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ABSTRACT

For over 100 years the erythrocyte cell membrane attracted interest of transfusiologists
mainly due to the antigens localized on their surface and associated risks of patient
alloimmunisation and therefore the need of serological selection of donor's and reci-
pient's blood. Presently it is known that RBC antigens and other membrane proteins play
important transport and protective functions, and are involved in adhesion, maintenance
of cell shape and in the process of aging and phagocytosis. Since the available results of
retrospective clinical observations suggest an adverse effect of transfusion on selected
groups of patients, it is important to undertake studies on the changes taking place
within the cell membrane of erythrocytes stored in blood banks. Flow cytometric analysis
of stored leucodepleted or non-leucodepleted erythrocyte concentrates, revealed signifi-
cant changes in the level of expression of many RBC surface molecules: CD44, CD47,
CD55, CD58, CD59, CD235a (GPA). In parallel, a significant development of proteomic
analysis of stored RBCs is observed. Stored RBCs offer less variability of biological mate-
rial, caused by drugs, illnesses, etc. when compared with clinical proteomics studies;
however, the complexity of the methodology and the lack of uniform and comparable
procedures may cause misinterpretation and even create artifacts. Still, modern research
methods offer hope for the elaboration of aging biomarkers of stored RBCs as well as for
raising the level of transfusion medicine quality.
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Przechowywanie koncentratéw krwinek czerwonych (KKCz)
w bankach krwi podlega $cisle okreslonym rygorom gwaran-
tujacym najwiekszg skuteczno$¢ i bezpieczenstwo trans-
fuzji. Procedury preparatyki, stosowane pojemniki, plyny
konserwujace i wzbogacajace sg w réznych krajach podobne
i maksymalny termin waznosci tego sktadnika krwi wynosi
42 dni. Zgodnie z wymogami FDA (Food and Drug Administra-
tion), po 24 godzinach od przetoczenia 75% krwinek
w koncowym okresie przechowywania musi byé obecnych
w krazeniu biorcy [1]. Tak okreSlong jakos¢ sprawdza sie,
podajac ochotnikom autologiczne KKCz znakowane radio-
aktywnie lub allogeniczne KKCz rdznigce sie wybranym
antygenem. W drugim przypadku dobrym narzedziem oceny
jest cytometr przepltywowy umozliwiajgcy wykrycie malej
populacji krwinek czerwonych dawcy w prébce krwi biorcy.
Kontrole jakosci pokazuja, ze odzysk przechowywanych
erytrocytéw w ubogoleukocytarnych koncentratach krwinek
czerwonych (UKKCz) zazwyczaj wynosi ok. 84%. Jednoczes-
nie stwierdzano indywidualne réznice miedzy wolontariu-
szami wplywajgce na otrzymywane wyniki.

Od wielu lat znane i cytowane sg opinie o zmianach
biochemicznych zachodzgcych w przechowywanych erytro-
cytach. Polegajg one na spadku stezenia 2,3DPG i ATP, czyli
wysokoenergetycznych metabolitéw, ktére wplywajg na
powinowactwo hemoglobiny do tlenu oraz na elastycznosé
krwinek czerwonych [2]. Dodatkowo sugeruje sie upo$ledze-
nie transportu tlenku azotu, odpowiedzialnego za rozszerza-
nie naczyn wlosowatych w niedotlenionych tkankach.
Znane sg zaburzenia elektrolitowe, w tym ,,ucieczka” jonéw
potasu z wnetrza komoérek na zewnatrz. Zmiany te majg
W znacznym stopniu wraca¢ do normy, gdy krwinki czer-
wone znajdg sie w naturalnym Srodowisku krwi biorcy.

Badania na zwierzetach wykazaly, Ze pozanaczyniowe
niszczenie starych krwinek dostarcza duzej ilosci niezwigza-
nego z transferyng zelaza do ukladu siateczkowo-$rédbtonko-
wego, co wzbudza wytwarzanie cytokin i moze prowadzi¢ do
uogdlnionego procesu zapalnego [3]. Cytokiny mogg tez
pochodzi¢ z nieusunietych leukocytéow, a plytki krwi po
rozpadzie dostarczajg prokoagulacyjnych ziarnistosci. Warto
zwrdci¢é uwage, ze przetaczajgc 4 jednostki ,,starego” KKCz,
z ktérych 25% moze hemolizowad, dopuszcza sie mozliwosé
catkowitego rozpadu jednej jednostki krwinek czerwonych.
Obecno$¢ uwalnianego zelaza indukuje wzrost bakterii
i moze sprzyja¢ ryzyku zakazen w przypadku stosowania
dlugo przechowywanych KKCz [4]. Zakazenia zimnolubnymi
bakteriami Serratia marcesans, Yersinia enterocolitica, Aeromonas
sp. sg rzadkie, ale gdy bakterie dzielg sie tylko raz na dzien, to
po 27 dniach z jednej bakterii powstaje 10° organizméw
i chociaz tylko jedna na 2000 jednostek KKCz zawiera bakterie
ze skéry lub krwi dawcy, a jedna na 5 000 000 jednostek KKCz
daje objawy zakazenia u chorego, to powiklanie takie jest
niebezpieczne, a jego ryzyko wzrasta z wydluzaniem czasu
przechowywania.

Jezeli istnieje potencjalnie wigksze ryzyko powiklan po
przetoczeniu krwinek ,,starych” niz ,$wiezych”, to powstaje
pytanie: czy czas przechowywania KKCz powinno sie skréci¢?
Jesli odpowiedz bedzie brzmiec ,,tak”, to ograniczy sie zmiany
reologiczne i spadek zdolnosci do utlenowania tkanek,
zmniejszy sie ilo§¢ uwalnianych czasteczek bioaktywnych
oraz ograniczy mozliwo$¢ zakazenia. Jednak odpowiedz ,nie”

wydaje sie koniecznoscig. W wiekszosci bankéw krwi wyko-
rzystuje sie 99% jednostek KKCz w terminie do 42 dni, a do 21
dni tylko 30% [5]. Strata 2/3 donacji, przy nieudowodnionym
znaczeniu zmian w KKCz i jednoczesnych zdolnosciach
naprawczych organizmu biorcy, uniemozliwitaby dostep do
odpowiednich dla ratowania zycia objetosci krwi. W tej
sytuacji warto rozwazy¢ szczegblne podejécie do transfuzji
krwi u pewnych grup dorostych chorych i ewentualne dosto-
sowal dla nich przepisy, podobnie jak w praktyce leczenia
krwig ptodéw, noworodkéw i niemowlat.

W spoczynku wiekszo$¢é tkanek pobiera 25-35% dostep-
nego tlenu, ale serce, nerki i mézg 55-70% [5]. Chorzy klinik
neurologicznych, nefrologicznych i kardiologicznych sa
potencjalnie bardziej narazeni na skutki niedokrwistosci
i hemolizy. Pacjenci z choroba niedokrwienng serca, w tym
z ostrymi zespolami wiencowymi, byli dotychczas czestym
obiektem klinicznych badan retrospektywnych. Oprécz niedo-
tlenienia, grozne w skutkach sg dla nich zaburzenia krzepnie-
cia zwigzane z aktywacjg dopelniacza, uwalnianiem ziarni-
stosci plytek krwi i cytokin zapalnych oraz nadmiar jonéw
potasu bezposrednio wplywajgcych na czynno$¢ miesnia
sercowego. Wyniki badan wykazaly wieksza Smiertelnosé
i dtuzszg hospitalizacje pacjentéw leczonych krwig niz niele-
czonych, w tym gtéwnie chorych, ktérym przetaczano
»stare”, niepozbawione leukocytéw KKCz, w stosunku do
chorych leczonych ,$wiezymi” jednostkami filtrowanymi,
czyli ubogoleukocytarnymi [6-12]. Czesto odnotowywano nie-
wydolno$¢ nerek, zakazenia, w tym sepse, oraz nieimmuno-
logiczng ostrg poprzetoczeniowg niewydolnosé oddechowsg
(transfusion related acute lung injury; TRALI), np. z powodu
uwalniania lipidéw aktywujacych neutrofile. Miedzy innymi,
kliniczne badania kanadyjskie z 2010 roku objely 32580
chorych z ostrym zespolem wienncowym i wykazatly, ze 909
(2,8%) z nich otrzymalo co najmniej jedng jednostke UKKCz
(1-21) w ciggu 10 dni po zabiegu [13]. Oceniano przezycie
w ciggu 30 dni i statystycznie wykazano, ze transfuzja
przechowywanych KKCz byla dodatkowym czynnikiem
ryzyka dla tych chorych. Inne badania dotyczyly 4933 pacjen-
tow, ktérzy otrzymali w sumie 21435 jednostek UKKCz,
najczesciej 3, srednio przechowywane przez 17 dni. Poniewaz
535 pacjentéw zmarlo, oceniono zalezno$¢ czasu przechowy-
wania KKCz i $mierci w szpitalu [12]. Statystycznie istotnie
wieksza Smiertelno$¢ zalezata od objetosci przetoczonej krwi
oraz od czasu przechowywania gtéwnie powyzej 28 dni.
Uznano, ze nalezy rozwazy¢ zasadno$¢ dalszego stosowania
KKCz w koncowym okresie waznoSci u pacjentéw z cho-
robami uktadu sercowo-naczyniowego, gdyz skutek transfuzji
moze by¢ odwrotny od zamierzonego. Pod koniec 2011 roku
przeprowadzono analize 103 publikacji dotyczacych nieko-
rzystnych skutkéw transfuzji i stwierdzono, ze ciggle brak
jednoznacznej opinii na ten temat i tym samym konieczna
jest wspoélpraca miedzynarodowa z zaprojektowaniem badan
prospektywnych uwzgledniajacych ocene chorych oraz pre-
paratyke krwi, roztwory, plastyfikatory itp. [5].

Z drugiej strony, dostepno$¢ nowych metod laboratoryj-
nych sklania do badan nad przechowywanymi krwinkami
czerwonymi. Od 100 lat blona komérkowa erytrocytu wzbu-
dza zainteresowanie transfuzjologéw ze wzgledu na zlokali-
zowane na jej powierzchni antygeny, zwigzane z nimi
ryzyko alloimmunizacji oraz konieczno$é¢ serologicznego
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Tabela I - Badane czasteczki CD i ich gléwne funkcje

Table I - Tested CD molecules and their main functions

CD44 adhezja

CD47 udziat w makrokopmleksie Rh,
adhezja, ochrona przed fagocytozg

CD55 inhibitor dopelniacza (DAF; Decay
Accelerating Factor)

CD58 adhezja

CD59 inhibitor dopetniacza (MIRL I; Mem-

brane Inhibitor of Reactive Lysis I)
udzial w starzeniu sie erytrocytéw,
inhibitor dopelniacza MIRL II

CD235a (GPA)

doboru dawcy i biorcy krwi. Obecnie wiadomo, ze no$niki
antygenéw grupowych sg biatkami stanowigcymi integralng
cze$¢ blony komoérkowej i pelnig role transporteréw oraz
kanaléw (uktady: Rh, RhAG, Diego), czasteczek adhezyjnych
i receptoréw (uktady: LW, Lutheran, Indian, Duffy, MNS) i sg
inhibitorami ukladu dopelniacza (uklady: Dombrock, Cro-
mer) [13]. Czes¢ tych struktur tworzy makrokompleks odpo-
wiedzialny za najwazniejsze funkcje zyciowe krwinek czer-
wonych, zwigzane z wymiang gazowa oraz za utrzymanie
ksztattu, poprzez oddzialywanie z biatkami cytoszkieletu,
a takze za czas przezycia zalezny od zmian w blonie
komérkowej [14]. Metody serologiczne wykazaly pewne
zmiany w ekspresji antygenéw grupowych oraz tworzenie
neoantygendéw starzenia [15, 16]. Dostepno$¢ przeciwciat
monoklonalnych skierowanych do innych czasteczek
powierzchniowych oraz mozliwosé ich oceny czulg, swoistg
i obiektywng metodg cytometrii przeptywowej sklonita nie-
ktérych autoréw, w tym nas, do podjecia badan nad krwin-
kami czerwonymi przeznaczonymi do transfuzji. Dotychczas
najwiecej publikacji poSwiecono czgsteczce CD47, transblono-
wej glikoproteinie o wtasnosciach adhezyjnych. Przypisuje
sie jej znaczenie ochronne przed niszczeniem wiasnych

komoérek [17-20]. Wigzanie CD47 z SIRPa (signal regulatory
protein) na makrofagach daje sygnal hamujacy erytrofagocy-
toze. Opisano spadek ekspresji CD47 o 30% na krwinkach
»starych” w stosunku do ,,mlodych”, stwierdzono krotki czas
przezycia przetoczonych erytrocytow CD47,,; oraz wystgpie-
nie niedokrwisto$ci autoimmunohemolitycznej (NAIH)
u takich osobnikéw. Badania te prowadzono na modelach
mysich i mozna mie¢ watpliwosci, czy te same mechanizmy
wystepujg u ludzi. Dotychczas nie stwierdzono spadku CD47
oraz czgsteczek CD35 i CD59 u chorych na NAIH [21]. Nie
obserwowano zwiekszonego oddzialywania krwinek Rhpyy
z monocytami krwi obwodowej mimo skréconego czasu
przezycia i obnizonej ekspresji CD47 [22].

Wybrane przez nas do badan czasteczki i ich funkcje
przedstawiono w tabeli I. Zmiany ich ekspresji moglyby
mie¢ zwigzek z opisywanymi i wyzej przedstawionymi
niekorzystnymi skutkami przetaczania dtugo przechowywa-
nych KKCz. Dotychczas przeprowadzono analizy staty-
styczne uzyskanych wynikéw $redniego nasilenia fluores-
cencji dla kazdej czasteczki oraz liczby znakujacych sie
komérek w KKCz ,Swiezych” (2-3 dni od pobrania)
i ,starych” (42 dni), przechowywanych z leukocytami oraz
ubogoleukocytarnych. Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekspre-
sja wiekszosci czasteczek ulegla istotnym statystycznie
zmianom podczas przechowywania (dane niepublikowane).
Rycina 1 przedstawia te zmiany na przyktadzie czasteczek
CD47 i CD55. Najwigksze réznice przy p < 0,0001 odnoto-
wano dla CD47 miedzy ,$wiezymi” UKKCz (grupa II)
i,,starymi” KKCz, (grupa III), ale w przypadku czasteczki CD55
wplyw na wzrost jej ekspresji miata tylko obecno$é leukocy-
téw, niezaleznie od czasu przechowywania (grupy Ii II us III
i IV). Wzrostowi Sredniej ekspresji nie zawsze towarzyszyta
wieksza liczba silnie wyznakowanych erytrocytéw — w przy-
padku CD47 najwiecej bylo ich w ,,$wiezych” UKKCz. Zalez-
nie od czasu i sposobu przechowywania obserwowano tez
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Ryc. 1 - Poréwnanie ekspresji czasteczek CD47 i CD55 na krwinkach czerwonych w UKKCz ,,starych” (I), UKKCz ,,Swiezych”

(1), KKCz ,,starych,, (II) i KKCz ,,Swiezych” (IV) (wlasne wyniki)

Fig. 1 - Comparison of CD47 and CD55 expression on RBCs in leucodepleted ‘“‘old” (I) and “‘fresh” (II), non-leucodepleted ‘‘old’’ (I1I) and

“fresh” (IV) units (own results)
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rézne i zmieniajgce sie subpopulacje krwinek czerwonych.
Po zakonczeniu badan w dodatkowych punktach czasowych
ich wyniki bedg przedstawione w publikacji oryginalnej.

Dotychczasowe obserwacje wlasne oraz doniesienia in-
nych autoréw wykazaly, Ze zasadne jest poszukiwanie
zmian w obrebie blon komédrkowych krwinek czerwonych
podczas ich przechowywania w bankach krwi. Dalszym
krokiem moze by¢ szczegdtowe ich zdefiniowanie poprzez
analize proteomiczng.

Termin proteomika wprowadzono w potowie lat 90. dla
okre$lenia kompleksowego procesu poznawania wszystkich
biatek w liniach komoérkowych, tkankach, ptynach ustrojo-
wych lub catych organizmach. Celem proteomiki jest analiza
i charakterystyka proteomu, a nie jego pojedynczych sklad-
nikéw, co lacznie z genomika, metabolomikg i innymi
,,-omikami” moze przyczynic sie do zrozumienia funkcjono-
wania organizméw. Oprécz proteomicznych badan podsta-
wowych rozwija sie proteomika kliniczna, ktérej celem jest
poszukiwanie réznic w proteomie oséb zdrowych i chorych
oraz wskazanie biomarkeréw konkretnych choréb. Czesto
stosowanym narzedziem do badan proteomicznych jest
spektrometria mas (MS), za pomoca ktérej przeprowadza sie
analize zlozonych mieszanin biatkowych oraz identyfikacje
i ocene ilosci poszczegdlnych jej skladnikéw. W drodze
enzymatycznego trawienia uzyskuje sie peptydy, poddaje
sie je jonizacji, rozdzieleniu w polu magnetycznym lub
elektrycznym i ocenia za pomocg pomiaru parametru, ktéry
wyraza stosunek masy peptydu do jego ladunku. Wartosci
uzyskane w postaci tzw. widm masowych sg analizowane
za pomocg oprogramowania wykorzystujagcego specjali-
styczne algorytmy i prowadzg do identyfikacji bialek zawar-
tych w probce. Wspdlczesne spektrometry masowe zbudo-
wane s3a z trzech czesci: jonizatora, analizatora masy
i detektora, potgczonych z urzadzeniem (np. HPLC; High
Pressure Liquid Chromatography, wysokoci$nieniowa chroma-
tografia cieczowa) do wstepnego frakcjonowania analizowa-
nej préoby. W zaleznoséci od budowy i zasady dzialania
istniejg rézne techniki frakcjonowania, jonizacji oraz anali-
zowania mas. Obecnie najczesciej stosuje sie dwie techniki
jonizacji: tzw. MALDI czyli desorpcja laserowa z udziatem
matrycy (Matrix assisted laser desorption/ionization) oraz ESI
(electrospray ionization) — elektrorozpylanie.

Pierwsze wyniki analiz proteomicznych, dotyczgce krwi-
nek czerwonych z zastosowaniem technik MS, opubliko-
wano w 2002 roku. Low i wsp. skupili uwage na analizie
proteomu blon erytrocytarnych i zidentyfikowali 102 biatka
[23]. W ciggu kolejnych lat identyfikowano dalsze biatka
erytrocytarne, a ich liczba rosta w szybkim tempie (Ryc. 2).
Do tej pory za pomocg MS zidentyfikowano 1578 biatek
cytozolowych [24] oraz 314 bialek blonowych erytrocytéw
[25]. Postep osiggnieto gtéwnie dzieki zastosowaniu réznych
metod jonizacji oraz réznych analizator6w mas, a takze
dzieki wykorzystaniu wyrafinowanych metod redukcji iloSci
biatek (np. stosowanie tzw. bibliotek ligandowych) stanowia-
cych gtéwny sktadnik proteomu i utrudniajgcych analize
pozostalych bialek.

W ostatnich latach zaczeto wykorzystywa¢ metody anali-
zy proteomicznej w celu badania zmian proteoméw zacho-
dzacych w erytrocytach przechowywanych w warunkach
bankéw krwi. Koncentrowano sie na zmianach jakosciowych
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Ryc. 2 - Postep w analizie proteomu krwinek czerwonych
Fig. 2 - Progress in the analysis of the red blood cells proteome

i ilosciowych biatek budujacych blone komérkows i cytosz-
kielelet, na procesach degradacyjnych prowadzacych do
uwalniania bialek erytrocytarnych do srodowiska zewnetrz-
nego oraz powstawania mikropecherzykéw. Anniss i wsp.
przeprowadzili analize proteomiczng bialek obecnych
w roztworach pochodzacych z jednostek KKCz i UKKCz [26].
Autorzy podkreslili leukocytéw i plytek krwi
w degradacji erytrocytéw i uwalnianiu biatek. D'Amici i wsp.
analizowali zmiany oksydacyjne i proteolityczne w przecho-
wywanych jednostkach krwi [27]. Przy wykorzystaniu
metody jonizacji w postaci elektrorozpylania analizowano
biatka pochodzace z erytrocytéw przechowywanych z leuko-
cytami, ktére stanowiag zrédlo enzyméw proteolitycznych,
w warunkach tlenowych lub beztlenowych oraz w obecnosci
inhibitoréw biatkowych. Stwierdzono, ze zmiany zachodzgce
w obrebie bialek cytoszkieletu byly zwigzane w wiekszym
stopniu z procesem ich utleniania niz z proteolizg.

Fizjologiczne zjawisko uwalniania mikropecherzykéow
w trakcie zmian zachodzacych w starzejgcych sie erytrocy-
tach in vivo sklonilo naukowcéw do analizy proteomicznej
roztworéw obecnych w przechowywanych jednostkach
KKCz i oceny sktadu biatkowego uwolnionych mikropeche-
rzykéw. Rubin i wsp. zaobserwowali istotny wzrost powsta-
wania mikropecherzykéw (MP) wraz z dtugosScia przechowy-
wania krwi, a analiza proteomiczna wykazala obecnosé
znaczgcej ilosci stomatyny, fosfatydyloseryny, a takze anty-
gendéw grupowych z uktadu Rh [28]. Grupa kierowana przez
Zolla skoncentrowala uwage na zmianach ilosciowych
i jakoSciowych bialek bton przechowywanych erytrocytéw,
w zalezno$ci od obecno$ci lub braku tlenu. Wsréd frakcji
btonowej wykryto biatka cytoplazmatyczne, np. globiny oraz
katalazy, i peroksyredoksyny 2 (PRX-2), czyli enzymy odpo-
wiedzialne za obrone komorki przed atakiem wolnych
rodnikéw. Wykazano przyrost ilosci wyzej wspomnianych
bialek cytozolowych w trakcie przechowywania krwi
w warunkach tlenowych w przeciwienstwie do warunkéw
beztlenowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw zapropo-
nowano PRX-2 jako biomarker oksydacyjnego uszkodzenia
bton erytrocytéw w trakcie ich starzenia sie [29].

udziat



ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 44 (2013) 265-270 269

Mimo ze badania krwinek czerwonych dla celéw trans-
fuzjologicznych wydajg sie mniej obcigzone zmiennoscia
materialu biologicznego w stosunku do innych badan pro-
teomiki klinicznej (wplyw lekéw, przebyte choroby itp.), to
zlozono$¢ procesu laboratoryjnego oraz brak jednolitych,
poréwnywalnych procedur moze by¢ przyczyng nieprawid-
lowych interpretacji i tworzenia artefaktéw [30]. Zanim
zastosuje sie¢ MS i uzyska bioinformatyczny wynik badania,
niezwykle wazny jest etap przygotowania prébek materiatu.
W przypadku proteomu blon erytrocytéw jest to izolacja
biatek. Nasze dotychczasowe doswiadczenia wskazujg, ze
dla krwinek czerwonych przechowywanych jako jednostki
KKCz lub UKKCz trzeba opracowaé wiasne procedury izolacji
ich od retykulocytéw oraz izolacji bialek, gdyz nie mozna
wzorowaé sie na metodach autoréw badajgcych proces
starzenia sie krwinek in vivo, czyli izolujgcych frakcje
erytrocytéw ze $Swiezo pobranych préobek krwi. Ten etap
wydaje sie kluczowy dla analizy proteomicznej i poszukiwa-
nia biomarkeréw jakosci krwinek czerwonych przeznaczo-
nych do transfuzji.
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