Trombocyty v transfliznej
medicine: kvalitativha
analyza kryotrombocytov

\\\\\\\\\\\\\

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

W
\ ‘0‘“\\3 \):)Jo\ova(\
KvzoN

Nemocnica Sv. Lukasa Galanta, a.s.
Hematologicko-transfuziologické oddelenie

Bc. Matus Brosch

C‘{-‘-’entaHosl;,ita '




Trombocyty




Trombocyty a trombopoéza

 Malé anuklearne diskovité krvné elementy (2 az 3 pm).
» Zivotnost > 7 az 10 dni v periférnej krvi.

 Referencne hodnoty:
e Dospely > 150 az 350 x 10°/1.
* Dieta~> 130 a7 440 x 10°/L.

Maturacia trombocytov.

* Trombopoéza > v kostnej dreni a v plucach (50%).
* Megakaryocyty > proplatelety > trombocyty v krvnom obehu.
* Regulovana: TPO, IL-6, IL-11, GATA-1, RUNX1.
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Struktdra a morfoldgia trombocytov

 Lipidova membrana s povrchovymireceptormi ¢ Neaktivované trombocyty > diskovity tvar.

(GPIb, GPVI, allbB3).  Aktivované trombocyty > gulovity tvar,
pseudopodia.

e OCS » otvoreny kanalovy system.
DTS - husty tubularny system.

 a-granuly: fibrinogéen, vVWF, PDGF, VEGF.
« 3-granuly: ADP, ATP, serotonin, Ca**.
* Lyzozédmy: enzymy, proteazy.

Neaktivovane trombocyty. Aktivované trombocyty.

c{:T'e.\ntaaH«::r'spitals



Funkcie trombocytov

Primarna hemostaza Imunitna odpoved Regeneracia tkaniv
1. Adhézia -~ prilnutie na e TLR2, TLRA4, Fc receptory.  Rastoveé faktory VEGF, PDGF,
poskodeny endotelcezvWF. . petekcia patogénov, aktivacia TGF-B.
2. Aktivacia > zmena tvaru, leukocytov. * Podpora hojenia a
uvolnenie obsahu granul. Uvolnenie cytokinov a angiogenezy.
3. Agregacia - spojenie cez mikrocastic.  Klinicke vyuzitie > PRP.
allbf3.
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Trombocytove pripravky




Charakteristika a typy pripravkov

 Transfuzne pripravky s obsahom trombocytov - pri krvacani a trombocytopeénii.
 Klasifikacia > sp6sobu odberu, uskladnenia, modifikacii a pod.:

1. Poolované trombocyty,

2. Aferetické trombocyty,

3. Kryokonzervované trombocyty.

* Rozne modifikacie > upravy podla specifickych potrieb pacienta.
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Poolovane pripravky

* /Ziskané z viacerych jednotiek.

*\VVyroba z plnej krvi pomocou buffy coat alebo
PRP metddy - spajanie 4 az 6 jednotiek.

* Trvanlivost 5 az 7 dni pri 20 az 24°C.
* Indikacia > standardé podavanie.

o V)'/h ody = jed noduchsia pn’p rava a siroka ) Semrosises  4iwrisoass  ZEW
dostupnost. : B e
* Nevyhody - vysSia antigénova diverzita.

{PentaHospitals



Afereticke pripravky

e Ziskane priamym odberom od jedného darcu >
separacny pristroj.

* Trvanlivost 5 az 7 dni pri 20 az 24°C.
* Indikacia - refraktérni a imunokompromitovani

pacienti.
g Ao - * Vyhody = nizsia antigenova diverzita a moznost

HLA/HPA kompatibility.

* Nevyhody - dlhsi odberovy cas a vyssie financné
a personalne naklady.
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Kryokonzerovovane pripravky

*\/yroba z aferetickych alebo poolovanych
jednotiek.

* Uchovavanie pri -80°C 2 roky > kryoprotektant
DMSO.

* Indikacia > vojna, odlahlé oblasti, urgentneé
situacie.

* VVyhody - dlhsia trvanlivost a dostupnostv
extremnych podmienkach.

* Nevyhody > morfologickeé a funkcné zmeny,
kratSia zivotnost po rozmrazeni, technicky
narocne spracovanie.
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Indikacie podavania

Situacia Indikacia Hodnota PLT
Zivot ohrozujuce krvacanie Terapeuticka <75az100

/avazne krvacanie Terapeuticka 30az75
Mierne krvacanie Terapeuticka <30

Utlm kostnej drene Profylakticka <5az10
Rizikoveé faktory Profylakticka > 20
Mensie chirurgicke vykony Profylakticka <20
Vacsie chirurgicke vykony Profylakticka <50

Oftalmo. a kardio. vykony Profylakticka 80 az 100
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Vyrobny proces




Sposoby odberu

|

Odber plnej krvi
* Manualny odber v objeme 450 ml plnej krvi.

* Antikoagulant > CPD (citrat-fosfat-dextroza).
| ; * Odber trva 5 az 15 minut.
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% Afereticky odber

e Automatizovany odber pomocou separatora v
objeme 200 az 300 ml.

* Antikoagulant > ACD-A (kyselina citronova, citrat,
dextroza, typ A).

e Odber trva 60 az 90 minut.

Afereticky separator.
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SpOsoby spracovania

Buffy coat metoda -y
1. Vysokootackova centrifugacia - erytrocyty, - ———
plazmu, buffy coat (80% PLT a 60% WBC). \ Tl 2l .
2. Separécia Jed nOtlivyCh zloziek » tOp-bOttOm [AFERETICK? \ \ &
ODBER | Plazma B PA
systém. e ettt '

3. Poolovanie 4 az 6 jednotiek buffy coat -
resuspenzacia v PAS roztoku.

=2

(

4. Nizkootackova centrifugacia buffy coat.

ﬁ
£

5. Separacia trombocytov.

Spajanie 4-6 jednotiek
Buffy Coatov

Afereticky odber . e ey

, , . . . . . \ Al pan \ rian ——
* Krv prechadza cyklami centrifugacie a separacie. \ N _.Q prmstih
. ODBER CELEJ \¥ (= K > |
* Resuspenzacia v roztoku PAS. KRVI (. e {
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SpOsoby spracovania

Poolovanie buffy coatov. Centrifugacia. Separacia trombocytov.
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Kritéeria kvality

Parameter Trombocyty deleukotizované kryokonzervovane
Objem 50 az 200 ml
Hodnota PLT > 50% z povodného poctu trombocytov pred
zmrazenim
Sterilita Sterilné
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Kryokonzervacia




Proces kryokonzervacie

* Proces zahrna pripravu trombokoncentratu, rychle zmrazenie a skladovanie pri -80°C.

 DMSO 6 az 7% > ochrana trombocytov pred poskodenim.

* Dodava sa 100% roztok DMSO v sterilnych striekackach, ktory riedime s roztokom SSP+ na 30%
roztok DSMO.

» Specialne vaky > kryovaky z EVA (etylén-vinylacetat) odolné voéi nizkym teplotam.
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* Do kryovaku navazime potrebneé mnozstvo zriedeného roztoku DSMO. Pomocou sterilnej zvaracky
pridame cely objem do jednotky trombocytov.

SrErisiann
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* Opatrne vlozime do kyviet a centrifugujeme.
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* Po centrifugacii pomocou rucneho lisu separujeme supernatant do povodneho vaku. V kryovaku nam
zostane suspenzia trombocytov o objeme cca 25 ml.

{PentaHospitals

21



* Vlozime do kyvety a mrazime pri -80°C. Na druhy den vyberieme z kyvety a vlozime do oznacenej
bublinkovej obalky.

{PentaHospitals

22



Rozmrazenie a dosledky kryokonzervacie

Rozmrazenie priizbovej teplote alebo v specializovanych zariadeniach > Sahara.
Resuspenzacia v roztoku PAS, regeneracia pri 22°C > pouzitie do 6 hodin.

Typické zmeny > znizenie expresie povrchovych receptorov, aktivacia trombocytov, uvolnovanie
obsahu granul, cytokinov a pod.

Napriek zmenam > zachovany hemostaticky ucinok v akutnych stavoch (meléna, hematemeéza, DIC).
In vitro studie - rychlejsia tvorba trombinu a stabilnejsie koagula.
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Hodnotenie kvality kryokonzervovanych

trombocytov




Ciele a metodika

 /hodnotit PLT pred a po kryokonzervacii.
 Sledovat hodnotu PLT poc¢as 6 hodin po rozmrazeni.
* Vyhodnotit pH a sterilitu po uplynuti 6 hodin po rozmrazeni.

e J3jednotky z poolu > priemery.
* Merania ~> pred zmrazenim a po rozmrazeni, v jednotlivych casovych intervaloch.
 Sledovane parametre: PLT, pH, sterilita.

* Pouzité zariadenia > hematologicky a biochemicky analyzator, kultivacia.
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PLT pred a po kryokonzervacii

e Priemer pred zmrazenim - 995 x10°/L.
* Priemer po rozmrazeni > 786 x10°/L.

Priemerny pokles trombocytov po kryokonzervacii

1000

* Absolutny pokles - 210 x10°/L.
* Relativny pokles > 21%.

800

600 |

* Interpretacia > kryokonzervacia sposobi pokles
hodnoty PLT priblizne 0 21% z pévodnej hodnoty

PLT.

400

Pocet trombocytov (x1079/1)

200}

Pred zmrazenim Po rozmrazeni
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PLT pocas siestich hodin po rozmrazeni

 Priemer O hod. > 818 x10°/L.
 Priemer 6 hod. > 665 x10°/L.

Priemerny pokles trombocytov pocas prvych 6 hodin

* Celkovy pokles > 18 az 20%. s00|
* Postupny pokles » 3%/hod. = 780}
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* Interpretacia > po rozmrazeni hodnota PLT klesa
priblizne o 3% kazdu hodinu.
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Pocet trombocytov (
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0 1 2 3 4 5
Cas po rozmrazeni (h)
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pH a sterilita po Siestich hodinach

* PriemerpH-~>7,15.
* |nterpretacia > pH zostava stabilné v akceptovatelnom rozmedzi = 6,4.

e Sterilita po rozmrazeni > vsetky jednotky negativne.

* |nterpretacia - sterilita zachovana.
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Zaver hodnotenia

Kryokonzervacia > pokles hodnoty PLT 0 21%.

Po rozmrazeni > dalsi pokles hodnoty PLT o0 3%/hod.

pH stabilné, sterilita zachovana po 6 hodinach.

Odporucanie > podat kyrokonzervované trombocyty co
nhajskor po rozmrazeni!
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