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Streszczenie

Wstep: Kriokonserwacja umozliwia diugoterminowe przechowywanie koncentratow krwinek
czerwonych (KKCz). Zastosowanie automatycznego systemu ACP 215 (Haemonetics) pozwa-
la na przeprowadzenie procedury zamrazania i rozmrazania KKCz w ukladzie zamknietym.
Zawieszenie KKCz w roztworze wzbogacajgcym pozwala na wydluzenie okresu waznosci roz-
mrozonego skladnika. Automatyzacja zapewnia powtarzalnosc i standaryzacje procesu. Celem
niniejszej pracy bylo zbadanie mozliwosci rutynowego wykorzystywania systemu ACP 215 do
zamrazania 1 vozmrazania ubogoleukocytarnego koncentratu kvwinek czerwonych (UKKCz).

Material i metody: Ocenie poddano dwie procedury przygotowania KKCz do glicerolizacyi
w systemie ACP 215: przy wykorzystaniu filtrow do usuwania leukocytow z KKCz oraz przy
wykorzystaniu filtrow do usuwania leukocytow z krwi petnej (KP) (in-line). Do badan wyko-
rzystano 30 jednostek UKKCz. Oznaczano: stezenie hemoglobiny, hematokryt (Ht), stopien
hemolizy, pH, stezenie jonow potasu, stezenie glukozy, aktywnosc dehydrogenazy mleczanowej
oraz opornosc osmotyczng krwinek czerwonych. Badania prowadzono w ciggu 7 dni przecho-
wywania w zamrozonych, a nastepnie rozmrozonych UKKCz (grupy badane) 1 w UKKCz
przechowywanym w temperaturze 2—6°C (grupy kontrolne).

Wyniki: W pierwszym etapie badan (zamrazanie 1 rozmrazanie UKKCz otrzymanych po
filtracji KKCz) stwierdzono znamiennie nizsze, niezgodne z zakresem normy, wartosci Ht
w grupie badanej (w porownaniu z grupqg kontrolng). W drugim etapie badan (zamrazanie
1 rozmrazanie UKKCz otrzymanych po filtracji KP) wyniki badan zarowno w badanej grupie,
jak kontrolnej miescily sie w zakresie normy.

Whioski: Sposob przygotowania KKCz do procesu glicerolizacyi w znaczqcy sposob wplywa na
jakosc rozmrozonego skladnika, w zwigzku z czym do rutynowej pracy w Wojskowym Cen-
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trum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa zostanie wdrozona metoda mrozenia UKKCz uzyska-
nego po usunieciu KP w procedurze filtracji in-line.

Stowa kluczowe: koncentrat krwinek czerwonych, kriokonserwacja, glicerolizacja,
deglizerolizacja, UKKCz
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Summary

Background: Cryopreservation extends storage time of red blood cell concentrates (RBC). In
the automatic ACP 215 (Haemonetics) system the unintentional bioburden risk during freez-
ing/thawing is reduced as the procedure is performed within a closed system. Suspension of
RBC in additive solution extends storage time of RBC. Automation assures procedure consis-
tency and standardization. The aim of the study was to assess the routine use of ACP 215
system for freezing and thawing of leuko-depleted RBCs. Two procedures of RBC preparation
for glycerolization in the ACP 215 system were evaluated: filters for removal of leukocytes from
RBC and in-line filters for vemoval of leukocytes from whole blood (WB).

Material and methods: In the study we used 30 leuko-depleted RBC units. The following
parameters were determined: Hb concentration, Ht, haemolysis, pH, K" concentration, glucose
concentration, LDH activity and osmotic resistance of red blood cells. The study was performed
during 7-day storage of leuko-depleted RBCs after thawing.

Results: In the first study-stage (freezing and thawing of leuko-depleted RBCs after RBC
filtration) the Ht and Hb values were significantly higher in the leuko-depleted RBCs control
group than in the study group. In the second study-stage (freezing and thawing of leuko-
depleted RBCs obtained after WB filtration) the parameters were within normal quality con-
trol range.

Conclusions: How RBCs are prepared for glycerolization has significant impact on the
quality of the component after thawing, the Military Blood Transfusion Center is therefore
planning to implement the method of freezing leuko-depleted RBCs obtained in the procedure
of in-line filtration.

Key words: red blood cell concentrate, cryopreservation, glycerolization, deglicerolization,
leuko-depleted RBCs
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stezeniu), mozna wydluzyc czas przechowywania

Wst
P krwinek czerwonych przy jednoczesnym zachowa-

Opracowanie 1 wprowadzenie do preparatyki
skiadnikow krwi ptynow wzbogacajacych pozwoli-
fo wydiuzy¢ okres przechowywania koncentratu
krwinek czerwonych (KKCz) do 42 dni. Taki okres
przydatno$ci na og6! wystarcza do rutynowego sto-
sowania tego sktadnika, nie daje jednak mozliwoS§ci
gromadzenia zapasow KKCz w przypadku wyjatko-
wych potrzeb, takich jak: niespodziewane i nagle za-
potrzebowanie na duza ilo$¢ koncentratow krwinek
czerwonych (katastrofy, kataklizmy, wojny) lub na
krew o rzadkim fenotypie. Dlatego od wielu lat jako
alternatywna metode przechowywania KKCz sto-
suje sie kriokonserwacje. Dzieki tej metodzie, po-
legajacej na zamrazaniu KKCz przy uzyciu roztwo-
roéw krioochronnych (roztworu glicerolu o réznym

niu ich wiasciwoSci terapeutycznych.

Zgodnie z ,,Medycznymi zasadami pobierania
krwi, oddzielania jej sktadnikow 1 wydawania, obo-
wiazujacymi w jednostkach organizacyjnych pu-
blicznej stuzby krwi” [1], termin wazno$ci KKCz
rozmrozonego w systemie otwartym wynosi 8 godzin,
natomiast 24 godziny w przypadku zastosowania sys-
temu zamknietego. Zastosowanie automatycznego
systemu ACP 215 (Haemonetics) pozwala wykonac
obie procedury (zamrazania i rozmrazania) w ukla-
dzie zamknietym i skutecznie zminimalizowac
ryzyko zwigzane z mimowolnym przeniesieniem za-
nieczyszczen mikrobiologicznych w trakcie prepa-
ratyki. Zawieszenie krwinek czerwonych w roztwo-
rze wzbogacajacym pozwala na wydluzenie okresu
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wazno$ci rozmrozonego KKCz. Automatyzacja za-
pewnia ponadto powtarzalno$¢ procesu i wieksza
standaryzacje parametrow jako$ci w rozmrozonych
KKCz. W kilku pracach na temat automatycznego
procesu zamrazania i rozmrazania krwinek czerwo-
nych autorzy powoluja sie na badania, w ktorych do-
puszcza sie wydluzenie czasu przechowywania roz-
mrozonych KKCz w temperaturze 2-4°C do 14 dni
[2-5]. Zgodnie z wytycznymi [1] zastosowanie nie-
ktorych urzadzen automatycznych podczas proce-
dury rozmrazania umozliwia wydluzenie czasu prze-
chowywania rozmrozonego KKCz powyzej 24 go-
dzin, o ile preparatyka wykonywana jest w uktadzie
zamknietym, a krwinki zawieszono w roztworze
wzbogacajacym. Wydluzenie terminu waznoS$ci roz-
mrozonych KKCz umozliwitoby optymalizacje dys-
trybucji 1 transportu, a tym samym zwiekszyloby
dostep do rozmrozonych KKCz. W niniejszej pracy
zastosowano kriokonserwacje KKCz przy uzyciu
roztworu glicerolu o wysokim stezeniu (40%),
a zamrozone jednostki przechowywano w tempera-
turze od -80°C do —84°C.

Celem pracy bylo zbadanie mozliwoS$ci rutyno-
wego wykorzystywania systemu ACP 215 do zamra-
zania 1 rozmrazania ubogoleukocytarnych KKCz
(UKKCz). Oceniono takze dwie procedury przygoto-
wywania KKCz do glicerolizacji w systemie ACP 215:
1. przy wykorzystaniu filtrow do usuwania leuko-

cytow z KKCz oraz
2. przy wykorzystaniu filtrow do usuwania leuko-

cytow z krwi pelnej (KP) (in-line).

W pierwszym etapie pracy badano UKKCz
uzyskane poprzez filtracje za pomoca filtrow prze-
znaczonych do KKCz. Przeprowadzono oznaczenia
podstawowych parametrow kontroli jako$ci takich
jak: stezenie hemoglobiny (Hb), hematokryt (Ht)
1 stopien hemolizy. W drugim etapie badan prowa-
dzono filtracje KP, a nastepnie uzyskane wyniki
poddano analizie w celu dokonania wyboru optymal-
nej procedury przygotowania ubogoleukocytarnego
KKCz. Przeprowadzono badania walidacyjne z wy-
korzystaniem oznaczenia nastepujacych parame-
trow: stezenie Hb, Ht, stopien hemolizy, stezenie
jonow potasu (K*), pH, zuzycie glukozy, aktywnos$¢
dehydrogenazy mleczanowej (LDH, lactate dehydro-
genase) oraz badanie oporno$ci osmotycznej krwi-
nek czerwonych.

Material i metody

Pierwsza seria badan (filtracja KKCz)

Do pierwszej serii badan wykorzystano 15 jed-
nostek KKCz otrzymanych metoda manualng. Krew
pelng pobierano od dawcow, u ktorych stezenie Hb

wynosito powyzej 14 g/dl, do potrojnych zestawow
pojemnikoéw typu ,,gora-dol”, zawierajacych plyn
konserwujacy CPD (citrate phosphate dextrose) (Ma-
copharma, Francja). Wszystkie etapy preparatyki
wykonywano w systemie zamknietym przy wyko-
rzystaniu zgrzewarki do sterylnego taczenia drenow
TSCD (Terumo, Japonia). Po pobraniu krew wiro-
wano w temperaturze 20°C w wirowce Juan KR4i
(Juan, Francja) przez 15 min, 4000 X g. Odwirowa-
ne frakcje oddzielano za pomoca automatycznej pra-
sy Optipress II (Baxter, Stany Zjednoczone). Od-
dzielone KKCz przechowywano w temperaturze
2-6°C bez dodawania roztworu wzbhogacajacego.
Jednostki przeznaczone do glicerolizacji spelnialy
zalecenia specyfikacji systemu do zamrazania 1 roz-
mrazania (Ht> 75%, ubogoleukocytarne, bez roztwo-
ru wzbogacajacego). Trzeciego dnia, po otrzymaniu
ujemnych wynikow badan wirusologicznych, jed-
nostki KKCz (zgodne w uktadzie ABO), do ktorych
dodano po 100 ml roztworu wzbogacajacego SAGM
(sodium chloride, adenine, glucose, mannitol), poddawa-
no filtracji (Leucolab LCG4; Macopharma, Francja).
W celu usuniecia roztworu wzbogacajacego i uzy-
skania odpowiedniej warto$ci Ht, kazda jednostke
KKCz wirowano (4°C; 4 min; 1615 X g), a nastepnie
zlewano po 3 jednostki KKCz do pojemnika 1000 ml
(Ravimed, Polska). Po dokladnym wymieszaniu,
KKCz dzielono na 3 réwne wagowo czesci. Do jed-
nego z trzech pojemnikow, ktory stanowil kontrole
(K1), dodawano SAGM, pobierano probke do badan,
anastepnie przechowywano w temperaturze 2-6°C.
Pozostale dwa pojemniki z KKCz (B1), poddawano
procesowi glicerolizacji 1 zamrazano w temperatu-
rze —80°C. Po 24 godzinach przechowywania, KKCz
z grupy B1 rozmrazano i poddawano procesowi de-
glicerolizacji w automatycznym systemie ACP 215
zgodnie z procedura opracowana przez Valeriego
[6]. Po zakonczeniu procesu i zawieszeniu krwinek
w SAGM, pobierano probki do badan (prébka w go-
dzinie 0). Nastepnie z obydwu grup preparatow (K1
1 B1) pobierano probki: po 24, 48, 72 godzinach oraz
po 7 dniach przechowywania. Wszystkie jednostki
KKCz przechowywano w identycznych warunkach
w temperaturze 2-6°C.

Druga seria badan (filtracja KP in-line)
Druga seria badan obejmowata 15 jednostek
KKCz uzyskanych z KP pobranej do poczwornych
zestawOw pojemnikow z filtrem in-line do krwi pel-
nej. Procedura preparatyki oraz pobierania probek
byla identyczna jak opisana w sekcji dotyczacej
pierwszej serii badan, z tym tylko wyjatkiem, ze
procesowi filtracji poddawano w systemie in-line
krew pelna, z ktorej nastepnie po odwirowaniu, za
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Rycina 1. Schemat badan; otrzymywanie UKKCz przy
zastosowaniu dwéch metod filtracji (KKCz i KP)

Figure 1. Procedure for leuko-depleted RBC prepara-
tion with two filtration methods

pomoca prasy manualnej uzyskiwano UKKCz (B2
— grupa badana; K2 — grupa kontrolna). Tq pro-
cedure przedstawiono na rycinie 1.

Metody badan kontroli jakoSci
Badano:

— warto$¢ Ht i stezenie Hb przy uzyciu analiza-
tora hematologicznego Coulter ACT 3 Diff
(Beckman; Stany Zjednoczone);

— stopien hemolizy przy zastosowaniu aparatu
Plasma Low (Hemocue; Szwecja);

— warto$¢ pH przy uzyciu pH-metru Micropro-
cessor HI 9020 (Hanna Instruments, Stany
Zjednoczone);

— stezenie potasu metoda poSrednig z zastosowa-
niem elektrod jonoselektywnych przy uzyciu
aparatu Integra 400 plus (Roche, Szwajcaria);

— stezenie glukozy metoda z heksokinaza przy uzy-
ciu aparatu Integra 400 plus (Roche, Szwajcaria);

— aktywno$§¢ LDH metoda kinetyczna przy uzy-
ciu analizatora biochemicznego A-25 (BioSys-
tems, Hiszpania);

— oporno$¢ osmotyczng metoda spektrofotome-
tryczna przy uzyciu spektrofotometru Lambda
12 (Perkin Elmer, Stany Zjednoczone);

— czysto$§¢ mikrobiologiczng przy uzyciu apara-
tu do hodowli krwi BacTec 9050 (Biomerieux,
Francja) z zastosowaniem podiozy uniwersal-
nego typu Peds Plus dla drobnoustrojow tleno-
wych i beztlenowych (Biomerieux, Francja).

Statystyka

Obliczenia statystyczne: odchylenie standardo-
we (SD, standard deviation), test t-Studenta dla
wynikow sparowanych, wykonano przy uzyciu pro-
gramu Microsoft Excel. R6znice pomiedzy porow-
nywanymi wynikami uznawano za istotne staty-
stycznie przy p mniejszym niz 0,05.

Wyniki

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawio-
no w tabelach: 1-3 oraz na rycinach 2-15.

W pierwszym etapie badan dla grup K1 i Bl
oznaczano jedynie podstawowe parametry kontroli
jakoSci: stezenie Hb, warto§¢ Ht oraz stopien he-
molizy. Stwierdzono znamiennie nizsze wartosci Ht
1 stezenia Hb w grupie UKKCz badanych (B1)
w porownaniu z UKKCz z grupy kontrolnej (K1). Sto-
pien hemolizy w obu grupach (K1 1 B1) speiniat wy-
magania normy i roznice nie byly istotne statystycz-
nie [1]. Wyniki Ht dla UKKCz z grupy badanej (B1)
nie spelnialy wymagan normy kontroli jakoSci dla
tego rodzaju sktadnika, w zwiazku z tym nie prowa-
dzono dalszych badan dla tej grupy (tab. 1).

W drugim etapie badan porownywano wyniki
badan UKKCz otrzymanego przy zastosowaniu fil-
tracji krwi pelnej in-line. Stwierdzono nizsze war-
toSci Ht 1 stezenia Hb w grupie badanej (B2) w sto-
sunku do grupy kontrolnej (K2). W tym przypadku
otrzymane wartoSci Ht 1 stezenia Hb dla B2 1 K2
spelnialy normy kontroli jakoS$ci dla UKKCz z roz-
tworem wzbogacajacym po rozmrozeniu.

Dane przedstawione w tabeli 3 §wiadcza o tym,
ze warto$ci uzyskane dla Ht 1 stezenia Hb w grupie
B2 (KKCz uzyskane po filtrowaniu krwi pelne;j
metoda in-line) byly znaczaco wyzsze niz w grupie
B1 (KKCz filtrowane po rozdziale KP). Roznice
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Tabela 1. Badania kontroli jakosci UKKCz otrzymanych metodg filtracji KKCz, nastepnie deglicerolizowanych w systemie ACP 215
Table 1. Quality control of leuko-depleted RBCs obtained after filtration of RBC, then deglycerolized in the ACP 215 system

Parametry K1 B1 K1 B1 K1 B1 K1 B1 K1 B1

Godz. 0 24 godz. 48 godz. 72 godz. 7 dni

Hemoglobina [g/j.] 47,96 = 3,01 41,15+ 3,17 44,32 = 2,84 38,19+ 2,99 40,14 + 2,79 36,00 + 2,52 36,66 + 2,72 32,94 + 2,05 31,00 = 2,40 28,99 £ 1,94
Hematokryt (%) 59,70 = 3,51 44,80 + 3,20 59,46 + 2,87 45,29 + 3,37 59,24 + 2,74 45,56 + 4,21 59,98 + 3,03 46,06 + 2,71 59,98 + 3,32 45,39 + 2,89
Hemoliza (%) 0,22+0,13 0,18+0,08 0,26+0,09 0,25+0,07 025*+0,14 0,28+0,05 0,31x0,13 0,34+ 0,04 0,31 x0,16 0,57 £ 0,12

Tabela 2. Badania kontroli jakosci UKKCz otrzymanych z KP metodg filtracji in-line, nastepnie deglicerolizowanych w systemie ACP 215

Table 2. Quality control of leuko-depleted RBCs obtained after in-line filtration of WB then deglycerized in the ACP 215 system

Parametry K2 B2 K2 B2 K2 B2 K2 B2 K2 B2
Godz. 0 24 godz. 48 godz. 72 godz. 7 dni

Hemoglobina [g/j.] 61,94 + 0,62 48,61 1,21 57,86 + 1,60 4535+ 1,10 54,05+ 1,25 43,32 2,88 50,24 = 2,78 38,91 = 1,63 43,74 = 4,90 34,03 = 3,96
Hematokryt (%) 60,68 = 1,11 51,58 +£1,61 61,02 +0,44 51,59 +0,94 61,44 +0,83 52,45+ 3,38 61,70+ 1,65 51,42 +0,80 61,74 +2,19 51,75 0,77
Hemoliza (%) 0,21+0,12 0,25+0,15 0,34*+0,22 0,24+0,13 0,23+*0,11 0,260,177 0,22+0,11 0,24x0,09 0,30=*0,177 042 =*0,13
pH 7,13+0,05 6,62+008 7,19=+0,17 659+0,16 7,06+0,22 6,60+0,13 7,05+0,16 6,53+0,09 6,96+0,12 6,51 0,07
K* [mmol/I] 4,77 +0,88 0,70+0,18 7,87 +1,54 4,42+0,74 990=+281 6,92=+1,03 14,04+1,63 8,87 =1,17 20,09+4,60 15,49 1,22
Glukoza [mg/dl] 498,67 = 422,08+ 487,04 = 422,51+ 443,54 + 410,33+ 498,41 = 422,94+ 408,13 = 411,92+

+ 68,88 + 73,35 + 77,58 + 57,46 + 119,90 + 70,40 + 24,25 +72,45 + 88,42 +47,39
LDH [j/] 103,00 + 33,31 18,10 = 5,74 93,00 * 42,37 19,00 * 9,00 134,00 + 5,00 31,00 + 9,00 118,00 = 11,00 22,17 = 8,83 108,67 = 32,33 20,50 = 13,50

Tabela 3. Poréwnanie dwdch metod filtracji UKKCz, poddawanych deglicerolizacji w systemie ACP 215

Table 3. Comparison of two methods of filtration of leuko-depleted RBC, then deglycerized in the ACP 215 system

Parametry B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2 B1 B2

Godz. 0 24 godz. 48 godz. 72 godz. 7 dni

Hemoglobina [g/j.] 41,15 £ 3,17 48,61 = 1,21 38,19 +2,99 4535+ 1,10 36,00 +2,52 43,32 +2,88 32,94 +2,05 3891+ 1,63 28,99 +1,94 34,03 = 3,96
Hematokryt (%) 44,80 = 3,20 51,58 = 1,61 45,29 +3,37 51,59 +0,94 4556 4,21 52,45+ 3,38 46,06 +2,71 51,42 +0,80 4539 +289 51,75+=0,77
Hemoliza (%) 0,18 +0,08 0,25+0,15 0,25+0,07 0,24+0,13 0,28+0,05 0,26=+0,177 034+0,04 0,24+009 057=+0,12 042=*0,13
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Rycina 2. Zmiany stezenia Hb podczas 7-dniowego
przechowywania UKKCz

Figure 2. Changes in Hb values during 7-day storage of
leukodepleted RBC

Rycina 4. Zmiany stopnia hemolizy podczas 7-dniowe-
go przechowywania UKKCz

Figure 4. Changes in haemolysis during 7-day storage
of leukodepleted RBC
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Rycina 3. Zmiany wartosci Ht podczas 7-dniowego prze-
chowywania UKKCz

Figure 3. Changes in Ht values during 7-day storage of
leukodepleted RBC

w stopniu hemolizy pomiedzy grupami B2 i K2 nie
byly istotne statystycznie (tab. 2, ryc. 2—4) 1w zwigz-
ku z tym wprowadzono badania pozostalych para-
metrow. Warto$ci pH w grupie B2 byly znaczaco
nizsze w stosunku do K2. Jednocze$nie wartos¢ pH
w obydwu grupach podczas calego okresu prze-
chowywania zmniejszyla sie w grupie K2 o 0,17;
a w grupie B2 0 0,11 (ryc. 5).

W grupie B2 po rozmrozeniu (godz. 0) stwier-
dzono jedynie Sladowe iloSci potasu (0,6 mmol/l),
co bylo zwigzane z odptukiwaniem glicerolu podczas
procedury rozmrazania (w grupie K2 stezenie
potasu w tym samym czasie wynosilo 4,77+
+ 0,88 mmol/l). W zwiazku z tym, jako moment

Rycina 5. Zmiany warto$ci pH podczas 7-dniowego
przechowywania UKKCz

Figure 5. Changes in pH values during 7-day storage of
leukodepleted RBC

wyjSciowy dla poro6wnania stezenia potasu w obu
grupach przyjeto 24 godzine przechowywania od
chwili rozmrozenia B2. W 7 dniu przechowywania
stezenie potasu w grupie B2 wzrosto od tego czasu
prawie czterokrotnie, a w grupie K2 okolo trzykrot-
nie (tab. 2, ryc. 6).

Po 7 dniach przechowywania w grupie B2
stwierdzono obnizenie stezenia glukozy jedynie
o okolo 3%, natomiast w grupie K2 w tym samym
czasie spadek stezenia glukozy wynosit 18%
(w porownaniu z godzing 0). Stwierdzono istotne
statystycznie roznice pomiedzy grupg badana i kon-
trolna po 24 1 72 godzinach przechowywania (odpo-
wiednio p = 0,03 oraz p = 0,02) (ryc. 7).
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Rycina 6. Zmiany stezenia potasu (K*) podczas 7-dnio-
wego przechowywania UKKCz

Figure 6. Changes in K* concentration during 7-day sto-
rage of leukodepleted RBC
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Rycina 7. Zmiany stezenia glukozy podczas 7-dniowego
przechowywania UKKCz

Figure 7. Changes in glucose concentration during
7-day storage of leukodepleted RBC

Aktywno$¢ LDH nie zmieniala sie podczas ca-
tego okresu przechowywania ani w grupie badanej,
ani w kontrolnej. Natomiast warto§ci LDH w gru-
pie B2 byly znacznie i znamiennie nizsze niz w gru-
pie K2. Porownujac zmiany stezenia LDH w obu gru-
pach (K2 1 B2) podczas przechowywania, zaobserwo-
wano, ze stezenie LDH stopniowo zwiekszalo sie
(w grupie K2 do 48 godz., a w grupie B2 do 72 godz.),
a nastepnie obnizalo (ryc. 8).

W badaniach uzyskano wyniki opornosci osmo-
tycznej odbiegajace od zakresu normy dla Swiezo

Rycina 8. Zmiany aktywnosci LDH podczas 7-dniowego
przechowywania UKKCz

Figure 8. Changes in LDH activity during 7 day storage
of leukodepleted RBC

pobranych krwinek czerwonych (ryc. 9-15); pocza-
tek hemolizy obserwowano dopiero przy stezeniu
0,7% NaCl (czyli zaobserwowano przesuniecie po-
czatku hemolizy w kierunku wyzszego stezenia
roztworu NaCl w poroéwnaniu z norma). Podczas
calego okresu przechowywania nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w wynikach oporno-
Sci osmotycznej krwinek czerwonych ani w grupie
preparatow kontrolnych, ani badanych (ryc. 14, 15).
Jednak w grupie badanej B2 stwierdzono mniejszg
oporno$¢ osmotyczng krwinek niz w grupie kontrol-
nej K2.

Dyskusja

Wspolczesne krwiodawstwo wykorzystuje zdo-
bycze nowoczesnych technologii dla zapewnienia
wysokiego standardu bezpieczenstwa procesu pre-
paratyki krwi 1 warto§ci terapeutycznej otrzymywa-
nych sktadnikow krwi. Obecnie centra krwiodawstwa
1 krwiolecznictwa na coraz wieksza skale wprowa-
dzaja automatyczne metody pobierania 1 preparaty-
ki krwi, alternatywne w stosunku do metod konwen-
cjonalnych (manualnych). Metody automatyczne za-
pewniaja nie tylko lepsza standaryzacje procedur
otrzymywania sktadnikow krwi, ale znacznie zmniej-
szaja ryzyko mimowolnych zanieczyszczen mikro-
biologicznych, poniewaz w wiekszoSci przypadkow
sa przeprowadzane w ukladzie zamknietym. Opra-
cowany ostatnio przez firme Haemonetics system do
automatycznej glicerolizacji i deglicerolizacji KKCz
umozliwia optymalizacje procedury zamrazania
1 rozmrazania tego sktadnika krwi.
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Rycina 9. Zmiany opornosci osmotycznej w godz. 0

Figure 9. Changes in osmotic resistance at 0 h
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Rycina 10. Zmiany opornosci osmotycznej po 24 godz. przechowywania

Figure 10. Changes in osmotic resistance after 24 hours of storage
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Rycina 11. Zmiany opornosci osmotycznej po 48 godz. przechowywania

Figure 11. Changes in osmotic resistance after 48 hours
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Rycina 12. Zmiany opornosci osmotycznej po 72 godz. przechowywania
Figure 12. Changes in osmotic resistance after 72 hours of storage
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Rycina 13. Zmiany opornosci osmotycznej po 7 dniach przechowywania
Figure 13. Changes in osmotic resistance after 7 days of storage
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Rycina 14. Zmiany opornosci osmotycznej w grupie kontrolnej K2
Figure 14. Changes in osmotic resistance in the control group K2
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Rycina 15. Zmiany oporno$ci osmotycznej w grupie badanej B2

Figure 15. Changes in osmotic resistance in the control group B2

Poréwnanie wynikOw otrzymanych w niniejszej
pracy z wynikami innych autor6w nie jest latwe,
poniewaz stosowane w réznych osrodkach proce-
dury glicerolizacji 1 deglicerolizacji znacznie sie r6z-
nig. W pracy wykorzystywano wprawdzie te same
roztwory pluczace i wzbogacajace, ale poza tym sto-
sowane metody zmodyfikowano 1 dostosowano do
specyficznych warunkow pracy Wojskowego Cen-
trum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa. W wiekszo-
Sci prac innych autoréw nie stosowano porownan
z grupa kontrolna, a jedynie poro6wnywano parame-
try jakoSci KKCz przed zamrozeniem i po rozmro-
zeniu. W niektorych pracach porownywano podsta-
wowe parametry jakosci do 6-15 dnia przechowy-
wania rozmrozonych KKCz [7-9].

Wprowadzenie nowej metody do rutynowego
stosowania wigze sie z konieczno$cig wykonania
badan walidacyjnych oceniajacych przede wszyst-
kim parametry kontroli jako$ci danego sktadnika
krwi. Niezwykle istotne jest udowodnienie, ze uzy-
skiwany taka metoda skiadnik krwi ma odpowied-
nig wartoSc¢ terapeutyczna, a standardowe parame-
try kontroli jako$ci nie zawsze pozwalaja odpowie-
dzie¢ na to pytanie. Z tego powodu w badaniach
walidacyjnych powinno sie uwzglednia¢ ocene me-
taboliczna i funkcjonalng komorek zawartych w da-
nym skiadniku. W przypadku krwinek czerwonych
takimi parametrami moga by¢ miedzy innymi: ste-
zenie sodu 1 potasu, adenozynotrifosforan (ATP),
2,3-difosfoglicerynian (2,3-DPG), glukoza, LDH,
oporno$¢ osmotyczna [10].

Utrzymanie struktury krwinki czerwonej w sta-
nie nienaruszonym zalezy od prawidiowego we-
wnatrzkomorkowego przebiegu procesOw przemiany

www.jtm.viamedica.pl

materii. W trakcie przechowywania krwinek czer-
wonych oraz po ich rozmrozeniu dochodzi do wy-
czerpania ukladow enzymatycznych oraz do na-
turalnych ubytkow réznych zwiazkow chemicznych
bioracych udzial w tej przemianie. Z uplywem czasu
stwierdza sie zachwianie rownowagi miedzy wne-
trzem komorki a Srodowiskiem zewnetrznym wsku-
tek nagromadzenia produktow ubocznych uwolnio-
nych w toku przemian, co wywoluje zaburzenie pra-
widlowego przebiegu proces6w metabolicznych,
a w efekcie koncowym prowadzi do uszkodzenia
struktury komorki. Proces zamrazania 1 rozmraza-
nia niewatpliwie przyczynia sie do nasilenia zacho-
dzacych zmian, co powoduje, ze krwinki czerwone
sa szybciej usuwane z ukladu krazenia biorcy [11].
Do oceny in vitro ubogoleukocytarnych kon-
centratow krwinek czerwonych wybrano najczeSciej
stosowane obecnie metody do oznaczania parame-
trow okreslajacych wiasciwosci funkcjonalne krwi-
nek czerwonych, takich jak: stezenie Hb, Ht, sto-
pien hemolizy, pH, stezenie K*, stezenie glukozy,
aktywno§¢é LDH. Badania przeprowadzane podczas
7-dniowego okresu przechowywania dostarczyly
dodatkowych informacji o bardziej odlegltych skut-
kach zamrazania i rozmrazania niz dla rutynowo
otrzymywanych rozmrozonych KKCz.
Hemoglobina stanowi 95% wszystkich we-
wnatrzkomorkowych biatek krwinek czerwonych,
a jej zawarto$¢ w czasie przechowywania jest pod-
stawowym parametrem jakoSci krwinek. Zgodnie
z wymaganiami kontroli jakoS§ci, zawarto$¢ Hb
w jednostce KKCz powinna wynosi¢ minimum 36 g
[1]. W drugiej serii badan B2 (filtry in-line) catko-
wita zawarto$¢ hemoglobiny podczas 7-dniowego
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okresu przechowywania rozmrozonych UKKCz
spelniata normy kontroli jakoSci, nalezy jednak za-
uwazy¢, ze znaczny spadek calkowitej zawartoSci
Hb byl zwigzany z rownoleglym zmniejszeniem ob-
jetoSci jednostek, wynikajacym z pobierania probek.
Nalezy sie spodziewaé, ze podczas rutynowe;j pra-
cy wyniki kontroli jako$ci rozmrazanych UKKCz
beda lepiej spelniad jej parametry. Srednia strata za-
wartoSci hemoglobiny po rozmrozeniu wynosila
w grupie badanej B1 16%, a w B2 14% 1 byla znacz-
nie nizsza od gérnej akceptowalnej wartosci okre-
Slonej przez producenta w specyfikacji systemu
ACP 215 (ok. 20%).

Wartosci Ht w przypadku filtrow in-line (B2)
byly znamiennie wyzsze i spelnialy warunki kon-
troli jako$ci w porownaniu z wynikami uzyskanymi
dla grupy badanej B1 (stosowania filtrow do KKCz),
ktore nie spelniaty wymogow kontroli jakoSci. Dla-
tego metode te poddano walidacji w celu wprowa-
dzenia jej do rutynowego stosowania w Wojskowym
Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa. W na-
szych badaniach, podobnie jak w pracach innych
autorow, warto$¢ Ht utrzymywata sie w dolnej gra-
nicy zakresu normy (50-70%) dla rozmrozonych
KKCz z roztworem wzbogacajacym [2, 3, 9].

Wartos¢ pH w badanej przez autoréw tej pracy
grupie B2 obnizyla sie nieznacznie (z 6,63 do 6,53)
w przeciwienstwie do wynikow przedstawionych
w pracy Bohonka, gdzie po 7 dniach przechowywa-
nia obserwowano lekka alkalizacje Srodowiska
(6,69-6,87). Bohonek stwierdzil takze znacznie
nizsza, niespelniajgca norm kontroli jako$ci obowia-
zujacych w Polsce, warto$¢ Ht (40%) w stosunku
do warto$ci przedstawionych w tej pracy. Przyczyna
moglo by¢ stosowanie innej metody zamrazania
KKCz (metoda Van der Velde). Firma, ktora opra-
cowala system do automatycznej glicerolizacji
1 deglicerolizacji KKCz, rekomenduje obecnie pro-
cedure rozwinietg i udoskonalong przez Valeri’ego
[4, 6, 12, 13].

Blona krwinki czerwonej utrzymuje rownowa-
ge osmotyczng 1 jonowa komorki. Transport jonow
1 skiadnikow organicznych odbywa sie przez blone
na zasadzie czynnego lub biernego transportu. Po-
tas jest gromadzony w krwinkach czerwonych
w wyniku aktywnego transportu, a jego stezenie
w komorce jest okoto 27 razy wieksze niz w Srodo-
wisku zewnetrznym. Na skutek strat energii w cza-
sie przechowywania i uszkodzen wywolanych za-
mrazaniem i rozmrazaniem dochodzi do ostabienia
czynnego transportu i przechodzenia potasu na ze-
wnatrz komorki w procesie dyfuzji, przy czym szyb-
ko$¢ tego procesu zalezy od sktadu plynu konser-
wujacego lub roztworu wzbogacajacego. Stezenie

potasu w preparatach, zamrazanych po 3 dniach
przechowywania, bylo nizsze niz w doniesieniach
autorow stosujacych zamrazanie KKCz po 6 lub
14 dniach. Stezenie potasu w grupie badanej B2 byto
znamiennie nizsze niz w grupie kontrolnej, co po-
zwala sadzi¢, ze sam proces zamrazania i rozmra-
zania nie nasila niekorzystnych zmian zachodzacych
w komorkach. Dlatego wskazane jest zamrazanie
KKCz w mozliwie jak najkrotszym czasie po pobra-
niu. Po 7 dniach przechowywania w grupie B2
stwierdzono 4-krotny wzrost stezenia potasu. Po-
dobne wyniki uzyskali Bohonek 1 wsp., natomiast
w pracy Valeri’ego stwierdzono nawet dziesiecio-
krotny wzrost stezenia potasu po 7 dniach przecho-
wywania UKKCz [12, 13].

Metabolizm krwinki czerwonej bardzo silnie
wiaze sie ze stezeniem glukozy niezbednej do wy-
tworzenia podstawowego Zrodla energii dla krwinek,
jakim jest ATP, konieczny dla utrzymania prawidio-
wego ksztattu krwinek 1 ich podstawowych wtasci-
wosci biochemicznych. Do prawidtowego przebie-
gu procesu glikolizy, w ktorym uzyskuje sie ATP,
niezbedne jest LDH. Stezenie glukozy i aktywno$¢
LDH w grupie B2 utrzymywaly sie na tym samym
poziomie podczas calego okresu przechowywania
rozmrozonych KKCz, co pozwala stwierdzic, ze
krwinki czerwone mialy odpowiednie warunki me-
taboliczne do syntezy ATP. W badaniach Bandaren-
ko 1 wsp. prowadzonych w warunkach podobnych
do przedstawionych w tej pracy, stwierdzono nie-
wielki spadek stezenia glukozy dopiero po 15 dniach
przechowywania [5, 6]. Badania in vivo przeprowa-
dzone przez Grose 1 Bandarenko potwierdzajg sku-
teczno$§¢ terapeutyczng rozmrozonych KKCz. Od-
zyskanie krwinek czerwonych w krazeniu biorcy
wynosito od 80 do 90% [7, 8].

Badanie oporno$ci osmotycznej wnosi dodat-
kowe informacje o warto$ci terapeutycznej krwinek
czerwonych, ktére umieszczone w roztworach hi-
potonicznych o wzrastajacym stezeniu, po wchio-
nieciu nadmiernej iloSci wody pekajg, uwalniajac he-
moglobine (hemoliza). Przy ocenie otrzymanych
wynikow oporno§ci osmotycznej zwrocono uwage
na to, ze juz krwinki z grupy kontrolnej (K2) wyka-
zywaly zmniejszong oporno$¢ osmotyczng w sto-
sunku do normy dla §wiezo pobranych krwinek
czerwonych (0,45-0,3%). Zjawisko to moze by¢
zZwiazane z procesami preparatyki przygotowujacy-
mi jednostki do badania, takimi jak: wirowanie, fil-
trowanie, faczenie i podzial jednostek o bardzo wy-
sokim hematokrycie (>80%). Oceniajac wplyw pro-
cesu zamrazania na oporno$¢ osmotyczng, wyniki
uzyskane dla grupy badanej B2, poréwnano z wyni-
kami uzyskanymi w grupie kontrolnej K2 1 wyka-
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zano znacznie nizsza oporno$¢ krwinek w grupie B2.

Swiadczy to o znaczacym wplywie procesu zamra-

zania i rozmrazania na oporno$¢ osmotycznag.

Na podstawie przeprowadzonych badan i po
przeanalizowaniu wynikow badan przedstawionych
w piSmiennictwie, mozna wyciggnaé nastepujace
whnioski:

— sposob przygotowania KKCz do procesu glice-
rolizacji w znaczacy sposob decyduje o jakosci
rozmrozonego skiadnika;

— deglicerolizowany ubogoleukocytarny KKCz
przygotowany z krwi peinej poddanej filtracji
in-line spelnia wymogi kontroli jako§ci 1 moze
by¢ stosowany w sytuacjach wyjatkowych, gdy
nie jest dostepny UKKCz przechowywany
w temperaturze 4°C. Taka metoda przygotowa-
nia KKCz do glicerolizacji zostanie wprowadzo-
na do rutynowej pracy w Wojskowym Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa.

Wartos¢ biologiczna koncentratow krwinek
czerwonych mozna ocenia¢ metodami po$rednimi
in vitro, ktore omowiono powyzej. Jednak nalezy za-
uwazy¢, ze najbardziej miarodajng metoda oceny
skuteczno$ci przetoczen KKCz jest ocena stanu
Kklinicznego pacjenta, wykonanie oznaczen stezenia
Hb 1 liczby krwinek czerwonych po przetoczeniu
oraz czas przezycia i odzyskanie krwinek czerwo-
nych w ukladzie krazenia biorcy. Przeprowadzenie
badan iz vivo pozwala na lepsza ocene przydatno-
Sci danej metody do rutynowego stosowania.

Autorzy pracy serdecznie dziekuja za pomoc

w prowadzeniu badan: Jolancie Sobczynskiej, Bar-

barze Saliszewskiej, Agnieszce Karcz i Dorocie

Gruba z Wojskowego Centrum Krwiodawstwa

1 Krwiolecznictwa oraz Elzbiecie WiSniakowskiej

z Instytutu Hematologii 1 Transfuzjologii.
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