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PRI KONZERVACI KRVE
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doc. MVDr. Jan POSPISIL, CSc., Biofyzikalni dstav FVL Karlovy university v Praze
(pfednosta: prof. MUDr. Z. Dienstbier, DrSc.)

Snad vSechny transfizni sluZby pouZivaji ke
konzervaci krve roztokti typu ACD (citran sod-
ny, kyselina citronovd, gluké6za), ktery byl navr-
zen pred 25 lety. To svédéi o tom, Ze v praxi
vyhovuje, i kdyZ neni optim&lni. Vylucné po-
uZivani roztokd typu ACD vede ovSem k tomu,
Ze takifka sama existence transfuzni sluZby je
v soutasné dobé& zavisld na dostupnosti jediné
chemikélie -— citranu sodného. Nevyhody z toho
plynouci za mimo¥addnych okolnosti jsou zcela
zfejme.

Cilem na$i prace bylo zjistit, zda 1ze uvaZovat
pro tyto pfipady o konzervacnim roztoku s an-
tikoagulaéni latkou jiné povahy.

Zvolili jsme dvojsodnou sl kyseliny etylendi-
aminotetraoctové (dale EDTA). Tato latka byla
pFipravena v IG-Farben jiZ v roce 1938 a byla
bs8hem 2. svétové véalky studovdna v Némecku
z hlediska moZnosti jejiho vyuZiti pro jatecni
udely (5). Je znédma pod Fadou nézvi: Trilon
B*), Komplexon III, Sequestren, Versen, Endra-
te, Edathamile, Anaklepton. Je to bil4, krystalic-
ké latka, rozpustnd ve vodé aZ do koncentrace
11 %, s vyznadnou schopnosti vazat kationty.
Vzniklé komplexni slouceniny jsou ve vodé roz-
pustné a znacné stdlé v alkalické, ale i neutral-
ni oblasti. K vazb& dochézi v molérnich pomeé-
rech — 37,21 mg EDTA véaZe 4,008 mg Ca”.

Je trfeba zdliraznit, Ze pouZiti EDTA misto ci-
tranu sodného neznamend pro konzervaci krve
pfinos, ovSem jde o latku stélou, relativné lev-
nou, sterilizovatelnou a vyrobné& zcela nezéavis-
lou na citranu sodném.

Nejdiive jsme stanovili v pokusech na psech,
Ze maximéalni bezpe¢né koncentrace EDTA u vel-

*) Neni bez zajimavosti, Ze tohoto ndzvu pouZili pozdéji
N&meci jako kryci oznaceni tehdy nové vyvinutych bojo-
vych organofosfati.

mi rychlych transfazi je 0,08 %, tedy 0,40 g
EDTA pro 500 ml krve (14). Literdrni ddaje
o vlivu opakovaného pod4védni EDTA dospélym
krysam jsme chtéli doplnit dlouhodobou apli-
kaci EDTA rostoucim pokusnym zvifatim, coZ
pokladame za citlivéjsi test. V pisemnictvi jsme
déle nenaS8li idaje o vlivu radiacniho poskoze-
ni pfijemce na relativni toxicitu EDTA.

I. Vliv opakovanéhe podavani EDTA
Metodika

K pokusim jsme pouZili 87 krys kmene Wi-
star (Mezno) ve 2 kontrolnich a 4 pokusnych
skupindch po 13—15 jedincich. Byly krmeny ob-
vyklou dietou Velaz, vodu k piti mély ad libi-
tum. Primérnd vychozi vdha zvifat byla 93 g.
Krysam jsme dvakrat tydné aplikovali intraperi-
tonedlné sterilni zkouSeny roztok, a to vidy
v davce 1 ml/100 g t&l. vahy, p¥ibliZnou rychlos-
ti 1 ml za vtefinu. Byly zkouSeny roztoky: 3mM-
EDTA, 12 mM-EDTA, 48 mM-citran sodny; 12
mM-CaNa, EDTA a 0,9 % NaCl (kontroly). KaZ-
dy tyden byla zaznamendna védha zvifat a sle-
dovén jejich stav. Po 8—9 tydnech byly krysy
usmrceny (za 3 dny po posledni aplikaci zkou-
Sené latky) a od 4 zvifat kaZdé skupiny byly
odebrany ledviny na histologické vySetfeni (fi-
xace 10% formolem, barveni hematoxylinem eo-
zinem). Byly provedeny rentgenogramy Kkosti.
Vahové kfivky jsme zpracovali statisticky Stu-
dentovym t- testem.

Vysledky

Pouze u skupiny zvifat, kterym byl aplikovéan
12 mM-roztok EDTA, doSlo od 3. tydne k signi-
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fikantnimu (p<0,001) sniZeni vdhového prirdst-
ku a toto sniZeni se udrZelo po celou dobu sle-
dovani. Zvirata jevila v poslednich 2—3 tydnech
zvySenou drazZdivost. U ostatnich skupin nedo-
Slo k hodnotitelnym odchylkdm v télesné vaze
a svym chovanim se zvifata neliSila od kontrol-
nich krys.

Pri histologickém vySetfeni nebyly v fezech
barvenych hematoxylinem-eozinem nalezeny
patologické zmény ani v glomerulech, ani v tu-
buldrnim aparatu.

Rentgenogramy kosti neprokézaly dekalci-
nacéni zmény v Zadné skupiné.

Diskuse

Odpovidé-li celkové mnoZstvi krevni plazmy
6,2 % t&lesné vdahy Krysy a priimérnd hladina
véapniku v plazmé je 9,4 mg% (9), stacil by 1 ml
12 mM-roztoku EDTA/100 g véhy zvifete — po-
dan intraven6zn& — k blokadéd 83 % vseho
plazmatického vapniku za predpokladu ekvimo-
larni vazby. Abychom vyloudili okamZity dekal-
cina¢ni uc€inek prepardtu, podéavali jsme jej in-
traperitonedlné.

K zpomaleni riistu doslo aZ za 3 tydny a roz-
dil vah byl 30—40 g. Tento rozdil se udrZel az
do konce sledovéani, neprohluboval se vSak.
Aplikace CaNa:EDTA o téZe molarité neméla
zadny vliv.

Foreman (6) sledoval vliv opakovaného po-
ddvani CaNaEDTA dospélym krysam. Stanovil,
Ze k vyvoldni poruchy ledvin u poloviny pokus-
nych zvifat je tFeba poddvat denné 203 mg
CaNay,EDTA/kg vahy/den. U davky 62,5 mg
nezjistil Z4dné zmény v ledvindch ani po 16
dnech. DileZitd jsou dvé Foremanova zjiSténi:
kromé ledvin nejsou postiZeny jiné orgény, za
nékolik dni po ukonCeni pod&vani preparatu
histologicky zjiSténé zmeény v ledvindch ustu-
puiji.

V klinické praxi bylo EDTA pouZito v Fadé
diagnostickych i 1é€ebnych indikaci. Od zpravy
Hollanda a spol. (7), Dudleye a spol. (4) a
Spencerové a spol. (15) o nejméné péti smrtel-
nych zakoncéenich 1é¢by sekunddrni hyperkal-
cémie pomoci EDTA bylo referovdno opakované
o podobnych pfipadech, ovSem pfi 1éCbé otra-
vy olovem pomoci CaNa;EDTA (8,11,16,17).
Sekéni a histologicky nélez byl znacné& bohaty
s Ffadou extrarendlnich zmén a s krvacivymi pro-
jevy (11). Tim se tedy tyto pf¥ipady podstatné
li§i od Foremanovych pokusd (6). MiZe jit
o ucinek cheldtu, ale i samotného téZkého ko-
vu uvolnéného z vazby na cheldtotvornou latku
vlivem kyselosti mo€e. OvSem v nékterych pFi-
padech (3,7,15) jde nesporné o vliv samotné
EDTA, podané v obrovskych divkach (opakova-
né kolem 10 g denné). S témito davkami se
dnes jiZ v pisemnictvi nesetkdvdme; obvykle se
neaplikuje vice neZ 3 g EDTA denné.

NaSe pokusy neresi otdzku vlastniho mecha-
nismu uc¢inku opakovaného podavani EDTA na
organismus. Sir3i aspekty této problematiky
jsou diskutovény jinde (13). Domnivame se, Ze
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posouzeni védhovych kfFivek rostoucich zvifat
poskytuje cenné udaje celkového charakteru.
DosaZené vysledky svédé&i pro znacnou kompen-
zacni schopnost organismu. Lze soudit, Ze nad-
bytek EDTA, ktery je z praktickych divoda vZdy
v krevnich konzervdach — 0,4 g misto teoreticky
nutnych 0,25 g — se neuplatni ani pfi opakova-
nych transfiizich jako kumulativni nefrotoxicky
faktor.

II. Vliv EDTA na ozéfeny organismus
Metodika

K pokusiim jsme pouZili 1610 bilych labora-
tornich mysi kmene H (Mezno), samcii, o vaze
18—22 g. MySi byly ozafovdny Rtg-pfistrojem
Makrophos 250/200 kV, 14 mA, OK 100 cm, filtr
0,5 mm Cu, 1 mm Al, PV 11,8 mm Al, p#iliv 10 r/
min. v kruhové, otacejici se schridnce z orga-
nického skla (1 otdcka za 132 vt.), kde byla
kaZd4 myS ve zvlaStnim oddilu. Pfedem bylo na
410 my$ich stanoveno, Ze LD 50/30 je za uvede-
nych podminek 500 r (95% mez spolehlivosti:
470—530 r). Pro dalSi pokusy jsme proto zvolili
davky celotélového ozareni 500 r a 700 r.

MyS8im jsme aplikovali intraven6zné izotonic-
ké roztoky EDTA (4,5 %) a citranu sodného
(3,8 %), fedéné dale podle potFeby fyziologic-
kym roztokem. Rychlost aplikace byla asi 0,1 ml
za vtefinu.
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Pro stanoveni relativni toxicity jsme kaZdou
z obou latek podali v 5 ddvkéach, a to vZdy 10
ozdfenym a 10 neozdfenym mySim. Terminy po-
déavéni jsme zvolili s ohledem na klinicky pri-
b&h nemoci z ozéfeni (viz grafy). Pokusy jsme
vyhodnotily grafickou metodou podle Rotha
(12).

Vysledky
Obr. 3
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O statisticky vyznamnou zménu jde tehdy, nedotygkd-li se
pFisludnd tselka osové &dry

Relativni toxicita EDTA byla statisticky vy-
znamné sniZena u mySi ozafenych déavkou
500 r sedmy den po ozéafeni. Relativni toxicita
citranu sodného byla sniZena péatého dne po
ozéafeni ddvkou 700 r. Ve vSech ostatnich sku-
pinédch se relativni toxicita neliSila od neozafe-
nych kontrol. K uhynuti zvifat dochézelo v kfe-
¢ich b&hem né&kolika vtefin po aplikaci roztoku.

Diskuse

Z vysledkll pokusl je zfejmé, Ze dochéazi jen
k nepfili§ vyznamnym zmé&ndm relativni toxicity
obou sledovanych latek.

NaSe pokusy neprispivaji k FeSeni otdzky vy-
znamu kalcia p¥Fi akutni nemoci z ozéafeni.
V podminké&ch pokusu jde o ndhlou jednorézo-
vou hypokalcémii krdtkého trvani. Vzhledem
k zna¢né kompenzacéni schopnosti organismu by-
chom spiSe mohli pokusy povaZovat za jakési
testovani funkéni schopnosti myokardu neZ za
vyznamnéjSi zdsah do iontového hospodéfstvi ce
lého organismu. Radioprotektivni Gfinek EDTA,
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popisovany nékterymi autory (1,2), bychom
spiSe chépali jako nespecificky popud. Dobréa
snéSenlivost jednordzovych ddvek EDTA i ci-
tranu sodného oz4fenymi pokusnymi zvifaty ne-
ni v rozporu s pFiznivym tGcinkem vapniku pfi
komplexni terapii nemoci z ozafeni (10].

Lze predpokladat, Ze EDTA, stejné jako citra-
nu sodného, je moZno pouZit k pifipravé krev-
nich konzerv, urlenych k transfazim ozafenym
jedinctim.

Zavér

Vyluéné orientace transfiznich sluZeb na kon-

zervadni roztoky s citranem sodnym zptisobuje,
Ze chybi zdkladni ddaje o moZnosti pouZit v pii-
padé nutnosti ke konzervaci krve antikoagulad-
ni latku jiného typu. Ke studiu jsme zvolili Na,
EDTA. V pokusech na rostoucich kryséach, kte-
rym byla dvakrat tydn& poddvéna tato latka po
dva mésice, bylo zjisténo, Ze teprve 12 mM-
roztok v ddvce 1 ml/100 g t8lesné véahy sniZil
od 3. tydne vdhovou kfFivku zvifat. NedoSlo
k histologicky prokazatelnym zméndm ani k de-
kalcina¢nim zmé&éndm na Kkostech.
Pri studiu relativni toxicity této latky u mysi
ozéafenych celotélové 500 r a 700 r byly zjist&ny
nevyznamné zmény. Lze tedy uvaZovat o Na:
EDTA jako moZném zékladu roztokt ke konzer-
vaci krve v p¥ipadé& nedostupnosti citranu sod-
ného.
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