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Inaktivacija patogenov v krvnih
komponentah: tehnologije, trenutno v
uporabi, in trendi v prihodnosti

Pathogen reduction in blood components:
current technologies and future trends

Ana Milojkovi¢, Marko Cukjati

Izvleéek

Inaktivacija patogenov v krvnih komponentah je
proaktivni pristop k preprecevanju prenosa pov-
zroditeljev bolezni s transfuzijo. Postopki inakti-
vacije plazme s topilom in detergentom se upo-
rabljajo Ze ve¢ kot dve desetletji. Ve¢ina novej$ih
tehnik z uporabo aktivnih molekul in svetlobe s
spremembo nukleinskih kislin virusov, bakterij,
parazitov in levkocitov onemogo¢i njihovo po-
mnozevanje. Nekatere tehnike tudi ucinkovito
inaktivirajo levkocite in s tem zmanj$ajo pogo-
stost nezelenih ucinkov, ki jih ti povzroéajo. Do-
ber sistem za inaktivacijo patogenov mora imeti
¢im $irsi spekter delovanja na razli¢ne vrste pa-
togenov, hkrati pa v ¢im manjs$i meri okvarjati
celi¢ne in plazemske sestavine. Postopek mora
imeti dovolj varen toksikoloski profil, ne sme
povzrocati nastajanja neoantigenov in mora za-
gotoviti klini¢no ucinkovitost transfundiranih
komponent. Danes so v Evropi v uporabi 4 raz-
li¢ni sistemi za inaktivacijo patogenov: sistem to-
pilo/detergent (S/D), metilensko modrilo (MB)
in vidna svetloba, amotosalen in UVA zarki, ri-
boflavin in UV zarki. Na Zavodu za transfuzijsko
medicino v Ljubljani od leta 2008 uporabljamo
sistem z amotosalenom in UV zarki za inaktiva-
cijo patogenov v trombocitnih pripravkih. Vsa-
ka od navedenih tehnik ima svoje prednosti in
slabosti. Zaenkrat univerzalnega sistema, ki bi
lahko bil uporaben za vse krvne komponente,
ni. V teku je razvoj sistema za inaktivacijo polne
krvi. To bo tudi ekonomsko upravicilo uvajanje
takega sistema, kar je danes, glede na zelo nizko
moznost prenosa okuzbe za znane s transfuzijo

prenosljive bolezni, eno glavnih vprasanj pred
uvajanjem novih tehnologij. Drugo vprasanje je,
koliko, in, ¢e sploh lahko ¢akamo? V drzavah v
razvoju bi tudi manj idealen sistem pomenil raz-
liko med Zivljenjem in smrtjo za mnoge bolnike.
Predstavili bomo mehanizem dejstva, postopek
predelave, toksikoloski profil, uc¢inkovitost re-
dukcije patogenov, nezelene reakcije in klini¢no
ucinkovitost navedenih metod.

Abstract

Pathogen reduction in blood components rep-
resents a proactive approach in the prevention
of spreading blood-borne pathogens via trans-
fusion. Solvent-detergent pathogen reduction
technology has been in routine use for more
than two decades. Most current techniques use
molecules which target viral, bacterial, proto-
zoan or leukocyte nucleic acids and, with subse-
quent illumination, disable their replication. Be-
side pathogen reduction effect, some techniques
successfully inactivate leukocytes, thus lowering
the number of adverse reactions caused by them.
Pathogen reduction system is expected to selec-
tively reduce pathogen load while simultaneously
preserving blood component function. This aim
is very ambitious and still not attained. The tech-
nology must be non-toxic, must not form neo-
antigens and must preserve clinical function of
blood components. Four systems currently used
in Europe are: solvent/detergent (SD) pathogen
reduction technology, methylene blue (MB) plus
visible light reduction technology, amotosalen
plus UVA light and riboflavin plus UV light
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technology. The technology which utilizes amo-
tosalen and UV light for pathogen reduction in
platelet components was introduced into routine
practice of the Blood Transfusion Centre of Slo-
venia in 2008. Each method has its advantages
and disadvantages. So far, a system for universal
inactivation of all three components has not been
developed. Studies for whole blood inactivation
system are ongoing. In view of the low risk in
transmitting classical transfusion diseases, this

approach will be the only pathogen reduction
technology the implementation of which will be
justifiedwith respect to cost/benefit issues. The
other question is how long can we wait and if we
can wait at all? In developing countries such a
technology can mean difference between life and
death. We will present the mechanisms of action,
processing, toxicology profile, pathogen reduc-
tion efficacy, adverse effects and clinical experi-
ence of the methods mentioned above.

Uvod

Na podro¢ju varnosti krvi in krvnih
komponent je bil v zadnjih desetletjih do-
sezen velik napredek. Danes je transfuzija
krvi in krvnih komponent bolj varna kot
kadar koli v preteklosti. Podrocje varno-
sti, ki je bilo vedno v ospredju, je moznost
prenosa povzrociteljev bolezni s transfuzi-
jo. Uvedeni so S$tevilni ukrepi na podrocju
izbire varnih krvodajalcev in presejalnega
testiranja odvzete krvi. Kljub visoki stopnji
varnosti za nekatere povzrocitelje bolezni,
kot so virus hepatitisa B (HBV), virus he-
patitisa C (HCV) in virus ¢loveske imunske
pomanjkljivosti (HIV), pa nicelnega tvega-
nja ne bomo nikoli dosegli. Nove porajajoce
se nalezljive bolezni v ¢asu globalizacije so
nenehna groznja, ki terja vedno nove ukrepe
na podrocju zagotavljanja varne transfuzije.
Izkusnje iz preteklosti nas ucijo, da je cas
od prepoznave novega povzrocitelja kot po-
tencialno nevarnega do vpeljave u¢inkovite
strategije za preprecevanja njegovega pre-
nosa s transfuzijo pogosto nesprejemljivo
dolg. Tako je od odkritja virusa hepatitisa B
minilo 30 let, od odkritja hepatitisa C pa 15
let, preden so bili uvedeni ustrezni ukrepi na
podrodju transfuzijske medicine. Pri virusu
HIV je bilo to obdobje 3 leta, virusu Zaho-
dnega Nila (WNV) 4 leta in Trypanosomi
cruzi 5 let.! Ob vse vedji varnosti krvnih
komponent za izbrane povzrocitelje bolezni
pa v ospredje stopajo tudi drugi povzroci-
telji, kot so razlicne po Gramu pozitivne in
negativne bakterije in paraziti, ki so bili v
preteklosti delezni manjSe pozornosti.

Inaktivacija patogenov je novejsi, proak-
tivni pristop k zagotavljanju varne trasnfuzi-
je, ki pomembno dopolnjuje obstojece ukre-

pe. Dober sistem inaktivacije mora imeti
¢imsirsi spekter delovanja na razli¢ne pov-
zrocitelje bolezni, hkrati pa ohranjati celi¢-
ne in plazemske sestavine v krvnih kompo-
nentah ¢im bolj neposkodovane. S postopki
inaktivacije lahko uc¢inkovito preprecujemo
prenose povzociteljev bolezni, Se preden so
na voljo drugi uc¢inkviti ukrepi, oziroma Se
preden je povzroditelj bolezni sploh prepo-
znan. Nekatere tehnike inaktivacije delujejo
tudi na levkocite v krvnih komponentah,
ki so razlog za Stevilne nezelene ucinke ob
transfuziji: febrilne nehemoliti¢ne transfu-
zijske reakcije (FNHTR), s transfuzijo po-
vezano akutno poskodbo plju¢ (TRALI) in s
transfuzijo povezane reakcije presadka proti
gostitelju (TaGVHD).

V nadaljevanju so podrobneje opisane
tehnike inaktivacije, ki se Ze rutinsko upo-
rabljajo, in tiste, ki so v fazi klini¢nih preiz-
kusanj.

S/D tehnologija

Tehnologija topilo detergent (solvent-de-
tergent, S/D) je najstarejSa tehnika inaktiva-
cije patogenov, ki se uporablja Ze vec kot 20
let. Zaradi mehanizma delovanja je uporab-
na zgolj za plazemske komponente.

Biokemijske lastnosti in mehanizem de-
lovanja. Tehnika temelji na socasnem delo-
vanju organskega topila 1-odstotnega tri-n-
-butil fosfata (TNBP), ki raztaplja mascobne
ovojnice virusov, in neioniziranega deter-
genta 1-odstotnega polioksietilen-p-t-oktil-
fenola (Triton X-100), ki stabilizira TNBP,
prekinja mascobno plast v membrani in
olajsuje izlo¢anje lipidov.?

Opis postopka. Proces se izvaja na zlitju
plazme s kon¢nim volumnom 60 do 650 li-
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trov in je primeren za industrijsko proizvo-
dnjo. Virucidni detergent in topilo se zlitju
plazme doda za 1,5 do 4 ure pri temperaturi
30 °C. Po kon¢anem postopku se TNBP od-
strani z oljno ekstrakcijo, Triton X-100 pa s
kromatografsko adsorpcijo. Plazma se filtri-
ra pred in po postopku zaradi odstranjevanja
preostalih celic in celi¢nega drobirja.> No-
vej$e metode vkljucujejo dodatno kromato-
grafijo z geli, ki specifi¢no vezejo prione.* Na
voljo so tudi novi sistemi za S/D inaktivacijo
posameznih enot plazme ali manjsih zlitij 10
do 12 enot, ki se lahko izvajajo v transfuzij-
skih ustanovah.’

Toksikoloski profil. Dovoljene koncen-
tracije preostalih aktivnih ucinkovin v SD
plazmi po evropski Farmakopeji (6.2, julij
2008:1646) so < 2 pg / mL za TNBP in < 5
pg / mL za Triton X-100. Dejanske vrednosti
so $e nizje: 0,5 ug / mL za TNBP in 1 pg /
mL za Triton X-100, kar kaze na visok var-
nostni profil.> V plazmi ni zaznavnih koli¢in
protiteles proti levkocitnim antigenom (SD
plazma iz zlitja 200 do 380 L),? prav tako ni
poro¢il o neoantigenih.®

Ucinkovitost inaktivacije patogenov. S/D
tehnologija ucinkovito inaktivira viruse z
mas¢obno ovojnico, kot so virus HIV, HBV
za > 6 log, in virus HCV s stopnjo reduk-
cije 2 5 log. Tehnologija ni uc¢inkovita proti
patogenom brez mascobne ovojnice, kot sta
virus hepatitisa A in parvovirus B19.> Mo-
znost prenosa omenjenih virusov je sicer
majhna zaradi velike prekuzenosti populaci-
je in prisotnosti nevtralizirajo¢ih protiteles
v zlitju plazme.” Sam postopek znizuje kon-
centracijo prionov v plazmi za 2,5 log, z do-
datnim postopkom kromatogafije na gelu,
ki veze prionske beljakovine, pa je stopnja
redukcije vedja kot 5 log.*

Vpliv na plazemske proteine. Aktivnost
faktorja VIII se zmanj$a za 20-30 %, osta-
lih faktorjev koagulacije pa za manj kot
20 %, kar je primerljivo z drugimi tehnika-
mi inaktivacije.*® Pri ve¢jih zlitjih (200-380
L) je aktivnost proteina S zniZana za 35 % in
az2-antiplazmina na 24-33 % normalnih vre-
dnosti.’> Novej$i postopki na manjsih zlitjih
zagotavljajo ohranitev do 9o % zacetne ak-
tivnosti antikoagulacijskih faktorjev (prote-
in C, protein S) in inhibitorjev proteaze (an-
titrombin III, a2-antiplazmina).®
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Klini¢na ucinkovitost in nezZelene reakci-
je. V obdobju od 1991 do 2009 je podjetje
Octapharma (Lachen, Svica) skupaj svojimi
licen¢nimi partnerji proizvedla priblizno
10 milijonov enot S/D plazme. Porocajo o
manjSem Stevilu alergijskih reakcij v pri-
merjavi z neinaktivirano plazmo, zabele-
zen pa ni bil noben primer TRALI, kar je
verjetno posledica dilucijskega u¢inka med
zlivanjem.> Zmanj$ana aktivnost proteina
S bi lahko privedla do hiperkoagulabilne-
ga stanja, zlasti pri masivnih transfuzijah
in pri izmenjalnih plazmaferezah v okviru
zdravljenja tromboti¢ne trombocitopenic-
ne purpure (TTP).'® ZniZana vrednost az2-
antiplazmina je pomembna pri bolnikih s
hiperfibrinolizo, naprimer pri bolnikih v
reperfuzijski fazi transplantacije jeter,'! ven-
dar v obseznih klini¢nih raziskavah vpliv
sprememb aktivnosti nekaterih proteinov
v S/D plazmi na ucinkovitost plazme ni bil
dokazan.’

NovejSe tehnologije
fotoinaktivacije

Novejse tehnologije inaktivacije plaz-
me so usmerjene v genom povzrociteljev
bolezni. S kombinacijo aktivnih u¢inkovin
in svetlobe, ali samo svetlobe v primeru
inaktivacije z UVC zarki, na razli¢ne naci-
ne poskodujejo nukleinske kisline in s tem
preprecijo delovanje in pomnozevanje pa-
togenov. V tem prispevku se bomo omejili
na tehnologije, ki so uspes$no prestale fazo
klini¢nih preizku$anj ali se Ze rutinsko upo-
rabljajo: inaktivacija z uporabo metilenske-
ga modrila (MB) v kombinaciji z vidno sve-
tlobo, inaktivacija z uporabo amotosalena
in UV-A zarkov, inaktivacija z riboflavinom
in UV zarki in inaktivacija z uporabo UVC
zarkov brez dodajanja fotosenzibilizatorjev.

Biokemijske lastnosti in mehanizem de-
lovanja. MB je fotoaktivna fenotiazinska
molekula, ki po obsevanju z vidno svetlobo
tvori proste kisikove radikale, ki oksidirajo
purinsko bazo gvanozin, povzrocajo de-
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strukcijo nukleinskih kislin in onemogocajo
virusno replikacijo.

Opis postopka. Prvotno »Springeovo me-
todo« so izvajali v industrijskih obratih. Po
dodatku metilenskega modrila se je plazma
obsevala eno uro s fluorescentno svetlobo,
po koncanem postopku pa preostalega bar-
vila niso odstranjevali iz plazme. Zaradi sla-
bega prehajanja metilenskega modrila v ce-
lice se je plazma prej zamrzovala in ponovno
odtajala, s ¢imer se je povecala dostopnost
virusnega genoma, ki se je sprostil iz posko-
dovanih levkocitov. Novejsi sistem THERA-
FLEX MB-plazma (MacoPharma, Mouvaux,
France) je primeren za inaktivacijo posa-
meznih enot plazme. Sistem je sestavljen iz
0,65um filtra, metilenskega barvila (85 uM
MB klorida), vrecke za obsevanje in vrecke
za shranjevanje obdelane plazme. S filtracijo
se najprej odstranijo levkociti in celi¢ni dro-
bir, nato se plazmi doda metilensko modrilo
v konéni koncentraciji 1 uM. Sledi obsevanje
s svetlobo valovne dolZine 590 nm 15 do 20
min pri temperaturi < 22 °C. Prejeta ener-
gija obsevanja je 180 J/cm?. Po kon¢anem
obsevanju se s filtracijo iz plazme odstrani
vec kot 95 % preostalega barvila in njegovih
fotoproduktov.'?

Toksikoloski profil. Glede na razpolozljive
podatke ima MB plazma varen toksikoloski
profil in ni porocil o genotoksi¢nosti ali for-
miranja neoantigenov.?

Ucinkovitost inaktivacije patogenov. Po-
stopek inaktivira predvsem viruse z ma-
$¢obno ovojnico HIV, HBV, HCV in WNV
za > 5 log. Ucinkovitost inaktivacije virusov
brez mascobne ovojnice je razli¢cna. Meto-
da je slabo ucinkovita za virus hepatitisa A,
stopnja redukcije parvovirusa Big pa je vec
kot 5 log. Za znotrajceli¢ne viruse, parazite
in bakterije opisana metoda ni dovolj u¢in-
kovita.'>*?

Vpliv na plazemske proteine. Aktivnost
faktorja VIII in fibrinogena se zmanjsata za
20-35 %, aktivnost ostalih faktorjev koagu-
lacije v manjsem obsegu, za 10-15 %. Kon-
centracije ADAMTS 13 metalopreteinaze,
proteina C, proteina S, antitrombina III in
plazminogena se dobro ohranijo.*>'* MB
postopek vpliva na biolosko aktivnost fibri-
na. Vzrok je najverjetneje fotooksidacija hi-
stidina in posledi¢no onemogocena polime-

rizacija fibrinskih monomerjev, vendar pa
fibrinogen lahko Se vedno reagira s trombo-
citnimi receptorji (GP IIb/IIIa), kar je kljuc-
no za aktivacijo in agregacijo trombocitov."?

Klini¢na ucinkovitost in neZelene reakcije.
Varnost tehnologije je bila dokazana na ve¢
kot 4,4 milijona enot plazme, inaktivirane
z MB. Nekatere raziskave kazejo na manj-
$o ucinkovitost MB plazme pri zdravljenju
TTP, ¢eprav je koncentracija ADAMTS 13
metaloproteaze ohranjena.'® Zaradi velje
pogostnosti alergijskih reakcij v primerjavi s
SZP, dva primera anafilakti¢ne reakcije’® in
zaradi nestabilne koncentracije fibrinogena
po inaktivaciji se je Francoska skupina za
hemovigilanco (French agency for the safety
of health products - Afssaps) odlocila, da z
marcem 2012 prepove uporabo MB plazme v
Franciji. Podatki raziskav iz Belgije, Spanije
in Gr¢ije sicer ne kazejo statisticno znacilne
razlike v pogostnosti alergi¢nih reakcij med
SZP in MB plazmo.'?

Metoda INTERCEPT (Cerus, Evropa)
inaktivacije je na voljo tako za plazemske
kot trombocitne pripravke in je namenjena
za obdelavo posameznih enot trombocitov
ali zlitja manjSega Stevila enot plazme. V ra-
zvoju je sistem, ki bi omogocal tudi inakti-
vacijo eritrocitov. Zaradi delovanja na ravni
nukleinskih kislin se u¢inkovito inaktivirajo
tudi dajalcevi levkociti.

Biokemijske lastnosti in mehanizem delo-
vanja.Amotosalen (psoralen) pod vplivom
UV-A Zarkov reagira s pirimidinskimi ba-
zami nukleinskih kislin in tvori kovalentne
vezi, ki nepovratno preprecijo podvajanje
nukleinskih kislin in prepisovanje v protei-
ne.

Opis postopka. V zaprtem sistemu vreck
se pripravku doda raztopina amotosalen
hidroklorida (S-59) v kon¢ni koncentraciji
150 umol/L, nato pa obseva z UV-A zarki
(320-400nm) 4-6 minut (skupna energija
3 J/cm2). Med obsevanjem se aktivira 8o %
amotosalena, ki se razgradi na presnovne
produkte. Po obsevanju se pripravek za 4-16
ur prelije v posebno vrecko z adsorpsijsko
blazinico, ki veze preostali amotosalen in
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razpadle produkte. Sistem je mozno upora-
biti za inaktivacijo SZP in trombocitov, res-
uspendiranih v plazmi ali ohranitveni razto-
pini (InterSol ali SSP+)."”

Toksikoloski profil. Eksperimenti na Zi-
valih so pokazali, da je mutageni odmerek
amotosalena 4x10° do 7x10° vi§ji od ko-
licine v inaktiviranem pripravku, toksi¢ni
odmerek pa 25x10° visji, kar govori v prid
sprejemljivemu varnostnemu profilu amo-
tosalena in njegovih fotoproduktov.'® Poja-
vljanja neoantigenov niso opazili.'”

Ucinkovitost  inaktivacije  patogenov.
Spekter inaktivacije vkljucuje viruse z ma-
$¢obno ovojnico in sicer HIV-1/2 (tudi in-
tracelularne oblike), HBV, HCV, HTLV I/
II, CMV,WNYV, chikungunia in denga virus
s stopnjo redukcije 4,5 do > 6 log. U¢inko-
vitost inaktivacije je zelo razli¢na za viruse
brez mascobne ovojnice. Stopnja redukci-
je za parvovirus Big je 3,5 do > 5 log, virus
HAYV pa je odporen na to tehniko inaktiva-
cije. Rezultati kazejo zelo dobro inaktivacijo
po Gramu pozitivnih in negativnih bakterij,
spirohet in parazitov in sicer od 4,3-6,8 log.
Stopnja redukcije viabilnih celic T je>s5,4
log. V7

Vpliv na trombocite in plazemske protei-
ne. Hemostatska funkcija trombocitov, ob-
delanih s tehnologijo Intercept, kot tudi ve-
¢ina faktorjev koagulacije v plazmi so dobro
ohranjeni (73-98 %). '”*° Aktivnost faktorja
VIII po inaktivaciji je 73 %, kar ustreza stro-
kovnim priporo¢ilom.*" Aktivnost fibrino-
gena po inaktivaciji je 87 %. V koncentraciji
von Willebrandovega faktorja ali aktivnosti
ADAMTS 13 metaloproteinaze po inaktiva-
ciji niso dokazali statisticno znacilnih razlik.
Protein C in protein S tako kot antitrombin
so obdrzali ve¢ kot od 95 % zacetne aktivno-
sti. *°

Klini¢na ucinkovitost in neZelene reakcije.
Sistem Intercept ima od leta 2002 CE certi-
fikat za trombocite in leta 2006 za plazmo.
Do sedaj je bilo transfundiranih priblizno
700.000 produktov, obdelanih s tehnologijo
Intercept. Dve $tudiji, v Evropi in ZDA sta
obravnavali klinicno ucinkovitost trombo-
citov, inaktiviranih z amotosalenom. Studija
EuroSPRITE ni pokazala statisticno znacil-
ne razlike v porastu stevila trombocitov po
transfuziji (corrected count increment, CCI)
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inaktiviranih trombocitov v primerjavi z ne-
inaktiviarnimi.** Studija SPRINT v ZDA je
obravnavala hemostatsko funkcijo inaktivi-
arnih trombocitov pri bolnikih s krvavitvijo.
Rezultati so sicer pokazali manjsi CCI, krajsi
presledek med transfuzijami in vecje $tevi-
lo transfundiranih enot v skupini bolnikov
ki so dobili inaktivirane pripravke, vendar
je bila incidenca krvavitev med skupinama
primerljiva.>* U¢inkovitost plazme, obdela-
ne s tehnologijo Intercept, je bila dokazana
v ve¢ raziskavah pri bolnikih s kongenital-
nimi ali pridobljenimi koagulopatijami kot
tudi pri bolnikih, zdravljenih zaradi TTP."
Podatki, pridobljeni v sistemu hemovigi-
lance, so pokazali visoko raven varnosti z
zelo majhnim Stevilom nezelenih reakcij v
primerjavi s SZP.** Glede na zelo visoko ra-
ven inaktivacije levkocitov je pripravek ob-
delan s tehnologijo Intercept enakovreden
gama-obsevanemu pripravku v smislu pre-
precevanja bolezni presadka proti gostitelju
(GVHD).

Riboflavin + UV zarki

Tehnologija inaktivacije z riboflavinom
in UV zarki se uporablja za inaktivacijo po-
sameznih enot plazme ali trombocitov in se
lahko izvaja v transfuzijskih ustanovah. V
fazi klini¢nega preizkusanja pa je tudi sistem
za inaktivacijo polne krvi.

Biokemijske lastnosti in mehanizem delo-
vanja. Riboflavin (Vitamin B2) je planarna
molekula ki se naveze na nukleinske kisli-
ne in se aktivira pod uplivom UV Zzarkov.
Z posredovanjem transferja elektronov ali
ustvarjanjem prostih kisikovih radikalov
modificira purinsko bazo gvanozin, kar po-
$kodije nukleinske kisline in onemogoca vi-
rusno replikacijo.”

Opis postopka. Pripravek plazme ali
trombocitov se poveze v funkcioanlno zapr-
tem sistemu s setom za inaktivacijo, ki vse-
buje 35 mL riboflavina (500 uM / L). Pripra-
vek se nato obseva z UV zarki (285-365 nm)
ob stalnem mesanju s frekvenco 120 ciklov v
minuti pri temperaturi pod 37 °C do kon¢ne
energije obsevanja od 6,24 J/mL. Odstra-
njevanje preostalega riboflavina oz. njego-
vih razpadnih produktov po inaktivaciji ni
potrebno. Pri sistemu za inaktivacijo polne
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krvi se energija UV zarkov prilagaja glede na
koncentracijo eritrocitov v pripravku.”®
Toksikoloski profil. Riboflavin (Vitamin
B2) je esencialna sestavina ¢loveskega telesa.
Obsezne studije so pokazale, da riboflavin in
njegovi presnovni produkti niso toksi¢ni in
nimajo mutagenega potenciala.'®
Ucinkovitost  inaktivacije  patogenov.
Uc¢inkovito deluje na viruse z mascobno
ovojnico, in sicer HIV (tudi intracelularno),
HCV, HBV, CMV, WNYV, virusa chikingunia
in rabies od 2,1 log do 6,3 log. Deluje tudi
na viruse brez masc¢obne ovojnice in je edi-
na metoda inaktivacije, ki uc¢inkuje tudi na
virus HAV s stopnjo redukcije 1,8 log in par-
vovirus Big za > 5,11og. Deluje tudi na para-
zite od 3,2-5,0 log. Inaktivacija bakterij kaze
ucinkovitost od 98 %. Reducira tudi limfoci-
te T za > 6 log.”®
Vpliv na sestavine krvnih komponent. Po
inaktivaciji prihaja do dolo¢ene stopnje ak-
tivacije trombocitov, vendar je hemostatska
sposobnost trombocitov ohranjena.*® Plaz-
ma, obdelana z uporabo tehnologije Mirasol,
ima za priblizno 20 % nizjo vrednost koagu-
lacijskih faktorjev, in priblizno za 20-30 %
znizano koncentracijo fibrinogena, FVIII in
FXI. Inhibitorji koagulacije in ADAMTS 13
metaloproteinaza so dobro ohranjeni.*’
Klinicna ucinkovitost in nezelene reak-
cije. Postopek inaktivacije trombocitov z
uporabo tehnologije Mirasol (CaridianBCT,
Lakewood, Colorado) je dobil certifikat CE
leta 2007, za plazmo pa 2008. V randomi-
zirani $tudiji MIRACLE je obravnavana
ucinkovitost in varnost z Mirasolom obde-
lanih trombocitov. CCI po 1h je bil nizji v
obravnavani skupini, in sicer : 11,725 + 1,140
VS 16,939 +1,149. Po 24 urah so rezultati bili
6,676 + 883 vs 9,886 + 915.>>*” Rezultati pri
obeh skupinah so ustezali standardom, ki
kaze, da mora biti CCI v prvi uri > 7,5 x10°/L,
po 24 urah pa > 4,5x10°/L.*® Bili so primer-
ljivi tudi z izsledki Studije s psoralenom ob-
delanih trombocitiov (EuroSPRITE)*. Med
skupinama ni bilo razlike v $tevilu nezelenih
reakcij, intervalu med transfuzijami, stevilu
transfundiranih enot na bolnika in odmer-
ku transfundiranih trombocitov.*” Klini¢ne
studije o ucinkovitosti plazme Se potekajo.
Inaktivacija patogenov v polni krvi je ucin-
kovita v smislu inaktivacije patogenov in

levkocitov, kakovost vseh krvnih kompo-
nent, ki jih pridobimo iz polne krvi, je dobro
ohranjena.”

Sistem za inaktivacijo patogenov z upo-
rabo UVC zarkov je novej$a tehnologija
inaktivacije, ki temelji na Ze dolgo znani
baktericidni in virucidni lastnosti UVC Zzar-
kov in ne potrebuje dodajanje fotoaktivnih
substanc, kar je z vidika varnosti zelo po-
membno. Sistem za inaktivacijo patogenov
v trombocitth THERAFLEX UV-Platelet
system, ki ima od leta 2009 CE certifikat, je
uspesno prestal fazo I klini¢nih preizkusan;.
Pricakuje se odobritev faze III klini¢nih raz-
iskav.?

Mehanizem delovanja. UVC zarki (200-
28onm) inaktivirajo patogene z neposre-
dnim delovanjem na nukleinske kisline.
Sprozijo nastanek dimerjev med pirimi-
dinskimi bazami (ciklobutan-pirimidin in
pirimidin-pirimidon dimerji), kar prepreci
prepisovanje v proteine. Stopnja poskodb
nukleinskih kislin, ki je ve¢ja od sposobno-
sti celi¢cnih mehanzimov za njihov popra-
vljanje, prepre¢i pomnozevanje patogenov
ali sprozi celi¢no smrt. *°

Opis postopka. Pripravek trombocitov
resuspendiranih v plazmi in ohranitveni
raztopini SSP+ (MacoPharma, Turcoing,
France) se sterilno poveze s setom za inak-
tivacijo, ki je sestavljen iz vrecke za obseva-
nje velikosti 19 x 38cm in vrecke za konéno
shranjevanje obdelanega pripravka. Pripra-
vek trombocitov se obojestransko obseva z
UVC zarki (254 nm) na napravi Macotronic
UV (MacoPharma) od 30 min do 24 ur ob
stalnem mesanju s frekvenco 110 ciklov v
minuti. Stalno mesanje omogoca nastajanje
dovolj tankih plasti tekocine, skozi katere
lahko prodirajo UVC zarki za ucinkovito
inaktivacijo. Kon¢na energija obsevanja je
odvisna od prepustnosti vrecke za UVC zar-
ke in je v zadnji razli¢ici sistema 0,2 J/cm®.
Po kon¢anem obsevanju se trombocitni pri-
pravek prelije v vrecko za shranjevanje. *°

Proces inaktivacije patogenov v plazmi
do sedaj ni bil preverjen, glede na prelimi-
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narne raziskave bi bil ustrezen odmerek ob-
sevanja1J/cm? *°

Toksikoloski profil. Pri postopku ne do-
dajamo novih substanc, zato standardni
pristopi k toksikoloskem testiranju niso po-
trebni.””

Ucinkovitost  inaktivacije  patogenov.
Ucinkovitost inaktivacije humanega parvo-
virusa B1g, virusa hepatitisa A, in virusa he-
patitisa C je vecja kot 4 log. Stopnja inaktiva-
cije je nekoliko nizja za virus hepatitisa B in
sicer 2-3 log in za WNV od 3,4-4 log. Virus
HIV je sorazmerno odporen na obsevanje z
UVG, s stopnjo redukcije 1log. U¢inkovitost
inaktivacije po Gramu pozitivne in negativ-
ne bakterije, aerobne in anaerobne bakteri-
je je > 4 log., omejena pa je ucinkovitost za
spore Bacillus cereusa. Preliminarni rezulta-
ti kazejo tudi uspesno inaktivacijo parazitov,
vendar so potrebne nadaljnje studije, ki bi to
potrdile.”’

Vpliv na sestavine krvnih component. Na
zivalskih modelih je potrjeno, da po obse-
vanju z UVC zarki ne prihaja do formiranja
neoantigenov.”> Kakovost plazemskih pro-
teinov in trombocitov se do doloc¢ene meje
spremeni. Aktivnost faktorjev strjevanja se
po obsevanju z 1 J/cm? zmanjsa za 10-20 %.
Sorazmerno bolj obcutljiv je faktor XI, saj
se njegova aktivnost po obsevanju zmanjsa
za 23 %.*°Trombociti, obsevani z UVC Zarki,
imajo rahlo povecano raven presnove in ak-
tivacije. Med drugimi parametri je bila naj-
vedja sprememba zabelezena pri odgovoru
na osmotski $ok, kjer so se vrednosti takoj
po obsevanju zmanjsale za 20-30 %, med
nadaljnjim hranjenjem pa ponovno nekoli-
ko povecale. Rezultati kazejo, da so in vitro
znacilnosti obsevanih trombocitov primer-
ljive z drugimi metodami inaktivacije.'”** V
nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno pro-
uciti vpliv teh sprememb na funkcionalnost
in klini¢no u¢inkovitost trombocitov. *°

Metode za inaktivacijo
patogenov v polni krviin
eritrocitnih komponentah

Kljub intenzivnemu razvoju v zadnjih

letih tehnologija inaktivacije patogenov v
polni krvi in eritrocitih $e ni presla v rutin-
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sko uporabo. Poglavitna ovira je absorpcija
svetlobe s strani hemoglobina in obcutlji-
vost celic na postopek fotoinaktivacije, ki se
pri tem ne smejo poskodovati. Preizkusata
se predvsem dva razlicna koncepta inakti-
vacije: inaktivacija z uporabo svetlobe zunaj
spektra absorpcije hemoglobina, in inakti-
vacija brez uporabe svetlobe. Najve¢ razi-
skav na podrocju prvega pristopa je usmer-
jenih v uporabo riboflavina, dimetilmetilen
modrila, fleksibilnih fotosenzibilizirajoc¢ih
barvil, kot je tiopirilium v kombinaciji z
antioksidansom dipiridamolom ali tiazol
oranzno. Pri drugem pristopju je bilo najvec
raziskav opravljenih z aktivnimi substanca-
mi PEN110 in S 303. Zaradi nastajanja neo-
antigenov so razvoj PEN110 opustili. Trenu-
tno tehnologija z uporabo molekule S-303
najvec obeta in je v fazi III klini¢nih $tudij,
zato jo nekoliko podrobneje predstavljamo.

Biokemijske lastnosti in mehanizem delo-
vanja. S-303 (Helinks) je sinteti¢no izdela-
na molekula iz skupine alkilirajo¢ih spojin
(FRrangible Anchor Linker Effector-FRA-
LE). Sestavljena je iz treh delov: akridin-
skega sidra (anchor), ki hitro prehaja skozi
celi¢no in nuklearno membrano, in se ne-
kovalentno vgrajuje v nukleinske kisline, al-
kilirajoce efektorne skupine (efector), ki se
kovalentno veze za purinske in pirimidinske
baze nukleinskih kislin in onemogoca njiho-
vo nadaljnjo replikacijo, in majhnega fleksi-
bilnega, karbonskega povezovalca (linker),
ki vsebuje labilno estrsko vez, ki hidrolizira
v nevtralnem pH-ju in na ta nacin sprosca
nereaktivni metabolit S 300. Zaradi nespe-
cifi¢nih reakcij z drugimi molekulami, pred-
vsem s proteini, se med postopkom dodaja
naravni antioksidant glutation (GSH), ki de-
luje kot »pufer«. Ta za razliko od molekule
S-303, ki hitro prehaja skozi membrane celic
ali virusnih ovojnic, GSH ostaja v zunajce-
licnem prostoru, kjer inhibira nespecifi¢ne
reakcije molekule S-303, hkrati pa ne zmanj-
$uje potenciala inaktivacije patogenov. **

Opis postopka. Set za predelavo je sesta-
vljen iz treh vreck. Prva vrecka vsebuje 140
mL posebne dilucijske raztopine, ki se ji do-
dajo eritrociti, S-303 in GSH. Vsebina se po-
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tem prelije v vrecko za inaktivacijo, kjer pri-
blizno 30 minut poteka proces inaktivacije,
nato pa 6-18 ur razgradnja S-303 v neaktivni
metabolit S-300 med inkubacijo pri sobni
temperaturi. Supernatnat se po konc¢anem
postopku s centrifugiranjem odlije in eritro-
citi shranijo v ohranitveni raztopini SAGM
do 35 dni.*!

Toksikoloski profil. Raziskave na zivalih
niso pokazale sistemske toksi¢nosti.>!

Ucinkovitost inaktivacije patogenov. Po-
stopek ucinkovito inaktivira po Gramu po-
zitivne in negativne bakterije, viruse z ma-
$¢obno ovojnico ali brez. Rezultati kazejo
stopnjo redukcije od 4,8 do 7,4 log. Stopnja
inaktivacije parazitov je bila v razponu od
5,3 do 6,8 log.*!

Vpliv na sestavine krvnih komponent. In
vitro $tudije so pokazale, da je koncentraci-
ja ATP, 2,3-difosfoglicerida, poraba glukoze,
produkcija laktata, koncentracija kalija in
hemoliza v koncentratih rdecih krvnih celic
po inaktivaciji primerna s kontrolno skupi-
no.”

Klini¢na ucinkovitost in nezelene reakci-
je. Opravljenih je bilo ve¢ klini¢nih studij za
primerjanje klini¢ne ucinkovitosti inaktivi-
ranih eritrocitov. Raziskave prve generacije
so pokazale, da je odstotek prezivetja eritro-
citov kontrolne in tretirane skupine primer-
ljiv in v skladu s strokovnimi priporo¢ili, ki
dolocajo vsaj 75-odstotno prezivetje eritro-
citov 24 ur po transfuziji pri ve¢ kot 70 %
tretiranih enot.>® Preverjali so u¢inkovitost
inaktiviranih eritrocitov pri akutnih krva-
vitvah in pri korekciji kroni¢ne anemije pri
bolnikih s hemoglobinopatijami. Raziskavo
so pred¢asno zakljucili zaradi pojava proti-
teles pri dveh bolnikih, ki sta prejela inak-
tivirane eritrocite. Tvorba protiteles je bila
najverjetneje posledica reakcije na akridin,
zaradi Cesar so v drugi generaciji sistema
protokol nekoliko spremenili.**** Sistem
S-303 je v fazi klini¢nih preizkusan;j. Izsled-
ki dosedanjih raziskav kazejo, da eritrociti,
inaktivirani po opisanem postopku, vzdr-
zujejo viabilnost in biokemijske znacilnosti,
potrebne za transfuzijsko terapijo.**

Na Zavodu za transfuzijsko medicino
v Ljubljani smo leta 2008 priceli s tehniko
inaktivacije patogenov v trombocitnih pri-
pravkih z uporabo amotosalena in UVA
zarkov. Ob uvedbi smo pozorno spremljali
nezelene reakcije pri transfuziji inaktivira-
nih trombocitov in od leta 2009 do leta 2010
dejavno sodelovali v sistemu hemovigilance
INTERCEPT™. Spremljali smo 8o hemato-
-onkologkih bolnikov, ki so skupaj prejeli
466 transfuzij inaktiviranih trombocitnih
pripravkov. Samo pri enem bolniku (0,2 %)
je prislo do akutne transfuzijske reakcije v
smislu generalizirane urtikarije, ki je po da-
janju antihistaminika izzvenela.>*> Od uved-
be nove tehnologije do konca leta 2011 smo
skupaj inaktivirali 12912 terapevtskih enot
trombocitov, pridobljenih iz polne krvi, in
5748 terapevtskih enot trombocitov, prido-
bljenih s postopkom afereze. V primerjavi
s prej$njimi leti se pogostnost nezelenih re-
akcij po uvedbi inaktivacije ni zvisala. Kli-
ni¢ni odgovor na inaktivirane trombocite
smo preverjali po transfuziji 25 terapevtskih
odmerkov trombocitov z merjenjem korigi-
ranega zvi$anja Stevila trombocitov (CCI)
in pricakovanega prezivetja trombocitov
(PR) po 24 urah. Srednja vrednost CCI je
bila 8960/uL (794/pL-20717/uL), odstotek
pricakovanega prezivetja trombocitov pa
15,67 % (1,97-61,0 %), kar so zadovoljive vre-
dnosti.* Ni bilo podatkov o zmanjsani ucin-
kovitosti trombocitov pri ustavljanju krvavi-
tev ali o znizani ucinkovitosti trombocitov
na splosno v primerjavi z neinaktiviranimi
pripravki.*®

Poleg vecje varnosti ima po nasih izku-
$njah uvedba tehnike inaktivacije trombo-
citov tudi druge pozitivne ucinke. Zaradi
podaljSanega roka uporabnosti inaktivira-
nih trombocitov od 5 na 7 dni se je znatno
zmanj$al odstotek zapadlih trombocitnih
pripravkov. Ker je postopek inaktivacije po
svoji u¢inkovitosti enakovreden obsevanju z
zarki gama za preprecevanje bolezni presad-
ka proti gostitelju po transfuziji, postopek
dodatnega obsevanja ni ve¢ potreben, kar
skrajsa cas izdaje in poveca razpolozljivost
trombocitnih pripravkov za urgentna na-
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rocila. Uvedba inaktivacije je tudi ustrezno
nadomestilo za mikrobiolosko testiranje
trombocitnih pripravkov pred izdajo, kar
dodatno olajsa organizacijo dela in nemote-
no preskrbo s trombocitnimi pripravki.

Zakljucek

Skupni cilj razli¢nih postopkov inakti-
vacije patogenov je zmanj$evanje moznosti
prenosa povzrociteljev bolezni s transfuzi-
jo ob ohranjanju kakovosti celi¢nih in pla-
zemskih sestavin v krvnih komponentah.
Vse uveljavljene tehnologije inaktivacije
povzrocijo tudi vecjo ali manjso izgubo po-
sameznih sestavin, vendar je klini¢na ucin-
kovitost inaktiviranih komponent $e vedno
sprejemljiva. Visoka pricakovanja glede
varnosti na podrocdju transfuzijske medici-
ne, preostalo tveganje za klasi¢ne nalezljive
bolezni, nove porajajoce se nalezljive bole-
zni in izku$nje iz preteklosti nas spodbujajo
k iskanju novih pristopov pri zagotavljanju
varnih krvnih komponent. Postopki inakti-
vacije s svojim proaktivnim konceptom po-
membno dopolnjujejo obstojece ukrepe pri
zagotavljanju varne krvi. Obetavni rezultati
raziskav na podrocju inaktivacije polne krvi
in eritrocitov bodo postopkom inaktivacije
dali novo tezo in prepricljivejSo ekonomsko
upravicenost.
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