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1. Uvod

Légba krvi mad zajimavou historii, kterd se vyvijela od pivodnich mystickych predstay
aZ po védecky zdiivodnéné metody dne$ni hemoterapie. Mezi historické milniky videckého
vyvoje paifi objev krevniho obéhu W. Harweyem r. 1616, prvni prevod Hdské keve J.
Blundelem v roce 1816, objev krevnich skupin K. Landsteinerem vr. 1901 (32), pouZiti
citronanu sodného jako antikoaguladni latky v roce 1913, objev skladovaciho roztoku ACD,
ktery umoZnil skladovat odebranou krev 21 dnid, vyvoj plastickych hmot a uzavienych
souprav pro odbér a kompletni zpracovani odebrané krve (18). Neméné& vyznamny pifnos
znamenal objev krevnich separdtorli, umoZiiujicich selektivni odbér vybrané krevni sloZky
(6). Transfuzni pifpravky pro zaji§ténf hemoterapie je tak dnes mo¥né ziskdvat klasickymi
odbéry plné krve a jejfim ndslednym zpracovdnim na jednotlivé slozky anebo aferetickymi
technikami. Cilem chou zpisobi je ziskAnf transfuzniho piipravko (TP) po¥adované jakosti, s
minimalnim viivem odbéru na zdravotni stav ddrce krve.

Multikomponentni odbéry krve (MKO) jsou moderni alternativou k darcovstvi plné

keve. Jednd se o novy trend v transfuznim. lékafstvi, kdy pfi odbéru jednoho dirce na krevnim
separtoru lze odebrat erytrocyty, trombocyty a plasmu v riznych kombinacich soudasné.
pacienty i transfuzni pracovistd. Problematika je v soudasné dobé intenzivné studovina (41,
48, 49, 75, 76 a dalsi).

Pro pacienty md aplikace vice transfuznich pipravki od jednoho ddrce vyznam
zejména v polyiransfundovanych pacienti. Lze tak snfZit moZnost imunizace hemoterapi
(37.63) i moZné riziko infekEnich komplikaci vietn® septickych, zvI4std po aplikaci
trombocytdrnich koncentratd (33,46). Aplikace erytrocyldrnich koncentrdtd s vysokym
standardnfm obsahem hemoglobinu mdZe prodlouZit interval mezi néslednymi transfuzemi
(30). Metoda miiZe byt vhodnd 1 p¥ autotransfuzich (25).

Pro transfiznf pracovisté metoda pfindsi zvySeni flexibility, umoZiuje lepsi organizaci
odbérl podle aktudlnich poZadavkd a raciondlni vyuZiti ddrcovské zdkladny, zejména pfi
chronickém nedostatku ddretl a stoupajicich ndrocich na jejich vybér (4,21,41). Metoda MKOQ
umoZiuje odbér vice pifpravki na zdklad$ klinickych indikaci, jako jsou napf. poZadavky na
CMV-negativni produkty nebo HLA shodné & PL Al megativni trombocyty (37,17,64).
Vysledkem MKO je piipravek ve findlni formé, neni jif tfeba dal§f pdkladnd technika a

pracovni sila na ndsledné zpracovdni, jako tomu je u odbérd plné krve. Metoda je tak jen



1.1. Multikomponentni odbéry - princip metody

Metoda piedstavuje nékolik desitek minut trvajfcf odbér na krevnim separatoru, kterym
proteée zhruba 1/2 cefkového krevniho objemu dérce, Béhem tohoto procesu je krev dirce
odvédéna specidlnfm setem intermitentng v cyklech po cca 250 ml, anebo pribéiné
kontinualni aferézou. Je vystavena kontakiu s odbérovym materidlem a centrifugaci {cca 3000
- 7000 otaek) (63), kterou jsou podle specifické hmotnosti oddélovany jednotiivé bunééné
slozky krve a plasma. Zadané slozky jsou sbiriny do vakt. Do krevnibo obéhu dérce se vraci
slozky krve, které nejsou pfedmétem sbéru. V soutasné dobt lze MEQ provadét na nékolika
typech krevnich separdtort (37). Piistroje pracuji antomancky, fizeny jsou poditadi, Obsluha
zvol{ #4dancu procedurs a pak sleduje jejf prabéh, pifpadng zasahuje pfi poruchdch nebo
vedlejiich pithodéch. Nejéasedi kombinace odbérd jsou dv# jednotky erytrocytd, trombocyty
v kombinaci s plasmou & erytrocyty, €1 dvé jednotky trombocyth. Odbér plasmy neni
prioritou (77). PH dvojité erytrocytaferéze a odbérech pievysujfcich 650 ml krevnich sloZek
je nutnd objemava nihrada. Pii jedné aferéze lze odebrat maximdlng 13% TBV (78).

1.2. V§bérova kriteria pro dirce multikomponentnich odbéri

Pro vybér ddrcll zatim nejson stanovena jednotnd kriteria. Autofi proto postupuji dle
Doporudeni Rady Evropy (78) a Jejich kombinaci s ndrodnimi kriterii pro aferézy &
vlastnimu zkuSenostmi (4,72). Doporugeni Rady Evropy obsahuje zdkladn{ kriteria pro vybér
ddrcii keve (véha > 50 kg, hemoglobin (Hb) u muZi > 135 gL, u Zen > 125 gL, potet
tromboeytd pii trombocytaferéze > 150 x 10°/L) a piesné poZadavky na odbér 2 jednotek

erytrocytl (vdha > 70 kg, TBV > 5 000 ml, Hb > 140 /L, Ht > 0,42, interval mezi odbiry 6
misict). Vstupni kriteria pro ostatnf typy MKO nejsou stanovena. Doporuuje se hodnocend
vice vstupnich ukazateli zdravomihe stavu dérce, jako hodnotu feritinu u dvojitych odbérd
erytrocyth (9,37) nebo piedodbérovy podet trombocytd dérce ve vztahu k¥ TBY apod. (4).

Limitujfcim faktorem se ukazuje byt délka procedury, zejména u bezplatnych dérci krve.
1.3. Vliv aferéz na dérce krve

Dle soudasnych zkufenosti je metoda povaZovdna pro darce krve za bezpeénou (15).

Mezi kratkodobé efekty b#fnych aferéz na ddrce pati napf. bolest pfi vpichu, nausea,

hematomy, citrdtové a obBhové reakee a dalff (5,7,39.42). U MKQO je spektrum jejich vyskyta
podobné, vyskyt obéhovych reakei byva i niZsi ne u dérct plné krve {17). Z dlouhodobych
vlivii procedury na ddree krve byla sledovina zejména lprava hematologickych parametrd a
zasob eleza po dvojité erytrocytaferéze (26,63). Ndzary na preventivoi substituci piipravky

eleza u ddrch nejsou jednotnd. Vydetfeni hladiny feritinu je deporuovdno jako marker



vyberu & sledovdni ddrce, jeho hladina vak neni stanovena (9,26). Kompletn dlouhodobé
sledovini zdravotniho stavu ddrcii MKO jsme v dostupné literatufe nenalezli.

Pti aferetickych odbérech dochdz{ k dlouhotrvajjeimu kentaktn s odbérovym

materidlem. Zvy¥end hladina annexinu V a P-selektinu u odbéra plné krve upozoriiuje na
moZnou prokoaguladni aktivaci stykem krve s odbérovym materilem (19). U MKO jsme
informace o moZném vlivu dlonhodobéhe kontaktu krve s edbérovym materidlem na krevnf
bufiky navracené ddrci v dostupné literatufe nenalezli,

1.4. Jakost transfuznich pFipravki

DileZitou sougdsti viroby transfuznich pifpravki je kontrola jejich jakosti, na kterou
md vliv Tada fakiorl. Standardné jsou hodnoceny zékladni parametry jakosti hodnotici obsah
ti¢inné kitky (obsah Hb a Ht u koncentritt erytrocyt, u koncentrit trombocyth jejich potet),
dile buné&nou kontaminaci piipravki, zejména pifmés lewkocyti. Obsah volngho Hb jako
markeru probihajici hemolyzy je stanovovan u erytrocytdrnich koncentritd (57,78). Specialni
parametry jakosti transfuznich pffpravki: Krevni buiiky podléhajfi béhem odbéru, zpracovant
a skladovani vyznamnym morfologickym a biochemickym zméndm, kieré jsou ovlivnény
fadou faktortt, napfiklad technologii odbéru, slofenfm antikoagulagniho roztoku, kontaktem
§ povrchem odbérového vaku & setu, metodou zpracovdni, & zptisobem leukofiltrace, Tyto
alterace u erytrocytl i trombocyti v koncenirdtech limituji jejich skladovatelnost a die
n&kterych autordl mohou asociovat se snfZenim potransfuzni recovery in vivo. U trombocytt
v koncentritech je uvedeny proces navic oviivnén i jejich vysokou senzitiviton na stimuly
béhem piipravy (1,3,12,22,50,59,66,68). Metabolické alterace krevnich bunék se odrdz{ napf.
ve zméndch pH, zvy¥eni LDH v supernatantu, v konsumpei glukézy a produkei laktitu, Za
moderni marker jakosti krevnich bunék je povaZovén annexin V, globdlni marker apoptdzy.
Jeho zvySend plasmatickd hfadina je v pfimé relaci se stupném bunééného poskozeni a jeho
stanoveni je pouZivino jake vysoce senzitivai parametr kvality trombocytérnich koncentréte,
u erytrocytdrnich koncentrdtd byl pouZit zatim ojedinéle v korelaci s volnym hemoglobinem
a kaliem (2, 23, 29, 34, 45, 60,71).

Stav krevnich bundk je ddle vyznamng ovlivnén gbsabem leukocytit v pEipravku.

SniZeni obsahu lewkocytli Easnou leukodeplec! snifuje uvolndni vétfiny na leukocyty
vazanych cytokinf a intraceluldrnich enzymil, které mohou indukovat poskozeni erytrocytd i
trombocytd v koncentratech béhem skladovéni (38,58,62). Obsah eytokinii v pfipraveich tak

miiZe byt vhodnym indikdtorem jakosti TP (61). Specifickon zménou pro trombocyt je

aktivace. Podobné jako proces apopidzy je aktivace trombocytu spojena s maorfologickymi a



funkénfmi zm&nami. Vyznamnym markerem je vzestup hladiny P-selektinu (12,36,40,58).

Specifické zmény pfi skladovédni erytrocytdl (.red cell storage lesions”), jako jsou pokles

obsahn 2,3-difosfoglycerdtu, adenosintrifosfitu, zmény kalia a dalsf, byly popsény jiZ v roce
1956 (20). Tyto zmény progreduji béhem skladovini a jsou ovlivnény antikoagulaénimi a
skladovacimi roztoky (66).

Vzriistajici poget literdrnich referenci ke zkoumané problematice je zaméfen zejmeéna
na sledovani jakosti produkti. Pfipravky ziskané metodou MKOQ byly srovnatelné, dle
nékterych autord i vy§$§ jakosti neZ ptipravky z plné krve. Specidlni markery (annexin V, P-
selektin) byly sledovany u trombocytdrnich koncentratd, kde byly prokdzdny rozdily nejen
mezi aferctickymi piipravky a piipravky z plné krve, ale i mezi produkty z riznych typl
separitort, U erytrocytil z aferézy jsme reference o annexinu V v literatufe nenalezli. Byla
vyslovena potfeba dalgich studif (15,37,35,36, 44,68). Sledovini zdravotniho stavu dirce je
publikovino ojedingle, dlouhodobé sledovani darcii chybf. V nasi zemi se¢ multikomponentni
odbéry providdji pa ojedinélych pracovistich, komplexni publikace v deském odborném

pisemnictvi zatfm nejsou.

2. Cile prace
Cfiem préce bylo bliZe prozkoumat a zhodnotit vybrané, dosud ne zcela jasné otdzky:

2.1. Zhodnotit piimy vliv. MKO na zdravotnf stav dérce krve — vedlej§i déinky aferéz,
bezprosttedni vliv procedury na parametry krevniho obrazu, zhodpotit vliv procedury na
markery aktivity krevnich bunék navracenych darei (hsCRP, annexin V, P-selekiin), toto

pesoudit u jednotlivich odbérovych protokolii.

2.9, Posoudit dlouhodeby vliv MKO na ddrce s cilem vybrat vhodné parametry pro
dlouhodobé monitorovani zdravotniho stavu dirce. Zaméfit se na krevni obraz, parametry
metabolismu  Feleza (feritin, transferinovy receptor), celkovou bilkovinu, albumin a
imunoglobuliny. Posoudit soudasné schema sledovan{ zdravotniho stava dérce pro aferetické

odbéry a posoudit nutnost jeho doplnéni.

2.3.Zhodnotit pfedepsané (zdkladni) a specidglni parametry jakosd, markery pofkezeni a
aktivace pHpravkii ziskangch MKO a jejich moZny pifnos viici piipravkim z plné krve.

2.4. Na zékladé zfskanych poznatk upfesnit vstupni kriteria pro dirce MKO a posoudit

mo¥nost konverze dércd na tento typ odb&rd v nadich podminkdch,
2.5. Upfesnit misto a indikaci pifpravidi ziskanych metodou MKO v hemoterapii.

2.6. Posoudit ekonomicky aspekt metody.



3. Metodika

Prospektivni studie byla provedena vletech 2003 ~2006. Projekt byl schvélen
Etickymi komisemi KN Liberec, FN a LF UK v Hradci Krdlové. Soué4sti studie byl piijaty a
obhdjeny vyzkumny projekt IGA MZ CR & NR/3015 — 3.

Studie sledovala uréend parametry ddrci krve pro tento typ odbérd, parametry viastni
procedury a transfuznich piipravkd, a porovndvala je s vybranymi parametry alikvoiho

poctu dirct piné krve a pHipravki z piné krve,

3.1, Krevni separatory a odbérové protokoly

Odb&ry jsme provadéli na ji# zavedeném separitoru Haemonetics MCS+
(Haemonetics Corp., Braintree, USA) {ddle MCS), metodu MKO jsme novd zavedli na
separdtoru Trima Accel (Gambro BCT, inc. Lakewood, USA) (ddle Trima). Separdtor
Haemonetics MCS+ umoZiiuje provadét odbéry intermitentnim zptsobem, deleukotizace
trombocytirnich kencentrdtd probihd kontinualni filtraci, pro jednotlivé kombinace odbéri
jsou tfeba specidlni sety. Aferéza na separdtorn Trima je kontinudlni, trombocytdrni
koncentrdty jsou pfipravovény specidlnim  leukoredukénim systémem, pro celé spektrum
odbért slouzi universiini set. Erytrocytdrni koncentrdty pfipravené obéma uvedenymi
separdtory mohou byt nisledng delevkotizovany.

Na separdtoru MCS byly provedeny odbéry 2 jednotek trombocytl (TA: | TU > 200 x
10°PLT a odbéry trombocytd s plasmou (TA: 1 TU > 200 x 10° PLT, TA300 MCS: 1,5 TU >
300 x 10° PLT, objem plasmy 240 ml/TU). Odbéry byly provedeny bez objemové nihrady.
Déle jsme provedli odbéry 2 jednotek erytrocyti (kompensace kontinudlni infuzi 460 ml

fyziologického roztoku) (30). Erytrocyty z aferézy resuspendované (EAR MCS) hyly po

odbéru resuspendoviny ve 100 ml roztoks SAGM na jednotku. Ervirocviy z aferézy

deleukotizované (EAD MCS) byly po odbéru rovnéz resuspendovany ve 100 ml roztoku
SAGM a nédsledné deleukotizovdny filtry integrovanymi v setu (RC 2H PALL, Mildno, Itdlie).
Kombinované odbéry trombocytG a erytrocytil jsme na piistrop MCS neprovadéli vzhledem
k dlouhému trvdni aferézy (37).

Na separdtoru Trima jsme provedli kombinované odbéry trombocytir s plasmou
(TA300 Trima: 1,5 TU: > 300 x 10° PLT, objem plasmy 230 ml/TU), odbéry trombocytd
s erytrocyty (TA300 + RBC) a ojedingle odbéry 2 jednotek trombocytd (TA: > 200 x 10°
PLT). Spekirum odbgr( uvidi tab. & 1.



Tab.& 1  Spektrum provedengch odbérii

Dle skupin déreil Dle piistroji
typ odbéru Celkem  Skupina &  Skupina B MCS Trima
2 TURBC 98 98 0 08 0
2 TUTA 11 5 & 3
TA+PA 5 1 4 5
TA300 + PA 83 21 62 47 36
TA300 + RBC 28 0 28 0 28
Celkem 225 125 100 155 70

Legenda: RBC: erytrocyty z aferézy, PA: plasma, TA: trombocyty z aferézy {= 200 x 107 PLT),
TA300: trombocyty z aferézy (> 300 x 10° PLT), TU: transfuznf jednotka, Skupina A: odbry 2 U

koncentritdi erytrocytli, trombocytdmnich koncentratii, Skupina B: odbéry koncentritil trembocyti.

3.2. Soubor déreti

Sledovany soubor tvofile 52 dércli (48 muZd a 6 Zen), Do souboru byli podle fasové
posloupnosti a poZadavku na transfuzni pripravek zafazeni dobrovolni bezplatni ddrci plasmy,
ktei{ prichdzeli k odbéru vdobi od 24.10.2003 do 15.6.2004 a podepsali informovany
souhlas. U tohoto souboru provedeno 225 MKO, u jednotlivych darch byly adbéry provadény
opakovand. Zkoumany soubor byl rozdélen na dvé skupiny. Ve skupiné A jsou zafazeni dérei,
u kterych byly provedeny odbéry 2 TU RBC a tyio odbéry nebyly provadény u skupiny B.
Ve skuping B jsou dirci, kde byly provedeny odbzry TA 300 + RBC. Ostatni odbéry, ¢j. 2 TU
TA, TA + PA a TA300 + PA byly providény u obou skupin. Divodem rozdéleni byla
potfeba monitorovat parametry metabolismu Feleza po odbérech 2 TU RBC.

Pred kaZdym odbérem byl dérce vySetfen lékafem a zhodnocena wstupni keiteria,
Vstupnf kriteria pro dérce pfi MKO jsme stanovili dle Doporuéeni Rady Evropy
modifikovanych dle vlastnich zkuSenosti (53), pro trombocytaferézy na separétoru Trima byla
akceptovina predodbérovd hodnota trombocytil min. 220 x 10°%L dopornéend vyrobcem (tab.
& 2).

U zkoumangho souboru byl provadén Jongitudinalni shér a hodnoceni dat, jak bude
uvedeno niZe. Pro posouzeni vstupnich kriterif ddreli w trombocytaferéz nebyl soubor dle
naeho ndzoru a po konsultaci se statistikem dostate¢né podetny. Proto jsme pro tyto ucely
zhodnotili aferetické parametry a zékladn{ jakost v dalfich soub&Zng provedenych MKO u 80

dércfi (37 odbéri 2 TA, 86 odbérl TA + PA a 12 odbéri TA300 + RBC, 68 muzi, 12 Zen).



Tab.& 2 Pracovni vybérov4 kriteria pro dirce krve

Parametry 2TA, TA+PA TA + RBC 2RBC
TBY {(ml) > 4300 = 4300 > 5000
nebe
Viha (kg) > 65 =50 > 70
Muzi > 0,40
Hematokrit Zeny » 0,38 030" | »042 |> 030"
MuZi > 135
Hem opglobin (g/L) Zeay > 125 > 110" > 140 >110"
1ITY =200
Trombocyty MCS > 260 -
x 10°7L > 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 odbéru.

3.3. Hodnocené parametry

3.3.1. Ukazatele piimého vlivu MKO na zdravotni stav dirce

a) Klinické projevy aferéz: U jednotlivych typt odbéri jsme sledovali jsme bezprostfednf
nezidouct projevy vykond.

b) Laboratorné: U vybranych kombinaci odbérit (2 TU RBC, TA300 MCS, TA300 Trima,
TA300 + RBC) jsme sledovali zménu hodnot Bb, Hi a trombocytd (PLT) po aferéze a zménu
plasmatické bladiny Ca a Mg (priikaz moZného vlivu citritového antikoagulans). U odbérd 2
TURBC, TA300 MCS a TA300 Trima byly sledovany markery poSkozeni a aktivity krevnich
bunék navracenych dérci po aferéze (hsCRP, annexin V), u TA300 MCS a TA300 Trima

navic zmény hladin sP- selektinu.
3.3.2. Ukazatele dlouhodobého viivu MKO na zdravotni stav dirce

a) Markery metabolismuo Zeleza - hladina Fe, transferin, feritin, solubilni transferinovy

receptor (sTfR) a jeho index (qT{Ri) byly sledovdny u obou soubori po 180 dnech, u souboru
A navic v den 30 a 90 po dvojité erytrocytaferéze. Po 4. erytrocytaferéze byl sledovan jiz jen
feritin z finanénich diivodit. Preparity Zeleza jsme preventivné nepoddvali.

b) V pilroénich intervalech byla sledovdna hodnota celkové bilkoviny, albuminu a

imunoglobulini G, A a M.



3.3.3 Parametry aferéz
U viech kombinaci odbé&rii jsme hodnotili celkovy objem krve dirce (TBV), zpracovany

abjem krve (TPV), trvani aferézy, spotfebu antikoagulans, odebrané mnoZstvi krevnich sloZek

v mililittecha v % TBV.
3.3.4. Parametry jakosti transfuznich p¥ipravki

U piipravkl ziskanych &tyfmi kombinacemi odbéri na dvou separdtorech byly
hodnoceny zdkladni a vybrané specidlni parametry jakosti. Vysledky byly porovniny
navzdjem, déle s parametry odpovidajicich ptipravkl z piné krve a korelovdny k vsfupnim
parametrim dérce krve.

) Erytroeytirni koncentraty: Hodnotili jsme EAD MCS a EAD Trima, dile EAR MCS
s cffem poscudit vliv kontaminace lewkocyty na jakost produkti. V den skladovini 0 a 40
jsme hodnotili objem, obsah Hb, Ht, hodnotu pH, hladina volnéhe Hb, LDH, kalia, glukosy,
Jaktdtu 2 annexinu V. Kontaminaci leukocyty jsme stanovili v den 0. V piipadé anmexinu
V jsme navic porovndvali jeho hladinu v pffpravku viéi klidové hodnoté u dérce krve.

b) Trombocytarni koncentrity: Objem, obsah trombocytd a kontaminaci leukocyty jsme
hodnotili u viech ziskanyeh TU. U TA300 Trima, TA300 MCS a kentrolnihe souboru
trombocytll z plné krve (TB) jsme v den skladovani 0 a 3 stanovili hodnots pH, glukosy,
laktatu, LDH, annexinu V a sP-selektinu, V pfipad8 annexinu V a sP-selektinu jsme navic
porovndvali jejich hladinu v pfipravku v kiidové hodnot u dirce krve.

Pro vyietfeni trombocytirnich koncentritd byly vzorky odebiriny v den 0 a den 5 resp. 6.

V den 0 bylo odebrine bezprostiedné po pifpravé 10 ml piipravku, centrifugovano 5 min. p¥i
5000 ot. na laboratorni centrifuze Jouan C 3.12 (Jonan S.A., Francie). |J koncentrdtd
ervtrocytil byly vzorky odebirdny v den 0 a den 40. V den 0 bylo odebrdno bezprostiedné po
pifpravé 23 ml piipravkn, centrifugovéno 5 min. pfi 3400 ot. na laboratorni centrifuze Jouan
C 3.12 {Jouan S.A., Francie). VySetfeni pH, laktatu, glukosy a LDH probéhlo tyZ den do 4

hodin po odb&m vzorkd. Materidl pro vySetfeni annexinu V a sP selektinu byl zamrazen
v alikvotech a skladovdn pii - 30° C. Odbéry vzorkt pro laboratorni vy$etfenf piipravki byly

provadény validovanym sterilnim zpiisobem.

Kontrolni_soubor dérchi plné krve k porovndni stanovenych parametrl zdravotniho stavu u
souboru aferetickych ddrch tvofilo 26 mu¥il, odbéry byly provddény 4x rotné. Pro hodnoceni
parametr( jakosti transfuznich piipravki byly zavzaty odbéry piné krve i u 16 Zen. Kontrolnd

soubory transfuznich pipravkd: Vybrali jsme odpovidajici typy b&iné pouZivanych

ptipravki z plné krve — erytrocyty resuspendované deleukotizované (ERD) a trombocyty



z buffy coatu (TB). K porovnén{ aferetickych parametrii jsme pouZili historicky soubor 34
fednoduchych  trombocytaferéz provedenych na separdtorn MCS. Soubory byly pocetné
porovnatelné,

Laboratornf analyza: Krevni obraz dérch a buniéné parametry jakosti erytrocyti byly

stanovovany na piistroji Coulter T 890 a Coulter STKS. Poget trombocyti v pifpraveich byl
stanoven na pfistroji Coulter STKS (Beckman Coulter, Florida, USA). Pitomnost leukocytd v
deleukotizovanych ptipravcich byla stanovena v Nageottové komsirce (lyzaéni roziok Turck
firmy Merck). Biochemickd vyZetieni byla provedena na Oddéleni klinické biochemie KN
Liberec. Pro stanoveni parametr( u ddrct krve a pripravki byly pouity ndsledujici metody:
celkovd bilkovina metodou biuretové reakce (kit Total Protein, kat. & 2000903, Roche
Diagnostics), alburmin reakei s BCG (kat. & 1970909, Roche Diagnostics), elekiroforéza
bilkovin  metodow  Sebia, elfo na agaroze. Imunoglobuliny byly stanoveny
munoturbidimetricky kity Roche Diagnostics (IgG-2, kat. & 3307408, IgM-2, kat.é. 3507149,
lgA-2, kat. & 3507297). Plasmaticka hladina Zeleza byla vy§etiena kitem FerroZin, (kat. &.
1876996, Roche Diagnostics), feritin soupravou Elecsys Ferritin (kat. & 03737551, Roche
Diagnostics), transferin imunoturbidimetricky (Transferin ver. 2, kat.8. 3015084, Roche
Diagnostics), solubiln{ transferinovy receptor latexem usnadnénon turbidimetrii (sTfR, kat.&,
2148315, Roche Diagnostics), hladina kalia nepfimou potenciometrii (ISE indirect Na,K,Cl,
kat.&. 825441, Roche Diagnostics) a hladina magnézia reakef s xylidilovou modif (Mg, kat.Z,

1551353, Roche Diagnostics). Imunologickd vvietfeni byla provedena na Ustavu klinické

imunologie a alergologie EN v Hradci Krdlové., K stanoveni hladiny annexinu V byl pouZit
kit IMUCLONE Annexin BLISA Kit, kat. & 650 (American Diagnostica Inc., Stamford,
USA). Solubilni P-selektin byl stanoven pomoci kitu Human Soluble P-Selectin
Immunoassay, kat. ¢. BBE 6 (R & D Systems Inc., Minneapolis, USA).

34. Statistické metody

Cilem statistického hodnocen{ bylo hodnoceni wiéenych parametrii u zkoumanych
soubori  ddrch i tramsfuznfch pHpravki v &asové ose a hodnocen{ parametri mezi
hadnocenym a kontiolnin souborem navzdjem. Pro prezentaci dat byly poufity zdkladni
grafické néstroje (spojnicové a sloupcové grafy) a pfehledové tabulky (priméru, medidn,
smerodatnd odchylka, range). K statistickému hodnoceni byl pouit statisticky software
Excel 4.0. K hodnocenf normality rozloZeni dat v souborech jsme pouZzili D7Agostinifv test.
Pro normélné rozloZend data byl pouZit Studentdiv t-test, F-test, pérovy test a Pearsoniiv

korelaéni koeficient. Pro soubory s nenormilné rozlozenymi daty byl pouZzit Manntiv -



Whitneyitv test, Wilcoxtv pdrovy test a Spearmantiv korelaéni koeficient. Statistickd

vyznamnost byla posouzena na hlading p < 0.05.

4.  Souhrnné vysledky
4.1. Aferetické parametry

Sledované parametry aferéz - celkovy objem krve ddrce (TBV), trvdni odbéra,
spotiebu antikogulaéniho roztoku, mnoZstvi zpracovaného objemu krve (TPV), odebrané
mno¥stvi krevai slofky a dosaZeni predikované jakosti piipravid uvadi tab. ¢ 3
Dvojitd erytrocytaferéza trvala prim&mé 40 min, (stejné jako biny odbér plasmy).
Soutasny odbér plasmy pii odbéru TA + PA ved] ke zkrdcen{ jeho trvdni o 8 minut, sniZila
se spotieba antikoagalans 0 23 ml a TPV o 156 ml (pro vSe plati: p < 0,001). Odbér druhé
iednotky trombocytd ved] k prodlouzeni aferézy o 12 min, zvyiila se spotfeba antikoagulans
020 ml a TPV o 480 ml (vie p < 0,001). Trvéani aferézy u odbéru TA300 + PA na separitoru
Trima bylo vyznamné krat§i (54 min.), souasné zde byl i niZ§i primémy predodbérovy
pocet PLT u dédrce (263 x 10°/L) v porovndni s odbérem na separdtoru MCS (vie p < 0,001)
(tab. & 3). U obou pistroji trvani aferéz silng zaviselo na predodbérovém poétu PLT ddrce
(r: MCS - 0,8; Trima - 0,9), zdvislost na TBV byla minimalni (r: MCS - 0,1; Trima - 0,2).
U odb&ru TA300 + RBC jsme zjistili obdobné vysledky a vztahy.

42, Vliv MKO na déree krve
4.2.1. Bezprostiedni vliv MKO pa zdravotni stav darce krve

Pii hodnoceni pifmého vlive procedury jsme nezaznamenali 74dné zdvaZné klinickd
vedlej¥{ iginky. Po odbérech nedo3lo k poklesu hladiny Ca a Mg pod fyziologické meze. U
odbér 2 TU RBC Bb poklesl priméma o 18 £ 5 g/L a Ht 0 0,06 £ 0,02 (oboji p < 0,001},
ke zméné poftu tromhocytll nedoflo (p = 0,85). Pokles PLT po odbZra TA300 + PA na
separdtoru MCS &inil 49 £ 22 x 10°/L (p < 0,001). Na separitoru Trima &inil pokles PLT po
odbéru 50 + 18 x 10%L {(p < 0,001). U odbéri TA300 + REC podet PLT klesl 0 43 + 14 x
10°7L {p = 0,02), zmény Hb a Hi nebyly statisticky vyznammné (Hb: pokles 0 23 g/l, p=
0,43; Ht: 0,00 = 0,01, p = 0,45).

Markery poskozeni krevnich bunék navracenych dérci (tab. & 4): U odbérd TA300
+ PA a 2 TU RBC nedoflo k statisticky vyznamnému zvySeni annexinu ¥V po aferéze, u
odbdri. TA300 + PA ani ke zméné hladin sP-selektinu, To svéded, Ze krevni buiiky nebyly

aferézami podkozeny a aktivita bunék navracenych dérci krve nebyla procedurami ovlivnéna

12
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Tab. &4 Zmény annexinu V a sP-selektinu u ddrci po aferéze

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

2 TURBC AVISD 10,7 £8.8 10,2+85 < 0,01
n=21 range 1,0-283 0,8-275 nevyletieno

medidn 8.0 2,1
TA 300+PA MCS  AV/SD 08169 911538 0,22 2473 +60,4 808478 0.47
n=22 range 1,6-233 2.1-19.5 16,9 -268,1 18.,5- 1895

medidn 8.9 7.4 843 80,8
TA 300 +PA Trima AV/SD 09+59 93+6.0 0,24 70,2352 6804337 0,65
n=26 range 2,0-251 1,1-199 31,1-1469 253-1596

medidn 8.5 8.1 70,2 68.9

Legenda: RBC: erytrocyty z sferdzy, PA: plasma, TA300: trombocyty 7 aferézy (>300x 10° PLT).

42.2. Dlouhodob¥ vliv MKO na ddrce krve

Vyvoj Hb a parametrii metabolismu Fe u dérctt 2 jednotek RBC (soubor A) uvadi
tab. & 5. Za 30 dnd po odbiru jsme zaznamenali statisticky vyznamné zmény viech
sledovanych parametril, tzn. sniZeni hodnot Hb, Ht, Fe, saturace transferinu, feritinu a vzestup
hodnot transferiny, sTfR a qTfRi. U vétSiny ddrcl dodlo ke spontdnnf tipravé uvedenych
parametri na predodbérové hodnoty. U hodnot Hb, Ht, plasmatického Fe a  saturace
transferinu tomu tak bylo jiz za 90 dnd po odbéru (25 dérct). Uprava hladiny feritinu trvala
180 dnit u 22 ddrch, u dal§ich dércd 270 - 360 dnidl po odbéru. K dpravé hodnot transferina,
sTER a qTiRi za 180 dnil nedolo, vyvoj hodnot mél viak tendenci k vpravé. Dirci, u kterych
do¥lo k dopluéni zésob Fe za 180 dnd, méli primérnou ystupni hednotu feritinu vy83i (50,8 £
21,3 ug/L) ne¥li ddrci, u kterych k doplnéni zdsob na hodnotu pied odbérem nedotlo (34,2
8,3 ug/L) (p = 0,004). Po redukei sledovangho soubors na 20 dérc (pracovni a zdravotni
divody) se ukdzalo, Ze 17 ddrch opakované spontdnné dopliiuje zésoby #cleza v intervalu 130
dnt, a 3 dérei opakované potfebujf k spontdnni obnové tachto zdsob 270 dnil.. PH hodnoceni
v§voje hodnot sTfR a qTfRi jsme zjistili statisticky vyznamné rozdily oproti dnu O ipo 1., 2.
i 3. erytrocytaferéze (p < 0,001). U dérci souboru B (odbéry trombocytd s plasmou) nebyly u
parametri uvedenych v tab. & 5 zjistény statisticky vyznamné rozdily v den 0, 180, 360 ani
720.

U souboru dércti plné krve byl dlouhodoby vyvoj Hb, Hia parametri Fe obdobny. U
Hb, Ht, Fe a saturace transferinu nedoslo ve dnech 90, 180 a 360 statisticky vyznamnému

snifeni hodnot (vie p > 0,05), Hladina feritinu byla v den 90 a 180 sniZena v porovnani



s hodnotou v den 0 (p = 0,001), v den 360 nikoli (p = 0,09). Hodnoty sT{R a qTiRi byly

statisticky vyznamné zvy¥eny po celou dobu sledovéni (p < 0,001). Piipravek Zeleza jsme

maselt podat u t# ddred, z teho u dvou déret jsme zjistili pozitivai okultn{ kevdcend.

Pfi hodnocenf hiadin celkové bilkoviny, albuminu a imunoglobulind jsme nezjistili
v dvoulet€m sledovdni statisticky vyznamné zmény jejich hladin (soubor A: CR: p = 0,20,
albunin: p = 0,10, IgG: p={.41 a IgM: p = 0,89, TgA: p < 0,01 - zde byl vzestup hladiny u 2
darcd, soubor B: CB: p = 1,0, albumin: p = 0,82, IgG: p = 0,33, IzA: p =085 IgM: p=

0,97).

Tab. €& 5 Hodnoceni Hb, Ht a parametri metabolismu Fe po dvojité erytrocytaferéze

Den
Poéet dircii

Hb gl AV/SD
range
medidn

He AV/SD
range
medidn

Fe umot/L. AV/SD
range
mediin

Transferin  g/l. AV/SD
range
medidn

Saturace % AV/SD
range
medidn

Feritin sgl. AV/SD
range
medidn

sTIR mg/L AV/SD
range
mediin

qTiRi AV/SD
Tange
medidn

0
30

1527
141-364
151

0,43 = 0,02
0.35 - 0.46
0,43

220+7,1
8,9-36,1
2,7

2,74£0,32
2,09-34%
2,73

3BE11
14-67
30

47,3 2204
22,3-123,1
41,3

2,92+0,73
1,62 -4,46
279

0,78 20,20
046-1,17
0,19

30

30

1477
136-161
147

041 0,02
0.38 - 046
041

18,6 + 10,1
55533
17.6

301032
2,37-3,02
3,05

25415
664
23

22,1 £10,5
75-463
22

4.88 + 1,03
3,11-7.1
4.80

1,73 £0,57
0.8 -3,73
0,57

P

< 0,001

< 0,001

0,04

< 0,001

0,003

< 0,001

< 0.001

< 0,001

50
28

15147
136-164
153

0,43 +£0.02
0,38 - 0,47
0.43

213 =7.8
6,7-39,2
21

293033
2,25-3,72
2,84

3113
14 - 65
28

27,8 £11,.2
7.3-78,0
24,3

3,71 098
1,05 -736
3,66

127 =056
0.69-3.70
0,59

0,28

0.7

0,9

< 0,001

0,7

< 3,001

< 0,001

< 0,001

150

30

149 £7
136-161
150

0.43 0,02
0,38 -0.48
0,42

204 £75
83-438
194

2,88 036
2,27-3,84
2,8

2011
11-58
27

414 =246
6,0-134,1
356

3,37 2094
2,17-6775
332

1,02 0,58
0,34 -3.77
0,58

Legenda: saturace: saturace transferinu, sTFR: solubilni transferinovy receptor, qTfRi: index

(= sTR/In feritin}, p: statistickd v¥znamnost ke dni 0.

p

0,02

0,02

< 0,001

0,11

0,14

< 0,001

< 0,00}

sTiR



43. Jakost transfuznich pripravki

4.3.1. Erytrocytirni koncentraty

Zakladnf parametry koncentritii erytrocytit (objem, Hb, Ht a obsah leukocytd
v TU) a jejich v§voj behem skladovdni uvidi tab. &. 6. EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS
vykdzaly vysoky standard objemu a obsahu Hb v TU v porovadni s ERD z plné krve. U viech
jednotek bylo docileno predikovaného obsahu Hb (> 40 g/TU). Béhem skladovan{ nedolo ke
sniZeni obsahu Hb & hodnot Ht v pfpravkn. Viechny jednotky EAD MCS i EAD Trima
splnily doporufeny limit pfimési lenkocytl (< 1 x 10%TU), EAR MCS nikoli. 6 TU
stanoveny limit {<1,2 x 10%/TU) nesplnifo, 12 TU obsahovale hranini piimés leukocytl (> 1
x 10°TU). U EAD MCS i EAD Trima byla zji§téna niZsl mira korelace obsahu Hb a Ht
v produktu s pfedodbérovimi hodnotami Hb a Ht dérce krve v porovndni s pHipravky z piné
krve (Hbor:- 0,03/-0,01, Hur: 0,3/0,21).
Tab. & 6 ZaKladni parametry jakosti erytrocytirnich koncentraitii

Objem Hemoglobin Hematokrit Leukocyty
ml [TU TV u *10%TU
den 0 den £0 p den 0 den 40 ]
EADMCS  AV/SD 268 £3 53 %2 54+7 <0001 0,57+001 059=002 <0001 005% 008
n =40 range 260-274 50-36 51-57 0,55-0,60 0,55-064 0,00-0,32
medidn 269 53 54 0,57 0,39 0,01
EAD Trima AV/SD 276 +8 50 £2 51 =2 <0001 0354=001 056 =002 <0,001  ©.00= 0,00
n=19 range 261-294  46-54 47 -54 052-057 052-039 0,00 - 0,00
mediin 276 50 51 0,56 0,56 000
EARMCS  AV/SD 290=3 30+2 50=x1 00l 060002 063x002 <0001 086=x0329*
n=40 range 281 -299 56-62 57-62 0,57 -064 (.58 -0.67 0,38 -1,43
medidn 290 59 59 0,60 0,63 0,84
ERD AVISD 20525 56x5 54+5 0,02 055+003 0532004 0,05 0,02 =0,04
n=20 range 252-327 47-66 46 -63 0,52 -0,60 045-059 0,00-0,i2
median 301 36 34 0,54 0,53 0,00

Legenda: EAD MCS: erywocyty deleukotizované ze separftoru MCS, EAD Trima: erytrocyty
deleukotizované ze separdtory Trima, EAR MCS: erytrocyty resuspendované ze separdtorn MCS,
ERD: erytrocyty deleukotizované z plné krve, * x10°, n: podet transfuznich jednoiek,

U EAD MCS, EAR MCS, EAD Trima i koatrolntho souboru ERD do3lo ke statisticky
vyznamnému vzestupu markerii membrinového poskozeni buiiky (p < 0,001) (tab. & 7).
Pfedepsany stupefi hemolyzy (< 0,8% erytrocytové masy na konei skladovani) byl splnén u
viech typt produkei. U EAD MCS byl v porovndni s EAD Trima vy¥¥ vzestup vHb i LDH
{oboji p < 0,001), vzestup hodnot K* byl srovnatelny (p = 0,19). Pii porovndni EAD Trima a

ws

ERD byly srovnatelné vzestupy volného Hb (p = 0,18) a K* (p = 0,10). Nejvyznamnéjsi



vzestup voln¢ho Hb, K*, LDH vykdzaly EAR MCS (vie p < 0,001), tedy pifpravky
nedeleuketizované, Vzestup hodnot annexinu V byl srovnatelny u EAD MCS a EAD Trima
{p = 0,33), nejvyznamnéjsi u EAR MCS byl (p < 0,001). Hodnoty annexinu V v pifpraveich
v den 0 byly v porovnan{ s hladinou u dédrce niZ$f (EAD MCS: 2,1 4 1,3, dérce 10,788, p<

0,001, ERD: 0,3 £ 0,5, dédrce 6,0 + 4,9, p < 0,001, vie v ng/ml).

Tab.&. 7 Vyvoj parametri membrinového poikozeni erytrocytn

EAD MCS EAD TRIMA EAR MCS ERD
n=20 n=19 n=2¢ n=20

Den 0] 40 0 40 0 40 0 40
Volny Hb  AV/SD 365 212 £97 2618 120 £33 47 £ 10 216 % 65 80 124 + 67
mg/TU range 2047 80 - 556 11-86 82 .229 27-61 120354 3-28

medidn 35 198 21 120 50 196 6 103
pH AVISD |749+0,14 6732008732006 6,64+0,05]7,54£0,07 675006 748 £ 0,10 6,73 £0,10

range T16-7,65  6,59-6.93 [ 7,23 742 653-6,73 {745-7,73 6,65-6,87 | 1,37-7,78 6.62 - 6,94

medidn 754 6,72 7,33 6,66 7.53 6,74 746 6,76
K+ AVSD | 18207 444166 17+04 407+78 | 12203 552291 | 0902 450103
mmo¥/L range 1.0-3.1 180718 | 1,2-2,6-3  21,5-50,1 09-25 35,5 -69,0 0,6-16  250-596

medidn 1,9 49,4 1,6 41,2 1,2 56,8 0,8 47,5
Annexin V. AV/SD 21+13  45=x27 3418 55232 5742 31,2+38 03+05 15+10
ng/mL range 0,7-4.7 1.9-11.3 0.9-3z2 2,1-143 ,B-208 261-4241¢ 0,1-21 0,6 -4,7

medidn 1.4 35 29 4,6 4.8 30,4 0z 1.1
Glukosa AV/ISDy 29020 96=08 | 251213 123212 ] 268+2,1 90+1.0 29924 142431
mmol/l. range 22,6-297 79-1i,1 [23,7-28.8 10,5-15,5 {23,7-32,9 68-104 | 28,1-39,] 11,1205

mediin 27.5 9,5 24,8 12,1 26,3 9.0 294 14.3
LDH AVISD 1822046 6,52+£1.79)1,84x081 360+087[2442058 188439070021 3.50+1,73
ukat/L range 0,26 -2,86 3,97-9,64) 118452 1.59-510 | 1,77-424 11,7-26,5 [ 036-1,23 1,73 -4.98

medidn L8 6,21 1.6 3.79 2,32 17.6 0,69 3,10
Lakt AVISD 1277 = 0442241 +13.7] 1,59 % 0,23 30,98 £4.73{ 2,14 £ 0,25 27,18 £ 13,13 2,02 = 0,46 31,80 2 6,55
mmol/L. range 2,11-3,55 847-4545| 1,27 -1,95 2530-43,15 1,78-2,86 7.58-47,25| 1,36 -2,75 24,57 43,40

medidn 2,71 13,89 1,57 30,45 2,06 34,87 2,08 33,17

Legenda: EAD MCS: erytrocyty deleukotizované ze separdtoru MCS , EAD Trima: erytrocyty
deleukotizované ze separdtoru Trima, EAR MCS: erylrocyty resuspendované ze separdtoru MCS,
ERD: erytrocyty deleukotizované z plné krve, Pro vEechny rozdily mezi dnem 0 a 40: p < 0,001,

4.3.2. Trombocytdrni koncentrity

Zdkladni parametry jakosti (ohjem, obsah trombocyti v TU, kontaminace lenkocyty)

uvadi tab. & 8. Piipravky z MKO vykdzaly vysoky standard obsahu trombocytit, poZadované
vytéZnosti bylo docileno v 91 — 95 % produktl. Ve vyt¥inosti mezi TA300 MCS a TA300
Trima nebyl statisticky vyznamny rozdil (p = 0,08). Také koncentrity ziskané odb&rem

TA300 + RBC mély srovnatelnou vytdZnost s piipravky ziskanymi odbérem TA300 + PA na



obou separdtorech (p = 0,11/0,48). Limit obsahu leukocytl (< 1,0 x 10%TU) byl splnén u

viech piipravkd.

Markery poskozeni a aktivace trombocyta (pH, obsah glukosy, laktitu, LDH, annexin V,
sP-selektin) uvddi tab. € 9. U TA300 MCS, TA300 Trima i kontrolnich TB dogle béhem

skladovan( k statisticky vyznamnym zméndm uvedenych markertl, U koncentrath z odbéru

TA300 + RBC na separdtorn Trima byly zmény pH, LDH a laktdty srovnatelng s vysledky u

TA300 Trima (pH: p=0,35,LDH:p= 0,67, laktae: p = 0.25).

Tab. & § Zakladni parametry jakosti trombocytarnich koncentriti

Objem
Separdtor MCS potet AVISD
2TUTA 48 1937
TA+PA 81 23325

TA 300 MCS + PA 57 273x121

Separator Trima

TA 300 Trima + PA 36 277+ 23
TA 300+ RBC 40 281 =4

(ml/TU)
range med.
175-214 192
175-296¢ 230
233 -321 247
257-284 278
272-290 204

PLT x10°T)

AV/SD range

241 +33 185-321
277+ 41 202 -3%0
366 + 44 265 - 462
351 =37 266 - 491
330+ 31 263 - 412

med.
233
274
370

352
322

Legenda: TA: trombocyty z aferézy (> 200 x 10° PLT), TA 300: trombocyty z aferézy (> 300 x 108
r + smérodatnd odchylka,

PLT), PA: plasma z aferézy, RBC: erytrocyty z aferézy, AV/SD: primé

med.: medidn.

Tab. & 9 Parametry poikozeni a aktivace trombocytdrnich koncentrati

< 0061

< 0.001

< 0,001

< 0,001

<0.001

TA 30 Trima
n=20
den 0 3
pH AV/SD 7200 T0=02
range 72-13 63-73
mediin T2 70
Lakist AVISD 1504 16,9£3.7
b range 13-73 118-27.0
median L5 70
LDH AV/SD 44+£0,5 T7=17
vkat/L. range 16-54 54-118
medisin 4.4 74
Glukusa AV/ED 20016 12723
mmold. range 18,3 - 240 8.0-16,2
medidin 194 127
Annexin ¥V AV/SD 13,5£6.2 20.9x4.2
nefml. tanpe 52-259 8.2-26.8
medidn 117 215
sP-selektin  AV/SD 14131150 357521074 <0001
ng/mi. ramgc 40.2-379.3 175,4 5337
medidn 95,8 3277

TA 300 MCE
n=20
Q 5
7,2x02 6902
71-77 6,6-7.3
7.2 70
125046 1706%308
05-26 11,4 -23,1
12 17,2
448101 12441137
31-72 47-483
44 835
252+30 21,7= 19
20,2-317 17.2-24.7
238.5 219
B7x60 227139
0,7-249 17,3-312
84 3.1
75,1 59,6 38201395
204 - 2623 201,6-710.2
58,1 396.9

P
< 0,001

< 0,001

nooz

< 0,001

< 0,001

< 0,001

Q
7,2£00
71-7.2

7.2
2,76 0,58
19-41
27
4,14 0,56
30-53
4.1
23,610
22,0-26.1
23,7
146=52
4,6-210
154
173,6 +102.8
51,4-3749
1540

TB
1= 20
5
73201
T1-75
73
§85+244
50-148
83
5.85+238
3,7-147
3.0
20712
18,5 - 230
210
19533
9,7-24.1
20,2

p
<001

< 0.003

0,005

< 0,001

<0001

2409 = 105,82 0,052

&0,0 - 5603
2182

Legenda: TA: hladiny annexinu a sP-selektinu v trombecytarnich koncentrdtech, DK: hladiny
annexinu ¥ a sP-selektinu u dérce sledovaného souboru pfed odbérem.



Nejvyznamn#jii vzestup hladiny annexinu V byl zjiftén u TA300 MCS (proti TA300
Trima: p = 0,01, proti TB: p < 0,01). Zvysen{ hladiny sP-selektinu bihem skladovan{ byvlo u
TA300MCS i TA300 Trima srovnatelné (p = 0,28} a vy$& v porovndni s TB (p < 0,001), kde

ke zmén€ hladiny sP-selektinu nedoglo (p = 0,053). Prokdzali jsme zdvislost hladiny sP-

selektinu na hladiné annexinu V v den pHpravy u viech typt produkei (TA300 MCS: r =
0,85, TA300 Trima: r = 0,93, TB: r = 0,72). Na konci skladovani tato zavislost nalezena
nebyla. Lze tedy s vysokou pravdépodobnosti usoudit, ¥e zmény hladin uvedenych markerti

v pripraveich v den pfipravy mohou byt zplisobeny vlivem pouZité technologie.

4.4 Vstupni kriteria pro darce krve

Na zaklad® vySe ziskanych poznatkii jsme vstupni kriteria pro ddrce MKO upfesnili.
Vysledky ukdzaly na nutnost vybirat ddrce diferencované nejen dle piistroji, ale i
jednotlivych typl odbérd na pifstroji (tab. & 10).

Pro dirce dvojitych erytrocytaferéz je vhodné soudasnd vyb&rovd kriteria doplnit o

stanoveni feritinu. Optimélni se vkdzala hodnota nad 40 pg/l., pH kterd dérci rychleji

doplfiovali zdsoby Zeleza (str. 15).

U kombinovanych trombocytaferéz s plasmou nebo eryirocyty je pfedodbérovd hodnota

trombocyt dérce kli€ovd pro volbu pHpravovaného produktu a pro trvéni aferézy (str. 13).
Pro odbéry na pifstroji Trima lze vybirat ddrce s niZZf bodnotou trombocytl neZli na piistroj
MCS (p < 0,001). IBY dirce je u téchto odbdri limitujicim faktorem pro stanoveni
odebiraného objemu piipravku, pro trvédni aferézy je jeho vyznam minimalni (54). Jako
optimélni se ukazuje hodnota TBV nad 4 300 ml pro odb&r trombocytdrniho koncenirdtu o
obsahu > 300 x 10° PLT. P této hoduoté TBYV je pravdépodobnost pfekrofeni povoleného
limitu odbéru (13 % TBY) prakticky vyloudena.

Zafazeni specidlniho vdhového kriteria neni mimo odbér dvojité erytrocytaferézy nutné,
nebot’ je zohledngno pH vypodtu TBV. Jako vybgrové kriterium jsme proto zafadili vdhovy

limit 50 kg dle Doporuéeni EU (78).
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Tah. & 10 Vibérova kriteria pro dirce MKO

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

BV (m]) > 4300 > 5000

Viha (kg) =50 > 70
Muii > 0,40

Hematokrit Feny » 0,38 > 0,307 > 0,42 > 0,30 "
Muzi > 135

Hemoglobin (g/L) Zeny » 125 > 110" = 140 > 110"

1TU = 200
Trombocyty MCS > 260 > 130"
x10%L  >1,5TU| Trima> 220 Trima = 220
Feritin {ugfL) - > 40
Casovy limit (min.) <75 -

Legenda: RBC: erytrocyty 7 aferézy, TA: trombocyty 2 aferézy, PA: plasma, TU: iransfuzni jednotka
(> 200 x 10° PLT), * }imit hodnot po odbéru, " spodni fyziologickd mez womboceyth v perifern krvi
ddrce.

Dlonhodobé menitorovdni_zdravotniho stavn dgree je u opakovanych dircd dvojitych

erylrocytaferéz Géelné doplnit o monitorovani hladiny feritinu. Jako optimdlnf se ukazuje
stanoveni 1x rodn&, natasované v druhém &tvrtled po dvojité erytrocytaferéze, kdy je moZné

otekdvat vzestupny trend hladiny Zeleza.

5. Rozprava

5.1. Vliv metodiky na zdravoin{ stav ddrce krve

Nage studie prokdzala bezprostiedni bezpetnost MKO pro darce krve, coZ je v souladu
snekterymi nilezy z literatury (26,42,63). Relativng vysoké mnoZstvi pougit€ho
antikoagulaéniho roztoku u kombinovanych odbérd erytrocyti s trombocyty se neprojeviio
negativng, nezaznamenali jsme Zddné citrdtove reakce. Hodnoty krevniho obrazu po viech
typech odbért s vysokou rezervou pfekradovaly doporudend limity, pokles pociu trombocytii
po trombocytaferéze na separdtorech MCS i Trima byl srovnatelny (p = 0,96). Prokazali

isme, Ze pii procedurdch nedochdzi k poskozeni a aktivaci bunék, toto zji$téni povaZzujeme za

kligové, v literatufe zatim nebylo publikovdno. Zsadni je také zjiSténi vySSich klidov{ch
hodnot annexinu V u souboru aferetickych dircll ve srovndni s ddrci plné krve. Tento fakt

nenf zatim v literatufe publikovédn a v budoucnu jej chceme ovefit, resp. objasnit. Vzhledem
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k relativné nizké Cetnosti provedenych MKO u nafcho souboru vznikd dojem, Ze fakt mize
byt v souvislosti spi8e s aplikac{ aferetickych technik obecné. Dloushodobé sledovini dérci
prokdzalo, Ze nedochdzi k viznamnym zméndm ve v hladinich celkové bilkoviny, albuminu
¢i imunoglobulinii, nade zji$téni je v souladu s literaturou (70). U darch dvou jednotek
erytrocyti doslo po odbéru k statisticky vyznamnému poklesu hladiny Hb, Ht, Fe a feritinu.
U vétsiny ddreh nésledovala spontdnni dprava hodnot Hb, Ht a Fe za 90 dnf, u feritinu za
180 dnd. U dérct s hladinou feritinu nad 40 pg/L. dochdzelo k rychlejif spontdnni rekonstituci
zdsob Zeleza, uvedenou hodnotu feritinu je moZné zafadit jako vybérové kriterium pro ddrce
tohoto typu odbéri. Dlouhodobé viak pretrvival statisticky v¥znamny vzestup sTIR i indexu
qTiRE, a to i u dérch plné krve, coZ miZe signalizovat obdobné se sniZujici zdsoby Zeleza u
obou typl odbért (52). Pro praxi bude u opakovanych ddrctt nejen dvojitych ervtrocytaferéz,
ale i plné krve diileZité doplnit monitorovani metabolismu Zeleza. Stanoveni sTIR jako
pfesnéjiiho markeru nedostatku Zeleza (16,65) bude tieba vzhledem k vysoké cend vySetfeni
indikovat individuelné. Stdvajici doporudeni pro dlouhodobé sledovani aferetickych dérci,
zaméfené na sledovani CB, albuminu a/nebo imunoglobulinil je tfeba u ddre dvojitych
erytrocytaferéz doplnit o monitorovdn{ hladiny feriting 1x ro&né. Zjistili jsme, na rozdil od
Hnych autord, Ze pausdlni substituce piipravky Zeleza neni nuind, je nutno k ni pfistupovat
individudlng, s védomim nutnosti diferencidlng diagnostické rozvahy i nad jinymi moZnymi
piifinami nedostatkn Zeleza. (8, 57, 69).

5.2. Jakost transfuznich pFipravki

Transfuzni pifpravky ziskané metodou MKO vykdzaly vysoky standard objemn a
obsahu iéinné 1atky, tj. hemoglobinu, resp. rombocytd. Z tohoto pohledu je jepich jakost ve
srovndni s pfipravky z plné krve jednoznadnd vy$3f (30,44),

Hodnoceni markerd poSkozenf bunék je sloZit&j¥{. Schopnost aplikovanych
frombocytdrnich koncentrati plnit hemostatickou funkei mtZe byt ovlivnéna jejich
metabelickym stavem. Za kriticky je povaZovan pokles pH pod hodnotu 6,2, kdy dochazi
k ireversibilnimu pofkozeni rombocytu, reprezentovanému ireversibilni expresi P- selektinu
(13,31). Nékteré studie vSak prokdzaly jen nizkou korelaci mezi jeho expresi a pfeZitim
desticky in vive (11,12), Hodnoty pH u vétSiny ndmi hodnocenych jednotek TA300 Trima i
TA300 MCS se pohybovaly vrozmezi 6,8 - 74 (78), ani vjednom pfipadé jsme
nezaznamenali pokles hodnoty pH pod kritickou mez 6,2. Pokles pH u TA300 Trima i TA300
MCS béhem skladovén{ byl srovnatelny (74). Zjistili jsme statisticky vyznamné zvyien{

stfednich hodnot hladin annexinu V u TA300 Trima a TB v porovndni s jeho hodnotami u
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dérce krve pred odbérem (Trima: p = 0,02, TB: p < 0,001}, v TA300 MCS nikoli. Znamend
to, Fe zvy$eni hladiny annexinu V v koncentritech v den pripravy je ovlivnéno pouze jeji
technologif, a Ze vliv jednotlivych zpsobil piipravy na trombocyt je odlisny. U viech typll
trombuocytirnich koncentrdtd dogle béhem skladovdn{ k postupnému zvyient hodnot annexinu
V, nejvyznamnéji u TA300 MCS (p =0,01). Vzestup hiadin sP-selektiny béhem skladovan{
jsme pozorovali u TA300 Trima, TA300 MCS i TB (tab. & I0), jeho hladiny t&sné
reflektovaly bunééné poskozen{ stanovené méfenim annexinu V (33). Zhodnocenim zévislosti
hladiny sP-selektinu na hodnoté annexinu V jsme zjistili, ¥e tato zdvislost u TA300 Trima,
TA300 MCS i TB je vysokd pouze vden piipravy. Potdteéni aktivace trombocytu
v ptipraveich zpisobend technologii piipravy tedy pravdépodobné neovliviiuje proces
apoptézy bungk béhem skladovéni. Vyvoj poskozeni trombocytu je ovlivnén zvlased
podminkami v pritbéhu skladovdn{ produktu, jako je koncentrace trombocytl &i sloZeni
antikoagulagnich roztokh (55,56).

EAD MCS, EAD Trima i EAR MCS vykizaly vysoky standard obsahu Hb v TU,
jak prokdzali i jini (43,44,76), ktery nezdvisel na vstupnich hodnotich Hb dérce. U EAD
MCS, EAD Trima i EAR MCS i kontrelniho souboru ERD doglo béhem skladovin{ ke
statisticky vyznamnému vzestupu marker( membranového poskozeni buniky. Zaznamenali
jsme pokles pH, hladiny glukdzy a vzestup hladiny laktdtu. Vyznamné je, Ze u Zddného typu

pipravkn  pH  nekleslo pod hodnotu 6,5, stejné jako zjistil Moog a spol,, 2001 (43).
Hodnota pH mé vliv na enzymy regubujici koncentraci 2.3 - DPG. Tim vyznamané ovliviiuje
jeho hladinu a ndsledng vazbu kysliku na Hb (24,37). Hodnota pH milZe viak byt ovlivnéna

mimo proces apoptézy i stofenim antikoagulaéniho roztoku. Vzestup LDH u EAD MCS vaci

EAD Trima behem byl vys$ (p < 0,001), vzespy hladin kalia a aonexim V byly
stovnatelné (p = 0,19/0,33). Nejvyznamnéj¥i vzestup kalia, EDH a annexinu V vi&i viem
ostatnfm typim erytrocytimich koncentréth byl zaznamendn u EAR MCS (vie p < 0,001).
Bylo prokdzéno, ¥e piitomnost leukocytl v pifpravku miZe indukovat poskozeni krevnich
bunik (66). Vzhledem k tomu, fe EAR MCS jsou phipraveny stejnou aferetickou technikou
jako EAD MCS (odlifnost je jen v ndsledné filtraci erytrocytd) lze piedpoklddat, Ze typ
technojogie pipravy koncentrétu patrné nemd takovy vliv na poskozeni erytrocytu béhem
skladovani jako kontaminace pfipravku leukocyty. Porovnini s literaturou je velmi obtiZng,
stanoveni a hodnoceni annexinu V pro porovndni naSich vysledkd v tomto rozsahu nebylo
zatim publikovéno. V den pifpravy hladina annexinu V v erytrocytirnich koncentrdtech
nebyla pouZitymi technologiemi ovlivngna. Uzavirdme proto stejné jake u trombocytarnich

koncentritd, e pro dal¥{ vyvoj stavu erytrocytli mé technologie jejich pfipravy minimaln{
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vliv. Rozhodujict vliv maji skladovaci podminky, mimo obsahu leukocyti je to i hodnota
pH skladovactho roztoku apod. (24,27). Akwalng je diskutovén zejména vliv pH na obsah
2,3-DPG v koncentritu erytrocyidl s ndslednymi zménami v uvoliiovani O, z Hb (24,28) a

ndsledny vyznam v akutni péi (47).

5.3, Vyh&rova kriteria pro ddrce krve

Prokazali jsme, Ze pro viechny kombinace odb&ri trombocyti je klidovym
parametrent pfedodbérovy polet tromboeytil dérce, ktery urGuje vybér preduktu a ovliviiuje
trvdni aferézy. Hodnota TBV ddrce md na tevéni aferézy jen minimdlni vliv u separdtoru
MCS, statisticky nevyznamny je i u separdtoru Trima. Pro zdravotni stav ddrce md viak jeji
hodnocen{ pfi vybéru dirce vyznam zdsadni, nebot’ je limitujicim parametrem pro objem
odebranych krevnich sloZek, Pro dvojité erytrocytaferézy jsme kvantifikovali hednotu
feritinu (> 40 ug/L) jako vybérové kriterium. Univerzdlni vybérovd kriteria pro tento typ
odbéri nelze ocekdvat (54).

Z praktickych divodd je nutné mezi vybérova kriteria zafadit i krevni skupinu, pro
kombinované odbéry trombocytll s ervirocyty vybirat darce krevnich skupin 0+ a A+, u

dérch skupiny AB a B volit radgji odbéry trombocytil s plasmou (4).

5.4. Moznost konverze dircii plné krve k multikomponentni aferéze

Pokusili jsme se zjistit moZnost konverze ddred plasmy na MKO. Analyzovali jsme
soubor 447 darcd plasmy (370 mu#i, 77 Zen). P aplikaci kriters{ Doporugeni Rady Evropy
bylo pro dvojiton erytrocytaferézu vhodnych 293 muZd, Zadnd Zena. Ze souboru 150 muii,
vhodnych dle béZnych kriterii pro dvojitou erytrocytaferézu 13 muza (8,6 %) odbér dvojitych
erytrocytd odmitle, u 137 muZi jsme doplnili mezi vybérovd kriteria o hodnotu feritinu >
40 ug/L, toto kriterium pak splnilo 87 muzd, tj. 63 %. Lze tedy pfedpoklddat, Ze dvojitou
davku erytrocytll je schopno darovat cca 60 % ddred splinjicich kriteria Rady Evropy
(doplné&no o naSe kriterium pro feritin). Trombocyty s plasmon, resp. erytrocyty je dle kriterii
uvedenych v tab. €. 10 schopno darovat cca 70 % darci.

Neméné dilleZitym faktorem pro akceptaci MKO dérci krve je trvanf aferézy.
Ziohoto pohledu je separdtor Trima, obecné povaZovany za rychlejdi pifstroj, pro dirce

s

akceptovateln&jsf, jak popsali i jinf awtofi (10,51).



5.5, Indikaéni kriteria pro transfuzni piipravky

Piipravky z MKO by mély byt pro své vyhody prednosiné  smérovdny
k polytransfundovanym pifjemciim. Vysoky standard obsahu erytrocytd & trombocytd
v Iédcbné dévee mé vysoky terapeuticky déinek (4, 65). SaiZeni expozice pifjemce pottu
dércll snifuje preventivng riziko imunizace a imunosuprese pifjemce. Vyskyt septickych
potransfuznich reakef je snifen zejména u trombocytirnich koncentrdtd (46). Ddle jsou
piipravky indikovény u pacientd s piftomnosti aloprotilitek proti viem typim krevaich
bunik. Piipravu erytrocytl z aferézy bez leukadeplece ze separdtoru MCS v béZné praxi

nepovaZujeme za vhodnou vzhledem k vysoké pifmési leukoeyti. Dal¥ indikace jsou totoZné

s pfipravky z plné krve.

5.6. Ekonomické hledisko

Pii kalkulaci cen transfuznich pfipravkii na TO KN Liberec se ukdzala metodika
zvolenych protokolil jako rensabilnf pii hednocend vynalozenych ndkladd. Odbér druhé
jednotky krevni sloZky jednoznacng metodikn oproti jednoduché aferéze zefektiviiuje. Efekt
piindsi nejen zisk dal§the pfipravku, ale i redukee nikladd na povinné laboratorni kontroly,
zejména na vySetfeni virologickych markertt (65) & predtransfuzni vydetfenf (73). Pii
zavadéni metodiky je primdmé nuino vychdzet z ceny sefil, toto posonzeni mbZe nékteré
protokoly piedem vyfadit. Ekonomické hledisko mohou také ovlivnit poZadavky
sdravotnického zaffzeni na transfuzni pfipravky, napfiklad pfi pfebytku plasmy bude dvojita

erytrocytaferéza jednoznadnym pifnosern.

5.7. Dalsi smér vizkumu

Projekt pfinesl fadu otdzek, kterymi je vhodné se nadale zabyvat. Jde zejména
prozkoumdni stave apopt6zy krevnich bungk u dércti piné krve a plasmy, préce v této
oblasti zatim publikovany nebyly. Dals{ nezodpovézenou otizkou otdzkou zOstdvd klinicky
vyznam  bunééného poSkozeni a aktivace krevnich bundk v pipravcich. V literatufe se
objevuji price zabyvajicf se touto tematikou, aktudlng zejména v oblasti apoptézy
erytrocytit. Stejné tak neni jasny vliv zmén krevnich bungk zjitEny v pifpraveich in vitro na
potransfuzn{ recovery. Také fada otdzek, tykajici se Klinického viivu transfuze apoptotickych

krevnich bunik na pifjemce ziistava nezodpovézena (14).
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6. Zavér

Metoda MKO je ddrci dobfe akceptovéana, zhodnocent klinickych projevit a parametri
aktivace bunék po aferézdch neprokdzalo negativni vliv metody na zdravotni stav ddrce krve.
Krevni buiky navracené ddrci nejsou zvySend poskozeny ani aktivovdny (prioritni poznatek),
Neprokdzali jsme klinicky v§znamny negativni vliv opakovanych odbérii na hladinu
plasmatického Zeleza a feritinu, celkové bilkoviny, albuminu a imupoglobulind. Dvojitd

erytrocytaferéza a frekventni ddrcovstvi plné krve pFedstavuji pro ddrce srovnatelnou zdtsZ

{zde u nékeerych dirc maze dochizet k deficitu zdsob Zeleza, substituce pifpravky Zeleza by
méla byt individudlni, s ohledem na dalsi moZaé pficiny jeho deficitu),

Pro jednotlivé piistroje i kombinace odbéril je tfeba pouZivat diferencovand vstupnf
kriteria pro dérce. KliCovym parametrem vyb&ru pro kombinované trombocytaferézy je
piedodbérovy poet trombocyti darce, hodnota TBV je limitujicim faktorem pro volbu
objemu odebiranych pifpravki. U dvoptych erytrocytaferéz je tfeba vybérova kriteria Rady
Evropy doplnit o stanoveni feritinu (> 40 ug/L), u opakovanych odbéri je tfeba hladinu
feriting monitorovat.

Jakost piipravki je vysoce standardni, nezdvisld na vstupnich parametrech dérce. Krevni
buiiky nejson aferézami poskozeny ani zvy¥ené aktivovdny. V jakosti pifpravki z obou
separdtorc nebyly zji§tény vyznamné rozdily. PouZité technologie neqvliviinji stav bungk
v pipravcich na konci skladovani, kliGovy vyzmam pro jakost piipravki a vyvo] zmeén
v krevnich bunikdch maji podminky skladovéni produktl, napi. pH skladovacich roztoki &i
koncetrace trombocyti v koncentratech. BliZz§ pozndni apoptdzy a aktivace krevnich bunék u
dérch i v transfuznich piipraveich zlistdvd otdzkou do budoucna. PHpravky od jednoho dérce
jsou urdeny zejména pro polyiransfundované pacienty. Metoda se ukazuje ckonomicky
rentabiln{ pii sprdveém vyb&ru kombinaci odbérd a miZe byt pouZita i pro zajifténi zejména
deleukotizovanych pipravkd pfi nedostatky dérch piné krve.

Pfi spravné volb& kombinac{ odbért a vyb&ru ddrch jednd ¢ bezpetnou alternativu
dércovstvi plné krve, zajist'ujicl vysokou jakost pifpravki, s pinosem pro piijemce transfuze
i transfuzni sluZbu. BliZ& poznini apoptézy a aktivace krevnich bungk u ddreh i

v transfuznich pfipravcich zastiva otdzkou do budoucna.

7. Souhrn

Uvod: Multikomponentni odb&ry umoZfiuji odebirat soudasné vice rliznych krevnich sloZek
v rliznych kombinacich od jednoho dérce. Aplikace vice pipravkid od jednoho ddrce sniZuje

pro pacienta moZnost imunizace hemoterapti a riziko pienosn infekef. Pro transfiizni
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pracovi§té je piinosem flexibilni vyuZiti ddrcovského fondu dle aktudlnich potfeb. VSechny
aspekty metody nejsou dosud objasnény.

Cilem studie bylo 1) u ddrci: zhodnotit piimy a dlouhodoby viiv MKO na zdravotni stav
dérce krve, upfesnit vstupni kriteria pro dérce MKO, upiesnit schema pro dlouhodobé
monitorovani déarcd. 2) U produktd: zhodnotit parametry jakosti a markery poSkozeni a
aktivace bungk. 3) Déle upfesnit indikaci piipravkil zfskanych MKO v hemoterapii a
posoudit ekonomicky aspekt metody.

Metodika: V prospektivni studii bylo provedemo 225 odbérii u 52 dédrci na dvou
separdtorech (Haemonetics MCS+: 98 dvojitych odbri erytrocyti, 52 trombocytaferéz
s plasmou, 5 dvojitych trombocytaferéz, Trima Accel: 36 trombocytaferéz s plasmou, 28
odbérd trombocytd s erytrocyty). Metodika MKO na separdtoru Trima byla nové zavedena. U
odbérd byl hodnocen vliv MKO na dérce krve. Byly hodnoceny zmény hodnot Hb, Ht,
trombocytd, annexinu Va sP — selektinu po aferézdch. Ve stanovenych intervalech byly
sledovdny hodnoty Fe, transferinu, satwrace transferinu, feritinu, sTIR a gTiRi, celkové
bilkoviny, albuminu a imunoglobulinn A, G a M. U piipravki byl hodnocen ohsah Hb i
trombocytd a kontaminace leukocyty v den pHpravy, dile markery bunéfného poSkozeni
v den piipravy a exspirace (eryirocytdri koncentrdty: kalium, laktdt, LDH, pH a annexin V,
trombocyidrnf koncenerity: pH, LDH, laktit, annexinu V, sP-selektin). Vysledky byly
porovadny s parameiry alikvoiniho postu dérci a piipravkil z plné krve. Statistické hodnocent
bylo provedeno na hlading vyznamnosti p < 0,03.

Vysledky: Neprokdzali jsme bezprostfedni ani dlouhodoby negativni viiv  metody na
zdravotni stav ddrce krve. Krevnf bufiky vracené darci nejsou zvySené aktivovdny (hladiny
annexinu V a sP-selektinn po aferézdch nebyly statisticky vyznamné zvyfeny). Nové je
zjisténi vyssich klidovych hodnot annexinu Vu souboru aferetickych ddred v porovndni
s ndlezem u dédredl plné krve. Dvouleté sledovani darcd MKO prokézaloe, Ze nedochézi ke
klinicky vyzpamnym zménim hladiny plasmatickéhe Zeleza, feritinu, celkové bilkoviny,
albuminu a imunoglobulinfi. U n&kterych dérct mife dochédzet po dvojité erytrocytaferéze k
deficitu zdsob Zeleza (zvySeni hodnota sTFR), substituce piipravky Zeleza by méla byt
individuélni, s ohledem na mo¥né pfi¢iny sideropenie. Pro jednotlivé piistroje i kombinace
odbéri je tfeba vybfrat ddrce dle diferencovanych vstupnich kriterif, tato kriteria byla
upfesnéna. U dvojitych odbérl erytrocyti je tieba doplnit vstupni kriteria o stanoveni feritinu
(> 40 ug/L), u opakovanych odbéri zafadit monitorovén] feritinu. Jakost piipravki je vysoce
standardni, nezdvisl4 na vstupnich parametrech dérce. Krevni buiiky nejsou aferézami

poikozeny ani zvyEené aktivovény. V jakosti pfipravkd z obou separitorii nebyly zjistény
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vyznamné rozdily. PouZité technologie neovliviiuji stav apoptézy a aktivace bungk
v piipravcich na konci skladovéni. Kli¢ovy vyznam pro vyvoj zmén v krevnich buiikdch maji
podminky skladovdni produkti. Piipravky od jednoho dirce jsou uréeny zejména pro
polytransfundované pacienty. Metoda se ukazuje ekonomicky rentabilni pii spravném vybéru
kombinaci odbéri.

Zaveér: Pii spravné volbé kombinaci odb&ril a vyb&ru dérch se jednd o bezpeénou alternativu
dércovstvi plné krve, zajiSfnjici vysokou jakost piipravki, bez vlivu na aktivaci krevnich

bunék. BliZ3i poznini apoptézy a aktivace krevnich bundk u dércd i v transfuznich

piipravcich zlistdvd otdzkou do budoucna,

Suminary:

Background: Simultaneous collection of several blood components from a single donor is
enabled through multicompenent apheresis (MCA). The use of multiple components from the
same donor decreases the possibility of transfusion induced alloimunisation and reduces the
risk of infection. Not all aspects of this approach are fully understood.

Aims of this prospective study were: I) to follow both immediate and long-term effects of
multicomponent apheresis on donor health; 2) o investigate quality parameters of hlood
components, markers of cells activation and apoptosis (annexin V, sP-selectin) and 3) to
specify more precisely selection criteria for these donors and to propose schedule for their
long-term follow-up.

Method: We completed 225 collections in 52 donors on iwo devices (Haemonetics MCS+:
98 double erythrocytaphereses, 52 thrombocytaphereses plus plasma, 5 double
thrombocytaphereses, Trima Accel: 36 thrombocytaphereses plus plasma, 28 thrombo-
erythrocytaphereses). The effect of MCA on donors was followed: the changes of Hb and Het
values, platelet counts, level of annexin V a sP — selectin, values of iron, transferin, ferritin,
sTfR and qTfRi, total protein, albumin and immunoglobulin A, G, M. Products were
measured for: the content of Hb/platelets, leukocyte contamination on the day of preparation;
the markers of cells damage and activation at the start and the end of expiration (red blood
cells concentrates: kalium, lactate, LDH, pH and annexin V, platelet concentrates: pH, LDH,
lactate, annexin V, sP-selectin). The results were compared with the same parameters in
whole blood donors and products stemming from their respective donations. Statistical
significance was shown when p-value was < 0,05.

Results: MCA has neither immediate nor long-term adverse effects on blood donor health.

Blood cells returned back to donors display no markers of activation (no significant changes



in the levels of annexin V and sP-selectin were observed). No significant changes in the level
of plasma iron, ferritin, total protein, albumin and immunoglobulins were found during 2
years period of blood donors observation. The decrease of iron stores in several donors of
double erythrocytaphereses was found. The plasma level of ferritin > 40ug/L is recommended
for repeated double erythrocytapheresis donors. Inclusion criteria for selection of optimal
donor for hoth particular cell separator and particular protocol were postulated by this study.
The quality of bloed components is high and independent of inclusion parameters of donors.
Blood cells are neither activated nor damaged by apheresis. There are no significant
differences in tested quality parameters between transfusion products cbtained by different
apheresis devices. The technology of apheresis is not influencing activation and apoptesis of
cells in blood components. The components from a single donor are targeted especially at
polytransfused patients, The above mentioned method proves to be economically effective
under the condition of correct choice of apheresis products combinations.

Conclusions: Multicomponent apheresis is a safe alternative to blood donation for obtaining
multiple blood component while preserving high quality. Blood cells are neither activated nor
damaged by apheresis, Further knowledge in apoptosis and activation of donor blood cells

and cells in blood components remains an issue for the future
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