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Parametry kvality kryokonzervovanych erytrocytu
rekonstituovanych v roztoku AS-3 (Nutricel)
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20dd¢leni nukledrni mediciny, Ustiedn{ vojenskd nemocnice, Praha

Souhrn

Price je dil¢im vysledkem projektu, jehoZ cilem byl vyvoj a zavedeni metodiky ziskavani a dlouhodobého skladova-
ni erytrocyti pro strategické, specialni a 1é¢ebné potieby Armady Ceské republiky a statu. Jako zakladni zkoumana
metoda bylo zvoleno mraZeni erytrocyti, ziskanych metodou dvojité erytrocytaferézy, ve vysoké koncentraci glyce-
rolu pri -85 °C a teploté skladovani -65 °C a nizsi. Glycerolizace a deglycerolizace erytrocytii, véetné jejich zavérec-
né resuspenze v Nutricelu (AS-3), byla provadéna uzavienym a automatizovanym systémem na zarizeni Haemone-
tics ACP 215. Stabilita EAK rekonstituovanych v AS-3 byla ovérena jak klinickym hodnocenim u zdravych dobro-
volnika pomoci tzv. indexu terapeutické uc¢innosti, tak biochemickymi a hematologickymi parametry. Rekonstituo-
vané erytrocytarni jednotky byly hodnoceny ve dnech 0,7, 14 a 21 po rozmraZeni 51Cr zna¢enymi erytrocyty ve dvou
skupinach: mrazené a skladované v primarnich vacich (skupina A) a mrazZené a skladované po prepusténi do speci-
alnich vaku pro hluboké zmraZeni (skupina B). Bylo méreno 24hodinové prezZivani autolognich erytrocytu podava-
nych zdravym dobrovolnikiim a stanoven index terapeutické uc¢innosti (ITE) za pomoci tzv. freeze-thaw-wash-reco-
very (FTW%) zavislého na mnoZstvi hemoglobinu v odpadu po promyti rozmraZenych erytrocytii. Celkem bylo
zmrazeno, rekonstituovano a takto vysetieno 104 TU erytrocytii. Hodnocené erytrocyty v obou skupinach vykazuji
témér shodné hodnoty ITE: 74,01 (XCI95 %: 71,97-76,04) a 74,02 (+CI195 %: 71,18-76,87) bez ohledu na délku sle-
dované doby uchovavani po rekonstituci (21 dni). U skupiny B bylo zjisténo 4% sniZeni hodnoty preZiti po 24 hod.
a 4% zvySeni hodnoty FTW % . Hodnoty hemolyzy na konci doby skladovani byly u vSech hodnocenych skupin nizsi
nez 1 %.Z hematologickych a biochemickych parametri byly sledovany zmény hemoglobinu, hematokritu, leukocy-
tii, hemolyzy, osmolality, pH, K, P, ATP, NH; a 2,3-DPG. Také vysledky méreni téchto laboratornich parametri pro-
kazaly dobrou pouzitelnost zmraZenych erytrocytu jesté 3 tydny po rozmrazeni, rekonstituci v Nutricelu a uchova-
vani pri teploté 2—6 °C.

Klicova 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., Svobodova J., Tejckova E.: Quality parameters of cryopreserved red cells
reconstituted in AS-3 solution (Nutricel)

The article summarised partial results the project of evaluation and implementation method for collection and long-
term storage packed red cells (RBC) for strategic, special and therapeutic findings Army of Czech Republic as well
as the country. The essential surveyed method was freezing of RBC collected by double erythrocytapheresis in high
glycerol at -80 °C and stored at -65 °C and lower. Glycerolisation, deglycerolisation and resuspension in Nutricel (AS-
3) was performed with the Haemonetics ACP 215 machine by closed system. Stability of RBC in AS-3 was evaluated
by clinical study with health volunteers by index of therapeutic effectiveness (ITE) as well as by biochemical and hae-
matological parameters. Reconstituted RBC units were evaluated in days 0,7,47 and 21 after thawing by 51Cr label-
led red cells in two groups: freezing and storage in primary collection bags (group A) and freeing and storage in spe-
cial bags for deep freezing (group B). 24-hour survival autologous red cell at health volunteers were observed and set
ITE and via “freeze-thaw-wash-recovery” (FTW %) dependent on amount of haemoglobin in waste after washing
deglycerolised RBCs. Totally 104 RBC units were frozen, reconstituted and measured. Evaluated RBCs both groups
were almost statistically identical ITE: 74.01 (xCI95%: 71.97-76.04), 74.02 (xC195%: 71.18-76.87) and 74.5
(£CI95%: 71.62-77.38), respectively, regardless of storage time after RBCs deglycerolization. The 4-percent decrea-
se of 24-hour posttransfusion survival (%) means as well as 4-percent increase of FTW % means were statistically sig-
nificant between RBCs group B and A. Haemolysis in the end of storage was below 1% at both group. From haema-
tological and biochemical parameters haemoglobin, haematocrit, leucocytes, haemolysis, osmolality, pH, potassium,
phosphorus, ATP, ammoniac and 2,3-DPG were observed. Results of these tests demonstrate good applicability fro-
zen RBC 3 week after thawing and reconstitution in Nutricel and following storage at 2-6 °C.

Key words: cryopreservation of red cell, deep frozen blood, reconstitution, glycerolisation, deglycerolisation, crisis
blood policy, Nutricel, AS-3, double erythrocytapheresis
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Uvod

Nahrada krve a zasobovani krvi a transfuznimi pri-
pravky je stalym strategickym a logistickym problémem
zdravotnické sluzby armad celého svéta, ktery vyplyva
z podstaty krve jako léCiva, tj. biologického piipravku,
ktery md omezenou dobu pouZitelnosti, specifické a ome-
zujici podminky prepravy, skladovani a aplikace pacien-
tim (1). Stejné problematickou zistava i tzv. krizova
krevni politika statu, kdy pfi zachovani obvyklych
a bézné pouZivanych postupil je obtizné zajistit dostatec-
né zasoby krve pro pfipad ndhlého napadeni stitu, tero-
ristického ttoku nebo hromadného nestésti.

Zabezpeceni armady krvi je feSeno systémem distribu-
ce z vojenského transfuzniho centra, které ptimo zasobu-
je krvi rozvinuté zdravotnické etapy. Pro ndhle vzniklou
potiebu je nutné mit k dispozici kdykoli mobilizovatel-
nou zdsobu erytrocytd univerzalni krevni skupiny O.
Tomuto poZadavku nejlépe odpovida strategicky sklad
kryokonzervovanych erytrocyta.

V CR dosud problém nebyl fefen v ramci Zidného
resortu, nebyla dostupnd ani alternativni ndhrada v rdmci
zahrani¢ni spoluprdce. Zasoby krve pro potieby ACR
jsou tvofeny pouze b&€Zznymi transfuznimi piipravky
s limitovanou dobou pouZitelnosti, pro piipady moZné
zvySené potfeby jsou tyto zdsoby navySovany mimorad-
nymi odbéry a ndkupy zatiZzené malou pruZnosti a nasled-
nou vysokou mirou exspirace. Nova bezpec¢nostni rizika
v podobé globélniho terorismu s moZnosti vzniku masiv-
nich zdravotnickych ztrdt mezi obyvatelstvem problém
okamzitych zdsob krve povySuje na troven celospolecen-
ského z4jmu, resp. strategické potfeby stétu.

Jednou z moznosti, jak tyto situace feSit, je uchovava-
ni hlubokomrazené krve pfipravené specidlnimi postupy
— kryokonzervaci. Rizné postupy kryokonzervace erytro-
cytl jsou obecné zndmy a pouZzivany jiz del$i dobu. Limi-
tujicim faktorem ale dosud byla zejména doba pouZitel-
nosti — zpravidla pouhy jeden den po rozmraZeni — a tim
velmi omezena operativnost pouZiti takového pripravku.
V poslednich letech s ndstupem novych technologii
a resuspenznich roztokii se doba pouzitelnosti krve po
rozmraZzeni a piipravé k podani (tzv. rekonstituci) pro-
dlouzila na 1-2 tydny.

Zasadnim predmétem vyzkumnych praci naseho pro-
jektu byla validace metodiky umoznujici vyrobu kryo-
konzervovanych erytrocytd pouZitelnych minimédlné 3
tydny po rekonstituci.

Material a metodika

Metoda p¥ipravy rekonstituovanych EAK

Pro ziskdni erytrocyti byla pouzita metoda dvojité
erytrocytaferézy na separatoru krevnich komponent Hae-
monetics MCS+. Odebrané erytrocyty byly neprodlené
zmrazeny s ptimési 40% glycerolu, pro napojovani vaka

2y @

byla pouzita sterilni svafecka vaki. Vlastni proces glyce-

ot

rolizace je fizeny a provadény na automatickém zafizeni
Haemonetics ACP-215. Jednotky erytrocytt po glyceroli-
zaci byly ihned zmraZeny v mechanickém mrazicim boxu
Jouan VX-80 pri -80 °C, kde byly ponechany po dobu
nejméné 24 hodin. Vétsina erytrocytd byla zmraZena
v primarnich PVC vacich Haemonetics, ¢ast byla pred
glycerolizaci a zmraZenim prepusténa do specidlnich
vaki pro hluboké mrazeni Baxter (1,4,5,9, 10).

Nasledné byly erytrocyty skladovany alespont 30 dni
pfi teplot€ -65 °C. Rozmrazeni erytrocytt se provadélo 30
min. ve vodni lazni pfi 37 °C v rozmrazovacim agitatoru
1épe ,.ttepacce’ Tool s ndslednym 25 min. vytemperova-
nim na pokojovou teplotu. Proces deglycerolizace a pro-
myti rozmraZenych erytrocytd probihal plné automatizo-
vané na zafizeni Haemonetics APC 215 za pouziti 12%
roztoku NaCl pro pocatecni odstranéni glycerolu z eryt-
rocytarnich korpuskuli a déle roztoku 0,9% NaCl + 0,2%
dextrézy k vymyti nadbytecného glycerolu z erytrocytar-
ni suspenze. Promyté erytrocyty byly resuspendovény
v roztocich AS-3 (Nutricel). Objem rekonstituovanych
erytrocytti byl v rozmezi 200 az 300 ml. Rekonstituované
erytrocyty byly ndsledné skladovédny 7, 14, resp. 21 dni
pfi teploté 412 °C.

Usporiddani studie
Klinick4 studie byla oteviend a trvala 12 mésica. Kli-

nické hodnoceni, provddéné podle zdsad spravné klinické
praxe, bylo povoleno Reditelstvim vojenské zdravotnické
sluzby ACR a schvileno etickou komisi Ustfedni vojen-
ské nemocnice Praha a provadéno podle zdsad spravné
klinické praxe.

Do klinického hodnoceni bylo zafazeno celkem 104
zdravych dobrovolnikti (primérny vék 36,4 let). VSichni
darci byli podrobné informovédni o vSech detailech
a podepsali informovany souhlas.

Subjekty byly rozdéleny do dvou skupin:

» Skupina A: erytrocyty pro rozmraZeni resuspendované
v AS-3, skladované v primdrnim odbérovém vaku.

» Skupina B: erytrocyty po rozmraZeni resuspendované
v AS-3, skladované ve specidlnim vaku pro hluboké
zmraZeni.

Obé skupiny byly dile rozdéleny na 4 podskupiny
podle hodnocené doby uchovadvini rekonstituovanych
erytrocyti (0, 7, 14 a 21 dni) po rozmrazeni. Rozdé€leni
subjektti do skupin a podskupin je uvedeno v tabulce 1.

Méiené parametry

Po rekonstituci kryokonzervovanych erytrocytt, skla-
dovanych minimalné 30 dni, v Nutricelu se provedla
v Case 0,7, 14 a 21 dni autologni transfuze (intraven6z-
ni infuze) u kazdého subjektu. Z divodu méfeni primar-
ni klinické veli¢iny byly erytrocyty oznaceny radioizoto-
pem SICr.

Z bunééné suspenze rekonstituovanych erytrocytl
v roztoku Nutricel se odebral vzorek 20 ml, ktery se zna-
¢il radioizotopem 5!Cr pfi koncentraci priblizné 800 kBq
(odpovidajici zhruba 0,22 uCi). Znaceni se provedlo pfi-
dénim roztoku 5!Cr v roztoku chromanu sodného v mnoz-
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stvi 1 ml. Tato radioaktivni ddvka odpovidala priblizné 20
% bézn¢ aplikované aktivité pouZivané pri diagnostickém
stanoveni. Po smichani bunécné suspenze s radioizoto-
pem se provedla inkubace pri normalni teploté 20-25 °C
po dobu 60 minut. Nasledn¢ se pridaly 2 ml Celaskonu
inj. a smés se znovu promichala. Takto pfipraveny piipra-
vek se poddval subjektu transfuzi (intravendzni infuzi).
Objem klinicky hodnoceného piipravku byl podan trans-
fuzi v délce doby kratSi neZ 10 minut (cca 7 minut pfi
rychlosti 60 kapek/min). Radioaktivita 51Cr vizand na
erytrocyty byla u dobrovolnikii méfena po 10, 20 a 30
minutdch a 24 hodin po infuzi.

Index terapeutické ucinnosti, ITE (%) (3, 4, 7, 11, 12,
14, 16) predstavuje procentudlni mnoZstvi erytrocytd,
které prezily po 24 hodinach po aplikaci, vztazené k rela-
tivnimu celkovému poctu erytrocytti pfitomnych v trans-
fuznim pfipravku, vyjadienym jako FTW %. Veli¢ina
FTW% (freeze-thaw-wash recovery) je vypoctena z hod-
not hemoglobinu v odpadu po promyti rozmraZenych eryt-
rocytl a celkového hemoglobinu v transfuzni jednotce.

FTW% = 100 — (Hb(odpad) x 100/(Hb(odpad) +
Hb(TU) (3,4, 8, 10, 12).

Hodnota ITE% byla vypoctena na zdkladé¢ 24hodino-
vého preZivani erytrocytd.

ITE% = FTW% x 24hodinové potransfuzni preziti eryt-
rocytt (%)/100.

Velic¢ina 24hodinového potransfuzniho preziti erytro-
cytl se stanovuje jako procentudlni ¢dst odhadovaného
100% potransfuzniho preZiti erytrocytu.

Vedle klinické primdrn{ veli¢iny se stanovovaly i sekun-
dérn{ veli¢iny reprezentované hematologickymi a bioche-
mickymi parametry (3-6, 8-15, 17, 18, 19): hematokrit
a koncentrace hemoglobinu v piipravku a v odpadu po pro-
myt{ (fotomericky, Advia 120 Bayer), koncentrace hemog-
lobinu v supernatantu (spektrofotometrie, Konelab 60i,
Kone), objem jednotky erytrocytd (gravimetrie, ACP-215
Haemonetics), procento hemolyzy (vypoctem), obsah pfi-
mési leukocyti (mikroskopicky v Nageotteové komdrce),
osmolalita (osmometr, Fiske 2400, Advanced Instruments),
pH (pH meter Beckmann), draslik (ISE, nepfima potencio-
metrie, Konelab 60i, Kone), fosfor a amoniak (spektrofo-
tometrie, Konelab 60i, Kone), ATP, (bioluminescence,
Konelab 60i., Kone), 2,3-DPG (fotometrie, Konelab 60i,
Kone). Kazdy pripravek byl navic hodnocen na kontrolu
sterility podle Ceského 1ékopisu.

Statistickd analyza

Ke statistické analyze byl pouZit pro srovnavani vSech
sledovanych primdrnich i sekunddrnich veli¢in mezi sku-
pinami i uvnité skupin neparovy t-test (Mann-Whitney
U-test), s p < 0,05 pri dvoustranném intervalu spolehli-
vosti.

Pro srovnédvédni vSech sledovanych veli¢in v casové
posloupnosti (tj. podskupin: 0—7—14-21 dni po rekonsti-
tuci) byla pouZita metoda Kruskal-Wallis test (nepara-
metrickd ANOVA), porovndvajici vSechny hodnoty
k hodnotdm ve skupiné v Case 0, s p < 0,05 pfi dvou-
stranném intervalu spolehlivosti.

ot

Vypocty byly provddény statistickych softwarem Sta-
tMate spolecnosti GraphPad (verze 1.01i, 16/1/1998)
ureny k biostatistickym vypocétim klinickych studii.

Vysledky

z s

Hodnoty indexu terapeutické dcinnosti (ITE%), zvole-
ného jako primérni veli¢ina pro uréeni i¢innosti rekonsti-
tuovanych erytrocytd, byly po dobu 21 dni po rekonstitu-
ci v Nutricelu téméf konstantni a vSechny pripadné
odchylky nebyly statisticky vyznamné. Navic rozdily
hodnot ITE% byly mezi skupinami statisticky nevyznam-
né nezdvisle na dobé skladovani po rekonstituci — A:
74.01 (xCI95%: 71,97-76,04), B: 74.02 (£CI95%:
71,18-76,87). Byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil
ve 24hodinovém preziti EAK (%), stejné jako u FTW%

mezi skupinami A-B (tab. 2 a graf 1).

Tab. 1. Rozdéleni poétu subjekti do obou skupin a podskupin.

Autologni transfuze Skupina A Skupina B
Cas 0 po rekonstituci 23 10
Cas 7 dni po rekonstituci 14 10
Cas 14 dni po rekonstituci 15 10
Cas 21 dnf po rekonstituci 13 10
Pocet subjekti celkem 65 40

Tab. 2. ITE %, 24hodinové prezivani erytrocyti (%) a FTW % erytro-
cytl bez ohledu na dobu jejich uchovavani (0-21 dni).

Skupina A Skupina B
Index terapeutické
ucinnosti (ITE %)
Pramér 7401 74,02
(x95% Cl) (71,97-76,04) (71,18-76,87)
P 0,9572
24hodinové prezivani
erytrocytl (%)
Primér 90,68 87,05
(*x95% Cl) (89,03-92,32) (84-90.1)
P 0,0219
Freeze-thaw-wash
recovery (FTW %)
Pramér 81,57 85,11
(*95% Cl) (80,01-83,14) (83,74-86 47)
P 0,0026

100

WSkupinaA  ESkupina B

Index terapeutické Géinnosti (ITE%) Gzni prezivani recovery (FTW% =

(%) “Obnoveni po zmrazeni-rozmrazeni-
fedéni”)

Graf 1. Index terapeutické ucinnosti (ITE %), 24hodinové preZivani
erytrocytll (%) a Freeze-thaw-wash recovery (FTW %) bez ohledu na
délku doby uchovévani po rekonstituci (Il Skupina A; B Skupina B).
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Tab. 3. Primdrni i sekunddrni parametry.

ot

Parametr Den Skupina A Skupina B

0 74,83 (71,67-78) 77,56 (72,78-82,34)
Index terapeutické G¢innosti (ITE %) 7 72,38 (68,02-76,74) 73,17 (68,96-77,37)
Primér (+ 95% CIl) 14 77,21 (73,61-80.81) 73,88 (64,07-83,69)

21 70,59 (64,01-77,18) 71,84 (66,82-76.86)
P 0,1476* 0,1671*

0 90,28 (87,30-93,26) 90,38 (85,22-95,53)
24hodinové piezivani erytrocyti (%) 7 90,58 (87,38-93,78) 85,99 (81,62-90,36)
Priimér (+ 95% Cl) 14 94,16 (92,08-96,23) 85,95 (75,11-96,79)

21 8747 (82,37-92,58) 86,21 (81,06-91,36)
P 0,0605* 0,2932*

0 82,89 (80,80-84,99) 85,99 (83,11-88,86)
Freeze-thaw-wash recovery (FTW %) 7 79,81 (76,58-83,03) 85,12 (82,35-87,89)
Priimér (+ 95% Cl) 14 81,97 (78,92-85,01) 85,93 (82,82-89.05)

21 80,69 (74,9-86.48) 83,38 (79,89-86.87)
P 0.4992* 0,6009*

0 34,36 (33,38-35,34) 38,54 (37,12-39,95)
Hemoglobin (g/TU) 7 32,17 (30,99-33,35) 30,96 (29,22-32,70)
Primér (+ 95% Cl) 14 32,91 (32,22-33,60) 32,24 (30,88-33,59)

21 31,38 (29,73-33,02) 31,67 (30,60-32,74)
P 0,0013* < 0,0001*

0 7,18 (6,16-8.20) 6,38 (4,82-7,93)
Hemoglobin v odpadu (g/TU) 7 8,21 (6,76-9.65) 548 (4,23-6,73)
Primér (+ 95% Cl) 14 7,37 (593-8.81) 533 (4,02-6,64)

21 7,79 (5,02-10,55) 643 (4,74-8,12)
P 0,5742 0,5341

0 0,18 (0,16-0,21) 0,29 (0,25-0,32)
Hemoglobin v supernatantu (g/TU) 7 0,21 (0,18-0,23) 0,23 (0,18-0,27)
Priimér (+ 95% Cl) 14 0,35 (0,20-0,49) 0,30 (0,24-0,35)

21 0,50 (0,21-0,78) 0,42 (0,36-0,48)
P <0,0001* 0,0003*

0 0.28 (0,24-0,32) 0,40 (0,35-0,44)
Hemolyza (%) 7 0,36 (0,32-041) 0,40 (0,32-0,49)
Priimér (+ 95% Cl) 14 0,57 (0,33-0,81) 0,50 (0,40-0,59)

21 0.86 (0,41-1,31) 0,73 (0,62-0,83)
P <0,0001* 0,0002*

0 0.45 (0,44-0,46) 047 (0,47-0,48)
Hematokrit (%) 7 0.44 (0,42-045) 045 (0,43-047)
Primér (+ 95% Cl) 14 0,46 (0,44-0,48) 0,46 (0,45-0,48)

21 0.44 (0,42-0,46) 0,45 (0,44-047)
P 0,1258* 0,0264*
Pocet leukocytii 0 0,044 (0,032-0,055) 0,016 (0,004-0,028)
(x109/TU) 7 0,025 (0,017-0,033) 0,004 (-0,002-0,01)
Primér (+ 95% Cl) 14 0,031 (0,020-0,043) 0,01 (0,003-0,018)

21 0,029 (0,012-0,047) 0,012 (0,00-0,024)
P 0,0945 02825

0 1,75 (1,49-2,00) 2,36 (1,93-2,79)
Extraceluldrni draslik (mmol/I) 7 9,86 (8,58-11,15) 9,55 (8,76-10,35)
Priimér (+ 95% Cl) 14 15,28 (14,03-16,54) 16,52 (14,69-18,34)

21 16,52 (15,03-18,01) 15,74 (14,7-16,78)
P <0,0001* <0,0001*

0 20,1 (17,4-22,80) 174 (12,7-22,10)
Amoniak (mmol/l) 7 1390 (119,1-158.9) 1439 (124,7-163,1)
Priimér (+ 95% Cl) 14 2904 (2534-3274) 2798 (247,6-312,0)

21 424.1 (396.4-451.7) 397.5 (375,3-419.8)
P <0,0001* <0,0001*

0 6,69 (6,67-6,70) 6,74 (6,70-6,77)
pH 7 6,57 (6,55-6,58) 6,61 (6,57-6,64)
Priimér (+ 95% Cl) 14 6,51 (6.49-6,54) 6,53 (6,49-6,56)

21 6,47 (6.45-6,50) 6,50 (6,47-6,53)
P <0,0001* <0,0001*

0 5.5(4,72-6,29) 6,35 (5,03-7,68)
2,3-DPG (umol/g Hb) 7 0,33 (0,14-0,52) 0,28 (0,15-0,42)
Primér (+ 95% Cl) 14 0.45 (0,15-0,75) 0,19 (0,1-0,28)

21 043 (0,15-0,71) 0,21 (0,12-0,31)
P <0,0001* <0,0001*

0 291.5 (289,7-293.3) 296.4 (293,7-299.1)
Osmolalita (mOsm/1) 7 298.4 (296,1-300,7) 300.3 (298.,8-301.,8)
Priimér (+ 95% Cl) 14 302.4 (298,8-306,0) 303.5 (302,2-304.8)

21 303.8 (294,7-312.8) 302.,3 (300,6-304,0)
P <0,0001* 0,0002*

0 10,12 (9,34-10,89) 1045 (9,78-11,12)
Fosfor (mmol/l) 7 10,73 (10,27-112) 11,55 (11,16-11,95)
Priimér (+ 95% Cl) 14 10,83 (9,97-11,70) 1143 (11,16-11,70)

21 11,1 (10,53-11,66) 1142 (11,16-11,67)
P 0,0768* 0,0037*

0 6,46 (5,19-7,73) 4,84 (3,90-5,78)
ATP (umol/g Hb) 7 7,60 (5,67-9.52) 423 (2,56-591)
Primér (+ 95% Cl) 14 6,84 (5,37-8.31) 424 (2,75-5,74)

21 7,39 (5,28-9,51) 4,68 (3,64-5,72)

P

0,5973*

0,7443*

*) Kruskal-Wallis test (neparametrickd ANOVA)

TU = transfuzni jednotka
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Graf 2. Hemoglobin v supernatantu, hemolyza a amoniak v zavislosti na
dobé uchovavani erytrocytii po rekonstituci ( @ Skupina A; B Skupina B).

Zmény pramérnych hodnot ITE%, FTW% a 24hodino-
vého preziti EAK (%) v zavislosti na dobé uchovavani po
rekonstituci, tj. v ¢ase 0—7-14-21 dni, nejsou v jednotli-
vych skupindch statisticky vyznamné (p > 0,05) — tabul-
ka 3.

Hodnoty hemoglobinu s ¢asem uchovavani rekonstitu-
ovanych EAK klesaji — graf 3. Zatimco tento pokles je

2b

Hemolyza (%)
°
>

0. den 7. den 14. den 21. den
Doba uchovavani po rekonstituci (dny)

statisticky velmi vyznamny v obdobi 0-7 dni (p =
0,0022), nasledné jsou zmény statisticky nevyznamné
a hodnoty lze povazovat za konstantni (p > 0,05). Tento
trend lze pozorovat v obou skupindch.

Vzhledem k tomu bylo moZné stanovit empiricky
vztah mezi indexem terapeutické uc¢innosti (%) a techno-
logickym parametrem hemoglobin v odpadu. Protoze
nebyla potvrzena statisticky vyznamna zavislost rekonsti-
tuovanych EAK na zméné vaku pfed zmraZzenim EAK,
lze stanovit zavislost ITE% na hemoglobinu v odpadu ze
vSech namérfenych hodnot v celém souboru dat.

Statistickd analyza pomoci tzv. run testu potvrdila, Ze
odchylky naméfenych dat od linedrni zavislosti jsou sta-
tisticky nevyznamné p = 0,1447. I kdyZ pfimka stanove-
na regresni metodou ne zcela dokonale popisuje tuto
zdvislost, mize byt dostate¢né dobfe pouZzitd pro odhad
indexu terapeutické ucinnosti kazdé transfuzni jednotky
rekonstituovanych EAK, nebot’ hemoglobin v odpadu je
snadno stanovitelny u kazdé jednotky.

Presnost odhadu se zvysi v pripadé, Ze se odhad pro-
vede na zakladé¢ meznich kfivek hodnot ITE% leZicich

40
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3e

Extracelulérni draslik (mmol/1)
5

0. den 7. den 14. den 21. den
Doba uchovavani po rekonstituci (dny)

6,8

3f

6,7
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0. den 7. den 14. den 21. den
Doba uchovévani po rekonstituci (dny)

Graf 3. Hemoglobin, 2,3-DPG, osmolalita, fosfor, extracelularni draslik a pH v zdvislosti na dob& uchovévani erytrocytd po rekonstituci

(@Skupina A; lSkupina B).

Tab. 4. Parametry regresni piimky zavislosti ITE% na hemoglobinu v odpadu.

Parametr Hodnota Standardni chyba 95% limit spolehlivosti
Dolni Horni
Smérnice piimky (a) -1,697 0,1701 -2,03 -1,364
Prise¢ik osou Y (b) 86,176 1,323 83,583 88,768
Prisecik osou X 50,78
Korelaéni koeficient (r) -0,65
r2 04225
Standardni odchylka Sy.x 6,344
Pocet méfeni 138
P (odchylka od linearity) 0,144

v intervalu 95% limitu spolehlivosti v zavislosti na
hemoglobinu v odpadu. Parametry piimky jsou uvedeny
v tabulce 4 a zdvislost parametru ITE% na hemoglobinu
v odpadu je zndzornéna v grafu 4.

MnoZstvi hemoglobinu stanoveného v rekonstituova-
nych EAK koresponduje s nékterymi biochemickymi
parametry a naznacuje ustanovovani rovnovihy EAK
v rekonstituénich roztocich, ke které dochdzi béhem prv-
nich 7 dnf (moZna i béhem krat$i doby po rekonstituci).
Timto zptisobem se chovd zejména 2,3-DPG a osmolali-
ta, ovSem trend osmolality je inverzni (viz graf 3).

Nebyl zjiStén Zadny statisticky vyznamny rozdil para-
metrti ITE% a 24hodinové pieziti EAK (%) v zavislosti na
dobé uchovavani rekonstituovanych EAK. Zmény hodnot
hemoglobinu v supernatantu i hemolyzy v zévislosti na
¢ase uchovavani jsou proto zplsobené rozpadem nevital-
nich erytrocytl bezprostfedné po rekonstituci. Hodnoty
hemolyzy a hemoglobinu v supernatantu nekoresponduji
s ucinnosti vitdlnich rekonstituovanych erytrocytti béhem
doby uchovavani 0-21 dnf po jejich rekonstituci.

Trend casového vyvoje hemolyzy a hemoglobinu
v supernatantu (v zavislosti na dobé uchovavani po rekon-
stituci) je rostouci a vZdy v dané skupiné shodny pro oba
parametry. Po dobu prvnich 7 dnf se ukazuje, Ze jsou hod-
noty hemolyzy a hemoglobinu v supernatantu témer kon-
stantn{ (odchylky nejsou statisticky vyznamné).

Hematokrit a leukocyty byly na ¢ase uchovavani rekon-
stituovanych EAK nezdvislé, nebot’ nebyla prokazana jed-
nozna¢na statistickd vyznamnost odchylek priiméru sledo-
vanych parametril v riznych ¢asech uchovavani rekonstru-
ovanych EAK. DetailnéjSim rozborem byly nékteré
odchylky statisticky vyznamné, ale vzhledem k zazname-

nanému trendu hodnot a smérodatnym odchylkdm lze tuto
vyznamnost prifadit ndhodnému jevu méfeni.

I kdyz byla zjiSténa statistickd vyznamnost odchylek
prumérnych hodnot hematokritu a leukocytd mezi obéma
skupinami, lze tuto skuteCnost pfifadit k neparovému
méfeni a podminkdm technologické piipravy rekonstitu-
ovanych EAK, nebot’ primérné hodnoty se od sebe lisi
v predpoklddaném rozmezi. Vliv zmény vaku pred zmra-
Zenim s nejvétsi pravdépodobnosti nesouvisi se zménou
hodnot hematokritu nebo leukocytd.

Mnozstvi drasliku a amoniaku v rekonstituovanych
EAK s dobou uchovavani po rekonstituci rostou, zatimco
pH kles4. Casové zmény viech tif parametr byly statis-
ticky az extrémné vyznamné.

Mnozstvi drasliku zpocatku roste rychleji a po 7. dni se
trend ristu zpomaluje. Naopak hodnoty pH béhem prv-
nich 7 dnf klesaji rychle a nasledné se klesajici trend zpo-
maluje.

0 5 10 20 25 30

15
Hb (v odpadu) g/TU

Graf 4. Zavislost ITE% na hemoglobinu v odpadu po rekonstituci (....
195%CI, __ linedrni zavislost, Mnaméfené hodnoty).
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Tab. 5. Parametry kvality erytrocytd kryokonzervovanych po rekonstituci.

ot

Parametr Pozadavek na kvalitu EAK
Objem > 200 ml
Hemolyza na konci uchovavani <1%

Hemoglobin (supernatant) <05 g/TU
Hematokrit >04

Hemoglobin > 30 g/TU
Hemoglobin v odpadu <12 g/TU

ITE% (odhad vypoctem) > 60 %

Osmolalita < 340 mOsm/1
Leukocyty <0,1x10° bunék/TU
Sterilita Steriln{

Cetnost provadéni kontrol

u vsech jednotek

4 jednotky mésic¢né

u vSech jednotek

u vSech jednotek

u vSech jednotek

u viech jednotek

u vsech jednotek

1% vsech jednotek minimdlné 4 jednotky mésicné
1% vSech jednotek minimdlné 4 jednotky mésicné

1% vSech jednotek minimdIné 4 jednotky mésicné

Vyvoj mnozstvi drasliku a hodnot pH pravdépodobné
souvisi s ustdlenim rovnovahy rekonstituovanych EAK
béhem uchovavani pfi teploté 2—6 °C, kterd se vyznamné
ustanovuje béhem prvnich 7 dni.

Mnozstvi amoniaku roste s dobou uchovavani v obou
skupindch (tj. bez ohledu na vyménu vaku pfed zmraze-
nim). Tento trend rlstu odpovidd velmi dobie linedrni
zavislosti (v intervalu 0-21 dni po rekonstituci). Rostou-
ci pfitomnost amoniaku souvisi s nejvétsi pravdépodob-
nosti s odbourdvanim hemoglobinu z ptivodné nevital-
nich erytrocytl vzniklych po rekonstituci.

VSechny tyto tii biochemické parametry se statisticky
mezi obéma skupinami vyznamné nelisily.

Parametr 2,3-DPG statisticky vyznamné klesa béhem
prvnich 7 dnf a nasledné je témér konstantni. Tento trend
je stejny pro obé skupiny, tj. bez ohledu na vyménu vaku
pred zamraZenim EAK. S nejvétsi pravdépodobnostni se
2,3-difosfoglycerat uvolnény po rekonstituci EAK rever-
zibilné vaZe na hemoglobin, coZ by vysvétlovalo jeho
rychlé ubyvani.

S ustalovanou rovnovdhou po rekonstituci souvisi
i parametr osmolality. Hodnoty osmolality s ¢asem ucho-
vavani rekonstituovanych EAK pozvolna rostou, pfitom
nejrychlejsi narQst je pozorovdn béhem prvnich 7 dni.
Tento parametr souvisi s mnoZstvim uvolnéného zbytko-
vého glycerolu. To znamend, Ze postupné dochazi k uvol-
néni glycerolu, ktery nebyl vymyt béhem rekonstituce
EAK. S nejvétsi pravdépodobnosti mtiZze ovliviiovat hod-
noty pH i mnoZstvi drasliku.

Primérné hodnoty mnozstvi fosforu v EAK, rekonsti-
tuovanych v Nutricelu, byly ve skupiné A Casové neza-
vislé. Vzhledem k tomu, Ze Nutricel obsahuje fosfatovy
pufr, 8lo jen o statistickou vyznamnost zpiisobenou méfe-
nim, nikoli sledovanym jevem. Navic hodnoty obou sku-
pin byly v zavislosti na ¢ase uchovavani velmi blizké.

Hodnoty ATP se s ¢asem uchovavani rekonstituova-
nych AEK statisticky neméni a dokonce nebyly zjistény
statisticky vyznamné odchylky mezi obéma skupinami
tzn. hodnoty ATP jsou nezdvislé na dobé uchovavani
rekonstituovanych EAK (v ¢ase 0-21 dni).

Podobné vysledky vykazuji i hodnoty extracelularniho
drasliku, jejichZ zmény v Case byly podstatné vyraznéjsi
a statisticky vyznamné (p < 0,01) béhem prvnich 14 dnti
po rekonstituci erytrocytd, ale rozdily mezi 14. a 21.
dnem byly malé a statisticky méné vyznamné (p > 0,01).

Vsechny jednotky erytrocytl byly po rekonstituci a skla-
dovani pri 4+2 °C sterilni.

Na zékladé vyhodnocenych vysledkii méfen{ 1ze sesta-
vit parametry a jejich kritéria pro stanoveni jakostn{ kva-
lity transfuzniho pripravku EAK rekonstituovanych
v Nutricelu. Prehled je uveden v tabulce 5.

Diskuse

Studie hodnoti vlastnosti a klinickou pouzitelnost kryo-
konzervovanych erytrocytl zmraZenych ve 40% glycerolu
po jejich rozmraZeni a rekonstituci na reprezentativnim
souboru dat ziskanych z oteviené klinické studie a soucas-
ného in vitro sledovéni laboratornich parametrt. Potvrdila
se pracovni hypotéza o dobrych vlastnostech erytrocytl
ziskanych dvojitou erytrocytaferézou pro dlouhodobé skla-
dovani v hodnoceném resuspenznim roztoku. Jako refe-
ren¢ni rekonstitucni roztok byl pouzit rovnéz SAG-M (20),
ktery nevykézal dobrou pouZzitelnost erytrocytd 7 dni po
rekonstituci (2-6). Vzhledem ke zndmym limitiim tohoto
roztoku ddle jiZ testovan nebyl i pfes jeho snadnou dostup-
nost na trhu. Erytrocyty resuspendované v AS-3 vykazova-
ly velmi dobré vlastnosti i 21. den skladovani a potvrdily
tak potencidl tohoto rekonstitu¢niho roztoku (13-16).

Byly porovnany vlastnosti erytrocytti zmraZenych v pri-
marnich vacich a mraZenych ve specidlnich vacich pro
kryokonzervaci po predchozim prevedeni a z hlediska dal-
Stho pouziti ovéfen minimalni vliv pfepoustén{ erytrocytl
s primarniho sbérmého vaku do vaku skladovaciho.

Pri detailnim rozboru (neparovy Mann-Whitney test) je
pozorovana statistickd vyznamnost odchylky primérné
hodnoty 24hodinového preziti EAK v Nutricelu po 14
dnech uchovédvani vzhledem ke stejné hodnoté bezpro-
stfedné po rekonstituci (p = 0,0316). Vzhledem k tomu,
Ze se jedna pouze o ojedinélou statistickou vyznamnost,
jeji pri¢inou miZe byt ndhodny jev méfent, nikoli skutec-
né zavislost na dobé uchovavani rekonstituovanych EAK.
Celkova primérné hodnota ITE % pro erytrocyty rekon-
stituované v roztoku AS-3 a skladované pfi 4 = 2 °C po
dobu az 21 dni byla 74 %, coz odpovidd hodnotdm
z ostatnich literarnich zdroja (3,4, 11, 12). Podobné tomu
bylo i u hodnot 24hodinového prezivani znacenych eryt-
rocytd.
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I kdyZ primérné hodnoty ITE% obou skupin se statis-
ticky neliSily (p = 0,9572), byl mezi nimi pozorovén sta-
tisticky vyznamny rozdil v hodnotach 24hodinové preZiti
EAK a FTW%. Vzhledem k tomu, Ze FTW % reprezentu-
je kvalitu technologie, lze tento rozdil pfifadit spiSe
k technologickému postupu nez k vitalité ziskanych EAK
po rekonstituci. 24hodinové preziti EAK rekonstituova-
nych v Nutricelu, které byly pfed zmraZenim prevedeny
do jiného vaku, se sniZi o necelé 4 % (p = 0,0219, statis-
ticky vyznamna zména), coz miZe byt velmi dobie
vykompenzovéno zvySenym mnozstvim EAK v transfuz-
ni jednotce tak, jak ukazuji hodnoty v tabulce 2, kde
ITE% jsou u obou skupin prakticky shodné.

Parametr FTW% je vypocten z naméfenych hodnot
hemoglobinu v odpadu. Analyza dat potvrdila témér
dokonalou linedrn{ z4vislost tohoto parametru na hemog-
lobinu v odpadu. Obdobnou zavislost 1ze predpokladat
u parametru ITE%.

Linedrni empirickd zdvislost ITE% na hemoglobinu
v odpadu pomdhd odhadnout vitalitu rekonstituovanych
erytrocytli v ziskané transfuzni jednotce zejména jako
spodni limit na 95% intervalu spolehlivosti této aproxi-
mace. To lze vyjadfit vztahem, ktery odpovidd podmin-
kam méfeni a technologické pfipravy na OHBKT UVN:
min. ITE(%) = -2,03 x Hb(odpad) + 85,583.

Zavislost primdrni veli¢iny (ITE%) na vybranych
hematologickych parametrech (hemoglobin v transfuzni
jednotce, hemolyza na konci doby uchovdvani, hemoglo-
bin v supernatantu, hematokrit nebo pocet leukocyt)
nebyla v zadné skupiné pozorovéana. Lze proto predpo-
kladat, Ze vSechny tyto sledované parametry s tc¢innosti
rekonstituovanych erytrocyt nesouvisi a pravdépodobné
popisuji procesy zavislé na nevitdlnich erytrocytech po
rekonstituci.

Hematologické a biochemické parametry naznacuji
ustavovani rovnovdhy EAK po rekonstituci, ke které
dochdzi béhem prvnich 7 dni po rekonstituci. Vzhledem
k tomu, Ze vitalita rekonstituovanych EAK zistavd po
rekonstituci béhem sledovaného obdobi 0-21 dni kon-
stantni, 1ze se domnivat, Ze vSechny zaznamenané zmény
u nékterych vybranych biochemickych a hematologic-
kych parametri souviseji s degradaci nevitdlnich erytro-
cytd béhem doby uchovdvéani. Jednd se o hemolyzu,
hemoglobin v supernatantu, hemoglobin v transfuzni jed-
notce, draslik, amoniak, pH, 2,3-difosfoglycerét a osmo-
lalitu.

Skute¢nost, Ze n€které, touto studii stanovené, para-
metry kvality kryokonzervovanych erytrocytti po rekon-
stituci se 1i8{ od evropskych ,,Guide to the preparation,
use and quality assurance of blood components* (déle
Guide) je ddno omezenymi moZnostmi tohoto dokumen-
tu, ktery nemiZe zohlednovat vSechny specifické vlast-
nosti specidlnich pripravkd. Napf. hodnota hemoglobinu
v supernatantu je dle Guide v den 0, resp. ihned po rekon-
stituci 0,2 g/TU, ale ndmi stanoveny parametr kvality 0,5
g/TU je konstruovan na den 21 po rekonstituci a jeho
hodnoty jsou i ve shodé€ s literarnimi tdaji (3,4, 8, 10, 12,

vy

17). Obdobny divod je i pfi stanoveni vyS$$i tolerance

ot

hemolyzy na konci doby uchovavani, aniz by néktery
z téchto parametrd mél vliv na klinické vlastnosti a pou-
Zit{ piipravku.

NiZz8i stanovené hodnoty hemoglobinu v TU naopak
reflektuji metodiku pripravy z dvojité erytrocytaferézy,
kdy vzhledem k pivodnimu zdméru mrazeni a skladova-
ni v primdrnich odbérovych vacich (skupina A) bylo
z diivodu objemového limitu vaku zvoleno niz§i mnozstvi
odebirané krve — 200 ml/TU tak, aby ve vaku byl jesté

dostate¢ny prostor pro pfidani glycerolu.
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KAZUISTIKY Z MOLEKULARNI GENETIKY
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Z MOLEKULARNI Obsahly soubor 70 kazuistik détskych pacientll s monogennimi
GENETIKY onemocnénimi, na némz se podilel vice nez stoClenny autorsky

kolektiv odbornikti z Ceské republiky i ze zahraniéi, obsahuje ty
nejzajimaveéjsi pfipady z jejich klinické praxe. Autofi se soustredi-
li jak na nej¢asté&jsi choroby, tak i na onemocnéni vzacna, ale z
rdznych pohledil dalezita (bud' z etnického hlediska, nebo z hle-
diska modelovych patogenetickych aspektl). Sbornik je rozcle-
nén do 15 okruh(, tykajicich se jednotlivych onemocnéni (hyperg-
lykémie, maly vzriist, hemostaza, hypertenze, obezita, bolesti bfi-
cha, plicni onemocnéni, poruchy sluchu, titna zlaza, nadledviny,
lipidy, kriticky nemocny novorozenec, neurogenetickd onemocné-

ni, vyvojové anomdlie, srdeCni vady), a doplnén bohatou fotodo-
kumentaci. Autofi kazuistik uvedené pfib&hy se svymi pacienty osobné proZili; jsou mezi nimi pfi-
béhy smutné i piibéhy se stastnym koncem, vSechny ale pfispély k poznani

a pouceni.
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