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Apstrakt

Uvod/Cilj. Inaktivacija patogena u ktvi i produktima od
krvi predstavlja znacajan korak u cilju dobijanja bezbedne
krvi, $to je jedan od prioriteta savremene transfuzioloske
prakse. Riboflavin (vitamin B2) aktiviran ultravioletnim
(UV) zracenjem stvara aktivni kiseonik koji ostecuje Celijsku
membranu i sprecava replikaciju uzrocnika bolesti (virusi,
baktetije, protozoe) u krvnim komponentama. Cilj ovog ra-
da bio je da se utvrdi uticaj procesa fotoinaktivacije patoge-
na primenom riboflavina i UV zracenja na biohemijske i
funkcionalne karakteristike trombocita dobijenih izdvaja-
njem iz ,,buffy coat” (leukocitno-trombocitnog sloja). Me-
tode. Ispitivanje je obuhvatilo 80 koncentrata trombocita
izdvojenih iz ,buffy coat®, dobijenog separacijom cele krvi
dobrovoljnih davalaca krvi unutar Sest sati od njenog uzi-
manja. Koncentrati trombocita su pulirani, pulovi filtrirani,
a zatim podeljeni na 10 kontrolnih (K) i 10 ispitivanih (I) je-
dinica (pulova trombocita). Ispitivane jedinice trombocita
tretirane su riboflavinom (35 mL) i UV zracenjem (6,24
J/mlL, 265-370 nm) na aparatu Mirasol (Catidian BCT Bi-
otechnologies, USA) u prose¢nom trajanju od $est minuta.
Kontrolnoj jedinici trombocita dodato je 35 mL fizioloskog
rastvora. Uzorcl za ispitivanje uzeti su iz kontrolnih i ispiti-
vanih jedinica trombocita inicijalno (Ko i Ip), nakon dodava-
nja fizioloskog rastvora (Ki), odnosno riboflavina (Ir), na-
kon izlaganja UV zracenju (I), prvog dana (K5 i I3) i petog
dana skladistenja (K4 i 14). Iz uzoraka su odredivani broj i

Abstract

Background/Aim. Pathogen inactivation in blood and
blood products is one of the major means to achieve a zero
risk blood supply and improve transfusion safety. Riboflavin
(vitamin B2) activated by ultraviolet (UV) light, produces ac-
tive oxygen which damages cell membrane and prevents rep-
lication of the carrier of diseases (viruses, bacteria, protozoa)
in all blood products. The aim of this study was to establish
the influence of the process of pathogens photoinactivation
using riboflavin and UV rays on the biochemical and func-

prinos trombocita, koncentracija rezidualnih eritrocita i leu-
kocita, pH, pOz, pCOx i bakterioloska ispravnost. Rezulta-
ti. Sve vrednosti ispitivanih parametara bile su znacajno sta-
tisticki nize u odnosu na vrednosti parametara iz uzorka Ko1i
To. Sve vrednosti parametara prvog dana skladistenja trom-
bocita (uzorci K3 i I3) bile su znacajno statisticki nize u od-
nosu na vrednosti parametara nakon dodavanja fizioloskog
rastvora, odnosno riboflavina (uzorci K; i Ij). Takode, sve
vrednosti analiziranih parametara petog dana skladistenja
(uzorci Ky 1 1) bile su znacajno statisticki nize u odnosu na
vrednosti parametara iz uzoraka K; i K3, odnosno Iy i I.
Poredenjem svih analiziranih parametara petog dana ispiti-
vanja (uzorci Ky 1 14), nije nadena statisticki znacajna razlika
izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe. Svi uzorci trom-
bocita sacuvali su sterilnost do sedmog dana, koliko je pra-
¢ena bakterioloska ispravnost. Zaklju€ak. Trombociti ina-
ktivisani primenom riboflavina i UV zracenja (Mirasol PRT
sistem, Caridian BCT, USA) zadrzavaju sve karakteristike
odredene Preporukama za pripremu, upotrebu i obezbede-
nje kvaliteta komponenata krvi Saveta Evrope tokom celog
perioda skladistenja (pet dana). Rezultati su dosledni poda-
cima prethodnih 7z vive 1 in vitro ispitivanja i potvrduju da se
trombociti tretirani na ovaj nacin mogu bezbedno primeniti
u rutinskoj transfuzioloskoj praksi.

Kljucne reci:
krv, konzervacija; trombociti; trombociti, broj; vitamin
B2; ultravioletni zraci; bakteriologija.

tional characteristics of platelet concentrates prepared from
“buffy coat”. Methods. The examination included 80 platelet
concentrates prepared from “buffy coat”, which was sepa-
rated from whole blood donated by voluntary blood donors
around 6 hours from the moment of collection. Concentrates
wete pooled, filtered and separated unton two groups: one
consisted of 10 control units and the other of 10 examined
units (pooled platelet concentrates). Examined units of the
platelets were treated by riboflavin (35 mL) and UV rays (6.24
J/mL, 265-370 nm) on Mirasol aparature (Catidian BCT
Biotechnologies, USA) in approximate duration of 6 min. A
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total of 35 mL of saline solution was added to the control
units. The samples for examining were taken from the con-
trol and examined units initially (Ko, o), after the addition of
saline (K1) and riboflavin (Iy), after illumination (Iy), first day
of storage (K3, I3) and the fifth day of storage (Ku, 14). The
following parameters were measured: platelet count and
platelet yield, residual erythrocyte and leukocyte count, pH,
pO2, pCO2 and bacterial contamination. Results. All the
measured parameters showed a statistically significant de-
crease comparing to Ko and Io; all the results of the first day
of platelet storage showed statistically significant decrease
comparing to K and Ij, and all the results of the fifth day of
platelet storage (K4, I4) showed a statistically significant de-
crease comparing to K1 and K3 and to I; and I5. There was
no the mentioned difference in the measured parameters

between Ky and 14 (the end of storage — the fifth day). All the
platelet units were sterile till the seventh day, when the inves-
tigation ended. Conclusion. Platelet concentrates inactivated
by riboflavin and UV rays (Mirasol PRT sistem, Caridian
BCT, USA) keep all the characteristics assessed by the Guide
to the preparation, use and quality assurance of blood com-
ponents (Council of Europe), during the whole storage pe-
riod (five days). The obtained data were correlated with ex-
isting up to date literature and demonstrated that Mirasol
treated platelets were safe and could be incorporated effec-
tively in the routine blood bank and transfusion setting.

Key words:
blood preservation; blood platelets; platelet count;
riboflavin; ultraviolet rays; bacteriology.

Uvod

Transfuzije koncentrata trombocita sastavni su deo le-
cenja bolesnika sa trombocitopenijom nastalom zbog sma-
njene produkcije trombocita usled osnovne bolesti ili prime-
ne mijelotoksi¢nih lekova, potroSnje ili dilucije krvi, ali i ne-
kih stanja povezanih sa disfunkcijom trombocita '. Koncen-
trati trombocita mogu se dobiti separacijom iz jedinica cele
krvi dobrovoljnih davalaca ili primenom separatora krvnih
¢elija. Koncentrati trombocita iz cele krvi mogu se pripre-
mati iz prethodno prikupljene plazme bogate trombocitima
ili izdvajanjem iz buffy coat (leukocitno-trombocitnog sloja).
Kvalitet pripremljenih koncentrata trombocita zavisi od veli-
kog broja faktora, kao Sto su: metoda pripreme, duZina skla-
diStenja, vrsta kese u kojoj se cuvaju, a u novije vreme i teh-
nika inaktivacije patogena “.

Standardi koji se odnose na inaktivaciju patogena u krv-
nim komponentama, posebno u koncentratima trombocita, je-
dan su od preduslova bezbedne transfuzije. Inaktivacija pato-
gena u krvnim komponentama ima ulogu uklanjanja odnosno
inaktivacije svih uzro¢nika prenosivih bolesti putem krvi (vi-
rusi, bakterije, protozoe, prioni). Ona ne zamenjuje testiranje
jedinica krvi dobrovoljnih davalaca na markere transfuzijom
prenosivih bolesti, ali smanjuje opasnost od ,,prozor fenome-
na“ i deluje i na agense za koje testiranje trenutno nije dostup-
no, a mogu se preneti putem krvi>*. Postupci inaktivacije uz-
ro¢nika transmisivnih bolesti temelje se na vezivanju raznih
supstanci (psoralen, riboflavin, metilensko plavo), kao i delo-
vanju ultravioletnog (UV) i gama zraCenja, ¢ime se sprecava
replikacija nukleotida DNA i RNA, inhibira proliferacija T-
limfocita i prevenira bolest kalema protiv domacina — Graft-
versus-host-disease (GVHD), suprimira sinteza citokina i opa-
snost od pojave posttransfuzionih febrilnih reakcija™>°.

Prva metoda inaktivacije patogena koja je uSla u rutin-
sku transfuzioloSku praksu u velikom broju evropskih zema-
lja jeste primena amotosalena u kombinaciji sa UV zrace-
njem. Danas je najzastupljenija metoda inaktivacije patogena
primenom riboflavina i UV zracenja, koja ima oznaku CE za
primenu u plazmi i trombocitima ’.

Riboflavin (vitamin B2) je prirodno prisutno jedinjenje
1 esencijalni humani hranljivi sastojak. Izuzetno je efikasan u

inaktivaciji patogena, ako se izloZi vidljivom ili UV zrace-
nju, jer stvara aktivne forme kiseonika koje oStecuju celijsku
membranu, ¢ime se sprefava replikacija uzro¢nika bolesti u
svim produktima krvi*°. Riboflavin je netoksi¢an, kao i nje-
govi razgradni produkti, i normalno je prisutan u ljudskom
organizmu. On ima planarnu konjugovanu prstenastu struk-
turu sa lancem Secera koji mu daje hidrosolubilni karakter.
Planarni deo molekula umece se izmedu baza DNA i RNA, a
UV zracenje, koje aktivira riboflavin, oksiduje guanin u nu-
kleinskim kiselinama, sprec¢avajuci replikaciju genoma pato-
gena. Riboflavin ne deluje na eritrocite i trombocite, jer te
¢elije nemaju jezgro, kao ni na proteine plazme, a ne izdvaja
se naknadno iz krvne komponente, jer je normalno prisutan u
organizmu i brzo se razgraduje '* ',

Izlaganje koncentrata trombocita mehani¢kim i hemij-
skim agensima moZe imati Stetan uticaj na celijski integritet
u smislu pojacanja procesa glikolize, aktivacije morfoloskih
promena i apoptoze u trombocitima, a postoji i opasnost od
stvaranja neoantigena i, time, stvaranja iregularnih antitela
&ije klinicke posledice jos uvek nisu poznate .

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi uticaj procesa fotoina-
ktivacije patogena primenom riboflavina i UV zracenja na
biohemijske karakteristike trombocita dobijenih izdvajanjem
iz buffy coat.

Metode

Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 80 koncentrata trom-
bocita, prosecne zapremine 59,80 = 7,20 mL, koji su podvr-
gnuti procesu inaktivacije na aparatu Mirasol (Mirasol™
Pathogen Reduction Technology System, Caridian BCT Bi-
otechnologies, Lakewood, Colorado, USA) prema unapred
utvrdenom protokolu. Koncentrati trombocita dobijeni su iz-
dvajanjem iz buffy coat, koji je dobijen separacijom jedinica
krvi dobrovoljnih davalaca (prosecne zapremine 450 mL) u
roku do Sest sati od uzimanja krvi (Cetvorostruke kese Ma-
copharma CPD/SAGM, Francuska) na automatskom ekstra-
ktoru T-ACE II (Terumo, Japan). Zatim su pulirana po cetiri
koncentrata trombocita iste krvne grupe (ukupno 20 pulova:
A=8,B=4,0=6, AB=2) i pulovi su ostavljeni 2 sata na
tempertauri od oko 22°C bez agitacije. Spojena su po dva

Stanojkovi¢ Z, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 68(6): 489—494.
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pula trombocita iste krvne grupe (ukupno 10 pulova od po
osam koncentrata trombocita: A=4, B=2, 0=3, AB=1),
svaki je filtriran (filter za leukoredukciju trombocita — Imu-
gard III-PL, Terumo, Japan), a zatim podeljen na dva pula
trombocita jednake zapremine, od kojih je jedna jedinica bila
kontrolna (K), a druga ispitivana (I), tretirana Mirasol PRT
sistemom (ukupno 10 kontrolnih i 10 ispitivanih pulova
trombocita).

Specifikacije trombocita tretiranih Mirasol PRT siste-
mom podrazumevale su standarde usvojene od proizvodaca
(Caridian BCT, USA): zapremina produkta 170-360 mL,
koncentracija trombocita 0,8-2,1 x 10° éelija/uL, koncentra-
cija rezidualnih eritrocita < 5 x 10° po 3,5 x 10" trombocita,
koncentracija rezidualnih leukocita < 250 x 10° po 3,5 x 10"
trombocita.

Kontrolnoj jedinici dodato je 35 mL fizioloSkog rastvo-
ra u kesi za skladistenje trombocita (rok skladiStenja 5 dana),
a ispitivanoj 35 mL 500 umol/L rastvora riboflavina u origi-
nalnoj kesi za iluminaciju (Mirasol Platelet [Illuminati-
on/Storage set), kako bi se postigla finalna koncentracija ri-
boflavina 65—70 pmol/L. Rastvor riboflavina prikljucen je za
kesu za iluminaciju, koja u sebi sadrzi trombocite, preko ste-
rilnog konektora (TSCD Terumo, Japan). Ispitivana jedinica
potom je postavljena u Mirasol iluminator prema uputstvu
proizvodaca i podvrgnuta delovanju UV zracenja (6,24 J/mL,
265-370 nm) u prose¢nom trajanju od 6 minuta. Obe jedini-
ce (kontrolna i ispitivana) postavljene su horizontalno na
agitator (Teknolabo Instruments, Italy) do isteka roka (5 da-

(K, — inicijalno, odmah nakon formiranja kontrolnog pula,
pre dodavanja fizioloSkog rastvora, K; — posle dodavanja fi-
zioloskog rastvora, K; — prvog dana skladistenja, K, — petog
dana skladistenja). Iz uzoraka su radene hematoloske analize
— koncentracija trombocita, rezidualnih eritrocita i leukocita
na aparatu Beckman Coulter AcT diff (Beckman Coulter,
USA) i gasne analize — pH, pO,, pCO, na aparatu AVL
Compact 3 Blood Gas Analyzer (Roche Diagnostics). Bakte-
rioloSka ispravnost trombocita ispitivana je na aparatu
BacT/ALERT 3D (Biomerieux, Francuska), za aerobne bak-
terije BPA bocice, za anacrobne BPN bocice.

Analizirani parametri prikazani su tabelarno, srednjim
vrednostima i standardnim devijacijama. Poredenje ponov-
ljenih merenja unutar jedne grupe (kontrolna grupa — K,, K;,
K; i Ky, tj. ispitivana grupa - Iy, I, I, I3 i I;) vrSeno je Stu-
dentovim t-testom za zavisne uzorke, dok je poredenje para-
metara izmedu kontrolne i ispitivane grupe vrSeno Studen-
tovim t-testom za nezavisne uzorke. Statisticka znacajnost je
odredivana na nivou p < 0,05, primenom softverskog paketa
SPSS, verzija 18 (SPSS Software GmbH, Germany).

Rezultati

Proseéna zapremina kontrolnog pula trombocita izno-
sila je 272,7 £ 15,8 mL, dok je prose¢na zapremina ispitiva-
nog pula trombocita iznosila 278,4 + 18,4 mL. Osnovne ka-
rakteristike posmatranih pulova trombocita prikazane su u
tabeli 1.

Tabela 1
Karakteristike pulova trombocita

Red A Masa Zapremina Masa Zapremina
broj. Broj pula K K I I

@ (mL) (@ (mL)
I J10010903876600 278 263 294 277
I J10010903866500 305 288 310 293
I J10010903876700 286 270 294 277
v J10010903876800 296 280 307 290
v J10010903866600 280 265 282 267
VI J10010903866700 276 261 280 265
VII J10010903866800 297 280 303 287
VIII J10010903866900 286 270 289 273
IX J10010903867000 290 274 292 276
X J10010903867100 292 276 295 279
X 288,6 272,7 294,6 278,4

K - kontrolni uzorak (trombociti + 35 mL fiziolo§kog rastvora);
I - ispitivani uzorak (trombociti + 35 mL riboflavina)

na), uz proveru temperature (22 + 2°C) i zastitu od okolne
svetlosti.

Svi pulovi trombocita, prema Preporukama za pripre-
mu, upotrebu i obezbedenje kvaliteta komponenata krvi Sa-
veta Evrope ”°, kontrolisani su po utvrdenim parametrima,
¢ime se potvrdio kvalitet proizvoda i osigurala bezbednost i
efikasnost transfuzije. Iz ispitivane jedinice uzeto je pet uzo-
raka — Ip-1; (I, — inicijalno, odmah nakon formiranja ispitiva-
nog pula, pre dodavanja riboflavina, I; — posle dodavanja ri-
boflavina, a pre iluminacije, I, — posle zavrsene iluminacije,
I; — prvog dana skladiStenja, I, — petog dana skladiStenja), a
iz kontrolne jedinice uzeta su Cetiri uzorka — K¢-K; i K3-K4

Stanojkovi¢ Z, et al. Vojnosanit Pregl 2010; 68(6): 489—494.

Rezulati ispitivanih parametara iz uzoraka kontrolne
grupe trombocita prikazani su u tabeli 2.

Poredenjem srednjih vrednosti analiziranih parametara
u kontrolnoj grupi uocava se statisticki znacajno smanjenje
vrednosti ovih analiziranih parametara tokom perioda skladi-
Stenja. Vrednosti svih parametara bile su statisticki znacajno
niZe u odnosu na vrednosti parametara iz uzorka Kg; sve vre-
dnosti parametara prvog dana skladiStenja trombocita (uzorci
K3) bile su statisticki znacajno nize u odnosu na vrednosti
parametara nakon dodavanja fizioloskog rastvora (uzorci
K}), i sve vrednosti analiziranih parametara petog dana skla-
distenja (uzorci K,) bile su statisticki znacajno nize u odnosu
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Tabela 2
Analizirani parametri kontrolne grupe
K, (X + SD) K, (x + SD) K; (% + SD) K, (X £ SD)
pH 7,17 (0,07) 7,16 +0,07% 7,15+ 0,06™ P 7,14 + 0,04~ 5 C
pO, (mmHg) 141,69 (11,03) 139,33 + 11,434 133,26 + 8,214 B 125,02 + 8,19y B-C
pCO, (mmHg) 53,46 (2,32) 49,63 + 3,70* 33,71 +4,3148 25,74 +2,86MB:C
?’Xr‘;loir/‘:f)’o“ta 1,08 (0,12) 1,06+ 0,124 0,99+0,114F 0,93 + 0,09 B-C

A _p<0,05vsKy; B-p<0,05vsK;, C—p<0,05vsK,iK;

K)— kontrolni uzorak inicijalno; K; — kontrolni uzorak posle dodavanja fiziolo§kog rastvora; K; — kontrolni uzorak prvog dana ispitivanja; K,— kontrolni
uzorak petog dana ispitivanja

na vrednosti parametara iz uzoraka K; i Ks. Inicijalni prinos
trombocita kontrolne grupe iznosio je 2,96 x 10'' trombocita,
dok je prinos trombocita petog dana skladiStenja iznosio
2,53 x 10" trombocita.

Rezulati ispitivanih parametara iz uzoraka ispitivane
grupe trombocita prikazani su u tabeli 3.

koji se mogu preneti putem krvi, ali se za sada ne vrsi obave-
zno testiranje na njihovo prisustvo zbog niske prevalencije u
opsStoj populaciji, nepoznatog stepena transmisije putem
transfuzije krvi ili nedostatka adekvatnog testa za otkrivanje
tog infektivnog agensa. To mogu biti virusi (kao §to su Fla-
vivirusi Den-1-Den-4, virus St. Louis encefalitisa, Togaviru-

Tabela 3
Analizirani parametri ispitivane grupe
I, (X + SD) I, (X + SD) L (X + SD) L (% + SD) I, (X + SD)
pH 7,17 £0,07 7,17 +0,07* 7,16 + 0,078 7,15 + 0,05°5C 7,13 +£ 0,045 CP
pO, (mmHg) 141,39£9,26 139,20 £8,20%  13827+9,16™® 133,11 +83853C 12554 +£8,3545CD
pCO, (mmHg) 54,00+£2,69  5294+3,14  49,11+3,44*"  2828+55048C 2292 +4404BCP
imfo{/fgboma 1,08+0,12  1,05+0,12* 1,03 40,118 0,98 + 0,10 B¢ 0,92+ 0,103 6P

A_p<0,05vsKy;®-p<0,05vsK,;, € -p<0,05vsK,;iK;
I,— ispitivani uzorak inicijalno; I,— ispitivani uzorak posle dodavanja riboflavina; I,— ispitivani uzorak nakon UV zradenja; I;— ispitivani uzorak prvog dana
ispitivanja; I, — ispitivani uzorak petog dana ispitivanja

Poredenjem srednjih vrednosti analiziranih parametara
ispitivane grupe, takode, uocava se statisticki znacajno sma-
njenje tokom perioda skladistenja trombocita, sa istim odno-
som kao i u kontrolnoj grupi, sem kod parcijalnog pritiska
CO,, gde nema statisticki znacajnog smanjenja u grupi I; u
odnosu na Iy. Inicijalni prinos trombocita ispitivane grupe iz-
nosio je 3,03 x 10" trombocita, dok je prinos trombocita
petog dana skladitenja iznosio 2,57 x 10" trombocita.

Poredenjem svih analiziranih parametara petog dana is-
pitivanja (uzorci K, 1 1), ne uocava se statistic¢ki signifikant-
na razlika izmedu kontrolne i ispitivane grupe.

Svi uzorci trombocita sacuvali su sterilnost do sedmog
dana, koliko je pracena bakterioloska ispravnost. U uzorcima
nije utvrdeno prisustvo rezidualnih leukocita i eritrocita.

Diskusija

Rizik od virusne i bakterijske transmisije transfuzijom
produkata od krvi danas je sveden na minimum u vecini ev-
ropskih zemalja. U rutinsku transfuziolosku praksu uvedeni
su osetljivi testovi (anti-HIV 11 2, anti-HCV, anti-HBc, anti-
HTLV I/Il) za testiranje krvi dobrovoljnih davalaca, a posle-
dnjih godina u razvijenim zemljama sveta uvedena je NAT
(nucleic acid-based tests) metoda, $to je znacajno snizilo ri-
zik prenosenja ovih virusnih agenasa putem transfuzije pro-
dukata od krvi (rizik da se prenese uzrocnik bolesti putem
transfuzije jedinice krvi iznosi 1/1,9 miliona za HIV, 1/1,6
miliona za HCV)'*". Poseban problem u savremenoj tran-
sfuzioloskoj praksi, medutim, predstavljaju patogeni agensi

si zapadnog i istocnog konjskog encefalitisa, Chikungunuya,
respiratorni Corona virusi, Circovirus TT i SEN, Deltavirus
Hepatitis D, Epstein-Barrov virus, humani herpes virusi 6, 7 i
8, Parvovirus B19), protozoe (Babesia microti, Toxoplasma
gondii, Trypanosoma cruz, Leischmania donovani), bakte-
rije — gram pozitivne i gram negativne (Stapylococcus aure-
us, Stapylococcus epidermidis, Escherichia coli, Anaplasma
phagocytophilum, Borelia burgdoferi) ili prioni (izazivaju
Creutzfeldt-Jakobovu bolest) '*'®. Svemu navedenom treba
dodati i Cinjenicu da se svake dve do tri godine pojavljuju
novi virusi koji se mogu preneti transfuzijama produkata kr-
vi. S druge strane, koncentrati trombocita pokazuju posebno
povecan rizik od bakterijske kontaminacije, s obzirom na
uslove skladistenja (temperatura od 22 £ 2 °C). Prema sav-
remenim ispitivanjima, minimum bakterijske kontaminacije
trombocita posle pet dana Cuvanja na sobnoj temperaturi je
oko 10"/mL .

Inaktivacija patogena u produktima od krvi predstavlja
dodatni nivo zastite, kako od poznatih infektivnih agenasa,
tako i od onih koji jo§ uvek nisu prepoznati kao moguca
pretnja globalnom snabdevanju krvlju '*. Danas se koriste ra-
zlicite fizicke i hemijske metode inaktivacije patogena, koje
zadovoljavaju osnovne propisane kriterijume: redukcija inci-
dencije virusne, bakterijske i parazitarne transmisije transfu-
zijom produkata od krvi na najmanji moguci nivo, Siroka efi-
kasnost u smislu prevencije transfuzijom uzrokovane epide-
mije novog Stetnog patogena, laka implementacija u postoje-
¢u organizaciju transfuzioloske sluzbe, minimalna toksic-
nost, nepromenjena klinicka efikasnost inaktivisanih produ-
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kata od krvi, niska cena " > ~". U ovom ispitivanju kori$¢ena

je metoda dodavanja riboflavina puliranom koncentratu
trombocita i naknadno izlaganje produkta UV zracenju sa
obe strane. Kao posledica aktivacije riboflavina pod dejs-
tvom UV zraka dolazi do oksidacije guanina u nukleinskim
kiselinama i njihovog ireverzibilnog oSteéenja, Sto sprecava
dalju replikaciju patogena. Mnogobrojne studije do sada po-
kazale su da ova metoda efikasno inaktiviSe intracelijski i za
¢eliju vezani virus humane imunodeficijencije — HIV (4,46 i
5,93 logl0/mL, respektivno), virus zapadnog Nila (5,19
log10/ml), virus Parvo B19 (> 6,5 log10/mL), virus vezikular-
nog stomatitisa (> 5,3 log10/mL), Saphylococcus epidermidis
i Saphylococcus aureus (5-6 log10/mL), Escherichia coli (> 4
log10/mL), Leischmania donovani infantum (5-6 log 10/mL),
a dokazano je i da prevenira infekciju prouzrokovanu bakteri-
jama Klebsiella pneumoniae i Bacillus cere'”-*" .

Kvalitet koncentrata trombocita prema usvojenim sta-
ndardima odreduje se na osnovu pracenja odredenih para-
metara: koncentracija i prinos trombocita, pH, pO,, pCO,,
koncentracija laktata, potrosnja glukoze, ekspresija GMP-
140. Dosadasnja ispitivanja funkcije tretiranih trombocita in
Vitro pokazuju da ne postoji znaCajna promena u prinosu
trombocita nakon primene riboflavina i UV zracenja. Mor-
fologija trombocita je dobro ocCuvana, ali trombociti poka-
zuju povecanu aktivaciju i Celijski metabolizam, sa poveca-
njem potros$nje, odnosno smanjenjem koncencentracije glu-
koze, povecéanjem produkcije laktata, blagim padom pH, po-
javom mikropartikula i poveéanjem ekspresije P-selektina
tokom perioda skladistenja ' **. Ove promene su identi¢ne u
tretiranim pojedinacnim koncentratima trombocita, tretira-
nim puliranim koncentratima i tretiranim afereznim koncen-
tratima trombocita>>*®. Ovo ispitivanje pokazalo je da pri-
mena riboflavina i UV zracenja ne dovodi do promene broja
trombocita, pH, pO, i pCO, u tretiranim puliranim koncen-
tratima trombocita, kao i da se taj kvalitet zadrzava i posle
pet dana skladistenja trombocita.

Najnovija ispitivanja pokazala su da su promene opisa-
ne u literaturi daleko manje izrazene, ako se umesto u plaz-
mi, trombociti resuspenduju u mesavini od 35% plazme i
65% aditivne solucije za trombocite (PAS — platelet additive
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solution) ***’. Trombociti koriste glukozu kao glavni izvor

energije za stvaranje adenozin-trifosfata (ATP) kroz proces
aerobne oksidativne fosforilacije kori§éenjem piruvata ili
kroz proces anaerobne glikolize. Oksidativna fosforilacija
zahteva adekvatnu mitohondrijalnu i enzimsku aktivnost i
strukturni integritet **. Picker i sar. *’ u najnovijim ispitiva-
njima pokazali su da primena riboflavina i UV zraenja ne
menja mitohondrijalnu dehidrogenaznu aktivnost, odnosno
da trombociti ostaju funkcionalni i metabolicki aktivni. Pot-
ro$nja glukoze direktno korelira sa koncentracijom laktata u
tretiranim koncentratima trombocita. Goodrich *i Goodrich i
sar. ** u brojnim in vivo ispitivanjima pokazali su da poveca-
nje koncentracije laktata najvise korelira sa oporavkom
trombocita, a vrednost pH, koja je pradena i u ovom ispitiva-
nju, sa njihovim preZzivljavanjem.

Dosadasnja ispitivanja pokazala su, takode, da su bole-
snici koji su primili transfuzije trombocita inaktivisanih pri-
menom riboflavina i UV zradenja imali uporedive hemostat-
ske 1 hematoloSke parametre nakon transfuzije trombocita sa
bolesnicima koji su primili transfuzije netretiranih kontrolnih
koncentrata trombocita'”***'. Takode, nisu zabeleZene ne-
zeljene reakcije nakon transfuzije u ovoj grupi bolesnika.
Nezeljene reakcije davaoca protiv primaoca, kao §to je transfuzi-
jom uzrokovana bolest ,kalem protiv domacina“ (TA-
GVHD) nastaju kao posledica prisustva rezidualnih leukocita
u proizvodima krvi > '*. U transfuziloskoj praksi ulazu se ve-
liki napori da se takve reakcije inhibiraju, a to ukljucuje leu-
koredukciju i izlaganje proizvoda krvi UV zracenju, §to je
upravo deo tehnike inaktivacije.

Zakljucak

Trombociti inaktivisani primenom riboflavina i UV
zracenja (Mirasol PRT sistem, Caridian BCT, USA) zadrza-
vaju sve karakteristike odredene Preporukama za pripremu,
upotrebu i obezbedenje kvaliteta komponenata krvi Saveta
Evrope, tokom celog perioda skladistenja (pet dana). Rezul-
tati su dosledni podacima prethodnih in vivo i in vitro ispiti-
vanja i potvrduju da se trombociti tretirani na ovaj nac¢in mo-
gu bezbedno primeniti u rutinskoj transfuzioloskoj praksi.
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