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Streszczenie

Wstep: Jedynym skutecznym zabezpieczeniem chorych przed rozwinieciem ciezkiego powikla-
nia, jakim jest poprzetoczeniowa choroba przeszczep przeciwko biorcy (TA-GvHD), jest przeta-
czanie krwi 1 skladnikow krwi uprzednio poddawanych dzialaniu promieniowania jonizujq-
cego gamma (y). Napromieniowang krew 1 skladniki krwi nalezy stosowac przede wszystkim:
u pacjentow z wrodzonymi lub nabytymi zaburzeniami odpornosci, przy transfuzjach doplodo-
wych 1 transfuzjach wymiennych u noworodkow oraz w przypadkach bliskiego pokrewienstwa
dawcy 1 biorcy.

Napromieniowanie kvwi 1 jej skladnikow powoduje inaktywacje limfocytow T, bardziej wrazli-
wych na promieniowanie niz inne komorki terapeutycznie aktywne, jak krwinki czerwone, krwin-
ki plytkowe 1 granulocyty. Nie ustalono dotychczas optymalnej dawki promieniowania gamma dla
koncentratow krwinek plytkowych (KKP) ani dla koncentratow krwinek czerwonych (KKCz).

Celem pracy jest ocena wplywu dwoch roznych dawek promieniowania gamma (25 Gy 1 50 Gy)
na przechowywane KKCz oraz ocena zmian zachodzqcych w napromieniowanych KKCz
w zaleznosci od czasu ich przechowywania (42 dni, temperatura 4°C) w roztworze wzbogacajq-
cym ADSOL.

Material i metody: Do badan przeznaczono 45 jednostek KKCz z roztworem wzbogacajgcym
ADSOL. Dla oceny jakosci KKCz in vitro badano: liczbe krwinek czerwonych (RBC), liczbe krwinek
bialych (WBC), stezenie hemoglobiny (Hb), stezenie jonow potasu (K*) i sodu (Na™), stezenie
adenozynotrifosforanu (ATP) 1 2,3-difosfoglicerynianu (2,3-DPG), hematokryt (Ht) oraz pH.
Wyniki: Znamienny statystycznie wzrost stezenia K+ stwierdzono w KKCz napromienia-
nych dawkq 50 Gy we wszystkich dniach przechowywania. Stezenie 2,3-DPG utrzymywalo sie
na statym poziomie (0,7-0,1umol/ml) w grupie KKCz napromieniowanych dawkg 25 Gy oraz
w grupie KKCz kontrolnych, natomiast w KKCz napromienianych dawkq 50 Gy, stezenie
2,3-DPG wynosilo zaledwie 0,04 ymol/ml.
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Whioski: Z porownania podstawowych parametrow biochemicznych (stezenie ATP i 2,3-DPG,
stezenie Hb, stezenie jonow K*) w grupie napromieniowanych (25 1 50 Gy) KKCz oraz skladni-
kow krwi niepoddanych dziataniu promieniowania gamma wynika, ze KKCz napromieniowa-
ne dawkq 50 Gy nalezy przechowywac w temperaturze 4°C nie dluzej niz 14 dni, niezaleznie od
stosowania roztworu wzbogacajgcego. Koncentraty krwinek czerwonych napromieniowane
dawkq 25 Gy mozna przechowywac do 28 dni przed przetoczeniem. Z przeprowadzonych in vitro
badan wynika, ze napromieniowane kywinki czerwone spelniajq swoje funkcje w organizmie biorcy.

Stowa kluczowe: koncentrat krwinek czerwonych (KKCz), poprzetoczeniowa choroba
przeszczep przeciwko biorcy (TA-GvHD), napromieniowanie
J. Transf. Med. 2008; 1: 46-54

Summary

Introduction: Irradiation of whole blood and cellular components is currently the only effecti-
ve method of preventing the severe complication of transfusion-associated graft-versus-host
disease (TA-GvHD). The main indication for irradiated blood and blood components is for
patients with congenital or acquired immunological deficiency, in cases of neonatal intrauteri-
ne and exchange transfusions as well as in close relationship between donor and recipient.

Irradiation of blood and blood components results in the inactivation of T lymphocytes, more
sensitive to irradiation than other therapeutically active cells such as erythrocytes, platelet
concentrates and granulocytes. No optimal dose of gamma irradiation for Red Blood Cell
Concentrates (RBCs) and Platelet Concentrates (PCs) has yet been determined.

The aim of this study was to determine the effect of two different irradiation doses (25 Gy, 50 Gy)
on the in vitro functions of RBCs as well as changes in irradiated RBCs stored in ADSOL for
various periods of time (7, 14, 28, 35, 42 days of storage at 4°C).

Material and methods: The study involved 45 units of RBCs in ADSOL. The following
tests were performed to assess the quality of in vitro functions of RBCs: erythrocyte (RBC) and
leukocyte (WBC) counts, hematocrit (Ht), supernatant hemoglobin (Hb), potassium( K*) and
sodium concentration (Na*), adenosine-tri-phosphate concentration (ATP), 2,3-diphosphogly-
cerate (2,3-DPG) and pH.

Results: The statistically significant increase of K+ was determined in irradiated PCs (50 Gy)
on all storage days. The same level of 2,3-DPG concentration was found in control group and
RBCs irradiated with 25 Gy, while the 2,3-DPG concentration in groups irradiated with 50 Gy
was only 0,04 wmol/ml.

Conclusion: Comparison of the basic biochemical parameters (APT level, 2,3-DPG, Hb, K*
concentration) of the 25 and 50 Gy irradiated RBCs with those of the unirradiated RBCs,
gives grounds for conclusion that RBCs irradiated with 50 Gy should not be stored at 4°C for
more than 14 days, whether in ADSOL or not, while RBCs irradiated with 25 Gy can be stored
up to 28 days prior to transfusion. In vitro tests demonstrate that irradiated RBCs function
well in the recipient’s circulatory system.

Key words: red blood cells (RBCs), transfusion-associated graft-versus-host disease
(TA-GvHD), irradiation
J. Transf. Med. 2008; 1: 46-54

Wstep poprzetoczeniowych. Warunkiem jej wystapienia

jest przetoczenie immunokompetentnych, alloge-

Potransfuzyjna choroba przeszczep przeciwko nicznych limfocytow do organizmu biorcy, ktérego
biorcy (TA-GvHD, transfusion-associated graft-ver- system immunologiczny jest niezdolny do ich znisz-
sus-host disease) nalezy do bardzo ciezkich powiklan czenia. Chociaz powiklanie to zdarza sie bardzo
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Tabela 1. Zawartosc¢ limfocytéw w sktadnikach krwi
wedtug American Association of Blood Banks

Table 1. Lymphocyte concentration in blood com-
ponents according to American Association of
Blood Banks

Sktadnik krwi Limfocyty/
/jednostke
KP KKCz 1,0-2,0 x 10°
KKCz (ptukany) 1,0-2,0 x 108
KKCz mrozony, po deglicerolizacji 5,0 x 10’
KKP 1 jednostka 4,0 x 10’
KKP z separatora 3,0 x 10°
Osocze 1,5 x 10°
Osocze $wiezo mrozone 0
Krioprecypitat 0

KP — krew petna; KKCz — koncentrat krwinek czerwonych; KKP — kon-
centrat krwinek ptytkowych

rzadko (zachorowalno§¢ u pacjentéw z chorobami
rozrostowymi ukladu krwiotworczego i chorobami
limfoproliferacyjnymi ocenia sie na 0,1-1%), to, ze
wzgledu na brak skutecznego leczenia i wysoka
Smiertelno$¢ (80-90%), TA-GvHD stanowi powaz-
ny problem w praktyce klinicznej [1, 2].

Nie jest znana doktadna dawka limfocytow, ktora
powoduje wystapienie TA-GvHD. Opierajac sie na
badaniach przeprowadzonych na zwierzetach, wyka-
zano, ze juz dawka 107 limfocytow dawcy/kg masy
ciala biorcy moze wywoltaé chorobe [3-5]. Sposrod
sktadnikow krwi przeznaczonych do uzytku klinicz-
nego wystarczajacg do wywolania TA-GvHD ilo§é
limfocytow zawieraja: krew peina, koncentrat krwi-
nek czerwonych (KKCz), KKCz przemywanych, kon-
centrat deglicerolizowanych krwinek czerwonych,
koncentrat krwinek plytkowych (KKP) i koncentrat
granulocytarny (tab. 1) [6-8]. Leczenie powiklania jest
nieskuteczne. Nalezy podejmowac w zwigzku z tym
dzialania profilaktyczne, majace na celu zapobiega-
nie lub zmniejszanie ryzyka jego wystapienia.

Wiekszo$¢ stosowanych obecnie metod usuwa-
nia leukocytow pozwala na zmniejszenie ich poczat-
kowej zawartoSci o okoto 99%. Nawet filtry najnow-
szej generacji stosowane do usuwania leukocytow,
ktore skutecznie zapobiegajg alloimmunizacji i go-
raczkowym niehemolitycznym odczynom poprzeto-
czeniowym, pozostawiaja okoto 10° leukocytow
w skladniku krwi, co nie zabezpiecza biorcy przed
wystapieniem TA-GvHD [9, 10].

Jedyny skuteczny sposob zabezpieczajacy cho-
rych leczonych krwia 1 jej sktadnikami przed rozwi-
nieciem ciezkiego powiklania, jakim jest TA-GvHD,
to poddanie krwi i jej skladnikéw dziataniu promie-

niowania jonizujacego y. Zastosowanie tego promie-
niowania jest mozliwe ze wzgledu na duze roznice
wrazliwo$ci komorek krwi na jego dzialanie. Lim-
focyty 1 tkanka limfoidalna nalezg do najbardziej
wrazliwych na dzialanie promieniowaniay [11-13].
W zwiazku z tym istnieje mozliwoS¢ takiego dobra-
nia dawki promieniowania jonizujacego, aby znosi-
ta ona aktywno$¢ proliferacyjna limfocytow, nie wply-
wajac szkodliwie na funkcje pozostalych komorek
stosowanych w celach terapeutycznych, jak krwinki
plytkowe, krwinki czerwone i granulocyty.

Nie ustalono dotychczas optymalnych dawek
promieniowania gamma dla poszczegblnych skiad-
nikow krwi. Ten sam zakres dawki 20-50 Gy zale-
ca sie zarowno dla KKP, jak i dla KKCz. Najlepszym
rozwigzaniem byloby napromieniowanie jednostek
bezposrednio przed przetoczeniem, jednak ze
wzgledow technicznych nie zawsze jest to mozliwe.

Celem pracy bylo zbadanie jako$ci KKCz napro-
mieniowanych réznymi dawkami promieniowania
jonizujacego (25 Gy, 50 Gy) przed umieszczeniem
w temperaturze 4°C w roztworze wzbogacajacym
ADSOL oraz sprawdzenie, czy zmiany zachodzace
w napromieniowanych skiadnikach krwi nasilajg
sie wraz z wydiluzeniem czasu przechowywania.

Material i metody

Do badan przeznaczono 30 KKCz (KKCz/
/ADSOL-bez kozuszka leukocytarno-ptytkowego)
otrzymanych metoda manualng, pobieranych do po-
czwornych zestawow pojemnikow (JMS, Japonia). Po-
szczegoblne etapy preparatyki wykonywano w ukladzie
zamknietym przy uzyciu zgrzewarki do sterylnego
taczenia drenow TSCD (Terumo, Japonia).

Kazda jednostke krwi pobrang do zestawu
z CPD wirowano w temperaturze 4°C w wirowce
J-6M/E (Beckman, Niemcy) przez 6 min, 5000 X g,
oddzielono osocze 1 kozuszek leukocytarno-piytko-
wy do satelitarnych pojemnikéw (JMS, Japonia),
a do pozostatego w macierzystym pojemniku KKCz
dodawano 100 ml ptynu wzbogacajacego ADSOL [14].
Po doktadnym wymieszaniu, KKCz dzielono na
3 rowne wagowo czeSci za pomoca zgrzewarki do
sterylnego Iaczenia drendéw TSCD. Jeden z 3 pojem-
nikow z KKCz umieszczano w lodowce w tempera-
turze 4°C, a pozostale 2 pojemniki z KKCz podda-
wano dzialaniu promieniowania jonizujacego y w ra-
diatorze Gammacell 3000 Elan (Nordion, Kanada).
Zastosowano dawki 25 Gy 150 Gy. Po napromienio-
waniu KKCz przechowywano w tej samej lodowece,
w ktorej pozostawiono pojemnik z KKCz niepodda-
ny dziataniu promieniowania y (0 Gy). Temperatu-
ra w lodowce byla monitorowana, a urzadzenie pod-
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Tabela 2. Wptyw czasu przechowywania (42 dni) na parametry KKCz w roztworze wzbogacajgcym ADSOL
Table 2. Effect of storage time (42 days) on Red Blood Cell Concentrates in ADSOL

Parametry Dni przechowywania
7 14 28 35 42

RBC x 10%ul 6,03+0,25 6,05+0,26 6,01+0,24 6,02+0,25 6,02+0,25
WBC x 10° 7,17 1,07 5,59+1,10 4,24+1,21 3,79+1,24 3,61+1,37
Ht (%) 55,1+2,6 57,0+2,7 57,4x25 57,8+2,6 57,9+2,7
Hb [g/1] 0,63+0,69 1,01+0,79 1,48 +1,05 2,30%+1,22 2,94+1,21
pH 7,09+0,08 6,92+0,06 6,54+0,11 6,46+0,12 6,28+0,13
Na* [mmol/l] 147,9+2,5 141,7+3,7 139,1+1,9 140,7+1,9 136,3+5,5
K* [mmol/I] 5,00£0,31 8,48+0,78 12,57+0,98 13,86+1,07 15,0+x1,15

Tabela 3. Wptyw dawki promieniowania y (25 Gy) i czasu przechowywania (42 dni) na parametry metabolicz-

ne KKCz w roztworze wzbogacajagcym ADSOL

Table 3. Effect of irradiation dose (25 Gy) and storage time (42 days) on Red Blood Cell Concentrates in ADSOL

Parametry Dni przechowywania
7 14 28 35 42

RBC x 10%ul 6,03+0,25 6,05+0,26 6,01+0,24 6,02+0,25 6,02+0,25
WBC X 10%/ul 7,15+=1,10 5,67+1,07 3,98+ 1,67 3,51+1,64 3,41+1,71
Ht (%) 54,5+2,5 56,1%+2,9 57,9+2,6 58,9+2,9 59,3+2,9
Hb [g/1] 0,61+0,94 1,23+1,14 1,90+1,46 3,08+1,42 4,31+2,23
pH 7,08+0,06 6,88+0,04 6,52+0,13 6,45+0,11 6,28+0,11
Na* [mmol/l] 145,7x2,7 138,3+1,9 134,1+1,9 136,1+2,0 132,354
K* [mmol/I] 7,15+0,62 14,29+1,70 18,14 +1,21 18,86+ 1,46 19,86 +1,57

dawano systematycznej walidacji. W celu wykona-

nia badan pobierano probki KKCz (ok. 10 ml) ze

wszystkich 3 pojemnikow (0 Gy, 25 Gy, 50 Gy)

w 7, 14, 28, 35 1 42 dniu przechowywania.
Przeprowadzano nastepujace badania:

1) oznaczano pH przy uzyciu pH-metru Micropro-
cessor HI 9020 (Hanna Instruments, Stany
Zjednoczone),

2) badano liczbe krwinek czerwonych (RBC), biatych
(WBC) i hematokryt (Ht) za pomoca analizatora
hematologicznego K-4500 (Sysmex, Japonia),

3) okreslano stezenie adenozynotrifosforanu
(ATP)1i2,3-difosfoglicerynianu (2,3-DPG) przy
uzyciu zestawow testowych (Sigma, Stany
Zjednoczone),

4) oznaczano stezenie sodu (Na*) i potasu (K*) za
pomoca analizatora 614 ISE (Ciba Corning, Sta-
ny Zjednoczone),

5) badano stezenie hemoglobiny (Hb) w supernatan-
cie w aparacie Hemocue (Hemocue, Szwecja).
Obliczenia statystyczne przeprowadzano, sto-

sujac program komputerowy EXCEL oraz test
¢-Studenta dla wynikow sparowanych.

Wyniki i wnioski

Wyniki z przeprowadzonych badan zebrano
w tabelach 2-4 oraz przedstawiono na rycinach
1i2.

Jak wynika z danych umieszczonych w tabelach
2—4, liczba RBC w poszczegolnych dniach przecho-
wywania wahala sie od 6,01 do 6,08 X 10%ul i nie
stwierdzono znamienno§ci statystycznej w grupie
KKCz niepoddanych dziataniu promieniowania
(0 Gy) ani w grupach KKCz napromienianych daw-
kami 25 Gy 1 50 Gy.

Porownujac liczbe WBC w poszczegdlnych dniach
przechowywania, stwierdzono, ze zardbwno w grupie
sktadnikow, ktore nie byly poddane napromieniowaniu
(0 Gy), jak 1 napromieniowanych (25 Gy 150 Gy) ich ilo§¢
ulegta znacznemu obnizeniu (21-22%) juz po 14 dniach
przechowywania. W 42 dniu przechowywania liczba
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Tabela 4. Wptyw dawki promieniowania y (50 Gy) i czasu przechowywania (42 dni) na parametry metaboliczne

KKCz w roztworze wzbogacajagcym ADSOL

Table 4. Effect of irradiation dose (50 Gy) and storage time (42 days) on RBCs in ADSOL

Parametry Dni przechowywania
7 14 28 35 42
RBC x 10%ul 6,04+0,24 6,05+0,31 6,07+0,26 6,08+0,28 6,02 +0,29
WBC X 10%/ul 7,14+0,96 5,54+0,94 3,87+1,51 3,43+1,59 3,16 +1,69
Ht (%) 54,5+2,3 56,3%3,1 58,7x2,7 60,0+2,9 60,7 £3,1
Hb [g/1] 0,61+0,76 1,06 +0,95 2,31+1,36 3,94+2,1 5,25+2,72
pH 7,09+0,05 6,88+0,05 6,54+0,12 6,45+0,09 6,25+0,15
Na* [mmol/l] 143,7+2,7 136,7+2,8 131,8+2,2 134,3+1,6 131,6 5,5
K* [mmol/I] 9,27+=1,00 17,00x1,10 19,70+1,40 20,170+1,30 20,60 +1,50
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Rycina 1. Wptyw dawki promieniowania y i czasu przechowywania na stezenie ATP w KKCz

Figure 1. Effect of irradiation dose and storage time on ATP concentration in RBCs

leukocytow stanowita 50% ich wartoSci w skladnikach,
ktorych nie napromieniowano, oraz odpowiednio 48%
144% w KKCz poddanych dziataniu 25 Gy 1 50 Gy.

Warto$§¢ Ht w badanych grupach KKCz wyno-
sita 55,1-57,9% dla KKCz, ktore nie byly poddane
napromieniowaniu, 54,5-59,3% dla KKCz napro-
mieniowanych dawka 25 Gy oraz 54,5-60,7% przy
zastosowaniu dawki 50 Gy.

W trakcie przechowywania KKCz nastepowa-
o znaczne uwalnianie Hb z krwinki czerwonej do
osocza. Jak wynika z danych w tabelach 2-4, jej
warto§¢ wzrastala w 3 badanych grupach KKCz.
W grupie KKCz, ktore nie byly poddane dziataniu
promieniowania y, w 42 dniu przechowywania ste-

50

zenie Hb (2,94 g/1) ponad 4-krotnie przekroczyto jej
warto$¢ z sibdmego dnia przechowywania (0,63 g/l).
W KKCz napromieniowanych dawka 25 Gy stezenie
wolnej Hb zwiekszylo sie 2-krotnie juz w 14 dniu
przechowywania 1 7-krotnie w koncowym okresie
przechowywania (42 dzien) w porownaniu z 7 dniem.
Dawka 50 Gy spowodowala prawie 4-krotne zwiek-
szenie stezenia wolnej hemoglobiny juz w 28 dniu
przechowywania KKCz.

W miare uplywu czasu przechowywania war-
to$¢ pH nieznacznie sie obnizala we wszystkich
badanych grupach KKCz. Nie zauwazono staty-
stycznie znamiennych roznic w warto$ciach pH
pomiedzy poszczegdlnymi dniami przechowywania
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Rycina 2. Wptyw dawki promieniowania y i czasu przechowywania na stezenie 2,3-DPG w KKCz

Figure 2. Effect of irradiation dose and storage time on 2,3-DPG concentration in RBCs

dla sktadniko6w napromieniowanych dwoma dawka-
mi oraz KKCz, ktore nie byly poddane dziataniu
promieniowania y.

W czasie przechowywania wszystkich jedno-
stek KKCz stwierdzono znamienny statystycznie
wzrost stezenia K. W grupie KKCz niepoddanych
dzialaniu promieniowania y stezenie to wynosilo
5 mmol/l w 3 dniu przechowywania, a nastepnie
stopniowo wzrastalo, osiggajac 15 mmol/l w 42 dniu
przechowywania. Dla jednostek KKCz napromie-
niowanych dawka 25 Gy i1 dawka 50 Gy zawarto$¢
K* w supernatancie wzrastala dwukrotnie w 14 dniu
przechowywania w porownaniu z 7 dniem.

Stezenie Na* ulegalo nieznacznemu obnizeniu
we wszystkich grupach badanych KKCz (od 144-
—148 mmol/l do 132—-136 mmol/l).

Stezenie ATP w przechowywanych jednost-
kach KKCz obnizalo sie w miare uplywu czasu prze-
chowywania, zarowno w KKCz, ktore nie byly pod-
dane napromieniowaniu, jak i napromieniowanych
obiema dawkami. Analiza statystyczna wykazata
wystapienie znamiennych statystycznie roznic po-
miedzy warto$ciami ATP miedzy 7 a 14 dniem oraz
14 a 28 dniem przechowywania. Por6wnanie sktad-
nikow, ktore nie byly napromieniowane z napromie-
niowanymi (0:25 Gy, 0:50 Gy), wykazalo znamien-
no$¢ statystyczng w 7, 14 1 28 dniu przechowywa-
nia. Nie stwierdzono natomiast znamiennosci
statystycznej w badanych grupach KKCz, gdy po-
rownywano dawke 25 Gy z 50 Gy w poszczegdlnych
dniach przechowywania, z wyjatkiem dnia 7 i 14,

gdzie porownywane warto$ci okazaly sie znamienne
statystycznie.

W przypadku 2,3-DPG stwierdzono, ze naj-
wieksze obnizenie stezenia wystepowalo pomiedzy
7 a 14 dniem przechowywania w obu badanych gru-
pach 1 w grupie preparatow kontrolnych (0 Gy).
Wartosci te wynosity dla KKCz z grupy kontrolnej:
3,15 umol/ml w 7 dniu oraz 0,75 wmol/ml w 14 dniu
przechowywania. W skladnikach napromieniowa-
nych stezenie 2,3-DPG wynosito 2,3 umol/ml dla
dawki 25 Gy oraz 2,15 umol/ml dla dawki 50 Gy.
WartoSci te nie wykazywaly znamienno$ci staty-
stycznej. We wszystkich badanych grupach KKCz
od 14 dnia przechowywania stezenie 2,3-DPG utrzy-
mywalo sie na statym poziomie (0,7-0,1 umol/ml) z wy-
jatkiem sktadnikéw napromieniowanych dawka
50 Gy i przechowywanych 42 dni, gdzie stezenie to
wynosilo zaledwie 0,04 ymol/ml, co stanowi 2% po-
czatkowej wartoSci.

Dyskusja

Wspolczesne krwiodawstwo 1 krwiolecznictwo
wykorzystuje zdobycze nowoczesnych technologii
po to, by wytwarzane skladniki krwi byly jak naj-
bezpieczniejsze dla biorcy oraz skuteczne klinicz-
nie. Podstawowe sktadniki krwi otrzymywane
w centrach krwiodawstwa 1 krwiolecznictwa podda-
wane sg takim procedurom, jak plukanie, filtrowa-
nie, rekonstytuowanie w 0soczu oraz napromienia-
nie. Szczegoblnie komorkowe skiadniki krwi, jak
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KKCz czy KKP, przygotowywane dla pacjentow
z uposledzonym uktadem odporno§ciowym (nabytym
lub wrodzonym), oprocz filtrowania w celu zuboze-
nia w leukocyty, musza by¢ takze poddawane dzia-
faniu promieniowania jonizujacego y. Postepowanie
to ma zapobiec wystapieniu groznego powiklania
TA-GvHD, ktore moga spowodowaé immunokom-
petentne limfocyty T wystepujace w komorkowych
sktadnikach krwi.

Najlepsze efekty kliniczne osiaga sie po zastoso-
waniu Swiezo wyizolowanych koncentratow krwinek
czerwonych. Nie zawsze jednak jest to mozliwe, dlatego
wprowadzenie do uzytku zestawow z ptynami wzbo-
gacajacymi (np. ADSOL lub SAGM) spowodowalo
przediuzenie czasu przechowywania KKCz do 42 dni.

Utrzymanie w stanie nienaruszonym struktu-
ry krwinek czerwonych jest uzaleznione od prawi-
dlowego wewnatrzkomorkowego przebiegu proce-
sOW przemiany materii. W czasie przechowywania
KKCz dochodzi do wyczerpania uktadow enzyma-
tycznych oraz do naturalnych ubytkoéw roéznych
zwigzkow chemicznych bioracych udzial w tej prze-
mianie. Z uplywem czasu obserwuje sie zachwia-
nie rownowagi miedzy wnetrzem komorki a Srodo-
wiskiem zewnetrznym wskutek nagromadzenia sie
uwolnionych w toku przemian produktéw ubocznych.
Powoduje to zaburzenie prawidlowego przebiegu
procesOw metabolicznych, a w koncowym efekcie
prowadzi do uszkodzenia struktury komoérkowe;.
Zastosowanie promieniowania jonizujacego y dodat-
kowo nasila powstajace zmiany poprzez bezposred-
ni lub posredni wplyw przede wszystkim na przemia-
ny metaboliczne i uszkodzenie jadra komorki. Ponie-
waz krwinki czerwone nie posiadaja jadra, wydaje
sie, ze promieniowanie dziata bezpoSrednio na blo-
ne komorkows [11, 15].

Wsrod badaczy zajmujacych sie wplywem pro-
mieniowania y na komorkowe skiadniki krwi nie ma
jednomys$lno$ci, jaka dawke promieniowania nale-
zy stosowaé. Wedltug dyrektywy Unii Europejskie;j
wszystkie skladniki krwi przeznaczone dla pacjen-
tow z upo§ledzonym uktadem odporno$ciowym lub
do transfuzji wymiennych 1 doplodowych powinny
by¢ napromieniane dawkami 25-50 Gy.

Przeprowadzajac ocene in vitro KKCz napro-
mienianych r6znymi dawkami promieniowania y,
wybrano najczeSciej obecnie stosowane metody,
ktorych parametry okreslaja wiasnoSci funkcjonal-
ne krwinek czerwonych. Badania przeprowadzane
podczas 42 dni przechowywania dostarczyly dodat-
kowych informacji o bardziej odlegtych skutkach
promieniowania jonizujacego.

NajczeSciej stosowana rutynowo dawka pro-
mieniowania y jest 25 Gy, albowiem po jej zastoso-

waniu istnieje 90-procentowe prawdopodobienstwo,
ze zadna spo$rod populacji immunokompetentnych
komorek nie przezyje napromieniowywania. Ponie-
waz brakuje dokladnych opracowan analizujacych
wplyw wiekszych dawek promieniowania y na
KKCz, postanowiono zbadac takze wplyw dawki
50 Gy. Jak opisano w literaturze, dawki rzedu 50 Gy
oslabiaja odpowiedz limfocytéw na stymulacje mi-
togenami az o 98,5% [16].

Najwazniejszymi parametrami charakteryzujacy-
mi jako§¢ KKCz sa: stezenie ATP, stezenie 2,3-DPG,
stezenie K" oraz stezenie wolnej Hb. Krwinki czer-
wone potrzebuja energii zmagazynowanej w ATP
do utrzymania ksztattu, fosforylacji biatek 1 fosfoli-
pidow, aktywnego transportu przez blone, czeScio-
wej syntezy nukleotyddéw purynowych i pirymidy-
nowych oraz syntezy glutationu. Dla krwinek czer-
wonych gtownym substratem dostarczajacym ATP
jest glukoza, stanowiaca sktadnik roztworow wzbo-
gacajacych (SAGM, ADSOL), umozliwiajacych prze-
chowywanie KKCz do 42 dni [14]. Glikoliza to glow-
ne zrodio energii dla pozbawionej mitochondriow
dojrzatej krwinki czerwonej. Wydajno$¢ energetyczna
rozkiadu glukozy na drodze glikolizy mierzona liczbg
czasteczek ATP wytworzonych na jedng czastecz-
ke zmetabolizowane] glukozy wynosi 2 czasteczki
ATP. Udowodniono, ze istnieje korelacja pomiedzy
zawarto$ciga ATP w KKCz in vitro aich odzyskaniem
w krazeniu biorcy. Sktadniki krwi o niskiej zawar-
tosci ATP sa szybciej usuwane z krazenia biorcy.
Leitner 1 wsp. stosowali promieniowanie jonizujace
w dawce 30 Gy 1 wykazali okolo 25-procentowy
spadek stezenia ATP w 14 dniu przechowywania
w stosunku do KKCz nienapromieniowanego [17].

Wytwarzanie 2,3-DPG jest takze zwigzane
z glikoliza 1 stanowi wazny czynnik regulujacy zdol-
no$¢ Hb do przenoszenia tlenu. Szlak bifosfoglice-
rynianowy umozliwia wytworzenie w krwince czer-
wonej znaczacych iloSci 2,3-DPG, ktory wiaze sie
z Hb 1 wywiera duzy wplyw na jej powinowactwo
do tlenu. Na stezenie 2,3-DPG ma wplyw pH, po-
niewaz krwinki czerwone metabolizuja glukoze do
mleczanu, nagromadzeniu ulegaja jony wodorowe,
obniza sie pH osocza i maleje ilos¢ 2,3-DPG. Uwal-
nianie tlenu w tkankach jest wprost proporcjonalne
do stezenia 2,3-DPG w krwinkach. Dlatego w przy-
padku masywnych transfuzji powinno sie podawac
Swiezg krew [18]. W badaniach autoréw niniejszej
pracy stwierdzono znaczny spadek 2,3-DPG juz
w 2 tygodniu przechowywania KKCz.

Oceniajac stezenie 2,3-DPG w KKCz napro-
mieniowanych dawkami 25 i 50 Gy, stwierdzono
istotne zmiany warto$ci tego parametru zar6wno
w grupie kontrolnej (0 Gy), w ktorej stezenie w kon-
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cowym okresie przechowywania obnizyto sie 0 94%
w stosunku do warto$ci wyjSciowej, jak 1 w grupach
badanych: 96% dla dawki 25 Gy oraz 98% po zasto-
sowaniu dawki 50 Gy. Podobne wyniki uzyskali
Davey 1 wsp., stosujac dawke 30 Gy. W tym przy-
padku obnizenie stezenia 2,3-DPG w 42. dniu prze-
chowywania wynosito 89%, podczas gdy w grupie
nienapromienianych KKCz — 91%.

Blona krwinki czerwonej utrzymuje rownowa-
ge osmotyczng 1 jonowa komorki. Transport jonow
1 sktadnikow organicznych przez bione moze by¢
czynny lub bierny. Potas gromadzi sie w krwince
czerwonej w wyniku aktywnego transportu. Jego
stezenie w komorce jest okolo 27 razy wieksze niz
w Srodowisku zewnetrznym. Straty energii w cza-
sie przechowywania i uszkodzenia wywolane napro-
mieniowaniem powoduja oslabienie czynnego trans-
portu i przechodzenie w procesie dyfuzji K™ na ze-
wnatrz komorki. Szybko§¢ tego procesu zalezy od
skladu plynu konserwujacego. Blona komorkowa
przepuszcza Na® w obu kierunkach, ale przenikanie
Na® z osocza do wnetrza komorki jest powolne. Ri-
vet 1 wsp. [22], podobnie jak wiekszo§¢ autorow in-
nych doniesien, stwierdzili znamienne statystycznie
roznice w KKCz napromieniowanych dawka 30 Gy
juz w 4 dniu przechowywania. W wypadku uzycia
takich jednostek do przetoczen dla noworodkow
zaleca sie odplukiwanie osocza [18-23]. Stezenie K*
we wszystkich badanych grupach w badaniach pro-
wadzonych przez autorow prezentowanej pracy nie
bylo tak wysokie, jak sygnalizuja inni autorzy. Ra-
mirez i wsp. zastosowali dawke 40 Gy, a stezenie
K* w 14 dniu przechowywania byto 30-krotnie wy-
zsze w stosunku do dnia zerowego. Dla poréwna-
nia, w grupie kontrolnej stezenie K* bylo 14 razy
wyzsze. Ze wzgledu na wysokie stezenie potasu Ra-
mirez 1 wsp. stwierdzili, ze KKCz do transfuzji do-
plodowych 1 dla wczeSniakéw powinny byé Swieze
1 napromieniowane przed przetoczeniem [24].

W przeprowadzonych badaniach w przypadku
KKCz napromieniowanych dawka 50 Gy stezenie
K" 7. dnia przechowywania okazalo sie prawie 2-krot-
nie wyzsze w porownaniu z jego stezeniem w KKCz,
ktore nie byly poddane promieniowaniu y i przecho-
wywane tez przez 7 dni.

Prawdopodobnie w wyniku uszkodzenia bfony
komorkowej dochodzi nie tylko do znacznego wy-
plywu K* do osocza, ale zwieksza sie takze zawar-
to§¢ Hb w osoczu. Po zastosowaniu dawki 50 Gy
zaobserwowano najwyzsza warto§¢ wolnej Hb
42 dnia przechowywania. Znamienne statystycznie
roznice w stezeniu Hb w KKCz, zar6wno w grupie
kontrolnej, jak i w grupach badanych sktadnikow krwi,
pokrywaja sie z doniesieniami innych autorow [25].

Poréwnujac podstawowe parametry biochemicz-
ne, jak stezenie ATP, 2,3-DPG, Hb, K*, w KKCz
napromieniowanych (25 Gy i 50 Gy) oraz tych, kto6-
re nie byly poddane dzialaniu promieniowania y,
mozna stwierdzi¢, ze KKCz napromieniowane
dawka 50 Gy nie powinny by¢ przechowywane
w temperaturze 4°C diuzej niz 14 dni nawet przy
zastosowaniu roztworu wzhogacajacego ADSOL.
Koncentraty krwinek czerwonych napromieniowa-
ne dawka 25 Gy moga by¢ przechowywane 1 prze-
taczane do 28 dni. Na podstawie przeprowadzonych
badan iz vitro mozna przypuszczac, ze napromienio-
wane krwinki czerwone beda spelnia¢ swoje funk-
cje w organizmie biorcy.

Wartos§¢ biologiczng KKCz mozna oceniaé
przedstawionymi powyzej metodami poSrednimi
in vitro. Wielu autorow uwaza, ze takie parametry,
jak stezenie ATP czy 2,3-DPG, sa wykladnikami
funkcji krwinek czerwonych iz vivo. Jednak najbar-
dziej miarodajna metoda, oceniajaca skuteczno$é
przetoczen KKCz jest ocena stanu klinicznego pa-
cjenta oraz wykonanie oznaczen: stezenia Hb, licz-
by krwinek czerwonych oraz czasu przezycia ich
w krazeniu biorcy.
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