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Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych

w skladnikach krwi

Inaktywacja — redukcja biologicznych czynnikow
chorobotworczych (wirusy, bakterie, grzyby, pasozyty) w
sktadnikach krwi.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

« Metoda rozpuszczalnik/detergent (S/D).

Polega na inkubacji puli osocza z rozpuszczalnikiem
organicznym tri(n-butylo) fosforanem (TNBP) | detergentem
(Triton X-100) przez 4 godziny w temperaturze 30°C. Po
zakonczonym procesie odczynniki usuwane sg przez
zastosowanie ekstrakcji w oleju roslinnym, filtracji zelowe;
lub chromatografii jonowymiennej. Nastepnie osocze jest
filtrowane, przelewane do sterylnych pojemnikow
1 zamrazane.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

« Metoda rozpuszczalnik/detergent (S/D) — inaktywacja
0socza.

Metoda ta jest najczescie) stosowang od 1985 procedurg
inaktywacji czynnikdéw zakaznych w produktach
krwiopochodnych, gtdwnie podczas produkcji dozylnych
immunoglobulin 1 koncentratow czynnikow krzepniecia,

w tym takze haptoglobiny 1 antytrombiny.

Metoda jest skuteczna jedynie do wirusow posiadajacych otoczke
lipidowa. Dlatego w czasie frakcjonowania osocza nalezy
wprowadzi¢ drugg metode inaktywacii, ktora jest skuteczna
w stosunku do wirusoOw bezotoczkowych.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

 Metoda fotoinaktywacji przy zastosowaniu bl¢kitu
metylenowego — system Macotronic Theraflex.

Metoda oparta jest o reakcje fotodynamiczng, gdzie czynnikiem
fotouczulajacym jest biekit metylenowy, wzbudzony swiatlem
widzialnym o dlugosci 620-670 nm. W reakcji tej czynniki
chorobotworcze inaktywowane sg za posrednictwem wolnych
rodnikoéw tlenowych.

Metoda ta jest stosowana w przypadku pojedynczej jednostki
osocza otrzymanego z KPK lub osocza z plazmaferezy,
przeznaczonej do celdow klinicznych.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

 Metoda fotoinaktywacji przy zastosowaniu blekitu
metylenowego — system Macotronic Theraflex.

Obecnie metoda jest stosowana do inaktywacji wirusow
otoczkowych I bezotoczkowych. Zintegrowany system
pojemnikow z tabletka bi¢kitu metylenowego zawiera filtr do
usuwania leukocytow, ktory stuzy do eliminacj1 wirusow
wewnatrzleukocytarnych (CMV, HTLV-1, HTLV-2) oraz filtr
umozliwiajacy usuwanie 95% biekitu metylenowego 1 jego
fotoproduktow.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

« Metoda fotoinaktywacji z zastosowaniem chlorowodorku
amotosalenu (S-59) — system Intercept.

Metoda ta oparta jest na typowej reakcji fotochemiczne.
Czynnikiem fotouczulajacym jest chlorowodorek amotosalenu,
ktory pod wptywem promieniowania UVA z kwasami
nukleinowymi czynnikOw chorobotworczych tworzy
nieodwracalne wigzania kowalencyjne 1 uniemozliwia dalsze
ich namnazanie.

Metoda ta okazuje si¢ skuteczna wobec: wirusa HIV, CMV, HBV,
HCV, BVDV (wotowy wirus biegunki), HTLV-1, HTLV-2 oraz
szerokiego spektrum G (+) 1 G (-) baktertii.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

« Metoda fotoinaktywacji z zastosowaniem chlorowodorku
amotosalenu (S-59) — system Intercept.

Zestaw pojemnikow stuzy do inaktywacji 2-3 zlanych jednostek
osocza z KPK. Podczas jednego procesu naswietlaniu
podlegaja 2 pojemniki z osoczem.

Sktadniki po inaktywacji poddawane sg filtracji adsorpcyjne;j
w celu usunigcia amotosalenu 1 produktow jego przemiany.

Metoda ta dotyczy osocza i KKP.

W metodzie tej inaktywowane sa limfocyty T. Zdolnos¢
proliferacji limfocytow 1 synteza cytokin jest zahamowana.

Metoda ta zapobiega TA — GVHD.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

 Metoda z ryboflawing — system Mirasol.

Metoda wykorzystuje ryboflawing (witamina B2) jako czynnik
fotouczulajacy w potaczeniu z ekspozycija na Swiatto
ultrafioletowe. Jest to reakcja fotodynamiczna, w wyniku
ktorej czynniki chorobotwoércze inaktywowane sg za
posrednictwem wolnych rodnikdéw tlenowych.

System wykazuje skutecznos¢ przeciwko szerokiej gamie
patogenow, w tym: wirusoOw- otoczkowych (HIV, HCV, WNV,
CMV, HBV) i bezotczkowych (parvowirus B19, HAV),
bakterii G (+) 1 G(-), pasozytow.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

* Metoda z ryboflawing — system Mirasol.

Ryboflawina (witamina B2) to zwigzek wystepujacy
fizjologicznie w organizmie ludzkim, nietoksycznym,
niemutagenny, dostarczany wraz z pozywieniem. To oboj¢tnie
naladowana molekuta tatwo przenikajaca przez btony lipidowe
komorek czynnikow zakaznych, wykazujaca wysokie
powinowactwo do kwasow nukleinowych, jak 1 struktur
powierzchniowych wirusow. Zastosowanie w systemie
Mirasol swiatta UV poteguje wiasciwosci inaktywujace
ryboflawiny poprzez wytworzenie wolnych rodnikow
tlenowych oraz utlenianie reszt guanozyny. Pod wplywem
swiatta UV reaguje nieodwracalnie z kwasami nukleinowymi
wirusOw oraz innych patogendw uniemozliwiajgc ich dalszg
replikacje.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

* Metoda z ryboflawing — system Mirasol.
System Mirasol sktada si¢ z:

- urzadzenia do naswietlania, wagi, czytnika kodow
kreskowych, systemu komputerowego,

- zestawu jednorazowego Mirasol, sktadajacego sie

z pojemnika z ryboflawing (35 ml), pojemnika do naswietlania
| pojemnika do przechowywania.

System Mirasol inaktywuje osocze 1 KKP.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

 Metoda z ryboflawing — system Mirasol.
Osocze przeznaczone do inaktywacji musi zosta¢ zamrozone
W Sposob ,,szokowy” < 8 godz. od pobrania.

Po inaktywacji osocze jest wazne 2 lata jezeli jest
przechowywane w temperaturze < -25° C.

Kontrola jakosci FFP inaktywowanego:

- aktywnos¢ czynnika VIII — srednio (po zamrozeniu
1 rozmrozeniu) > 70% wartosci dla jednostki §wiezo
pobranego osocza, >70 1U/100 ml,

- fibrynogen - srednio (po zamrozeniu 1 rozmrozeniu) > 60%
wartosci dla jednostki Swiezo pobranego osocza,

- biatko catkowite > 50 g/I.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dopuszczone do stosowania

* Metoda z ryboflawing — system Mirasol.

Metoda inaktywuje limfocyty T odpowiedzialne za TA —
GvHD 1 prawdopodobnie moze by¢ stosowana jako
alternatywa napromieniania w celu zabezpieczenia biorcow
KKP przed rozwini¢ciem tego groznego powiklania
poprzetoczeniowego.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi

Zastosowanie metod mnaktywacji czynnikOw
chorobotworczych w sktadnikach krwi zwieksza
bezpieczenstwo przetaczanych sktadnikow.

Metody te zmniejszaja ryzyko przeniesienia:
znanych czynnikdw chorobotworczych, dla ktorych nie zostaty
opracowane metody detekcji,

nieznanych czynnikdw chorobotworczych, ktore mogg zostac
przeniesione na skutek migracji ludnosci,

bakter11 (ryzyko zwigzane z przetaczaniem KKP),

chorob pierwotniakowych, jak malaria, choroba Chagas’a,
ktore nie sg rutynowo badane.



Metody inaktywacji czynnikow chorobotworczych
w skladnikach krwi — dgzenia

Obecnie brak jednej, skutecznej metody w stosunku do
szerokiego spektrum czynnikow chorobotworczych,
umozliwiajace) inaktywacj¢ we wszystkich skladmkach krwi.
Dazenia naukowcow zmierzaja w kierunku, aby metoda
inaktywacji byla:

skuteczna w stosunku do szerokiego spektrum czynnikow
zakaznych (wirusy, bakterie, pasozyty),

nie zmieniata wlasciwosci terapeutycznych sktadnikow krwi,
fotoprodukty pozostajagce w sladowych ilosciach po

zakonczonym procesie inaktywacji nie moga by¢ toksyczne
oraz nic wywotywaly reakcji alergicznych u biorcow,

czynnik ekonomiczny — koszty wdrazania metody musza by¢
proporcjonalne do jej skutecznosci.



KKP w roztworze do przechowywania plytek krwi

Zlewany KKP w roztworze wzbogacajagcym do
przechowywania KKP:

sktadnik ten stanowig krwinki ptytkowe, wyizolowane

w postact kozuszkow leukocytarno-ptytkowych z krwi peinej

konserwowanej potagczone w jednym pojemniku
W mieszaninie 0socza 1 roztworu wzbogacajacego,

zlewany KKP zawiera 3-5 x 101,

zlewany KKP w roztworze sktada si¢ z 5-6 kozuszkow
leukocytarno-ptytkowych zawieszonych w mieszaninie 20%
osocza 1 80% roztworu wzbogacajacego.




Krew i jej skladniki
SSP + roztwor wzbogacajacy do przechowywania
KKP

zawiera substancje chemiczne (organiczne I nieorganiczne)
umozliwiajgce wydluzenie czasu przechowywania KKP
powyzej 5 dni,

poprawia bezpieczenstwo stosowania KKP poprzez obnizenie
objetosct osocza w KKP,

zmniejsza ryzyko wystgpienia reakcji alergicznych lub
niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych (TRALI),
dostarcza zwi1azkoéw odzywczych 1 tlenu,

chroni przed spontaniczng aktywacjg oraz zmniejszajg
aktywacje, ktora jest skutkiem pobierania 1 preparatyki,

buforuje w celu zabezpieczenia przed zakwaszeniem.



Krew i jej skladniki
SSP + roztwor wzbogacajacy do przechowywania

Sklad roztworu:

- cytrynian sodu

- chlorek sodu

- octan sodu

- dwuwodorofosforan sodu
- wodorofosforan sodu

- chlorek potasu

- chlorek magnezu

KKP

Wilasciwosci roztworu:

zapobieganie aktywacji ptytek
Krwi
roztwOr izoosmotyczny

obnizenie poziomu wytwarzania
mleczandw, dziatanie buforujace,
utrzymanie poziomu pH,
stymulacja glikolizy

utrzymanie poziomu pH,
stymulacja glikolizy

obnizenie agregacji — poprawa
funkcji ptytek krwi

obnizenie agregacji — poprawa
funkcji ptytek krwi



