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Nazev projektu: Vyuziti zkouSek hemokompatibility pro zdravotnické prostredky na

bazi pokrodilych materialu
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1. Ukel

Ugelem SOP je stanoveni postupu pii hodnoceni trombdzy in vitro u biologického hodnoceni

zdravotnickych prostiedkd zahrnujicich zkousky na interakce s krvi v souladu s normou CSN EN ISO
10993-4.

2. Definice, zkratky
Destic¢ky — bezjaderna bunécna teliska pritomna v krvi a pfispivajici k procesu trombdzy krve tim, ze
adheruji k povrchiim, uvoliuji faktory a/nebo agreguji za vzniku hemostatické uzavéry
Desticky adherujici — material nebo zdravotnicky prostfedek, ktery ma tendenci umoziovat nebo
podporovat uchyceni desticek na svém povrchu
Antikoagulans — ¢inidlo, které brani nebo oddaluje koagulaci krve (heparin, EDTA, citrat  sodny)
Hemokompatibilni — snéasenlivy s krvi: zdravotnicky prostfedek nebo materidl zdravotnického
prostfedku, ktery je schopen pfichazet do styku s krvi aniz by zptsobil jakékoli znatelné klinicky
vyznamné nepiiznivé reakce, jako je tromboza, hemolyza, aktivace destiCek, leukocytli a
komplementu a nebo jinou s krvi souvisejici neptiznivou udalost
Plna krev — nefrakcionovana krev odebrana od lidského darce
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay — heterogenni enzymova imunoanalyza
PLT - pocet krevnich desti¢ek
PF-4 — destickovy faktor
ZP — zdravotnicky prostfedek
NK —negativni kontrola

PK — pozitivni kontrola

v 7

3. Textova ¢ast

Text tohoto SOP byl vypracovan v souladu s normou:
- CSN EN ISO 10993-4 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkt — Cast 4: Vybér zkousek
na interakce s krvi, Prosinec 2017
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3.1. Princip metody

V prvni fazi testovani - faze expozice, je zdravotnicky prostfedek vystaven interakci s krvi za definovanych
podminek. Jako testovaci systém se poziva krev od dobrovolnych darcti oSetfend antikoagulantem.
Expozice krve zdravotnickému prostiedku se provadi v Chandlerové smycce, ktera simuluje fyziologicky
krevni tok.

Po fazi expozice nésleduje zpracovani krve a zméteni jednotlivych pozadovanych parametrii. Hodnocené
parametry — viz Popis metody.

3. 2. Popis metody

Metoda slouzi k posuzovani a hodnoceni aktivace desti¢ek. Hodnoti se pocet krevnich desticek (% ztraty)
a jejich aktivace. Aktivace desti¢ek se projevuje rustem koncentrace krevnich degranulacnich proteint,
konkrétn¢ desti¢kového faktoru 4 (PF-4). PF4 je protein nachazejici se v alfa granulach desticek, ktery se
ve velkém mnozstvi uvoliluje po aktivaci desticek.

Dale se hodnoti pocty desticek pied a po pisobeni zdravotnického prostfedku. Tyto hodnoty jsou dilezité
pro odhad ztraty aktivovanych desti¢ek zachycenych pfti tvorbé trombu.

Pti aktivaci dochazi také ke zménam morfologie desticek a jejich shlukovani, coz ptedstavuje dalsi
parametr, ktery se méfi a hodnoti v ramci této metody.

Metody méreni

Pocet desti¢ek se stanovuje pomoci hematologického analyzatoru

Aktivacni protein PF-4 se stanovuje pomoci komerénich ELISA souprav

Morfologie — slouzi jako dopliitkovy parametr a hodnoti se podle potteby mikroskopicky preparat

3.3. Provedeni zkousky
Pti zkouSce se provadi méteni a hodnoceni:

- krve exponované zdravotnickym prostfedkem
- samotné krve bez ovlivnéni zdravotnickym prostfedkem — negativni kontrola
- krve exponované materidlem, ktery zptisobuje znamé zmény hodnocenych parametri - pozitivni
kontrola
Exponovanou krev, pozitivni a negativni kontroly testujeme v duplikéatech

Kontroly

Negativni kontrola — jako negativni kontrola slouzi BPT hadi¢ky naplnéné krvi o délce 30 cm a praméru
4,80 mm bez pfidaného zdravotnického prostfedku.
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Pozitivni kontrola — jako pozitivni kontrola slouzi hadi¢ky z ¢erné gumy naplnéné krvi o priméru 4,80
mm a délce 30 cm, nebo BPT hadicky naplnéné borosilikdtovymi sklenénymi kulickami bez ptidaného
zdravotnického prostredku.

e 3.3.1. Odbér krve

Pro in vitro testovani hemokompatibility se vyuziva lidska krev dobrovolnych zdravych darct. Darci jsou
pred odbérem seznameni s ucelem vyuziti darované krve a podepisi informovany souhlas dobrovolného
darce s odbérem periferni krve pro védecké (vyzkumné) ucely. Odbér probihd vzdy rano na lacno
Vv prostorach laboratofe VUOS odbérovou zdravotni sestrou. Odbér zilni krve probiha pii poloze v sedé
Z paze darce. Misto vpichu je tésné€ pied odbérem dezinfikovano. ZataZeni paze by nemélo trvat déle nez
jednu minutu. Po nabodnuti zily je nutné turniket z paze sundat a vyhnout se pumpovani paze.

Krev je odebirana vakuovym systémem do zkumavek VACUETTE bez pfisad. Objem jedné zkumavky je
4 ml a jednomu dérci je odebrano celkem Sest zkumavek. Pii pouziti vakuovych systémi se vlozi vhodna
jehla do drzéku, palcem pod mistem odbéru se stabilizuje poloha Zily, provede se venepunkce a poté se
postupn¢ nasazuji zkumavky. Vakuova zkumavka se nesmi nasadit na vnitini jehlu drzaku pted venepunkci,
protoze by se vakuum ve zkumavce narusilo. Jakmile krev za¢ne pomoci vakua vtékat do zkumavky, lze
odstranit turniket. Vakuum ve zkumavce zajisti pfimétené naplnéni zkumavky na pozadovany objem.
Ihned po odbéru je do kazdé zkumavky aplikovan heparin v celkovém poméru 1,7 IU/ml. Tedy 1,36 pl
zasobniho injek¢niho roztoku 5000 1U/ml do 4 ml krve. Krev je s antikoagulantem promichana pomoci
jemného opakovaného ptrevraceni zkumavek.

e 3.3.2. Expozice krve testovanému zdravotnickému prostiedku

Expozice probiha v syst¢ému Chandlerovy smycky, kterd je slozena z vodni 1azné a rotoru s drzédkem na
hadicky. Vodni lazen se naplni vodou tak, aby hladina dosahovala prostfedniho Sroubu drzaku hadicek.
Termostat se nastavi na 37 °C a zapne se ohfev. K zahajeni ohfevu je nutna dostate¢na hladina vody a
pfipojeny rotor k vodni 1azni. Pti ohfevu se doporucuje zapnout rotor, aby se usnadnilo promichani ohtéaté
vody. Nechame ustalit teplotu a vlozime vzorky k testovani.

Testovany sterilni zdravotnicky material umistime do BPT hadi¢ek o vnitinim priméru 4,80 mm a délce
30 cm. Hadicku pfedtim proplachneme fyziologickym roztokem (0,9% NaCl). Jako negativni kontrola
slouzi BPT hadicky o stejné délce. Pozitivni kontrolu tvoii hadicky z ¢erné gumy o priméru 4,80 mm a
délce 30 cm, piipadné BPT hadic¢ky naplnéné borosilikatovymi sklenénymi kulickami. Kontrolni hadicky
také proplachneme fyziologickym roztokem pfed naplnénim krvi. VSechny vzorky testujeme v duplikatech,
tedy 2 x ZP, 2x NK, 2x PK na jednoho darce krve.

Takto pfipravené hadicky naplnime krvi. Krev pted aplikaci promichdme pievracenim zkumavek. Do kazdé
hadicky nasajeme pomoci podtlaku obsah jedné odbérové zkumavky. Podtlak vytvofime tak, ze jeden
konec hadicky vlozime do zkumavky s krvi a na druhy konec umistime 10 ml injekéni stiikacku a pomalu
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tdhneme pist do takové pozice, dokud se hadicka nenaplni krvi. Naplnéné hadic¢ky spojime do kruhu pomoci
2 cm dlouhych spojovacich hadi¢ek a vétsim priméru (MPH 9 x 11,4 mm).

Naplnéné hadic¢ky uzaviené do kruhu pfipevnime pomoci klipii do drzaku Chandlerovy smycky a zapneme
rotaci na 15 RPM. Nechame rotovat 30 minut pfi teplot¢ vody 37 °C. Po skonceni expozice sundame
hadicky z pfistroje a vypustime krev do uzaviratelnych 2 ml zkumavek.

o 3.3.3. Zpracovani krve
Pocet trombocytit
Pro méfeni poctu trombocyta se krev jiz nijak nezpracovava a po fazi expozice je co nejrychleji provedeno
méfeni na hematologickém analyzatoru.

Plazma pro PF-4

Exponovanou krev v 2 ml zkumavkach nechame centrifugovat pii 4 °C a 1500 x g (pfiblizné 4000 RPM)
po dobu 15 minut. Poté odebereme oddélenou plazmu do novych zkumavek. Plazmu pouzijeme pro dalsi
testovani a nebo pokud potiebujeme nashromazdit vétsi pocet vzorkt, vzorky nechame zamrazit v hluboko
mrazicim boxu pii — 80 °C pro pozdéjsi testovani.

Morfologie desticek (krevni nater)

Morfologie desti¢ek je hodnocena pomoci sledovani mikroskopického preparatu roztéru krve. Zhotoveni a
barveni krevniho natéru probihd Pappenheimovou panoptickou metodou pro vzorky krve po expozici
testovanému ZP. Pfipravime si dvé Cistd, suchd, pfedem odmasténa podlozni skla. Na jeden konec
podlozniho sklitka kdpneme malou kapku krve (max. 10 ul). Sikmo piilozené druhé podlozni sklo
pfiblizime ke kapce krve, az se roztece podél jeho hrany. Tahneme podloZnim sklem smérem dopiedu.
Krev se rovnomérné rozprostie po celé plose podloZzniho skla.

Natér nechame zaschnout minimaln€ 10 minut pfi laboratorni teploté. Barvime na stojanku nad dfezem
nebo nadobou Pappenheimovou panoptickou metodou. Zaschly natér se =zafixuje pokapanim
koncentrovanym May-Griinwaldovym roztokem po dobu 3 — 5 min. Poté roztok slejeme. Neoplachujeme.
Na minutu vlozime do May-Griinwaldova roztoku zifedéného destilovanou vodou v poméru 1:1.
Oplachneme v destilované vodé. Nasleduje barveni roztokem Giemsa-Romanowski po dobu 15 minut.
Barvivo ze sklicka oplachujeme destilovanou vodou, dokud neni stékajici voda Cistd. Nechame zaschnout
a pozorujeme pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Hodnotime pocet trombocyti, jejich morfologii
a tvorbu shluku.

o 3.3.4. Podminky zkousky

Faze expozice

Teplota: 37£2°C
Délka expozice: 30 min
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Zpracovani krve
Teplota: 4+£1°C

o 3.3.5. Pristroje a zarizeni
—  Chandlerova smycka (vodni lazen s teplotou 37°C)
— odbérové zkumavky VACUETTE bez piisad
— BPT hadicky
— hadic¢ky z ¢erné gumy
— 2 ml zkumavky
—  hlubokomrazici box
—  termostat
— hematologicky analyzator
— chlazena centrifuga
—  spektrofotometr
— obvyklé laboratorni vybaveni

e 3.3.6. Méieni

Pocet trombocytil

Pocet trombocytt je méfen na hematologickém analyzatoru MEK-6500 Celltac Alpha (Nihon Kohden,
Japonsko) , obsluha viz SOP ¢. 126.

Po zméteni se vysledek zobrazi na monitoru. Vysledky jsou vzdy hned po méfeni vytisknuty. Vytisk
s vysledky se vlepi na formuldf métfeni na hematologickém analyzatoru viz ptiloha ¢.1

Mgéfeni koncentrace desti¢kového faktoru 4 (PF-4)

Destickovy faktor PF-4 se stanovuje pomoci komeréniho ELISA kitu. PF-4 Elisa kit (vyrobce: Cusabio
Technology LLC (USA), dodavatel: Baria s.r.o., kat.c. CSB E07882h) . Pred zacatkem ELISA testu
nechame pozvolna rozmrazit vzorky a vytemperovat na pokojovou teplotu stejné jako jednotlivé reagencie
ELISA kitu. Analyzu provedeme podle navodu vyrobce. Do 96jamkové desticky aplikujeme vzorky a
standardy o znamych koncentracich minimalné v duplikatech po 100 pl v kazdé jamce. Desticku
inkubujeme pii 37°C po dobu dvou hodin a nasledné po jejim vyprazdnéni pfidame biotinovou protilatku.
Inkubujeme pti 37 °C dalsi hodinu. Poté desticku tiikrat promyjeme a aplikujeme do kazdé jamky 100 ul
HRP avidinu. Inkubujeme po dobu jedné hodiny a znovu promyjeme. Promyti opakujeme pétkrat. Do kazdé
jamky napipetujeme 90 pl TMB substratu a inkubujeme 15 — 30 minut pifi 37 °C chranéné pied svétlem.
Nakonec ptidame 50 pl stopovaciho roztoku a zméfime optickou denzitu pomoci spektrofotometru Epoch
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(vyrobce BioTek® Instrument, Inc., USA), obsluha viz SOP €. 283. V softwaru Gen 5 vytvorime kalibra¢ni
kiivku a ziskame hodnoty koncentraci jednotlivych vzorkt.

Po naméfeni absorbanci jsou vSechny udaje (absorbance, koncentrace, kalibra¢ni kiivka, hodnoty CV)
vytisknuty v souhrnném reportu, ktery obsahuje primarni i sekundarni udaje.

Morfologie desticek (krevni natér)
Hodnotime pocet trombocytt, jejich morfologii a tvorbu shlukda.

Vysledky se zaznamenaji volnou formou do ad hoc zdznamu.

Kritéria akceptovatelnosti experimentu

e Vysledky stanoveného mnozstvi desticek jsou u negativni kontroly > 20 % V porovnani s vysledky
pozitivni kontroly (NK > 20 %PK)

e Vysledky koncentraci markert aktivace desticek jsou u pozitivni kontroly > 20 % V porovnani
s vysledky negativni kontroly (PK > 20 %NK)

Pokud nejsou splnéna tato kritéria, musi se experiment zopakovat.

3.4 Hodnoceni vysledkii

Pocet trombocytt

Pocet desti¢ek je porovnan pied expozici a po expozici zdravotnického prostiedku. Vyznamny pokles
desticek je zpusoben adhezi, agregaci, odlou¢enim desti¢ek nebo vznikem trombu na zdravotnickych
prostiedcich.

Rozdily v poctu desticek mezi exponovanou a kontrolni krvi se budou hodnotit statisticky.

Meéfieni koncentrace PF-4

PF-4 je protein nachdzejici se v alfa granulach desticek, ktery se ve velkém mnozstvi uvoliuje po aktivaci
desticek. Porovname ziskané koncentrace PF-4 vzorki vystavenych expozici testovaného zdravotnického
materidlu s hodnotami kontrol. Vysledkem je koncentrace PF-4 v danych vzorcich, kterd odrdzi Groven
aktivace desti¢ek. Cim vyssi je obsah PF-4 v plazmé oproti negativni kontrole, tim vice dany zdravotnicky
prostiedek aktivoval krevni desticky a je tedy z hlediska hemokompatibility méné vhodny k in vivo
aplikaci.

Rozdily v koncentracich PF-4 mezi exponovanou a kontrolni krvi se budou hodnotit statisticky.
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Morfologie

Slouzi jako doplnkové hodnoceni aktivace. Jsou porovnany mikroskopické preparaty negativni kontroly
S preparaty exponované krve. Hodnoti se hlavné tvorba shluki trombocyti.

3.5. Zavérecna zprava

Obsahuje minimalné nasledujici informace:
- popis zdravotnického prostiedku
- pomer velikosti zdravotnického prostfedku k objemu krve (expozicni pomér)
- popis odbéru krve
- pouzity antikoagulant
- pouzity kit ELISA soupravy
- pouzité pfistroje
- naméfené vysledky
- hodnoceni vysledkt

4. Literatura
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