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ZADANI PRACE - CIL PRACE

Cilem této prace je podat uceleny pohled na problematiku kryokonzervace
erytrocytl a prezentovat vysledky méreni kontrolnich parametri u téchto transfuznich
pFipravkd. Dale je cilem popsat cely proces vyroby tak, jak je zaveden na Oddéleni
hematologie, biochemie a krevni transfuze pfi Ustfedni vojenské nemocnici - Vojenské
fakultni nemocnici Praha.
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ANOTACE

Téma mé bakalarské prace je Kryokonzervace erytrocytd a jeji vyuziti v civilnim

a vojenském zdravotnictvi. Tato prace se sklada z ¢asti teoretické a Casti praktické.

Prvni Cast prace pfiblizuje zaklady kryobiologie, druhy kryoprotektiv a vlastni
kryokonzervaci erytrocyti. Prace popisuje jednotlivé kroky procesu vedoucimu az
k finalnimu transfuznimu pfipravku, tzn. druhy odbérl krve, jeji zpracovani pred
glycerolizaci, vlastni glycerolizace a mrazeni. Dale je popsana problematika skladovani

zmrazenych transfuznich pfipravku a jejich rozmrazeni a deglycerolizace.

Druha ¢&ast prace, kterd je prakticka, se =zabyva Kkontrolou kvality
kryokonzervovanych erytrocytd. Popisuje jednotlivé parametry kvality a seznamuje

s namérenymi vysledky jednotlivych parametra.

ANNOTATION

The theme of my final paper is Cryoconservation of erythrocytes and its use in
civilian and military healthcare. This work consist of theoretical part and practical part.

The first part of the thesis introduces cryobiology basics, types of
cryoprotectants and the cryopreservation of erythrocytes itself. The thesis describes
individual procedural steps leading to the final transfusion product, i.e. methods of
blood collection, blood's pre-glycerolisation processing, glycerolisation itself and
freezing. Furthermore, it describes issues associated with storage of frozen blood

products, as well as with their thawing and deglycerolisation.

The second part, which is practical, deals with quality control of cryopreserved
erythrocytes. It describes various quality parameters and acquaints readers with the

results of such measured parameters.
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1 Uvod

Krev je biologicky material, ktery vyzaduje specialni podminky pfi zpracovavani,
uchovavani a transportu. Z toho vyplyva i omezena doba pouzitelnosti, zejména u
nativnich buné&énych pfipravkd. U erytrocytovych pfipravkl je doba pouZitelnosti 42 dni
(pfi skladovaci teploté 2 az 6 °C), u trombocytd pouze 5 dni (pfi skladovaci teploté 20
az 24 °C) (12).

Omezena doba pouzitelnosti standardné vyrabénych transfuznich pfipravkd
neumoznuje vytvaret jejich dostateCné zasoby pro necekané udalosti krizového
charakteru, protoze by mnoho prfipravkll zbytecné exspirovalo a zvySovaly by se
naklady transfuznich oddéleni. Stejné tak bézné postupy vyroby neumoznuji

dlouhodobé skladovani transfuznich pfipravkd vzacnych skupin a autolognich odbéru.

Jsou situace, kdy je potfeba vjednom okamzZiku a na jednom misté velké
mnozstvi transfuznich pfipravkd, navic univerzalniho pouziti (univerzalnich krevnich
skupin). Takovymi situacemi jsou hlavné hromadna neS$tésti, valecné konflikty &i
teroristické Gtoky (9, 24, 25). ReSeni t&chto situaci je v dnedni dob& &m dal
naléhavéjsi. Pfi téchto situacich velmi €asto standardni zasoby krevnich bank nestaci
a dochazi k akutnimu nedostatku krve, pfedevsim skupiny 0 RhD pozitivni a 0 RhD

negativni.

Jeden ze zpUsobl, ktery tyto problémy feSi, je kryokonzervace erytrocytd,
umozniujici uchovavat erytrocyty v hlubokém zmrazeni po dobu az ftficeti let,

s moznosti nasledné rekonstituce (55).

V Ceské republice az do nedavna nebylo Zadné pracovi$té, které by se
kryokonzervaci erytrocytd zabyvalo. To se zménilo v roce 2003, kdy byl v Ustfedni
vojenské nemocnici v Praze, ve spolupraci s Ministerstvem obrany, zahajen projekt na

vybudovani ,strategické krevni banky*.

Projekt probihal v letech 2003 az 2005 s cilem vyvinout a validovat metodu
mrazeni a nasledné rekonstituce erytrocytd s co nejdelS$i dobou exspirace po

rozmrazeni (16).

Do té doby bylo bézné, Ze doba pouzitelnosti rekonstituovanych erytrocytt byla
24 hodin, maximalné 1 aZ 2 tydny (24, 26). V UVN Praha se podafilo v ramci tohoto
vyzkumného projektu dobu pouzitelnosti rekonstituovanych erytrocytt prodlouzit na 3
tydny. Byly vypracovany standardni operacni postupy, probé&hlo in vitro testovani

vybranych laboratornich parametri, dale probéhlo klinické hodnoceni, které ovéfilo
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terapeutickou ucinnost kryokonzervovanych erytrocytl a zacalo postupné naplfiovani

krevni banky, ve které se pocita s uskladnénim az 3000 transfuznich jednotek.

Tato krevni banka neni uréena jen pro vojenské ucely, ¢i pro hromadna
nestésti. Kryokonzervované erytrocyty fesi i problémy mirové mediciny. V krevni bance
se uchovavaiji autologni odbéry pacientu se vzacnymi aloprotilatkami proti erytrocytim,
které znemozniuji pouziti bézného transfuzniho pfipravku. V bance se dale uchovavaji
darcovské erytrocyty pro pacienty s antigeny s nizkou frekvenci vyskytu, u nichz je
zvysene riziko tvorby protilatek. Krevni banka spolupracuje se zahrani¢nimi pracovisti a
v pfipadé potfeby zajistuje vyménu kryokonzervovanych erytrocytd mezi Ceskou
republikou a zbytkem svéta.
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2 Zaklady kryobiologie

Kryobiologie se zabyva studiem pusobeni nizkych teplot a mrazu na bunky a
tkané. Tento védni obor studuje chovani zivych systém pfi jakékoli teploté nizsi nez je
zakladni fyziologické rozmezi, jako je napfiklad podchlazeni organizmu a pfirodni

hibernace. Kryobiologie stoji na rozhrani mezi fyzikou a biologii.

Za miliony let vyvoje se organizmy pfizpusobily odolavat stresu z nizkych teplot.
Pochopeni toho, jak se pfiroda vyrovnala s principy fyziky a biologie je velmi zajimave.
Prikladem takového pfizpusobeni jsou stromy, jejichz vétve mohou po vhodné

aklimatizaci prezit pfimé ponofeni do tekutého dusiku (1).

DalSim pfikladem pfizplsobeni se nizkym teplotam jsou zaby, nékteré Zelvy,
hadi a mloci. Tito zivoCichové nasli zplUsob, jak prezit v relativné nizkych teplotach pod
bodem mrazu (cca -6 °C) a za nékolik tydnu po rozmrazeni se spontanné zotavit (2).
Ukazuje se, ze Kklicem kuspéchu téchto zivoCichu je tvorba pfirodnich
kryoprotektivnich latek, predevSim glycerolu a glukézy, a schopnost kontrolovat
ukladani ledovych krystalki mimo dulezité organy (3). Nékteré rostliny také dokazi Fidit
ukladani krystalkll ledu pomoci bariér a tim ochranit citlivé oblasti primarniho délivého
pletiva (tzv. apikalni meristémy). Pfi poklesu teploty k bodu mrazu dojde k pfesunu

vody z meristém a vzniklé ledové krystaly tyto pro rostlinu zivotné dulezité oblasti

Studiem téchto pfirodnich mechanizmud se Clovék snazi rozvijet dalSi odvétvi
kryobiologie, které by bylo prospésna i pro néj. Jednim z nich je kryochirurgie. | kdyz
pfedmétem tohoto oboru je bufky usmrcovat a ne je zachovavat. Kryochirurgie
pouziva zmrazeni ke zniCeni tkani, zejména maligni tkané&, a zarovefi minimalizuje
posSkozeni okolni zdravé tkané. Kryochirurgie se bé&zné pouziva pro [éCbu koznich

nador(, ale stale Castéji se vyuziva i k [é€bé rakoviny jater, prostaty a prsu (52).

Dal$im vyznamnym podoborem kryobiologie je kryokonzervace bunék a tkani.
Dnes je to bé&zné& uZivana metoda pro dlouhodobé uchovavani kostni dfené a
kmenovych bunék pro uUcely transplantace po ablativni terapii pfi 1€Ebé leukemii a
jinych malignit. Dale se vyuziva k uchovavani reprodukéni tkané ohrozenych druh
zivo€icht a rostlin k zachovani biologické rozmanitosti. Hojné se vyuziva i

k dlouhodobému uchovavani lidskych spermii a embryi k in vitro fertilizaci (IVF) (6).
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2.1 Kryoprotektiva

Zasadni problematikou, kterou kryokonzervace tkani feSi, je ochrana bunék
pfed posSkozeni mrazem. Tento problém FeSi pfidani tzv. kryoprotektivnich latek neboli
kryoprotektiv. PouZiti kryoprotektivnich latek v8ak vyZaduje opatrny pfistup a
monitorovani osmotického procesu ve tkani, aby nedo$lo k nevratnému poskozeni
bunék (4, 27, 28). Uspésny proces zmrazeni a rozmrazeni zaruéuje zachovani integrity
bunécné struktury i jejich funk&nich parametrl. NejvétSim problémem je udrzovani
optimalniho osmotického tlaku a dale je dulezité se vyhnout vzniku krystalk(
intracelularnino ledu, ktery zplsobuje mechanické poskozeni bunécnych struktur.
Kryoprotektivni latky jsou podle svého mechanizmu ucinku rozdéleny na intracelularni

a extracelularni:

2.1.1 Intracelularni (penetrujici) kryoprotektiva

Tyto latky diky své relativné jednoduché chemickeé struktufe pronikaji bunécnou
membranou a v nizké koncentraci nejsou pro bunky toxické. Mezi intracelularni
kryoprotektiva patfi zejména glycerol, dimethylsulfoxid (DMSQO) a rizné glykoly, jako je
ethanol, propylenglykol, methanol, 1,2-propandiol, acetamid, formamid a dal$i. Jejich
molekulova hmotnost je pomérné nizka (MW je nizSi nez 100). ZpUsob pusobeni
kryoprotektiv je komplexni. Vazou vodu a tim redukuji toxické vlivy vysokych
koncentraci dalSich slou€enin. Kromé toho ochraruji burfiky béhem pomalého
ochlazovani, kdy jsou buriky velmi dehydratované a jsou obklopeny koncentrovanymi
solemi. Ve vysokych koncentracich kryoprotektiva minimalizuji poSkozeni zplsobené
vznikem ledovych krystald, jelikoz nuti vodu, aby mrzla nikoli ve formé krystalu, ale ve
formé& nekrystalické. Pro procesy pomalého ochlazovani se pouZivaji koncentrace
kryoprotektiv okolo 1,5 M. Kryoprotektiva vstupuji do buriky osmézou. Jestlize bunky
umistime do roztoku kryoprotektiva, burika se smrsti, protoZe nejprve voda rychle
unikajici z bunék fedi koncentraci této latky v extracelularnim prostoru. Ale brzy dojde

k ustaveni rovnovahy a bunikam se vrati jejich ptvodni velikost (5, 29).

Glycerol: Kryoprotektivni ucinek glycerolu, nizkomolekularnino neelektrolytu, byl
popsan poprvé na spermiich (6). Jeho kryoprotektivni efekt spociva v priniku
buné&nou membranou do buriky a vytvofeni hyperosmolarniho prostfedi. Hojné se

vyuzival ke kryokonzervaci bunék savcl, embryi a neoplodnénych mysich a lidskych
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vajicek. Nyni se nejCastéji pouziva ke kryokonzervaci erytrocytll. Glycerol se pouziva

nejCastéji v koncentraci 1,0 - 2,0 M, tedy 20 az 40 %.

Dymethylsulfoxid (DMSO): je stejné jako glycerol neelektrolyt s nizkou molekularni
hmotnosti. Proto ma podobny kryoprotektivni efekt jako glycerol. Vznika u néj ale

rychlejSi nastup toxickych ucinkl nez u glycerolu a to uz v koncentraci 1,0 M (29).

Propylenglykol (PROH): Kryoprotektivni ucinek propylenglykolu jako prvni popsal
Polge (6). Jeho kryoprotektivni uc€inky jsou dany zcela amorfnim stavem ve vodném
roztoku. Dale vynikd svou stabilitou v teplotach pod bodem mrazu. Tato vilastnost
omezuje tvorbu ledovych krystalkd pfi zmrazovani a rozmrazovani. Propylenglykol se
Casto pouziva v kombinaci sjinymi latkami s cilem snizit toxické a osmotické

poskozeni bunék.

2.1.2 Extracelularni (nepenetrujici) kryoprotektiva

Tyto latky diky své relativné velké molekulové hmotnosti nemohou projit do
intracelularniho prostoru bunky. NejCastéji se pouzivaji pro rychlé a ultrarychlé
mrazeni. Mezi extracelularni kryoprotektiva patfi zejména: monosacharidy (glukéza,
hex6za), disacharidy (sachardza, trehal6za), trisacharidy (rafinéza), polymery
(polyvinylpyrrolidon, polyethylenglykol) a dalsi makromolekularni latky, jako dextran,

modifikovana Zelatina, albumin a hydroxyethyl Skrob (29).

Extracelularni kryoprotektiva se vyuzivaji pfevazné pro rychlé zmrazeni, pfi
kterém je zabranéno tvorbé ledovych krystalll v burice, tento proces se nazyva
vitrifikace. Voda v burice tuhne do tzv. sklovitétho amorfniho tvaru. Extracelularni
hypertonicita na zakladé zmény osmotickych pomér( odstrafiuje vodu z pomaleji
mrznoucich intracelularnich prostorG a nasledné snizeni osmotickych rozdilG

neposkozuje buné&nou membranu (29).
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3 Kryokonzervace erytrocytu

Erytrocyt je flexibilni bikonkavni disk, jehoz prameér je 6,7 - 7,7 um. Jeho hlavni
funkci je prenasSet kyslik z plic do tkani a oxid uhliCity ztkdni do plic pomoci
hemoglobinu. Za dobu svého zivota, ktery je 120 dni, erytrocyt urazi vzdalenost asi 483
km. Jelikoz je stfedni prGmér kapilar zhruba 3 pm, je dllezité, aby si erytrocyt udrzel
vysoky stupen flexibility, pro kterou potfebuje energii ve formé& adenosintrifosfatu
(ATP). Energie je generovana anaerobni glykolytickou cestou (8, 30).

Zivotnost erytrocytl v modernim resuspenznim roztoku pfi optimalnich
skladovacich podminkach, tedy 2 az 6 °C, je maximalné 49 dni v zavislosti na typu
pouzitého resuspenzniho roztoku. Existuji pfipady, u kterych by bylo vyhodné
skladovat erytrocytové pripravky po delSi dobu. Mezi né patfi zejména dlouhodobé
uchovavani autolognich odbérll pro pacienty se vzacnymi protilatkami, skladovani
transfuznich pfipravkd pro pfipad hromadného nestésti &i pfirodnich katastrof a
v neposledni fadé vybudovani strategické zasoby erytrocytovych pripravkd pro

vojenské ucely (31).

Jakakoli novd metoda, snazici se o prodlouzeni exspirace erytrocytovych
pFipravk(, musi byt natolik Setrna, aby byly v8echny funkce erytrocytd neporuSené.
Jednim ze zpUsob, ktery je jiz po delSi dobu ve stfedu pozornosti, je kryokonzervace

erytrocytu.

Pokusy o vyvinuti metody pro kryokonzervaci erytrocytu sahaiji jiz do 40. let 20.
stoleti, kdy se hledaly vhodné kryoprotektivni latky, jak extracelularni tak intracelularni.
U kryoprotektivnich latek se posuzoval pomér erytrocytd a kryoprotektivni latky,

rychlost zmrazovani a rozmrazovani transfuzniho pfipravku (6).

Velké mnozstvi kryoprotektivnich latek bylo zavrhnuto jako neefektivni pro svou
toxicitu. Jako nejefektivnéjsi se z intracelularnich kryoprotektiv osvédcil glycerol, ktery
se hojné vyuziva dodnes (27, 32, 33). V 60. letech 20. stoleti se pozornost presunula
k extracelularnim kryoprotektivim, zejména k dextranm o r(zné molekularni
hmotnosti a k polyvinylpyrrolidonu (PVP). V roce 1967 se Knorpp vénoval dalSimu
z extracelularnich kryoprotektiv, hydroxyethyl Skrobu (HES), ktery se ukazal jako
vhodna protektivni latka. Takto kryokonzervované erytrocyty byly mrazeny v tekutém
dusiku a nasledné uchovavany v dusikovych parach (7). Vyhodou je bio-kompatibilita
HES, ktera dovoluje podat erytrocyty bez slozitého procesu vymyvani kryoprotektiva.
Nevyhodou této metody se ukézala obtizna manipulace s takto uchovanymi erytrocyty.

Jednim z hlavnich problém0 pfi kryokonzervaci za pouziti HES byly pozadavky na
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velmi rychlé zmrazeni a rozmrazeni, aby se zabranilo velkému poSkozeni bunék (8).
Se sniZzovanim rychlosti zmrazovani a rozmrazovani stoupa i mnozstvi poskozenych
erytrocytt. Transfuzni pfipravek pak meél nevyhovujici parametry kvality a nemohl byt
pouzit pro transfuzni uc€ely. Tyto problémy byly odstranény v roce 1990, kdy byla
vyvinuta vhodnad metoda. VSechny transfuzni jednotky z bé&zného darcovstvi
kryokonzervované a nasledné rekonstituované touto metodou obsahovaly 99%

neporusenych bunék (7).

V soucasné dobé se pouzivaji tfi hlavni metody kryokonzervace erytrocytl
pomoci intracelularniho kryoprotektiva glycerolu. Hugginsova metoda pouziva
intracelularni glycerol v neionogenni suspenzi, tj. v suspenzi molekul, které neobsahuji
naboj a ve vodném prostfedi neionizuji. DalSi metodou vyuZivajici glycerol jako
kryoprotektivum je metoda, kterou v roce 1958 poprvé popsal Tullis (54). Tato metoda
vyuziva tzv. vysoky glycerol (40%) v kombinaci s pomalym nefizenym mrazenim pfi.
Nasledné jsou erytrocyty skladovany pfi teploté -65 °C a nizSi. Tato metoda byla
nejprve rozsifena zejména ve Spojenych statech americkych (8), nyni je nejbéznéjsi
metodou v celosvétovém méfitku. Treti metoda, kterou poprvé popsal Pert a spol.
v roce 1963, vyuziva nizky glycerol a rychlé zmrazeni v tekutém dusiku pfi -196 °C a
nasledné skladovani v dusikovych parach pfi -170 °C (53). Vyhodou je nizsi
koncentrace glycerolu a s tim spojené jeho snadnéjsi vymyvani. Tato metoda byla

urc€itou dobu nejpouzivangjsi hlavné v Evropé (32, 36).

Stranka 14




4 Metodika kryokonzervace erytrocytd v CR — UVN Praha

Na zakladé zahrani¢nich zkuSenosti a studie, ktera probihala na Oddéleni
hematologie, biochemie a krevni transfuze (OHBKT) Ustfedni vojenské nemocnice
Praha v letech 2003 az 2005, byla vypracovana metodika vyroby kryokonzervovanych

erytrocytu.

Metodika zahrnuje odbér erytrocytll a jejich pfipravu pred kryokonzervaci, tj.
jejich glycerolizaci, zmrazovéani, dlouhodobé uchovavani a naslednou rekonstituci po

rozmrazeni (16).

Pro odbér erytrocytll se pouzivaji dvé metody. Odbér dvojitou erytrocytaferézou
kdy se ziskaji EAD (Erytrocyty z aferézy deleukotizované) a odbér pIné krve
s naslednou deleukotizaci - ERD (Erytrocyty resuspendované deleukotizované) (16).

Takto ziskané erytrocyty se nasledné prfevedou do specialnich vakua pro
hluboké zmrazeni. K erytrocytim se pfida 40% glycerol. Proces glycerolizace je
provadén na promyvacim separatoru Haemonetics ACP215. Po glycerolizaci se vaky
s erytrocyty okamzité vkladaji do hlubokomrazicich boxt (Jouan VX-80) pfi teploté
-80 °C. V této teploté musi byt nejméné po dobu 24 hodin. Poté jsou dlouhodobé
skladovany pfi teploté -65 °C a nizsi (16).

Nasledna rekonstituce pomoci roztoku AS-3 (Nutricel) je provadéna taktéz na
separatoru Haemonetics ACP215. Promyté erytrocyty s Nutricelem se skladuji pfi
teploté 2 az 6 °C maximalné po dobu 21 dni (9, 16).

Oba procesy, glycerolizace i deglycerolyzace, probihaji v uzavieném systému
bez kontaktu s vnéjSim prostfedim. Pro napojovani hadiCek vakl se pouzivaji sterilni
svafeCky (Terumo TSD), to zaru€uje, Ze je ve vSech fazich vyroby kryokonzervovanych

erytrocytl zachovana metodika uzaviené vyroby.

4.1 Ziskavani erytrocytt ke kryokonzervaci

Studie provadéna na OHBKT potvrdila, Ze zpusob odbéru darce, tj. zda jsou
erytrocyty ziskany z odbéru plné krve nebo metodou dvojité erytrocytaferézy, nema
zasadni vliv na kvalitu kryokonzervovanych erytrocytl. Co v8ak jejich kvalitu ovliviuje,
je jejich deleukotizace. Deleukotizované erytrocyty prokazuji lepsi vlastnosti a stabilitu
(9, 16).
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Pfed vlastnim odbérem krve podstupuje darce klasickou proceduru jako pfed
standardnim odbé&rem krve. To znamena, Ze po registraci na kartotéce musi vyplnit
dotaznik pro darce krve a podepsat tzv. ,souhlas s odbérem®, ve kterém svym
podpisem stvrzuje, Ze byl o celém procesu poucen a Ze souhlasi se zafazenim do
narodniho registru darcu krve. Dale darce potvrzuje, Ze nepatfi mezi osoby s rizikovym
chovanim vzhledem k nakaze a pfenosu infek&nich onemocnéni (38).

V dalSim kroku se darce podrobuje predodbérovému vysetfeni. Je mu odebrana
z prstu kapilarni krev a stanoven krevni obraz, dale je mu zmérena télesna teplota a
krevni tlak. Déle se do karty darce doplni informace o vySce a hmotnosti. S vysledky
darce postupuje k lékafi, ktery zhodnoti vysledky laboratorniho vySetfeni, posoudi

dotaznik a pokud uzna darce zpUsobilym, propusti IékaF darce k odbéru (10, 38).

Pacienti pfichazejici k odbéru autologni krve podstupuji stejny pfedodbérovy
proces. Navic museji pfinést Zadanku k autolognimu odbéru kryokonzervované krve od

sveho oSetfujiciho lékare.

4.1.1 Ziskavani erytrocytli ke kryokonzervaci z plné krve

Odbérem pIné krve se ziskavaji ke kryokonzervaci jak erytrocyty homologni tak
autologni. Odbér plné krve a jeji nasledné zpracovani na ERD pro ucely
kryokonzervace je CastéjSi nez erytrocytaferéza. Odbér pIné krve je snadnéjsi, rychlejsi
a tolik nezatézuje darce Ci pacienta, respektive ne kazdy darce Ci pacient je pro

pFistrojovy odbér vhodny (16).

K odbéru pIné krve pro ucely kryokonzervace se pouziva odbérova 4 - vakova
souprava s integralnim in-line filtrem pro deleukotizaci separovanych erytrocytt (39).
Tento set se sklada z primarniho 450 ml vaku na pInou krev. Primarni vak obsahuje 63
ml antikoagula¢niho roztoku CPD, ktery obsahuije:

e citronan sodny 3,95 g,

e monohydréat kyseliny citronové 0,327 g,
e dihydrogenfosforeénan sodny 0,251 g,
e dextrozu,

¢ injekéni vodu na 100 ml

Dale odbérovy set obsahuije:

¢ integrovany deleukotizaéni filtr,
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e sbérny vak pro deleukotizovanou plnou krev,

e prazdny vak pro plazmu a vak pro ERD, ktery obsahuje 100 ml resuspenzniho
roztoku SAG-Manitol (SAG-M), ktery se sklada z:

o glukézy 0,9 g,

o adeninu 0,169 g

o chloridu sodného 8,77 g,
o injekéni vody na 100 ml,

Dale je soucasti setu vacek pro odbér vzork pro laboratorni vySetfeni (40).
Z ngj se uzavienym systémem odeberou vzorky krve do zkumavek s podtlakovym
systtmem. Odebere se jedna zkumavka pro imunohematologické vySetfeni (krev
odebrand do K;EDTA), jedna zkumavka pro stanoveni infekEnich markeru, které se
vysSetfuji z krevniho séra a jedna zkumavka, z které se po centrifugaci odebere plazma

do speciélni zkumavky a pfiklada se k finalnimu vyrobku jako dlouhodoby vzorek (10).

Pro dokonalé promiseni krve s antikoagulaénim roztokem a tim zabranéni
vzniku krevnich srazenin se vahy po celou dobu odbéru kyvou a misi obsah vaku.
Odbér krve by mél byt do deseti minut ukonéen. Pokud odbér trva déle, vzrista riziko

vzniku mikrosrazenin a agregatu trombocytl v hadi¢kach vedoucich k vaku (10).

Plna krev je odebirana na automatickych odbérovych vahach Baxter OPTIMIX.
Vahy jsou nastaveny na odbér 450 ml pIné krve. Po dosazeni cilové hmotnosti vahy
automaticky uzaviou hadi¢ku vedouci k vaku a zastavi se. Signalem oznami ukonceni
odbéru (10).

4.1.2 Ziskavani erytrocyti ke kryokonzervaci dvojitou erytrocytaferézou

Druhym zpusobem ziskavani erytrocytd ke kryokonzervaci je odbér dvojitou
erytrocytaferézou. To znamend, Ze z jednoho odbéru se pfipravi 2 TU (transfuzni
jednotky) erytrocytd. Také aferetickymi odbéry ziskavame erytrocyty homologni i
autologni. Tento typ odbéru neni tak Casty, protoZze klade vétSi naroky na

Vv

a hodnota hemoglobinu pfed odbérem musi byt > 140 g/l (41).

Pro separaci erytrocytl se pouziva separator Haemonetics MCS+ s odbérovym

setem LN 948 F od firmy Haemonetics.
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Odbérovy set se sklada z:

e centrifugaéniho zvonu o objemu 210 ml, v kterém probihda samotna separace

krevnich slozek,
¢ vaku na separované erytrocyty o objemu 800 ml,
¢ dvou finalnich vaku pro erytrocyty o objemu 600 ml,
e sbérného vaku na plazmu a buffy-coat o objemu 1000ml,
e deleukotiza¢niho filtru (42).

Po instalaci setu a pred zahajenim odbéru je nutné do separatoru vloZit
informace o procedure a informace o darci/pacientovi:
je nutné vlozit informace o cilovém mnozstvi erytrocytd a mnozstvi kompenzacniho
roztoku, dale je nutné zadat hematokrit darce (z néj se odhaduje hematokrit po
odbéru), pohlavi darce/pacienta, télesnou vySku a hmotnost (tyto tfi parametry se
pouzivaji pro vypocet celkového objemu krve) a odhad celkového objemu krve. Dale je
nutné nastavit, aby separator nedavkoval do vaku na separované erytrocyty
resuspenzni roztok SAG-M (11).

Pfed zahajenim odbéru a po provedeni venepunkce se naplni vacek, z kterého
se uzavienym systémem odeberou vzorky krve do zkumavek s podtlakem pro
imunohematologické vySetfeni (K;EDTA), pro stanoveni infekénich markerd a pro
stanoveni hladiny feritinu (srazliva krev). Dale se odebere jedna zkumavka, z které se
po centrifugaci odsaje plazma do specialni zkumavky, ktera se priklada ke

kryokonzervovanym erytrocytlim jako dlouhodoby vzorek (11).

Samotny afereticky odbér probiha ve dvou cyklech, kdy se dvakrat vystfida faze
,odbérova“ a faze ,vraceni“
e Faze ,,odbérova“: nafoukne se manzeta a spusti se pumpy a centrifugacni
zvon se roztoCi. Kdyz krev dosahne zvonu, zacne se pocitat objem krve
k separaci. Centrifugacni zvon se pini krvi s antikoagulacnim roztokem (CPD-
50), ktery obsahuje:
o citronan sodny 3,98 g
o kyselinu citronovou 0,44 g
o glukézu (monohydrat) 5,00 g
o dihydrogenfosfore¢nan sodny 0,376 g

o injekéni vodu na 100 ml (43)
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Zvon se pini tak dlouho, dokud objem krve ve zvonu nedoséhne 198 ml. Po
centrifugaci krve je vzduch z hadiCek vytlacen do plazmového vaku a po ném
zaCne do vaku vytékat plazma. Po plazmé je vytlaCovan buffy-coat. Po vytlaceni
buffy-coatu se zastavi pfisluSna pumpa a zacne faze promyvani erytrocytu
fyziologickym roztokem a centrifuga se zastavi (11).

o Faze ,vraceni‘: prvnich 5 ml krvinek ze zvonu se vraci darci/pacientovi, aby se
zabranilo srazeni krve v odbérové jehle. Potom se erytrocyty premisti
z centrifugy do shérného vaku. Po odebrani nastaveného mnozstvi erytrocytl
se obsah plazmového vaku vraci darci/pacientovi a také se vrati erytrocyty

zbyvaijici ve zvonu centrifugy. Tim je proces aferetického odbéru ukoncen (11).

4.2 Priprava krve pred kryokonzervaci

Po ukonceni odbéru krve a pfed vlastnim procesem kryokonzervace je potfeba
vaky s odebranou krvi pfipravit. Postup pfipravy se liSi podle toho, zda se odebirala

pln& krev, nebo erytrocyty dvojitou erytrocytaferézou.

Plnou krev je tfeba deleukotizovat a po centrifugaci oddélit plazmu od
erytrocytd. U erytrocytl z aferézy je postup jednodussi, zde staci erytrocyty jen

deleukotizovat.

Treti moznosti je pfiprava erytrocytl, které byly odebrany na jiném pracovisti a
na oddéleni OHBKT byly zaslany pro dalSi zpracovani a kryokonzervaci. Tento pfipad

se tyka predevsim autolognich erytrocytu.

4.2.1 Priprava erytrocytl resuspendovanych deleukotizovanych (ERD) z
plné krve pro kryokonzervaci

Po ukonceni odbéru se vak s plnou krvi necha 30 minut pfi pokojové teploté
odstat a chladnout. Po této dobé se odbérova souprava zavési na stojan a plna krev se
nechd protékat pres deleukotizacni filtr do transferového vaku. Po dokoncCeni filtrace se
pomoci nesterilni svareCky oddéli prazdny vak na plnou krev s pouzitym

deleukotiza¢nim filtrem (13).

Dale se pomoci svafecky oddéli vak uréeny na ERD obsahujici resuspenzni
roztok SAG-M. Takto pfipraveny set se vlozi do centrifugacni kyvety a provede se

centrifugace trvajici 20 minut o odstfedivé sile 3998 g a teploté 20 °C (13). Po
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centrifugaci, kdy doslo k oddéleni jednotlivych krevnich sloZzek, se opatrné pomoci
sterilni svareCky pfipoji specialni vak uréeny ke kryokonzervaci erytrocytl. Odbérova
souprava OptiPure WB neni primarné urCena pro kryokonzervaci a material, z kterého

je vyrobena by nevydrZel tak nizkeé teploty (-65 °C a méné).

V dalSim kroku se provede separace krevnich slozek na automatickém lisu

MacoPress Smart (44). Do horniho vaku se pomoci lisu vytlaci plazma a do spodniho
erytrocyty.

Na konci procedury tedy mame ve finalnim vaku jen erytrocyty
s antikoagulacnim roztokem (CPD). Jelikoz vak jiz neobsahuje zadny resuspenzni
roztok, je nutné erytrocyty do 2 hodin zamrazit, aby se zachovala co nejlepSi Zivotnost

erytrocytl a snizila se urover volného hemoglobinu na minimum (13).

Z finalniho vaku se pomoci nesterilni svarfe¢ky oddéli segment se vzorkem
meziproduktu, z kterého se na analyzatoru krevniho obrazu zméfi hodnota
hematokritu. Hodnota hematokritu by méla byt >0,80. Podle hodnoty hematokritu
meziproduktu se davkuje mnozstvi glycerolu nutné pro hluboké zamrazeni. Vak

s erytrocyty se zvazi a oznaci (15).

Priprava ERD ke kryokonzervaci je pomérné naroCna procedura, kdy pfi

neopatrném zachazeni mize dojit k znehodnoceni meziproduktu (13).

4.2.2 Priprava erytrocytu ke kryokonzervaci ziskanych dvojitou
erytrocytaferézou

Po dokonCeni aferetického odbéru se odbérovy set sejme ze separatoru a
nesterilni svafeCkou se oddéli. Tento set se sklada ze sbérného vaku s erytrocyty,
deleukotiza¢niho filtru a satelitniho vaku na erytrocyty. Stejné jako u setu na vyrobu
ERD, i zde je nutné pomoci sterilni svafecky oddélit dva satelitni vaky na EAD
(erytrocyty z aferézy deleukotizované) a misto nich napojit vaky uréené ke
kryokonzervaci. Po té se set zavési na stojan a krvinky se nechaji ze sbérného vaku
protékat pres deleukotizacni filtr do dvou satelitnich vak(d. Po ukonceni deleukotizace
se vaky pomoci svafeCky oddéli. Pomoci nesterilni svafeCky se oddéli segment,
z kterého se zméfi na analyzatoru krevniho obrazu hodnota hematokritu. Oznacené
vaky s meziproduktem se zvazi a hmotnost se zaznamena. Tento meziprodukt

neobsahuje resuspenzni roztok, proto je nutné erytrocyty do dvou hodin zamrazit (14).
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Vyhodou aferetického odbéru je to, Ze se zjednoho odbéru ziskaji 2 TU
(transfuzni jednotky) a pfiprava meziproduktu je mnohem snaz8i. Na druhou stranu je

propusténi darce/pacienta k tomuto typu odbéru nez u plné krve (14, 19).

4.2.3 Priprava ERD ke kryokonzervaci z externiho pracovisté

Hlavné u pozadavkd na autologni odbéry u pacientl s imunohematologickymi
komplikacemi a vzacnymi protilatkami je Casté, Zze se plna autologni krev odebere na
jiném pracovisti a na OHBKT je zaslan jen finalni vak s ERD. U standardné
vyrobeného ERD je ve finalnim vaku spolu s erytrocyty a antikoagulaénim roztokem

také resuspenzni roztok SAG-M, aby nedoslo k hemolyze erytrocytl (45).

Pfed zamrazenim je nutné tento resuspenzni roztok z vaku odstranit. K vaku
s ERD se pomoci sterilni svafecky pfipoji vak pro kryokonzervaci, uvolni se svar a
obsah vaku se prfepusti. Vaky se vloZi do centrifugacni kyvety a provede se
centrifugace ve velkoobjemové centrifuze trvajici 4 minuty o odstredivé sile 861 g a
teploté 22 °C. Ve vaku se oddéli krvinky od supernatantu, ktery obsahuje SAG-M.
Spravna centrifugace je zde kli¢ova, protoze je nutné co nejdokonaleji odstranit SAG-M
z erytrocytl. Vak se opatrné vlozi do ru¢niho lisu a supernatant se z vaku uréeného ke
kryokonzervaci opatrné vytlaci do vaku od ERD. Supernatant obsahuje resuspenzni

roztok SAG-M s malym mnozstvim erytrocytl (45).

| u tohoto meziproduktu se pomoci nesterilni svare¢ky oddéli segment se
vzorkem erytrocytl a zméfi se na analyzatoru krevniho obrazu hodnota hematokritu.

Pred dalSim zpracovanim je nutné vak zvazit a hmotnost zaznamenat (45).

4.3 Vlastni kryokonzervace

Po dokonc€eni pfipravy meziproduktu nasleduje vlastni proces kryokonzervace,
tzn. promiseni erytrocytl s roztokem glycerolu a zamrazeni. Na oddéleni OHBKT je
zavedena metoda tzv. ,vysokého* glycerolu, kdy se Fizenym procesem do vaku
s erytrocyty napusti presné definované mnozstvi 40% glycerolu (glycerol laktat 6,5 M),

ktery slouzi jako intracelularni kryoprotektivum (9, 16, 27, 32, 33).

Pfed procesem glycerolizace je nutné vytemperovat na teplotu 32 °C jak vak

s erytrocyty, tak roztok glycerolu, ktomu slouzi vodni lazen s rotatorem. Diky
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neustalému promichavani se dokonale prohfeje i jadro vaku s erytrocyty. Ve vodni
l&zni se erytrocyty i glycerol ponechaji 30 minut (15).

Samotna glycerolizace se fizenym procesem provadi na separatoru
Haemonetics ACP215. Pfed zahajenim procedury je nutné do separatoru vlozit udaje o
hmotnosti vaku a naméfeny hematokrit. Z téchto udaju se vypocita davkovani glycerolu
(15, 18).

V dalSim kroku se nainstaluje glycerolizacni souprava Heamonetics LN 225 na
separator a provede se autotest systému. Pomoci sterilni svafecky se glyceroliza¢ni
set napoji na vak serytrocyty, ktery se bé&hem celého procesu glycerolizace

promichava (15, 18).

Cely proces napousténi glycerolu do vaku s erytrocyty trva asi 20 minut, na jeho
konci se vytiskne primarni protokol o dokonéené glycerolizaci. Po ukon&eni procedury
se vak s erytrocyty pomoci nesterilni svafecky odpoji od setu, zvazi se a zkontroluje se
oznaceni vaku a spolu s dlouhodobym vzorkem se ve specialnim obalu ulozi nejméné
na 24 hodin do mraziciho boxu pfi teploté -80 °C, kde se necha nefizenym procesem
zmrazit. Po 24 hodinach se kryokonzervované erytrocyty pfemisti do mraziciho boxu
pro dlouhodobé skladovani s teplotou -65 °C, kde mohou byt skladovany az po dobu
30let (15, 16).

Vysledkem celého tohoto procesu, od odbéru krve az po jeji glycerolizaci a
zamrazeni, mohou byt tyto typy transfuznich pfipravku:

e erytrocyty z aferézy kryokonzervované deleukotizované zmrazené (EAKDZ)

e erytrocyty <z aferézy kryokonzervované deleukotizované zmrazené pro
autotransfuzi (AEAKDZ)

e erytrocyty kryokonzervované z plné krve deleukotizované zmrazené (EKDZ)

e erytrocyty kryokonzervované zplné krve deleukotizované zmrazené pro
autotransfuzi (AEKDZ).
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Obrazek 2: Glycerolizace erytrocytl na promyvacim separatoru Haemonetics ACP215
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Obréazek 3: Erytrocyty pfipravené ke zmrazeni

4.4 Rekonstituce

Cely proces rekonstituce je, stejné jako glycerolizace, fizeny proces provadény
na separatoru Haemonetics ACP215. Ug&elem rekonstituce je rozmrazeni pfipravku,
vymyti glycerolu z erytrocytd a jejich nasledna resuspenze v aditivnim roztoku AS-3
Nutricel (9, 19, 16).

Po vyjmuti zmrazeného vaku z mraziciho boxu je nutné jeho Setrné rozmrazeni.
Vak s erytrocyty se na 30 minut umisti do rozmrazovace, kde je jeSté po celou dobu
michan, aby doslo krovnomérnému rozmrazeni. Lazen vrozmrazovaci je
vytemperovana na 37 °C. Spolu s erytrocyty se da do vodni lazné temperovat vak
s 12% NaCl (o objemu 150 ml) a vak sroztokem 0,9% NaCl a 0,2% dextrézy (o
objemu 2000 ml) (19, 46).

Béhem rozmrazovani vaku se na ACP215 nainstaluje deglycerolizaéni
souprava Haemonetics LN 235 a provede se série testl ovéfujici spravné zapojeni

setu a funkénost celého systému (19).

Stranka 24




V dalSim kroku se na set napoji vaky s deglycerolizacnimi roztoky a vak s AS-3

Nutricel, ktery obsahuje tyto slozky:

kyselinu citronovou (monohydrat) 0,042 g
o fosfore¢nan sodny 0,276 g

e chlorid sodny 0,401 g

e adenin 0,030 g

e dextrézu 1,000 g

e citronan sodny 0,588 g

e injekéni vodu na 100 ml

Pomoci sterilni svareCky se na set pfipoji vak s erytrocyty. Vak s erytrocyty je

po celou dobu procesu deglycerolizace umistén na tfepacce (19, 47).

Po napojeni vakl a prekontrolovani nastaveni separatoru se zahaji proces
deglycerolizace trvajici 72 minut. Cely proces vymyvani glycerolu je rozlozen do osmi
fazi. Prvni dvé faze procesu jsou faze dilu€ni. V téchto fazich se do vaku s erytrocyty
napusti hypertonicky roztok 12% NaCl a dale se postupné fedi 0,9% roztokem
dextrézy a v centrifugacnim zvonu je pfi 8000 ot./min. odstranén do odpadniho vaku
glycerol vytlaceny z erytrocytl. Béhem procesu je monitorovana uroven volného
hemoglobinu (18, 19).

DalSich pét fazi jsou faze promyvaci. V téchto fazich dochazi k dalSimu
opakovanému plnéni centrifugacniho zvonu 0,2% dextr6zou, centrifugaci a vytlaceni
glycerolu nachazejiciho se extraerytrocytarné do odpadniho vaku. | bé&hem

promyvacich fazi je monitorovana urover volného hemoglobinu v odpadu (18, 19).

V posledni osmé fazi (aditivni fazi) je k erytrocytm ve zvonu pfidano 240 mi
aditivniho roztoku AS-3 Nutricel. Zbytek odpadu vyte€e do odpadniho vaku a promyté
erytrocyty pomoci 0,9% dextrozy, obohacené o AS-3 jsou pfepustény do produktového
vaku (18).

Tim je proces deglycerolizace ukonen a promyvaci separator automaticky
vytiskne protokol o dokon&ené procedufe obsahujici mimo jiné graf volného
hemoglobinu (,Hessova kfivka®). Vak s erytrocyty se pomoci svafe¢ky odpoji od setu,
zvazi se a pomoci sterilni svareCky se postupné napoji dva vacky pro odbér vzorkl na
kontrolu kvality (19).
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Vak s erytrocyty se uloZi do lednice pfi teploté 2 az 6 °C s dobou exspirace 21
dni od rekonstituce (9, 16, 19).

Obréazek 4: Kryokonzervované erytrocyty

Obrazek 5: Deglycerolizace rozmrazenych erytrocytd
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Obréazek 6: Kryobanka — hlubokomrazici boxy Jouan VX — 80 a separatory Haemonetics
ACP215
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5 Kontrola kvality

Kontrola kvality je nedilnou soucasti vyroby v8ech druhl transfuznich pfipravkud
(TP), tedy i kryokonzervovanych erytrocytld. Kontrola kvality zahrnuje povinné i
nepovinné parametry, které se sleduji u vdech, nebo u nahodné vybranych TP. Je to
mechanizmus, ktery ovéfuje spravnost postupl vSech kroku vyroby od odbéru plné

krve, nebo jejich sloZek, pfes vyrobu a skladovani (12).

Proces vyroby kryokonzervovanych erytrocytu a jejich nasledna rekonstituce je
naro¢ny a pomérné dlouhotrvajici proces, pfi kterém jsou kladeny velké naroky na
kvalitni a svédomitou praci. Je zde mnoho okamziku, kdy muze dojit k nenavratnému
posSkozeni TP, nebo ke snizZeni kvality finalniho pfipravku. Nezanedbatelny faktem je
také finan¢ni naro¢nost vyroby kryokonzervovanych erytrocytd. Proto je zde pravidelna

kontrola kvality TP velmi dilezita (16).

5.1 Parametry kontroly kvality

Vychozim doporuéenim pro parametry kontroly kvality je ,Guide to the
preparation, use and quality assurance of blood components® (,Guide®), ktery
pravidelné vydava Council of Europe Publishing. V této publikaci jsou uvedeny
parametry  kvality pro téméf vSechny typy transfuznich pfipravkld. U
kryokonzervovanych erytrocytll ,Guide* definuje parametry kvality jen pro
kryokonzervované erytrocyty zplné krve. Pro erytrocyty ziskané dvojitou
erytrocytaferézou jsou uvedeny jen kontrolni parametry u erytrocytll z aferézy bez
dalSiho uchovavani (12). Pro kryokonzervované erytrocyty z aferézy dosud zadna
doporuéeni nevysla. Proto byly v ramci studie provadéné na OHBKT UVN, nékteré
parametry kvality doplnény a upraveny po té, co byla prokazana stale dobra kvalita a

terapeuticka ucinnost téchto TP (16).

5.1.1 Standardni parametry kvality

Standardni parametry kvality vychazeji z ,Guide®, z Ceské vyhlasky €. 143/2008
Sh. a déale z doporu&eni Spoleénosti pro transfuzni lékafstvi CLS JEP. Tyto parametry
se musi v ramci kontroly kvality pravidelné sledovat minimalné v Cetnosti doporucené
,Guidem* a vyhlaskou &. 143/2008 Sb. (12, 38).
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Mezi parametry bezpecCnosti sledované u kazdeho darce krve a u autolognich

odbérl patfi:

1. infekEni markery:

e anti-HIV (1, 2) a HIV Ag p24

e HBsAg
e anti-HCV
o syfilis

2. imunohematologické vysetfeni:

e ABO, RhD

e protilatky proti erytrocytiim

e antigeny CcEe, antigen Kell (jen u darcovskych odbér)

Zde uvedené parametry bezpelnosti je nutné stanovit po odbéru plné Ci

aferetické krve, jesté pfed zahajenim kryokonzervaéniho procesu (38).

Tabulka 1: Prehled parametri bezpecnosti dle "Guide“ a vyhlasky €. 143/2008 Sh.

Parametr PoZadavek na kvalitu | Cetnost provadénych kontrol
anti-HIV (1, 2), antigen p24 negativni u v8ech jednotek
HBsAg negativni u v8ech jednotek
anti-HCV negativni u v8ech jednotek
syfilis negativni u vSech jednotek
ABO, RhD stanoveni u v8ech jednotek
protilatky proti erytrocytliim negativni u vSech jednotek
antigeny CcEe, antigen Kell stanoveni u v8ech jednotek

DalSimi  biochemickymi

pravidelné sleduiji, jsou tyto:

a hematologickymi

e objem transfuzniho pfipravku

¢ hemolyza na konci doby uchovavani

e hemoglobin v supernatantu

parametry kvality, které se

¢ hemoglobin v rekonstituovanych kryokonzervovanych erytrocytech

e hematokrit
e osmolarita
e leukocyty

e sterilita
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VétSina parametr( kvality se stanovuje ihned po rekonstituci (kromé hemolyzy a

sterility). V tabulce €. 2 jsou uvedeny parametry kvality se svymi limitnimi hodnotami

tak, jak je poZaduje ,Guide” (12).

Tabulka 2: Parametry kvality dle ,,Guide* pro pfipravky Erytrocyty kryokonzervované
(EK) a Erytrocyty z aferézy (EA)

Pozadavek na kvalitu

Parametr Cetnost provadénych kontrol
EK EA
Objem > 185 ml n’astaven u vSech jednotek
vyrobcem
Hemoglobin v <0,2g/TU - u vSech jednotek
supernatantu
. vSechny jednotky (EK),
> >
Hemoglobin 36 g/TU 40 g/TU 4 jednotky mésicné (EA)
Hemolyza na konci . Y vy
(. - <0,8% 4 jednotky mési¢né
doby uchovavani
Hematokrit 0,65-0,75 0,65-0,75% | echny jednotky (EK),
4 jednotky mésicné (EA)
o/ x . T
Osmolarita < 340 mOsm/| - L .A)VSECh Jedvn(?'felf minimainé
4 jednotky mésicné
<0,1x10° 6 1 % vSech jednotek minimalné
Leukocyty bunék/TU <1x10°/TU 4 jednotky mésicéné
- _ 1 % vSech jednotek minimalné
Sterilita sterilni - . Y ey
4 jednotky mésicné

* PFi pouziti aditivniho roztoku: hematokrit 0,50 — 0,70

Béhem studie provadéné na OHBKT byla klinicky ovéfena témér stéle stejna

ucinnost rekonstituovanych erytrocytt po dobu 0 - 21 dni po rekonstituci, to znamena

Ze nedoSlo ke kvalitativni zméné v ucinnosti transfuzniho pfipravku. Proto doSlo

k upravé hodnot nékterych biochemickych a hematologickych parametrt. V klinickém

hodnoceni byly tyto hodnoty urCeny za dostatecné spolehlivé pro zachovani u€inného

a bezpeéného transfuzniho pipravku, vyrab&ného na OHBKT pfi UVN (16). Upravené

limitni hodnoty parametrd kontroly kvality jsou uvedeny v tabulce Cislo 3.

Stranka 30




Tabulka 3: Prehled limitnich hodnot doporuéenych parametra kvality zavedenych na

OHBKT
Parametr Pozadavek na kvalitu EK Cetnost provadénych kontrol
Objem > 200 ml u vSech jednotek
Hemoglobin v <0,5g/TU u vsech jednotek
supernatantu
Hemoglobin >30g/TU u vsech jednotek
Hemolyza na konci . NP
C <1% 4 jednotky mésicné
doby uchovavani
Hematokrit >0,40 u vSech jednotek

1 % v3ech jednotek minimalné

0 larit < 340 mOsm/I X Y« vy
>molarita mOsm/ 4 jednotky mési¢né
1 % vSech jednotek minimalné
Leukocyt <0,1x10° bunék/TU : Y oox x
ukocyty X unék/ 4 jednotky mési¢né
of T
Sterilita sterilni 1 % vSech jednotek minimalné

4 jednotky mési¢né

5.1.2 Parametry kvality pouzivané pfri valida¢nich studiich

Tyto parametry se bézné nestanovuji, ale v ramci valida¢nich studii jsou cennym
zdrojem dalSich informaci o kvalité validovanych pfipravkd, o terapeutické ucinnosti, o
délce prezivani erytrocytd a jejich metabolickém stavu po rekonstituci. Tyto parametry
se stanovuji ihned po rozmrazeni a rekonstituci TP. Data ziskan& témito méfenimi jsou
dulezita pro posouzeni jejich vztahu s terapeutickou ucinnosti. Pfi validaéni studii se
navic u rekonstituovanych kryokonzervovanych erytrocytl sledovaly tyto parametry
kvality (16):

e hmotnost odpadu

¢ hemoglobin v odpadu

e draslik

e amoniak/ aminy

o ATP

o fosfor
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o 2,3-difosfoglycerat
° pH

5.2 Metodika vzorkovani

V této kapitole je popsan postup ziskavani vzorkl a principy méfeni jednotlivych
parametr( kvality u 50 transfuznich jednotek kryokonzervovanych erytrocytl, které
byly rozmrazeny a nasledné rekonstituovany v roztoku AS-3 Nutricel. Jsou to erytrocyty
ziskané bud odbérem pIné krve a nasledné deleukotizované, nebo ziskané dvoijitou
erytrocytaferézou od darct krve. VSechny méfené vzorky jsou krevni skupiny 0 RhD

negativni. Vysledky namérenych hodnot jsou popsany v kapitole 6 Vysledky.

5.2.1 Ziskavani vzorka pro kontrolu kvality

Odbér vzorki TP pro stanoveni parametrd kontroly kvality se provadi
bezprostfedné po dokonéeni rekonstituce. Vzorky se odebiraji steriiné do
transferového vaku o objemu 150 ml. Hadi¢ka od vaku s erytrocyty a hadi¢ka od
vzorkovaciho vacku se umisti do sterilni svafeCky a provede se napojeni obou hadicek.
Vak s erytrocyty se fadné a Setrné promicha, svar se uvolni a prepusti se nékolik
mililitr(l pfipravku. Poté se mobilni svareckou obé hadi¢ky zatavi a oddéli. Tento postup
se zopakuje jesté jednou. Ziskaji se tedy dva vzorkovaci vacky. Jeden se oznadi a
ulozi do chladiciho boxu pro pozdéjsi kontrolu sterility. Vzorek z druhého vacku je
uren k méfeni parametrl kvality. Ke kazdému kontrolovanému TP se vyplfiuje

protokol o kontrole kvality, do kterého se zaznamenavaji naméfené veliCiny (19).

5.2.2 Metody méieni jednotlivych parametrt

Metody méfeni jednotlivych parametrd jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
Témér v8echny parametry se stanovuji ihned po rekonstituci. Hemolyza se stanovuje

prvni den po exspiraci, nebo nejblizsi mozny den po exspiraci, stejné jako sterilita.
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Tabulka 4: Metody stanoveni jednotlivych parametrt

Parametr Jednotka Metoda

Objem ml Gravimetrie (Heamonetics ACP215)
Hemoglobin g/Tu Fotometrie (Sysmex XT 2000i)
Hemoglobin v odpadu g/TuU Fotometrie (Sysmex XT 2000i)
Hemoglobin v supernatantu g/TuU Fotometrie (Konelab 60i, Kone)
Hematokrit % Fotometrie (Sysmex XT 2000i)
Leukocyty x 10°/TU Mikroskopicky v Nageotteové komurce
Osmolarita mOsm/| Kryometrie (Osmometer Advanced 2020)
Hemolyza % Fotometrie (Konelab 60i, Kone)
Infekéni markery S/CO CMIA (Architect i2000, Abbott)
Sterilita XXX kolorimetrie (BacT/ALERT® 3D)

5.2.2.1 Sterilita

Zakladni pokyny pro kontrolu sterility vychazeji z Evropského Iékopisu. ,Guide®
udava Cetnost kontrol sterility u EK jako 1 % v8ech jednotek, minimalné 4 jednotky

mésicéné. U EA pozadavek na sterilitu nedefinuje (12).

Jelikoz jsou kryokonzervované erytrocyty vzacny a drahy transfuzni pfipravek,
nelze na zkousku sterility odeslat celé vaky, jako je to v pfipadé bézné vyrabénych
erytrocytovych pripravkd. EK se rozmrazuji pouze v pfipadech, kdy vime, Ze budou
podany. Proto se musi z vaku sterilné odebrat vzorek, ktery se zasila na kontrolu
sterility. Na kontrolu sterility se posilaji erytrocytové pfipravky v den jejich exspirace,

nebo nejblizSi mozny den po exspiraci, tj. v pfipadé EK 21. den po rekonstituci.

Transferovy vacek se vzorkem se fadné oznaci a ulozi do chladiciho boxu pfi
teploté 2 az 6 °C, nez je svyplnénym protokolem odeslan do mikrobiologické

laboratore na kontrolu sterility (17).

V' mikrobiologické laboratofi pracovnik jehlou sterilné odebere dvakrat 10 ml
vzorku a premisti vzorek transfuzniho pfipravku do lahviek s tekutym kultivaCnim
médiem. Testuje se pfitomnost jak aerobni, tak anaerobni mikrobialni fléry na pfistroji
BacT/ALERT® 3D. Tento pFistroj funguje na principu kolorimetrie. Pfi narustu

bakteridlniho kmene v kultivaéni pudé dochazi k produkci oxidu uhliitého. Se
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stoupajici koncentraci se méni barva senzoru na dné kultivaéni lahvicky. Méfi se
intenzita svételného paprsku vyslaného fotodiodou a odraZzeného od senzoru. PFi

pozitivni kultivaci se nalez vyockuje a urCi se bakterialni kmen (17).

5.2.2.2 Infekéni markery

Pokyny, jak Casto a jaké infekéni markery se musi vySetfovat, vychazeji
z vyhlagky MZ CR &.143/2008 Sb.

Na OHBKT UVN se infekéni markery stanovuji ze séra systémem Abbott
Architect i2000. Tato imunoanalytickd metoda je zalozena na principu
chemiluminiscence na mikro¢asticich (CMIA). CMIA je detekéni metoda pro méfeni a
kvantifikaci koncentrace analytu. Obsah analytu je zjistovan na zakladé méfeni

chemiluminiscencni emise, které provadi opticky systém CMIA (48).

Princip metody: Do reakéni nadobky obsahujici vzorek se nadavkuiji
mikroc¢astice (obalené zachytovymi molekulami - antigeny, protilatkami, nebo virovymi
Casticemi, které odpovidaji méfenému analytu). Pokud je analyt pfitomen v séru,
navaze se na mikroCastice a vznikne imunokomplex. Po uplynuti inkubaéni doby
pfitdhne magnet paramagnetické mikro€astice (navazané na specificky analyt) ke
sténé reakéni nadobky. Reakéni smés se proplachne a odstrani se nenavazané latky.
Detekovani je dokoneno pomoci konjugatu znaeného chemiluminiscenénim
barvivem. Vysledky jsou vyjadifeny kvantitativni hodnotou (S/CO) a kvalitativni

interpretaci: nereaktivni, grey zone (Seda zéna), reaktivni (48).

Pokud vyjde naméfena hodnota v rozmezi $edé zény, nebo inicialné reaktivni,
musi se vySetfeni z téhoz vzorku séra 2x zopakovat. Pokud je opakované méfeni
nereaktivni, vysledek se uzavie jako nereaktivni. Pokud jeden nebo oba vysledky
z opakovaného méfeni vyjdou v Sedé z6né, nebo reaktivni, uzavie se vysledek jako
opakované reaktivni a odesila se do narodni referenéni laboratofe na konfirmacéni
vySetfeni. V pfipadé darcovského odbéru je transfuzni pfipravek likvidovan, plazma se
uschova pro potfeby referencni laboratofe a darce je na 6 mésicl vyfazen z evidence
(49).
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5.2.2.3 Objem transfuzniho pfipravku

Po ukonéeni procesu deglycerolizace se kazdy vak s erytrocyty musi zvazit a
jeho hmotnost se zaznamena do informacniho systému. Z hmotnosti se prepoétem
stanovuje objem transfuzniho pfipravku tak, Zze se hmotnost v gramech vydéli
koeficientem 1,1 g/ml, a tim se zisk& objem TP v mililitrech. Objem je dllezity pro dalsi
vypocty v ramci kontroly kvality. ,Guide" udava nékteré pozadavky na parametry kvality
vztazené k objemu TP (12, 50).

5.2.2.4 Hemoglobin ve finalnim transfuznim pfipravku

Hodnota hemoglobinu se stanovuje z rekonstituovaného erytrocytového
pripravku. Po odbéru vzorku pomoci sterilniho svaru do vzorkovaciho vacku se jeho
obsah prepusti do zkumavky s K;EDTA a zméfi se mnozstvi hemoglobinu na
analyzéatoru krevniho obrazu. Hodnota hemoglobinu se stanovuje z lyzovaného vzorku
pomoci absorpéni spektrofotometrie, kdy je hemoglobin pfeveden na barevny komplex.
Naméfené absorpéni maximum je pfimo umérné koncentraci hemoglobinu ve vzorku
(51). Naméfena hodnota je udavana v g/l. Pro potfeby kontroly kvality je tfeba tuto
hodnotu vyjadfit v g/TU. Toho se docili tak, ze se hodnota v g/l vyndsobi objemem (v

litrech) transfuzniho pfipravku (50).

5.2.2.5 Hemoglobin v odpadu

Béhem rozmrazovani a néasledného vymyvani glycerolu z erytrocytl se
nezabrani tomu, Ze urcité procento erytrocytd hemolyzuje. Uvolnény hemoglobin se
béhem procesu deglycerolizace vyplavuje spole€né s glycerolem a chloridem sodnym
do odpadniho vaku. Hodnota hemoglobinu v odpadu nam podava informace o vitalité

erytrocyta (16).

Pro odbér vzorku se odpadni vak promicha a pomoci nizek a peanu se otevie
hadi¢ka vedouci k vaku. Obsah vaku se prepusti do oznatené zkumavky. Hadicka
vaku se zavafi a vak se zlikviduje. Stejné jako hemoglobin v TP se hemoglobin

v odpadu stanovuje spektrofotometricky na analyzatoru Sysmex XT 2000i (50).
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5.2.2.6 Hemoglobin v supernatantu

Hodnoty hemoglobinu v supernatantu reprezentuji zmény tykajici se zejména
erytrocytl, které zlstaly bezprostfedné po rekonstituci vitalni. Hodnoty hemoglobinu
v supernatantu nekoresponduji s uc€innosti vitalnich erytrocytd béhem doby jejich

uchovavani po rekonstituci (16).

Hemoglobin v supernatantu byl stanovovan fotometricky na analyzatoru
Konelab 60i. Po odbéru vzorku rekonstituovaného transfuzniho pfipravku pomoci
sterilniho svaru do vzorkovaciho vacku se obsah vacku prepusti do zkumavky
s KsEDTA. Vzorek se zcentrifuguje a ze supernatantu se fotometricky stanovi mnozstvi
hemoglobinu.

5.2.2.7 Hematokrit

Hodnota hematokritu se stanovuje také ihned po rekonstituci, tedy v den 0, ze
vzorku odebraném pomaci sterilniho svaru do vzorkovaciho vacku. Nasledné byl tento
vacek otevien a erytrocyty prepustény do zkumavky s K;EDTA a zméfeny na

hematologickém analyzatoru Sysmex XT 2000i (51).

5.2.2.8 Rezidualni leukocyty

U deleukotizovanych pfipravkll je po rekonstituci tfeba spocitat mnozstvi
rezidualnich leukocytl, které nebyly zachyceny deleukotizaénim filtrem pfi pfipravé

erytrocytu ke kryokonzervaci (16).

Pocitani rezidualnich leukocytli se provadi manualni metodou v Nageotteové
komurce. K 380 ul 3 % kyseliny octové se pipetuje 20 pl krve. Vzorek se tedy fedi
v poméru 1:20. Obsah zkumavky se dobfe promicha a necha se alesporn 10 minut stat
pfi laboratorni teploté, aby uc€inkem kyseliny dokonale zhemolyzovaly erytrocyty a
zvyraznila se struktura leukocytu. Po té se zkumavka opét dobfe promicha a naplni se
prostor pocitaci komUrky. Prohlizi se cela strana komurky a pocitaji se v ni pfitomné
leukocyty. Obsah celé komUrky je 100 ul (23, 16).

Napog&itané leukocyty se déli 10. Vysledna hodnota je s koeficientem x 10,

tato hodnota se vynasobi objemem transfuzniho pfipravku v litrech a vysledna hodnota
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je tedy x 10%TU (23). U kryokonzervovanych erytrocytd se tento vysledek jesté

pfevede na hodnotu s koeficientem x 10%TU tak, jak ji uvadi ,Guide".

5.2.2.9 Hmotnost odpadu

Bé&hem procesu deglycerolizace se do odpadniho vaku vymyva glycerol
z erytrocytd pomoci 12% NaCl a roztokem 0,9% NaCl a 0,2% dextr6zy. Hmotnost
odpadu je dana mnozstvim glycerolu vymytého z EK a mnozstvim roztokd pouzitych
v procesu deglyceolizace. Z hmotnosti vaku s EK, zadané do promyvaciho separatoru
ACP215 pred zahajenim procesu deglycerolizace, se vypocitaji objemy roztok( pouzité
pro deglycerolizaci (16, 50).

5.2.2.10 Osmolarita

Hodnota osmolarity je parametr kvality indikujici dostate€né vymyti glycerolu
z erytrocytd. Tato hodnota je méfena ihned po rekonstituci ze vzorku odebraného

pomoci sterilniho svaru do vacku pro kontrolu kvality (12, 16).

Méfeni osmolarity je zalozeno na principu kryometrie, tzn. méfi se bod tuhnuti

latky. Bod tuhnuti zavisi na poctu ¢astic v roztoku.

5.2.2.11 Hemolyza na konci doby pouzitelnosti

Na konci doby pouZitelnosti se u erytrocytd méfi procento hemolyzy.
Hemolyza, stejné jako hemoglobin v supernatantu, nam podavaji informace o mnozZstvi
vitélnich erytrocytd na konci doby uchovavani. Stupen hemolyzy se definuje jako
procento rozpadlé erytrocytové masy z celkového mnozZstvi erytrocytl daného

transfuzniho pfipravku (50).

Hemolyza se méfi 21. den nebo nejbliz8§i mozny den po exspiraci TP. Vzorky
ke stanoveni hemolyzy se musi odebrat z finalniho vaku s TP a tim se vak znehodnoti.

Kryokonzervované erytrocyty se rozmrazuji vétSinou jen v pfipadech, kdy je zndmo, ze
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budou podany. Z tohoto divodu je méfeni hemolyzy v béZzné praxi znemoznéno a

vyuZije se jen pfi studiich a validacich.

Stanoveni hemolyzy se provadi tak, ze se z vaku nesterilné odebere fadné
promichany vzorek, ktery se zmé&fi na analyzatoru krevniho obrazu. Vak se nasledné
pomoci nesterilni svareCky uzavie a provede se centrifugace ve velkoobjemové
centrifuze pfi odstfedivé sile 4000 g a 5 °C po dobu 15 minut. Poté se vak opatrné
vyjme z centrifugani kyvety a vloZzi se do ru€niho lisu a odebere se vzorek
supernatantu. Vzorek supernatantu odebrany do zkumavky se nasledné zcentrifuguje
pfi 2000 ot./min. po dobu 3 minut a fotometricky se stanovi hodnota absorbance pfi
540 nm. Z namérenych udaju se vypocita hodnota hemolyzy v %. K vypoctu je potfeba
znat hodnotu hematokritu, objem transfuzniho pfipravku v ml, stfedni hodnotu

hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) a absorbanci (50).
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6 Vysledky

V této kapitole jsou prezentovany vysledky a zavéry méreni parametrd kvality u
50 transfuznich jednotek kryokonzervovanych erytrocytl po jejich rozmrazeni a

rekonstituci v roztoku AS-3 Nutricel.

6.1 Objem transfuzniho pripravku

,Guide® specifikuje pozadavek na objem EK a to tak, ze objem by mél byt > 185
ml na TU. Na OHBKT je nastavena dolni limitni hodnota pro objem kryokonzrvovanych
erytrocytd na >200 ml, a to pro erytrocyty ziskané z pIné krve i z aferézy (16).

Vysledky 50 méfeni objemu TP zobrazuje nasledujici graf a tabulky.

Graf 1: Namérené objemy TP

Objem transfuznich pFipravku (>200 ml)
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Tabulka 5: Statistické idaje pro objem TP

primér | median | minimum | maximum| SD CV %

269 265 232 303 17,64 6,56

Tabulka 6: Procentualni vyjadreni splnéni parametru - objem

parametr splfiuje parametr nesplriuje

poCet

%

pocet

%

50

100

0

0
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6.2 Hemoglobin ve finalnim transfuznim pfipravku

Pozadavek kladeny na mnozstvi hemoglobinu je dle ,Guide” > 36 g/TU (12).
Namérené nizSi hodnoty hemoglobinu reflektuji metodiku pfipravy. B&hem zavadéni
vyroby EK byla pozménéna limitni hodnota pro hemoglobin z dlivodu objemového
limitu vaku pro kryokonzervaci. Muselo byt zvoleno niz§i mnozstvi odebirané krve, aby

byl ve vaku dostateény prostor pro glycerol (16). Upravena limitni hodnota pro

hemoglobin je na OHBKT > 30 g/TU (16).

Nasledujici graf reprezentuje hodnoty hemoglobinu méfené na analyzatoru

Sysmex XT 2000i.

Graf 2: Namérené hodnoty hemoglobinu

Hemoglobin ve finalnim transfuznim pripravku
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Tabulka 7: Statistické tdaje pro hemoglobin
primér | median | minimum | maximum SD CV %
36,24 36,08 29,23 44,06 3,73 10,31

Tabulka 8: Procentualni vyjadreni splnéni parametru - hemoglobin

parametr splfiuje

parametr nesplriuje

poCet

%

pocet

%

47

94

3

6
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6.3 Hemoglobin v odpadu

Pro hodnotu hemoglobinu v odpadu nejsou nastaveny “Guidem® zadné limitni

hodnoty (12), ale pro kvalitu transfuzniho pfipravku je dulezité, aby byly co mozna

hemoglobin v odpadu stanovena na < 12 g/TU (16). Vysledky méfeni hemoglobinu

v odpadu znazorfiuje graf €.3:

Graf 3: Naméiené hodnoty hemoglobinu v odpadu
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Z grafu je patrné, Ze hodnoty hemoglobinu v odpadu se pohybovaly mezi 4 az
10 g/l. V pfipadé jednoho vzorku byla tato hodnota mnohem vy3&i (nad 16 g/l) coz

ukazuje na niz8i mnozstvi vitalnich erytrocytd v TP.

Tabulky €. 9 a 10 uvadéji statistické udaje pro naméfené hodnoty hemoglobinu

v odpadu.

Tabulka 9: Statistické udaje pro hemoglobin v odpadu

primér

median

minimum

maximum

SD

CV%

6,64

6,18

4,13

16,27

2,09

31,43

Tabulka 10: Procentudlni vyjadreni splnéni parametru - hemoglobin v odpadu

parametr splfiuje

parametr nesplriuje

poCet

%

pocet

%

49

98

1

2
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6.4 Hemoglobin v supernatantu

Hodnota hemoglobinu v supernatantu, kterou uvadi ,,Guide, je 0,2 g/TU. Tato
hodnota se vztahuje ke dni 0, tedy je méfena ihned po rekonstituci (12). Parametr
kvality 0,5 g/TU nastaveny na OHBKT je konstruovan na 21. den po rekonstituci a jeho
hodnoty se shoduji i s literarnimi udaji (16, 20, 21, 22).

Nasledujici graf reprezentuje vysledky méfeni hemoglobinu v supernatantu u 50

transfuznich pfipravkl EK.

Graf 4. Naméfené hodnoty hemoglobinu v supernatantu
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Tabulky €. 11 a 12 uvadi statistické Gdaje pro nameéfené hodnoty hemoglobinu

V supernatantu.

Tabulka 11: Statistické tdaje pro hemoglobin v supernatantu

prmér | median | minimum | maximum| SD CV %
0,189 | 0,187 0,096 0,312 0,05 28,63

Tabulka 12: Procentudlni vyjadreni spInéni parametru - hemoglobin v supernatantu

parametr splfiuje | parametr nesplriuje

pocet % pocet %

50 100 0 0
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6.5 Hematokrit

Hodnoty hematokritu pro EK jsou dle ,Guide® 0,65 - 0,75. Vzhledem k Upravé
mnozstvi odebiranych erytrocytl a jejich naslednému technologickému zpracovani
doSlo na OHBKT Kk upravé limitu na = 0,40. Klinicka studie ovéfila terapeutickou
ucinnost takto vyrobenych EK (12, 16).

Nasledujici graf zobrazuje naméfené hodnoty hematokritu na analyzatoru
Sysmex XT 2000i.

Graf 5: Naméiené hodnoty hematokritu
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Tabulka 13: Statistické tdaje pro hematokrit

primér | median | minimum | maximum SD CV %
0,43 0,42 0,40 0,49 0,02 5,06

Tabulka 14: Procentudlni vyjadieni splnéni parametru - hematokrit

parametr splfiuje | parametr nespliuje

podet % pocet %

50 100 0 0
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6.6 Rezidualni leukocyty

V grafu €. 6 jsou znazornény vysledky pocitani leukocytd u 50 vzork( EK.

Limitni hodnota pro leukocyty je uvedena v ,Guide* < 0,1 x 10%TU.

Graf 6: Spo¢itané hodnoty rezidualnich leukocytt
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Tabulka 15: Statistické Udaje pro rezidualni leukocyty

primér | median | minimum | maximum| SD CV %

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabulka 16: Procentudlni vyjadreni splnéni parametru- reziduélni leukocyty

parametr splfiuje | parametr nesplfiuje

podet % pocet %

50 100 0 0
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6.7 Hmotnost odpadu

Pro hmotnost odpadu nejsou stanoveny zadné limitni hodnoty (12, 16, 50).
Namérené hmotnosti se pohybuji od 2100 g do 2518 g, jak ukazuje nasledujici graf.

Graf 7: Hmotnosti odpadu
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Tabulka 17: Statistické daje pro hmotnost odpadu

primér

median

minimum

maximum

SD

CV%

2353

2391

2100

2518

98,13

4,17
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6.8 Osmolarita

Dle ,Guide” by u kryokonzervovanych erytrocytd méla byt hodnota osmolarity < 340
mOsm/l.

Nameérené hodnoty osmolarity ukazuje nasledujici graf.

Graf 8: Namérené hodnoty osmolarity

Osmolarita (<340mQOsm/l)
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Tabulka 18: Statistické Gdaje pro osmolaritu

primér

median

minimum

maximum

SD

CV%

299

298

290

313

6,64

2,22

Tabulka 19: Procentudlni vyjadreni splnéni parametru - osmolarita

parametr splfiuje

parametr nesplfiuje

poCet

%

poCet

%

50

100

0

0
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6.9 Hemolyza na konci doby pouzitelnosti

Nova verze ,Guide“ jiz limitni hodnoty pro hemolyzu nestanovuje. V dobé, kdy
na OHBKT probihala validace vyroby EK, byla limitni hodnota hemolyzy stanovena na
<1 % (16).

Namérené hodnoty hemolyzy znazornuje graf €. 9.

Graf 9: Namérené hodnoty hemolyzy
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Tabulka 20: Statistické daje pro hemolyzu
primér | median | minimum | maximum SD CV %
0,48 0,44 0,23 0,69 0,12 25,16

Tabulka 21: Procentudlni vyjadreni splnéni parametru - hemolyza

parametr splfiuje | parametr nesplfiuje

pocet % pocet %

50 100 0 0
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6.10 Zhodnoceni vysledku

U vSech 50 testovanych EK byly vysledky kultivace negativni. To odpovida

naSsemu oCekavani, protoze cely proces vyroby probihal v uzavieném systému.

Objem rekonstituovanych erytrocytl se pohyboval mezi 230 az 300 ml. Na
OHBKT je nastavena limitni hodnota >200 ml (16). Tato hodnota byla u vSech
mérenych pfipravkl splnéna. Pomérné uzké rozmezi, v kterém se objemy TP pohybuji,

je dano standardizovanym procesem odbéru a zpracovani krve.

U 50 méFenych pfipravkl se hodnota hemoglobinu pohybovala mezi 29 az 44
g/TU. Tfi pfipravky velmi okrajové nesplnily limit > 30 g/TU. Ke snizeni limitu pro
hemoglobin na OHBKT doslo z divodu Upravy postupu kryokonzervace. Tato limitni
hodnota musela byt sniZzena kvali menSimu objemu pouzivanych kryokonzervacnich
vakl (16). Hodnotu hemoglobinu mohou ovlivnit vSechny kroky kryokonzervace. Cely

proces musi byt co nejSetrnéjsi, aby bylo poSkozeni vitalnich erytrocytl co nejmensi.

Limitni hodnotu pro hemoglobin v odpadu ,,Guide“ neudava (12). BEhem studie
provadéné na OHBKT byla limitni hodnota nastavena na <12 g/TU (16). Tento
parametr byl spinén u 49 pfipravk( z 50. Hodnota hemoglobinu v odpadu poskytuje

informace o vitalnosti erytrocytu po rekonstituci.

Limitni hodnota hemoglobinu v supernatantu (< 0,5 g/TU) je na OHBKT
vztazena k 21. dni uchovavani (16). Tento parametr splnilo vS§ech 50 pfipravka.
Hemoglobin v supernatantu, podobné jako hemolyza, informuje o vitalité erytrocytu

bé&hem celé doby skladovani transfuzniho pfipravku pfi 2 az 6 °C.

Na OHBKT je limitni hodnota pro hematokrit nastavena na = 0,40. Namérené

hodnoty se pohybovaly mezi 0,40 az 0,49. | tento parametr je splnén na 100 %.

Poéty rezidualnich leukocytd byly 0,00 x 10° bunék/TU. Nulové hodnoty byly
dany deleukotizaci erytrocytu pfed procesem kryokonzervace. V8echny méfené vzorky
splfiovaly limit dany ,Guidem* < 0,1 x 10° bun&k/TU (12).

Hmotnosti odpadu se pohybovaly mezi 2100 g az 2518 g. Velkd hmotnost je
dana predevSim pouzitim 2 | roztoku dextrozy pouzité k vymyvani glycerolu

z erytrocytd (19). Pro hmotnost odpadu nejsou stanoveny zadné limitni hodnoty.

Stranka 48




Stanovenou hodnotu osmolarity (< 340 mOsm/l) splnilo vSech 50 pfipravkl, coz
ukazuje na dobfe zvladnuty proces deglycerolizace. Zbytkovy glycerol negativné

ovliviiuje hodnotu osmolarity v TP (16, 19).

| parametr hemolyzy byl splnén u v8ech 50 pfipravkl, coz ukazuje na dobré
prezivani erytrocytt v AS-3 Nutricel po celych 21 dni. Hodnota hemolyzy na konci doby

uchovavani by méla byt nizSi nez 1 % (16).

Cilem prezentace vysledkld namérenych hodnot kvalitativnich parametrd bylo
dokazat, Ze kryokonzervované erytrocyty vyrobené na OHBKT pfi UVN splfiuji
parametry kvality a jsou terapeuticky uc¢inné. Naméfené hodnoty ukazuji, ze zavedena
metodika mrazeni, skladovani, rozmrazeni a rekonstituce je dobfe zvladnuta.
Vysledkem je pfipravek erytrocytu, ktery po rozmrazeni a rekonstituci ma 3 tydenni
dobu pouzitelnosti, coz je vyznamnym takticko-technologickym parametrem zvySujicim
jeho uzitnou hodnotu a pouzitelnost v armadé. Vyroba kryokonzervovanych erytrocytl
na OHBKT je vpraxi jiz nékolik let a osvédCuje se pfi fedeni sloZitych
imunohematologickych kazuistik i pfi feSeni vojenské problematiky jako je zasobovani

polni nemocnice Armady Ceské republiky pfi pisobeni v zahraniénich misich.

Stranka 49




7 Zavér

OHBKT pfi UVN je prvnim pracovistém v Ceské republice, kde byla
kryokonzervace erytrocytu zavedena do klinické praxe a rutinniho pouziti. Byl zaveden
postup s pouzitim 40% glycerolu jako kryoprotektiva s naslednym pomalym mrazenim
pfi -80 °C a dlouhodobym uchovavanim pfi -65 °C v mrazicich boxech. Proces
glycerolizace i deglycerolizace je fizeny proces provadény na systému Haemonetics
ACP215. Jako resuspenzni roztok se pouzZiva AS-3 (Nutricel), ktery umoZhuje

skladovani rozmrazenych erytrocytu pfi 2 az 6 °C po dobu az 21 dni.

Metoda kryokonzervace erytrocytll se da s uspéchem pouzit k zajisténi
strategickych zasob krve, pfedevsim 0 RhD negativnich, ale také k vybudovani banky
autolognich krvi pro pacienty s aloprotilatkami, kvili kterym neni mozné pouzit bézné
transfuzni pfipravky, nebo pro potfeby nemocnych, jejichZ erytrocyty nenesou antigeny

s vysokou frekvenci vyskytu a u nichz je vysokeé riziko tvorby aloprotilatek.

Prace shrnuje problematiku kryokonzervace erytrocytu a pfiblizuje cely postup
vyroby kryokonzervovanych erytrocytu, ktery za¢ina odbérem piné krve nebo odbérem
na separatoru metodou dvojité erytrocytaferézy, pres jeji pFipravu, glycerolizaci,
mrazeni a dlouhodobé uchovavani. Déle je popsan postup rozmrazeni,

deglycerolizace a skladovani pfi 2 az 6 °C.

V druhé &asti prace je popsana problematika kontroly kvality. Dosud nejsou
nikde definovana jasna kritéria pro parametry kvality u takto specialniho transfuzniho
pFipravku. Prace pfiblizuje proces kontroly kvality zavedeny na OHBKT, ktery vychazi
jednak z Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components, ale
také z vysledkud studie, ktera probihala na tomto pracovisti v letech 2003 az 2005. Diky
in vivo a in vitro méfenim byla prokazana bezpecnost, kvalita a terapeuticka uc€innost

téchto erytrocytt (16).
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8 Seznam zkratek

Zkratka

Vysvétlivka

ABO
AEAKDZ

AEKDZ

anti- HCV
anti-HIV
AS-3 Nutricel

ATP
CMIA
CPD
Cv
DMSO
EA
EAD

EAKDZ

EK

EKDZ

ERD
g/TU

HBsAg
HES

HIV Ag p24
K:EDTA

M

mOsm/I

krevni skupiny: A, B, 0, AB

erytrocyty z aferézy kryokonzervované
deleukotizované zmrazené pro autotransfuzi
erytrocyty kryokonzervované z piné krve
deleukotizované zmrazené pro autotransfuzi
protilatky proti virové hepatitidé typu C
protilatky proti HIV

resuspenzni roztok
adenosintrifosfat
chemiluminiscenéni imunoanalyza
antikoagulaéni roztok

variaéni koeficient

dymethylsulfoxid

erytrocyty z aferézy

erytrocyty z aferézy deleukotizované

erytrocyty z aferézy kryokonzervované
deleukotizované zmrazené

erytrocyty kryokonzervované

erytrocyty kryokonzervované z piné krve
deleukotizované zmrazené

erytrocyty resuspendované deleukotizované
gramy/transfuzni jednotku

antigen virové hepatitidy typu B
hydroxyethyl Skrob

HIV antigen p24

draselna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
molarni hmotnost

miliOsmol/ litr
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OHBKT

PROH

PVP

RhD
SAG-M

SD

TP

TU

oddéleni hematologie, biochemie a krevni
transfuze

propylenglykol

polyvinylpyrrolidon

erytrocytarni antigen D

resuspenzni roztok
smérodatna odchylka

transfuzni pfipravek

transfuzni jednotka
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