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Metody inaktywacji czynnikéw
chorobotwoérczych w sktadnikach krwi
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Wprowadzenie nowoczesnych metod pobiera-
nia i preparatyki krwi, rygorystyczne zasady kwali-
fikacji dawcow oraz opracowanie i wdrazanie czulych
testow oznaczania czynnikéw chorobotworczych
znacznie ogranicza ryzyko zwiazane z przetocze-
niem sktadnikow krwi, chociaz catkowicie go nie eli-
minuje. Nalezy nadal liczy¢ sie z zagrozeniami zwia-
zanymi z przeniesieniem bakterii, szczegblnie
w przypadku koncentratu krwinek ptytkowych
(KKP) przechowywanych w temperaturze pokojo-
wej, pojawianiem sie nowych czynnikéw chorobo-
tworczych, dla ktorych nie opracowano jeszcze sku-
tecznych testow lub czynnikoéw chorobotworczych
nie oznaczanych rutynowo. Z tych wzgledow osrod-
ki naukowe od wielu lat opracowuja metody inak-
tywacji czynnikoéw chorobotworczych w sktadnikach
krwi, na podstawie doSwiadczen zdobytych podczas
opracowywania metod inaktywacji czynniko6w cho-
robotworczych w procesie frakcjonowania produk-
tow krwiopochodnych. Zjazdy ISBT stanowia dosko-
naig okazje do wymiany do$wiadczen na temat
wdrazania metod inaktywacji oraz oceny jakoSci in-
aktywowanych skiadnikow krwi.

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych w sktadnikach krwi

Metody inaktywacji czynnikow chorobotwor-
czych w sktadnikach krwi szeroko omowiono pod-
czas sesji plakatowej oraz sesji plenarnych (w spra-
wozdaniu przedstawiono wybrane prace dotyczace
inaktywacji czynnikéw chorobotworczych w skiad-
nikach krwi z uwzglednieniem najnowszych donie-
siefn na temat metod inaktywacji). Podczas sesji

dotyczacych Systemu Zarzadzania JakoSciag przed-
stawiono prace, w ktorej na podstawie wstepnych
wynikow badan zywotnoSci i aktywacji leukocytow
w KKP, porownywano zastosowanie Systemu Mi-
rasol jako rozwigzania alternatywnego w stosunku
do napromieniania [1]. Podobnie jak w latach po-
przednich, podczas sympozjum satelitarnego przed-
stawiono mozliwoS$ci zastosowania Systemu Inter-
cept do inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w osoczu i KKP.

W ramach sesji plakatowej przedstawiono
51 oryginalnych prac z zakresu inaktywacji czynni-
kow chorobotworczych w sktadnikach krwi za po-
moc3 czterech rutynowo stosowanych metod: z bte-
kitem metylenowym (Macotronic Theraflex), chlo-
rowodorkiem amotosalenu (System Intercept),
ryboflawing (System Mirasol) i SD (OctaplasLG®).
Porownanie tych metod przedstawiono w tabeli 1.

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych z zastosowaniem
blekitu metylenowego
(Macotronic Theraflex System)

Metodzie inaktywacji z zastosowaniem bieki-
tu metylenowego, opracowanej przez niemieckich
naukowcow 1 unowocze$nionej przez firme Maco-
-Pharma, po§wiecono kilka prac. Przede wszystkim
oceniano jako$¢ osocza lub krioprecypitatu, otrzy-
manego z osocza poddanego inaktywacji. Oceniano
podstawowe parametry, takie jak czynnik VIII i fi-
brynogen, jak r6wniez organizacje pracy w centrum
krwiodawstwa po wdrozeniu metody inaktywacji do
rutynowej pracy [2-4]. W pracy Knuever-Hopfa
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Tabela 1. Poréwnanie czterech metod inaktywacji czynnikéw chorobotwérczych w sktadnikach krwi

Table 1. Comparison of four pathogen inactivation methods in blood components

Chlorowodorek
amotosalenu
(S-59)

Ryboflawina

Btekit
metylenowy (BM)

Solvent/Detergent
(sp)

Aktywny zwigzek

Pierwotny cel
Witérny cel
Toksycznos¢ zwigzku

Usuwanie zwigzku

llos¢ aktywnego
zwigzku

Trwate faczenie
z ttuszczami i/lub
biatkami w osoczu

Ryboflawina i UV Psoralen (S-59) i UVA

Btekit metylenowy

Rozpuszczalnik

i Swiatto widzialne i detergent
Kwasy nukleinowe Kwasy nukleinowe Kwasy nukleinowe Bfony lipidowe
Biatka i ttuszcze (?) Biatka i ttuszcze (?) Biatka i ttuszcze (?) Brak
Brak Wysoka Mata Mata
Nie usuwa sie TAK TAK TAK

(CAD, compound
absorbing device)

Specjalne filtry

(ekstrakcja olejowa
i chromatografia

hydrofobowa)
Mate ilosci Mate ilosci Mate ilosci Nieoznaczalne
ryboflawiny wolnego S-59* wolnego BM* lub ponizej
i jej fotoprodukty oraz jego oraz jego fotoproduktéw poziomu
— fizjologicznie fotoproduktow toksycznego
obecne we krwi
Nie stwierdzono 13% faczy sie Biatka tacza sie Nie faczg sie
z ttuszczami i 1-2% barwnikami z biatkami
z biatkami fenotiazynowymi ani lipidami

Tworzenie sie nowych  Nie stwierdzono
antygendw lub

autoprzeciwciat

Nie stwierdzono

Nie stwierdzono Nie stwierdzono

*Witasciwosci mutagenne, mato prawdopodobne, ale niewykluczone

1 wsp. udowodniono, ze metoda z zastosowaniem
biekitu metylenowego skutecznie inaktywuje ludzki
Parvowirus B19, chociaz we wczeS$niejszych bada-
niach, z zastosowaniem modelowego §winskiego
parvowirusa (PPV, porcine parvovirus), wykazano
oporno$¢ bezotoczkowych wirus6w na te metode
inaktywacji [5]. Proby inaktywacji czynnikoéw cho-
robotworczych w KKP metoda z blekitem metyle-
nowym okazaly sie niezadowalajace, w zwigzku
z czym firma MacoPharma opracowata procedure in-
aktywacji KKP, w ktorej zastosowano tylko naswie-
tlanie UVC (Theraflex UV System). Procedure opi-
sano w 2 pracach. W jednej z nich przedstawiono
doSwiadczenia z przetaczania autologicznych krwi-
nek ptytkowych inaktywowanych metoda z UVC.
Obserwowano dobrg tolerancje inaktywowanych
plytek po przetoczeniu, nie stwierdzono tworzenia
nowych antygenow (niewielkie zmiany aktywnoS$ci
bialek plytkowych po zastosowaniu UV nie wzbu-
dzity humoralnej odpowiedzi immunologicznej) [6].
W drugiej pracy skoncentrowano sie na jakosci KKP
otrzymywanych metodg aferezy, poddanych inakty-
wacji z zastosowaniem metody UV i przechowywa-
nych przez okres 7 dni. W poréwnaniu z grupa kon-
trolng stwierdzono tylko nieznaczne obnizenie pH,

wieksze zuzycie glukozy i wieksze stezenie mlecza-
nu w 7. dniu przechowywania [7].

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych przy zastosowaniu
chlorowodorku amotosalenu
(System Intercept)

System Intercept zaprezentowano w 20 pra-
cach sesji plakatowej (13 — KKP, 7 — osocze).

W jednej z 13 prac dotyczacych KKP, przedsta-
wione] przez pracownikoOw banku krwi szwedzkiego
szpitala uniwersyteckiego w Uppsali, poréwnywano
liczbe niepozadanych zdarzen w nastepstwie prze-
toczenia nieinaktywowanych i inaktywowanych
KKP. Analiza danych wykazala, ze liczba powikian
poprzetoczeniowych zmniejszyla sie z 1,1% (KKP
bez inaktywacji) do 0,37% po zastosowaniu KKP in-
aktywowanych przy uzyciu systemu Intercept. Zad-
nych powiklan nie zaobserwowano po przetoczeniu
pediatrycznych dawek inaktywowanych KKP [8].

W ramach oceny jakoS$ci osocza po inaktywacji
w Systemie Intercept oznaczano: straty czynnikow
krzepniecia VIII, IX, V oraz straty objetoSci osocza.
Straty w stezeniu lub aktywno$ci najczeSciej ozna-
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czanych czynnikow krzepniecia VIII 1 IX byly roz-
ne w zaleznoS§ci od procedury preparatyki osocza
oraz obowigzujacej w danym oSrodku procedury
badawczej. Srednia strata czynnika VIII po inakty-
wacji osocza wynosilta 23,4%, a w przypadku strat
czynnika IX — 14% [9, 10].

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych przy zastosowaniu
ryboflawiny (System Mirasol)

Metode inaktywacji czynniko6w chorobotwor-
czych w Systemie Mirasol przedstawiono na 23 pla-
katach; 4 prace dotyczyly wylacznie osocza, 14 prac
— 1inaktywacji czynnikdw chorobotworczych
w KKP (przechowywanych w osoczu i roztworach
wzbogacajacych), 2 prace dotyczyly inaktywacji leu-
kocytow, 1 przedstawiala dane dotyczace inaktywa-
¢ji krwi pelnej, a w 2 pracach przedstawiono wyni-
ki inaktywacji limfocytow.

Inaktywacja czynnikow

chorobotworczych w osoczu
Zastosowanie Systemu Mirasol do inaktywacji

czynnik6w chorobotwoérczych w osoczu omowili:

— Stanojkovic 1 Maia, na podstawie parametrow
jakoSci inaktywowanego osocza §wiezo mrozo-
nego [11-13];

— Ettinger, na podstawie parametrow jakosSci in-
aktywowanego osocza, po roku przechowywa-
nia w temp. —18°C [14];

— Lachert, na podstawie poréwnania parametrow
jakoSci osocza inaktywowanego przed zamro-
zeniem 1 po rozmrozeniu. Niezaleznie od zasto-
sowanej procedury, osocze spelnialo wymogi
kontroli jakoSci. Jednak straty w stezeniu czyn-
nikow VIII 1 IX byly mniejsze przy inaktywacji
przed zamrozeniem, dlatego zaleca sie rutyno-
we wdrozenie tej procedury [15].

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych w krwi pelnej

Przy masywnych krwotokach, nagltych urazach
czy innych przypadkach wymagajacych przetacza-
nia skladnikow krwi, konieczne moze okazacé sie
przetoczenie duzych iloSci Swiezej krwi peinej (KP).
Ze wzgledu na to, ze metoda inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w KP jest w trakcie badan, pu-
blikacje na temat skutecznoSci tej metody sa nie-
liczne. W pracy Reddy i1 wsp. oceniano jako$¢ krwi
pelnej po inaktywacji w systemie Mirasol, przecho-
wywanej] w temperaturze pokojowej do 7 dni. Oce-
niajac parametry charakterystyczne dla KKCz
(hemoliza, ATP, séd, potas) 1 dla osocza (APTT, PT)

stwierdzono, ze KP poddana inaktywacji w syste-
mie Mirasol (80 J/ml KKCz) wykazuje jedynie nie-
wielka, ale utrzymujaca sie w zakresie normy, he-
molize w 7. dniu przechowywania [16].

Inaktywacja krwinek biatych

Naukowcy reprezentujacy Australijski Czerwo-
ny Krzyz oraz laboratorium Caridian BCT przedsta-
wili prace na temat inaktywacji wyizolowanych gra-
nulocytow 1 komorek jednojadrzastych w Systemie
Mirasol. Stwierdzili, ze metoda ta nie zmienia pro-
porcji subpopulacji leukocytow, nie stwierdzono tez
zmian w ekspresji markeréw powierzchniowych:
CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, CD19, CD54, CD36,
CD56 1 CD11b. Wyniki badan iz vitro wykazaly jed-
nak ograniczenie funkcjonalnych zdolnoSci zarow-
no komorek jednojadrzastych, jak 1 granulocytow po
zastosowaniu tego systemu inaktywacji. Co wiecej,
proliferacja limfocytow w odpowiedzi na stymula-
cje fitohemaglutyning (anty CD3/anty CD28) byla
znaczaco mniejsza w komorkach inaktywowanych
w pordwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Ekspre-
sja antygenu CD69 zostala catkowicie zahamowana
po zastosowaniu Systemu Mirasol. Odnotowano
takze wplyw inaktywacji na zywotno$¢ komorek. Po
24 godzinach tylko 30% komorek bylo zywych
w porOwnaniu z grupg kontrolng (75% komorek
zywych). Po zastosowaniu metody inaktywacji 80%
komorek ulegalo apoptozie (aneksyna V) po 24 go-
dzinach, natomiast w przypadku grupy kontrolnej
tylko 6%. Ocena zywotno$ci i inaktywacji limfocy-
tow po zastosowaniu Systemu Mirasol byla takze
przedmiotem badan Antoniewicz-Papis 1 wsp. [1].
W badaniach wykonanych w Instytucie Hematolo-
gii 1 Transfuzjologii w Warszawie wykazano staty-
stycznie znamienny wzrost martwych limfocytow
po 6 dniach przechowywania KKP po inaktywacji
(dwukrotnie wyzszy wzrost niz w przypadku KKP
napromienianych). Stwierdzono ponadto statystycz-
nie znamiennie mniejsza aktywacje limfocytow
(ekspresja CD 69) w KKP inaktywowanych w Sys-
temie Mirasol niz w grupie KKP kontrolnych i na-
promienianych w radiatorze Gammacell 3000 Elan.
Na podstawie wynikow prac mozna sadzic, ze
w przysziosci system Mirasol bedzie mozna stoso-
wac jako metode alternatywna do napromieniania.
Konieczne sg jednak dalsze badania.

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych w osoczu metoda
rozpuszczalnik/detergent

Podczas sesji plenarnej AuBuchon [17] przy-
pomnial zasady dzialania metody rozpuszczalnik/
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/detergent (SD, solvent/detergent) wprowadzonej na
poczatku lat 90. do inaktywacji czynniko6w chorobo-
tworczych w osoczu przeznaczonym do kliniczne-
go stosowania. Od tamtej pory przetoczono ponad
6 mln jednostek osocza SD i nie stwierdzono zad-
nych powiklan zwigzanych z przeniesieniem wiru-
sow otoczkowych. Co wiecej, w nastepstwie pulo-
wania osocza 1 jego rozciefczania prawie do zera
zmniejszylo sie ryzyko zwigzane z wystapieniem
TRALI. Odnotowano wprawdzie reakcje alergiczne
po zastosowaniu osocza SD, ale przypadkow takich
bylo 40-krotnie mniej (1/50 000). Z obawy przed
zakazeniem wirusami bezotoczkowymi coraz sze-
rzej wdrazano procedury badania osocza metodami
biologii molekularnej (HAV; parvowirus B19).
W ostatnich latach metoda opracowana przez firme
Octapharma (Octaplas®) zostata zmodyfikowana
w formule OctaplasLG®. Inkubacja z ligandem zelowym
wigzacym priony przyczynila sie do zmniejszenia licz-
by patologicznych prionéw o ponad 5 logl0— PrP*
(Sc = Scrapie). Obecnie trwajg badania nad inakty-
wowanym, uniwersalnym osoczem (bez aktywno§ci
przeciwcial anty-A 1 anty-B). Dodatkowa korzyScig
wynikajaca z zastosowania SD do inaktywacji osocza
jest standaryzacja, chociaz nalezy pamietac, ze ste-
zenie czynnikow krzepniecia jest o 10-20% nizsze
niz w przypadku osocza niepoddawanego procedu-
rze SD. W badaniach klinicznych udowodniono, ze
prawdopodobnie dzieki dobrze zachowanej aktywno-
Sci ADAMTS-13 osocze inaktywowane metoda SD
skutecznie leczy plamice zakrzepowa maloplytkowsa
(TTP, thrombotic thrombocytopenic purpura).

Inaktywacja osocza metoda SD stosowana
w Europie rozni sie nieco od metody SD stosowanej
w Stanach Zjednoczonych. Stwierdzono, ze po prze-
toczeniu wiekszych iloSci osocza SD wytworzone-
go w Stanach Zjednoczonych pacjenci, szczegdlnie
po przeszczepieniu watroby, sg obarczeni wiekszym
ryzykiem powstawania zakrzepow. Nie sprecyzowa-
no wprawdzie przyczyny powstawania zakrzepow,
jednak sugeruje sie, ze powodem moze by¢ znacz-
nie nizsze stezenie bialka S, prawdopodobnie odpo-
wiedzialnego za patologiczna aktywacje kaskady
krzepniecia. Z kolei w przypadku osocza SD zare-
jestrowanego w Europie, do$¢ czesto stwierdzano
hiperfibrynolize u pacjentow otrzymujacych ten
rodzaj osocza, poddanych uprzednio przeszczepie-
niu watroby.

Podczas sesji plakatowej Heger 1 wsp. [18]
przedstawili ocene skuteczno$ci metody Octaplas-
-LG" zastosowanej do inaktywacji patologicznych
prionow PrP*. Stwierdzili takze, ze jako$¢ osocza
jest porownywalna z tym uzyskanym w procedurze
Octaplas®.

Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych w koncentratach
krwinek czerwonych

Prace kliniczne nad wdrazaniem metod inak-
tywacji czynnikow chorobotworczych w koncentra-
tach krwinek czerwonych s mniej zaawansowane
niz prace dotyczace metod inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w osoczu czy koncentratach
krwinek ptytkowych. Podobnie jak w przypadku
osocza 1 KKP do inaktywacji krwinek czerwonych
probowano zastosowac chlorowodorek amotosale-
nu, ktory pod wplywem UVA (reakcja fotochemicz-
na), wigze sie nieodwracalnie z zasadami kwasow
nukleinowych (wigzanie kowalencyjne), powodujac
inaktywacje czynnikéw chorobotworczych. Metoda
ta okazala sie nieskuteczna, poniewaz hemoglobi-
na absorbuje §wiatlo UVA, uniemozliwiajac whudo-
wanie chlorowodorku amotosalenu do struktury
kwasu nukleinowego. Kolejny zwiazek, z ktorym
wigzano znaczne nadzieje, to czynnik S-303, inak-
tywujacy bakterie 1 wirusy w KKCz poprzez krzy-
zowe polaczenia DNA 1 RNA w szybkiej reakcji za-
leznej od pH 1 niezaleznej od Swiatta. Wyniki iz vivo
(odzyskanie 1 przezycie krwinek czerwonych inak-
tywowanych ta metoda byly tylko nieznacznie
mniejsze w porownaniu z KKCz niepoddanymi in-
aktywacji) byly zachecajace, jednakze tworzenie
przeciwcial przeciwko inaktywowanym krwinkom
czerwonym wymusilo doskonalenie procedury in-
aktywacji. Rozpoczeto rowniez dodatkowe badania
nad okresleniem optymalnego Srodowiska zapew-
niajacego podtrzymanie wiasciwosci fizjologicznych
krwinek czerwonych. Powstawanie neoantygenow
stanowilo réwniez problem podczas inaktywacji
KKCz metoda z inaktyng (PEN 110). Z tego wzgle-
du badania z inaktyna przerwano.

Sesja poSwiecona porownaniu dwoch
metod inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w KKP
(System Intercept/System Mirasol)

W wykladzie wygloszonym podczas ses;ji ple-
narnej, Gathof [19] zwrocita uwage na praktyczne
zastosowanie dwoch metod inaktywacji czynnikow
chorobotworczych w KKP: metody z chlorowodor-
kiem amotosalenu (System Intercept) i metody
z ryboflawing (System Mirasol). Wyniki badan i vi-
tro prowadzonych w r6znych oSrodkach naukowych
potwierdzaja zasadno$¢ przechowywania krwinek
plytkowych do 5 dni po ich inaktywacji. Autorka
stwierdza ponadto, ze KKP niepoddane inaktywa-
cji oraz KKP poddane inaktywacji z zastosowaniem
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jednej z tych metod s3 rownie skuteczne dla pacjen-
tow z malopltytkowoS$cia, aczkolwiek w przypadku
KKP inaktywowanych w Systemie Intercept obser-
wuje sie obnizenie skorygowanego wzrostu plytek
(CCI, corrected count increment), prawdopodobnie
w wyniku znacznie wiekszej utraty plytek podczas
usuwania chlorowodorku amotosalenu (po inakty-
wacji). Sugeruje sie zatem, aby KKP poddawane
inaktywacji w Systemie Intercept charakteryzowa-
ly sie wyzsza liczba plytek (przynajmniej 3,5 x 10™).
W Niemczech czas przechowywania KKP skroco-
no do 4 dni, uznano bowiem, ze ryzyko zwiazane
z poprzetoczeniowym zakazeniem bakteryjnym jest
50-krotnie wyzsze niz w przypadku przetoczen
KKCz. Czestotliwos¢ ciezkich powiklan wywola-
nych sepsa oceniono na 1:20 000 przetoczen, a za-
kazenia bakteryjne po przetoczeniu KKP w jego
koncowym okresie przechowywania oszacowano na
1:3 000 przetoczonych jednostek. Migracja ludno-
§ci powoduje, ze pojawiaja sie nie tylko nowe czyn-
niki chorobotworcze, ale takze, na skutek mutacji,
nowe odmiany znanych juz wiruséw czy bakterii,
w stosunku do ktérych nie opracowano jeszcze sku-
tecznych testow (np. SARS, wirus Chikungunya,
pasozyty Trypanosoma Cruzi i Plasmodium falcipa-
rum). Podczas wyktadu zwrocono rowniez uwage
na fakt, ze idealna metoda inaktywacji powinna od-
dziatywac na wszystkie rodzaje czynnikéw choro-
botworczych: wirusy, bakterie, grzyby, pasozyty
1 priony, nie uszkadzajac aktywnych terapeutycznie
komorek krwi. Stosowane zwigzki chemiczne nie
moga by¢ toksyczne, mutagenne ani rakotworcze.
Nie moga takze stymulowaé powstawania nowych
antygenow u biorcy.

W Systemie Intercept krwinki piytkowe zawie-
szane s3 W mieszaninie 65-procentowego roztwo-
ru wzbogacajacego 1 35-procentowego osocza,
anastepnie naswietlane (3 J/cm? UV-A 320-400 nm)
po uprzednim dodaniu syntetycznego psoralenu —
chlorowodorku amotosalenu. Pod wplywem naswie-
tlania zwigzek ten tworzy nierozerwalne krzyzowe
potaczenia z DNA 1 RNA zabezpieczajace przed re-
plikacjg 1 namnazaniem czynniko6w chorobotwor-
czych. Po na§wietlaniu, chlorowodorek amotosale-
nu i jego fotoprodukty zostaja usuniete w procedu-
rze adsorpcji (compound adsorption device) w ciggu
4-16 godzin. Wyniki badan in vitro wykazuja, ze
inaktywacja w Systemie Intercept zwieksza akty-
wacje komorek, uwalnia cytokiny 1 zwieksza gliko-
lize (obniza pH). Zmiany takie moga powodowac
znaczace obnizenie stezenia ATP, zmniejszenie
liczby ptytek krwi w KKP oraz mniejsza zywotno$¢
krwinek ptytkowych po ich przetoczeniu.

Badania kliniczne

Przeprowadzono wielooSrodkowe badania kli-
niczne KKP inaktywowanych w Systemie Intercept.
W ramach badan euroSPRITE, 103 pacjentom
z maloplytkowoScig przetaczano standardowe KKP
otrzymane z kozuszkow leukocytarno-ptytkowych
oraz KKP inaktywowane w Systemie Intercept.
Celem badan byta ocena skuteczno$ci dzialania KKP
na podstawie CCI, jak rowniez monitorowanie he-
mostazy 1 ewentualnych powiktan poprzetoczenio-
wych. Wyniki badania nie potwierdzily statystycz-
nie znamiennych réznic warto$ci CCI godzine 1 24
godziny po przetoczeniu, aczkolwiek lepsze wyniki
uzyskano po przetoczeniu KKP z grupy kontrolnej.
Ponad 300 000 jednostek KKP poddano inaktywa-
cji w systemie Intercept, a nastepnie przetoczono
pacjentom w kilkunastu europejskich szpitalach.
Program ,,Czuwania nad bezpieczenstwem krwi”’
potwierdzil takg samga tolerancje przetoczen oraz
bezpieczenstwo KKP zaréwno inaktywowanych, jak
1 kontrolnych. W Niemczech i we Francji obserwo-
wano ciezkie reakcje poprzetoczeniowe, ktorych
nasilenie 1 rodzaj faczono z zastosowaniem roztwo-
row wzbogacajacych.

W Systemie Mirasol KKP s zawieszane w 0so-
czu lub w mieszaninie osocza z roztworem wzho-
gacajacym, nastepnie naswietlane po uprzednim
dodaniu ryboflawiny (6,2 J/cm?; UV). W odrdznie-
niu od Systemu Intercept, metoda inaktywacji czyn-
nikdw chorobotworczych w Systemie Mirasol nie
wymaga usuwania ryboflawiny. Jest to metoda nie-
zwykle skuteczna nie tylko w stosunku do bhakte-
rii, pierwotniakoéw 1 wirusow otoczkowych, ale tak-
ze do Parvowirusa B19. Jako§¢ KKP inaktywowa-
nych w Systemie Mirasol oceniano na podstawie ich
wiasciwos$ci funkcjonalnych i metabolicznych. Oce-
nie poddawano nastepujace parametry: odpowiedz
na szok hipotoniczny (HSR), stezenie ATP, zdol-
no$¢ do agregacji. W zakresie tych parametrow,
roznice pomiedzy grupa KKP kontrolng i grupa KKP
poddanych inaktywacji w Systemie Mirasol nie byly
statystycznie znamienne. System Mirasol dopiero
niedawno zostal opracowany i zarejestrowany w kra-
jach Unii Europejskiej, dlatego liczba prob Kklinicz-
nych jest znacznie mniejsza niz w przypadku Syste-
mu Intercept. Przytoczone w wyktadzie Gathof [19]
dane dotyczace przeprowadzonych prob klinicznych,
obejmujacych przetoczenia honorowym dawcom au-
tologicznych, inaktywowanych 1 znakowanych izoto-
pem KKP po 5 dniach ich przechowywania pozwa-
laja stwierdzi¢, ze odzyskanie inaktywowanych KKP
w krazeniu biorcy bylo o 25% nizsze w grupie bada-
nej w porownaniu z grupg kontrolna.
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Aspekty prawne dopuszczenia do obrotu
inaktywowanych sktadnikow krwi

W podsumowaniu zagadnien dotyczacych inak-
tywacji czynnikoéw chorobotworczych w skiadnikach
krwi nalezy réwniez wymieni¢ prezentacje przed-
stawiciela Instytutu Paula Ehrlicha, ktory zapoznat
stuchaczy z aspektami prawnymi dotyczacymi wdra-
zania metod inaktywacji, a szczeg6lnie z warunka-
mi, ktore musza by¢ spelnione, aby metode dopusz-
czono do stosowania [20].

Warunki dopuszczenia do obrotu

7 uwagi na to, ze procedury dopuszczenia do
obrotu poszczegolnych skladnikow krwi znacznie
réznig sie w krajach Unii Europejskiej, Stanach
Zjednoczonych, Kanadzie, Australii czy Japonii, od-
mienne beda takze procedury dopuszczenia do ob-
rotu inaktywowanych skiadnikéw krwi. W wielu
krajach dopuszcza sie do obrotu tylko urzadzenie
do inaktywacji, w innych za$ jednostki organizacyj-
ne stuzby krwi musza posiada¢ dopuszczenie do
obrotu rowniez dla poszczeg6lnych inaktywowa-
nych skladnikéw krwi. Jednak bez wzgledu na to,
jakie obowiazujg procedury, nalezy dazy¢ do jedno-
litej specyfikacji dla inaktywowanych skiadnikéw
krwi, a ocena procedur w zakresie bezpieczenstwa
1 toksyczno$ci powinna przebiega¢ wedlug ogolnie
przyjetych zasad. Zar6wno stopien inaktywacji bak-
terii, jak 1 wirusow powinny by¢ oceniane wedlug
podobnych zasad. Nalezy jednak uwzgledniac spe-
cyficzne wiasciwos$ci bakterii, takie jak wzrost
w hodowli czy roznice pomiedzy szczepami bakte-
ryjnymi. Precyzyjne zdefiniowanie wymagan doty-
czacych jakosSci jest prawie niemozliwe, trudno bo-
wiem znalez¢ jednoznaczng 1 wyrazna korelacje po-
miedzy parametrami laboratoryjnymi a kliniczng
skutecznos$cia danego sktadnika krwi. Wynika stad,
ze kazda informacja odnoszaca sie do skuteczno$ci
1 jakoSci inaktywowanego skiadnika krwi wymaga
potwierdzenia w warunkach klinicznych.

Badania przedkliniczne

Wytyczne Miedzynarodowej Konferencji do
Spraw Harmonizacji (ICH, International Conferen-
ce on Harmonization) dotyczace bezpieczenstwa
przedklinicznego zostaly przyjete przez: Commit-
tee for Proprietary Medicinal Products (CPMP) dla
potrzeb Unii Europejskiej, Japonskie Ministerstwo
Zdrowia, Pracy 1 Opieki Spotecznej MHLW, Mini-
stry of Health, Labour and Welfare) 1 Food and Drug
Administration (FDA) (opublikowane w federalnym
rejestrze). Rejestr ten zawiera wytyczne dotycza-
ce prowadzania badan z zakresu farmakokinetyki,

toksykologii oraz immunotoksykologii, a takze
w kierunku doboru takiej dawki zwigzku zastoso-
wanego w metodzie inaktywacji, ktora nie zainicju-
je tworzenia sie komorek rakowych i uszkodzen na
poziomie genu. Niezbednym warunkiem dopuszcze-
nia inaktywowanego skiadnika krwi do dalszych
etapow procedury jest potwierdzenie jego nietok-
syczno$ci w badaniach przedklinicznych.

Badania jakoSciowe — inaktywacja wirusow

Roéwnie szczegblowo opisano w rejestrze wy-
magania dotyczace oceny bezpieczenstwa wiruso-
logicznego; przedstawiono je w formie trojstron-
nych wytycznych ICH zaakceptowanych przez Unie
Europejska, Japonie 1 Stany Zjednoczone. Dotycza
one doboru wiruséw ,,modelowych” oraz planowa-
nia badan oceniajacych proces inaktywacji. Istotne
jest, aby stabe punkty procedury inaktywacji wiru-
sow, wykryte w trakcie walidacji, byly nalezycie
udokumentowane. Fakt, ze niektore wirusy sa opor-
ne na dang metode inaktywacji, niekoniecznie ozna-
cza, ze metode inaktywacji nalezy odrzucic, albo-
wiem bezpieczenstwo krwi zalezy rowniez od wie-
lu innych czynnik6w. Inaktywacja czynnikow
chorobotworczych w sktadnikach krwi zwieksza
bezpieczenstwo ich stosowania, ale nadal obowia-
zuja takie procedury, jak rygorystyczna kwalifika-
cja dawcow oraz oznaczanie markerow wirusolo-
gicznych przy uzyciu czultych testow zaréwno me-
todami serologicznymi, jak 1 biologii molekularnej.
Podczas wdrazania metody inaktywacji w centrum
krwiodawstwa personel musi by¢ poinformowany,
w stosunku do jakich czynnikdéw chorobotworczych
metoda jest mniej skuteczna. Na przyktad, w przy-
padku inaktywacji osocza za pomocg blekitu mety-
lenowego nalezy wiedzie¢, ze metoda ta nie w pel-
ni inaktywuje wirusy bezotoczkowe HAV (hepati-
tis A virus) 1 parvo B19.

Badania jakoSciowe — inaktywacja bakterii

Zasady oceny bezpieczenstwa procesu inakty-
wacji bakterii w skladnikach krwi sa podobne do
zasad oceny skuteczno$ci inaktywacji w przypadku
wirusow, aczkolwiek nalezy zwroci¢ wieksza uwa-
ge na warunki preparatyki (temperatura przecho-
wywania, czas inaktywacji itp.) ze wzgledu na spe-
cyfike bakterii. W wyborze modelowych bakterii
pomocne s3 wytyczne Farmakopei Europejskiej na
temat badan sterylnoSci komoérkowych produktow
medycznych. Do badan walidacyjnych mozna row-
niez stosowac szczepy wymienione w Amerykan-
skiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych (ATCC,
American Type Culture Collection), nalezy jednak
wykazaé, ze namnazaja sie one w danym skiadniku
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krwi 1 reprezentuja spodziewane spektrum zanie-
czyszczen bakteryjnych. Metode ,,modelu” wirusa
mozna zastapi¢ metoda szczepienia bakteriami.
W odréznieniu od badan z modelowymi wirusami,
w badaniu polegajacym na szczepieniu bakterii obo-
wiazuja dwie strategie: 1. szczepienie duzg liczba
bakterii, aby zdoby¢ dane na temat zdolno$ci inak-
tywacyjnych metody, 2. szczepienie matymi liczba-
mi bakterii, aby zaobserwowac cechy wzrostu po-
szczegoOlnych bakterii oraz zdoby¢ informacje o rze-
czywistych warunkach catego procesu preparatyki
1 inaktywacji. Interpretacja danych z badan nad in-
aktywacja bakterii powinna uwzgledniaé fakt, ze
nawet nieznaczna liczba bakterii resztkowych, kto-
re nie poddaly sie inaktywacji, moze namnozyc sie
1 wywola¢ ciezkie powiklania poprzetoczeniowe.
Zatem skuteczno$¢ metody inaktywacji bakterii
wyraza sie nie tylko zmniejszeniem liczby bakterii
(log 10), ale takze wyznaczeniem optymalnych wa-
runkow preparatyki, ktore zapobiegaja namnazaniu
bakterii. Bakterie cechuje rézna wrazliwo$¢ na po-
szczegblne metody inaktywacji. Metoda inaktywa-
¢ji z uzyciem chlorowodorku amotosalenu, niezwy-
kle skuteczna dla bakterii G+ 1 G- musi w proce-
durze dopuszczenia uwzglednia¢ ograniczong
skuteczno$¢ w przypadku gatunkow, takich jak
Pseudomonas aeruginosa oraz calkowity brak sku-
teczno$ci w przypadku sporow bakteryjnych Bacil-
lus cereus 1 Clostridium perfringens.

Kontrola jako$ci inaktywowanych
skladnikow krwi

Ocena inaktywowanych sktadnikow krwi
musi przebiegac zgodnie z zasadami obowigzujacy-
mi dla sktadnikdéw krwi niepoddawanych inaktywa-
¢ji, z uwzglednieniem réznic funkcjonalnych, me-
tabolicznych i strukturalnych. Wyniki badan sa nie-
zbedne do oceny jakoSci sktadnika, nie stanowig
jednak wystarczajacej podstawy do oceny ich sku-
tecznoSci klinicznej. Podsumowujac, jakoS¢ skiad-
nikow krwi w znacznej mierze zalezy od przebiegu
preparatyki z uwzglednieniem czynnikéw, takich
jak: temperatura, czas, wirowanie, oddzielanie
1 przechowywanie oraz roznice w stosowanej me-
todzie inaktywacji. Wyniki obserwacji wykazaly, ze
w trzech centrach krwiodawstwa, wyposazonych
w identyczna aparature do inaktywacji (System In-
tercept), w ktorych postepowano zgodnie z zalece-
niami producenta, uzyskano roznej jakoSci inakty-
wowane KKP. W poréwnaniu z KKP kontrolnymi,
utrata wiaSciwoSci funkcjonalnych w 3. dniu po in-
aktywacji wahata sie od niezmienionej do 20%,
a w 6. dniu, od okoto 20% do 65%. Stwierdzono, ze
przyczyna byly réznice w procesie preparatyki,

W sposobie mieszania plytek z roztworem wzboga-
cajacym oraz w czasie uplywajacym miedzy pobra-
niem KKP (afereza) a procedura inaktywacji. Nale-
zy zatem wnioskowac, ze na jako$¢ sktadnikow ko-
morkowych 1 osocza do przetoczenia W znacznej
mierze wplywaja szczegélowe warunki ich otrzymy-
wania. W literaturze mozna znalez¢ przyklady
znacznych roznic w zakresie jako$ci osocza inakty-
wowanego blekitem metylenowym, ktorych gtowna
przyczyna jest stosowanie roznych systemow. Roz-
nice miedzy jakoScig osocza inaktywowanego ble-
kitem metylenowym w r6znych centrach krwiodaw-
stwa moga by¢ znaczne, nawet jeS§li w kazdym prze-
strzegano zalecen producenta i stosowano wydajny
system usuwania zanieczyszczen komorkowych
1 blekitu metylenowego oraz jego fotoproduktow.
Haiden przedstawil wyniki z dwoch o$rodkow,
w ktorych osocze poddawano inaktywacji wedlug
tych samych procedur (temperatura, czas wirowania,
sila wirowania, identyczna procedura inaktywacji).
Stwierdzono jednak réznice w procesie wytwarza-
nia; inny byl czas od pobrania krwi do wirowania
oraz od inaktywacji do szokowego zamrozenia. Naj-
istotniejsza roznica w zakresie jakoSci byta duza
strata aktywnoSci fibrynogenu przy wydluzonym
czasie wytwarzania (27%) w pordwnaniu z czasem
krotszym (14%). Warto zauwazy¢, ze strata aktyw-
nos$ci fibrynogenu w obu przypadkach wystepowa-
ta tylko po naswietleniu, czyli przyczyna roznic ja-
kosci byt czas wytwarzania.

Badania kliniczne

Centra krwiodawstwa stosuja rozne procedu-
ry inaktywacji sktadnikow. Chcac zapewnié powta-
rzalng jako§¢ inaktywowanych skladnikow krwi,
nalezy wszystkie etapy produkcji doktadnie zdefi-
niowac 1 szczegbdlowo opisaé. Stosunkowo niewiel-
kie odchylenia w procesie wytwarzania moga by¢
przyczyna roznic we wlasciwosciach skiadnika krwi,
a to wplywa na jego bezpieczenstwo i skuteczno$é
terapeutyczng. Nalezy rowniez pamietac, ze skiad-
niki te przetaczane sg biorcom, ktérych cechuje
wieksza podatnoSc na infekcje, w zwigzku z tym
trzeba dolozy¢ wszelkich staran, aby za sprawg ry-
gorystycznych badan 1 prob klinicznych zminimali-
zowac wplyw tych czynnikow na jako$¢ sktadnikow
krwi. Poza niewatpliwie bardzo waznymi badania-
mi przeprowadzanymi w warunkach ¢z vitro najwaz-
niejszymi z punktu widzenia bezpieczenstwa bior-
cy sa badania wykonywane iz vivo. W literaturze
przytoczono wiele przyktadow niewlaSciwie prze-
prowadzonych badan fazy III. Najwazniejsze etapy
badan klinicznych dla skiadnikéw krwi to: 1. wia-
Sciwy dobor parametréow klinicznych (nielaborato-
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ryjnych), 2. wlasciwy dob6r metod statystycznych,
3. wyrazne zdefiniowanie celu, 4. wlasciwy doho6r
grup kontrolnych, 5. por6wnanie skutecznoS$ci te-
rapeutycznej skiadnikow kontrolnych 1 inaktywowa-
nych, na przyktad pod wzgledem liczby plytek, ob-
jetoSci osocza itp. Dowiedziono, ze inaktywacja
czynnikow chorobotworczych zmniejsza aktywno$¢
1 liczbe biatek osocza w FFP (fresh frozen plasma),
a takze liczbe plytek w KKP, dlatego zaleca sie
w fazie III badan klinicznych przetaczanie takiej licz-
by odpowiednich biatek czy plytek, jaka jest zawar-
ta w nieinaktywowanych sktadnikach krwi stano-
wiacych grupe kontrolna.

Warunkiem jednoznacznej oceny diagnostycz-
nej oraz oceny potencjalnych reakcji niepozadanych,
tak waznych dla bezpieczenstwa skladnikow krwi
jest przestrzeganie zasad dobrej praktyki klinicznej
przez wszystkie centra krwiodawstwa i oSrodki
badawcze. Wiele z dotychczasowych badan nad me-
todami inaktywacji prowadzono w niewystarczaja-
co dobrze zaplanowanych warunkach, w zwiazku
z czym nie kwalifikuja sie one do oceny skuteczno-
Sci klinicznej 1 nie mozna uznac¢ ich za zrodlo nie-
podwazalnych dowodow.

Wymagania po dopuszczeniu do uzycia
Krew 1jej sktadniki przetaczane sa na ogot ciez-
ko chorym, u ktérych moga wystapi¢ powiklania
niedajace sie przewidziec na etapie badan przedkli-
nicznych 1 klinicznych. Co wiecej, liczba chorych
wybranych do badan moze okazac sie zbyt mata, aby
stwierdzi¢ rzadkie dzialania niepozadane, jak na
przyklad tworzenie nowych antygenow podczas
wielokrotnego, obejmujacego dlugi okres leczenia,
przetaczania inaktywowanych skladnikow krwi.
W zaleznosci od wiedzy na temat profilu bezpieczen-
stwa i rodzaju metod inaktywacji czynnikow choro-
botworczych, nalezy przewidzie¢ konieczno$¢ ak-
tywnego monitorowania jako$ci inaktywowanych
sktadnikow krwi. Monitorowanie obejmuje przede
wszystkim walidacje calego procesu otrzymywania
inaktywowanych sktadnikow krwi oraz rozwigzywa-
nie problemow zwigzanych z wystapieniem zdarzen
niepozadanych lub powiklan poprzetoczeniowych po
zastosowaniu inaktywowanych skiadnikow krwi.
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