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Abstract

The attractive field of stem cell research raised extensive number of questions suggesting that
remarkable peace of work is expected to be done in the next decade(s). Thus, within the next pe-
riod, a majority of researchers believe stem cell-based applications will be used for treatment
not only of hematological diseases and other cancers, immune-mediated disorders, but for the
therapy of heart disease, diabetes mellitus, Parkinson’s disease, etc.

Recent extensive application of various cell-mediated therapeutic approaches has resulted in
increased needs for both specific blood-derived cells and operating procedures to get a mini-
mized cell damages during their collection, processing and storage in liquid or frozen state.

The aim of cryoinvestigations is to minimize cell injuries during the freeze/thaw process (cryo-
injury). Cryoinjuries may be the result of extensive cell dehydration and/or intracellular ice crys-
tallization. The basic goal of cryopreservation is to maintain the cell viability — which may be
defined as the ability of cells to perform their normal or near-normal function when transfused
or transplanted. Generally, postthaw cell recovery is superior when the most appropriate freez-
ing procedure and the best cryoprotective agent (cryoprotectant) are used. For blood progenitor
or cell cryopreservation, glycerol, dimethyl sulfoxide (DMSO) and hydroxyetilstarch (HES) are
regularly used, although in different concentrations.

Despite the fact that cell freezing practice is already in routine use, some questions related to the
optimal living cell cryopreservation are still unresolved.

This review briefly recapitulates the current knowledge on cell cryoinjuries and effects of cryo-
protectants, as well as the conceptual and practical aspects of SC and platelet, as well as lym-
phocyte cryopreservation. In addition, recent activities in cryopractice, including our results ob-
tained by the controlled-rate system versus uncontrolled-rate freezing in experimental and clini-
cal settings will be summarized.

Cell preservation — liquid versus frozen ated biological system™ (cryobiosystem) and
state storage determines data/facts applicable in cryoprac-
tice. While the goal of the cell culturing is to
keep cells in as near normal conditions as pos-
sible by supplying nutrients essential for their
metabolism, cooling/freezing is an effort to

Cryobiology is a scientific discipline that es-
timates the effects of ultra-low temperature on
cell integrity and functionality in the "refriger-
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reduce the necessity of cells for energy. Pre-
cisely, after cooling, the need of cells for en-
ergy production (ATP synthesis) and its con-
sumption (for protein synthesis, ion transport
and other biochemical activities) is decreased
(2). Cryopreservation is beneficial when cells
appear to be biologically, chemically or ther-
mally unstable after liquid-state storage. Its
primary purpose is to obtain both better cell
recovery and well postthaw viability. Thus,
cryopreservation includes specific approaches
and techniques designed to extend "therapeu-
tic shelf-life" of the cells (prolonged storage-
time) and to obtain minimum thermal damage
(cryoinjury) (2).

Generally, cell preservation methods could be
categorized as: (a) a liquid-state storage at hy-
pothermic temperatures, but > 0 °C (usually
4+2 °C) for red blood cells and leukocytes or
seldom for hematopoietic stem cells (SCs) up
to 48 hours; (b) a frozen-state storage (-80 °C
to -196 °C), the so called cryopreservation (1).
The use of cryobiology for isolated cell

preservation began in 1949 with the freezing
of living animal sperm cells, using glycerol as
a cryoprotectant (3). Afterwards, glycerol and
DMSO techniques were applied for cryopres-
ervation of different blood-derived cells (3-9).
The basic goal of these initial cryoinvestiga-
tions was to predict the cell response to
freeze/thaw processes and cryoprotectant addi-
tion/removal. However, evaluation of cryobio-
logical variables (biophysical, physicochemi-
cal and other parameters responsible for cryo-
injury), as well as standardization of practical
aspects of cryopreservation is still a question
of large interest to researchers and practition-
ers (10-17).

Although SC cryopreservation is now in rou-
tine use, certain freezing aspects should be
revised to optimize specific cryobiosystem,
i.e. to minimize the cryoinjury and maximize
cell recovery (10-16). Microprocessor-
restricted (controlled-rate) freezing is a time-
consuming process, which requires high-level
technical expertise (Figures 1a—c).

Four-step CONIrolled-rate freezing procedure.

Without compenzation of the released fusion heat.
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Figure la. Four-step controlled-rate SC freezing
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Five-step controlled-rate freezing procedure.
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Figure 1c. Six-step controlled-rate platelet freezing with compensated fusion heat

There is discrepancy concerning the need for
the use of controlled-rate freezing (vs. uncon-
trolled—rate) for lymphocyte cryopreservation.
Thus, Montanari et al. (13) and Lakota et al.
(14) demonstrated that the simple -8001C
freezing and storage method, combined with

extracellular (HES) and intracellular (DMSO)
cryoprotectants, is practical and it preserves
well functionality of dendritic cells, mono-
cytes and lymphocytes. Also, it is confirmed
that excellent T cell recovery was obtained at
each cryostorage period, indicating that cell
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loss occurred due to the freezing process ra-
ther than the duration of storage time. They
also showed that cryopreservation could well
maintain the T cell cytokine-producing active-
ty (10-12).

Uncontrolled-rate  ("dump-freeze"”  without
programmed cooling rate) technique is less
costly because it does not require a pro-
grammed freezing-device (Figures 2a-b) (13,
25-27).

Figure 2b. Controlled-rate/uncontrolled-rate freezing and SC storage at -140 °C

Briefly, there are data (13, 19-24) that con-
trolled-rate method is a high-class alternative
to uncontrolled-rate technique (25-27) due to
superior quantitative and functional cell re-
covery.

For obtaining an effective cryopreservation,

besides optimized freezing method, the choice
and use of appropriate cryoprotective agents is
required. At present, for SC and platelet freez-
ing, DMSO and HES are commonly used as
cryoprotectants, although in different concen-
trations (14-16, 23-36).
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The next part of this manuscript recapitulates
the recent knowledge on cell cryoinjuries and
effects of cryoprotectants, as well as the con-
ceptual and practical aspects of SC cryopres-
ervation. In addition, recent activities in cry-
opractice, including our results obtained by the
controlled-rate system (with compensated fu-
sion heat) vs. uncontrolled-rate freezing
("dump-freezing" technique) in experimental
and clinical settings will be summarized.

Origin and mechanisms of cell cryoinjuries

As mentioned, the object of basic cryoinvesti-
gations have been to determine physicochemi-
cal and cryobiological parameters (including
cell osmotic characteristics, water and cryo-
protectant permeability coefficients) in the
course of freezing, as well as to obtain better
cell protection during cryopreservation.

Cryoinjuries can be manifested as cell lesions,
caused by the reduction of selected functions
to the complete cell destruction and/or cytoly-
sis (4-9). Initially it has been considered that
cryoinjuries are derived exclusively from the
effect of extracellular ice crystals. In this
sense, it has been proposed that the use of an
adequately high freezing rate will help to
avoid crystallization. However, a hypothetical

CRYOINJURIES

cooling rapidity, so high that it would not
cause cell cryoinjury, could not be achieved in
practice due to thermodynamic limitations of
heat transfer. In addition, during the "ultra-
rapid” cooling, despite the expectations, com-
plete cell destruction occurred (4-10). At pre-
sent it is considered that cryoinjuries result
from the extensive volume reduction (cellular
dehydration) and/or massive intracellular ice
crystallization (mechanical damage) (6, 23,
32-34). Although independent, these mecha-
nisms can also act together. The first event is
expressed primarily at low-rate (1 10 °C/min)
freezing, and the second one in high-rate ([
10 °C/min) freezing (10, 23).

During the low-rate freezing, extracellular
crystallization occurs initially. These ice crys-
tals do not cause mechanical cell damage (by
membrane penetration) despite their physical
presence (4—7, 10). However, crystallization
produces a progressive osmotic pressure rise
in extracellular area. Thus, extensive differ-
ences in the osmotic gradient (extracellular vs.
intracellular) are formed, resulting in intensive
intracellular water efflux. As a result, cells be-
come dehydrated and the process is termed as
"solution effect”. Dehydration and hypertonic-
ity cause cell volume reduction, malfor-
mations and finally cytolysis (Figure 3) (4-9,
21-23).

(<10°C/min)
cell dehidratation:
solution effect

PE SIS
¢

mechanical cell damage

Figure 3. Cryoinjuries: during low-rate vs. rapid freezing procedures
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As presented, at high-rate cooling (rapid cell
freezing), the osmotic gradient has no time to
develop, consequently dehydration and cell
volume reduction are minimal. However, in-
tracellular ice crystal formation/growth and
cell destruction are the most critical effect.
The process is named as "mechanical cell
damage" (10, 23). The quantity of "free" intra-
cellular water can be increased by the release
of "bound" water. This process is called "wa-
ter desorption”. The degree of mechanical cell
damage is related to the total intracellular ice
mass and the size of ice crystals (4-10).
Generally, cryoinjuries may occur not only at
freezing, but also due to ice "recrystallization™
and/or "dilution shock” during thawing. Small
ice crystals will either form crystal "agglomer-
ates" or they will amplify their mass by "re-
crystallization” (10-12).

During intracellular "recrystallization” me-
chanical cell damage, while in the state of
their extracellular occurrence cell dehydrata-
tion will be expressed (4-10). Inversely, rapid
ice thawing causes a considerable increase in
the extracellular water mass and a subsequent
osmotic pressure decrease. Due to that, but
also due to cryoprotectant slow efflux from
cells, an extensive water influx into the cells

("dilution shock™ or "cell swelling™) will oc-
cur. Otherwise, cells will be more sensitive to
the increase, than to the decrease of its vol-
ume, thus they will be destroyed (10, 23).
Consequently, determination of an optimal
freezing rate (specific for each cryobiosystem)
should be considered. It is the speed of cooling
high enough to prevent cell dehydratation and
adequately low to make possible efflux of wa-
ter from the cell. It would be ideal to find a
cooling rate just less than the one, which caus-
es intracellular crystallization (10, 23). Opti-
mal freezing rate is the function of the ratio
between cell surface and volume, as well as of
cell membrane permeability for water and its
corresponding temperature coefficient — but it
also depends on what type of cryopreservation
strategy is applied (Figure 4).

Last but not least, a higher degree of cell de-
struction has occurred when transition period
from liquid to solid phase (fusion heat releas-
ing) is prolonged. The released heat of fusion
— if not considered during controlled-rate
freezing — could result in additional tempera-
ture fluctuation. That is why the period of
transformation from liquid to solid phase will
be prolonged, and its duration is directly relat-
ed to the degree of cryoinjury (5-12, 23)

i

Figure 4. Device for controlled-rate freezing of isolated cells
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Finally, in the course of rapid freezing, as stat-
ed, the quantity of "free" intracellular water
can be increased as a result of "bound™ water
desorption. In accordance with this thermody-
namic fact, more recently a small second peak
of heat release was detected between -30 °C
and -40 °C (17). We think that this "second
heat release” might be partially caused due to
water desorption and additional crystallization.
Consequently, there is potential need for revi-
sion of some cryodynamic parameters specific
for controlled-rate cryobiosystems.

Penetrating versus nonpenetrating cryopro-
tective agents

Determination of the optimal freezing

approach is essential, but it can not solve all
problems related to cell cryoinjury. To be pre-
cise, postthaw cell recovery and viability are
high only when cryoprotectants are present in
the cryobiosystem. They efficiently prevent or
reduce the degree of cell thermal damages.

As stated, the first applied cryoprotectant was
glycerol (2). Later on, numerous substances
(such as dimethyl sulfoxide — DMSO, hydrox-
yetilstarch — HES, dextran-based hydrogel)
with useful cryoprotective capacity were de-
scribed (28-31). One of them is DMSO, which
demonstrated specific efficiency in the cryo-
preservation of SCs, platelets, lymphocytes
and granulocytes (Figure 5).

Figure 5. DMSO as cryoprotective agent for SC and platelet cryopreservation

DMSO is a transparent (colorless) fluid with a
sulfur-like smell. 1t is a very polar molecule,
which dissolves many water-soluble and lipid-
soluble substances. DMSO has exothermic
properties and should be mixed slowly with
the cell suspension to dissipate the generated
heat. Given intravenously in (even in small
concentrations) DMSO may cause certain un-

wanted effects such as nausea, vomiting, local
vasospasm, etc (23, 33-44). Generally, cryo-
protectants can be classified into nonpenetrat-
ing or extracellular and penetrating or intracel
lular compounds (30-32). Mechanisms of
their action are complex and only partially
recognized. Due to the differences in its chem-
ical and other properties, it is not possible to
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discover a cryoprotective mechanism common
for all cryoprotectants. In brief, extracellular
agents could protect cells during high-rate
freezing, reducing the intracellular ice crystal
formation. On the other hand, intracellular
cryoprotectants could provide protection in the
course of low-rate freezing, decreasing the de-
gree of cell dehydration (10, 23, 32).
Penetrating cryoprotectants increase intracel-
lular solute concentration, and lower the tem-
perature at which ice crystals form (reduced or
"delayed" ice crystallization). Applied cryo-
protectants, in higher concentration (but below
the critical cytotoxicity) as well as reduced
temperature will result in the increase of intra-
cellular viscosity. That is why the mobility of
the water molecules and ice crystal formation
and/or growth are slowed down. They de-
crease intracellular vs. extracellular osmotic
gradient (reduced "solution effect") too (5-
10). Finally, certain cryoprotectants can
change directly the cell membrane permeabil-
ity for water, thus influencing the degree of
cell dehydration (23, 30-34).

Besides the effects on osmotic gradient, cryo-
protectants have other mechanisms of action
as well. The protective effect of penetrating
cryoprotectants is obtained also due to their
colligate effect, i.e. capacity for water binding
(5-10). Glycerol and DMSO are the first-class
acceptors of hydrogen bonds, accordingly they
can strongly bind a high amount of water and
they have a high cryoprotective capacity.
Thus, cells can be stored at below freezing
temperatures without excessive intracellular
ice crystal formation and extreme cellular de-
hydration (10, 30-34).

Although the cryoprotectant penetration
(across the cell membrane) ability is critical
for cell protection, it can be obtained by rapid-
ly (DMSO) and slowly penetrating (glycerol),
as well as with nonpenetrating (HES) com
pounds. The temperature at cell is exposed to
the cryoprotectant influence on the penetration
rate also (23, 28-33).

The main nonpenetrating cryoprotectant is
HES, a compound initially used (together with
DMSO) for granulocyte freezing. HES have a
higher molecular weight than DMSO and pre-
dominantly, it acts extracellularly at the time
of low-rate freezing. There are reports show-
ing that it is possible to cryopreserve different
blood cells with HES and DMSO using con-
trolled-rate or uncontrolled-rate freezing. Cells
frozen by these methods have adequate
postthaw recovery and viability (14, 15, 25—
27, 32-34).

In summary, cryoprotectants can express pro-
tective effect by the reduction of cell dehydra-
tion, as well as by decreasing the intensity of
intracellular crystallization. However, they
can’t protect cells from already existing exces-
sive dehydration or from the effect of previ-
ously formed intracellular ice crystals.

Cryopreservation of stem cells — practical
aspects

The completion of SC transplant requires both
efficient collection (by aspirations from bone
marrow or apheresis from peripheral or cord
blood) and cryopreservation techniques for
obtaining an adequate cell yield and recovery.
For SC cryopreservation, there are several
well known protocols, using primarily DMSO
in autologous plasma, but in various concen-
trations (11, 33-37).

Most authors suggest that the optimal cooling
rate during SC and platelet cryopreservation is
approximately 1 [JC/min, while according to
the others it is 2-3 [1eC/min (17, 45-49). The
transition from liquid to solid phase is also
critical (because of releasing of the specific
fusion heat), since a considerable reduction in

cell viability has been observed when this pe
riod is prolonged. Thus, the optimal freezing
rate for SCs has been shown to be 1 °C/min,
with an elevated cooling rapidity during liquid
to solid phase transition (from 0 ¢C to -10 ¢C)
period (11).



Vol. 45 1-2 2019.

-

F OMAC, N
/'/s'\ A
{ﬁ £
K”" |

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

15

There are data presenting that uncontrolled-
rate freezing is also useful in SC cryopreserva-
tion (13-15, 25-27, 39, 40). However, this
technique produces an "unbalanced" or
"changeable™ cooling rate (around or over
3°C/min). In addition, the freezing bag or can-
ister configuration, as well as the volume of
cell concentrate are critical parameters, which
can radically modify the freezing velocity.

In practice, bone marrow SC cryopreservation
consists of the following steps: (a) aspirate
processing (red blood cell and plasma reduc-
tion); equilibration (cell exposure to cryopro-
tectant) and freezing; (b) cell storage at -9025
°C (mechanical freezer), at temperature from -
120 °C to -150 °C (mechanical freezer or
steam of nitrogen) or at -196 °C (liquid nitro-
gen); and (c) cell thawing in a water bath at
3723 C (9).

The cryopreservation of peripheral blood vs.
bone marrow derived SCs has to be adapted to
conditions which depend on the: (a) higher
mononuclear cell count; (b) presence of plas-
ma proteins; (c) absence of lipid and bone par-
ticles in cell suspension (34).

Immediately after thawing in a water bath at
372 3 °C, cells are reinfused through a central
venous catheter. Generally, patients tolerate
the infusion of unprocessed SCs well, with no
side effects (22, 33, 34, 43). However, the
grade of the potential reinfusion-related toxici-
ty is associated with DMSO quantity in the
cell concentrate. Thus, the recovery of SCs
cryopreserved by 5% DMSO reported by
Abrahamsen et al. is rather impressive (18,
20). They showed that the use of 5% rather

than 10% DMSO results in an improved
CD34+ cell recovery (low apoptotic and ne-
crotic CD34+ cell fraction) with a high poten-
tial for in vivo engraftment and ex vivo ma-
nipulations of these cells. Similar findings
were also reported by Rowley et al (15). Final-
ly, there are reports (14, 27, 40) that DMSO
concentrations lower than 5% (2.2 and 3.5%
DMSO) are also sufficient for acceptable SC
recovery.

Cryoprotective agent can be removed by
washing after thawing, but this procedure re-
sults in substantial SC loss (10, 23, 34). The
integrity of residual granulocytes is compro-
mised within cryopreserved SCs and conse-
quential DNA release during the thawing pro-
cedure may lead to cell "clumping” with re-
sulting additional cell loss. To avoid this prob-
lem, a washing protocol by recombinant hu-
man deoxyribonuclease is recommended (37).
The addition of deoxyribonuclease to cell con-
centrate seemingly proves to be effective in
preventing "clumping” and it does not cause
decreased expression of adhesion molecules,
although it is not free of potential risks for pa-
tients. Moreover, the use of specific additives
(e.g. membrane stabilizers) could improve
postthaw cell recovery and it is probably a
more effective approach than the decrease of
DMSO concentration (50).

Our results (11, 21) are in agreement with the
above mentioned studies. Namely, we have
found that the recovery of mature population
of the mature pluripotent and committed hem-
atopoietic progenitors (CFU-Sd12 and CFU-
GM) in the presence of 5% vs. 10% DMSO is
superior (Figure 6).
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Figure 6. CFU-Sd12 after SC transplants using controlled-rate cryopreservation (mice spleen
model)

However, it has also been demonstrated that
the recovery of very primitive pluripotent
hematopoietic stem cells (Marrow Repopulat-
ing Ability — MRA) is better when 10%
DMSO is used. These results imply a different
"cryobiological request” of MRA cells in
comparison with the nucleated cells and pro-
genitors. Moreover, we have demonstrated
that differences in cell recovery are not related
to the changes in the total number of fro-
zen/thawed cells, regardless of the use of cry-
opreservation strategy (11).

Our clinical studies showed that therapeutic
use of the controlled-rate cryopreserved SCs
in treatment of multiple myeloma, Hodgkin's
and non-Hodgkin's lymphoma and ex-
tragonadal non-seminal germ cell tumor re-
sulted with high 7-AAD functional recovery,
as well as complete and long-term hematopoi-
etic reconstitution following peripheral blood
SC transplants — on the day 12+2.3 in average,
as presented in Figure 7 (10, 12).

201

17.5

15.9
13.1
154
9.4
10 .
5 _ ‘\
| 2 3

B PB-SCs (1 and 3) vs. BiM-3Cs (2 and 4)

Leukocytes (1 and 2) and platelets (3 and 4)

Figure 7. Hematopoietic reconstitution following SC transplants
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Our criteria for hematopoietic reconstitution were: PMN count > 0,5x109/L and PLT number >
20x109/L of patients' peripheral blood in three consecutive posttransplant days.

The intensifying of myeloablative therapy
with SC rescue, as well as increase in the use
of allogeneic SC transplantats and another
cell-mediated therapeutic approaches have re-
sulted in higher needs for both specific blood-
derived cells and a practical operating proce-
dures to minimize cell damage during collec-
tion and cryostorage. Cryobiosystem must ef-
fectively protect the biological and physical
properties of cells that can be altered radically
by the freezing/thawing process, and have to
include techniques and materials appropriate
for human use.

Nowadays a variety of different experimental
and clinical freezing protocols are in practice,
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IMPEDANCE AGGREGOMETRY AS AN INDEPEPENDENT PREDICTOR OF
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Abstract

Background/Aim. Preoperative evaluation of increased risk for perioperative bleeding is essen-
tial for cardiac surgery patients. Platelet aggregation, as a laboratory test for a platelet
function, is very efficient for optimal antiplatelet treatment and also for assessment of the in-
creased risk of postoperative bleeding and perioperative application of allogenic red blood cell
transfusions. The aim of this study was to establish whether preoperative platelet function testing
for the presence of residual antiplatelet effect of acetylsalicylate (ASA) on platelet aggregation
can be correlated with an increased risk for intraoperative bleeding during cardiac interven-
tions.

Patients and methods. A retrospective study included 60 patients who underwent surgical pro-
cedures (CABG Il and CABG II1) at the Department of Cardiovascular Surgery, Clinical Center
in Nis in period November 2017-July 2018. Patients were previously taken ASA at a dose of 100
mg per day, but therapy was discontinued 5 days before surgery. Platelet aggregation was
measured on the day of surgery using impedance aggregometer Multiplate (Multiplate Platelet
Function Analyzer, Roche), using TRAP and ASPI tests. Patients were divided into two groups:
Control group (CG), which included patients with preserved function of platelets (ASPI 790-
1410 AU #min), and Examined group (EG), which included patients with inhibited platelet ag-
gregation in ASPI test (<790 AU # min).

Results. There was statistically significant difference between values of ASPI test measured in
both groups (1056+229,44 AU/min in CG vs. 416,7£195,95 AU/min in EG, p<0.0001). Patients
in EG had a higher amount of blood loss perioperatively of 1527,5£637,74 ml compared with
loss in CG of 980,6 £ 199,86 ml (p<0.0001), as well as the amount of autologous blood that was
transfused intraoperatively (587,60 + 210,87 ml in EG vs 388,3+76,07 ml in CG, p<0,0001). On
the other hand, there was no statistically significant difference in the number of transfused allo-
genic blood units between CG and EG (p>0,05).

Conclusions. Residual effect of acetylsalicylates increases the risk of perioperative bleeding and
therefore affects the overall survival of cardiac surgery patients. For this reason, preoperative
testing of platelet aggregation should be a mandatory part of clinical practice.

Key words: impedance aggregometry; cardiac surgery; perioperative bleeding
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Uvod/Cilj. Preoperativna procena povecanog rizika perioperativnog krvarenja je od sustinskog
znacaja za kardiohirurske pacijente. Agregacija trombocita, kao laboratorijski test za procenu
funkcije trombocita, je vrlo efikasna za optimalno vodenje antitrombocitne terapije i, takode, za
procenu povecanog rizika postoperativnog krvarenja i perioperativne primene alogenih trans-
fuzija. Cilj ovog istrazZivanja je bio da se utvrdi da li preoperativno ispitivanje funkcije tromboci-
ta u smislu prisustva antitrombocitnog efekta acetilsalicilne kiseline (ASK) pre same operacije
moze da pruzi klinicki vazne informacije vezane za povecano intraoperativno krvarenje i porast
broja transfuzija krvi.

Pacijenti i metode. Retrospektivnom studijom obuhvaceno je 60 pacijenata kod kojih je raden
dvostruki aortokoronarni bajpas (CABG 1) i trostruki “on-pump” bajpas (CABG IIl) na Klinici
za kardiovaskularnu hirurgiju Klinickog centra u Nisu od novembra 2017. do jula 2018. godine.
Pacijenti su preopartivno koristili ASK u dozi od 100 mg dnevno, ali je terapija prekinuta 5 dana
pre operacije. Agregacija trombocita je merena na dan operacije koris¢enjem impedantnog
agregometra Multiplate (Multiplate Platelet Function Analyzer, Roche), testovima TRAP i ASPI.
Pacijenti su bili podeljeni u dve grupe: Kontrolnu grupu (KG), sa preoperativno nepromenjenom
funkcijom trombocita (ASPI 790-1410 AU #min) i Ispitivanu grupu (IG), sa inhibiranom funkci-
jom trombocita u ASPI testu (<790 AU # min).

Rezultati. Postoji statisticki znacajna razlika u  vrednostima ASPI testa izmedu grupa
(1056£229,44 AU/min u KG vs. 416,7+195,95 AU/min u 1G, p<0.0001). Pacijenti u IG imali su
veci perioperativni gubitak krvi od 1527,5+637,74 ml u poredenju sa KG, gde je taj gubitak bio
980,6 + 199,86 ml (p<0.0001), kao i u kolicini autotransfundovane krvi intraoperativno (587,60
+ 210,87 mlu 1G vs 388,3£76,07 ml u KG, p<0,0001). S druge strane, nije bilo znacajne razlike u
broju alogenih transfuzija krvi izmedu grupa (Mann Whitney U test, p> 0.05).

Zakljuéci. Rezidulani efekat ASK povecava rizik perioperativhog krvarenja i tako utice na opste
prezivljavanje kardiohirurskih pacijenata. Iz tog razloga preoperativno ispitivanje funkcije
trombocita treba da bude obavezan deo klinicke prakse.

Klju¢ne reci: impedantna agregometrija; kardiohirurgija; perioperativno krvarenje

Introduction
on the platelets level, which are one of the

Preoperative risk assestment for in-
creased perioperative bleeding is essentional
for surgical patients, and especially for cardiac
surgery patients. Specifity of operations on
open heart does not just reflect in complexity
of surgical action and the use of extracorporal
bloodstream which disturbs the hemostasis,
but also in the fact that the patients were pre-
operatively treated with antiplatelet drugs (1).
The standard preoperatively coagulation test-
ings include prothrombin time (PT, INR) and
activated partial thromboplastine time (aPTT),
but does not give us insight what is happening

main factors of normal hemostasis (2).
Impaired platelet function is rarely
congenital, the most often is acquired, com-
monly caused by medications. More than 100
years acetylsalicylic acid (ASA) is achieving
the positive cardiovascular effect by inhibition
of production of thromboxan A, (TxA,), act-
ing on enzymes cyclooxygenase 1 (COX-1)
and cyclooxygenase 2 (COX-2), which per-
form conversion of arachidonic acid into
TxA,. ASA effect on COX-1 is irreversible
and lasts as long as platelets life, depending on
platelets production which will enable the re-



Vol. 45 1-2 2019.

-

F OMAC, N
/'/s'\ A
{ﬁ £
K”" |

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

23

covery of cyclooxygenase activity on approx-
imately 10% daily in healthy people. Lower
doses of ASA are sufficient to suprime more
than 95% synthesis of thromboxane over
COX-1, and such supression leads to the inhi-
bition of platelet aggregation. Higher doses of
ASA can inhibit COX-2 mediated prostacyclin
synthesis in endothelial cells (3).

While it is clearly proven usefulness of
ASA in decreasing adverse ischemic events at
patients with coronary artery disease, there are
different views about preoperative abuse of
ASA and its connection with increase risk for
bleeding during cardiac surgery operations
(4). It is recommended that preoperative ASA
therapy must be discontinued 5-7 days before
cardiac surgery intervention, in order to reduce
the potential risks of perioperative bleeding.
However, without testing platelets function
there is no access in the possible disrupted
function or presence of residual antithrombotic
agents therapeutic effect, and especially taking
into account each person individually respond
to therapy (5).

In this sense, the performance of im-
pedance platelet aggerometry and predicting
the risk for increased bleeding depending pre-
cisely on platelet function, is one of the most
important tests in preoperative preparation of
patients (6). For this purpose we use semi-
automatic impedance aggregometer (Multi-
plate analyzer, Dynabyte Medical, Germany)
which analyzes platelet function from whole
blood.

Aggregometry is applied for evaluating
the platelet function and the effects of platelet
inhibitors. It permits measuring of platelet ag-
gregation after adding agonists, by detecting
changes in electrical resistance in small vol-
umes of whole blood. The increase of imped-
ance due to attachement of platelets to the
electrodes is transformed to aggregation units
(AU). Reduced impedance implies platelet
dysfunction or the presence of specific platelet

inhibitors. For example, the ASPI test is inhib-
ited in the presence of ASA. The Multiplate
analyzer has an important role in detecting and
analyzing preoperative coagulopathies, caused
by many drugs, routinely used in therapy of
cardiovascular diseases (7).

Impedance aggregometry is very inter-
esting issue for researchers world wide in past
few years. Most of studies evaluated ag-
gregometry and its role to predict bleeding af-
ter the cardiac surgery (8). On the other hand,
authors tried to prove usefullnes of the method
for determinating bleeding complications after
cardiac surgery patients received thieno-
pyridines (9). Also, in published studies in
Republic of Serbia we could not find research-
es that investigated preoperative detection of
residual antiplatelet effects of ASA and its in-
fluence on increased perioperative bleeding in
cardiac surgery.

The aim of this study was to establish
whether preoperative platelet function testing
for the presence of residual antiplatelet effect
of ASA before cardiac surgery itself may pro-
vide clinically important information that
would be related to increased intraoperative
bleeding and consequent increase in blood
transfusions.

Methods

This retrospective study included 60
elective cardiac surgery patients operated be-
tween November 2017 and July 2018 at the
Department of Cardiac surgery, Clinical Cen-
ter Nis. The majority of patients were male, 45
(75%), and the female represented 15 (25%).
Patients were aged between 47 and 77 years.
Total of 32 (53.3%) patients underwent double
coronary artery bypass grafting (CABG 1),
and 28 (46.6%) patients the triple elective on-
pump coronary artery revascularization
(CABG III).

The patients were on single therapy with ASA
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(Aspirin, Cardiopirin, Andol) in a daily dose
of 100 mg before surgery. Based on the stand-
ard practice in our clinic, ASA were abolished
five days before the scheduled surgery. Im-
pedance aggregometry was performed on the
day of surgery, and included a range of two
tests: ASPI (assay for detecting platelet func-
tion after adding arachnidonic acid) and TRAP
(assay for detecting platelet function after add-
ing thrombin activating peptide).

Hemostasis screening that included PT,
INR and APTT was made for all patients,
within 7 days before surgery, and the average
value for the study included patients ranged
from 11.7 to 15.4 sec for PT, from 0.93 to 1.41
for INR, and from 22 to 37.9 sec for APTT.

On the day of surgery we determined
the values of a complete blood count, estimat-
ed the value of blood volume (BV) based on
body weight and height on the device for ex-
tracorporeal circulation (ECC), the amount of
perioperative bleeding (in the reservoir device
for blood salvage), the quantity of autologous
blood and transfused allogenic blood during
operation. The device used for intraoperative
blood salvage was the Haemonetics Cell Saver
5 +, and the extracorporeal blood flow, perfu-
sion system Terumo S1. Priming of ECC ma-
chine for all patients consisted of Sol. Hart-
mani 1500 ml, Sol. Manitoli 20% 250ml, Sol.
NaHCO3 8.4% 100ml, high molecular weight
heparin 5000 i.j. and 500 mg of tranexamic
acid.

All patients were operated according to
standard cardiac surgery protocols. That

means that all of them were systemically hepa-
rinized obtaining 400 1U/kg b.w. high molecu-
lar weight heparin (which were monitored dur-
ing the operation by means of the activated
clotting time (ACT)), and for reversal of hepa-
rin was administered the protamine sulfate in
the ratio of 1:1.

Patients were seperated
groups:

1. CG (Control group), consisted of 31
patients (51.6%), without preoperative regis-
tration of impaired platelet function (Refer-
ence values: ASPI 790-1410 AU* min, TRAP
923-1509 AU* min ).

2. EG (Examined group), 29 patients
(48.3%) who had inhibited ASPI test before
operation, defined as the values obtained be-
low the lower reference limit for the ASPI test
(<790 AU* min), while TRAP assay was in
the referente range.

The function of the platelets was
measured using impedance aggregometer, by
increasing in the electrical impedance between
the sensor electrodes coated with silver. Pa-
tient's blood was sampled in lithium-heparin
tubes of 4 ml and analyzed within 30 min. Af-
ter sampling, the blood was added at 37°C hot
saline solution, and then to the test according
to the different platelet agonists, and measured
continuously (6 min) the platelet aggregation
was obtained by reading the result that the ag-
gregation is expressed in units per minute -
AU min. (Figure 1). Tests used in this research
were:

into two
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Figure 1.
the sensor to test blood

- ASPI test - containing arachidonic acid
which is a substrate of platelet cyclooxygenase
enzyme. Cyclooxygenase converts arachidonic
acid to TxA2, a potent platelet activator. When
the cyclooxygenase is blocked, thromboxane
formation is inhibited and also platelets activa-
tion. That is why the test is sensitive to cy-
clooxygenase-blockers such as ASA.

- TRAP assay - represents the natural potential
of platelet aggregation, comprising a thrombin
receptor activating peptide, and is sensitive
only to the Ilb / Illa antagonists, such as abci-
ksimab.

Statistical analysis was performed us-
ing Statistical Package for Social Science
(SPSS Software GmbH, Germany), version
15.0. The results are presented in tables and
graphs, using the mean values and standard
deviations (SD). Normality schedule was test-
ed using Shapiro-Wilk test. The difference in
mean values between the groups was calculat-

The curve of platelet aggregation on the device Multiplate and schematic view of

ed using the Mann - Whitney test. The results
were considered to be statistically significant
atap <0.05.

Results

Analyzed data included the following:
gender, age, number of red blood cells, plate-
let count, type of surgical intervention, values
of ASPI and TRAP assays, the amount of in-
traoperative salvaged blood, the amount of
returned blood-autologous and the application
of allogenic red blood cells transfusion peri-
operatively (ml).

Table 1. shows demographic and clini-
cal data for both CG and EG. It is noticable
that there were no significant difference in
gender and age between groups. Also, red
blood cells count and platelet count were not
significantlly different preoperatively between
groups (p>0.05).
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Table 1.
Basic demographic and clinical data of patients in the study
Data, number (%) of patients,

Demographic and clinical data mean values + SD, range p value

FM group, N =31 M group, N =29

(51.7%) (48,3%)

Gender (Female / Male) 25.8% /74.2 % 24.1%/75.8 %
Age (mean, range) 65.1+7.31 62.3 +7.38 >0.05
Eritrocytes (n x 10/1) 4.46 +0.44 4.37 +0.41 > (.05
Platelets (n x 10°/1) 242.9 +60.83 221.7 +45.85 > (.05
Received ASA* (% of patients) 100 % 100 %
ASPI test(AU min)** 1056+229.44 416.7+195.95 <.0001
TRAP test(AU min)** 1451.6 £170.47 1348.3 +259.22 > 0.05
CABG Il / CABG 111(%) 54.8 % /45.2 % 51.7 %/ 48.3 %
(Am";)oums of perioperative blood loss 980.6 + 199.86 15275+ 637.74  <.0001
Autotransfusion (ml) 388.3 £76.07 587.6 £210.87 <.0001
Allogeneic transfusion (ml) 180.6 +253.53 253.4 £294.27 > 0.05

* acetilsalicylic acid, **aggregation unit per minute

Mean values of ASPI test in CG were
1056£229.44 AU/min, and showed statistical-
ly significant difference compared to the EG
(416.7+195.95 AU/min), (p<0.0001). There
was no statistically significant difference be-
tween values of TRAP test measured in both
groups (p>0.05).

As we expected, group of patients with
impaired platelet function in ASPI test and
with presence of the residual antiplatelet effect
of ASA (EG) had a higher amounts of blood
loss perioperatively 1527,5+637,74 ml com-
paired with CG, 980,6 + 199,86 ml
(p<0.0001). Intraoperatively collected blood in
cell saver was processed in a few minutes and
patients were transfused with their own
washed red blood cells. The difference in
amount of autotransfused blood between
groups was statistically significant, 587,6
+210.87 ml in EG vs 388,3+76.07 ml in CG
(p<0.0001).

If the levels of perioperative hemoglo-
bin were less than 80g/L, patients from both
groups also recived allogenic red blood cells
transfusion during the intervention. Compaired
data did not significantly differ between the
groups (p>0.05).

Discussion

The authors opinions on the discontin-
uing or continuing of ASA before elective
cardiac interventions are contradictory, which
is not in case when patients had received
thienopyridines in therapy (9). One proof of
the benefits of ASA is on the postoperative
course (the graft potency, mortality, the devel-
opment of renal failure, length of stay in the
ICU), which prevail over the risk of bleeding
(10), while others are in favour of an increased
risk for perioperative bleeding and related
complications (11). It is a fact that the discon-
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tinuation of ASA 5 days before open heart
surgery by itself is not a sufficient guarantee
that the residual effects of preoperative use of
ASA will not cause complications in the form
of bleeding during surgery. Impedance ag-
gregometry can resolve this dilemma for clini-
cians and provide insight into the preservation
of platelet function (12). Some researches in-
vestigated association beetween preoperative
platelet function tested with impedance ag-
gregometer and postoperative bleeding in car-
diac surgery. Petricevi¢ et al reported about
the usefulness of preoperative examination of
platelet function (ADP, ASPI test) in predict-
ing increased postoperative bleeding after
elective cardiac surgery and administartion of
alogenic red blood cells perioperatively (13).
Their study showed that aggregometry is a
useful method for predicting CABG patients
with excessive postoperative bleeding. Men-
gistu et al also showed that the impedance ag-
gregometry is preferred method for preopera-
tive testing residual effect of AS, indicator for
the assessment of increased bleeding after the
cardiac surgery and the need for the applica-
tion of allogeneic transfusion (14). Pre-
operative aspirin  increases  post-operative
bleeding, but this may be avoided by the use
of aspirin doses less than 325 mg/day, con-
cluded Sun et al. (4). They did not suggest
preoperative platelet function testing. Our re-
search showed that also smaller doses of ASA
(100mg) may impaire platelet function and
increase bleeding, because patient’s response
to the drug is strongly individual.

Other authors showed importance of
platelet function testing before cardiac sur-
gery, and its role in predicting the risk for
increased bleeding during the operation (15).
Residual anti-platelet effects of preoperatively
used ASA is successfully detected with ASPI
test, which may be of great clinical im-
portance, and the TRAP test is not significant-
ly changed (16). Fitchett et al pointed in their
research on the importance of the use of pre

operative aggregometry in determining the
risk of perioperative bleeding in cardiac sur-
gery patients previously treated with an-
tithrombotics such as platelet ADP receptor
antagonists and suggested the value of pre-
operative in vitro platelet aggregometry in or-
der to determine perioperative bleeding risk
(6). Their study did not include effects of ASA
on perioperative bleeding. Gorlinger et al de-
scribed that the aggregometry is suitable
method for the detection of platelet inhibition
in cardiac surgery and its role in evaluation of
intraoperative bleeding (12).

In literature some researchers suggest-
ed no discontinuation of aspirin before surgery
exept for some special interventions. Cases
where aspirin should be stopped include pa-
tients undergoing intracranial, middle ear, pos-
terior eye, intramedullary spine and tran-
surethral prostatectomy surgery. Other patients
have minimal risk for bleeding during surgery
and discontinuation of acetylsalicylate is not
neccessary witch was suggested by Gerstein et
al (17). In our study we have shown that
preservation of platelet function and the ab-
sence of residual antiplatelet effect of ASA
preoperatively results in a significantly lower
amount of intraoperative bleeding and lower
amounts of autologous transfusion, which is of
great importance for the course and outcome
of the surgery. Therefore, the timely elimina-
tion of acetylsalicylates and platelet function
testing should be a priority in the clinical prac-
tice of surgical treatment of coronary artery
disease (18,19).

Conclusion

Considering the complexity of on
pump cardiac surgery operations, as the bleed-
ing is one of the most serious complications in
the perioperative and postoperative period, the
use of impedance aggregometry before the
intervention should not be ignored. Further
researches are needed to track the impact of
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the residual effect of acetylsalicylates in the
term of postoperative bleeding and the long-
term survival of patients underwent revascu-
larization methods.

The fact is that although there are op-

posing views in the scientific community
about the described issue, our results clearly
indicate the usefulness of preoperative utiliza-
tion of aggregometry as an independent test to
assess perioperatively increased bleeding in
cardiac surgery.
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Summary

Antiplatelet therapy agents are medications or pharmaceutical drugs that interfere with
the process that forms blood clots and inhibit the clumping together with platelets. They are
widely used in primary and secondary prevention of thrombotic cerebrovascular or cardiovascu-
lar disease. The most common antiplatelet agents are acetylsalicylic acid (ASA) and clopidogrel.

Platelet aggregation, as a laboratory test for a platelet function, is very efficient for
optimal antiplatelet treatment and also to identify individuals who have suboptimal response to
antiplatelet drugs. This suboptimal platelet response is defined as a platelet resistance and is
associated with clinical outcome. Insufficient exposure to an antiplatelet
drug taken to prevent atherothrombotic disease entails increased risk for an adverse event
whereas overexposure to an antiplatelet drug increases the risk for adverse effects
such as fatal bleeding.

Currently, many tests are available to measure platelet function affected with antiplatelet
drugs, such as aspirin and clopidogrel. Multiplate and PFA-100 are assays that measure platelet
aggregation resulting from ex vivo stimulation of the platelets using a variety of platelet ago-
nists. Clinical studies are required to show which parameter of platelet function correlates best
with an elevated risk for thromboembolism in patients stratified as aspirin and/or clopidogrel
non-responders in a laboratory assay.

Key words: platelets, aggregation, aspirin, clopidogrel
Sazetak

Antitrombocitni terapijski agensi su lekovi ili farmaceutski preparati koji se ukljucuju u
proces stvaranja krvnih ugrusaka i inhibiraju agregaciju trombocita. Siroko se primenjuju u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih tromboticnih bolesti.
Najcesce primenjivani antitrombocitni agensi su acetilsalicilna kiselina (ASK) i klopidogrel.

Agregacija trombocita, kao laboratorijski test za procenu funkcije trombocita, je vrlo
efikasan za optimalno vodenje antitrombocitne terapije, kao i za izdvajanje pacijenata koji
pokazuju suboptimalni odgovor na primenu antitrombocitnih lekova. Ovaj suboptimalni odgovor
se definise kao rezistencija trombocita i povezan je sa nepovoljnim klinickim ishodom.
Nedovoljan efekat antitrombocitnog leka koji se uzima u cilju prevencije antitromboticnih bolesti
povecava rizik nezeljenih dogadaja, pri cemu nepravilno poveéanje doze leka povecava rizik
ozbiljnih krvarenja.
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Danas su dostupni brojni testovi  za procenu funkcije trombocita i efekat
antitrombocitnih lekova, kao Sto su aspirin i klopidogrel. Multiplate i PFA-100 se koriste za
merenje agregacije trombocita koja nastaje ex vivo stimulacijom trombocita koris¢enjem
razlicitih trombocitnih agonista. U buducnosti su potrebne klinicke studije koje bi pokazale koji
parametar trombocitne funkcije najbolje korelira sa poveéanim rizikom za tromboembolizam kod
pacijenata koji su izdvojeni kao aspirin i/ili klopidogrel ,,non-responder “-i u laboratosrijskim

testovima.

Kljuéne redi: trombociti, agregacija, aspirin, klopidogrel

Introduction

The fluid organ blood is in constant
motion to deliver cells, chemical substances
and heat into all regions of the organism.
Platelets are flowing constantly along the ves-
sel wall, monitor the vasculature for defects
and react immediately upon vessel injury with
adhesion and aggregation (1).

Usually, the inner lining of blood ves-
sels consist of endothelial cells, which under
normal conditions form an interface towards
the flowing blood resistant to adhesion of cir-
culating cells. Disruption of the continuous
endothelial layer exposes subendothelial ma-
trix proteins triggering a fast platelet response

().
The role of platelets in primary haemostasis

Primary haemostasis, as the first line of
defense against bleeding from an injured ves-
sel, consists of all these processes: initial
platelet arrest, platelet adhesion, and platelet
aggregation. Platelets have a key role in
mechanism of atherothrombosis. Since plate-
lets can not distinguish between a traumatized
and a pathologically altered vessel, a chronic
degenerative process like atherosclerosis with
a ruptured plaque can trigger a physiological
mechanism leading to fatal ischaemia. Plate-
lets adhere to the atherosclerotic place through
the process of adhesion, involving a series of

glycoprotein

(GP) receptors on the platelet surface and their
corresponding adhesive proteins including: GP
VI — collagen, GP complex Ib-V-IX — von
Willebrand factor, integrin allbf3 — fibrino-
gen. Upon adhesion subsequent shape change
occurs with accompanying thromboxane
(TxA2) production and platelet granule re-
lease, the contents of which include adenosine
diphosphate (ADP). TxA2 and ADP are solu-
ble agonists that further activate the adhered
platelets in addition to activating local free
circulating platelets, so secondary platelet ac-
tivation occurs by means of three principal
agonist pathways: thromboxane (TxAZ2),
adenosine diphosphate (ADP) and thrombin,
independent of or in combination with each
other (2,3). Thrombin activation results in a
cross linked platelet plug as fibrinogen strands
bind to glycoprotein allbB3 receptors. Upon
activation the allbB3 receptors physically alter
their conformation producing the high affinity
fibrinogen binding site GPI1Ib/Illa on the plate-
let membrane. The activated platelets present
in such aggregates exhibit a membrane surface
rich in phosphatidylserine, which is an accel-
eration factor for blood coagulation and not
found in resting platelets. In particular, assem-
bly and activation of tissue factor, factor VII,
the tenase complex and the prothrombinase
complex are fostered by activated membranes,
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and thus mediate secondary haemostasis. The
final result is a fibrin stabilized platelet aggre-
gate that occludes the vessel injury and pre-
vents serious bleeding (4,5).

The entire array of described interac-
tions and processes occurs at the interface be-
tween flowing blood and the stationary throm-
bogenic surface of the injured blood vessel. A
fact often underestimated in laboratory tests
that usually try to mimic the in vivo situation,
is the major role of flow in bringing the reac-
tion factors together. This is well illustrated by
the phenomenon that anaemia, e.g. a haemato-
crit of <30%, can increase bleeding time (6).
The rheological or haemodynamic explanation
is, that the diminished effect of erythrocyte
axial migration at low red cell counts leads to
reduced platelet concentration in the boundary
layer adjacent to the vessel wall.

The assessment of platelet function

Platelet aggregation as a laboratory test
for platelet function was developed by Gustav
VR Born in 1962. The original method
measures the transmittance of light in turbid
platelet rich plasma (PRP). When the platelets
aggregate after stimulation with various ago-
nists, the turbidity decreases and more light
passes through the PRP. These changes in

light transmittance can be analyzed and corre-
lated with platelet shape change, aggregation
and desaggregation if present. Weak agonists
such as epinephrine or ADP at low concentra-
tion show a biphasic aggregation curve, i.e. an
initial shape change wave followed by the ag-
gregation wave. Strong agonists like collagen,
thrombin or ADP at high concentration mostly
override the first phase of shape change and
generate a rapid aggregation response (7,8).

Determinants of aggregometry are the
platelet function disorders, which are rarely
congenital but mostly acquired. Acquired
platelet disorders are frequently caused by
drugs or uraemia (9). The widely used acetyl-
salicylic acid and many other non-steroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDSs) inhibit the
platelet enzyme cyclooxygenase, which con-
verts arachidonic acid into thromboxane (Tx)
A2. TxA2 is a short-living platelet agonist.
The effect of a single dose of acetylsalicylic
acid persists for 5 to 7 days, since it irreversi-
bly inhibits the cyclooxygenase. Only the ap-
pearance of newly synthesized platelets in the
circulation abates its effect. NSAIDs can ei-
ther act by reversibly inhibiting the cyclooxy-
genase or by other modes of action (10). A list
of diseases and drugs causing acquired platelet
disorders is given in Table 1.

Table 1.

Diseases and drugs associtaed with platelet disorders

Diseases

Drugs

Uraemia

Myeloproliferative disorders
Essential thrombocythemia
Polycythaemia vera

Chronic myelogenous leucemia

Acute leukemia/myelodysplastic syndrome

Dysproteinaemias

Cardiopulmonary bypass
Acquired von Willebrand syndrome

Antihistamines

Indomethacin

Acetylsalicylic acid

Low molecular-weight dextran
Chlorpromazine

Mithramycin

Clofibrate

Nitrofurantoin
Dipyridamole
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Acquired storage pool deficiency
Antiplatelet antibodies
Liver disease

Penicillins

Ethanol

Phenylbutazone
Guaifenesin
Sulfinpyrazone

Heparin

Trycyclic antidepressants
Hydroxychloroquine
Vinca alkaloids

Antiplatelet drugs

For over 100 years acetylsalicylic acid
(ASA) has been available for use as an anti-
inflammatory and antipyretic drug. The means
by which aspirin achieves its cardiovascular
benefit is attributed to its ability to inhibit
TxAZ2 production, as it affects enzyme cy-
clooxigenase COX-1 and COX-2, which con-
vert arachidonic acid to TxA2 (11). Aspirin
acetylates serine residue 529 in the polypep-
tide chain of the prostaglandin H-synthase
(PGH-synthase), thus inhibiting the production
of PGH2 which is the direct precursor of
TxAZ2. Because platelets are anucleate they do
not readily regenerate protein. The effect of
aspirin on COX-1 is irreversible and lasts for
the lifetime of the platelet thereby relying on
the generation of new platelets to recover cy-
clooxygenase activity at a rate of approximate-
ly 10 % per day in normal healthy individuals.
Low dose aspirin is sufficient to suppress
greater than 95 % of TxA2 production by
COX-1 and such suppression is capable of in-
hibiting platelet aggregation. However, aspirin
affected platelets may still aggregate in the
presence of potent platelet agonists such as
collagen and thrombin (12). COX-2 has been
identified in human atherosclerotic plaques
and in newly formed platelets. COX-2 is
largely responsible for prostacyclin production
which counteracts the effects of thromboxane
by preventing platelet aggregation and stimu-
lating vasodilation. Higher doses of aspirin are
capable of inhibiting COX-2 production of

prostacyclin in endothelial cells while convert-
ing the PGH-synthase-2 enzyme into a lipoxy-
genase. 15(R) hydroxy-eicosatetraenoic acid
(HETE) is produced and invokes the anti-
inflammatory effect associated with high dose
aspirin. It is noteworthy that selective COX-2
inhibition sufficient to suppress prostacyclin
production can promote arterial thrombosis.
However, COX-2 present in endothelial cells
maintains the ability to regain prostacyclin
production only a few hours after exposure to
aspirin due to the ability of nucleated cells to
resynthesize enzymes (13,14).

Clopidogrel in addition to aspirin has
proven especially effective in this venue for
the prevention of both restenosis and stent
thrombosis in the treatment of acute coronary
syndrome. Clopidogrel is a member of the
thienopyridine class of drugs that target the
purino - receptors on the platelet surface.
More specifically, they irreversibly bind to the
adenosine diphosphate receptor P2Y12 thus
inhibiting platelet aggregation by diminishing
signal transduction and subsequent activation
of the GPIIb/IA receptors as well as dimin-
ishing the amplification of platelet activation
through the dense granule release of ADP
(15,16). Clopidogrel is a prodrug which must
be metabolized in the liver to its active metab
olites. Metabolism occurs through CYP3AA4,
one of the cytochrome P450 enzymes respon-
sible for drug metabolism. Clopidogrel must
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go through two oxidation steps in order to
produce an active metabolite capable of ire
versibly binding to the platelet ADP receptor
P2Y12 (P2Y12 and P2Y1 are two G-protein
coupled receptors that are expressed on plate
let membranes and combined action is neces-
sary for a full activation and aggregation re-
sponse to stimulation by ADP) (15).

Numerous large scale clinical studies
support the safety and efficacy of single or
dual antiplatelet treatment in specific clinical

Indications for use of aspirin and clopidogrel

settings. In addition to these studies a number
of guidelines have been written to promote
educated decisions when considering an-
tiplatelet therapy in daily practice. Table 2
provides an overview of indications for aspirin
and clopidogrel use based on suggestions from
the American Heart Association (AHA), the
American College of Cardiology (ACC), and
the European Society of Cardiology (ESC)
(1,17,18).

Table 2.

Clinical indication Drug

Comment

Primary prevention high risk

e Diabetes mellitus
e Hypertension

aspirin
aspirin

Peripherial vascular disease

aspirin/ clopidogrel

Clopidogrel as an alternative to aspirin

Atrial fibrilation

aspirin

Intermediate risk or high risk not on
warfarin

Valve
e surgery
e disease

aspirin
aspirin

With warfarin for mechanical valves in
notwarfarin candidates

Ishaemic heart disease
e stable angina

e akute coronary syndrome

- no ST segment elevation
-with PCI
-without PCI

-ST segment elevation in acute
myocardial infarction (MI)

aspirin/ clopidogrel

aspirin
aspirin/ clopidogrel
aspirin
aspirin/ clopidogrel

More effective than aspirin alone

More effective than aspirin alone

Previous Ml

aspirin/ clopidogrel

Clopidogrel as an alternative to aspirin

Elektive PCI
-resulting in stent placement

aspirin
aspirin/ clopidogrel

Postcoronary bypass

aspirin

Acute ishaemic stroke /TIA

aspirin

Previous stroke/TIA

aspirin/ clopidogrel

Clopidogrel as an alternative to aspirin

AHA 2010 evidence-based practice guidelines
recommend both aspirin in daily dose of 100
mg and oral anticoagulants for patients with
mild cardiovascular risk. For patients undergo-
ing primary percutaneous coronary interven-
tion (PCI) with or without stenting, the guide

lines suggest clopidogrel in addition to aspirin
with a recommended initial dosing of at least
300 mg followed by 75 mg daily. It is also
recommended early (within 48 hour of stroke
onset) aspirin therapy (initial dose 150 mg to
325 mgq) for acute ischemic stroke patients
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who are not receiving thrombolysis treatment.
For long-term stroke prevention in patients
who have experienced a noncardioembolic
stroke or transient ischemic attack (TIA), aspi-
rin (50 mg to 100 mg daily) or clopidogrel (75
mg daily) are all acceptable options for initial
therapy (1).

This is not a definitive list, additional
antiplatelet drugs may be indicated in specific
clinical settings. Prasugrel is a relatively new
platelet aggregation inhibitor and has shown
better efficacy compared to clopidogrel in
preventing MI and stent thrombosis in ACS
patients undergoing PCI. Prasugrel is a
thienopyridine P2Y1, platelet inhibitor which
is converted to an active metabolite primarily
by CYP3A4 and CYP2B6. This prodrug inhib-
its platelet action by irreversibly binding to the
platelet ADP receptor (16).

GPlIb/Illa receptor inhibitors (abcixi-
mab - Reopro, eptifibatide - Integrilin, tirofi-
ban - Agrarstat) are agents that have been de-
veloped to block the final common pathway
that results in platelet aggregation and provide
marked protection from ischemic events in
patients undergoing percutaneous coronary
intervention (PCI) (17). Tirofiban and eptifiba-
tide are non-peptide molecules with marked
specificity for the GP llb/lIlla receptor.
Abciximab is a large monoclonal antibody that
binds to GP IIb/Illa receptor as well as to ayP3
integrin receptor of endothelial and smooth
muscle cells, and to oy, integrin found in
leucocytes. Thus, only abciximab has the po-
tential for direct inhibition of adhesion of
platelets and endothelial cells, and of platelets
and white cells, and as a consequence, to in-
hibit or limit the inflammatory process invari
ably present in acute coronary syndrome
(ACS) and after PCI (1,18).

Resistance to antiplatelet therapy

Antiplatelet therapy has demonstrated
significant clinical benefit in the treatment of

acute coronary syndrome, but, as with any
treatment strategy, it has been unable to pre
vent all cardiovascular events. This is far from
surprising when considering the complexity of
arterial thrombosis and more specifically
platelet physiology. This lack of treatment
success has provoked the introduction of vari-
ous diagnostic tests and testing platforms with
the intent of guiding and optimizing clinical
treatment. Such tests have resulted in the gen-
eration of clinical data that suggest suboptimal
response to antiplatelet agents such as aspirin
and clopidogrel. In the case of both aspirin and
clopidogrel, this suboptimal response has been
termed resistance (13,16).

Several mechanisms have been identi-
fied to explain the incidence of aspirin and
clopidogrel resistance: improper drug compli-
ance or early discontinuation, possible drug
interactions, inadequate dose, increased plate-
let turnover, genetic polymorphisms and po-
tential bypass mechanisms. The definition of
aspirin resistance is quite variable in the litera-
ture and has been described as the failure to
prevent a thrombotic event, the inability of
aspirin to inhibit TxA2 formation, or the ina-
bility of the drug to cause prolongation of
bleeding time (13,19). A lack of any effect on
in vivo tests of platelet activity, including no
prolongation of the bleeding time, may also be
defined as aspirin resistance, usually explained
with individual platelet recovery after aspirin
taking, platelet hyperreactivity, COX-1 mo-
lecular genetic variants and interections with
other drugs (12). On the other hand,
clopidogrel resistance may be due to pre-
existing variability in platelet response to
adenosine diphosphate (ADP), genetic varia
bility (polymorphisms in the hepatic enzymes
involved in clopidogrel metabolism or within
the platelet P2Y 12 receptor), or drug interact
tions (e.g. proton pump inhibitors) (20). There
appears to be an association between a
CYP2C19 variant and recurrent thrombotic
coronary events in patients taking clopidogrel.
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Clopidogrel is converted to its active form by
the CYP2C19 enzyme. Some patients are poor
metabolizers of the drug and do not effectively
convert clopidogrel to its active form. In these
patients, clopidogrel has less effect on plate-
lets, and therefore less ability to prevent heart
attack, stroke, and cardiovascular death
(21,22).

Methods for monitoring platelet
Aggregation

The Platelet Function Analyzer (PFA-
100) (Siemens, Deerfield, IL, USA) monitor
conducts a modified quantitative in vitro
bleeding time under artificially created high-
shear conditions. Whole blood is placed on a
test cartridge and a vacuum perfuses the blood
across a collagen-coated membrane. An apert
ure is created in the membrane by a “punch”
in the presence of either epinephrine (Col/EPI)
or ADP (Col/ADP) as agonist. The shear force
of whole blood being drawn through a vacuum

activates platelets and promotes platelet ad
herence and aggregation. The time it takes for
a clot to form inside the glass tube and prevent
further blood flow is measured as “closure
time” (23). Initial platelet arrest from fast flow
is mediated by von Willebrand factor (VWF)
bound to the collagen and acting as ligand for
the platelet receptor GPIb. The following
permanent adhesion and aggregation is
dependant on the integrin a2B3 (GPIIb/Illa).
Therefore, PFA-100 is very sensitive system
for the detection of the von Willebrand-
Jurgens syndrome as well as for the
aggregation-blocking effects of  the
acetylsalicylic acid. Col/EPI closure time is
prolonged to more than 300 sec in patients
who are on platelet prevention therapy (aspirin
or Gllbllla inhibitors), which is the highest
values PFA-100 can register. Col/ADP closure
time is normal in patients taking aspirin and is
prolonged in patients taking Glibllla
inhibitors (3). Platelet function assessed on
PFA-100 is shown on table 3.

Table 3.
PFA-100 assessed platelet function
Col/EPI Col/ADP
Glanzman trombastenia 1 1
Platelet Bernard-Soulier syndome 1 1
disorders vWD pseudoplatelet type 1 1
Storage pool dosease 1 variable
Primary disorder of secretion 1 normal
Aspirin T normal
Antiplatelet Ticlodipin variable normal
drugs Clopidogrel variable variable
Anti-GPlIb/Illa 1 1
Mild type | ) variable
Von-Willebrand Type | 1 1
disease Type 2 (not 2N) 1 1
Type 2N normal normal
Type 3 1 7
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As Col/ADP and Col/EPI have the lack of
sensitivity to P2Yy, inhibition, the INNO-
VANCE PFA P2Y cartridge has therefore
been recently developed. A prospective evalu-
ation of the clinical performance of the IN-
NOVANCE PFA P2Y demonstrated that it not
only detects P2Y3, inhibition but it also
demonstrated a trend to potentially identify
patients at a higher risk of major adverse clini-
cal events after PCI suggesting the potential
utility of this test (24). A more recent study
has shown that this test is sensitive for
detecting clopidogrel responsiveness in vivo
(25).

Slaughter and colleagues demonstrated
that the PFA-100 closure time has only a high
negative predictive value and thus must help
in identifying patients who are unlikely to
need platelet transfusions to reduce bleeding.
Its positive predictive value is low and thus it
is not very useful in transfusion algorithms to
direct transfusion therapy as many ,false-
positive® patients would be transfused (26).
Cammerer and colleagues have prospectively
studied a group of cardiac surgical patients
using measurement of platelet function to
predict bleeding. They reported that
thromboelastography (TEG) was a better
predictor of bleeding time than the PFA-100
(27). When suspecting a platelet function
deffect, PFA-100 is very useful combined with
an array of other tests. The therapeutic effect
of desmopressin (DDAVP) that elevates VWF
concentration in plasma by releasing it from
endothelial cells can also be assessed by this
method. Perioperative use and application in
ICU are not recommended since platelet
aggregates developed perioperatively as well
as haemodilution can interfere with accurate

test results. Closure time will become
abnormally prolonged when either the platelet
count falls below 50.000/uL or when the
haematocrit is less than 25 % (28).

Multiplate analyzer (Dynabyte
medical, Germany) is POC device based on
impedance aggregometry that measure platelet
aggregation resulting from ex vivo stimulating
of the platelet using a variety of platelet
agonists (ADP, prostaglandin E1, arachidonic
acid, TRAP-6, collagen, ristocetin). The
testing provides rapid results as compared
with traditional light transmittance
aggregometry. Whole blood is measured in a
disposable test cell, which contains two
independent  impedance  sensors, each
composed of two silver-coated electrodes. The
sample is stirred using a teflon-coated
magnetic stirrer. When platelets get activated
they adhere onto the sensor wires and enhance
the electrical impedance between them.
Impedance raise is registered and recorded
over 6 minutes. The increase in impedance is
transformed to arbitary aggregation units (AU)
and plotted against time (7,9). Three
parameters are calculated: area Under the
Aggregation Curve (AUC) — is affected by the
total hight of aggregation curve and is best
suited to express the overall platelet activity,
the hight of the curve- determines platelet
aggregation, the maximum slope of the curve-
determines the velocity (29). Two curves are
assessed using the two independent sensors in
the test cell. The parameters calculated by the
software are the mean values of the parameters
determined with each curve. The correlation
coefficient between the values of the 2 indi-
vidual curves is determined. The frequently
used tests are shown on table 4.
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Table 4.
Multiplate tests

test activation sensitivity not sensitive

for

ASPltest arachidonic acid: is converted to TXA2 by | aspirin, IIb/llla clopidogrel,
platelet-own cyclooxygenase antagonists vWF

ADPtest ADP: binds onto platelet ADP receptors clopidogrel, llb/llla | aspirin, VWF

antagonists

ADPtest HS | ADP + prostaglandin E1 (Prostaglandin is | clopidogrel, llb/llla | aspirin, VWF
a natural inhibitor and enhances the antagonists
sensitivity of the assay for clopidogrel)

TRAPtest TRAP-6 (thrombin receptor activating lIb/llla antagonists | VWF, aspirin,
peptide): TRAP-6 is a potent agonist which clopidogrel
mimicks the platelet-activating action of (weak effect
thrombin on TRAPtest)

COLtest collagen: collagen activates platelet and aspirin, llb/llla clopidogrel,
triggers a release of arachidonic acid from | antagonists vWF
the platelet membrane, which is converted
to TXA2 by the Cyclooxygenase

RISTOtest | Ristocetin: VWF dependent platelet Bernard-Soulier mild vWD
activation via the Gplb receptor syndrome, severe

vWD, aspirin

Platelet dysfunction may cause haemorrag-
ic complications during invasive procedures.
On the other hand, the ability to monitor plate-
let response to antiplatelet drugs may have a
major impact on patient care resulting in a
significant decrease in morbidity and mortali-
ty. The largest study to date evaluating the
clinical impact of clopidogrel resistance has
shown that patients stratified as inadequate
responders according to Multiplate testing,
exhibited 9,4 fold increased risk of early stent
thrombosis (20).

The use of term resistance should not
be taken lightly, as it may have detrimental
effects when misinterpreted. Falsely identi-
fied, it may infer an increased risk of throm-
bosis if treatment were discontinuted or alter-
natively an increased risk of haemorrhage if
dosage were mistakenly increased. A good
correlation was found by Tantry US et al.

when comparing classical aggregometry and
modified thromboelastography for detection of
aspirin resistance (30), Sibbing D et al.
showed a significant correaltion for ADP-
induced platelet aggregation when using
classical or impedant aggregometry in patients
sheduled for coronary angiography and
receiving a single dose of 600 mg clopidogrel
(r*=0,5; p<0,0001) (31). Seyfert UT et al.
investigated healthy volunteers and blood
donors not taking anti-platelet drugs and found
no correlation between these two methods
(32). Linnemann B et al. have shown that the
INNOVANCE PFA P2Y can be used to
monitor the influence of clopidogrel ex vivo
and its sensitivity for detecting non-responders
or responders is comparable to Multiplate
ADP-HS test (33). Investigations conducted in
Blood Transfusion Institute Ni§ showed that
Multiplate is more sensitive to dual antiplate
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let therapy (p<0,05 for aspirin; p<0,001 for
clopidogrel) and to clopidogrel alone
(p<0,001) than PFA-100, but there is not sig-
nificant difference for patients treated with
aspirin alone (34). On the other hand, INNO-
VANCE PFA P2Y is sensitive to P2Y 1, inhibi-
tion and compares well with all other currently
available platelet function tests in determina-
tion of resistence to clopidogrel and is an im-
provement upon the classic PFA-100. Paniccia
R showed that the imprecision of the method
for the Multiplate is less than 5 % in control
subjects and 7% in patients undergoing an-
tiplatelet treatment (35). According to the lit-
erature data prevalence of aspirin resistance
vary from 5 % to 80 %, depending on applied
diagnostic method.

Conclusion

Monitoring of antiplatelet therapy is
necessary in patients with adverse cardiovas-
cular events. Clinical studies are required to
show which parameter of platelet function cor-
relates best with an elevated risk for thrombo-
embolism in patients stratified as aspirin
and/or clopidogrel non-responders in a labora-
tory assay.
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1. Introduction

The intention of this paper is to review
the current diagnostic and treatment options
for patients with Pulmonary Arteriole Hyper-
tension (PAH) with an emphasis on bioengi-
neering. Pulmonary Arteriole Hypertension is
a rare genetically-based progressive and fatal
disease that describes an increase in pulmo-
nary vascular pressures caused by progressive
endothelial cell growth, smooth muscle hyper-
trophy, and adventitial expansion in the small-
est pulmonary arteries.">® Patients symptoms,
characterized by shortness of breath, chest
pain, dizziness and little exercise capability,
are seen in multiple diseases and thus correct
diagnosis is the first step to help treat patients.
By reviewing the literature new insights can
lead to improvements in the current designs,
techniques, and/or can inspire new methods
that may better diagnose and treat patients
with Pulmonary Arteriole Hypertension. This
paper is organized in sections as follows; (2)
Defining Pulmonary hypertension and the im-
portance of developing new diagnostic and
treatment tools, (3) reviewing current meth-
ods/techniques used to diagnose PAH, includ-
ing immunoassays, echocardiograms, and in

vasive techniques respectively, (4) reviewing
treatment designs, including stem cell, phar-
maceutical, gene based, and bioengineered
tissue therapies, (5) outlining the success of
individual therapies and testing alternatives,
(6) discussing the issues and barriers of using
specific therapies, and (7) concluding remarks
and future suggestions for PAH diagnostic and
treatment methods.

2. Pulmonary Hypertension and the
Importance of Developing New Options
for Diagnosis and Treatment

2.1 Pulmonary Hypertension

Pulmonary  Arteriole Hypertension
(PAH) is a rare disease that corresponds to a
group of pulmonary vascular pathologies.
PAH is characterized by the remodeling of
small pulmonary arteries in a way that infring-
es on the body’s ability to exchange oXxygen,
causing shortness of breath, limited exercise
capacity, elevated pulmonary artery pressure
and eventually right heart failure.>* Unusually,
pulmonary hypertension affects more females,
nearly 2 females to every 1 male diagnosed
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and typically diagnosed during middle age.>*

However, the various nature of pulmonary hy-
pertension affects individuals young and old
and in varying severities.> Similar to the
unique statistics of who is affected, the cause
of pulmonary hypertension is also not clearly
defined. Pulmonary hypertension is organized
into five groups, called the Dana Point classi-
fication designed in 2008, based on cause of
the disease.” Group | includes individuals who
have the disease with no identified risk factors
or family members with PAH in addition to
individuals who have inherited the disease.’
Risk factors include drug and toxin induced
PAH, PAH associated with connective tissue
disease, HIV infection, portopulmonary hyper-
tension, congenital heart disease, Schistosomi-
asis and hemolytic anemia.**> Group Il in-
cludes PAH due to left heart disease.” Group
Il includes PH due to lung diseases and or
hypoxia.> Group IV includes chronic throm-
boembolic PH and group V includes individu-
als who have multifactorial etiologies and an
unclear cause.’

Most research is done on group | pa-
tients as the PAH they experience is not sec-
ondary to another disease. Determining the
genetic and/or other causes of individuals in
group 1 is of main concern as it will help with
treatments of all five group. Genetic research
has found that pulmonary hypertension is au-
tosomal dominant disease with reduced pene-
trance, female predominance and genetic an-
ticipation.* A mutation found in many (60-
80%) heritable PAH patients include a genetic
defect on chromosome 2g31-32 encoding bone
morphogenetic protein receptor type 2, a
member of the TGF-beta receptors. Although
this mutation is heritable and is associated
with individuals with heritable PAH the dis-
ease expressivity is variable in severity and
age of onset.* Genetic testing includes screen-
ing for BMPR2 mutations as well as others
that have shown to have some commonality in
HPAH patients, including EIF2AK4, ALK1,

ENG, SMAD9, CAV1, and KCNK3.**" Addi-
tionally, patients diagnosed with idiopathic
pulmonary hypertension often do not have the
mutation.

Pulmonary hypertension does not have
a sole cause, however diagnosis is assigned to
patients with a pulmonary artery pressure
greater than 25mmHg at rest who do not have
another condition that may cause elevation in
the artery, such as left-heart disease, chronic
hypoxia, pulmonary veno-occlusive disease,
chronic obstructive pulmonary disease, and
chronic thromboembolic pulmonary disease.??
Thus, pulmonary hypertension is hard to clas-
sify, diagnose and treat.

2.2 Importance of Developing Diagnostic and
Treatment Options

Most of the pulmonary hypertension
research is very recent. In the 1960’s it was
found that there was a link between PAH and
toxic chemicals, such as the weight loss drug
aminorex fumarate, toxic rapeseed oil, and
fenfluramine.®>*® Since the 1980°s, PAH was
known to complicate a plethora of diseases,
such as HIV, hemolytic anemia, etc.® The ten-
tacles of this disease are far reaching and af-
fect a large population since it affects much
more than the rare idiopathic cases. In the 80’s
patients diagnosed with pulmonary hyperten-
sion had a limited quality of life and a bleak
prognosis; the median survival after diagnosis
was 2.8 years.® Starting in the 1990’s there
were improvements on individuals with PAH,
in the form of intravenous epoprostenol treat-
ment, which increased the quality of life and
survival rate.® It was clear that the limited ef-
ficacy of the vasodilators, diuretics and anti-
coagulants and the success of epoprostenol
characterized pulmonary hypertension as a
progressive irreversible remodeling of the
small pulmonary vessels caused by the over-
expression of enothelin-1.*

Since the 1990°s different vasodilators
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and vasoconstrictor antagonists have been de-
veloped, such as treprostinil, iloprost, endo-
thelin-1 receptor antagonists, and phos-
phodiesterase type 5 inhibitors.*>**!* Unfortu-
nately, these treatments are not curative and
have not been compared side by side to deter-
mine an optimal therapy. Perhaps the differ-
ent responses suggest different stages/severity
of the disease require different treatments.
Additionally, the treatments are expensive,
and some patients do not respond immediately
or become less responsive over time leading to
the last treatment option, lung transplanta-
tion.>** Lung transplants are difficult to ac-
quire and have has limited success and surviv-
al rates.”

Current research suggests that the dif-
ferences in PAH patients can be determined
with more specific testing and genetic testing.
Creating better and more accurate ways to cor-
rectly diagnose individuals with PAH will
help individualize patient care and better treat
the disease. In addition to creating better di-
agnostic tools, new treatment options are vital
to the increased survival and quality of life.
Current studies in tissue engineering and re-
generative medicine have led to possible new
treatment options for individuals with PAH.
Whilst the idiopathic form of PAH is rare,
pulmonary hypertension as a result of other
diseases or health risks such as hypoxia, am-
phetamines use, and exposure to diesel pollu-
tion makes new methods to diagnose and treat
pulmonary hypertension critical to the health
of people worldwide and thus focus on devel-
oping new options for diagnosis and treatment
is imparative.>®

3. Studies in Design and Development of
Diagnostic Tools

3.1 Diagnosing PAH

Diagnosing pulmonary hypertension has al-
ways been challenging because of the

histological basis of the disease and the mor-
tality associated with biopsy as well as the
slow buildup of symptoms caused by the un-
derlying histological changes.>*® Vascular
remodeling that can be seen in PAH describes
thickened endothelial cells in the tunica media
of the small blood vessels in the lung and
causes pulmonary vascular resistance, right
heart failure and eventually death.™ Due to the
contraindication of lung biopsy alternative
methods to assess the symptoms of the vascu-
lar remodeling are used. Currently diagnosis
of pulmonary hypertension is based off results
of right heart catheterization, an invasive pro-
cedure that provides information on the pres-
sure inside the pulmonary artery and the heart.
Beyond right heart catheterization there are
still very few methods that are used to diag-
nose and monitor PAH with varying degree of
efficacy; symptomology, chest radiograph,
chest computed tomography (CT) scans, posi-
tron emission topography (PET) scans, mag-
netic resonance imaging (MRI), electrocardio-
gram (ECG), pulmonary function test, cardio-
pulmonary exercise testing, gas exchange
tests, and blood tests.***’

3.2 Symptomology and Physical Testing

Symptoms of individuals are often
nonspecific making it very difficult to diag-
nose a patient through their symptoms. The
most common symptoms for people with PAH
is fatigue and dyspnea, chest pain, dizziness,
palpitations, cough and edema.’®!’ Due to the
common nature and sometimes unnoticeable
early symptoms it takes nearly 2 years since
onset of symptoms for proper diagnosis.'®
Early diagnosis is preferred for patients with
PAH because the stress placed on the right
side of the heart due to increased pulmonary
vascular resistance causes irreversible damage
to heart muscle tissue, particularly after en
largement of the heart (cardiomegaly) oc-
curs.”’
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In addition to utilizing symptoms to
help diagnose an individual with PAH a 6-
minute walking test and pulmonary function
testing are used. 6-minute walking tests are
used to measure exercise capability as a com-
mon diagnostic tool, as well as severity indica-
tor and an indicator of progress during treat-
ment.®®  Pulmonary  function  testing
measures how well gases are exchanged (spi-
rometry) and are also helgful when diagnosing
and monitoring patients.'® While both of these
tests are listed as diagnostic indicators and are
shown to be inversely correlated with PAH it
is clear that neither of them provide an exact
source of what is causing the limited exercise
capability or impaired lung functioning, thus
requiring more exact forms of diagnosis.

3.3 Electrocardiograms

Electrocardiograms can tell a provider
a large amount of information regarding the
electrical conductivity of the heart. In regards
to PAH, electrocardiograms will show the
right-heart chamber adaptations because of the
increased pulmonary vascular resistance.'®
These adaptations include right axis deviation
seen 79% of the time and right ventricle hy-
pertrophy seen 87% of time.'® Although
ECG’s are an important observation tool, elec-
trocardiograms are insufficient as a stand-
alone diagnostic tool because ECGs cannot
distinguish the cause of the abnormalities to be
pulmonary hypertension.

3.4 Imaging

Imaging is a helpful diagnostic tool
that helps the doctor visualize what is taking
place inside the body without invasive sur-
gery. The imaging techniques that are com-
monly used in diagnosing PAH are echocardi-
ogram, radiography, chest computed topogra-
phy scans, magnetic resonance imaging, and
positron emission topography scans.***” While

each of these imaging technologies provides
different information, the two that provide the
most information and are used the most often
are transthoracic Doppler echocardiography
that can provide an estimation of pulmonary
pressure, tricuspid jet velocity, tricuspid re-
gurgitant jet and the MRI which can accurate-
ly measure the structure and function of the
right ventricle.!* While MRI and Doppler
echocardiograms are routinely used the MRI is
much more reliable at correct diagnosis than
echocardiograms. Echocardiograms have been
shown to produce many false positive and
worse, false-negatives due to the misinterpre-
tation of the results based on the computation-
al algorithms.*® Both Echocardiograms and
MRTI’s are used to help diagnose, but they
cannot completely help a physician distinguish
between subcategories within pulmonary hy-
pertension, like category 1’ that includes pul-
monary veno-occlusive disease (PVOD) and
pulmonary capillary hemangiomatosis (PCH).
Diagnosing these two subcategories of PAH
are extremely important because traditional
treatment options for IPAH can lead to death
in patient with PVOD and PCH.” It should be
noted that current research to better echocar-
diogram diagnosis is currently being done by
improving the Bernoulli algorithm by evaluat-
ing an uncertainty impact into the equation
and revising criteria to provide a more accu-
rate diagnosis, particularly for those individu-
als with PAH.*®19

3.5 Blood analysis and Genetic Testing

Beyond the use of imaging and elec-
trocardiography and physical testing, blood
analysis and genetic testing are used to help
diagnose PAH. Although there is no specific
blood tests that are currently used to diagnose
PAH, many biomarkers such as uric acid,
brain natriuretic peptide, N-terminus pro-BNP
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fragment, anticentromere antibodies, serum
creatinine, thyroid function, anticardiolipin
antibodies, low titer antinuclear antibodies,
plasma von Willebrand factor antigen, endo-
thelin-1, D-dimer, as well as cardiac troponin
T have been shown to indicate pulmonary hy-
pertension.’®"?%2° Although there are many
biomarkers, such as BNP, NT-proBNP, and
Troponin T, can be elevated for pulmonary
hypertension they are not specific to PAH and
could indicate other diseases that cause injury
or tension to the ventricular wall.*® Current
research shows that in addition to general car-
diovascular biomarkers, PAH specific bi-
omarkers exist and could be used to test for
PAH.*? Endothelin-1, Th2 kinase response,
and plasma von Willebrand factor antigen are
useful to determine if there is pulmonary re-
modeling and survival of the patient and up-
regulated caveolin-1, filamin A, and cathepsin
D combined with increased macrophagocytes
and downregulated GSTM1 could help deter-
mine the severity of PAH caused by congeni-
tal heart disease.”® However, current re-
search still urges the use of the invasive right
ventricle catheterization.

Although blood testing is very helpful
to rule out diseases and help diagnose PAH
additional research needs to be done to lead to
a specific biomarker that can directly diagnose
PAH with one robust test. Current research on
a bedside test performed on a endothelial pro-
genitor cell capture chip has shown the ability
to determine the severity of PAH and check
progress of treatment by using an immunoas-
say that can determine the number of EPC’s
that is correlated to cardiovascular risk.?’ Ad-
ditionally, a microfluidic chip has been used to
successfully differentiate individuals with
PAH from a control group by counting the
number of circulating endothelial cells (CECs)
and endothelial progenitor cells (EPCs) that
could potentially help diagnose PAH.?

Specific and accurate tools used for di-
agnosing PAH include genetic testing. Itis

very hard to distinguish between the type of
PAH without trying different treatment or
postmortem biopsy, however genetic testing
can change that. Current research has shown
that certain mutations, such as EIF2AK4, can
distinguish PVOD and PCH from pulmonary
hypertension, which would save lives by
avoiding inappropriate treatments.® Currently,
the diagnostic capacity provided by genetic
testing is limited by our knowledge of how
genetics plays a role in PAH and the subpopu-
lation of patients with heritable PAH. More
research on the genetic origins of PAH will
quicken the diagnosis and help make diagnosis
more specific.

4. Studies in Design and Development of
Treatment Options

4.1 Pharmaceutical Studies

Since the dawn of pulmonary hyper-
tension, the pharmaceutical response was to
promote vasodilation to counteract the in-
creased vasoconstriction caused by the thick-
ening of the endothelial tissue.® The original
vasodilators used were prostenoids, epo-
prostenol,  trepostinil,  iloprost,  phos-
phodiesterase-5 inhibitors, sildenafil and tada-
lifil, endothelin receptor antagonists, bosentan
and ambrisentan, and calcium channel block-
ers.'®" Each vasodilation drug varies in effi-
cacy and may not work for all patients. Cur-
rent research to increase the number of treat-
ment options for PAH, benefits from
knowledge of how the disease works and try-
ing to provide a solution that slows or halts the
progression of endothelial thickening, increas-
es the efficacy of certain medicines in hopes to
help those who are unaffected, and better the
delivery of the medicine.

Current research is being done to de-
velop therapies that slow or halt the progres-
sion of endothelial thickening. Use of anti-
inflammatory drugs to reduce the amount of
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endothelial thickening caused by perivascular
macrophages may be a potential treatment op-
tion in the future. A study conducted in 2018
by Florentine et al. demonstrated that in both
human and murine subjects showed an in-
crease in blood monocytes, increased chemo-
kine expression responsible for monocyte re-
cruitment, specifically Ccl2 and Cxscll, and
an increase in interstitial lung macrophages.”
The researchers argue that the blood mono-
cytes are recruited and differentiate into in-
flammation causing macrophages in the peri-
vascular spaces that leads to inflammatory
thickening and could be alleviated if provided
pharmaceutical anti-inflammatory therapies.”
The thickening would be reduced by decreas-
ing blood monocytes or inhibiting the expres-
sion of monocyte recruitment.?

Additional research shows that nano-
particles loaded with rapamycin could be used
as a future pharmaceutical method to slow or
halt the progression of endothelial thickening.
mMTOR, a pathway that promotes smooth mus-
cle cell proliferation, is hyperactive in PAH
patients.*® Rapamycin, an inhibitor of mTOR
was shown in a murine model to accumulate
in the lung and stop slow the change in arteri-
ole thickness with no ventricular remodeling
and reduced side-effects compared to the con-
trol. %

Recent bioengineering research has al-
so aided advancement in pharmaceutical
treatment by increasing the efficacy and deliv-
ery of certain pharmaceutical treatment op-
tions. A study conducted by Ni et al. in 2017
showed that the length of sustainable drug re-
lease could increase dramatically with the
change in shape of aerosol drugs by using pol-
yvinyl pyrrolidone as a progeny to engineer
large porous PLGA microparticles.®* The new
porous design allowed for more efficient drug
encapsulation and drug release and was shown
to maintain sustained drug delivery for 168
hours in the mini-pig pulmonary hypertension
model and 36 hours in the rat pulmonary hy

pertension model.®* Increasing the length of

sustained drug delivery could greatly improve
the health of individuals with pulmonary hy-
pertension because it will allow pulmonary
hypertension patients to limit the amount of
fluctuation between drug delivery as well as
increase the quality of life.

Current studies have also shown a way
to advance pharmaceutical treatment for indi-
viduals with PAH by providing better designs
for aerosol delivery.*® Aerosols are an alterna-
tive administration method that can directly
administer the drug to the affected area of
pulmonary hypertension patients.  Unfortu-
nately, when drugs are safely converted into
aerosols, the drug needs to be taken more of-
ten because it quickly degrades.®*** Compara-
ble to increasing the efficacy by changing the
length of sustainable drug administration, de-
signing a unique powder that can deliver the
medicine to the smallest regions of the lung,
alveoli, greatly improves the treatment of in-
dividuals with PAH. A study conducted in
2016 by Muralidharan, Hayes, Black, &
Mansour, showed the capability of a dry pow-
der drug to reach the lower airways.*

\The study engineered the powder into
particles to work best with the lungs aerody-
namic properties for the single component and
two-component spray dried dry powder inhal-
ers and found that deposition patterns could
reach lower airways.® By increasing the area
of dispersion in the lungs, pharmaceutical drug
delivery and administration is enhanced.

4.2 Gene-based Therapy Studies

In this era of bio-engineering, gene-
based therapies, stem cells and tissue engi-
neering are making large strides. Although we
are still seeing advancements in pharmaceuti-
cal treatments with increased knowledge of
the disease, enhanced efficacy and delivery
methods with the use of nanoparticles and
powder engineering, medicine is turning away
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from chemical treatments of symptoms and
towards biological solution to correct the
source of the problem. The first of these bio-
logical methods is gene-based therapy. Gene
based therapy is the use of genetic modifica-
tion to directly affect the cellular processes.
Currently we do not have a full proof method
to modify genes in our cells with extreme ac-
curacy, but we can genetically modify cells
and inhibit or express genes that would help
alleviate symptoms and work as a form of
therapy.

Current research in gene-based therapy
has shown that different cells can be genetical-
ly modified to be hyperactivated by stimulus
and reinserted into PAH models and have a
therapeutic benefit. Kim, Folcher, Charpin-El
Hamri and Fussenegger in 2015 used designer
cell that included a engineered a transcription
factor that created additional cGMP molecules
that help with vaso-dilation in treatment of
PAH.3* By fusing bacterial cGMP to the her-
pes simplex transactivation domain the re-
searchers created a cGMP sensing transcrip-
tion factor that activates synthetic promoters
that create cGMP.** The designer cells that
included this transcription factor could also be
activated by Brain Natriuretic peptide (BNP),
which is also upregulated in PAH cases.** The
cGMP concentration can be further increased
with the inhibition of phosphodiesterase 5 in-
hibitors, a current treatment of PAH.** These
designer cells make it possible to continually
maintain a higher baseline level of vasodila-
tion as well as decrease the amount of PDE5S
inhibitors taken by PAH patients.*

Other gene-based therapy studies show
that instead of using genetically modified
cells, a protein or biomolecule can be used to
alleviate disease progression directly or indi-
rectly by inducing transcription. Bone mor-
phogenic proteins play a large part in devel-
opment and the common mutation of BMPR2
found in pulmonary hypertension makes it an

easy target for research. Current research has
shown that BMPR2 upregulation via in situ
delivery or engineered endothelial progenitor
cells can improve PAH in animal models.***°
Heterozygous loss of function mutations in
KCNK3 gene is also found in PAH patients
and has been shown to help improve PAH
conditions if upregulated.®” KCNK3 is an ac-
id-sensitive potassium channel that helps
maintain the resting potential of the smooth
muscle in the pulmonary artery.*” By activat-
ing the KCNK3 or a very similar KCNK9
gene or encouraging the two proteins to co-
assemble PAH could be alleviated.*” Another
activation technique that has helped lung re-
pair was found by Takeda et al. (2018), who
found that if mesenchymal stem cells used for
therapy with all-trans retinoic acid then the
p70S6k1 signaling pathways is activated and
leads to the repair of lung tissue.*® Alternative-
ly, inhibiting proteins instead of activating
them can also be used as a potential therapy,
like that of heat shock protein 90 that has been
seen to help improve arteriole remodeling
when inhibited.*

4.3 Stem Cell Therapy Studies

Stem cell therapy has been shown to be
promising in pulmonary hypertension treat-
ment studies. There are several types of stem
cells that exist naturally in the lungs that can
be naturally directed to differentiate by the
introduction of various biomolecules to repair
injured tissue. A few stem cells that exist in
the lungs include basal stem cells, alveolar
distal stem cells, broncho-alveolar stem cell,
mesenchymal stem cells (recruited) and endo-
thelial progenitor cells.** All of these stem
cells in the lung can be differentiated into
pseudostratified epithelium found in the
lungs.*® Some stem cells that do not exist natu-
rally, but are very important to stem cell and
tissue engineering are induced pluripotent
stem cells (iPSCs), embryonic stem cells
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(ESCs), and very small embryonic-like stem
cells (VSELs).*

Stem cells have been shown to be det-
rimental to health if injected into the body
without the proper biological instructions to
help it differentiate, thus the use of stem cells
as a therapy are limited to those naturally oc-
curring in the lungs or recruited to the lungs
because of injury. Engineered endothelial and
mesenchymal stem cells have been rather suc-
cessful at treating pulmonary hypertension and
its consequences.*"

Studies have shown that different cells
that are modified to express genes that create
proteins used for treatment can ameliorate
PAH symptoms; reduce pulmonary arterial
thickening and right ventricle hypertrophy. A
study conducted in 2010 by Takemiya et al.
indicated that the insertion of mesenchymal
cells, which are recruited naturally to the plac-
es of injury (the lungs for patients with PH),
that are transduced with prostacyclin synthase
could be used as a vector for prostacyclin
treatment.*® Additionally, a study by Zhou et
al. in 2011 and 2013 and a study conducted in
2017 by Tsilimigras et al. showed that bone
marrow derived endothelial-like progenitor
cells that were engineered to express an engi-
neered fusion protein that include prostacyclin
synthase and cyclo-oxygenase 1 activities
could also be used as a therapy vector.**4244
Prostacyclin, while shown effective at treating
pulmonary hypertension is not a feasible in-
travenous drug option because of its short
half-life and cost because of constant intrave-
nous inject.**** However, these studies found
that a genetically modified cells can be used as
a vector to continuously provide prostacyclin
to the lungs in PAH murine models. Takemiya
et al. (2010) even claims to have increased the
survival rates 50% compared to the control
group.®

In addition to stem cells used as vec-
tors for treatment, they have also been used
successfully to treat the consequences of PAH.

Secondary to endothelial thickening, right
ventricle dysfunction or failure often occurs.®
Stem cells have been used in multiple studies
for congestive heart failure and right ventricle
heart failure and have shown to be beneficial,
but not a replacement for surgery.*>

4.4 Bioengineered Tissue Therapy Studies

The last type of therapies offered to a
patient with pulmonary hypertension are the
surgical ones; atrial septostomy and lung
transplantation.®!” These therapies are the last
resort only used if no other method of treat-
ment would respond or if a patient’s condition
had deteriorated to critical point. Both atrial
septostomy and lung transplants have a high
mortality and morbidity rate with many com-
plications; atrial septostomy only provides
limited relief and lung transplants are hard to
acquire, match and requires lots of post-
operative care.'®*"*" Better than an allogeneic
donor, bioengineering has provided a method
for patients own cells to be used to make tis-
sues that genetically match, making immune-
compatibility much better. The engineering of
lung tissue is complicated and has not been yet
been mastered, but some studies have indicat-
ed the current nature of this therapeutic meth-
od and what to expect in the future.

There are three important variables to
consider when engineering tissue, the cell
source, type of scaffold and the composition
of the extracellular matrix.** Scaffolds main-
tain the 3D structure by being both biological
and often bio-degradable, while the extracellu-
lar matrix is what provides the mechanical
support, a platform for cellular support and
chosen biomolecules to help the proliferation
and proper growth of cells.”’ Scaffolds for the
lung have been very difficult because of the
unique specialization and architecture of the
lungs, hydrogels and 3D printing is not ideal
for lungs made for transplant, but much suc-
cess has been seen with decellularization of
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lungs and recellularization with addition of
extracellular matrix and the subjects cells in
animal models.***34°*0 This breakthrough will
increase the number of viable lungs for trans-
plant because xenotransplantation will be pos-
sible via decellularization process.

In contrast to the limited research on
transplantation of entirely engineered lungs,
organoids and engineered vasculature grafts
have been used. The use of harvested saphe-
nous veins that are cultured and seeded have
been used as vasculature grafts including the
pulmonary artery of a child successfully.®*?
Scaffolds and Extracellular matrix are just as
important for building blood vessels. Ding et
al. (2018) created a biomimetic fibrous hydro-
gel with composition made to resemble the
native vascular tissue environment by making
it tunable and stiff and encourage the prolif-
eration of smooth muscle cells.>® Many studies
are done before the engineering of a tissue to
ensure that the cells can be cultured and dif-
ferentiated to the desired result. Studies that
help inform the tissue engineering process in-
clude the growth of organoids to understand
growth and development of a tissue in the or-
ganism. An experiment conducted by Miller
et al. in 2018 studied the growth of in vitro
induction an in vivo engraftment of lung bud
tip progenitor cells derived from human plu-
ripotent stem cells to examine the biomole-
cules and sequential differentiation of cells to
create lung tissue.>*

Pharmaceutical therapy, cell-based
therapy, stem cells and engineering tissues are
all being studied to increase the knowledge
and treatment of pulmonary hypertension.
While no one treatment method is considered
the best, it is clear many of the treatment op-
tions are still in the experimental phase and
require more research to ensure the methods
are safe and long lasting.

5. Testing Alternatives and Studies on Im
plementation of Treatment Options

Stem cells and tissue engineering are
quick advancing revolutionary methods that
could be used for the treatment and possible
cure for pulmonary hypertension, but they can
also be useful for the study of drugs in vitro
without using a live animal model.*"*® Mak-
ing lung mimics, such as air-liquid interface
cultures, organoids, or lung-on-a-chip devices,
can be a preferred method and very useful to
create patient-specific disease models and
conduct drug-screening.***° Air-liquid inter-
faces allows basal stem cells to grow in media
with the laminal surface exposed to air to test
for the patient specific-interactions to a treat-
ment options, pathogenesis, as well as test tox-
icological damage of new drugs.***" Organ-
oids allow stem cells to differentiate and self-
organize into a 3D structure.***® Organoids
are very helpful in understanding development
and regeneration, but are not exposed to air
and are less similar to a real lung environ-
ment.> Lung-on-a-chip is the most similar to a
lung as it is exposed to both an endothelial
membrane and air and allows for stretch dur-
ing inhalation and exhalation.**>® While there
are limitations to these bioengineered tech-
niques, they provide researchers with a way to
test many treatments and methods on human
lung cells with specific diseases without risk-
ing lives. Outside of stem cells large 3D mod-
els can be made and used for treatment options
using decellularized lungs as discussed above.

In addition to testing alternatives,
Noymer, Shaked, and Newel (2018), pub-
lished a study regarding the user-friendliness
and safety of a novel treprostinil infusion
pump.® Many of the studies discussed pub-
lished are experimental trials and very rarely
do the papers discuss the patients or caregiv
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ers’ perspectives about the usability and feasi-
bility of the device or procedure. In this study
the ease and safety of a new pump created to
fix the shortcomings of the existing parenteral
therapy for pulmonary hypertension was dis-
cussed. The implementation of the drug via
the new pump was well received by the pa-
tients, caregivers and nurses and found to be
safe and preferred.®

Pulmonary hypertension is a very
harsh disease that presents itself in various se-
verities with multiple causes. Not all treat-
ments options can be applied to everyone with
pulmonary hypertension. Some people re-
spond to calcium channel blockers and need to
look no further for a feasible treatment option,
some individuals do not respond well to any of
the current treatment options and require lung
transplantation. New therapies and betterment
of currently studied therapies will help provide
more options to PAH patients.

6. Issues and Barriers

With new technology for diagnosis and
treatment options for PAH, drawbacks exist;
controversial information about endothelial
progenitor cells, contradictory desired effects,
overestimating the similarity of model species
to human physiology, and needing more in-
formation. Some studies findings about the
identity and function of lung epithelial progen-
itor cells in mice and humans differ and have
been considered controversial.®* The variabil-
ity in findings has been suggested to be caused
by the limited lineage markers, tools used to
isolate populations of cells in different labora-
tories and the difference in flow cytometry and
cell sorting in different labs.®*

Contradictory desired effects have
been suggested to be a barrier in studies using
dry powder inhalers, hypoxic conditions to
induce stem cells, and problematic stem cells
when building tissues. Research suggests that
the use of nanoparticles may be detrimental to

an individual’s health and create a response
similar to dust.®®® A study conducted by
Dubes et all in 2017 showed that nanoparticles
can have a vasoconstrictive response particu-
larly when loaded with silicon dioxide.®* If
nanoparticles are to be used for either diagno-
sis biomarkers or drug delivery vectors it may
be counterproductive for PAH patients, who
suffer from chronic vasoconstriction, if nano-
particles creates an inflammatory vasocon-
strictive response. Marsboom et al. (2008)
published a study that suggests using hypoxic
conditions to mobilize stem cells throughout
the body for recruitment in stem cell treatment
or study can actually damage and stop the re-
parative process at a certain limit, requiring an
upper limit of hypoxia for successful treatment
of PAH stem cell proliferation.®® Lastly, an
individual requiring a lung transplant or an-
other tissue graft may not have as beneficial
results if that individual has heritable PAH
with similar developmental stimuli that will
progress the new tissue to demonstrate pulmo-
nary hypertenstion.®®

An issue that is always confronted
when comparing studies that use model spe-
cies, experiments using murine models should
not be thought to represent exactly what hap-
pens in human PAH. Gomez-Arroyo et al.
(2012), discuss at length the fault of the mu-
rine PAH model to be completely comparable
to human PAH.®" Specifically, murine PH
does not contain three integral characteristics
that human PAH including the obliteration of
blood arterioles, non-reversibility of PAH and
the development of right ventricle heart fail-
ure.?” Mice do not naturally develop pulmo-
nary hypertension and do not develop it when
mutations are made in locations that would
usually cause PAH in humans, so the induc-
tion of PH in mice via monocrotaline that
causes endothelial thickening or pulmonary
artery constriction/banding is required.®” Thus,
mice are not able to truly show complete re-
covery because the arterioles are not com
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pletely remodeled, as seen in human PAH, the
mice cannot reverse PAH because they con-
tinue to have the band or monocotaline side
effects, and cannot have right ventricular fail-
ure because the disease does not progress to
add additional stress to the right ventricle, it is
constant and unchanging.®’

The last issue confronting advance-
ment and perfection of current treatment and
diagnosis is the limited knowledge known
about PAH. The exact developmental path-
ways, biomarkers, and genes that influence the
development, severity and cause of PAH is
still unknown.®® The current studies are lim-
ited by the knowledge unknown that may be
the best indicator of pulmonary hypertension
or the breakthrough needed for a cure without
needing a lung transplant.

7. Conclusion

After reviewing the importance of de-
veloping new options for diagnosis and treat-
ment for pulmonary hypertension, the differ-
ent techniques used to diagnose pulmonary
hypertension, the techniques that are or could
be used to treat pulmonary hypertension, ex-
plored alternative treatments and the outcomes
of implementation of treatment and diagnostic
tools, and the reviewed the issues and barriers
of PAH studies we can draw a few simple
conclusions; (1) the preferred diagnostic
method for pulmonary hypertension is still
invasive cardiac catheterization, (2) there are a
many new and promising treatments for pul-
monary hypertension beyond pharmaceuticals,
like gene-based treatments, stem cell treat-
ments, and engineered pulmonary and vascu-
lar tissues, (3) testing can be patient-specific
and (4) implementation of PAH treatments
may not elicit the same response in all patients
with PAH. In spite of these conclusions, pul-
monary arteriole hypertension is still not com-
pletely understood and difficult to diagnose
and treat. Diagnosis of patients with pulmo

nary hypertension after symptoms begin is
long, about two years. The variability of sever-
ity and progression is still not fully under
stood, and model species may not be the best
for PAH studies.

Advancements are already being made
to fix many of these shortcomings, like alter-
native testing (lung-on-a-chip) that can be pa-
tient specific, more research is being done and
spreading awareness of the disease and its
symptoms and continued research is being
done on developmental biology to determine
pathophysiological differences in vivo and in
vitro (organoids). However, further research
can be done on pulmonary hypertension to
continue advancement in both diagnosis and
treatment.

Directions for new research in pulmo-
nary hypertension may be therapeutic treat-
ment of the Warburg effect, developmental
proteins, all-trans retinoic acid as a therapy,
and the use of VSELSs for transplantation. The
Warburg effect is a shift from mitochondrial
oxidative phosphorylation to glycolysis in cer-
tain tissues.®® In pulmonary hypertension the
Warburg effect is seen to occur in the pulmo-
nary vessels and right ventricle.*®° Successful
treatment of the Warburg effect has been seen
with the use of a-lipoic acid and hy-
droxycitrate in many animal models and is
thought to help with similar problems effect-
ing people with cancer.®*®  Although more
research needs to be done to understand why
mitochondria in the lungs switch to glycolysis
and ensure that they are still functional and
can respond to treatment, a-lipoic acid and
hydroxycitrate may be a potential research
candidate for new pharmaceutical therapies.®
Future research should also be done to in-
crease our understanding of how developmen-
tal proteins work with together to result in
pulmonary hypertension. Research has shown
that in both Zebrafish and Mice VEGFR3 in-
teracts with BMPR2 during development and
could possibly help explain and help stop the
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development of PAH in humans by using
VEGF to discourage the development of
PAH.” VSEL proliferation should also be re
searched. If VSELs are mobilized and prolif-
erate in large enough numbers in PAH pa-
tients, then they could be used as pluripotent
stem cells for tissue engineering that could
heal or cure the condition.”
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Program transplantacije mati¢nih  ¢elija
hematopoeze zapocet je pre viSe od Cetiri
decenije, a 2013. godine,Svetska mreza za
transplantaciju krvi i kostne srzi (WBMT)
objavila je izveStaj o sprovedenih milion
transplantacija na svetskom nivou.

SadaSnja tendencija, a u skorijoj buduc¢nosti i
obaveza svakog transplantacionog centra u
okviru EBMT-a (European Group for Blood
and Bone Marrow Transplantation) je potpuna
kadrovska i strukturna opremljenost, i
spremnostistog da se uklju¢i u proces akr-
editacije od strane strucnog neprofitabilnog
akreditacionog tela:JACIE (Joint Accredita-
tion Committee International Society for
Cellular Therapy (ISCT) koje reguliSe rad u
oblasti translantacije.

Ulazak u postupak akreditacije transplantac-
ionog centra podrazumeva pored imple-
mentacije procesa edukacije i obuke osoblja,
zadovoljavanje odredenih standarda kontrole
kvaliteta, kao $to su: ISO 9001:2015 (sistemi
menadzmenta kvalitetom) [1], ISO 13485
(standardi za infrastrukturu 1 medicinsku
opremu u sterilnim sobama i laboratorijama za
standardizovanu aferezu i kriokonzervaciju
mati¢nih ¢elija) [2], 1SO 15189 (sistem
standarda za medicinske laboratorije)[3]. i
ISO 17025 (standardi za testiranje i kalibraciju
laboratorijske opreme)[4,5].

ISO standardi vezani za funkcionisanje
Centra za transplantaciju

ISO (International Organization for Standardi-
zation-Medunarodna organizacija za standard-
izaciju)je nezavisna, nevladina medunarod-
naorganizacija sa ¢lanstvom od 162 nacional-
natela za standarde. Kroz eksprertsko misljen-
je strucnjaka ¢lanova ove organizacije, donose
se standardi koji podrzavaju inovacije ipr-
uzaju reSenja za globalne izazove. ISO je ob-
javio viSe od 21000 internacionalnih sta-nda-
rda i srodnih dokumenata koji se odnose na
sve grane industrije, od tehnologije do sig-
urnosti hrane, a takode i1 na oblastipoljop-
rivrede i zdravstva [6].

Standard 1SO 9001:2015
Upravljanje kvalitetom u transplantaciji

ISO 9000:2007, a potom ISO 9001: 2015
predstavljaju standarde koji definiSu upravljanje
kvalitetom (QM - quality manage-ment) u smislu
zahteva. Ovaj koncept se raz-vio se sredinom
dvadesetog veka, uz posti-zanje sve veceg znacaja
u medicini u proteklih
20 godina. Sematski prikaz funkcio-nisanja
strukture 1SO:9001:2015 odnosi se na inegra-tivne
QM mehanizme: planiranja, rada, prov-ere i
preduzimanja upavljanja kvalitetom odredenih
akcija u smislu poboljsanja kvali-teta.
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Grafikon 1. Shemattski prikaz sistema tipa:planiranje-rad-provera-sprovodenje akcije
(“Plan-Do-Check-Act") [7].

( 1.Planiranje '

3.Provera

Pomenuti trend je posebno izrazen u
oblasti transplantacije mati¢nih ¢elija hemato-
poeze tj. transplantacije kostne srzi, ugla-
vhom kroz napore profesionalnih organizacija
kao §to su:Ameri¢ko udruzenje krvnih banaka
(AABB), EBMT, ASBMT i Medu-narodno
drustvo za celijsku terapiju(ISCT) uz njihove
pionirske standarde i Seme akreditacije, npr.
AABB-a [8], JACIE-a, kao zajedni¢kog od-
bora za akreditaciju u okviru ISCT i EBMT
[9], zatim Fondacijeza akreditaciju celijske
terapije [9], NetCord-a [10]. kao iVodica
Saveta Evrope za kvalitet i sigurnost tkiva i
¢elija [11].

Kvalitet se postiZe usaglaSavanjem sa
zahtevima na trirazlicita nivoa, a to su:

(1) Pravni okvir

(2) Sistem upravljanja kvalitetom (QMS)

(3) Tehnicki zahtevi specifi¢ni za svaku
Vrstu tkiva ili ¢elija koji obezbeduju

kvalitet, sigurnost i efikasnost.

Sistem upravljanja kvalitetom
transplantaciji

(QMS) u

Sistem upravljanja kvaliteom (QMS) "je
formalizovani sistem koji dokumentuje pro-
cese, procedure iodgovornosti za postizanje
kvalitetnih politika i ciljeva. "[12]. U konte-
kstu sprovodenja programa transplantacije
matic¢nih celija, to je sistem za upravljanje i
kontrolusvih aspekata vezanih za pruzanje
transplantacije kao terapeutske strategije uz
mehanizam  obezbedivanja tacnosti  svih
rezultata. QMS treba da bude: (1) globalan, da
pokrije sve povezaneaktivnosti; (2) fleksibi-
lan, kako bi se prilagodio napretku u
medicinskoj i nauc¢noj praksi; i (3) treba da
stvara stalno poboljSanje [13].QM u trans-
plantaciji takode se moze shvatiti kao tekuca
procenastabilnosti, reproducibilnosti i efi
kasnosti kriti¢nih procesa kako bi se kon-
tinuiranopoboljSala efikasnost programa 1
ishod lecenja pacijenata. Rezultati pro-
ceneupravljanja kvalitetom (QM) uporeduju



[ @)

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

Vol. 45 1-2 2019.

61

se sa unapred utvrdenim specifikacijama, koje
kada nisu ispunjene, zahtevajusprovodenje
korektivnih mera ili poboljSanje aktivnosti sa
nadzorom kroz pracenjeda bi utvrdi efikasnost
sprovodenjem odredenih promena [12].

Bez QMS-a, tesko je da program transplantac-
ijje prati svoje sopstvene performanse,
osigurava konzistentnost procesa, identifikuje
oblasti za poboljSanje 1 demonstrira
njegovu operativhu efektivnost prema in-
ternim i eksternim entitetima.Sada postoje
dokazi da QM u transplantaciji mati¢nih ¢elija
znacajno uti¢e na ishod lecenja pacijenta.
Gratvohl 1 sar. [14] navode da "rad koji
ukljuuje implementaciju QMS-a pokrece
dinamican proces povezan sa zna¢ajnim sman-
jenjem mortaliteta i zna-Cajno poboljsava
prezivljavanje nakon alogene transplantacije
maticnih Celija".

Uspostavljanje QMS-a

Medu preprekama za uspostavljanje QMS-a u
zdravstvenoj zasStiti uopSte, a posebno u
programu transplantacije, jeste potreba da se
resursi i vreme posvete njegovom uspo-
stavljanju i odrzavanju. U tom kontekstu,
upostavljanje QMS-a zahteva finansijsku pot-
poru, ali pitanje koje bi mozda trebalo postavi-
ti nijekoliko kosta QMS, ve¢ koliko ¢e kostati
los kvalitet?

Propisi: pravni i zakonski okvir

Veéina zemalja ima pravni, odnosno zako-nski
okvir u okviru koga se reguliSe odvi-janje
programa transplantacije. Ovi zakoni i
podzakonska akta, tamo gde postoje, trebali bi
biti prva referenca za sprovodenje QMS-a.

Kada ne postoji nacionalni pravni
okvir, program treba prvo da se pozabavi
medunarodnim smernicama 1 standardima
dobre klini¢ke prakse koji se koriste na drugim
mestima. Takode se u uspostavljanju

QMS-a mozemo rukovoditi smernicama vec
pomenutih stru¢nihudruzenja ili smernicama
koje ustanovljavaju medunarodne organi-
zacije, kao Sto je Svetska zdravstvena orga-
nizacija (WHO) [WHO.,2010 ili Savet Evrope
(CoE) [11].

Ostali resursi uklju¢uju dokumente 1
linkove dostupne na InternetuAlijanse za
harmonizaciju akreditacije celijske terapije
(AHCTA)[15].

Odgovornost

Upravljanje kvalitetom je odgovornost svih koji
rade u program transplantacije. Jedno odredeno
lice treba da bude koordinator i da upravlja
sistemom kvaliteta. Ta osoba nece moci da napise
sve procedure i izvrsi sav neophodninadzor. To je
direktor programa transplantacije koji je na kraju
odgovoranza sprovodenje svih ranji, ukljucujuéi i
QM. Direktor programa moze
delegiratiizvrSavanje zadataka na druge ¢lanove
programskog tima, ali odgovornostostaje njegova
ingerencija [13].

Komponente sistema za upravljanje

kvalitetom (QMS-a)

QMS obi¢no obuhvata sledece

nente[12]:

* Ljudi i organizacija

* Objekti, oprema 1 materijali

* Sporazumi

* Dokument 1 vodenje evidencije (Document
and record-keeping)

* Pracenje proizvoda i sledivost (Product
tracking and traceability)

* Revizije (Audits)

* Validacija i verifikacija

* [strazivanje i1 izveStavanje o
neusaglaSenosti, nezeljenim dogadajima,
zalbama i reakcijama (Investigation and
reporting of non-conformance, adverse
events, complaints, and reactions).

kompo-
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Ljudi i organizacija

U okviru transplantaciong centra trebalo bi da
postoji dovoljno osoblja za obavljanje svih
definisanih zadataka u skladu sa odr-zavanjem
zadatog kvaliteta 1 poStovanjem bezbednosti
radnih procesa. Osoblje treba da bude obuceno
I kompetentno i da ima jasne i koncizne opise
posla koji obavlja. Zbog sve-ga navedenog
mora postojati organogram transplantacinog
centra koji opisuje struk-turu organizacije sa
jasno objasnjenom-odgovorno$c¢u, strukturom
izveStavanja i pruzanja usluga. Takode, svaka
eksterna organizaciona celina sa kojom je
uspo-stavljena  saradnja  pruzanja/davanja
usluga vezanih za transplantaciju treba da
bude predstavljena.

Obuka i obrazovanje

Vazno je da organizacija osigura da osoblje
ima znanja i iskustvo, uz obuku za oba-vljanje
potrebnih zadataka. Trebalo bi da postoji plan
obukekompletnog osoblja da odrzi odgovara-
juéi nivo kompetentnosti. Za svaku ulogu
unutar programa postoji osnovna obrazovna
struktura, iskustvoi opis posla. Obuka treba da
bude dokumentovana 1 treba da sadrzi sve
oblasti na koje se odnosi.Treba definisati
detaljan obrazovni program za svo osoblje.
Osoblje treba pro-ceniti na godi$njem nivou
uz redovno azuriranje svih potrebnih znaja 1
procedura.

Kompetentnost

Kompetentnost je sposobnost da se izvrsi
zadatak efikasno i sigurno u skladu sausposta-
vljenim procedurama. Kompe-tentnost za
obavljanje kriticnih zadataka mora biti proce-
njena idokumentovana. Procena kompetent-
nosti moze utvrditi potrebu za daljom obukom,
koju treba obezbediti pre nego S$to osoba
ponovo izvrsi te zadatke.

Sporazumi

Ako transplantacioni program saraduje sa
eksternim organizacijama ili tre¢im licima,
ove odnose treba regulisati pisanim spora-
zumima.Sporazumi objasnjavaju ko je odg-
ovoran za svaku aktivnost ili deo procesa.Svi
sporazumi trebaju biti datirani i redovno pre-
gledani. Sporazumima se takode definiSe nivo
usluga koje se pruzaju van matic¢ne institucije,
a u vidu sporazuma tj.ugovora o sarad-
nji.Obzirom da institucionalne politike varir-
aju, nadlezni mogu zahtevati sporazume i za
neke unutrasnje usluge.

Dokumentacija i vodenje evidencije

Dokumenta koje se koriste za potrebe QMS-a
su viSenamenska i imaju strukturu neophodnu
za obezbedivnje kvaliteta (“quality assu-
rance’”) putem smernica i procedura. Kriti¢ni
dokumenti se pridrzavaju sistema kontrole
kvaliteta. Svaki deo programa zahteva pisana
uputstva o tome kako izvrSiti klju¢niproces.
Sva sluzbena lica tran-splantacionog centra
treba da koriste vazece

verzije dokumenta za obavljanje zadataka.
Dokumenti suosnove QMS-a, jer obja-$nja-
vaju kako se svaki od zadataka pred-uzima,i
kada su grupisani zajedno, ¢ine program efika-
snim. Program bi trebaorazviti proceduru za
formatiranje, pisanje, pregled, implementaciju
ikontrolu dokumentacije. Ovaj dokument se
ponekad naziva "SOP" (standardni operativni
postupak).

Plan upravljanja kvalitetom

Plan upravljanja kvalitetom Cesto pre-dstavlja
priru¢nik, koji moze biti Stampan ili
elektronski, a sastoji se od sledecih stavki:

— Kratak opis aktivnosti programa, uklj-
ucuju¢i populaciju, istoriju,glavne in-
dikacije za transplantaciju, obim akti-
vnosti, vazece regulative,okvir 1 klju¢ni
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odnosi.

— Organizaciona shema ili organogram Kkoji
definiSu tim i pojedinacne uloge
/odgovornosti.

— Opis odgovornosti QMS-a, tima za
upravljanje kvalitetom, edukacije, iskus-
tva i obuke, postupke za detekc-iju
nezeljenih dogadaja, istrazivanje, izve-
Stavanje i reSavanje, itd.

Standardne operativne procedure

Transplantacioni program treba da odrzava
SOP prirucnik koji predstavljazbirku politika i
procedura koje sadrze detaljno napisanau-
putstva potrebna za obavljanje procedura.
Priruénik SOP-a bi trebao biti lakodostupan
kompletnom osoblju

Prvi korak u razvoju SOP-a je mapiranje
odgovarajuceg procesa: npr. put tj. sledivost
maticnih ¢elija od donora ka pacijentu od
pocetka do kraja.Vazno je da su svi kljuéni
procesi jasno opisani i da osoblje radiprema
ovim SOP-ovima. Oni treba da odrazavaju
kako organizacione subjedinice zaistarade, a
ne kako misle da treba da rade.

Iako menadzer kvaliteta moze da pomogne
u izradi nacrta, svi zaposlenici mo-raju
prepoznati svoju dgovornost u tom procesu.
Program treba da obezbedi da klju¢ne grupe
zaposlenika imaju znacajan udeo u pisanju
dokumenta koji je relevantan za njihov rad.

Zapisi

Obrasci, radni listovi i etikete postaju zapisi
kada se zavrSe. Zapisi sadrze kljucne info-
rmacije koja se odnose na osobu ili proizvod.
Objekti treba da definiSu zadrza-vanje
zapisaili arhivski period u skladu sa vaze¢im
standardima i propisima.

Kontrola dokumenata

Svrha kontrole dokumenata je osigurati da se

samo trenutno odobreni dokumentiili njihove
verzije Kkoriste. Sistem za kontrolu dokume-
ntacije sadrzi detalje o tome kakosu kljucni
dokumenti koncipirani, generisani, impleme-
ntirani, distribuirani, pregledani,i skladiSteni.
Zamena 1 uklanjanje zastarelih dokumenata,
ukljucujuéi etikete, takode spada u kontrolu
dokumenata.Odgovornost za kontrolu dokum-
enata se nalazi kod menadzera kvaliteta. Svi
dokumenti bi trebali bitiodobreni od strane
odgovarajucih direktora, autora, recenzenata.

Praéenje proizvoda i sledivost

Jedan od najvaznijih procesa transplanta-
cionog programa je osigurati sigurno pra-
¢enjeputa mati¢nih ¢elija od sakupljanja kod
donora do infuzije kod pacijenta. Prace-
njebioloskog proizvoda treba dokumentovati i
ukljuciti nekoliko procesa, ukljucujuéi:

—  Pravilno obelezavanje kako bi se
olaksalo pracenje donora / primaoca

— Upotreba jedinstvene identifikacije
donora i ¢elijskog proizvoda

—  Prevoz u validiranom kontejneru za
transport

—  Vizuelni pregled kontejnera

—  Zadrzavanje evidencije o dokumentu
koja validira poreklo i odrediste
distribuiranog bioloskog materijala
(maticne ¢elije, limfociti donora).

—  Prijem ¢elija, ukljucujuci verifikaciju
posiljke i stanje proizvodapo prije-mu i
tokom prevoza (kontrola broja ¢éelija,
procenat vijabilnosti, makro-bioloska
sterilnost, temperatura tokom
transporta).

—  Pismene procedure i prate¢a dokum-enta
treba jasno definisati kako bi se
osiguralo ko taj proizvod naru-cuje,
oznacava, pakuje, isporucuje / rukovodi
i administrira.
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Revizije

Prema Americkom drustvu za kvalitet (Ame-
rican Society of Quality), revizije su:
"verifikacija aktivnosti na licu mesta, kao §to
je inspekcija ili ispitivanje, procesa ili sistema
..., kako bi se osiguralausagladenost sa zah-
tevima. Revizija se moze primeniti:

— na celu organizaciju

—ili mozebiti specificna za funkciju,

proces ili proizvodni korak™ [9].

Revizija je dokumentovano, sistematsko vred-
novanje QM aktivnosti u cilju provere i ispi-
tivanjaocene objektivnih dokaza, odnosno ste-
pena uskladenosti s kvalitetom programa koji
se razmatra.

1. lIzbor Kriterijuma revizije

U kontekstu revizije, potrebno je razmotriti

razne oblasti, ukljucujuci:

(a) Tacnost podataka u obrascima
prikupljanja podataka

(b) Pregled donora, pismena saglasnost i
testiranje

(c) Provera hemoterapije i doze prema
protokolima

(d) Upravljanje ¢elijskim proizvodima sa
pozitivnim rezultatima mikrobioloske
kulture

(e) Rezultati usluga koje vrse spoljni objekti
ili izvodaci radova

(f) Engraftment, morbiditet / mortalitet

2. Frekvencija revizije

Intervale revizije treba definisati, a izvrSenje
revizije pregledati i prijavljivatitiredovno,
najmanje jednom godi$nje.

3. Definisanje kriterijuma i
postavljanje standard

Programske procedure ukljuc¢uju merljive-
1shode, kao §to su:
(@) Ciljno vreme za dobijanje produkta

maticnih Celija
(b) Ciljni ¢elijski prinos iz kolekcije
mati¢nih Celija periferne krvi ili koStane
SrZi
(c) Ciljno vreme za uzimanje na bazi odabira
pacijenata, tipa transplantacije, reZima
kondicioniranja i infuzije odredene doze
maticnih ¢elija

3. Merenje prema standardima

Procedura i evidencija se procenjuju da
biutvrdili da li Centar postize ciljeve ili
merljive rezultate.

4. Sazetak rezultata revizije sa
ciljevima / merljivim rezultatima

Centarsumira rezultate revizije i identifikuje
da li su ispunjeni ciljevi. Ako su primeceni
netaéni koraci ili oni koji nedostaju, oni su
adresirani u akcionom planu. Rezultati revizije
informiSuprogram o eventualnim problemima,
odstupanjima ili percepcijama servisa.

5. Formulisacija akcionih planova
Akcioni planovi mogu biti razvijeni u razli¢ito
vremetokom procesa revizije.

Revizija u smislu poboljsanja

Proces revizije se ne zavrSava sa zavr-
Setkom, izveStavanjem i akcijom. Jedno-
mimplementirane, promene treba revidirati, jer
program  trazi  kontinuitet u  procesu
poboljSanja. Promene i1 modifikacije prakse
treba razviti na kontrolisan nacin, pod
nazivom kontrola promene, Ovu tezu
objasnjava Sematski ciklus PDCA (Plan-Do-
Check-Act), Sto predstavlja osnovu sistema
QMS-a u okviru 1ISO9001:2015.

Validacija i verifikacija

Validacija je potvrda ispitivanjem i pruza-
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njem objektivnih dokazada se odredeni zahtevi ~ Zalbe
mogu dosledno ispuniti. Validirani proces
pomaze da se osigura da bioloSki produkt Sve zalbe treba dokumentovati, paZljivo
ispunjava svoje unapred utvrdene speci- istraziti i reSavati blagovremeno. U postupku
fikacije. Zalbe treba uzeti u obzir Zalbeod strane

Verifikacija je potvrda da su ispunjeni
navedeni zahtevikoriste¢i validiran proces ili
postupak.  Aktivnost  verifikacije  treba
preduzeti u skladu sa procedurama koje su
dogovorene od strane QM-a i odgovarajuceg
osoblja koji preduzimaju sve korake validacije
i prihvataju Kriterijume za njenu primenu.
Procedura validacije moze obuhv-atati aspekte
dizajna opreme, instalacije, pocetnog rada i
performansiprocena u rutinskom okruzenju.
Izvestaj koji rezimira dobijene rezultate, daje i
zakljucak 1 treba da bude pregledan od strane
tima za kontrolu kvaliteta, ili od strane
medicinskog direktora (po potrebi), kao
deoprocesa autorizacije, a pre same impl-
ementacije.

IstraZivanje i izveStavanje o neusaglasenos-
ti, neZeljeljnim dogadajima, prigovorima i
neZeljenim reakcijama

Primeri neslaganja uklju¢uju odstupanja od
SOP-a, greske i nesrece.Trebalo bi da pos-toji
SOP na mestu koji defini$e kako orga-nizacija
upravljaneusaglasenostima i treba da postoji
evidencija 0 svim neusa-glasenostima, deta-
ljna dokumentacija istra-ge, korenska analiza i
korektivno / preventi-vneakcije preduzete i
dokumentovane.

Postoje procedure za identifikovanje odgo-
varajucih korektivnih i preventivnih aktivno-
sti, kao 1 za obavestavanje releva-ntnih

organa po potrebi. Prijavljivanje gresaka i
incidenata une-kaznenom konte-kstu treba
podsticati radi pomoc¢i u postizanju pobo-
ljSanja u klini¢koj praksi. Ozbiljni nezeljeni
dogadaji i ozbiljne nezeljene reakcije obave-
zno treba da budu prijavljene.

donora, osoblja, tre¢ih zdravstvenih radnika i
pacijenata.Potreban je mehanizam za katego-
rizaciju, praéenje i tretiranje zalbi. Kategori-
zacija i preispitivanje prituzbi treba-lo bi da
dovedu do procene da li jezalba je opravdana i
da li je povezana sa potencijalnom neuskl-
adenos¢u tokom revi-zije. U drugom slucaju,

tuzbu treba detaljno istraziti,ukljucujuci
analizu uzroka i identifi-kaciju korektivnih
mera.

Povlacenje produkta

SOP za povlacenje materijala i proizvoda, koji
ukljucuje korake za njegov  povratak,
ponovno izdavanje i obavestav-anje doba-
vljaca i distributera ili registara, mora posto-
jati. Za neke subjekte, opoziv proizvoda moze
biti retka pojava, dok za one koji distribuiraju
proizvode,ovakve situacije mogu biti vece
verovatno¢e, ali plan za nepredvidene
sluajeve treba da bude pripremljen bez
obzira.

Standard 1SO 13485

Standardi za infrastrukturu i opremu u
jedinicama za aferezu i kriokonzervaciju
matic¢nih cCelija

lako je ISO 13485 [2]. samostalni stan-
dard, sli¢an je po obimui ciljevima standardu
ISO 9001, koji regulise sisteme upravljanja
kvalitetom. SadrZidodatne zahteve specifi-Cne
za organizacije ukljuCene wuzivotni ciklus
medicinskih uredaja. Kao svi ISO standardi
sistema upravljanja, on je dizajniran da bude
integrisanu  postojeCe sisteme upravljanja
organizacije, a u okviru toga i svakog tra-
nsplantacionog centra sa postoje¢om labora-
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torijskom opremom.

Transplantacioni centar, naime pored
tzv.“sterilnog bloka“ tj. odeljenja gde se
nalaze bolesnici u programu transplantacije u
posebnim uslovima pozitivhog vazdusnog
pritiska sa pridruzenim HEPA filterima
(preciS¢avaju sterilni vazduh ubacen pod
poviSenim pritiskom), ima i ambulantu za
sprovodenje standardizovane afereze mati-
¢nih celija 1 ostalih terapeutskih procedura.
Takode, kao poseban deo u okviru Centra
nalazi se laboratorija za kriokonzervaciju
maticnih celija, sa slede¢im medicinskim
uredajima: zamrzivaéima na -140°C do -
196°C, aparatom za programirano zamr-
zavanje mati¢nih celija, laminarnom komo-
rom klase A ili B za manipulaciju sa mati¢nim
¢elijama u toku njihove pripreme za
programiranu  kriokonzervaciju. U okviru
laboratorije za kriokonzervaciju, nalaze se
rashladni klima uredaji sa posebnim filterima
za precis€avanje vazduha, koji omogucavaju
odreden stepen sterilnosti prostorije koja je
neophodna pri manipulaciji sa bioloskim
produktima.

Obzirom na visokospecijalizovanu opre-
mu, kao 1 prostor sa posebnim reZimom
funkcionisanja, potrebno je kontinuirano
nadgledanje  svih  performansi  ovakovg
sistema, uz validaciju, nadzor, servisiranje i
podnoSenje izveStaja nadleZznim telima koji
vr§e superviziju rada, kao Sto je Uprava za
biomedicinu Ministarstva zdravlja Rep-ublike

Serbije.
Standard ISO 13485, takode odrazava
povecane regulatorne  zahteveza  trans-

plantacioni centar preko snabdevanja medi-
cinskih  uredaja, na  slede¢i  nacin:
Fokusiranje na odgovarajucoj infra-
strukturi, posebno za proizvodnju sterilnog
medicinskog materijala, uz dodatne zahteve za
njihovu validaciju
1. Povecano uskladivanje sa regulatornim
zahtevima, sa posebnim osvrtom na
dokumentaciju

2. Vise fokusiranja na post-marketinske ak-
tivnosti, ukljuCujucipostupanje sa zal-
bama i regulatorno izvestavanje

— Dizajn i razvoj ili popravak i od-
rzavanjemedicinskih uredaja
— Snabdevanje sirovina, komponenti
ilipodsklopova
— Izvodenje usluga kao $to je izrada
ugovora,sterilizacija, logistika ili
kalibracijamerne opreme
— Uvoz i distribucija medicinskih
uredaja
— Dodatni zahtevi u projektovanju i
razvojumedicinskih uredaja, uzima-
juéi u obzirnjihovu upotrebljivost,
koriSéenje standarda 1 planiranje
vezano za Vverifikaciju, valida-
ciju,prenos i evidenciju odrzavanja
dizajna irazvojne aktivnosti
3. Uskladivanje zahteva za validaciju sa
razli¢itimsoftverskim aplikacijama,
kao $to je QMS softver,softver za
kontrolu procesa, softver za pracenjei
merenja.

Standard 1SO 15189:2003
Sistem standarda za medicinske laboratorije

ISO 15189[3]., medunarodni standard za
akreditaciju medicinskihlaboratorija postaje
Siroko prihvacen kao optimalni pristup osi-
guranju kvaliteta u medicinskom testiranju
[16].

Akreditacija definisana od strane 1SO jeste
"Postupak kojim autoritetno telo daje zvanicno
priznanje da je neko telo ili osoba nadlezna za
obavljanje = odredenih  zadataka". lako
akreditacija takode uzima u obzir sistem
upravljanja kvalitetom, ona ima dodatne
formalne zahteve tehnicke nadleznosti,
ukljucujuéi pocetnu i konti-nuiranu obuku
osoblja, validaciju metoda iinstrumenata, kao i
unutrasnju i eksternu kontrolu kvaliteta.

Dobar QMS u laboratoriji ima puno
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prednosti, a to su povecana transparentnost,
sledivost, ujednacenost, zadovoljstvo radom i
fokusiranje na kriticne probleme.

Svi sustinski elementi QS-a pokriveni su
standardom 1SO 15189 za akreditaciju u dva
razli¢ita dela, a to su: zahtevi za upravljanje i
tehnicki zahtevi. Tehnicki elementi obu-
hvataju; kadrove i obuku, smestaj, opremu,
validaciju 1 obezbedivanje kvaliteta ispiti-
vanih procedura putem internog nadzora
kvaliteta (IQC), eksternog nadzora kvaliteta
(EQA), odrzavanje i kalibraciju.

Dijagnosticka validacija je formalni
zahtev standarda za akreditaciju, ukljucujuci
ISO 17025 i ISO 15189, a ti testovi / metode i
instrumenti  moraju  biti  validirani  pre
dijagnostike kako bi se osigurali pouzdani
rezultati za pacijente, klini¢are ili referentne
laboratorije, i njihov kvalitet se mora se
odrzavati tokom upotrebe [3-5].

Opsti metodi vrednovanja analiti¢kih
metoda ukljucuju sledece:

— Definicija protokola koji registruju
rezultate merenja

— Utvrdivanje raspona primene 1
mehanizama razblazenja

— Identifikacija komponenata preciznosti
u toku svakog dana

—  Odredivanje osetljivosti metode

— Procena granice detekcije i
kvantifikacije

— Proucavanje specifi¢nosti metode

— Uspostavljanje referentnog opsega

— Dokumentovanje validnosti metode

Proces validacije, kao i bilo koji drugi,
zahteva seriju planiranja, izvrSenja i
kontrole.

a. Planiranje:
— Definicija odgovorna za obavljanje
procesa validacije

— Definisanje ciljeva i internih zahteva
(svrha, parametri koji se mere u matrici
ili matricama koje treba odrediti)
— Definicija i dokumentovanje metode
(postupak validacije)
b. Implementacija
— implementacija aktivnosti, dobijeni i
evidentirani rezultati (datum,
operateri i rezultati).
c. Kontrola:
— Verifikacija usaglaSenosti sa ciljevima
—  ZavrSna deklaracija o podobnosti
definisane procedure
Zbog potrebe da se izvrSi akreditacija
transplantacionog centra koji u okviru svoje
funkcionalne organizacione celine sadrzi
laboratoriju za aferezu i kriokonzervaciju
mati¢nih ¢elija, potrebno je imati doku-
mentovane procedure za validaciju metoda
izvodenja procedura rada.

Standard ISO/IEC 17025:2006/2017
Standard za testiranje i kalibraciju labora-
torijske opreme

ISO/IEC 17025:2006 [4,5], kao meduna-rodni
standard utvrduje opSte zahteve za obavljanje
ispitivanja  i/ili  etaloniranja,  ukl-juc¢ujuci
uzorkovanja. On obuhvata ispi-tivanje i
etaloniranje koris¢enjem standa-rdnih metoda,
nestandardnih metoda i metoda razvijenih u
laboratorijama. Ovaj medunarodni standard
primenjiv je na sve organizacije koje obavljaju
ispitivanje i/ili etaloniranje.

ISO/IEC 17025:2017 [4,5],utvrduje opste
zahteve za kompetentnost, nepristrasnost i
konzistentnost u radu laboratorija, na nacin
definisan u ovom standardu. Ovaj medu-
narodni standard je primenjiv. na sve
organizacije koje obavljaju laboratorijske
aktivnosti, bez obzira na broj osoblja u
laboratoriji. Njega takode mogu da koriste
korisnici laboratorijskih usluga, zakonodavni
organi, organizacije 1 Seme koje se koriste za
kolegijalno ocenjivanje, akreditaciona tela i
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ostali, a prilikom usaglasavanja ili priznavanja
kompetentnosti laboratorije.
Iz ISO/IEC 17025:2006, proizilazi sledece:

— Laboratorijske aktivnosti mogu da
obuhvataju etaloniranje, ispitivanje i
uzorkovanje, povezano sa naknadnim
etaloniranjem ili ispitivanjem

— Stavljanje akcenta na nepristrasnost
umesto na nezavisnost

— Orijentisanost na procesni pristup

— Stavljanje akcenta na rezultate procesa,
umesto na detaljan opis zadataka i koraka

— Smanjivanje obima potrebne doku-
mentacije

— Uvodenje rizika i prilika, kao novih
zahteva

— Isticanje mogucénosti podugovaranja

— Uvodenje aspekta informacionih
tehnologija u domenu rizika, integriteta
podataka, validacije softvera, elektronske
dokumentacije

— Uvodenje novog termina ,,metroloska
sledljivost”

— Omogucavanje laboratorije da izdaje
izjavu o usaglasenosti sa aspekta:
zadovoljava/ne zadovoljava
Obzirom na ultimativno visoke stan-darde

koji su specificnost radnog procesa tran-
splantacionog tima, upravljanje kvalite-tom
postalo je neophodan alat u upravljanju
kompleksnom medicinskom intervencijom,
kao S§to je transplantacija mati¢nih Ccelija.
Onoomogucava timu za transplantaciju da
prati svoje aktivnosti 1 identifikuje oblasti za
poboljsanje, da omogucava komunikaciju,
kako unutar tima, tako i sa eksternim pruZza-
ocima usluga.

Menadzment kvalitetom pomaze u pre-
dvidanju i1 odgovoru na neZeljene dogadaje i
poboljSanje procesaizbegavanja ponovljene
greSke. Novi ili nedavnouspostavljeni pro-
grami snazno se podsti¢u da ukljuce QM u
svoje planoverane faze, u pogledu naje-
fikasnije upotrebe resursa sa fokusom nasi-
gurnost donora i pacijenta [17].

Uspostavljanje SOP-a u funkcionisanju
transplantaciogog tima, tekode mora da se
bazira na konceptu QM-a, za svaki tran-
splantacioni centar koji potencijalno zeli da se
uklju¢i u program akreditacije koju diktira

JACIE [17].

Literatura

1.

2.

10.

11.

12.

ISO9001:2015 Quality management systems —
Requirements

ISO  13485:2016-Medical  devices-
https://www.iso.org/standard/59752.html
ISO 15189:2007. Medical laboratories-Particular
requirements for quality and competence.
ISO/IEC 17025:2017.Best  ISO17025 quality
manual. www.globalmanagergroup.com

QMS.

ISO: General requirements for the competence of
testing and calibration laboratories.ISO/IEC
17025:2005.
WWW.iS0.0rg

https://www.bulsuk.com/2009/02/taking-first-
step-with-pdca.html

AABB. Standards for cellular therapy services.
7th ed. Bethesda: AABB; 2015. Definition of the
American Society for Quality http://asq.org/learn-
about-quality/quality-managementsystem/.

FACT-JACIE International Standards for
Hematopoietic ~ Cellular ~ Therapy  Product
Collection, Processing, and Administration

Accreditation Manual. 6th ed. Version 6.1. 2017.
Definition of the American Society of Quality
http://asq.org/learn-about-quality/auditing/. 07 Jul
2018.

Netcord & FACT. NetCord-FACT International
Standards For Cord Blood Collection, Banking,
and Release For Administration. 6th ed. 2016.
p. 1-183.

Keitel S. Guide to the quality and safety of
tissues and cells for human application. Stras-
bourg: European Directorate for the Quality of
Medicines & HealthCare (EDQM); 2015.
McGrath E and Loper K. Quality Manage-
ment. In. Establishing a Hematopoietic Stem
Cell Transplantation Unit. edited by Gluckman

E, Niederwieser D, Aljur M. Springer, 2018.
ISBN 978-3-319-59358-6 (eBook).


http://iso/IEC%2017025:%202017%20|%20Best%20ISO%2017025%20quality%20manual‎
http://iso/IEC%2017025:%202017%20|%20Best%20ISO%2017025%20quality%20manual‎
http://www.iso.org/
https://www.bulsuk.com/2009/02/taking-first-step-with-pdca.html
https://www.bulsuk.com/2009/02/taking-first-step-with-pdca.html

[ @)

69
Vol. 45 1-2 2019. ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA
13. Cardwell L, Sugrue MW. Quality and process 15. www.ahcta.org.
control. In: Areman EM, Loper K, editors. 16. Alvarez Sl and Bernabeu Andreu FA.
Cellular therapy: principles, methods, and Procedures for Validation of Diagnostic

14.

regulations. 2nd ed. Bethesda: AABB; 2016.
p. 897.

Gratwohl A, Brand R, McGrath E et al. Joint
Accreditation Committee (JACIE) of the
International Society for Cellular Therapy and
the European Group for Blood and Marrow
Transplantation, and the European Leukaemia
Net. Use of the quality management system
“JACIE” and outcome after hematopoietic stem
cell transplantation. Haematologica. 2014;99
(5):908-15.

17.

Methods in Clinical Laboratory Accredited by
ISO 15189. In Modern Approaches To Quality
Control.  Source InTech- 2011; 209-
28.DOI:10.5772/19762.

Todorovi¢ Balint M. Edukativne potrebe
zaposlenih u kontekstu implementacije 1SO
standarda u Centru za transplantaciju mati¢nih
celija. Master rad iz menadzmenta u sistemu
zdravstvene zastite. Univerzitet u Beogradu
Fakultet organizacionih nauka i Medicinski
fakultet, Beograd, 2018.

Corresponding author: Prof. dr Milena Todorovi¢ Balint, MD, PhD
Clinic for Hematology, Faculty of Medicine, University of Belgrade,

Koste Todorovica 2,
11000 Serbia,

Tel/Fax: +381 (11) 306-5112,
E-mail: bb.lena@gmail.com



http://www.ahcta.org/
mailto:bb.lena@gmail.com

Vol. 45 1-2 2019.

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

70




[ @)

Vol. 45 1-2 2019. ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

71

HEMOTERAPIJA: AUTENTICNI PRISTUPI - KONCENTROVANI
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Kluéne reéi: Eritrociti, Trombociti, Krioprecipitat, Fibrinski Lepak, Selektivne Afereze
Sazetak

Od kada su transfuzije eritrocita uvedene u lecenje bolesnika sa anemijom, jedan od najvaznijih
ciljeva jeste definisanje kriterijuma za njihovu terapijsku primenu. Uz postizanje terapijskog
efekta, treba obezbediti maksimalni stepen sigurnosti transfuzija. Zato je tokom proteklih deceni-
ja jedno od kljucnih pitanja bilo odredivanje kriticnog "praga" za uvodenje transfuzija.
Spomenuti "prag" nije isti za bolesnike sa "akutnom" ili "hronicnom", kao ni sa normovolem-
ijskom ili hipovolemijskom anemijom. Uglavnom se uzimaju u obzir vrednost hematokrita (Hct) i
koncentraciju hemoglobina (Hb) u perifernoj krvi, kao merilo prilikom donoSenja odluke o
transfuziji. Ukoliko se "prag" za terapijsku primenu eritrocita determiniSe na osnovu Hct i Hb,
pretpostavija se da je rec¢ o normovolemijskoj anemiji. Pri tome, dugo vazeci kriterijumi (Hct >
0,30 i Hb > 100 g/L) za transfuziju eritrocita, poslednjih decenija cesto podlezu revizijama zbog
moguce imunomodulacije (aloantigenima) ili prenosa uzrocnika infektivnih bolesti. Zato su bitno
poostreni kriterijumi za primenu eritrocita, ali i drugih alogenih hemoprodukata.

Spontana krvarenja su relativno retka kod bolesnika sa brojem trombocita iznad 20x10%/L periferne
krvi. Medutim, neki bolesnici ne krvare ni sa trombocitama 5x10%/L u cirkulaciji. To govori u prilog
tzv. "individualnog trombocitopenijskog praga”, kriticnog za nastanak krvarenja. Terapijska prime-
na koncentrovanih trombocita omogucila je primenu tzv. visokodozne citostatske terapije. Pored to-
ga, korisne su i u zbrinjavanju drugih trombocitopenijskih ili trombocitastenijskih (urodeni ili arte-
ficijalni deficit njihove funkcije — na primer, primena antiagregacijskih lekova) stanja. Vazno je
istaci da broj transfuzija koncentrovanih trombocita je u SAD tokom poslednje dve do tri decenije
udvostrucen, dok je u istom vremenskom periodu broj transfuzija eritrocita povecan za svega oko
20%.Krioprecipitat je koncentrat plazmatskih proteina velike molekulske mase koji se taloZe na
niskim temperaturama (krioprecipitacija) i medu kojima se naalaze FVIII, vWF, fibrinogen, cinilac
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X111 i fibronektin. Fibrinski lepak je dvokomponentni bioloski sistem, namenjen postizanju lokalnog
hemostaznog, adhezivnog i "zaptivnog" efekta, a moze sluziti i kao "matrix" za lokalnu primenu
nekih aktivnih supstanci (na primer, faktora rasta fibroblasta, antibiotika i drugo).

U ovom revijalnom radu bice opisani aktuelni pristupi i kriterijumi za izvodenje hemoterapije u
tretmanu bolesnika sa anemijom, principi terapijske upotrebe koncentrovanih eritrocita, trom-
bocita, krioprecipitata i fibrinskog lepka — uz kratak osvrt i ilustraciju sopstvenih rezultata,

ukljucujuci i neke procedure selektivne izmene plazme.

Kratak istorijat i osnovni principi
hemoterapije

Ideja 0 moguénosti prenosenja krvi iz krvnog
suda jedne Zivotinje ili osobe u krvni sud
druge, datira iz Sestnaestog veka — iako je bilo
i ranije pokus$aja za postizanje povoljnog "ter-
apijskog" efekta (npr. podmladivanje)
razli¢itim postupcima. Koncept transfuzije
krvi nije mogao biti razvijen pre nego §to je

Harvey (1578-1657) dao detaljan opis krvoto-
ka ¢oveka. Zasluga za prvu uspesno obavljenu
transfuziju od jedne Zivotinje drugoj pripisuje
se Lower (1631-1691). Nakon eksperimenata
na zivotinjama, pokuSavano je sa primenom
krvi i kod ljudi. Tako je Denis 1667. godine
obavio prvu dokumentovanu (istina terapijski
neuspesnu) transfuziju zivotinjske krvi jednoj
osobi (1-3).

I

" .\\\\‘\\\\\\\\\m

R e

Slika 1. Transfuzija animalne krvi — shematski istorijski prikaz
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Zbog neuspeha, transfuzije su obavljane vrlo
retko sve do epohalnog otkrica nobelovca
Landsteiner (1868-1943). On je ispitivao in-
terakciju eritrocita i seruma razli¢itih osoba i
nastale reakcije objasnio postojanjem tri krvne
grupe koje je oznacavao simbolima A, B, O.
Slede¢ih godina, njegovi saradnici Decastello
(1872-1960) i Sturli (1873-1966) saopstili su
otkri¢e i Cetvrte krvne grupe — AB. Rous i
saradnici su 1916. godine opisali novi metod
konzervacije eritrocita u in vitro uslovima
pomocu rastvora citrata i dekstroze. Nekoliko
godina kasnije Robertson na zapadnom frontu
u Prvom svetskom ratu u okviru vojne bolnice
formirao je prvu “banku skladistene krvi”. Za
ime istog Coveka je vezano konstruisanje i
prvog seta za uzimanje, cuvanje (staklene boce
¢uvane na ledu) i transfundovanje krvi (3-9).
Vec je receno da prikupljanje, ¢uvanje i tera-
pijska upotreba cele krvi bila je karakteristika
ranog perioda transfuzijske ere. Tokom
Sezdestih godina, napori su bili usmereni ka
prikupljanju dovoljnih koli¢ina plazme za pri-
premanje rastvora humanog albumina — pri
¢emu su neke transfuzioloske ustanove "Zrtvo-
vale" (odbacile), a druge "spasile" (saCuvale)
koncentrovane eritrocite za terapijsku upotrebu.
Na taj nacin, "spaSeni" eritrociti su u
proteklom periodu postepeno zamenili celu
krv u leenju bolesnika sa anemijom. Danas u
vecini zemalja primenjuje se usmerena hemot-
erapija, a da bi potrebe u eritrocitima za trans-
fuziju bile zadovoljene, godisnje je potrebno
prikupiti 40-50 “standardnih" jedinica cele
krvi na 1 000 stanovnika (3, 8, 9).

Sredinom Sezdesetih godina zapoceto je sa
pripremanjem i Krioprecipitata — prvenstveno
za nadoknadu FVIII:C, VWF i fibrinogena.
Tada istrazivanja su bila usmerena u pravcu
usavrSavanja separatora krvnih celija radi
prikupljanja dovoljnih koli¢ina plazme za
frakcionisanje. Hemoprodukti koji sadrze ¢in-
ioce ili faktore koagulacije (na primer, FVIII i
FIX) u koncentrovanom obliku su se najpre
dobijali preciS¢avanjem iz plazme (plazmatski

derivati). Krajem osamdesetih godina, uvo-
denjem rekombinantne biotehnologije, zapo-
¢eto je sa sintezom rekombinantnih preparata
(rHuFVIII 1 rHuFIX). Moguénost primene
ovih preparata (precis¢enih i/ili rekombinant-
nih) i u vanbolnickim uslovima, uz stabilnost
preparata (bezbedno cCuvanje na tempera-
turama 4+2 °C i/ili 20£2 °C) dali su im veliku
prednost i popularnost (3, 8).

Profilaksa 1 leCenje patoloskih stanja usled he-
mostaznih poremecaja je efikasna, zahvaljujuéi
boljem poznavanju svojstava krvi i osvojenim
metodama pripremanja hemoprodukta u koncen-
trovanom obliku. Sustina te terapije jeste nadok-
nadna terapija. Pri tome, najpre je potrebno ut-
vrditi deficitarni krvni sastojak, a potom kvanti-
fikovati stepen smanjenja aktivnosti jer od toga
zavisi izbor i doziranje hemoprodukata i trajanje
leenja. Terapiju treba zapoceti $to ranije radi
svodenja neZzeljenih sekvela na minimum. U
ovom radu nece biti re¢i o detaljima hemotera-
pije davanjem pojedina¢nih hemostatskih
preparata, niti kompleksa koagulacijskih ¢ini-
laca. Iz oblasti hemoterapije hemostaze, bice dat
kratak prikaz pripremanja i terapijske upotrebe
krioprecipitata i fibrinskog lepka (9).

Tokom proslog veka uvedene su nove proce-
dure transfuzijskog le¢enja — kao §to su tera-
pijske i donorske afereze i transplantacija
kostne srzi (odnosno mati¢nih ¢elija), uz bro-
jne druge imuno- i hemomodulacijske
postupke. O izdvajanju plazme iz eksfundo-
vane krvi zivotinja, sa sledstvenom reinfuzi-
jom krvnih ¢elija prvi put je saopStavano
1914. godine, a postupak je nazvan plazmafe-
rezom. Povoljan ucinak terapijske izmene
plazme (TIP) u leCenju bolesnika sa mak-
roglobulinemijskim hiperviskoznim sindro-
mom opisan je 1960. godine (9). Potom,
izveStavano je o citaferezama kod bolesnika sa
leukemijom. Uvodenje separatora krvnih ¢eli-
ja, namenjenih prvenstveno prikupljanju
krvnih celija, datira iz sedamdesetih godina
proslog veka. Pocev od sredine sedamdesetih
godina, separatorima se izvode i TIP, najpre u
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tretmanu bolesnika sa Goodpasture-ovim sin-
dromom, odnosno mijastenijom  gravis.
Uvodenjem granulocitnog faktora rasta hema-
topoeze (rHuG-CSF), stvoreni su uslovi za
prikupljanje mati¢nih ¢elija iz periferne krvi
posle njihove mobilizacije. Tokom poslednjih
decenija, uvedene 1 usavrSene su terapijske
procedure selektivnog (adsorpcijskog) otklan
janja specifi¢nog patogena iz bolesnikove

Cilj hemoterapije je ponovno uspostavljanje
hemobioloSke homeostaze — nadoknadom def-
icitarnih hemoprodukata (sastojci krvi, derivati
plazme ili njihovi zamenici, odnosno rekom-
binantni analozi), terapijskim aferezama,
transplantacijom 1/ili implantacijom mati¢nih 1
drugih imunokompetentnih c¢elija — 1 njeno
odrzavanje. To se postize posredstvom rekon-
stitucije hemodinamskih 1 hemoreoloskih,
oksiformne, hemostazne, imunskih i drugih
funkcija krvi, uz bolje funkcionisanje i plaz-
citokinsku mrezu. To znaci da pored unoSenja
deficitarnih sastojaka krvi, transfuziolosko
lecenje podrazumeva 1 otklanjanje patoloski
izmenjenih krvnih ¢elija, plazme ili njenih
konstituenata aferezom. Postoji mogucnost i
za izvodenje slozenih postupaka ex Vvivo
modulacije funkcija eksfundovanih sastojaka
(prvenstveno, leukocita) krvi, uz njihovu nak-
nadnu (re)infuziju bolesniku (1-4, 9).

Pored cele krvi — ¢ije su indikacije danas veoma
retke, ograniCene su uglavnom za terapiju
bolesnika sa (akutnim) masivnim gubitkom krvi
ili na primenu kod eksangvinotransfuzije — za
terapiju bolesnika sa anemijskim sindromom
danas stoje na raspolaganju razli¢iti koncentro-
vani eritrociti. Od njih, najcesce se koriste tzv.
resuspendovani eritrociti, zatim filtrovani i is-
prani eritrociti. Kriokonzervisani i aferezom
prukupljeni eritrociti se prakticno ne (ili veoma
retko) primenjuju u radu.

plazme (3, 8).

U ovom radu nece biti opisane konvencional-
ne terapijske afereze. Bi¢e ukratko prikazani
neki postupci selektivne TIP, kao S§to su,
ekstrakorporalna imunoadsorpcija (ECIA) i
afinitetna hromatografija za selektivno otklan-
janje aloantitela ABO ili vezivanje ekscesnih
koli¢ina bilirubina i1 drugih metabolita iz
plazme.

Hemoterapija bolesnika sa anemijom

Sa aspekta hemoterapije, anemiju je moguce
definisati kao patolosko stanje sa smanjenom
ukupnom zapreminom (masom) eritrocita u
cirkulaciji u kome su transfuzije eritrocita
korisne ili neophodne. Poslednjih nekoliko
decenija, kada je re¢ o "transfuziji krvi",
uglavnom se misli na terapijsku primenu eri-
trocita — koja, po potrebi, moze biti dopunjena
upotrebom i drugih hemoprodukata. Vecina
autora uzima u obzir vrednost hematokrita
(hematocrit — Hct) i koncentraciju hemoglobi-
na (hemoglobin — Hb) u perifernoj krvi, kao
glavno ili jedino merilo prilikom dono$enja
odluke o transfuziji. Ukoliko se "prag" za ter-
apijsku primenu eritrocita predominantno de-
terminiSe na osnovu Hct i Hb — pretpostavlja
se da je re¢ o normovolemijskoj anemiji (3, 8—
10).

Dugo vazeci parametri ili kriterijumi (Hct > 0,30 i
Hb > 100 g/L) za transfuziju, poslednjih decenija
Cesto podleZzu revizijama zbog potencijalne
imunomodulacije (posredstvom aloantigena) ili
prenosa uzro¢nika infektivnih bolesti, kao Sto su
virus humane imunodeficijencije (HIV) i/ili hepa-
titisa tipa C (HCV). Zato su u mnogim zemljama
bitno poostreni kriterijjumi za primenu alogenih
¢elijskih hemoprodukata (3, 5-11).

Za determinisanje nekog kriti¢nog "praga" za
uvodenje transfuzija eritrocita moguce je
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krostititi vrednosti "optimalnih™ i "minimal-
nih" vrednosti Hct i Hb. Nekada se smatralo
da su one jedno isto, ali sada se zna da je rec€ o
razli¢itim pojmovima, kriterijumima. Tako, na
primer, "minimalna” koncentracija Hb za od-
rzavanje organa u vitalnom stanju iznosi svega
30 g/L. Obrnuto, jos je pre oko Sest decenija
odredena koncentracija Hb od 100 g/L kao
najniza "optimalna". Odredivanje nekog uni-
verzalnog "praga” za transfuziju je od velikog
znaCaja — da transfuzije ne bi bile primen-
jivane kada nisu indikovane, odnosno radi
njihovog pravovremenog izvodenja kada je to
potrebno. Pri tome, treba balansirati izmedu
potencijalnih komplikacija nedovoljne kon-
centracije Hb i rizika od sporednih efekata
transfuzije (9, 11-16).

Medutim, nije realno pridrzavati se jedino
nekog laboratorijskog parametra, "praga” (Hct
I Hb) za uvodenje transfuzija eritrocita. Ipak,
bolesnicima sa normovolemijskom anemijom
¢iji je Het < 0,21 odnosno Hb < 70 g/L, treba
transfundovati  eritrocite.  Postoje  peri-
operacijska stanja sa jo$ strozijim kriterijumi-
ma za uvodenje transfuzija. Tako, po nekima
transfuzije su indikovane kada su vrednosti Hb
<60 g/L, naro¢ito kod hemodinamski stabilnih
bolesnika. Kada je Hb izmedu 60 i 100 g/L,
intenzitet simptoma neadekvatne oksigenacije
(na primer, tahikardija, hipotenzija) su presud-
ni za donoSenje odluke o transfundovanju. Ima
bolesnika i sa normovolemijskom anemijom
kojima je pogodniji Hct > 0,24 i koncentracija
Hb > 80 g/L. To se odnosi i na starije bolesni-
ke, za koje (zavisno i od drugih parametara, na
primer, opsteg stanja bolesnika) vrednosti tre-
ba da su jos§ vece, Het > 0,30 a koncentracija
Hb > 100 g/L (2-5, 15-19).

Opste je poznato da akutni gubitak krvi izaziva
istovremeno aktivisanje 1 delovanje vise
kompenzatornih mehanizama u cilju uspo-
stavljanja §to bolje tkivne perfuzije vitalnih or-
gana (mozak, miokard i bubrezi). Zbog toga,
odrasle osobe mogu dobro podneti gubitak oko
jedne petine cirkuliSu¢e krvi — $to za osobu

prosecne telesne mase iznosi oko jedan litar
krvi. Ve¢i gubitak (20-30%) cirkuliSu¢e krvi
zahteva nadoknadu volumena kristaloidnim i/ili
koloidnim infuzijskim rastvorima. Pri gubitku
vise od oko jedne trec¢ine krvi, potrebno je
poboljsati njenu oksiformnu funkciju transfuzi-
jom eritrocita. Najzad, kada je re¢ o masivnom
gubitku krvi — 50% ili vise cirkuliSuce krvi unu-
tar tri sata ili gubitak koli¢ine koja je jednaka
volumenu cirkuliSuée krvi tokom 24 sata —
pored eritrocita, potrebno je transfundovati i
trombocite, uz nadoknadu ¢inilaca koagulacije
(3-7,9).

Opste nacelo je da ¢e jedna jedinica koncen-
trovanih eritrocita — data prose¢noj odrasloj
osobi sa normovolemijskom anemijom —
dovesti do porasta Het za oko 0,03 i povecan-
ja koncentracije Hb za oko 10 g/L — $to po
nekim autorima dolazi do izrazaja oko 24 sata
po transfuziji. Svakako od znacaja je i procen-
tualna zastupljenost mladih (ukljucujuéu i ne-
ocite) i strarijih eritrocita u hemoproduktu,
kao 1 trajanje 1 uslovi njevogog skladiStenja
pre terapijske primene (3, 5-9, 20-23).
Medutim, ima podataka da je ove promene
hemograma (promene u krvnoj slici) moguce
uociti i mnogo ranije, ve¢ 30 do 120 minuta po
zavrSenoj transfuziji — u zavisnosti, medu
ostalima, od ravnoteZe i raspodele ekstravas-
kulne i intravaskulne te¢nosti u organizmu (3,
8, 9).

Deplazmatisana krv

Deplazmatisana krv je decenijama bila pri-
hvaéena kao standardni hemoprodukat za
poboljsanje oksiformnog kapaciteta krvi. Ona
se pripremala otklanjanjem oko 70%
zapremine plazme iz jedinica cele krvi. Rok
terapijske upotrebljivosti jedinica deplazmati-

sane krvi je bio identi¢an onome koji je vazio

za celu krv iz koje je ona pripremljena. To za
krv uzetu sa antikoagulantsko-konzervisu¢im
rastvorom ACD (Acid-Citrate-Dextrose) izno-
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sio 21 dana, sa CPD (Citrate-Phosphate-
Dextrose) i sa CPDA-1 (Citrate-Phosphate-
Dextrose-Adenine) 35 dana. Posle transfuzije
ovog hemoprodukta, ocekuje se normalno
prezivljavanje oko 75% eritrocita u cirkulaciji
primaoca (3-9). U jedinici deplazmatisane
krvi Hct < 0,80 radi odrzavanja barem mini-
malnog metabolizma eritrocita u ex vivo uslo-
vima. U doba, kada je bio hemoprodukat iz-
bora, zbog znatno manjeg volumena (uz isti
broj eritrocita), deplazmatisana krv bila je
posebno pogodna za lecenje starijih osoba sa
arterijskom hipertenzijom, odnosno kardi-
orespiratornom insuficijencijom (2-5, 20-23).

Resuspendovani koncentrovani eritrociti

Otklanjanjem sloja "buffy coat” (deo bogat u
leukocitima i trombocitima) posle centrifugiran-
ja jedinica cele krvi otklonja se najve¢i deo
plazme i oko 70-80% leukocita (proces je 0z-
nacen kao leukoredukcija — a hemoprodukat eri-
trociti osiromasivani u leukocitima); ukoliko se
dodaje i neki aditivni rastvor (Aditive Solutio ili
AS) — re¢ je o relativno novom hemoproduktu,
koji je nazvan "resuspendovanim eritrocitima"
(3, 9). lako je opisani metod otklanjanja "buffy
coat” najmanje efikasan u pogledu redukcije
broja leukocita, prednost mu je u tome §to nje-
govo izvodenje ne zahteva koriS¢enje "otvore-
nog sistema” kesa za razliku od drugih proce-
dura leukoredukcije i leukodeplecije.
Dodavanjem nekog AS stvaraju se bolji uslovi
za skladiStenje resuspendovanih eritrocita
(izvor materija potrebnih za njihov metaboli-
zam ex Vivo), a takode se stvaraju bolji pre-
duslovi za naknadnu filtraciju eritrocita (tzv.
leukodeplecija) usled smanjenja vrednosti Hct.
Na  kraju, ovom procedurom moze biti
spreceno in Vitro stvaranje klinicki znacajnih
koli¢ina inflamacijskih citokina i drugih bi-
oaktivnih medijatora u koncentrovanim eri-
trocitima — usled leukoredukcije (3-5).
Resuspendovanjem eritrocita, dozvoljeni rok
terapijske upotrebljivosti bi¢e produzen do 42

dana. Osnovno je pravilo da zapremina AS ne
sme biti ve¢a od volumena otklonjene plazme
— po standardima vec¢ine zemalja, ona iznosi
100 mL — tako da finalni Hct resuspendovanih
eritrocita iznosi oko 0,60. Kada je volumen
uzete cele krvi manji (na primer, 400 mL u
Japanu), tome treba da bude prilagodena i
zapremina AS (92 mL). Po standardima Fran-
cuske, zapremina AS iznosi svega 80 mL, jer
se zeli posti¢i veci finalni Het (oko 0,70) re-
suspendovanih eritrocita (2-9, 20-23).
Najces¢e je u upotrebi rastvor natrijumovog
hlorida, adenina, dekstroze i manitola (SAGM),
kao AS. Od drugih AS treba spomenuti (Adsol —
AS-1; Nutricell — AS-3), zatim rastvor manitola,
adenina 1 fosfata (MAP) i neke druge.
Zajednicka karakteristika ovih rastvora je da u
svom sastavu, kao osnovnu supstancu, sadrze
natrijum hlorid (ali u nejednakim koncentraci-
jama), zatim adenin ili guanozin. Dok se SAGM
i AS-1 uglavhom Koriste u kombinaciji sa
rastvorom CPD, dotle je AS-3 najces¢e kombi-
novan sa CP2D (dvostruki sadrzaj glukoze). U
slucaju primene antikoagulantsko-konzervisuéeg
rastvora CP2D, on sluzi kao glavni izvor glu-
koze, a ne AS-3 (5-9). Erythro-Sol je novi AS
koji u svom sastavu ne sadrzi natrijum hlorid.
Naime ¢ine ga adenin, natrijum citrat, natrijum
fosfat, manitol i glukoza. Erythro-Sol najéesce
se koristi u kombinaciji sa antikoagulantsko-
konzerviSu¢im rastvorom 0.5CPD (manja
koli¢ina citrata 1 limunske kiseline). Primena
Erythro-Sol obezbeduje bolju zastitu koncen-
tracije  difosfoglicerata  (2,3-DPG) u
skladiStenim eritrocitima, a time i duzi rok
njihove terapijske upotrebljivosti do 49 dana
(3,8,9).

Filtrovani eritrociti

Pored Zeljenog terapijskog delovanja, trans-
fuzije alogene krvi/hemoprodukata izazivaju i
brojne sporedne bioloske efekte. U njih spa-
daju febrilna nehemolizna transfuzijska
reakcija (FNHTR), zatim transfuzijom ud
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ruzeno akutno oStecenje pluca (Tranfusion Re-
lated Acute Lung Injury — TRALI), imunska
refraktornost na transfuzije trombocita, trans-
fuzijom udruzena bolest "kalem protiv do-
macina" (Transfusion-Associated Graft versus
Host Disease — TA-GVHD), kao i razli¢iti

imunomodulacijski efekti. Ovi efekti su
najce$ée nepovoljni za primaoca usled imuno-
supresije (odlozene infekcije, recidiv tumora).
Posebnu potencijalnu komplikaciju transfuzija
¢ini moguénost transmisije uzro¢nika (HIV,
HCV, HBV) infektivnih bolesti (3, 24-28).

51063499
FILTROVRE)
ErR/TRICYy)

Slika 2a—c. Filtrovani eritrociti — faze procesa fitrovanja (“'post-storage"); finalni stepen
leukodeplecije = 3-5 Logio

Transfuzija filtrovanih eritrocita se preporucu-
je za lecenje bolesnika kod kojih se zeli
spreciti pojava nezeljenih bioloskih efekata, a
posebno za tretman onih koji su ranije ispol-
javali FNHTR. Ucestalost 1 tezina klinicke
slike navedenih nepovoljnih efekata su u
direktnoj proporciji sa brojem i vijabilno$c¢u
transfundovanih leukocita — koji tokom
skladiStenja mogu biti zahvaceni procesom
apoptoze, odnosno koncentracijom in vitro
stvorenih  imunoregulacijskih  i/ili  in-
flamacijskih citokina, ali i drugih bioaktivnih
supstanci. Primena filtrovanih eritrocita in-
dikovana je 1 u lecenju bolesnika kojima se
planira transplantacija mati¢nih ¢elija hemato
poeze ili kod kojih se predvida duzi period
zbrinjavanja transfuzijama eritrocita (6-8).

Otklanjanjem sloja "buffy coat™ se stvaraju
bolji preduslovi za filtraciju eritrocita. Pored
toga, ovom procedurom moze biti spreceno in
vitro stvaranje klini¢ki znacajnih koli¢ina pro-
inflamacijskih citokina i drugih bioaktivnih
medijatora u jedinicama eritrocita. Pripreman-
jem i terapijskom upotrebom filtrovanih eri-
trocita postizu se: 1) maksimalna redukcija
broja leukocita (leukodeplecija); 2) spre¢avan-
je razvoja ili odlaganje aloimunizacije, imuno-
supresije udruzene sa alogenim transfuzijama,
TRALI, TA-GVHD, refraktornosti na trans
fuzije trombocita 1 3) redukcija mogucnosti
transmisije virusa (citomegalovirusa) (3, 8).
Danas stoje na raspolaganju posebni filteri za
otklanjanje leukocita. Njihovom upotrebom se
postize redukcija broja leukocita za oko 3—-5
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Logip ili vise. Takav stepen leukodeplecije veé
moze spreciti ne samo ispoljavanje FNHTR,
nego i nastanak vecine imunski posredovanih
nepovoljnih efekata alogenih transfuzija. Fil-
teri za otklanjanje leukocita prve, odnosno
druge "generacije" delovali su mehanicki
(veli¢ina pora im je iznosila 170-260 um, od-
nosno 20-50 um) zadrzavajuci leukocite (3—
8). Neki filteri druge, a posebno filteri trece
"generacije” su znatno efikasniji u redukciji
broja leukocita jer pored mehanickog za-
drzavanja, deluju i "adsorbujuce" na leukocite.
Upotrebom savremenih filtera (leukodeplecijom)
moguce je spreciti ili odloziti nastanak alo-
imunizacije, a ne samo ispoljavanje FNHTR.
Vazeéi standardi UdruZenja krvnih banaka SAD
(AABB) 1 Saveta Evrope, kao $to je navedeno,
predvidaju da posle leukodeplecije u jednoj jedini-
ci filtrovanih eritrocita broj rezidualnih leukocita
treba da bude < 5x10°. Kada je broj rezidualnih
leukocita u hemoproduktu sveden na < 5x108,
omoguceno je spreavanje manifestne FNHR.
Medutim, za prevenciju same aloimunizacije taj
broj treba da bude 5x10° ili manji. Prednost se
daje $to ranijem otklanjanju leukocita ("in-line"
filteri) ili odmah posle prikupljanja i obrade krvi
("pre-storage™ filtracija), nasuprot leukodepleciji
neposredno pre transfuzije (“post-storage™ filtraci
ja). Veoma je bitno da "in-line" filteri omogucava-
Ju koriS¢enje "zatvorenog sistema" jer su integralni
deo sistema kesa za prikupljanje i obradu (pro-
cesiranje) krvi (3 ,4, 8).

Isprani (autologni) eritrociti

Metodom automatizovanog (upotreba procesora
krvnih celija) ili ispiranjem eritrocita (pomocu
centrifuga) biCe odstranjena rezidualna plazma i
njeni sastojci, kao $to su imunoglobulini i ostali
plazmatski proteini, kalijum, ali bi¢e smanjen 1
sadrzaj antikoagulantsko-konzerviSuceg rastvora.
Ispiranje se danas ne smatra dovoljno efikasnom

metodom za redukciju broja leukocita u jedini-
cama eritrocita.

Jedinice ispranih alogenih eritrocita treba
transfundovati onim bolesnicima Kkoji ispol-
javaju alergijske (ali uglavnom ne ukljucujuci
i anafilaktoidne) reakcije kao sporedne efekte
na transfuzije cele krvi, resuspendovanih i fil-
trovanih eritrocita (3-5, 8).

Upotreba ispranih eritrocita indikovana je u
leCenju osoba sa deficitom IgA. Urodeni ne-
dostatak IgA je ceS¢a pojava, njena incidenca
iznosi jedan na 700 osoba, od kojih priblizno
svaki tre¢i stvara specificna antitela anti-1gA.
Ona su najceS¢e imunska koja se sintetiSu
posle izlaganja bolesnika aloantigenu (IgA),
iako mogu biti retko i prirodna antitela (3).
Primena ispranih eritrocita u terapiji bolesnika
u ¢ijoj su cirkulaciji ve¢ prisutna antitela anti-
IgA (koja bi dovela do pojave teSke anafil-
aktoidne reakcije posle transfuzije hemopro-
dukta koji sadrze IgA) je imperativna — ali ne i
uvek dovoljno efikasna. Naime, ima misljenja
da ispiranjem nije moguce dosti¢i potreban
stepen redukcije plazmatskih proteina, neo-
phodan za sigurnu (u imunskom pogledu)
hemoterapiju ovih bolesnika.

Celishodnije je pristupiti nekom drugom mo-
dalitetu leCenja, kao $to su: 1) koriS¢enje hem
oprodukta od alogenog davaoca sa deficitom
IgA; 2) primena autologne transfuzije i 3)
koriséenje alternative transfuzija — na primer,
stimulacija pomo¢u rekombinantnog humanog
eritropoetina (rHUEPO) (3, 8).

Zbog svega navedenih, kada je re¢ o ispiranim
eritrocitima, danas u prvom redu radi o auto-
lognim ¢elijama, koje su prikupljene intrao-
peracijskim spasavanjem (videti Slike 3 i 4).
Ispiranjem se otklanjaju potencijalno prisutni
fragmenati razlicitih tkiva — kao i brojni bi-
oloski aktivni medijatori, i/ili modulatori he-
mobioloskog odgovora, zatim enzimi ak-
tivisanih neutrofilnih granulocita (elastaza) i
oslobodeni sadrzaj razli¢itih granula tromboci-
ta (3-9)
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Slika 3a-b.

aa—— -~
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Procesiranje/ispiranje eritrocita primenom uredaja Cell Saver — transfer

prikupljenog sadrZzaja u zvono aparata i pranje fiziokoSkim rastvorom NaCl

Slika 4a-b.

Procesiranje/ispiranje eritrocita primenom uredaja Cell Saver — transfer ispiranih

eritrocita u finalnu kesu za autolognu transfuziju i podesavanje zapremine

Na kraju, treba re¢i da postoje 1 drugi, rede
primenjeni koncentrovani eritrociti. To su eri
trociti obogaceni sa neocitima, eritrociti
prikupljeni aferezom i kriokonzervisani eri
trociti (dugovremensko ¢uvanje u zamrznutom
stanju).

Neocitima obogaceni eritrociti.

U mladih bolesnika koji zahtevaju ucestale
transfuzije eritrocita tokom duzeg vremenskog

perioda cesto dolazi do preopterecenja
gvozdem. Neociti su mladi eritrociti, izdvojeni
posebnim postupcima iz jedinica cele krvi
(pomocu diferncijalnog centrifugiranja) ili iz
periferne cirkulacije namenskih davalaca pro-
cedurom "neocitafereze" (afereza eritrocita
manje gustine) — upotrebom separatora krvnih
¢elija.

Transfuzije neocita se primenjuju pocev od
sedamdesetih godina, kada je utvrdeno da je
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sadrzaj gvozda u njima manji, dok je koncen-
tracija 2,3-DPG vecéa. Osim toga, oni duze
prezivljavaju posle transfuzije u odnosu na
"stare" eritrocite, zbog Cega transfuzije kon-
centrovanih eritrocita, obogac¢enih neocitima,
mogu znacajno produziti interval izmedu
transfuzija, te smanjiti broj potrebnih tranfuzi-
ja u jedinici vremena (3).

Poludoba boravka (t50) transfundovanih eri-
trocita (izdvojeni iz jedinica konzervisane
krvi) u cirkulaciji iznosi oko 28-30 dana, dok
je t50 neocita 40-45 dana — zbog ¢ega su man-
je 1 rede bolesnikove potrebe za transfuzijama
eritrocita. Transfuzije neocita su posebno
korisne za obolele od talasemije i rede vode do
transfuzijom posredovane hemohromatoze (3—
9).

Aferezom prikupljeni eritrociti.

Prikupljanje eritrocita afereznim postu-

pkom je relativno novi postupak — prve do-
norske eritrocitafereze su izvedene pre tri de-
cenije. Tako pripremani produkat ispunjava
standarde AABB, Ureda za hranu i lekove
(Food and Drug Administration — FDA) SAD i
Saveta Evrope po morfoloskim, biohemijskim
i funkcionalnim karakteristikama eritrocita, ali
i u pogledu broja rezidualnih leukocita prili-
kom upotrebe integralnog sistema za leuko-
redukciju tokom afereze (1-4, 8).
Izvodenjem multikomponentne donorske afe-
reze (upotreba separatora krvnih Celija)
najc¢es¢e se kombinuju prikupljanje koncen-
trovanih trombocita i/ili plazme, a ponekad i
eritrocita od istog donora (videti Sliku 5).

Slika 5. Multikomponentano aferezno prikupljanje hemoprodukata od jednog donora

Kriterijumi za odabir davalaca eritrocita afere-
zom nisu isti kao za davaoce cele Krvi.
Svakako, treba primenjivati opSte vazece
zahteve za izbor davalaca krvi, ali i posebne
kriterijume za izbor davalaca sastojaka krvi
afereznim procedurama. Tako, davaoci od

kojih je predvideno aferezno prikupljanje
krvnih komponenti treba da ispunjavaju
sledece uslove: 1) opStevazece zahteve za da-
vaoce cele krvi; 2) da su stariji od 18 a mladi
od 65 godina; 3) da su klini¢ki zdravi, tj. sa
urednim fizikalnim i elektrokardiografskim
nalazom, koncentracijom Hb > 130 g/L i bro
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jem trombocita najmanjim 150x10%/L, odnos-
no leukocita ne manjim od 4x10%L (sa nor-
malnom leukocitarnom formulom) uz fizi-
oloske vrednosti biohemizma krvi i koagu-
lacijskih testova; 4) da imaju unapred utvrdene
negativne rezultate testova na markere trans-
misivnih bolesti (3, 8, 9).

Jedna od pogodnosti multikomponentne afe-
reze (pored imuskog benefita — jedan donor
viSe hemoprodukata) je u tome $to je njenom
primenom izbegnut vremenski period od
prikupljanja do procesiranja cele krvi, ¢ime je
omogucen bolji kvalitet hemoprodukata (5—
10). Medutim, ovaj postupak ima i1 neka
ograni¢enja. Naime, afereza je skup i relativno
slozen postupak — zahteva upotrebu posebne
skupe aparature (separatora krvnih celija) i
dobru edukovanost osoblja za izvodenje pro-
cedura sa vantelesnim krvotokom.

Kriokonzervisani eritrociti.

Za dugovremensko cCuvanje eritrocita neo-
phodno je njihovo skladiStenje u zamrznutom
stanju (kriokonzervacija). Za bolji oporavak
odmrznutih ¢elija neophodni su: 1) upotreba kri-
oprotektora (glicerol); 2) koriS¢enje specificne
kinetike hladenja tokom zamrzavanja i 3) ¢uvan-
je jedinica na pogodno niskim temperaturama,
radi spreCavanja daljih kriooSteé¢enja. Transfuzi-
je kriokonzervisanih eritrocita nisu bile od klin-
ickog znacaja sve do sedamdesetih godina, do
uvodenja automatizovanih metoda otklanjanja
(ispiranjem) rezidualnog glicerola, raspadnutih
Celija i slobodnog Hb iz suspenzije odmrznutih
¢elija koriS¢enjem procesora krvnih ¢elija trans-
fuzije. Kriokonzervisani eritrociti su se pokazali
korisnim u ratnim prilikama, pri elementarnim
katastrofama, ali i kod zbrinjavanja bolesnika sa
retkim eritrocitnim fenotipom (3-9).

Funkcija i terapijska upotreba trombocita

Za procese fizioloske hemostaze, uz dovoljan
broj trombocita u cirkulaciji, neophodna je i

njihova funkcionalna ocuvanost i sadejstvo
ostalih hemostaznih cinilaca. Najce$¢a ob-
oljenja 1 patoloSka stanja, udruzena sa
poremecajima trombocita, su trombocitopenije
zbog smanjene produkcije, povecane potrosnje
i dilucije 1 trombocitastenije (poremecaj
funkcicje).

Aktivacija trombocita.

Interakcija trombocita sa  subendotelskim
strukturama po pravilu vodi ka njihovoj akti-
vaciji, koja je funkcija: 1) delovanja aktivatora —
agonista trombocita; 2) fizickih ¢inilaca unutar
krvotoka; 3) odredenih plazmatskih proteina i 4)
ekspresija trombocitnin  receptora. Agonisti
izazivaju hidrolizu fosfata (fosfatidil-inozitola) u
¢elijskoj membrani. Tome sledi formiranje in-
tracelularnih signalnih molekula, na primer, ino-
zitol trifosfata (ITs) i porast koncentracije jona
Ca. Pri tome, jaki agonisti trombocita (na pri-
mer, kolagen i trombin) mogu izazvati stvaranje
signalnih molekula, u koli¢ini koja je dovoljna
za podsticanje kompletnog odgovora tromboci-
ta. Suprotno, slabi agonisti (ADP, adrenalin,
TXA; 1 drugi), samo "delimi¢no" ¢e aktivisati
trombocite (izazvace promenu oblika Celije 1/ili
ekspresiju fibrinogenskih receptora). Oni jedino
posredstvom pozitivne povratne sprege (formi-
ranjem i sinergijskim delovanjem "sekundarnih
agonista" 1 redukcijom rastojanja izmedu trom-
bocita) mogu izazvati "kompletnu™ aktivaciju
trombocita (3-9) .

Od ostalih navedenih faktora koji uti¢u na inter-
akciju trombocita i subendotelskih struktura,
treba spomenuti broj cirkuliSuc¢ih trombocita i
viskoznost krvi (fizi¢ki ¢inioci) 1 vVWF. Vezivan-
je VWF sa trombocitima dovodi do njihove akti-
vacije — $to je od znacaja, kako za adheziju i
agregaciju trombocita, tako 1 za kasnija
dogadanja u procesima koagulacije, a ostvaruje
se posredstvom membranskog glikoproteina Ib
(GPIb) kome odgovara fenotip determinisan
proto¢nom citometrijom (CD42b). Izmena ob-
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lika trombocita predstavlja pocetak niza reakcija
u toku njihove aktivacije (26, 31).

Nasa ispitivanja su pokazala da neposredno po
pripremanju, u jedinicama koncentrovanih
trombocita diskoidni trombociti ¢ine oko 60—
80%, sferni oko 15-25%, a funkcionalno man-
je vredni oblici (dendritski i balonizirani) oko
5-15% trombocita; tada vrednost morfoloskog
skora iznosi 300 do 400. Tokom skladiStenja,

zastupljenost diskoidnih i sfernih oblika pro-
gresivno opada, dok spomenutih funkcionalno
manje vrednih raste. Zbog toga se i vrednosti
morfoloskog skora progresivno smanjuju. Pri
tome se jedinice koncentrovanih trombocita
skladiStene do pet dana, sa vredno$¢u morfol-
oskog skora trombocita = 200 oznacavaju kao
jos kvalitetne (3, 9, 24-31). El-
ektronskomikroskopski izgled trombocita ja
dat u Slici 6a i b.

Slika 6a—b. Elektronskomikroskopija trombocita (ultrastruktura diskoidnog trombocita
punim granulama i sverni trombocit sa ispraznjenim granulama)

Diskoidni trombociti prelaze u sferne ili den-
dritske, uz formiranje pseudopoda. Ova "rana"
I promptna reakcija je uslovljena polimerizaci-
jom molekula aktina. Tokom promene oblika,
dolazi i do iskazivanja specifi¢énih trom-
bocitnih receptora. Posle kontakta trombocita
sa subendotelskim strukturama, doc¢i ¢e do
njihove adhezije u prisustvu VWF. Agregaciji
prethodi ekspresija receptora za fibrinogen
(GPIIb i GPIlla) sa prate¢im vezivanjem fi-
brinogena u prisustvu jona Ca (29-31) .

Tokom sekretornog odgovora trombocita
oslobadaju se supstance koje su deponovane u
tri vrste organela — u gustim-granulama, o-

granulama i lizozomima. Od njih se ADP i
ATP, odnosno gvanozin difosfat i trifosfat
(Guanosine Diphosphate — GDP; Guanosine
Triphosphate — GTP), serotonin, joni Ca i Mg
nalaze u gustim granulama. Trombocitni ¢ini-
lac 4 i njegov hidrolizni produkt f-
tromboglobulin, zatim neki katjonski proteini
(stimulatori permeabilnosti zida krvnih sudo-
va, hemotakse i baktericidnosti, kao i trom-
bocitni faktor rasta), fibrinogen, vVWF i Kinin-
ogen velike molekulske mase prisutni su u o-
granulama. Najzad, lizozomi sadrze kisele hi-
drolaze koje se oslobadaju nakon delovanja
jakih agonista trombocita (3—9). Prema tome,
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za procese fizioloSke hemostaze — uz dovoljan
broj i funkcionalnu ocuvanost trombocita —
neophodno je i sadejstvo navedenih sup-
stanci/medijatora.

Transfuzija trombocita.

Poznato je da su krvarenja retka kod bolesnika
sa brojem trombocita iznad 20x10°%/L periferne

krvi, ali su opisani i slucajevi retkih i ne
obilnih krvarenja kod bolesnika sa jo§ manjim
brojem trombocita. To govori u prilog post-
ojanju tzv."individualnog trombocitopenijskog
praga", kriticnog za nastanak krvarenja — zbog
Cega se ne bi smelo samo na osnovu broja
trombocita odluc¢ivati o uvodenju transfuzija
trombocita (3-9, 29-31).

Multiplate® platelet function analysis -V2.03.13
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Slika 7. Ispitivanje funkcije trombocita primenom Multiplate analizatora

Medutim, za odredivanje kriticnog praga transfuzije trombocita su bitna i ispitivanja njohove funkcion-
alnosti, posebno kod bolesnika tretiranih antitrombocitnim (antiagregacijskim) lekovima iz grupe inhib-
itora ciklooksigenaze i pojedinih blokatora membranskih receptora (Slike 7 i 8a-c).
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Transfuzije trombocita kod hematoloskih  jem uzrokovani mortalitet (3, 9). Transfuzije
bolesnika sa trombocitopenijom znacajno  koncentrovanih trombocita omogucile

mogu smanjiti (sa oko 60% na 10%) krvaren-

primenu veéih doza hemioterapije u leCenju

su
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malignih tumora. One su korisne i u zbrin-
javanju drugih trombocitopenijskih stanja, kao
Sto je arteficijelna trombocitastenija, dilucijska
trombocitopenija tokom operacija na otvore-
nom srcu, transplantacija jetre i drugo. Iz
navedenih razloga, broj transfuzija koncentro-
vanih trombocita je u SAD tokom poslednje

Uopsteno posmatrano, transfuzije trombocita
mogu biti terapijske — lecenje aktivno
krvareéeg bolesnika i profilaksne — spre¢avan-
je krvarenja u "rizi¢nih" bolesnika. Zbog post-
ojanja spomenutog individualnog praga
krvarenja izazvanog trombocitopenijom, nije
lako doneti odluku o uvodenju profilaksnih
transfuzija koncentrovanih trombocita. Pored
broja cirkuliSu¢ih trombocita, znacajni su i
drugi parametri, postojanje infekcije ili sepse,
pojava DIC, moguénost endogenog oporavka
kostne srzi i jo$ neki klini¢ki ¢inioci.
Profilaksne transfuzije trombocita su opravdane
kada je njihov broj oko 5x10%L u klinigki sta-
bilnih bolesnika, odnosno manji od 10x10%L u
onih sa povisenom telesnom temperaturom i
krvarenjima manjeg intenziteta (kozne lokaliza-
cije ili epistaksa) ili oko 20x10%/L kod bolesnika
sa nekim pridodatim faktorima rizika (na primer,
poremecaj koagulacije ili anatomska lezija). Kod
bolesnika kod kojih se planira hirurSka inter-
vencija, indikacija za transfuziju koncentro-
vanih trombocita je broj trombocita oko 50—
100x10%L, tacnije, cilj je da se obezbedi
navedeni broj (3, 6-9).

Terapijsku efikasnost primenjenih koncentro-
vanih trombocita moguée je proceniti
proratunom porasta korigovanog broja trom-
bocita jedan sat posle transfuzije ili rede na
osnovu normalizacije vremena krvarenja.
Inace, korigovani broj trombocita treba da
iznosi oko 7x10%/L po jedinici transfundo-
vanih koncentrovanih trombocita. S obzirom

dve decenije udvostrucen, dok je u istom
vremenskom periodu broj transfuzija krvi/ eri-
trocita povecan za svega oko 15-20% (3, 9).
Takvo stanje je delimi¢no posledica uvodenja
1 sve Sire primene transplantacije mati¢nih
¢elija, koris¢enja agresivnih mijeloablativnih
terapija 1 vece ucestalosti tezeg oblika trauma-
tizma.

da su gore navedeni parametri funkcija vise
Cinilaca (na primer, funkcionalne oCuvanosti
trombocita u jedinicama trombocita, pojave
sepse, DIC ili aloimunizacije u primaoca i
drugih) — najpouzdaniji pokazatelj terapijskog
ucinka transfuzija trombocita je ipak prestanak
ili spre¢avanje krvarenja (3-9, 24-31).
Koncentrovani trombociti iz cele krvi mogu
biti pripremani pomoc¢u dva metoda/pristupa:
1) izdvajanjem koncentrovanih trombocita iz
prethodno prikupljene plazme bogate trom-
bocitima ili 2) izdvajanjem koncentrovanih
trombocita iz "buffy coat"-a. Ovom drugom
procedurom omoguéeno je spremanje eritroci-
ta siroma$nih u leukocitima (redukcija broja
leukocita 80-90%). To nije dovoljno za pre-
venciju aloimunizacije protiv leukocitnih anti-
gena, ali jeste znaCajno za postizanje efi-
kasnije leukodeplecije pri naknadnoj filtraciji
eritrocita (3, 9).

Jedinice koncentrovanih trombocita treba
transfundovati neposredno po pripremanju, a
po potrebi one mogu biti skladiStene do pet
(eventualno sedam) dana na temperaturi od
20012 °C, uz permanentno meSanje jedinica
elektricnom tresilicom. Tokom skladiStenja,
broj trombocita u jedinicama koncentrovanih

trombocita se progresivno smanjuje u odnosu
na njihov broj neposredno po pripremanju.
Dolazi 1 do promena morfoloske distribucije, a
time i vrednosti morfoloskog skora tromboci-
ta. Vrednost morfoloSkog skora se izracunava
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na osnovu zastupljenosti pojedinih oblika
trombocita, standardizovanom skalom sa
vrednostima od nula do &etiri: balonirani = 0O;
dendritski = 1; sferni = 2; diskoidni = 4 (29-
31).

Da bi se produzila terapijska upotrebljivost
skladiStenih trombocita, brojna istrazivanja su
se usmerila u pravcu izucavanja njihovog
dugotrajnog skladistenja — do nekoliko godina.
Zbog toga, poslednjih godina se intenzivno
radilo na usavrSavanju postupaka skladiStenja
trombocita u zamrznutom stanju (kriokon-
zervisani trombiciti). Medutim, potrebno je
naglasiti da su trombociti veoma osetljivi na
niske (na primer, 4+2°C) temperature. Tako,
ako im se temperatura smanjuje ispod
20+2 °C, pored kvantitativnih, nastupaju bro-
jne kvalitativne (morfoloske i funcionalne)
promene u trombocitima — menjaju oblik,
dolazi do porasta Ca u citosolu i polimerizaci-
je aktina, te oslobadanja sadrzaja granula.
Kljuéna reakcija koja rezultuje "pregrupi-
sanjem" ili "slepljivanjem" receptora (CD42b)
za VWF 1 posledi¢nog gubitka trombocita iz
cirkulacije ("CD42b-cluster mediated platelet
clirens”) — o ¢emu ima i domaceg saopStenja
(9, 26).

Kod nas takode su izvedena ispitivanja efi-
kasnosti razli¢itih protokola kriokonzervacije
trombocita, procenjena na osnovu oporavka
broja, morfologije, ultrastrukture i funkcional-
ne ocuvanosti trombocita. Pri tome, kao najef-
ikasniji, pokazao se protokol sa programiran-
om procedurom zamrzavanja (uz kompen-
zaciju oslobodene toplote fuzije) u kombinaci-
ji sa 6% rastvorom DMSO - postignut je
oporavak odmrznutih trombocita od 91%
(29-31). U rutinskom radu kriokonzervisani
trombociti se jo§ uvek ne primenjuju, iako ima
zemalja sa razvijenom zdravstvenom sluzbom
koje smatraju da je upotreba kriokonzervisanih
trombocita ne samo od mirnodopskog nego i
od vojnomedicinskog znacaja.

Sumarno, transfuzije koncentrovanih trom-
bocita joS uvek su terapija izbora u lecenju
bolesnika sa trombocitopenijom. Ucestalost
krvarenja zbog trombocitopenije je velika, te
postoje neprestano rastu¢e potrebe za trans-
fuzijama trombocita. S druge strane, nepresta-
no je prisutan problem dobijanja kompati-
bilnih trombocita da bi se broj spomenutih
sporednih efekata transfuzija koncentrovanih
trombocita sveo na minimum. Zbog svega to-
ga, jasno je da je potrebno i dalje intenzivno
raditi na iznalazenju novih metoda, kao §to su
stimulacija trombocitopoeze citokinima i kri-
okonzervacija trombocita — koji bi pred-
stavljali (sami ili u odredenoj kombinaciji)
dopunu ili alternativu za klasi¢ne transfuzije
trombocita.

Krioprecipitat

Krioprecipitat je koncentrat plazmatskih pro-
teina velike-molekulske-mase koji se taloze na
niskim temperaturama (krioprecipitacija) i
medu kojima se naalaze FVIII, vWF, fibrino-
gen, Cinilac XIII (Factor XIIT — FXII) i fi-
bronektin. Preciznije, to je hemoprodukat koji
sadrZi supstance, izdvojene taloZenjem u toku
odmrzavanja FFP na temperaturi od 4+2°C
(3-9).

U krioprecipitiranom materijalu je prisutno
priblizno 50% pocetne koli¢ine FVIIL:C, 70%
VWF, 35-50% fibrinogena i 30% FXIII, a
zavisno od vrste, 1-5% ostalih ¢inilaca koagu-
lacije (V, VII, IX, X, XI i XIlI), uz terapijski
efikasnu koli¢inu fibronektina (3-9, 32-35).
Pripremljeni krioprecipitat mozZe biti ¢uvan na
temperaturi -30 °C ili nizoj do terapijske upo-
trebe, najvise do godinu dana. U vezi sa
primenom krioprecipitata kod bolesnika sa
hipofibrinogenemijom, treba napomenuti da je
to danas najpogodniji koncentrovani preparat
fibrinogena.
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Procenu plazmatsku koncentraciju i aktivnost fibrinogena i potrebe u krioprecipitatu moguce je
izraunati koristeci: 1) klasi¢nu jednacinu (data je u daljem tekstu) i 2) na osnovu rezultata
Rotema (uz brojne podatke o aktivnosti sistema koagulacije i fibrinolize — na osnovu Extema i
Intema), odnosno Fibtema (videti Slike 9a—b i jednacine posle slika).
Printout during run!
| FIBTEM  [default]
60| 2 l 1:1376
40!
20 RT: 00:25:43 ST: 2018-07-06 T12:27:40
D R cT 96 s [ 38- 62] a
40| CFT S
60| o °
10 20 30 40 50 min ALD 7 mji 7- 23]
ik A20 7 mm [ 8 - 241 v
S & Sk MCF  : 8 mm[ 9- 251V
ML % % 13 %
o FIBTEM
60 8
2 3 1:2418..
20 e o RT: 00:18:20 ST: 2018-08-25 T11:35:02
P i cT 88 s
40 CFT S
60 e 4
L Al0 6 mm [ 7 - 23] v
10 20 30 40 0 min
0m A20 mmn [ 8 - 24]
MCF : ¥ 7 mm [ 9 - 25]
ML 3 i 0 %
Slika 9a-b. Snizene vrednosti Fibtema u Rotemu koji ukazuju na deficit fibrinogena u krvi
Prose€an sadrZaj fibrinogena po jedinici krio- Prema  vazeim  standardima, aktivnost

precipitata iznosi oko 250 mg, a prema stand-
ardima njegova minimalna koli¢ina treba da
bude 150 mg. Broj potrebnih jedinica kriopre-
cipitata za nadoknadu deficita fibrinogena
moguce je izraCunati pomocu sledec¢ih
najavljenih jednacina (3, 9):

— telesna masa [kg] x 70 mL/kg = volumen

krvi [mL];

— volumen krvi [mL] x (1,0 — Hct) = volu-
men plazme [mL];
potrebna koli¢ina fibrinogena [mg] =
(zeljena  koncentracija fibrinogena u
mg/dL - pocetna koncentracija fibrino-
gena u mg/dL) x (volumen plazme [mL]);
I broj jedinica krioprecipitata = (potreb-
nakoli¢ina fibrinogena u mg) : 250 mg.

FVIII:C po jedinici krioprecipitata treba da
iznosi 80 1J ili vise. lako nije viSe terapijsko
sredstvo izbora, krioprecipitat jo§ uvek moze
biti primenjen u lecenju deficita FXIII, hemo-
filije A i bolesti von Willebrand — ukoliko
nam ne stoje na raspolaganju koncentrovani
preparati (3, 8, 9).

Transfuzije velikih koli¢ina krioprecipitata
mogu izazvati znacajni porast koncentracije
fibrinogena i jo$ nekih Cinilaca koagulacije, a
time prouzrokovati hiperkoagulabilnost krvi,
zbog Cega postoji rizik od tromboze/ trombo
embolizma kod primaoca. Zato ne treba
dozvoliti neopravdanu i prekomernu upotrebu
krioprecipitata. Inace, u koriS¢enju krioprecip-
itata nisu uocene vece razlike poslednjih
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nekoliko godina u zemljama sa razvijenom
zdravstvenom sluzbom — iako danas stoje na
raspolaganju komercijalni produkti pojedinih
Cinilaca, kao i1 njihovi rekombinantni analozi
(3,9, 32-35).

Na kraju, moguce je tvrditi da je primena kri-
oprecipitata danas sigurno opravdana za
nadoknadu fibrinogena ili FXIII i prilikom
pripremanja FL. Nadoknada FVIII:C se bolje
ostvaruje  komercijalnim  preparatima, a
preparati FVIII:C/vWF sadrze i vWF u tera-
pijski efikasnim koli¢inama, te mogu zameniti
krioprecipitat u leCenju bolesti von Wil-
lebrand.

Fibrinski lepak

Fibrinski lepak je dvokomponentni bioloski
sistem, namenjen postizanju lokalnog hemo-
staznog, adhezivnog i "zaptivnog" efekta, a
moze sluziti i kao "matrix" za lokalnu primenu
nekih aktivnih supstanci (na primer, faktora
rasta fibroblasta, antibiotika i drugo). Kompo-
nentu 1 FS ¢ini proteinska frakcija koja sadrzi
fibrinogen, FXIII, fibronektin i1 jo§ neki krio-
precipitiSu¢i konstituenti plazme, dok su u
komponenti 2 prisutni trombin i joni kalciju-
ma. Najzad, sistemu FS mogucée je dodati neki
egzogeni antifibrinolitik (aprotinin) ¢ime se
odlaze liza fibrinskih polimera (3, 9, 36).

Adhezivni kapacitet FS je u direktnoj proporciji
sa sadrzajem fibrinogena i moze biti povecan
delovanjem FXIII. Koncentracije fibrinogena u
krioprecipitatu obogacenom fibrinogenom, od-
nosno u komercijalnim preparatima FS, iznose
oko 40 odnosno 80-120 g/L. Sadrzaj trombina
(najcesée oko 500-1 000 1J/mL) je od presud-
nog znacaja kada primena ima za cilj ispoljavan-
je hemostaznog efekta, jer od njega zavisi brzina
pretvaranja fibrinogena u fibrin. Pored toga,
trombin obavlja i aktivaciju FXIII. Prisutni
FXIII determiniSe finalnu stabilnost fibrinskih
polimera, ¢ime uti¢e na adhezivni kapacitet FS.
Fibronektin pospesuje adheziju fibroblasta i re-
epitelizaciju tkiva, a time ubrzava zarastanje ra-
na; njegova koncentracija u FS iznosi oko 5-10
o/L (9, 36). Postoje komercijalni preparati FS
koji su veoma efikasni, ali su rizi¢ni u pogledu
transmisije uzrocnika zaraznih bolesti (jer se
pripremaju iz pulovane plazme) i skupi. Kom-
ponente treba primenjivati lokalno, koris¢enjem
sistema dvostrukog Sprica kao osnovnog ap-
likujuéeg metoda ili neke od njegovih modi-
fikacija, na primer, u vidu "spreja".

Prednosti primene pojedinacnog, a posebno
autolognog FS, metodama originalne reci-
klazne krioprecipitacije ili koris¢enjem Vi-
vostat systema (Slika 10a—b i Slika 11a—b), su
smanjeni rizik ili odsustvo aloimunizacije i
transmisije virusa, uz nize troskove proizvod-
nje (36-42).
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Slika 11a-b. | Pripremanje fibrinsog lepka metodom Vivostat systema — fializa

Primena FS je indikovana u toku resekcije ili ~ Slika 12), neurohirurskih ili drugih mikrohi-

urgentnog zbrinjavanja povreda parenhi-  rurskih procedura, prilikom izvodenja vasku-

matoznih organa (na primer, jetre ili slezine; larnih ili gastrointestinalnih anastomoza i dru-
go.

Slika 12.  Primena fibrinskog lepka (pripreman reciklaznom krioprecipitacijom) — resekcija jetre
(1995)
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Pri ekstrakciji zuba kod hemofilicara ili
bolesnika na antikoagulantskoj terapiji, od-
nosno kod bolesnika sa poremecajem Alveolit-
is sicca, upotreba FS obezbeduje ne samo efi-
kasnu lokalnu hemostazu, nego i brze i efi-
kasnije zarastanje rane (sa neovaskularizaci-
jom).

Ima domacih saopstenja (40) o primeni FS kao
"matrixa" za dozirano oslobadanje faktora ras-
ta poreklom iz trombocita (PDGF) — ta¢nije iz
tzv. ultra-koncentrovanih trombocita posle
oralno-hirurske intervencije (Slika 13).

Slika 13.  Primena fibrinskog lepka (pripreman reciklaznom krioprecipitacijom) — alveolitis sicca

(2014)

Selektivne afereze sa ekstrakorporalnom
adsorpcijom

TIP je procedura kojom se otklanja onaj deo
bolesnikove krvi (plazma ili neki njen
sastojak) koji je patoloski izmenjen ili u kome
se nalazi neki "patogeni supstrat”. Tema ovog
rada nisu konvencionalne terapijske afereze.
Prilikom afereze lipoproteina male gustine
(LDL-afereze), adsorpcija supstrata postize se
imunsko-afinitetnim (antitela anti-LDL) ili
hemijsko-afinitetnim (dekstran-sulfata ili apo-
protein B) kolonama. U upotrebi su razliciti
adsorbensi — bioloski ili sintetski ligandi — kao

Sto su stafilokokni protein A (za vezivanje au-
toantitela, prvenstveno supklase 1gG1, 19G2 i
IgG4), protein G (za selektivno vezivanje
1gG3), derivati galaktoze ili N-acetil-
galaktozamina  (za  adsorpciju  antitela
specificnosti ABO), triptofan (za vezivanje
antitela sistema HLA), fenilalanin (za reduk-
ciju titra anti—acetilholin receptorskih antitela)
i drugi (3, 9, 43-46) .

Selektivne TIP kod transplantacije bubrega.

Selektivno otklanjanje nekog "patogena™
tokom TIP moguce posti¢i upotrebom
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hemijskih, fizickih ili imunskih mehanizama,
primenom opreme za adsorpciju (integralni deo
separatora ili upotrebom dodatne aparature).
Specifi¢ni plazmatski sastojci mogu biti izdvo-
jeni perfuzijom plazme ili cele krvi kroz filtere
ili upotrebom specificnih kolona koja sadrze
"vezujuce" materije ili ligande. Osnovna karak-
teristika liganda je selektivana mo¢ vezivanja za
neku supstancu, koja moze biti antigen, antitelo,
imunski kompleks ili neki drugi imunski reak-
tant u bolesnikovoj cirkulaciji. Ovi ligandi su
najceS¢e kovalentno vezani za jedan ne-
rastvorljiv matriks (9, 46).

Postoji i domaca saopStenja o uvodenju
originalnog sistema za ECIA  antitela
specificnosti  ABO (43, 46). Pre-kondicijski
protokoli su obuhvatili primenu selektivne TIP sa
antigen-specificnom ECIA, u kombinaciji sa
antitelima  anti-IL-2R (Daclizumab) i
konvencionalnom imunosupresivnom terapijom:
tacrolimus  (Prograf) / mycophenolate-mofetil
(Cellcept) / steroid (Prednisone) uz davanje

antitela anti-CD20 (Rituximab). Re¢ je o veoma
efikasnom sistemu za ex vivo, a time i in vivo
redukciju  koncentracije  (titra)  aloantitela
specificnosti  ABO  koriSenjem  sopstvenog
imunoadsorpcijskog sistema. Uz  postignutu
znaCajnu ex Vivo adsorpciju antitela (98,6%;
klase 1gG i IgM, p<0,01), ostvareni su uslovi za
prihvatanje alografta inkompatibilnog u sistemu
ABO. Pored toga, omogucena je znacajna uSteda
materijalnih sredstava. Naime, cena transplantac
ije bubrega inkompatibilnog u sistemu ABO pri
koriSenju komercijalnih kolona iznosi 38 000
dolara (3, 9), dok je cena prekondicijskog tretma-
na primenom navedenog sopstvenog postupka
TIP i ECIA oko 1 500 eura (43).
Pretransplantacijski tretman se sastojao od
nekoliko procedura TIP sa ECIA za in vivo
smanjivanje titra antitela anti-A/B klase 1gM/1gG
na 4 ili manje (redukcija 96.87% p<0,01). U Slici
14 prikazan je sopstveni sistem za ECIA za
prekondicijski  tretman  primalaca ABO-
inkompatibilnih bubrega (43-46).

Slika 14. Originalni sistem za ekstrakorporalnu imunoadsorpciju (ECIA) antitela ABO
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U tretmanu bolesnika sa terminalnom insufici- ja, uporedo su izvedene procedure obe TIP:
jencijom jetre (totalni bilirubin = 530 umol/L) u neselektivna i selektivna — primena opreme za
sklopu sepse i znacima multiorganskih poremeca ekstrakorpoeralnu  adsorbciju  (Mars, Gam-

bro/Baxter, USA) (Slike 15a-d i 16a-d).

Slika 15a-d. Konvencioanalna TIP kog tretmana hiperbilirubinemije
Izvodenjem neselektivne TIP postignuta je prosecna redukcija plazmatskog sadrzaja totalnog bil-
irubina za 32+3,2% (finalna naspram inicijalna plazmatska vrednost).

. W\ | - :
Slika 16a—d.  Komercijalni sistem (Mars) za ekstrakorporalnu adsorpciju za bilirubina i drugih metabolita
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Potrebno je naglasiti da zbog velike telesne
mase bolesnika (> 90 kg), visoke inicijalne
koncentracije totalnog bilirubina, kao i de-
ponovanih koli¢ina u pojedinim tkivima (koza,
masno tkivo — te sledstvenog "rebound fenom-
ena") nije postignut ocekivani terapijski
ucinak takvog kombinovanog (TIP i ekstra-
korpoeralna adsorbcija) tretmana, postignuti
stepen deplecije < 8%. Tome je negativno
doprinela Cinjenica "preranog zasi¢enja" ad-
sorpcijskih kolona aparature Mars. Naime, na

Hemoterapija, odnosno primena produkata od
krvi je efikasan metod suportivnog lecenja
bolesnika sa postoje¢im, a ponekad po zivot
opasnim poremecajima homeostaze krvi
(najcec¢e deficit specificnih konstituenata).
Medutim, zbog sadrzaja aloantigena, nekih
bioaktivnih supstanci (medijatora i/ili modula-
tora hemobioloSkog odgovora), ali i moguceg
prisustva uzro¢nika transmisivnih bolesti,
transfuzija krvi, tj. hemoprodukata nije bez
potencijalnih  nepovoljnih efekata. Njeno
izvodenje moZe biti udruZzeno sa pojavom
transfuzijskih reakcija i njihovih komplikacija.
Zato, hemoterapija je opravdana kada je korist
njene primene neosporno veca od verovatnoce
nastanka sporednih efekata. Vazno je do-
noSenje ispravne odluke o izboru optimalne
vrste 1 najcelishodnije koli¢ine hemoprodukta,
ali i o najpogodnijem terminu transfundovanja
u odnosu na dinamiku i stepen naruSavanja
homeostaze krvi (3-9).

U naporima za zaStitu bolesnika od nepo-
voljnih efekata mozZe se dosta postii
pridrzavanjem principa usmerenosti hemot-
erapije, odnosno primenom samo onog krvnog
konstituenta koji nedostaje bolesniku. Labora-
torijske analize i preventivnhe mere nisu jos$
tako usavrsene da bi mogle pruzati potpunu

oko tre¢ine procedure indeks vezivanja sup-
strata kolona je iznosio svega 0,22 za bilirubin
— Sto je procenjen na osnovu uporedenja kon-
centracije totalnog bilirubina u uzorcima
plazme posle 1 pre propusStanja kroz
apsorbcijsku kolonu.

Na taj nacin, iako je bila mnogo "agresivnija"
(otklanjanje brojnih i korisnih plazmatskih
konstituenata), neselektivna TIP je rezultovala
sa oko tri puta ve¢om efikasno$éu u poredenju
sa upotrebom TIP u kombinaciji sa opremom
Mars.

zaztitu od nastanka svih vrsta nepovoljnih
efekata u svim situacijama. Zato, hemoterapija
treba da bude primenjena samo kada za to
postoji puna opravdanost i kada iz objektivnih
razloga nisu indikovane postojeée alternative
(na primer, hematopoezni citokini) alogenih
hemoprodukata. Veéina transfuzijskih reakcija
se uocava ve¢ na pocetku ili u toku hemotera-
pije, zbog Cega bolesnici treba da budu pod
stalnim struénim nadzorom za vreme izvoden-
ja transfuzija. UoCene simptome 1 znake nepO-
voljnih efekata treba odmah evidentirati i
maksimalno evaluirati, a potom preduzeti od-
govarajuce terapijske mere.

Sto se ti¢e rizika od transmisije virusa aloge-
nom hemoterapijom, njega je moguce smanjiti
pravilnim izborom davalaca i njihovim
testiranjem na markere transmisivnih bolesti.
Efikasnijim preciS¢avanjem produkata ne sa-
mo S§to se doprinosi poboljSavanju njihovog
kvaliteta, nego i redukciji broja virusnih Cesti-
ca u njima. Primena efikasnih virucidnih i vi-
rus-inaktivacijskih procedura danas namece
imperativno  (47-50).  Medutim,  nije
dozvoljeno da ovi postupci nepovoljno uticu
na ocuvanost bioloske aktivnosti i/ili na imu-
nogena svojstva preparata hemostaznih ¢ini-
laca.
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Sazetak

kao potpuno odsustvo ili smanjeni nivo IgA u krvnom serumu ispod 7 mg/dl ili manje, posle
Cetvrte godine zivota. Klinicka prezentacija deficita IgA u vecini ljudi je bez simptoma. Neke
IgA deficitne osobe mogu imati cesce infekcije respiratornog sistema i/ili povremeno dijareju,
alergije, autoimune bolesti pa cak i neoplazme.

Cilj prikaza: je pravovremena dijagnostika i adekvatna terapija osobi koja je imala ozbiljne
nezeljene reakcije na primenu krvi.

Prikaz slucaja: Porodilja NJ, 28 godina iz Bora, kolima hitne pomoci u pratnji lekara
upucena je u GAK “Narodni front“ iz opste bolnice, dva dana nakon porodaja. Na prijemu je
bila izrazito bleda, tahikardicna, oroSena hladnim znojem, zamarala se u govoru. Bila je bez
znakova hemoragijskog sindroma. U anamnezi je navela da zna za anemiju koju ima od
detinjstva i lecila je raznim preparatima gvozda. Transfuziju krvi primala je dva puta (u 7.
mesecu trudnoce i dan nakon porodaja). Oba puta reagovala je jezom, drhtavicom,
tahikardijom i bolom u grudima. Na prijemu su parametri krvne slike bili sledeci: Hgb 59§/l,
Hct 19,4%, MCV 69,5 fl, MCH 20,7pg, PLT 136 x10°, WBC 9,9 x10°, RBC 2,79 x10*/L
Biohemijske analize krvi i hemostazni skrining bio je u referentnim vrednostima. Dezurni
lekar je ordinirao transfuziju kompatibilne krvi uz premedikaciju. Na pocetku
transfundovanja (10-15 ml) pacijentkinja se Zalila na jezu i bol u grudima. Razvijala se
drhtavica, tahikardija 146/min. Obustavljena je transfuzija krvi, ordiniran antihistaminska,
imunosupresivna i suportivna terapija, uz intenzivan monitoring vitalnih parametara. Uzeti
su uzorci krvi porodilje i uzorak ordinirane jedinice krvi za proveru krvne grupe, testova he-
mostaze, interreakcije a potom je uradena bakterioloska kontrola jedinice krvi. Po pregledu
hematologa postavljena je sumnja da je kod porodilje nastala manifestna anemija zbog
akutnog gubitka krvi prilikom porodaja i IgA deficijencije zbog koje je intenzivno i burno
reagovala najpre na resuspendovanu a potom i na filtriranu jedinicu eritrocita. Ovo je la-
boratorijski potvrdeno (parametrima krvne slike, vrednostima feritina i serumskog gvozda,
koncentracijom imunoglobulina i elekroforezom imunoglobulina). Pacijentkinji je ordiniran
intravenski preparat gvozda u dozi od 200mg u 200 ml 0,9% rastvoraNaCl kao spora intra-
venska infuzija na drugi dan te je u stabilnom stanju otpustena, sa naznakom da nastavi tera-
piju u regionalnoj zdravstvenoj ustanovi.

Zakljucak: 1gA anafilakticka transfuzijska reakcija uzrokovana anti-1gA antitelima je retka
(1:20000-100000 transfuzija), ali obavezuje primenu premedikacije i isprane eritrocite.

Kljuéne reci: IgA deficit, transfuzijska reakcija, isprani eritrociti.
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Uvod

Selektivni IgA deficit (IgAD) ima jedna od
400-700 osoba. Medutim, njena ucestalost
varira u zavisnosti od rasnih 1 etnickih
pripadnosti. Nalazi se naj¢eS¢e kod belih
osoba evropskog porekla. Selektivni IgA
nedostatak je naj¢e$¢i od svih primarnih
imunodeficijencija. Definise se kao potpuno
odsustvo ili ozbiljni nedostatak 1gA nivoa u
krvnom serumu (ispod 7 mg/dl ili manje),
posle Cetvrte godine zivota, dok se nivo IgA
u zdravih odraslih osoba kre¢e od 90 do 450
mg/dl. Poremecaj se naziva "selektivni" jer
su drugi serumski imunoglobulini (IgM i
IgG) prisutni u normalnim ili poveéanim
koli¢inama (1). IgAD se obi¢no povezuje sa
normalnim brojem B limfocita u perifernoj
krvi, CD4%i CD8'T ¢elija, 1 obi¢no
neutrofila i  limfocita.  IgA  klasa
imunoglobulina ima specifi¢cnu funkciju
zastite sluzokoze (o€i, usta, grla, pluca,
gastrointestinalnog trakta i urogenitalnog
trakta) od infekcije. Uprkos tome §to je IgA
pomognut u izvesnoj meri od strane drugih
klasa imunoglobulina, njegov potpuni ili
ozbiljan nedostatak uzrokuje sklonost ka
infekcijama, alergiji, hronicnoj dijareji ili
autoimunim bolestima (2).

Prikaz slucaja

Porodilja NJ starosti 28 godina iz
Bora upucena je kolima hitne pomo¢i u
pratnji lekara u GAK “Narodni front* iz
opste bolnice, dva dana nakon porodaja. Na
prijemu je bila izrazito bleda, tahikardi¢na,
oroSena hladnim znojem, zamarala se u
govoru. Nije imala znake hemoragijskog
sindroma. U anamnezi je navela da je
anemiju imala od detinjstva 1 leCena je
raznim preparatima gvozda. Imala je Ceste
sinusne infekcije, druge hroni¢ne bolesti je
negirala, primala je transfuziju krvi u
sedmom mesecu trudnoce i1 posle porodaja,
na koje je reagovala jezom, drhtavicom,
porastom pulsa i ubrzanim sranim radom.
Alergic¢na je na Penicilin.Subjektivno je bila

iscrpljena i malaksala. Objektivno, nije bilo
palpabilne limfadenopatije, jetra je bila na
desnom rebarnom luku, slezina nije bila
palpabilna. Bila je izrazito blede boje koze i
vidljivih = sluzokoza, adinami¢na, normo-
tenzivna (130/85 mmHg). Sréana akcija je
bila ritmi¢na, bez propratnih Sumova,
tahikardija sa 136 otkucaja u min. Disanje je
bilo vezikularno, bez propratnih SuSnjeva.
Abdomen je bio iznad ravni grudnog kosa,
palpatorno mek i bolno neosetljiv. Bila je
bez edema i vidljivih venskih varikoziteta.
KKS: Hgb 59¢/L, Hct 19,4%, MCV 69,5 fl,
MCH 20,7pg, Tr 136 x10%L, Le 9,9 x10%L,
Er 2,79 x10'?L. Biohemijske analize krvi
bile su u referentnom opsegu osim Crp
(24,5mg/L), Fe 1,9 umol/L. Nakon analiza
krvi, dezurni anesteziolog je ordinirao
transfuziju kom-patibilnih jedinica eritrocita,
uz premedikaciju sa 40 mg urbazona.
Odmah nakon ukljucene transfuzije razvilo
se guSenje, jeza, drhtavica, tahikardija, te je
transfunzija prekinuta, ordi-nirana je ampula
sinopena, 40 mg urbazona, kiseonik, Ca-
glukonat i beta blokator.

RTG srca 1 pluca su pokazivali sma-
njenu transparenciju u poziciji donjih
plu¢nih polja obostrano, kao posledica
voluminoznih dojki. Nisu videni znaci
infiltracije u pare-nhimu. Nije bilo izliva u
pleuri.

EHO abdomena je pokazivao homo-
genu jetru: desni lobus 172 x 89mm, levi
lobus 180 x 120mm. Slezina je bila jasno
vidljiva, dimenzije 129 x 60 x 70 mm.
Uterus u involuciji, 154 x 75 x 99mm,
kavum prazan, adnekse obostrano bez
osobenosti. Nije bilo vidljive te¢nosi u ab-
domenu i maloj karlici. Ponovljena je KKS:
Hgb 55¢/L, Hct 19,4%, MCV 70,0 fl, Tr 136
x10°%/L, feritin 7,7ng/ml. Uzeti su uzorci za
odredivanje imunoglobulina i elektroforezu.

Ginekoloskim pregledom, pod spe-
kulumom su bile prisutne oskudne sero-
hemoragi¢ne lohiije. Vagina je bila prolazna
za 2 popre¢na prsta, normalne dubine. Grli¢
materice je bio dug 1,5cm, prolazan za 1 po-
precni prst, bili su palpabilni Savovi, uterus u
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dobroj involuciji; parametra obostrano slo-
bodna. Duglasov prostor je bio neosetljiv,
bez ispupcavanja. Cervikalni i vaginalni bris
bili su uredni.

Uradene su virusoloSke analize:
HBsAg (Elisa): negativan, Anti-HCV (Eli-
sa): nereaktivan, Anti-HIV (Elisa): nereak-
tivan.

Po pristiglim analizama postavljena
je dijagnoza hroni¢ne anemije sa pogorsan-
jem zbog naglog i akutnog gubitka krvi, kao
i laboratorijska potvrda deficita IgA.(IgA
<0,25¢g/L, IgM 0,90g/L, 1gG 11,3 g¢/l; pod-
klase IgAl 0,02g/l, IgA2 0,006 g/L) Paci-
jentkinji je ordiniran intravenski preparat
gvozda u dozi od 200 mg u 200 ml 0,9%
rastvora NaCl u vidu spore intravenske in-
fuzije na drugi dan, Folan tablete od 5mg
1x1, Vitamin C tablete od 500 mg 2x1
dnevno, te je u stabilnom stanju otpustena sa
naznakom da nastavi terapiju u regionalnoj
zdravstvenoj ustanovi.

Diskusija

Medicinska istraZivanja jo§ nisu ot-
krila ta¢an uzrok selektivnog deficita IgA. U
nekim porodicama postoje dokazi o
porodi¢noj pojavi, sugeriSu¢i autozomno
dominantno i recesivno nasledivanje. U
retkim slucajevima, delimi¢ni IgA ne-
dostatak je povezan sa delecijom IgALl ili
IgA2 gena na hromozomu 14, kao i gena
glavnog histokompatibilnog kompleksa na
hromozomu 6. Selektivni IgA nedostatak se
moze javiti kao posledica urodene intrauter-
ine infekcije rubelom, toksoplazmozom ili
citomegaovrusom. Privre-meni oblik sel-
ektivne IgAD je prijavljen nakon tretmana
Vilson-ove bolesti penicilaminom (2). Klin-
i¢ka prezentacija IgAD u vecini ljudi je bez
simptoma. Neke IgAD osobe mogu imati
¢esce infekcije respiratornog sistema i/ ili
povremenu dijareju. Za one IgAD pacijenate
sa istorijom ponavljanih in fekcija, najcesca
prezentacija je infekcija uha, upala sinusa i /
ili pneumonija, infekcije grla, gastrointesti-
nalnog trakta ili o¢iju. Ove

infekcije mogu postati hroni¢ne i zahtevati
dugotrajnu antibiotsku terapiju, ukoliko se
ne leCe prema antibiogramu (1,2).
Pacijentkinja koja je prikazana, u anamnezi
je navela postojanje Cestih respiratornih in-
fekcija zbog Cega je pod stalnom terapijom
antibioticima. Alergiju na Penicilin je dobila
u detinjstvu ali o tome ne poseduje
medicinsku dokumentaciju. Naknadno su
Clanovi porodice prilozili otpusne liste i
izvestaje specijalista koji izmedu ostalih
dokumentuju infekciju Staphylococcus au-
reus-om (MRSA) koja je leCena Eritromici-
nom ali bez rezultata, $to se moze videti na
kasnije uradenom antibiogramu, jer je ova
bakterija osetljiva samo na kombinaciju
Trimethoprim/Sulfamethoxazole. Alergije su
jo§ jedna klinicka prezentacija selektivne
IgA deficijencije, a takode mogu biti raznov-
rsne i u rasponu od blagih do
teskih. Uobicajne alergijske reakcije
ukljuéuju astmu 1 alergije na hranu. Astma
kod nekih IgA deficitnih pacijenata moze
biti ozbiljna i ove osobe manje reaguju na
terapiju lekovima. Alergije na hranu mogu
se ispoljiti dijarejom ili abdominalnim
gréevima. Veza izmedu selektivnog IgAD 1
alergijskog rinitisa ili ekcema je nejasna (3).
Drugi, neobican oblik alergije se javlja kod
osoba koje imaju totalno odsustvo IgA je
alergijska reakcija na IgA. Primena trans-
fuzije krvi i produkata koji sadrze IgA izazi-
vaju u nekih IgAD osoba stvaranje antitela
protiv ovog stranog proteina. U nekim
slucajevima, teSke 1 masivne alergijske
reakcije mogu se javiti prilikom transfundo-
vanja Kkrvi, plazme ili primene imuno-
globulina. Ako je moguce, osoba sa IgAD
kojoj je potrebna krv treba da se testira na
autoantitela na IgA pre primanja krvi i deri-
vata krvi koji sadrze IgA. Ako postoje auto-
antitela, IgAD osoba moZe primiti isprane
eritrocite ili krvne produkate kompatibilne
sa IgAD primaocem ili  autolognu
(sopstvenu) krv (3.4,5). Posebno rizi¢nu
grupu predstavljaju bolesnici IgAD leceni
transplantacijom mati¢nih celija hemato-
poeze zbog vecih potreba u razlicitim
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krvnim produktima. Njihova terapija upored
ispranih eritrocita zahteva i upotrebu is-
pranih alogenih trombocita ili kriokon-
zervisanih autolognih trombocita, odnosno
autologne plazme i/ili krioprecipitata (5).
Ucestalost autoantitela u IgAD osoba je vi-
sok, oko 40%. Ova autoantitela mogu biti
usmerena protiv IgG, glatkih miSica,
mitohondrija ,bazalne membrane, DNK, ti-
roglobulina 1 parijetalnih  ¢elija  Zelu-
ca. Medutim, prisustvo takvih antitela nije
nuzno povezano sa boleS¢u (4). Nasa paci-
jentkinja je ve¢ u drugom pokuSaju trans-
fundovanja jedinice kompatibilnih eritrocita
verovatno razvila antitela na IgA, te je rea-
govala nezeljenom transfuzijskom reakci-
jom. Drugi pokusaj, uz premedikaciju i fil-
triranu jedinicu eritrocita nije dao terapijski
efekat jer nije u potpunosti otklonjen IgA iz
transfundovanog produkta (3,4).

Najées¢e autoimune bolesti povezane
sa selektivnim IgAD obuhvataju: reuma-
toidni artritis, sistemski lupus erythematosus
i Sjogren-ov sindrom. Druge autoimune
bolesti endokrinog sistema, krvotvornih or-
gana ili gastrointestinalnog sistema su pov-
ezane sa selektivnom IgAD (tireoiditis,
hemoliticka anemija 1 hroni¢ni aktivni hepa-
titis). Na IgAD se obi¢no prvo sumnja zbog
istorije hroni¢nih ili periodi¢nih infekcija,
alergija, autoimunih bolesti ili hroni¢ne di-
jareje. Potvrda selektivnog IgA nedostataka
je neophodna (laboratorijski test koji meri
nivo IgA u krvi ili serumu). U IgAD pacije-
nata, nivo IgA c¢e ili biti odsutan ili ispod 7
mg / dl, dok su koli¢ine drugih imuno-
globulina  normalne. U malom procentu
slu¢ajeva, mozda 10%, IgAD pacijenta moZe
biti manjak 19gG2. T-¢elije, fag
ocitne ¢elije 1 sistem komplementa su nor-
malnog broja ili blizu normale (6).

Nema prevencije 1 specifi¢ne terapije
za selektivni IgAD. Umesto toga, tretman tre
ba da bude usmeren ka specificnm bolestima
povezanim sa selektivnom IgAD, ako ih
ima. Na primer, steroidi ili tretman imuno-
supresivima kod pacijenata sa sistemskim
lupus erythematosus-om, autoimunim boles-
tima ili antibiotik kod infekcije. Tretman

gamaglobulinom se ne koristi u IgAD osim
ako je udruzen sa deficitom IgG2 potklase.
Komercijalni preparati gamaglobulina ne
treba da sadrze IgA (Gammagard SD i
Poligam SD). Drugi tretmani ukljucuju
uklanjanje glutena iz ishrane, $to pomaze u
smanjivanju teskih gastrointestinalnih simp-
toma kod dece i odraslih koji imaju celi-
jakiju, te primenu stimulacije erirocitopoeze
rekombinantnim humanim eritropoetinom u
anemijama(3,5,6).

Mnoge osobe sa selektivnim IgAD
zive pun zivotni vek bez ikakvih problema.

Zakljucak

Pacijenti sa IgAD su u poveéanom
riziku od razvoja ozbiljne reakcije nakon
primanja krvnih produkata. IgG protiv IgA
antitela moze da izazove ozbiljne reakcije na
transfuziju ako su pacijenti sa IgAD dobili
jedinicu cele krvi. Stoga, isprani eritrociti su
neophodni za ove pacijente. IgAD pacijenati
koji razviju imunoglobuline klase E (IgE) -
protiv IgA antitela su pod rizikom od anafil-
aksije ako dobiju krv ili intravenski imuno-
globulin koji sadrzi IgA, ali ova situacija je
izuzetno retka. Pojedinci sa takvom ne-
obi¢nom pojavom treba da dobiju samo one
imunoglobuline ili derivate krvi koji ne
sadrze IgA a savetuje se oprez kod davanja
intravenskih imunoglobulina pacijentima sa
IgAD ukoliko njihov anti-IgA status nije
poznat (3,4,5,6).
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PERIOPERATIVNA HIPOTERMIJA KROZ VREME
SnjeZana Zeba'?, Katarina Mladenovi¢'? , Goran Rondovi¢'?

! Klinika za anesteziologiju i intenzivnu terapiju, Vojnomedicinska akademija Beograd
Medicinski fakultet Vojnomedicinske akademije Univerziteta odbrane u Beogradu

Sazetak

Perioperativna hipotermija je prvi put opisana 1847. godine. Smatralo se da je hipotermija
najvazniji problem povezan sa masivnom transfzijom krvi i da masivna transfuzija moze
smanyjiti telesnu temperaturu na opsno nizak nivo. Nezeljeni efekti perioperativne hipotermije
opisani 1907. godine. Prvi uredaj za zagrevanje pacijenata primenjeni su pedesetih godina
proslog veka. Pocetkom osamdesetih godina proslog veka perioperativna hipotermija se
smatrala kao normalna posledica hirurske procedure, ali nije se smatrala posebno Stetnom.
Danas se zna da je perioperativna hipotermija jos uvek klinicki problem sa teSkim
komplikacijama.

Klju¢ne rec¢i: perioperativna hipotermija, masivna transfuzija krvi, uredaji za zagrevanje
pacijenata

Absrtact

Perioperative hypothermia was first descrbed in 1847. Hypothermia was the most important
problem in massive blood transfusions and massive transfusion can reduce the body
temperature to a dangerously low level. First description of adverse effects of perioperative
hypothermia was reported in 1907. First warming device was implemented in the fifties of
the last century. In the early 1980s mild hypothermia was considered a normal consequence
of surgery, and not thought to be especially harmful. Perioperative hypothermia is still a
clinical problem with severe associated complications.

Key words: perioperative hypothermia, massive blood transfusion, warming device

Uvod perioperativna hipotermija je jo§S uvek
klinicki problem sa visokom ucestalosti 1
teSkim komplikacijama (slika 1). Pad
unutrasnje telesne temperature koji se
dogada za vreme opste anestezije u to vreme
nije dobio mnogo paznje zbog mnogo
vaznijih problema povezanih sa anestezijom
(1,2).

lako je perioperativna hipotermija prvi put
opisana 1847. godine u Nemackoj u knjizi
Die Wirkung des Schwefelathers in
chemischer und physiologischer Beziehung
autora Ernsst von Bibra i Emil Harlass (5to
je samo godinu dana nakon §to je izvedena
prva uspeSna opSta anestezija u Bostonu),
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Slika 1. Omot knjige u kojoj je prvi put opisana perioperativna hipotermija
(Preuzeto iz: Braue A. History of perioperative hypothermia. In Perioperative Temperature
Management. Cambridge University Press, 2017: 1-8.)

Merenje temperature

Sredinom 19. veka u bolnice se uvode ter-
mometri 1 belezenje temperature kod bole-
snih pacijenata. Za ovo je zasluzan Carl
Reinhold August Wunderlich. Davne 1868.
godine on je objavio knjigu Das Verhalten
der Eigenwarme in Krankheiten u kojoj je
analizirao preko milion aksilarnih tempe-
ratura zabelezenith od 25000 pacijenata.
Utvrdio je da srednja aksilarna temperatura
kod zdravih odraslih osoba iznosi 37,0 °C, a
normalni raspon temperature je od 36,2 °C
do 37,5 °C. Unutra$nja telesna temperatura
ispod 36 °C nadena je samo kod veoma
teskih bolesnika. Po njegovom misljenju
unutrasnja temperatura ispod 36,25 °C bi se

trebala smatrati normalnim samo pod
posebnim okolnostima. Ovo moze biti prva
naucna definicija hipotermije (3). Danas se
smatra da je odrzavanje unutras$nje telesne
temperature 1 njeno pracenje kroz perio-
perativni period esencijalni deo rada
anesteziologa. Za merenje unutarnje telesne
temperature u perioperativnom periodu up-
otrebljava se nekoliko razli¢itih tehnologija.
Nova metoda za merenje unutrasnje tempe-
rature je SpotOn sistem koji predstavlja
revoluciju u temperaturnom monitoringu.
Omogucava  neinvazivno  kontinuirano
merenje sa prikazom na displeju (slika 2).
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Slika 2. SpotOn sa monitorom ( Preuzeto od 3M Temperature Monitoring System)

Osamdesetih godina devetnaestog veka
nalazimo prve opise S§tenog delovanja
perioperativne hipotermije i pominju se prve
mere protiv hipotermije. Von Kappler je
1880. opisao smanjenje telesne temperature
u 20 hirurskih pacijenata, a godinu dana
kasnije ginekolog Emil Schwarz je prepo-
rucio grejanje infuzionih rastvora na 38-40
°C kao prevenciju hladenja tela. Povezanost
izmedu postoperativne pneumonie 1 peri-
operativne hipotermije prvi put se pominje
1907. godine. Opisali su je Ddoderlein i
Konig te preporucili grejanje operacionog
stola §to je moglo smanyjiti stopu upale pluca
sa 7,5 do 10,2% na 3,6 do 2,1%. Iste te god-
ine je hirurg Christian Heinrich Braun pok-
uSao prevenirati hipotermiju koja se javlja za

vreme hirur§ke procedurestavljanjem pac-
ijenta na jastuke ispunjene toplom vodom i
prekrivanjem sa toplim peskirima (4).

Perioperativna hipotermija i masivna

transfuzija

Da teSka perioperativna hipotermija moze
biti uzrok smrti za vreme masivne trans-
fuzije opisao je Howland i saradnici 1956.
godine. Ovi autori su opisali devet slucajeva
ventrikularne fibrilacije za vreme operacija u
abdomenu koje su bile povezane sa brzim
davanjem masivne transfuzije hladne krvi.
Razmisljali su da je jedan od vaZnih
patofizioloskih faktora direktna doprema
hladne krvi u srce S§to uzrokuje hladenje
miokarda i vodi u aritmije i ventrikularnu
fibrilaciju (slika 3).

b v i

Preop. Lead I

BRI

After 3500 ce, blood

i

Ventricular Fibriliation

Slika 3. Ventrikularna fibrilacija kod pacijenata samasivnom transfuzijom hladne krvi
(Preuzeto iz: Brauer A. History of perioperative hypothermia . In Perioperative Temperature
Management. Cambridge University Press, 2017: 1-8.)
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Za merenje unutrasnje telesne temperature, u
narednim prospektivnim studijama, koristila
se ezofagealna sonda koja se plasirala Sto je
moguée blize srcu za vreme masivne
transfuzijekrvi(5). Kod prvog pacijenta je
unutr§nja temperatura pala samo za 1 °C (od
37 °Cna 36 °C) za vreme prvih 3000 ml
transfundovane krvi. Za vreme narednih 120
minuta pacijentu je bilo potrebno 18000 ml
krvi , oko 150 ml/min. Za vreme ovog
perioda ezofagealna temperatura je stalno
padala. Na 31 °C pojavile su se prve
ventrikularne ekstrasistole, a na 29 °C
zabelezeno je produzenje ST-intervala
praceno bradikardijom i ventrikularnim
ekstrasistolama. Funkcija srca je prestala na

27.5 °C iako je procenjeni gubitak krvi
potpuno nadoknaden.

U drugog pacijenta asistolija se pojavila pri
unutrasnjoj temperaturi od 32 °C nakon
transfuzije 6600 ml hladne krvi. Nekoliko
drugih  pacijenata razvilo je tesku
hipotermiju pri unutra$njoj temperaturi oko
30 do 32 °C. Zbog ovih zapazanja autori su
odlucili da se nakon trece jedinice krvi
primeni topla krv. Oni su kao grejac krvi
koristili 7 metara sterilne plasticne cevi
stavljene u vodeno kupatilo od 20 litara sa
termometrom. Temperatura vode Se
regulisala dodatkom tople ili hladne vode
(slika 4).

¢

Slika 4. Shematski prikaz grejaca krvi
(Preuzeto iz: Brauer A. History of perioperative hypothermia. In Perioperative Temperature
Management. Cambridge University Press, 2017: 1-8.)

Sa ovako zagrejanom Kkrvi pacijenti ostaju
relativno topli, daleko iznad 35°C, i nijedan
od njih nije razvio aritmiju ili sréani arest za
vreme masivne transfuzije.
Churchill-Davidson je nekoliko godina
kasnije izjavio da je hipotermija bila
najvazniji problem masivne transfuzije krvi
koja moze smanjiti telesnu temperaturu na
opasno nizak nivo (6). Danas se smatra da je
zagrevanje pacijenata strujanjem toplog
vazduha mnogo efikasnije i jeftinije od
zagrevanja teCnosti. Medutim, grejanje
te¢nosti je vazno razmatrati zato Sto veliki

volumen nezagrejane te€nosti moze smanjiti
unutrasnju telesnu temperaturu. Preporuka je
da ako je potrebno nadoknaditi vise od 500
ml/h treba razmotriti upotrebu grejaca
teCnosti. Takode, svi rastvori za ispiranje
trebaju biti zagrejani. Sto se ti¢e krvi, ne
treba je nikada dati bez prethodnog aktivnog
zagrevanja (7).

Teska perioperativna hipotermija povezana
sa opasnim problemima je registrovana u
pedijatrijskoj hirurgiji i anesteziji. France je
1957. godine opisao znacajan pad unutrasnje
temperature kod novorodenc¢adi na 28,6 °C.



Vol. 45 1-2 2019.

107

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

(8). Deca koja su bila u hipotermiji su bila
dremljiva, usporenog disanja, a za ponovo
zagrevanje trebalo je nekoliko sati. Uoceno
je da dojencad kod kojih je unutraS$nja
temperatura pala ispod 36,1 °C su imali
problema sa hranjenjem u postoperativhom
periodu (9). Povezanost teske perioperativne
hipotermije sa perioperativnim smrtnim
ishodom opisao je Farman 1962. godine.
Uocio je da je od devet od 67 beba koje su
bile podvrgnute hirurSkoj proceduri umrlo
unutar prva 24 sata. Kod Sest je nadeno da

Prvi uredaji za zagrevanje pacijenta

Dramati¢no  zapazanje da je teska
hipotermija u perioperativhom periodu kod
dece povezana sa smrtnim ishodom dovodi
do razvoja prvih uredaja za zagrevanje.
Pored uredaja za zagrevanje krvi i teCnosti
konstruisan je dusek za zagrevanje (12).
Opisano je da je 1953. godine za odrZavanje

su patili od hipotermije, a izmerena
temperatura je iznosila ispod 36,1 °C.
Glavni uzrok smrti beba koje su bile u
hipotermiji je bila respiratorna depresija
(10). Takode su trazili faktore rizika za
perioperativnu hipotermiju: tezina bolesti,
duzina operacije, dob, anesteticki lekovi,
klimatizacija, miSi¢ni relaksanti, telesna
tezina. Tome su dodate hirurska procedura u
abdomenu ili grudnom koSu, niska inicijalna
unutrasnja temperatura, transfuzija hladne
krvi (11).

normotermije za vreme neurohirurSke
operacije kod dece uspeSno upotrebljeno
elektricno ¢ebe za zagrevanje (slika 5) (13).
Autori su bili ubedeni da je rani
postoperativni oporavak dece bio znatno brzi
kada je teSka hipotermija bila prevenirana.

Slika 5. Elektri¢no ¢ebe za zagrevanje odrzava normotermiju za kraniotomiju kod dece

(Preuzeto iz: Brauer A. History of perioperative hypothermia. In Perioperative Temperature Management.
Cambridge University Press, 2017: 1-8.)

Upotreba gumenog madraca u kome cir-
kuliSe topla voda, a postavlja se na operaci-
oni sto opisana je 1962. godine.Primenjen je
kod beba koje su bile podvrgnute hirurskoj
intervenciji (slika 6). Uoceno je da je kod
dece koja su bila zagrevana razlika u

properativnoj i postoperativnoj unutrasnjoj
temperaturi iznosila 0,3 °C .Razlika unu-
traSnje temperature preoperativno i postope-
rativno kod dece u kontrolnoj grupi iznosila
je 2,4 °C (14).
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Slika 6. Madrac sa toplom vodom na operacionom stolu
(Preuzeto iz: Bréuer A. History of perioperative hypothermia. In Perioperative Temperature
Management. Cambridge University Press, 2017: 1-8.)

Iako je prvi sistem za zagrevanje novorodencadi strujanjem toplog vazduha opisan 1973.
godine, tek su 1988. godine prvi put uredaji za grejanje strujanjem toplog vazduha kome-
rcijalno dostupni i uvedeni u klinicku praksu ( slika 7, slika 8) (15,16).

—

Slika 7. Kontrolna jedinica uredaja za zagrevanje toplim vazduhom
(Preuzeto iz: Bréuer A. History of perioperative hypothermia. In Perioperative Temperature
Management. Cambridge University Press, 2017: 1-8.)

Slika 8. Zagrevanje pacijenta strujenjem toplog vazduha
(Preuzeto iz: 3M Bair Hugger Therapy)

Sa svim ovim merama moguce je spreiti tkom osamdesetih godina c¢ak 50-80 %
perioperativnu hipotermiju. Medutim, poce- pacijenata jos uvek su dolazili hipotermi¢ni u
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sobu za oporavak (17). U to vreme blaga
perioperativna  hipotermija  smatrana je
normalnom posledicom hirurSke procedure i
nije smatrana posebno Stetnom. Smatralo se
da je jedina ozbiljna komplikacija uobicajena
postoperativna drhtavica jer moze povecati
potrebu za kiseonikom i potrosnju kiseonika
(18).

Da perioperativna hipotermija nije normalna
posledica hirurSke procedure ve¢ da je
uzrokovana dejstvom anestetika na term-
oregulatornu odbranu sa prekomernim gubi-
tkom toplote u oklinu daje novi koncept
intraoperatine termoregulacije gde su opisane
Stetne posledice umerene perioperativne
hipotermije (19).

Da je ucestalost perioperativne hipotermije jos
uvek visoka pokazano je u nekoliko velikh
studija objavljenih izmedu 2010 1 2015. gde je
nadeno da je 64% hirurskih pacijenata imalo
intraoperativnu hipotermiju (20).

Zakljucak

lako je perioperativna hipotermija prvi put
opisana pre dva veka jo§ uvek je klinicki
problem. Da bi se smanjila ucestalost
perioperativne hipotermije preporucuje se
kontinuirano merenje unutra§nje temperature
tokom perioperativnog procesa te konti-
nuirano zagrevanje pacijenta u preope-
rativnom periodu (pre-warming), intraope-
rativno i postoperativno strujanjem toplog
vazduha, te intraoperativho  zagrevanje
te¢nosti.
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Sazetak

Koagulacioni sistem predstavlja zastitni sistem od Zivotne vaznosti za organizam. Celi proces
koagulacije je narocito slozen i dobro regulisan i zavisi od uslova Zivotne sredine kao $to su
pH i temperatura.  Hipotermija povecava rizik od krvarenja. Perioperativna hipotermija
smanjuje funkciju trombocita i ostecuje koakulacijsku kaskadu u plazmi. Ovo povecava
gubitak krvi i potrebu za transfuzijom. Intraoperativno davanje Kkrvi povezano je sa
komplikacijama i poveéanim rizikom od smrtnog ishoda.

Kljuéne reci: koagulacioni sistem, hipotermija, krvarenje, transfuzija
Abstract

The coagulation system is a vital protective system of the body. The whole process is
extremely complex and well regulated. It also depends on adequate environmental conditions
like pH and temperature. Hypothermia is associated with an increased risk of bleeding. Peri-
operative hypothermia reduces platelet function and impairs the plasmatic coagulation cas-
cade. This increases blood loss and increases transfusion requirements. Intraoperative blood
transfusion is associated with risk of pulmonary, septic, wound and thromboembolic compli-
cation and an increased risk of death.

Key words: coagulation system, hypothermia, bleeding, transfusion

Uvod ali ne i do smanjene enzimske aktivnosti ili
aktivacije trombocita. Medutim temperatura
ispod 33 °C dovodi do smanjenja funkcije
trombocita 1 enzimske aktivnosti Sto verov-

atno doprinosi koagulopatiji (1).

Sem hirur§kog rada 1 perioperativna hipo-
termija se navodi kao razlog za povecani
gubitak krvi tokom hirurSke procedure. Per-
ioperarivna hipotermija predstavlja znacajan
faktor koji doprinosi morbiditetu i mortal-
itetu traumatizovanih pacijenata i komp-
likovanih hirurSkih procedura. Poredenjem
vrednosti temperatura, vrednost unutrasnje
temperature od 33 °C znacajno povecava

Fiziologija procesa koagulacije

Koagulacioni sistem predstavlja vitalni
zaStitni sistem organizma. Proces koagulac-
ije je izuzetno slozen i1 dobro regulisan 1
zavisan je od odgovarajucih uslova Zivotne

rizik od smrtnog ishoda nakon traume u
odnosu na 37 stepeni celzijusa. UocCeno je da
blago smanjenje teperature (33-37 °C)
dovodi do poremecaja adhezije trombocita,

sredine kao Sto su pH 1 temperatura.
Koagulacioni sistem prevenira gubitak krvi
na dva nacina: zaptivanjem mesta na oSte-
¢enom krvnom sudu i pokretanjem zara-
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stanja rane. U koagulacionom procesu uces-
tvuju dva tipa celija. To su celije sube-
ndotela koje nose tkivne faktore i trombociti.
Danas se smatra da se proces koagulacije
dogada na povrsini ovih specificnih celija
koje su u normalnim uslovima razdvojene
endotelom. Endotel spreava stvaranje tro-
mba sve dok povreda zida krvnog suda ne
zahteva aktivaciju koagulacije. Kada se
osteti vaskularni integritet, trombociti i
faktori zgrusavanja krvi se izlazu sube-
ndotelijalnim c¢elijama koje nose tkivni
faktor. Te ¢elije su fibroblasti, periciti i gla-
tke miSiéne celije krvnog suda. Izlaganjem
ovih  ¢Celija zapoCinje pocetna faza
koagulacije. U pocetnoj fazi koagulacije
trombociti se direktno vezuju za sube-
ndotelijalni kolagen ili preko interakcije sa
von Willebrandovim faktorom  koji se
oslobada iz endotlijalnih ¢elija nakon
povrede. Istovremeno, aktivirani faktor VII
se veze sa tkivnim faktorom i proizvodi se
trombin u tragovima. Oba procesa dovode
do aktivacije trombocita.

Ovo je pocetak pojaCane faze (faza
amplifikacije) koagulacije. Aktivirani trom-
bociti menjaju svoj oblik preko razli¢itih
signalnih puteva, izlaganjem membranskih

»

S g
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WPB fusion events / bin

s % 5.8 8 B

ARt

B2 0 1 13 00 1003
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fosfolipida stvaraju prokoagulantne povr-
Sine. Dodatno, trombociti oslobadaju aden-
ozin-difosfat (ADP) i tromboksan A, , koji
dalje aktiviraju trombocite u blizini. Koli-
¢ina trombina koja je generisana u tragovima
u pocetnoj fazi koagulacije takoder aktivira
faktore koagulacije na povrsini trombocita.
Aktivacija faktora koagulacije na povrSini
trombocita rezultira fazom propagacije
koagulacije. Preko nekoliko  slozenih
mehanizama, koji uklju¢uju mnoge faktore
koagulacije, nastaju velike koli¢ine trombina
Sto rezultira cepanjem fibrinogena u
fibrinske monomere. Monomeri fibrina se
polimeriziraju pomocu faktora XIII koji je
aktiviran trombinom (2).

Uticaj niske temperature na koagulaciju

Poznato je da niska temperatura utie na
funkciju ¢elija i faktore koagulacije. Cini se
da hipotermija prvenstveno inhibira pocetnu
fazu koagulacije.

Nakon povrede iz Weibel- Paladeovog tela
se oslobada von Willebrandov faktor koji
pomaze da se u skundi formira pokriva¢ od
trombocita. Na niskoj temperaturi ove celije
oslobadaju znacajno manje 1 sporije
Willebrandov faktor (slika 1) (3).

127°C
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Slika 1. Histogram proteklog vremena do egzocitoze WPB
(Preuzeto iz: Hewiett L, Zupancic G, Mashanov G, et al. Temperature-dependence of Weibel-Palade body exocytosis and
cell surface diseral of von Willebrand factor and its propolypeptide. Plos One 2011; 6: e27314.)
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Hipotermija takode na nekoliko nacina
oStecuje 1 funkciju trombocita Sto se
manifestuje smanjem agregacije i adhezije
trombocita na povrSini (slika 2) (1).
Dodatno, niska temperatura inhibira
aktivaciju trombocita von Willebrandovim

faktorom $to dovodi do smanjenog stvaranja
tromboksana A,, Kkoji je neophodan za
formiranje pocetnog trombocitnog cepa.
Cini se da blaga hipotermija ne umanjuje
drugi nacin aktivacije trombocita, na primer
s adenozin difosfatom (ADP) ili trombinom.
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Slika 2. Pokrivenost povr§ine aktiviranim trombocitima kao parametar agregacije trombocita

pri razli¢itim temperaturama
(Preuzeto iz: Wolberg AS, Meng ZH, Monroe DM |11 and Hoffman M. A systematic evaluation of the effect of temperature
on coagulation enzym activityand platelet function. J Trauma 2004; 56: 1221-1228.)

Rezultat svih ovih promena u funkciji trombocita je znacajno povecava vreme krvarenja
(Jednostavan klinicki test funkcije trombocita) 1 postaje klini¢ki relevantno kod snizavanja
temperature koZe ili tokom hipotermije (slika 3) (4).
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Slika 3. Vreme krvarenja nakon incizije koZe pri razli¢itim temperaturama kod volontera

muskog 1 Zenskog pola
(Preuzeto iz: Valeri CR, MacGregor H, Cassidz G, Tinnz R and Pompei F. Effects of temperature on bleeding time and
clotting time in normal male and female volunteers. Crit Care Med 1995; 23: 698-704).
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Hipotermija takode narusava koagulaciju u
plazmi. Pri nizim temperaturama smanjuje
se brzina hemijskih reakcija. Isto vazi i za
biohemijsku reakciju faktora koagulacije na
povrsini trmbocita.Takode od temperature
zavisi 1 stvaranje trombina na povrsini (1).
Kompjuterski modeli pokazuju da se
stvranje trombina progresivno odlaze pri
niskim temperaturama $to dovodi do
produzeg vremena zgruSavanja. To se
uocava na testovima koji se obavljaju na
niskim temperaturama (5). Svi testovi
koagulacije se obi¢no izvode u laboratoriji
na 37 °C bez obzira na stvarnu temperaturu
pacijenta pa je ovaj efekat Cesto klinicki
neprepoznat. OStecenje je ocigledno kada se
testovi kao §to su protrombinsko vreme ili
aktivno parcijalno tromboplastinsko vreme
izvode in vitro na nizim temperaturama.
Testovi tromboelastografije ili rotacione
tromboelastometrije  (point  of  care,
monitoring koagulacije na licu mesta) kada
se izvode na nizim temperaturama takode
pokazuju oSte¢enje. Produzena su vremena
zgruSavanja i vremena formiranja ugruska 1
smanjena je maksimalna ¢vrsto¢a ugruska ().
Prilikom velike hirurSke procedure u
intraoperativnom periodu unutras$nja
temperatura retko ide ispod 34 °C. Stoga se
dovodi u pitanje relevantnost promena u
funkciji  trombocita i koagulacije pri
temperaturi ispod 30 °C. Vazno je napo-
menuti da unutrasnja temperatura nije
odgovorna za koagulaciju ve¢ je presudna
temperatura rane, jer je to mesto gde dolazi
do gubitka krvi i koagulacije. Temperatura
rane je obicno niza od unutraSnje tempe-
rature i retko se meri u sklopu pracenja
perioperativne hipotermije. Tako je, na
primer, temperatura torakalne rane nakon
sternotomije oko 32 °C, temperatura povr-
Sine creva izmedu 26 1 35 °C, a kod
ortopedske hirurgije leda temperatura rane je
oko 31,5 1,5 °C (7, 8, 9). Zagrevanjem
pacijenata u preoperativnom (prewarming) i
intraoperativnom  periodu povetava se
temperatura koze na periferiji i temperatura
tkiva iako ne postoji jasna linearna veza
izmedu unutrasnje temperature i temperature

rane(8). U istrazivanju koje je izvedeno na
30 pacijena podvrgnutih  ekstenzivnoj
laparatomiji koja je trajala duze od tri sata
uoceno je da je spljasnje =zagrevanje
pacijenta cirkuliSu¢im toplim vazduhom
najefikasnije u odrzavanju temperature koze

(10).

Uticaj perioperativne hipotermije na
gubitak krvi i potrebu za transfuzijom

Rezultati velikog broja studija pokazuju da
hipotermija povecava klini¢ki znacajan
gubitak krvi 1 povecava potrebu za
transfuzijom (6). Medutim ima i studija koje
izvesStavaju da nije nadena razlika ili ¢ak da
hipotermija reducira gubitak krvi (11). U
meta-analizi objavljenih, randomizovanih,
kontrolisanih ispitivanja prose¢an gubitak
krvi je bio priblizno 16% veéi kod
hipotermi¢nih pacijenata. U istoj meta-
analizi relativan rizik za transfuziju je bio
oko 22 % veéi u pacijenata koji su bili
hipotermicni (6).Uzimajuci sve ove rezultate
zajedno, dokazi pokazuju da hipotermija
povecava gubitak krvi na klini¢ki znac¢ajnom
nivou.

Intraoperativno davanje krvi je povezano sa
veéim rizikom od komplikacija
(pulmonalnih , septi¢nih, tromboembolijskih
1 vezanih za ranu) koje povecavaju rizik za
smrtni ishod. lzbegavanje perioperativne
hipotermije je deo savremene strategije
upravljanja krvlju kod pacijenata.

Zakljucak

Odrzavanje normotermije za vreme perio-
perativnog procesa smanjuje komplikacije
vezane za hirurSku proceduru i intraho-
spitalni mortalitet. Smanjuje se potreba za
nadoknadom krvi u perioperativnom periodu
i izbegavaju se komplikacije koje mogu biti
posledica transfuzije krvi.
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Definicija sepse

Sepsa je zivotno ugrozavajuce stanje
praceno disfunkcijom organa. Nastaje kao
posledica poremecene regulacije odgvora
domacina na infekciju. Ovu novu definiciju
sepse donela nam je radna grupa European
Society of Intensive Care Medicine -
ESICM i Society of Critical Care Medicine-
SCCM 2016-te godine i sada je poznata kao
Sepsis—3 definicija (1)

Pojam sepse pominje se joS u
antickim spisima iz perioda 300-te godine
pre nove ere. Tada Hipokrat sepsom definise
proces truljenja mesa i oslobadanja gasa u
mocvarama ali 1 proces u kome inficirane
rane postaju purulentne (2). Prosla su dva
milenijuma do postavljanja prvih definicija
sepse. Prvi konsenzus o definiciji sepse i
standardizovanju terminlogije sepse odrZan
je tek 1992 godine i tada je uveden pojam
sistemskog inflamatornog odgovora (sys-
temic inflammatory response syndrome
SIRS) (3). Vec¢ tada je postalo jasno da SIRS
postoji i u drugim stanjima koja nisu u vezi
sa infekcijom (npr. opekotine, pankretitis i
sli¢no). Definisano je da je sepsa u sustini
SIRS uzrokovan infekcijom. | da taj odgovor
mora biti praen sa dva ili viSe klinickih
znakova kako bi se postavila dijagnoza.
Znaci su: sréana frekvenca > 90 otkuca-
ja/min, respriratorna frekevenca > 20
udaha/min ili da su vrednosti parcijalnog
pritiska ugljen dioksida (PaCO,) manje od
32 mmHg, telesna temperature veca od 38°C
ili manja od 36°C, broj leukocita ve¢i od
12000/ml ili manji od 4000/ml ili da je broj
nezrelih neutrofila > 10% (3). Kako se SIRS
¢esto komplikuje disfunkcijom organa tada
je definisan i sindrom multiple disfunkcije
organa (multiple organ dysfunction syn-

drome - MODS). Kod kriticno obolelih, po
definiciji, postoji izmenjena funkcija organa
tako da homeostaza ne moze da se odrzi bez
mera u jedinicama intenzivne terapije, kao
Sto su mehani¢ka ventilacija, vazoaktivna
potpora kardiovaskularnom sistemu, razliciti
oblici hemodijalize i hemofiltracije. Kriti¢no
oboleli naj¢es¢e imaju disfunkciju najmanje
dva organska sistema. U kombinaciji sepse i
MODS-a nastao je i pojam teske sepse (3).
Teska sepsa je pracena znacima hipoperfuzi-
je ili hipotenzije, gde je hipoperfuzija organa
izrazena kroz laktatnu acidozu, oliguriju ili
promenu mentalnog statusa. Multiorganska
disfunkcija u sepsi predstavlja izmenjenu
funkciju organa kod akutno obolelih ¢ija se
homeostaza ne moZe odrzati bez primene
terapije. Ako se ovakvo stanje odrZava i up-
rkos terapiji nadoknadom volumena ne
dovode do reverzije hipotenzije i organske
hipoperfuzije, to stanje je oznaceno kao sep-
tiéni 8ok (3). Uprkos postojanju brojnih
neslaganja i nedoslednosti u prvoj definiciji
sepse slede¢i konsenzus koji je odrzan 10
godina kasnije nije doveo do bitnije trans-
formacije postoje¢e definicije’. Krierijumi
za dijagnozu sepse su prosireni 1 uveden je
skor za teSku sepsu (Sequential [Sepsis-
related] Organ Failure Assessment Score—
SOFA) (4). Paralelno sa radom na definiciji
sepse od 2002 godine pokrenuta je i kam-
panja za prezivljavanje sepse (Surviving
Sepsis Campagne) (5). Vodici za zbrinjavan-
je teske sepse i septicnog Soka su objavljeni
2004 prvi put, a potom revidirani i ob-
javljivani svake Cetvrte godine. Zajedno sa
novom definicijom sepse (Sepsis 3), 2016
godine objavljene su i poslednje smernice za
terapiju (1, 5, 6).
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Nova definicija sepse, SEPSIS 3,
prikazuje sepsu kao Zivotno ugroZavajucu
disfunkciju organa uzrokovanu poremece-
nom regulacijom odgovora domacina na in-
fekciju (1). Time je stavljen akcenat na
imuninflamatornu kaskadu sepse kao klju¢ni
momenat. Kako je sada termin disfunkcija
organa ve¢ ukljucen u definiciju sepse, time
je termin teska sepsa koji je ranije definisao
ovo stanje postao suviSan. U poslednjoj
definiciji sepse naglaSeno je da disfunkcija
organa moze postojati i pre nastanka infekci-
je, kao 1 da neprepoznata infekcija moze biti
uzrok novonastale disfunkcije organa (7).
Termin septicki Sok je zadrzan u upotrebi,
predstavlja perzistentnu hipotenziju kod koje
je uprkos adekvatnoj nadoknadi volumena
potrebna primena vazoaktivnih lekova kako
bi se srednji arterijski pritisak odrzavao > 65
mmHg i njegov dijagnosticki kriterijum je
sada proSiren sa povecanjem vrednosti se-
rumskih laktata na > 2 mmol/l. Septicki Sok
predstavlja stanje cirkulatornog, metabo-
lickog i celularnog poremecaja uzrokovanog
sepsom u kome se mortalitet znacajno pov-
ecava (7).

Dio Sepsis 3 definicije postao je i
SOFA skor. Ovaj skor dodeljuje poene na
osnovu patofizioloskih promena u Sest or-
ganskih sistema. Povecanje za 2 poena u to-
talnom skoru ukazuje na disfunkciju organa
(1, 6). I ukoliko je ta disfunkcija nastala
uporedo sa infekcijom moze se postaviti di-
jagnoza sepse. Definisan je i novi alat za
brzu orijentaciju i rano prepoznavanje sepse.
Oznacen je kao qSOFA (quick SOFA).
Sastoji se samo od tri kriterijuma koji se an-
aliziraju: izmena stanja svesti, respiratorna
frekvenca > od 22 udaha/minuti, sistolni
pritisak < 100 mmHg. Ako su ispunjena dva
dva od pomenuta tri kriterijuma postoji ve-
lika verovatnoca da je u pitanju disfunkciju
organa pa pacijent treba da bude pod stalnim
nadzorom (1, 6).

Imunopatofiziologija sepse
Postojanje patogena u telu domacina

aktivira imunski odgovor. Imunski odgovor
se sastoji od urodene imunosti koja pred

stavlja rani ne-specificni odgovor i steCene
imunosti oznacene kao patogen - specifi¢ni
imunski odgovor ili kasni imunski odgovor
(8). Bez obzira na poreklo stimulusa (infek-
tivni ili ne-infektivni), inflamatorni odgovor
domacina je slican. Receptori za prepoz-
navanje molekulskih obrazaca patogenih
mikroorganizama (pattern recognition recep-
tors - PRRs) nalaze se na povrSini Celija
urodenog imunoskog odgovora kao §to su
makrofage, epitelne, endotelne 1 druge ¢elije.
Komponente ili delovi mikroorganizama ko-
je prepoznaju receptori oznaceni su kao
molekulski obrasci patogena PAMP (Patho-
gen-associated molecular pattern molecule)
(9). Receptori na povrSinama celija urodene
imunosti ne prepoznaju samo egzogene
molekulske obrasce ve¢ i molekule oslo-
bodene iz ostecenog tkiva oznacene kao
alarmini'®. U alarmine spadaju i molekulski
obrasci o$tec¢enja tkiva - DAMP (damage-
associated molecular pattern molecule) (10).
Inicijalna karika nastanka imunskog odgo-
vora je vezivanje mikroorganizma za pov-
rSinske (membranske) Toll-like receptore —
TLR na imunokompetentnim c¢elijama (8).
Ligandi za TLR-2 receptore su antigeni
¢elijskog zida Gram-pozitivnih bakterija
(peptidoglikani, lipoteihoi¢na kiselina) dok
je kljuéni ligand za TLR-4 receptore lipopo-
lisaharid tj. endotoksin Gram-negativnih
bakterija (11). Aktiviranje ovih receptora
inicira intracelularnu  imunoinflamatornu
kaskadu koja rezultuje oslobadanjem citoki-
na (11). Aktivirani imunski odgovor moze
biti hiperinflamatoran, oznacava se i1 kao
citokinska oluja, koji dovodi do multiple or-
ganske disfunkcije i smrti. Uporedo sa njim
razvija se i anti-inflamatorni odgovor Kkoji
moze dovesti do imunske paralize (8).
Makrofagi i polimorfonuklearne ¢eli-
je prisutne na mestu prodora infektivnog pa-
togena su odgovorni za iniciranje primarnog
odgovora domacina i to fagocitozom i
sledstvenim aktiviranjem i regrutovanjem
polimorfonuklaearnih granulocita i monoci-
ta. Ova aktivacija primarnih celija urodene
imunosti ima za ishod ve¢ prethodno opisa-
nim mehanizmom oslobadanje citokina (12).
Citokini su potentni niskomolekularni pro
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teini koje produkuju razli¢ite imunokompe-
tentne ¢elije 1 glavni su pozitivni i negativni
regulatori imunoinflamatornog odgovora
(12). Zavisno od njihove aktivnosti in vivo,
u odnosu na vreme i lokaciju podeljeni su na
tri klase citokina. Proinflamatorni citokini
oznaceni 1 kao Thl citokini, u ovoj grupi su
TNF-alfa, IL-1, IL-8, HMGB-1 i drugi (12,
13). Nasuprot njima nalaze se anti-inflam-
atorni citokini oznaceni kao Th2 i u ovoj
grupi su IL-4, 1L-10, receptorski antagonisi-
ta za IL-1 (IL-1ra), dok neki interleukini
imaju izrazenu i pro- i anti-inflamatornu ak-
tivnost u zavisnosti od lokalne sredine u ni-
dusu infekcije; primer je IL-6 (12). U trecoj
grupi su citokini oznaceni kao Th17 koji se
razlikuju od obe prethodne grupe. Citokini
svoj efekat ostvaruju vezivanjem za recep-
tore na ciljnim ¢éelijama. Svojim vezivanjem
pokrecu kaskadu dogadaja koja ima za ishod
indukciju ili inhibiciju citokinima regulisane
aktivnosti ciljnih imunokompetentnih celija,
Sto rezultuje modulacijom celijske imunske
aktivnosti (13).

Neutrofili i monociti kod Kriti¢no
obolelih sa sepsom

Celularni odgovor organizma na pri-
sustvo patogena ogleda se u aktivaciji bro-
jnih Celija. Ovdje dominiraju neutrofili 1
monociti. Neutrofili i monociti su klju¢ne
¢elije urodene imhunosti. Netrofili su po-
limorfonuklearni (PMN) leukociti poreklom
iz kostne srzi i u perifernoj krvi se nalaze u
zreloj formi (14). Glavni zadatak neutrofila
je fagocitoza 1 uniStavanje patogena. Neutro-
fili indukuju uklanjanje patogena fag-
ocitozom, degranulacijom, ali i oslobadjan-
jem intracelularnih  komponenti kakve su
DNK, histoni 1 liticki proteini koji formiraju
neutrofilne ekstracelularne mreze (NET)
(15). Azot oksid (NO) je jedan od klju¢nih
medijatora aktivnosti neutrofila (14, 15).
Pored svoje fagocitne aktivnosti neutrofili na
svojoj povrsini prezentuju brojne receptore
za PAMP i DAMP. Aktivacijom receptora
na povrsini neutrofila aktivira se signalni

proces koji rezultuje produkcijom inflama-
tornih medijatora (15). Medijatori inflamaci-
je oslobodeni aktivacijom neutrofila ampli-
fikuju inflamatorni proces i stimuliSu mi-
graciju neutrofila u ka mestu infekcije.
Medijatori zaduzeni za aktivaciju i pri-
vlacenje novih ¢elija ka mestu infekcije oz-
nacavaju se kao hemokini (16). Pripadaju
grupi malih citokina. Neutrofili na svojoj
povrsini exprimiraju CXCR1 1 CXCR2 re-
ceptore u odgovoru na CXC hemokine (14,
16). U fizioloSkim okolnostima neutrofili su
u cirkulaciji prisutni nekoliko sati. Nastaju u
kostnoj srzi 1 nestaju procesom apoptoze
unutar 24 sata od oslobadjanja iz kostne srzi.
U sepsi, apoptoza neutrofila je odloZena.
Povecana je njihova produkcija i stvara se
neutrofilija (14). Ipak, ovi neutrofili su nar-
uSene funkcionalnosti ispoljene u vidu
smanjene hemotakticne aktivnosti, oslablje-
nog baktericidnog delovanja i sa izrazenom
produkcijom anti-inflamatornih medijatora,
narocito IL-10 (13). Brojna istrazivanja su
pokazala da nedovoljan broj neutrofila kao i
neefikasna migracija ka mestu infekcije
dovode do slabe i neadekvatne kontrole in-
fekcije lokalno. Tada infekcija napreduje i
Siri se sistemskom cirkulacijom, S$to je
praceno povecavanim mortalitetom (13).
Brojni su mehanizmi koji dovode do insu-
ficijentne neutrofilne migracije. Jedan od
mehanizama je internalizacija CXCR2 re-
ceptora na povrsini neutrofila (17). Neutro-
fili sa internalizovanim CXCR2 receptorima
su izolovani iz cirkuliSuce krvi eksperimen-
talnih zivotinja ali i pacijenata obolelih od
sepse. Dok u procesu migracije neutrofila
internalizacija CXCR2 receptora inhibira
njihovu migraciju, sa druge strane receptori
tipa CCR2 su medijatori migracije neutrofila
u vitalne organe (17). Tokom sepse inflama-
torni odgovor vodi ka aktivaciji neutrofila
sekvestiranih u kapilarno korito, koji potom
okludiraju lumen kapilara (14). Aktivirani
neutrofili u vitalnim organima ne samo da
okludiraju lumen krvnog suda ve¢, stimuli-
sani hemokinima, migriraju u tkiva i organe
gde oslobadjaju inflamatorne medijatore i
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liticke enzime 1 indukuju oste¢enje organa sa
sledstvenom multiplom organskom dis-
funkcijom (14). Patohistoloska ispitivanja
tkiva pacijenata preminulih od sepse poka-
zala su znacajno prisustvo neutrofila u tkivu
pluca i bubrega. Intenzitet akutnog respira-
tornog distresa u septi¢nih pacijenata je pro-
porcionalan intenzitetu inflamatorne infil-
tracije i kvantitetu proteolitickih enzima u
bronhoalveolarnom lavatu (14).

Istrazivanja su pokazala da jedan od vaznih
uzroka imunosupresije u sepsi moze biti
disfunkcionalan ¢elijski urodeni imunski
odgovor. Funkcionalna sposobnost neutro-
fila i monocita na mestu infekcije moze se
procenjivati ekspresijom razli¢itih recepto-
rskih molekula na povrsini ¢elije. Kod kriti-
¢no obolelih sa sepsom, disfunkcija organa
je u znaCajnom stepenu posledica dejstva
neutrofila. Cluster of Differentiation (CD)64
je integralni membranski glikoprotein po-
znat kao Fc receptor koji ima veliki afinitet
za vezivanje monomera IgG antitela. Njeg-
ova konstitutivna ekspresija na neutrofilima
u stanju mirovanja je zanemarljiva, pa moze
posluziti kao dijagnosticki marker infekcije
kada su neutrofili aktivirani. Intenzitet
ekspresije CD64 pokazuje stepen aktivacije
neutrofila 1 moZe korelirati sa tezinom 1
ishodom kod kriticno obolelih sa sekun-
darnom sepsosm (18 — 20).

Monociti su ¢elije prve linije odbrane
urodenog imunskog odgovora. Prekursor
monocita se nalazi u kostnoj srzi gde pod-
leze procesu diferencijacije 1 sazreva preko
promonocita u zrele monocite kada i prelazi
u perifernu cirkulaciju (21). Nakon jednog
do tri dana migriraju ka tkivu i organima gde
se diferentuju u makrofage i dendriti¢ne celi-
je. Brojne su imunske uloge monocita i mak-
rofaga. Obavljaju uspeSnu fagocitozu ali 1
prezentaciju antigena na svojoj povrSini
(22). Monociti povezuju urodeni i ste¢ni
imunski odgovor i predstavljaju jednu od
kljucnih ¢elijskih linijja u sepsi. U stanju
imunosupresije indukovane sepsom, ove
¢elije prolaze kroz izrazene promene
fagocitne aktivnosti, citokinskog profila ka

Th2 anti-inflamatornom fenotipu a narocito
je znacajno smanjenje ckspresije molekula
humanog leukocitnog antigena (HLA)-DR
(D related) na povrSini monocita (mHLA-
DR). Smanjena ekspresija mHLA-DR bi
mogla reflektovati deaktivaciju monocita
kod kriticno obolelih sa sepsom i biti neza-
visno povezana sa pojavom nozokomijalnih
infekcija 1 smrtnim ishodom (23, 24). Ovaj
indikator funkcije monocita i imunosupresije
u poslenje vreme postao je veoma znacajan
kod pacijenata sa teSkom traumom, koju
prati prolazna imunosupresija, u cilju
detektovanja imunskog statusa i verovatnoce
razvoja sekundarnih infekcija (25). Monociti
pacijanata u sepsi pokazuju i smanjenu ek-
spresiju HLA-DR antigena i time doprinose
povecanju incidence nozokomijalnih in-
fekcija. Smanjena ekspresija HLA-DR anti-
gena na monocitima Kkorelira sa anti-
inflamatornim odgovorom u pacijenata sa
septi¢kim $okom; snizena vrednost expresije
HLA-DR antigena u direktnoj je vezi sa
povecanjem mortaliteta u ovih pacijenata
(13, 22).

Dakle, delovanje monocita je reguli-
sano brojnim receptorima eksprimiranim na
njihovoj povrsini: CD14 receptori za bak-
terijski lipopolisaharid, CD163 receptori za
uklanjanje membranskih fragmenata oStece-
nih ¢elija kao 1 drugi brojni receptori (26).
Na osnovu prisustva receptora na povrsini,
monociti se dele se na tri podgrupe. Klasi¢ni
monociti koji na svojoj povrSini prikazuju
znacajno veci broj CD14 receptora bez pri-
kazivanja CD16 receptora; intermedijerni
monociti uz CD14 prikazuju i CD16 recep-
tore, njihov broj se znacajno povecava pod
dejstvom citokinske stimulacije; trecu grupu
¢ine ne-klasi¢ni monociti sa dominantnijim
prikazivanjem CD16 receptora u odnosu na
CD14 receptore (22). Ovi poslednji se neka-
da oznacavaju i kao proinflamatorni monoci-
ti. Mukherjee i saradnici su u svojim
istrazivanjima pokazali da klasi¢ni monociti
imaju izrazenu fagocitnu aktivnost bez in-
flamatorne  aktivnosti, dok ne-klasi¢ni
monociti ispoljavaju, nakon citokinske stim
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ulacije, inflamatornu aktivnost i antigen
prezentujucu aktivnost (22, 26). Ispitivanjem
RNK potvrdeno je da postoji vise podtipova
monocita, tac¢nije 6 podtipova dendriti¢nih
¢elija i 4 podtipa monocita. Jedan od me-
hanizama imunosupresije u sepsi je i
poremecaj funkcije monocita, posebno mak-
rofaga. Entitet poznat kao endotoksinska
tolerancija nastaje kada je suprimirana
produkcija proinflamatornih citokina kao §to
su TNF-alfa, IL-lbeta i IL-6 od strane
monocita. Merenjem endotoksinom induko-
vane monocitne aktivnosti utvrdjeno je da je
smanjeno stvaranje citokina u monocitima
prisutno u pacijenata sa postoperativnom
sepsom (13). Nova istrazivanja funkcionalne
sposobnosti monocita fokusirala su se na
ekspresiju CD274, koji je sada poznat kao
deo programirane smrti ¢elija — programmed
cell death 1 (PD1) i programmed cell death
ligand 1 (PD-L1 tj. CD274). PD-L1 je deo
sistema dva ko-inhibitorna molekula koji
ucestvuju  u imunosupresiji idukovanoj
sepsom. Od svih molekula vezanih za
programiranu smrt ¢elija, PD-L1 se pokazao
najboljim prediktorom teZine 1 ishoda
kritino obolelih sa sepsom (27) a nedavno
je objavljeno istraZivanje  predikcije
infektivnih komplikacija kod pacijenata sa
akutnim  pankreatitisom  utvrdivanjem
ekspresije PD-L1 na monocitima (28).

U tretmanu kriticno obolelih pacije-
nata sa sepsom od presudnog znacaja je brzo
postavljanje sumnje na postojanje teSke in-
fekcije ali i otkrivanje pacijenata pod vi-
sokim rizikom od smrtnog ishoda. Postoji
Sirok spektar biomarkera koji se upotre-
bljavaju za prognoziranje ishoda sepse ali
gotovo ni jedan se ne moze svrstati u naj-
pouzdanije biomarkere (21). U poslednjih
nekoliko godina poraslo je interesovanje za
ispitivanje broja monocita i neutrofila i
njihovog odnosa prema drugim c¢elijama u
cilju prognoziranja ishoda 1 utvrdivanja
tezine kliniCke slike sepse. Jedna od studija
koja se bavila ovim odnosom je sprovedena
u Vojnomedicinskoj akademiji sa ciljem da
utvrdi znacaj odnosa monocita prema lim-
focitima — MLR, neutrofila prema lim

focitima - NLR, ali i trombocita prema lim-
focitima - PLR kao volumena trombocita
prema broju trombocita - MPV/PC u predi-
kciji ishoda i vrste bakterijemije u kriticno
obolelih 1 traumatizovanih  pacijenata.
Istrazivanje je pokazalo da su NLR i MPV
veoma dobri nezavisni prediktori letalnog
ishoda (21).

U kriti¢no obolelih sa sekundarnom
sepsom koja je najces¢e komplikacija teSkog
akutnog pankreatitisa, peritonitisa i traume
pokre¢e se kompleksan imunski odgovor
koji se, kao Sto je navedeno, Cesto kar-
akteriSe disfunkcijom neutrofila i monocita,
klju¢nih ¢elija urodenog imunskog odgovora
(29) Kod nekih bolesnika postoji pre-
dominacija antinflamatornog odgovora ili
¢ak globalno smanjenje produkcije gotovo
svih citokina. Poseban problem u lecenju
kriticno obolelih sa sepsom predstavlja
¢injenica da veliki broj njih veoma dugo
boravi u jedinici intenzivne terapije sa
disfunkcijom razli¢itih organa, prakti¢no u
stanju hroni¢ne kriticne bolesti. Njihov
klini¢ki tok se karakteriSe veoma izrazenim 1
upornim proteinskim katabolizmom sa loSim
nutritivnim  statusom, loSim zarastanjem
rana, imunosupresijom i rekurentnim infe-
kcijama. Zbog toga je predlozen poseban
entitet, odnosno novi sindrom perzistentne
inflamacije-imunosupresije i katabolizma
(persistent inflammation-immunosuppre-
ssion catabolism syndrome - PICS) (8, 30).
Studija Bumera i saradnika pokazala je da
kod bolesnika koji su umrli od sepse postoje
biohemijski, imunohistohemijski i fenotipski
znaci koji ukazuju na imunosupresiju (31).
U ovih bolesnika postojali su fokusi
bakterijskih infekcija koji su se odrzavali
uprkos antimikrobonoj terapiji, kao i
reaktivacija latentnih virusnih infekcija.
Razlozi nastale imunosupresije kod ovih
bolesnika sa sepsom 1 dalje nisu razjasnjeni.

Veliki znacaj za imunski odgovor
ima vrsta mikroorganizma Kkoji inicira
imunoinflamatornu kaskadu (32). Membran-
ski vezan CD14 je ko-receptor urodenog
imunskog odgovora za razlicite bakterijske
komponente: lipopolisaharid, peptidoglikan i
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lipoteihoi¢nu kiselinu. CD14 se nalazi na
povrsini monocita i Kupferovih ¢elija jetre i
funkcionalno je u interakciji i sa Gram-
pozitivnim i sa Gram-negativnim bakterija-
ma. Pripada familiji receptora koji prepo-
znaju molekulske Sablone bakterija (pattern
recognition receptor — PRR). Istrazivanja su
pokazala da postoji asocijacija izmedu
polimorfizma gena koji kodiraju CD14 i
vrste mikroorganizama Kkoji je izazvao
infekciju kod kriticno obolelih (33). U
terapijskim pokusajima ublaZzavanja imunoi-
nflamatorne kaskade u sepsi, izmedu osta-
log, ispitivana je moguénost inhibicije PRR,
a posebno TLR-4 i TLR-2. Posto to nije dalo
zadovoljavajuée rezultate, istrazivaci su
nedavno pokusali inhibiciju CD14 (34) Sto
je dalo bolje rezultate. Veoma je
interesantno  pitanje  povezanosti  nivoa
ekspresije CD14 sa tezinom i ishodom kod
kriticno obolelih sa sekundarnom sepsom,
kao 1 sa vrstom bakterijskog prouzrokovaca.

Zakljucéak

Uprkos brojnim istraZivanjima 1
studijama koje se sprovode, sepsa i dalje
predstavlja veliki izazov kako za klinicare
tako 1 za istrazivace. Mnoga istrazivanja nisu
dala ocekivane rezultate u smislu poboljSan-
ja terapijskog protokola i smanjenja mor-
taliteta. Jedan od glavnih razloga je ¢injenica
da je populacija sa sepsom vrlo heterogena i
da postoje podgrupe sa specificnim klin-
ickim fenotipovima. Uloga neutrofila 1
monocita u primarnom odgovoru urodenog
imuniteta je od velikog znacaja. PogorSanje
njihove funkcije direktno rezultira gubitkom
migratorne sposobnosti neutrofila ili pre-
dominacijom anti-inflamatorne aktivnosti
monocita ¢ime se Sanse za preZivljavanje
smanjuju.

U danasnje vreme sve je vise
argumenata da vecina bolesnika sa sepsom
ne umire zbog neregulisanog, prekomernog
proinflamatornog odgovora, ve¢ podlezu
bolesti zbog nastanka stanja imunosupresije.
lako kontrola infekcije i suportivna terapija

do daljeg ostaju glavni terapijski pravac u
ranim fazama sepse, postoji rastuc¢i trend
prema imunomodulaciji kod bolesnika sa
sepsom u kojih je nastupila imunosupresija.
Po pitanju ve¢ opisanog aktivacionog statusa
neutrofila i monocita kod kriticno obolelih
sa sepsom u literaturi postoje razliciti podaci
pa je zbog toga ovo aktuelan fokus ist-
razivanja. Koliko je ovo znacajan problem
pokazuje i Cinjenica da je u novu definiciju
sepse (SEPSIS-3) iz 2016. godine uveden
termin disregulacija imunskog odgovora
gde se sepsa definiSe kao zivotno ugrozava-
juca disfunkcija organa prouzrokovana dis-
regulacijom odgovora domaéina na infe-
kciju. Ovaj problem je kompeksan jer post-
0ji podgrupa pacijenata sa sepsom kod kojih
dominira proinflamatorni imunski odgovor
kao 1 ve¢i deo pacijenata kod kojih se disre-
gulacija imunskog odgovora manifestuje
imunosupresijom. Da bi se ove dve kate-
gorije pacijenata sa sepsom razlikovale,
neopodan je monitoring imunskog fenotipa
svakog pojedinacnog pacijenta Sto bi
pomoglo Zeljenom individualnom terapi-
jskom  pristupu imunomodulaciji  (35).
Uloga ekspresije membranskih molekula na
neutrofilima i monocitima u sepsi i dalje nije
do kraja razjasnjena i predmet istrazivanja.
Precizno odredivanje njihove uloge u sepsi
omogucilo bi dodatne dijagnosticke 1
prognosticke parametre 1, joS vaZznije,
moguéu manipulaciju njihovim pro- ili anti-
inflamatornim dejstvima. Neohodna su nova
istrazivanja koja bi se fokusirala na identif-
ikaciju novih terapijskih postupaka us-
merenih na mehanizme imunosupresije i
mogucénost imunomodulacije.
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TRANSKRANIJALNA STIMULACIJA ELEKTRICNOM
STRUJOM (tSJS) KAO ADJUVANTNA METODA
U TERAPIJI AKUTNOG POSTOPERATIVOG BOLA
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Sazetak

Neadekvatna terapija postoperativnog bola ima brojne patofizioloske posledice: kardiovasku-
larne, respiratorne, gastrointestinalne, endokrine, metabi¢ke, muskulo-skeletne, imunoloske.
Ukoliko se akutni postoperativni bol ne le¢i blagovremeno, povecavaju se morbiditet i mor-
talitet pacijenata, produzava se postoperativni oporavak, odlaze se otpusStanje iz bolnice i
povecavaju se troskovi leCenja. Jedna od najozbiljnijih posledica je izmedu ostalog i razvitak
hroni¢nog bola, koji predstavlja poseban izazov za leCenje. Najces¢i nacin leCenja akutnog
postoperativnog bola je putem farmakoloskih metoda, bilo putem sistemskog davanja lekova,
bilo putem razli¢itih regionalnih tehnika. U poslednje vreme, medutim, veliku primenu nalaze
nefarmakoloske metode. TSJS kao jedna od tehnika neuromodulacije, do sada je vise
koriS¢ena u terapiji hroni¢nih bolnih sindroma. U poslednje vreme ima sve vecu primenu i u

le¢enju akutnog postoperativnog bola, jer je neinvazivna i bezbedna po pacijenta.

Kljuéne reci: bol, opioidi, neuromodulacija
Uvod

Prema definiciji Medunarodnog UdruZenja
za Proucavanje Bola (IASP-International
Association of Study od Pain), bol pred-
stavlja neprijatno senzorno ili emocionalno
iskustvo udruzeno sa aktuelnim ili potenci-
jalnim oS$te¢enjem tkiva, ili opisano u smislu
takvog odtecenja.’

Akutni bol nastaje povredom, tj. oStecenjem
tkiva. On ima jasan, dobro definisan poce-
tak. Njegova uloga je zastitna, tj. trebalo bi
da omoguc¢i organizmu da se ukloni od
izvora bola. Akutni bol traje krace od 12
nedelja, a najvaznija komponenta mu je no-
ciceptivno prenoSenje bolnih impulsa, kod
koga postoji linearan odnos izmedu in-
tenziteta bolne drazi 1 odgovora na bol.? Od-
likuje se visokim pragom nadraZzljivosti, tra-
je koliko i zarastanje rana i obi¢no dobro
reaguje na analgetike i antiinflamatorne
lekove.

Akutni bol ima inflamatornu komponentu,

za Ciji je nastanak odgovoran mehanizam
periferne senzitizacije. Neadekvatno lecenje
akutnog bola vrlo ¢esto ima za posledicu
nastanak hroni¢nog bola, za ¢iji je nastanak,
izmedu ostalog odgovoran mehanizam cen-

tralne senzitizacije.
Definicija akutnog postoperativnog bola

Akutni postoperativni bol se smatra oblikom
akutnog bola nastalog usled hirurske traume,
koji je pracen inflamatornom reakcijom i
zapocetim aferentnim neuronskim praznjen-
jem. To je kombinacija nekoliko neprijatnih
senzornih, emocionalnih i mentalnih is-
kustava koja su precipitirana hirurSkom
traumom 1 udruZena sa autonomnim, en-
dokrino-metabolic¢kim, fizioloskim i
poremecajima u ponasanju.

Svaka hirurSka intervencija podrazumeva
povredu tkiva koja dovodi do odredenih
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promena u perifernom i centralnom nervnom
sistemu. Incizija i trakcija tkiva u toku hi-
rurSke intervencije dovode do aktivacije no-
ciceptora koji predstavljaju periferne nervne
zavrietke AS i C vlakana.® Medijatori zapa-
ljenskog procesa oslobodeni iz povredenih
tkiva kao Sto su histamin, bradikinin, seroto-
nin, citokini i drugi redukuju prag nadr-
azljivosti nociceptora i direktnog nadrazaja
nociceptora i zapocinju process periferne
senzitizacije.

Ponovljeni bolni nadrazaj prilikom akutne
povrede tkiva u toku hirurSkog zahvata
dovodi do fenomena “vihora” (“wind-up
phenomenon”) , kao komponente centralne
senzitizacije koji vremenski prevazilazi pro-
vokativni nadrazaj.

PatofiziolosSke posledice bola

Posledice neleCenog akutnog postopera-
tivnog bola

Neadekvatna kontrola akutnog bola nakon
operacije moze imati brojne klinicke im-
plikacije, kao Sto su: endokrine (hiper-
glikemija 1 povecano oslobadanje hormona
stresa),  hiperkoagulabilnost  (povecana
verovatno¢a nastanka tromboembolije), res-
piratorne (otezan kasalj i iskaSljavanje sa
mogucénoscu nastanka atelektaze), kardio-
vaskularne (hipertenzija, tahikardija i mio-
kardna ishemija) 1 imunoloske (veca
verovatno¢a nastanka infekcije i1 otezano
zarastanje rana), odloZzene mobilizacije paci-
jenata, produzavanja boravka u bolnici, pov-
ecanja troskova lec¢enja 1 do opSteg nezado-
voljstva pacijenata nacinom lecenja. (Tabela
1).

Tabela 1.

Kardiovaskularni sis-

tem

Tahikardija, hipertenzija, povecana sistemska vaskularna re-
zistencija, povecan sréani rad

Respiratorni sistem

Hipoksija, hiperkapnija, atelektaza; smanjen kasalj, snizen vital-
ni kapacitet (VC), snizen funkcionalni rezidualni kapacitet
(FRC), poremecen ventilaciono-perfuzioni odnos

Gastrointestinalni
sistem

Muka, povracanje, ileus

Urogenitalni sistem

Oligurija, urinarna retencija

Muskuloskeletni  sis-

tem

Skeletno-misi¢ni bol, smanjena pokretljivost, gubitak miSi¢ne
snage, gubitak misi¢ne mase

Koagulacioni sistem

PojaCana agregacija trombocita i hiperkoagulabilnost, smanjeno
oslobadanje antitrombina III, pove¢ano oslobadanje faktora VIII
i von Willebrandovog faktora, inhibicija fibrinolize putem
pojacanog oslobadanja infibitora aktivacije plazminogena ven-
ska staza, tromboembolija, odlozena mobilizacija.8

Endokrini sistem

Vagalna inhibicija, povecana adrenergicka aktivnost, povecan
metabolizam, povecana potroSnja kiseonika, oslobadanje hor-
mona stresa (noradrenalin, adrenalin, kortizol, glukagon, antidi-
uretickog hormon, tromboksan Aj) smanjeno izlu€ivanje in-
sulina, pojacana insulinska rezistencij a’

Centralni nervni sis-

tem

Anksioznost, strah, pospanost, malaksalost, kognitivni deficit,
poremecaj sna

Imunoloski sistem

Imunosupresija, oslobadanje proinflamatornih citokina, azot —
monoksida, derivata arahidonske kiseline, aktivacija neutrofila i
makrofaga sa oslobadanjem TNF, oteZzano zarastanjene rana,
sklonost infekcijama.’?
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Materijal i metode

Ovaj revijalni rad je osmisljen tako da bude
narativni; sistemska evaluacija ranijih ra-
dova koja se tice terapije akutnog postopera-
tivnog bola uopste; sistemska evaluacija
novijih radova koji se ti¢u neuromodulacije
kao dodatne metode le¢enja postoperativnog
bola i njenog veoma vaznog segmenta tran-
skranijalne stimulacije elektricnom strujom
(tSJS).

Pretrazili smo PubMed za abstrakte na eng-
leskom jeziku, koriste¢i termine ,.terapija
akutnog postoperativnog bola®“, ,,neuromod-
ulacija“, ,transkranijalna stimulacija el-
ektricnom strujom®, od 1970. do danas. Bi-
rali smo revijalne radove, otvorene i slepe
studije, kao i meta-analize.

Budu¢i da se kod dece jo§ mnogo faktora
mora uzeti u obzir, ona nisu bila predmet
ovog rada.

Usled obimnosti rada, neka vazna pitanja
koja bi se mogle ticati terapije akutnog post-
operativnog bola (skale za procenu inteziteta
bola, unidimenzionalne i multidimenzional-
ne), su izostavljena.

Princip multimodalnosti

Multimodalna analgezija koja kombinuje
analgetike razli¢itih klasa i razli¢ite anal-
getske tehnike sa razli¢itim mehanizmima
dejstva, preporucuje se u tretiranju akutnog
postoperativnog bola zbog sinergizma tih
dejstava, Sto dovodi do maksimalnog
olakSanja bola pri minimalnim dozama
lekova, u isto vreme smanjujuéi verovatnocu
nezeljenih dejstava lekova.'! Multimodalna
analgezija podrazumeva koriS¢enje farma-
koloskih 1 nefarmakoloSkih metoda u terapiji
akutnog postoperativnog bola.

FarmakoloSka terapija akutnog postoper-
ativnog bola

Od lekova se najCesce koriste lokalni
anestetici i opioidi, ponaosob ili u kombi
naciji, sistemski, regionalno ili lokalno. Da

bi se ostvario maksimalan analgetski efekat,
kombinuju se analgetici sa razli¢itim me-
hanizmima delovanja. Na taj nacin se
postize sinergizam analgetskog delovanja, a
smanjuju se nezeljeni efekti.

Opioidi su stub terapije srednjeg i teskog
postoperativnog bola. Mogu se davati izolo-
vano, ali se najces¢e kombinuju sa drugim
modalitetima analgezije. U pogledu sis-
temskog davanja, najceS¢e se kombinuju sa
NSAIL. Putevi primene su vrlo razliciti,
medutim, ukoliko se ocekuje viSesatno tra-
janje bola i ukoliko pacijent nije u stanju da
uzima lekove per o0s, preporucuje se paren-
teralno davanje. Takode, kod intramuskular-
nog davanja lekova, nesigurni su stepen i
brzina apsorpcije leka, a prema tome i vreme
koje je neophodno da prode do pocetka an-
algetskog dejstva, pa se zato preporucuje
intravensko davanje.

NefarmakoloSke metode

Dok farmakoloska terapija bola uti¢e na so-
matsku (fiziolosku i emocionalnu) dimenziju
bola, dotle nefarmakoloske tehnike deluju na
afektivnu, kognitivnu, bihejvioralnu i soci-
jalno-kulturnu dimenziju bola. Ove tehnike
se koriste kao adjuvantne ili komplemen-
tarlnze kod srednjeg ili visokog intenziteta bo-
la.

Nefarmakoloske metode:
e Povecavaju individualni osecaj
kontrole bola
¢ Smanjuju osecaj slabosti
e Povecavaju aktivnost i funkcionalni
kapacitet
e Smanjuju stres i anksioznost
e Smanjuju fokusiranost pacijenta na
bol
e Smanjuju potrebu za analgeticima,
na taj nac¢in smanjujuci i njihove
nezeljene efekte.
Nefarmakoloske metode koje se koriste u
terapiji bola, pa i postoperativnog bola se
mogu klasifikovati na razliite nacine.
Uopsteno govoreci, dele se na fizicke, kog
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nitivne, bihejvioralne i druge komplemen-
tarne metode ili na invazivne ili neinvazivne
metode. Meditacija, relaksacija, sanjanje,
ritmi¢ko disanje, biofeedback, ritmicko
dodirivanje, transkutana elektricna nervna
stimulacija (TENS), hipnoza, muzikotera-

pija, akupresura i terapija  toplot-
om/hladnoéom, spadaju u neinvazivne
metode.

Neuromodulacija

Tehnike  neuromodulacije  predstavljaju
adjuvantnu nefarmakolo§ku metodu u tera-
piji bola u usponu. Prema definiciji
Medunarodnog udruzenja za neuromodu-
laciju (International Neuromodulation Soci-
ety- INS), neuromodulacija predstavlja
»promenu nervne aktivnosti putem ciljane
isporuke stimulusa, kao $to su elektri¢na
stimulacija ili hemijski agensi, na specificna
mesta nervnog sistema na telu“.*® Sprovodi
se u cilju normalizacije ili modulacije
funkcije nervnog tkiva.

Neuromodulacija, bilo da se radi o el-
ektri¢noj ili magnetnoj, evocira prirodni bi-
oloski odgovor organizma putem stimulacije
aktivnosti nervnih ¢elija, Sto opet dovodi do
toga da populacije nerava oslobadaju neuro-
transmitere poput dopamina ili druge hem-
ijske supstance poput peptida substance P,
koji zatim reguliSu ekscitabilnost 1 obrasce
okidanja impulsa u neuronskim krugovima.
Verovatno postoji i direktan neurofizioloski
efekat na membranu neurona kao mehani-
zam dejstva interakcije elektricne struje i
neuralnih elemenata. Krajnji efekat je ,,nor-
malizacija® funkcije neuronske mreZe iz
prethodnog stanja preturbacije.

Transkranijalna stimulacija mozga jed-
nosmernom strujom (tSJS)

Neinvazivna stimulacija mozga elektricnom
strujom predstavlja adjuvantnu metodu u

usponu u le¢enju hroni¢nih bolnih sindroma,
a u poslednje vreme i lecenju akutnog post-
operativnog ola. Transkranijalna direktna
stimulacija mozga strujom (tSJS) menja
kortikalnu ekscitabilnost modulacijom ispod
praga potencijala neuronske membrane u
mirovanju putem konstantne slabe elektri¢ne
struje.*

Mehanizam delovanja

Analogno farmakoloskim neuromodulatori-
ma tSJS ne indukuje aktivnost neuronske
mreze u mirovanju, ve¢ vr$i modulaciju
spontane neuralne aktivnosti. Usled toga,
intenzitet i smer efekata kriticno zavise od
prethodnog fizioloskog stanja ciljanih neu-
ralnih struktura. tSJS menja prag okidanja
stimulisanih neurona, na taj na¢in menjajuci
1 verovatnocu njihovog okidanja.

Postoje dva oblika stimulacije putem tSJS-a,
anodna i katodna stimulacija. Efekti tSJS-a
na kortikalnu ekscitabilnost su zavisni od
polariteta elektroda, tako da anodni tSJS
pojacava ekscitabilnost, dok katodni smanju-
je, ukoliko se vrsi isporuka elektri¢ne struje
u okviru odredenih parametara.®

Efekti i funkcionalni ishod tSJS-a zavise od
viSe faktora, kao $to su:

e Parametri vezani za tSJS (isporucena
doza, polaritet struje i pozicija el-
ektroda)

e Populacija pacijenata i etiologija
bolesti i

e Dodatna terapija i intervencije

Nacin prolaska struje kroz one delove mozga
koji se ciljaju tokom tSJS-a, zavisi od kon-
figuracije elektroda i anatomije mozga. Oso-
ba koja izvodi tSJS odreduje broj elektroda
(obi¢no > 2), njihov oblik 1 veli¢inu (obicno
sunderi veli¢ine 5x5 ili 5x7 cm), kao i pozi-
ciju elektroda na telu (Slika 1).
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Slika 1. Odredivanje broja i pozicije elektroda pri izvodenju tSJS

Delovi mozga koji su blizi anodi bi trebalo
da povecaju svoju ekscitabilnost, dok bi de-
lovi blizi katodi trebalo da smanje ekscita-
bilnost. Medutim, ova deSavanja variraju u
zavisnosti od upotrebljene doze i stanja
mozga. Uopsteno, ukoliko je cilj povecanje
ili smanjenje mozdane aktivnosti, anoda ili
katoda se plasira iznad Zeljenog dela mozga,
dok se ,,suprotna* elektroda stavlja na kon-
tralateralni supraorbitalni region.

Razlic¢iti su sistemi koji odreduju polozaj
elektroda. Najznacajniji je 10-20 elektro-
encefalografski (EEG) pozicioni sistem, ma-
da postoje i noviji sofisticirani neuronavi-
gacioni sistemi.

tSJS u terapiji akutnog postoperativnog
bola

tSJS je do sada prevashodno koriS¢ena u ter-
apiji  hroni¢nih bolnih sindroma, dok u
poslednjih nekoliko godina sve viSe nalazi
primenu u terapiji akutnog postoperativnog
bola.

Postoperativno primenjena tSJS svojim an-
algetskim efektom uslovljava manju po-
tro$nju opioida, a samim tim i manje nezel-
jenih efekata uslovljenih primenom opioida
(respiratorna depresija, mucnina, povracanje,
opstipacija, svrab, retencija urina). tSJS

najverovatnije potencira efekat egzogeno
primenjenih opioida, na taj nacin smanjujuci
njihovu dozu sa postizanjem istog anal-
getskog efekta. Drugi mogucéi nacin je sman-
jenje endogene percepcije bola, ¢inec¢i da se
sa maréje opioida postize isti analgetski
efekat.!

Korelacija izmedu nivoa BDNT (Brain De-
rived Neurotrophic Factor) iz cerebrospinal-
ne tecnosti 1 klinickog efekta tSJS na akutni
postoperativni bol, ukazuje na uticaj tSJS na
ekscitatorno/inhibitornu ravnotezu central-
nog nervnog sistema, koja modulira trans-
misiju nociceptivnog inputa.’’

Do sada je uradeno nekoliko klini¢kih studi-
ja vezanih za uticaj tSJS na akutni postoper-
ativni bol. Najcesce praceni parametri su bili
postoperativna potrosnja opioida, intenzitet i
kvalitet postoperativhog bola, promena ra-
spolozenja.Vecina studija su bile kontroli-
sane laznom (sham) stimulacijom, random-
izirane, dvostruko slepe. Lazna (sham) stim-
ulacija predstavlja stimulaciju od svega par
sekundi sa kutanom percepcijom stvarne
stimulacije mozga elektriénom strujom. Ova
kratka stimulacija ne menja kortikalnu eksci-
tabilnost.® Lazna stimulacija se u studija-
ma efikasno koristi da bi se obezbedilo da
studija bude ,, slepa“.19

U studijama koje su se bavile uticajem tSJS


https://www.practicalpainmanagement.com/sites/default/files/imagecache/lightbox-large/images/2015/04/13/f1.png

Vol. 45 1-2 2019.

ANESTEZIJA REANIMACIJA TRANSFUZIJA

132

na akutni postoperativni bol, uporedivan je
intenzitet bola i potro$nja opioida izmedu
grupa sa aktivnom i laznom stimulacijom.

U studiji koja sa bavila efektom tSJS na bol
nakon totalne artroplastike kolena, u grupi sa
aktivnom stimulacijom dobijena je za 46%
manja potrosSnja hidromorfona u odnosu na
grupu sa laznom stimulacijom. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u pogledu in-
tenziteta bola.”

U studiji iz 2016, koja se bavila uticajem
tSJS na bol nakon hirurgije lumbalne ki¢me,
Glaser 1 saradnici takode su dobili za 23%
manju potroSnju hidromorfona u grupi sa
aktivnom stimulacijom u odnosu na grupu sa
laznom, takode bez znacajne razlike u
pogledu intenziteta bola izmedu grupa.21

U studiji iz 2013, Dubois i saradnici su se
bavili razlikom u intenzitetu bola i potrosnji
opioida u zavisnosti od polariteta elektroda.
Dosli su do zakljucka da nema statisticke
znacajnosti u pogledu bola i potro$nje opi-
oida izmedu grupa pacijenata sa anodnom,
katodnom i sham stimulacijom.?

U vecini studija je dobijena znacajno manja
potro$nja opioida u grupama sa aktivnom
stimulacijom u odnosu na laznu, bez
znacajne razlike u intenzitetu bola. To go-
vori u prilog Cinjenice da je kod pacijenata
koji su imali tSJS za postizanje istog anal-
getskog efekta bila dovoljna manja koli¢ina
opioida u odnosu na pacijente sa laznom
stimulacijom.

Zakljucak

Rezultati koji su dobijeni pomocu tSJS jesu
obecavajuci, ali u isto vreme pokazuju i vi-
soku varijabilnost. Da bi se pojacala efi-
kasnost ovog potencijalno mocnog tera-
peutskog sredstva, potrebno je da un-
apredimo svoje znanje o mozdanom neuro-
plasticitetu i njegovoj specificnoj modulaciji
putem tSJS, da razvijemo efikasnije tSJS
protokole ne bismo li dobili precizniju stim-
ulaciju i oblikovali efekte tSJS u smislu
povecanja analgetske efikasnosti, smanjenja
individualne varijabilnosti i povecanje inter-
I intraindividualne replicibilnosti ishoda.

Takode, efekti tSJS se mogu povecati
kombinovanjem sa razli¢itim farmakoloskim
agensima, kao i bihejvioralnim tehnikama,
Sto se narocCito pokazalo efikasnim kod paci-
jenata sa cerebrovaskularnim insultom i
depresijom.

Da bi se obezbedio efektivan, konzistentan i
replicibilan pristup, mora se pro¢i adekvatan
trening za rukovanje tSJS-om. Dakle, prili-
kom koris¢enja ove naizgled ,,jednostavne*
metode, mora se najpre voditi racuna o sig-
urnosti pacijenta.

Iz klinicke pespektive tSJS je veoma
atraktivna, jer je portabilna, ,,user friendly*,
sa malim troSkovima. Bez obzira na sva
ogranicenja koja su iznad navedena, smatra
se da je u tSJS-u veliki potencijal i da ¢e us-
koro imati trajno mesto u klinickim uslo-
vima.
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMANJE RADA

Casopis "ANESTEZIJA, REANIMACIJA,
TRANSFUZIJA™ je casopis UdruZzenja anestezista,
reanimatora i tranfuzista Srbije registrovan kao gl-
asilo javnog informisanja 1982. godine, u kojem se
objavljuju radovi ¢lanova Udruzenja, i ¢lanova drugih
drustava medicinskih i srodnih struka. Casopis obja-
vljuje: originnalne radove, sa-opstenja, prikaze boles-
nika, preglede iz literature, radove iz istorije medi-
cine, radove za praksu, vodice kilnicke prakse.
Prispeli rukopis Uredivacki odbor salje recenzentima
radi stru¢ne procene. Ukoliko recenzenti predloze izm-
ene ili dopune, kopija recenzije se dostavlja autoru s
molbom da unese trazene izmene u tekst rada ili da
argumentovano obrazlozi svoje neslaganje s prime-
dbama recenzenta. Kona¢nu odluku o prihvatanju rada
za stampu donosi glavni i odgovorni urednik.

Casopis se stampa na srpskom jeziku, sa krat-
kim sadrzajem prevedenim na engleski jezik. Ra-
dovi stranih autora se stampaju na engleskom jeziku
sa kratkim sadrzajem na srpskom i engleskom
jeziku.

OPSTA UPUTSTVA

Tekst rada kucati u programu za obradu teksta Word,
latinicom, sa dvostrukim proredom, iskljucivo fon-
tom Times New Roman i veli-¢inom slova 12 tacaka
(12 pt). Sve margine podesiti na 25 mm, veli¢inu str-
anice na A4, a tekst kucati salevim poravnanjem i
uvlac¢enjem sva-kog pasusa zal0 mm,
bez deljenja reci (hifenacije). lzbegavati upotrebu
tabulatora i uzastopnih prazni h karaktera (spejsova)
radi poravnanja teksta, ve¢ za to koristiti alatke za
kontrolu poravnanja na lenjiru i Toolbars. Posle
svakog znaka interpunkcije staviti samo jedan pr-
azan karakter. Ako se u tekstu koriste specijalni znaci
(simboli), koristiti font Symbol.
Rukopis rada dostaviti e-mail-om, odstampan jed-
nostrano na beloj hartiji formata A4 u tri primerka,
zajedno sa disketom ili diskom (CD) na koje je sn-
imljen identican tekst koji je i na papiru. Stra-
nice numerisati redom u okviru donje margine, pocev
od naslovne strane. Podaci o korigc¢enoj literaturi u
tekstu oznacavaju se arapskim brojevima u uglastim
zagradama — npr. [1, 2], i to onim redosledom kojim
se pojavljuju u tekstu.
Naslovna strana: Na posebnoj, prvoj stranici
rukopisa treba navesti sledece:
- naslov rada bez skraéenica;
- puna imena i prezimena autora ikoautora

(bez titula) sa taénom godinom roedenja

svakog od njih;
- zvani¢an naziv ustanova u kojima au-

tori rade i mesto, i to redosledomkoji

odgovara indeksiranim brojevima autora;

- ukoliko je rad prethodno saopsten
na nekom stru¢nom sastanku, navesti
zvanican naziv sastanka, mesto i vreme
odrzavanja;

- na dnu stranice navesti ime i prezime,
kontakt - adresu, broj telefona, faksa
i e-mail adresu jednog od autora
radi korespondencije.

Autorstvo: Sve osobe koje su navedene kao autori
rada treba da se kvalifikuju za autorstvo. Svaki
autor treba da je dovoljno ucestvovao u radu na ru-
kopisu kako bi mogao da preuzme odgovornost za
celokupan tekst i rezultate iznesene u radu. Autorstvo
se zashiva samo na:

- bitnom doprinosu koncepciji rada, dobijanju
rezultata ili analizi i tumacenju rezultata, plani-
ranju rukopisa ili njegovoj kritickoj reviziji
od znatnog intelektualnog znacaja,

- zavrsnom doterivanju verzije rukopisa koji se
priprema za Stampanje.

Autori treba da priloze opis doprinosa u rukopis

za svakog koautora pjedinacno. Fiansiranje, sa-

kupljanje podataka ili generalno nadgledanje istra-
zivacke grupe sami po sebi ne mogu opravdati au-

torstvo. Svi drugi Kkoji su doprineli izradi rada, a

koji nisu autori rukopisa,trebalo bi da budu navedeni

u zahvalnici s opisom njihovog rada, naravno, uz

pisani pristanak.

Kratak sadriaj — SAZETAK: Uz originalni rad,
saopstenje, prikaz bolesnika, pregled iz literature,
rad iz istorije medicine i rad za praksu, na posebnoj
stranici treba priloziti kratak sadrzaj rada obima
200-300 reci. Za originale radove kratak sadrzaj
treba da ima sledecu strukturu: uvod, cilj rada, metod
rada, rezultati i zakljuéak. Svaki od navedenih seg-
menata pisati kao poseban pasus, Kkoji pocinje
boldovanom  re¢i "Uvod","Cilj rada","Metod rada "
,"Rezultati”i "Zakljucak™".Navesti najvaznije rezultate

(numericke vrednosti) statisticke analize i nivo
znacajnosti.
Kljuéne reéi: Ispod kratkog sadrzaja navesti

kljuéne rec¢i (od tri do Sest). U izboru klju¢nih reci
koristiti Medical Subject Headings — MeSH
(http://gateway.nlm.nih.gov).

Prevod na engleski jezik: Na posebnoj stranici otku-
cati naslov rada na engleskom jeziku, punaimena i
prezimena autora, nazive ustanova na engleskom
jeziku i mesto.

Na sledecoj stranici priloziti kratak sadrzaj na eng-
leskom jeziku (Abstract) sa kljuénim recima (Key
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sadrzaj na srpskom jeziku, koji treba da ima 200-300
reCi. Apstrakt na engleskom treba da ima istu
strukturu kao i kratak sad rzaj na srpskom.Prevesti
nazive tabela, grafikona, slika, shema, celokupni srp-
ski tekst u njima i legendu.

Struktura rada: Svi podnaslovi se pisu velikim
slovima i boldovano.Originalni rad treba da ima
slede¢e podnaslove: uvod, cilj rada, metod rada,
rez ultati, diskusi-ja, zakljucak, literatura.

Prikaz bolesnika ¢ine: uvod, prikaz bolesnika, diskusi-
ja, zakljucak, literatura. Ne treba koristiti imena
bolesnika, inicijale ili brojeve istorija bolesti,
narocito u ilustracijama.

Pregled iz literature cine: uvod, odgovarajuéi pod-
naslovi, zakljucak, literatura. Pregledne rado-ve iz
literature mogu objavljivati samo autori koji navedu
najmanje pet autocitata (reference u kojima su ili
autori ili koautori rada).

Tekst rukopisa: Koristiti kratke i jasne recenice.
Prevod pojmova iz strane literature treba da bude u
duhu srpskog jezika. Sve strane reci ili sintagme za
koje postoji odgovarajuce ime u nasem jeziku zameni-
ti tim nazivom.

Za nazive lekova koristiti iskljucivo genericka imena.
Uredaji (aparati) se oznacavaju trgovackim nazivima,
a ime i mesto proizvodaca treba navesti u oblim
zagradama. Ukoliko se u tekstu Kkoriste oznake koje
su spoj slova i brojeva, precizno napisati broj koji
se javlja kao ekspo-nent ili kao indeks (npr.99Tc, IL-
6, 02, B12, CDS8).

Skracenice: Kaoristiti samo kada je neophodno, i to
za veoma dugacke nazive hemijskih jedinjenja, od-
nosno nazive koji su kao skracenice ve¢ prepoznatljivi
(standardne  skracenice, kao npr. DNK). Za
svaku skracenicu pun termin treba navesti pri
prvom navodenju u tekstu, sem ako nije standardna
jedinica mere. Ne Kkoristiti skracenice u naslovu.
Izbegavati koris¢enje skracenica u kratkom sadrzaju,
ali ako su neophodne, svaku skra¢enicu ponovo objas-
niti pri prvom navodenju u tekstu.

Decimalni  brojevi: U tekstu rada decimalne
brojeve pisati sa zarezom, a u tabelama, na grafikoni-
ma i drugim prilozima, buduéi da se u njima
navodii prevod na engleskom jezi-ku, decimalne
brojeve pisati sa tackom (npr. u tekstu ce biti
12,5+3,8, a u tabeli 12.5+3.8). Kad god je moguce
broj zaokruziti na jednu deci-malu.

Jedinice mere: Duzinu, visinu, tezinu i zapreminu
(volumen) izrazavati u metrickim jedinicama
(metar—m, kilogram—kg, litar-1) ili njihovim delo-
vima. Temperaturu izrazavati u stepenima Celzijusa
(°C), koli¢inu supstance u molima (mol), a pritisak
krvi u milimetrima zivinog stuba (mm Hg). Sve

merenja nvoditi u metrickom sistemu prema Internaci-
oalnom sistemu jedinica (SI).

Obim rukopisa: Celokupni rukopis rada - Kkoji
¢ine naslovna strana, kratak sadrzaj, tekst rada,
spisak literature, svi prilozi, odnosno potpisi za njih i
legenda (tabele, fotografije, grafikoni, sheme, crtezi),
naslovna strana i kratak sadrzaj na engleskom
jeziku — mora iznositi za originalni rad, saopstenje,
pregled iz literature i vodi¢ klinicke prakse do
5.000 reci, za prikaz bolesnika do 2.000 reci, za rad iz
istorije medicine do 3.000 redi, za rad za praksu do
1.500 reci; radovi za ostale rubrike moraju imati
do 1.000 reci.

Provera broja re¢i u dokumentu moze se izvrsiti u
programu  Word kroz podmeni  Tools ~-Word
Count ili File—Properties—Statistics.

Tabele: Tabele se oznacavaju arapskim brojevima
po redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na
srpskom i engleskom jeziku. Tabele raditi iskljuci-
vo u programu Word, kroz meni Table— Insert—
Table, uz definisanje tacnog broja kolona i redova
koji ¢e ciniti mrezu tabele. Desnim klikom na misu
— pomocu opcija Merge Cells i Split Cells — spajati,
odnosno deliti ¢elije. U jednu tabelu, u okviru iste
¢elije, uneti i tekst na srpskom i tekst na engleskom
jeziku — nikako ne praviti dve tabele sa dva jezikal!
Koristiti font Times New Roman, veli¢ina slova 12
pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja teksta.
Kori$éene skracenice u tabeli treba objasniti u legendi
ispod tabele na srpskom i engleskom jeziku.
Svaku tabelu odstampati na posebnom listu papira i
dostaviti po jedan primerak uz svaku kopiju rada
(ukupno tri primerka tabele za rad koji se predaje).

Fotografije: Fotografije se oznacavaju arapskim
brojevima po redosledu navodenja u tekstu, sa
nazivom na srpskom i engleskom jeziku. Za svaku
fotografiju dostaviti tri primerka ili tri seta u odvojen-
im kovertama. Primaju se iskljuc¢ivo originalne foto-
grafije (crno-bele ili u boji), na sjajnom (glat-
kom, a ne mat) papiru,po moguéstv u formata 9x13
cm ili 10x15 cm.

Na poledini svake fotografije staviti nalepnicu. Na
njoj napisati redni broj fotografije i strelicom oz-
naciti gornji deo slike. Voditi racuna da se fotografije
ne ostete na bilo koji nagin.

Fotografije ~ snimljene  digitalnim fotoaparatom
dostaviti e-mail-om, na CD-u i odstampane na papiru,
vodeci racuna o kvalitetu (ostrini) i wvelig¢ini digi-
talnog zapsa. Pozeljno je da rezolucija bude
najmanje 150 dpi, format fotografije 10x15 cm, a
format zapisa*.JPG.

Ukoliko autori nisu u mogucnosti da dostave origi-
nalne fotografije, treba ih skenirati kao Grayscale sa
rezolucijom 300 dpi, u originalnoj veli¢ini i snimiti na
CD-u.Fotografije se mogu objaviti u boji, ali dodatne
troskove stampe snosi autor.
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Grafikoni: Grafikoni treba da budu uradeni i
dostavljeni u programu Excel, da bi se videle
pratece vrednosti rasporedene po celijama. Iste grafi-
kone linkovati i u Word -ov dokument, gde se grafi-
koni oznadavaju arapskim brojevima po redosledu
navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom i
engleskom jeziku. Svi podaci na grafikonu kucaju
se u fontu Times New Roman, na srpskom i eng-
leskom jeziku.Koris¢ene skracenice na grafikonu
treba objasniti  u legendi ispod grafikona na
srpskom i engleskom jeziku.Svaki grafikon odstam-
pati na posebnom listu papira i dostaviti po jedan
primerak uz svaku kopiju rada (ukupno tri primerka
za rad koji se prdaje).

Sheme (crtezi): Sheme raditi u programu Corel
Draw ili Adobe llustrator (programi za rad sa
vektorima, krivama). Svi podaci na shemi kucaju se u
fontu Times New Roman, na srpskom i
engleskom jeziku, veli¢ina slova 10 pt.

Koris¢ene skrac¢enice na shemi treba objasniti u legen-
di ispod sheme na srpskom i enleskom jeziku.
Svaku shemu odstampati na posebnom listu papira i
dostaviti po jedan primerak uz svaku kopiju rada
(ukupno tri primerka za rad koji se predaje).

Zahvalnica: Navesti sve one koji su doprineli
stvaranju rada a ne ispunjavaju merila za autorstvo,
kao sto su osobe koje obezbeduju tehni¢ku pomog,
pomo¢ u pisanju rada ili rukovode odeljenjem koje
obezbeduje opstu po drsku. Finansijska i materijalna
pomoé¢, u obliku sponzorstva, stipendija, poklona,
opreme, lekova i drugo, treba takode da bude
navedena.

Literatura: Reference numerisati rednim arapskim
brojevima prema redosledu navodenja u tekstu.
Broj referenci ne bi trebalo da bude veéi od 30,
osim u pregledu iz literature, u kojem je dozvoljeno da
ih bude do 50, dok za vodi¢e klinicke prakse broj
referenci nije ograni¢en. Broj citiranih originalnih
radova mora biti najmanje 80% od ukupnog broja
referenci, odnosno broj citiranih knjiga, poglavlja u
knjigama i preglednih ¢lanaka manji od 20%.
Izbegavati koriscenje apstrakta kao reference, a ap-
strakte starije od dve godine ne citirati. Reference
¢lanaka koji su prihvaceni za stampu treba oznagiti
kao "u stampi" (in press) i priloziti dokaz o pri-
hvatanju rada.

Reference se citiraju prema tzv. vankuverskim pravil-
ima (Vankuverski stil), koja su zasnovana na formati-
ma koja koriste National Library of Medicine i
Index Medicus. Naslove ¢asopisa skracivati takode
prema nacinu koji  koristi Index Medicus (ne
stavljati tacke posle skracenica!). Za radove koji
imaju do Sest autora navesti sve autore. Za radove
koji imaju vise od Sest autora navesti prva tri i et
al. Stranice se citiraju tako §to se navede pocetna
stranica, a krajnja bez cifre ili cifara koje se

ponavljaju (npr. od 152. do 157. stranice navodi se:
152-7).

Prilikom navodenja literature treba se pridrza-
vati pomenutog standarda, jer je to vrlo bitan
faktor za indeksiranje prilikom klasifikacije
nau¢nih ¢asopisa. Pravilnim navodenjem literature
Srpski arhiv bi dobio na kvalitetu i bolje bi se
kotirao na listi svetskih nau¢nih ¢asopisa.

Primeri:

1. Clanak u &asopisu:
Maisch B, Seferovic PM, Ristic AD, et al. Guide
lines on the diagnosis and management of pericar-
dial diseases. Executivesummary.Eur Heart J
2004; 25(7): 587 -610.

2. Poglavlje u knjizi:

Maisch B, Ristic AD, Funck R, et al. Dilated car-
diomyopathies and congestive heart failure. In:
Singal PK, Dixon IMC, Kirshenbaum LA, Dhal-
la NS, editors. Cardiac Remodeling and Fai lure.
Bos- ton-Dordrecht-London:Kluwer  Academic
Publis he- rs; 2003. p.35-65.

3. Knjiga:

Seferovic PM, Spodick DH, Maisch B, editors,
Maksimovic R, Ristic AD, assoc. editors. Perica
r- diology: Contemporary Answers to Continuing
Challenges. Beograd: Nauka; 2000.

Propratno pismo:

Uz rukopis obavezno priloziti pismo koje su
potpisali svi autori, a koje treba da sadrzi:

» punaimena i prezimena autora (bez
titula) sa tatnom godinom rodenja
sva kog od njih;

» izjavu da rad prethodno nije pub-
likovan i da nije istovremeno podnet
za objavljivanje u nekom drugom
casopisu i

» izjavu da su rukopis pro¢itali i odobrili

svi autori koji ispunjavaju merila au

torstva.
Propratno pismo mora biti potpisano,
skenirano i u PDF ili JPG formatu poslato
elektronski uz rad.
Takode je potrebno dostaviti kopije svih
dozvola za:reprodukovanje  prethodno
objavljen-og materijala, upotrebu ilustraci-
ja i ojavljivanje informacija o poznatim
linostima ili imeno-vanje osoba koje su
doprinele izradi rada.
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Slanje rukopisa: Rukopis rada i svi prilozi uz rad dostavljaju se u elektronskoj
formi putem e-mail-a glavnom uredniku Casopisa ili u pisanoj formi, zajedno
sa CD - om na kome je snimljen identican rad koji je u papirnoj formi. Rad se salje
preporucenom posiljkom na adresu:

Udrzenje anestezista, reanimatora i transfuzista Srbije
ul. Svetog Save 39, 11000 Beograd,
sa naznakom za ¢asopis ANESTEZIJA, REANIMACIJA, TRANSFUZIJA

E-mail: udruzenjeart@gmail.com
Telefon glavnog urednika: 064 2400-652

E-mail glavnog urednika: dragoslavitov@gmail.com

Napomena:

Rad koji ne ispunjava uslove ovog uputstva ne moze biti upuéen na recenziju i
bi¢e vra-¢en autorima da ga dopune i isprave. Pridrzavanjem uputstva za pisanje
rada znatno ¢e se skratiti vreme celokupnog procesa do objavljivanja rada
u casopisu, Sto ¢e pozitivno uticati na kvalitet i redovnost izlazenja ¢aso-
pisa.
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Kvalitet je bitan
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unifarm
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