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SOUHRN

Studie ovéruje na vybranych laboratornich parametrech viastnosti ¢erstvé zmrazené plazmy, skladované v rozmrazeném
stavu pri teploté 2-6 °C po dobu 5 dnd od rozmrazeni. Cilem je zhodnoceni kvality rozmrazené plazmy, pfipravené
k okamzitému podani v pfiru¢nim krevnim skladu na urgentnim prijmu nemocnice pri reseni stavl masivniho krvdceni.
K méfeni bylo ndhodné vybrano 10 T.U. &erstvé zmrazené plazmy (CZP) pro klinické pouziti z plné krve o objemu
220 = 20 ml rGznych krevnich skupin, uchovavanych po dobu nejméné 24 mésict pri teploté -25 °C a nizsi. Odebrané
vzorky plazmy po rozmrazeni byly skladovany pfi teploté 2-6 °C po dobu 5 dni. Z CZP, standardné rozmrazené pfi
teploté 37 °C, byly do dvou hodin odebrany vzorky plazmy k laboratornimu vysetreni a uchovani pfi 2-6 °C po dobu
5 dni. Po tuto dobu byly v pravidelnych intervalech méfeny tyto parametry: PT, fibrinogen, AT, APTT, ProC global, @
Protein C, Protein S, F I, FV, F VII, F VIII, FIXa F X.

Méreni byla statisticky vyhodnocena neparametrickym Wilcoxonovym parovym testem pfi srovnani dvou skupin, nebo
Friedmanovym testem pfi srovnani vice nez dvou parovych skupin, p < 0,05 s dvoustrannym intervalem spolehlivosti.
U vétsiny sledovanych parametrl byl zaznamenan pozvolny Ubytek aktivity v ¢ase. U Proteinu S a F V cca 10% pokles
od 3. dne, u serinovych protedz (F II, F VIl a F X) cca 20% pokles ke 4. dni. Skokovy pokles aktivity o 42,6 % od 2.
dne byl pozorovan u F VIII, v dalsich dnech byla hodnota jeho aktivity jiz stabilni. Pro klinické pouziti CZP vykazuji
vSechny sledované parametry dostatecnou koagulacni aktivitu po celou dobu 5denniho skladovani pfi teploté 2-6 °C.

KLICOVA SLOVA
Cerstvé zmrazena plazma, tekutd plazma, masivni krvaceni

SUMMARY
Bohonék M, Maskova V, Sladkova E, Hrachovinova I, Petras M
Stability of coagulation factors in thawed plasma

Massive blood transfusion protocol requires having lots of blood products handy as soon as possible. Thawing of FFP costs
time, therefore it is desirable to have stock of thawed plasma in hospital emergency room. The aim of study is evaluation of
quality of fresh frozen plasma after thawing and during following 5day storage at 2-6°C for use in handy storage. 10 units
of FFP various blood groups stored at -25°C were randomly selected and thawed. Samples were kept at 2-6°C for 5 days
and tested for various coagulation factors each day during storage. Measured values were analysed using the Wilcoxon
matched-pairs test and Friedman Test (nonparametric repeated measures ANOVA). All tests were two-tailed with the level
of significance set at 0.05. At most of studied parameters were detected gradual decreases of levels. At Protein S and F
V, there was approx. 10% decrease from 3rd day, at serine proteases (F Il, F VIl and F X) there was approx. 20% decrease
up until 4th day. Significant activity decrease of 42.6% from 2nd day was detected at F VIII; in following days, activity was
stable. All parameters in thawed FFP stored at 2-6°C for 5 days display sufficient activity for clinical use, but it is preferable
that they are used within first 24 hours.
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Lidska krevni plazma je tekuta slozka krve pfi-
pravena oddélenim z plné krve centrifugaci nebo se
ziskava pifimo od darce krve aferetickym odbérem -
plazmaferézou. Cilem vyroby jsou transfuzni pfiprav-
ky, ve kterych jsou zachované funkce koagula¢nich
faktorti a prirozenych inhibitorti koagulace. Ty pred-
stavuji hlavni lécebnou slozku pfi transfuzi. Vyrobena
krevni plazma obsahuje stabilni koagulac¢ni faktory,
albumin a imunoglobuliny na drovni normalni plaz-
my a minimalné 70 % ptvodni koagula¢ni aktivity
faktoru VIII a podobna mnozstvi ostatnich labilnich
koagulac¢nich faktori i pfirozené se vyskytujicich
inhibitort (1).

Plazma z plné krve se oddéluje centrifugaci, nejlépe
do 6 hodin po odbéru, nejdéle vsak do 18 hodin od od-
béru, pokud je odebrana krev chlazena. V pripadé, ze
se plna krev okamzité po odbéru zchladi a skladuje pti
teploté 20-24 °C, je mozné provést centrifugaci a sepa-
raci plazmy az do 24 hodin po odbéru. Ihned po oddéleni
se plazma Sokové mrazi, tj. jadro vaku s plazmou musi
béhem 1 hodiny dosahnout teploty -30 °C (2).

Plazma ziskand plazmaferetickym odbérem se Soko-
vé mrazi do 6 hodin po odbéru. V pfipadé okamzitého
zchlazeni a skladovani odebrané plazmy pfi teploté
20-24 °C je mozné Sokové zmrazeni provést do 24 hodin
po odbéru (2).

Cerstvé zmraZena krevni plazma se skladuje pfi
teploté -25 °C améné, s dobou pouzitelnosti 36 mésicti.
Skladovani pfi teploté -18 °C az -25 °C zkracuje dobu
pouzitelnosti na 3 mésice.

Zmrazena Cerstva plazma je bud vychozi surovinou
pro vyrobu plazmatickych frakci, nebo slouzi pro ptimé
Kklinické pouziti. V tomto pripadé prochazi karanténou
v délce 6 mésicli a pro pouziti se uvolriuje az po dalsim
vySetfeni darce na pfedepsané infekéni markery s ne-
gativnim vysledkem. V pripadé vySetfeni infekénich
marker metodou PCR se karanténa zkracuje na 3 mé-
sice, pfi pouziti virus-inaktivacni metody se karanténa
rusi aplné.

Pro urgentni potfebu terapeutického podani krevni
plazmy je limitujicim faktorem doba rozmrazeni. Proto
je v téchto pripadech vyhodné mit k dispozici v poho-
tovostnim skladu pripravené jednotky rozmrazené
plazmy. Studie ovéfuje na vybranych laboratornich
parametrech vlastnosti Cerstvé zmrazené plazmy skla-
dované v rozmrazeném stavu pfi teploté 2-6 °C po dobu
5dnt od rozmraZeni.

Cilem je zhodnoceni kvality rozmrazené plazmy,
pripravené k okamzitému podani v priru¢nim krevnim
skladu na urgentnim pfijmu nemocnice pfi feSeni
stavli masivniho krvaceni.
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MATERIAL A METODIKA

K méfeni bylo ndhodné vybrano 10 T.U. Cerstvé
zmraZené plazmy (CZP) pro klinické pouZiti z plné krve
o0 objemu 220 + 20 ml riznych krevnich skupin: 5 vzorkl
plazmy krevni skupiny A, 3 vzorky skupiny AB, 1 vzorek
skupiny 0 a 1vzorek skupiny B. VSechny testované T.U.
plazmy byly uchovavany po dobu nejméné 24 mésict
pri teploté -25 °C a nizsi.

Z CZP, rozmrazené pii teploté 37 °C (rozmrazo-
vac plazmy Tool), byly do dvou hodin po rozmrazeni
odebrany vzorky plazmy k laboratornimu vysetfeni
a uchovani pfi 2-6 °C po dobu 5 dni. Po tuto dobu byly
v pravidelnych intervalech méfeny tyto parametry:
PT (Trinity), fibrinogen (Clausova metoda - Trinity),
AT (Hyphen), APTT, ProC global a F VIII (diagnosti-
ka Siemens) - fotometricky koagula¢ni analyzator
Amelung (Trinity). Protein C (Hyphen. chromogenni
metoda), Protein S (koag. STA), FIX (diag. Siemens),
FII, FV, FVII a F X (STA) - koagulacni analyzator
STAGO STA-R.

Méfeni byla statisticky vyhodnocena neparametric-
kym Wilcoxonovym parovym testem pfi srovnani dvou
skupin, nebo Friedmanovym testem pfi srovnani vice
nez dvou parovych skupin, p < 0,05 s dvoustrannym
intervalem spolehlivosti.

VYSLEDKY
1. Vliv skladovani plazmy po rozmraZeni na aktivitu
koagulac¢nich faktoru a inhibitorti koagulace

Faktor II (protrombin)

Normalni plazmaticka aktivita F II je 85-125 %,
hemostaticky G¢innd aktivita 20-30 %.

Aktivita F II se po dobu 24 hodin statisticky vy-
znamneé nezmeénila, prestoze byl pozorovan jeji nartst

120

Zmeény aktivity F 11 (%)

Obr. 1 Zmény aktivity F Il (%) v rozmrazené plazmé.



STABILITA KOAGULACNICH PARAMETRU V ROZMRAZENE PLAZME

Tab. 1 Zmény aktivity F Il (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazZeni 2 3 4
Primérna hodnota 96,1 92,6 89,6
ssx.c 0195 | 9792 | o5
% zména ke dni 0 -5,04 -8,5 1,46
% zména ke dni 1 -1019 | -13,46 | -16,26
p (srovnani ke dni 0) 0,0020 | 0,0020 | 0,0020
B e w08 0,0020 | 0,0039 | 0,0078

(p=0,0547; Wilcoxontiv parovy test). Nameéteny rozdil
aktivit dokonce lezi v pAsmu nejistoty méfeni, CV =10 %.
Do 48 hodin se aktivita FII statisticky vyznamné snizila
(p=0,002) anasledujici dalsi dva dny vyznamné klesa-
la. Pfesto snizeni aktivity plazmy 5. den po rozmrazeni
nebylo vét§inez 12 % (tj. v ramci nejistoty méfeni me-
tody) - viz tab. 1a obr. 1.

Zhodnoceni: Pfestoze dochdzi minimalné 48 hodin
po rozmrazeni plazmy k postupnému poklesu aktivity
protrombinu, jeji pokles za prvnich 5 dni neptevysuje
12 %.

Faktor V

Normalni plazmaticka aktivita F V je 70-150 %, he-
mostaticky u¢inna aktivita 15-20 %.

Aktivita F V se po dobu prvnich 24 hodin statisticky
vyznamneé nezmeénila (p = 0,6953; Wilcoxon@v parovy
test). Do 48 hodin se aktivita F V statisticky vyznamné
snizila (p = 0,002) a nasledujici dalsi dva dny vyznam-
neé Klesala. Ackoli se béhem 5 dni aktivita F V snizila

Tab. 2 Zmény aktivity F V (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Priimérna hodnota 103,3 89,9 83,3 76,6
o5 o | | o | e
% zména ke dni O -0,58 -13,47 | -19,83 | -26,28
% zména ke dni 1 , X -12,97 | -19,36 | -25,85
p (srovnéni ke dni 0) 06953 | 0,0020 |0,0020 | 0,0020
Q:L’:‘::: Po sobé 058 | 1297 | 734 | -804
?df::i‘é ;én:ié?:nsi;,bé 06953 | 0,0020 |0,0020 | 0,0020

v priumeéru o 26 %, jeji hodnoty ziistaly mnohonasobné
vys$i, nez je minimalni aktivita potfebna ke koagulaci
-viz tab. 2a obr. 2.

Zhodnoceni: Pfestoze dochazi minimalné 48 hodin
po rozmrazeni plazmy k postupnému poklesu aktivity
F V, naméfené vysledky za prvnich 5 dni z@stavaji
v rozmezi normalnich hodnot.

Faktor VII

Normalni plazmaticka aktivita F VII je 55-155 %,
hemostaticky G¢inna aktivita 15-20 %. Aktivita F
VII se po dobu 24 hodin statisticky vyznamné ne-
zménila (p = 0,3750; Wilcoxontiv parovy test). Do 48
hodin se aktivita F VII statisticky vyznamné snizila
(p=0,002) a nasledujici dalsi den vyznamné Klesla.
Aktivita ve 3. a 4. dni byla setrvala bez statisticky
vyznamnych rozdild (p > 0,999). Zhruba mezi 1-3
dnem doslo k poklesu aktivity o necelych 17 % vzhle-
dem k pocatecni aktivité v den 0 po rozmrazeni - viz
tab. 3aobr. 3.
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Obr. 2 Zmény aktivity F V (%) v rozmrazené plazmé.

Obr. 3 Zmény aktivity F VII (%) v rozmrazené plazmé.
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Tab. 3 Zmény aktivity F VII (%)v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Primérna hodnota 93,1 85,1 79,1 78,8
os%cl 67 5o | coa | oo
% zména ke dni 0 -1,59 | -10,04 | -16,38 -16,7
% zména ke dni 1 X -8,59 | -15,04 -15,36
p (srovnéni ke dni 0) 0,3750 | 0,0020 [ 0,0020 | 0,0020
;f; Zmena po sobé 159 | 859 | 705 | -038
;?J:i‘é ;én':;’;:nsl,;’bé 0,3750 | 0,0020 | 0,0020 | > 0,9999

Zhodnoceni: Minimalné 24 hodin po rozmrazeni
plazmy zlstava faktor VII stabilni (tj. ma zachovanou
aktivitu). Jeho aktivita za 5 dni poklesne o necelych 17 %.

Faktor VIII

Normalni plazmaticka aktivita F VIII je 50-150 %,
hemostaticky i¢innd aktivita se pohybuje individu-
alné mezi 30-50 %, u drobnych krvaceni mize byt
i podstatné nizsi. Zde vSak musime mit na zfeteli,
Ze F VIII je soucasné pozitivnim markerem mozného
zanétu.

Vysledky nasich méfteni nelze s ohledem na razné
krevni skupiny v testovaném souboru hodnotit kvanti-
tativné. Hodnotit 1ze ale stabilitu F VIII, resp. relativni
pokles jeho aktivity v pribéhu skladovani. Aktivita
F VIII se béhem prvnich 24 hodin statisticky vyznamné
snizi (p = 0,002; Wilcoxontiv parovy test). Na rozdil
od ostatnich koagula¢nich faktorti se v dalsich dnech
jeho aktivita jiz statisticky vyznamné neméni - viz
tab. 4aobr. 4.

Tab. 4 Zmény aktivity F VIII (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 0 1 2 3 4
Priimérna hodnota [IZRZ YA RV RES 64,18 65,12 65,72
95% Cl 108,4- | 68,00- | 57,07- | 60,03- 61,36-
° 120,54 | 80,66 | 71,229 70,21 70,08
% zména ke dni O X -35,07 | -43,93 -431 -42,59
% zména ke dni 1 54 X -13,66 -12,39 -11,58
p (srovnani ke dni 0) X 0,0020 | 0,0020 | 0,0020 | 0,0020
% zména po sobé I YN BT BT 092
jdoucich méreni
Abiadiaal | 00020 | 0,0371 | >0,9999 | > 0,9999
jdoucich méreni)

Zhodnoceni: Aktivita faktoru VIII neni stabilni bé-
hem prvnich 24 hodin, ovSem po 24 hodinach je dalsi
Casova zména minimalni, tj. rozdily o necelych 14 %.
I pres vyraznéjsi pokles béhem prvnich 24 hod., pro
Kklinické pouziti ztistava faktickd koagulac¢ni aktivita
F VIII zachovana po celé sledované obdobi. I kdyz ¢tvr-
ty den po rozmrazeni aktivita F VIII poklesla o 42,6 %,
plazma si zachovava i nadale hemostaticky G¢innou
aktivitu.

Faktor IX

Normalni aktivita FIX v plazmé je 45-140 %, hemo-
staticky tcinna aktivita 40 %.

Aktivita F IX se béhem prvnich 48 hodin neoce-
kavané statisticky vyznamné snizovala (p = 0,002;
Wilcoxon@v parovy test), zatimco béhem nésleduji-
cich dni (3. a 4.) se statisticky vyznamné zvysovala
(p < 0,05). Je vysoce pravdépodobné, Ze se aktivita
F IX v obdobi 1-4 dni po rozmrazeni pohybovala kolem
prumérné hodnoty 91 % (95% CI: 88-94 %) a 95% limit
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Obr. 4 Zmény aktivity F VIII (%) v rozmrazené plazmé.
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STABILITA KOAGULACNICH PARAMETRU V ROZMRAZENE PLAZME

Tab. 5 Zmény aktivity F IX (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Primérna hodnota 91,6 86,3 92 94,4
os%cl rlrAE 1k
% zména ke dni 0 -12,76 -17,81 -12,38 -10,1
% zména ke dni 1 X -5,79 0,44 3,06
p (srovnéni ke dni 0) 0,0020 | 0,0020 | 0,0020| 0,0020
;f; Zmena po sobe 1276 | 579 | 66 | 26
;?J:i‘é ;én':;’i’:nsl,;’bé 0,0020 | 0,0039 | 0,0137 | 0,0273

spolehlivosti leZzel v pAsmu hodnot nejistoty méfeni,
CV =13,9 %. Pouze v den 0 po rozmrazeni byla aktivita
F IX vyznamneé vys$i nez v nasledujicich dnech (az do
5. dne) - viz tab. 5a obr. 5. Podobné jako v ptipadé ak-
tivity F VIII je zfejmé méfend aktivita vzorkd zavisla na
vysoké presnosti méteni. Vzhledem k pocatecni aktivité
stanovené po rozmrazeni plazmy se aktivita F IX snizi
o zhruba 10 % za 5dni a 0 13 % za 24 hodin.
Zhodnoceni: Aktivita FIX sejevila byti proménlivou
béhem prvnich 24 hodin, ovSem po 24 hodinach byla dal-
§i Casova zména jiz minimalni, tj. rozdily o necelych 6 %.

Faktor X

Normalni aktivita F X v plazmeé je 75-150 %, hemo-
staticky tcinnd aktivita 15-20 %.

Aktivita F X se po dobu 24 hodin statisticky vyznam-
né nezmeénila (p = 0,084; Wilcoxontiv parovy test). Do
48 hodin se aktivita F V statisticky vyznamné snizila
(p = 0,002) a nasledujici dalsi dny se pozorovalo stati-
sticky vyznamné zvySeni i snizeni. Primérnd aktivita

Tab. 6 Zmény aktivity F X (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4

Primérna hodnota 14,4 103,1 104,9 100,6
ssx.c za1a | 0609 | M3 | 10683
% zména ke dni 0 1,69 -8,36 -6,76 -10,58
% zména ke dni 1 X -9,88 -8,3 -12,06
p (srovnani ke dni 0) 0,0840 | 0,0020 | 0,0020 | 0,0020
P i ¢ 0,0840 | 0,0020 | 0,0391 | 0,0020

ve dnech 2-3-4 dosahovala hodnoty 125 % a 95 % limit
spolehlivosti 100-106 % se pohyboval v pAsmu nejistoty
méfeni, CV=2,1%-viztab. 6 a obr. 6.

Vzhledem k pocatecni aktivité stanovené po rozmra-
Zeni plazmy se aktivita F X snizila o zhruba 11 % za 5 dni.

Zhodnoceni: Minimalné 48 hodin po rozmrazeni
plazmy z@stava F X stabilni (tj. m4 zachovanou akti-
vitu). Jeho aktivita za 5 dni poklesne o necelych 11 %.

Fibrinogen (Faktor I)

Normalni plazmatické koncentrace fibrinogenu
jsou 1,8-4,2 g/1, minimalni koncentrace k zachovani
hemostazy 0,5-1,0 g/1.

Koncentrace fibrinogenu se po celou dobu sledova-
ni 0-4 dny statisticky vyznamné nezmeénila (p > 0,05;
Wilcoxoniiv parovy test). Dil¢i zména byla zaznamena-
namezil.-2. dnem po rozmrazeni, to v§ak 1ze hodnotit
spiSe jako ndhodny jev nez jako jev zavisly na stabilité
tohoto glykoproteinu. Primérné koncentrace ve dnech
0-1-2-3-4 dosahovaly hodnoty 3,2 g/1(95% limit spolehli-
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Obr. 6 Zmény aktivity F X (%) v rozmrazené plazmé.

Obr. 7 Zmény koncentrace fibrinogenu (g/1) v rozmrazené plazmé.
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Tab. 7 Zmény koncentrace fibrinogenu (g/1) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Primérna hodnota 3,38 317 3,19 3,04
95 % ClI 330697 2394? 23947] 2,79-3,29
% zména ke dni 0 53 -1,25 -0,62 -53

% zména ke dni 1 X -9,88 -8,3 -12,06
p (srovnani ke dni 0) 0,0645 | 0,3750 | 0,6953 | 0,1289
P orcih merons ¢ 00645 | 0,095 | 0,9219 | 01055

vosti 3,08-3,32 g/1) a primérné hodnoty v jednotlivych
dnech se pohybovaly srovnatelné s nejistotou méteni
metody (3,13-3,27 g/1), CV = 14 % - viz tab. 7 a obr. 7.
Vzhledem k pocate¢ni koncentraci stanovené po roz-
mrazeni plazmy se primérna koncentrace zvysila o 5 %
za 24 hodin a snizila 0 5 % za 5 dni.

Zhodnoceni: Vzhledem k tomu, Ze prGmérné kon-
centrace fibrinogenu byly ve vSech sledovanych bo-
dech bez statisticky vyznamnych odchylek vzhledem
k poc¢ate¢ni primérné koncentraci, 1ze tento parametr
povazovat béhem 5 dni po rozmrazeni za stabilni.

Protein C

Normalni plazmaticka aktivita Proteinu C je 74-150 %.

Aktivita Proteinu C se po dobu 24 hodin statistic-
ky vyznamné zménila (p = 0,0313; Wilcoxonv parovy
test) a nasledujici dalsi dny se pozorovalo statisticky
vyznamné zvySeni i snizeni. Primérna aktivita ve vSech
dnech dosahovala 107 % (95% limit spolehlivosti 103-111 %)
a prumérné hodnoty v jednotlivych dnech (106-108 %) se

Tab. 8 Zmény aktivity Proteinu C (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Priimérna hodnota 105,3 108,8 106,7 108
5% Vi | | i | s
% zména ke dni O -0,75 2,54 0,57 1,79
% zména ke dni 1 | X 3,32 1,33 2,56
p (srovnéni ke dni 0) 00313 | 0,0020 | 0,2969 | 0,0020
Q:L’:‘::: Po sobé 075 | 332 | 193 | 122
?df::i‘é ;én:ié?:nsi;,bé 0,0313 | 0,0020 | 0,0020 | 0,0156

pohybovaly v pAsmu nejistoty méfeni, CV = 2,8 % - viz
tab. 8 a obr. 8.

Vzhledem k pocatecni aktivité zmétené po rozmra-
Zeni plazmy se aktivita Proteinu C snizila o necelé 1 %
za lden a zvy$ila o necelé 2 % za 5 dni.

Zhodnoceni: Pfestoze se primérné hodnoty Proteinu
C statisticky vyznamné meénily béhem vSech sledova-
nych dni, jejich odchylky zlistaly v pAsmu nejistoty
meéteni této metody.

Protein S

Normaln{ plazmaticka aktivita Proteinu S je 50-150 %.

Aktivita Proteinu S se po dobu 24 hodin statisticky
vyznamné nemeénila (p = 0,1289; Wilcoxoniiv parovy
test). Do 48 hodin se statisticky vyznamné snizila a dale
se jiz neménila, tj. mezi dny 2-3 a 3-4 nebyly zjistény
statisticky vyznamné zmeény - viz tab. 9 a obr. 9.

Vzhledem k pocatecni aktivité zmétené po rozmra-
Zeni plazmy se primérné hodnoty snizily o0 4 % béhem
24hodinao17 %za5dni.

120

10

100 _

Zmeény aktivity Proteinu C (%)

90

Zmény aktivity Proteinu S (%)

Obr. 8 Zmeény aktivity Proteinu C (%) v rozmrazené plazmé.
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Obr. 9 Zmeény aktivity Proteinu S (%) v rozmrazené plazme.
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Tab. 9 Zmény aktivity Proteinu S (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Primérna hodnota 95 799 84,4 82,8
9%l 1%6329 78%,07; ;17357 79055082
% zména ke dni 0 -4,23 | 19,46 | -1492 | -16,53
% zmé&na ke dni 1 x | 1589 | e | 1284
p (srovnani ke dni 0) 0,1289 | 0,0039 | 0,0195 | 0,0078
;f; Zmena po sobe 423 | 1589 | 563 | 19
;?J:i‘é :én':g‘f’:nsl,;’bé 01289 | 0,0020 | 01309 | 02754

Zhodnoceni: Minimalné 48 hodin po rozmrazeni
plazmy zlistava aktivita Proteinu S stabilni (tj. ma
zachovanou aktivitu). Jeho aktivita za 5 dni poklesne
onecelych 17 %.

Antitrombin

Normalni aktivita antitrombinu je 80-120 %, pro
zajisténi antikoagula¢ni funkce heparinu je nutna
aktivita antitrombinu alesponi 30 %.

Aktivita antitrombinu se po dobu 24 hodin statis-
ticky vyznamné zvysila (p = 0,039; Wilcoxontiv parovy
test) a nasledujici dalsi dny se pozorovalo statisticky
vyznamné zvySeni i sniZeni. Primérna aktivita ve
vSech dnech dosahovala 87 % (95% limit spolehlivosti
84,6-89,9 %) a primérné hodnoty v jednotlivych dnech
(80,4-90,7 %) se pohybovaly blizko pasma nejistoty
méfeni, CV =7 % - viz tab. 10 a obr. 10.

Vzhledem k pocatecni aktivité zméfeno po rozmra-
Zeni plazmy se aktivita antitrombinu zvysila o témét
13%zaldenao8%za5dni.

Tab. 10 Zmény aktivity antitrombinu (%) v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Priimérna hodnota 90,74 | 87,08 | 90,74 87,17
95% S o | s | o
% zména ke dni O 12,92 8,36 12,92 8,47
% zména ke dni 1 ] X 3,32 1,33 2,56
p (srovnéni ke dni 0) 0,0039 | 0,0645 | 0,0098 | 0,0273
Q:ﬁ:: Po sobé 1292 | 403 | 42 | 393
?df::i‘é ;én:ié?:nsi;,bé 0,0039 | 0,0020 | 0,0273 | 0,0645

Zhodnoceni: PfestoZe se primérné hodnoty anti-
trombinu statisticky vyznamné zvysily béhem 5 sle-
dovanych dni, jejich odchylky se pohybovaly v paAsmu
nejistoty méteni.

2. Vliv skladovani plazmy po rozmraZeni na hodnoty
globalnich koagulacnich testii

ProC global

Normalni hodnota normalizovaného poméru ProC
global je= 0,7 NR.

Hodnota poméru ProC global se po celou dobu
sledovani statisticky vyznamné zménila (p = 0,002;
Wilcoxonliv parovy test). Do 2. dne hodnota poméru
rostla a nasledné klesala. Pfestoi5. den po rozmrazeni
zlistala jeho hodnota vys$si o zhruba 13 %, nez byla bez-
prostfedné po rozmrazeni - viz tab. 11a obr. 11.

Zhodnoceni: Primérné hodnoty ProC global se statis-
ticky vyznamné meénily béhem 5 sledovanych dni - byl
zjistén nardst béhem prvnich 24 hodin a maximalni

100

Zmény aktivity antitrombinu (%)

1,4

Zmény NR ProC global

Obr. 10 Zmény aktivity antitrombinu (%) v rozmrazené plazmé.

Obr. 11  Zmény hodnot NR u ProC global v rozmrazené plazmé.
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Tab. 11 Zmény NR u ProC global v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Primérna hodnota 1,19 1,23 115 1,03
95% Cl 107131 | 111,35 1]’?22 Oﬁg
% zména ke dni 0 3077 | 3506 | 2637 | 1319
% zména ke dni 1 X 3,36 -3,36 -13,45
p (srovnéni ke dni 0) 0,0020 | 0,0020 | 0,0020 | 0,0371
;f; Zmena po sobe 3077 | 336 | -65 | 1043
;?J:i‘é :én':g‘f’:nsl,;’bé 0,0020 | 0,4258 | 0,2500 | 0,0488

rozdil dosahoval 35 % viici hodnoté poméru bezpro-
stfedné po rozmrazeni.

Protrombinovy test dle Quicka

Normadalni hodnoty protrombinového testu vyjadre-
né v PT Ratio jsou 0,8-1,2.

Naméfené hodnoty protrombinového testu se po
dobu prvnich 4 dni statisticky vyznamné zvysSovaly
(p<0,05; Wilcoxoniv parovy test). Paty den dosahovaly
pramérné hodnoty srovnatelné s hodnotou bezpro-
stfedné po rozmrazeni. Diivodem byl sice statisticky
nevyznamny pokles vii¢i pfede$lému dni, ovSem hlavni
pric¢inou byl 95% limit spolehlivosti ve velkém rozsahu:
0,88-1,12-viz tab. 12 a obr. 12.

Vzhledem Kk poc¢ate¢ni primérné hodnoté PT Ratio
po rozmrazeni plazmy se dal$i primérné hodnoty PT
Ratio zvy$ily 0 7 % béhem 24 hodin a 0 8 % za 5 dni.

Zhodnoceni: PfestoZe maximalni rozdil primérnych
hodnot PT Ratio byl zjistén 4. den po rozmrazeni (15 %),
posledni den byl charakterizovan primeérnou hodnotou
bez statisticky vyznamného rozdilu (8 %).

Tab. 12 Zmény protrombinového testu PT (R) v rozmraZzené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4
Priimérna hodnota 0,99 1,01 1,07 1
sscl fes | e | 4 |
% zména ke dni O 6,45 8,6 15,05 7,53
% zména ke dni 1 X 2,02 8,08 1,01

p (srovnéni ke dni 0) 0,0020 | 0,0020| 0,0020 | 0,1055
Q:ﬁ:: Po sobé 645 | 202 | 594 | 654
?df::i‘é ;én:ié?:nsi;,bé 0,0020 | 0,2031 | 0,0059 | 0,3594

APTT (aktivovany parcidlni tromboplastinovy test)

Normalni hodnoty APTT vyjadfené pomoci Ratio:
0,8-1,2.

Naméfené hodnoty APTT-Ratio se po dobu prv-
nich 4 dni statisticky vyznamné zvySovaly (p < 0,05;
Wilcoxoniv parovy test). V den 4 se sice koagula¢ni ¢as
snizil, ale pfesto z@istal statisticky vyznamné vyss$i nez
vden 0. ProtoZe vSechny ¢asové zavislé primérné hod-
noty ztstaly v pAsmu nejistoty méfeni (28,5-37,5s), 1ze
stabilitu tohoto parametru povazovat za pretrvavajici
- (viztab. 13 a obr. 13). Vzhledem k pocatecni primeérné
hodnoté po rozmrazeni plazmy se primérné hodnoty
APTT zvysily 07 % béhem 24 hodin a 0 10 % za 5 dni.

Zhodnoceni: Pfestoze maximalni rozdil primeér-
nych hodnot APTT byl zji§tén 4 dny po rozmrazeni (17 %),
1ze parametr APTT povazovat za setrvaly, nebot vSech-
ny primérné hodnoty leZely v pAsmu nejistoty mé-
feni.

3. Vliv skladovani plazmy na hodnoty koagula¢nich
parametrii - souhrnné vysledky

Zména PT (R)

0,8

0 1 2 3 4  Dny

- Ratio

Zmény APTT

Obr. 12 Zmény protrombinového testu PT (R) v rozmrazené plazmé.
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Obr. 13 Zmény APTT - Ratio v rozmrazené plazmé.
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Tab. 13 Zmény APTT v rozmrazené plazmé.

Den po rozmrazeni 1 2 3 4

Primérna hodnota

Ratio 1,04 1,08 1,14 1,08
1,00- 1,05-

o i i ’ - -
95% ClI (Ratio) 108 2 1,07-1,2111,02-114
Primérna hodnota
B 32,36 | 3356 | 3534 33,39

3116- | 32,43- | 3328- | 31,52-

% Cl (sek ’ ’ : ’

S CIEELTITEND 3356 | 3469 | 374 | 3526
% zména ke dni 0 7,05 1,02 16,9 10,45
% zména ke dni 1 X 3,71 9,21 3,18
p (srovnani ke dni 0) 0,0020 | 0,0020 | 0,0020 | 0,0039
% zména po sobé

jdoucich méFeni 705 71 53 552
p (srovnani po sobé

jdoucich méFent) 0,0020 [ 0,0020 | 0,0039 | 0,2324

Souhrnné vysledky hodnot koagula¢nich parametrii
v plazmé po rozmrazeni, skladované pti teploté 2-6 °C
jsou uvedeny v tabulce 14.

DISKUSE

Plazma se podava jako soucast substitucni terapie
pti velkych ztratach krve, pfi nékterych poruchach koa-
gulace, rozvinuté formeé DIC a jako nahrada pfti aferetic-
ké 1écbé TTP (1, 3). Velky vyznam je prikladan véasnému
podani dostatecného mnozstvi plazmy pii substituci
masivnich krevnich ztrat. Zde doslo za posledni roky

k posunu pohledu na podani transfuznich pripravka
z pouhé substituce krevniho objemu a chybé&jicich
bunék, zejména erytrocytll, jako pfenasect kysliku,
na diilezitou soucast prevence ¢i terapie koagulopatie.

Pfi masivnich krevnich ztrdtich a naslednych
transfuzich se vzdy zhorSuji poméry krevniho srazeni,
stav mliZe vyustit v diseminovanou intravaskularni
koagulopatii (DIC). Etiologicky se jednd o kombinaci
vlivil acidézy, hypotermie, konzumpce koagula¢nich
faktorli a trombocytl, fibrinolyzy a diluce. Vysledky
vétsiny poslednich studii, kterymi se fidi souc¢asna do-
poruceni, dokazuji vyznamné snizeni mortality a nizsi
stupen rozvoje koagulopatie pfi casném podani Cerstvé
zmrazené plazmy a jejim zvySeném podilu v transfuz-
nich protokolech, spolu s podanim trombocyti. Rizné
doporucené protokoly se sice mohou lisit, ale v poméru
plazma : erytrocyty se stale vice upfednostnuje pomeér
1:1(,4).

Ukazuje se, Ze vazneé zranéni pacienti s masivnim
krvacenim pfichazeji na traumacentra jiz s rozvinutou
koagulopatii. V téchto ptipadech je véasna a komplexni
substitucni terapie, véetné 1é¢by krvacivé poruchy,
prioritnim terapeutickym pozadavkem (4, 5). Zasadni
roli zde hraje rychlost terapeutického zdsahu, kdy ka-
zda minuta prodlevy ma negativni vliv na celkovy stav
pacienta vzhledem k rozvoji Sokového stavu, acidézy
a koagulopatie a tim i ispéSnost 1é¢by. Pro tyto piipady
se traumacentra vybavuji pfiru¢nimi krevnimi sklady
s nepretrzitou pohotovostni zasobou skupinové univer-

Tab. 14 Hodnoty koagula¢nich parametri v ¢ase v rozmrazené plazmé skladované 5 dni pfi teploté 2-6 °C.

Parametr

1 2

Den po rozmrazZeni
(primér * smérodatna odchylka)

% rozdil Den
5-1

3

F Il (%) 101,2+10,9 107+14,4 96,1£9,4 92,6+8,6 89,69,3 <0,0001
FV (%) 103,9£14,3 103,315 89,9+11,9 83,3114 76,6%10,3 -26,3 <0,0001
F VIl (%) 94,6+16 93,1£16,1 85,1£14,8 79,115,1 78,8%15 -16,7 <0,0001
F VIl (%) 114,5+9,8 74,3+10,2 64,2+11,5 65,1£8,2 65,77 -42,6 <0,0001
FIX (%) 105+£10,7 91,6£9,5 86,3+8,8 92+9,4 94,4+9,4 -10,1 <0,0001
F X (%) 112,5411,2 114,4+12,5 103,1£9,5 104,9£10,3 100,6%9,6 -10,6 <0,0001
Protein C (%) 106,1£14,3 105,3+14,6 108,8415,4 106,7+15,5 108+15,2 1.8 <0,0001
ProC global (NR) 0,90,2 1,2+0,2 1,2+0,2 1,2£0,2 1£0,2 13,2 <0,0001
Protein S (%) 99,2+16,4 95+14,5 7994159 84,4211 82,8+19,7 -16,5 0,0012
PT (R) 0,9+0,1 1£0,1 1£0,1 1,1£0,1 1£0,2 7.5 0,0006
APTT (R) 0,97+0,06 1,04£0,06 1,08+£0,06 1,13£0,11 1,08+0,10 10,5 <0,0001
AT (%) 80,4+11,4 90,7£7,1 87,1+7,3 90,7+9,7 87,2%7,7 85 0,0003
Fbg (g/1) 3,2£0,4 3,4+0,5 3,2£0,4 3,2£0,4 30,4 -53 0,0194

*) Friedmandv test
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zalnich transfuznich pfipravki - erytrocytl, plazmy
a trombocytll. ProtoZe se plazma standardné skladuje
ve zmrazeném stavu, muZe jeji rozmrazeni, které trva
cca 20 min., predstavovat vaznou komplikaci pfi za-
jiSténi potfebné urgentni 1é¢by. Jednim z feSenti je pro
tyto tcely skladovani rozmrazené plazmy v pfiru¢nim
pohotovostnim skladu (6, 7).

Ackoli koncentrace (aktivity) fady prokoagulacnich
faktorti a inhibitord v rozmraZené plazmeé v case klesaji,
podstatna je jejich hemostaticky tcinna hladina. Ta
je minimalné po dobu sledovanych 5 dnti dostatecna.
Jednotlivé koagulac¢ni faktory a inhibitory si hemo-
staticky ucinnou koncentraci zachovavaji nejen jako
primérné hodnoty 10 vySetfovanych vzord, ale i ve
vSech jednotlivych sledovanych ptipravcich (vzorcich),
coz je patrné zejména v grafickém znazornéni rozptylu
(obr. 1-10). Zmény v aktivité koagula¢nich parametril
kopiruji i zmény v globalnich koagulac¢nich testech
(PT, APTT, ProC global), jejichZ vyznam je ale v tomto
ohledu pouze doplnujici.

V literatufe je patrny ve stale vétsi mire priklon
k praktické aplikaci prodlouzené doby pouzitelnosti
rozmrazené plazmy v délce 5 dni, zejména pro pouziti
v urgentni mediciné (8, 9). V nékterych zemich je
prodlouzena doba pouzitelnosti rozmrazené plazmy
explicitné popsana v narodnim doporuceni, jako napft.
v Australii, na Novém Zélandu nebo v Kanadé (10, 11),
jinde se jedna o postup akceptovany a v praxi bézné
pouzivany, naptf. v USA (12), vojenska zdravotnicka
sluzba Nizozemi pouziva plazmu po rozmrazeni az 7 dni
(13). V CR tato moznost v soucasné dobé neni Zidnym
zplisobem popsana a jen ziidkakdy byva praktikova-
na. Pfipravovany metodicky pokyn MZ CR pro podani
transfuznich pfipravki, ktery by mél byt publikovan
vroce 2014, tuto mezeru, v souladu se souc¢asnymi tren-
dy, zaplni. Skladovani rozmrazené plazmy a jeji podani
i nékolik dni po rozmrazeni je v indikovanych pfipa-
dech postupem lege artis. Dobrou kvalitu a efektivitu
tekuté plazmy skladované i nékolik dni po rozmrazeni
potvrzuji vysledky fady studii z uplynulych let (14, 15,
16, 17, 18). Nase prace je s témito vysledky v souladu
a muZe tak usnadnit rozhodovani pfi organizaci krev-
niho skladu na urgentnim pfijmu a skladovani krevni
plazmy v tekutém stavu pro klinické pouziti, zejména
pro 1é¢bu stavii s masivni krevni ztratou.

ZAVER

U vétSiny sledovanych parametr byl zaznamenan
pozvolny ubytek aktivity v ase. U Proteinu Sa FV cca
10 % pokles od 3. dne. U serinovych protedz FII, F X byl
zaznamenan ke 4. dni 12 % pokles u F VII byl nejvétsi
pokles o necelych 17 %. Skokovy pokles aktivity 0 42,6 %
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od 2. dne byl pozorovan u F VIII, v dal§ich dnech vSak
byla hodnota jeho aktivity jiz stabilni. Koncentrace
fibrinogenu zistava po celou dobu skladovani prakticky
nezménéna.

Pres zjistény pokles hodnot koagula¢nich parame-
tri 1ze konstatovat, Ze pro klinické pouziti, vykazuji
vSechny sledované parametry v rozmrazené plazmé
dostatecnou koagulacni aktivitu, a to po celou dobu
5denniho skladovani pti teploté 2-6 °C. Indikace k po-
dani takové plazmy je aktuadlni zejména pti feSeni ma-
sivniho krvaceni v podminkach urgentniho ptijmu.
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Prace navazuje na drivéjsi sdéleni autord o Gcin-
nosti pegylovaného interferonu a-2a (PEG-INF-a-2a)
u pacientd s polycythemia vera (PV) a esencialni trom-
bocytemii (ET). V ramci klinického hodnoceni faze 2
byla terapie pfi medidnu sledovani 21 mésicii provazena
u Casti pacienti kompletni hematologickou odpovédi
(CHR) a signifikantni redukci alelické zatéZe JAK2V6171
u vétSiny pacientd s touto mutaci. V této praci referuji
autori o nasledném sledovani klinického hodnoceni faze
2u 81 pacienti na terapii PEG-INF-a-2a (43s PV a 40 sET).
Vedle aktualnich klinickych dat byla provedena detailni
molekuldrné genetickd analyza. Cilem celé studie bylo:
(1) analyzovat dlouhodobé sledovani pacientli na 1é¢bé
PEG-INF-a-2a; (2) provést detailni molekularné genetic-
kou studii pti diagnéze a béhem 1é¢by. To by umoznilo
vymezit hematologickou a molekularni odpovéd pri
dlouhodobém sledovani. NejdileZitéjsi otazkou bylo
vySetfit, zda somatické mutace v epigenetickych mo-

Blood 8 August 2013, Vol. 122, No. 6, pp. 893-901

difikatorech maji dopad na klinickou a molekularni
odpovéd po PEG-INF-a-2a. Vysledky ziskanych dat po
dlouhodobém sledovani (medidnu 42 mésicii) ukazaly, Ze
kompletni hematologicka odpovéd (CHR) byla dosazena
u76 % pacientli s PV au 77 % s ET. To bylo doprovazeno
kompletni molekularni odpovédi (CMR)ul8 %sPVal7 %
s ET. Prace poskytuje podrobny popis molekularné ge-
netické analyzy, véetné mutaci v jinych genech mimo
JAK 2. Autori zjistili, Ze vice pacientii, ktefi nedosihli
CMR, mélo ziskané mutace mimo JAK 2 béhem 1é¢by PEG
INF-a-2a nez ti, ktefi dosahli CMR. Podrobné rozvadéji
vysledky sériové analyzy mutaci béhem terapie a projevy
toxicity prodlouzené terapie pfi soucasném davkovani.
Soudi, Ze dalsi klinické a molekularni studie jsou po-
tfebné pro ur¢eni markerl senzitivity a rezistence viici
INF u pacientti s PV a ET.
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