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Streszczenie

Metody inaktywacyi biologicznych czynnikow chorobotworczych w skladnikach krwi przeznaczo-
nych do przetoczenia zaczeto wdrazac do rutynowej pracy placowek stuzby krwi w wielu krajach
od konca lat 90 ubieglego stulecia. Opracowano metodg chemiczng — solvent detergent — oraz
metody oparte na reakcjach fotochemicznych 1 fotodynamicznych, takie jak: metoda z blgkitem me-
tylenowym, metoda z chlorowodorkiem amotosalenu oraz metoda z ryboflawing. Skladniki krwi
poddane inaktywacyi wyzej wymienionymi metodami, pomimo zastosowania procesu usuwania
zwiqzkow chemicznych (wyjgtek stanowi metoda z ryboflawing), zawierajq sladowe ilosci zwiqgz-
kow chemicznych. W zwiqzku z tym podjeto proby opracowania takiej metody inaktywacyi, ktora
nie wymagalaby dodawania zwigzkow chemicznych, a zastosowania jedynie promieniowania
o0 odpowiedniej dlugosci fali. Przykladem metody, w ktorej zastosowano tylko UVC, bez dodawa-
nia zwiqgzku fotouczulajgcego, jest system Theraflex UV Platelets, opracowany w celu inaktywacji
biologicznych czynnikow chorobotworczych w koncentratach krwinek plytkowych (KKP). W syste-
mie Therflex UV zastosowano promieniowanie o diugosc fali 254 nm, ktore nie jest absorbowane
przez biatka, dlatego tez nie ma koniecznosci wykonywania konwencjonalnych testow toksycznosci.
Metoda jest skuteczna w stosunku do istotnych klinicznie bakterii G (+) 1 G (=) oraz wirusow
1 prerwotniakow. W badaniach klinicznych stwierdzono zmmniejszone odzyskanie krwinek plytko-
wych poddanych inaktywacyi metodq z UVC 1 skvocony czas ich przezycia w organizmie biorcy.

Stowa kluczowe: inaktywacja czynnikéw chorobotwoérczych, naswietlanie UVC,
koncentrat krwinek ptytkowych
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w procesie frakcjonowania osocza. Opracowang
w 1985 roku metode rozpuszczalnik/detergent
(SD), stosowang w celu zmniejszenia ryzyka
przeniesienia biologicznych czynnik6w choro-
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Metody inaktywacji biologicznych czyn-
nikéw chorobotwoérczych w sktadnikach krwi

przeznaczonych do przetoczenia zaczeto wdra-
zaé do rutynowej pracy placowek stuzby krwi
w wielu krajach od konca lat 90. ubiegltego
stulecia. Poczatkowo, opracowujac metody
inaktywacji w skladnikach krwi, korzystano
z doswiadczenia zdobytego podczas opracowy-
wania metod inaktywacji czynnikow zakaznych

botworczych wraz z przetaczanymi produktami
krwiopochodnymi, poddano modyfikacji i od
1991 roku zastosowano takze w odniesieniu do
osocza przeznaczonego do uzytku klinicznego.
W tym samym czasie opracowano metode z bie-
kitem metylenowym, ograniczajaca ryzyko prze-
niesienia czynnikow zakaznych w osoczu [1, 2].
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Tabela 1. Metody inaktywacji biologicznych czynnikéw chorobotwoérczych w sktadnikach krwi

System Theraflex Intercept Mirasol PRT Theraflex

MB Plasma UV-Platelets
Sktadnik krwi Osocze Osocze, KKP Osocze, KKP KKP, osocze?
CE 2000 KKP: 2002 KKP: 2007 KKP: 2009
(rok) osocze: 2006 osocze: 2008

Fotouczulacz Btekit metylenowy

Fotoprodukty Azur A, B, C; tionona
Warunki inaktywacji Swiatto widzialne UVA
180 J/cm? 3 J/cm?

Dodatkowe etapy Plasmaflex, Bluflex CAD

Chlorowodorek
amotosalenu

Dimery S-59

Ryboflawina Brak fotouczulacza

Lumichrom, lumiflawi- Brak

na i ich pochodne

uv uvcC

6,24 J/cm? 0,2 J/cm?
Nie dotyczy Nie dotyczy

W pierwszej dekadzie XXI wieku wysitki
naukowcéw zaowocowaly zar6wno opracowa-
niem nowych metod inaktywacji biologicznych
czynnikow chorobotwoérczych w skiadnikach
krwi, jak rowniez ulepszeniem metod dotychczas
stosowanych. Firma Macopharma zmodyfikowala
metode inaktywacji biologicznych czynnikow cho-
robotworczych z blekitem metylenowym w oso-
czu, opracowujac system Theraflex MB-Plasma
(oznakowanie CE--2000 r.).

Chlorowodorek amotosalenu zastosowano
w systemie Intercept, opracowanym w celu in-
aktywacji biologicznych czynnikéw chorobotwor-
czych, poczatkowo w KKP (oznakowanie CE-2002
r.), a nastepnie w osoczu (oznakowanie CE-2006
r.). Z kolei w systemie Mirasol®PRT zastosowano
ryboflawine do inaktywacji biologicznych czynni-
kéw chorobotworczych w KKP (oznakowanie CE-
-2007 r.) 1 w osoczu (oznakowanie CE-2008 r.).
Wyzej wymienione systemy sa stosowane ruty-
nowo w placowkach stuzby krwi w celu inakty-
wacji biologicznych czynnik6w chorobotworczych
w osoczu 1 KKP, ale nadal trwaja prace majgce na
celu wdrozenie metod umozliwiajacych inaktywa-
cje biologicznych czynnikéw chorobotworczych
w krwi pelnej i KKCz oraz prace nad metodami
inaktywacji, w ktorych nie zastosowano zwigzkow
fotouczulajacych [3-5].

Przykiadem metody, w ktorej zastosowano
tylko UVC, bez dodawania zwiazku fotouczu-
lajacego, jest system Theraflex UV Platelets,
opracowany w celu inaktywacji biologicznych
czynnikoéw chorobotworczych w KKP. Metody
inaktywacji biologicznych czynnikéw chorobo-
tworczych w osoczu 1 w KKP r6znig sie zasto-
sowana dlugo$cia fali promieniowania, wszyst-
kie wymagajg jednak zastosowania zwigzku

chemicznego, ktory razem z produktami jego
reakcji nalezy usuna¢ po zakofczeniu procesu.
Wyjatek stanowi ryboflawina, ktéra nie wymaga
usuwania, poniewaz zaroOwno sama ryboflawiana,
jak 1 jej fotoprodukty wystepujag fizjologicznie
w organizmie czlowieka (tab. 1).

Pomimo wprowadzenia etapu usuwania foto-
produktow ich §ladowe ilo§ci nadal jednak pozostaja
w przetaczanych sktadnikach krwi, stwarzajac
ryzyko wystapienia niepozadanych reakcji poprze-
toczeniowych [6]. W zwigzku z tym podjeto proby
opracowania takiej metody inaktywacji, ktora nie
wymagalaby dodawania zwigzkow chemicznych,
a zastosowania jedynie promieniowania o odpo-
wiedniej diugo$ci fali [7].

Bakteriobdjcze 1 wirusobojcze wiaSciwosci
promieniowania UV znano od dawna, co wiecej
promieniowanie o dlugos$ci 200-280 nm (UVC)
stosowano juz wcze$niej w celu inaktywacji czyn-
nikéw chorobotworczych w surowicy, w osoczu
oraz w produktach krwiopochodnych takich, jak
albumina, dozylne immunoglobuliny oraz koncen-
traty czynnika VIII [8].

System Therflex UV Platelets

W systemie Therflex UV Platelets opracowa-
nym w wyniku wspolpracy Niemieckiego Czer-
wonego Krzyza i firmy Macopharma zastosowano
wylacznie promieniowanie UVC, dlatego biorcy
KKP poddanego inaktywacji w tym systemie nie
sg narazani na dziatanie nawet §ladowych ilo$ci
zwigzku chemicznego. Skuteczno§¢ zastosowa-
nego w tym systemie promieniowania UV zalezy
zaréwno od dtugo$ci fali 1 czasu naswietlania, jak
1 stopnia przepuszczalno§ci tworzywa, z ktorego sa
wykonane pojemniki do na§wietlania KKP.
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1 2 3

1. Przelewanie UKKP do pojemnika przepuszczal-
nego dla UVC (tworzywo — octan etylenowo-
-winylowy)

2. Naswietlanie UVC (254 nm; 0,2 J/cm?2) w ilumina-
torze Macothronic UV

3. Przelanie UKKP do pojemnika przeznaczonego

do przechowywania KKP

Rycina 1. Proces inaktywacji biologicznych czynnikéw cho-
robotwoérczych w KKP przy zastosowaniu systemu Thera-
flex UV Platelets (dzieki uprzejmosci firmy Macopharma)

Proces inaktywacji biologicznych czynnikow
chorobotworczych w KKP przy zastosowaniu systemu
Theraflex UV Platelets przedstawiono na rycinie 1.

System Therflex UV Platelets otrzymat ozna-
kowanie CE w 2009 roku, nie zostal jednak wpro-
wadzony jeszcze do rutynowego stosowania [9].

W systemie Therflex UV Platelets nie zastoso-
wano zwigzku fotouczulajgcego, a promieniowanie
o dlugosc¢ fali 254 nm, ktore nie jest absorbowane
przez biatka, dlatego tez nie ma koniecznosci wy-
konywania konwencjonalnych testow toksycznoSci.
Nie nalezy jednak zapominac o ocenie tolerancji
1 potencjalnej immunogennos$ci KKP poddanych
inaktywacji metoda z promieniowaniem UVC.
Pohler i wsp. przeprowadzili takie badania z zasto-
sowaniem modelu zwierzecego. Psom wielokrotnie
przetaczano autologiczne KKP poddane proceso-
wi inaktywacji w tym systemie 1 nie stwierdzo-
no zadnych objawow nietolerancji ani obecno$ci
markerow wskazujacych na aktywacje ukladu
immunologicznego [10, 11].

Zasada dzialania metody
z zastosowaniem UVC

Promieniowanie UVC zastosowane w syste-
mie Theraflex UV Platelets jest bezpos$rednio
absorbowane przez kwasy nukleinowe czynnikow
zakaznych 1 leukocytow, co powoduje tworzenie
cyklobutanu pirymidyny (1,3-diazyny) oraz piry-
midyno pirymidonowego dimeru, tj. zwiazkow,

ktore blokuja transkrypcje kwasow nukleinowych,
a tym samym inaktywuja czynniki zakazne i leu-
kocyty. Inaktywacja jest skuteczna, jezeli pro-
mieniowanie UVC dociera do wszystkich warstw
KKP. Udowodniono, ze optymalna absorpcja UVC
mozliwa jest tylko w polaczeniu z orbitalnym,
kontrolowanym wytrzasaniem KKP. Powoduje to
tworzenie cienkich warstw KKP, dzieki czemu
jest dostarczana skuteczna, homogeniczna dawka
promieniowania. W ostatniej wersji systemu jest
to dawka 0,2 J/cm?) [12].

Skuteczno$§¢ metody z zastosowaniem UVC

Wyniki badan oceniajacych skuteczno§é syste-
mu Therflex UV Platelets potwierdzily zmniejsze-
nie o ponad 4 log zawarto$ci istotnych klinicznie
bakterii G (+) 1 G (-) [10, 13].

Metoda inaktywacji z promieniowaniem UVC
w réznym stopniu inaktywuje wirusy. Potwier-
dzono skuteczng inaktywacje wirusow, takich jak:
wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej
(VSV, vesicular stomatitis virus), wirus Sindbis
(Sindbis virus) 1 wirus zapalenia watroby typu C
(HCV, hepatitis C virus). W przypadku czynnikow
zakaznych, takich jak wirus wscieklizny rzekome;j
(PRYV, pseudorabies virus) i wirus Zachodniego
Nilu (WNYV, West Nile virus), inaktywacja jest
mniej skuteczna. Metoda z zastosowaniem UVC
jest mato skuteczna w stosunku do ludzkiego
wirusa upo$ledzenia odpornosci (HIV, human
immunodeficiency virus). Nie zostala ona zdys-
kwalifikowana z dalszych etapé6w badan, ponie-
waz, w odroznieniu od innych fotochemicznych
lub fotodynamicznych metod inaktywacji, system
Theraflex UV Platelets skutecznie inaktywuje
male, bezotoczkowe wirusy DNA/RNA, miedzy
innymi takie jak $winski parwowirus (PPV, por-
cine parvovirus), zmniejszajac ich liczbe srednio
o 4-5 log [10, 12].

Pilotazowe badania wykazaly, ze system wy-
korzystujacy promieniowanie UVC skutecznie
inaktywuje wewnatrzerytrocytarnego pierwotniaka
— Babesia divergens — o ponad 6,0 log [14]. Sto-
piefi redukcji istotnych klinicznie bakterii, wirusow
1 pierwotniakow przedstawiono w tabeli 2.

System Theraflex UV Platelets skutecznie
inaktywuje takze leukocyty. Stwierdzono, ze za-
stosowanie nawet polowy rutynowej dawki energii
(0,1 J/cm?) catkowicie hamuje zdolno§¢ prolife-
racyjng jednojadrzastych komoérek w mieszanej
hodowli limfocytow (MLC). Mozna zatem zalozyc¢,
ze zastosowanie promieniowania UVC zapobiega
proliferacji limfocytow T odpowiedzialnych za
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Tabela 2. Skutecznos¢ metody inaktywacji z zastosowaniem promieniowania UVC

Bakterie Stopien redukg;ji (log10) Wirusy Stopien redukgc;ji (log10)
Escherichia coli >4,4 HIV-1 1
Staphylococcus epidermidis 24,8 Kaczy HBV >2,8
Staphylococcus aureus >4,8 HCV >5,0
Klebsiella pneumoniae > 4,8 H5N1 >5,1
Pseudomonas aeruginosa > 4,5 PRV 2-3
C. perfringens >4,7 Wirus Sindbis >5,3
(model dla HCV)
Enterobacter cloacae >4,3 PPV (model dla parvo B19) 5,0
Propionibacterium acnes 4,5 HSV >2,8
Pierwotniaki Stopien redukcji (log10) WNV 3,5-4,0
Trypanosoma cruzi > 6 EMCV 4,0-5,0
Leishmania infantum > 6,0 VSV >6,3
Babesia divergens >6 Parvo B19 >4,0
Plasmodium falciparum >4,9

rozwiniecie poprzetoczeniowej choroby przeszczep
przeciw gospodarzowi (TA-GvHD, Transfusion
Associated Graft versus Host Disease).

Wyniki badan in vitro potwierdzono w bada-
niach i vivo z zastosowaniem mysiego modelu
ksenogenicznego przeszczepu. U myszy, ktorym
przetaczano ludzkie limfocyty poddane wczes$niej
inaktywacji z UVC, nie stwierdzono obecnoSci
ludzkich limfocytow [15-17]. Promieniowanie
UVC w dawce 0,1 J/cm? wystarczajaco zabezpiecza
komorki prezentujace antygen przed ich stymulacja
komorkami allogenicznymi, a wiec prawdopodobnie
metoda z zastosowaniem takiego promieniowania
moze skutecznie zabezpieczac takze przed alloim-
munizacja antygenami.

Stwierdzono, ze nawet po zastosowaniu
promieniowania UVC w dawce 0,1 J/cm? (polowa
dawki rutynowo stosowanej) nastepuje znaczace
obnizenie stezenia cytokin w KKP (IL-14 i IL-6)
oraz zahamowanie syntezy IL-8, cytokiny wydzie-
lajacej sie w trakcie przechowywania, co znacznie
ogranicza ryzyko wystapienia niehemolitycz-
nych, goraczkowych reakcji poprzetoczeniowych
(FNHTR, Febrile Non Hemolytic Transfusion Re-
action). Nalezy jednak pamietac, ze chociaz UVC
obniza, a nawet hamuje synteze cytokin pochodza-
cych z leukocytow, to moze powodowaé wieksze
wydzielanie chemokin pochodzacych z ptytek krwi,
miedzy innymi takich jak CCL5 (RANTES).

Ocena integralnoSci biony koméorkowej, po-
dobnie jak oznaczanie marker6w apoptozy i ocena
zdolnoSci do proliferacji, jest badaniem oceniajagcym
zywotno$¢ krwinek biatych. Pohler 1 wsp. stwier-
dzili upo$ledzenie blony komoérkowej leukocytow

w trzecim dniu przechowywania KKP w prepara-
tach poddanych zaréwno dzialaniu promieniowania
gamma, jaki 1 UVC. W 7. dniu przechowywania
w grupie KKP poddanych dziataniu UVC stwier-
dzono catkowite upos$ledzenie biony komdrkowe;j
leukocytow, podczas gdy w grupie kontrolnej oraz
w grupie KKP poddanych dziataniu promieniowania
gamma uposledzenie wynosilo zaledwie 20%. Nie
stwierdzono ro6znic w upo$ledzeniu blon komor-
kowych leukocytow niezaleznie od zastosowanej
dawki promieniowania UVC, co sugeruje, ze uszko-
dzenia moga by¢ rownie silne przy zastosowaniu
dawki nizszej [14, 18-20].

Jakos¢ KKP poddanych procesowi
inaktywacji biologicznych czynnikow
chorobotworczych w systemie Theraflex
UV Platelets oraz badania kliniczne

Promieniowanie UVC nie tylko powoduje
uszkodzenia kwaséw nukleinowych czynnikow
zakaznych i leukocytow, ale takze wplywa na wilas-
nosci funkcjonalne krwinek piytkowych i biatek
osocza. Stwierdzono, ze promieniowanie UVC
przerywa mostki S-S w glikoproteinie GPIIb/
/Illa, bialka receptorowego, nalezacego do rodziny
integryn, ktore uczestnicza w procesach adhez;ji
1 agregacji krwinek plytkowych. Liczba opubliko-
wanych prac na temat oceny jakoSci krwinek plyt-
kowych inaktywowanych w systemie Therflex UV
Platelets jest niewielka. W badaniu prowadzonym
przez pracownikow Niemieckiego Czerwonego
Krzyza w KKP poddanych inaktywacji metoda z za-
stosowaniem promieniowania UVC stwierdzono
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nieznacznie zwiekszong aktywno$¢ metaboliczna
(wieksze zuzycie glukozy i zwiekszone nagroma-
dzenie mleczanu) oraz niewielka aktywacje (wyzsza
ekspresja antygenu CD 62 ) w poréwnaniu z KKP
grupy kontrolne;.

W badaniach Bashir 1 wsp. potwierdzono zwiek-
szong aktywno§¢ metaboliczng, ale nie stwierdzono
roznicy w stopniu aktywacji. Ekspresja antygenu
CD 62P i ilo$ci mikroczastek utrzymywaly sie na
tym samym poziomie przez 7 dni przechowywania.
Aktywacja GP IIb/IIla po zastosowaniu UVC jest
spowodowana zmniejszeniem liczby dwusiarczko-
wych wigzan regulujacych ukiad konformacyjny
integryn. W badaniach stwierdzono jedynie umiar-
kowany wzrost wolnych grup tiolowych spowodo-
wany rozerwaniem siarczkowych wigzan w GP IIb/
/llla w wyniku zastosowania promieniowania UVC.

System Therflex UV Platelets jest w trakcie
kolejnych faz badan klinicznych. Pierwsza faza ba-
dan klinicznych wykazala, ze poddane inaktywacji
autologiczne KKP byly dobrze tolerowane przez
biorcow.

Nie stwierdzono tworzenia przeciwcial prze-
ciwko inaktywowanym krwinkom plytkowym.
Stwierdzono tylko zmniejszone odzyskanie krwi-
nek plytkowych i skrocony czas ich przezycia
w organizmie biorcy [21, 22].

Podsumowanie

Metoda z zastosowaniem UVC, podobnie jak
pozostate metody inaktywacji biologicznych czyn-
nikéw chorobotworczych, posiada zaréwno zalety,
jak 1 pewne ograniczenia.

Niewatpliwa zaleta metody z UVC jest brak ko-
nieczno$ci dodawania zwigzku fotouczulajacego, co
powoduje, ze biorca poddanych inaktywacji KKP nie
jest narazony na dzialanie nawet §ladowych iloSci
zwiazku chemicznego. Metoda z UVC skutecznie
inaktywuje istotne klinicznie bakterie G (+)1G (-)
oraz skutecznie inaktywuje male bezotoczkowe
wirusy. Ponadto zmniejsza ryzyko przeniesie-
nia pierwotniakow, takich jak Trypanosoma cruzi
1 Leishmania infantum, oraz skutecznie inaktywuje
wewnatrzerytrocytarnego pierwotniaka — Babesia
divergens. Metoda z UVC skutecznie inaktywuje
leukocyty, w tym limfocyty T odpowiedzialne za
TA-GvHD. Zatem, w przypadku konieczno$ci
przygotowania KKP dla pacjentéw z grupy ryzyka
rozwiniecia TA-GvHD, KKP poddane inaktywacji
biologicznych czynnikow chorobotworczych me-
toda z UVC, nie musi by¢ dodatkowo poddawane
procesowi napromieniania przy zastosowaniu ra-
diatoréw. Jednoczesnie, wyniki badan pilotazowych

wskazuja, ze zastosowanie UVC nie tylko hamuje
synteze cytokin, ale takze zabezpiecza biorcow
przed alloimmunizacja antygenami.

Oprocz wyzej wymienionych zalet metode
charakteryzuja takze pewne ograniczenia, takie
jak: mata skuteczno$¢ w stosunku do HIV (tylko
1 log) oraz zwiekszone wydzielanie chemokin po-
chodzacych z krwinek plytkowych.
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