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1. Uvod

Létba krvi ma dlouhou a zajimavou historii, kterd se vyvijela od plvodnich
primitivnich a mystickych pfedstav az po védecky zdivodnéné metody dnesni hemoterapie.
Krev byla vZdy povaZovana za zdzralnou tekutinu, jiZ Empedokies 400 let p.n.l. napsal, Ze
krev je Zivot. Nicméné aZ objev krevntho obdhu W. Harveyem r. 1616 polo#il zaklad
védeckého poznani v této oblasti mediciny. Prvni historicky dolozeny krevni pievod proved]
R. Lower v Oxfordu. Konec 17. stoleti byl ve znameni pokusti o aplikaci zvifeci krve, poprvé
v roce 1677 podal J. Denis ¢lovéku jehn&&i krev. Prvni pievod lidské krve uskuteénil v roce
1816 J. Blundel. Az ve 20. stolefi doslo k fadé objevii, které zasadnim zpisobem ovlivnily
rozvo] transfuzniho Iékafstvi. Zasadni pielom znamenal objev krevnich skupin
K. Landsteinerem v roce 1901 (piehled viz v: 54). Mezi dal$i patfi pouziti citronanu sodného
jako antikoagulatni latky vroce 1915 a objev roztoku ACD, ktery umoznil skladovat
odebranou krev 21 dnifi, vyvej plastickych hmot pro vyrobu krevnich vakd a vyvoj

kompletnich uzavienych souprav pro odbér a kompletni zpracovani odebrané krve (33).
Principy krevniho darcovstvi

Transfuzni pfipravky pro zajisténi hemoterapie je mozné ziskavat klasickymi odbéry
piné krve a jejim naslednym zpracovanim, anebo aferetickymi technikami. Cilem oboun
Zpusobll je ziskani transfuzniho piipravku poZzadované jakostt a minimalizace vlivu odbéru
na zdravotni stav darce krve.

Pii b&ném odbéru se odebirda 400 — 500 ml plné krve. Krev se odebira a dale
zpracovavéa v systémech uzavienych vakd. K oddéleni jednotlivych slozek krve se poufivaji
vysoce ¢inné centrifugy, vlastni separace jednotlivych komponent se provadi pomoci
poloautomatické techniky. Z plné krve se obvykle pfipravuji erytrocytové koncentraty,
plasma a koncentraty krevnich desti¢ek. Vybér kormponent ani jejich davku nelze jiz béhem
zpracovani ovlivnit (33). Kvybéru darci jsou powZivana doporucend kriteria, obvykle
stanovena narodnimi pedpisy (Véstnik MZ CR 140), které byly po roce 1989 doplnény o
pozadavky Rady Evropy (38).

Jinym zplsobem darovini krve je ,in-line” odbér krevnich komponent pomoci
separatori krevnich elementi. K separaci krve na jednotlivé slozky dochazi obvykle pomoci
centrifugaéniho principu, méné Casto se pouziva filtralni technika, Dérci se odebira krev ze
#ily, extrakorporalng se antikoaguluje a vede do pfiistroje, vnémZ se v gravitatnim poli
centrifugy rozdéli podle specifické hustoty jednotlivych slozek. Qdebirané komponenty se



poté sbiraji do sbémého vaku, sloZky krve, které nejsou pfedmétem sbéru se vraci zpét darci.
Predem lze navolit, jaké slozky krve se budou separovat. Separa&ni technikou lze také navolit
ijejich davku (33).

1.2. Multikemponenini odbéry — popis

Novy trend piedstavuji multikomponentni odbéry krve (MKO), které pfinesl vyvoj
modemich krevnich separatori v 90. letech 20. stoleti (74,75,136). UmoZiiuji odbér vice
transfuznich jednotek (TU) krevnich sloZek od jednoho dérce pii jednom odbém v riznych
kombinacich (72,84). Metoda byla poprvé pfedstavena na kongresu European Society for
Hemapheresis vroce 1993 v Aberdeenu, americkou FDA byl nejprve povolen odbér 1 TU
erytrocyti a 2 TU plasmy (1995), po té odbér 2 TU autolognich erytrocytil v roce 1996 a roku
1997 odbér 2 TU alogennich erytrocytia {72). Vyvoj tohoto typu odb&ri probihal soutasné se
zvySujicimi se poZadavky na mnoZstvi a jakost transfuznich piipravki, kieré pfinesly nové
lééebné postupy, zejména vhematoonkologii (1,9). Metoda umoZiuje piipravu

standardizovanych transfuznich pfipravki vysoke jakosti (72,74), pfinasi vyhody pro pacienty

i transfuzni pracovisté, piedstavuje v soufasné dob& moderni alternativi k darcovstvi plné
keve (11, 127,128,141).

U pacientl aplikace vice transfuznich pfipravki od jednoho darce snizuje pocet déarci,
jimZ je pacient exponovan, a tim smuje riziko pfenosu infekce (65,126), snizuje moznost
imunizace hemoterapii zejména u polytransfundovanych pacienti, umoZiuje bezpecnéji
pokradovani v 168bé jiZ imunizovanych nemocnych vybérem fenotypové shodnych darcid krve
& usnadiiuje vyhledavani CMV negativnich darcih v indikovanych pfipadech (65,110,111).
Vét§inou jsou aplikoviny pipravky s nizkym obsah leukocytii a jimi uvolilovanych cytokinti.
Tim se snizuje vyskyt nehemolytickych febrilnich potransfuznich reakei (103,107,131).
Piedpokladat lze i snizeni moznych septickych komplikaci, zejména po aplikaci trombocytt
(79) a zvla§té u imunokompromitovanych pacienti (56,57). Koncentraty erytrocytii
standardni jakosti obsatuji vy33i terapeutickou davku hemoglobinu, tim se prodluzuje interval
mezi naslednymi transfuzemi u polytransfundovanych pacienti (50,60).Vyhodnd miiZe byt i
pii autotransfuzich (32,46). Pro_transfiizni pracovi§té metoda piinds${ zvySeni flexibility,

umoziinje lepsi organizaci odbérd podle aktualnich pozadavka (9) a racionalni vyuzti
darcovské zakladny (72). Metoda MKO umoZiluje odbér vice jednotek na zaklad€ klinickych
indikact, jako jsou poZadavky na fenotypové shodné erytrocyty (59), CMV-negativni
produkty (65,111), HLA shodné trombocyty i transfuzni pfipravky (TP) s nizkym obsahem
IgA (31). Pfinosem je také moZnost piipravy dvou transfuznich jednotek trombocytii nebo



erytrocytil, zejména p¥i chronickém nedostatku darcd a stoupajicim narokiim na jejich vybér
(36). Vysledkem MKO je transfuzni pfipravek ve finilni formé, s konsistentnim objemem a
obsahem hemoglobinu (Hb). Neni jiz potieba dal$i ndkladna technika a pracovni sila na
nésledné zpracovani, jako tomu je u piné krve (28,76). Metoda je jen relativné nakladna, jeji
ekonomicka wvyhodnost (kostefektivita) odpovida pouZitému protokolu a pfispivad
k ekonomizaci provozu aferetické jednotky (72).

Popis metody: Metoda piedstavuje n&kolik desitek minut (35 — 110 min.) trvajici
odbér na krevnim separitoru (65,106), kterym projde cca 1/2 celkového krevnfho objemu
darce, Tento objem je mimo t&lo darce odvadén specidlnim setem intermitentnd v cyklech po
cca 250 ml krve anebo priib&ng kontinudlni aferézou. Béhem tohoto procesu je krev dérce
vystavena kontaktu s odbérovym materidlem a centrifirgaci cca 3000 - 7000 otadek (110).
Do krevniho obshu déarce se vraci sloZky krve, které nejsou pfedmétem sbéru. Pfi dvojité
erytrocytaferéze a odbérech prevySujicich 650 ml ( poditino bez antikoagulacniho roztoku) je
nutn objemova nahrada (38). Mozné kombinace odbéri uvadi tab. & 1. Autofi se nejvice
soustfedi na soutasny odbér krevnich bunék - 2 TU erytrocytii (RBC) nebo 2 TU trombocyti
(TA), resp. kombinaci odb&ru erytrocytd a trombocyti (9,72), ojedindle prace popisuji odbér
az 600 ml erytrocyti (128) s cilem ziskat co nejvy#si terapeutickon dévku od jednoho darce.
Soudasny odbdr plasmy (PA) neni prioritou, obvykle je ziskivana pro svou kvalitu a
ekonomicky efekt (101,142).

Tab.& 1 Moizné kembinace multikomponentnich odbéri

Trombocyty Plasma Erytrocyty
i TA PA
2 TA TA
3 TA TA PA
4 TA TA RBC
5 TA TA PA RBC
6 TA TA TA
7 TA RBC
8 TA PA RBC
9 PA PA
10 PA RBC
11 PA RBC RBC
12 RBC RBC

Legenda: TA: trombecyty, PA: plasma, RBC: erytrocyiy, TU: transfuzni jednotka

Upraveno dle: Matthes G. A. Options and cost effectiveness of multicomponent blood collection.
Transfus Apher Sci 2002; 27: 115 a Blanco L. Tailored collection of multicomponent by apheresis.
Transfus Apher Sci 2002; 27: 123-127.



V soutasné dobd lze MKO provadét na ndkolika typech krevnich separator
(113,116) (tab. & 2), moiny je odbér ze dvou Zi! nebo jen z jedné. U pfistrojil je mimo jiné
mozné volit odbérovon i ndvratovou rychlost krve a tim i modifikovat pfedpoklidany Cas
aferézy. K antikoagulaci jsou pouZivany roztoky ACD-A a AB - 16 pro pfipravu trombocyt,
resp. erytrocytd, CPD-50 a SAGM pro piiprava erytrocytli (tab. & 3). Piednostné jsou
ziskaviny deleukotizované piipravky, dle typu piistroje lze pfipravit trombocyty
deleukotizované ptimo procedurou (lenkoredukéni Cobe Trima, Amicus Baxter) nebo nésledn
filtrované (Haemonetics MCS+), erytrocyty jsou nasledns in-line deleukotizovany u viech typl

separatori.

Tab. & 2  Separitory pro multikemponentni odbéry

Piistroj Odbérové protokoly

MCS + Haemonetics RBC, RBC+PA, RBC+ TA, TA+PA
Excel P° Dideco RBC, RBC+PA, RBC+ TA, TA+PA
Trima Accel Gambro RBC, RBC+TA, TA+PA

Amicus Crescendo  Baxter RBC+PA+ TA, RBC+ PA

Alyx Baxter RBC

Legenda: RBC: erytrocyty, TA: trombocyty, PA: plasma
Upraveno die; Matthes G. A. Options and cost effectiveness of multicomponent blood collection.
Transfus Apher Sci 2002; 27: 115 -121.

Tab. &. 3 Antikoagulaéni a skladovaci rozioky

CPD- 50 Antikoagulant Solution g SAG-M Red Cell Preservative Selul g
Natrii citras dihydricus 39,5 Sodium Chlorid 8,77
Acidum citricum 4,48 Adeninum 0,160
Glucosum monohydricom 50,0 Glucosum monohydricum 9,0
Natrii dihydrogenophosphas 3,76 Mannitol 5,25
Aqua pro injectione do 1000 mi Agua pro injectione do 1000 mil
Odbér erytragyti na scpréitoyn Hacmonetics MCS+ Skladovac roztok pro crytrocyty, 100 mil na jedaotku

Pomér 1:16

AB-16 ACD-A

Natrii citras dihydricus 35,6 Natrii citras dihydricus 22,0
Acidum citrienm monohydricam 12,6 Acidum citricum monohydricum 8,0
Glucosum monchydricum 51,0 (Glucosum monobydricum 24,5
Aqua pro injectione do 1000 ml  Aqua pro injectione do 1060 ml
Odbér ombocytil na scpacitoru Haemonctics MCS+ Odbér rombocyith a erytrocytil na scpardtore Trima Accel

Pomér 1:15 Pomer §:10



Dilezité je vEnovat pozomost divce odebiranych komponent v jednotce odebiranych
produktii, se kterou autor pracuje. Rada autorti uvadi transfuzni jednotku (TU) o poétu
trombocyti > 350 x 10° (9), jini pracuji s velikosti TU > 200 x 10° dle Doporugeni Rady Evropy
(75). Zuvedeného je patmy podstatny rozdil ve velikosti 2 jednotek trombocyta (400 - 700 x
10%). V prici nadéle pouZivame jako 1 TU koncentrat, kde je pocet trombocytd v&tsi ne¥ 200 x
10° PLT. Plasma je obvykle odebirsna v mnoZstvi 230 ml na 1 TU, 460 ml pfi odbéru 2 TU,
objem odebranych erytrocytii kolisad mezi 180 — 230 ml v 1 TU.

1.3. Vybérova kriteria pro darce krve

Vybérovi kriteria pro darce krve pro multikomponenini odbéry nejsou dosud sjednocena.
Néktefi autofi postupuji dle Doporuceni Rady Evropy (38), jini dle kriterii FDA, ktera jsou
volnéjsi (47) nebo dle jejich kombinaci s narodnimi kriterii pro aferézy (9, 128).

P#i vybéru darct je tfeba respektovat zakladni pravidla pro aferetické odbéry dle
Doporu¢eni Rady Evropy (38): anamnéza bez krvacivych epizod, retence tekutin a bez
neZadoucich G¢inkidi pfedchozich odbérd. Predodbérovy pocet trombocytii u trombocytaferézy
ma byt vy$8i nez 150 x 10%L, je doporudeno vySetfeni bilkovinného spektra 1x roéns,
celkové mnozstvi plasmy odebrané za 1 rok nesmi pievysit 15 litrl. Pfi jedné aferéze nelze
odebrat vice nez 13 % celkového objemu krve (TBV) a 650 ml bez objemové nahrady. Mimo
tato kriteria je tfeba dodrZet 1 dalsi parametry: pro odbér 1 TU erytrocyiti samostatnd nebo se
soucasnym odbérem trombocyti a/nebo plasmy je doporuceno vySetieni Hb nebo Ht dérce
pfed odbérem. Stanoveny jsou i intervaly mezi mezi jednotlivymi typy odbéri. Mezi dvojitou
erytrocytaferézou je doporucen interval 6 mésicii, odbér trombocytii nebo plasmy moze
nasledovat po odbéru 1 nebo 2 TU erytrocytii za 30 dnii, po odbéru trombocyti nebo plasmy
za 14 dnfi. Odbér 1 nebo 2 TU erytrocytd po odbéru plasmy &i trombocytli je moZny jiZ za
dva dny. Pro odbér 2 TU erytrocytit jsou stanovena podrobna vybérova kriteria, porovnani
kriterii Rady Evropy a FDA pro dvojitou erytrocytaferézu uvadi tab. €. 4. Cilem takto
stanovenych kriterii pro dvojitou erytrocytaferézu je prevence symptomatické anemie po
odbéru (110). Néktefi némeCti autofi vybiraji pro viechny typy MKO darce s TBV > 4 350
mi, maximalni extrakorporalni objem muze Cinit 15 % TBV, dvojitou erytrocytaferézou
nesmi byt odebrano vice nez 22,5 % celkové erytrocytarni masy. Maji vypracovana darcovska
kriteria pro riizné odbérové protokoly (72). Zde piekvapi vysoka frekvence odbéri TU
erytrocytti za rok, minimalni interval mezi odbéry 1 TU RBC je 63 dnd.



Tab. &. 4 Vybérova kriteria pro odbeér 2 jednotek erytrocytii

Parametry FDA "~ Rada Evropy
TBV {(ml) - > 5000
mu# > 59
Véha (kg Zeny > 68 >70
muz > 155
Vyska {cm) Zeny > 168 -
Hematokrit > 0,40 >0,42 > 0,30
Hemoglobin (g/L) > 133 > 140 >110"
Interval mezi odbéry 16 tydnii 6 mésici

Legenda: * limit hodnot po odbéru

Upraveno dle: * Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components, 10" ed. Strasburg:
Council of Europe Publishing, 2004 a **Hogler W., Mayer W., Messmer Ch. et. al. Prolonged iron depletion
after allogenetic 2-unit apheresis. Transfiision 2001; 41: 602 - 605.

Ponékud odlisné jsou pojata darcovskd vstupni kriteria v Centro De Transfusion v
Madridu. Pro odbéry 2 TU RBC jsou respektovana Doporuceni Rady Evropy, pro ostatni
MKO je darce vybiran dle vztahu TBV a podtu trombocyti dérce. Pro odbéry trombocyti a
plasmy jsou preferovani darci krevnich skupin B a AB, pro odbéry erytrocyti darei krevnich
skupin 0 a A (9), podobng postupuje italsk4 transfuzni sluzba (16). Pro kombinovany odbér
erytrocyti: a trombocyti na separstoru Excel-Pro (Dideco) Valbonesi stanovil tato darcovska
kriteria; v&ha > 75 kg, pocet trombocytit > 280 x 10°/L, Hb > 145 g/l u muii, > 140 g/L u
Jen (128).

Vysetieni hiadiny feritiny je doporudeno jako marker vybéru a sledovani darce pro
odbéry 2 TU RBC (16,47), obecna doporucena hodnota zatim stanovena nebyla, italsti autofi
doporutuji hladinu feritiou pro dvojitou erytrocytaferézu > 50 pg/L a pro kombinovany
odbér 1 TU RBC s plasmou > 20 pg/L (16). Diskutovéna je preventivni substituce Zeleza, pfi
kieré dochazi krekonstituci zasob Fe d¥ive neZ u darch, ktef tuto substituci nedostivaji,
proto je ndkterymi autory doporudovana zejména pii 16-ti tydennim intervalu mezi odbéry
(47,110). Jini autofi upozoriuji na nutnost peiivého sledovini dirch, aby nedoSlo

k piehlédnuti zavazné choroby (77).
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Lze tedy konstatovat, Ze jednotnd vstupni kriteria pro ddrce kive pro MKO zatim
nejsou stangvena. Jako nutné se ukazuje hodnotit vice vstupnich ukazateldi zdravotniho stavu

darce krve, napf. TBV, feritin u dvojitych erytrocytaferéz (65,75), pfedodbdrovy podet
trombocytl: dirce ve vztahu k TBV a hodnotu celkové bilkoviny (9,72). Dal$im limitujicim
faktorem se ukazuje byt délka procedury, zejména u dobrovolnych bezplatnych darcii krve. Je
nasnade, Ze nektefi autofi pfedpokladaji revizi, resp. doplnéni guidelines pro tento typ odbérii
(72).

1.4. Vliv aferéz na dérce krve

Dle soucasnych znalosti a zkuSenosti je metoda povaZovana pro darce krve za
bezpetnou (28,72), jsou aplikovany poznatky zklasickych aferéz a zkuSenosti ziskané
s novou metodou (66, 141). Novy zptisob odbéru je darci kladné pfijiman (83). Nicméné je
nutno ofekavat vedlej3i efekty procedury, a to kratkodobé i dlouhodobeé,

1.4.1. Primé ucinky aferéz na ddrce

Mezi kratkodobé efekty aferéz na darce patii napfikiad bolest pii vpichu, hematomy,
obéhové reakce, vliv citratového antikoagulans, pocity chladu a daldi (10). U MKO je
spektrum jejich vyskytu podobné, vyskyt ob&hovych reakei byva i miz&i nez u dérch plné krve,
protoZe pfi aferéze nedochdzi k ndhié zitraté objemu (31). Komplexni porovnani vyskytu
nezadoucich Cinku sodbéry plné krve je obtizné. Literami zdroje sméru nepodavaji
dostatetné informace o vyskytu komplikaci odbérh p¥i odbérech plné krve (80). Dvojita
erytrocytaferéza je dobfe snfena, vzhledem k odbéru cca 350 — 400 ml erytroeyti je
mncidence ptimych vedlejSich ¢inkli u erytrocytaferézy podobna jako u odbéri plné kive
(51,75). U zdravych darcli se po odbéru 2 TU RBC nedostavuji symptomy anemie ¢i zmény
krevniho tlaku (110).

Vedlejsi efekt citratového antikoagulans miZe vyskytovat az u 15 % aferéz. Projevuje

se v nékolika stupnich, od citkumordlni parestezie, brnéni, svalovych ziskubi, nausey aZ po
synkopy a tetanické kfece (37). Projevit se miiZe i prodlouZenim QT intervalu na ekg (64,73).
Pfi¢inou mtZe byt zvySena plasmatickda hladina citratu, zpfisobena zvySenym pomérem
antikoagulans ke krvi a také kolisinim hladiny antikoagulans v plasm& (37). ZvySend
koncentrace citrdtu s sebou nasledng pfinasi vyznamné sniZeni hladiny ionizovaného kalcia a

magnézia, v rozmezi 33-39 % pod fyziologické hodnoty. Hladina parathormonu se zvysuje po
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30-i minutdch trvani aferézy. Soucasné je zvy¥ena exkrece citratu, kalcia, magnézia,
koncentrace sodiku a drasliku v moti béhem celé aferézy (12). Pfi¢inou citritové reakce mize
byt i vysoka rychlost navratu plasmy s obsahem citratu darci 69). Prevenci je v b&2né praxi
podavani kalcia v peroraini i intravenosni formé, aviak moZnost reakei zcela eliminovana
neni (15,13,14,30). Vzhledem k délce odbéru a mnozstvi pouZitého antikoagulans u ndkterych
typtit MKO by bylo mozZno predpoklédat vyssi vyskyt vedlejich reakci, avSak literatura je

zatim neuvadi.

Incidence vasovagalnich reakci je vy3si u Zen, aferetickych darkyti nad 45 let a zvysuje
se¢ s opakujicimi cykly aferéz. Pfiinou miiZe byt niz&i TBV u Zen & vyS§{ senzitivita
baroreceptori (123).

U odbéri plné krve upozoriiuje na moZnou prokoagulaéni aktivaci bunék stykem krve
s odbérovym materidlem zvySena hladina annexinu V a P-selektinu (34). P aferetickych
odbérech dochézi k dlouhotrvajicimu kontaktu s odb&rovym materidlem, analogicky tedy lze
podobnou aktivaci bun&k prfedpokladat. U béZné trombocytaferézy byly sledovany vlasmosti
neutrofili navracenych dérci a hladina aktivovaného komplementu C3a a C5a, kterd zménéna
nebyla, Lehké zvyseni hodnot CD11 po aferéze bylo zaznamendno u tH typlt separitord,
stejné jako tendence ke zvySeni fagocytérni aktivity (138). U multikomponentnich odbéri
jsme informace o moZném vlivu dlouhodobého kontaktu krve s odb&rovym materidlem na

krevni buiiky pfi aferéze v dostupné literatuie nenalezli.

1.4.2. Dlouhodobé idinky aferézy na darce

Vyvoj parametra krevniho obrazue a metabolismu Zeleza

Z dlouhodobych u¢inkic MKOQO byla sledovidna zejména ,hematologickd recovery” a
parametry metabolismu Zeleza u dvojitych erytrocytaferéz: hodnoty hemoglobinu,
retikulocytii, trombocyti, plasmaticka hladina Zeleza, transferinu, feritinu, saturace transferinu
a hladina endogenniho erytropoetinu. SniZzeni hodnoty Hb (z 158,9 + 8,2 na 140,8 £ 9,7 ¢/1)
bylo nejvyznamnéjsi 7 dnii po odbéru a pfetrvavalo jesté 30. den po odbéru. Vrchol vzestupu
retikulocyth a erytropoetinu se projevil 1. az 7. den po odbéru, stejné jako sniZeni
plasmatické hladiny Zeleza, které v tyto dny bylo ngjvyznammngjsi (z 18,48 + 4,66 na 14,36 +
4,45 ymol/L). K 1iplné tipravé hematologickych parametrii na pfedodb&rové hodnoty dochazi
do 70 dnii, k regeneract zasob Zeleza nikoli (tab &. 5) (47), sniZeni hladiny feritinuna 12 pg/L
bylo zaznamendno jesté za 16 tydni po dvojité erytrocytaferéze (110).
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Tab. . 5 Parametry krevniho obrazu a ziseb Zeleza po dvojité erytrocytaferéze

Parametr Den po odbéru
1 7 30 60 90 120

Hb \: 11 4 N

Retikulocyty T T7 3 N

Erytropoctin Tt TT T T T T
Fe v séra i1 { N

Feritin l I 4 l 4
Transferin T T Tt T T
Trombocyty T TT ) T T T

Upraveno die Hogler W., Mayer W., Messmer Ch. et al. Prolonged iron depletion after
allogenetic 2-unit apheresis. Transfision 2001; 41: 602-605.

Zirata Zeleza pfi dvojitém odb&ru erytrocyti je cca 320 - 420 mg (110). Tato ztrdta je
podobnd i u b&mého darcovstvi, kde pfi jednom odbéru plné krve dochazi k ztraté cca 200
mg Zeleza (Fe), rot¢ni ztrata Fe u shodné frekvence odbéri by tedy méla byt stejna (91).
Rada autord povaZuje za znamku sideropenie u darct krve hladinu feritim pod 12 pg/L
(5,16). VySetieni hladiny feritinu je proto nékterymi autory doporuceno i jako marker
monitorovani darce dvojitych erytrocytaferéz (16,47). Ve 12. vydani Doporuceni Rady
Evropy je monitorovani zasob Zeleza u darcii krve nové doporuceno, avsak pouze v obecné
roving (39).

Diskutovana je preventiviii substituce Zeleza, pfi které dochazi k rekonstituci zasob Fe
dfive nez u darcii, ktefi tuto substituci nedostavaji (47), proto je nékterymi autory
doporufovéna, zejména pifi 16 - ti tydennim intervalu mezi odbéry (110). Dvojitd
erytrocytaferéza je povazovana fadou autorii za bezpeénon pii suplementaci preparaty Zeleza
jako prevence mozné sideropenie (30,110). Tato doporudeni nejsou jednotna, protoze zirata
Zeleza je podobna jako u éastych darci plné krve, kde preventivni substituce v fadé piipadh
neni doporuovana vibec, anebo na podkladé jasnych pravidel (informovany souhilas,
informace praktického lékafe o medikaci preparaty Fe, nad 40 let preparity Fe preventivné
nepodavat vzhledem k rizikn pfehlédnuti nadord) (112). Lze najit doporudeni suplementace
Fe v diavce cca 15 mg denné dietetickymi €i vitarinovymi pfipravky (17) anebo podavani
miniddvek preparith Fe (29). Tyto minidavky mohou kompensovat ztrity Zeleza pfi
frekventnim darcovstvi plné krve (91).
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Je tfeba zdlraznit nutnost peclivého hodnoceni zdravotniho stavu darcti zejmena
dvojitych erytrocytaferéz, s dirazem na stanoveni pfiCiny deficitu Zeleza, aby nebyla
pfehlédnuta zavaZna choroba (72,119,121). Je ticba zvaZovat 1 vedle§i efekt medikace.
DileZité je identifikovat darce krve slatentni sideropenti (29). Citlivym parametrem
latentniho nedostatku Zeleza je stanoveni solubilniho fransferinového receptoru v séru (sTfR)
(23,24,55,85), které je takeé nékterymi autory doporudovano u darcovstvi piné krve (29) & u
pacientii podstupujicich pfedoperaéni odbér autotransfuze (26). Z uvedeného vyplyva, Ze
otazka monitorovani zisob Zeleza a jeho preventivni substituce je Siroce diskutovana, ale
nazory nejsou jednotné.

Pro vysokou frekvenci aferetickych odbérii s odbérem plasmy je limitujicim faktorem
ztrata bilkovin a jeji dprava (124). Limity pa roéni mnoZstvi odebrané plasmy jsou die
riznych doporudeni odlisné. Dle Doporuéeni Rady Evropy je to 15 L plasmy roéné (38), dle
némeckych kriterii 25 L plasmy rotné (124), intenzivni rezimy dovoluji odebrat az 45 L
plasmy roéné, Pfedmétem zajmu v soucasné dobé je zejména viiv dlouhodobych intenzivnich
plasmaferetickych programi na hladiny plasmatickych bilkovin. Nékteré studie konstatwi, Ze
ani pii dlouhodobych intenzivnich aferetickych programech nedochédzi k depleci
plasmatickych bitkovin, imunoglobulinii &i koagulaénich faktordi a neni ovlivnén stav bunééné
ani humoralni imunity (5,124). Dle jinych autora je viak moZny vyvoj deplece lymfocytd,
jejiZ zdravotni vyznam neni zatim znam (31). V béiné praxi je pro darce plasmy doporuéeno

monitorovani hladiny celkové bilkoviny, albuminu a/nebo imunogiobulinu G I1x roéné (38).

Komplexni dlouhodobé sledovani zdravotniho stavm darci MKO zatim nebylo
publikovano, studie byly zaméfeny zejmeéna na uprava hematologickych parametrii po

dvojitych erytrocytaferézach a obnovu zasob Zeleza.

1.5, Jakost transfuznich pipravka

Nedilnou soucasti vyroby transfuznich piipravka je docileni jejich predikované jakosti.

1.5.1. ZaKladni parametry jakosti

Standardné jsou sledovany zdkladni parametry jakosti. Hodnocen je gbsah ucinné
latky: v koncentrath erytrocyti obsah hemoglobinu a hematokrit, u koncentrdti trombocytt
jejich pocet vtransfuzni jednotce, dale bunéfna kontaminace piipravkid, zejména obsah
leukocytii (38). Tyto parametry slouZi pro standardni kontrolu vyroby na transfuznich

oddélenich, pro jejich hodnoceni je dileZzitd standardizace odb&rn vzorki (108). Mezi
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zakladni parametry jakosti TP patii i povinné vySetfeni na pfedepsané virové markery a
imunohematologické vysetieni (38, 144).

1.5.2. Speciilni parametry jakosti

Krevni buiky podiéhaji bdhem odbéru, zpracovini a skladovini vyznamnym
morfologickym a biochemickym zménam. Struktura a funkce krevnich bunék jsou ovlivnény
fadou faktorfi, po&inaje technikou odbéru, sloZenim antikoagulacniho roztoku, kontaktem
s povrchem odbérového vaku &i setu, metodou zpracovéani a obsahem leukocytti v produkty,
& zpiisobem leukofiltrace (34,40,102,104,114,118). Metabolické a morfologicke alterace u
erytrocyth i trombocytl v koncentratech limituji jejich skladovatelnost a die nékterych autorti
mohou asociovat se sniZenim potransfuzni recovery in vivo (7,22,86). Nékteré z téchto zmén
jsou reversibilni a jiné ne (114). Viechny mechanismy vedouci k poSkozeni krevnich bunek
bshem odbéru a skladovani nejsou dosud plng objasnény (86). Pro hodnoceni téchto sloZitych

zmén neexistuji jednoduché a spolehlivé testy.

V bé&#né praxi se pouivaji jednoduché testy i vitro, jako je stanoveni stupné hemolyzy
u koncentratli erytrocytdl, pH a swirling fenomén u koncentratd trombocytit (38,115). Pro
procesni validaci novych postuptt je pfinosné pouZiti test reflektujicich zmény v bunétné
motfologii, biochemickém stavu bundk, kvantifikaci bunétnych mikropartikuli, expresi
markerl aktivace €&i externalizace phosphatidyserinu na bunééné membrané (114).

Krevni buiiky, pfestoZe jsou bezjademné, podiéhaji béhem skladovani apoptdze (27),
procesu programované fizené bundiné smrti (6), ke které dochazi pfirozené starnutim
krevnich bungk béhem skladovani (63), a tento proces miiZe byt ovlivnén Fadou faktord
bshem odbeéru a zpracovani krve (65). U trombocyth v koncentratech ma na uvedeny proces
navic vliv i jejich vysoka senzitivita na stimuly b&hem procesu piipravy, erytrocyty mohou
byt ovlivaény osmotickym Sokem p#H kontaktu odebirané krve s hyperosmolarnim
antikoagulaénim roztokem (,,red cell coliection injury”) (35). Proces je doprovazen fadou
morfologickych a metabolickych zmén. Morfologické zmény u trombocytii se projevuji
zménou diskoidntho tvaru ve sféricky (68,104). Erytrocyty nasledkem zejména deplece
adenosintrifosfitu (ATP) méni diskoidni tvar v echinocyt (139). Metabolické alterace
krevnich bunék se odré# ve zménach pH, zvyieni LDH v supernatantu, v konsumpci
glukézy a produkci laktitu (43,56,71,78). Dochézi kuvolnéni TGF-B, externalizaci
phosphatidylserinu na povrch bun&tné membrany (22,86,114), u trombocyti navic k expresi

markerti aktivace. Phosphatidylserin je fyziologicky lokalizovan na cytoplasmatické strané
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plasmatické membrany. V buifikich, které podiéhaji apopiéze, se phosphatidylserin
translokuje na extracelulérni stranu trombocytu pii skladovaci teploté 22°C  (u erytrocytu pfi
4° C) a do plasmy (114). Zde muze byt v solubilni formé detekovan technikou ELISA.
Membranova exprese miZe byt prokazana po vazb& monoklondlnich protilatek pritokovou
cytometrii (42). Pfestole proces apoptozy doprovazi fada zmén, externalizace
phosphatidylserinu na povich bun&né membrany je povaZovana za jeji Casny znak (114).

Za moderni marker jakosti transfuznich pfipravkii je povaZovan amnexin V, globilni
marker apoptézy (57,59,105,125). Jde o intracelulimi glykoprotein, ktery je v buiikdch
fyziologicky obsaZen v cytosolu a organelach. Jeho zvySena plasmatickd hladina je v piimé
relaci se stupném bund&ného poskozeni a jeho stanoveni je dnes pouZivano jako vysoce
senzitivni parametr monitorovani kvality trombocytamich koncentrath (42,56,57,125). Pfi
soucasném stanoveni K a volného hemoglobinu je vhodnym markerem bunétného poSkozeni
i koncentratd erytrocytli (105), kde byl studovan pfi hodnoceni vliva deleukotizace piné krve
(7,53). Déle se annexin V ukazuje byt velmi efektivnim inhibitorem koagulace diky své
vysoké afinit¢ k fosfolipidovym membréndm (34,56). Proto také pfitommnost annexinu
V v supernatantu trombocytarniho koncentratu dle nékterych autor miZe mit i klinicky
vyznam vzhledem k moZznému antikoagulatnimu plsobeni a kompetici s vazebnymi misty
pro faktor VIIL a V (56).

Stav krevnich bundk vyznamné ovliviiuje obsah leukocyti v pfipravku. SniZeni obsahu
leukocytii ¢asnou leukodepleci indukuje generaci TGF-B, sniZzuje uvolnéni vétSiny na
leukocyty vazanych cytokind a intraceluldrnich enzymd, které mohou indukovat poSkozeni
erytrocytii, resp. trombocytlt b&hem skladovini (66). Uvadi se, Ze odstranéni leukocytl
z ptipravkd pied skladovanim by mohlo sniZit imunosupresi zplisobenou transfuzi, nizory ale
nejsou jednotné (114).

Cytokiny, zejména IL-1p, IL-6, IL-8, & RANTES, byly stanovovéany v erytrocytarnich
i trombocytarnich pfipravcich, Byla prokazana souvislost s hladinou cytokinil v pfipravcich a
naslednymi nehemolytickymi febrilnimi potransfuznimi reakcemi (66). Zejména obsah IL-8
zAvisi na stupni kontaminace pfipravku leukocyty a trombocyty (132,133). Obsah cytokini
v pfipraveich mii¥e byt ovlivnén i zpisobem odb&ru krve, technologii jejiho zpracovani a
dodateénymi procesy, jako filtrace produktu, které mohou mit viiv na aktivaci trombocyti a
Zplsobit generaci cytokind z tfrombocyti (103,109,134). Stanoveni cytokini ve vhodnych
kombinacich tak mtize byt vhodnym indikatorem jakosti transfuznich pfipravki (107, 135,
137).
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Transfuzni pfipravky mohou byt ovlivnény i vlastnostmi vakl, ve kterych jsou
skladovany. Erytrocytarni koncentraty jsou skladovany ve vacich z polyvinylchloridu (PVC)
se zmékcovadly, jejichZ vyluovani méa stabilizujici efekt na membranu erytrocytu. Vaky z
tzv. non PVC plasti (nevyluduji zm8k&ovadla) maji vysokou propustnost pro plyny, jsou
optimaini pro skladovani trombocytémich koncentratli, ale zpusobuji zvySeni hemolyzy
erytrocyt b&hem skladovani (114).

Specifické zmény pi¥i skladovini erytrocyti (,red cell storage lesions™) byly popsany
jiZ v roce 1956 Gibsonem (35). Tyto zmény progreduji béhem skladovéni a jsou ovlivnény
antikoagulatnimi a skladovacimi roztoky (114). Minimélni poZadavek pro erytrocyty je
hemolyza pod 0,8 % erytrocytarni masy nha konci skladovéni a 75 % RBC ma byt v cirkulaci
24 hodin po transfuzi (38). B&hem skladovini vyznamné klesa obsah 2,3-difosfoglyceratu
(2,3-DPG). Po tydnu skladovani se jeho hladina snifuje na 10 %, coz miize vést k redukei
schopnosti uvolnit O, do mikrocirkulace (67,114). Klesa i hodnota adenosintrifosfitu (ATP),
tento pokles ale nemé vliv na poskozeni erytrocytli bdhem skladovani ani na potransfuzni
recovery (7, 114). Obsah 2,3-DPG a ATP v erytrocytech se miiZe po transfuzi obnovit (50-70
% za 1 den, plnd za tyden) (114). Na enzymy regulujici koncentraci 2,3-DPG ma vliv i
hodnota pH, kters vyznamné ovliviiuje jeho hladinu a tim i vazbu O, na Hb (65,67). Hodnota
pH miZe byt ovlivnéna koncentraci citrdtu v antikoagulaénim roztoku (50). Nepiimy efekt
zvySeni hladiny dalfich medistors, jako je intraceluldrni Ca®*, vede k bundéné dehydrataci,
vzniky mikrovesikulaci a ztratd intracelularniho K' (7). K normalizaci intracelularniho K'
dojde bdhem nskolika hodin po transfuzi. Dale dochdzi k membrinovym zméndm veetnd
externalizace phosphatidylserinu na povrch buiiky (114).

Relativné novym markerem jakosti erytrocytli je stanoveni CD47. Jde o infegrin-
asociovany protein, ktery je pfitomen na vétSing t€lesnych bunék. V piipadé erytrocytl se
jednd o tzv. ,, self-recognition marker®. Jeho pfitomnost na povrchu erytrocytu predstavuje
ochranu cirkulujich RBC pied fagocytozou (2) a je duleZitd pro pfeziti transfundovanych
RBC (117). Hiadina CD47 v supernatantu pipravku odpovida trovni lyzy erytrocyti (2).

Specifické zmény pFi skladovani trombocyti: Specifickou zménou pro trombocyt je
aktivace, Jde o odezvu kilidové desti¢ky na specifické stimuly zprostfedkovanou receptory
riznych typh (68). K aktivaci desti¢ky dochazi také bdhem procesu piipravy trombocytirniho
koncentratu a je spojena se sniZenim metabolické aktivity trombocytu béhem skladovani.
Podobng jako proces apoptozy je aktivace trombocytu spojena s morfologickym a funk&nimi

zménami, zejména s degranulaci vnitinich granuldrich struktur trombocytu, které vedou
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k povichové expresi makromolekul Ilokalizovanych plvodné intracelulamé v granulich
desticek (70). Jednou znich je P-selektin (CD62P), integralni membranovy glykoprotein
alfa-granuli, ktery se na povrchu klidové destitky nenaléza a jeho povrchovi detekce je
prikazem degradace alfa-granuli (58). Exprese P-selektinu na povrchu destitky umoZiuje
prostfednictvim specifické membranové molekuly PSGL-1 (CD162) jeji adhezi na
granulocyty a monocyty a nasledné odstrandni z cirkulace tkéfiovymi makrofigy (87).
Stanoveni exprese CD62P pa povrchu trombocytlt nebo jeho solubilni formy v supernatantu
pipravku je pouZivano k posouzeni aktivace trombocytli v pipravku (22,86). P aktivaci
trombocytu dochazi k uvolnéni cytokiné (napf. IL-6, IL-8, PF-4, RANTES), které jsou faston
pfi¢inou nehemolytickych potransfuznich reakci (103,134). Nekterymi autory byly u
trombocytérnich koncentriti sledovany i markery aktivace koagulatniho systému, jako
trombin-antitrombin komplex, fragment protrombinu 1+2 nebo kalikrein (59).

Pro tigely validaci novych procesii je doporuéovano hodnoceni markerii metabolického
stavu krevoich bundk (stanoveni hladiny glukosy, laktitu a LDH) (22, 38), markerti apoptézy
a aktivace bungk, zejména annexinu V a exprese P-selektinu, resp. stanoveni jeho solubilni
formy (58,104). Ne viechny mechanismy, které vedou k poSkozeni krevnich bunék, jsou piné

objasnény a pochopeny. Jsou v souéasné dobé pfedmeétem intenzivniho studia (36).
1. 5. 3. Jakost transfuznich p¥ipravki z multikomponentnich odbéra

U multikomponentnich odb&rii byla provedena fada studii, hodnoticich jakost ziskanych
pfipravkil. Radou autorii byly hodnoceny zdkladni parametry jakosti transfuznich pfipravkii
dle Doporudeni Rady Evropy (58), ddle markery vitality bun&k. Annexin V jako marker
apoptozy (81,106) byl hodnocen zejména u trombocytarnich koncentrth (58). Z markert
aktivace bundk byl sledovan solubilni P-selektin u koncentrdtli trombocytii (65,87,106).
Uvedené, ale i dalsi parametry jakosti TP ziskanych technikou MKO v riiznych kombinacich
byly sledovany na zacatku, v priibéhu skladovéni, resp. na konci expirace produkiu a byly
srovnatelné s TP z plné krve (74, 141), dle nékterych autorti i vyssi jakosti (72).

Pro erytrocyty z aferézy je charakteristickd vysoce standardizovana transfuzni jednotka
s nizkou variabilitou ve srovndni s erytrocyty z plné krve (72). Objem TU erytrocyhi chudych
na leukocyty, resuspendovanych v roztoku SAGM, kolisal v rozmezi 10 m! oproti cca 60 ml u
TU erytrocytii z plné krve (28,50), obsah Hb v TU se pohyboval v rozmezi cca 5 g oproti 69 g
u erytrocyti z piné krve (75). Bundéna kontaminace piipravkit spliiovala doporuteni Rady
Evropy (38). Stupefi hemolyzy erytrocytii na konci skladovani byl u koncentrati z MKO

srovnatelny nebo nizi nez u koncentratii z piné krve: u separatoru Haemonetics MCS+

i3



0,61 % (131), 0,3 % (26), 0,1% =+ 0,03 {65), u pfistroje Trima 0,5 + 0,2 % (28), u separatorn
Amicus byl stupeii hemolyzy mensi nez 0,8 % (74) S obsahem volného hemoglobinu
korespondujici hladina kalia byla u obou typt erytrocytarnich koncentratii srovnatelna do 28.
dne skladovani, ale u piipravki z aferézy od 28. dne stoupala pomaleji a na konci expirace
byla nizsi (65). Pfedpoklada se, e postupné a kontrolované pfidavani antikoagulans snizuje
poskozeni membrany erytrocytu (65) a ma pozitivni vliv na kvalitu produktu (72). Obsah 2,3-
DPG a hodnota pH byly vyS$i (50), konsumpce ATP, glukosy a akumulace laktitu byla
stejna jako v erytrocytech z piné krve v den skladovéni 0 1 42 (72). Studii tykajici se annexinu
V u erytrocytii z aferézy jsme nenalezli. Pfi porovnavani pfeZivani erytrocyti z MKO a plné
krve in vivo nebyl prokazan signifikantni rozdil (99).

Trombocytirni koncentrity ziskané metodon MKO splitovaly die uvedenych praci
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stanovena kriteria vytdZnosti. Porovnani tzv. ,, destiCkovych lezi” popisuje rozdily nejen mezi
aferetickymi pfipravky a pfipravky z plné krve, ale i mezi produkty z rfiznych typl separatorit
a z plné krve navzijem. Plasmatické hladiny annexinu V a solubilniho P-selektinu v den
odbéru byly stejné u deleukotizovanych trombocytarnich koncentrati: z tfi typh separatorii 1
z plné krve. Paty den skladovéni byly hodnoty solubilniho P-selektinu progresivné zvySeny u
trombocytarnich koncentrath z plné krve, u pfipravkd z aferézy bylo zvySeni nejvyssi u
separitoru Amicus, nasledné Cobe Spectra a nejméne u piistroje Haemonetics MCS+ (58).
Pripravky z MKQO vykazovaly na zatatku skladovani niZsi expresi solubilniho P-selektinu a
tedy niZii stupefi aktivace neZ trombocytami koncentraty zjednoduché aferézy. V prib&hu
skladovani se vak hodnoty P- selektinu obrétily a u pfipravkia z MKO byly vySsi, coz maze
byt v souvislosti s delSi centrifugaci a jejim vlivem na trombocyty u tohoto typu odbéru (65).
Rizné hladiny solubilniho P-selektinu u riiznych odbérovych separatorovych souprav a
protokoldl souvisi s vlivem technologie na stav bun&k pii aferéze (65,118), podobny je vliv
pouitého typu deleukotizaéniho filtru u trombocytirnich koncentrath z piné krve (59) nejen
na aktivaci bunék, ale i na obsah cytokind v TP. Pfi porovnani hladin cytokint u pfipravki ze
separatorti Cobe Spectra a Haemonetics MCS+ byla pocétedni hladina IL-6 u MCS nizi nez
u pfistroje Spectra, v pribéhu skladovéani se viak zvySovala, zatimco u pfistroje Spectra byla
standardni, hladina IL-8 byla u MCS niZ$i v priibéhu celého skladovani. Hladiny tzv. ,,
platelet derived” cytokinii (RANTES, PF-4, B-TG a TGF-B) stoupaly béhem skladovani u
obou typii produkti (134).

Z uvedeného vyplyva sloZitost a naroénost vzijemného posocuzeni parametrd
poskozeni krevnich bundk v jednotlivych typech produkti, v Fadé praci je také naznacena
nutnost dalich studii.
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2. Cile prace

Cilem préce bylo bliZe prozkoumat a zhodnotit vybrané, dosud ne zcela jasné otdzky:
2.1, Zhodnotit pfimy vliivn MKO na zdravotni stav dédrce krve — vedlejsi U€inky aferéz,
bezprostfedni vliv procedury na parametry krevniho obrazu, zhodnotit vliv procedury na
markery aktivity krevnich bunék navracenych dirci (hsCRP, annexin V, P-seigktin), toto
posoudit u jednotlivych odbérovych protokold.
2.2. Posoudit dlouhodoby viiv MKO na darce s cilem vybrat vhodné parametry pro
diouhodobé monitorovani zdravotniho stavu darce. Zaméfit se na krevni obraz, parametry
metabolismu Zeleza (feritin, transferinovy receptor), celkovon bilkovinu, albumin a
imunoglobuliny. Posoudit sou¢asné schema sledovéni zdravotniho stavu darce pro aferetické
odbéry a posoudit nutnost jeho doplnéni,
2.3. Zhodnotit pfedepsané (zakladni) a specidlni parametry jakosti, markery poskozeni a
aktivace piipravka ziskanych metodou MKO a jejich event. pfinos viéi piipravkim
ziskanym z piné krve.
2.4, Na zikladé vySe ziskanych poznatkli upfesnit vstupni kriteria pro dérce MKO a
posoudit mozZnost konverze darcii na tento typ odbéri v nasich podminkach.

2.5. Upfesnit misto a indikaci pfipravki ziskanych metodou MKO v hemoterapii.

2.6. Posoudit ekonomicky aspekt metody.

3. Metodika

Prospektivni studie byla provedena vletech 2003 — 2006. Projekt byl schvalen
Etickymi komisemi KN Liberec, FN a LF UK v Hradci Kralové. Soudasti studie byl pfijaty a
obhéjeny vyzkumny projekt IGA MZ CR & NR/8015 — 3.

Studie sledovala uréené parametry darcii krve pro tento typ odbérnil, parametry vlastni
procedury a transfuznich ptipravkl a porovnavala je s vybranymi parametry alikvotniho
poétu darei plné krve a piipravka z piné krve.

20



3.1. Krevni separitory a odbérové protokoly

Odbéry byly provadény na jiz zavedeném separatoru Haemonetics MCS+
(Haemonetics Corp., Braintree, USA) (ddle MCS), metoda MKO na separidtoru Trima Accel
(Gambro BCT, mc. Lakewood, USA) (dale Trima) byla nové zavedena. Separator MCS
(obr. &. 1) umozituje provadét odbéry intermitentnim zplsobem, tj. v cyklech. Deleukotizace
trombocytlt probiha kontinualni filtraci, je moZno piipravit i trombocyty z aferézy (TA)
nedeleukotizované. Pro jednotlivé kombinace odbért jsou definovany softwarové fizené
protokoly, pro kieré jsou ticba specialni sety (tab.¢ 2, str. 8). Aferéza na separatoru Trima
(obr. & 2) probiha kontinudiné, koncentraty trombocytll jsou piipravovany leukoredukénim
systémem (protokol LRS) (127), pro odbéry trombocytii s plasmou a/nebo erytrocyty slouzi
universadlni set. U obou separitori mohou byt koncentraty erytrocyti nasledné
deleukotizovany.

Na separators Haemonetics MCS+ byly provedeny odbéry 2 jednotek trombocyta (TA:
1 TU > 200 x 10° PLT) a odbary trombocyti s plasmou (TA > 200 x 10° PLT, TA300 MCS:
1,5 TU > 300 x 10° PLT, objem plasmy 240 ml/TU). Poutzili jsme roziok AB-16 a set LN 994
CF-E {Haemonetics Corp., Braintree, USA). Odbéry byly provedeny bez objemové néhrady.
Dile jsme provedli odbéry 2 jednotek erytrocyti {(antikoagulaéni roztok CPD-50), které byly
kompensovany kontinualni infuzi 400 ml fyziologického roztoku (50). Erytrocyty z aferézy
resuspendované (EAR MCS) byly po odbéru (set LN 942, Haemonetics Corp., Braintree,
USA) resuspendovany ve 100 ml roztocku SAGM na jednotku. Erytrocyty z aferézy
deleukotizované (EAD MCS) byly po odbéru (set LN 948 F, Haemonetics Corp., Braintree,
USA) rovnéz resuspendoviny ve 100 ml roztoku SAGM a nasledné deleukotizovany
integrovanymi filtry RC 2H PALL za 2 hodiny po odbgru bez pfedchiazeni.

Na pfistroji Trima Accel jsme provedli kombinované odbéry trombocyti: s plasmou
(TA300 Trima: 1,5 TU > 300 x 10° PLT, objem plasmy 230 m¥/TU, set Trima Accel LRS
Platelet, Plasma, RBC, Gambro BCT, USA; antikoagulans ACD). Dale byly provedeny
kombinované odbéry erytrocyti (EAD Trima) a trombocytit (TA300 Trima: 1,5 TU >300 x
10° PLT, protokol LRS, set Trima Accel LRS Platelet/Plasma/RBC set, Gambro BCT, USA;
antikoagulans ACD-A). Erytrocyty byly resuspendcviany ve 100 ml SAGM a delenkotizovany
do 2 hodin po odbéru integrovanym filtrem. Odbéry na separitoru Trima probéhly bez

objemové néhrady.
Byly pouZity tyto odb&rové a navratové rychlosti: MCS 80 ml/min., Trima: hodnota
zavisi na TBV dirce, vnaSem nastaveni (max. rychlost: pomalu, fizeni odb&ru: 2) je

primérna rychlost cca 85 ml/min.
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Obr.€.1  Separitor Haecmonetics MCS +

Obr.§.2 Separitor Trima Accel
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Kombinace provedenych odbérii byly voleny dle klinickych poZadavkii odd&leni
Krajské nemocnice Liberec. Vybér protokolii jsme provadéli i sohledem na jejich
ekonomickou navratnost. Z tohoto ditvodu jsme nezavedli kombinovany odbér jedné jednotky
erytrocytll s plasmou a dvojité erytrocytaferézy na separdtoru Trima. Na separitoru MCS
nebyly provedeny odbéry TA300 + RBC vzhledem k relativné dlouhému trvani aferézy (65).
Spekirum provedenych odbéri uvadi tab. &. 6.

Tab. & 6  Spektrum provedenych odbéri

Dle skupin ddrei Dle pristroji
typ odbéru Celkem  Skupina A  Skupina B MCS Trima
2 TURBC 98 98 0 98 0
2 TUTA 11 5 6 5 6
TA +PA 5 1 4 5 0
TA300 +PA 83 21 62 47 36
TA300 +RBC 28 0 28 0 28
Celkem 225 125 100 155 70

Legenda: RBC: erytrocyty, PA: plasma, TA: trombocyty zaferézy (> 200 x 10° PLT), TA300:
trombocyty z aferézy (> 300 x 10° PLT), TU: transfuzni jednotka. Skupina A: odbéry 2 TU
koncentrati erytrocytli, trombocytirnich koncentrdtii. Skupina B: odb&y  trombocytirnich
koncentrati.

3.2. Soubor dircu

Do studie byli zafazeni dobrovolni bezplatni darci plasmy na zakladé informovaného
souhlasu, pro které byla vypracovana pracovni vstupni kriteria (uvedena dale).
Sledovany soubor tvofilo 52 darcii (48 muzli a 4 Zeny). Vzhledem k pfedepsanym 6-ti
mésiénim intervaliim a potfebé sledovani metabolismu Zeleza po dvojité erytrocytaferéze
jsme soubor rozdélili na dvé skupiny. Do souboru A byli zafazeni darci, u kterych byly
provedeny dvojité erytrocytaferézy. V piipadé¢ vyhovujictho pledodbérového poctu
trombocyti byly u téchto darcli provadény i odbéry trombocyti s plasmou (TA + PA, TA300
+ PA) nebo dv& TU trombocytii. Postupné bylo zafazeno 30 muzi, u kterych bylo provedeno
125 odbérd, Zadna Zena nevyhovéla vstupnim kriteriim. 1 rok studie absolvovalo 28 darch
(1 darce byl vyfazen pro zvySeni ALT, 1 pro nespoluprici), dvouleté sledovani ukonéilo 20
darchi (8 bylo vyFazeno pro zdravotni a pracovni diivody ¢&i nespoluprici). U skupiny B bylo
provedeno 100 odbeérd (22 darch, 18 muzi a 4 Zeny). Zde byly provadény odbéry trombocytl
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s plasmou (TA + PA, TA300 + PA} nebo 2 TU trombocytil, po zavedeni metody i odbéry
erytrocytii s trombocyty (TA300 + RBC). Béhem 1. roku studie byla vyfazena 1 darkyné
(tachykardie), dvouleté sledovani absolvovalo 17 darch. Zakladni charakteristiku obou
soubord uvadi tab. & 7. Kombinované odbéry trombocytli s plasmou byly u darcii obou
skupin provadény dle vybérovych kriterii na obou pfistrojich. Pfed kaZdym odbérem byl

darce vySetfen lékafem a zhodnocena vstupni kriteria.

Tab. ¢. 7 Zikladni charakteristika sledovaného souboru

soubor A soubor B
Celkovy pocet 30 22
Muz 30 18
Zeny 0 4
Vék (roky) 30+£5 366
Vyska (cm) 182+6 174+ 8
Viéha (kg) 85+ 11 84+ 12
Hemoglobin (g/L) 152£5 145+ 12
Trombocyty  (x10°/L) 252+ 4 304 + 58

Vstupnf kriteria pro dérce krve (tab. €. 8) jsme stanovili na zdkladé Doporuceni Rady
Evropy (38), Ceskych pravidel pro vybér darcii krve (143), literarnich zdrojii a vyzkumné sondy
- Zzhodnocend parametrii cca 170 MKO provedenych pied zahdjenim studie (92,93). Pro odbér
dvou jednotek erytrocyti a intervaly mezi odbéry jsme respektovali Doporuéeni Rady Evropy
(38), pro trombocytaferézy na separdtory Trima byla akceptovéna pfedodbérova hodnota
trombocyti min. 220 x10%L doporugend vyrobcem pfistroje.

Pro posouzeni vstupnich kriterii darcii trombocytaferéz nebyl soubor dle naSeho ndzoru a
po konsultaci se statistikem dostatetné pocetny. Proto jsme pro tyto Glely zhodnotili aferetické
parametry a zékladni jakost u dalSich soubeing provedenych MKO u 80 darci (37 odbérd
2 TA, 86 odbérti TA + PA a 12 odbérii TA300 + RBC, 68 muzd, 12 Zen).
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Tab. ¢. 8 Pracovni vstupni kriteria pro dirce multikomponentnich aferéz

Parametry 2 TA, TA+PA TA + RBC 2 RBC
TBV (ml) > 4300 > 4300 > 5000
nebo

Viha (kg) > 65 >50 > 70
Muzi > 0,40

Hematokrit Zeny > 0,38 >0,30" | >042 |> 030"
Muzi > 135

Hemoglobin (g/L) Zeny > 125 >110° | >140 | >110°

1TU > 200 -
Trombocyty MCS > 260
x10%L  >1,5 TU| Trima>220 Trima > 220
Casovy limit (min) <75 -

Legenda: RBC: erytrocyty z aferézy, TA: trombocyty z aferézy, PA: plasma, TU: transfuzni jednotka
(TA: >200x 10°PLT), * limit hodnot po odbér.

3.3. Hodnocené parametry

3.3.1, Ukazatele priméhe vliva MKO na zdravotni stav sledovaného souboru

a) Klinické projevy aferéz: U jednotlivych protokolii jsme sledovali jsme bezprostfedni
neZadouci projevy vykonii.

b) Laboratorné jsme sledovali zménu hodnot krevniho obrazu po odbéru u jednotlivych
protokoll, zménu plasmatické hladiny magnézia po aferéze (prikaz mozného vlivu
citritového antikoagulans), stanoveni ionizovaného Ca se z technickych diivodit nepodafilo
zajistit. U odbérii 2 TU RBC, TA300 MCS a TA300 Trima byly
poskozeni a aktivity krevnich bunék navracenych darci — zmény hladin hsCRP, solubilniho

sledovany markery

P- selektinu a annexinu V po aferéze.
3.3.2. Ukazatele dlouhodobého viivu MKO na zdravetm stav sledovaného souboru

a) Markery metabolismu _Zeleza - hladina plasmatického Fe, transferin, feritin a solubilni
transferinovy receptor (sTfR) byly sledoviny u obou souborit po 180 dnech, u souboru A
navic vden 30, 90 po prvni a drubé dvojité erytrocytaferéze. Po 4. erytrocytaferéze byl
sledovan }iZ jen feritin (ekonomické divody). Preparaty Zeleza jsme preventivné nepodavali.

b) V piilrocnich intervalech byla sledovana hodnota celkové bilkoviny (CB). albuminu a

hladina irmmoglobulini.
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3.3.3. Parametry aferéz

U vSech kombinaci odbérti jsme sledovali celkovy objem krve darce (TBV) uvadény
separatorem (zhodnocena hmotnost, vySka, hematokrit a pohlavi darce), zpracovany objem
krve (TPV), procentudlni podil zpracovaného TBYV, trvani aferézy, spotiebu antikoagulans,

odebrané mnoZstvi krevnich sloZzek v mililitrech a v procentech TBV.
3.3.4. Parametry jakosti transfuznich piipravki

U piipravki, ziskanych c¢tyimi kombinacemi odbérii na dvou separdtorech.byly

hodnoceny zdkladni a vybrané specidlni parametry jakosti. Vysledky byly porovniny
navzdjem, déle s parametry odpovidajicich piipravki z plné krve a korelovény ke vstupnim
parametrim darce krve.
a) Erytrocytirni kemcentrity: U obou pfistroji jsme hodnotili erytrocyty z aferézy
deleukotizované (EAD MCS, EAD Trima), u separdtoru MCS navic i erytrocyty
resuspendované (EAR MCS) scilem posoudit viiv kontaminace leukocyty na jakost
ziskanych produkti. Hodnotili jsme objem, docileni predikované jakosti dle Doporuceni Rady
Evropy (38). V den skladovani 0 a 40 jsme stanovili hodnotu pH, hladinu volného Hb, LDH,
kalia, glukosy, laktatu a annexinmu V. V pfipadé annexinu V jsme navic porovnavali jeho
hladinu v pfipravku vii¢i klidové hodnoté u darce kxrve. U dvojitych erytrocytaferéz jsme
zhodnotili korelaci parametrii jakosti EAD se vstupnimi parametry darce a vysledky
porovnali se souborem deleukotizovanych erytrocytd z piné krve (ERD).

b) Trombocytirni koncentrity: Objem, obsah trombocyth v TU a kontaminaci leukocyty

jsme hodnotili u vSech ziskanych jednotek. U TA300 Trima, TA300 MCS a kontrolniho
souboru trombocyti z plné krve (TB) jsme v den skladovani 0 a 5 stanovili hodnotu pH,
glukosy, laktatu, LDH, annexinu V a solubilniho P-selektinu. V pifipadé ammexinu Va
solubilniho P-selektinu jsme navic porovnavali jejich hiadinu v pfipravku vidi klidové
hodnoté u dérce krve.

3.4. Laboratorni analyza

Laboratorni analyza byla provedena validovanym zpisobem v certifikovanych
laboratofich. Krevni obraz darch a bunééné parametry jakosti ervtrocytii byly stanovovany
na OKH KN Liberec na pfistroji Coulter T 890 a Coulter STKS (Beckman Coulter, Florida,
USA). Pocet trombocyti v piipraveich byl stanoven na piistroji Coulter STKS. Piitomnost

leukocytii v deleukotizovanych pfipraveich byla stanovena na TO KN Liberec v Nageottovd
komtrce (lyzaéni roztok Turck firmy Merck). Bigchemicki vySetieni byla provedena na
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Oddé&leni klinické biochemie KN Liberec. Hodnota LDH byla vySetfena metodou LDH-L
optimized (kat.¢. 1876961, Roche Diagnostics, SRN), laktat reakci s LOX (kat.¢.1822837,
Roche Diagnostics, SRN), pH piimou potenciometrii na radiometru ABL 625 GL, stanoveni
glukézy bylo provedeno glukosooxidizovou teakei (GOP-POD, Lachema, Ceské
Republika).Celkova bilkovina byla vySetfena metodou biuretové reakce (kit Total Protein,
kat. ¢. 2000903, Roche Diagnostics, SRN), albumin reakci s BCG (kat. ¢. 1970909, Roche
Diagnostics), elektroforéza bilkovin metodou Sebia, elfo na agaroze. Imunoglobuliny byly
stanoveny imunoturbidimetricky kity Roche Diagnostics, Némecko (IgG-2, kat. &. 3507408,
IgM-2, kat.&. 3507149, IgA-2, kat. &. 3507297). Plasmaticka hiladina Zeleza byla vySetfena
kitem FerroZin (kat. €. 1876996, Roche Diagnostics), feritin soupravou Elecsys Feritin (kat.
&. 03737551, Roche Diagnostics, SRN), tramsferin imunoturbidimetricky (Transferin ver. 2,
kat.&. 3015084, Roche Diagnostics, SRN), solubilni transferinovy receptor latexem
usnadnénou turbidimetrii (sTfR, kat.&. 2148315, Roche Diagnostics, SRN), hladina kalia
nepifmon potenciometrii (ISE indirect Na,K, Cl, kat.£. 825441, Roche Diagnostics, SRN) a
hladina magnézia reakci s xylidilovou modif (Mg, kat.&. 1551353, Roche Diagnostics, SRN).
Imunologickd vvSetfeni byla provedena na Ustavu klinické imunologie a alergologie FN
v Hradei Kralové. K stanoveni hladiny annexinu V byl pouzit kit IMUCLONE Annexin
ELISA Kit, kat. & 650 {American Diagnostica Inc., Stamford, USA}. Solubilni P-selektin byl
stanoven pomoci kitu Human Soluble P-Selectin Imnunoassay, kat. €. BBE 6 (R& D Systems
Inc., Minneapolis, USA).

Odbéry vzorké pro laboratorni vySetfeni pfipravkid byly provadény validovanym
sterilnim zplisobem na TO KN Liberec.
Pro_vySetfeni koncentrtii trombocytii byly vzorky odebiriny vzorky v den 0 a den 5 resp. 6.
V den 0 bylo odebrano bezprosttednd po piipravé 10 mi piipravku, centrifugovano 5 min. pi
5000 ot. na laboratorni centrifuze Jonan C 3.12 (Jouan S.A., Francie). Supernatant byl
rozplnén do alikvotd po 0,75 ml. Vy3etfeni pH, laktitu, glikosy a LDH probéhlo tyz den do 4
hodin po odbéru vzorkil. Materidl pro vySetfeni annexinu V a solubilniho P- selektinu byl
zamraZen a skladovan pfi - 30° C. Pro vySetfeni markerti na konci exspirace bylo 10 ml
koncentratu sterilngd piemistdno do skladovaciho vatku (Grifols transfer vak 150 ml, kat. ¢.
720430, Laboratorios Grifols, S.A., Spanglsko), ktery byl skladovan pii teploté 20 + 2° C.
Nésledné zpracovani bylo identické jako u vzorkt v den 0, Pro vySetfeni hladiny annexinu
Va sP-selektinu u darcii krve bylo pfed aferézou i odbérem plné krve odebrdno 7 ml krve

27



do zkumavek s K;EDTA (kat.&. 367655, Becton-Dickinson Vacutainer Systems, Francie) a
ZPracovano vyse popsanym zpisobem.

Pro vy$etfeni koncentratii erytrocytli byly vzorky odebirany v den 0 a den 40, resp. 41. V den
0 bylo odebrano bezprostfedné po piipravé 23 ml pfipravku, centrifigovano 5 min. pfi 3400
ot. na laboratorni centrifuze Jouan C 3.12 (Jouan S.A., Francie). Supernatant byl rozpinén do
alikvot po 0,5 ml. VySetfeni pH, laktatu, glukosy a LDH probéhlo tyZ den do 4 hodin po
odbéru vzorkl. Materil pro vySetfeni annexinu V byl zamraZen a skladovan pfi - 30° C. Pro
vySetfeni markeri na konci exspirace bylo 23 ml koncentritu sterilné pfemisténo do
skladovaciho va€ku (JMS Transfer bag, 150 ml, kat.&. 814-0132, Japan Medical Supply, Pte
Lid, Singapore), ktery byl skladovan pii teploté 4 = 2° C. Nasledné zpracovani bylo identické
jako u vzorkil v den 0.

3.5. Koentrolni soubor

Kontrolni soubor darcti piné krve k porovrani stanovenych parametrii zdravotniho
stavu u aferetickych darcti tvofilo 26 muzii, odbéry byly provadény 4x roéné. Pro hodnoceni
parametré jakosti u transfuznich piipravkid byly odbéry plné krve provedeny 1 u 16 Zen (tab.
&.9). Odebirali jsme 450 = 10 ml plné krve do vakd Leukotrap WB s integrovanymi filtry
WBF3 PALL (Pall Medical, Velka Britanie) s antikoagulaénim roztokem CPD v poméru
1:7. Piné krev byla nislednd zpracovana na erytrocyty resuspendované deleukotizované
(ERD) &asnou deleukotizaci, centrifugaci na centrifuze JOUAN KR.22 (Jouan S.A., Francie)
(¢as 15 min pHi 5010 G, teplota 15° C, akcelerace 7, brzda 2) a naslednym oddélenim plasmy
resuspenzi 100 ml SAGM. Monitorovani odpovidajicich parametrii zdravotniho stavu darci
krve a parametril jakosti transfuznich pfipravkil bylo provadéno paraleiné se zkoumanym
souborem.

K porovnéani aferetickych parametrii u zkoumaného souboru jsme pouzli historicky
soubor 34 jednoduchych trombocytaferéz provedenych na separatoru Haemonetics MCS+
(tab. ¢. 10).
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Tab. &. 9 Charakteristika kontrolniho souboru

w

Muzi Zeny
Pocet 26 16
vek (roky) 40+ 10 47+ 11
Vyska {cm) 1817 168+7
Viha (kg) 85+12 72412
Hemoglobin (/L) 155+9 136+9
Trombocyty (x10°/1) 192 + 36 256 & 56

3.6. Statistické metody

Cilem statistického hodnoceni bylo hodnoceni urenych parametrii u zkoumanych
souborti dércii i transfuznich pfipravkii v &asové ose a hodnoceni parametri mezi
hodnocenym a kontrolnim souborem navzijem. Pro prezentaci dat byly pouZity zakladni
grafické nastroje (spojnicové a sloupcové grafy) a piehledové tabulky (priméru, median,
smérodatna odchylka, range). Vybsr statistickych metod byl konsultovan s katedrou biofyziky
LF UK v Hradci Kralové. K statistickému hodnocent byl pouZit statisticky software Excel 4.0.
K hodnoceni normality rozloZeni dat vsouborech jsme pouZili D’Agostiniliv test. Pro
normalné rozioZena data byl pouZit Studentliv t-test, F-test, parovy test a Pearsontv korela¢ni
koeficient. Pro soubory s nenormainé rozloZenymi daty byly pouZity Manniv — Whitneyliv
test, Wilcoxiiv parovy test a Spearmaniiv korelaéni koeficient. Statisticka vyznamnost byla

posouzena na hladiné p < 0,05.

4. Vysledky
4.1. Aferetické parametry

Sledované parametry (TBV, trvani odbéru, spotiebu  antikogulatniho roztoku,
zpracovany objem krve (TPV), mnoZstvi odebrané krevni slozky a vyt&Znost trombocytamich
koncentratdl) uvadi tab &. 10.

Dvajité erytrocytaferézy tevaly 36 - 47 (med. 40) min., tedy srovnatelné s béZnou
plasmaferézou, kters trva primémé 40 min. Odebirany objem u dvojitych erytrocytaferéz
(374 - 397 (med. 384) ml, 5,7 - 8,2 (med. 7,0) % TBV) byl v souladu s publikovanymi tdaji
(50,107), v porovnéni s objemem odebirané jednotky plné krve je odebiran objem mensi
o 66 ml (p <0,001).
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Na separiatoru MCS u edbéria TA + PA odebrany objem ¢inil 391 - 546 (med. 475)
ml, 6,1 - 12,5 (med. 8,9) % TBV, u odbérii TA 300 + PA 440 - 643 (med. 512) mi, 7,7 -
12,0 (med. 9,3) % TBV. Zpracovany podil TBV zavisel na pouZitém protokolu, nejvétsi
hodnotu jsme zaznamenali u dvojitych trombocytaferéz {32-66, med. 50%), soucasné zde byl
odebiran nejmensi objem TBV (6,1 - 9,4, med. 7,5 %). Na separdtoru Trima pfi odbérech
TA300 + PA odebrany objem &inil 440 — 511 (med. 511) ml, 7,4 - 11,4 (med. 9,0) % TBV a
zpracovany podil TBV ¢&inil 31-55 (med. 42) % TBYV. Pii odbéru TA300 + RBCodebrany
objem ¢inil 471 — 501 (med. 485) ml, 6,8 — 11,3 (med. 8,9) % TBV, zpracovany podil TBV
&inil 38 — 67 (med. 50) % TBV. Limit 13 % odebraného TBV nebyl piekroten u zadného

odbér.

Tab. £ 10 Parametry aferetickych protokelu

TBY dirce TPV TPV/TBV  PLT' Cas®  Antikosgulans® Odebrany® 4y <o PLT
Typ odbéru {ml) (mi) % (x10°)  (min) {mh) objem (ml) TRV (x10%)
2 RBC
(=64} 55554304 112149 20+ 1 - 403 T4+3 385+ 8 7+£0,5
21TA
n=48) 51804587 25814205  S0&£7 341435 708 213419 386413 7.5%08  241x33
TA+PA
(n=81) 5443+ 565 1945304  36=7  267£45 SOx:8 170+20 47829 8711 277 M
TA3GHPA

MCS (a=37) 5537+ 516 2416281 391 293+33 628 20019 512 4 30 9310 366+ 44

TAZMHHPA
Trima (n=36)} 5517540 2347286 436 263240 542 286432 503+12 9,2+ 1,0 358137

TA300+RBC

{(n=40} 5437 £ 661 26334234 497 276+41 5125 332£32 485 +8  90=x1,1 330 +31
TA®
(o=34) 5136627 2101 +233 247 244+£33  58+8 193423 WM3£22 48x07 256439

Legenda: ' podet trombocyth dérce pfed odbérem, Zrvand aferézy, *celkové spotfeba antikoagulaéniho
roztoku, “odebrany objem vetnd antikoagulans, ° obsah trombocyti v 1 TU, *kontrelni soubor. RBC:
erytrocyty, PA: plasma, TA: trombocyty z aferézy (>200 x 10° PLT), TA300: trombocyty z aferézy
(> 300 x 10° PL.T), hodnoty udiny v AV SD (prémér a smérodatnd odchylka).

Casovy limit 75 minut nebyl dodrZen 13 x (76 — 81 min.) na separatoru MCS, ztoho 12xu
odbérii dvou TU TA, 1 x u odbéru TA + PA. Na separitoru Trima casovy limit piekrofen
nebyl. Ve srovnéni s jednoduchymi trombocytaferézami (tab. ¢. 10) soutasny odbér plasmy
u odbéru TA + PA statisticky vyznamné zkritil trvani aferézy primémé o 8 min.
{p < 0,001), sniZil spotfcbu antikoagulans o 23 mi (p < 0,001) a snizil TPV o 156 ml
{(p < 0,001). Odbér druhé jednotky trombocytin znamenal prodlouzeni aferézy o 12 min.
(p <0,001), zvysil TPV 0 480 ml (p <0,001) a spoticbu antikoagulans 020 ml (p <0,001).
U viech odbériibyla docilena predikovana vytémost > 200 x 10° PLT. U odbéra TA300 +
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PA na separatoru Trima jsme zaznamenali statisticky vyznamné krat$i Cas aferézy (54 + 2
min., p < 0,001) a niZ predodbérovy podet trombocytl (263 £ 40 x 10%/L, p < 0,001) u dérce
krve v porovnani s odbérem na separatoru MCS. Docileny obsah trombocytii v koncentratech
byl u obou piistrojii srovnatelny {Trima: 351 £ 37, MCS: 366 * 44, p = 0,08). Trvani aferéz u
oboun pfistrojli silné zaviselo na pfedodbérovém poétu trombocyti déarce (Trima: r = -0,9,
MCS: r= - 0,8) (graf & 1), zdvislost na TBV nebyla zjiSténa (Trima: r = 0,2, MCS: r = 0,1)
(grafé. 2).

U kombinovaného odbéru TA300 + RBC na separdtoru Trima byla primérna spotieba
antikoagulans vyznamné vy$§i neZ u ostatnich kombinaci odbéra (o 146-172 ml, p <0,001).
Trvani aferézy silné zaviselo, obdobné jako u odbéri TA300 + PA, na pfedodbérovém pottu
trombocyth darce (r= - 0,74), nikoli na TBV (r = 0,26), pfedodbérové hodnoté Hb {t = 0,24)
a Ht darce (r =0,22).

graf €. 1 Zavislost trvani aferézy na poctu trombocytit dirce

TA300 MCS TA300 Trima

30 4 50

70 4

60

Cas (min)
Cas (min)

50

40

200 230 300 130 406G 280 250 300 3%0 400
- 102
Trombocyly 16°1L) Trombecyiy (16°/L)

Legenda: TA300 Trima: trombocyty ze separdtoru Trima (> 300x10° PLT), TA300 MCS: trombocyty
ze separatoru MCS (> 300 x10° PLT).
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graf é. 2 Zavislost trvani aferézy na TBV darce
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Legenda: TA300 Trima: trombocyty ze separatora Trima (> 300x10° PLT), TA300 MCS: trombocyty
ze separdtoru MCS (> 300 x10°PLT).

4.2, Vliv aferéz na dirce krve
4.2.1. Bezprostiedni viiv MKO na zdravotai stav darce krve
Pii hodnoceni pfimého vlivu procedury jsme nezaznamenali Zadné zavainé klinické
vedlej§i idinky. Na separdtoru MCS jsme u dvojitych erytrocytaferéz jedenkrit zaznamenali
rupturu Zily u darce krve, u odbérii trombocytli s plasmou jsme 1x zaznamenali lehkou
nevolnost a 5 x komplikace technického charakteru {(1x ruptura ly, 1x pfimés erytrocyti
v plasms, 1x porucha spojky mezi jehlou a setem, 1x detekovén vzduch v setu, 1x vypadek
proudu). Na separatoru Trima jsme u odb&ril trombocytii s plasmou zaznamenali 2 x lehky
citrétovy efekt, ktery se upravil zpomalenim névratové rychlosti, u odb&rl erytrocyti
s trombocyty se komplikace nevyskytly. Poodbérové hodnoty Hb, Ht a PLT (tab. & 11) u
niZe uvedenych kombinaci odbérii ve viech piipadech vyhovovaly doporuéenym limitiim (pro
odbéry 2 TU RBC: Hb > 110 g/L, Ht > 0,30, pro odbéry TA300: PLT > 100 x 10°L) a
odpovidaly hodnotém predikovanym software separatord. U odbéri 2 TU RBC Hb poklesl
priméms o 18 £ 5 g/L a Ht 0 0,06 + 0,02 (oboji p < 0,001), ke zméné poétu trombocyti
nedoglo (p = 0,85). Pokles PLT po odbéru TA300 -+ PA na separdtoru MCS <&inil 49 £22 x
10°/L (p < 0,001), nejnizsi hodnota po odbéru &inila 206 x 10°/L. Na separétoru Trima &inil
pokles PLT po odbéru TA300 + PA 50 % 18 x 10°/L (p < 0,001), nejni&i hodnota po odbéru
byla 175 x 10%L. U odbérii TA300 + RBC potet PLT kiesl o 43 + 14 x 10%L (p = 0,02),
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zmény Hb a Ht nebyly statisticky vyznamné (Hb: 2 = 3 g/L, p = 0,43, Ht: 0,00 £ 0,01,
p = 0,45).

Tab. ¢&. 11 Zmény parametra krevniho obrazue po MKO

Separitor MCS Separdtor Trima
2 TURBC TA 300 +PA TA 300 + PA TA 300 + RBC
=33 =22 =29 n=i7
Pfed Po Pied Po Pied Po Pied Po

Hemoglobin (g/)
range 139- 164 124 - 148 125-162 134-178  129-165 139177 136~ 163 131 - 162
AV/SD 153+ 6 135+ 6 145+ 8 157 4+ 10 147 +£ 10 155+ 10 156+ 8 14849
medidn 151 135 147 158 146 156 151 150

Hematokrit
range 038-0,46 034-049 036041 037-0651 035-048 0,39-052 0406-047 039-047
AV/SD 0435002 038+0,03 041+£002 045+£0,03 0424003 044+0,03 044+£002 043002
medidn 0,43 0,38 042 0,45 0,41 0,44 0,44 0,44

Trombocyty (x10°L)
range 165-323 155 -327 253 -376 206-324 217 -410 175-354 223 .377 182 - 358
AVISD 239+ 42 238 £47 310+ 137 261 £32 289 + 47 239+ 42 262 4+ 50 250+ 52
median 234 235 313 260 284 225 273 247

Legenda: RBC: erytrocyty z aferézy, PA: plasma, TA 300: trombocyty z aferézy (> 300 x 10° PLT).

Po odbérech nedoSlo k poklesu hladiny Ca a Mg pod fyziologické meze, stanoveni

ionizovaného Ca se nepodafilo z technickych divodit zajistit.

Markery poskozeni krevnich bundk pavracenych dérci: U tfi hodnocenych protokold
jsme nezaznamenali statisticky vyznamnou zménu hodnot hsCRP a annexinu V po aferéze.
Po odbém 2 TU RBC byla hladina annexinu V po odbéru dokonce niZ3i. Solubilni P-selektin
byl stanoven pouze u odbdrl TA300 + PA (ckonomické diivody). Ani zde jsme nezjistili
statisticky vyznamné zvySeni hodnot po aferéze (tab. & 12), To svédii pro to, Ze krevni
buiiky nebyly aferetickymi procedurami poskozeny a aktivita bunék navracenych darci krve
jimi nebyla ovlivnéna.

Aviak pfi porovnani stfednich hodnot annexinu V a sP- selektinu pfed odbérem u
sledovaného souboru aferetickych darci a kontrolniho souboru déred z piné krve jsme zjistili,
¥e klidové hodnoty annexinu V u déarch plné krve jsou niZsi nezli u darct z aferéz, hodnoty
sP-selektinu jsou identické (tab. & 13). Annexin V byl hodnocen u 36 darcii plné krve a 44
darctt MKO, sP-selektin byl hodnocen u 21 darcii plné krve a 31 dareit MKO. Tyto vysledky
nebyly zatim publikovany a budou pfedmétem dalSiho zkoumani.
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Tab. €. 12  Zmény annexinu a sP-selektinu po aferéze u sledovaného souberu

Annexin V (ug/L) sP-selektin (ug/L)
Pred Po p Pred Po P

2TU RBC AV/SD 107488 102+85 <001
n=21 range 1,0-283 0,8-27.5 nevySetifeno

mediin 8,0 8,1
TA300+PA MCS AV/SD 98+6,9 9,1+528 0,22 843 +604 808+t478 0,47
n=22 range 1,6-233 21-195 16,2 -268,1 18,5-1895

median 89 7.4 843 20,8
TA 300 +PA Trima AV/SD 99+59 9,3+6,0 0,24 70,2+352 68,9+337 0,65
n=26 range 2,0-25,1 1,1-19,9 3L,1-1469 253-159,6

median 8,5 8,1 70,2 68,9

Legenda: RBC: erytrocyty z aferézy, PA: plasma, TA300: trombocyty z aferézy (> 300 x 10° PLT).

Tab.¢. 13 Porovninf annexinu V a sP-selektinu pi¥ed odbérem u dircai MKO
a kontrolnihe souboru

Annexin V (ug/L) sP-selektin (ug/L)
PK MKO PK MKO
n=42 n =69 n=21 n =48
AV/SD 6,0+5,1 10,1 7,1 p=0006 796+54,1 769+484 p=0,82
range 1.4 -19,1 1,0-283 10,5-205,0 56,3 -268,1
medidn 3,5 8,5 62,4 56,3

Legenda: PK: dérci plné krve, MKO: darci multikompornentnich aferéz, n = pofet méieni.

4.2.2. Dlouhodoby vliv MKO na darce krve

Vyvej hemoglobinu a parametrii metabelismmu Fe po dvojité erytrocytaferéze

Vyvoj uvedenych parametri b&hem 180 dnf po dwojité erytrocytaferéze (soubor A)
uvadi tab. & 14 a graf. & 3. Za 30 dnd po odbéru jsme zaznamenali statisticky vyznammeé
zmény viech sledovanych parametrdi, tzn. sniZeni hodnot Hb, Ht, Fe, saturace transfermu,
feritinu a vzestup hodnot transferimu, solubilniho transferinového receptoru (sTfR) a indexu
qTfRi (qTiRi = sTiR/In feritin).

U vétSiny darci tohoto typu odbéru doslo ke sponténni tipravé Hb, Ht a n&kterych
parametrl metabolismu Zeleza na pfedodbirové hodnoty. U hodnot Hb, Ht, plasmatického
Zeleza a saturace transferinu tomu tak bylo jiZ za 90 dnd po odbéru u 25 dareu ze 30, u 2
dérci za 180 dnit a u 3 dérci za 270 dnb. Uprava hladiny feritinu na hodnoty pfed odbdrem
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trvala 180 dnii u 22 dérci, u 3 darcii 270 dnii a u 2 dérci 360 dnii po odbéru. U 3 darcii jsme
pro pokles hodnoty feritinu pod 12 pg/L indikovali preparat Zeleza (Sorbifer durules), u
jednoho znich bylo zjiiténo okultni krvaceni ve stolici, u dvou nespravna Zivotosprava.

K upravé hodnot transferinu, sTfR a qTfRi za 180 dnii nedoslo, vyvoj hodnot mél viak
tendenci k Gpravé.

Darci, v kterych doslo k dopinéni zasob Zeleza za 180 dnfi, méli priimémou vstupni
hodnotu feritinu vys§i (50,8 £ 21,3 ug/L) (p = 0,004) nezli darci, u kterych k doplnéni zisob
na hodnotu pied odbérem nedoslo (34,2 =+ 8,3 ug/L) (graf ¢. 3). U 22 dérct byla provedena 2.
erytrocytaferéza (med. 210 dnii po 1. odbdru), zde k Gpravé Hb, Ht, Fe, transferinu, jeho
saturace a feritinu doslo u 19 darcti za 180 dnii, u 3 dérci Wiprava transferinu, jeho saturace a
feritinu trvala 270 dni. 3. erytrocytaferézu bylo moZno provést u 21 darcii (med. 420 dni po
1. odbéru). Po 3. erytrocytaferéze bylo hodnoceno 19 dérci. U 16 dércu trvala lprava
transferinu, jeho saturace a feritina 180 dnd, opdt 3 darci potfebovali k spontanni obnové
zasob Zekeza interval 270 dni. Pii hodnoceni vyvoje hodnot sTfR a indexu qTfRi jsme
zjistili statisticky vyznamné rozdily oproti dau 01 po 1., 2. i 3. erytrocytaferéze (p < 0,001).

Graf & 3 Vyvoj parametrii metabolismu Fe po dvojité erytrocytaferéze
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Legenda: hodnota feritinu: 1: 50,8 + 21,3 pg/L (darci, ktefi za 180 dnit nedoplnili zasoby Zeleza na
hodnoty pfed odbdrem), 2: 34,2 + 8,3 ug/L (dérci, ktefi za 180 dnd doplnili zasoby Zcleza na
hodnoty pfed odbérem).
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Tab. & 14 Vyvoej hemoglobinu a parametra Fe po dvojité erytrocytaferéze (soubor A)

Den

Podet dirci

Hb gL AV/SD
range
medidin

Hi AV/SD
range
median

Fe umol/L.  AV/SD
range
medign

Transferin g/l AV/SD
range
median

Saturace % AV/SD
range
medidn

Feritin ug/l. AV/SD
range
mediin

sTIR mg/l. AV/SD
range
mediin

qTRi AV/SD
range
median

Legenda: saturace: saturace transferinu, sTfR: solubilni transferinovy receptor, qTfRi: index sTfR
(= sTIR/In feritin), p: statisticka vyznamnost ke dni 0.

]
30

1527
141-164
151

0,43 £0,02
0,39 -0.46
0,43

22,0+7,1
89-36,1
2,7

2,74+0,32
2,09-3,49
2,73

33+x1
14 - 67
30

47,3+204
22,3-123,1
41,3

2,9240,73
1,62 - 4,46
2,79

0,78 £ 0,20
0.46-1,17
0,19

30

147 &

30

7

136-161

147

0,41 +0,02

0,38-0
0,41

18,6+1

,46

0,1

5,5-533

17,6

3,01+0,32

2,37-3
3,05

25+1

62

5

G- 64

23
221+1

0,5

7.5-46,3

20,2

4,88 +£1,03
3,11-771

4,80

1,73 £0,57

089-3
0,57

13

36

P

< 0,001

<0,001

0,04

< 0,001

0,603

< 0,001

< 0,001

< {,001

90
28

15127
136-164
153

0,43 30,02
0,38 - 0,47
043

213 7,8
6,7-35,2
21

2,93 +0,33
225-3,72
2,84

31+£13
14 - 65
28

278 2112
7.3-78,0
24,3

3,71 + 098
1,05 - 7,36
366

1,27 0,56
0,69 - 3,70
0,59

p

0,28

0,7

0.9

<0,081

0,7

< 0,001

< 0,001

< 0,001

180

30

1497
136-161
156

0,43 + 0,02
0,38 - 0,48
0,42

204735
83-43.8
194

2,88 £0,36
227-3,84
2,8

20+11
11-58
27

41,4 £24,6
6,0-134,1
35,6

3,37 £0,94
2,17-6,75
332

1,02 £0,58
0,54 -3,77
0,58

P

0,02

0,%9

0,31

<{,001

0,11

0,14

< 0,001

< 0,001



Tab. & 15

Den

Podet daren

Hb ol AV/SD
range
mediin

Ht AV/SD
range
mediin

Fe umol/L. AV/SD
range
median

Transferin gL AV/SD
range
median

Saturace % AV/SD
range

median

Feritin ug/l. AV/SD
range

median

STIR mg/L AV/SD
range

median
qTfRi AV/SD
range
median

0
19

1527
141 - 166
151

0,43 % 0,02
0,39 - 0,49
0,43

21,974
8,9-350
19,5

2,64 £ 0,32
1,11-3,18
2,67

33x11
14 - 67
30

51,8+ 15,0
31.2-123,3
44,6

2,92+ 0,73
1,96 - 4,46
2,84

0,78 £ 0,20
0,45-1,17
8,71

180 po 2. odbéru

19

1567
141 - 170
156

0,46 £ 0,02
0,42 -049
0,46

241+ 96
10,9 - 43,7
21,0

2,70:£0,34
2,01-3,42
2,67

3516
15-67
26

45,18 +18,5
21,3-101,2
44,7

3,611£0,68
2,46 -4,83
345

0,97+0,20
0,65 - 1,29
0,99

p
0,03

< 0,001

0,99

0,89

0,73

0,19

< 0,001

< 6,001

V¥voj parametrii metabolismu Zeleza po 2. a 3. dvojité erytrocytaferéze

180 po 3. odbéru

19

158+ 8
142 - 168
160

0,47 +0,02
0,43 - 0,50
0,48

21,085
6,2 - 40,7
21,7

2,85+0,38
2,14-3,86
2,72

30+ 14
8- 61
28

53,5+18,8
34,5 - 87,4
46,6

3,53+ 0,80
2,20-5,12
3,47

0,50 +0,22
0,58-1,44
0,92

p
0,002

< 0,001

0,63

0,05

0,28

0,69

0,001

0,001

Legenda: saturace: saturace transferinu, sTfR: solubilnf transferinovy receptor, gTiRi: index sTIR
(= TfR/In feritin), p: statistickd vyznamnost ke dni 0.
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Tab. & 16 V¥voj hemoglobinu a parametrdi Fe u ddrci trombocytii a plasmy (soubor B)

Den 0 180 360

Pocet darca 20 19 p 20 P

Hb AV/SD 146+ 12 146 =10 0,88 150+ 8§ 0,04
range 125 - 165 128 - 162 135 -163
medidn 144 146 150

Ht AV/SD 042003 042004 0,32 0,44+0,02 <0,001
range 0,36 -048 0,36 -0,49 0,40 - 0,48
median 0,42 0,42 0,45

Fe umol/L.  AV/SD 20,3+8,0 222468 0,16 224 +79 0,31
range 7,1-35,6 13,2-330 12,9 - 38,8
median 20,6 20,4 20,2

Transferin g/l AV/SD 2,73+0,34 264+032 0,05 2,76 = 0,36 0,66
range 225-356 2,07-329 2,16-341
median 2,64 2,69 2,68

Saturace AV/SD 30+ 13 33+£9 0,07 33-x11 0,42
range 11-57 22 -46 19-58
median 31 31 31

Feritin AV/SD 498+244 5984339 0,03 58,5:+34,3 0,21
range 7.8-117,7 23,9-1452 16,3 - 143,8
median 48,6 55,6 51,1

sTIR mg/L. AV/SD 2,86 0,88 3,11 £0,65 0,43 2,94 £ 0,68 0,76
range 1,69 - 4,95 2,29 -4,71 1,04 - 4,16
median 2,78 2,99 2,90

gqTfRi AV/SD 081044 0,80x0,16 0,76 0,77+0,23 0,66
range 0,44 - 2,41 0,57-1,16 0,26 - 1,18
median 0,70 0,75 0,72

Legenda: saturace: saturace transferinu, sTfR: solubilni transferinovy receptor, gTfRi: index sTiR
( = sTfR/In feritin), p: statistickd vyznamnost ke dni 0.

Pii hodnoceni souboru B (tj. ddrcti trombocytit a plasmy) vden 180 a 360 nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily vhodnotich Hb, Ht, Fe, transferinu, saturace
transferinu, feritiny, sTAR ani qTfRi v porovnani se dnem 0. Hodnota Ht v den 360 byla

dokonce vy3si neZ vden 0 (tab. &. 16).

38



Vysledky sledovéni Hb, Ht a parametri metabolismu Fe u kontrolniho souboru dareit

plné krve uvadi tab. & 17. U hodnot Hb, Hit, hladiny Zeleza a saturace transferinu
nedochazelo ke statisticky vyznamnému sniZeni. Vden 360 byly hodnoty Hb a Hi

v porovnani s hodnotami v den 0 dokonce vy$&i. ZvySeni hladiny transferinu bylo v den 180

na hlading statistické vyznammnosti a v den 360 po ¢tyfech odbérech piné krve bylo statisticky

vyznamné. Hladina feritinu vden 90 a 180 statisticky vyznamné sniZena v porovnani

s hodnotou v den 0, v den 360 nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty sTIR

a qTiRi byly statisticky vyznamné zvySeny po celou dobu sledovani. Pripravek Zeleza jsme

museli podat u t¥i ddrci, z toho u dvou darct jsme zjistili pozitivai okultni krviceni.

Tab. & 17 Vyvoj hemoglobinu a parametr Fe u kontrolniho souboru darcii plné krve

Den

Po&et darcii

Hb gL AV/SD
range
medidn

Ht AV/SD
range
median

Fe umol/L AV/SD
range
median

Transferin  g/l.  AV/SD
range
medidn

Saturace % AV/SD
range
medidn

Feritin ug/L AV/SD
range
median

sTIR mg/l. AV/SD
range
median

qTiRi AV/SD
range
medidn

0

23
1519
137 - 167

150

0,42 + 0,02
0,39 - 0,46
0,42

20,3:48,1
9,8-459
18,7

2,64+ 0,35
2,02 -3,53
2,62

33x16
16 - 90
30
572+31,3
10,1 - 141,0
45,1
2,71+ 0,61
1,54 - 4,53
2,72
0,74+024
041-1,35
0,72

90
23
153+8
142 - 167
151

0,43 + 0,03
0,38 - 0,47
0,43

18,8+ 5,5
9,9 - 30,1
16,3

2,67+0,29
228 -3,34
27

28+ 10
13-46
27
43,0 £ 27,5
11,1-110,0
32,1
3,33 0,96
0,93 - 6,00
3,25
1,03 +0,38
0,54 -2,28
0,94

0,04

0,40

0,40

0,31

0,39

0,001

<0,001

< 0,001

180

22
1476
135-160
148

0,43+ 0,03
0,39 - 0,51
0,43

22,7117
7,2 - 60,4
1954

2,73+0,28
2,30 -3,23
2,71

32+17
12- 83
30
378+244
99-111,0
328
3,25+0,85
0,60 - 4,39
3,29
1,01 £ 0,31
0,55 - 1,81
0,93

p
0,07

0,18

0,45

0,046

0,90

0,001

2

< 0,001

< 0,001

360
23
155+ 9
140 - 174
154

0,46 = 0,03
0,42 - 0,51
0,46

21,7£7,8
7,9-35,1
20,3

2,91 + 0,41
2,39 -3,87
2,82

30+ 10
12-50
30
45,3 £27,0
11,6 - 1248
39,6
3,43 + 0,80
1,97-5,01
3,19
0,98 + 0,34
0,51 - 1,99
0,93

j
0,004

< 0,001

0,90

0,003

0,40

£l

0,09

<0,001

0,003

Legenda: saturace: saturace transferinu, sTfR: solubilni transferinovy receptor, qTfRi: index sTfR
( = STIR/In feritin), p: statistickd vyznammnost ke dni 0.
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Plasmatické bilkoviny a imunoglobuliny

PHi sledovini hladin celkové bilkoviny, albuminu a_imunoglobulinii jsme nezjistili

v dvouletém sledovani jejich statisticky vyznamny pokles, Hodnoceni uvedenych parametrii u
soubori A a2 B po 360 dnech uvadi tab. & 18 (hodnoty po 180 dnech byly obdobné, proto
nejsou v tabulce uvedeny). Zhodnoceni po 720 dnech pfineslo obdobné vysledky (graf &. 4).
U souboru A nedoslo k poklesu hladin CB (p = (,20), albuminu (p = 0,10), IgG (p =0,41) a
IgM (p = 0,89). Rozdil u hladiny IgA {p < 0,01) byl zpifisoben vzestupem jeho hladiny u 2
darcli. U souboru B nedoslo za 720 dnid k Zadnym stafisticky vyzamnym zméndam (CB:
p = 1,0, albumin: p = 0,82, IgG: p= 0,33, IgA: p = 0,85, IgM: p=0,97).

Tab. ¢ 18

Den

Podet dirci

Celkova bilkovina AV/SD
range
median

Albumin AV/SD
range
mediin

Imynoglobulin G~ AV/8D
range
medidn

Imunoglobulin A AV/SD
range
median

Imunoglobulin M AV/SD
range
mediin

Legenda: Viechny vysledky uvedeny v g/L.

0
19
73,9 £ 4,3
66,7 - 82,8
73,4
451+ 1,8
42,3 - 48,4
44,9
10,7+ 2,3
7,29-15,5
10,3
2,61+ 0,93
1,42 -5,19
2,45
0,97 + 0,51
0,46 - 2,45
0,91

Soubor A

360
19
73,7+ 4,0
66,0 - 81,3
73,6
459+ 2,1
40,5 - 49,1
46,4
11,3+ 2,0
81-156
11,7
251+ 0,8
1,57 - 4,40
2,35
0,89+ 0,63
0,33-3,11
0,8

p
0,20

0,10

0,09

0,92

0,71

0
19
73,8+ 29
69,0 - 79,7
73,8
44,3+ 2.4
38,3-48,5
44,4
11,6+ 2,1
9,3-18,0
11,4
222+ 0,74
0,84 - 4,39
2,08
0,95+ 0,42
0,46 - 1,98
0,82

Celkova bilkevina, albumin a imunoglobuliny u sledovaného souboru

Souber B

360
19
73,5+ 3,1
70,2 - 82,5
72,7
454+ 2,6
39,6 - 48,1
45,9
1,6+ 1,9
9,9 - 18,2
11,4
2,24 4 0,74
0,93 - 4,31
2,16
0,99 £ 0,49
0,58 - 2,48
0,87

0,86

0,04

0,53

0,81

0,39
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Legenda: Skupina A: odbéry 2 TU koncentrati erytrocytil, trombocytarnich koncentrati. Skupina B:
odbéry trombocytarnich koncentratd.

4. 3. Jakost transfuznich pFipravki

Standardni parametry jakosti (docileni predikované jakosti) a markery bunééného
poskozeni byly vydetfeny u vech sledovanych typii pfipravkil.

4.3.1. Parameiry jakosti koncentrati eryirocytii

Zakladni parametry jakosti erytrocytarnich koncentritit (objem, Hb, Ht a obsah
leukocytii v TU) a jejich vyvoj b&hem skladovani uvadi tab. & 19. EAD MCS, EAD Trima i
EAR MCS vykazaly v souladu s jinymi autory (4,74,75) vysoky standard objemu a obsahu
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Hb vTU v porovnéni s ERD zplné krve. U viech jednotek bylo docileno predikovaného
obsahu Hb (> 40 g/TU). Bé&hem skladovani nedo$lo ke sniZeni obsahu Hb & hodnot Ht v
piipravku. Obsah leunkocytd u EAD MCS i EAD Trima vyhovoval doporudenému limitu
(<1 x 10%TU) u viech jednotek. U EAR MCS 6 TU stanoveny limit (<1,2 x 10°/TU)
nesplnilo, 12 TU obsahovalo hraniéni ptimas leukocyti (> 1 x 10°%/TU).

Tab. €. 19 Zakladni parametry jakosti erytrocytirnich koncentrati

Objem Hemoglobin Hematokrit Leukocyty
ml/TU g/TU U x10F/TU
den 0 den 49 P den § den 40 p
EADMCS AV/SD 2683 53+2 542 <0,001 057+001 0,59+0,02 <0,001 0,05+ 0,08
n=40 range 260-274 50-56 51 -57 0,55-0,60 0,55-0,04 0,00-0,32
medidn 269 53 54 0,57 0,59 0,01
EAD Trima AV/SD 276 £8 50 +£2 51 42 <0001 054001 0,56 £0,02 <0,001 0,00+0,00
n=19 tange 261-294 46-54 47 - 54 0,52-0,57 0,52-0,59 0,06 - 0,00
mediin 276 56 51 0,56 0,56 0,00
EARMCS AV/SD 2903 59+2 591 0,01 060+£002 0,63+£0,02 <0001 086+0,29*
n=40 range 281-299 56-62 57-62 0,57-0,64 0,58 0,67 0,38 -1,45
mediin 290 59 59 0,60 0.63 0,84
ERD AV/ISD 295+25 565 545 0,02 055+0,03 0,534:0,04 0,05 0,02+ 6,04
n=20 range 252-327 4766 46 -63 8,52 0,60 0,45-0,59 0,00-0,12
medidn 30 56 54 0,54 0,53 0,00

Legenda: EADMCS: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru MCS, EAD Trima: erytrocyty
delenkotizované ze separdtoru Trima, EARMCS: erytrocyty resuspendované ze separdtoru MCS,
ERD: erytrocyty deleukotizované z plné krve, * x10°/TU, n: poSet transfuznich jednotek.

U koncentratli erytrocytl z aferézy (EAD MCS, EAD Trima, EAR) jsme nezjistili
korelaci obsahu Hb a Ht v produktu s pfedodbérovymi hodnotami Hb a Ht dérce krve
(vysledek standardizovaného pfistrojového odbéru), tak jako u piipravki z plné krve.
Porovnani mezi EAD MCS a ERD uvadi graf & 5. Korelalni koeficienty (r) u EAD Trima
byly obdobné (pro Hb: - 0,01, pro Ht: 0,21).

U viech typl erytrocytirnich koncentrath z aferézy i kontrolniho souboru koncentratl
z plné krve doslo ke statisticky vyznamnému vzestupu markeri membrinového poXkozeni
buiiky - vysledky stanoveni hodnot volného Hb, pH, kalia, hladiny laktitu, LDH, glukosy a

annexinu V v den skladovani 0 a 40 uvadi tab. & 20.
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Graf. £. 5 Zavislost Hb a Ht v pfipravka na piedodb&rovych hodnotiach darce krve
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Tab.& 20 Vyvoj parametri membranového pofkozeni erytrocytu
EAD MCS EAD TRIMA EAR MCS ERD
=20 n=19% n=20 n=20
Den 0 40 0 40 0 40 0 40
Velny Hb AV/SD | 36+5 212497 | 2618  120£33 | 4710 216465 | 846 124167
mg'TU range 20-47  80-556 | 11-86  82-220 | 27-61 129354 | 3-28
medidn 35 198 21 120 50 196 6 103
pH AV/SD |7,490,14 6,73+0,08]7,32£0,06 6,64:0,05|7,540,07 6,75%0,06 | 7,48=0,10 6,73 =0,10
range | 7,16-7.65 659-693 | 723-742 6,53.6,73 | 745-7,73 6,65-6,87 | 737778 6,62-694
medidn 7,54 6,72 7,33 6,56 7,53 6,74 7,46 6,76
K+ AV/SD | 18%07 444+166] 1,704 40,779 | 1203 552x91 | 09x02 450=103
mmoll  range 1,031  180-71,8 ] 122,63 21,5-501] 0925 355-690 | 06-1,6 250-59,6
medin 1,9 494 1,6 41,2 1,2 56,8 0,9 47,5
Ampexin V. AV/SD | 2,1%13 45227 | 3418 55%32 | 57x42 31238 | 0305 1,510
ng/mL range 0,7-47 19-113 | 0982  2,1-143 | 1,§-208 261-424 | 0,1-21  0,6-47
medidn 1,4 3.5 29 4,6 4,8 30,4 0,2 1,1
Glukosa  AV/SD | 27,0£20 96208 [ 25113 12312 | 268221 90£1,0 | 29924 142x31
mmol.  range | 22,6-29,7 7,9-11,1 |23,7-288 10,5-15,5 |23,7-329 68-104 | 28,1-391 11,1-20,5
medidn 27,5 95 24,8 12,1 26,5 9,0 294 14,3
LDH AV/SD |1,82+£046 6,52+1,79]1,84:0,81 3,6040,87 [244+0,58 18814,39 | 0,700,221 3,50£1,73
ukat/L range | 0,26-2,86 3,97-9,64]1,18-4,52 1,59-510 | 1,77-4,24 11,7-26,5 | 036-123 1,73 -4,98
medidn 1,8 6,21 1,6 3,79 2,32 17,6 0,69 3,10
Laktit AVISD 2,77 044224113, 741,59 £0,23 30,98 +£4,7312,140,25 27,18+ 13,13 2,02 0,46 31,80 6,65
mmoll.  range | 2,11-3,55 8474545} 1,27-1,95 2530-43,15| 1,78-2,86 7,58-47,25| 1,36-2,75 24,57 -43,40
medin 27 13,89 1,57 30,45 2,06 34,87 2,08 33,17

Legenda: EAD MCS: erytrocyty delenkotizované ze separitoru MCS, EAD Trima: erytrocyty
deleukotizované ze separatoru Trima, EAR MCS: erytrocyty resuspendované ze separdtoru MCS,
ERD: erytrocyty deleukotizované z piné krve. Pro viechny rozdily mezi dnem 0 a 40; p <0,001.
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Ptedepsany stupeit hemolyzy (< 0,8% erytrocytové masy na konci skladovani) byl
splnén u viech odebranych produktii. Vzestup obsahu volného Hb byl vyznamngjii u obou
typil erytrocyti ze separatoru MCS ve srovnani s ERD z plné krve (EAD MCS: p = 0,03,
EAR MCS: p = 0,009) i s EAD Trima (p < 0,001). Rozdil mezi EAD Trima a ERD nebyl
statisticky vyznamny (p = 0,18) (graf & 6a). Nejvyznamn&jdi vzestup hladiny kalia jsme
zaznamenali u EAR MCS (proti EAD MCS: p = 0,007, proti EAD Trima a ERD: < 0,001),
mezi ostatnimi pfipravky nebyly statisticky vyznamné rozdily (EAD Trima proti EAD MCS:
p = 0,19, EAD Trima proti ERD: p=0,10, EAD MCS proti ERD: p = 0,98) (graf & 6b).
Korelaci hodnot kalia se stupndm hemolyzy jsme nepotvrdili (- EAD MCS: - 0,1, ERD: 0,1,
EAR MCS: 0,3, EAD Trima: - 0,2). Vyznamny pokles pH jsme zaznamenali u EAD Trima
proti EAR (p < 0,001) a proti EAD MCS (p = 0,03). U Zidného typu erytrocytarniho
plipravku pH nekleslo pod hodnotu 6,5. Vzestup hodnot LDH béhem skladovani byl
nejvysi u EAR MCS, vy$% u EAD MCS neZ u EAD Trima (vie p < 0,001) (graf &, 6¢).
Hodnoty LDH stfednd aZ velmi silng korelovaly se stupném hemolyzy u viech typi
erytrocytti (r: EAD MCS: 0,7, ERD: 0,9, EAR MCS: 0,5, EAD Trima: 0,4). Vzestup laktitu
byl vySsi u ERD proti EAD MCS (p < 0,01), bez korelaci s ostatnimi parametry. Pokles
hladiny glukézy byl srovnatelny u obou piipravich ze separdtoru MCS (p = 0,86). Obsah
glukosy poklesl nejméng u EAD Trima (proti EAD MCS: p < 0,001, proti EAR MCS:
p < 0,001, proti ERD: p = 0,003). Vzestup hodnot annexinu V byl statisticky nejvyznamngjii
u EAR MCS (p < 0,001). U EAD Trima a EAD MCS byl vzestup annexinu V srovnatelny (p
= 0,33) (graf & 6d). Pfi porovnini EAD Trima s ERD zplné krve nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,25), u EAD MCS byl vzestup vys§i (p = 0,009). Hladiny annexinu V
korelovaly se vzestupem volného Hb u EAD MCS a ERD, s LDH pouze u ERD (graf & 7).
Hodnoty annexinu V v pHpraveich v den 0 byly v porovndni s hiadinou u darce krve pfed
odbérem niZ¥ (EAD MCS: 2,1 + 1,3, darce 10,7 = 8,8, p < 0,001, ERD: 0,3 + 0,5, dérce 6,0
+ 49, p < 0,001, vie vng/ml). U EAD Trima annexin Vu darci krve nebyl stanoven

z finanénich divodi.



Grafé. 6 Vzestup parametria buné¢ného poskozeni erytrocytit b&hem skladovani
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Legenda: MCS: erytrocyty deleukotizované ze separatorn MCS, Trima: erytrocyty deleukotizovan€ ze
separdtoru Trima, EAR: erytrocyty resuspendované ze separdtoru MCS, ERD: erytrocyty
deleukotizované z piné krve.
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Graf &. 7 Korelace vzestupu annexinu V s viib a LDH u erytrocytdrnich koncentrata
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Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separitoru MCS, EAD Trima: erytrocyty
deleukotizované ze separitoru Trima, EAR MCS: eryirocyty resuspendované ze separitoru MCS,
ERD: erytrocyty deleukotizované z plné krve.

4,3.2. Parametry jakosti trombocytérnich koncentriti

Zéakladni parametry jakosti (objem, obsah trombocytii v pifpravku a kontaminace
leukocyty) byly zhodnoceny u viech trombocytéarnich koncentratl ziskanych péti variantami
odbéri na dvou separitorech. Vysledky uvadi tab. & 21.

Tab. & 21 Zakladni parametry jakosti trombocytirnich koncentratii

Objem (ml/TU) PLT (x10°/TU)
Separdtor MCS potet AV/SD range med.  AV/SD range med.
2TUTA 48 1937 175-214 192 241 + 33 185-321 233
TA +PA 81 233+25 175 - 296 230 277+41 202 -390 274

TA 300 MCS +PA 57 273+ 21 233-321 247 366 + 44 265 - 462 370
Separitor Trima

TA 300 Trima+PA 36 277+ 23 257-284 278 351 £37 266 - 491 352
TA 300+ RBC 40 281 +4 272-290 204 330+31 263 - 412 322

Legenda: TA: trombocyty z aferézy (> 200 x10° PLT) , TA 300: trombocyty z aferézy (> 300 x10°

PLT), PA: plasma z aferézy, RBC: erytrocyty z aferézy, AV/SD: primér + smérodatnd odchylka,
med.: medidn.
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Trombocytdrni koncentrity zobou separdatorii vykézaly vysoky standard obsahu
trombocytil, Predikované jakosti na separdtoru Trima bylo docileno u 33 ze 36 odbérd TA300
+ PA au 38 ze 40 odb&ri TA300 + RBC. U piipravkl na separatoru MCS bylo dosaZeno
stanovené vytéZnosti 200 x 10° u viech odbére TA + PA, u odb&rii TA300 + PA stanovens
vyt&¥nosti 300 x 10° nebylo dosazeno u 4 z 57 odbérii, U odb&rii 2 TU TA nebylo stanovené
vytéZnosti 200 x 10° docileno u 3 z 48 odbéri. Limit obsahu leukocytl byl splnén u viech
ptipravkil (< 1,0 x 10%TU). P¥i porovnani vytéZnosti trombocytarnich koncentratii ziskanych
odbérem TA300 + PA nebyl mezi pfipravky z obou separatorii zjitén statisticky vyznamny
rozdil (p = 0,08). Také koncentrity ziskané odbérem TA300 + RBC meély srovnateinou
vytéZnost s pripravky ziskanymi odbérem TA300 + PA na obou separatorech (p = 0,11/0,48).

Markery po¥kozeni a aktivace trombocyti na zat4tku a na konci exspirace piipravki
(pH, obsah glukosy, laktstu, LDH, annexin V, sP-selektin) byly hodnoceny u trombocytarnich
koncentrdtd s obsahem PLT > 300 x 10°. U pHipravkii ziskanych odbdrem TA300 + PA na
obou separtorech do¥lo bdhem skladovéni k statisticky vyznamnym zménam uvedenych
markerli, vysledky uvadi tab. & 22. U koncentrati ziskanych odbé&rem TA300 + RBC na
separitoru Trima byly zmény biochemickych parametrd srovnatelné s vysledky TA300 T rima
(pH: p= 0,35, LDH: p = 0,67, laktit: p = 0,25). S ohledem na toto zjiSténi a proto, Ze se jedna
o stejny odbsrovy protokol, jsme stanoveni annexinu V a sP-selektinu neprovadéli a Ciselné

hodnoty v praci nejsou uvadény.

Hodnota pH v den ptipravy byla statisticky vyznamné niZ8i u pfipravkii z pln¢ krve
(TB) nez u TA300 Trima a TA300 MCS (p = 0,004), rozdily mezi témito aferetickymi
piipravky nebyly signifikantni (p = 0,46). Na konci expirace byly hodnoty pH u TB vy3Si nez
u aferetickych pripravkdi (p < 0,001). Ani v jednom pfipadé nedoslo k poklesu pH pod
kritickou mez 6,2. Hladina glukosy byla vden 0 nejniz$i u TA300 Trima, coZ souvisi
s nizkym obsahem glukosy v pouZitém antikoagulatnim roztoku. Hladina laktitu v den
piipravy byla u TA300 Trima a TA300 MCS srovnatelnd (p = 0,08) a niZsi neZ u TB
(p < 0,001). Hodnota LDH v den piipravy byla srovnatelna u aferetickych piipravki TA300 i
TB (TB proti TA300 Trima: p = 0,2, TB proti TA300 MCS: p = 0,07, TA300 Trima proti
TA300 MCS: p = 0,2). Zvyieni hodnoty LDH béhem skladovéni bylo srovnatelné u TA 300
z obou separdtord (p = 0,055) a vy&i v porovnéni 3 TB (p < 0,001) (graf & 8). V den 5 jsme
nagli extrémné vysoké zvydeni LDH ve tfech jednotkich TA300 MCS (> 30 pkat/L), coz
mohlo byt zpiisobeno zhorfenymi skladovacimi podminkami, vedoucimi k vét¥imu poskozeni

trombocytil v pfipraveich.
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Tab. £ 22 Parametry pofkozeni a aktivace u trombocytarnich koncentratii

TA 300 Trima TA 300 MCS TB
n=20 =20 =20
den 0 5 P 0 5 p o 5 p

pH AVISD 724+ 00 70+62 <0001 7202 69+02 <0001 72%00 73201 <000l

range 72-73 63-73 71 -7.7 6,6-7,3 1.7 11-78

medidn 72 7.0 72 70 732 73
Laktit AV/SD 15+0,4 169+3,7 <0001 L125+046 17064308 <0001 276+058 B885+244 <0001
mmol/L range 1,3-7,3 11,8-27,0 0,5-26 184-23,1 19-41 5,0-14,8

medidn 1,5 17,0 1,2 172 27 83
LDH AV/SD 44+0,5 7,7+ 1,7 <0001 448+10F 124441137 0,002 4141056 585+238 0,005
ukat/L range 3,6-54 54-11.8 3,1-72 4,7-483 368-53 3,7-14,7

medign 44 74 44 85 4,1 50
Glukosa AVISD 20016 12,7+23 <0001 252430 21,719 <0001 236%10 20,712 <0001
mmol/E. tange 18,3-24,0 8,0-16.2 20,2-31,7 17,2-24,7 22,0-26,1 18,5-23,0

medidn 19,4 12,7 255 24,9 23,7 24,0
Annexin V. AV/SD 135462 209+42 <000 3.7+ 69 27439 <000f 14652 95+33 <0001
ng/ml range 52259 8,2-26,8 0,7-249 17.3-31.2 4,6-21,0 9,7-24,1

medifn 15,7 215 84 23,1 15,4 20,2
sP-selektin  AV/SD 41,3+ 1150 357,5+1074 <0,00F 79,1+£59,6 382,0%1395 <0001 173,62 102,8 240,9x 1059 0,053
ng/mL range 40,2 3703 1754 -533,7 20,4-2623 201,6-710,2 514-374%  80,0-360,5

medidn 95,8 3277 58,1 396,9 1540 2182

Legenda: TA300 Trima: trombocyty ze separdtoru Trima (> 300x10° PLT), TA300 MCS: trombocyty
ze separatoru MCS (> 300 x10° PLT), TB: trombocyty z buffy coatu (kontrolni soubor).

Graf & 8 Vzestup hladiny LDH u trombocytdrnich koncentrati b&hem skladovani
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Legenda: *** p < 0,001, NS: p > 0,035,
2
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Hodnoty annexina V (ng/m!) (tab &. 22) na zalatku exspirace byly nemnizsi u TA300
MCS. U TA300 Trima a TB byly hladiny vy$8i (TA300 Trima proti TA300 MCS: p = 0,02,
TA300 MCS proti TB: p = 0,002). Nejvyznamngjii vzestup hladiny annexinu V na konci
skladovani byl zji§tdn u TA300 MCS (proti TA300 Trima: p = 0,01, proti TB: p < 0,01)
(graf & 9). Hodnoty sP-selektinu (ng/ml) (tab, & 22) byly na za¢atku exspirace nejnizsi u
TA300 MCS, vy#$i u TA300 Trima a TB. Mezi TA300 Trima a TB nebyl statisticky
vyznamny rozdil {TA300 Trima proti TA300 MCS: p = 0,07, TA300 Trima proti TB:
p = 0,32, TA300 MCS proti TB: p = 0,002). Zvydeni hladiny sP-selektinu b&hem skladovani
bylo srovnatelné u TA300 MCS a TA300 Trima (p = 0,28) a vy¥8i v porovnani s TB
(p <0,001), kde ke zm&né hladiny sP-selektinu nedoslo (p = 0,053) (graf &. 9).

Grafé. 9

Vzestup annexinu V a sP- selektinu u trombocytéirnich koncentritli b&€hem skiadovani
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Legenda: TA300 Trima: trombocyty ze separatoru Trima (> 300x10° PLT), TA300 MCS: trombocyty
ze separatoru MCS (> 300 x10° PLT), TB: trombocyty z buffy coatu (kontroln{ soubor)
4% 5 < 0,001, * p < 0,05, NS: p> 0,05,

Nalezli jsme signifikantni zvySeni hladiny annexinu V i sP- selektimu v TA300 Trima a
TB v porovnani s hladinami t8chto marker v periferni krvi u dércii pfed odbdrem (tab. ¢
23). U TA300 MCS jsme takové zvySeni nenali. Z vysledkd lze usoudit, Ze tyto zmény
v hiadindch uvedenych marker( v riiznych typech plipravkii v dase piipravy mohou byt

zpiisobeny pouze vlivem pouZité technologie.
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Tab. & 23

Hladiny annexinu V a sP selektinu u dérce krve pied odb&rem a v pFipravku

TA 300 Trima TA 300 MCS TR
w20 w20 =20
TA DK p TA PK P TA DK p
Annexin V. AV/SD 13,5+ 6,2 1159 0,02 87-69 95+72 0,62 14,9%5,1 55=40 < (,001
ng/ml range 52-259 2,0-251 0,7-249 1,6-23,4 4,8-21,0 1,4-19,1
medifin 11,7 6,9 3.4 6,7 154 33
sP-selektin  AV/SD 123,6+100,3 63,8+335 0,02 80,5:: 6,9 24,3622 0,81 17901028 74,7-50,3 <0001
ng/mi range 40,2-3793 31,1-1469 20,4-2623 169-268,1 514-3749 105-2050
mediin 95,8 484 59,1 69 154,0 60,5

Legenda: TA: hiadiny annexinu a sP-selektinu v trombokoncentratech, DK: hiadiny annexinu Va
sP-selektinu u darce pfed odbérem.

Zhodnotili jsme zavislost hladin sP-selektinu na hlading annexinu V na zatku 2 na
konci skladovani. Silna a velmi silnd zévislost byla nalezena v den pfipravy u viech typl
produktii (TA300 MCS: 1 = 0,85, TA300 Trima: r = 0,93 (graf ¢ 10), TB: r = 0,72). Na

konci skladovani tato zavislost nalezena nebyla.

Graf & 10 Zavislost hladin sP-selektinu na annexinu Vu TA 306 vden piipravy
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Legenda: TA300 Trima: trombocyty ze separdtoru Trima (> 300x10° PLT), TA300 MCS: trombocyty
ze separdtoru MCS (> 300 x10°PLT).
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U obou uvedenych typii trombocytirnich koncentratli z aferézy jsme porovnali vliv
trvani aferézy na hodnoty annexinu V a sP-selektinu v pfipravcich v den piipravy a na konci
skladovani. U TA300 Trima jsme prokdzali stfedni stupeti zdvislosti hodnot annexinu V na
trvani aferézy (rs = 0,48, p = 0,03) pouze na konci skladovéni, u sP-selektinu korelace
zjisténa nebyla. U TA300 MCS jsme korelaci annexinu V na Case nenalezli, av3ak hladina
sP-selektinu stiednd korelovala s Gasem aferézy v den pfipravy i na konci skladovini (den 0:
rs = 0,65, p = 0,01, den 5: rs = 0,58, p = 0,03). Je otizkou, zda tento fakt je zpuisoben

vlivem aferetickych technologii na trombocyt.

4.4. Vstupni kriteria pro dérce krve

Vychazeli jsme z Doporueni Rady Evropy (38) a eskych pravidel pro vybér darci
krve (143). Na zikladd vyse ziskanych poznatkl jsme vstupni kriteria pro dirce MKO
upfesnili.

Pro vybér darcii dvojitych erytrocytaferéz je vhodné vybérové kriteria Doporuceni
Rady Evropy doplnit o stanoveni feritinu. Jako optimilni se ukézala hodnota nad 40 ug/L,
pti které dérci rychleji dopliiovali zasoby Zeleza (str. 34).

U kombinovanych trombocytaferéz jsme vyhodnotili viiv pfedodbérové hodnoty
trombocytis dérce a TBV na trvéni aferézy. Trvéni aferéz silng korelovalo s pfedodbérovym
podtem trombocytii u viech typi odbéri na obou separitorech (odbéry TA300 + PA a TA300
+ RBC - str. 30, dal¥{ odbéry na MCS: TA + PA: r=- 0,7, 2 TA: r = - (,8). Zjistili jsme
statisticky vyznamny niZ$i pfedodbérovy pocet trombocytii u dirce krve a kratSi trvani
aferézy u pistroje Trima v porovnéni s odbérem TA300 + PA na pfistroji MCS (p < 0,001),
statisticky vyznamny rozdil ve vyt&nosti ziskanych produktii viak zjiStén nebyl (str. 30).
Prokazali jsme, e ptedodbdrovd hodnota trombocytl dérce se tedy ukazuje jako klicovy

parametr pro vybér darce a volbu pfipravovancho TP a oviiviiuje trvani aferézy.

Rada praci uddvé TBV jako vyb&rovy faktor pro MKO, aviak bez konstatovani jeho
vyznamy. Zavislost délky odbdru na TBV dérce nebyla zjidténa nebo byla slaba (odbéry
TA300 + PA a TA300 + RBC - str. 30,31, dal§i odbdry na MCS: TA +PA: r= 0,07, 2 TA:
r = 0,4). Nage vysledky ukazuji, e TBV darce je u kombinovanych odbérii trombocytit
s plasmou nebo erytrocyty limitujicim faktorem pro stanoveni odebiraného objemu piipravku,
pro trvéani aferézy je vyznam minimdini (93,94). Jako optimélni se ukazuje hodnota TBV vetsi
neZ 4 300 mi pro odbér trombocytarnich koncentrati: o obsahu > 300 x 10° PLT, protoZe pii
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této hodnoté TBV je pravdépodobnost pfekrofeni povoleného limitu odbéru (13% TBYV)
prakticky vyloucena (97).

Zafazeni specidlniho véhového kriteria mezi vyb&rovd neni mimo odbér dvojite
erytrocytaferézy nutné, nebot’ je zohlednéno pii vypodtu TBV. Proto jsme také jako vybérové
kriterium zafadili vahovy limit 50 kg dle Doporudeni Rady Evropy (38) (tab. &, 24).

Vysledky ukazaly na nutnost vybirat dirce diferencované dle piistrojii 1 dle jednothivych
protokolt na piistroji, Univerzaln{ vybérova kriteria pro tento typ odbérii nelze olekdvat.

Dlouhodobé monitorovani zdravotniho _stava ddrce u opakovanych dvojitych

erytrocytaferdz je iitelné doplnit o monitorovani hladiny feritinu (tab. 14 a 15, str. 35 a 36).
Stanovit jedroznatng interval vySetieni je obtizné. Jako optimalni se ukazuje stanoveni 1x
roéng, ale protoZe darci obvykle neabsolvuji tento typ odbéru piesné po 180 dnech, je
stanoveni feritinu vhodné nalasovat v druhém &tvrtleti po dvojité erytrocytaferéze, kdy je

mozné oekavat vzestupny trend zasob Zeleza.

Tab. & 24 Vstupni kriteria pro darce krve

Parametry 2 TA, TA+PA TA + RBC 2 RBC

TBV (ml) > 4300 > 5000

Vaha (kg) >50 > 70
Mui > 0,40

Hematokrit Zeny > 0,38 > 0,30 > 0,42 > 0,30
Mu# > 135

Hemoglobin (gL) Zeny > 125 > 110 > 140 >110"

1TU > 200 -
Trombocyty MCS > 260 > 130"
x10°L  >1,5TU| Trima>220 Trima > 220
Feritin {ug/L) - > 40
Casovy limit {min.) <75 -

Legenda: RBC: erytrocyty z aferézy, TA: trombocyty z aferézy, PA: plasma, TU: transfuzni jednotka
(> 200 x 10° PLT), * limit hodnot po odbru, “spodni fyziologickd mez trombocytl v periferni krvi

darce.
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5. Reozprava

Problematika multikomponentnich aferéz  je aktudlnim tématem soucasné
transfuziologie. 1kdyZz metodika je znama pies 10 let, rozvinula se aZ v poslednich letech a
neustile se objevuji nové detaily, které je nutno prozkoumat. Piispiva k tomu nejen neustaly
vyvoj piistrojii, ale i nové poznatky v oboru transfusiologic, napf bunééné imunologie
v oblasti bunécné apoptézy, jak uvadi fada studii publikovanych v zahraniéi (18,63). Nafe

studie byla v CR na toto téma jedina a pfinesla fadu novych zji§téni.

5. 1. Vliv metodiky na zdravoini stav darce krve

Ovéfili jsme bezprostfedni bezpecnost metodiky pro dérce krve. V souladu s literaturou
jsme nezaznamenali vy$8i neZzadouci vyskyt vedlejSich uCinkii v porovnani se souborem
darci plné krve (31,73,83,90,91,110). Relativné vysoké mnoZstvi pouZitého antikoagulaéniho
roztoku pfi odb&rech TA300 + RBC na separitoru Trima bylo dobfe tolerovano,
nezaznamenali jsme Z7adné citrdtové reakce, podobné jako jini autofi (19). Hodnoty
hemoglobinu i poétu trombocytil v periferni kevi dérct zkoumancho souboru po viech typech
odbdrit s vysokou rezervou piekralovaly doporucené limity. Po trombocytaferéze na
separatoru MCS i Trima byl pokles po&tu trombocytii srovnatelny (p = 0,96), podobné jako
zjistili Picker a spol., 2006 (88). Pokles hladiny hemoglobinu jako naSel Beyan a spol., 2003
(8) jsme nezaznamenali. Bylo prokazano, e pii procedurich nedochdzi k pofkozen a aktivaci
bunék, které jsou navraceny dargi (str. 32 a 33, tab. &. 12 a 13). Toto zjisténi 1ze povaZovat za
plivodni, v literatufe jsme nena§li obdobnou referenci. Plvodni je také zjiSténi vySSich
hodnot annexinu V v periferni krvi pfed odbérem u souboru aferetickych dércli ve srovndni

s darci piné krve (96). ProtoZe pii€ina neni jasné a tento fakt jsme v literatufe 167 nenadli,
chceme jej v budoucnu ovéfit, také vzhiedem k dCetnosti provedenych méfeni (n = 69) u
sledovaného souboru. Tento fakt vpfipadé potvrzeni miie souviset spife s aplikaci
aferetickych technik obecné.

Dvouleté sledovani ddrcli prokazalo, Ze nedochdzi k vyznamnym zmépdm v zésobach
Yeleza ani ve spektru sledovanych plasmatickych bilkovin, naSe zjiSténi je v souladu
s literaturou (5,124). U darcli dvou jednotek erytrocyti doflo po odbéru k statisticky
vyznamnému poklesu hladiny Hb, Ht, Fe a feritinu. U vétSiny dércli doSlo k spontanni
ipravé uvedenych parametri. U hodnot Hb, Ht a Fe tomu tak bylo za 90 dnt, u feritinu za
180 dnii, podobné jako zjistili i jini autofi (47,110). U dércti s hladinou feritinu nad 40 pg/L
dochézelo k rychlejdi spontinni rekonstituci zdsob Zeleza, tuto hodnotu feritinu je moZné
zafadit jako vybérové kriterium pro dérce tohoto typu odbérii. Bonomo a spol., 2004 (16)
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doporu¢uje hodnot: feritinu nad 50 ug/L, takto se vSak pocet vhodnych darci miZe
vyznamné snizit. Z nafeho souboru tomuto kriteriu vyhovélo pouze 9 dércii.

Diouhodobé pietrvival statisticky vyznamny vzestup sTfR i indexu qTfRi. Uvedené
zmény sTIR a qT{Ri jsme zaznamenali i pfi dlouhodobém sledovani dérch plné krve, coz
miZe signalizovat obdobnd se sniZujici zasoby Zeleza u obou typl odbérd (91).
Porovaani souboru dércli 2 TU RBC se souborem déarch plné krve tak prokazalo, ze dvojitd
erytrocytaferéza a frekventni dércovstvi piné kive pfedstavuji pro dérce srovnatelnou zatéz.
Pro praxi bude u opakovanych ddrci nejen dvojitych erytrocytaferéz, ale i pIné krve dilezité
doplinit monitorovani metabolismu Zeleza (113), jak je i nové doporufeno 12. vydanim
Doporuceni Rady Evropy (39). Nase vysledky prokdzaly, Ze monitorovéani hladiny feritinu
bude vhodné zafadit 1x roénd anebo vidy po dvou erytrocytaferézach. Néktefi autofi
doporuduji stanoveni sTfR jako citlivéj§i marker nedostatku Zeleza, zejména u dérci
dvojitych erytrocytaferéz (29). Nicméné vzhiedem k vysoké cené tohoto vySetfeni bude tfeba
jeho indikaci posuzovat individuelng.

Preventivni aplikace preparatii Fe tak, jak ji doporuduji n&ktef{ autofi (98,110), by jisté
urychlila regeneraci jeho zésob. Nage vysledky ukazuji, Ze pauSalni substituce pfipravky
¥eleza neni nutnd. Dommivime se, e je numo kni pfistupovat individuaing, s védomim
nutnosti  diferencidlng diagnostické rozvahy i nad jinymi moZnymi pfi€inami nedostatku
Yeleza (17,112,121,122), s etickym i medicinskym aspektem a doplnit monitorovéni zasob Fe
pfi opakovanych odbérech.

Vypracovéni zvli$tntho schématu pro dlouhodobé sledovéini dircd MKO se tedy
neukdzalo jako potfebné, soutasné doporueni pro monitorovani dércl aferéz zaméfene na
sledovani vybranych plasmatickych bilkovin je potfebné doplinit o monitorovéni feritinu ix

rocné,

5.2. Jakost transfuznich piipravki

Transfuzni piipravky ziskané metodou MKO vykézaly vysoky standardizovany objem
a obsah u¢inné lstky, tj. hemoglobinu v erytrocytarnich koncentritech a trombocyti
v trombocytarnich koncentritech. Z tohoto pohledu je jejich jakost v porovnani s piipravky
zplné krve v souladu s literaturou srovnateind, v nékterych parametrech vys8i (50, 75,76,
120} .

Hodnoceni markerti poSkozeni bunék je sloZit§j§i. P¥i hodnoceni markert: aktivace a
apoptézy krevnich bundk se ukazuje u koncentratii erytrocytii i trombocytll, Ze vliv vlastni

technologie lze nejlépe posoudit bezprostfedné po odbéru, nebot neni ovlivnén dal8imi
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faktory. Otazkou zustéva vliv viastni technologie na krevni burtiky béhem skladovéni, nebot’
stav krevnich bundk na konci skladovani miiZe byt ovlivnén fadou faktordt, které pusobi

bdhem skladovani.

Erytrocytirni koncentrity

Cilem studie bylo zhodnotit zhodnotit parametry jakosti a markery bunééného
podkozeni erytrocytl z aferézy ze dvou typll separdtord s odli¥nou technologii aferézy.
Hodnotili jsme dva typy erytrocyti ziskané dvojitou erytrocytaferézou ze separitoru
Haemonetics MCS+ (aferéza probibé v cyklech): EAR MCS (erytrocyty resuspendované) a
EAD MCS (deleukotizované). Ze separdtoru Trima Accel (kontinuélni aferéza) jsme
hodnotili EAD Trima (deleukotizované) ziskané kombirovanym odb&rem s 1TU TA300.

Pii hodnoceni zdkladnich parametrii jakosti (objem piipravku, obsah Hb, Ht, pfim&s
leukocyt) EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS vykdzaly vsouladu sjinymi autory
(4,74,75,120,141) vysoky standard objemu i obsahu Hb v TU (tab. & 18), ktery nezavisel na
vstupnich hodnotich hemoglobinu darce. VSechny deleukotizované EAD MCS i EAD Trima
vyhovély limity na pfimés leukocyti v TU (< 1,0 x 10%/TU) (38). Aviak u EAR MCS se
primé&ma kontaminace leukocyty pohybovala na hranici doporugeného limitu (0,9 £ 0,6 x
10°/TU), 6 TU ze 40 poZadovany obsah leukocytii (< 1,2 x. 10°/TU) nesplnilo. Nebyl tak
spinén jeden ze zdkladnich poZadavki na jakost piipravku. Piipravek jsme proto nezavedli do
béZné praxe.

U hodnocenych souborit EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS i kontrolntho souboru

ERD doslo ke statisticky vyznamnému vzestupu markertt membranového poskozeni bufiky

(tab. & 20). Pfitomnost volného Hb v supernatantu pfipravku je povaZovina za znamku
poikozeni membriny erytrocytu (115). Tento parametr je také v praxi pfi kontrole jakosti
erytrocytdl povinné sledovan (38). Vzestup obsahu volného Hb byl vyssi u obou typd
erytrocytl ze separatoru MCS ve srovndni ve srovndni s ERD z piné krve (ERD proti EAD
MCS: p = 0,03, ERD proti EAR MCS: p = 0,009) i sEAD Trima (p < 0,001),
nejmarkantngjsi byl u EAR MCS bez leukodeplece (p < 0,001) (graf & 6a). Pfes uvedené
rozdily byly hodnoty voiného Hb u vSech typt erytrocytérnich koncentritli hluboko pod
povolenym limitem {< 0,8% erytrocytové masy na konci skladovéni),

Pfi porovnéni 2zmé&n parametri poSkozeni buitky u deleukotizovanych erytrocytl
z aferézy vykizaly EAD MCS viXi EAD Trima vy38i vzestup LDH (p < 0,001), vzestupy
hiadin kalia (p =0,19) a annexinu V (p = 0,33) byly srovnatelné (graf & 6b-d). U EAD MCS
jsme prokézali silnou korelaci hladiny volného Hb viic¢i LDH (r = 0,7} i annexinu V (r = 0,8),
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u EAD Trima jen slabou vii¢i LDH (r = 0,4,) vii¢i annexinu V nikoli (r = 0,22) (graf & 7),
pravdépodobné vzhledem k niz§im hodnotam volného Hb na konci skladovani u EAD Trima
(p < 0,001). Zjisténi korelace annexinu V s volnym Hb je shodné s teoretickymi
konstatovanimi z literatury (7,105), pro korelaci s LDH jsme nenalezli literarni reference. Jde
o na§ pavodni nélez, ktery pravdépodobné souvisi s mirou poskozeni erytrocytu, aviak bude
tieba jgj dale ovEfit,

Nejvyznamnéjii vzestup kalia, LDH a annexinu V vidi vEem ostatnim typtim erytrocyti
byl zaznamendn u EAR MCS (p < 0,001). Vzhledem k tomu, Ze EAR MCS jsou pfipraveny
stejnou aferetickou technikou jako EAD MCS (odli$nost je jen v nisledné filtraci erytrocyti)
Ize piedpokladat, e typ technologie pfipravy koncentratu jako takovy patmé nemd takovy
vliv na poskozeni erytrocytu béhem skladovani, jako kontaminace piipravku leukocyty. Bylo
prokazano, ze piitomnost leukocytdi v pfipravku miiZe indukovat poskozeni krevnich bunék
(114). Toto tvrzeni lze doloZit i dal$imi zdroji, které konstatuji, Ze kombinace mechanického
traumatu 2 piitomnosti leukocytl v piipravku zvySuje hladinu volného Hb a kalia (105), a Ze
leukodeplece sniZuje stupefi hemolyzy v pripravku na konci exspirace (44). Tento piedpoklad
miize doloZit i nejvyznamngj§i zvySeni hladin annexinu V u EAR MCS v porovnani
s ostatnimi typy erytrocytarnich koncentratii (graf &, 6d). Matthes viak, 2000 (71) porovnaval
EAR ze separatoru MCS s erytrocytdrnimi koncentrity zplné krve bez leukodeplece a
v§znamné rozdily v hodnoceni volneho Hb, kalia, laktitu a glukozy neuvadi.

U kontrolniho souboru ERD z plné krve do¥lo b&hem skladovéni k mén& vyznamnym
zm&nam & srovnatelnym zménam neZ u EAD MCS a EAD Trima (kalium: proti EAD Trima:
p = 0,10, proti EAD MCS: p = 0,98, volny Hb: proti EAD Trima: p = 0,18, proti EAD MCS:
p = 0,03, annexin V: proti EAD Trima: p = 0,25, proti EAD MCS: p = 0,009). Nade
vysledky pHi hodnoceni volné¢ho Hbu EAD Trima a ERD jsou v souladu s praci Elfatha a
spol., 2000 (28).

Dile jsme u EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS zaznamenali pokles pH, hladiny
glukézy a vzestup hladiny laktatu. Vyznamny je poznatek, Ze u Zadného typu pfipravku
pH nekleslo pod hodnotu 6.5, stejnd jako zjistili Moog a spol., 2001 (74). Hodnota pH ma
vliv na enzymy regulujici koncentraci 2,3 - DPG. Tim vyznamné ovliviiuje jeho hladinu a
nastedn® vazbu kysliku na Hb (45,65). Hodnota pH miiZe viak byt ovlivnéna mimo proces
apoptézy i koncentraci citratu v antikoagulaénim roztoku (50). Konsumpce glukdézy a
akumulace laktdtu byla v jednotlivych typech piipravkli tozdilnd, aviak zmény téchto
parametr koresponduji také s obsahem glukézy v antikoagulaénim roztoku (71).
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Nékteré literami zdroje konstatuji, Ze jakost erytrocytil z aferézy pii hodnoceni markerii
bunétného poskozeni je lepdi nezli u pripravkil z piné krve (50,65,74). Tyto price vychazeji
zieze, re aferetickd technika je viCi manudlnim odbérim plné krve Setrnéisi diky
postupnému pfidavani antikoagulans vniz§i koncentraci ve srovnani s jednordzovym
»Sokovym® kontaktem s antikoagulans pfi odbéru piné krve. Je pravdépodobné, Ze afereticka
technika takto miZze minimalizovat tzv. ,RBC collection injury™ pfi odbéru (35,50,72). Dle
nadeho nézoru je viak pfi formulaci zaverli tfeba zvaZit komplexni viiv celé fady faktort
pusobicich na erytrocyt béhem pfipravy a skladovani. Vyznamny je rozdil mezi manualnim
zpracovanim piné krve, kdy po odsati plasmy zistivaji erytrocyty v plivodnim vaku, na
rozdil od automatického zpracovani systémem ,top and bottom*, kdy erytrocyty jsou
vytladovény pod tlakem do sekundérniho vaku a mohou byt pii této manipulaci mechanicky
poskozeny. Z4sadni vliv na stav erytrocytu ma také zpiisob filtrace produktu, typ pouZitého
fittru, jeji trvani &i teplota, pf které je provédéna (3,53,78). Bez vyzmamu nejsou
pravdépodobné ani velké rozptyly naméfenych hodnot v ndmi hodnocenych i literarnich
souborech transfuznich piipravkii dané tim, Ze hodnocené parametry mohou byt ovlivnény
piirozenym stifim erytrocytii pii odbéru (117). Porovnani s literaturou je velmi obtiZne,
préce hodnoti rozdilné typy erytrocytil, fada praci neuvédi zplisob piipravy erytrocytil z plné
krve nebo porovnava aferetické erytrocyty s piipravky z poleautomatického zpracovéni plné
krve (65). Stanoveni a hodnoceni annexinu V pro porovnéni nafich vysledkiiv tomto
rozsahu nebylo zatim publikovano.

U EAD MCS a ERD nebyly hodnoty annexinu v piipravku v porovnani s klidovou
hodnotou u darce krve zvydeny, co¥ doklada, Ze krevni buiiky nebyly technologiii aferézy
bezprostfedné ovlivnény, u EAR MCS toto mitfeme téZ predikovat, protoZe afereticky
protokol je totoimy s protokolem pro odbér EAD MCS. Uzavirame proto, Ze pro dali VYVO}
stavu erytrocytd v pfipravku zMKO mé technologie jejich pfipravy obéma separitory
minimaini vliv. Rozhodujici vliv maji skladovaci podminky, mimo obsahu leukocytii
v piipravku i sloZeni a hodnota pH skladovactho roztoku (45,49) a pravdépodobné i dali
faktory.

Otazkou je klinicky vyzmam popsanych zmén erytrocytu. Aktualné je diskutovan
zejména vliv pH na obsah 2,3-DPG v koncentritu erytrocytli s nislednymi zménami
v uvoliiovani O, z Hb (45,48) a nasledny vyznam v akutni pé€i, zejména v souvislosti
s aplikaci erytrocytarnich koncentrati v druhé poloving exspirace (82). Vzhledem k tomu, Ze
fada autor se zabyvé vlivem phsobeni apoptotickych bungk v organismu (27), tedy i

apoptotickych bungk dodanych transfuzi, nelze klinicky vyznam téchto zmén také vylougit.
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Trombocytiarni koncentrity

Pro uspéch transfuze koncentratii trombocytt je dileZita schopnost transfundovanych
desti¢ek setrvat vcirkulaci a plnit hemostatickou funkci, kterd miZe byt ovlivnéna
metabolickym stavem trombocytu, tzv. ,skladovacimi lezemi®. U trombocytirnich
koncentrata aplikovanych do 48 hodin od piipravy se pfedpoklada piné zachovana funkce a
dobré pieZiti trombocytl v cirkulaci. Po 7 dnech skladovani se trombocyty stavaji neviabilni.
V praxi je viak vétSina koncentratii aplikovdna mezi témito dvéma mezemi. Piedpoklida se,
Ze trombocyty jsou schopny reverze nékterych metabolickych zmén po transfuzi,
pravdépodobné proto, Ze se po transfuzi dostanou do plasmy s optimélni hodnotou pH,
hladinou glukosy a laktatu (114). Trombocyty aplikované do 5 dni skladovani by tak po
aplikaci mély pieZivat v cirkulaci cca 5-7 dnu (100). ProtoZe shemostatickou funkci
trombocyth in vivo nekoreluje Zadny jednoduchy test, je hodnocena fadou testi, které
zkoumaji odli¥né ¢asti patofyziologie destitky (56,114).

Za kriticky pro viabilitu a funkci trombocytu je povaZovan pokles pH pod hodnotu 6,2,
kdy dle fady autorii dochazi k ireversibilnimu poskozeni trombocytu, reprezentovanému
ireversibilni expresi P-selektinu (25,52,56). Pfi hodnotich pH mezi 6,2 - 6,8 dochézi také
k expresi P-selektinu, kterd je v8ak po inkubaci trombocytu v plasm@ reversibilni, Hodnoty
pH u nami hodnocenych jednotek TA300 Trima i TA300 MCS se pohybovaly v rozmezi 6,8 -
7.4 dle Doporugeni Rady Evropy (38). Ani v jednom pfipadé jsme nezaznamenali kriticky
pokles hodnoty pH pod 6,2. U TA300 Trima i TA300 MCS byly hodnoty pH na zaditku
exspirace vys$i nez u TB (p = 0,004), aviak bshem skladovini jsme v nich zaznamenali
pokles pH, ktery byl srovnatelny u TA300 z obou separétorti (130). Rozdilné hodnoty pH na
poditku exspirace mohou byt ovlivadny rozdilnym sloZenim a koncentraci antikoagulagnich
roztok{l, Béhem skladovani doSlo u TA300 Trima, TA300 MCS i TB k vzestupu hodnot
LDH a laktdtu (graf & 8, tab. & 22). Hodnoty LDH a lakidtu u TA300 Trima i TA300 MCS
také v souladu s literaturou negativné korelovaly s hodnotami pH (52).

Hladina annexinu V v den 0 byla v na¥i studii nejnizéi u TA300 MCS, vy3§i TA300
Trima a nejvy38i u TB. Néktefi autofi pii porovnani hladin annexinu Vu koncentrati
vyrobenymi riznymi technologiemi nachézeji vden 0 u riiznych typd piipravki bud’
srovnatelné hladiny (61), ancbo hladiny podobné nafemu zjidténi (59). Hladina annexinu
V v piipravcich v den pifpravy nezévisela na jeho hladiné u darce krve pfed odbérem u
TA300 Trima a TB, u TA300 MCS jsme stiedni zdvislost prokazali (rs = 0,45, p = 0,038).
Zjistili jsme statisticky vyznamné zvySeni stfednich hodnot hladin annexinu V uTA300
Trima a TB v porovnéni s jeho hodnotami u dérce krve pfed odbérem (Trima: p = 0,02, TB:
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p <90,001), u TA300 MCS jsme takove zvy¥eni nezjistili (tab. & 23). Znamena to, Ze zvyseni
hladiny annexinu V v koncentritech v den pfipravy je ovlivnéno pouze jeji technologii, a Ze
vliv jednotlivych zplsobl pfipravy na trombocyt je odli$ny. U viech typli trombocytdrnich
koncentritl doSlo b&hem skladovéni k postupnému zvySeni hodnot annexinu V. Neprokazali
jsme jednoznadné korelace s hodnotami pH, LDH ani laktdtu, a to na zatitku ani na konci
exspirace u zadného typu piipravki.

Stanoveni exprese P-selektinu na povrchu trombocytu nebo piftomnost jeho solubiini
formy je povaZovano za predikator viability trombocytu (62). PiestoZe jeho definitivni role
nebyla zatim jasné stanovena, mi se za to, Ze degranulace P selektinu z vnitinich
desti¢kovych granuli miZe znamenat CasteCnou ztritu destiCkovych funkei (42,52,62).
Nékteré studie viak prokdzaly jen nizkou korelaci mezi jeho expresi a pieZitim desticky in
vivo (43,21, 22). Lze v8ak najit korelaci zvySeni exprese P-selektinu, resp. jeho hladiny, se
snizenim pH a ztratou swirling fenoménu (25,114).

V nadi studii byly hladiny P-selektinu v den pfipravy v souladu s jinymi autory nejnizi
u TA300 MCS (52,59,118), vys&i u TA300 Trima a nejvy$§i u TB. Hladina P-selektinu
v piipraveich nezévisela, podobng jako hladina annexinu V, na jeho hiading v krvi u dércti u
TB a TA300 Trima, u TA300 MCS jsme zavislost prokazali (rs = 0,57, p = 0,018). Pfi
porovnani hladiny P- selektinu v pfipravku v den pfipravy vidi jeho hlading u darce krve
pted odbérem doSlo u TA300 Trima i TB taktéZ k statisticky vyznamnému vzestupu hodnot
(Trima: p = 0,02, TB: p <0,001). U TA300 MCS zde nebyl statisticky vyznamny rozdil (tab.
&, 23). Vzestup hladin P-sclektinu béhem skladovéni jsme pozorovali u viech typd pfipravki
(tab. & 22). 1 zde jeho hladiny kopirovaly vzestup hladin annexinu V.

Predpoklida se, %e produkce kyselin sniZuje viabilitu a funkci trombocytu, a Ze sniZeni
metabolické aktivity trombocytu je spejeno sexpresi P- selektinu, resp. zvyd¥enim jeho
plazmatické hladiny. Ta je v korelaci s hodnotou pH, hladinou LDH a laktatu (52). V nasi
studii hladina P- selektinu u aferetickych pfipravkii na konci exspirace korelovala
s hodnotami LDH. Korelaci P- seclektinu s hladinou laktdtu se ném prokézat nepodafilo,
pravddpodobng proto, Ze hodnota pH a odpovidajici hladina laktitu v supernatantu se ve
vét§ing stanoveni pohybovala ve fyziologickém rozmezi & na jeho hranici. To miZe
znamenat, Ze nedo$lo k vyznamné zméné viability bunék.

Hladina P-selektinu dle Krailadsiriho a spol., 2001, tésné reflektuje bunééné podkozeni
stanovené méfenim annexinu V (59). Tomuto pfedpokladu odpovidaji i naSe vysledky, kdy
dynamika vyvoje hladin P-selektinu kopiruje vyvoj hodnot annexinu V u jednotlivych typi

piipravkl. Zhodnocenim zivislosti hladiny P-selektinu na hodnoté annexinu V jsme se
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pokusili ziskat informaci o tom, zda stav aktivace trombocytil v pFipravku vyjadieny hladinou
P-selektinu je ovlivnén stavem apoptézy buiiky vyjddfenym hodnotou annexinu V tak, jak
uvadi literatura (59). Zjistili jsmoe, Ze tato zavislost je silnd aZ velmi silna na zat4tku exspirace
u TA300 Trima, TA300 MCS a TB (TA300 MCS: r = 0,85, TA300 Trima: r = 0,93, TB: r=
0,72). Na konci exspirace nebyla nalezena u Zadného typu pfipravku.

Jako nejSetrn&jsi technologie pfi pfipravé trombocytarniho koncentraty se jevila aferéza
na separatoru MCS, pfi které hodnoty annexinu V a P-selektinu v piipravku v den 0 byly
totoZzné s pfedodb&rovymi hodnotami déirce a ovlivnéni trombocytu aferézou tak bylo
minimilni. PfestoZe znamky aktivace trombocytu byly v den piipravy nizii v pFipravki ze
separdtorn MCS (p = 0,02), bdhem skladovini u pfipravkd ztohoto piistroje doslo
k nejvy$§imu vzestupu hiadin annexinu V, P-selektinu i LDH. V den expirace trombocyty
z aferézy ziskané z obou separdtorti vykazaly vyi§i stupert aktivace nez trombocyty z piné
krve (p < 0,001), mezi predukty zobou pfistroji viak statisticky vyznamny rozdil
zaznamendn nebyl (p = 0,28). Vzhledem ktomu, Ze¢ se hodnoty pH pohybovaly
v doporuceném rozmez, se domnivame, Ze viabilita bun¢k nebyla ovlivnéna.

Vy#si expresi, resp. zvySeni hladiny P-selektinu u p¥ipravkil z pfistrojii s kontinualnim
pribéhem aferézy (napf. Cobe Spectra, Amicus) ve srovnani s diskontinuélnimi separatory,
uvadi i daldi autofi (59,60,118). Zvyieni hladiny P-selektinu v den piipravy odraZi vliv
pouzité¢ technologie aferézy (22). U kontinudlnich pfistrojii jsou trombocyty vystaveny
del§imu plisobeni fyzikdlnich sil i déle trvajicimu kontaktu s plastem odbérového setu
v porovnani s diskontinudlnimi piistroji (87,118). V literatufe se miZeme setkat i s pojmem
.apparatus - dependable CD62P* (na piistroji zdvislé zvySeni P-selektinu) (25). Stejné
vysvétleni Ize extrapolovat i pro zm&ny v koncentraci annexinu V.

Lze tedy konstatovat, Ze stav aktivace trombocytu v koncentratech v den piipravy,
zplisobeny jeji techmologii pravdépodobné neovliviiuje proces apoptézy bunék b&hem
skladovani. Vyvoj poSkozeni trombocytu je ovlivnén zvla§té podminkami v prib&hu
skladovani produktu, jako je koncentrace trombocyti ¢ sloZeni antikoagulatnich roztoki
(95,96). Otazka vyvoje roztokli pro skladovani trombocytarnich koncentratd je v soucasnosti
aktudlni (41). Vztah mezi hladinami annexinu Va P-selektinu v pfipravku a funkei
trombocytu in vivo se je zatim nevyjasnény a klinickd interpretace uvedenych zmén zistiva

dosud nejasna.



5.3. Vybérova kriteria pro darce krve

Usili vtéto &asti problematiky bylo velice aktualni, jek lze doloZit i literdmimi
referencemi v této oblasti (9,16,72,75,110). Na zdkladé vzéjemnéhe zhodnoceni vztahu
parametrii darcti krve, aferetickych protokolii a jakosti ziskanych pripravk jsme provedli
upfesnéni a doplnéni vyb&rovych kriterii pro dérce krve.

U dvojitych erytrocytaferéz lze pro vlastni odb@r povazovat souasnd doporulena
vybérova kriteria za bezpetna (47,113). Vysledny vysoky standard jakosti TP neni ovlivaén
vstupnimi hodnotami Hb a Ht dirce (72). Soudasné je zarulen bezpeény prilbéh aferézy, jak
doklada spln&ni poZzadavku na poodbérovou hodnotu Hb u vech dérci (tab. & 5). V souladu
s literaturou se ukézalo jako potiebné vybérova kriteria doplnit o stanoveni feritinu (47,51).
Jako vybérové kriterium jsme kvantifikovali hodnotu feritinu nad 40 pg/L, pfi které u dércu
dochazelo k rychlejii spontanni dprave zasob Zeleza.

U kombinovanych trombocytaferéz jsme vyhodnotili vliv pfedodbérové hodnoty
trombocyti darce a TBV na trvani aferézy a na jakost piipravki. U odbérg trombocytl
s plasmou trvéni aferéz silné a7 velmi silng korelovalo s pfedodbérovym pottem trombocytii
u obou separatortt (MCS: r = - 0,8/ -0,8/ -0,7, Trima: - 0,9 (103), korelace s TBV nebyla
zji¥téna nebo byla staba u separatoru MCS (r = 0,1/ 0,07/ 0,4), u separitoru Trima nebyla
zjiténa (r = 0,2). Prokézali jsme statisticky vyznammy niz3i pfedodbérovy pocet trombocytil
u dérce krve krat$i trvani aferézy u pfistroje Trima v porovnini s odb&rem na pifistroji MCS.
Statisticky vyznamny rozdil ve vyt&nosti ziskanych produktii viak zji$tén nebyl. Vytéinost
trombocytt sttedné korelovala s pfedodb&rovym pottem trombocyti dérce u separitoru MCS
(r = 0,58), u separatoru Trira nikoli (r = 0,27). TBV nebyl kliCovym parametrem pro trvéni
aferézy, z tohoto pohledu je nase zjidténi v souladu s ojedinéle publikovanymi pracemi (16),
které TBYV jako vybérové kriterium pro MKO neuvadi (94).

U _kombinovanych odbérii trombocytli s ervirocyty kliSovym parametrem pro trvini
aferézy byl ptedodbérovy poet trombocyti (r = - 0,74), vliv TBV na {as odbéru nebyl
zjidtén (r = 0,26), stejné jako vliv pfedodbérové hodnoty Hb a Ht ( r = 0,24 / 0,22} (97).

Prokdzali jsme tedy, ¥e pro viechny kombinace odbérii trombocyti je kliCovym
parametrem piedodbérovy podet frombocyti darce, ktery urfuje trvéni aferézy. Hodnota TBV
darce ma na trvani aferézy jen nizky vliv u separdtoru MCS, u separitoru Trima je jeji viiv
nevyznamny. TBV je viak limitujicim parametrem pro volbu objemu krevnich sloZek pfi
jednom odbéru. Potvrdili jsme hodnotu TBV (> 4 300 ml) pro odb&ry krevnich slozek do
650 mi bez objemové nahrady (tab. & 24) (94,97). Z tohoto divodu musi byt TBV zohlednén

zejména pfi vyb&ru darce pro odbér vice nez 2 TU piipraviki.
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Z praktickych diivodii je nutné mezi vybérové kriteria zafadit krevni skupinu darce (9).
Vzhledem k znamému rozloZeni krevnich skupin v populaci a nutnému 1 mési¢nimu intervalu
mezi erytrocytaferézou a odbérem trombocyti se ukazuje (v souladu s literdrnimi zdroji
potvrdila i vlastni praxe) za vhodné vybirat pro kombinované odbéry trombocytli s erytrocyty
dérce krevnich skupin 0+ a A+. U dércil skupiny AB a B je vhodné vychizet z poctu dérchi
t8chto krevnich skupin v registru, zohlednit aktualni stav pozadavki na trombocyty a volit
rad&ji kombinované odbéry s plasmou, kde doporudeny interval mezi odbéry je pouze 2 tydny
).

Vstupni kriteria pro dérce MKO byla zvolena po podrobném studiu literatury a
s vyuZitim viastnich zkuSenosti z minulé klinické praxe a po provedeni vyzkumné sondy.
Vysledky nasi prace prokézaly, Ze zdkladni parametry byl zvoleny sprévné (tab. &. 8). Bylo
v¥ak také vyzkumem prokézano, Ze je vhodné upiesnéni nékterych vyznamnych vstupnich
parametr, jak jsme uvedli vy$e (TBV nebo hmotnost, modifikace vstupnich hodnot
trombocytil u jednotlivych aferetickych protokolit, déle vstupni hodnota feritinu). Vyznamne
je i upfesnéni Easovych limith, které jsme provedli pro odbéry nebo terminii nasledného
sledovani darci (tab. & 24) (94,97).

Moznost konverze déreii plné krve k multikomponentni aferéze

Pokusili jsme se zjistit moZnost konverze dércl plasmy na odbry multikemponentni.
Analyzovali jsme soubor 447 darch plasmy (370 muzii, 77 Zen). Pii aplikaci kriterii
Doporugeni Rady Evropy bylo pro dvojitou erytrocytaferézu vhodnych 293 muZii, Zadna
Jena. Podrobné&ji jsme analyzovali soubor 150 muZl vhodnych die b&mych kriterii pro
dvojitou erytrocytaferézu. 13 muzii (8,6 %) odb&r dvojitych erytrocytii edmitto. U 137 muZi
jsme doplnili mezi vybérovéa kriteria hodnotu feritinu 40 ug/L. Toto kriterium spinilo 87
muZi, tj. 63 %. Lze tedy ptedpokladat, Ze dvojity odbér erytrocytii je schopno darovat cca 60
% darch sphiujicich kriteria Doporuteni Rady Evropy, resp. cca 47 % muzi aferetickcho
souboru. Trombocyty s plasmou nebo s erytrocyty bylo dle naSich kriterii (tab. & 24)
schopno darovat 70 % déarci.

Nemén® dileZitym faktorem pro akceptaci MKO darci krve je trvani aferézy (140).
Z tohoto pohledu je separétor Trima, obecnd povaZovany za rychlejsi pfistroj, pro darce
akceptovatelngjsi, jak popsali i jini autofi (20,88,89).
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5.4. Indikaéni kriteria pro transfuzni pFipravky
Piipravky z MKO maji své vyhody, pro které by mély byt pfednostné smérovény
k polytransfundovanym pfjemciim, Vysoky standard obsahu erytrocytd ¢&i trombocytt
v Iééebné davee ma vysoky terapeuticky u¢inek (9,90,113), lze tak prodlouZit interval mezi
transfuzemi erytrocytarnich koncentrati. SniZeni expozice piijemce (niZ$i pocet darctl)
sniZuje riziko imunizace a imunosuprese piijemce. Vyskyt septickych potransfuznich reakci
je sniZen zejména u trombocytarnich koncentrati (79). Déle jsou pfipravky indikovany u
pacientdi s pitomnosti aloprotilatek proti vem typtim krevnich bunék. Pfipravu erytrocyti
z aferézy bez leukodeplece ze separitoru Haemonetics MCS+ v b&iné praxi nepovaZuyjeme
za vhodnou vzhledem k vysoké pfimési leukocyti. Daldi indikace piipravki z MKO jsou
totoZné s piipravky z piné krve.

5.5. Ekonomické hledisko

P¥i kalkulaci cen transfuznich pifpravki na TO KN Liberec se ukizala metodika
zvolenych protokoli jako rentabilni pfi hodnoceni vynaloZenych ndkladi. Odbér druhé
jednotky krevni slo¥ky jednoznatné metodiku oproti jednoduché aferéze zefektivituje, a to
v pofadi trombocyty, erytrocyty, plasma. Efekt pifinddi nejen zisk dal¥iho pfipravku, ale
Gisporu p¥ina¥i i redukce ndkladd na povinné laboratorni kontroly, zejména na vySctfeni
virologickych markerii (113) &i predtransfuzni vySetfeni (129). PHi zavidéni metodiky je
primarné nutno vychizet z ceny setdl, toto posouzeni miZe nékteré protokoly pfedem vyfadit
(napf. niklady na dvojitou erytrocyiaferézu na separdtoru Trima). Ekonomické hledisko
mohou také ovlivnit poZadavky zdravomického zafizeni na transfuzni pfipravky, napiiklad
pii piebytku plasmy bude dvojitd erytrocytaferéza jednoznadnym piinosem.

5.6. Vyhled do budoucna

Projekt ptinesl fadu otdzek, kterymi je vhodné se naddle zabyvat. Jde zejména o
prozkouméni stavu apoptézy krevaich bunék u darch plné krve a plasmy v periferni krvi,
prace vtéto oblasti zatim publikovany nebyly. Daldi nezodpovézenou otazkou otdzkou
ziistéiva klinicky vyznam bund&ného poSkozeni a aktivace krevnich bunék v pipravcich.
V literatufe se objevuji price zabyvajici se touto tematikou, aktudiné zejména v oblasti
apoptozy erytrocyt (18,63). Stejnd tak neni jasny vyznam zmé&n krevnich bungk zji§ténych
in vitro v pHpravcich, na potransfuzni recovery, Také fada otdzek, tykajici se klinick¢ho vliva
transfize apoptotickych krevaich bunék na pifjemce ziistava nezodpovézena (27). V nasem
konkretnim vyhledu je proto studium exprese annexinu V na krevnich buiikich dérci: krve,
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studium daliich marker{i membrinového poskozeni erytrocytu a studium vlivu dlouhodobych

aferéz na stav trombocytil v koncentratech.

6. Splnéni cili prace
Anotované cile projektu byly zcela splnény, studie pfinesla navic nékteré nové poznatky
vyznamné pro objasndni dosud nedofefenych patofyziologickych otdzek s moZnym

vyznamem pro klinickou praxi, uvedené nize

6.1. Zhodnoceni piimého vlivu multikomponentnich aferéz na zdravotni stav darce krve

Prokézali jsme bezprostiedni bezpelnost procedury. Byly zaznamenany jen ojedinglé
nezavaZné komplikace pii odbdrech. Hodnoty hemoglobinu a trombocytii po aferézach u
viech kombinaci odbérti nepoklesly pod doporutené meze. Stanoveni hladin annexinu V a sP-
selektinu u odbdrovych protokoli SDR, LDP-LP a LRS prokazalo, Ze krevni buiiky navracené
dérci nejsou aferézami podkozeny ani zvySend aktivovany. U ddrct aferéz jsme zjistili vy38i
klidové hodnoty annexinu V v porovnan{ s kontrolnim souborem dérci plné krve. Obé tato

zjisténi jsou unikétni, dosud nepublikovana.

6.2. Zhodnoceni dlouhodobého viive multikomponentnich aferéz na zdravotni stav

darce krve
Po dvojité erytrocytaferéze dochézi k sponténni Gpravé poklesu Hb a Ht do 90 dni.

K sponténnimu doplndni feritinu na pfedodbSrové hodnoty dochdzi za 180 dnd u darcu se
ystupni hodnotou feritinu nad 40 ug/L. Zvyiené hladiny sTR a TfRi viak signalizuji moZny
vznik sideropenie po opakovanych odbé&rech, toto viak bylo zjiSténo i u kontrolniho souboru
dércli plné krve. Proto jsme zafadili hladinu feritinu mezi vybérova kriteria. Monitorovani
v ro¢nich intervalech povaZujeme za potfebné nejen u déarci 2 TU RBC, ale i u frekventnich
darci plné krve. Suplementace preparity Fe by méla byt indikovina individudlng. U darci
trombocytli byl vyvoj viech markeri metabolismu Fe linedrni. K poklesu hodnot CB,

albuminu a imunoglobulinu G, A a M u siedovaného souboru nedoslo.

Soutasné doporudeni pro monitorovani ddrct aferéz zaméfené na sledovani vybranych

plasmatickych bilkovin je potfebné dopinit o monitorovéni feritinu 1x rocné.
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6.3. Zhodnoceni parametri jakosti, markeri po¥kozeni a aktivace bunék v pFipravcich

Prokazali jsme vysoky standard obsahu u&inné latky v koncentritech erytrocyti i
trombocytll ziskanych viemi kombinacemi odbérd. Jakost pifpravki je nezévisld na

vstupnich parametrech dérce krve, piipravky spliiuji stanoveny limit na obsah leukocytt.

Zhodnoceni vyvoje markerti membranového poskozeni erytrocytu prokézalo vyznamny,
ale srovnatelny vzestup hladin volného Hb, LDH a annexinu Vu deleukotizovanych
piipravkil z obou separdtorii i u kontrolafho souboru erytrocyth z plné krve. Nejvyznamngjsi
vzestup byl zji¥tén u erytrocytd z aferézy bez deleukotizace. Prokézali jsme, Ze stav
erytrocytl v koncentratech neni ovlivnén technologii aferézy, ale skladovacimi podminkami,
zejména primési leukocytii v piipraveich. Hodnoceni vyvoje markerd poskozeni a apoptdzy u
trombocytarnich koncentrétii prokézalo vliv technologic pfi aferéze na separitoru Trima a
ptipravé trombocyti zplné krve na stav trombocytu, nikoli u separatoru MCS. Vliv
technologie pipravy viak neovlivnil proces apoptézy trombocyti bEhem skladevani,
rozhodujicim faktorem jsou i zde skladovaci podminky. Mezi piipravky z obou separétori
jsme neprokdzali vyznamné rozdily.

6.4, Upiesnéni vstupnich kriterii pro darce muliikomponentnich odb&ri

Prokazali jsme, ¥e je nutno pouzivat diferencovani vybérova kriteria pro jednotlivé
piistroje i kombinace odbérl a dophili jsme je. Soucasné vybérova kriteria pro dérce 2 TU
RBC jsme doplnili o hodnotu feritinu nad 40 ug/L. Pro kombinované odb&ry trombocyth je
kiiSovym kriteriem pfedodbdrovas hodnota trombocyt dérce, pro trombocytaferézy na
separatoru Trima Accel je moino vybirat dirce s nizi hodnotou frombocytll neZ u separatoru
MCS. Hodnota TBV je klidova pro volbu odebiraného mmoZstvi krevnich sloiek bez
objemové nshrady, TBV nad 4 300 ml se ukazuje jako bezpelny.

Z vlastni praxe jsme posoudili moZnost konverze dércti plasmy na multikomponentni
aferézy. Pro vlastni konverzi jsou limitujicim faktorem biologické parametry darce a trvani
vykonu.

6.5, Indikaéni kriteria piipravka ziskanych metodou MKO v hemoterapii

Piipravky z MKO by mély byt pfednostng smérovany k polytransfundovanym
piijemciim. Vysoky standard obsahu erytrocytli i trombocytit v 1éCebné davee mé vysoky
terapeuticky utinek. Sni¥eni expozice pHjemce nizimu podtu dércti snizuje riziko imunizace

a imunosuprese pHjemce. Tak je moZné sni%it i vyskyt infek&nich potransfuznich reakci u
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imunokompromitovanych pacientli, zvla§t€ po aplikaci trombocytirnich koncentrita. Dale
jsou piipravky indikovany u pacienti1 s piitomnosti aloprotilatek proti viem typiim krevnich

bungk. Dalsi indikace jsou totoZné s pfipravky z plné krve.

6.6. Ekonomické zhodnoceni metody

Prokézali jsme ekonomickou névratnost pii spravné volb& kombinaci odb&rli, pouZité

technologie a spotfebniho materialu.

7. Zavér

Metoda MKO je dirci dobfe akceptovana. Zhodnoceni klinickych projevii a parametri
aktivace bundk pii multikomponentnich aferézdch neprokazalo negativni vliv metody na
zdravotni stav déarce krve. Krevni bufiky navracené darci nejsou zvySené poSkozeny ani
aktivovany. Toto zji$tdni je kliové, v literatufe jsme nena$li podobnou referenci. Zasadni je 1
zji¥tdni vy$Sich klidovych hodnot annexinu V u souboru aferetickych dércii ve srovnani
s darci piné krve, které rovnd? neni zatim v literatufe publikovéno a v budoucnu jej chceme
ovéfit. Neprokazali jsme klinicky vyznamny negativni vliv opakovanych odb&ri na hladinu
plasmatického Zeleza a feritinu, celkové bilkoviny, albuminu a imunoglobulinii. Dvojitd
erytrocytaferéza a frekventni darcovstvi plné krve piredstavuii pro ddrce srovnatelnou zatéz. U
ndkterych dérch krve miZe dochézet k deficitu zasob Zeleza, substituce pfipravky Zeleza by
méla byt individualni, s ohledem na dalf moZné pfiCiny jeho deficitu.

Pro jednotlivé ptistroje i kombinace odbérli je tfeba pouZivat diferencovand vstupni
kriteria pro darce krve, tato kriteria byla upfesnéna. Kliovym parametrem vybéru darce pro
kombinované trombocytaferézy je pfedodbérovy podet trombocytii ddrce krve, hodnota TBV
je limitujicim faktorem zv1a§t# pro volbu objemu odebiranych pfipravkil. U dvojitych odbérh
erytrocytil je tfeba doplnit vybérové kriteria Rady Evropy o stanoveni feritinu (> 40 ug/L).
Soutasna doporudeni pro dlouhodobé monitorovan! zdravotniho stavu dérct plasmy, které je
zamdfeno na sledovdni vybranych plasmatickych bilkovin, je tfeba u dircu dvojitych
erytrocytaferéz doplnit o monitorovani feritinu,

Jakost piipravkil je vysoce standardni, nezdvisli na vstupnich parametrech dérce, bez
zfetelnych znamek poskozeni bundk aferézami. Krevni butiky nejsou aferézami poskozeny ani
zvydend aktivovény. V jakosti pfipravkil z obou separatorli nebyly zjiSt€ny vyznamné rozdily.
Pouzité technologie neovliviiuji stav bundk v pfipravcich na konci skladovéni, klicovy

vyznam pro jakost piipravkd a vyvoj zmén v krevnich buiilkdch maji podminky skladovani
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produktil, napf, pH skladovacich roziokil ¢i koncefrace trombocytl v koncentratech. Bhizsi
poznani apoptozy a aktivace krevnich bunék u dérct i v transfuznich pfipraveich zistava
otazkou do budoucna. Pipravky od jednohe dirce jsou urleny zejména pro
polytransfundované pacienty. Metoda se ukazuje ekonomicky rentabilni pfi spraivném vybéru
kombinaci odb&rfi a miZe byt pouZita i pro zaji’téni zejména deleukotizovanyh piipravki pfi
nedostatku dérci plné krve.

PHi spravné volbé kombinaci odbéri a vybéru dérci se jednd o bezpetnou alternativu
dércovstvi plné krve, zajiSfujici vysokou jakost pfipravkii, spfinosem pro piijemce i
transfuzni sluzbu.

8. Souhrn

Uvod: Multikomponentni odbéry piedstavuji soulasny odbér riznych krevnich sloZek
v riiznych kombinacich od jednoho dérce v jednom sezeni. Aplikace vice pfipravkd od
jednoho dérce sniZuje u pacienta moZnost imunizace hemoterapii 2 riziko pfenosu infekci.
Pro transfiizni pracovisté je piinosem flexibilni vyuZiti darcovského fondu dle aktudlni
potteby. Viechny aspekty metody nejsou dosud objasnény.

Cilem studie bylo zhodnotit pfimy a dlouhodoby vliv MKO na zdravotni stav darce krve,
upfesnit vstupni kriteria pro darce MKO a upfesnit schema dlouhodobého monitorovani
dérce. U produktii zhodnotit zékladni parametry jakosti a markery pokozeni a aktivace
bundk. Déle upfesnit indikaci pfipravki ziskanych MKO v hemoterapii a posoudit
ekonomicky aspekt metody.

Metodika: Prospektivni studie sledovala uréené parametry u dirci MKO a ziskanych
transfuznich ptipravké. U souboru 52 dérch bylo provedeno 225 odbérii na dvou separatorech
(separatoru Haemonetics MCS+: 98 dvojitych erytrocytaferéz, 52 trombocytaferéz s plasmou
a 5 dvojitych trombocytaferéz; separdtoru Trima Accel (metoda nové zavedena):36
trombocytaferéz s plasmou a 28 odbérii trombocytii s erytrocyty). U odbéri byly hodnoceny
klinické uinky aferéz na dérce krve a aferetické parametry. Vzdy u 20 darcii byly hodnoceny
zmény hodnot Hb, Ht, trombocyti, hsCRP, annexinu V a sP selektinu po aferéze. Markery
metabolismu ¥eleza (Fe, transferin, saturace transferinu, feritin, sTfR a qTfRi) byly sledovany
v den 30, 90 a 180 u 30 dércti po dvojité erytrocytaferéze, u 22 darcii trombocyti po 180
dnech. Hladiny celkové bilkoviny, albuminu a imunoglobulinu A, G a M byly sledovany po
180 dnech. U v¥ech ziskanych transfuznich piipravki byl hodnocen obsah Hb ¢i trombocytt

a kontaminace leukocyty v den piipravy, markery buné{ného po¥kozeni v den piipravy a
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expirace. U i typl erytrocytirnich koncentrati (vidy po 20 TU: deleukotizovane EAD MCS
a EAD Trima, nedeleukotizované EAR MCS) byly sledoviny hodnoty kalia, laktatu, LDH,
pH a annexinu V. U dvou typli trombocytarnich koncentratii (TA300 Trima a TA300 MCS,
s obsahem > 300 x 10° PLT/TU — vZzdy 20 TU) byla hodnocena hodnota pH, LDH, laktatu,
annexinu V a sP-selektinu. Vysledky byly porovnény s parametry alikvotniho po&tu dérct a
piipravki z plné krve. Statistické hodnoceni bylo provedenoc na hladingé vyznamnosti
p < 0,05

Vysledky: Zhodnoceni klinickych projevii a parametrt aktivace bunék neprokdzalo negativai
vliv metody na zdravotni stav dérce keve. Po aferézich nebyly u dércii zjiSt&ny vy33i hladiny
annexinu V a sP-selektinu. Nové je zjiSténi vys§ich klidovych hodnot annexinu V u souboru
aferetickych dércli ve srovméni s ndlezem u darcii plné krve, které neni zatim v literatufe
publikovano. Neprokézali jsme klinicky vyznamny negativni vliv opakovanych odbéru na
hladinu plasmatického Zeleza, feritinu, celkové bilkoviny, albuminu a imunoglobulini. U
nékterych darch mi¥e dochazet k deficitu zasob Zeleza, substituce pfipravky Zeleza by viak
méla byt individulni, s ohledem na dal¥i mo¥né pfitiny sideropenie. Pro jednotlivé piistroje 1
protokoly je tieba pouZivat diferencovana vstupni kriteria, kterd byla upfesnéna. U dvojitych
odbéri erytrocytil je tfeba dopinit vybirova kriteria o stanoveni feritinu, jehoZ hiadina by
méla byt nad 40 ug/L. Souasné doporudeni pro dlouhodobé sledovani darcii plasmy, je
tfeba u dérch dvojitych erytrocytaferéz doplnit o monitorovéni feritinu. Jakost piipravki je
vysoce standardni, nezévisla na vstupnich parametrech dérce. Krevni buitky v piipavcich
nejsou aferézami potkozeny ani zvySend aktivovdny. V jakosti piipravki z obou separatorl
nebyly zjistény vyznamné rozdily. PouZité technologie neovlivitujf stav bunék v piipravcich
na konci skladovani, kli¢ovy vyznam pro jakost pipravkii a vyvoj zmén v krevaich bufitkach
maji podminky skladovini produktii. BliZ§i poznani apoptozy a aktivace krevnich bunék u
dércli i v transfuznich pipravcich ziistavé otdzkou do budoucna. Pipravky od jednoho darce
jsou uréeny zejména pro polytransfundované pacienty. Mefoda se ukazuje ekonomicky
rentabilni pii sprivném vyb&ru kombinaci odbérii a miize byt proto pouZita i pro zajisténi
zejména deleukotizovanych piipravkii pii nedostatkn dérci plné krve.

ZAavér: Metoda nemd bezprostfedni ani diouhodoby vliv na zdravotni stav dérce. Krevni
buitky navracené dérci nejsou zvySend aktivovany. Pro jednotlivé pfistroje i kombinace
odbérii je tfeba vybirat dérce dle diferencovanych vybérovych kriterif. Jakost piipravka je
vysoce standardni, nezdvisld na vstupnich parametrech dérce. Krevni buiky v ptipravcich

nejsou aferézami poskozeny ani zvySend aktivovény. PouZité technologie neovliviuji stav
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apoptdzy a aktivace bunék v piipravcich na konci skladovani. Pii spravné volbd kombinaci
odbért a vybéru darci se jednd o bezpefnou alternativu dércovstvi plné krve, zajistujici
vysokou jakost pfipravkil. Metoda je ekonomicky rentabilni pii spravném vybéru kombinaci
odbérii. Bliz&i poznani apoptdézy a aktivace krevnich bundk u dérct i v transfuznich

pfipravcich zlstava otdzkou do budoucna.
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10. Seznam zkratek

2,3 DPG
AB-16
ACD

ACD -A
ATP
AV/SD
CB

CMV
CPD

EAD MCS
EAD Trima
EAR MCS
ELISA
ERD
ESFH
FDA

Fe

Ht
IgA

2,3 difosfoglycerat

antikoagulaéni roztok k odbéru trombocyth
antikoagula¢ni roztok

antikoaguladni roztok k odbéru erytrocytii a trombocytii
adenosintrifosfat

priimér / smérodatna odchylka

celkova bilkovina

cytomegalovirus

antikoagulacni roztok k odbéru erytrocytti

erytrocyty z aferézy deleukotizované ze separdtoru MCS+
erytrocyty z aferézy deleukotizované ze separatoru Trima
erytrocyty z aferézy resuspendované

enzymova irmunoanalyza

erytrocyty z plné krve deleukotizované

European Society for Heamotherapy and Heamapheresis
Food and Drug Administration

zelezo

hemoglobin

histokompatibilni leukocytovy antigen

hematokrit

imunoglobulin A
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1gG
IgM
IL
LDH
In
LRS
MKO
PA
PF-+4
PK
PLT
PSGL-1
qTiRi

SAGM
sTIR

TA

TA300
TA300 MCS
TA300 Trima
TB

TBV

TGF-B

TP

PV

TU

B-TG

imunoglobulin G

imunoglobulin M

interleukin

laktatdehydrogenaza

pfirozeny logaritmus

leukoredukéni systém

multikomponentni odbér

plasma z aferézy

destickovy faktor 4

plné krev

trombocyty

prostaglandin 1

index solubilniho transferinového receptoru
erytrocyty

skladovaci roztok pro konzervaci erytrocyti
solubilni transferinovy receptor

trombocyty z aferézy

trombocyty z aferézy (> 300 x 10° PLT)
trombocyty z aferézy ze separatoru MCS (> 300 x 10° PLT)
trombocyty z aferézy ze separitora Trima (> 300 x 10° PLT)
trombocyty z buffy coatu

celkovy objem krve

transformujici ristovy faktor beta

transfuzni pfipravek

zpracovany objem krve {total procedure volume)

transfuzni jednotka

beta-tromboglobulin
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