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Vliv typu odbéru krve a deleukotizace
na kvalitu kryokonzervovanych erytrocyta

Bohonék M., Petras M., Turek I., Urbanova J., Hradek T., Staroprazska V., Kostirova J., Horcickova D.,
Duchkova S.

Oddéleni hematologie, biochemie a krevni transfiize, Ustfedni vojenskd nemocnice Praha

Souhrn

Price je diléim vysledkem projektu, jehoZ cilem byl vyvoj a zavedeni metodiky ziskavani a dlouhodobého skladova-
ni erytrocyti pro strategické, specidlni a 1écebné potieby Armady Ceské republiky a statu. Cilem studie bylo zhod-
noceni kvality a stability riznym zpisobem pripravenych kryokonzervovanych erytrocyti ve smyslu vstupniho mezi-
produktu pied zmraZenim. Predmétem zkoumani byly erytrocyty s jen sniZenym obsahem leukocyti, jednak ziska-
né z dvojité erytrocytaferézy, tj. erytrocyty z aferézy (EAR, skupina A) nebo erytrocyty bez buffy-coatu ziskané
z odbéri plné krve, tj. erytrocyty bez buffy-coatu (EBR, skupina B) a dale erytrocyty deleukotizované, téz priprave-
né z dvojité erytrocytaferézy — erytrocyty z aferézy deleukotizované (EAD, skupina C) nebo erytrocyty deleukotizo-
vané z plné krve (ERD, skupina D). Zkoumané erytrocyty byly zmraZené ve 40% glycerolu, skladované pti -65 °C po
minimalni dobu 30 dni a po rozmraZeni rekonstituované v Nutricelu a skladované ve 4+2 °C maximalné 21 dni. Gly-
celorizace a deglycerolizace byla provadéna v uzavieném systému prostrednictvim zaiizeni Haemonetics ACP 215.
Zkoumany byly in vitro hematologické a biochemické parametry ve dnech 0-7-14-21 po deglycerolizaci. Zmény sle-
dovanych parametri pravdépodobné souvisi predevsim s rozpadem nevitalnich erytrocytii poskozenych v pritbéhu
procesu zmraZzeni a rozmraZeni. Nékteré z nich (nap¥. 2,3-DPG, fosfor, pH a osmolality) ukazuji na vytvareni rovno-
vahy v prvnich 7 dnech po rekonstituci. Vysledky sledovanych parametrii prokazuji vyssi stabilitu kryokonzervova-
nych EAD/ERD po rekonstituci, ve srovnani s EAR/EBR. U EAD/ERD je patrny pomalejsi vyvoj hemolyzy s nizsi
hodnotou hemoglobinu v supernatantu v zdvislosti na délce skladovani. Rekonstituované deleukotizované erytrocyty
vykazuji vyznamné vyssi ¢asovou stabilitu. Zadné zmény mezi EAD/ERD a EAR/EBR nebyly pozorovany v hladiné
2,3-DPG parametru, coz bude pravdépodobné ukazatel fyziologické funkce prezivajicich erytrocytii. Na rozdil od
vlivu deleukotizace na kvalitu rekonstituovanych erytrocyti nebyl pozorovan vliv typ odbéru (aferéza nebo odbér
plné krve). Studie tedy prokazuje lepsi vlastnosti zmraZenych, rekonstituovanych a nasledné skladovanych az 21 dni
pri 2-6 °C erytrocytu deleukotizovanych ve srovnani s erytrocyty bez buffy-coatu.

Klic¢ova slova: kryokonzervace erytrocyti, hluboko zmrazena krev, rekonstituce, glycerolizace, deglycerolizace,
krizova krevni politika, Nutricel, AS-3, dvojita erytrocytaferéza

Summary

Bohonék M., Petras M., Turek I., Urbanova J., Hradek T., Staroprazska V., Kostitova J., Hor-
¢ickova D., Duchkova S.: The impact of the various blood collection methods and the leukodepletion on the
quality of the cryopreserved red blood cells

The article has summarized partial results of the project of evaluation and implementation method for collection and
long-term storage packed red cells (RBC) for strategic, special and therapeutic findings of the Army of the Czech
Republic as well as the state. The aim of the study was quality and stability evaluation of cryopreserved RBCs collec-
ted by different methods. The source of studied RBCs was double erytrocytapheresis (Group A), whole blood collecti-
on with buffy-coat removing (Group B), double erytrocytapheresis with in-line leukofiltration (Group C) and whole
blood collection with in-line leukofiltration (Group D). This study compares ‘“non-leukodepleted” RBCs (Group A and
B) and “leukodepleted” RBCs (Group C and D). Tested RBCs were frozen in 40% glycerol and stored at minimum -
65°C for at least 30 days, thawed, deglycerolized, and stored for 21 days at 4+2°C. Glycerolization and deglyceroliza-
tion were performed with functionally closed system using the Haemonetics ACP 215 machine. In-vitro haematologi-
cal and biochemical variables were tested on day 0-7-14-21 after deglycerolization. The observed changes of studied
haematological and biochemical parameters could be most probably consistent with gradual degradation of non-sur-
vival RBCs after freeze-thaw-wash-reconstitution process. Some variables (such as 2,3-DPG, phosphate levels, pH and
osmolality) indicate the equilibrium establishment in RBCs during the first 7 days after reconstitution. The results sug-
gest the superior stability of leukodepleted cryopreserved RBCs, collected from whole blood or apheresis, reconstitu-
ted in AS-3 after reconstitution related to the non-leukodepleted RBCs, obtained by use of the both methods. It is con-
firmed by the slow haemolysis and supernatant haemoglobin growth in dependence of storage time. Reconstituted leu-
kodepleted RBCs exhibit significantly higher time stability. No change of 2,3-DPG variable was observed between non-
leukodepleted and leukodepleted RBCs. It could be supposed, that this variable is the physiological function of survi-
val RBCs. In contrast to the leukodepletion, the primary source of red blood cells collection (apheresis or whole blood)
does not affect stability a quality of RBCs units reconstituted in AS-3. The study demonstrate the superiority of leuko-
depleted RBCs obtained by apheresis or from whole blood over the non-leukodepleted RBCs (non-filtrated RBCs),
reconstituted in AS-3, for extended storage up to 21 days at temperature of 2—6 °C.

Key words: cryopreservation of red cell, deep frozen blood, reconstitution, glycerolisation, deglycerolisation, cri-
sis blood policy, Nutricel, AS-3, double erythrocytapheresis
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VLIV ODBERU A DELEUKOTIZACE NA KRYOKONZERVOVANE ERYTROCYTY

Uvod

Material a metodika

Nahrada krve a zasobovani krvi a transfuznimi pfi-
pravky je stalym strategickym a logistickym problé-
mem zdravotnické sluzby armdd celého svéta, ktery
vyplyvé z podstaty krve jako 1éCiva, tj. biologického
pripravku, ktery ma omezenou dobu pouzitelnosti, spe-
cifické a omezujici podminky prepravy, skladovani
a aplikace pacientim (1-5). Stejné problematickou
zGstava i tzv. krizova krevni politika statu, kdy pfi
zachovéani obvyklych a béZné pouzivanych postupt je
obtizné zajistit dostatecné zdsoby krve pro pfipad
ndhlého napadenf statu, teroristického ttoku nebo hro-
madného neStésti.

Zabezpeceni armady krvi je feSeno systémem distri-
buce z vojenského transfuzniho centra, které piimo
zasobuje krvi rozvinuté zdravotnické etapy. Pro nahle
vzniklou potfebu je nutné mit k dispozici kdykoli
mobilizovatelnou zdsobu erytrocytl univerzalni krevn{
skupiny 0. Tomuto poZadavku nejlépe odpovida strate-
gicky sklad kryokonzervovanych erytrocyti (1, 4, 6).

V Ceské republice byla zavedena metodika kryo-
konzervace erytrocyti ve 40% glycerolu pii -80 °C
a skladovanf pri -65 °C a po rozmrazeni jejich rekon-
stituce v Nutricelu, kdy byly ovéfeny vyhovujici para-
metry kvality pfi skladovani min. 21 dni pfi teploté
2-6 °C (6, 7). Zakladnim zkoumanym piipravkem byly
erytrocyty resuspendované ziskané z dvojité erytrocy-
taferézy (EAR). Studie je soucasti vyzkumného pro-
jektu obranného vyzkumu Ministerstva obrany CR
provddéném na Oddéleni hematologie, biochemie
a krevni transfiize Ustfedni vojenské nemocnice Praha,
jehoz cilem je optimalizace metodiky na vyrobu eryt-
rocytd pro dlouhodobé skladovani pro strategické, spe-
cidlni a terapeutické potfeby Arméady Ceské republiky
a statu (1, 6-9).

Aby znalost parametri kvality a vitality erytrocytt
nebyla omezena jen na tento jeden zpiisob vyroby eryt-
rocytd, bylo v nasledné studii v roz§ifeném in vitro tes-
tovani pfistoupeno ke zhodnoceni parametri kvality
erytrocytt resuspendovanych ziskanych z odbérti plné
krve (erytrocyty resuspendované bez buffy-coatu,
EBR), déle erytrocyti deleukotizovanych z aferézy
(EAD) a z plné krve (ERD). Spolu se skupinou EAR
tak byly posuzovany celkem 4 skupiny erytrocytl
zmrazenych ve 40% glycerolu a ndsledné rekonstituo-
vanych v Nutricelu a skladovanych pfi chladnickové
teploté po dobu 21 dni a vyhodnoceny jejich vlastnos-
ti z pohledu vitality na zdkladé stanovenych in vitro
laboratornich hematologickych a biochemickych para-
metrl. Cilem studie tedy bylo zhodnotit kvalitu a sta-
bilitu ridznych erytrocytdrnich pfipravki, liSicich se
kvalitou i zptisobem odbéru a vyroby, které byly zmra-
Zeny ve 40% glycerolu a nasledné rekonstituovanych
(tj. rozmrazeny, deglycerolizovdny a resuspendovany)
v roztoku AS-3 (Nutricel).

Metoda pripravy kryokonzervovnych a rekonstituova-
nych erytrocytii

Pro ziskani erytrocytl byly pouzity ¢tyfi metody: 1.
vyroba EAR metodou dvojité erytrocytaferézy na sepa-
ratoru krevnich komponent Haemonetics MCS+ (pouZi-
ty set Haemonetics Single Donor Red Cell Apheresis Set,
REF 942), 2. vyroba EBR z odbérii plné krve (pouzita
odbérovda souprava Baxter 3-OPTIPAC REF
JGR8&333B), 3. vyroba EAD metodou dvojité erytrocyta-
ferézy na separdtoru krevnich komponent Haemonetics
MCS+ a naslednou in-line filtraci (pouzity set Haemone-
tics 2 Units RBC w/RC2H Filter (SDR) REF 948F) 4.
vyroba ERD z odbérl plné krve (pouzitd odbérova sou-
prava Baxter 4-OptiPure WB REF KGR8469B). Ode-
brané erytrocyty byly nasledné pfevedeny do vaku urce-
nych pro hluboké zmrazeni (Baxter, Cryocyte) a pfiddna
piimés 40% glycerolu. Pro napojovani vaki byla pouzi-
ta sterilni svdfecka vakt. Vlastni proces glycerolizace
byl fizeny a provadény na automatickém zafizeni Hae-
monetics ACP-215. Jednotky erytrocytl po glycerolizaci
byly ihned zmraZeny v mechanickém mrazicim boxu
Jouan VX-80 pfi -80 °C, kde byly ponechidny po dobu
nejméné 24 hodin (1, 6, 7, 10-14).

Nasledné byly erytrocyty skladovany alespon 30 dni
pii teploté -65 °C. Rozmrazeni erytrocytl se provadélo
30 min. ve vodni lazni pfi 37 °C v rozmrazovacim agita-
toru Tool s ndslednym 25 min. vytemperovanim na
pokojovou teplotu. Proces deglycerolizace a promyti
rozmrazenych erytrocytl probihal plné automatizované
na zafizeni Haemonetics APC 215 za pouziti 12% rozto-
ku NaCl pro pocatecni odstranéni glycerolu z erytrocy-
tarnich korpuskuli a dile roztoku 0,9% NaCl + 0,2%
dextrézy k vymyti nadbyte¢ného glycerolu z erytrocytdr-
ni suspenze. Promyté erytrocyty byly resuspendovany
v roztoku AS-3 (Nutricel). Objem rekonstituovanych
erytrocytll byl v rozmezi 200 az 300 ml. Rekonstituova-
né erytrocyty byly nasledné skladovany prii teploté
442 °C 7, 14, resp. 21 dni.

Uspordddni studie a vzorkovdni

Ve vsech Ctyfech skupindch vyrobenych erytrocytl
byly hodnoceny hematologické a biochemické paramet-
ry méfené v ¢asech 0-7-14-21 dnt po rekonstituci. Vzor-
kovan{ bylo provddéno sterilnim uzavfenym zptisobem
z origindlnich jednotek erytrocytd ve stanovenych
¢asech méfeni a v prubéhu skladovani pii teploté 2-6 °C,
vyjma skupiny A, kdy byla pouZita data z predchozi
oteviené klinické studie (6, 7). V této skupiné byl kazdy
vzorek pivodni, tj. mél svou transfuzni jednotku (nepé-
rové vzorkovéni v ¢asové posloupnosti).

Vysledky méfeni jsou popsany a usporadany do téchto
Ctyt skupin (tab. 1):

Skupina A: EAR (erytrocyty z aferézy resuspendované)
Skupina B: EBR (erytrocyty bez buffy-coatu z plné krve)
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Tab. 1. Pivodni transfuzni jednotky erytrocytil pouzivané pro méfeni.

Jednotka

Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D
Den 0 10 15 11 10
Den 7 10 R R R
Den 14 10 R R R
Den 21 10 R R R
Celkovy pocet puvodnich transfuznich
jednotek 40 15 11 10

R ... opakované pouzivani TU

Skupina C: EAD (erytrocyty z aferézy deleukotizované)
Skupina D: ERD (erytrocyty deleukotizované z plné
krve)

Meé¥eni in vitro parametrii

Byly hodnoceny nésledujici vybrané hematologické
a biochemické parametry: Hematologie: hematokrit (/1)
a hodnota celkového hemoglobinu v piipravku (g/l) —
fotometrie, Advia 120, Bayer, koncentrace hemoglobinu
v supernatantu — spektrofotometrie Konelab 60i, Kone,
objem erytrocytli v pripravku — pfepocet ze stanovené
hmotnosti, ACP 215 Haemonetics, % hemolyzy — vypo-
¢tem z hodnoty celkového hemoglobinu v supernatantu
a celkového hemoglobinu v erytrocytech, pocet leukocy-
ti — mikroskopicky v Nageottové komtirce.

Biochemie: osmolalita — osmometr Fiske 2400,
Advanced Instruments, pH — pH meter Beckmann, dras-
lik — ISE nepfimé potenciometrie Konelab 60i, Kone,
fosfor — spektrofotometrie Vian, amoniak — Ammonia,
Dialab, ATP- bioluminiscence ATP Bioluminescence
Assay Kit CLS I Roche, 2,3-DPG - fotometrie v UV
Roche, LDH - fotometrie UV Biocon.

Statistické analyzy

Pro srovnani parametri uvnitf skupiny A i mezi skupi-
nami (A-B-C-D) byl pouZit neparovy t-test (Mann-Whit-
ney U-test) nebo Kruskal-Wallis test (neparametrickd
ANOVA). K porovnani rozdild uvnitt skupin B-C-D byl
navic pouZzit Wilcoxonlv parovy test. Vypocty byly pro-
vadény statistickych softwarem StatMate spolecnosti
GraphPad (verze 1.01i, 16/1/1998) urceny k biostatistic-
kym vypoctim klinickych studii.

Vysledky

Erytrocyty rekonstituované v Nutricelu (AS-3) vyka-
zovaly pozvolny ndrist hemolyzy. Rychlejsi rist hemo-
lyzy byl pozorovan u EBR (Skupina B), zatimco nartst
hemolyzy v ostatnich skupinich (Skupina A-C-D) byl
pomalejsi. Rozdily hodnot hemolyzy mezi v§emi ¢tyfmi
skupinami erytrocyt nebyl statisticky vyznamny béhem
prvnich 14 dni po rekonstituci. Trend nardstu hemolyzy
byl potvrzen statisticky vyznamnymi rozdily mezi hod-
notami v Case 0. a 21. den po rekonstituci.

Tomuto trendu odpovidal i vyvoj hemoglobinu
v supernatantu. Hodnoty hemoglobinu v supernatantu

dosahuji vyznamné niz§ich hodnot u EAD/ERD (Skupi-
na C-D), ve srovnani s EAR/EBR (skupina A-B).

Hodnota celkového hemoglobinu v jednotce erytrocy-
t se ve vSech skupinich béhem skladovani vyznamné
snizovala béhem skladovdni po rekonstituci. Pouze
u EAR (Skupina A) byly pozorovany proménlivé hodno-
ty béhem sledované doby skladovéni (a to diky nepéro-
vému vzorkovéani). Rozdily mezi skupinami B-C-D
(parové vzorkovéni) nebyly pozorovany (p > 0,05).

S Casem uchovavani rekonstituovanych erytrocytd se
rychlost poklesu hemoglobinu zpomalovala. V Zadné ze
skupin (Skupina A-B-C-D) nebyly pozorovany statistic-
ky vyznamné rozdily v hodnotdch hematokritu v zdvis-
losti na dobé& skladovéni (0-21 dnf). Hodnoty hemoglobi-
nu a hematokritu v erytrocytech byly relativné nizsi (<36
g¢/TU a <0,65/TU) vzhledem k objemovym hodnotdm
erytrocytll v primarnim odbé€rovém vaku (200 ml/TU).

Hodnoty leukocyti ve vSech skupindch rekonstituova-
nych erytrocytll nevykazovaly zadné statisticky vyznam-
né zmeény béhem celé sledované doby skladovani (0-21
dni), tj. 1ze je povaZovat za konstantni. Cdste¢nou vyjim-
kou byly EAD (skupina C), kdy poCty leukocytd v den
21 po rekonstituci byly vyznamné niz§i neZ ve dnech O-
7-14, coz lze pravdépodobné vysvétlit chybou méfeni.
Rozdily mezi primérnymi hodnotami poctu leukocytti
ve vsech sledovanych skupinidch A-B-C-D nebyly shle-
dany, protoZe proces zmrazeni a rozmrazeni jako takovy
snizuje hodnoty celych leukocyti na minimum.

Hodnota extraceluldrniho drasliku ve vSech rekonsti-
tuovanych erytrocytech (Skupina A-B-C-D) se postupné
zvySovala a to statisticky vyznamné v zdvislosti na dobé
skladovani ve dnech 0-7-14-21. Urcitd odchylka v této
tendenci byla zaznamendna pouze u EAR (Skupina A) ve
14. dni skladovéni, kdy navic v této skupiné byly hodno-
ty extracelularniho drasliku vyznamné vyssi od pocatku
ve srovndni s ostatnimi skupinami (B-C-D). Tento jev
souvisi s nejvétsi pravdépodobnosti s nepdrovym vzor-
kovanim u skupiny A.

Hodnoty amoniaku vykazovaly v rekonstituovanych
erytrocytech linedrni rlst v zavislosti na dobé skladova-
ni. Vyznamné nizs§i hodnoty byly pozoroviany u EAD/
/ERD (Skupina C-D) ve srovnidni s EAR/EBR (Skupina
A-B) a to ve 14. a 21. dni. RovnéZ vzestupnd tendence
hodnot amoniaku byla vyznamné vys$§si u EAR/EBR
(Skupina A-B).

U vSech skupin erytrocyti (skupina A-B-C-D) byl
zméfen prumérné shodny tbytek 2,3-DPG v prvnich 7
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Tab. 2. Prehled sledovanych hematologickych a biochemickych parametrd erytrocyti.

Parametr: Primér + Standardni

chyba (Dolni — hornf 95% CI) Skupina A Skupina B Skupina C Skupina D
Hemolyza (%)
Den 0 0,4+0,02 0,21+0,02 0,34+0,02 0,3+0,03
(0,35-044) (0,17-0,25) (0,3-0,38) (0,24-0,36)
Den 7 0.4+0,04 0,51+0,06 0,26+0,02 0,31+0,02
(0,32-049) (0,38-0,65) (0,22-0,31) (0,26-0,36)
Den 14 0,5+0,04 0,55+0,05 0,4+0,03 0.4+0,04
(0,4-0,59) (0,45-0,65) (0,33-047) (0,31-0,49)
Den 21 0,73+0,05 0,68+0,04 0,43+0,04 0,55+0,03
(0,62-0.,83) (0,59-0,77) (0,35-0,51) (0,48-0,62)
Hemoglobin v supernatantu (g/TU)
Den 0 0,29+0,02 0,14+0,01 0,22+0,01 0,17+0,02
(0,25-0,32) (0,11-0,17) (0,18-0,25) (0,13-0,21)
Den 7 0,23+0,02 0,31+0,03 0,16+0,01 0,17+0,02
(0,18-0.27) (0.24-0,38) (0,13-0,19) (0,13-02)
Den 14 0,3+0,03 0,3+0,03 0,21+0,02 0,2+0,02
(0,24-0.,35) (0,23-0,36) (0,16-0,26) (0,15-0,25)
Den 21 0,42+0,03 0,35+0,03 0,24+0,02 0,28+0,02
(0,36-0,48) (0,29-041) (0,19-0,29) (0,23-0,34)
Hemoglobin (g/TU)
Den 0 38,54+0,62 38,43x1,54 37,14x1 44 33,79+1,23
(37,12-39.95) (35,11-41,75) (33,94-40,34) (31,01-36.,56)
Den 7 30,96+0,77 35.33+1,1 33.34+1,09 31,73+1,72
(2922-32,7) (32,96-37,69) (30,91-35,78) (27,83-35,62)
Den 14 32,24+0,6 30,32+1,16 30+0,87 28,83+1,37
(30,88-33.59) (27,81-32,83) (28,06-31,94) (25,73-31,93)
Den 21 31,67+0,47 28.,43+1,26 29,15+1,35 27,68+1,13
(30,6-32,74) (25,7-31,16) (26,15-32,15) (25,13-30,23)
Leukocyty (x10%/TU)
Den 0 0,016+0,005 0,019+0,005 0,032+0,007 0,02+0,006
(0,004-0,028) (0,008-0,029) (0,016-0,048) (0,007-0,033)
Den 7 0,004+0,003 0,011+0,003 0,026+0,005 0,021+0,006
(-0,002-0,01) (0,004-0,019) (0,015-0,038) (0,008-0,034)
Den 14 0,01+0,003 0,01+0,003 0,02+0,003 0,016+0,003
(0,002-0,018) (0,004-0,016) (0,014-0.,026) (0,01-0,022)
Den 21 0,012+0,005 0,01+0,003 0,011+0,003 0,022+0,004
(0-0,024) (0,004-0,016) (0,004-0,018) (0,014-0,03)
Hematokrit (1/1)
Den 0 0,47+0,00 045+0,01 0,45+0,02 0,4+0,01
(047-048) (042-048) (041-048) (0,37-043)
Den 7 0,45+0,02 0,46+0,01 0,45+0,02 0.41+0,02
(041-049) (043-049) (041-048) (0,36-0.46)
Den 14 0,46+0,01 045+0,02 0,45+0,02 0,43+0,02
(0,45-048) (041-049) (0,42-0,49) (0,4-0,46)
Den 21 0,46+0,02 0,47+0,02 0,47+0,02 0,44+0,01
(0,42-0.5) (043-0,51) (043-0,52) (0,42-047)
K (mmol/l)
Den 0 2,36+0,19 1,14+0,06 1,47+0,18 1,29+0,12
(1,93-2,79) (1-1,27) (1,06-1,88) (1,02-1,56)
Den 7 9,55+0,35 8,98+0,47 6,12+0,51 5,89+0,48
(8,76-10,35) (7,99-9,98) (4,98-727) (4,81-6,97)
Den 14 16,52+0,81 12,68+0,59 11,72+0.81 11,29+0,59
(14,69-18.,34) (11,4-13,96) (9.92-13,53) (9,96-12,63)
Den 21 15,74+0 46 16,04+0,77 15,61+0,87 15,74+0,71
(14,7-16,78) (14,39-17,69) (13,68-17,54) (14,14-17 35)
NH; (mmol/l)
Den 0 17,4207 6,07+0,55 147+0,18 1,29+0,12
(12,72-22,07) (49-724) (1,06-1.88) (1,02-1,56)
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Den 7 143.,87+8,49 13143+12,33 62,55+3,37 53,574 .53
(124,66-163,08) (104,99-157,87) (55,03-70,06) (43,34-63,81)
Den 14 279,78+14,22 231,68+11,52 163,69+8,85 155,35£9,43
(247,62-311,95) (206,96-256 4) (14398-183 4) (134,01-176,69)
Den 21 397,53+9,83 360,61+£14,26 28641+14 41 264,75+16,25
(375,29-419,77) (330,02-391,19) (25431-318,51) (227,98-301,51)
ATP (umol/g Hb)
Den 0 4.84+0,42 6,47+0,49 6,9+0,61 6,46+0,55
(3,9-5,78) (542-752) (5,54-8,26) (5,21-7,71)
Den 7 4,23+0,74 7,99+0 4 6,46+0,56 7,7+0,58
(2,56-591) (7,14-8,84) (52-7.72) (6,37-9,02)
Den 14 424+0,66 7,22+0,67 9,64+0,79 8,12+0,86
(2,75-5,14) (5,78-8,66) (7,87-114) (6,17-10,07)
Den 21 4,68+0,46 7,23+0,78 11,6+0,9 10,64+0,93
(3,64-5,72) (5,55-891) (9,6-13,6) (8,55-12,74)
P (mmol/l)
Den O 10,4503 11,91+0,13 12,37+0,33 12,69+0,17
(9,78-11,12) (11,64-12,18) (11,63-13.1) (12.3-13,08)
Den 7 11,55+0,17 11,29+0,17 11,59+0,13 11,73+0,15
(11,16-11,95) (10,93-11,65) (11,31-11,87) (11,4-12,06)
Den 14 11,43+0,12 11,06+0,2 11,19+0,09 11,35+0,2
(11,16-11,7) (10,64-11,48) (10,99-11,39) (10,9-11,79)
Den 21 11,42+0,11 11,12+0,13 11,24+0,19 11,04+0,17
(11,16-11,67) (10,84-114) (10,82-11,66) (10,65-11.42)
2,3-DPG (umol/g Hb)
Den 0 6,35+0,59 5424045 6,86+0,35 6,78+0,38
(5,03-7,68) (4,47-6,38) (6,07-7,65) (5,92-7,65)
Den 7 0,28+0,06 0,2+0,04 0,39+0,08 0,28+0,05
(0,15-0,42) (0,11-0,29) (0,22-0,57) (0,16-0.4)
Den 14 0,19+0,04 0,27+0,12 0,19+0,04 0,15+0,03
(0,1-0,28) (0,02-0,53) (0,1-0,27) (0,08-0,21)
Den 21 0,21+£0,04 0,94+0,1 0,14+0,02 0,11+0,02
(0,12-0,31) (0,72-1,16) (0,11-0,18) (0,06-0,16)
Osmolalita (mOsm/l)
Den 0 296,4+1,19 301,93+0,84 298,45+2.29 300,2+2,23
(293,7-299.,1) (300,13-303,74) (293,36-303,55) (295,17-305,23)
Den 7 300,3+0,65 307,6+2,03 299,64+2 4 298,9+2.74
(298,83-301,77) (303,25-311,95) (294,29-304,98) (292,71-305,09)
Den 14 303,5+0,58 306,73+1,84 296,36+0,69 296,209
(302,18-304,82) (302,78-310,69) (294,82-297,9) (294,15-298.25)
Den 21 302,3+0,75 308,47+0,97 298.,27+0,98 298,9+0,64
(300,61-303,99) (306,4-310,54) (296,08-300,46) (297,45-300,35)
pH
Den 0 6,74+0,02 6,62+0,02 6,74+0,02 6,69+0,01
(6,7-6,77) (6,59-6,65) (6,71-6,78) (6,66-6,72)
Den 7 6,61+0,01 6,56+0,02 6,89+0,01 6,87+0,02
(6,57-6.64) 6,51-6,61) (6,86-6,92) (6,83-6,92)
Den 14 6,53+0,01 6,59+0,04 6,79+0,03 6,79+0,02
(6,49-6,56) (6,5-6,67) (6,73-6,86) (6,73-6,84)
Den 21 6,5+0,01 6,57+0,03 6,74+0,01 6,73+0,01
(647-6,53) (6,5-6,64) (6,71-6,76) (6,7-6,76)
Laktat dehydrogenaza (ukat/l)
Den 0 ND 1,52+0,16 1,35+0,09 1,09+0,13
(1,18-1.86) (1,14-1,56) (0,79-1,38)
Den 7 ND 2,53+0,26 1,13+0,1 1,13+0,1
(1,98-3,08) (0,9-1,35) (0,91-1,34)
Den 14 ND 6,59+0,04 1,62+0,18 1,63+0,12
(6,5-6,67) (1,22-201) (1,36-1,9)
Den 21 ND 325+0,2 2,07+0,21 241+0,22
(2,82-3.68) (1,6-2.54) (191-2,92)
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Den 0 Den 7
dnech skladovani po rekonstituci. V nasledné periodé (7-
14-21 dni) byly hodnoty 2,3-DPG jiz konstantni ve vSech
skupindch, vyjma v den 21 u skupiny B. V tomto pripa-
dé se primérna hodnota 2,3-DPG vyznamné zvysila vaci
predeslym hodnotdm v Casové posloupnosti méfeni tézZe
skupiny i vic¢i hodnotdm ostatnich skupin ve stejnému
Casovém bodé. Zda se jednd o ndhodny jev nebo jev
zavisly na kvalité erytrocytl, nelze z téchto tdaju odhad-
nout a bude tfeba proméfit tento parametr v del$im ¢aso-
vém obdob{ uchovavani (tj. v ¢ase > 21 dni po rekonsti-
tuci).

Osmolalita, jako bezpecnostni parametr kvality indi-
kujici dostate¢né vymyti glycerolu, vykazovala jen nepa-
trny ndarGst, vice v prvnich 14 dnech po rekonstituci,
pravdépodobné v souvislosti s uvoliiovanim zbytkového
vazaného glycerolu. Tyto zmény byly ziejmé
u EAR/EBR (Skupina A-B), zatimco v obou skupindch
EAD/ERD (Skupina C-D) byla osmolalita béhem celé
doby skladovani po rekonstituci (0-21 dni) konstantni.
Naméfené rozdilné tendence v hodnotich osmolality
u EAR/EBR a EAD/ERD byly podpofeny vysledky sta-
tistické analyzy.

Hodnoty pH po pocddatecnim mirném sniZeni
u EAR/EBR (Skupina A-B) se stabilizovaly na 6,50 az
6,57 pii nejdelsi dobé skladovani, tj. den 21. Naproti

Skupina C; A Skupina D)

tomu hodnoty pH u EAD/ERD (Skupina C-D) se zvySily
v prvnich 7 dnech a nésledné se postupné snizovaly (den
7-14-21). Ackoli pocate¢ni hodnota pH (6,6-6,7) v den O
je obdobnd u vSech skupin erytrocytd (skupina A-B-C-
D), tj. bez statisticky vyznamného rozdilu, tak na konci
meéfeni (tj. den 21 po rekonstituci) bylo pH EBR (skupi-
na A-B) vyznamné nizsi (skupina A: 6,50, Skupina B:
6,57) nez pH ERD (Skupina C: 6,73, Skupina D: 6,74).

Hodnoty anorganického fosforu se snizovaly v prv-
nich 14 dnech po rekonstituci (den 7-14) u vSech skupin.
Nasledné nebyly shleddny signifikantni rozdily ve
zméné hodnot hladin fosforu (p > 0,05), tj. nastal rovno-
vazny stav. Statisticky signifikantni niz§i hodnoty hladin
fosforu u skupiny A na zac¢dtku méfeni (den 0) odpovi-
daji ndhodnému jevu, vychazejicitho z neparového vzor-
kovéani méfeni.

Hladina ATP u rekonstituovanych EAR/EBR (skupina
A-B) se neménila béhem skladovani, zatimco
u EAD/ERD (skupina C-D) rostla od dne 7 po rekonsti-
tuci. V den 0 a 7 nebyl pozorovéan vyznamny rozdil v hla-
dindch ATP mezi jednotlivymi skupinami A-B-C-D.

Méfeni LDH nebylo provedeno u erytrocyti skupiny
A, protoze vysledky této skupiny byly prejaty z jiné stu-
die, kde tento parametr nebyl stanoven. Nicméné rozdily
hodnot LDH mezi EBR a EAD/ERD byly statisticky
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Obr. 2. Biochemické parametry (draslik, amoniak, ATP, fosfor, 2,3-DPG, osmolalita, pH, LDH) v zavislosti na dobé uchovavani po deglyceroliza-
ci erytrocytd (M Skupina A; @ Skupina B; € Skupina C; A Skupina D).

vyznamné, vyjma hodnoty LDH méfené hned po rekon-
stituci (den 0). U EBR (Skupina B) se hodnota LDH zvy-
Suje od pocatku skladovani a jsou patrné vyznamné roz-
dily v naméfenych hodnotach v dnech 7-14-21. Naopak
statisticky nevyznamné hodnoty LDH byly zjistény
u EAD/ERD (tj. mezi skupinami C a D). Obé tyto skupi-
ny vykazovaly pomalej$i nardst hladiny LDH od 7. dne
skladovani po rekonstituci.

Diskuse

Vysledky této studie prindSeji uceleny pohled na
zménu hematologickych a biochemickych parametrd ve

vztahu ke stabilité erytrocytarni suspenze po rekonstitu-
ci v roztoku AS-3 (Nutricel), které predchdzelo jejich
hluboké zmraZeni.

Na zdkladé literarnich udaju a vysledkt vlastni studie
(6, 7) provadéné in vivo a in vitro, véetné vysledkd této
studie se lze domnivat, Ze vitdlni rekonstituované erytro-
cyty po kryokonzervaci dlouhodobé v AS-3 prezivaji, tj.
minimdlné 21 dni, pfi teploté 2—-6 °C. Tuto domnénku
potvrzuji zjisténé hodnoty 24hodinové preziti erytrocyti
a index terapeutické ucinnosti (3, 11, 15).

Ukazuje se, ze pozvolny nardst volného hemoglobinu
stejn€ jako rostouci hemolyza v rekonstituovanych eryt-
rocytech s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s rozpadem
nevitdlnich erytrocytd. Potvrzuji to i studie, které ukazu-
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ji, Ze hodnoty hemolyzy nemaji vliv na piezivani znace-
nych erytrocytti v obéhu (6, 7, 11, 16).

Tomuto vysvétleni odpovidd i parametr 2,3-difosfo-
glycerit, ktery bez ohledu na zptisob pfipravy erytrocytt
pfed kryokonzervaci se po rozmrazeni a rekonstituci
volné vyplavi (tj. jeho hladiny jsou relativné vysoké)
a ndsledné se béhem prvnich 7 dni reverzibilné navaze
na deoxygenovany hemoglobin. Vzhledem k tomu, Ze
jeho hodnoty jsou v obdobi 7.-21. den uchovavani
rekonstituovanych erytrocyti téméf konstantni, 1ze pred-
pokladat, Ze se vdze pouze na fyziologicky aktivn{ eryt-
rocyty, jejichZ pocet je v tomto obdobi rovnéZ konstant-
ni (dokladem toho jsou konstantni hodnoty 24hodinové-
ho pfezivani erytrocytd v celém rozmezi sledovani 0-21
dni po rekonstituci). Zda se tedy, Ze tento parametr by
mohl v praxi predstavovat moZnost stanoveni aktivity
vitdlnich erytrocytl a pomoci zvysit kvalitu jisténi trans-
fuzni jednotky. MnoZstvi volného 2,3-DPG parametru by
s nejvétsi pravdépodobnosti mohlo odpovidat mnoZstvi
nevitdlnich erytrocytl, které se v minimdln{i mife vytva-
feji pfevazené v disledku kryokonzervace a rekonstituce
9,13,17-21) .

Hematologické a biochemické parametry ve vSech
Ctyfech skupindch erytrocytd (tj. EAR, EBR, EAD
a ERD) byly sledovédny pfi shodnych podminkach skla-
dovani v roztoku AS-3 pfi 2-6 °C. Z naméfenych vysled-
ki prevaZzuje vyssi porekonstitu¢ni stabilita kryokonzer-
vovanych EAD/ERD (skupina C-D) vzhledem
k EAR/EBR (skupina A-B). To potvrzuje mimo jiné
i pomalejsi hemolyza EAD/ERD a stejné jako pozvol-
n&j$i nartist hodnot hladiny hemoglobinu v supernatantu
v zdvislosti na dobé skladovani po rekonstituci. Kromé
toho rekonstituované EAD/ERD vykazuji asové stilou
a vyznamné niz$i osmolalitu neZ EAR/EBR, danou zfej-
mé jejich niz8i afinitou ke glycerolu, coZ zvySuje bez-
pecnost transfuzni jednotky.

Pritomnost leukocytarnich rezidui (latky uvolnéné
z leukocytdrnich granuli po jejich rozpadu) v rekonstitu-
ovanych EAR/EBR (skupiny A-B) ovliviiuje hodnoty
ATP (p <0,05) a pH (p <0,001) pfi delsi dobé skladova-
ni, jak potvrzuji statisticky vyznamné rozdily hodnot
EAR/EBR (skupina A-B) vi¢i EAD/ERD (skupina C-D)
v 21. dni po rekonstituci. U EAR/EBR se udrzuje témer
konstantni hodnoty pH a hladina ATP po celou dobu
skladovani. Pfitom hodnoty pH jsou u EAR/ERB nizsi
ve srovnidni s hodnotami pH EAD/ERD. Naopak
u EAD/ERD byl zjistén vyznamny pozvolny nérist hod-
not ATP v zdvislosti na ¢ase uchovavéni. Zda se tedy, ze
pfitomnost leukocytarnich rezidui u EAR/ERB tlumi
uvolnovani ATP. Naopak na hodnoty amoniaku, extrace-
luldrniho drasliku a LDH nema pfitomnost téchto reziduf
vliv, i kdyZ rychlost zmény je pon€kud pomalejsi
u EAD/ERD. Tyto parametry podobné jako ostatni vice
odpovidaji degradaci nevitalnich erytrocytd a absence
leukocytarnich zbytkd v transfizni jednotce jejich hod-
noty neovliviiuje nebo jen v nevyznamné mite.

Vysledky a zavéry této studie naznacuji, Ze piiprava
erytrocytd z odbéru plné krve nebo metodou aferézy

nemd vyznamny vliv na sledované hematologické a bio-
chemické parametry. Zptisob odbéru krve tedy na rozdil
od deleukotizace neovliviiuje stabilitu a kvalitu ziska-
nych erytrocytd, kryokonzervovanych a ndsledné rekon-
stituovanych v roztoku AS-3 (Nutricel).

Zavérem lze konstatovat, Ze po odstranéni leukocytd
lze u kryokonzervovanych a ndsledné rekonstituovanych
erytrocytll oCekavat piiznivéjsi hematologické a bioche-
mické vlastnosti charakterizujici kvalitu a stabilitu
vysledného pripravku. Studie prokazuje vyhodnost dele-
ukotizace erytrocytd uréenych ke kryokonzervaci, bez
ohledu na zpisob odbéru (z pIné krve nebo aferézou),
které jsou rekonstituovany v AS-3 (Nutricelu) a sklado-
vény v prodlouzené dobé az 21 dni pfi teploté 2—6 °C.
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