09.18 18101619 Al AB+ ano 206 = 208,2 = 0,021 =
01.10. 18 18101671 T2 AB+ ano - 254 - 301,8 0,025 2,5
01.10. 18 18101672 A2 0+ ano - 229 - 327,0 0,023 2,3
01.10. 18 18101674 A3 B+ ano - 207 - 325,2 0,021 -
02.10. 18 18101679 A2 AB+ ano 206 - 225,6 - 0,021 2,1
02.10. 18 18101680 T2 A+ ano 179 - 208,0 - 0,018 1,8
02.10. 18 18101682 A3 0+ ano 206 - 204,5 - 0,021 -
02.10.18 18101683 Al AB+ ano - 226 - 330,2 0,023 -
03.10. 18 18101690 8 A+ ano - 255 - 304,9 0,025 -
03.10. 18 18101691 T2 A- ano 179 - 205,9 - 0,018 -
03. 10. 18 18101692 A2 A+ ano - 226 - 319,3 0,023 -
03.10. 18 18101693 A3 B+ ano 207 - 202,2 - 0,021 -
04.10. 18 18101699 T3 A+ ano 180 - 202,5 - 0,018 -
04.10. 18 18101701 A2 AB- ano - 222 - 300,1 0,022 -
04.10.18 18101703 T2 B+ ano = 267 = 345,0 0,027 =
05.10.18 18101710 ™ 0+ ano - 256 - - 0,026 -
05.10. 18 18101711 T3 A+ ano - 266 - 362,8 0,027 -
05.10.18 18101713 Al AB+ ano - 225 - - 0,023 -
08.10. 18 18101720 Al A+ ano 205 - 206,1 - 0,020 -
08.10. 18 18101722 T2 AB+ ano 179 - 202,1 - 0,018 -
08.10. 18 18101723 A2 A+ ano - 237 - 333,5 0,024 -
08.10. 18 18101724 A3 0- ano 208 - 201,5 - 0,021 -
09.10. 18 18101735 T2 A+ ano 179 - 233,2 - 0,018 1,8
01.11.18 18101869 Al A+ ano - 227 - 306,9 0,023 2,3
01.11.18 18101870 A3 A+ ano 205 - 206,1 - 0,020 2,0
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Datum Odbér.
kontroly cislo
01.11.18 18101871
02.11.18 18101875
02.11.18 18101876
05.11.18 18101885
06.11.18 18101891
06.11.18 18101892
07.11. 18 18101897
07.11.18 18101898
07.11. 18 18101901
07.11.18 18101902
08.11.18 18101911
09.11.18 18101917
09.11.18 18101918
12.11.18 18101923
15.11. 18 18101949
22.11.18 18101989
27.11.18 18102009
30.11.18 18102022
03.12.18 18102034
04.12.18 18102042
04.12.18 18102043
04.12.18 18102044
06.12.18 18102061
07.12.18 18102070
10.12.18 18102079
11.12.18 18102086
11.12.18 18102088
12.12.18 18102093
12.12.18 18102094
12.12.18 18102095
12.12.18 18102096
12.12.18 18102097
13.12.18 18102103
13.12.18 18102104
17.12.18 18102121
17.12.18 18102122
17.12.18 18102123
17.12.18 18102124
18.12.18 18102134

Vysvétlivky:

Separator

A2
A3
T2
A2
Al
A3
T2
A3
A2
Al
T2
T3
T2
T2
T2
A2
Al
T3
A2
Al
T2
A3
A3
T3
T3
T3
A3
T3
A3
Al
A2
T2
A3
A2
T3
A3
Al
A2
O3

Krevni
skupina

AB+

AB+

Swirling
fenomén
(ano/ne)

ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

ano

Objem
2,0
davky
(ml)
206

181
179

179
179
206

204
208
180

179
206
181

204

Separator A: separator Amicus firmy Fresenius Kabi
Separator O: separator Spectra Optia firmy Terumo BCT

Separator T: separator Trima Accel firmy Terumo BCT

Objem
3,0
davky
(ml)

205
266
217
206
226
267

228
204

225
267

227
227
256
267

205

202
267
205
229

226
226

PLT 2

(10°/TD)
- obsah
Min.
200-10%TD
207,8

PLT 3

(10°/TD)
- obsah
Min.
300-10%TD

339,7
332,2
345,7
321,0
352,3
300,4
340,6
324,6

305,6
339,4

326,2

310,9
330,3
336,8
373,5

363,9
300,8

WBC-
NK
(10¢/TD)

0,021
0,020
0,027
0,022
0,021
0,023
0,027
0,020
0,023
0,020
0,018
0,018
0,027
0,018
0,018
0,021
0,023
0,027
0,020
0,021
0,018
0,023
0,023
0,026
0,027
0,018
0,021
0,018
0,020
0,020
0,020
0,027
0,021
0,023
0,018
0,023
0,023
0,021
0,018
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RBC-BK
(10%/TD)

2,0

2,0



Ptiloha 4: Obsah ptilozeného CD-ROM

Soubor

1) Zadani bakalarské prace

2) Klicova slova

3) Abstrakt v ¢eském jazyce

4) Abstrakt v anglickém jazyce

5) Bakalafska prace

Nazev souboru

Zadani BP.pdf

Klicova slova.pdf
Abstrakt-CJ.pdf
Abstrakt-AJ.pdf

BP Pospisilova-465763.pdf
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