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Streszczenie

Przetoczenie skladnikow krwi z zawartymi w nich leukocytami moze wywolac u biorcy wiele
niepozgdanych reakcji opartych na mechanizmach o charakterze immunologicznym, takich
jak: potransfuzyjna choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (TA-GvHD), niehemolityczne
gorqczkowe reakcje poprzetoczeniowe (FNHTRs), spowodowane uwalnianiem sig cytokin oraz
alloimmunizacja biorcy antygenami HLA, co prowadzi do powstawania u biorcy przeciwcial
anty-HLA, ktore mogq byc przyczyng opornosci na przetaczane KKE W celu ograniczenia
ryzyka zwigzanego z obecnoscig resztkowych leukocytow w przetaczanych skladnikach krwi od
lat sq stosowane rozne metody preparatyki, ktore obnizajq liczbe leukocytow lub je inaktywujq.
Nalezq do nich: leukoredukcja, stosowanie promieniowania gamma ovaz metody inaktywacyi
biologicznych czynnikow chorobotworczych. Na podstawie intensywnego rozwoju badan nad
inaktywacjq biologicznych czynnikow chorobotworczych w skladnikach krwi stwierdzono, ze
stosowane rutynowo metody inaktywacyi w osoczu i w KKP — Mirasol i Intercept — skutecznie
inaktywujq takze limfocyty T. W zwiqzku z powyzszym metody te mogq stanowic alternatywe
dla napromieniania. Podobnie metoda inaktywacyi z UVC, po wprowadzeniu do rutynowego
stosowania, bedzie mogla zastgpic powszechnie stosowany radiator. Jednoczesnie stwierdzono,
ze metody inaktywacyi nie tylko zabezpieczajq przed TA-GvHD, ale rowniez hamujq synteze
cytokin, ktore odpowiadajqg przede wszystkim za niehemolityczne gorgczkowe reakcje poprze-
toczeniowe.

Stowa kluczowe: leukocyty, metody inaktywacji, powazne niepozadane reakcje
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Powazne niepozadane reakcje

Przetoczenie skiadnikow krwi z zawartymi
w nich leukocytami moze wywola¢ u biorcy wiele
niepozadanych reakcji opartych na dwoch podsta-
wowych mechanizmach o charakterze immunolo-
gicznym. Pierwszy z nich wystepuje wtedy, gdy
leukocyty zawarte w przetaczanych skladnikach
krwi stymuluja reakcje w komorkach i tkankach
biorcy, wywolujac na przykiad ciezka niepozg-
dana rekacje, jaka jest potransfuzyjna choroba

przeszczep przeciw gospodarzowi (TA-GvHD,
transfusion associated-graft versus host diseases) lub
niehemolityczne goraczkowe reakcje poprzetocze-
niowe (FNHTRs, febrile non hemolytic transfusion
reactions) spowodowane uwalnianiem sie cytokin.
Drugi mechanizm jest zwigzany z rozpoznaniem
obcych antygenéw HLA na leukocytach dawcy
przez komorki T biorcy, ktore w obecno$ci czaste-
czek glownego uktadu zgodno$ci tkankowej (MHC,
major histocompatibility complex) obecnych na ko-
morkach prezentujacych antygen u dawcy (APC,
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Tabela 1. Powazne niepozadane reakcje po przetoczeniu skiadnikéw krwi

Niepozadane reakcje poprzetoczeniowe

Czynnik odpowiedzialny

Poprzetoczeniowa choroba przeszczep przeciwko biorcy

(TA-GVHD, transfusion-associated graft versus host disease)

Alloimmunizacja antygenami ukfadu HLA

Gorgczkowa niehemolityczna reakcja poprzetoczeniowa
(FNTHR, febrile nonhemolytic transfusion reaction)

Poprzetoczeniowa ostra niewydolnos¢ oddechowa (TRALI,
tansfusion related acute lung injury)

Przeniesienie czynnikdéw zakaznych

Immunokompetentne limfocyty T dawcy

Leukocyty dawcy

Cytokiny uwalniane z leukocytéw dawcy

Przeciwciata dawcy/biorcy (anty-HLA klasy | lub klasy II
i przeciwciata anty-granulocytarne)

Czynniki zakazne zwigzane z leukocytami
(np. CMV, HTLV 1/2)

antigen presenting cells) (droga bezpoSrednia) lub na
APC biorcy (droga posrednia) rozpoznaja nieznane
antygeny HLA. Takie mechanizmy rozpoznania
obcego antygenu HLA dawcy przez limfocyty T
biorcy prowadza do powstawania u biorcy przeciw-
ciat anty-HLA, ktére moga by¢ przyczyna opornosci
u pacjentéw na przetaczane KKP.

W celu ograniczenia ryzyka zwigzanego z obec-
noscig resztkowych leukocytow w przetaczanych
sktadnikach krwi od lat sg stosowane rézne meto-
dy preparatyki, ktore skutkuja obnizeniem liczby
leukocytow lub ich inaktywacja, a w konsekwencji
zabezpieczaja biorcéw miedzy innymi przed alloim-
munizacja antygenami uktadu HLA, goraczkowymi
niehemolitycznymi reakcjami poprzetoczeniowymi
lub potransfuzyjng chorobg przeszczep przeciw
gospodarzowi. Z analizy danych pochodzacych
z systemOw czuwania nad bezpieczenstwem krwi
(HV, haemovigilance) zarbwno na poziomie Krajo-
wym, jak i europejskim nadal jednak wynika, ze
zawartoS¢ chocéby niewielkiej liczby leukocytow
w przetaczanych skiadnikach krwi moze powodo-
wac u biorcy powazne niepozadane reakcje poprze-
toczeniowe (tab. 1) [1, 2].

Potransfuzyjna choroba przeszczep
przeciw gospodarzowi

Potransfuzyjna choroba przeszczep przeciw
gospodarzowi (TA-GVHD, transfusion-associated
graft versus host disease) jest jedna z najciezszych
niepozadanych reakcji spowodowanych przeto-
czeniem immunokompetentnych, allogenicznych
limfocytow T do organizmu biorcy, ktérego system
immunologiczny nie jest zdolny do ich zniszczenia
lub dawca jest homozygota pod wzgledem jednego
z haplotypow ukiadu HLA biorcy. Powikianie TA-
-GvHD wystepuje na skutek uszkodzen tkanek
biorcy powstalych w wyniku interakcji pomiedzy
komorkami uktadu immunologicznego dawcy
1 biorcy. W procesie niszczenia komorek gospodarza
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przez limfocyty zawarte w przetoczonym skiadniku
krwi uczestnicza r6zne subpopulacje limfocytow,
interleukiny, cytokiny prozapalne i czastki adhezyj-
ne. Na poczatku komorki dendrytyczne i makrofagi
biorcy, pelniace fizjologiczng funkcje komorek APC,
prezentuja jego antygeny HLA przetoczonym
limfocytom T. Wydzielana przez makrofagi inter-
leukina-1 (IL-1) i czynnik pobudzajacy tymocyty
aktywuja pomocnicze limfocyty T CD4+, ktore
wydzielaja interleukine-2 (IL-2) pobudzajaca z kolei
limfocyty CD 8+. Aktywacja limfocytow T jest syg-
nalem stymulujagcym uwalnianie cytokin z r6znych
komorek, w wyniku czego dochodzi do klonalnej
proliferacji limfocytow T, ktore réznicuja sie na
komorki cytolityczne lub komorki wydzielajace lim-
fokiny. Na tym etapie wystepuje niekontrolowane
wydzielanie ogromnej ilo$ci cytokin bezposrednio
oddziatujacych na komorki docelowe biorcy lub
dzialajacych posrednio przez pobudzenie komorek
linii hematopoetycznej, takich jak: limfocyty B,
limfocyty cytotoksyczne czy makrofagi. Komorki te
staja sie wtornymi efektorami i razem z cytokinami
powoduja uszkodzenia, a nastepnie Smier¢ komorki
docelowej biorcy [3, 4].

Wprawdzie poprzetoczeniowe TA-GvHD
wystepuje stosunkowo rzadko (zachorowalnos¢
ocenia sie w przyblizeniu na 0,1-1% wszystkich
niepozadanych reakcji wg analizy SHOT i to przede
wszystkim u pacjentow z chorobami rozrostowymi
ukiadu krwiotworczego i chorobami limfoprolife-
racyjnymi), to ze wzgledu na brak skutecznego
leczenia i wysoka Smiertelno$c (> 90%) powiklanie
to stanowi powazny problem w praktyce kliniczne;j.
Stwierdzono takze, ze nawet filtry najnowszej
generacji stosowane do usuwania leukocytow
z komorkowych sktadnikow krwi nie zabezpieczaja
przed rozwinieciem TA-GvHD, poniewaz liczba
leukocytow, ktora moze pozosta¢ w preparacie
(< 1 x 108), jest wystarczajaca do wywolania
tego powikiania. Jak dotychczas, jedyna skuteczna
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Tabela 2. Pacjenci z grupy ryzyka TA-GvHD wedtug prawdopodobienstwa jego wystapienia

Udowodnione ryzyko Mozliwe ryzyko

Nieokreslone ryzyko

* Biorcy allo- i autologicznych * Wczesniaki

przeszczepow szpiku

* Osoby z wrodzonymi niedoborami
immunologicznymi

* Doptodowe transfuzje
wewnatrzmaciczne

* Osoby otrzymujace sktadniki krwi
od spokrewnionych oséb
(1'i Il stopien)

* Osoby z ziarnicg ztosliwg (chorobg
Hodgkina)

* Osoby z chorobami
hematologicznymi innymi niz
ziarnica ztosliwa

¢ AIDS
* Noworodki urodzone o czasie

* Osoby z guzami litymi
* Biorcy po przeszczepieniu narzagdow

metoda zabezpieczajaca pacjentow z grup ryzyka
przed rozwinieciem TA-GvHD bylo poddawanie
komorkowych skladnikow krwi dzialaniu promie-
niowania jonizujacego gamma lub promieniowania
X w specjalnie do tego celu zaprojektowanych
radiatorach (Cs37, Co% lub X) [5-9].

Na podstawie intensywnego rozwoju badan nad
inaktywacja biologicznych czynnikéw chorobotwor-
czych w skiadnikach krwi stwierdzono, ze niektore
metody stosowane w tym celu mozna zastosowac
rowniez do skutecznej inaktywacji limfocytow T.
W zwiazku z powyzszym metody te moga stano-
wiC alternatywe dla napromieniania [10]. Zasada
tych metod jest tworzenie nieodwracalnych zmian
w kwasach nukleinowych wirusow, bakterii, pasozy-
tow 1leukocytow poprzez zahamowanie ich namna-
zania. W $wiatowym piSmiennictwie potwierdzono
skuteczno§é inaktywacji krwinek biatych przy uzy-
ciu rutynowo stosowanych systemow inaktywacji
biologicznych czynnikéw chorobotworczych w KKP
(Intercept 1 Mirasol), a tym samym potwierdzono
mozliwo$¢ zastgpienia napromieniania KKP, prze-
znaczonych dla pacjentow z grup ryzyka, jednym
z wyzej wymienionych systemow. W zwiazku
z powyzszym, w niektorych krajach (m.in. Francja,
Hiszpania, Austria, Luksemburg, Katar, Polska),
w ktorych stosuje sie metody inaktywacji czyn-
nikéw chorobotworczych w KKP przy uzyciu
systemow Mirasol lub Intercept, w przypadku
konieczno$ci przygotowania KKP dla pacjentéw
z grup ryzyka TA-GvHD, a KKP jest juz poddane
inaktywacji, nie powinno sie preparatu tego dodat-
kowo poddawac procedurze napromieniania [11].
Zalozenie, ze metody inaktywacji biologicznych
czynnikow chorobotworczych w KKCz lub krwi
pelnej (PEN 110, S-303, ryboflawina), ktore sg
w trakcie opracowywania lub badan klinicznych
rownie skutecznie inaktywuja krwinki biale, znaj-

duje potwierdzenie w wynikach wielu badan [12].
W przypadku wdrozenia tych metod do rutynowego
stosowania mozna by zrezygnowac z obecnie sto-
sowanego promieniowania jonizujacego gamma lub
promieniowania X, emitowanych ze specjalnie do
tego celu zaprojektowanych radiatorow. Zgodnie
z wytycznymi Panstwowej Agencji Atomistyki
(PAA) i w sytuacji stale rosngcego zagrozenia terro-
ryzmem eksploatacja radiatora wigze sie z koniecz-
nos$cia ciggltego monitorowania wysokoaktywnego
zrodla promieniotworczego. Dodatkowo promie-
niowanie jonizujace gamma powoduje zmniejszenie
wlasciwosci funkcjonalnych krwinek czerwonych
(wyciek wewnatrzkomoérkowego potasu do prze-
strzeni pozakomoérkowej, hemoliza), ktore nasilajg
sie w miare uplywu czasu ich przechowywania.
W zwiazku z tym zalecane jest przeprowadzanie
procesu napromieniania (radiator) skladnikow
krwi przeznaczonych dla pacjentow z grup ryzyka
rozwiniecia TA-GvHD (tab. 2) bezpo$rednio przed
przetoczeniem. Niektore wyniki badan dotyczace
inaktywacji leukocytow przy zastosowaniu ruty-
nowo stosowanych systeméw lub metod bedacych
w trakcie badan sugeruja, ze oprocz zapobiegania
TA-GvHD metody te zapobiegaja rowniez allo-
immunizacji antygenami HLA 1 goraczkowym
niehemolitycznym reakcjom poprzetoczeniowym
(FNHTR) [13, 14].

Alloimmunizacja

W raporcie z badan T7ial to Reduce Alloimmuni-
zation to Platelets (TRAP) opisano brak odzyskania
krwinek plytkowych w krazeniu biorcy zar6wno po
1, jak 1 po 24 godzinach, liczac od czasu przetocze-
nia KKP, co w konsekwencji spowodowato koniecz-
no$¢ zwiekszenia czestoSci przetoczen. Zjawisko to
probowano ttumaczyé pojawieniem sie przeciwcial
u biorcy, ale wyniki testow limfocytotoksyczno$ci
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wykazaly, ze zmniejszone odzyskanie krwinek plyt-
kowych wystepuje zarowno w przypadku obecnosci,
jak 1 braku przeciwciat antyleukocytarnych. Ponowna
analiza danych wykazala réznice w liczbie krwinek
plytkowych u biorcy po przetoczeniu w zaleznoSci
od rodzaju przetaczanych KKP. Stwierdzono wieksze
odzyskanie krwinek plytkowych, po zastosowaniu
ubogoleukocytarnych lub poddanych dziataniu UV
KKP, niz po zastosowaniu standardowego KKP.
Leukocyty zanieczyszczajace KKP uznano zatem za
prawdopodobna przyczyne alloimmunizacji antygena-
mi HLA, ktéra prowadzi do oporno$ci na przetoczenia
KKP, szczegoblnie wystepujacych u pacjentow, ktorym
wielokrotnie przetaczano KKP. W wielu badaniach
potwierdzono natomiast, Ze promieniowanie gamma
nie zabezpiecza przed powstawaniem alloprzeciwcial.
Obecnie jednym ze sposobdw postepowania jest
stosowanie ubogoleukocytarnych sktadnikow krwi
lub dobieranie KKP dla biorcy zgodnych w uktadzie
HLA z dawca. Jednak procedur tych nie stosuje sie
rutynowo [15-17].

Goraczkowe niehemolityczne
reakcje poprzetoczeniowe

Goraczkowe niehemolityczne reakcje po-
przetoczeniowe (FNTHR, febrile nonhemolytic
transfusion reaction) po przetoczeniu KKCz naj-
czesciej sa spowodowane obecno$cig leukocytow
w przetaczanym skiadniku krwi oraz przeciwcial
antyleukocytarnych wykrywanych u pacjentow. Na
skutek reakcji antygen-przeciwcialo-komplement
aktywowane sa makrofagi biorcy. Skutkiem tych
oddziatywan jest wydzielanie cytokin, ktorych
stezenie wzrasta proporcjonalnie do liczby leukocy-
tow zawartych w KKP oraz czasu przechowywania
preparatu przed przetoczeniem. Heddle udowodnit,
ze jedna z najczestszych przyczyn FNTHR jest
podwyzszone stezenie cytokin: interleukiny-1beta
(IL-81) i interleukiny-6 (IL-6) w przechowywanych
KKP. Powiklaniom tym mozna zapobiegaé, usuwa-
jac leukocyty nie p6zniej niz do 6 godzin od chwili
otrzymania KKP [18].

Czestos¢ wystepowania FNHTR po przeto-
czeniu nieubogoleukocytarnego KKCz szacuje sie
na 0,12-0,5%, natomiast w przypadku przytoczen
nieubogoleukocytarnych KKP czesto$c¢ jest znacza-
co wyzsza 1 wynosi 1,7-31%. Potwierdzono takze
zwigzek pomiedzy wysoka zawartoScia IL-1a, IL-6
oraz TNF-a a zawarto$cig krwinek biatych powy-
zej 3 x 1051 w KKP. Chociaz stosowanie filtracji
lub usuniecie osocza znaczgco zmniejsza steze-
nie cytokin, a tym samym obniza czestotliwoSc
wystepowania FNTHR, to niepozadane reakcje
spowodowane zanieczyszczeniami leukocytarnymi,

pomimo przetoczenia UKKP, sporadycznie nadal
sie zdarzaja. Muylle 1 wsp. przeanalizowali zabiegi
przetoczen przeprowadzonych u 45 pacjentow,
ktorzy wprawdzie otrzymywali UKKP, a pomimo
to u 13% z nich stwierdzono goraczkowe reakcje
spowodowane znaczacym podwyzszeniem TNF-al
1IL-6 w UKKP [2, 19, 20].

W trakcie przechowywania KKP, oprocz wy-
dzielania leukocytopochodnych cytokin, dochodzi
takze do wydzielania z ziarnistoSci alfa 1 ziarnisto§ci
gestych krwinek ptytkowych chemokin, bedacych
przyczyna reakcji alergicznych. Naleza do nich
pochodzace z piytek: CCL3 (MIP-1, macrophage
nflammatory protein), CCL5 (RANTES, regulated
upon activation and normal T cel expressed and
secreted), CXCL4 (PF4, platelet factor4), TGF-
Betal-transformujacy czynnik wzrostu beta 1. Nie-
ktore z tych cytokin, na przyktad CCL5 (RANTES)
uczestnicza w powstawaniu niehemolitycznych,
alergicznych lub prozapalnych reakcji po przeto-
czeniu UKKP, spowodowanych miedzy innymi
ich zdolno$cia przyciggania i pobudzania ludzkich
granulocytow kwasochtonnych oraz indukowania
wydzielania histaminy z ludzkich granulocytow
zasadochlonnych. Oceniono, ze w przypadku wy-
stapienia reakcji alergicznych zakres RANTES
wynosi 200-1000 ng/ml [21-23].

Potransfuzyjna ostra
niewydolno§¢ oddechowa

Potransfuzyjna ostra niewydolno$¢ oddechowa
(TRALI, transfusion related acute lung injury) jest
bardzo ciezkim powiklaniem, charakteryzujacym
sie duszno$cig (obrzek pluc z niedotlenieniem)
wystepujaca podczas przetoczenia lub do 72 godzin
od momentu przetoczenia krwi. Nieleczone TRALI
prowadzi do $mierci u okolo 25% chorych. Czesto§é
wystepowania TRALI nie jest dokladnie poznana,
ale szacuje sie na okolo 1/1500-5000 przetoczen.
Szczego6lnie narazeni na to powiklanie sg pacjenci
w stanie krytycznym (6-8%). Zesp6t TRALI ob-
serwowano po przetoczeniu wszystkich rodzajow
sktadnik6w krwi oraz immunoglobulin podawanych
droga dozylna. Patogeneza zespolu TRALI nie jest
do konca wyjasniona. W wiekszoSci przypadkow
przyczyna sa przeciwciata leukocytarne, najczesciej
anty-HLA klasy I i II lub swoiste przeciwciala anty-
granulocytarne (HNA, human neutrophil antigens)
(anty-HNA-1a, 1b, 2a, 3a). Czynnikami aktywuja-
cymi neutrofile w przetaczanych skiadnikach krwi
moga by¢ nie tylko przeciwciala antyleukocytarne,
ale takze biologicznie aktywne lipidy, lizofosfatydy-
locholina (L-PC) lub cytokiny, ktore gromadza sie
w trakcie przechowywania sktadnikow krwi [24-26].
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Zanieczyszczenia leukocytarne a metody
inktywacji biologicznych czynnikow
chorobotworczych

Inaktywacja leukocytow z zastosowaniem
systemu Mirasol®PRT

Wyniki wielu badan potwierdzily, ze metoda
inaktywacji zastosowana w systemie Mirasol PRT
skutecznie inaktywuje takze leukocyty, w tym lim-
focyty T, ktérych przetoczenie wraz ze skiadnikami
krwi stwarza ryzyko wystapienia TA-GvHD u bio-
rcy. Stopien inaktywacji limfocytéw T okreSlano,
wykorzystujac miedzy innymi metode ograniczo-
nych rozcienczen (LDA, limiting dilution assay) lub
oznaczajac ekspresje antygenu CD69, wczesnego
markeru aktywacji limfocytow T, uczestniczacego
w przekazywaniu sygnatu aktywujacego, co w kon-
sekwencji prowadzi do syntezy roéznych cytokin
(m.in. IL-2, INF-y). Stosujac metode LDA, stwier-
dzono, ze po zastosowaniu systemu Mirasol®PRT
liczba zywotnych limfocytow T obnizyla sie o ponad
6 log. Stwierdzono takze, ze system Mirasol®PRT
hamuje zdolno§¢ limfocytow T do aktywacji, czego
dowodem jest catkowity brak ekspresji CD69 w ko-
morkach poddanych inaktywacji w tym systemie
(1,7 = 1,3%) w porownaniu z ekspresjag CD69
w grupie komorek kontrolnych), w ktorych eks-
presja tego antygenu wynosita 64,4 + 15,6% [27].

Jednoczesnie, z wielu badan i vitro wynika, ze
leukocyty poddane procesowi inaktywacji w systemie
Mirasol®PRT nie s3 zdolne do stymulowania lub
przyltaczania komorek allogenicznych. Okazalo sie,
ze w odroznieniu od leukocytow poddanych dziata-
niu promieniowania jonizujacego gamma, leukocyty
poddane inaktywacji w systemie Mirasol®PRT tracg
zdolno$¢ do dziatania jako komoérki prezentujgce anty-
gen (APC, antigen presenting cells). Prawdopodobnie
dzieje sie tak dlatego, ze ekspresja kilku receptorow
powierzchniowych: HLA-DR, ICAM 1-3, CD80
1 CD86 odpowiedzialnych za aktywacje 1 adhezje lim-
focytow T ulega znaczacemu zmniejszeniu. Potwier-
dzono takze, ze w leukocytach poddanych inaktywacji
z zastosowaniem ryboflawiny i UV zauwazono nie-
znaczne obnizenie ekspresji antygenow powierzch-
niowych HLA klasy 111 czasteczek kostymulujacych
oraz znaczace obnizenie ekspres;ji licznych czasteczek
adhezyjnych w komorkach prezentujacych antygen.
Zaobserwowano rowniez niemal calkowitg utrate
immunogenno$ci [28].

W badaniach, ktérych celem bylo sprawdzenie,
czy zastosowanie systemu Mirasol®PRT zmniejsza
ryzyko wystapienia goraczkowych niehemoli-
tycznych reakcji poprzetoczeniowych (FNTHR),
stwierdzono znaczace zahamowanie syntezy cy-

tokin: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-18,
IL-12p70 w grupie jednojadrzastych komorek
poddanych inaktywacji w systemie Mirasol®PRT,
w przeciwienstwie do jednojadrzastych komorek
zaréwno z grupy kontrolnej, jak i grupy poddanych
dziataniu promieniowania jonizujagcego gamma [29].

Inaktywacja leukocytow z zastosowaniem
systemu Intercept

Juz pierwsze wyniki badan in vitro 1 in vivo
potwierdzily, ze metoda z zastosowaniem chloro-
wodorku amotosalenu i UVA skutecznie inaktywuje
takze leukocyty, a szczegoélnie leukocyty jednoja-
drzaste (MNCs, mononuclear cells), takie jak limfo-
cyty T. W przypadku zastosowania LDA w prébkach
pobranych po inaktywacji biologicznych czynnikow
chorobotworczych w KKP w systemie Intercept
(150 uM S-59 i 3 J/cm?2) stwierdzono obnizenie
liczby zywotnych limfocytow T o 5,4 log oraz brak
formowania kolonii limfocytow T (colony-forming).
W celu okreS§lenia marginesu bezpieczenstwa
fotochemicznej metody dla limfocytow T prze-
prowadzano dodatkowe badania, stosujac mniej-
sze dawki chlorowodorku amotosalenu (S-59).
Badania te wykazaly wyjatkowa wrazliwo$§¢ lim-
focytow T na dzialanie metody fotochemiczne;.
Chlorowodorek amotosalenu w dawce 1500-3000
razy nizszej niz rutynowo stosowana w systemie
Intercept oraz okolo 2 razy mniejszej dawce UV
(niz dawka wirusobojcza) inaktywowal limfocyty
T do granicy oznaczalnoSci.

System Intercept, podobnie jak system Mira-
sol, hamuje ekspresje CD 69. Fiebig i wsp. ozna-
czali ekspresje antygenu CD69 w probkach KKP
kontrolnych, w probkach KKP poddanych dziataniu
promieniowania jonizujacego gamma i w probkach
poddanych inaktywacji w systemie Intercept.
W limfocytach T poddanych dziataniu promie-
niowania jonizujacego gamma oraz w limfocytach
T poddanych inaktywacji w systemie Intercept
stwierdzono natychmiastowe obnizenie ekspresji
CD69 — odpowiednio do 21% 1 12% (przy Sredniej
ekspresji grupy kontrolnej — 82%) [30, 31].

W badaniach iz vitro potwierdzono takze
zahamowanie syntezy cytokin w wyniku zastoso-
wania systemu Intercept. Poréwnywano stezenie
interleukiny-8 (IL-8) w 3 grupach KKP przecho-
wywanych do 7 dni (kontrolnej, KKP poddanych
dziataniu promieniowania jonizujacego gamma
1 KKP poddanych inaktywacji w systemie Intercept).
Stwierdzono znamiennie wyzsze stezenie IL-8
zarowno w KKP z grupy kontrolnej, jak i w KKP
poddanych napromienianiu w radiatorze. W bada-
niach Heii wsp. potwierdzono, ze system Intercept
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hamuje synteze IL-8, IL-18, TNF-« i IL-6. Nalezy
podkresli¢, ze do wydzielania cytokin przyczyniaja
sie rowniez bakterie, ktorych skuteczna inaktywacja
w systemie Intercept przed przekazaniem KKP do
przechowywania dodatkowo zapobiega niehemoli-
tycznym goraczkowym reakcjom poprzetoczenio-
wym. Wyniki badan z wielu o$rodkéw naukowych
potwierdzily, ze system Intercept calkowicie hamuje
synteze cytokin i w odréznieniu od promieniowania
jonizujacego gamma, ktore obniza synteze cytokin
zaledwie 0 40%, moze stanowi¢ dodatkowe zabezpie-
czenie przed rozwinieciem FNTHR [22, 23, 32, 33].

Inaktywacja leukocytow z zastosowaniem
innych metod inaktywacji biologicznych
czynnik6w chorobotworczych

Metoda, niewprowadzona wprawdzie jeszcze
do rutynowego stosowania, ale poddang ocenie
skutecznos$ci w stosunku do krwinek bialych, jest
metoda z UVC zastosowana w systemie Theraflex
UV-Platelets. Juz na podstawie wynikow pierw-
szych badan (ksenogeniczny model mysi) mozna
stwierdzié, ze UVC zastosowane w systemie
Theraflex UV-Platelets jest tak samo skuteczne
jak rutynowo stosowane promieniowanie gam-
ma. Stwierdzono, ze zastosowanie nawet polowy
dawki stosowanej rutynowo inaktywuje limfocyty
T. Jednoczes$nie prowadzac badania in vitro, nie
stwierdzono proliferacji jednojadrzastych krwinek
biatych (po stymulacji PHA, anty CD3 1 anty CD28
w mieszanej hodowli limfocytow), gdy zastoso-
wano zaré6wno dawke 0,1 J/cm?, jak i 0,2 J/cm?
(dawka stosowana rutynowo w systemie Theraflex
UVC), co wskazuje, ze juz nizsza dawka 0,1 J/cm?
calkowicie znosi zdolno$¢ proliferacyjng jednoja-
drzastych krwinek bialych, w przeciwienstwie do
jednojadrzastych krwinek bialych wyizolowanych
z KKP poddanych dziataniu promieniowania gamma.
Mozna zatem zalozy¢, ze zastosowanie promienio-
wania UVC zapobiega proliferacji limfocytow T,
odpowiedzialnych za rozwiniecie TA-GvHD [34, 35].

Jednocze$nie okazalo sie, ze UVC juz w daw-
ce 0,1 J/cm? zabezpiecza komdrki prezentujace
antygen przed ich stymulacja komoérkami alloge-
nicznymi, a wiec wydaje sie prawdopodobne, ze
metoda z zastosowaniem UVC zabezpiecza przed
alloimmunizacja. Pogorszenie bezpoSredniej pre-
zentacji antygenu przez komorki prezentujace
antygen (APCs) moze by¢ skutkiem albo obni-
zenia ekspresji powierzchniowych receptorow
krytycznych dla aktywacji 1 adhezji limfocytow T
(charakterystyczne w zapobieganiu alloimmunizacji
w przypadku systemu Mirasol) lub uszkodzenia
W procesie przetwarzania antygenu [28].

Stwierdzono takze, ze promieniowanie UVC
zZnaczaco obniza stezenie cytokin, takich jak IL-13
1IL-6. Tak silne zahamowanie wydzielania cytokin
wystapilo juz po zastosowaniu dawki UVC —
0,1 J/cm? (potowa dawki rutynowo stosowane;j
— 0,2 J/cm?2) w KKP poddanych procesowi in-
aktywacji. Synteza IL-8, cytokiny wydzielajace;j
sie w trakcie przechowywania KKP, takze zostata
znaczaco zahamowana po zastosowaniu UVC [18].

W przypadku systemu Mirasol opracowanego
w celu inaktywacji biologicznych czynnikow choro-
botworczych w krwi pelnej rowniez wykazano, ze
jest on skuteczny takze w stosunku do leukocytow.
Stosujac energie 33 lub 44 J/ml -, stwierdzono
inaktywacje wyizolowanych z krwi petnej jednoja-
drzastych krwinek biatych. Ludzkie limfocyty T,
uprzednio poddane inaktywacji w systemie Mira-
sol, przeszczepiono myszom, ktore nie rozwinely
GVHD, co wskazuje na to, ze system Mirasol®PRT
moze stanowic alterntywe dla napromieniania krwi
pelnej z zastosowaniem radiatora.

Podsumowanie

Wyniki badan z réznych o§rodkow, zajmujacych
sie metodami inaktywacji czynnikow zakaznych
w skladnikach krwi, przedstawione w niniejszym
opracowaniu, potwierdzaja, ze wiekszo§¢ tych
metod skutecznie inaktywuje takze leukocyty, od-
powiedzialne za wiele powaznych niepozadanych
reakcji. Metody zastosowane w systemach rutynowo
obecnie stosowanych w celu inaktywacji czynnikow
zakaznych w osoczu i w KKP — Mirasol i Inter-
cept — skutecznie inaktywujg takze limfocyty T.
W zwiazku z powyzszym metody te moga stanowic
alternatywe dla napromieniania. Podobnie metoda
inaktywacji z UVC, po wprowadzeniu do rutynowe-
go stosowania, bedzie mogla zastapi¢ powszechnie
stosowany radiator. Jednocze$nie stwierdzono, ze
metody inaktywacji nie tylko zabezpieczaja przed
TA-GvHD, ale rowniez hamuja synteze cytokin,
ktore odpowiadajg przede wszystkim za niehemoli-
tyczne goraczkowe reakcje poprzetoczeniowe.
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