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Včasná, agresivní a komplexní transfuzní léčba může u 
ě ů ř ětěchto pacientů přispět ke korekci koaugulopatie, 

zastavení krvácení a zlepšení stavu –
– „pravidlo 1.zlaté hodiny“ „pravidlo 1.zlaté hodiny“ 

Nejúčinnější léčbou je, pokud erytrocyty, plazma a 
trombocyty jsou dostupné co nejdříve.



“Začarovaný kruh 
krvácení”

KRVÁCENÍ

Koagulopatie Resuscitace

Hemodiluce/ hypotermie /
acidosisacidosis



1. “zlatá hodina“ nestačí…

Účinná resuscitace musí začít co nejdříve –Účinná resuscitace musí začít co nejdříve 
DCR / RDCR ! 

Shackelfor, et al, JTS, 2016



Čas je nadevše….

20 x Survival Benefit

US military casualties in Afghanistan: 04/2012 – 08/2015
No = 400



Trombocyty

Vzhledem k velmi krátké době 
použití je obtížné vytvářenípoužití je obtížné vytváření 
skladových zásob trombocytů 
pro většinu krevních skladůpro většinu krevních skladů 
nemocnic



Trombocyty
Spotřeba celosvětově stoupá a vede k výkyvům v jejich 

zásobování a občasné lokální nedostupnosti zejménazásobování a občasné lokální nedostupnosti, zejména 
ve vzdálenějších oblastech.



Vhodnou alternativou je sklad kryokonzervovných
trombocytů, které se s úspěchem používají ve 
vojenské medicíně. 



Kryokonzervace a skladování mražených krevníchKryokonzervace a skladování mražených krevních 
buněk může významně (až neomezeně) prodloužit 
dobu jejich použitídobu jejich použití. 

Nezbytností je zajištění zvláštních podmínek během 
ž í kt é b á í šk í b ěkprocesu mražení, které zabrání poškození buněk.



Poškození buněk při zmrazování:

• celulární dehydratace
• změny pH
• mechanické trauma způsobené krystalky• mechanické trauma způsobené krystalky 

vodního ledu



Kryoprotektivní látkyKryoprotektivní látky

• Intracelulární /penetrující (efekt vnitrobuněčné ochrany -
↑ osmolality zabránění tvorbě ledových krystalů)↑ osmolality, zabránění tvorbě ledových krystalů)
• glycerol
• dimetylsulfoxid (DMSO)

E t l lá í / t jí í• Extracelulární / nepenetrující (stabilizace bun.mebrány, efekt 
vitrifikace)
• hydroxyetylškrob (HES) dextranhydroxyetylškrob (HES), dextran



Metody kryokonzervace trombocytů

1. Trombocyty mohou být zmraženy za použití čtyř 
kryoprotektivních látek:kryoprotektivních látek:
• 2 intracelulárních (DMSO, glycerol)
• 2 extracelulárních (HES, dextran)

5% DMSO j j h d ější• 5% DMSO je nejvhodnější
HES and dextran were found to be poor cryoprotectives, PLTs cryopreserved in glycerol gave lower yields and poor in-vitro 
viability compared with those cryopreserved in DMSO

Taylor  M., Cryopreservation of platelets: an in-vitro comparison of four methods, J.Clin.Pathol, 1981; 34:71-75



Metody kryokonzervace trombocytů

2 Trombocyty mohou být zmraženy v 6 % DMSO v −80°C až 2 roky Tato metoda je2. Trombocyty mohou být zmraženy v 6 % DMSO v −80 C až 2 roky. Tato metoda je 
modifikována koncentrací trombocytů a odstraněním supernatantu ještě před 
zmražením.

Valeri C.R., Rando G., Khuri S., Freezing human platelets using 6% DMSO with removal of the supernatant
solution prior to freezing and storage of at -80°C without post-thaw processing, Transfusion 2005; 45:1890-8



Resuspenzní roztoky

Plazma

0,9% NaCl

PASPAS



Vlastnosti kryokonzervovaných trombocytů

• ve srovnání s nativními trombocyty jsou částečně y y j
aktivované

• obsahují zřetelné uvolněné mikropartikulej p
• vykazují vyšší prokoagulační aktivitu



Klinické studie
kryokonzervovaných trombocytůy ý y

• srovnávací studie nativních a zmražených trombocytů při 
kardiochirurgických výkonech: 
Kryotrombo - žádné vedlejší účinky

- nižší spotřeba transfuzních přípravků
- nižší laboratorní potransfuzní přírůstek v KO
- nižší potransfuzní přežití
- laboratorně in vitro vyšší prokoagulační aktivita 

• CLIP – Austrálie: srovnání klinického efektu nativních a 
kryokonzervovaných trombocytů u chirurgických krvácení

• ÚVN Praha – srovnávací studie použití kryokonzervovaných a 
ti í h t b tů i tů á ž ý k á ínativních trombocytů u pacientů se závažným krvácením



Klinické zkušenosti  
s kryokonzervovanými trombocytyy ý y y

• University of Maryland (Baltimore, USA) – 700 autologních 
kryokonzervovaných trombocytů u onkologických pacientů s CHTER:
• Bezpečné
• Efektivní
• Zvýšila se dostupnost HLA-typizovaných trombocytů 

• Nizozemské vojenské zdravotnictví:• Nizozemské vojenské zdravotnictví:  
od roku 2006 zkušenosti s podáním 
téměř 1500 kryokonzervovaných
trombocytů cca 400 pacientůmtrombocytů cca 400 pacientům 





Question 1
Are cryopreserved platelet units used in your center?

Dotazník: 

Are cryopreserved platelet units used in your center?
If yes, please estimate the number of units that are cryopreserved each year, and the number of units that are thawed and 
transfused annually.
If no, do you have plans to implement cryopreservation?  Are there significant hindrances to implementation?

Q ti 2Question 2
If cryopreserved units are transfused at your center, are there specific indications or patient populations for 
whom they are used?

Q ti 3Question 3
In your view, is there a ‘best-practice’ method for the cryopreservation of platelets? And for thawing?

Question 4
Wh t th t t diti d th h lf lif th t i f d l t l t ? dWhat are the current storage conditions and the shelf life that you are using for cryopreserved platelets? and 
after thawing?

Question 5
D t k ifi lit t l t i ith d l t l t it ? Wh t dDo you track specific quality control metrics with your cryopreserved platelets units?  What do you measure 
pre- and post-thaw?

Question 6
Wh t i th j d t ( ) f d b ti ?What is the major advantage(s) conferred by cryopreservation?

Question 7
Do you believe that other platelet storage methods, such as lyophilization, will come into common use?



Austrálie

Výroba: 
ano, pro armádu a pro klinické civilní studie

Použití: 
v civilu zatím pouze v rámci klinických studiíp ý

Metoda: 
v 6% DMSO 24-48 hod po odběruv 6% DMSO, 24-48 hod po odběru
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky
rekonstituce v plazmě při 30°C, exp. 6 hod 

Výhody: 
dlouhá doba použitelnosti
↓ i lik id t b ž í i t↓expirace a likvidace trombo – rozmražení na pacienta
↑ prokoagulační aktivita – výhoda pro pac.se závažným krvácením



Belgie

Výroba: 
ano, pro armádu

Použití: 
v civilu ne, perspektivně při vojenské operaci, p p p j p

Metoda: 
v 6% DMSOv 6% DMSO 
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky
rekonstituce v plazmě, exp. 6 hod 

Výhody: 
dlouhá doba použitelnosti

t b ti ký t iálprotrobotický potenciál



Brazílie

Výroba: 
t.č. ne, nedávno pro studie

Použití: 
ne, perspektivně, p p

Metoda: 
v 6% DMSOv 6% DMSO 
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky
rekonstituce v plazmě, exp. 4 hod 

Výhody: 
dlouhá doba použitelnosti

k žitá d t tokamžitá dostupnost
možnost skladovat vzácné trombocyty



Česká republika

Výroba: 
ano

Použití: 
ano, zatím ÚVN, perspektivně v KTC a dalších ZZ, , p p

Metoda 
v 6% DMSO do 2 hod po odběruv 6% DMSO, do 2 hod po odběru
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky
rekonstituce v plazmě při 32°C, exp. 6 hod 

Výhody: 
okamžitá dostupnost

k l č í kti it h d é á ž á k á íprokoagulační aktivita – vhodné pro závažná krvácení
řešení zajištění trombocytů pro polní vojenské zdravotnictví



Francie

Výroba: 
ano – od 2015

Použití: 
ano:  vzácné HPA/HLA trombocytyy y

závažná krvácení

MetodaMetoda 
v 5% DMSO
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky / -180°C, exp.3 roky
rekonstituce v plazmě při 32°C exp 6 hodrekonstituce v plazmě při 32°C, exp. 6 hod 

Výhody: 
d t t t b tů kd ž j k di i i běž é ti ídostupnost trombocytů, když nejsou k dispozici běžné nativní
řešení zajištění trombocytů pro polní vojenské zdravotnictví
zajištění trombocytů v odlehlých oblastech



Kanada

Výroba: 
t.č. ne, uvažuje se o výrobě ve vojenské transfuzní službě

Použití: 
ne

Metoda - uvažovaná: 
v 6% DMSOv 6% DMSO 
skladování při -65 - -90°C, exp. 2 roky
rekonstituce v plazmě / PAS 

Výhody: 
dlouhá doba použitelnosti

k l č í kti it h d é á ž á k á íprokoagulační aktivita – vhodné pro závažná krvácení
řešení zajištění trombocytů v odlehlých oblastech



Polsko
Výroba:Výroba: 
ano

Použití: 
ano:  11-13.000 T.D. / rok (10-12% celkové spotřeby trombocytů)

- pokud nejsou k dispozici nativní
- speciální indikace: novorozenci a intranuterinní transfuze při    p p

imunologické trombocytopenii
HLA / HPA vzácné trombocyty

MetodaMetoda 
v 5% DMSO, do 24 hod po odběru
skladování při -65 - -90°C, exp. 1 rok / -140°C, exp.2 roky

k tit 0 9% N Cl it C 2 h d ři 20 24°Crekonstituce v 0,9% NaCl s vit.C exp. 2 hod při 20-24°C

Výhody: 
okamžitá dostupnostokamžitá dostupnost
možnost zajištění skladu HLA/HPA vzácných trombocytů
dlouhá doba použitelnosti



Singapur

Výroba: 
ano – pouze pro výzkum

Použití: 
ne, uvažují perspektivně 

Metoda 
v 6% DMSO, z BC
skladování při -65 - -90°C, exp.2 roky
rekonstituce v plazmě při 32°C, exp. 4 hod 

Výhody: 
dlouhá doba použitelnosti, 
↓ celkové expirace a likvidace trombocytů↓ celkové expirace a likvidace trombocytů
zajištění trombocytů v případě nedostatku nativních



Španělsko

Výroba: 
ano

Použití: 
ano, HLA typizované trombocyty

Metoda 
v 6% DMSO 
skladování při -65 - -90°C, exp.2 roky
rekonstituce v plazmě při 32°C, exp. 4 hod 

Výhody: 
zajištění HLA typizovaných trombocytů



Nizozemí

Výroba: 
ano, pouze vojenská TS

Použití: 
ano, pouze v polním vojenském zdravotnictví

Metoda 
v 6% DMSO, z aferézy, 24 hod po odběru 
skladování při -65 - -90°C, exp.4 roky
rekonstituce v plazmě při 32°C, exp. 6 hod 

Výhody: 
zajištění komplexní hemostatické terapie v polním vojenském zdravotnictví



USA

Výroba: 
ano, zatím pouze pro studie, v perspektivě po schválení FDA

Použití: 
ne, pouze v rámci studií

Metoda 
v 4-6% DMSO, 
skladování při -65 - -90°C, exp.2 roky
rekonstituce v plazmě / 0,9% NaCl

Výhody: 
snažší zajištění trombocytů 
zajištění HLA typizované trombocytůzajištění HLA typizované trombocytů
vojenské použití



Shrnutí

Výroba:Výroba: 
ano, resp. perspektivně

Použití:Použití: 
ano, resp. perspektivně
• pro závažná krvácení

HLA/HPA t i é t b t• HLA/HPA typizované trombocyty

Metoda 
v 4 6% DMSOv 4-6% DMSO, 
skladování při -65 - -90°C, exp.2 roky
rekonstituce v plazmě  (0,9% NaCl)  

Výhody: 
snažší zajištění trombocytů při nedostatku nativních, odlehlé oblasti
prokoagulační aktivita hemostatická terapie při závažných krváceníprokoagulační aktivita – hemostatická terapie při závažných krvácení
zajištění HLA/HPA typizovaných trombocytů
vojenské použití



Děkuji za pozornost!j p



Otázky ?

il b h k@milos.bohonek@uvn.cz






