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ZlepSeni skladovani a odolnosti krevnich produkti

Oblast vynalezu

Vyndlez se tykd metod zlepSujicich uskladné&ni a stabilitu véetné
odolavani hemolyze a zlepSeni Zivotnosti krevnich produktl vdetné
konzerv gervenych krvinek (RBC), destitek a podobné. Zplsob
prodlouZeni Zivotnosti t&chto produkt(l, rovnéz tak jako odolavani vliviim
poskozujicim jejich membranu jako je zafeni, je zaji§téno skladovanim
produktd v suspenzi obsahujici G&inné mnoZstvi L-karnitinu nebo
alkanoyl-L-karnitin(.

Dosavadni stav

Trvale roste zajem jak na narodnich tak mezinarodnich dodavkach krve.
Bere se v uvahu jak integrita, tak spolehlivost sou¢asnych dodavek a
moznost udrZzovani vétsich zasob po delsi dobu. Jednou z pficin tohoto
stavu je relativné kratka skladovaci doba krevnich produktd. Skladovaci
doba konzerv RBC (koncentraty &ervenych krvinek nebo RCC), tedy
béZné pfevazujici formy krevnich produktl pro transfuze a podobné
Gkony je omezena na 42 denni skladovani. Po této dobé znacné klesa
hladina ATP ve spojeni s vyznamnou zmeénou hodnoty pH, ktera
intenzivné indikuje  sniZeni Zivotnosti, nebo pokud Zivotnost trva,
extrémné kratkou cirkulaéni dobu pfi infuzi. Samotnou krev neni mozno
skladovat in vivo dostateénou dobu. U desti¢ek je bézna skladovaci doba
jesté kratdi a byva normaing 5 dnl pii 22°C. Rozdily ve skladovaci
stabilité¢  koncentrat(i desti¢ek (PC) oproti RBC zavisi na
probihajicich metabolickych reakcich, éésteéné pro




piitomnost mitochondrii v PC a jejich nepfitomnost v RBC. Zatimco oba
krevni produkty vykazuji pokles ATP spojeny s poklesem pH v zavislosti
na Case, doprovazeny tvorbou kyseliny mlééné, je pfitomnost mitochondrii
v PC spise problémem aktivace vinou glykolyzy.

PoZadavky na spolehlivost a integritu dodavek krve sou¢asné vzrista. U
krevnich dodavek byly opakované zjistény zvlasté kontaminace
bakteriemi nebo mikrobielnimi latkami &i viry. Takova situace je velmi
vazna v zemich s méné naro€nymi zplsoby odbéru a skladovani. | kdyz je
mozZno do odebranych produktli pfidavat néktera &inidla pro snizeni
kontaminace, nelze to doporucovat, protoZe je pii transfuzi pfijemce
dostava. Jednou z doporuCovanych alternativ je ozafovani produktl po
konzervovani, které se obvykle provadi do pruznych plastovych vinylovych
zasobnikl. Takovy ozaifovaci postup je nevhodny pro skladovani RBC a
PC, protoze ma za dusledek sniZenou funk&nost bunék.

Maly, ale stale vzristajici podil populace, ktera je piijemcem krve, je pod
rizikem obecné fatalni pfihody znamé jako s transfuzi spojena porucha z
pfijmu transplantatu hostitelem (Transfusion Associated Graft Versus Host
Disease - TAGVHD), pro pfitomnost Zivych allogennich leukocytli. Tento
syndrom se obvykle vyskytuje u imunosupresivnich  pacienti
napfiklad s nadorem nebo u pacientd s transplantovanou kostni
dfeni, avSak mGze také




nastat u imunokompetentnich osob omezujici se na populaci s
leukocytovym Locus A polymorfizmem (Human Leukocyte Locus A -
HLA).

Zviastni pozornost byla vénovana hledani zplsob( k prodlouZeni stability
pfi skladovani. Jeden takovy zpisob k prodlouZeni doby skladovani PC je
citovan v US parentu 5,466,573. Tento patent je zaméfen na Upravu PC
zdroji acetatovych iontll, které plsobi jak jako substrat pro oxidativni
fosforylaci, tak jako pufr plsobici proti sniZovani hodnoty pH zplsobené
produkci kyseliny mlé¢né. Takovato metoda neplisobi piimo na hemolyzu
a proti rozpadu membrany. Alternativni zpUsob je popsan v US patentu
5,496,821. V tomto patentu se vSechna krev skladuje v preparatu
obsahujicim L-karnitin (LC) nebo derivaty alkanoyl-L-karnitin(i. Patent vSak
nepopisuje, jakym zpusobem na krevni produkty jako je PC nebo RBC
suspenze plsobi a tyka se pfinejlep$im dopadu na charakteristiky LC
plazmy.

Jak je uz vyS8e zminéno, kontaminace dodavek krve mikrobielnimi &inidly
nebo viry je dal8im problémem adresovanym lékaiské vefejnosti. Jednim
ze zpUsobu sterilizace produktu a pro zlep$eni spolehlivosti s ohledem na
kontaminaci, je ozafovani krevniho produktu. Obecné se doporuduji
hodnoty okolo 25 centigray (cG) gama zareni, kterymi se produkt ozafi po
jeho uzavieni v plastovém, sklenéném nebo jiném zasobniku. Ozafovani
bohuzel zplsobuje léze buné&&nych membran s hemolyzou RBC. Pfi




ozafovani krevnich produktl véetn& samotné krve, konzerv RBC a PC
tyto problémy pietrvavaiji.

Predmétem prace odbornikdl v tomto oboru zlstava tedy vyvinuti metody
umozniujici rozSifeni doby Zivotnosti a polo¢asu ob&hu RBC a PC pfi
transfuzi nad bé&zny ramec. Cilem odbornikli navic zlstava nalezeni
zplsobu jakym se mé& provadét sterilizace krevnich produktl véetnd
samotné krve, konzerv RBC a PC ozafovanim bez podstatného

poskozeni, lézi a hemolyzy.

Podstata vynalezu

Predkladatel po rozsahlém vyzkumu zjistil, Zze poskozeni membrany
zplsobené RBC a PC pii skladovani nebo pfi ozafovani se miize
podstatné odstranit nebo potlacit suspendovanim krevnich produktli do
béZzného ochranného roztoku jako je AS-3, kde ochranny roztok dale
obsahuje L-karnitin nebo derivaty alkanoyl-L-karnitinu v koncentraci 0,25
az 50 mM nebo vysSi. Predkladatelliv objev spoéivd v poznani, Ze
podstatny rozklad krevnich produktl, ktery je bézné spojen s poklesem
hodnoty ATP a pH, ma spojitost s poSkozenim membrany a hemolyzou.
Odolnost a rekonstrukci membrany Ize podle vynalezcova vyzkumu
ovlivnit reacylaci lipid(i, ¢aste¢né L-karnitinem, irreverzibilni absorbci na
RBC a podobné krevni produkty.




Piehled obrazkd

Obrazek 1. Hodnoty primérné Zivotnosti 42 dnli skladovaného RBC po
infuzi v zavislosti na darci kontrolniho vzorku a vzorku skladovaného s
LC. Sipky ukazuji na stfedni hodnotu SD kontrolniho vzorku a RBC
skladovanych v LC. Na horni &asti diagramu je také pfesné vypoéitana
hodnota p.

Obrazek 2. Obsah karnitinu v &ervenych krvinkach v tydenich &asovych
intervalech skladovani. Obsah karnitinu byl sledovan podle popisu v
odstavci PouZité materidly a metody. Hodnoty jsou primérem ze ftfi
pokust provedenych duplikatné. Odchylky mezi pokusy nebyly vétsi nez
7%. Prazdna kole¢ka plati pro RBC skladované se samotnym AS-3, plna
koleCka plati pro RBC skladované v AS-3 s pfidanym LC (5 mM).

Podrobny popis vynalezu

Tento vynalez pouZiva L-karnitin a jeho alkanoylderivaty jako é&inidla
podporujiciho odolnost a rekonstrukci bunééné membrany a k potlageni
hemolyzy v krevnich produktech. Alkanoyl-L-karnitiny jsou acetyl-, butyryl-
isobutyryl-, valeryl- isovaleryl- a zvlasté propionyl-L-karnitin. Pokud se zde
odkazuje na LC, jedna se vzdy obecné o tuto skupinu L-karnitinti. Namisto
L-karnitinu mohou byt pouzity popsané alkanoyl-L-karnitiny a jejich
farmaceuticky pfijatelné sole.

Pfidavek LC ke krevnim produktim véetné RBC a PC vyZaduje, aby byl
LC pfitomen v G&inném mnoZstvi k udrzeni odolnosti a funkce a k
potlaceni hemolyzy. Provedeny vyzkum véetné priklad(l uvadénych dale
ukazuje na oblast minimalni G¢innosti na produkt pro vét§inu darch v
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koncentraci mezi 0,25 mM az 0,5 mM. Horni limit je praktiét&jsi nez
fyziologicky. Koncentrace 50 mM nebo vyssi je dobfe tolerovana. Hodnoty
jsou v souladu s toxikologickymi hodnotami a osmoticky pfijatelné.
Pfednost se dava koncentracim 1 az 30 mM. Pro obor 1 aZ2 10 mM nebo
vy38i je vhodna oblast 4 az 6 mM, s moznosti znaénych rozdild. Uginek
tohoto vynalezu véetné prodlouZeni Zivotnosti a prodlouZeni ob&hového
poloCasu b&hem transfuze mlze byt silné zavisly na darci. Obecné
feCeno, u€inna koncentrace LC je 0,5 aZ 50 mM. LékaF v terénu muze
poZadovat rozSifeni této oblasti v obou smérech v zavislosti na pfisludném

darci. Takové rozsifeni nevyzaduje zvlastni zkoumani.

LC je shodny s konvenénimi podpUrnymi roztoky (stabilizaénimi roztoky),
ktere se pfipravuji zvlasté k zajisténi pufrovani. Obvykle pouZivané roztoky
obsahuji ACED (kyselina citronova - citrat sodny - dextroza), CPD (citrat -
fosfat - dextroza) a jejich modifikace véetné CPD2/A-3 a odpovidajici
pfipravky. Pfipravek typicky obsahuje cukry jako je glukoza nebo manitol,
nejméné jednu fosfore€nanovou s, citrat a dal$i sole pro dosaZeni
rovnovahy. LC je normainé rozpustny a miZe se k témto piipravkim

volné pfidavat v pozadovaném mnozZstvi.




Vhodné roztoky jsou popsany v US patentu 5,496,821 zde uvedeného
jako odkaz. Lze pouzivat i jiné, nez b&zné& pouZivané roztoky, véetné
umelé plazmy a dal8ich fyziologicky pfijatelnych roztokl, pokud obsahuiji

LC podie pfedkladaného vynalezu. DuileZitou podplrnou slozkou roztoku
je LC.

Priklady provedeni

Schopnost LC, pokud je obsaZen v suspenzi krevnich produktl jako je
napi. RBC a PC, prodlouzit Zivotnost a tim i skladovatelnost a cirkula&ni
dobu pfi transfuzi pfijemci, je dale uvedena jako pfiklad na pokusech in
vitro a in vivo. Pokusy vyuZivaji LC, avSak lze pouZit i dal§i alkanoyl-L-
karnitiny. Zvlastni dlleZitost dale uvedené demonstrace je ve zlep3eni

odolnosti (véetné rekonstrukce) bunééné membrany a potlaéeni hemolyzy.

Pouzité materidly a metody

Popis studie I:

Hodnoceni kvality skladovanych RBC s LC a bez néj in vivo a in vitro.

Pokusné subjekty. Pfedmétnou populaci vyzkumu byly muzi a Zeny. ve
véku od 18 do 65 let bez mentalni nebo télesné nedostatecnosti,
neuZivajici l&€€iva, ktera by mohla ovlivitiovat Zivotnost RBC. Jedinci byl
vybirani tak, aby splfiovali bézna allogenni darcovska kriteria podle
seznamu Kodl federainiho registru (Code of Federal Register), kapitola 2,
normy Americké associace krevnich bank (American Association of Blood




Banks) a Pfedpisi pro zachazeni s krvi (Blood Services Directives)
Amerického narodniho &erveného kiize. Studie byla schvalena
Institutional Review Board of Medical College of Hampton Roads a tyto
subjekty k tomu daly pfed zapocetim studie souhlas.

Kazdy darce Sel na dva odbéry s pfestavkou 72 dnii mezi nimi a pfi
prvnim odbéru byl zafazen bud do testované skupiny nebo kontrolni

skupiny.

Systém skladovani krve. Normalizovany systém CP2D/AS-3 (Miles, Inc.)

Byly pouZity polyvinylchloridové (PVC) plastové sacky s plastifikatorem
diethyl-n-hexylftalatem (DEHP). Na kazdou zkousbni jednotku bylo do
zasobniku obsahuijiciho additivni roztok AS-3 pfidano 245 mg LC (v 1,1 ml
Cisteho bezpyrogenniho roztoku ve sterilizované sklenéné lahvi) tak, aby
byla koneéna koncentrace 5 mM. Do kontrolni jednotky bylo k roztoku AS-
3 pfidano 1,1 mi 0,9% NaCl za stejnych podminek. Pfidavek LC nebo
solného roztoku do sacki byl proveden injektaZzi vzorkovaci spojkou
pomoci injekéni stiikacky. Bylo to provedeno laminarnim proudénim pod
UV lampou.

Odbér a zpracovani. Byly pouZity standardni metody odbéru ze Zily a bylo
odebrano piiblizné 450 + 50 ml krve. Krevni jednotka byla pfed
zpracovanim uchovavana 4 az 8 hodin pii laboratorni teploté. Jednotka

byla za standardnich podminek zcentrifugovana, po centrifugaci




plazmaticky supernatant oddélen a sedimentovy kolaé¢ RBC
resuspendovan ve standardnim roztoku AS-3 (kontrolni zkouska) nebo v
L-karnitinu obsahujicim roztok AS-3 (zkouska). Jednotky - konzervy se
suspendovanymi RBC byly uskladnény pfi 4°C po dobu 42 dni.

Méreni in vitro: Méfeni byla provedena se vzorky RBC pied (0 den) a po
skladovani (42 den) véetné stanoveni hodnoty ATP, celkového
hemoglobinu a hemoglobinu v supernatantu, hematokrytu (Htc), po¢tu
RBC, WBC a destiek, osmotické fragility RBC, morfologie RBC, hodnoty
laktatu a glukozy a hladiny drasliku v supernatantu. To bylo provedeno za
pouziti standardnich postup jiz dfive popsanych Heatonem, et al., Vox
Sang, 57, 37-42, 1989.

Posttransfuzni méfeni in vivo. Po 42 dennim skladovani byl odebran
vzorek a skladované bufiky oznaceny Cr za pouziti standardnich metod.
Sougasné pro stanoveni mnozstvi RBC byl odebran cerstvy vzorek od
darce pro oznageni RBC *Tc. Po oznadeni byly uskladnéné buriky o 15
uCi oznacené YIcra 15 puCi oznaéené ®Tc smiseny a infuze provedena
spole&né. Vzorky krve (5 ml) byly odebirany po infuzi v rGznych ¢asovych
intervalech aZ do 35 dne a vypocitana 24 hodinova obnova a Zivotnost v
%. Procentni hodnota 24 hodinové obnovy byla stanovena za pouZiti
jednbduché znackovaci metody, pfi pouziti logaritmicko-linearni regrese
arovné radioaktivity vzork(i odebiranych v 5., 7,5., 10. a
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15. minuté ke stanoveni nulové ¢asové Grovné nebo podvojné znatkovaci
metody pouZivajici hmotu darcovy RBC ke stanoveni ®Tc.

Cirkulagni Zivotnost pfeziv8ich RBC pouzitych pro transfuzi a oznaéenych
Cr byla stanovena ve vzorcich odebiranych po 24 hodinach a potom
dvakrat tydné po dobu 5 tydndl. Urovef radioaktivity byla korigovana na
konstrantni 1% eluci denné&. Hodnoty byly vyneseny jako linearni funkce v
zavislosti na dnech po transfuzi jako proménna (osa X) a korigované pulzy
Cr jako zavislda proménna (osa Y). Zivotnost byla potom brana jako
prusecik vynesené kiivky s osou X.

Statisticka analyza. S hodnotami ze zkous$ek jednotek in vivo a in vitro byl
proveden parovy t-test nebo rutinni neparametricka statisticka analyza ke
stanoveni, zda se objevily statisticky vyznamné rozdily (1-tail) ve stfednich
hodnotach mezi zkouskou a kontrolnim vzorkem. Byla zjisténa statisticka
vyznamnost pro hodnotu p mensi nez 0,05.

Popis studie Il

Studie absorbce LC erythrocyty a recyklace lipid( pfi uskladnéni az do 42
dnad

Chemikalie. Bovinni sérumalbumin bez esencidlnich mastnych kyselin
(BSA) byl ziskan od SIGMA Chemical Company, St. Louis, Mo., USA.
[1-"Clkyselina palmitova (58 Ci.mol™) byla ziskana od New England
Nuclear Corporation, Boston, Mass., USA. Tenkovrstvé chromatografické
desky Whatman LK6 (silikagel) (20x20 cm) s pfedem preparovanou
vrstvou byly ziskany od Carlo Erba, Milano, ltalie. VSechna dalsi Cinidla
byla Cistoty reagent grade.
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Zkouska &ervenych krvinek na karnitin. Vzorky krve byly odebrany ze
skladovane konzervy RCC, jednou promyty 4 objemy studeného 0,9%
roztoku NaCl. Potom byl RBC resuspendovan v 0,9% NaCl na koneény
50% hematokryt a deproteinovan kyselinou chloristou podle popisu v
publikaci Cooper, et al., Biochem. Biophys. Acta, 959, 100-105, 1988.
Alikvotni  podily vysledného extraktu byly analyzovany na volny LC

radiochemickou zkous$kou podle Pace, et al., Clin. Chem., 24, 32-35,
1978.

Vysledky

Studie |

Charakteristiky konzerv RCC upravené AS-3 pied uskladnénim

Vlastnosti produktt RCC upravené AS-3 byly sledovany v prab&hu
zpracovani véech krevnich konzerv. Mezi charakteristikami zkougenych a
kontrolnich konzerv RBC s AS-3 nebyly zjistény Zadné rozdily v hodnotach
jako je objem, Htc a pocdet WBC, a vlastnostech RBC in vitro jako je
arovefi ATP, hemoglobin a koncentrace drasliku v supernatantu a
osmoticka fragilita (tabulka 1).

Charakteristiky konzerv RBC po 42 dennim uskladnéni

Metabolické. MnoZstvi spotiebované glukozy a vytvofeného laktatu béhem
42 dn0 uskladnéni bylo u zkous$enych i kontrolnich konzerv podobné
(tabulka 2). Jak se oéekavalo, byla zji§t&na vysoka nepfima zavislost mezi
témito dvéma parametry glykolyzy (r = 0,76). NiZ§i hodnoty hemolyzy a
vys$si koncentrace ATP byly v porovnani s kontrolnimi vzorky zji§tény u
konzerv RBC uskladnénych s karnitinem. Jak ukazuje obrazek
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1, byly tyto vy3&i hodnoty ATP pozorovany ve vSech pfipadech kromé
jednoho paru (p < 0,01).

Membrana. Procentni hemolyza na konci doby uskladnéni byla nizsi u
konzerv s L-karnitinem, jak to ukazuje obrazek 2. Na druhé stran& nebyly
zZjisteny zadné vyznamné rozdily co se tyka4 koncentrace drasliku v
supernatantu, osmotické Sokové odezvé a morfologickém zlomku, které
byly na konci 42 denniho uskladnéni v o&ekavaném rozmezi.

Post transfuzni Zivotnost. Stfedni 24 hodinova procentni obnova kontrolni
konzervy byla podobna jako u pfedchoziho zji§téni. Stfedni procentni
obnova &ervenych krvinek uskladnénych s karnitinem v$ak byla vy38i nez
u kontrolnich uskladnénych bunék (p < 0,05). Po infuzi byla stfedni
cirkulagni Zivotnost bunék navic vy$$i u bunék uskladnénych s karnitinem
(obrazek 1). Hmotnosti darcii RBC, jak bylo pozdéji zji§téno na dvou
pfipadech, byly velmi blizké (r = 0,98) a statisticky se nelisily.

Korelaéni studie. Jak bylo ofekavano, 24 hodinova procentni obnova
ukazuje na znaény vztah s Urovnémi ATP (r = 0,63) a dal§imi méfenimi
integrity membrany RBC jako je hemolyza (r = 0,57), osmoticka fragilita (r
= 0,71) a morfologicky zlomek (r = 0,59). Procento hemolyzy ma u konzerv
RBC znaény vztah k arovni ATP (r = 0,83) a také k po¢tu WBC (r = 0,83).
Cirkulagni Zivotnost RBC nevykazuje Zadnou zvlastni zavislost na

zadném parametru in vitro.
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Studie Il
Absorbce karnitinu v uskladnénych RBC

RBC uskladnéné v samotném mediu AS-3 nevykazuji b&hem skladovani
Zadnou vyznamnou ztratu obsahu LC (obrazek 2). To je v souladu se
zjisténimi Coopera, et al., supra, ukazujic, Ze lidské &ervené krvinky volng&
nevyménuji LC s plazmou nebo isoosmotickym pufrem. Pokud byly
Cervene krvinky uskladnény s AS-3 doplnénym LC, bylo detekovano vys$si
mnozZstvi intracelularniho LC nez v pfipadé samotného AS-3 (obrazek 2).
Obsah LC se zvy$uje linearné s ¢asem skladovani a ve 42. dnu dosahuje
étyfnasobku.

Diskuze

Konzervy zkouSenych RBC in vitro a in vivo na konci skladovani po 42
dnech vykazuji znaéné rozdily mezi RBC uskladn&nymi s karnitinem v
porovnani s kontrolnimi uskladnénymi RBC. Rozdilné vlastnosti RBC in
vitro odrazZeji metabolickou a membranovou integritu jako je obsah ATP a
procento hemolyzy, a rovnéz tak Zivotnost bunék (24 hodinova procentni
obnova a cirkulaéni Zivotnost) RBC uskladnénych s karnitinem a zji§téna
pfimym meéfenim, byla zna&né vysSi. ProdlouZeni stfedni doby ZFivota
pfeZivajicich RBC cirkulujicich 24 hodin po infuzi je zajimavé. Toto
Zjist&ni se mlze vztahovat k irreverzibilni absorbci LC b&hem uskladnéni
a jde o bezprecedentni a neo&ekavany objev. Hodnoty riiznych vlastnosti
RBC ziskané kontrolnimi studiemi byly podie ogekavani a neliSily se od
pfedchozich studii. V dobé odbéru krve nebyiy u konzerv nebo
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charakteristik konzerv RBC zji§tény Zadné rozdily mezi testovanymi a
kontrolnimi vzorky. Jak je znazornéno na obrazku 1 - 3, troveli ATP v
RBC, procento hemolyzy a cirkulaéni Zivotnost byly silné zavislé na darci a
jelikoz byla studie provadéna tak, Ze se vytvofily nahodné pary péti
zkusebnich a péti kontrolnich vzorkd, a to jak pro prvni, tak druhy pfipad,
je nepravdépodobné, Ze by zjisténé rozdily mohly zplsobit chyby v
provedeni. Je tedy zfejmé, Ze pozorované rozdily této studie byly
zpUsobeny piidavkem L-karnitinu k testovanym konzervam. Moznost, Ze
zvySend Zivotnost odrazi snizenou eluci Cr nelze vylouéit, ale neni
konzistentni se zlepSenymi hodnotami uskladnénych &ervenych krvinek in

vitro, ktera je v souladu se zji§ténou Zivotnosti in vivo.

Mnohd zkouméni zjistila, Ze L-karnitin a jeho acylestery maji
cytoprotektivni a stabilizaéni vliv na membranu rGznych bunék véetné
¢ervenych krvinek. Viz napi. Snyder, et al., Arch. Biochem. Biophys., 2786,
132 - 138, 1990. V této studii bylo zjist€éno, Ze L-karnitin byl béhem
uskladnéni RBC irreverzibiln& absorbovan. Presto, Ze povaha tohoto jevu
neni zcela jasna, lze vyloucit ucast specifického nosi¢e absorbujiciho L-
karnitin. Pokud je nam znamo, jediny znamy nosi¢ L-karnitinu pusobi v
buné&énych systémech, kde je intracelularni koncentrace L-karnitinu
mnohonasobn& vy38i nez se normainé vyskytuje v extracelularnim
prostiedi. Koncentrace L-karnitinu v Eervenych krvinkach je podobna jako

v plazmé. Tak bez ohledu na nizkou teplotu, vyéerpani ATP a
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dalSi metabolické zmény nastavajici b&hem uskladnéni, kdy jsou Eervené
krvinky uskladnény v mediu obsahujicim relativné vysokd mnoZstvi
exogenniho L-karnitinu, zda se, Ze se ustavi jednosmérna absorbce L-

karnitinu buitkami. V tomto oboru se zatim nic podobného nevyskytlo.

Na podstatu Gginku L-karnitinu na uskladnéné RBC ize nahliZet jako na
biofyzikalni nebo metabolickou intervenci membrany. Posttransfuzni
preZiti uskladnénych &ervenych krvinek ma vztah k integrité
membranovych funkci, jak to vyplyva z vyznamné korelace mezi Zivotnosti
in vivo opétné infuzovanych &ervenych krvinek, tak z méfeni poméru mezi
povrchem a objemem. Hlavnim Géastnikem vystavby membrany a jeji
funkce je cytoskeletonova sit (Marchesi, Ann. Rev. Cell Biol., 1, 531 - 536,
1985) - supramolekularni proteinova organizace leZici pod vnitfnim
listem (hemileaflet) membrany RBC. Wolfe, et al. v prizkumné studii o
sloZeni a funkci cytoskeletalniho membranového proteinu uskladn&nych
bunek zjistili, Zze jedinou relevantni zménou bylo sniZzeni schopnosti
spektrinu associovat se s aktinem a to at uz v pfitomnosti nebo
nepfitomnosti proteinu 4.1 (Wolfe, et al., J. Clin. Invest., 78, 1681 - 16886,
1986). Ukazali jsme, Ze L-karnitin ovliviiuje deformabilitu proteinu 4.1
membrany RBC obsahujici uvolnéné stinové (ghosts) latky podrobené
zvy8ené stfihové zatézi. Arduini, et al., Life Sci., 47, 2395 - 2400, 1990. L-
karnitin - mdZe  uplatiiovat stabilizaéni vliv na membranu  pfes
interakci spektrinu s jednou
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nebo vice cytoskeletalnimi slozkami. Posledni studie interakce spektrinu
a aktinu v Eervenych krvinkach Butterfielda a Rangachariho, Life Sci., 52,
297 - 303,

rezonnance, Ze L-karnitin znaéné snizuje segmentovy pohyb oznaéenych

1992 ukazaly metodou elektronové paramagnetické

spinovych poloh spektrinu.

Vedle potencialni biofyzikalni &innosti popsané vy$e, miiZze byt navic
pozorovane zlepSeni u buné&k &ervenych krvinek uskladnénych s LC
vysledkem pfiznivého metabolického procesu. Deacylaéné-reacylaéni
cyklus membranovych fosfolipid(i vyZzaduje bézné ATP nebo regeneraci
acyl-CoA. Acylovy zbytek acyl-CoA je potom pieveden na lysofosfolipidy
lysofosfolipid acyl-CoA transferazou. Béhem oxidativniho &elenZovani
probiha navic proces rekonstrukce fosfolipidi RBC membrany stejnou
metabolickou cestou. Posledni zjisténi ukazala, Ze CPT ovlivituje
reacylacni proces membranovych fosfolipidd v burikach ¢ervenych krvinek
a neuronalnich bufkach modulaci velikosti acyl-CoA poolu mezi
aktivatnim stupném mastné kyseliny a jejim pfenosem do lysofosfolipidu.
Arduini, et al., J. Biol. Chem., 267, 12673 - 12681, 1992. Studie pulse-
chase a vy&erpani ATP navic ukazaly, Ze acylkarnitinovy pool ¢ervenych
krvinek slouzi jako rezervoar
ATP. Arduini, et al,,

1994.

aktivovanych acylovych skupin a nikoliv
Biochem. Biophys. Res. Comm., 187, 353 - 358,

Vy88i 24 hodinové procento obnovy a cirkulaéni Zivotnost predstavuji
ZlepSeni pfiblizné 15% v méfitku potence (mnoZstvi transfuznich
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cirkulujicich RBC dostupnych pro pfijemce krat primérna Zivotnost).
Tento vzestup potence je moZno klinicky pielozit jako sniZeni transfuznich
pozadavkil u pacientd vyZadujicich chronické transfuze jako je tomu u
thalassemik(l nebo u pacientll s poruchami tvorby kostni diené. Je také

alternativné mozné prodlouzeni skladovatelnosti uskladnénych kapalnych
RBC.

Na3e zjisténi pfedpokliadaji, Ze pfitomnost L-karnitinu v ochranném mediu
béhem uskladnéni RBC mulze byt Usporna pro &innost ATP poolu
vyuzivajiciho reacylace fosfolipidi k rekonstrukci membrany. Tento
pfiznivy metabolicky proces spojeny s moZnou prospés$nou biofyzikalni
ginnosti tak muaze vysvétlit snizeni hemolyzy, vy$$i hladinu ATP a
ZlepSenou obnovu a pfezivani Cervenych krvinek uskladnénych s LC in

vivo.

Ozarovani

Problém kontaminace krevnich produkti véetné krve, RBC, PC a
podobnych bakteriemi nebo dal$imi mikrobielnimi Einidly nebo viry je
mozno podstatné snizit ozafovanim. Urover ozafeni nutna k sterilizaci a
dikladné 100 % mortalité vy$e uvedenych kontaminant( byla dostate¢né
probadana.

Dulezit&jsi je, Ze leukocity mohou byt podobné ozafovanim znieny. Lze

pouZivat rizné zplsoby ozafovani véetn& gama zafeni (Kobalt GG,
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van de Graaflv akcelerator), UV zafeni, ozafovani (infra?)éervenym
ozafovanim, atd. DostateCnou davkou je ekvivalent 20 az 50 ¢G gama
zateni.

Celosvetove se rotné pii transfuzni podpofe riiznych kategorii pacientl
odebere a pouzije mezi 60 a 80 miliony transfuznich konzerv. V méné
vyvinutych zemich je pomér odbérll na 1000 obyvatel niz8i a vétsina
krevnich transfuzi se provadi u porodnickych a pediatrickych pfipadd,
zvlasté pii malérii a s ni spojenou anemii. Ve vyspélych zemich je po&et
odbér na 1000 obyvatel 50 aZ 10 krat vy$si a vétsina transfuzi se vyuZiva
pro pacienty pfi chirurgickych zakrocich (50 %) nebo pro pacienty s
nadory ve spojeni s anemii, transplantaci kostni difené a s nemalignim
gastrointestinalnim krvacenim (obrazek 1). Existuje mnoho potencialnich
nepfiznivych U€inkd spojenych s transfuzemi allogenni krve. Jednou ze
zvlastnich komplikaci nepfiznivé spojenou s krevni transfuzi je vzacna a
obvykle fatalni entita spojena s transfuzi znama jako porucha z pfijmu
transplantatu hostitelem (graft versus host disease - TA-GVHD), coZ je

komplikace zplisobena allogennimi imunocyty.

Onemocnéni TA-GVHD je vzacnou komplikaci krevni transfuze vyskytujici
se potencialné u dvou typl pfijemch krevni transfuze. TA-GVHD ma
mortalitu dosahujici az 100 % a prevenci je pouze G€inny véasny zakrok.
Prvnim typem jsou imunokompromisni pacienti jako jsou pacienti po
transplantaci kostni difené nebo jinych organtl, s Hodgkinsovou chorobou

nebo vrozenou nedostateénosti imunitniho systému. Druhym typem jsou
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neimunokompromisni pacienti, u nichZ existuje pfibuznost HLA mezi
darcem a pfilemcem. To se Gasto vyskytuje u darct z blizkého
pribuzenstva nebo u populace s omezené&j§im HLA polymorfizmem jako
tomu je v Japonsku nebo lzraeli. Na zakladé tohoto zji§t&ni je univerzalni
praktikou ozafovani krevnich produktll gama zafenim o stfedni davce
priblizné 25 centigray (cG) za u&elem odbourani replikagni schopnosti
Zivotaschopnych imunocytl. Je v8ak nutno poznamenat, ze TA-GVHD je
spojena s Cerstvymi bun&&nymi produkty, tj. obecné Serstvéj$imi nez 15
dni. K pfedchazeni této komplikaci v8ak pfesto neni ,starnuti“ krve
pfijatou praxi. PfestoZze jsou imunocyty souéasti populace s allogennimi
leukocyty, neni stupeil leukodeplece dosahovany bézné filtraci do tfeti
generace dostateCnou zarukou pro prevenci této komplikace. Gama
zafeni z0Ostava proto az dosud jedinym piijatelnym profylaktickym
zakrokem.

Potiz s ozafovanim &ervenych krvinek spoéiva zvlasté v potencialnim
poskozeni bun&tné membrany. Je jasné, Ze ozafovani touto davkou
zplUsobuje ztraty potence piiblizné 7 aZ 8 %, jak bylo zjist&no mé&fenim
poklesu ATP v &ervenych krvinkach in vitro, zvy$enou hemolyzu a
zvySeny obsah drasliku v supernatantu. Tyto zmény jsou konzistentni s
efektem poskozeni membrany. Tyto zmény in vitro jsou pfi ozafovani

gama zafenim spojeny se snizenim 24 hodinové obnovy &ervenych
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krvinek. Co se tyka produktli s krevnimi destickami, byly také uvefejnény
zpravy o ztraté jejich Zivotnosti.

Znatny polet dlkazl ukazuje, Ze gama zafeni zplisobuje tvorbu
aktivovanych kyslikovych produktil jako je atomarni kyslik, hydroxylovy
radikal a peroxidovy aniont. Tyto radikaly zpUsobuji intracelularni
poskozeni DNK, &imz zabrafiuji replikaci bunék nezbytnych pfi TA-GVHD.
Ty samé kyslikové radikaly v8ak mohou oxidovat membranové lipidy
Cervenych krvinek a mozna i membrany desticek, véetné membranovych
lézi, které snizuji kvalitu (potenci) bun&éného produktu.

Je znamo, Ze L-karnitin hraje klicovou roli pfi transportu mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem mitichondrialni membranou. Dédiéné poruchy, u
kterych jde o poruchu karnitinového systému pfi transportu mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem, maiji za nasledek zna¢né poskozeni funkce
kosterniho svalstva. V posledni dobé se projevil velky zajem o ulohu L-
karnitinu v membrané &ervenych krvinek. Piekvapujicim bylo, ze ¢ervené
krvinky- postradaji mitochondrie a znaénou kuriozitou je pfitomnost L-
karnitinu a karnitin palmitoyl transferazy, enzymu zu€astriujiciho se
reverzibilni acylace L-karnitinu. Zpo¢atku nebylo jasné, jakou to mlzZe v
&ervenych krvinkach hrat Glohu. Cervené krvinky mohou byt podrobeny

béhem svého dlouhého Zivotniho cyklu in vivo oxida¢ni zatézi a
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rekonstrukce oxidovanych membranovych lipidd véetn& L-karnitinu miize

byt dulezita pro normalini prezZiti éervenych krvinek.

Rychly Casovy vzestup hladiny acylovaného karnitinu, kdy vzrista
dostupnost ATP, miize pUsobit jako rezervoar aktivovanych mastnych
kyselin, které& mohou byt nasledné pouZity pro  rekonstrukéni
mechanizmy pro poskozené oxidované membranové lipidy. Takové
vysvétleni dobfe objasfiuje sniZzeni hemolyzy pozorované béhem
uskladnéni vySe uvedenych' &ervenych krvinek in vitro a navic mdZe
vysvétlovat zlepSeni obnovy a pfezivani pozorovana in vivo. Castym

vysledkem pfidavku L-karnitinu je pfiblizné 17 % zvy$eni potence.

L-karnitin nebo vySe uvedené alkanoyl-L-karnitiny mohou byt pouzity k
odstranéni nebo prevenci membranovych I1ézi zplsobenych ozafovanim.
To nastava pro schopnost ¢ervenych krvinek uskladnénych s karnitinem

rekonstruovat oxidované membranové lipidy in vitro.

K omezeni citlivosti krevnich produktl (RCC, PC a podobnych) k
membranovym lézim a hemolyze, mohou byt krevni produkty nejprve
suspendovany v roztoku obsahujicim L-karnitin nebo vy$e uvedené
alkanoyl-L-karnitiny v mnoZstvi 0,25 mM aZ 50 mM. Odolnosti buné&né
membrany a potladeni hemolyzy je dosaZzeno v dostatecném stupni, aby
mohl byt produkt ozafovan za Ucelem sterilizace a nasledné mu byla
prodiouZzena skladovaci doba a polo¢as cirkulace b&hem transfuze. Lze
tak dosahnou Zivotnosti fadu bézné Zivotnosti pomoci latek, které mohou

byt s jistotou povazovany za sterilni a s nepravdépodobnou moznosti
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zavleCeni TA-GVHD, vlivem ozafeni po zapedet&ni suspenze krevniho
produktu. Je nutno zdiraznit, Ze termin krevni produkt v tomto smyslu je
nutno interpretovat $ifeji a zahrnuje krev, krevni plazmu, RCC, PC, smési
a podobné.

K potvrzeni faktu, Ze pfidavek L-karnitinu k pfipravkim s &ervenymi
krvinkami, které se maji ozafovat gama zafenim k jejich sterilizaci nebo
odbourani imunocytil s naslednym skladovanim zlep$ujicim pfeZivani

Cervenych krvinek, byly provedeny dale uvedené zkousky.

Materialy a metody

Systém skladovani krve. Byly pouzity standardni ¢&tythrané krevni
kontejnery CP2D/AS-1 (Baxter, Inc.) Do kazdého sadku testované
konzervy obsahujici aditivni roztok AS-1 bylo pfidano 245 mg komplexni
sole L-karpitinu (LC) rozpusténé v 1,1 ml &istého apyrogenniho
fyziologického roztoku k docileni kone¢né koncentrace 5 mM. Do
kontrolnich konzerv bylo pfidano k roztoku AS-1 1,1 ml fyziologického
roztoku za stejnych podminek.

Odbér a zpracovani. Bylo pouZito standardni metody odbéru ze Zily s
odb&rem pfiblizné 450 + 50 ml krve. Krevni konzerva byla ponechana pfi
laboratorni teploté po dobu 4 az 8 hodin. Dale byla tato davka za
standardnich podminek zcentrifugovana (viz. Heaton, W.A., et al., Vox
sanguinis, 57, 37 - 42, 1989) a po zcentrifugovani supernatantova plazma
odstranéna a sedimantaéni kola¢ ¢ervenych krvinek (RBC)
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resuspendovan ve standardnim roztoku AS-1 (kontrolni) nebo v LC
obsahujicim roztok AS-1 (zkouska).

Skladovaci podminky konzerv RBC a ozafovani gama zafenim. Konzervy
se suspendovanymi RBC (kontroini i zkuSebni) byly uskladnény pii 1az
6°C po dobu 14 dnl a potom ozafeny davkou 25 ¢cG gama zafeni. Po tom
nasledovalo uskladnéni konzerv RBC pfi 1 az 8°C az do 42. dne.

Méfeni in vitro. M&feni na vzorcich byla provadéna pied (0. den) a po (42.
den) skladovani v€etné stanoveni hemoglobinového supernatantu a
stfedniho objemu &astic (MCV). To bylo provedeno standardnimi postupy

popsanymi v publikaci Heatona, et al., supra.

Statisticka analyza. Velikost vzorku je odvozena od pfedchozich hodnot
tykajicich se variaci v hemoglobinu supernatantu. Celkové bylo pouzito 94
konzerv RBC, po 47 v kazdé radé (kontrolni a zkou$ené). Analyza
rozlozeni dat pro plazmovy hemoglobin ukazuje zna¢nou asymetrii a
velkou Sitku pasma hodnot (8 az 10). Proto byla data analyzovana
neparametrickymi testy na median softwarovym programem (Epistat,
Richardson, TX).

Vysledky

Po zpracovani v8ech krevnich konzerv byly viastnosti konzerv RBC pred
uskladnénim podle pfedpokladil. V supernatantovém hemoglobinu a
MCH nebyly zji$tény zadné odchylky mezi kontrolnimi konzervami a
konzervami RBC obsahujicimi LC (tabulka A). Na konci skladovani (42.
den) vykazovaly vzorky RBC ozarené gama zafenim znaéné rozdily mezi
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kontrolnimi konzervami a konzervami obsahujicimi LC (viz hodnoty p v
tabulce A). U zkuSebnich vzorkdl v porovnani s kontrolnimi konzervami
RBC byla pozorovana zvlasté niz$i hemolyza. Hodnota MCV konzerv RBC
obsahujicich LC byla niz8i nez u kontrolnich.

VySe uvedené zkousky ukazuji, Ze produkty Eervenych krvinek pied

skladovanim ozafené zafenim gama jsou chranény pfed po$kozenim

pfidavkem L-karnitinu k témto ¢ervenym krvinkam.

Tabulka A
0. DEN 42. DEN
kontrolni L- p kontrolni L- p
karnitin karnitin
MCV (fl) 91,2 90,7 0,46 100,2 97,5 0,006
Plasmaticky Hb 11,8 11,5 0,58 495 382 0,05
mg.dI”’
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PfedloZzeny vynalez byl popsan jak v obecné formé, tak s odkazy na
specifickeé pfiklady. Odchylky oborniky napadnou bez zkouseni
vyzkumného razu. Zviasté Ize alternativné upravovat stabilizagni
pfipravky, ochranné pfipravky krevnich produktd, inhibitory a podobné bez
vyzkumnych zkou$ek. Od darce k darci a od piijemce k pfijemci se navic
budou ménit specifické koncentrace, Zivotnosti a cirkulaéni polo&as.
Takovéto odchylky zlstavaji v rozsahu vynalezu, pokud to neni specificky

vylouCeno znénim patentovych narokil dale uvedenych.

Tabulka 1.
uskladnénim.

Charakteristiky koncentrat(

¢ervenych krvinek pred

Kontrolni Zkouska
(L-karnitin)
Objem konzervy (ml) 305 + 38 295 + 41
Uni: He (Jo) 60+ 3 60+ 3
WBC (x 10°% 2,6+1.1 2,4+1.1
ATP (umol.g” Hb) 46+ 02 43+ 04
Hb v supernatantu (mg.dI"™) 34+15 26+ 8
K" v supernatantu (mekv.I'") 23+ 0,2 22+0,3
Osmoticka fragilita (%) 50+4 40+4
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Tabulka 2. Charakteristiky koncentratti ¢ervenych krvinek po uskladnéni

(42 dna).

Kontrolni Zkouska

(L-karnitin)

Parametry in vitro
Glukoza (mg.dI™) 208 + 33 193 + 40
Laktat (mg.di™) 201 +27 199 + 37
pH 6,33+ 0,03 6,32 +£ 0,04
ATP (umol.g™ Hb) 3,01+0,42 3,24 + 0,38
Hemolyza (%) 0,47 £ 0,41 0,30 + 0,22*
K* v supernatantu (mekv.I”) 61+4 60 + 3
Osmoticka fragilita (%) 51+3 50 + 4
Morfologicky zlomek 69+8 68 £ 15
Parametry in vivo
24 hodinova obnova (jednou zna&ené) 811462 84,0 +4.4
24 hodinova obnova (dvojnasobné znacené) 80,1+6,0 83,9 + 5,0*
Objem RBC (mi) 1634 £ 510 1591 + 534
Zivotnost (dn(1) 85,9+ 14,3 96,1+ 11,2*

*(p <0,05)
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Patentové naroky

Zpusob zlepSeni odolnosti membrany a potladeni hemolyzy pfi
uskladnéni koncentratl ¢ervenych krvinek (RBC) nebo destitek (PC)
vyznadujici se tim, Ze se koncentrat cervenych krvinek (RBC) nebo
destiCek (PC) suspenduje v podplrném roztoku, podplirny roztok
obsahuje karnitinovy produkt vybirany ze skupiny sestavajici z L-
karnitinu, alkanoyl-L-karnitind nebo jejich farmakologicky pfijatelnych
soli a jejich smési v U€inném mnoZstvi potiebném pro zlep$eni
odolnosti membrany jmenovanych RBC nebo desti¢ek a tim k potlageni
hemolyzy, v porovnani s identickymi podplrnymi roztoky bez
jmenovaného L-karnitinu, alkanoyl-L-karnitin(i nebo  jejich
farmakologicky pfijatelnych soli a jejich smési.

. ZplUsob podle naroku 1 vyznacujici se tim, Zze L-karnitin, alkanoyl-L-

karnitin a jejich smési jsou pfitomny v mnozstvi 0,25 az 50 mM.

. Zpusob podle naroku 2 vyznadujici se tim, Ze jmenovany L-karnitin,

alkanoyl-L-karnitin a jejich smési jsou pfitomny v mnozstvi 1 az 20 mM.

. Zapeceténé kontejnery RBC v pbdpﬁrném roztoku, vyznadujici se tim,

Ze jmenovany podplrny roztok obsahuje L-karnitin, alkanoyl-L-karnitin

a jejich smési v mnoZstvi 0,25 az 50 mM.

. Zapecetény kontejner PC ve stabilizacnim roztoku, vyznaduijici se tim,

Ze stabilizaéni roztok obsahuje L-karnitin, alkanoyl-L-karnitiny a jejich
smeési v mnozstvi 0,25 az 50 mM.

FUASI- 3624
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. Zapecetény kontejner podle naroku 4 vyznadujici se tim, Ze jmenovany
kontejner se po zapedeténi ozafuje za u&elem dlkladné sterilizace a
znieni v ném obsazenych leukocytt.

. Kontejner podle naroku 5 vyznagujici se tim, Ze se jmenovany kontejner
po zapecet&ni ozafuje za Gcelem dikladné sterilizace a zniceni v ném
obsazenych leukocytu.

. Zpisob dlkladné sterilizace krevnich produktd vybiranych ze skupiny
sestavajici z krve, plazmy, RBC, PC a jejich smé&si obsahuijicich
jmenované suspendované krevni produkty v podptirném roztoku,
vyznacuijici se tim, Zze podplrny roztok obsahujici LC v mnozstvi 0,25
az 50 mM se po zapedeténi t&chto produktll v kontejnéru ozarfuje.

. ZpUsob Upravy krevnich produktd vybiranych se skupiny sestavajici z
krve, plazmy, RBC, PC a jejich smési za G&elem potladeni v nich
obsaZenych leukocytl, vyznadujici se tim, Ze se ozafuji v podplrném
roztoku obsahujicim LC v mnoZstvi 0,25 mM az 50 mM tak, aby se
dikladné zni€ily leukocyty ve jmenovaném vzorku pfi potladeni

poskozeni membran feéenych krevnich produktd.

10. Zpusob zlepSeni odolnosti membrany a potla(':ehi hemolyzy pfi
uskladnéni &ervenych krvinek (RBC) nebo koncentratl desti¢ek (PC) s
jejich pfedchozim ozafovanim za ugelem zniéeni v nich obsaZenych
imunocytdl vyznadujici se tim, Zze se RBC nebo PC suspenduji v

podptirném roztoku, ktery obsahuje karnitinové produkty
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vybirané ze skupiny sestavajici z L-karnitinu, alkanoyl-L-karnitinu a
jejich smési v takovém G€inném mnozstvi, aby se zlepSila schopnost
jmenovanych RBC nebo PC udrzet odolnost membrany jmenovanych
RBC nebo desti¢ek a tim potlacit hemolyzu v porovnani s identickymi
podpurnyni roztoky neobsahujicimi jmenovany L-karnitin, alkanoyl-L-
karnitiny a jejich smési.

11. ZpUsob podle narokd 1, 2, 3, 8, 9 a 10 vyznadujici se tim, Ze alkanoyl
L-karnitin se vybira ze skupiny sestavajici z acetyl-, propionyl-, butyryl-,

isobutyryl-, valeryl- a isovaleryl-L-karnitinu.

12. Zapetetény kontejner podle narokll 4 aZ 7 vyznadujici se tim, Ze
alkanoyl-L-karnitin se vybira ze skupiny sestavajici z acetyl-, propionyl-,
butyryl-, isobutyryl-, valeryl- a isovaleryl-L-karnitinu.
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